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Introducere

In rezumatul tezei de doctorat se prezinti o parte din rezultatele cercetirilor experimentale
proprii, concluziile generale si bibliografia selectiva.

Teza aduce contributii originale relevante atat pentru domeniul determinarilor de
selectivitatii si 1n acelasi timp scurtarea timpului de analizd), cat si in domeniul utilizarii
tehnicilor complementare cu scopul de evidentiere a diferentelor ce apar intre fructe (salbatice vs.
cultura) si legume (aer liber vs. serd) si testarea probelor comerciale in vederea autentificarii
acestora in raport cu originea geografica.

In aceastd tezd este prezentati prima amprentare izotopicd a fructelor de padure din
Transilvania si initierea primei baze de date in care sunt furnizate datele obtinute privind
continutul izotopic al fructelor de padure transilvanene.

Teza de doctorat cu titlul Aplicatii ale cromatografiei si spectrometriei de masa in
controlul calitatii unor legume si fructe comercializate pe piata romdneasca”, este structuratd
in doud parti: partea | - Consideratii teoretice si partea a ll-a de Rezultate experimentale si
contributii personale. Teza cuprinde: lista de abrevieri, obiective si contributii originale,
background, introducere, 11 capitole, 3 anexe, activitatea stiintifica si bibliografia.

Partea | de "Consideratii teoretice” cuprinde patru capitole:

Capitolul 1 “Pesticide” reuneste informatii din literatura de specialitate referitoare la
prezenta pesticidelor in legume si fructe, clasificarea pesticidelor, normele privind limita maxima
admisa pentru reziduurile de pesticide in legume si fructe si date statistice privind utilizarea
pesticidelor la nivel national.

Capitolul 2 "Metode de prelucrare a probelor pentru determinarea pesticidelor din
legume si fructe” prezinta un studiu de literatura privind metodele de extractie a reziduurilor de
pesticide si metode de “clean-up” a extractelor obtinute, utilizate pentru matricele complexe cum
sunt fructele si legumele.

Capitolul 3 "Metode analitice pentru detectia pesticidelor din matricele complexe”,
prezintd tehnicile frecvent utilizate in controlul alimentelor si a produselor alimentare privind

continutul de reziduuri de pesticide.



Capitolul 4 “Controlul calitatii fructelor si legumelor pe baza mdsurdtorilor izotopice §i
elementale” descrie tehnici analitice utilizate pentru autentificare, folosind spectrometria de masa
pentru rapoarte izotopice combinatd cu analiza elementald in determinarea originii geografice a
legumelor si fructelor si corelarea profilul elemental si a compozitiei izotopice a unui aliment cu
originea sa geografica, folosind metode statistice.

Partea a Il-a de “Rezultate experimentale si Contributii personale” este structurata in
sapte capitole dupa cum urmeaza:

Capitolul 5 "Validarea metodei optimizate de extractie QuEChERS pentru determinarea
reziduurilor de pesticide din matricele complexe prin cromatografie de gaze si spectrometrie de
masa” prezintd o metodd simpla, rapidd si necostisitoare pentru determinarea reziduurilor de
pesticide in morcovi si potentiale alte matrice complexe. Evaluarea parametrilor de performanta
(selectivitate, domeniul de lucru, liniaritate, limitd de detectie si cuantificare, precizie si
acuratete) pentru validarea metodei optimizate de extractie QUEChERS a pesticidelor din
morcovi folosind cromatografia si spectrometria de masa.

Capitolul 6 “Aplicarea metodei de extractie QuEChERS optimizata pentru determinarea
reziduurilor de pesticide din diverse categorii de legume” prezinta rezultatele obtinute privind
nivelul reziduurilor de pesticide in legumele comercializate pe piata din Transilvania prin GC-
ECD si GC-MS utilizand metoda de extractie QUEChERS optimizatd si validata in capitolul 5.

Capitolul 7”A4naliza elementala, izotopica si de pesticide din fructe de padure din zona
Transilvaniei” furnizeaza date legate de amprentarea izotopica a fructelor de padure din
Transilvania.

Capitolul 8 "Investigarea diferentelor ce apar in ceea ce priveste continutul de pesticide,
izotopic si elemental al fructelor de pddure sdlbatice versus de cultura” prezinta corelatiile
diferentelor ce care apar intre fructele de padure de cultura si salbatice, crescute in diferite regiuni
din Transilvania ptin utilizarea metodelor chemometrice dintre determinarile izotopice si
elementale si continutul de reziduuri de pesticide.

Capitolul 9 “Testarea unor probe comerciale de cdapsuni in vederea autentificarii
acestora in raport cu originea geografica”’ prezintd un studiu privind continutul de pesticide,
minerale si metale toxice prezente in capsunii proveniti atat din Transilvania cat si din alte tari,

comercializati in supermaketurile si pietele de produse agricole din Romania.



Capitolul 10 “Evaluarea continutului, elemental, izotopic si de pesticide in tomate
crescute in aer liber si in sere” prezinta evaluarea tomatelor crescute in aer liber de cele de sera,
folosind ca markeri de diferentiere: continutul de pesticide, izotopic, micro si macro elemente,
elemente esentiale, metale toxice si pamanturi rare.

Capitolul 11 "Concluzii si Recomandari” prezinta in incheiere concluziile generale si

recomandarile si cuprind o sinteza a rezultatelor obtinute.

Analiza fructelor si a legumelor pentru evaluarea reziduurilor de pesticide reprezinta o
procedurd importantd de control al calitdtii, instituitd pentru reducerea utilizarii abuzive a
pesticidelor si asigurdrii calitatii si sigurantei alimentelor pentru consumul uman [1]. Sunt
necesare metode analitice rapide, eficiente, precise si corecte, care sd permitd determinarea
simultand a pesticidelor multi-clase si multi-reziduale. Este nevoie de selectivitate ridicata,
sensibilitate, costuri reduse, numar mare de probe, cu cat mai putine manipuldri obositoare si care
sa permitd o cuantificare corectd a reziduurilor. Activitatile de control a legumelor si fructelor
asigura protectia consumatorilor verificand ca toate aceste produse destinate consumului uman
sunt sigure si indeplinesc cerintele de calitate [2], [3].

Determinarea reziduurilor de pesticide din legume si fructe este necesara pentru a ne
asigura ca expunerea oamenilor la contaminanti, in special prin aportul alimentar, nu depaseste
un nivel acceptabil pentru sinitate. In acest domeniu, sunt necesare metode analitice
reproductibile pentru a permite separarea efectiva, identificarea selectiva si cuantificarea exacta a
analitilor la nivele scazute de urme in legume si fructe. Prin urmare, metodele analitice robuste
trebuie sa fie validate pentru realizarea ambelor obiective: cercetare si monitorizare. Cea mai
mare provocare analiticd in siguranta alimentara este de a prezenta rezultate fiabile, cat mai
repede posibil, fard a afecta metoda, cum ar fi: recuperare, precizie, sensibilitate, selectivitate si

specificitate.



Capitolul 1

Validarea metodei optimizate de extractie QuEChERS pentru determinarea reziduurilor
de pesticide din matricele complexe prin cromatografie de gaze si spectrometrie de masa

Dezvoltarea unor metodologii analitice de monitorizare a reziduurilor de pesticide din
legume si fructe, este un subiect important al cercetarii in evaluarea calitatii [4]. Procedura
completa de determinare a reziduurilor de pesticide din aceste matrici este complexa si consta in
mai multe etape. Este foarte important ca etapele procedurii de extractie si a analizei sa fie
validate pentru a se asigura conformitatea cu cerintele care definesc procedura si pentru a evalua
utilitatea sa [5].

Capitolul de fata are ca obiectiv optimizarea si validarea metodei de extractiec QUEChERS
si dezvoltarea unei metode de separare multireziduuale pentru detectia celor 30 de pesticide
studiate (utilizate frecvente in stropirea legumelor si a fructelor). Compusii selectati pentru acest

studiu sunt prezentati in tabelul 1-1.

Tabelul 1-1. Structura chimica a pesticidelor studiate

Denumire Denumire
Clasa Structura chimicia Clasa Structura chimici
Numir CAS Numir CAS
Cl cl
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1.1. Procedura de extractie

Principalul dezavantaj al metodei de extractie QUEChERS sunt obtinerea de extracte
relativ ,,murdare®. Pentru imbunatatirea rezultatului in ultimul deceniu numeroase modificari si
variatii ale metodei initiale au fost raportate in literatura de specialitate [6]. Tinand seama ca

etapa de ,,clean-up” este una dintre cele mai importante etape in eliminarea interferentilor nedoriti

5


http://www.molbase.com/en/cas-91465-08-6.html

din extracte inainte de efectuarea analizei, am optimizat metoda de extractie QUEChERS prin

adaugarea de n-hexan in prima etapa a extractiei (Figura 1-1).

a). b).
Figura 1-1. Etapa de separare dupa procesul de extractie
a). Tnainte de indepartarea n-hexan-ului b). dupa indepartarea n-hexan-ului

1.2. Validarea metodei optimizata de extractie QuUEChERS a pesticidelor din morcovi

Analiza a fost realizatd in mai putin de 30 de minute, pe probe de morcovi utilizind un

cromatograf de gaze echipat cu doi detectori: ECD si FID. Identificarea compusilor a fost

confirmatd prin GC-MS. Pentru a confirma functionalitatea metodei, au fost evaluati urmatorii

parametrii de performanta: domeniul de lucru si liniaritatea, selectivitatea, limita de detectie si de

cuantificare, precizia si acuratetea.

1.2.1. Domeniul de lucru si linearitatea

S-arealizat o curba de etalonare formata din 5 puncte. S-au preparat 5 solutii de lucru care

contin cele 30 de pesticide, de concentratii: 10, 25, 50, 100 si 150 pg/kg. Dreaptele de etalonare

obtinute se pot observa in figura 1-2.
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1.2.2. Selectivitatea metodei
Figura 1-3 prezinta cromatograma GC-ECD tipica a amestecului standard (400 ng/ml din
fiecare compus) n intervalul 11-23 min. Separarea tuturor pesticidelor a fost in general buna,

prezentand peak-uri ascutite, cu exceptia a 6 pesticide care nu sunt separate.
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Identificarea peak-urilor:

(1) trifluralin (7) chlorothalonil (13) tolylfluanid (19) endosulfan 11 (25) 4,4-DDT

(2) a-BHC (8) heptachlor (14) endosulfan | (20) 2,4’-DDD (26) bifenthrin

(3) y-BHC (9) chlorpyrifos methyl (15) 4,4-DDE (21) 4,4°-DDD (27) methoxychlor

(4) p-BHC (10) aldrin (16) dieldrin (22) endrin aldehyde (28) lambda-cyhalothrin
(5) atrazine (11) chlorpyrifos (17) procymidone (23) endosulfan sulfate (29) cis-permenthrin

(6) &BHC (12) heptachlor-epoxide (18) endrin (24) ethion (30) trans-permenthrin

Figura 1-3. Cromatograma GC-ECD a solutiei standard din cele 30 de pesticide (400 ng/ml)

Raspunsul pentru toate pesticidele a fost liniar in intervalul de concentratie (10-150
ng/kg), cu determinarea unui coeficient de corelatie (R?) mai mare decit 0,9920 pe baza
masurdrii ariilor peak-urilor de analiti utilizand detectorul cu captura de electroni, cu exceptia a
doi compusi: 4,4-DDE si a-BHC, cu un coeficient de 0.9738 si respectiv 0.9757. Figura 1-4,
prezintd cromatograma GC-ECD a unui extract dintr-o proba de morcov fortificata la

concentratia de 50 pg/kg din pesticidele studiate.
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Figura 1-4. Cromatograma GC-ECD a extractului dintr-o proba de morcovi fortificata la
concentratia de 50 pg/kg din cele 30 de pesticide
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1.2.3. Limita de detectie si de cuantificare

Limitele de detectie obtinute prin metoda de extractie optimizatd pentru pesticidele
studiate a fost de la: 0.34 pana la 3.08 pg/kg pentru GC-FID, 0.23-1.68 ng/kg pentru sistemul
cuplat GC-MS si de la 0.18 pana la 0.92 pg/kg pentru GC-ECD, cu exceptia cis si trans-
permenthrin-ului pentru care a fost de 2.71 si respectiv de 2.89 pg/kg (Tabelul 1-2).

1.2.4. Acuratetea si precizia

Rezultatele obtinute pentru randamentele de recuperare pentru cele 30 de pesticide sunt Tn
intervalul 22.21-98.35 % (tabelul 1-2). Cele trei determinari repetate de randamente de recuperare
indica o reproductibilitate buna pentru aceste pesticide (deviatiile standard relative (RSD) fiind
pentru toti compusii <11, cu exceptia trifluralinului si B-BHC, pentru care a fost in jur de 12.5.
Peak-urile care interfereaza sau se suprapun cu pesticidele studiate pot sa duca la randamente de

recuperare joase [7].
Tabelul 1-2. Parametrii de validare ai metodei optimizate de extractie si

limita maxima admisa de reziduuri de pesticide in morcovi

. . Factori de RSD (n=3 LOD LOD LOD
Pesticide GC%ECD L'”?;E;tate Recuperare GC-I(ECD) GC-FID GC-MS | GC-ECD (:Y:;/Rklé)
GC-ECD (%) (%) (Hg/kg) | (Hg/kg) | (ugrkg)
Trifluralin 10.54 0.9901 64.35 12.20 0.71 0.52 0.23 100
a-BHC 11.25 0.9757 85.08 3.90 1.66 1.23 0.35 10
y»-BHC 11.96 0.9920 52.79 4.40 0.93 1.28 0.92 10
B-BHC 12.20 0.9821 72.57 12.20 2.10 1.14 0.39 10
Atrazine 12.22 0.9908 87.79 8.70 2.85 1.28 0.33 100
0-BHC 13.04 0.9992 98.35 10.03 3.08 1.68 0.48 10
Chlorothalonil 13.89 0.9980 43.66 411 1.29 091 0.27 50
Heptachlor 14.35 0.9937 51.31 1.10 0.62 0.94 0.35 10
Chlorpyrifos methyl 15.31 0.9950 82.02 12.50 1.29 1.52 0.25 50
Aldrin 15.43 0.9983 46.87 3.80 2.85 0.86 0.31 20
Heptachlorepoxide 16.6 0.9976 58.19 6.80 0.85 0.64 0.22 20
Chlorpyrifos 16.62 0.9947 62.75 3.30 0.45 1.00 0.20 50
Tolylfluanid 16.89 0.9993 52.14 4.60 0.85 0.82 0.62 20
Endosulfan | 17.58 0.9983 63.69 1.30 2.00 0.66 0.29 50
4,4-DDE 18.08 0.9738 37.04 1.20 1.14 0.89 0.27 50
Dieldrin 18.21 0.9983 33.36 8.70 0.62 0.66 0.19 10
Procymidone 18.23 0.9988 42.71 10.80 0.70 0.66 0.18 20
Endrin 18.66 0.9993 30.41 1.20 222 0.23 0.30 10
Endosulfan 11 18.89 0.9975 85.79 1.50 2.86 0.97 0.27 50
4,4- DDD 18.96 0.9973 22.21 2.90 0.62 0.91 0.25 50
2,4-DDD 18.98 0.9974 23.17 3.40 0.57 0.68 0.18 50
Endrin aldehyde 19.19 0.9990 41.47 1.30 0.62 1.00 0.39 10
Endosulfan sulfate 19.61 0.9953 31.66 2.80 1.67 0.40 0.31 50
Ethion 19.63 0.9956 97.40 3.10 1.43 0.40 0.57 50
4,4-DDT 19.69 0.9976 32.05 4.64 0.47 1.10 0.52 50
Bifenthrin 20.47 0.9947 43.83 1.60 0.34 0.60 0.51 50
Metoxychlor 20.62 0.9907 59.19 2.10 3.07 1.39 0.89 10
lambda-Cyhalothrin 21.33 0.9987 23.17 4.30 0.37 1.33 0.66 20
trans-Permenthrin 22.16 0.9976 76.78 1.80 1.00 1.10 2.22 50
cis-Permenthrin 22.3 0.9982 67.89 4.20 1.33 1.33 1.84 50




Capitolul 2

Aplicarea metodei de extractie QUEChERS optimizata pentru determinarea reziduurilor
de pesticide din diverse categorii de legume

Tn acest capitol s-a evaluat nivelul reziduurilor de pesticide in legumele comercializate pe
piata din Transilvania de diferite proveniente. Tn acest scop au fost investigate un total de 50 de
probe de legume (morcov, cartof, patrunjel, pastarnac, fasole verde, dovlecel, vanata, varza,
salata, castravete, conopida, ardei gras si ardei kapia) utilizdind metoda QuUEChERS si GC-ECD
pentru separarea, detectia si cuantificarea pesticidelor, metoda descrisa in capitolul 1.

Rezultatele au aratat ca mai mult de jumatate dintre probe (68%) contin pesticide, iar 10
% contin reziduuri de pesticide peste limitele maxime de reziduuri. Procentul de probe de legume

fara reziduuri detectabile, cu reziduuri de sub si peste MRL sunt prezentate in figura 2-1.

M fard reziduu
M cureziduu > MRL
Hcurezidun < MRL

Figura 2-1. Procentul de probe de legume fara reziduuri, cu reziduu sub si peste MRL

Dintre probele cu reziduuri 85.3 % (29 probe) contin reziduuri de pesticide sub MRL, in
timp ce 14.7 % (5 probe) prezinta valori mai mari decit MRL. Distributia reziduurilor de
pesticide in probele de legume analizate este prezentata in figura 2-2. Au fost detectate n
legumele investigate, 21 de pesticide (dintre care 18 insecticide, 2 fungicide si un erbicid) din
cele 30 de pesticide vizate.

In ceea ce priveste pesticidele detectate in morcovi, 6 pesticide au fost detectate in 9
probe si toate concentratiile au fost sub MRL stabilite pentru morcovi. Reziduuri de chlorpyrifos
methyl, au fost detectate in 2 doua probe (1.06 pug/kg in proba din Polonia si 3.44 pg/kg in proba
din Italia). Intr-o proba de morcov din Spania s-a observat prezenta 4,4’-DDE in concentratie de
1.97 ug/kg. Trei probe (doud din Polonia si una din Italia) au prezentat endosulfan sulfat, in doua

probe din Portugalia si Romania, s-a detectat aldrin, si in doud probe din Italia s-a detectat



bifenthrin. Pentru methoxychlor, cinci probe au prezentat reziduuri sub MRL. Concentratiile
determinate au fost de 0.91 pg/kg in proba din Anglia, 1.85 si 1.49 pg/kg in probele din Polonia,
1.09 pg/kg in proba din Spania si 1.43 pg/kg in proba din Romania [7].

lamda-cyhalothrin

Methoxychlor

Bifenthrin

Endosulfan sulfate

Endrin aldehyde

44-DDD

Endosulfan IT
INSECTICIDE

Endrin

Dieldrin

B Numir de probe cu reziduu de pesticide > MRL
44-DDE

B Numir de probe cu reziduu de pesticide << MRL
Endosulfan I
Heptachlorepoxide
Chlorpyrifos
Aldrin
Chlorpyrifos-methyl
g-BHC
+BHC

«-BHC

0123 456 7 8 9101112131415161718192021

Tolylfluanide — ERBICIDE

01234567 89101112131415161718192021

Procymidone FUNGICIDE
Chlorothalonil

012345678 9101112131415161718 1920121

Figura 2-2. Frecventa prezentei pesticidelor detectate in legume

in toate probele de cartofi, dovlecel, fasole verde, vinete, varza alba, rosii, castraveti,
salatd verde, conopida, ardei gras si kapia, patrunjel si pastarnac radacind s-au gasit reziduuri de
pesticide. Tn cartofi s-au detectat in total 9 pesticide, toate concentratiile fiind sub MRL, iar cei
mai frecventi compusi detectati sunt: chlorothalonil, tolylfluanide si endosulfan sulfate. Reziduu
de pesticid determinat in concentratia cea mai mare a fost insa ceea de tolylfluanide in proba C».
Din rezultatele obtinute se pot observa concentratii ridicate de tolylfluanide in proba de castravete
si salata verde analizati, de 8.39 pg/kg si respectiv 4.08 pg/kg. In cele 3 probe de tomate
analizate ceea mai mare cantitate de tolylfluanide a fost determinata in proba R, din Spania
(18.09 ng/kg) si Rz din Romania (12.14 pg/kg). Toate aceste concentratii fiind sub MRL (20
ng/kg). Insa cea mai mare cantitate de tolylfluanide s-a determinat in proba de varza alba Vg,
(185.45 ng/kg) si de vinete Vi (28.48 pg/kg), ambele fiind peste MRL. Pesticidele detectate si

care sunt in cantitati peste MRL, fac parte din pesticidele de veche generatie si din clasa
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pesticidelor persistente: »-BHC, a fost detectat putin peste MRL in proba de ardei kapia rosu Ak,
(10.23 pg/kg), heptachlor epoxide in doua probe una de patrunjel si una de pastarnac radacina
(93.21 pg/kg si 31.76 pg/kg), diledrin n proba de patrunjel radacina (37.74 pg/kg) si endrin in
probele de patrunjel si pastarnac radacina (26.76 pg/kg si 12.45 pg/kg).

Printre legumele testate au fost observate: 8 probe contindnd un singur pesticid (16 %) si
26 de probe cu mai multe pesticide (52 %, de la doua la opt pesticide) (figura 2-3). Reziduurile
cel mai frecvent detectate au fost o combinatie de doua pesticide (20 %). Si reziduuri multiple de
3, 4 si 5 reziduuri de pesticide, au fost gasite tot in cate 4 probe, in total 12 probe (24 %). Proba
cu cele mai multe pesticide detectate (8), a fost proba de patrunjel radacina. Toate pesticidele
prezente in aceasta proba sunt insecticide, iar 3 dintre ele: heptachlor epoxide (93.21 pg/kg),
dieldrin (37.74 pg/kg) si endrin (26.76 ng/kg) sunt peste MRL. Aceste pesticide multireziduu,

prezintd un risc mai mare pentru sanatatea consumatorilor.

2 reziduuri - 20 %

u 3 reziduuri

1 reziduu - 16 %
4 reziduuri
multi-reziduuri
32 %

§ reziduuri

6 reziduuri

7 reziduuri
= 8 reziduuri

fara reziduu - 32 %

Figura 2-3. Ponderea pesticidelor multireziduale Tn probe
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Capitolul 3

Analiza elementala, izotopica si de pesticide din fructe de padure din zona Transilvaniei

Un potential valorificat in Transilvania il constituie colectarea fructelor de padure.
Valoarea comerciald a acestora este cu atdt mai mare cu cat aceste fructe provin din locuri izolate
sau ferite de poluare, de aceea dezvoltarea unor metode analitice capabile sa diferentieze zona in
care acestea au crescut este deosebit de importantd. Cea mai bund metoda de autentificare a
produselor in raport cu originea geografica, recunoscuta si aplicatd cu succes la nivelul UE este
asa numita amprentare izotopica.

Este de stiut faptul ca fiecare plantd pastreazd in ,,memoria” sa amprenta locului in care
aceasta a crescut si s-a dezvoltat, fapt ce se reflectd in rapoartele izotopice specifice ale
,bioelementelor” (*H/*H, **C/*C si **0/*°0) ce intra in compozitia plantei respective. Conditiile
geografice (altitudinea, distanta fatd de mare sau ocean) si meteorologice, aldturi de alti factori
cum ar fi: anul de productie, apa folosita pentru irigatii, tipul de sol, sunt principalele elemente
care influenteaza valorile rapoartelor izotopice ale plantelor. Determinarea rapoartelor
izotopice: 2H/"H si **0/*°0 poate oferi informatii legate de originea geografici a produselor
alimentare (fructe de padure) in timp ce determinarea raportului izotopic BC/C da informatii
despre originea botanica a produselor si mai putin despre cea geografica [8].

Efectul contaminarii cu metale grele a fructelor de padure nu poate fi subestimat deoarece
aceste alimente sunt componente importante ale dietei umane. Contaminarea cu metale grele a
alimentelor este un alt aspect important in asigurarea calitatii alimentelor [9], [10].

Tn acest capitol sunt descrise pregitirea si prepararea probelor si metodele analitice
utilizate pentru determinarea compozitiei: elementale, a rapoartelor izotopice si a reziduurilor de
pesticide. Este prezentatd prima amprentare izotopicd a fructelor de padure din zona
Transilvaniei. Noutatea acestui studiu constd in combinarea mai multor metode analitice
complementare in ceea ce priveste calitatea si siguranta alimentelor, cu referire in special la

fructele de padure.
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Valorile izotopice medii, a fructelor de padure, pentru a vedea variatiile izotopice ce apar

Tn mod natural ntre acestea, sunt prezentate in Tabelul 3-1.

Tabel 3-1. Variatia continutului izotopic al fructelor de padure

13 2 18
PROBA | &7°C (%o) .8 H (%o) .8 O (%o)

min max min max min max
Zmeura -27.9 -22.3 -56.6 -25.0 -4.8 2.9
Mure -31.1 -23.4 -36.2 -16.8 -2.3 3.5
Merisoare -29.3 -26.3 -37.2 -19.5 -3.2 1.5
Afine -32.0 -25.3 -34.4 -17.0 -1.2 8.9
Catina -29.1 -25.8 -38.2 -24.1 -3.5 4.3
Miciese -27.9 -26.4 -59.5 -44.1 -11.3 -2.8
Paducel -29.5 -25.4 -56.2 26.9 -0.9 43.8
Porumbe -28.5 -27.4 -68.0 -20.9 -6.8 7.7
Alune de padure -30.0 -28.7 -85.1 -43.2 -21 -8.6
Capsuni -27.2 -24.6 -41.1 -1.5 -4.3 12.5
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Capitolul 4

Investigarea diferentelor ce apar in ceea ce priveste continutul de pesticide izotopic si
elemental al fructelor de padure silbatice versus de cultura

Considerand diferentele genetice dintre fructele salbatice si cele de cultura se poate
observa o potentiald variabilitate a compozitiei elementale. Continutul mineral depinde de multi
factori: varietate, maturitate, conditiile solului, factori de mediu, timpul si metodele de recoltare
si practicile agricole [11], [12].

Tn acest capitol pentru a putea face diferenta intre fructe de padure de cultura si fructe de
padure salbatice, s-a determinat compozitia izotopica a carbonului, oxigenului si hidrogenului, iar
pentru masuratori complementare de continut elemental, s-a utilizat tehnica ICP-MS. Corelatile
dintre determindrile izotopice si elementale s-au facut utilizind metode chemometrice (testul
ANOVA si analiza discriminatorie liniara (LDA)).

Valorile izotopice a fructelor de cultura sunt mai mari decat cele ale fructelor salbatice
(ex. valorile izotopice medii 8*C: zmeura de culturd (- 25.4 %o), zmeura salbatica (- 26.3 %o),
mure de cultura (- 25.5 %o), mure salbatice (-28.6 %o), afine de cultura (- 27.1 %o), afine salbatice
(- 29.0 %0)). Acest fapt poate fi explicat prin diferenta de altitudine, fructele salbatice crescand la
o altitudine mai mare decat cele de culturd. Precipitatiile care cad la altitudini ridicate au o
compozitie izotopica (5'°0, 8°H) mai scizutd comparativ cu cele de la altitudini mai mici (ex:
zmeura de culturd din Campia-Turzii are §'°0 = - 1.3 %o si 8°H = - 32.1 %o, iar zmeura de culturd
din Baisoara are 8'°0 = - 3.4 %o si 6°H = - 43.6 %o). De asemeneca, valoarea 8"°C este mai
negativa pentru plantele/fructele care cresc in zone caracterizate de temperaturi mai scazute si

umiditate mai pronuntata (ex. altitudini inalte) [13].

4.1. Diferentierea fructelor de padure silbatice de cele de cultura utilizind testul ANOVA

O prima clasificare propusa s-a facut folosind urmatorii markeri discriminanti: §3C, 8°H,
5180, Na, Mg, P, Ca, Mn, Co, Ni, Zn, Rb, Sr si Ba. S-a realizat analiza ,,one-way” a variatiei
(ANOVA) pentru a identifica diferentele semnificative in continut izotopic si elemental din
diferite specii de fructe de padure.

S-au gasit diferente semnificative (p<0.05) in continutul izotopic si de macro/micro

elemente din diferitele specii de fructe de padure. Diferentierea fructelor investigate pe baza
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continutul izotopic poate fi explicatd prin faptul ca gradul de imbogatire izotopica depinde de
asemenea si de tipul de fruct, datorita particularitatilor fiecarei plante, astfel obtindndu-se
diferente in profilul izotopic si elemental al fructelor care provin din aceeasi zona geografica.

Din randul macro-mineralelor studiate rezultatele ANOVA au indicat diferente
semnificative in continutul de Na, Mg, P si Ca. Continutul diferit de minerale poate fi datorat
capacitatii diferentiale a speciilor de fructe de padure in absorbtia ionilor din sol si/sau a
capacitatii specifice de distribuire in intreaga planta [13]. Luand Tn considerare rezultatele
continutului de macro-nutrienti in probele de fructe de padure, putem observa cea mai mare
concentratie de Na si cel mai mic continut de Ca in probele de cétind comparativ cu cele de
zmeurda, mure $i merisoare. Probele de zmeurd i mure contin un nivel mai mare de Mg si P
comparativ cu cele de merisoare si afine in timp ce catina a avut nivelul de P mai mare decat
afinele.

Din réndul micro-elementelor studiate, rezultatele ANOVA au indicat diferente
semnificative in continutul de Mn, Co, Zn, Ni, Ba, Rb si Sr. Merisoarele au prezentat cea mai
mare concentratie de Mn comparativ cu celelalte fructe de padure studiate. Privind continutul de
Zn si Ni a fost inregistrat un nivel mai ridicat in probele de zmeurd si cdtind comparativ cu
merisoarele si afinele. In studiul nostru, concentratia de Ni determinati a fost in intervalul
acceptabil. Analiza efectuatd a determinat ca murele sunt o sursa buna de Co comparativ cu
catina si cu afinele. Testul ANOVA a indicat valori mai mari de Ba In merisoare si afine
comparativ cu celelalte fructe de padure. Concentratiile de Rb gasite in zmeura au fost statistic
mai reduse decat cele din merisoare, in timp ce continutul de Sr Tn mure au fost statistic mai mari
decat celelalte fructe de padure studiate. Aceste diferente se pot datora caracteristicilor

geochimice si geopedologice ale solului unde aceste fructele au crescut [13].

4.2. Diferentierea tipurilor de fructe de piadure in functie de specie utilizind analiza
discriminatorie liniara (LDA)

Pentru a obtine o clasificare mai cuprinzatoare a probelor de fructe in functie de tipul de
fructe de padure s-a utilizat metoda chemometrica LDA. Tn acest caz cei mai puternici markeri de
discriminare (p < 0.05) au fost: Ba, Na, P, Ca, si Zn. Primele doua functii discriminant DF (DF1
si DF2) furnizeaza separarea probelor (Figura 4-1). Rezultatele clasificarii au aratat ca 87.5 % din
cazurile originale au fost corect clasificate si procentajul procedurii de validare incrucisate a fost

de 72.5 %.
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Figura 4-1. Reprezentarea grafica a fructelor de padure dupa LDA
4.3. Diferentierea probelor de fructe de padure intre silbatice si de cultura utilizind analiza
discriminatorie liniara (LDA)

S-a efectuat un test LDA pentru a diferentia afinele crescute salbatic de cele de cultura.
Rezultatele obtinute au aratat o separare totala a celor doua categorii si probele testate sunt 100 %
corect clasificate, atdt prin clasificare initiald cat si prin validarea Incrucisatd. Functia
discriminant obtinuta explica 100% obtinerea variatiei totale si a valorii Wilks lambda de 0.002.
Aceasta functie a avut ca si variabile urmatorii parametrii: Rb, Pb, Co, 5'%0, Na, Mg.

Functia simnificantd obtinutd (p=0.01, Wilks lambda 0.553) a fost testata si acelasi
procentaj s-a obtinut atat initial cat si prin validarea incrucisata. S-a efectuat un test LDA pentru a
diferentia afinele sédlbatice de cele de cultura. Rezultatele obtinute au ardtat o separare totald a
celor doud categorii cu o clasificare a probelor testate de o corectitudine de 100% atat initial cét si
a celei prin validare Incrucisata. Valoarea Wilks lambda obtinuta a fost de 0.001. Aceasta functie

a avut ca si variabile urmatorii parametrii: Ag, As, Mg, 8°H, si Cd.

4.4. Determinarea reziduurilor de pesticide din probe de fructe de padure de cultura

Au fost identificate si confirmate 2 pesticide (@-BHC si chlorpyrifos methyl) in fructele
de padure de cultura analizate din zona Transilvaniei. Concentratia de a-BHC determinatd in
mure este de 0.28 pg/kg, si este sub MRL previzuti pentru fructele de padure. Intr-o singura
probad de zmeura s-a observat prezenta de chlorpyrifos methyl, concentratia (2.96 ng/kg) fiind si

Tn acest caz sub MRL.
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Capitolul 5

Testarea unor probe comerciale de cipsuni in vederea autentificirii acestora in raport cu
originea geografica

In acest capitol a fost evaluat continutul de pesticide, minerale si metale toxice prezente in
capsunii vanduti pe piata din Romania. Corelatia Pearson si analiza componentelor principale
(PCA) au fost utilizate pentru a determina dacd existd asemandri din punct de vedere al
continutului de minerale si de metale in probele de cipsuni. In afard de aceasta, pentru a sublinia
diferentele privind originea geografica a capsunilor studiti, au fost determinate rapoartele de
izotopi stabili (H/*H, 0/*0, *c/*C).

Figura 5-1 prezinta valorile izotopice 80 si 8°H corespunzitoare apei extrase din
probele investigate. Se poate observa ca cele mai scazute valori izotopice au fost obtinute pentru
capsunii din Germania In timp ce cele mai mari valori s-au obtinut pentru cele doua probe din
Italia. Aceste diferente au fost de asteptat si sunt explicate de diferentele climatice si
meteorologice care existd intre aceste doud tiri, in ceea ce priveste amprenta izotopica,
temperatura medie si precipitatiile. Diferente importante in ceea ce priveste 5°0 sunt de
asemenea observate intre probele din Italia, una dintre ele avand o valoare mai mica, in jur de -
1.7 %o. Diferentele care apar intre probele italiene ar putea sa fie din cauza provenientei fructelor,
diferitelor conditii climatice si meteorologice, sau datoritd utilizarii apelor de irigare care au
compozitii izotopice diferite. Pentru probele de fructe provenind din Grecia, rezultatele obtinute
au fost foarte apropiate, ceea ce indica faptul ca cel mai probabil, capsunii au fost crescuti in
aceleasi conditii climatice si meteorologice. Probele de capsuni provenite din: Roméania, Belgia,
Republica Ceha si Turcia prezintd valorile izotopice 80 s 8°H fntre cele din Germania st Italia,
intr-o corelatie directd cu conditiile lor climatice [13]. Variatia valorii izotopice 5°C a fost de
aproximativ 2.6 %o, intervalul de variatie fiind intre -24.3 %o (proba Sg) si -27.2 %o (proba Sip).
Aceste diferente mici indica faptul ca 8"C nu este un bun indicator pentru originea geografica ci
el da mai degraba informatii legate de speciile de plante.

Rezultatele au ardtat: cdpsunii sunt bogati in minerale esentiale, cum ar fi: K P, Ca si
respectiv Mg. Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Ca, Cd si Pb au fost unele dintre celelalte oligoelemente
detectate. Pb si Cd au fost gésite In cantitati mici. Valorile Inregistrate pentru concentratiile de Fe

si Ni au fost mai mici decat 133.1 mg/kg si respectiv 8.7 mg/kg.
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Figura 5-1. Corelarea valorilor izotopice 5'°0 si 8°H din apa extrasa din probele de capsuni

Dintre toate macro-mineralele gasite in probele analizate, K a fost cel mai abundent.
Acesta a fost prezent in cantitatea cea mai mare in fructele de capsuni din Belgia si intr-o proba
din Romania. Capsunii din Italia si Belgia au avut un continut mai ridicat de Ca, comparativ cu
fructele din Grecia, care au avut o valoare medie de 1124.7 mg/kg. Rezultatele obtinute pentru
concentratiile de P au indicat faptul ca probele produse in Grecia si Belgia au valori medii mai
mari, comparativ cu probele din alte tiri. In cazul Mg, valorile medii in probele de capsuni din
Germania si Republica Ceha sunt apropiate, iar proba din Turcia se caracterizeaza prin cea mai
scazuta concentratie din acest element. Continutul in Pb si Cd in capsunii analizati a fost relativ
scazut si nu a depasit nivelul maxim admis pentru aceste elemente in fructe, cu exceptia a doua
probe din Belgia si Romania si respectiv o proba din Grecia. Se poate observa cd toate
concentratiile de Zn din capsuni depisesc nivelele admise. In afari de acest lucru, 7 din 17 probe
de capsuni au un continut ridicat de Cu si nivelul maxim admis de asemenea depasit.

Corelatii semnificative intre elementele din cele 17 probe de cdpsuni, au fost evidentiate
utilizand corelatia Pearson. Corelatiile obtinute au fost dupa cum urmeaza: Mg cu P (0.570), K
(0.866), Cu (0.553), Zn (0.592) si Cd (0.640), P a fost corelat cu K (0.574) si Zn (0.788), K cu Zn
(0.610) si Cd (0,.591), Cr cu Fe (0.824), Ni (0.693) si As (0.500), Fe cu Ni (0.784), Cu cu Cd
(0.665) si Pb (0.822) si in cele din urma, Cd cu Pb (0.689). Nu s-au observat corelatii negative.
Mn si Ca nu sunt corelate cu alte elemente. Aceste asocieri intre diferite elemente ar putea sugera
acelasi loc de origine [14].

Tn cazul pesticidelor, s-a detectat si identificat un singur compus in proba S, care provine

din Grecia. Figura 5-2 prezinta cromatograma obtinuta pe GC-MS, a probei S, in intervalul de
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timp 32-44 minute. Prin monitorizarea selectiva a ionului m/z=314, se poate observa ca apare un
peak vizibil la momentul 37.58. Spectrul de masa al acestui compus este prezentat in figura 5-3.
Pe baza spectrului de masa, compusul a fost identificat ca fiind un fungicid comun numit
iprodione. Pentru a determina cantitatea de Iprodione din proba atribuit peak-ului cromatografic,
a fost facutd o comparare cu aria standardului extern 2,4,6-Tri-clor-bifenil (PCB 30). Cantitatea
astfel calculata a fost de 8.6 pg/kg din compusul identificat. In celelalte probe reale de cipsuni

analizate nu s-au detectat alte pesticide [14].
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Figura 5-2. Cromatograma GC-MS a probei S, in intervalul 32-44 min. a) Cromatograma curentului ionic

total (TIC), b) Cromatograma cu monitorizarea selectiva a ionului m/z=314 (SIM)
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Figura 5-3. Spectrul de masa al compusului identificat de la Tg = 37.58 min
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Capitolul 6

Evaluarea continutului elemental, izotopic si de pesticide in tomate crescute in aer liber si
in sere

Tomatele (Lycopersicum esculentum sin.: Solanum lycopersicum, Lycopersicum
lycopersicum) apartin familiei Solanaceae si sunt una dintre cele mai raspandite legume din lume
[15]. Serele comerciale, asigura conditii optime de crestere pentru aceste plante si ele sunt
utilizate pe scard largd pentru producerea de fructe si legume de calitate superioard [17].
Temperatura moderata si umiditatea ridicata favorizeaza dezvoltarea plantelor, dar in acelasi timp
contribuie si la rispandirea daunitorilor si a bolilor. In serd se dezvolta bolile fungice, cum ar fi:
mana (Phytophtora infestans) si mucegaiul gri (Botrytis cinerea) [18]. De asemenea, insectele si
acarienii sunt omniprezenti in sere si astfel insecticidele sunt utilizate pe scara largad in protectia
tomatelor [19]. Din acest motiv, pentru combaterea daunatorilor, tomatele crescute in sera sunt
stropite cu diferite tipuri de fungicide si insecticide [16, 17].

In acest capitol au fost diferentiate tomatele crescute in aer liber de cele de sera, folosind
ca markeri de diferentiere: continutul de pesticide, micro-macro elemente si izotopic. in acest
scop, s-au determinat concentratiile celor 30 de pesticide studiate, aplicand metoda de extractie
QuEChERS si detectia si identificarea prin GC-ECD si GC-MS. S-a determinat continutul de
micro si macro elemente, elemente esentiale, metale toxice, pamanturi rare si izotopic din tomate:

crescute 1n aer liber (7 probe) si in serd (14 probe), disponibile pe piata din Transilvania.

6.1. Determinarea reziduurilor de pesticide din tomate crescute in sera si in aer liber

Tn figura 6-1, este prezentati cromatograma unei probe fortificate de tomate, la un nivel
de 40 pg/ml de extract din cele doud amestecuri standard de pesticide utilizate pe parcursul
studiului. Din cele 30 de pesticide urmarite, au fost detectate, identificate si cuantificate 20. Doar
doua probe nu au prezentat urme de reziduuri de pesticide si o proba a prezentat un singur
reziduu de pesticid (chlorpyrifis methyl). In total 8 probe au prezentat combinatii de cate 2 si 3
pesticide (4 probe cu 2 pesticide si 4 probe cu 3 pesticide, din cele 4 probe, doua sunt tomate
crescute in serd si 2 crescute in aer liber). Zece dintre cele treizeci de pesticide care au fost
studiate nu au fost detectate in nici o proba analizatd. Din cele 20 de reziduuri de pesticide gasite

17 sunt insecticide, doud erbicide si unul fungicid. Nivelele de reziduuri detectate au variat de la
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<LOQ la 5.74 pg/kg (cu exceptia a doua probe de tomate crescute in serd, in care s-au detectat:
60.07 pg/kg lambda cyhalothrin si respectiv 63.15 pg/kg chlorpyrifos methyl, concentratii peste
MRL stabilite pentru tomate.
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Figura 6-1. Cromatograma GC-ECD a probei de tomate fortificata la 40 pg/kg din fiecare compus a). Amestec
standard de pesticide (AOAC) si b). Amestec standard de pesticide (Appendix 1X)

Desi in aproape toate probele reziduurile de pesticide detectate au fost sub MRL,
detectarea lambda-cyhalothrinului si respectiv a chlorpyrifos methylului peste MRL in doua
probe, si prezenta simultana a doua si trei reziduuri de pesticide in probele de tomate poate sugera
ca principiile bunei practici agricole nu sunt respectate [20].

Proba R,; de tomate crescute in aer liber prezintd cel mai mare numar de reziduuri de
pesticide detectate (9 pesticide). Endrin, &~BHC, chlorpyrifos methyl, si Endosulfan I si II au fost
cele mai frecvente pesticide detectate in probe. Aparitia de mai mult de un pesticid intr-o singura

proba a fost mai frecventa in serd decét la tomatele crescute in aer liber.
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Aceste rezultate sunt o consecinta directa a practicilor aplicate in gestionarea daunatorilor
pe fiecare sistem. In conditii de crestere in aer liber, acumularea de pesticide pe fructe poate fi
scazuta din cauza efectului direct al precipitatiilor si al radiatiilor solare. Pe de alta parte, in ciuda
randamentelor superioare care pot fi atinse, conditiile de crestere in sere favorizeaza dezvoltarea
de focare de ddundtori artropozi si Imbolndvirea plantelor, ceea ce duce la utilizarea excesiva a
pesticidelor. Practicile aplicate daunatorilor, coacerea continud a fructelor, intervalele de timp
intre stropire si recoltare in ambele tipuri de crestere (serd/aer liber), nu sunt respectate de
producdtori. Rezultatele obtinute de noi nu indicd o diferentd clard din punct de vedere a
reziduurilor de pesticide intre sistemele de producere a tomatelor, ambele sisteme prezentand
pesticide peste limita de detectie. Ponderea prezentei pesticidelor pentru fiecare proba a fost
detectata intr-un numar mai mare in probele de serd. Doar in tomatele crescute in aer liber s-a

detectat o-BHC si dieldrin, dar in cantitati sub MRL.

6.2. Determinarea de macroelemente din tomate crescute in sera si in aer liber

Studiul experimental realizat pentru determinarea de macroelemente (Na, Ca, K, Mg, P)
in probele de tomate studiate au evidentiat domenii largi de concentratii. Continutul total de
macroelemente prezente in probele de tomate studiate se poate aranja in urmatoarea ordine: K >
P > Mg > Ca > Na. Concentratii mai ridicate au fost obtinute pentru P si K. In ceea ce priveste
continutul de macroelemente comparativ aer liber/serd, au fost obtinute valori medii apropiate,
respectiv 4036.55 mg/kg macroelemente pentru probele crescute in aer liber si 4483.903 mg/kg
pentru cele crescute In serd (figura 6-3). Diferentd mai mare s-a observat pentru Ca, concentratia
medie a fost de 687.219 mg/kg pentru cele crescute Tn aer liber fata de 433.088 mg/kg pentru cele

crescute 1n serd. Diferenta explicabild datorita structurii diferite a solului.
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Figura 6-3. Diagrama continutului de macroelemente Tn probe de tomate comparativ sera/aer liber

22



6.3. Determinarea de elemente esentiale si microelemente din tomate crescute in seri si in
aer liber

Mn a fost detectat in toate probele de tomate studiate cu o medie de 10.524 mg/kg.
Concentratiile de Fe si Cu, s-au situat in domeniul 24.736-211.539 mg/kg pentru Fe si 5.492-
28.337 mg/kg pentru Cu. Concentratiile de Zn s-au situat in domeniul 10.644-31.459 mg/Kkg.
Pentru probele de tomate studiate s-a obtinut o valoare medie de Ni de 2.737 mg/kg, Al intre
1.41-34.307 mg/kg. Continutul de St s-a situat in domeniul de concentratii < 0.0005 - 0.683
mg/kg. Valorile medii ale concentratiilor de microelemente: B, Ti, V, Co, Ni, Rb, Sr, Ba, Sn, Li
au fost: 11.425 mg/kg pentru B, 1.310 mg/kg pentru Ti, 0.042 mg/kg pentru V, 0.092 mg/kg
pentru Co, 2.736 mg/kg pentru Ni, 16.645 mg/kg pentru Rb, 3.752 mg/kg pentru Sr, 0.108 mg/kg
pentru Sn, 1.165 mg/kg pentru Ba, 0.085 mg/kg pentru Li.

Urmarind comparativ concentratiile de elemente in probele de aer liber/serd, se poate
observa, conform figurii 6-4, ca probele de tomate crescute in aer liber prezinta valori mai mici
de Cu, Zn, Fe si mai mari de Mn, Al decét cele crescute in serd. Concentratii mari de Fe se pot

datora uneltelor de prelucrare a solului (care sunt confectionate din aliaje in care Fe predomina).
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Figura 6-4. Studiul comparativ privind continutului de elemente esentiale in probe de tomate sera/aer liber

6.4. Determinarea de metale toxice din tomate crescute in sera si in aer liber

Nivelele de Pb in probele analizate s-au situate in intervalul <0.0005-0.28 mg/kg, cele
crescute in aer liber prezentand cele mai mici valori. Au existat cateva probe si din serd si dintre
cele crescute in aer liber, care au prezentat valori peste limita admisa de legislatie (0.1 mg/kg).
Cd a fost prezent 1n toate probele de tomate studiate, intervalul de concentratii a fost 0.028-0.26
mg/kg. Media valorilor pentru tomatele crescute in aer liber a fost de 0.079 mg/kg si de 0.096

mg/kg pentru serd, valori care depasesc limita admisibila cerutd de legislatie de 0.05 mg/kg [21],
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[22]. Valorile concentratiilor de As au fost in domeniul 0.0005-0.109 mg/kg. Continutul de Cr in
probele crescute in aer liber fiind mai bogat decét cele din serd. Exista o mica diferenta intre

tomatele crescute Tn aer liber si cele de sera privind continutul de Hg.

6.5. Determinarea de minerale critice si pAmanturi rare din tomate crescute in sera si in aer
liber

Domeniul de concentratii pentru toate mineralele critice a fost de la < 0.0005-0.132
mg/kg, exceptand Gd pentru care s-a obtinut o valoare mai ridicati la una din probele de sera. In
ceea ce priveste continutul de metale rare, acestea au fost situate intre < 0.0005 si 0.833 mg/kg,

valoarea maxima corespunzand continutului de W intr-o proba de tomate crescute Tn aer liber.

6.6. Diferentierea probelor de tomate intre cele cultivate in aer liber si cele in sera utilizind
chemometria

Pentru prelucrarea statistica a datelor experimentale obtinute, s-au utilizat ca variabile
independente: compozitia elementald, izotopica si continutul de pesticide. Analiza liniard a
discriminatului s-a aplicat pentru matricea astfel formatd, cele doua grupuri predefinite fiind
reprezentate de tomate crescute in aer liber si cele crescute in serd (variabila dependentd). Dupa
aplicarea acestei metode s-a obtinut un procent de 100 % pentru clasificarea initiald (Figura 6-5)
si acelasi procent si pentru validarea incrucisatd. Datoritd faptului cd s-au comparat doud
categorii (grupuri) s-a obtinut o singura functie discriminanta, semnificativa din punct de vedere
statistic si care este capabild sd explice in proportie de 100 % variabilitatea datelor experimentale.
Aceastd functie are ca parametri principali urmatoarele elemente: Al, Sc, Se, Dy, Pb, 8180, 4.4°-
DDT. Aceste elemente s-au dovedit a fi cei mai buni predictori pentru a incadra o proba
necunoscuta ca apartinand grupului de tomate crescute in serd sau celor crescute in aer liber.

Tomate crescute in serd Tomate crescute in aer liber

- 204 - .

Numar probe
I
Numér probe

|

Functia discriminanta

) I ) H
Functia discriminanta

Figura 6-5. Separarea initiala a celor doua grupuri de tomate dupa aplicarea analizei discriminantului
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Concluzii

Scopul principal al acestei teze de doctorat a fost efectuarea unui control privind calitatea
unor legume si fructe comercializate pe piata romaneaca utilizand metode complementare de
analiza. Parametrii de interes determinati au fost: continutul de reziduuri de pesticide, rapoartele
izotopice ale “H/*H, 0/*°0O (pentru a obtine informatii legate de originea geografica) si *C/*2C
(pentru a avea informatii despre originea botanica a legumelor si fructelor), continutul de micro si
macroelemente. Tn acest sens am utilizat urmatoarele tehnici de analizi: cromatografia de gaze cu
detector cu ionizare 1n flacdra si detector cu captura de electroni, cromatografia de gaze cuplata
cu spectrometria de masa, spectrometria de masa pentru rapoarte izotopice si spectrometria de
masa cu plasma cuplatd inductiv.

Un total de 159 de probe colectate de la supermarketuri si din piete agroalimentare din
Cluj-Napoca, Romania au fost investigate dintre care: 50 de probe de legume (morcov, cartof,
patrunjel, pastarnac, fasole verde, dovlecel, vanata, varza, salata, castravete, conopida, ardei gras
si ardei kapia) din care s-a determinat continutului de reziduuri de pesticide, 88 de probe de fructe
de padure si 21 de probe de tomate din care s-a determinat continutul izotopic, micro si
macroelemental si de reziduu de pesticide.

Pentru a putea determina nivelele la care se gasesc reziduurile de pesticide in matricele
complexe cum sunt legumele si fructele am utilizat metoda de extractie QUEChERS. Ca noutate
adusa studiului a fost optimizarea acestei metode cu scopul de a obtine extracte mult mai curate si
de a elimina compusii nedoriti proveniti din matrice si care pot sa interfereze cu compusii de
interes (prezenti de obicei In cantitdti foarte mici) in timpul analizei. Metoda propusd a fost
utilizata pentru monitorizarea a 30 de pesticide organoclorurate (frecvent utilizate in stropirea
legumelor si fructelor) si supusa protocolului de validare pentru a stabili performantele metodei si
aplicabilitatea ei 1n analiza de rutind a legumelor si fructelor. Rezultatele obtinute au indicat o
bund selectivitate, liniaritate, precizie, sensibilitate si reproductibilitate in comparatie cu datele
din literaturd aparute in ultimii ani, ceea ce demonstreaza ca metoda este adecvata pentru analiza
multi-reziduala a pesticidelor. De asemenea conditiile experimentale utilizate pentru detectia
pesticidelor au fost modificate astfel incat timpul de analiza obtinut de = 30 minute sa fie foarte

rezonabil.

25



Rezultatele obtinute din investigarea celor 50 de probe de legume au furnizat informatii
importante privind contaminarea cu pesticide a cinci legume consumate in mod obisnuit si au
subliniat necesitatea de a controla utilizarea si aplicarea produselor fitosanitare, in special a
pesticidelor persistente cum sunt: a-BHC, heptachlor epoxide, dieldrin si endrin. Tolylfluanide si
chlorothalonil au fost cei mai frecventi compusi detectati. Cantitatea cea mai mare de reziduu de
tolylfluanide s-a determinat intr-o proba de cartofi. Din cele 30 de pesticide organoclorurate
monitorizate au fost detectate 21 dintre care 18 insecticide, 2 fungicide si un erbicid. Aparitia
reziduurilor de pesticide In legume si fructe ar putea fi cauzata de utilizarea lor ilegald sau de
utilizarea istorica. Cartofii au fost probele contaminate cu cel mai mare numar de pesticide.
Concentratiile de reziduuri de pesticide in probele investigate au fost in general scdzute cu toate
acestea, concentratia lor in anumite legume a depasit limitele maxime admise.

O alta noutate adusa acestei lucrari a fost combinarea mai multor metode analitice
complementare in ceea ce priveste calitatea si siguranta alimentelor cu referire in special la
fructele de padure din zona Transilvaniei. Prezinta prima preocupare de amprentare izotopica a
fructelor de padure si initierea primei baze de date care sd contind toti parametrii determinati.
Studiul constituie o noutate pe plan national.

Pentru a diferentia fructele de padure de cultura de cele salbatice s-a determinat
compozitia izotopicd a carbonului, oxigenului si hidrogenului prin IRMS, iar pentru masuratori
complementare de continut elemental s-a utilizat tehnica ICP-MS.

Din rezultatele obtinute s-au observat diferente statistice semnificative in continut
izotopic si micro-macroelement al speciilor de fructe de padure care cresc in diferite zone ale
Transilvaniei. Valorile izotopice a fructelor de padure de culturd sunt mai mari decét cele ale
fructelor de padure sdlbatice. Fapt explicat prin diferenta de altitudine, fructele salbatice crescand
la altitudini mai mari decat cele de cultura. Precipitatiile care cad la altitudini ridicate avand o
compozitie izotopicd mai scdzutd comparativ cu cele de la altitudini mici. Rezultatele sunt in
concordantd totald cu teoria separarilor izotopice. Corelatile dintre determinarile izotopice si
elementale s-au facut utilizind metode chemometrice. Nivelele de reziduuri de pesticide s-au
determinat doar din fructele de padure de cultura si s-a detectat prezenta a doua pesticide (a-BHC
si chlorpyrifos methyl).

In vederea autentificarii in raport cu originea geografica s-au testat 17 probe de cipsuni

produse in 7 tari europene. In acest scop s-au determinat rapoartele de izotopi stabili asa numitele

26



“bio-elemente” (*H/*H, '*0/**0, *C/**C). Diferentele dintre rapoartele izotopice obtinute se
coreleaza perfect cu valorile climaterice a regiunii de cultivare (cele mai mici valori s-au
nregistrat intr-o proba din Germania si cele mai inalte intr-o proba din Italia). Din rezultatele
privind continutul elementelor minerale din capsuni se poate observa ca atat din punct de vedere
calitativ cat si cantitativ elementele depind puternic de zona de crestere.

Diferentierea probelor de capsuni din punct de vedere al continutului de minerale si
metale au fost stabilite pe baza analizei chemometrice (corelatia Pearson si analiza
componentelor principale). Din totalul probelor investigate doar intr-o proba provenita din Grecia
s-a detectat prezenta unui pesticid. Pentru identificarea lui s-a utilizat sistemului cuplat
cromatograf de gaze cu spectrometru de masa. Prin monitorizarea selectiva a ionului m/z=314 se
poate observa ca apare un peak vizibil la momentul 37.58. Pe baza spectrului de masa, compusul
a fost identificat ca fiind un fungicid comun numit iprodione frecvent utilizat Tn stropirea
capsunilor.

Pentru diferentierea tomatelor crescute 1n aer liber de cele de serd s-au utilizat urmatorii
markeri de diferentiere: continutul de pesticide, micro-macroelemente si rapoartele izotopice.
Continutul de reziduuri de pesticide a variat de la sub limita de cuantificare pana la 5.74 pg/kg cu
exceptia a doud probe de tomate crescute in serd in care s-a detectat o cantitate de 60.07 pg/kg
lambda-cyhalothrin si respectiv 63.15 pg/kg chlorpyrifos methyl. Din datele obtinute rezulta
faptul ca pesticidele nu indicd o diferenta clara intre sistemele de producere a tomatelor, ambele
sisteme prezentand pesticide peste limita de detectie. Continutul total de macroelemente prezente
in probele de tomate studiate se poate aranja in urmatoarea ordine K > P > Mg > Ca > Na.
Masuratorile au fost focalizate de asemenea pe asa numitele elemente esentiale (Mn, Fe, Cu, Zn)
si asupra metalelor toxice (Pb, Cd, As, Cr si Hg) concentratiile acestora fiind discutate pe grupul
de probe investigate. Rapoartele izotopice ale oxigenului si pamanturile rare au potential ridicat
de discriminare intre diferite categorii de legume (organic/conventional si serd/aer liber) si se pot
folosi ca markeri de diferentiere intre acestea.

Rezultatetele prezentului studiu confirmd necesitatea investigarii calitatii legumelor si
fructelor si creaza premisele implementarii unui laborator de inaltd performanta pentru realizarea

unui program de monitorizare pentru legumele si fructele consumate la nivel local.
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