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INTRODUCERE

Industria textila reprezintd unul dintre cele mai comune si importante sectoare din lume, fiind cea mai
mare consumatoare de apa. Acumularea de reziduuri in apa, in cantitati care depasesc puterea naturald de
transformare si integrare in factorii de mediu, conduce la aparitia de dezechilibre ale vietii naturale care pot
duce la disparitia de specii de animale si de plante, periclitind in final insasi viata noastra.
Obiectivul major al tezei de doctorat consta in elaborarea unor metode moderne si performante de
izolare, identificare si cuantificare a sase coloranti textili, dintre care doi antrachinonici (Optilan Blue si
Lanasyn Blue) si patru azoici (Lanasyn Red, Nylosan Red, Nylosan Dark Brown si Lanasyn Dark Brown) si
aplicarea acestor metode la determinarea colorantilor din probe de apa reziduala, aducind astfel contributii la
evaluarea impactului asupra calitdtii mediului, precum si a efectelor ecotoxicologice ale acestora asupra unor
plante.
Scopul cercetarilor intreprinse in teza de doctorat vizeaza urmatoarele aspecte:
= Determinarea indicatorilor fizico-chimici de calitate ai apelor uzate provenite din industria de prelucrare a
fibrelor textile.

= Dezvoltarea unor metode de izolare a colorantilor textili studiati din probe de apa reziduala, utilizand
tehnica extractiei pe faza solida (SPE).

= Realizarea unei metode bazate pe tehnica cromatografiei de lichide de inalta performanta pe strat subtire
(HPTLC) pentru identificarea si cuantificarea colorantilor textili investigati in vederea monitorizarii unor
efluenti colectati de la o fabrica de prelucrare a fibrelor textile care sunt deversati In reteaua de canalizare.

= Realizarea unei metode bazate pe tehnica cromatografiei de lichide de inaltd performantd cuplatd cu
spectrometria de masa (LC-ESI/MS-MS) pentru identificarea si cuantificarea colorantilor textili, aplicata la
monitorizarea unor influenti si efluenti ai unei statii de tratare a apelor reziduale unde ajung apele din
reteaua de canalizare cu un continut potential de coloranti textili.

= Studiul efectelor ecotoxicologice ale colorantilor textili investigati, asupra diferitelor performante din plante
in scopul identificarii si evaluarii rapide a toxicitatii acestor coloranti textili, asupra plantelor de grau
(Triticum aestivum L.). Au fost evaluate efectele colorantilor textili privind fotosinteza frunzei, pigmentii
asimilatori, metaboliti secundari volatili (emisii de produsi de oxigenare sub actiunea lipoxigenazei si
emisii de monoterpene) si metaboliti secundari nevolatili (flavonoidele) asupra plantelor de grau.

Studii privind colorantii textili investigati in prezenta teza prin tehnicile mentionate anterior, cat si
influenta acestora asupra unor factori de mediu, nu au fost publicate pana in prezent in literatura de specialitate.

Prima parte a tezei de doctorat cuprinde un studiu bibliografic privind colorantii textili, tehnicile de
analizd utilizate pentru izolarea, identificarea si cuantificarea acestora din probe de apa reziduald, precum si
aspecte privind ecotoxicologia colorantilor textili.

in cea de a doua parte a tezei sunt prezentate contributiile originale aduse in vederea monitorizarii
colorantilor textili din ape reziduale: investigatii UV-Vis, determinarea parametrilor fizico-chimici de calitate
ai efluentilor textili, izolarea colorantilor din probe de apd reziduald prin tehnica SPE, identificarea si
cuantificarea acestora din diferite probe de apa reziduala prin tehnicile HPTLC si LC-ESI/MS-MS. De
asemenea, au fost Intreprinse studii ecotoxicologice privind actiunea colorantilor textili asupra plantelor de
Triticum aestivum L., precum si influente ale acestora asupra parametrilor fotosintetici si a unor metaboliti
secundari mentionati anterior.

Rezultatele prezentate in lucrarea de fata au fost publicate, comunicate sau sunt in curs de publicare.

Lista lucrarilor elaborate si incluse tematicii tezei de doctorat este anexata la sfarsitul prezentei lucrari.



4. Prezentarea si caracterizarea fizico-chimica a colorantilor textili studiati

Colorantii textili monitorizati in acest studiu fac parte din doua clase importante de coloranti, si
anume clasa colorantilor azoici, respectiv antrachinonici. Urmarind literatura de specialitate (Lee si
Pavlostathis, 2004; Epolito et al., 2005), au fost considerate importante pentru studiu, aceste doua clase
de coloranti datorita utilizarii lor frecvente in vopsirea fibrelor textile.

In Tabelul 4.1 sunt prezentate cele doud clase de coloranti textili studiati. Colorantii textili
studiati au fost procurati de la Clariant Produkte (Switzerland) AG.

Tabel 4.1. Date privind coloranti textili studiati.

Denumire Comerciala/
Numar CAS /
Abreviere

Formula chimica/

Masa moleculara (g mol'l) Strutturaichiniica

Coloranti azoici

Lanasyn Red M-GA

CAS 70209-87-9 CazHnCN101:5-2Na

LR 851,61

Nylosan Red N-2RLB

CAS 71873-39-7 C2sH21CIN,O6S,-Na

NR 584,02

Nylosan Dark Brown
S-MBL C3sH25CrNgO;S-2Na

CAS 52587-68-5
835,69
NDB

Lanasyn Dark Brown
M'GLN C38H24CI’N909S-2Na

CAS 70236-62-3
880,69
LDB

Coloranti antrachinonici

Optilan Blue MF-GL

CAS 125328-86-1 CasH21N,OsSLI

oB 456,44

Lanasyn Blue F-L 150

CAS 4474-24-2 Cs2H25N206S,-2Na

LB 678,68




4.1. Studiul UV-Vis al colorantilor textili

Premergator analizei cantitative a colorantilor textili prin tehnica HPTLC, au fost efectuate
masuratori UV-Vis asupra acestora in vederea stabilirii maximului de absorbtie. In general, colorantii se
evidentiaza 1n spectrul din domeniul vizibil 400-900 nm. Pentru a stabili domeniul in care se afla
lungimea de undd optima pentru detectia colorantilor textili prin tehnica HPTLC, au fost inregistrate
spectrele UV-Vis ale unor solutii metanolice preparate din colorantii mentionati. In Tabel 4.4 sunt
prezentate pozitiile maximelor de absorbtie In domeniul vizibil si absorbanta colorantilor textili studiati.

Tabel 4.4. Pozitiile maximelor de absorbtie in domeniul vizibil si absorbanta colorantilor textili studiati

pentru concentratia indicata.

Pozitia maximului de CraiE e
Colorant absorbtie Absorbanta 2}
o (mg mL™)
Lanasyn Red 502 1,061 0,08
Nylosan Red 511 1,030 0,06
Nylosan 475 1,016
Dark Brown 567 0,691 0,08
612 0,575
Lanasyn 470 1,282 0.06
Dark Brown 615 0,557 '
. 588 0,942
Optilan Blue 627 1,040 0,019
581 0,944
Lanasyn Blue 626 1,050 0,048

Tnregistrarea spectrelor UV-Vis a colorantilor textili investigati prin tehnica HPTLC, a condus la
obtinerea unor maxime de absorbtie In domeniul 470-627 nm.

6. Analiza colorantilor textili prin cromatografia de lichide

Deoarece procesul de vopsire ocupa un loc important in cadrul tehnologiilor de finisare textila, iar
apele uzate generate Tn urma proceselor tinctoriale textile sunt foarte complexe, contindnd pe langa
colorantii utilizati si auxiliari de vopsire, acestea devin in final foarte toxice pentru mediu (Eremektar et
al., 2007).

Cele mai utilizate tehnicile analitice pentru monitorizarea acestor coloranti n efluentii textili,
respectiv in mediu sunt spectrofotometria (Sahin et al., 2007), cromatografia de lichide pe strat subtire
(Umbuzeiro et al., 2005) si cromatografia de lichide de inalta performanta (Prevot et al., 2008; Rafaélly et
al., 2008).

Tn urma analizei critice privind literatura de specialitate, acesti coloranti nu au mai fost studiati
prin aceste tehnici pana in prezent.



6.1. Analiza unor coloranti din efluenti textili prin tehnica cromatografiei pe strat subtire
de inalta performanti (HPTLC)

6.1.1. Parte experimentalid. Monitorizarea colorantilor textili prin tehnica HPTLC

Chimicale §i reactivi

Colorantii studiati prin procedura SPE-HPTLC dezvoltatad in acest studiu sunt Lanasyn Blue
(colorant antrachinonic), Nylosan Dark Brown, Nylosan Red, Lanasyn Dark Brown si Lanasyn Red
(coloranti azoici). Pentru prepararea probelor de analizat a fost utilizat metanol (>99,9; HPLC, Merck),
pentru conditionarea cartuselor de extractie pe faza solida si elutia colorantilor retinuti, etanol si amoniac
25% (Chimopar), iar pentru faza mobila, n-butanol si acetat de etil (Merck). S-a folosit apa purificata cu
sistemul Milli-Q Ultrapure (Millipore). Pentru studiul SPE au fost testate patru tipuri de cartuse
Phenomenex de 500 mg/6 mL (WAX/NH,, SAX, C18-U si C18-E).

Prepararea solutiilor stoc §i a solutiilor standard de lucru

Pentru analiza cantitativa a colorantilor textili de interes din probe de apa reziduala, a fost
preparati o solutie stoc de 0,2 mg mL™ prin dizolvarea a 1 mg din fiecare colorant in 5 mL metanol care a
fost pastratd la Intuneric la 4°C, pentru o perioadd de o saptamani. In vederea trasarii curbelor de
calibrare, au fost preparate din solutia stoc prin dilutii succesive cu metanol solutii de urmatoarele
concentratii 20, 30, 40, 50 si 60 ug mL™.

Colectarea probelor de apa reziduala
Probele de apa reziduala au fost prelevate de la efluentul unei fabrici de prelucrare a fibrelor
textile din Romania. Probele de apa au fost colectate in sticle de polietilena, filtrate, stocate la 4°C si

analizate Tn timp de o saptdmana. Efluentii textili au fost monitorizati pe o perioada de 6 luni.

Metoda SPE
Extractia pe faza solida a colorantilor textili din probele de apa reziduala a fost realizatd cu
ajutorul unui dispozitiv SPE, model Supelco (Sigma Aldrich). Pentru izolarea optima a colorantilor textili
din probele de apa reziduala au fost testate patru tipuri de cartuse Strata (WAX/NH,, SAX, C18-U si C18-
E) (Copaciu et al., 2012a).
Extractia pe faza solida a constat Tn patru etape importante (Poole et al., 2000; Yoshioka si Ichihashi,
2008):

1. Conditionarea adsorbentului: indepartarea impuritatilor, activarea cu solventul potrivit (5 mL apa
Milli-Q, 20 mL acid acetic 1%) a gruparilor functionale din patul de adsorbent pentru
imbunatatirea retentiei analitilor.

2. Echilibrarea adsorbentului prin trecerea pe cartus a 20 mL apa Milli-Q, etapd necesard pentru
pregatirea adsorbentului in scopul unei interactiuni optime cu analitul.

3.inciircarea probei de api reziduala (2 mL min™) si retentia colorantilor textili pe adsorbent.

4. Desorbtia colorantilor textili de pe adsorbent (6 mL 1% amoniac—etanol, 1:1, v/v).

Extractele obtinute au fost aduse la sec (40°C), reluate Tn 2 mL metanol si supuse analizei HPTLC in
vederea determinarii colorantilor textili.



Metoda HPTLC

Metoda consta in utilizarea unei faze stationare de silica gel Alugram RP-18W/UV 54 (20 x 20
cm; 0,15 mm, Macherey-Nagel) si elutia colorantilor cu faza mobila n-butanol-acetat de etil-5% hidroxid
de amoniu, 4:4:1 (v/v) prin tehnica ascendenta pe o distanta de 5,5 cm, intr-o camera saturatd in prealabil
la temperatura camerei. Atat solutiile standard cat si probele de apa reziduala au fost aplicate pe placa (1
uL per banda de 1 mm) cu ajutorul aplicatorului Desaga AS 30 Applicator. Cromatoplacile au fost
scanate la 550 nm cu ajutorul unui densitometru Desaga CD-60 (Copaciu et al., 2012a).

Validarea procedurii SPE-HPTLC

In vederea determinarii colorantilor textili din probe de api reziduala colectate de la fabrici de
prelucrare a fibrelor textile, procedura SPE-HPTLC a fost validatd prin parametrii de performanta:
selectivitate (Gumustas si Ozkan, 2011), liniaritate (Mohammad si Zawilla, 2009), limita de detectie si
limita de cuantificare (Nayak et al., 2009), acuratete (Nayak et al. 2009) si precizie (Mehta si Morge,
2008; Gumustas si Ozkan, 2011).

6.1.2. Rezultate si discutii privind determinarea colorantilor textili prin tehnica HPTLC

Rezultate SPE

Eficacitatea adsorbentilor testati a fost estimatd prin compararea nivelelor de recuperare a
colorantilor textili eluati de pe fiecare adsorbent. Fiecare extractie a fost repetata de patru ori, fiind
calculata abaterea standard relativa (RSD,%) pentru fiecare colorant. Gradele de recuperare sunt date in
Tabelul 6.2.

Tabel 6.2. Gradele de recuperare ale colorantilor textili studiati pentru
cele patru cartuse SPE testate.

i Gradul de recuperare® + RSD" (%)
> LB LDB LR NDB NR
Strata NH, 108,3+5,0 108,7 + 3,6 84,8 +3,8 109,2+ 3,2 108,2+ 2,6
Strata SAX nd° 74,2 £ 2,3 285+24 61,3+11,8 59,4 +57
Strata C18-U nd 22775 nd nd 43,8 +£0,73
Strata C18-E nd 205+8,0 nd nd 50,0 + 3,3

*Media gradelor de recuperare pentru cele patru repetari; "Deviatia standard relativa; “Nedetectat.

Dupéa cum se poate observa in Tabelul 6.2, cartusele Strata NH, au asigurat un bun grad de
recuperare (peste 100%) pentru toti colorantii textili studiati, cu exceptia colorantului azoic LR care a
avut un grad de recuperare de 84,8%. In cazul cartusului Stata SAX, gradele de recuperare pentru
colorantii azoici LDB, NDB si NR au fost peste 59%, cu exceptia colorantului azoic LR pentru care
gradul de recuperare a fost doar de 28,5%. Colorantul antrachinonic LB nu a fost detectat datorita
interactiunii puternice dintre acesta si adsorbent, nemaiputand fi eluat alaturi de ceilalti coloranti textili.
Pentru cartusele Strata C18-U si Strata C18-E gradele de recuperare au avut valori foarte scazute in cazul
colorantilor LDB si NR, iar colorantii LB, LR si NDB nu au fost detectati, acestia nefiind retinuti de
adsorbent.

Rezultatele bune obtinute pe cartusele Strata NH,, se datoreazd mecanismului de retentie polar a
analitilor prin legdturi de hidrogen sau schimb anionic slab. Acest adsorbent este potrivit pentru extractia
anionilor puternici/slabi din probe apoase. Adsorbentul cartuselor Strata SAX este o rasina puternica
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schimbatoare de anioni, astfel obtinAndu-se rezultate scazute ale gradelor de recuperare pentru colorantii
azoici textili, datoritd interactiunii puternice ntre colorantii textili si adsorbent. Colorantii textili
antrachinonici sunt retinuti puternic de rasina schimbatoare de anioni a cartuselor Strata SAX si nu pot fi
eluati cu amestecul de solventi utilizat. Tn cazul cartuselor Strata C18-E au loc mecanisme de retentie
non-polare cu suprafata gruparilor silanol legate hidrofobic pentru o mai puternica retentie hidrofobica,
minimaliznd selectivitatea sau eliminand interactiunile polare ale silanolului. Pe Strata C18-U are loc un
mecanism de retentie primar nepolar combinat cu interactiuni secundare ale silanolului polar, astfel fiind
Tmbunitatita eficienta extractiei si maritd capacitatea de indepartare a compusilor hidrofobici care contin
grupari hidroxil sau amino (www.phenomenex.com). Colorantii LB, LR si NDB datorita polaritatii lor nu
sunt retinuti pe cartuse de tip C18-E si C18-U. Cele mai bune rezultate au fost obtinute pe cartusul Strata
NH, care a fost selectat pentru determinarea prin metoda HPTLC dezvoltata a colorantilor textili de
interes din diferite matrici de apa reziduala (Copaciu et al., 2012a).

Rezultatele validarii

Studiul validarii procedurii SPE-HPTLC a demonstrat performanta acesteia la determinarea
prezentei in probe de efluenti textili a celor cinci coloranti studiati prin: liniaritate cu coeficienti de
corelatie >0,99 pe intreg domeniul de concentratie 20-60 ng per bandad din fiecare colorant; limite de
detectie cuprinse intre 0,97-6,04 ng per banda si limite de cuantificare cuprinse intre 3,24-20,15 ng per
banda; valori ale abaterii standard relative pentru repetabilitatea aplicarii probelor cuprinse intre 0,6-
3,5%, iar pentru repetabilitatea masurarii ariei picului cuprinse Tntre 0,7-2,6%. Rezultatele gradelor de
recuperare pentru totii colorantii textili studiati in probe de apa reziduala cu adaos standard demonstreaza
o buni acuratete a procedurii SPE-HPTLC dezvoltate (Copaciu et al., 2012a).

Analiza coloranyilor textili studiagi din probe de apa reziduala

Determinarea acestor coloranti textili din probe de apd reziduala este importantd pentru
monitorizarea nivelelor de poluare a apelor cu efluenti textili. Procedura SPE-HPTLC dezvoltata a fost
aplicata pentru monitorizarea celor cinci coloranti din efluenti textili pe o perioada de sase luni. Probele
de apd au fost colectate lunar de la efluentul unei fabrici de prelucrare a fibrelor textile. Placa
cromatograficd din Figura 6.8, ilustreazi cateva probe de apa reziduala (pozitiile 11-15). Tn acord cu
rezultatele prezentate in Tabelul 6.8, pe perioada acestei monitorizari au fost folositi mai intens colorantii
azoici, cel mai utilizat fiind Nylosan Red si ocazional Lanasyn Blue si Lanasyn Red.

In Figura 6.8 este prezentd placa HPTLC pentru colorantii studiati de la stanga la dreapta:
(pozitiile 1-5) standardul individual pentru fiecare colorant textil, (pozitiile 6 si 16) reprezintd cate un
amestec din cei 5 coloranti textili, (pozitiile 7-10) reprezinta extractiile obtinute pe cele patru tipuri de
cartuse in vederea alegerii cartusului cu cel mai bun grad de recuperare, (pozitiile 11-15) reprezinta
cateva exemple de probe de apa reziduala. Tot 1n aceasta figura sunt ilustrate 2 cromatograme suprapuse,
cromatograma corespunzdtoare pozitiei 15 (proba de apa reziduald) si cromatograma corespunzatoare

pozitiei 16 (amestecul standard al celor cinci coloranti textili).
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Figura 6.8. Placa HPTLC si densitogramele
suprapuse (550 nm) pentru colorantii textili
studiati. Pozitiile 1-5 standarde individuale din

fiecare colorant textil (60 ng per banda): 1-LB, 2-
LDB, 3-LR, 4-NDB, 5-NR; Pozitiile 6 si 16

amestec standard cu cei cinci colorangi textili (60

ng din fiecare colorant textil per bandd); Pozitiile
7-10: Gradele de recuperare pe SPE ale colorantilor
e textili, pentru cartugele Strata: NH, (7); SAX (8);
s ¢ ° C 7 2 B C18-U (9); C18-E (10); si pozitiile 11-15:

reprezintd probe de apa reziduala ale unor efluenti
textili.

Table 6.8. Cantitatile de coloranti textili gasite pe parcursul monitorizarii
efluentilor textili.

Cantitatea gisita (mg L™)
Nr. benzii pe Data Lanasyn Nylosan
placi prelevirii Lanasyn Dark Lanasyn Dark Nylosan

Blue Red Red

Brown Brown
11 04.02.2011 nd nd nd nd 3,7
12 18.02.2011 nd nd nd nd 57
13 10.03.2011 nd nd nd nd 1,2
14 15.04.2011 nd nd nd nd 1,0
15 13.05.2011 20,4 nd nd nd 7,4
— 17.06.2011 nd nd nd nd 12,0
— 11.07.2011 nd nd 0,7 nd 7,6
— 25.07.2011 nd nd 8,1 nd 1,3

Concentratiile gasite in timpul acestei monitorizari 0,7-20,4 mg L™ arata ca efluentii textili
rezultati Tn urma proceselor de prelucrare a fibrelor textile nu sunt suficient tratati Tnainte de deversarea
lor In reteaua de canalizare, respectiv mediu. Dintre cele doud clase de coloranti textili investigati,
colorantii azoici sunt mai intens utilizati la prelucrarea fibrelor textile (Copaciu et al., 2012a).



6.2. Analiza colorantilor textili Optilan Blue si Nylosan Red din ape reziduale prin tehnica
cromatografiei de lichide cuplata cu spectrometria de masa (LC-MS/MS)

6.2.1. Parte experimentali. Determinarea colorantilor textili prin tehnica LC-MS/MS

Chimicale si materiale

Colorantii textili Nylosan Red, colorant azoic, si Optilan Blue, colorant antrachinonic, procurati
de la Clariant Produkte, au fost studiati prin tehnica LC-MS. Pentru prepararea tuturor probelor de
analizat si elutia cromatografica a fost utilizat metanol LC-MS Optigrade (>99,8%, LGC Standards).

Colectarea probelor de apa reziduali
Probele de apa reziduald au fost prelevate de la influentul si respectiv efluentul unei statii de
tratare a apelor reziduale din Romania, acestia fiind monitorizati pe o perioadd de 6 luni. Probele au fost

colectate in sticle de polietilena, filtrate, stocate la 4°C si analizate in timp de o saptdmana.

Metoda LC/ESI(-)-MS/MS

Determinarea colorantilor textili a fost realizatd cu ajutorul unui cromatograf de lichide (HPLC
Agilent Serie 1200) cuplat cu un spectrometru de masa (3200 QTrap Applied Biosystems), utilizdnd o
sursa de ionizare TurboV in modul negativ prin electropulverizare (LC/ESI(-)-MS/MS). Monitorizarea
reactiilor multiple (Multiple Reaction Monitoring, MRM) a fost urmatd de cuantificarea ionilor
moleculari precursori si a ionilor produsi corespunzatori. Sistemul a fost controlat cu softul Analyst 5.1.
Cea mai buna separare a acestor coloranti a fost obtinutd pe o coloana Nucleosil 100 C18 (25 cm x 0,46

cm, 10 pm, Teknokroma), termostatata la 25°C, prin elutie izocratica cu amestecul metanol—apa 70:30
(v/v), la un debit de 0,65 mL min™.

Metoda SPE

Pentru extractia celor doi compusi, Nylosan Red si Optilan Blue, a fost folosit un dispozitiv de
extractie pe faza solida Supelco (Sigma Aldrich). Pentru alegerea adsorbentului optim de extractie au fost
testate patru tipuri de cartuse Strata (WAX/NH,, SAX, C18-U si C18-E). Pentru a cuantifica selectivitatea
adsorbentilor, in 500 mL apa deionizatd a fost adaugata o cantitate de 160 ng din fiecare colorant textil
investigat.

Validarea procedurii SPE-LC/ESI(-)-MS/MS
in scopul validarii procedurii SPE-LC/ESI(-)-MS/MS pentru cei doi coloranti textili studiati au
fost evaluati pentru fiecare colorant urmatorii parametri: liniaritatea, limita de detectie si limita de

cuantificare, precizia, acuratetea si efectul de matrice.

6.2.2. Rezultate si discutii privind determinarea colorantilor textili prin
tehnica LC-MS/MS

Analiza LC/ESI(-)-MS/MS
In scopul cuantificarii prezentei colorantilor textili, OB si NR, in probe de apa reziduala, a fost
elaborata o metoda LC/ESI(-)-MS/MS. Pentru selectarea tipului de ionizare, colorantii au fost supusi atat

unei ionizari negative cat si unei ionizari pozitive, fiind aleasa ionizarea prin electropulverizare in modul
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negativ. Pentru stabilirea conditiilor MRM, au fost preparate solutii individuale (100 ng mL™) din fiecare
colorant in metanol. Tonul precursor a fost obtinut prin scanarea colorantilor in quadrupol 1, urmata apoi
de scanarea in quadrupol 3 pentru obtinerea ionilor produsi.

Obtinerea parametrilor optimi dependenti de fiecare colorant a fost realizata utilizind metoda
infuziei, ca urmare din fiecare colorant au fost preparate solutii standard care au fost injectate direct in
spectrometrul MS prin infuzie continui cu un debit de 5 pL min™. Separarea colorantilor Nylosan Red,
respectiv Optilan Blue, cu o rezolutie de 1,83, a fost obtinuta printr-o elutie izocratica cu metanol-apa
70:30 (v/v) la un debit de 0,65 mL min™ utilizind o coloand Nucleosil 100 C18 termostatata la 25°C.
Parametrii dependenti de sursa au fost obtinuti prin Flow Injection Analysis (FIA) utilizand o capilara de
restrictie si un debit de 200 pL min™ pentru introducerea solutiilor standard (100 ng mL™) din fiecare
colorant preparat in faza mobilda. Cromatograma corespunzatoare metodei LC/ESI(-)-MS/MS pentru
amestecul standard utilizat in metoda MRM este prezentata in Figura 6.12.

I XIC of -MRM (2 pairs): 449.1/369.1 Da ... Max. 1.9e5 cps|
1.9¢5 3
1.8e5
1.6e5] 271
1.4e5]
o 1265 Figura 6.12. Cromatograma LC/ESI(-)-MS/MS
.> 1005 a amestecului standard (100 ng mL™):
g o0 Nylosan Red, tz = 2,71 min; Optilan Blue, tz = 3,72 min.
6.0e4
4.0e4
2.0e4|
oo 2 4 6 3
Time, min
Metoda SPE

Studiul SPE utilizand cartuge Strata cu faza inversa (Strata C18-E si Strata C18-U) si Strata cu
schimb ionic (Strata WAX/NH, si Strata SAX) arata ca acesti compusi pot fi retinuti prin mecanisme
diferite (fazd inversd, respectiv schimb anionic). Eficienta cartuselor testate a fost estimatd prin
compararea gradelor de recuperare ale colorantilor eluati pe fiecare tip de cartus. Fiecare extractie a fost
repetatd de patru ori si a fost calculat RSD (%) pentru fiecare cartus testat. Gradele de recuperare sunt date
n Tabelul 6.10 (Copaciu et al., 2012b).

Tabel 6.10. Gradele de recuperare ale colorantilor textili studiati pe cele patru tipuri de cartuse testate.

Cantitatea Nylosan Red Optilan Blue
ad%‘}ﬁata Media® Gradul de Media Gradul de
Cartus fiecare cantitagii recuperare RSD? | cantitatii recuperare RSD
colorant | regasite Media® + SD° | (%) regasite | Media + SD (%)
g | (9 (%) (ng) (%)
Strata NH, 160 166,9 | 104,3+6,0 57 175,2 109,5+ 3,3 3,0
Strata SAX 160 92,8 58,0 £ 6,9 11,8 128,8 80,5+5,4 6,7
Strata C18-U 160 152,7 954+94 9,9 139,7 87,3+£9,8 | 1172
Strata C18-E 160 135,6 84,7+6,0 7,0 162,6 101,6 £ 8,8 8,7

Media cantitatii regasite pentru patru extractii; "Media gradului de recuperare pentru patru extractii; “Deviatia
standard; dDevia;ia standard relativa.



Dupia cum se poate observa in Tabelul 6.10, cartusele SPE testate au asigurat o buna recuperare
(peste 84%) pentru ambii coloranti textili, cu exceptia cartusului Strata SAX. Cele mai bune rezultate au
fost obtinute pe cartusele Strata NH, datoritd mecanismului polar de retentie a analitilor prin legaturi de
hidrogen sau schimb anionic slab. Pentru extractiile pe cartuse Strata SAX, gradele de recuperare obtinute
au fost foarte scazute, acest fapt fiind o consecintd a interactiunilor puternice dintre colorantii textili si
adsorbentul Strata SAX care este o rasina puternic schimbitoare de anioni. Pentru adsorbentii Strata C18
au fost obtinute valori bune ale gradelor de recuperare datorita interactiunilor non-polare dintre gruparile
functionale ale colorantilor si adsorbenti. In cazul cartuselor Strata C18-E are loc un mecanism de retentie
non-polar cu suprafata hidrofobicd end-capping, ceea ce minimalizeaza selectivitatea sau elimina
interactiunile polare ale gruparilor silanol. In cartusele Strata C18-U au loc mecanisme de retentie non-
polar primare alaturi de interactiuni polare, silanol secundare, crescand astfel eficienta extractiei si
cresterea capacitatii de indepartare a compusilor hidrofobici care contin grupari hidroxil sau amino
(www.phenomenex.com).

Validarea procedurii SPE-LC/ESI(-)-MS/MS

Studiul de validare a aratat ca procedura SPE-LC/ESI(-)-MS/MS elaboratd pentru determinarea
celor doi coloranti textili, Nylosan Red si Optilan Blue, din probe de apa reziduald indica o buna
liniaritate, cu coeficienti de corelatie peste 0,99, in domeniul de concentratii 1-100 ng mL™ si limite de
detectie pani la 0,28 ng mL™. Pentru precizia procedurii, au fost calculate valorile RSD (%) in aceeasi zi
(Nylosan Red 0,8-2,6%; Optilan Blue 0,7-2,4%) si in zile diferite (Nylosan Red 1,0-1,4%; Optilan Blue
1,0-2,1%). Rezultatele obtinute au demonstrat pentru procedura SPE-LC/ESI(-)-MS/MS elaborata o buna
repetabilitate atit in aceeasi zi cit si in zile diferite. Studiul de acuratete a indicat grade de recuperare cu
valori in intervalul 92,5-97,7%.

Efectul de matrice a fost evaluat pentru fiecare colorant textil in proba de apa reziduala. Acesta a
fost studiat prin raportul intre panta curbei de calibrare in solvent §i respectiv in matrice, obtinandu-se
valori intre -20% si +20% (Sur si Dunemann, 2004, Kmellar et al., 2008), ceea ce demonstreazi cd nu
exista efect de matrice (Copaciu et al., 2012b).

Analiza colorantilor studiati din probe de apa reziduala

Determinarea colorantilor textili in probe de apa reziduala prezintd o mare importantd pentru
monitorizarea apelor poluate de aceasta industrie. Procedura SPE-LC/ESI(-)-MS/MS realizata a fost
aplicata la determinarea din probe de apa reziduald a doi coloranti, Nylosan Red si Optilan Blue, des
utilizati la colorarea fibrelor textile. Au fost colectate si analizate douasprezece probe de apa reziduala de
la o statie de tratare unde ajung ape cu potential continut de coloranti proveniti din industria de prelucrare
a fibrelor textile (Tabel 6.15).

Cromatogramele corespunzitoare analizei LC/ESI(-)-MS/MS pentru probele monitorizate Tn data
de 05.02.2011 sunt prezentate in Figura 6.14. Concentratia de 1,84 ng L™ regasita in efluentul statiei de
tratare aratd sensibilitatea metodei elaborate. Rezultatele obtinute indica prezenta sporadicd in urme a
celor doi coloranti textili in probele de apa reziduald ceea ce poate fi asociat cu utilizarea lor ocazionald in

finisarea textila si cu o buna capacitate de epurare a statiei (Copaciu et al., 2012b).
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Tabel 6.15. Colorantii textili determinati in probe colectate de la influentul respectiv efluentul

unei statii de tratare a apelor reziduale.

= : =
Data recoltirii Prob:':l de apa Cantitatea (ng L) _
reziduala Nylosan Red Optilan Blue
Influent 81,2 nd
05.02.2011 Efluent 1,8 nd
Influent 264,8 nd
11.03.2011 Efluent ndf nd
Influent nd nd
16.04.2011 Efluent nd nd
Influent 24,3 84,0
14.05.2011 Efluent nd nd
Influent 36,8 116,0
18.06.2011 Efluent nd 2,7
Influent nd nd
12.07.2011 Efluent nd nd
Influent nd nd
26.07.2011 Efluent nd nd
*Nedetectat
T XIC of -MRM (2 pairs): 559.1/375.0 Da ... Max. 1.3e4 cps.
269
1.20e4
a
DETALIU b .
1,00e4 \ Pt Figura 6.14. Cromatogramele LC/ESI(-)-
0000 ll = MS/MS corespunzitoare unei probe de apa din
§ ‘ e m influent (a), respectiv efluent (b), prelevata de
%6000’00 " o TR o la o statie de tratare a apelor reziduale.
- 400000 '\ VRPN Colorantul gasit este Nylosan Red:
\ (a)81,2ngL*si(b) 1,8ng L™
2000.00 i b
0.00 7 M«T 3 3
Time, min

6.3. Analiza colorantilor textili complecsi ai cromului Nylosan Dark Brown,
Lanasyn Dark Brown si Lanasyn Red din ape reziduale prin tehnica LC-MS/MS

6.3.1. Parte experimentala. Determinarea colorantilor textili prin tehnica LC-MS/MS

Chimicale si materiale

Colorantii textili azoici complecsi ai cromului studiati (Tabelul 4.1) prin metoda LC-MS/MS
elaborata sunt: Nylosan Dark Brown, Lanasyn Dark Brown si Lanasyn Red. Acesti coloranti au fost
procurati de la Clariant Produkte. Pentru prepararea probelor si elutia cromatografica s-a utilizat metanol
LC-MS Optigrade (>98%, LGC Standards), acetonitril LC-MS Merck, formiat de amoniu (97%) si acid
formic (>95%) de la Sigma-Aldrich.
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Metoda LC/ESI(-)-MS/MS

Determinarea colorantilor textili a fost realizata utilizand acelasi cromatograf de lichide (HPLC
Agilent Serie 1200) cuplat cu un spectrometru de masa (3200 QTrap Applied Biosystems), avand sursa de
ionizare TurboV Tn modul negativ prin electropulverizare (LC/ESI(-)-MS/MS). Separarea colorantilor
textili a fost realizatd pe o coloana Phenomenex Luna 3u C18 (2) 100A (50 x 2 mm), termostatata la

40°C, prin elutie izocraticd cu amestecul metanol-acetonitril-apa (2 mM formiat de amoniu si 0,2% acid
formic) 47:23:30 (v/v) la un debit de 0,15 mL min™.

Metoda SPE

Pentru alegerea adsorbentului optim de extractie a celor trei coloranti au fost testate aceleasi
cartuse Strata (C18-U, C18-E, WAX/NH, si SAX) prezentate anterior. Pentru a cuantifica selectivitatea
adsorbentilor, in 500 mL apa deionizata a fost adaugata o cantitate de 120 ng LR, 200 ng NDB si 200 ng
LDB, urmand etapele SPE prezentate la subcapitolul 6.1. Extractele obtinute cu continut de coloranti
textili au fost aduse la sec si reluate in faza mobila.

Validarea procedurii SPE-LC/ESI(-)-MS/MS

In scopul validarii procedurii SPE-LC/ESI(-)-MS/MS pentru cei trei coloranti textili au fost
evaluati urmatorii parametri: liniaritatea, limita de detectie si limita de cuantificare, precizia, acuratetea si
efectul de matrice.

6.3.2. Rezultate si discutii privind determinarea colorantilor textili prin
tehnica LC-MS/MS

Analiza LC/ESI(-)-MS/MS

Pentru selectarea tipului de ionizare, colorantii au fost supusi atat unei ionizari negative cat si
unei ionizari pozitive, fiind aleasd ionizarea prin electropulverizare in modul negativ. Pentru stabilirea
conditiilor MRM, au fost preparate solutii din fiecare colorant in acetonitril (400 ng mL™). lonul
precursor a fost obtinut prin scanarea colorantilor in quadrupol 1, urmata apoi de scanarea in quadrupol 3
pentru obtinerea ionilor produsi. Obtinerea parametrilor optimi dependenti de fiecare colorant a fost
realizatd utilizind metoda infuziei, astfel cd din fiecare colorant au fost preparate solutii standard si
injectate direct in spectrometrul MS prin infuzie continud cu un debit de 5 pL min™. Parametrii
dependenti de sursa au fost obtinuti prin FIA utilizand o capilara de restrictie si un debit de 200 uL min™.
Solutiile standard cu un continut de 400 ng mL™, din fiecare colorant preparat in faza mobild au fost
injectate Tn sistemul LC/ESI(-)-MS/MS.
Cromatograma corespunzatoare metodei LC/ESI(-)-MS/MS pentru amestecul standard utilizat Tn metoda
MRM, este prezentata in Figura 6.18.
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1 XIC of -MRM (3 pairs): 726.2/255.1 Da ... Max. 1.4e4 cps|
1.de4 3.5
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Eficienta cartuselor testate a fost estimata prin compararea gradelor de recuperare ale colorantilor
eluati pe fiecare tip de cartus. Fiecare extractic a fost repetatd de patru ori si a fost calculat RSD (%)
pentru fiecare cartus testat. Gradele de recuperare sunt date in Tabelul 6.17. Cartusele Strata NH, si Strata
SAX nu au asigurat o buna recuperare pentru colorantii NDB si LDB in comparatie cu cartusele Strata
C18 unde rezultatele au fost mai bune. Referitor la adsorbentii Strata C18 testati, au fost obtinute valori
bune ale gradelor de recuperare peste 80% pentru colorantii NDB si LDB datorita interactiunilor non-
polare intre gruparile functionale ale colorantilor si adsorbenti. Cele mai bune rezultate au fost obtinute pe
cartusele Strata C18-E (grade de recuperare de ~100%), cu exceptia colorantului Lanasyn Red (=70%).
Pentru cartusele Strata C18-U au fost obtinute grade de recuperare peste 80% pentru NDB si LDB, avand
loc mecanisme de retentie primare non-polar combinate cu interactiuni secundare silanol polare, crescand
astfel eficienta extractiei. In cazul cartusului Strata NH,, datoriti mecanismului polar de retentie a
analitilor prin legaturi de hidrogen sau schimb anionic slab, colorantii au fost partial retinuti (45,5% NDB
si 58,8% LDB).

Pentru extractiile pe cartuse Strata SAX, colorantii NDB si LDB au fost retinuti foarte puternic pe
adsorbent si nu au mai putut fi eluati, aceasta fiind o consecinta a interactiunilor puternice intre colorantii

textili si adsorbentul cartusului Strata SAX, o rasind puternic schimbatoare de anioni.

13



Tabel 6.17. Gradele de recuperare ale colorantilor textili studiati pe cele patru tipuri de cartuse testate.

Nylosan Dark Brown

Lanasyn Dark Brown

Lanasyn Red

it Media® Gradul de Cantitate | nedia Gradul de Cantitate Mediaa" Gradul de
Cartus adiugati cantjta?utii recuperare RSD? | addugati cantititii recuperare RSD | adaugata cantjtzju;u recuperare RSD
regisite | \Media®+SD® | (%) (ng) regisite | Media+=SD | (%) (ng) regasite | Media+SD | (%)
"1 (g (%) (ng) (%) (ng) %)
Strata NH, 200 911 455+13 2,8 200 117,7 58,8 + 3,3 5,6 120 89,2 743+1,0 1,4
Strata SAX 200 nd*® nd nd 200 nd nd nd 120 83,8 69,8 +1,5 2,1
Strata C18-U 200 166,8 834+3]1 3,8 200 170,5 852+20 2,4 120 80,6 671+1,0 1,4
Strata C18-E 200 187,2 93,6 +4,3 4,6 200 204,8 102,2+ 3,4 3,3 120 85,2 710+1,2 1,6

*Media cantitatii regdsite pentru patru extractii; "Media gradului de recuperare pentru patru extractii; “Deviatia standard; “Deviatia standard relativi; *Nedetectat.
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Validarea procedurii SPE-LC/ESI(-)-MS/MS

Studiul de validare a demonstrat ca procedura SPE-LC/ESI(-)-MS/MS elaborata pentru
determinarea celor trei coloranti azoici complecsi ai cromului din probe de apa reziduala demonstreaza o
buni liniaritate (r>0,99) pe Intreg domeniul de concentratie 1-100 ng mL™ pentru colorantul Lanasyn Red
si 50-300 ng mL™ pentru colorantii Nylosan Dark Brown si Lanasyn Dark Brown.

Precizia procedurii SPE-LC/ESI(-)-MS/MS elaborate a demonstrat o buna repetabilitate prin
calculul valorilor RSD (%) in aceeasi zi / in zile diferite: 0,66-1,4% / 0,84-1,5% pentru Nylosan Dark
Brown; 0,63-1,6% / 0,82-1,2% pentru Lanasyn Dark Brown si 1,0-2,3% / 1,1-1,2% pentru Lanasyn Red.

Studiul de acuratete realizat pentru cei doi coloranti textili identificati (NDB si LR) in proba de
apa reziduala a indicat grade de recuperare cu valori cuprinse intre 93,1-99,7%.

Efectul de matrice a fost evaluat pentru fiecare colorant textil din proba de apa reziduald prin
raportul intre panta curbei de calibrare in solvent si in matrice. Valorile obtinute, cuprinse in intervalul -
20% si +20% (Sur si Dunemann 2004, Kmellar et al., 2008), indica absenta efectului de matrice.

Analiza colorantilor textili studiati din probe de apa reziduald

Procedura SPE-LC/ESI(-)-MS/MS descrisa a fost aplicatd pentru determinarea colorantilor
Nylosan Dark Brown, Lanasyn Dark Brown si Lanasyn Red din probe de apa reziduald din influentii si
efluentii unei statii de tratare a apelor reziduale din apropierea unei fabrici de prelucrare a fibrelor textile.
Doudsprezece probe de apa au fost colectate de la o statie de tratare a apelor reziduale, si apoi analizate
prin procedura elaborata. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 6.22.

Tabel 6.22. Cantitatea de coloranti textili studiati din probe prelevate de la influentul, respectiv efluentul
unei statii de tratare a apelor reziduale.

Proba de Cantitatea (ng L™)
Data recoltarii rez?(ll):alﬁ Da'\:ilgsg\],\,n D;T(ng%r\:vn Lanasyn Red
2
19.02.2011 fluent 122% o 1?2:3
26.03.2011 'Ef.'ﬁeeﬁf 23 Eg ?1?1’0
30.04.2011 g:ﬂ::: 23 = 23
27.05.2011 'g]fl'ﬁee:tt 24 ﬂﬂ 123:2
4.06.2011 fluent e o .
23.07.2011 Ef.'ﬁfﬁf 23 Eg 23

Tn urma analizelor efectuate, in influentii statiei de tratare au fost gasite concentratii cuprinse ntre
24,3-244,0 ng L™ pentru cei trei coloranti textili complecsi ai cromului, iar in efluentii corespunzitori
influentilor concentratii cuprinse intre 22,8-89,6 ng L™*. Cromatograma corespunzitoare analizei LC/ESI(-
)-MS/MS a probei de apa reziduala influent din data de 4.06.2011 este prezentata in Figura 6.22 si indica
prezenta colorantului Lanasyn Red in concentratia de 244,0 ng L™.

Rezultatele acestei monitorizari arata ca prezenta in probele de apa reziduala a celor trei coloranti

textili azoici, complecsi ai cromului, poate fi asociata cu utilizarea lor ocazionala in finisarea textila.
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Colorantii textili determinati in urme (valori maxime de ~ 90 ng L™) n efluentii de la statia de tratare

arata o buna epurare a acestor ape care sunt apoi deversate in mediu.
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7. Studii ecotoxicologice privind actiunea colorantilor textili asupra plantelor de
Triticum aestivum L.

Pentru a cunoaste efectele colorantilor textili investigati in aceasta cercetare asupra diferitelor
performante din plante, in scopul identificarii si evaluarii rapide a toxicitatii acestora, au fost studiate
efectele a doi coloranti antrachinonici (Optilan Blue si Lanasyn Blue) si a patru coloranti azoici (Lanasyn
Red, Nylosan Red, Nylosan Dark Brown si Lanasyn Dark Brown) la doua concentratii diferite (0,5 mg L™
si 1,5 mg L) asupra plantelor de grau (Triticum aestivum L. soiul “Lovrin”). Au fost evaluate efectele
privind fotosinteza frunzei, pigmentii asimilatori, metabolitii secundari volatili (emisii de produsi de
oxigenare sub actiunea lipoxigenazei si emisii de monoterpene) si metabolitii secundari nevolatili
(flavonoidele).

7.1. Triticum aestivum L. si stresul aplicat

Tn acest studiu au fost utilizate seminte de grau, soiul Lovrin, achizitionate de la Fundulea,
Roménia. Experimentele au fost realizate in vase de plastic, utilizind pamant comercial, peste care a fost
addugat in prealabil fertilizator cu microelemente (Biolan, Finlanda). Semintele de grdu au fost plantate la
o adancime de 1 cm in pamant. Plantele au fost crescute in conditii controlate, intr-o camera de crestere
(0,29 m?, 0,42 m) Percival (1A, USA), la o intensitate a luminii de 1000 umol m? s™ furnizati timp de 12
ore si o temperaturd zi/noapte, 25°C/18°C.

Asupra plantelor de Triticum aestivum L. a fost aplicat un stres abiotic prin tratarea acestora cu
coloranti textili (Tabel 4.1), doi antrachinonici (Optilan Blue si Lanasyn Blue) si patru azoici (Lanasyn
Red, Nylosan Red, Nylosan Dark Brown si Lanasyn Dark Brown). Experimentul a inceput atunci cand a
doua frunza a ajuns la jumatate din capacitatea ei de crestere (faza de crestere Zadoks 1,2 (Zadoks et al.,
1974)), 1a 14 zile dupa ce plantele au fost semanate. Plantele au fost udate periodic cu solutii apoase din
colorantii textili OB, LB, LR, NR, NDB si LDB la doui concentratii, 0,5 mg L™ si respectiv 1,5 mg L™,
iar plantele control au fost tratate cu apa distilatd. Primele masuratori au fost realizate dupa 7 zile de la
inceperea tratamentului, cand plantele au fost tratate cu un volum total de 0,5 L per colorant. Urmatoarele
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masuratori au fost realizate dupa alte 7 zile, adica dupa 14 zile de la Tnceperea tratamentului, cand
plantele au fost tratate cu un volum total final de 1 L solutie per colorant.

7.2. Analiza parametrilor fotosintetici din plantele de gréu tratate cu colorantii textili
luati in studiu

7.2.1. Masurarea parametrilor fotosintetici

Monitorizarea parametrilor fotosintetici ai plantelor tratate cu coloranti textili a fost realizata prin
schimbul de gaze, utilizand sistemul portabil GFS 3000 (3000 Portable Gas Exchange System, Walz,
Effeltrich, Germany). Acest sistem prezintd o cuva, cu mediu controlat, care este prevazuta cu o fereastra
de 8 cm? in care este introdusa frunza. Cuva este previzutd cu 0 camerd fluorimetricd pentru iluminarea
probei, unde sunt realizate masuratorile fluorescentei clorofiliene. Masuratorile au fost realizate in
urmitoarele conditii experimentale: 385 pmol mol™ concentratia CO,, 1000 umol m? s intensitatea
luminoasd, 25°C temperatura din cuva, 70% umiditatea relativa si 750 pmol s™ debitul de aer.

Frunza a fost inchisa in cuva, lasatd sa se stabilizeze pana la starea de echilibru si apoi
determinate valorile pentru viteza de asimilatie netd a CO, (A) si conductanta stomatala de vaporizare a
apei (gs) care au fost calculate conform ecuatiilor date de von Caemmerer si Farquhar (1981).

7.2.2. Rezultate si discutii privind efectele colorantilor textili asupra
parametrilor fotosintetici ai plantelor de grau

Rezultate

Pentru tratamentul cu 0,5 L solutie / colorant textil, nu au fost observate diferente semnificative in
viteza de asimilatie neta (A), intre cele doud concentratii aplicate (0,5 mg L™ si 1,5 mg L™) si control (Fig.
7.3a). Tn contrar, sub conditii de stres sever (1 L solutie colorant 1,5 mg L™), viteza de asimilatie neti
scade semnificativ de la 19,6 + 0,3 umol m? s?, valoare obtinuta pentru control, la valorile 17,1 £ 0,8
umol m™ s™ pentru colorantul OB, 16,6 + 0,2 pmol m™ s™ pentru colorantul LR si 15,8 + 0,3 umol m™?s™
pentru colorantul NR (Figura 7.3b). Viteza de asimilatie netd scade odata cu cresterea volumului de
solutie de NR pentru concentratia de 0,5 mg L™

Pentru conductanta stomatala de vaporizare a apei a fost observata o scadere fata de control, doar
in cazul tratamentului cu colorantul NDB, dupi ce plantele au fost tratate cu un volum de 0,5 L la
concentratia de 1,5 mg L™ (Figura 7.3c). Dupi ce plantele de grédu au fost tratate cu 1 L solutie per
colorant azoic, avand concentratia de 1,5 mg L™, media conductantei stomatale (+SE) scade pani la 68 +
5% pentru LR, 65,3 + 2,2% pentru NR, 65,7 £ 3,9% pentru NDB si 77,3 £ 2,5% pentru LDB fata de
control (Figura 7.3d).
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Figura 7.3. Modificari in viteza netd de asimilatie (A) (a si b) si conductanta stomatald de vaporizare a
apei (gs) (c si d), pentru frunzele de Triticum aestivum L., soiul Lovrin, plante care au fost tratate cu sase
solutii de coloranti textili, la doud concentratii diferite 0,5 mg L™ respectiv 1,5 mg L™. Masuritorile au
fost realizate dupa ce plantele au fost tratate cu un volum total de solutii de coloranti textili 0,5 L (a si )
si 1 L (b si d). Fiecare valoare este media (£ SE) a trei experimente replicat realizate independent cu
plante diferite. Simbolurile din grafice reprezinta:

* = diferente statistice semnificative (P<0,05) ntre tratamentul cu coloranti textili si control; & =
diferente semnificative intre volumele solutiilor de coloranti textili utilizate pentru tratamentul plantelor
(0,5 L respectiv 1 L), pentru aceeasi concentratie (0,5 mg L™ sau 1,5 mg L™, si # = diferente
semnificative intre cele doua concentratii aplicate (0,5 mg L™ si 1,5 mg L™) pentru acelasi volum de
solutie de colorant textil utilizat pentru udarea plantelor (0,5 L sau 1 L).

Discuii

Fotosinteza este un proces biologic fundamental din planta, care uneori poate fi afectat de factorii
de stres biotic sau abiotic (Mittler, 2006). Tn acest studiu au fost aplicate concentratii reale care pot fi
observate in mediu (Sahin et al., 2007, Copaciu et al., 2012a,b). Acesti coloranti textili studiati dar si
concentratiile care au fost aplicate au condus la efecte negative semnificative asupra vitezei de asimilatie
neti din frunzele plantelor de grau (Figura 7.3a si 7.3b). Tn cazul colorantilor LR si NDB care sunt
complecsi ai cromului, procesul de fotosinteza a fost redus semnificativ fatd de control. Cromul este
cunoscut ca factor care afecteaza in mod negativ fotosinteza plantelor, dar mecanismul nu este inca bine
inteles (Shanker et al., 2005, 2009). Cromul poate actiona nespecific prin inducerea stresului oxidativ,
afectand n final procesul de fotosinteza (Ali et al., 2011; Dey et al., 2009). Intr-un studiu recent a fost
emisa ipoteza unor interactiuni intre cromul valent si efectul acestuia asupra procesului de fotosinteza
(Lopez-Luna et al., 2009). Inhibarea de catre Cr(IV) a transportului de electroni in procesul de fotosinteza

si devierea de electroni din partea donoare de electroni a fotosistemului I, a condus la o scadere a vitezei
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de asimilatie in plantele tratate cu coloranti azoici care contin in structura lor Cr (Diwan et al., 2012). Cu
toate acestea trebuie luat in considerare, faptul ca in toate aceste studii de literatura concentratiile aplicate
au fost mult mai mari Tn comparatie cu concentratiile aplicate de noi Th acest studiu. De exemplu
Rodriguez et al. (2012) au demonstrat o scidere a vitezei de asimilatie mai mici de 0,4 pmol m™ s, n
plantele de Pisum sativum expuse la 2000 mg L™ Cr.

Toti colorantii azoici la concentratia de 1,5 mg L™ au redus semnificativ conductanta stomatala de
vaporizare a apei (Figura 7.3c si 7.3d). Acest lucru este Th concordantd cu rezultatele obtinute de
Chatterjee and Chatterjee (2000) pe plante de Brassica oleracea si de Ali et al. (2011) pe plante de
Hordeum vulgare, ca raspuns la tratamente cu saruri de crom.

Astfel de scaderi ale conductantei stomatale de vaporizare a apei, in plante, datorita stresului
abiotic indus de metale grele au fost asociate cu reducerea activitatii apei din stomata (Eckert et al., 1999;
Kholodova et al., 2011). Mai mult, reducerea conductantei stomatale este un raspuns la stresul tipic
declansat de concentratiile crescute ale hormonului de stres acid abscisic, care este un reglator de baza al
raspunsului plantelor la factorii de stres, crestere si dezvoltare (Antoni et al., 2011).

7.3. Analiza unor metaboliti secundari volatili (LOX-uri si monoterpene) emisi de
plantele de gréau tratate cu colorantii textili luati Tn studiu

7.3.1. Prelevarea si analiza unor LOX-uri si a unor monoterpene

Prelevarea compusilor organici volatili (Volatile Organic Compounds, VOC) a fost realizata
utilizdnd acelasi sistem bazat pe schimbul de gaze, ca si in cazul masuratorilor parametrilor fotosintetici.
Prelevarea VOC-urilor a avut loc prin intermediul cuvei, prin legarea unei pompe (1003-SKC, SKC Inc.,
Houston, USA) cu flux de aer constant la sistemul schimbator de gaze, cu un debit de 200 mL min’?, timp
de 15 min. Prelevarea a avut loc dupa stabilirea starii de echilibru si dupa obtinerea valorilor parametrilor
caracteristici schimbului de gaze. Aerul colectat a fost trecut printr-un cartus de otel inoxidabil (10,5 x 3
cm, Supelco, Bellefonte, USA) umplut cu adsorbent Carbopack (C 20/40 mesh, C 40/60 mesh, and X
20/40 mesh) optimizat pentru retinerea produsilor de oxigenare sub actiunea lipoxigenazei (Lipoxygenase
pathway products, LOX) si monoterpenelor, ih vederea analizei cantitative (Copolovici et al., 2009;
Niinemets et al., 2010; Niinemets et al., 2011).

7.3.2. Rezultate si discutii privind efectele colorantilor textili asupra emisiei de
LOX-uri si monoterpene de catre plantele de grau

Rezultate

Pentru a avea o perspectiva privind efectele colorantilor textili asupra plantelor de grau au fost
evaluate emisiile de produsi de oxigenare sub actiunea lipoxigenazei si monoterpenele. Emisiile de LOX-
uri monitorizate din frunzele verzi ale graului, sub conditii de stres abiotic prin tratarea plantelor cu
coloranti textili sunt: 1-hexanol, (Z2)-3-hexenol, (Z)-2-hexenal si (Z)-3-acetat de hexenil. Monoterpenle
detectate sunt: a-pinen, B-pinen, camfen, limonen, 3-caren, p-cimene si f-felandren. Deoarece nu au fost
observate modele diferite calitativ pentru compusii singuri ai unei clase date, Tn continuare vor fi
prezentate rezultatele Tnsumate pentru emisiile de LOX-uri si monoterpene.
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Totalul emisiilor de LOX-uri (®ox) si cel de monoterpene (®monoterpene) @l fost mult mai reduse n
plantele control fata de plantele tratate cu coloranti textili (Figura 7.5).
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Figura 7.5. Modificéri in emisia de produsi de oxigenare sub actiunea lipoxigenazei (LOX) (a si b) si
emisia de monoterpene (c si d), din frunzele de Triticum aestivum L., ca raspuns la tratamentul cu sase
solutii de coloranti textili, la doud concentratii 0,5 mg L™ si 1,5 mg L. Masuratorile au fost realizate
dupa ce plantele au fost tratate cu un volum total de solutii de coloranti textili 0,5 L (asic) si 1 L (b sid).
Semnificatia statistica este aceeasi din Figura 7.3.

Dupéa ce plantele au fost tratate cu un volum de 0,5 L solutii coloranti textili azoici, au fost
observate cresteri ale emisiei totale de LOX-uri, cu 0 medie de peste 122%, Tn cazul concentratiei de 1,5
mg L™ (Figura 7.5a). Pentru acelasi tratament si aceeasi concentratie, colorantii antrachinonici nu
influenteaza emisia de LOX-uri (P>0,1).

Rezultatele obtinute Tn urma stresului abiotic indus de toti colorantii textili investigati (1,5 mg L™
pentru volumul de 1 L), aratd o crestere drastica a emisiei totale de LOX-uri pana la niveluri de 0,54 +
0,10 nmol m?s™ (OB), 0,67 + 0,23 nmol m? s™ (LB), 0,77 + 0,08 nmol m?s™ (LR), 0,43 + 0,11 nmol m’
251 (NR), 0,72 + 0,16 nmol m?s™ (NDB) si 0,73 + 0,03 nmol m?s™ (LDB). Pentru acelasi volum, dar la
concentratia de 0,5 mg L™, a fost observati o crestere a emisiei totale de LOX-uri doar in cazul
colorantilor textili azoici (P<0,05). La tratamentul cu un volum de 1 L de coloranti (1,5 mg L™ LB; 0,5
mg L LR; 0,5 mg L* NR; 0,5 mg L™ si 1,5 mg L™ NDB; 0,5 mg L™ LDB), emisia totali de LOX-uri a
crescut semnificativ in comparatie cu tratamentele pentru aceleasi concentratii, dar la volumul de 0,5 L
(Figura 7.5b si 7.5a).

Tn cazul emisiei totale de monoterpene, in urma tratamentului cu volumul de 0,5 L la concentratia
de 1,5 mg L™, au fost observate cresteri semnificative Tn cazul tuturor tratamentelor cu coloranti textili
azoici. Pentru acelasi volum aplicat n timpul tratamentului, dar la o concentratie mai scizuta (0,5 mg L™)
au fost observate cresteri semnificative doar in cazul colorantilor azoici NDB si LDB (Figura 7.5c). La
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volumul de 1 L solutii de coloranti azoici investigati, rezultatele aratd cresteri a emisiei totale de
monoterpene pentru colorantii NR, NDB si LDB la ambele concentratii testate (0,5 mg L™; 1,5 mg L™).
Cresterea emisiei de monoterpene a fost mai severad pentru colorantul azoic LDB la concentratia de 1,5
mg L™ In comparatie cu concentratia mai mica (0,5 mg L) utilizata in acelasi tratament (1 L) (Figura
7.5d).

Discutii

Au fost evaluate emisiile de LOX-uri si monoterpene, ca raspuns al plantelor la stresul abiotic
indus de colorantii textili investigati. LOX-urile volatile sunt formate din acizi grasi polinesaturati care
sunt eliberati de membranele plantelor in timpul stresului (Feussner si Wasternack, 2002). Emisiile de
LOX-uri Tn concentratii mai mari decét cele normale, semnaleaza un factor de stres asupra plantei cum ar
fi de exemplu stresul la céldura si frig (Copolovici et al, 2012), seceta (Permyakova et al., 2012), ozon
(Beauchamp et al., 2005), sau lumina puternica (Loreto et al., 2006). Tn studiul nostru a fost demonstrat
faptul ca emisiile de LOX-uri au fost induse de colorantii textili (Figura 7.5), indicand ca tratamentul cu
acesti coloranti induc un stres sever plantelor de grau. Emisiile de LOX-uri au fost evidente inci de la
tratamentul cu concentratia si volumul de solutii de coloranti textili cel mai scizut (0,5 mg L™; 0,5 L)
(Figura 7.5a), crescand in continuare o data cu cresterea conditiilor de stres (Figura 7.5b). Aceste rezultate
sugereaza faptul ca emisiile de LOX-uri pot fi considerate bioindicatori in conditii de stres sau poluare cu
coloranti proveniti din industria de prelucrare a fibrelor textile.

Tn ceea ce priveste emisiile de monoterpene, este cunoscut faptul ci frunzele de Triticum
aestivum L. nu emit monoterpene in conditii fiziologice (Kesselmeier si Staudt, 1999). Acest lucru a fost
demonstrat si Tn cazul nostru, pentru plantele de control, unde emisiile de monoterpene au fost foarte
mici, aproape de limita de detectie. Cu toate acestea, cele mai importante emisii de monoterpene pentru
diferite specii de plante, sunt induse de factorii de stres biotic sau abiotic (Loreto si Schnitzler, 2010;
Niinemets, 2010).

Tn studiul nostru, tratamentul aplicat plantelor de grau cu solutii de coloranti textili, a crescut
emisia de monoterpene, dar nu au existat diferente statistice intre cele doud concentratii de coloranti
aplicate (Figura 7.5c si 7.5d). Acest raspuns care nu este dependent de doza de coloranti, ar putea indica
un raspuns de tip prag, la care plantele incep sa emita monoterpene (Niinemets, 2010). Monoterpenele se
formeaza in plastidele din plante pe calea MEP (2-C-metil-D-eritritol 4-fosfat) (Lichtenthaler, 1999;
Nagegowda, 2010), dar pe aceasta cale se formeaza si carotenoizii si fitolul atagsat moleculei de clorofila.
Stresul aplicat plantelor de grau a condus la emisii de monoterpene, care indica o deplasare a caii MEP
catre sinteze de monoterpene, insa stresul cel mai sever a condus la reducerea semnificativa a continutului
de carotenoizi (Figura 7.8).
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7.4. Analiza unor pigmenti asimilatori (clorofile si carotenoizi) din plantele de grau tratate
cu colorantii textili luati in studiu

7.4.1. Extractia si analiza pigmentilor clorofilieni si carotenoizi din plantele de grau

Extractia pigmenyilor

Pigmentii fotosintetici investigati in acest studiu privind stresul abiotic indus de colorantii textili
asupra plantelor de grau au fost: pigmentii clorofilieni (clorofila a si clorofila b) si pigmentii carotenoizi
(p-caroten, zeaxantin si luteina).

Extractia pigmentilor clorofilieni si carotenoizi a fost realizata dupd protocolul urmat de
Niinemets et al. (1998), cu unele modificari. Dupa masurarea parametrilor fotosintetici, 3 cm® de frunza
verde au fost Tnghetati in azot lichid. Pigmentii de interes au fost extrasi pe baie de gheatd, la intuneric, in
prezenta de carbonat de magneziu si acetona (Sigma Aldrich). Din probele astfel obtinute, pigmentii de
interes au fost extrasi prin centrifugare (0°C, 3 min) repetatd cu volume diferite de acetond pana ce
reziduul a ramas incolor. Extractele supernatante au fost unite si aduse intr-un volum final de 1 mL
acetona, si apoi filtrate prin filtre PTFE 0,45 pm.

Analiza pigmentilor clorofilieni si carotenoizi prin cromatografia de lichide

de inaltd performantdi

Determinarea pigmentilor clorofilieni si carotenoizi a fost efectuata utilizand un cromatograf de
lichide de inalta performanta Agilent 1200 (Agilent Technologies) echipat cu detector DAD. Separarea
pigmentilor a fost realizata utilizdind o coloana cromatografica cu faza inversa Zorbax Eclipse XDB-C18
(4,6 mmi.d. x 150 mm, 5 um, Agilent Technologies), termostatata la 10 = 0,1°C si un sistem de elutie
binar, apa ultrapura cu HEPES (0,1 M; pH = 8) (solventul A) si acetona (solventul B). Separarea
pigmentilor clorofilieni si carotenoizi a fost realizata prin elutie cu gradient: 7,5 min amestec 25% solvent
A si 75% solvent B, dupa care 1n 9,5 min se ajunge la 100% solvent B, ramanand timp de 3 min dupa care
in 2 min se revine la conditiile initiale (25% solvent A si 75% solvent B) sub care se echilibreaza coloana
cromatograficd timp de 8 min. Pigmentii au fost eluati cu un debit de 1,5 mL min™ (Niinemets et al.,
1998).

Detectia HPLC a fost realizatd simultan la mai multe lungimi de undi, corespunzitoare
maximului de adsorbtie pentru fiecare pigment investigat. Clorofila a a fost masurati la 430 nm, iar
ceilalti pigmenti, clorofila b, g-carotenul, zeaxantina, respectiv luteina la 455 nm.

Pentru evaluarea cantitativa a acestor pigmenti din frunzele plantelor de grau, au fost trasate
curbele de calibrare pentru clorofila a, clorofila b si g-caroten utilizand etaloane Sigma Aldrich, si pentru
zeaxantin si luteina etaloane Fluka.

7.4.2. Rezultate si discutii privind efectele colorantilor textili asupra continutului de
pigmenti clorofilieni si carotenoizi din plantele de grau

Rezultate

Dupa tratarea plantelor de grau cu 0,5 L solutie de colorant, rezultatele obtinute nu arata diferente
statistice Tntre continutul total de clorofila a si clorofila b si raportul a/b al acestora pentru ambele
concentratii aplicate (Figurile 7.8a si 7.8c). Dupd madrirea volumului de tratament la 1 L solutie de
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colorant, rezultatele aratd o reducere semnmificativa a continutului total de clorofile, mai ales pentru
concentratia mare (1,5 mg L™, Figura 7.8b) si o crestere a raportului clorofila a/b (Figura 7.8d).
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Figura 7.8. Modificari in continutul de clorofila a si b, din frunzele de Triticum aestivum L., ca raspuns la
tratamentul cu sase solutii de coloranti textili, la doud concentratii 0,5 mg L™ si 1,5 mg L. Masuritorile
au fost realizate dupa ce plantele au fost udate cu un volum total de solutii de coloranti textili 0,5 L (a si
¢) si 1 L (b si d). Semnificatia statistica este aceeasi din Figura 7.3.

Continutul de pigmenti carotenoizi investigati (zeaxantina, luteina si S-caroten) din plantele de
gréu nu a fost afectat (Figura 7.9a) in cazul tratarii acestora cu un volum de 0,5 L solutie de colorant
textil, de concentratie 0,5 mg L™ Tn cazul tratirii plantelor de grdu cu 0,5 L solutie colorant de
concentratie 1,5 mg L™, are loc o scddere semnificativd a continutului de luteind si S-caroten fati de
control n cazul tuturor tratamentelor cu coloranti textili (Figura 7.9b). Dupa tratamentul cu un volum de
1 L solutie colorant, pentru concentratia 0,5 mg L™ se observi o scadere a continutului de S-caroten in
cazul tuturor colorantilor textili azoici (Figura 7.9c). Pentru acelasi volum de 1 L, dar o concentratie de
colorant de 1,5 mg L™, rezultatele statistice obtinute arati o scidere a continutului pentru toti carotenoizii
investigati fatd de plantele control (Figura 7.9d). Se poate constata un efect toxic mai sever in cazul
colorantilor textili azoici (Figura 7.9d) datorita scaderii de pana la ~ 27 mg m™ a continutului de S-caroten
(media * SE; 26,7 + 1,4 mg m™) in comparatie cu colorantii antrachinonici unde scaderea in g-caroten a
fost doar de pani la ~ 34 mg m? (media + SE; 34,1 + 0,6 mg m?).

Discutii
Deoarece principalii pigmenti responsabili pentru absorbtia luminii In procesul de fotosinteza
sunt clorofilele, sensibilitatea la stres a unei plante este evaluata prin continutul de clorofila (Mtodzinska,

2009). Urmarind literatura de specialitate, mai multe studii au demonstrat scaderi ale continutului de
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clorofila din diferite specii, sub impactul metalelor grele (Subrahmanyam, 2008; Vernay et al., 2007;
Zengin si Munzuroglu, 2005). Efectele colorantilor textili asupra clorofilelor din plante sunt mai putin
cunoscute. Au fost observate scdderi ale continutului de clorofile, ca raspuns a plantelor de Cicer
arietinum la tratamentul cu efluenti textili cu continut de coloranti (Garg and Kaushik, 2006). Tn studiul
realizat de noi, continutul de clorofile a scazut progresiv o data cu cresterea volumului si a concentratiei
de coloranti textili (Figura 7.8.a i 7.8.b). Cele mai drastice scaderi au fost observate in cazul colorantilor
azoici care contin 1n structura lor crom.
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Figura 7.9. Modificari in continutul de carotenoizi din frunzele de Triticum aestivum L., ca raspuns la
tratamentul cu coloranti textili, la doud concentratii 0,5 mg L™ si 1,5 mg L™. Masuratorile au fost realizate
dupa ce plantele au fost udate cu un volum total de solutie de colorant textil 0,5 L (asib)si 1 L (¢ si d).
Semnificatia statistica este aceeasi din Figura 7.3.

Efectul cromului in metabolismul direct al clorofilelor este asociat cu reducerea metalului co-
factor n enzimele responsabile pentru sinteza clorofilelor sau ceea ce a urmat indirect prin efectul datorat
scaderii Fe din clorofila (Vernay et al., 2007). Raportul clorofila a/b a crescut semnificativ pentru toti
colorantii textili investigati (Figura 7.8d), in special in cazul colorantilor azoici. Acest raport
caracterizeaza distributia pigmentilor intre centrele de reactie si lumina necesard maturarii complecsilor.
Ca urmare, un raport mare al clorofilelor in frunzele de grau tratate cu coloranti textili sugereaza
reducerea luminii necesare maturarii complecsilor in centrele de reactie, de citre fotosistemul II. Aceasta
unitate fotosistemica este compusa dintr-o multime de polipeptide dintre care unele sunt componente
intrinseci ale membranei tilacoidale, iar altele sunt atasate la exteriorul suprafetei lumenului (Bercea,
2008).

Carotenoizii sunt un grup de pigmenti galbeni, cu rol important in fotoprotectia plantei, mecanism
care este privit ca o valva de siguranta care permite disiparea energiei in exces inainte de aparitia daunelor
la nivel celular. In conditiile unei intensitati luminoase ridicate, cloroplastele recepteazi o cantitate de
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lumina mai mare decat cea necesard in faza de intuneric, acest fapt conducand la transferul energiei in
exces la moleculele de oxigen. Se formeaza oxigen activat, concomitent cu anumiti radicali liberi care
distrug aparatul fotosintetizator. Carotenoizii au insa rolul de a prelua o parte a energiei excedentare i
acest mod de a proteja moleculele de clorofila de actiunea distructiva a excesului de lumina (Dobrotd,
2010). Cu toate acestea, sub stres sever continutul de carotenoizi se reduce (Munne-Bosch si Alegre,
2000), dar pe de altd parte stresul abiotic creste in special continutul de zeaxantina care se formeaza din
violaxantina prin ciclu xantofilic (Demmig-Adams si Adams, 2006).

Tn studiul nostru, continutul de luteind si S-caroten scade in cazul plantelor de grau tratate cu
coloranti textili in comparatie cu plantele de grau control (Figura 7.9). De subliniat cd a fost observat un
efect mai puternic asupra plantelor de grau tratate cu coloranti textili azoici, ceea ce sugereaza in
continuare ca tratamentele cu acesti coloranti conduc la un stres mult mai puternic. Continutul de
zeaxantind a scizut numai la volumul si concentratia cea mai mare aplicatd (1 L; 1,5 mg L) plantelor.

7.5. Analiza unor metaboliti secundari nevolatili (continutul total de flavonoide) din
plantele de grau tratate cu colorantii textili luati in studiu

Din categoria metabolitilor secundari nevolatili fac parte compusii fenolici care sunt biosintetizati
pe doud cai principale: calea acidului sikimic si calea acidului malonic. O clasa importantd din aceasta
categorie sunt flavonoizii (Cys) care au rolul de a atrage animalele si insectele pentru polenizare si pentru
dispersia semintelor (Dobrota, 2005).

7.5.1. Extractia si analiza continutului total de flavonoide din plantele de grau

Extractia continutului total de flavonoide
Materialul vegetal, aproximativ 3 cm?, a fost maruntit cu azot lichid, peste care au fost adiugati 5
mL amestec etanol-apa 80:20 (v/v). Pentru macerare, extractele au fost pastrate timp de 10 min intr-un
cuptor (Model UNE 200, Memmert, Schwabach) la 35°C, dupa care probele macerate au fost ultrasonate
30 min intr-o baie Bandelin Sonorex la aceeasi temperaturd. Fiecare extras a fost filtrat printr-o
membrana PTFE de 0,45 um si adus la un volum final de 5 mL cu acelasi amestec de solventi (Opris et
al., 2011; Soran et al., 2012).

Analiza conginutului total de flavonoide prin tehnica spectroscopiei UV-Vis

Determinarea continutului total de flavonoide din plantele de gréu tratate cu volume diferite de
solutii de coloranti textili de concentratii diferite a fost realizata prin tehnica spectroscopiei UV-Vis, cu
ajutorul spectrofotometrului UV-Vis Model UV-2550 Shimadzu.

Determinarea continutului total de flavonoide s-a bazat pe reactia dintre flavonoide, exprimat prin
standardul rutin si clorura de aluminiu (Sigma-Aldrich) care conduce la formare unui complex galben
(Petry et al., 2001). Metoda folosita a fost conform Farmacopeei Roméane (1993). Absorbanta solutiei de
flavonoide a fost masurata la 420 nm, lungimea de unda corespunzitoare maximului de absorbtie pentru
rutin.
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7.5.2. Rezultate si discutii privind efectele colorantilor textili asupra
continutului total de flavonoide din plantele de gréau

Rezultate

Rezultatele experimentale obtinute in urma acestui studiu au demonstrat faptul ca tratarea
plantelor de grau cu solutii de coloranti textili influenteaza semnificativ scaderea continutului total de
flavonoide din aceste plante (Figura 7.12). In cazul tuturor colorantilor textili investigati, la concentratia
de 1,5 mg L, pentru ambele volume aplicate (Figura 7.12 a si 7.12b), acest continut a scizut statistic fatd
de control. In cazul colorantilor LB, NDB si LDB, o scidere a continutului total de flavonoide a fost
inregistrata chiar si la concentratia de 0,5 mg L. Aceste rezultate pun din nou in evidentd toxicitatea
colorantilor azoici (NDB si LDB) care contin n structura lor crom (Figura 7.12Db).

Discutii

Metabolitii secundari din plante sunt de mare importanta in relatia plantelor cu mediul
inconjurator. Flavonoidele sunt metaboliti secundari din categoria compusilor fenolici, care sunt prezente
pe scard largd in plante si procariote. Compusii fenolici functioneaza ca indicatori de stres, protejand
plantele de factorii de stres biotic sau abiotic (Samanta et al., 2011; Rezanejad, 2012; Di Ferdinando et
al., 2012).

Rezultatele studiilor prezentate arata ca plantele de grau expuse la tratamente cu coloranti textili

in diferite volume si concentratii, sufera o scadere drastica a continutului de flavonoide.
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Figura 7.12. Modificari in continutul total de flavonoide, din frunzele de Triticum aestivum L., ca
raspuns la tratamentul cu solutii de coloranti textili, la douad concentratii 0,5 mg L™ si 1,5 mg L™
Masuratorile au fost realizate dupa ce plantele au fost udate cu un volum total de solutii de coloranti
textili 0,5 L (a) si 1 L (b). Semnificatia statistica este aceeasi din Figura 7.3.
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CONCLUZII

Prin tematica prezentei teze de doctorat s-a urmarit elaborarea unor proceduri moderne si
performante de izolare, identificare si cuantificare a sase coloranti textili, doi antrachinonici (Optilan Blue
si Lanasyn Blue) si patru azoici (Lanasyn Red, Nylosan Red, Nylosan Dark Brown si Lanasyn Dark
Brown) si aplicarea acestor proceduri la determinarea acestora din probe de apa reziduald. Rezultatele
cercetarilor din teza contribuie la evaluarea impactului colorantilor textili investigati asupra calitatii

mediului, precum si a efectelor ecotoxicologice ale acestora asupra plantelor de grau.
Principalele etape parcurse au fost:

1. Studiu de literatura referitor la:
= Colorantii textili $i importanta monitorizarii lor n diferiti factori de mediu;
= Tehnicile de analiza utilizate in studiul colorantilor textili din probe de apa reziduala;
= Ecotoxicologia colorantilor textili.

2. Selectarea a sase coloranti textili utilizati in prezent in industria de prelucrare a fibrelor textile.

3. Tnregistrarea spectrelor UV-Vis ale colorantilor textili luati in studiu pentru a stabili lungimea de unda
corespunzatoare maximului de absorbtie fiecarui colorant, necesare analizei HPTLC.

4. Determinarea parametrilor fizico-chimici de calitate ai apelor uzate provenite din industria de
prelucrare a fibrelor textile.

= A fost observata o variatie sezoniera pentru mai multi parametri fizico-chimici, dictata de regimul
de productie sau fabricatie al fibrelor textile;

= Acesti parametri au avut valori mai mari Tn timpul sezonului rece decét in sezonul cald, ceea ce
poate fi explicat printr-un regim de productie mai intens in perioada rece si conditii meteorologice
favorabile;

= Comparand rezultatele studiului nostru cu reglementarile in vigoare NTPA 002/2005 nu au fost
depasite limitele maxime admise in cazul temperaturii, al totalului de materii solide in suspensie,
al continutului total de fosfor si al continutului de detergenti, In timp ce acestea au fost depasite
pentru pH, consum biochimic de oxigen, consum chimic de oxigen si azot amoniacal;

= in cazul continutului total de azot nu exista valori maxime admise pentru deversarea apelor uzate
in reteaua de canalizare, dar monitorizarea acestui parametru este esentiald, avand in vedere
efectele negative pe termen lung.

= Evacuarea efluentilor din industria de prelucrare a fibrelor textile in reteaua de canalizare
reprezintd o componentd majora 1n poluarea apei, deoarece contribuie la cresterea consumului de
oxigen din apa si incarcarea cu nutrienti a acesteia ceea ce conduce la promovarea unui ecosistem
acvatic destabilizat.

5. Dezvoltarea unei proceduri SPE-HPTLC, rapida si sensibila, care a fost aplicata la monitorizarea din
efluenti textili a colorantului antrachinonic Lanasyn Blue si a patru coloranti azoici, si anume Nylosan
Dark Brown, Nylosan Red, Lanasyn Dark Brown si Lanasyn Red.

= In vederea izolirii acestor coloranti textili din ape reziduale prin extractia pe fazi solida, au fost
testate patru tipuri de cartuse Strata (WAX/NH,, SAX, C18-U si C18-E). Cele mai bune grade de
recuperare au fost obtinute pe cartusul Strata WAX/NH, ceea ce a aratat cd metoda SPE elaborata
este eficienta si reproductibild pentru extractia celor cinci coloranti textili din matrice lichida.
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= Pentru determindri HPTLC cantitative, au fost inregistrate densitograme la 550 nm si realizate
curbe de calibrare.
= Validarea acestei proceduri indica rezultate bune privind selectivitatea, liniaritatea, limitele de
detectie si de cuantificare, acuratetea si precizia.
= Acesti coloranti, utilizati in prezent in industria textila, au fost determinati in efluentii textili
monitorizati in cantitafi de ordinul ppm, prin procedura SPE-HPTLC elaborata, ceea ce indica
necesitatea indepartarii lor din acesti efluenti, inainte de deversarea acestora in diferiti emisari sau
reteaua de canalizare.
. Dezvoltarea unei proceduri SPE-LC/ESI(-)-MS/MS pentru analiza Tn urme a colorantului
antrachinonic Optilan Blue si a colorantului azoic Nylosan Red din diferite probe de api reziduala
(influent si efluent), utilizind SPE si sistemul 3200 QTRAP LC/ESI(-)-MS/MS cu sursa de ionizare
Turbo V si ionizare in modul negativ prin electropulverizare.
= Cartusul optim utilizat pentru izolarea colorantilor din probe de apa reziduala este Strata NHo.
= Metoda SPE realizata este reproductibila si eficienta pentru extractia acestor doi coloranti textili
din probe de apa reziduala.
= {n cadrul validarii procedurii SPE-LC/ESI(-)-MS/MS au fost obtinute rezultate bune privind
acuratetea, precizia, liniaritatea si limita de detectie (Nylosan Red 0,28 ng mL™; 0,43 ng mL™
Optilan Blue).
= Prezenta acestor coloranti la nivel de ng L™ in probe de api reziduala prelevate din influentii unei
statii de tratare indica necesitatea Indepartarii acestor coloranti din apele reziduale provenite de la
fabricile de prelucrare a fibrelor textile. Absenta colorantilor in efluenti aratd eficienta statiei de
tratare a apelor uzate.
. Dezvoltarea unei proceduri SPE-LC/ESI(-)-MS/MS pentru analiza in urme a colorantilor textili azoici,
complecsi ai cromului (Nylosan Dark Brown, Lanasyn Dark Brown si Lanasyn Red) din diferite probe
de apa reziduala (influent si efluent) utilizind SPE si sistemul 3200 QTRAP LC/ESI(-)-MS/MS cu
sursa de ionizare Turbo V si ionizare in modul negativ prin electropulverizare.
= Metoda SPE elaborata pentru extractia acestor trei coloran{i complecsi ai cromului din probe de
apa reziduald este eficienta si reproductibila, cartusul optim fiind Strata C18-E.
= in cadrul validarii procedurii SPE-LC/ESI(-)-MS/MS au fost obtinute rezultate bune privind
acuratetea, precizia, liniaritatea si limita de detectie (12,0 ng mL™ Nylosan Dark Brown; 15,5 ng
mL™ Lanasyn Dark Brown si 0,94 ng mL™ Lanasyn Red).
= Prezenta acestor coloranti la nivel de ng L™ in probe de apa reziduali prelevate din influentii si
efluentii unei statii de tratare indica necesitatea indepartarii mai eficiente a acestor coloranti din
apele reziduale provenite din fabrici textile.
. Realizarea unui studiu privind efectele ecotoxicologice ale colorantilor textili investigati asupra
diferitelor performante din plante: fotosinteza frunzei, pigmentii asimilatori, unii metaboliti secundari
volatili (emisii de produsi de oxigenare sub actiunea lipoxigenazei si emisii de monoterpene) si unii
metaboliti secundari nevolatili (flavonoide) asupra plantelor de grau (Triticum aestivum L.).
= Efectele colorantilor textili asupra vitezei de asimilatie a CO, au fost de cca. 10-15%, fiind mai
accentuate pentru colorantii care contin in structura lor crom.
= Schimbdrile in conductanta stomatald de vaporizare a apei au fost de ansamblu, dar cu o posibila

inhibare a reactiilor enzimatice la lumina, in special pentru colorantii azoici.
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= Compusii organici volatili, in special LOX-urile si monoterpenele emise de frunzele verzi ale
plantelor de grau, au fost indicatorii cei mai sensibili la poluarea plantelor cu coloranti textili.

= Continutul de pigmenti asimilatori, clorofile si carotenoizi, a scdzut puternic la tratamentele cu
coloranti azoici, In special in cazul colorantilor azoici care contin in structura lor crom.

= Reducerea continutului de carotenoizi, in special de zeaxantind, sugereaza in general ca planta a
fost supusa unui stres cronic, ceea ce s-a intdmplat si in acest studiu prin stresul indus plantelor ca
urmare a tratarii cu colorantii textili. Continutul redus de carotenoizi poate fi partial responsabil
pentru viteza de asimilatie netd, inregistrata in studiul nostru.

= In cazul continutului total de flavonoide, rezultatele obtinute demonstreaza ci sciderea acestora

poate fi asociata cu rolul defensiv al flavonoidelor in conditii de stres.
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ANEXAI

LISTA ABREVIERILOR

LR Lanasyn Red

NR Nylosan Red

NDB Nylosan Dark Brown

LDB Lanasyn Dark Brown

OB Optilan Blue

LB Lanasyn Blue

UV-Vis UltraViolet-Visibil

IR InfraRed; Infrarosu

LLE Liquid Liquid Extraction; Extractia lichid-lichid

SPE Solid Phase Extraction; Extractia pe faza solida

TLC Thin Layer Chromatography; Cromatografia pe strat subtire

HPTLC High Performance Thin Layer Chromatography
Cromatografia de inalta performanta pe strat subtire

SPE-HPTLC Solid Phase Extraction and High Performance Thin Layer
Chromatography; Extractia pe faza solida urmata de cromatografia pe strat
subtire de 1naltd performanta

HPLC High Performance Liquid Chromatography; Cromatografia de lichide de
inalta performanta

DAD Diode Array Detection; Detector cu sir de diode

ESI ElectroSpray lonization; lonizare prin electropulverizare

MS Mass Spectrometry; Spectrometria de masa

SPE-LC/ESI(-)-MS/MS

Solid Phase Extraction and Liquid Chromatography ElectroSpray
lonization tandem Mass Spectrometry; Extractia pe faza solida urmata de
cromatografia de lichide cuplatd cu spectrometrul de masa cu ionizare prin

electropulverizare
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CCO Consumul Chimic de Oxigen

CBO Consumul Biochimic de Oxigen

TSS Totalul de Materii Solide in Suspensie

TN Total Nitrogen; Totalul de Azot

TP Total Phosphorus; Totalul de Fosfor

Strata NH, Cartuse cu umplutura de silicagel modificat amino

Strata SAX Cartuse cu umplutura de silicagel si ligand amino cuaternar

Strata C18-U Cartuse cu umpluturd de silicagel C18-U cu grupari silanol libere

Strata C18-E Cartuse cu umplutura de silicagel C18-E cu grupari silanol legate hidrofobic

SD Standard Deviation; Deviatia standard

RSD Relative Standard Deviation; Deviatia standard relativa

LOD Limit Of Detection; Limita de detectie

LOQ Limit Of Quantification; Limita de cuantificare

MRM Multiple Reaction Monitoring; Monitorizarea reactiilor multiple

FIA Flow Injection Analysis

Os Stomatal Conductance to Water Vapour; Conductanta stomatala de
vaporizare a apei (deschiderea stomatei)

A Net Asimilation Rate; Rata de asimilatie a CO,

VOC Volatile Organic Compounds, Compusi organici volatili

LOX Lipoxygenase Pathway Products; Produsi de oxigenare sub actiunea
lipoxigenazei
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