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. INTRODUCERE

I.1 Introducere in tematica pesticidelor

In ultmii ani, ingrijorarile legate de cresterea populatiei si securitatea alimentard au fost
subiecte care au interesat si intereseaza din ce in ce mai stringent atdt societatea cat si
comunitatea stiintifiicd. Dezvoltarea agriculturii moderne ar fi inferioard nivelului curent fara
aplicarea pesticidelor. Pesticidele reprezinta marea categorie a unor substante chimice care au
rolul de a combate diferite tipuri de daunatori. Controlul daunatorilor prin metode chimice,
asemanator cu ceea ce se desfasoara in zilele noastre, a inceput sa prinda forma dupa al doilea
Rizboi Mondial. In anul 1946, a aparut pe piatd primul erbicid 2,4-D, acesta ficand parte din
categoria fenoxi erbicidelor folosit extensiv de catre fermieri (Burnside, 1996).

Inainte de dezvoltarea sintezei chimice, controlul daunitorilor era realizat cu produse de
naturd anorganica sau pe bazd de plante, de exemplu, nicotina a fost cunoscuta spre sfarsitul
anilor 1600 drept un erbicid puternic, precum si piretroidele, extrase din crizanteme (Gilbert,
2012).

Odata cu utilizarea lor extrem de intensa, apar si efecte nedorite care se manifestd prin
contaminarea compartimentelor de mediu si a lantului trofic (Ackerman, 2007; Dragus &
Beldean-Galea, 2015a; Wang, D.-Q. et al., 2012).

Erbicidele triazinice fac parte din categoria erbicidelor selective care se pot aplica atat pre-
emergent, cat si post-emergent, aspect care ridica eficienta lor. Deoarece acest tip de erbicide si
produsii de degradare ai acestora sunt toxici, dar si solubili in apa si au capacitatea de a fi
adsorbiti in sol, reprezintd o problema cu care mediul, implicit omul, se confrunta (Dragus &
Ristoiu, 2012a; Prado et al., 2014). In Europa, concentratii de pani la 5.6 pg/L ale unor compusi
triazinici au fost detectate in apele de suprafata (Quednow & Puttmann, 2007). Avand in vedere
mobilitatea acestor erbicide, prezenta lor a fost detectata atat in apele subterane, cat si in apele

pluviale (Boyd, 2000; Mast et al., 2007). In ceea ce priveste efectele nocive asupra sanatatii



umane, expunerea la triazine a fost asociatd cu dezvoltarea cancerului ovarian si cancerului
mamar (Donna et al., 1989; Kettles et al., 1997).

Determinarea erbicidelor triazinice in matrici complexe este extrem de dificila datorita
numeroaselor interferente prezente in variate tipuri de probe. De aceea, extractia corespunzatoare
a compusilor tintd reprezintd un pas foarte important intr-un demers analitic. Tehnicile de
extractie clasice, precum binecunoscuta tehnica Soxhlet sau extractia lichid-lichid, necesita
volume semnificative de solvent, au loc intr-un timp indelungat si genereaza deseuri. Din acest
motiv, chimia analiticd si-a indreptat atentia catre dezvoltarea unor tehnici moderne,
miniaturizate care utilizeazd volume mult mai mici de solvent, sunt mult mai rapide, iar

generarea descurilor este semnificativ redusa.

1.2 Obiective si contributii originale

Obiectivul prezentei lucrari a vizat, in special, optimizarea unei metode de analiza
multicomponent care sa fie capabila sa determine intr-o singura analizd un numar cat mai mare
de pesticide triazinice si, in acelasi timp, sd ofere o limitd de detectie cat mai joasa, in
concordanta cu concentratiile la care acesti compusi se gasesc in probele de mediu. S-a luat in
studiu cromatografia de lichide de inalta performantd intrucat, potrivit datelor din literatura,
aceastd metoda oferd posibilitatea realizarii obiectivelor propuse. Metoda optimizatd a fost
supusa procedurii de validare n scopul studierii performantelor, a evaluarii erorilor ce Tnsotesc
determinarile si, nu n ultimul rand, a aplicabilitatii acestei metode la analiza probelor de mediu.

Partea experimentala se focalizeaza pe analiza acestei clase de pesticide in diverse probe de
mediu, datele obtinute putand sta la baza evaluarii mecanismului de transfer al acestor produsi si
al expunerii umane.

Lucrarea de fata cuprinde studii privind:

» Incidenta pesticidelor triazinice in probe de apa de fantana prelevate din doud regiuni
din Transilvania, zona Cluj (Turda), respectiv Mures (Sighisoara);

» Incidenta pesticidelor triazinice in probe de apa de suprafata prelevate din bazinul
Somesului Mic si bazinul superior al Tisei;

» Incidenta pesticidelor triazinice in probe de sol recoltate din zona Transilvaniei,

respectiv Moldova,;



» Incidenta pesticidelor triazinice in probe de miere de albine recoltate din zona
Transilvaniei, Moldovei si Dobrogei;
» Incidenta pesticidelor triazinice in probe de lapte recoltate din zona Transilvaniei.
Este important de mentionat cd pentru fiecare tip de matrice (apa, sol, miere si lapte) au
fost dezvoltate si validate protocoale specifice de extractie si de purificare a extractelor, luandu-
se in studiu cele mai recente tehnici de extractie, precum extractia pe faza solida, microextractia

in faza lichida sau metoda QuEChERS.

1.3 Sinteza tezei

Teza este structurati pe doud parti majore, partea teoretici si partea experimentald. In
inceputul lucrdrii se regaseste o introducere generala in tematica pesticidelor si 0 schitare a
problemelor reprezentate de utilizarea acestora.

Partea teoretica este formata din trei capitole, rolul fiecaruia fiind succint descris in cele ce
urmeaza. Capitolul | face o caracterizare a marilor clase de pesticide, abordeaza rolul
pesticidelor in combaterea daunatorilor, rolul lor in societate si toxicitatea acestor tipuri de
substante. Capitolul Il si Capitolul 111 vor cuprinde o descriere detaliata a compusilor organici
care fac subiectul prezentei lucrari, mai exact erbicidele triazinice, cat si tratarea unei palete largi
de metode de analiza si extractie a acestora din diferite matrici.

Partea experimentala incepe de la Capitolul 1V, capitolul principal al acestei teze care se
va axa pe contributiile personale ce cuprind investigarea erbicidelor triazinice din diferite matrici
(sol, ape de suprafata, ape subterane, miere, lapte neprocesat) si optimizarea unei metode de
analiza a acestor agrochimicale. Ultimul capitol, Capitolul V, va trasa o serie de concluzii
generale legate de abordarea experimentala si va identifica o serie de perspective de viitor, care
vor incheia prezenta teza.

Sursele bibliografice se vor regasi in Bibliografie. Lucrarea cuprinde 21 de tabele si 42 de

figuri.



I1. Studii privind incidenta pesticidelor triazinice in mediu

Monitorizarea factorilor de mediu face parte din ansamblul de operatiuni care stau la baza
unei strategii complete si consecvente legate de calitatea acestuia. Fiecare factor de mediu,
indiferent ca vorbim de apa, sol sau aer poate fi contaminat prin surse punctiforme, precum
unitatile de procesare a pesticidelor sau prin surse difuze, precum agricultura (Dragus et al.,
2012b). Contaminarea factorilor de mediu prin surse punctiforme implica abilitatea de a depista
cu exactitate sursa de unde provin anumite substante cu potential toxic, in timp ce in cazul
punctelor difuze, dupa cum spune si numele, sursa compusului sau cumpusilor problematici nu
poate fi identificata cu exactitate. Agricultura este considerata a fi o sursa de contaminare difuza,
iar efectele sinergice se reflectd asupra calitatii factorilor de mediu. Utilizarea pesticidelor
triazinice in combaterea buruienilor din culturile agricole a dus, pe de o parte, la cresterca
productiilor agricole, a redus numarul lucrarilor agricole necesare culturilor, dar, in acelasi timp,
a crescut riscul de expunere a populatiei la aceste tipuri de chimicale. Conform studiilor de
specialitate, pesticidele triazinice prezinta persistenta ridicata in ape, sol, sedimente, solide
suspendate si pot duce la o poluare-contaminare difuza a factorilor de mediu (Bottoni et al., 2013;
Du Prez et al., 2005; Dagnac et al., 2005; Gfrerer et al., 2002).

In continuare sunt prezentate rezultatele studiilor referitoare la prezenta pesticidelor
triazinice in diversi factori de mediu precum si in unele produse alimentare a caror obtinere este
strans legatda de factorii de mediu. Studiile s-au focalizat pe analiza acestor compusi in ape de

fantana, respectiv ape de suprafata, sol, precum si in miere de albine si lapte de bovine.

1.1 Studii privind incidenta pesticidelor triazinice in ape de fintana

Beneficiarul principal al utilizdrii pesticidelor triazinice este agricultura. Acestea sunt
aplicate in special pe culturile de porumb cu scopul de a distruge buruienile atit in mod pre-
emergen, cat si post-emergent. Deoarece aceste pesticide sunt foarte mobile in mediu,
capacitatea lor de a ajunge 1n acviferele din promixitatea zonelor agricole este ridicata.

Obiectivul acestui studiu a constat in analiza incidentei pesticidelor triazinice din apele de

fantana din doua zone cu activitati agricole diferite, respectiv Turda, judetul Cluj si zona



Sighisoara, judetul Mures. Datele obtinute pot sta la baza unor programe de evaluare a expunerii
la aceste pesticide a populatiei care utilizeazd aceastd apa in scopuri menajere. Studiul s-a
efectuat Tn perioada mai - iulie 2011, perioadd in care este recomandatd utilizarea acestor

pesticide.

II.1.1 Parte experimentala

Materiale si solventi

Pentru studiile efectuate s-a folosit un amestec de patru pesticide triazinice (simazina,
atrazina, propazina, trietazina) care a fost achizitionat de la Supelco, S.U.A. Pentru analize s-a
preparat o solutie etalon de concentratie 2 ppm (ug/mL). Solventii de extractie (metanol, acetona
si acetonitril) de puritate HPLC au fost obtinuti de la Merck (Darmstad, Germania). Extractia
compusilor din matricea apoasa s-a efectuat prin extractie pe faza solida utilizand un sistem SPE
de fabricatie Supelco (S.U.A.) .

Pentru extractii s-au folosit cartuge de extractie pe baza de silicagel de tipul Strata C18 EC
(end capping) de productie Phenomenex (S.U.A.).

Apa utilizata pentru prepararea fazei mobile si pentru conditionarea cartuselor de extractie
a fost obtinuta cu un sistem de purificare Milli-Q-Plus de fabricatie Millipore (Milford, MA,
USA). Determinarea analitilor s-a facut utilizind un cromatograf de lichide de inalta performanta
model ABL&E Jasco-980 echipat cu o pompa de inalta presiune JASCO PU-980, detector UV-
vis JASCO UV-980-975. Separarea compusilor s-a facut utilizand o coloana NUCLEOSIL 100
Cis (25 cm x 4 mm ID) cu o faza mobila acetonitril : apa (55: 45, v/v), detectia la o lungime de
unda de 220 nm, iar prelucrarea datelor a fost facuta cu ajutorul softului Soft ChromPASS.

Pentru studiu s-a prelevat cate 1 litru de apa din fantanile din zonele de interes, in sticle de
polietilend care au fost pastrate la frigider, la o temperaturd de 4°C pana in momentul extractiei.
Inainte de trecerea prin cartusul de extractie, probele de apa au fost filrate printr-un filtru de

nailon de porozitate 0.45 um procurat de la Phenomenex (USA).

Procedura de extractie
Conditionarea cartuselor C;g3 EC (Phenomenex, S.U.A.) s-a facut dupa cum urmeaza:
5 mL apa; ¢5 mL MeOH; 5 mL apa.



Dupa conditionarea cartuselor, 400 mL proba de apa a fost trecutd print cartusul de
extractie la un debit de 2 mL/min. Pentru elutia compusilor retinuti pe cartusul de extractie s-au
folosit 3 mL acetona. Eluatul obtinut a fost supus evaporarii la sec, dupa care reziduul a fost

reluat cu 200 pLL ACN si analizat prin cromatografie de lichide de Tnalta performanta.
I1.1.2 Rezultate

In urma analizelor s-a constat ca atrazina a fost compusul predominant regasit in probele
de apd cu o concentratie cuprinsd intre 3.07-8.07 pg L. Propazina a fost de asemenea
identificata in probele analizate, dar intr-o concentratie mult mai scazuta decat atrazina si anume
intre 0.05-2.87 ug L™, Trietazina a fost detectata intr-o singura proba de apa, iar simazina a fost
detectatd doar in probele din zona Turda cu o concentratie cuprinsi intre 0.05-0.07 pg L. O
cromatograma a unei probe de apa (cod proba P5) din care reiese prezenta triazinelor este
prezentata 1n figura 1, iar in tabelul 1 sunt prezentate rezultatele pentru toate probele de apa

analizate.
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Fig. 1 Cromatograma unei probe de apa de fantana (cod proba P5) si a unui amestec etalon

(culoarea rosu - etalon; culoarea albastru - extract proba apa)



Tabel 1. Continutul de pesticide triazinice in probele de apa de fantana analizate

Puncte prelevare Simazina Atrazina Propazina Trietazina Suma
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)

Turda
P1 0.15 3.07 0.2 nd 3.42
P2 0.1 7.5 2.87 nd 10.47
P3 0.1 6.6 0.22 0.07 6.99
P4 nd 5.8 0.2 nd 6
P5 nd 8.07 nd nd 8.07
Sighisoara
P6 nd 5.2 nd nd 5.2
P7 nd 4.6 nd nd 4.6
P8 nd 5.47 nd nd 5.47
CMAUS.E.P.A. 3 4 - - -
CMA U.E. 0.1 0.1 0.1 0.1 0.5

nd - sub limita de detectie

- limita nestabilita

Potrivit datelor prezentate in tabelul 1 in probele de apa de fantdna analizate s-au gasit
concentratii care depasesc concentratia maxima admisa conform Directivei nr. 98/83/CE privind
calitatea apei destinatd consumului uman, insa Roménia a obtinut o perioadd de tranzitie
etapizata pana in 2010, respectiv 2015 pentru anumite zone.

Atrazina a fost detectatd in toate probele analizate, in timp ce propazina a fost detectata in
50% din probe, simazina in 37%, iar trietazina s-a regasit intr-un procentaj de 12%. Se poate
observa din tabelul 7 faptul ca in zona cu o activitate agricola ridicata - zona Turda, pesticidele
triazinice s-au regasit intr-un procentaj mai mare, in timp ce in zona cu activitate agricola scazuta
- zona Sighisoara, procentajul este mult mai mic. In Sighisoara, atrazina a fost singurul compus
detectat, In timp ce restul triazinelor au fost sub limita de detectie. Acest aspect scoate in
evidenta faptul cd acviferele au fost contaminate prin percolare de la stropire, circumstanta

evidentiata si in literatura (Nordmark et al., 2008).



I1.1.3 Concluzii

Procedura de analiza si extractie a unor compusi ce apartin clasei de erbicide triazinice a
fost aplicatd cu succes in cazul unor probe de apad subterana din zone ale Transilvaniei cu
acvititati agricole diferite. Prezenta agrochimicalelor a fost detectata conform asteptarilor in zona
unde activitatea agricold este predominanta. Pentru comunitatile rurale unde retelelele de apa
potabila lipsesc, iar concentratiile depasesc 0.1 ug/L, activitatile de investigare trebuie

completate cu activitati de monitorizare.

I1.2 Studii privind incidenta pesticidelor triazinice in ape de suprafata

Studiul de fatd s-a axat pe analiza pesticidelor triazinice in probe de apa de suprafata
prelevate din bazinul Somesului Mic si din bazinul superior al Tisei. Alegerea s-a facut cu scopul
de a vedea dacd existd diferente intre zone cu activitati agricole diferite si dacd utilizarea
pesticidelor in agriculturd constituie o sursd de poluare difuza a cursurilor de ape de suprafata.

In cazul bazinului Somesul Mic s-au prelevat 5 probe de apa si anume:

» dupa Apahida,
» dupa Rascruci,
» dupa Gherla,
» amonte Dej
» Dej dupa varsare in Somesul Mare.
In cazul bazinului superior al Tisei s-au ficut 5 preleviri de probe si anume:
» Raul Viseul aval Viseul de Jos,
Raul Viseul la Valea Viseului,
Raul Iza dupa confluenta cu Mara la Vadul Izei,

Raul 1za dupa Sighetul Marmatiei,

YV V V V

Raul Tisa la Sarasau.

Zonele luate in studiul si punctele de prelevare sunt prezentate in Fig. 2 si Fig. 3.
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Fig. 3 Zona si punctele de prelevare a probelor de apa Tisa
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I1.2.1 Parte experimentala si rezultate

Extractia pesticidelor triazinice din probele de apa s-a facut conform protocolului descris la
analiza apelor de fintana cu mentiunea ci pe cartusele de extractie s-a utilizat acetonitrilul. In
vederea verificarii exactitatii metodei de extractie, o proba de 400 de mililitri de apa a fost
contaminata cu 500 nanograme standard si extrasa conform procedurii descrise anterior. Gradele
de recuperare a pesticidelor triazinice se situeaza peste valoarea consideratd a fi acceptabila de
metodologia validarii, fiind peste 80% pentru toti compusii. Valorile gradelor de recuperare

obtinute sunt prezentate in tabelul 2.

Tabel 2. Gradele de recuperare pentru compusii studiati

Compusi Grad de recuperare (%)
Simazina 93.67
Prometon 96.62
Atrazina 103.48
Ametrina 93.35
Propazina 97.21
Prometrin 96.70
Terbutrin 99.17

Analiza pesticidelor triazinice in probele de apa de suprafatda s-a efectuat prin
cromatografie de lichide de inaltd performantd, utilizand aparatura si metodologia descrisa in
capitolul IV.2 Validarea metodei de analiza (a se vedea teza de doctorat).

Rezultatele analizelor efectuate pe apele de suprafatd arata ca in cazul probelor din bazinul
Tisa, prezenta triazinelor nu a fost detectata, acest aspect datorandu-se raritatii culturilor agricole
din proximitatea punctelor de prelevare. Insa, in bazinul Somesului Mic, culturile agricole, in
special de porumb, se situeaza extrem de aproape de cursul de apa. Concentratiile gasite sunt

cuprinse intre 0.08 - 5.29 png/L (Tabel 3).
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Tabel 3. Prezenta erbicidelor triazinice in probe de apa de suprafata - bazinul Somesului
Mic

Punct Simazina Prometon Atrazina Ametrina Propazina Prometrin Terbutrin
prelevare  (ug/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)

Apahida 0.09 nd* nd nd nd nd nd
Rascruci 0.09 nd 0.15 nd 0.18 nd nd
Gherla 0.17 nd 0.27 nd 0.41 nd nd
Dej 0.08 nd nd nd 0.12 nd nd
Dej 0.52 nd 5.29 1.86 nd nd nd
varsare

*nd - not detected

Conform datelor din tabelul 3, compusul predominant care se regaseste in toate probele
este simazina cu concentratii cuprinse intre 0.08 - 0.52 ug/L. Atrazina si propazina au fost

detectate in 60% din probe, in timp ce prometonul, prometrinul si terbutrinul nu au fost detectati.

I1.2.2 Concluzii

Atrazina, simazina si terbutrinul fac parte din categoria substantelor prioritare din
domeniul politicii apei care se regasesc in cadrul Directivei 2013/39/UE care modifica
Directivele 2000/60/CE si 2008/105/CE. Concentratia maxima admisa (CMA) in cazul atrazinei
este de 2 pg/L, CMA pentru simazina este de 4 pg/L, iar pentru terbutrin avem o CMA de 0.34
ug/L. Conform acestor date, rezultatele mentionate mai sus nu inregistreaza depasiri, cu exceptia
atrazinei in zona Dej varsare. Aceasta situatie S-ar putea explica prin faptul ca se aduc de pe
cursurile afluentilor reziduuri de pesticide care se acumuleaza la confluenta Somesului Mare cu a

Somesului Mic.

I1.3 Studii privind incidenta pesticidelor triazinice in probe de sol

Desi anumiti reprezentanti ai triazinelor au fost interzisi in Uniunea Europeana, pesticidele

triazinice reprezintd unele dintre cele mai utilizate clase de pesticide din Statele Unite ale
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Americii si de pe continentul asiatic. Triazinele sunt aplicate la o rata de 1.12-2.24 kg/ha, ceea ce
conduce la o concentratie in sol de pana la 3.6 mg/kg (Funari et al., 1998). In sol, transportul si
degradarea acestor compusi sunt influentate de numerosi factori, precum pH-ul, tipul solului,
temperatura, umiditatea si activitatea microbiana, iar prin percolare pot fi o sursd de contaminare
a apelor subterane (Koskinen et al., 2008; LeBaron, 1970). Persistenta lor in sol s-a dovedit a fi
cuprinsa Intre 30-245 zile (Accinelli et al., 2001; Li et al., 2008).

Desi eficienta metodelor clasice de extractie, precum SPE si LLE nu poate fi negata, recent,
trendul metodelor de extractie are o abordare mult mai prietenoasd pentru mediu. Metode de
extractie moderne, precum SBSE si MAE sunt cateva dintre noile abordari din chimia analitica
utilizate pentru extractia compusilor triazinici din sol (Nakamura & Daishima, 2005; Shah et al.,
2011).

Obiectivul acestui studiu a fost dezvoltarea unei metode moderne, performante de extractie
a compusilor triazinici din sol. Metoda de extractie a fost aplicatd pe probe reale de sol pentru a
evalua eficienta acesteia. Pentru o extractie corespunzdtoare au fost supusi optimizarii urmatorii

factori: aditia de sare, pH-ul si tipul de solvent de extractie.

I1.3.1 Parte experimentala

Reactivi si substante

Amestecul etalon care contine un amestec de sapte pesticide triazinice (simazina, prometon,
atrazina, ametrina, propazina, prometrin si terbutrin) de puritate >98% a fost achizitionat de la
Sigma-Aldrich. Solventii de extractie 1-undecanol, acetonitril, metanol si acetona au fost
achizitionati de la Merck (Germania). Apa utilizatd pentru prepararea fazei mobile si pentru
prepararea probelor a fost obtinuta utilizand un sistem de purificare Milli-Q-Plus ultra-pure water
de fabricatie Millipore (Milford, MA, USA).
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Instrumentatie si conditii cromatografice

Analizele compusilor triazinici s-au facut pe un sistem HPLC, model Shimadzu, echipat cu
o pompa tip 10 LC, detector UV/Vis 10 LSD conform protocolului descris in capitolul V.1
Validarea metodei de analiza. Detectia pesticidelor s-a facut la o lungime de unda de 220 nm.
Separarea analitilor a fost realizata pe o coloana cu faza inversa de tipul Nova Pak Cig(3.9 mm
x300 mm, 4um diametrul particulelor). Elutia compusilor s-a facut in mod izocratic utilizand ca
si faza mobila un amestec de 25 mM KH,PO, si acetonitril (60:40, v/v), la un debit de 1.2 mL
min.

Pentru centrifugarea probelor, s-a folosit o centrifugd Eppendorf, model 5804 R (Austria).
Pentru ultrasonare s-a folosit o baie de ultrasonare model EImasonic S 10 H (Germania).

I1.3.2 Procedura de extractie DLLME-SFO

Un volum de 10 mL apa Milli-Q (adusd la pH 8 cu 0.1 M NaOH) a fost plasat intr-0
eprubetd conica si contaminat cu standardul de triazine. Solutia de concentratie 10 ppm cu care
s-a lucrat s-a obtinut prin dilutia standardului cu metanol. 2 g de NaCl au fost apoi addugate in
solutie, urmat de o agitare energica. Dupa dilutia sarii, in proba s-au adaugat 200 pL amestec de
extractie care contine 150 pL acetonitril, drept dispersor si 50 uL 1-undecanol, drept solvent de
extractie. Se va observa formarea unei solutii tulbure (cloudy solution), aceasta datorandu-se
dispersiei picaturilor de 1-undecanol in solufia apoasa. Pentru separarea fazelor din solutie proba
a fost centrifugata 4 minute la 4500 rpm. Dupa centrifugare, eprubeta a fost introdusa intr-0 baie
de gheata timp de 10 minute pentru solidificarea solventului de extractie. Dupa solidificarea
acestuia, solventul de extractie care se regaseste in partea superioara a eprubetei a fost colectat si
transferat Intr-o eprubeta conica.

Dupa separarea solventului de extractie acesta a fost ldsat sd ajungd in stare lichida la
temperatura camerei, umand ca apoi un volum de 5 pL din extract sd fie injectat In sistemul

HPLC pentru analiza.
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I1.3.3 Prepararea probelor reale de sol

Pentru acesta etapd s-au cantarit 3 g de sol, uscat in prealabil la temperatura camerei si
mojarat, apoi fiind plasate intr-o eprubetd conicd cu capac cu filet. Deoarece pesticidele
triazinice sunt polare, solventul de extractie ales a fost metanolul. S-a adaugat un volum de 3 mL
MeOH, proba fiind agitata viguros timp de 15 minute, apoi supusa ultrasondrii timp de 15 minute
si centrifugarii pentru 4 min la 4500 rpm.

Intr-o eprubetd conicd prevazutd cu filet de 15 mL s-au adiugat 10 mL apa Milli-Q
(ajustata la pH 8 cu 0.1 M NaOH), apoi s-a transferat 1 mL din faza limpede separatd in urma
centrifugarii probei de sol, adaugandu-se 2 g NaCl si 200 uL amestec extractie. Pentru separarea
fazelor, solutia rezultata a fost centrifugata timp de 5 minute la 4500 rpm. Dupa centrifugare
proba a fost introdusa intr-o baie de gheata timp de 10 minute. Prin racire, solventul de extractie

s-a solidificat la suprafata amestecului, colectat si analizat conform protocolului descris.

I1.3.4 Optimizarea metodei DLLME-SFO

11.3.4.1 Optimizare pH

Pentru extractia pesticidelor triazinice din apa s-a folosit o metoda de extractie
miniaturizata adaptatd dupa Sanagi et al. (2012). Metoda a fost adaptatd in ceea ce priveste
ajustarea pH-ului pentru a creste gradul de recuperare a compusilor. Pentru aceasta s-a efectuat
un studiu de recuperare a analitilor la diveste valori ale pH-ului in scopul eficientizarii extractiei.
10 mL apa Milli-Q contaminata cu 100 ng din fiecare pesticid triazinic au fost aduse la diferite
valori de pH: respectiv 2, 3,4, 5, 7 si 8 cu ajutorul unor solutii de NaOH 0.1 M. S-au adaugat 0.5
g NaCl si 200 pl amestec extractie ce contine 150 pL acetonitril si 50 pL 1-undecanol si s-a
procedat la extractia compusilor de interes conform protocolului descris anterior. Rezultatele
studiului au aratat ca eficienta extractiei creste odata cu cresterea pH-ul (Fig. 4). Astfel pentru

extractiile ulterioare s-a ales un pH 8.
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Fig 4. Influenta pH asupra eficientei extractiei

11.3.4.2 Influenta solventului de extractie

In aceast studiu s-au comparat eficientele de extractie a pesticidelor triazinice din sol a trei
solventi si anume acetonad, acetonitril si metanol. Pentru acest lucru trei probe de sol fiecare in
triplicat au fost contaminate cu 300 ng pesticide. Fiecare proba de sol a fost extrasd cu unul
dintre cei trei solventi enumerati. Pentru a spori eficienta de extractie pe langa agitarea manuala
probele au fost ultrasonate timp de 15 minute. Dupa ultrasonare, probele au fost centrifugate, iar
apoi din fiecare proba s-a luat 1 mL din supernatant si s-a introdus in 10 mL proba de apa
acidifiatd la pH 8 (vezi paragraful anterior) si extras conform protocolului descris.

Factorul de imbogatire a fost mai ridicat In cazul metanolului, asadar in analizele ulterioare,

metanolul a fost ales ca si solvent de extractie (Tabel 4).

Tabel 4. Factorul de imbogatire pentru cei trei solventi testati (acetona, acetonitril,

metanol)
Compusi Acetona Acetonitril Metanol
Simazina 24 55 80
Prometon 80 65 96
Atrazina 46 35 99
Ametrina 70 68 98
Propazina 72 63 97
Prometrin 91 45 103
Terbutrin 93 33 97
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I1.3.4.3 Influenta efectului salin

Eficienta extractiei este Tmbunatatitd cu ajutorul adaosului de sare. Acest aspect descreste
solubilitatea analitilor in faza apoasa si imbunatateste partifia lor in faza organica. Pentru a
investiga influenta efectului salin s-au efectuat diferite experimente in care s-au adaugat diferite
concentratii de NaCl (0.5-2.5%) in faza apoasa. Graficul din fig. 5 aratd in mod clar faptul ca
eficienta extractiei creste odatda cu concentratia de NaCl pana cand se ajunge la pragul de 2%,
apoi eficienta extractiei descreste. Pentru studiile ulterioare, au fost utilizate 2 g NaCl.

140

—&— Simazine
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—4— Atrazine
Ametrine
—¥— Propazine
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100 - —+— Terbutilin
IS
<80 A
e
[
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Fig. 5 Influenta efectului salin asupra gradului de recuperare

I1.3.5 Validarea metodei DLLME-SFO

Validarea metodei de extractie s-a facut prin prisma exactitatii, repetabilitatii, liniaritatii,
limitei de detectie, respectiv limitei de cuantificare.
Exactitatea

Pentru studiul exactitatii 3 grame de sol uscat la temperatura camerei si mojarat a fost
contaminat cu 200 ng din fiecare pesticid §i s-a urmarit gradul de recuperare al acestora dupa
metoda de extractie dezvoltata. Formula de calcul a randamentului de extractie este:

RECUperare (%): ((Cregésité/ CContaminaté) - Cini;ialé) x 100

18



Rezultatele experimentelor efectuate aratd o bund recuperare a analitilor, peste 80% ceea
ce reprezintd o buna exactitate a metodei de extractie. Rezultatele obtinute pentru fiecare compus
luat in studiu sunt prezentate in tabelul 5. In figura 6 sunt prezentate o proba de sol ca atare (cod
proba 2B) si o proba contaminata cu 200 ng etalon triazine.

Tabel 5. Gradele de recuperare obtinute pentru triazinele studiate

Compus Concentratie Concentratie Concentratie Grad de
initiala adaugata regisita recuperare (%)
(ng/kg) (ng/kg)

Simazina nd” 1.33 0.798 60.00
Prometon nd 1.33 1.286 96.69
Atrazina 0.32 1.33 1.681 102.33
Ametrina nd 1.33 1.304 98.05
Propazina 0.55 1.33 1.871 99.32
Prometrin 1.53 1.33 2.889 102.18
Terbutrin nd 1.33 1.416 106.46

*nd - not detected

[mV]

A
Atrazina Propazina Prometrin
0.0 l l l
2.5 L | T T T T T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 [min]
mV Prometon :
[mv] Simazina | —— Atrazina B

-— Propazina
BTt s

Ametrina "
) st~ Prometrin
25 A Terbutrin

0.0

4 T T T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 [min]

Fig. 6 Proba de sol ca atare A (cod proba 2B) si proba de sol contaminata B extrase dupa

protocolul dezvoltat si analizate prin HPLC
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Repetabilitatea

Pentru studiul repetabilitatii ,cinci probe de sol au fost contaminate cu 300 ng din fiecare
pesticid si supuse extractiei dupa protocolul descris anterior. Probele extrase s-au analizat prin
HPLC si s-a estimat deviatia standard relativda (DSR) a concentratiilor obtinute pentru fiecare
compus in fiecare proba. Rezultatele arata o buna repetabilitate a metodei, valorile DSR fiind sub
8% , valori considerate a satisface cerintele metodei la nivelurile de concentratie cu care au fost

contaminate probele. Valorile obtinute pentru fiecare compus sunt prezentate in tabelul 6.

Tabel 6. Deviatia standard relativa a compusilor studiati

Compus DSR %
(n=5)
Simazina 10.42
Prometon 9.51
Atrazina 6.74
Ametrina 5.91
Propazina 6.68
Prometrin 5.23
Terbutrin 7.31

Liniaritatea

Pentru studiul liniaritatii metodei, s-au preparat cinci probe de sol conform protocolului
descris la anterior, care au fost contaminate cu concentratii diferite de pesticide. Probele au fost
apoi extrase conform procedeului descris si analizate prin cromatografie de lichide de inalta
performanta. Linearitatea s-a reprezentat grafic prin aria compusilor de interes in functie de
concentratie. Cantitatile cu care au fost contaminate probele au fost: 50 ng, 100 ng, 200 ng, 300
ng, 400 ng in 3 grame de sol uscat i mojarat.

Reprezentarea graficd ne aratd o bund liniaritate a metodei, valorile coeficientului de
corelatie (r?) fiind peste 0,99 pentru toti compusii luati in calcul. Graficele obtinute pentru
compusii studiati sunt prezentate in figura 7, iar curbele de calibrare si coeficientul de corelatie r?

in tabelul 7.
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Tabel 7. Ecuatiile dreptei si valorile r?

Compus Ecuatii drepte r’
Simazina y =496.73 x + 1403.7 0.996
Prometon y =562.79 x — 800.65 0.992
Atrazina y = 548.82 x —408.91 0.999
Ametrina y =753.71 x —9423.5 0.998
Propazina y =752 x — 8618.7 0.999
Prometrin y=77179 x—-8691.1 0.996
Terbutrin y =694.68 x — 1235.2 0.999
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Fig. 7 Linearitatea metodei de extractie

Limita de detectie si limita de cuantificare s-a calculat ludnd in considerare deviatia
standard (DS) a unei probe contaminate cu 100 ng pesticid pe gram de sol si valorile pantelor
curbelor de calibrare obtinute pe probe de sol contaminate. Valorile LOD si LOQ obtinute pentru

compusii studiati sunt prezentate in tabelul 8.
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Tabel 8. Valorile LOD si LOQ pentru compusii studiati

Compusul Valoare DS Valoare panta  LOD (ug/kg)  LOQ (ng/kg) Fl
Simazina 0.08 496.73 0.54 1.63 176
Prometon 0.10 562.79 0.59 1.79 189
Atrazina 0.05 548.82 0.30 0.91 216
Ametrina 0.04 753.71 0.19 0.57 218
Propazina 0.06 752 0.25 0.74 220
Prometrin 0.05 771.79 0.21 0.62 221
Terbutrin 0.14 694.68 0.68 2.06 247

I1.3.6 Analiza pesticidelor triazinice in probe de sol

Metoda dezvoltatd a fost aplicatd la analiza continutului de pesticide triazinice in probe de
sol prelevate din diverse zone agricole ale Romaniei. Unele probe au fost prelevare la putin timp
dupa aplicarea erbicidelor pe culturile agricole, altele au fost prelevate dupa o perioada de cateva
luni de la aplicare cu scopul de a scoate in evidenta persistenta acestor pesticide 1n sol.

Tipul de cultura si provenienta solului sunt prezentate in tabelul 9.

Tabel 9. Provenienta solului prelevat

Cod proba Tip cultura Zona (Comuna/Judet)
1C porumb Cojocna, Cluj

2B porumb Mariselu, Bistrita-Nasaud
3B grau Sieu-Magherus, Bistrita-Nasaud
4S grau Stroiesti, Suceva

5V grau Albesti, Vaslui

6V grau Grivita, Vaslui

7V legumifer Grivita, Vaslui

8V floarea-soarelui  Grivita, Vaslui

9V porumb Miclesti, Vaslui

10N porumb Dobreni, Neamt
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Probele de sol au fost prelevate de la o adancime cuprinsa intre 0 si 15 cm in pungi de
plastic si au fost tinute la rece pana in momentul analizei. Tipurile de cultura de unde probele de
sol au fost prelevate au fost cu preponderenta culturi cerealiere (porumb si grau). Probele au fost

uscate la temperatura ambientala si supuse apoi procedeului de extractie si analiza.

I1.3.7 Rezultate

Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 10.

Tabel 10. Continutul de pesticide triazinice in probele de sol analizate

Cod Simazina Prometon Atrazina Ametrina Propazina Prometrin  Terbutrin
Proba (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)  (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)

1C 3.65 4.04 6.70 5.86 9.19 7.15 7.53
2B 5.86 0.81 nd nd nd 12.48 8.48
3B 4.40 nd nd nd 7.05 nd 2.83
4S 1.34 nd nd 2.71 nd nd nd
5V nd* nd nd nd nd 16.74 nd
6V nd nd nd nd nd 9.42 nd
7V nd nd nd nd nd nd 2.30
8V nd nd nd nd nd 4.33 nd
9PN nd nd nd nd nd 25.94 nd
10PN nd nd nd nd nd 44.80 nd

*nd - sub limita de detectie

Rezultatele analizelor arata ca principalii compusi detectati au fost simazina, prometrinul si
terbutrinul cu concentratii cuprinse intre 1.34-4.40 ug/kg, 7.15-44.80 pg/kg, respectiv 2.30-7.53
png/kg. Prometrinul a fost detectat in 70% din probe, in timp ce simazina si terbutrinul au fost
detectate in 40% din probe.

Conform legislatiei europene care specifica nivelul maxim de reziduuri in cazurile
pesticidelor detectate a fi de 0.01 mg/kg in majoritatea probelor nu sunt inregistrate depasiri. In
privinta a patru probe limita de 10 ppb este depasita.

Se observa ca, cele mai mari depasiri sunt inregistrate in cazul probelor de sol provenite de
la culturile de porumb (1C - concentratia de pesticide totale, 2B, 9V, 10N). Acest aspect ar putea

fi explicat prin faptul ca pesticidele triazinice sunt aplicate in special la culturile de porumb.
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I1.3.8 Concluzii

Metoda miniaturizata de extractie dezvoltata pentru analiza a sapte pesticide triazinice a
fost aplicatd cu succes la detectarea acestor agrochimicale in probe de sol. Limitele de
cuantificare au fost cuprinse intre 0.57 - 2.06 png/kg, coeficientul de linearitate r*> 0.991, iar
factorul de imbogatire cu valori mai mari de 176.

DLLME-SFO poate fi o abordare rapida si viabila pentru extractia compusilor triazinici.

I1.4 Studii privind incidenta pesticidelor triazinice in produse alimentare -

lapte neprocesat, miere de albine

Datorita persistentei si mobilitatii pesticidelor in factorii de mediu acestea pot patrunde cu
usurintd in produsele alimentare reprezentand o sursd continud de expunere a populatiei la aceste
chimicale. Studiile din aceastd lucrare sunt axate pe doud produse alimentare foarte utilizate si
anume mierea de albine, respectiv laptele de vaca. Pentru studii, compusii au fost izolati din
matricile alimentare prin protocoale specifice optimizate si analizati prin cromatografic de
lichide de inalta performantd. Zonele de prelevare a probelor, precum si protocoalele de

prelucrare a acestora sunt prezentate detaliat in continuare.

I1.4.1 Incidenta pesticidelor triazinice in miere

Mierea este un produs alimentar extrem de folosit in societate. Datoritd numeroaselor
grupuri de substante pe care le contine, proprietatile benefice ale acesteia o transforma intr-un
produs important pe piata internd si internationald. Studii care au evaluat calitatea mierii au
demonstrat contaminarea din surse agricole a acestui produs (Barganska et al., 2013; Panseri et
al., 2014) cu diverse chimicale utilizate in acest domeniu. Studiul de fata a vizat investigarea
incidentei pesticidelor triazinice in mierea de albine prelevatd din diverse zone ale tarii cu

activitati agricole diferite. In tabelul 11 regisim tipul de miere si anul producerii acesteia.
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Tabel 11. Tipul de miere prelevat si anul de producere al acesteia

Cod Tip miere Punct prelevare Productie miere
proba

2 poliflora Boju-Catun, Cj 2012, iulie
3C salcam Boju-Catun, Cj 2013, mai
4T rapita Topolog, TL 2013, mai
5T floarea- soarelui Topolog, TL 2013, iunie
7V tei Lipovat, VS 2013, iunie
8V salcAm Lipovat, VS 2013, iunie
9V salcam Doagele, VS 2013 iulie
10V tei Doagele, VS 2013, iulie
11V salcam si tei Barlad, VS 2013, mai
12V tei Pogana, VS 2013, iulie
13V poliflora Trestiana, VS 2013, aug.
14B poliflora Magura Ilvei, BN 2013, sept.

I1.4.2 Parte experimentala

Reactivi si materiale

Pentru analize s-a utilizat un amestec standard care contine sapte pesticide triazinice
(simazina, prometon, atrazina, ametrina, propazina, prometrin si terbutrin) de puritate >98% a
fost achizitionat de la Sigma-Aldrich. Acetonitrilul si metanolul (grad HPLC) au fost
achizitionate de la Merck (Germania). Apa folositd pe parcursul analizelor a fost purificatd cu un
sistem Milli-Q-Plus (Millipore, S.U.A)).

Probele de miere au fost prelevate in recipiente sterilizate de polietilena de 100 mL si

pastrate la temperatura ambientala pana la momentul analizelor.
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Instrumentatie si conditii cromatografice

Conditiile cromatografice pentru acest tip de analizd au ramas la fel precum conditiile din
cazul analizei probelor de sol. Asadar, sistemul HPLC, model Shimadzu, echipat cu o pompa tip
10 LC, detector UV/Vis 10 LSD si o valva de injectare de 5ul a fost utilizat pentru analiza
triazinelor din probele de miere. Pentru detectia pesticidelor utilizat o lungime de unda de 220
nm. Separarea analitilor a fost efectuata pe o coloana pe faza inversa de tip Nova Pak Ci5(300 x
3,9 mm, 4um). Elutia compusilor s-a facut in mod izocratic cu un amestec de acetonitril: fosfat

monopotasic (25 mM) (40:60, v/v), la un debit de 1.2 mL/min.

Procedura de extractie SPE

Izolarea si preconcentrarea compusilor triazinici din probele de miere s-a facut prin
extractie pe faza solida (SPE) utilzand un cartus de extractie C13 EC (Phenomenex, S.U.A)).
Pentru activarea fazei solide din cartus, conditionarea a fost facutd in trei pasi. S-au adaugat:
+5 mL apa Milli-Q; ¢10 mL MeOH; 5 mL apa Milli-Q.

Pentru extractia pesticidelor din probele de miere s-a utilizat o procedurd usor modificata a
lui Albero et al. (2004), dupa cum urmeaza: o proba de 10 g de miere au fost dizolvate in 40 mL
apa Milli-Q si metanol (70:30, v/v) si supuse ultrasonarii pentru 15 minute. Solutia obtinuta in
urma dizolvarii si centrifugarii a fost trecuta prin cartusul de extractie la un debit de 2 mL/min
pentru retinerea pesticidelor. Dupd ce intreaga proba a fost trecuta prin cartus, s-au adaugat din
nou 5 mL apa Milli-Q pentru spalarea acestuia si indepartarea impuritatilor.

Compusii retinuti au fost eluai cu 3 mL metanol si colectafi intr-o eprubeta. Extractul
obtinut a fost supus evaporarii pana s-a ajuns la un volum de 0.5 mL si analizat prin

cromatografie de inalta performanta.

I1.4.3 Validarea metodei SPE

Deoarece metoda dupa care s-a facut extractia a fost putin modificata s-a impus un studiu
al exactitatii prin evaluarea gradului de recuperare al analitilor din probe contaminate. Pentru
aceasta, 10 g de miere au fost contaminate cu 500 ng pesticide si apoi supuse procedeului de
extractie si analizd descris anterior. Valorile gradelor de recuperare obtinute pentru compusii

luati n studiu sunt prezentate in tabelul 12.
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Tabel 12. Gradele de recuperare in cazul mierii

Compus Concentratie Cantitate Cantitate Grad de
initiala adaugata regasita recuperare (%)
(ng) (ng) (ng)

Simazina = 500 446 89
Prometon - 500 446 89
Atrazina - 500 483 97
Ametrin - 500 480 96
Propazina = 500 437 87
Prometrin - 500 439 88
Terbutrin - 500 460 92

* - valoarea medie a trei replicate

I1.4.4 Rezultate analize probe de miere

Rezultatele analizelor efectuate pe probele de miere scot in evidentd prezenta acestor

compusi in probele analizate. In figura 8, prezentim cromatograma suprapusa a unei probe de

miere (cod proba 9V) in care prezenta triazinelor a fost detectata si cromatograma standardului

triazinic.
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Fig. 8 Cromatograma triazinelor testate intr-o proba de miere (cod proba 9V) si etalonul

triazinelor (1ug mL™)
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Rezultatele tuturor probelor analizate sunt prezentate in tabelul 13.

Tabel 13. Concentratiile triazinelor in probele de miere analizate

Cod Simazina Prometon Atrazina Ametrin Propazina Prometrin Terbutrin Total
Proba (ng/kg) (ng/kg)  (nghkg) (nghkg)  (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)  (ng/kg)

2C nd nd 1.19 nd 5.65 nd nd 6.84
3C nd nd 4.97 nd nd nd nd 4.97
4T 50.20 nd nd nd nd nd nd 50.20
5T 34.59 26.08 11.18 16.34 13.92 nd nd 102.11
7V 80.49 nd nd nd nd nd 34.58 115.07
8V 58.56 54.96 nd nd nd nd nd 113.52
9V 3.80 7.80 75.97 60.29 88.74 nd 15.00 251.6
10V 116.05 31.66 nd nd 20.04 nd nd 167.75
11V 82.05 17.15 nd nd 4.78 nd nd 103.98
12V 32.73 nd nd nd nd nd 47.94 80.67
13V 490.0 507.5 nd nd nd nd nd 997.5
14B nd nd nd nd nd nd nd -

*nd- not detected

Dupa cum reiese din tabelul anterior compusii predominanti sunt simazina, atrazina si
prometonul avand concentratii ce variaza intre 3.80 - 490.0 pg/kg. Din totalul probelor, simazina
se regaseste intr-un procent de 75%, prometonul este detectat intr-un procent de 50%, iar atrazina
in 33% din probele de miere.

In cazul triazinelor, Uniunea Europeani stabileste limita maxima admisa a reziduurilor in
miere de 0.01 mg/kg. Se poate observa ca majoritatea probelor depasesc aceasta limita de 10 ppb.
Acest aspect ar putea fi explicat prin faptul ca probele care inregistreza depasiri provin din zona
Moldovei (7V, 8V, 9V, 10V, 11V, 12V, 13V) si zona Dobrogei (4T, 5T) unde agricultura este
moderna, intensiva, facandu-se uz de pesticide. Concentratiile ridicate de triazine (8V, 9V, 11V)
provin de la o miere de salcam, iar inflorirea acestuia are loc 1n perioada (mai - iunie) in care
pesticidele sunt aplicate pe culturi.

In zona Transilvaniei, concentratiile triazinelor nu inregistreaza depasiri, probele 2C si 3C
avand concentratii cuprinse intre 4.97 si 6.84 ug/kg, iar in proba 14B compusii tintd nu au fost

detectati.
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11.4.5 Concluzii

Metoda propusd pentru extractia celor sapte compusi triazinici din probe de miere s-a
dovedit a fi eficientd. Gradele de recuperare cuprinse intre 87 - 97 % au fost satisficatoare. In
zonele unde agricultura intensiva este practicatd, probele de miere depasesc nivelul de reziduuri
maxim, in timp ce in zonele unde agricultura nu utilizeaza intr-un mod la fel de agresiv

pesticidele, concentratiile de triazine nu inregistreaza depasiri.

IL.5 Incidenta pesticidelor triazinice in lapte

Studiile privind reziduurile de pesticide din diferite matrici alimentare prezintd un interes
major deoarece aceste agrochimicale pot contamina sursele de hrand, ulterior ajungang in corpul
uman. Acest studiu cuprinde rezultatele analizelor de pesticide triazinice in probe de lapte de
vacd neprocesat prelevat de la diversi producatori din zona Judetului Cluj.

Intrucat probele de alimente contin o matrice destul de complexi ce include proteine, lipide,
zaharuri si al{i compusi cu structuri moleculare mari, extractia unor compusi in urme este adesea
dificila datorita inglobarii compusilor de interes in structura matricii. Din aceasta cauza probele
de alimente cuprind, de reguld, etape suplimentare de eliminare a proteinelor, de extractie a
grasimilor, de purificare a extractelor, etape care au duratd indelungata si care pot duce la
pierderi de analiti sau contaminari de extracte.

Studiul din aceasta parte a lucrarii cuprinde, pe langa analizele propriu-zise de probe de
lapte, si un studiu referitor la optimizarea unei metode de extractie a pesticidelor triazinice din

lapte de vaca, metoda care are la baza metodologia QUEChERS.

IL.5.1 Parte experimentald

Reactivi si materiale
Reactivii si materialele utilizate In acest studiu sunt similare ca producdtori si puritate cu
cele prezentate in studiile anterioare, respectiv amestecul de compusi triazinici, acetonitrilul,

metanolul, NaCl, KH,PO,, apa Milli-Q. in plus s-au mai utilizat hexanul si acetatul de etil de
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productic Merck si trei materiale adsorbante: silicagel C18 EC, polimeric Strata X de

provenienta Phenomenex si Fluorisil de provenienta Carlo Erba.

Instrumentatie si conditii cromatografice

Analizele compusilor triazinici s-au facut pe un sistem HPLC, model Shimadzu, echipat cu
o pompa tip 10 LC, detector UV/Vis 10 LSD. Pentru detectia pesticidelor s-a ales o lungime de
unda de 220 nm. Separarea analitilor a fost efectuata pe o coloana cu faza inversa de tip Nova
Pak Cig (300 x3.9 mm, 4um). In cazul centrifugirii probelor, s-a folosit un sistem Eppendorf,
model 5804 R (Austria). Elutia compusilor s-a facut in mod izocratic cu un amestec de acetonitril:

KH,PO,4 (25 mM) (40:60, v/v), la un debit de 1.2 mL/min.

IL.5.2 Optimizarea procedurii de extractie QUEChERS

Metoda de extractie utilizatd in acest studiu a fost adaptata dupa Li et al. (2013). In prima
etapd s-au testat diferite tipuri de sorbenti: C18 EC, florisil si Strata X. Pentru aceasta diferite
probe de lapte au fost contaminate cu 100 ng din fiecare pesticid si supuse procedurii de extractie
dupa cum urmeaza:

Intr-o eprubeti conicd prevazuta cu dop cu filet s-au addugat 0,3 g NaCl si 5 mL de lapte.
Apoi, peste lapte s-a adaugat 8 mL solvent de extractie, compus din hexan si acetat de etil, (1:1,
v/v). Amestecul s-a agitat viguros timp de 5 minute, apoi a fost supus centrifugirii pentru o
perioada de 10 minute. Dupa centrifugare, supernatantul ce contine faza organica si compusii de
interes a fost transferat intr-o altd eprubeta in care s-a adaugat un anumit tip de adsorbent (0,08 Q)
si supus din nou centrifugarii timp de 5 minute la 4500 rpm. Dupa sedimentarea adsorbentului,
extractul a fost fitrat printr-un filtru de probe de porozitate 0,45 pm si supus evaporarii la sec pe
baie de apa. Reziduu rdmas dupa evaporarea solventului a fost apoi reluat cu 100 pLL metanol si
injectat in sistemul HPLC.

Rezultatele referitoare la eficienta materialelor adsorbante utilizate sunt prezentate in

figura 9.
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Fig. 9 Eficienta materialelor adsorbante testate
Dupa cum reiese din figura anterioarda cea mai buna eficienta o are fluorisilul, motiv pentru

care va fi folosit in prelucrarea probelor de lapte.

IL.5.3 Rezultate analize probe de lapte

Laptele de vaca a fost prelevat direct de la producatori (Tabel 14) in sticle de polietilend de
500 mL si tinute la congelator pand in momentul analizei. Pentru analiza, probele au fost
dezghetate prin introducere in apa rece timp de 30 de minute, agitate pentru omogenizare i
supuse procedeului de extractie. Procedura de extractie a probelor de lapte a fost urmatoarea:

Intr-o eprubeti conica previzuta cu dop cu filet s-au adaugat 5 mL de lapte si 0,3 g NaCl.
S-au adaugat apoi 8 mL solvent de extractie si s-a agitat energic timp de 5 minute. Dupa
centrifugare, supernatantul ce contine faza organica si compusii de interes a fost transferat intr-0
altd eprubeta in care s-a adaugat 0,08 g Fluorisil si supus din nou centrifugarii timp de 5 minute
la 4500 rpm. Extractul a fost apoi filtrat prin filtru de probe, evaporat la sec, reluat cu 100 pL
metanol si injectat n sistemul HPLC.

Aceasta metoda de prelucrare oferda un bun grad de purificare a extractului si o buna

selectivitate pentru compusii de interes (Fig. 10)
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Fig. 10 Cromatograma unei probe de lapte (cod proba P9) extrasa prin metoda

QuEChERS optimizata

Tabel 14. Provenienta probelor de lapte

Cod proba Zona prelevare (sat, comuna, Perioada colectare
jud.)
P1 Boj-Catun, Cojocna, Cj 19.07.2014
P2 Sandulesti, Sandulesti, Cj 19.07.2014
P3 Jucu de Sus, Jucu, Cj 17.07.2014
P4 Apahida, Apahida, Cj 17.07.2014
P5 Apahida, Apahida, Cj 17.07.2014
P6 Aruncuta, Suatu, Cj 18.07.2014
P7 Boj-Catun, Cojocna, Cj 19.07.2014
P8 Strucut, Ceanu Mare, Cj 19.07.2014
P9 Strucut, Ceanu Mare, Cj 19.07.2014
P10 Fanate, Ceanu Mare, Cj 19.07.2014

In tabelul 15 sunt prezentate rezultatele continutului de pesticide triazinice din probele

supuse analizei.
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Tabel 15. Incidenta erbicidelor triazinice in probele de lapte

Cod Simazina Prometon Atrazina Ametrina Propazina Prometrin Terbutrin Total
Proba  (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)  (ng/L)

P1 0.23 nd 1.91 4.13 nd nd 6.47 12.74
P2 1.21 nd nd nd nd nd nd 1.21
P3 nd* nd 1.92 4.32 nd nd 4.93 11.17
P4 nd nd 4.07 nd nd nd nd 4.07
P5 nd nd 19.46 nd nd nd nd 19.46
P6 nd nd 2.44 nd nd nd nd 2.44
P7 2.10 1.23 nd 5.18 nd nd 6.34 14.85
P8 nd nd 4.58 nd nd nd nd 4.58
P9 nd nd 17.65 nd nd nd nd 17.65
P10 nd nd 11.68 nd nd nd nd 11.68

*nd - not detected

Dupa cum reiese din tabelul anterior, compusul cel mai des detectat in probele de lapte este
atrazina cu concentratii cuprinse intre 1.91 - 19.46 ug/L, care se regaseste intr-un procent de
80%. Urmatorii compusi detectati intr-un procent de 30% sunt simazina, ametrina si terbutrinul.
Prometonul este detectat doar in 10% din probe, in timp ce propazina si prometrinul nu sunt
detectati.

Limita maxima de reziduuri 1n cazul laptelui stabilitd de Uniunea Europeana este de 0.01
mg/L. Insd, in baza de date a Uniunii Europene legate de reziduurile de pesticide triazinice
prezente in lapte, atrazina si Simazina sunt singurii compusi ale caror MRLs (limite maxime de
reziduuri) sunt reglementate, in pofida faptului ca efectele negative asupra sanatatii au fost
semnalate in literatura si pentru ceilalti compusi (Moretti et al., 2002).

Concentratiile regasite depasesc limita impusa legislativ doar in cazul atrazinei (P5, P9,
P10). Probele de lapte mentionate provin din zone de pajiste care sunt repartizate crescatorilor de
bovine. Prelevarea probelor de lapte s-a intreprins in apropierea perioadei de aplicare
postemergentd a erbicidelor pe culturile de porumb. Prin urmare, aceste rezultate demonstreaza

mobilitatea compusilor tinta si circulatia lor in lantul trofic.
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I1.5.4 Concluzii

In acest studiu s-a optimizat 0 metoda rapidi si eficienti bazati pe metodologia
QuEChERS care a fost aplicata pentru extractia a sapte erbicide triazinice in probe de lapte
neprocesat. Majoritatea compusilor studiati au fost detectati in probele prelevate, cu exceptia
propazinei si prometrinului. Atrazina inregistreaza depasiri ale limitei maxime admise, aspect
care demonstreaza influenta transferului atmosferic si a depunerii in zone care nu sunt vizate de

aplicarea erbicidelor.

II1. Concluzii finale

Compusii triazinici fac parte din marea clasi a pesticidelor, subclasa erbicidelor. In
Uniunea Europeana, majoritatea reprezentantilor acestei clase au fost interzisi, insa terbutilazinul
este aprobat pana in anul 2021, in timp ce situatia prometonului nu este specificatd in cazul
aprobarii substantelor active. Insa, compusii din clasa triazinelor fac parte din cea mai utilizata
categorie de erbicide de pe continentul american si asiatic. Avand in vedere toxicitatea acestor
agrochimicale si mobilitatea lor in factorii de mediu, analizele privind incidenta triazinelor atat in
mediu, cat si in lantul trofic asigura echilibrul ecosistemelor si Siguranta alimentara.

Studiile stiintifice de pe intregul mapamond au detectat prezenta pesticidelor triazinice in
surse de apa (de suprafatd si subterane), in diferite tipuri de sol, in varii legume si alimente.
Aceste contaminari pot produce dezechilibre ale ecosistemelor, efecte care ulterior prezinta mari
dificultati de remediere. In ceea ce priveste sinitatea omului, studiile toxicologice arati ca
triazinele pot actiona ca si perturbatori endocrini, pot cauza probleme la nivelul sistemului
reproducator si pot cauza probleme de dezvoltare.

In acest context, lucrarea de fatd a urmarit incidenta a sapte pesticide triazinice (atrazina,
simazina, prometrina, prometon, ametrin, terbutrin si propazina) in factorii majori de mediu,
precum apa, atat de suprafata, cat si subterana, solul, dar si incidenta acestora in probe de lapte
de bovina neprocesat si probe de miere colectate direct de la producatori din diferite zone ale

tarii.
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Cuantificarea pesticidelor s-a facut prin cromatografie de lichide de inaltd performanta
cuplatd cu detector UV/Vis. Optimizarea metodei de analizd a constat in investigarea unor tipuri
diferite de coloane cromatografice si varii faze mobile. Datele experimentale au demonstrat ca,
cele mai bune rezultate se obtin cu ajutorul coloanei NovaPak C18 (30 cm x 3.9 mm, 4 um),
detectia corespunzatoare la lungimea de unda de 220 nm, iar faza mobild fiind un amestec de
acetonitril:tampon fosfat (60:40, v/v). Pentru validarea metodei de analiza s-au luat in studiu
parametri precum: repetabilitatea, linearitatea, limita de detectie (LOD), limita de cuantificare
(LOQ). Metoda validata a redat o repetabilitate si o linearitate buna, cu limite de detectie si
cuantificare de ordinul pug/L, asadar indeplinind cerintele de validare.

In ceea ce priveste apele de fintani, datele experimentale au demonstrat prezenta
erbicidelor triazinice in probele prelevate cu concentratii cuprinse intre 3.07-8.07 pg L™
Conform Directivei 98/83/CE privind calitatea apei pentru consumul uman, concentratiile
inregistrate depasesc limita maxima admisd. Comunitdtile din mediul rural care consuma aceste
ape pe o perioada indelungata ar putea fi expuse anumitor riscuri, asadar modernizarea surselor
de apa potabila reprezintd o actiune care se impune in mod imperios.

In cazul apelor de suprafati prelevate din bazinul Somesului Mic si bazinul superior al
Tisei, probele investigate au relevat prezenta triazinelor doar in bazinul Somesului Mic,
concentratiile situdndu-se intre 0.08 - 5.29 pg/L. Conform Directivei 2013/39/UE, unde se
mentioneaza concentratia maxima admisd pentru atrazina, simazind si terbutrin (2 pg/L, 4pg/L,
respectiv 0.34 pg/L), concentratiile detectate nu depasesc acest prag, cu exceptia atrazinei la
confluenta Somesului Mic cu Somesul Mare, unde s-a inregistrat o concentratie de 5.29 pg/L.
Deoarece in punctul de prelevare (Dej varsare) aportul hidrografic este semnificativ, acesta
atrage dupad sine reziduurile de pesticide colectate de pe afluenti, astfel incit prezenta
agrochimicalelor in punctul mentionat mai sus nu este surprinzatoare.

Pentru a detecta incidenta triazinelor in probele de sol a fost elaboratd o metoda moderna si
rapida de extractie. Factori precum, aditia de sare, pH-ul si tipul solventului de extractie au fost
supusi optimizarii, astfel incat eficienta sa aiba un nivel corespunzator. Parametrii de validare
investigati (exactitatea, repetabilitatea, linearitatea, limita de detectie si limita de cuantificare) au
redat valori adecvate, demostrand eficienta si fiabilitatea metodei. Microextractia dispersiva
lichid-lichid bazata pe solidificarea picaturii organice (DLLME-SFO) a redat o linearitate buna

cu un coeficient de corelatie cuprins intre 0.992 si 0.999 si factori de Tmbogatire cuprinsi intre
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176 si 247. Solul investigat releva prezenta triazinelor in toate probele analizate, insa majoritatea
nu inregistreaza depasiri ale pragului impus de U.E de 0.01 mg/kg, cu exceptia a patru probe.
Aplicarea triazinelor se face cu preponderentd pe culturile de porumb, iar dacd se observa
provenienta probelor unde se inregistreaza depasiri, se confirma faptul ca exista o dependenta
intre concentratiile ridicate si tipul de cultura.

In cazul probelor de miere, extractia acestora s-a intreprins prin SPE. Metoda elaborati a
fost supusa validarii, unde gradele de recuperare sunt peste 80% ceea ce denotd o recuperare
satisfacatoare a analitilor. Rezultatele probelor de miere analizate au demonstrat ca in zonele
unde agricultura intensiva este prevalentd - in cazul acestei lucrari, Moldova si Dobrogea -
concentratiile triazinelor sunt cele mai ridicate (50.2 - 997.54 pg/kg) si inregistreaza depasiri ale
pragului admis de 0.01 mg/kg, iar in zonele unde se practicd o agriculturd traditionald sau care
utilizeaza o cantitate mai redusad de pesticide, concentratiile triazinelor nu depasesc limita
maxima admisa ulterior mentionata.

in privinta probelor de lapte, o metodi moderni de extractie care are la bazi conceptul
QUECHERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) a fost optimizata. Au fost testate trei
tipuri diferite de sorbenti, flourisilul fiind utilizat pe parcursul prelucrarii probelor de lapte.
Datele experimentale releva prezenta triazinelor totale cu concentratii cuprinse intre 2.44 si 19.46
pg/L. Singurele depasiri ale limitei maxime admise de reziduuri se inregistreaza in trei probe de
lapte 1n cazul atrazinei. Aceste probe provin din zone de pajiste, iar colectarea acestora a coincis
cu perioada de aplicare postemergentd a erbicidelor pe culturi. Rezultatele demonstreaza

capacitatea compusilor triazinici de a circula in factorii de mediu si de a influenta lantul trofic.

Studiile prezente in aceastd lucrare ar putea sta la baza unor studii viitoare pentru a
investiga expunerea comunitatilor rurale din zonele sensibile, unde retelele centralizate de apa
potabila inca nu sunt existente, iar consumul zilnic de apa din punctele unde prezenta
pesticidelor triazinice a fost detectatd pe termen lung, poate duce la varii efecte cronice. De
asemenea, lipsa de informare a agricultorilor in ceea ce priveste aplicarea corectd a pesticidelor,
creste riscul de a detecta compusii triazinici si in alte matrici, precum legumele. Prin urmare,
investigarea concentratiilor a acestor substante in diferite legume susceptibile contaminarii,

precum rosiile sau cartoful, ar putea sta la baza altor studii.
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