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Introducere

Tn rezumatul tezei de doctorat se prezintd pe scurt o parte din rezultatele originale a
cercetarilor experimentale, concluziile generale si bibliografia selectivd. Ca elemente de
noutate teza aduce contributii relevante atat pentru domeniul apelor de suprafatd, prin
caracterizarea din punct de vedere al compusilor organici si continutului elemental, cat si
domeniul alimentar, prin identificarea markerilor specifici, care pot fi utilizati pentru
identificarea regimului de crestere (organic vs. conventional) sau a conditiilor de crestere (sera
vs aer liber). Pentru prelucarea volumului mare de date s-au utilizat diferite metode statistice
multivariate, si anume: analiza de varianta (ANOVA), analiza cluster (CA), analiza
principalelor componente (PCA) si analiza liniard a discriminantului (LDA).

Teza de doctorat cu titlul ,,Identificarea markerilor specifici pentru probe de apa si
vegetale prin utilizarea spectrometriei de masd si a metodelor chemometrice” este
structurata in doua parti: partea | - Notiuni teoretice si partea a ll1-a - Contributii originale.

Partea | de Notiuni teoretice, cuprinde 4 capitole:

Capitolul 1, Poluarea apelor de suprafata, prezinta informatii despre poluarea apelor
de suprafata, principalele surse de poluare si mentioneaza principalele clase de poluanti
organici si metalici. Sunt descrise de asemenea metodele de prelevare si principalele tehnici
de prelucrare pentru apele de suprafata.

Capitolul 2, Importanta autentificarii legumelor prin determinarea continutului
izotopic §i elemental, prezintd aspecte legate de necesitatea amprentarii izotopice $i
elementale, atat pentru consumatori, cat si pentru producdtori. Sunt tratate pe scurt metodele

de preparare a vegetalelor pentru analizele izotopice si elementale.
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Capitolul 3, Tehnici analitice aplicate pentru determinarea compusilor organici si a
continutului izotopic si elemental, descrie principalele metode analitice utuilizate in partea
experimentald a acestei lucrari, pentru identificarea poluantilor organici din apele de suprafata
si pentru determinarea continutului ziotopic si elemental in vegetale.

Capitolul 4, Metodele chemometrice aplicate in prelucrarea datelor analitice obtinute
in urma analizelor diverselor matrici, sumarizeaza cateva metodele chemometrice utilizate
pentru o interpretare mai eficientd a datelor. De asemenea, sunt expuse cateva aplicatii unde
metodele chemometrice si-au dovedit eficienta.

Partea a |1-a, Contributii originale, este structurata in 5 capitole:

Capitolul 5, Cercetari privind evaluarea spatiald si temporald a poluantilor organici
in apele de suprafata din Transilvania utilizand spectrometria de masa §i tehnici statistice
multivariate, prezinta un studiu de screening al principalelor rduri din Transilvania, din punct
de vedere al continutului de poluanti organici. Metodele statistice utilizate au reusit sa grupeze
punctele de prelevare in functie de Incarcarea organicd, iar analiza principalelor componente a
evidentiat sursele de poluare, asociate fiecarui compus.

Capitolul 6, Dezvoltarea unei metode de extractie §i analiza, utilizand cromatografia
de gaze cuplata cu spectrometria de masa (GC/MS), pentru izolarea inhibitorilor de ardere
din probe apoase, prezinta o metoda optimizata si validata, pentru concentrarea inhibitorilor
din probe de apa, urmata de analiza utilizand tehnica GC/MS.

Capitolul 7, Cercetari privind evaluarea spatiald §i temporald a urmelor de metale in
apele de suprafata din Transilvania utilizand spectrometria de masa cu plasma cuplata
inductiv §i tehnici statistice multivariate, prezinta un studiu de screening al principalelor rauri
din Transilvania, din punct de vedere al continutului elemental. La fel ca s1 in cazul
poluantilor organici, s-au utilizat analiza cluster pentru gruparea punctelor de prelevare si
analiza principalelor componente pentru identificarea surselor de poluare.

Capitolul 8, Cercetari privind aplicatii ale rapoartelor izotopilor stabili si ale
profilului elemental in caracterizarea legumelor organice si conventionale, prezinta clasificari
ale legumelor in functie de regimul de crestere (organic VS conventional), al conditiilor de

crestere (sera Vs aer liber) sau al locului partilor comestibile (subteran vs suprateran).
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Capitolul 9, Cercetari privind stabilirea markerilor izotopici §i elementali pentru
discriminarea originii geografice si a practicilor agricole a morcovilor, este un studiu care s-
speciilor. Au fost identificati principalii markeri izotopici si elementali care pot diferentia
legumele organice fata de cele conventionale, sau cei care pot diferentia din punct de vedere
geografic morcovii. S-a reusit si o diferentiere a probelor din zona Transilvaniei, cu
evidentierea principalilor markeri.

Capitolul 10, Concluzii generale, cuprinde a sinteza a rezultatelor prezentate in
lucrare, concluziile generale si o serie de recomandari.

Obiectivul general al acestei lucrari a fost de a identifica markerii specifici pentru
probe de apa de suprafata si vegetale prin utilizarea spectrometriei de masa (GC/MS, ICP-MS
si IRMS) si a metodelor chemometrice(ANOVA, CA, PCA, LDA), furnizand astfel atat
informatii evidente, cat si informatii mai putin observabile prin simpla analizd a datelor
experimentale, dar care pot fi esentiale. Pentru a demonstra caracterul versatil al acestei
asocieri de tehnici, s-au studiat ca matrici complexe, apele de suprafata si alimente (legume),
ambele avand o importantd deosebita pentru sdnatatea populatiei. Un accent special in aceasta
lucrare a fost acordat probelor colectate din zona Transilvaniei pentru ambele matrici. Pentru
atingerea obiectivului general, s-au parcurs urmatoarele obiective specifice:

e Analiza probelor de apa utilizand tehnicile GC/MS si ICP-MS.

e Prelucrarea chemometrica a rezultatelor experimentale prin identificarea
poluantilor specifici pentru fiecare bazin In parte si a surselor de poluare.

e Dezvoltarea, optimizarea si validarea metodei de extractie SPE pentru
determindri de inhibitori de ardere din probe de apa.

e Analiza probelor de legume din punct de vedere al continutului izotopic si
elemental

e Prelucrarea chemometrica a rezultatelor experimentale prin identificarea
markerilor specifici pentru stabilirea regimului de cres tere (organic vs

conventional) si a conditiilor de crestere (sera vs aer liber).
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Capitolul 1
Cercetari privind evaluarea spatiald si temporald a poluantilor organici in apele de

suprafata din Transilvania utiliziand spectrometria de masa i tehnici statistice multivariate

Programele de monitorizare includ prelevare frecventa de probe din diverse puncte,
urmate de determinarea parametrilor care au de obicei variabilitatea cea mai mare. In
consecinta studiile de monitorizare genereaza baze de date foarte mari si complexe, care sunt
dificil de interpretat. Pentru a explora informatia inclusa in aceste date, se pot aplica diferite
metode chemometrice. Aceste tehnici permit interpretarea datelor analitice obtinute, reducerea
setului de date, dar fara a se pierde din informatii.

Capitolul de fata isi propune caracterizarea raurilor din Transilvania (Olt, Mures si
Cibin) din punct de vedere al continutului de poluanti organici. Pentru indeplinirea acestui
scop s-a utilizat tehnica cuplata GC/MS, iar rezultatele au fost prelucrate eficient utilizand
tehnicile chemometrice, pentru a evalua efectului variatiilor sezoniere asupra concentratiilor
compusilor organici, si pentru a extrage parametrii care sunt reprezentativi pentru fiecare

bazin in parte.

1.1. Prelevarea probelor de apa

Au fost realizate doud sesiuni de prelevare de probe, corespunzatoare sezonului ploios
(luna Octombrie) si sezonului secetos (luna Iulie). S-au ales noud puncte de prelevare de-a
lungul celor trei rauri, dupd cum urmeaza: doud puncte pe raul Cibin (Cristian si aval de
Sibiu), trei puncte pe raul Olt (Bradu, Fagaras si Voila-aval Fagéras) si patru puncte pe raul

Mures (Targu-Mures, Cipau-aval Targu-Mures, Cuci, Ludus).

1.2. Concentrarea poluantilor organici utilizind extractia pe faza solida (SPE) si analiza
cromatografica cuplata cu spectrometria de masa (GC/MS)

Pentru prepararea probelor s-au utilizat 500 de mL de proba de apa, care au fost filtrate
utilizand sistemul de vaccum si filtre de Teflon cu diametru de 47 mm. Probele au fost apoi
extrase utilizdnd extractia In fazd solida cu cartusele OASIS HLB (hydrophilic lipophilic

balance, 3 ml, 60 mg). Eluentii au fost transferati intr-un balon conic si evaporati cu ajutorul
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rotaevaporatorul. Probele au fost reconstituite prin adaugarea unui mL de isooctan, iar apoi 2
L s-au injectat Tn sistemul GC/MS. Toate probele s-au prelucrat in duplicat. T n paralel, s-a
extras o proba blanc, pentru a elimina posibilele interferente aparute de la manipularea
probelor sau de la procedura SPE. Nu s-au observat interferente semnificative.

Probele au fost analizate utilizdnd o metoda GC/MS prezentata intr-o altd lucrare
(Moldovan, 2006). Pentru evaluarea cantitativa (Figura 1), s-a utilizat metoda standardului
intern. Standardul intern folosit a fost PCB-30, de concentratic 1000 ng-L™ in heptan. Analiza
GC/MS a fost realizata prin ionizare cu impact de electroni (EI) la 70 eV. Temperaturile sursei
de ioni si a injectorului au fost de 250 °C. S-a folosit o coloana capilara DB-5MS, 30 m x 0.25
mm i.d. si linia de transfer intre cromatograf si spectrometru a avut temperatura de 300 °C.
Programul de temperaturd al cromatografului a fost urmatorul: temperatura initiala 90 °C,
timp de 1 minut, creste cu 10 °/min pana la 120 °C, apoi creste din nou cu 4 °/min pana la 300
°C. Acesti gradienti de temperatura sunt necesari pentru o separare bund a compusilor si
pentru a elimina coelutiile. Gazul purtdtor a fost heliul, la un debit de 1.5 mL-min™. Analiza
cantitativa s-a facut prin compararea spectrului de masa obtinut cu spectrele din libraria NIST
sau cu cele raportate in literatura. Evaluarea cantitativa s-a realizat prin corelarea fiecarei arii

cu cea a standardului intern.
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Figura 1. Cromatograma obtinuta pentru proba de apa colectata din rdaul Cibin in sezonul
secetos. Compusii sunt
(1)DBP(2)BZP(3)AMI(4)DNTP(5)MHJ(6)DBNP(7)GALA(8)TONA(9)BHA
(10)TPP(11)EHMC(12)PRM
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1.3. Interpretarea chemometrica

Analiza ANOVA (5% interval de incredere) s-a aplicat pentru a evidentia compusii ai
caror concentratii au fost influentate de debitul crescut din sezonul ploios. Doar doi compusi
au rezultat ca fiind influentati de cresterea debitului din sezonul ploios (valorile p < 0.05), si-
anume: MHJ (p = 0.043) si BZP (p = 0.001). Un alt scop pentru care s-a aplicat ANOVA este
acela de a identifica poluantii care pot diferentia cele trei rauri. DBNP (p = 0.016) si BHA (p
= 0.004) au prezentat valori mai mari in raul Olt decét in Mures. Cibin, nu s-a putut diferentia
de celelalte doua rauri prin nici un compus organic. Aceste comparatii intre cele trei rauri s-au
realizat utilizand testele Tuckey post hoc. Dendrograma prezentata in Figura 2 a fost obtinuta
utilizand metoda Ward’s de clusterizare cu distanta Euclidiand ca masura a similaritatii intre

clustere.
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Figura 2. Dendrograma locurilor de prelevare in acord cu
contaminantii organicianalizati in probele de apa
Punctele de prelevare care apartin aceluiasi cluster au caracteristici similare. Acest
lucru inseamna ca, pentru un screening rapid nu este necesar sd se analizeze toate probele din
cluster, pentru ca o singura proba poate fi reprezentativa pentru intreg clusterul. Acest punct
de prelevare reprezintd o referintd a evaluarii spatiale a calititii apei. Clusterul 1 a grupat
locurile de prelevare CIPw, CUCIw, TGMw, BRDw, FAGw, VOILAw, SIBw si acestea sunt
cele mai putin poluate locuri, datorita debitului crescut al raului din sezonul ploios. Clusterul 2
cuprinde cele mai poluate locuri de prelevare dintre toate si toate aceste probe au fost colectate

Tn sezonul secetos. Aceste locuri sunt: CRSd, SIBd, CUCid, LUDd, TGMd, BRDd. Clusterul
6
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3 a grupat VOILAd, CRSw, CIPd, FAGd si LUDd, iar aceste puncte corespund locurilor cu o
poluare moderatd. Cea mai importantd contributie la acest grad ridicat de poluare este
reprezentatd de deversarile directe in apele naturale, a apelor uzate domestice sau prin spalarea
terenurilor agricole. O altd cauza semnificativdi pentru gradul ridicat de poluare este
reprezentatd de subdimensionarea si vechimea statiilor de epurare a oraselor mici, cum sunt
Voila (VOILAA) si Fagaras (FAGd). Rezultatele obtinute din analiza CA au evidentiat cele
mai poluate locuri de prelevare in ceea ce priveste compusii organici. Poluanti cu cel mai
mare grad de discriminare au fost evidentiati prin aplicarea analizei ANOVA utilizdnd ca
variabild de grupare, variabila obtinuta in urma analizei CA. Doar doi componenti au fost
statistic semnificativi, si-anume BZP (p = 0.01) si AMI (p = 0.058), chiar daca valoarea este
mai mare de 0.05 a fost luatd in considerare pentru interpretare. Un viitor program de
monitorizare poate fi optimizat, pe baza acestor rezultate, pentru ca probele pot fi colectate
doar din punctele semnificative, reducand astfel timpul de prelevare si de analiza, dar si
costurile. Rezultate similare au fost obtinute si in studiile anterioare raportate in literatura de
alti cercetatori, atunci cand CA s-a utilizat pentru a grupa punctele de prelevare de pe un réu
din Argentina (Potrero de los Funes). Procedura utilizata a generat trei clustere care au grupat
punctele de prelevare cu aceleasi caracteristici si cu aceleasi surse de poluare.

PCA a fost aplicata pe o matrice ce contine concentratiile fiecdrui compus organic
analizat, din ambele sesiuni de prelevare, din fiecare punct de prelevare. Parametrii
semnificativi care s-au utilizat pentru aceasta metoda au fost: metoda de extractie utilizata a
fost cea a principalelor componente, si au fost retinuti doar componentii cu valoarea proprie
mai mare decat 1. Rotatia matricii s-a facut utilizdnd metoda Varimax cu normalizare Kaiser.
Dupa analiza PCA s-au obtinut cinci componenti principali Tnsumand o varianta totala de 87.3
% din variatia totalad a setului de date. Reprezentarea grafica a valoriilor propri pentru fiecare

component principal este prezentata in Figura 3.
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Figura 3. Reprezentarea valoarilor proprii pentru

fiecare component principal (scree plot)

Conform Tabelului 1, primul component este format din DBP, TPP, AMI, GALA si

TONA. Acest component contine cel mai mare numar de componenti reprezentativi si poate

fara un tratament prealabil.

Tabel 1. Incarcarile cu contaminanti organici dupd rotatia Varimax (s-au extras cinci

componenti) pentru probele de apa colectate din 18 puncte (valorile > 0.5 sunt boldate)

Parametru | Component | Component | Component | Component | Component
organic principal 1 | principal 2 | principal 3 | principal 4 | principal 5
DBP 0.788 0.317 0.008 0.351 -0.022

DNTP -0.046 0.919 -0.235 0.037 -0.099
DBNP -0.028 0.859 0.187 -0.092 0.373
BHA -0.036 0.105 0.062 0.110 0.978

TPP 0.916 0.192 0.050 -0.171 -0.211
MHJ -0.023 -0.099 0.118 0.935 0.157
AMI 0.551 -0.286 -0.143 0.145 0.005
GALA 0.945 -0.145 -0.103 -0.041 0.092
TONA 0.721 -0.153 -0.175 -0.444 0.022
BZP 0.043 0.559 0.244 0.583 -0.451
PRM -0.102 -0.080 0.909 0.262 -0.123
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EHMC 20.105 0.050 0.958 0018 0.172
Valoarea 3.44 244 1.92 1.46 1.22
proprie
ex;’l‘l‘;’:t‘:t(?, | BT 20.3 16.0 12.2 10.1
cuﬁ‘ﬁ:‘;‘ v 287 49.0 65.0 77.2 87.3

Componentul Principal 2 si 3, este dat de DNTP, DBNP, BZP, PRM si EHMC.
Compusii nitroaromatici au rol antioxidant i sunt cunoscuti ca avand efect cancerigen pentru
organismele acvatice, iar principalele lor utilizdri sunt in industria uleiurilor, pentru a creste
rezistenta Tnpotriva proceselor de oxidare. Pe de altd parte, principalele utilizari ale PRM si
EHMC sunt de filtre UV in produsele pentru protectie solara si ca stabilizatori UV pentru
produsele din plastic. Acest component poate fi atribuit surselor de poluare punctiforma,
reprezentat de intrarea directd a apelor provenite de la activitdti recreationale. Componentul
principal 4, este dat de MHJ si BZP, in timp ce ultimul component 5 este format de BHA.
MHJ este o esentd de parfum, utilizatd in multe amestecuri de parfum. Se poate gasi in
parfumurile folosite pentru cosmetice decorative, sampoane, sdpunuri sau detergenti si
produse de ingrijire ale casei. Faptul ca BZP are incarcdri puternice in doi componenti,
sugereaza faptul cad acest compus are doud surse de poluare diferite. BHA este un conservant
intalnit foarte des in multe produse alimentare, pentru a preveni oxidarea grasimilor §i a
uleiurilor. De asemenea se mai poate folosi la fabricarea cauciucurilor, produselor petroliere

sau a ambalajelor pe baza de ceara.
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Capitolul 2
Dezvoltarea unei metode de extractie si analiza, utilizand cromatografia de gaze cuplata cu
spectrometria de masa (GC/MS), pentru izolarea inhibitorilor de ardere din probe apoase
Compusii organofosforici (OPFR) sunt produse chimice care se utilizeaza frecvent ca
plastifianti sau ca produse inhibitoare in echipamentele electronice, textilele, materialele de
constructie, vopsele, lacuri sau diferite produse din plastic (Binici et. al., 2013). O alta
utilizare importanta a acestor compusi este de agenti antispumanti si aditivi, In produse cum
sunt lubrifiantii sau fluidele hidraulice (Marklund et. al., 2005). Noutatea acestui studiu este
data de dezvoltarea, optimizarea si validarea unei metode de extractie a inhibitorilor din

probe de apa.

2.1. Studiul eficientei solventilor organici in functie de starea stationara a cartuselor SPE

In aceasta etapi a studiului s-au testat 4 tipuri de cartuse, si-anume: STRATA X, OASIS
HLB, Lichrolut EN/RP, Chromabond C18. Pentu etapa de conditionare si de elutie a celor
patru tipuri de cartuse, s-au testat 3 solventi si-anume metanol, diclorometan si acetatul de etil
(Tabel 2). Toate extractiile s-au realizat in duplicat. Pentru aceasta etapa s-au preparat 5 probe
(4 probe pentru cele 4 cartuse si o proba ,,zero” pentru fiecare set de extractii) utilizand 500
mL apa de rau, in care s-a adaugat un amestec care contine toti analitii de interes (spiked
samples). Amestecul ce contine compusii de interes s-a realizat in acetond, iar concentratia
finala in proba de api a fost de 500 ng-L™ pentru fiecare dintre compusi.

Tabel 2. Descrierea metodelor SPE utilizate pentru izolarea compugilor de interes

Etapele SPE Metoda | Metoda I1 Metoda I11
2x3 mL CH,CI2

2x3 ml Me-ol 2x3 mL Et-Ac

Conditionare 2x3 mL ACN
2x3 mL H,O HPLC 2x3 mL H,O HPLC
2x3 mL H,O HPLC
Trecere proba 500 mL proba 500 mL proba 500 mL proba
Spalare 3 mL H20 HPLC 3 mL H,O HPLC -

3 mL CH,CIl,+ACN 2x3 mL Et-Ac
Elutie 2x3 mL Me-ol
3mL CHzclz
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2.2. Separarea si identificarea extractelor obtinute prin GC/MS

Parametrii utilizati au fost: temperatura injectorului 250 °C, separarea s-a facut pe o
coloana capilara, DB - 5MS de 30 m x 0.25 mm i.d., iar temperatura liniei de transfer si a
sursei de ioni a fost de 300 °C, respectiv 250 °C. Programul de temperatura utilizat a inceput
de la 90 °C, unde s-a mentinut 1 minut, a urcat cu 10 °C min™ pana la 180 °C, apoi a urcat cu
15 °C min™ pana la 250 °C, unde s-a mentinut timp de 8 minute. Gazul purtitor folosit a fost
heliul, la un debit de 1.5 mL-min™. Utilizandu-se conditiile prezentate anterior se obtine o
cromatograma (Figura 4) in care identificarea compusilor s-a facut pe baza ionului
caracteristic selectat, iar cuantificarea s-a realizat prin masurarea ariilor cromatografice,

existand o buna separare a celor trei compusi si neexistand alte interferente.
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@
8
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Figura 4. Cromatograma obtinutd pentru extractia cu diclorometan utilizand cartugele Strata
Compusii sunt: (1)TBP(2)TCEP(3)TBEP
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Figura 5. Gradele de recuperare pentru compugsii investigati eluati cu a) Etil acetat, b)
Diclorometan si c) Metanol

Asa cum se poate observa, cea mai buna combinatie dintre cartus si solvent (Figura
5), capabila sa ofere cele mai bune valori ale gradului de recuperare pentru extractia simultana

a OPFRs din apele de suprafata, este data de Strata cu diclormetan.

2.3. Validarea metodei. Stabilirea parametrilor de performanta ai metodei §i estimarea
incertitudinii de masurare
Dreptele de etalonare s-au realizat pe intervalul 20 — 1000 ng'mL™ pentru TBP si pe
intervalul 50 -1 000 ng'mL™ pentru TCEP si TBEP. Coeficientii de corelatie obtinuti din
dreptele de etalonare au prezentat valori mai mari de 0.998. Repetabilitatea si
reproductibilitatea obtinute au fost bune, valorile deviatiilor standard relative fiind mai mici de
10 %, exceptie ficaind TBEP (valoarea de 16 % pentru repetabilitate si 13 % pentru
reproductibilitate). Limitele de detectie si de cuantificare sunt prezentate in Tabelul 3.
Tabel 3. LOD si LOQ pentru cei trei compusgi investigati
Parametru TBP (ng'mL™) | TCEP (ng'mL™") | TBEP (ng-rmL™)
LOQ 2.9 20.2 3.3
LOD 0.9 6.1 1.0

Incertitudinea asociata masuratorii este data de:
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2

U(Vmaterial referinta)
+ (RSDaparat)2

Vmaterial referinta

2 2
. 2
u(c) _ u(Vproba) . U(Vsolvent SPE) N
c - Vproba VsolventsPE iICg

u© _ 2

= 1/ 0.00264247 + 0005847+ 0.005487° + 0.005779%+ 0,053"
u©) _
=2 = 0.054

u(C) = Cx0.054

Incertitudinea standard compusa in cazul TBP, de exemplu, este: u(c)= 317.4 ng/L X
0.054 = 17.1. Considerand un nivel de incredere de 95 %, cu un factor de extindere k = 2,
rezultd urmatoarea valoare a incertitudinii extinse: Uextins = 2%17.1 = 34.2

Concentratiile inhibitorilor pot fi declarate astfel:C tgp = 317.4 ng/L = 34.2 ng/L sau
317.4ng/L £10.7 %

2.4. Utilizarea metodei propuse pentru probe reale de apa de suprafata
Pentru a testa metoda dezvoltata au fost prelevate 10 probe de apa de suprafata din raul
Somes. Rezultatele s-au centralizat in Tabelul 4.
Tabel 4. Concentratiile inhibitorilor de ardere din raul Somes, exprimate in ng-L™

+ intervalul de 7 ncredere

Numar TBP TCEP TBEP TCPP

proba (ng'L™) (ng'L™) (ng:L™) (ng:L™)
1 4418+250 <LOD <LOD <LOD
2 2187492 <LOD <LOD 661+58
3 604+8 <LOD <LOD 102+12
4 39659+1080 2347180 <LOD <LOD
5 653+62 <LOD <LOD <LOD
6 420+70 <LOD <LOD 288+20
7 465164 <LOD <LOD 267118
8 582+38 <LOD <LOD 176122
9 1216+102 <LOD <LOD 262+32
10 380+46 <LOD <LOD <LOD

13
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Capitolul 3
Cercetari privind evaluarea spatiald si temporald a urmelor de metale in apele de suprafatd
din Transilvania utilizdnd spectrometria de masd cu plasma cuplati inductiv si tehnici
statistice multivariate

Printre poluatii apelor, metalele grele sunt cele mai comune si nu pot fi degradate
chimic sau biologic. Se pot de asemenea acumula sau pot fi transportate pe distante lungi de la
sursa (Simeonov et al., 2000).

Tn acest studiu, bazinul Cibinului, Muresului si al Oltului, au fost selectate pentru
monitorizarea concentratiilor de metale. Noutatea acestui studiu este reprezentatd de
asocierea dintre tehnici analitice sensibile, utilizate pentru analiza probelor de apa si tehnici

chemometrice, pentru o mai bund interpretare a rezultatelor.

3.1. Analiza statistici a datelor experimentale obtinute pentru metale

Analiza ANOVA (5 % interval de incredere) s-a folosit pentru a evalua influenta
precipitatiilor asupra concentratiilor metalelor si pentru a evidentia diferentele semnificative
intre cele trei rauri supuse acestui studiu. Rezultatele au aratat ca singurele elemente care sunt
influentate de nivelul crescut de precipitatii din sezonul ploios sunt Cr (p = 0.028), As (p =
0.000), Mg (p = 0.014), K (p = 0.039) si Na (p = 0.05). Neasteptat, cele trei rauri nu s-au putut
diferentia prin nici un element analizat.

Analiza cluster ierarhicd (HCA) s-a aplicat pentru a realiza o grupare a punctelor de
prelevare in functie de concentratia metalelor. Im general, obiectele (punctele de prelevare) au
proprietati asemandtoare in interiorul aceluiasi cluster, dar diferite de proprietatile din celelalte
clustere (Yang et al., 2014). Rezultatul HCA este o dendrograma, prezentatd in Figura 6.
HCA s-a efectuat aplicaind metoda Ward de clusterizare, cu distanta Euclidiana patratd ca

mdsurd a similaritdtii dintre clustere.
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Figura 6. Dendrograma rezultatd din analiza cluster, in care punctele de prelevare sunt

grupate in functie de continutul de metale.

Rezultatele au ardtat ca elementele principale care pot diferentia clusterii formati sunt:
Ti (p = 0.044), Mn (p = 0.046), Ca (p = 0.000), Mg (p = 0.049) si Na (p = 0.001).

Prin rularea PCA pe setul de date experimental, cinci componenti principali au fost

retinuti (datorita valorii proprii mai mari decat unu), sumarizand o varianta totala de 86.4 %.

Reprezentarea valoarii proprii pentru fiecare component principal este prezentatd in Figura 7.

Valoarea proprie
i
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Component principal

Figura 7. Reprezentarea valoarilor proprii pentru fiecare

component principal (scree plot)
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Incircirile fiecirui component extras sunt prezentate in Tabelul 5. Primul component
principal a explicat o variatie de 34.4 % din variatia totala si a fost format din Cu, Pb, Al, Mn
si Fe. PC2 a inclus 18.1 % din varitia totala si a fost dat de Na si Mg, in timp ce PC3 (17.3 %)
a fost dat de K. Ultimii doi componenti au avut o variatie de 9.7 % si respectiv 6.9 % din
varianta totald si au fost compusi din Ti si Ca, respectiv din Cr si Cd.

Tabel 5. Matricea componentilor. Valorile boldate reprezintd elementele cu aport
semnificativ in componentul principal

Parametru Component | Component | Component | Component | Component
Principal 1 | Principal 2 | Principal 3 | Principal 4 | Principal 5

Cr 0.280 0.205 -0.273 -0.025 0.750

Ni 0.660 0.478 0.207 0.069 0.395

Cu 0.896 -0.135 0.038 -0.108 0.265

As -0.078 -0.546 0.667 0.274 -0.263

Cd 0.101 -0.158 -0.093 -0.186 0.921

Pb 0.861 0.181 0.301 0.091 0.110

Al 0.843 -0.009 -0.410 -0.020 -0.047

Ti 0.006 -0.044 -0.075 0.841 -0.138

Mn 0.757 0.121 -0.178 0.470 0.013

Fe 0.913 0.087 -0.125 0.010 0.123

Zn 0.685 -0.495 0.425 0.065 0.129

Ca 0.104 0.200 0.336 0.836 -0.043

Mg 0.076 0.860 -0.103 0.229 -0.030

K -0.019 0.171 0.896 0.021 -0.208

Na 0.018 0.944 0.187 -0.035 0.000
Valoare proprie 5.16 2.72 2.60 1.46 1.03

initiala
% din varianta 34.4 18.1 17.3 9.7 6.9

iantd 34.4 52.5 69.8 79.5 86.4

Sursa de poluare atribuita primului component ar putea fi de origine geogenica (Levei

et al., 2014), naturala, datoritd influentei albiei raurilor si a sedimentelor, prin desorbtia
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metalelor la nivel de urme de pe oxizii hidroxi de Al, Fe, Mn, care prezintd o afinitate
deosebita pentru Pb si Cu (Mihailovi¢ et al., 2014). PC2 a reflectat procesele de spalare
naturald ca urmare a dizolvarii silicatilor de Mg si Na. De exemplu, o rocd calcaroasa
elibereaza sodiu, in timp ce dolomita elibereaza magneziu (Avdullahi et al., 2013). Sursele de
poluare evidentiate de al treilea PC sugereaza o influenta antropogenica. Potasiul este eliberat
predominant (87 %) din spdlarea mineralelor de silicat. O alta sursd importantd de potasiu este
asociatd cu utilizarea fertilizatorilor aplicati pe terenurile agricole, pentru cd este un nutrient
esential cerut in cantitdti mari de toate plantele (Lenntech 2015).

Al patrulea component reflectdi de asemenea o influentda naturala, asupra
concentratiilor de Ca si Ti. Titanul este un component al mineralelor cum sunt, rutilul si
anataza. Deci, doar o cantitate mica de titan ajunge in ape prin spdlarea rocilor. Ca poate fi
dizolvat din roci calcaroase, marmurd, calcitd si dolomita (Lenntech 2015).

Ultimul component principal sugereza o contributie a industriei existente in zona
studiatd. Asadar, o sursd majord de crom este reprezentata de industria metalurgica, dar si din

vopsitoriile unde compusii pe baza de crom sunt utilizati ca si catalizatori. In mod similar,

vy .
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Capitolul 4
Cercetari privind aplicatii ale rapoartelor izotopilor stabili si ale profilului elemental in
caracterizarea legumelor organice §i conventionale

Produsele organice sunt considerate de unii consumatori a fi mai atragatoare pentru
consum, mai sanatoase si mai naturale decat cele obtinute prin agricultura conventionald
(Schmidt et al., 2005, Mondelaers, Verbeke, Huylenbroeck, 2009, Camin et al., 2011).
Cresterea cerintelor consumatorilor pentru alimentele organice, introducerea certificarii si
preturile mai ridicate, au creat 0 tentatie pentru unii comercianti de a eticheta unele produse
obtinute prin practici agricole conventionale ca fiind organice. Pentru a diferentia aceste doua
categorii de produse, dezvoltarea unor asocieri de tehnici analitice performante a devenit
necesara in scopuri de autentificare a produselor cu adevarat organice.

Scopul acestui studiu a fost de a stabili cei mai potriviti markeri, capabili sa
diferentieze legumele organice de cele conventionale, sau care pot sa diferentieze legumele
crescute Tn solar de cele crescute Tn aer liber. Aceste clasificari au fost stabilite utilizand

metode chemometrice aplicate datelor experimentale izotopice si elementale.

4.1. Prelucrarea chemometrica

Primul scop al acestui studiu a fost identificarea particularitatilor specifice pentru
fiecare tip de leguma, din punct de vedere izotopic si elemental. Pentru Tndeplinirea acestui
scop, analiza LDA s-a aplicat intregului set de probe. Datorita faptului ca s-au comparat sase
grupuri, fiecare reprezentand un tip de leguma (salata, rosii, cartofi, varza, usturoi si praz), s-
au obtinut cinci functii discriminante. Toate functiile au fost semnificative din punct de vedere
statistic (p < 0.05), primele doua explicand 92.2 % din variatia setului de date (Wilks lambda
a fost 0.009 si 0.077). Distributia probelor este expusa in Figura 8. Clasificarea initiald a fost
de 93.3 %, in timp ce, cu procedura de validare Incrucisata, s-a reusit o clasificare In procent
de 88.9 % din cazuri (probele de legume). Aceasta clasificare s-a realizat pe baza celor mai
puternici predictori, si-anume P, Sr, 580, 6N si 6*3C. S-a observat ca aceste diferente intre
legume sunt legate de particularitatile fiziologice ale plantei, si sunt date de rapoartele

izotopice ale oxigenului (**0/*°0), azotului (**N/**N) si carbonului (**C/*?C). Acest lucru
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poate fi explicat prin faptul ca gradul de imbogatire izotopica depinde de specia de planta,

chiar si pentru plante crescute in aceeasi zona geografica (Magdas, Puscas, 2011).
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Figura 8. Distributia probelor in functie de tipurile de legume, utilizand primele doua
functii discriminante

Pentru identificarea markerilor potriviti care pot diferentia legumele crescute in solar
fata de cele crescute in aer liber, testul LDA a fost aplicat avand ca variabila de discriminare
tipul de crestere al legumelor. Parametrii obtinuti ca fiind cei mai buni predictori pentru acest
criteriu au fost: Ni, Mo, Cd, Pb si 8**C. De asemenca, functia discriminantd obtinutd pentru
identificarea tipului de crestere a fost semnificativd din punct de vedere statistic (p < 0.001,
Wilks lambda 0.231) si a explicat in procent de 100 % din variabilitatea datelor.
Reprezentarea grafica este prezentatd in Figura 9. 100 % din probele initiale au fost corect
clasificate, in timp ce un procent de 93.3 % a fost obtinut in validarea incrucisatd. Valorile
foarte negative ale 8'*C sunt un indicator pentru cultura de solar si ar putea fi explicate prin
influenta valorilor scazute ale 8*3C, a gazului natural utilizat pentru incilzire, disponibil pentru
cresterea plantelor (Schmidt et al., 2005). Legat de prezenta unor metale ca si predictori
pentru acest caz, o explicatie ar putea fi reprezentata de faptul ca aplicarea fertilizatorilor si a
gunoiului de animale pe solul agricol, ar putea creste concentratiile unor elemente toxice (ex.
Cd, Pb, Ni) in sol, care ar putea fi absorbite de plante si in acest fel, ar creste riscul de

contaminare al produselor agricole (Nookabkaew et al., 2016). Diferentele intre concentratiile
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metalelor ar putea sa apara si datorita tipurilor de pesticide care se utilizeaza pentru culturile

din solarii comparativ cu cele care se folosesc pentru culturile Tn aer liber.
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Figura 9. Discriminarea legumelor in functie de conditiile de crestere

Ultima diferentiere care s-a realizat utilizand LDA, a constat in discriminarea
legumelor crescute organic de cele crescute cu practici conventionale. Analiza s-a aplicat pe
toate probele analizate, iar cele doua grupuri de legumele care au fost comparate (organic si
conventional) au fost clasificate in procent de 84.4 %. Functia obtinutd, semnificativa din
punct de vedere statistic (p = 0.001, Wilks lambda 0.553), a fost aplicata si s-a obtinut acelasi
procent ca si pentru clasificarea initiala. Cinci probe din grupul de legume organice si doud
probe din grupul de legume conventionale au fost clasificate gresit, atdt in procesul de
clasificarea, cat si in cele de validare incrucisatad. Cel mai bun predictor in acest caz s-a
dovedit a fi 0"°N. Explicatia pentru aparitia acestui parametru consta in faptul ci azotul din
fertilizatorii sintetici are valorile 8"°N mult mai scazute (de la -6 %0 la 6 %o0) fatd de
fertilizatorii naturali (de la 1%o la 37 %o) permisi in agricultura organica (Bateman, Kelly,
2007). Diferentele dintre aceste doua tratamente agricole, ar putea contribui la diferentierea
produselor obtinute prin aceste tipuri de practici agricole. Reprezentarea grafica este in Figura
10. Separarea mai slaba intre legumele organice si cele conventionale care s-a obtinut, se
datoreazi numirului mare de legume care a fost investigat. In acest caz, diferentele care apar,

in termeni de continut izotopic si elemental, Intre tipurile de legume, datorita diferentelor
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dintre specii, se suprapun peste particularitatile plantelor crescute in regim organic sau

conventional.
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Figura 10. Distributia legumelor crescute in regim organic sau conventional

S-a constatat ca rezultatele obtinute poartd amprenta particularitatilor tipului de planta,
iar predictorii obtinuti nu sunt poate cei mai reprezentativi pentru scopul de clasificare propus.
Tn urma acestui studiu, s-a putut constata faptul ca, pentru stabilirea unor predictori specifici
unei anumite categorii (regim sau mediu de crestere, ori tip de plantd) o importanta deosebita
il are distributia setului de date. Acesta ar trebui sa cuprindd un numar relativ uniform si
echilibrat de probe pentru fiecare categorie care se doreste a fi comparata. Mai mult, Tn cadrul
aceleiasi categorii ar trebui sa existe probe care sa fie reprezentative, in sensul ca toate
proprietatile si caracteristicile probelor ar trebui sa fie evidentiate in setul respectiv de date. S-
a putut observa cresterea procentului de clasificare atunci cand s-a lucrat pe grupuri restranse

de probe.
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Capitolul 5
Cercetari privind stabilirea markerilor izotopici si elementali pentru discriminarea originii
geografice si a practicilor agricole a morcovilor

Morcovii sunt printre cele mai populare si mai des utilizate legume, fiind si unul dintre
primele alimente care se introduce in alimentatia nou-ndscutilor. Din acest motiv, este necesar
un control sporit al acestor produse, legat de conditiile de crestere, de practicile agricole, dar si
de originea geografica, in special acum, cand exista tehnologii avansate (energii regenerabile,
electronice etc), care implicd poluanti noi si de asemenea cand se folosesc clase noi de
pesticide si de fertilizatori. In ciuda progresului considerabil care s-a facut pentru a intelege
comportamentul eco-toxicologic al elementelor traditionale ca As, Cd, Cr, Cu, Hg si Pb,
efectele asupra mediului si eco-toxicologice ale utilizarii tot mai mari a altor elemente (Ga,
Ge, In, Te, Nd, Ta, Tl), grupa platinei (PGEs: Pt, Pd, Rh, Os, Ir, Ru), si majoritatea
elementelor pamanturilor rare (REEs: Y, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Yb, Lu)
nu sunt pe deplin intelese (Cobelo-Garcia et al., 2015). Studiile anterioare au raportat ca
discriminarea fie dintre organic si conventional sau din diferite zone geografice, implica
elemente REEs ca markeri foarte importanti (Gundersen et al., 2000, Bertoldi et al., 2016).

Scopul acestui studiu a fost deferentierea morcovilor T n functie de regimul de
crestere Si 7 n functie de zona geograficda, pe baza continutului izotopic Si elemental

(inclusiv analiza pam&nturilor rare).

5.1. Discriminarea morcovilor crescuti in regim organic de cei crescuti in regim
conventional

Primul test care s-a aplicat a fost ANOVA, avand ca variabild dependenta regimul de
crestere al morcovilor. Rezultatele obtinute au ardtat markerii care au semnificatie statistica si
pot diferentia (p < 0.05) morcovii organici de cei conventionali. Acesti descriptori au fost:
NN (p = 0.001), Ti (p = 0.014), Cr (p = 0.002), Mn (p = 0.003), Fe (p = 0.039), Ga (p =
0.025), Sb (p = 0.003), Ba (p = 0.013), Sc (p = 0.031), La (p = 0.001), Ce (p = 0.004), Pr (p =
0.002), Nd (p = 0.005), Yb (p = 0.043), Lu (p = 0.012), Tm (p = 0.005), Th (p = 0.018). Unele

dintre aceste elemente: Ti, Sb si Lu au fost puse in evidenta si de alti autori care au studiat
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comparativ usturoiul crescut in regim organic cu cel crescut in regim conventional (Gundersen
et al., 2000).

Relatia directa dintre capacitatea de adsorbtie a pamanturilor rare REE si continutul de
oxid de mangan a fost evidentiatd si de alti autori (Pang, Li, Peng, 2001). In acest studiu
concentratia medie de mangan gasita pentru probele organice (4.6 mg/kg) a fost mai mare,
comparativ cu continutul de mangan masurat pentru probele crescute in regim conventional
(1.7 mg/kg). Aceste rezultate au o tendinta diferita fata de cele obtinute de Kelly, Bateman
(2010), pentru diferentierea probelor de rosii si salatd crescute in regim organic si
conventional. O posibila explicatie pentru rezultatele obtinute in acest studiu ar fi datd de
compozitia fertilizatorilor organici, care se comercializeazd pe piatd din Romania si care
contin o cantitate considerabila de mangan, intre 1 si 32 %. De asemenea, alti autori, (Kelly,
Bateman, 2010), au presupus ca utilizarea manganului ca supliment pentru alimentatia
animalelor, ar putea reprezenta o sursd de Mn in culturile organice, unde se foloseste gunoiul
de la animale.

Pentru e evidentia si mai bine relatia dintre continutul de Mn si concentratia de REE si
de asemenea pentru a confirma ca exista o corelatie si o interdependenta, s-a aplicat corelatia
Pearson. Datorita faptului ca s-au utilizat foarte multi descriptori, matricea obtinutd a fost
foarte mare. Asadar, 1n acord cu Liu, Lin, Kuo (2003), valorile corelatiilor situate intre 0.2 -
0.5 reprezinta corelatii slabe, valorile cuprinse intre 0.5 - 0.75 reprezinta corelatii moderate, in
timp ce valorile mai mari de 0.75 reprezinti corelatii foarte puternice. In acest studiu, doar
corelatiile foarte puternice sunt discutate §i numai pentru descriptorii care au reiesit
semnificativi din analiza ANOVA.

A reiesit cd continutul de Cr si Mn a fost corelat cu un numar mare de elemente
apartinand pamanturilor rare, si-anume: Sc, La, Ce, Pr, Nd, Lu, Th, in timp ce alte elemente,
Cr, Ni, Sr sunt corelate pozitiv cu Nd. Printre REE mentionate anterior, s-au observant
corelatii puternice, cel mai probabil datoritd faptului ca REE au configuratia electronic
apropiati, ducand astfel la un comportament chimic si fizic asemanator (Shtangeeva, 2014). Tn
acest caz nu s-au observant corelatii negative intre elementele analizate.

Prin aplicarea LDA (metoda stepwise) pe markerii care au reiesit din analiza ANOVA

pentru diferentierea morcovilor organici de cei conventionali, cei mai puternici markeri de
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diferentiere s-au dovedit a fi: raportul isotopic al azotului “®N/**N aldturi de La si Ga.
Clasificarea initiala a morcovilor organici si conventionali s-a facut In procent de 83.3 %, in
timp ce procentul obtinut in procesul de validare incrucisatd a fost de 81 % (Figura 11).
Studiile anterioare realizate de Bateman et al., (2007) pe un set de probe de morcovi,
continand 30 de probe au sugerat ca aparent nu existd o diferentd in compozitia izotopica a
probelor organice fatd de cele conventionale. Ei au presupus cd, o posibila explicatie, a
limitarii folosirii acestui marker pentru diferentierea celor doud regimuri agricole, ar putea fi
data de necesitatea scazuta a morcovilor in ceea ce priveste azotul, comparativ cu alte tipuri de
legume (ex. salatd sau rosii) si deci un consum mai scdzut de fertilizatori. Rezultate
asemanatoare legate de imposibilitatea utilizarii raportului izotopic al azotului pentru
diferentierea culturilor organice si conventionale care au o cerere scazutd pentru azot au fost

expuse si de Schmidt et al., (2015).
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Figura 11. Reprezentarea grafica a probelor de morcovi, in functie de tipul de agriculturd,

obtinuta dupa aplicarea LDA

5.2. Discriminarea morcovilor crescuti in Transilvania si cei crescuti in celelalte zone
Pentru identificarea parametrilor care sunt caracteristici probelor din zona
Transilvaniei, s-a folosit un set de 103 probe de morcovi, avand ca parametrii determinati

continutul elemental si rapoartele izotopice.
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Dupa aplicarea testului ANOVA pe acesta matrice, avand ca factor originea
geograficd, s-au obtinut urmatoarele variabile: Ti (p = 0.001), Cr (p = 0.001), Mn (p = 0.001),
Ga (p = 0.001), Sb (p = 0.014), Cs (p = 0.010), Ba (p = 0.035), Th (p= 0.006) si Pb (p =
0.049). Variabile de discriminare aseméanatoare au fost obtinute si de alti autori (Bertoldi et
al., 2016), si-anume; Ba, Cr, Cs, Ga si Mn, care au ajutat la clasificarea probelor in functie de
aria de provenientd in proportie de 100 %. Printre aceste elemente, Ga si Mn au avut cei mai
mari coeficienti 1n functiile de discriminare obtinute.

Pentru o clarificare mai bund a elementelor care realizeaza diferentierea intre probele
de morcovi crescute Tn Transilvania sau in celelalte arii geografice, LDA s-a aplicat doar pe
variabilele care au avut potential de diferentiere dupa aplicarea analizei ANOVA. Pentru ca s-
au comparat doud variabile, s-a obtinut o singura functie pentru diferentiere (Wilks lambda
0.767 si p < 0.001) care a fost capabild sd realizeze n proportie de 100 % variabilitatea
datelor. Cele mai puternice variabile pentru discriminare intre probele care provin din
Transilvania si celelalte din alte zone, au fost Mn si Tb (procentul de clasificare initiala si

incrucisata a fost de 75.7 %).

5.3. Discriminarea morcovilor crescuti in cele trei zone din Transilvania

Un alt scop al acestui studiu a fost identificarea markerilor izotopici si elementali, care
ar putea diferentia cele trei zone din Transilvania, de unde au fost procurate majoritatea
probelor, si-anume Cluj, Salaj si Bihor. Ca si in cazul anterior, testul ANOVA s-a aplicat
utilizand 62 de probe de morcovi, iar predictorii semnificativi obtinuti, Ti (p = 0.044), 5'%0 (p
=0.041) si 8°H (p = 0.003), au fost mai departe folositi in LDA. Cei mai puternici markeri de
discriminare au fost, in acest caz, 82H, urmat de §'%0. Este cunoscut faptul ca rapoartele
izotopice ale oxigenului si ale hidrogenului, reprezintda cei mai buni markeri pentru
discriminarea originii geografice (Longobardi et al., 2015, Bontempo et al., 2008). Pe de alta
parte, nu s-au identificat alti markeri specifici practicilor agricole. Acest lucru indica faptul ca
practicile agricole ale producétorilor din zona Transilvaniei sunt similare.

Dupi aplicarea LDA, un singur marker a fost obtinut, si-anume 8°H. Procentele pentru

clasificarea initiala i cea incrucisatd nu au fost foarte ridicate (66.1 % si 64.5 %) datoritd
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faptului ca aceste arii geografice sunt foarte apropiate una de cealaltd. Se poate observa din

Figura 12 ca toate probele din Salaj se suprapun peste probele din zona Cluj.
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Figura 12. Distributia probelor de morcovi in functie de cele trei zone din

Transilvania, utilizand LDA

Aceasta suprapunere apare datoritd faptului ca aceste doua regiuni sunt foarte similare,
din punct de vedere al conditiilor climatice si ambele sunt alimentate cu apd din aceeasi sursa
(Raul Somes). Potentialul de discriminare mai mare al 8°H fata de §8'20, este dat de faptul ca
compozitia izotopicd a oxigenului din plante, pastreaza amprenta izotopica a apei subterane, a
precipitatiilor din zona respectiva si a efectului de evapotranspiratie, care sunt afectate de

umiditate si temperaturd (Rossmann et al., 1999). Pe de alta parte, continutul de hidrogen din
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plante, care provine din apd, este preluat de radacini si in acest caz procesul de

evapotranspiratie nu este prezent, datorita faptului cd morcovii sunt plante subterane.

Capitolul 6
Concluzii generale

Scopul principal al acestei lucrari a fost de a exploata potentialul metodelor
chemometrice si al celor spectrometrice, in evidentierea markerilor specifici pentru apele de
suprafatd si pentru legume, in functie de anumite criterii. In primul si in al doilea capitol al
rezultatelor experimentale, s-au analizat apele de suprafatd din trei bazine (Olt, Mures si
Cibin) din Transilvania, din punct de vedere al continutului de compusi organici si elemental.
Pentru evaluarea impactului precipitatiilor asupra concentratiilor compusilor investigati, S-au
prelevat 36 de probe de apa de suprafatd in doud sezoane diferite. S-a urmarit de asemenea
identificarea parametrilor reprezentativi pentru fiecare bazin in parte.

Pentru identificarea poluantilor organici, probele de apd au fost extrase utilizand
extractia in faza solida (SPE), urmatd de analiza prin cromatografie de gaze cuplate cu
spectrometria de masda (GC/MS). Toate rezultatele analitice au fost supuse analizelor
chemometrice (ANOVA, CA, PCA si LDA). Dintre compusii organici analizati, cel cu cea
mai mare concentratie a fost BZP, in punctul de prelevare de pe raul Olt (BRDd). Precipitatiile
au influentat doar doi compusi dintre cei analizati, si-anume: MHJ s1 BZP. Compusii care au
putut diferentia raul Olt de Mures sunt DBNP si BHA, care au prezentat valori mai mari in
raul Olt decat in Mures. Raul Cibin nu s-a putut diferentia de celelalte bazine prin nici un
compus. Aplicand analiza cluster s-a realizat gruparea locurilor de prelevare in functie de
incarcarea organica in trei clustere cu concentratii mici, medii si respectiv mari. In acest mod
se poate reduce planul de prelevare la cate un singur punct reprezentativ din fiecare cluster,
lucru ce conduce la reducerea numarului de analize si implicit a timpului si a costurilor
asociate masurdtorilor. Prin aplicarea PCA pe intreg setul de date experimentale, s-a constatat,
din examinarea matricei de corelare, cd exista poluati care provin din aceleasi surse. Primul
component principal obtinut a fost atribuit poluarii directe a apelor uzate fara un tratament
adecvat. Al doilea component principal a fost atribuit poludrii industriale, in timp ce al treilea

corespunde unei poluari provenite din activitati recreationale.
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Tot in cadrul acestui studiu al poluantilor organici in apele de suprafata a fost
dezvoltata o metoda de extractie solida SPE pentru extractia inhibitorilor de ardere din probe
de apa. Metoda SPE a fost optimizatd prin testarea a patru tipuri diferite de cartuse si a trei
solventi de elutie. De asemenea, metoda dezvoltata a fost validata, prin calculul principalilor
parametrii de validare si a incertitudinii asociate masuratorilor. Metoda a fost testata utilizand
10 probe de apa de suprafata din raul Somes, in care s-au identificat o parte din compusii
investigati.

Pentru determindrile continutului elemental probele au fost analizate utilizand
spectrometria de masd cu plasma cuplata inductiv (ICP-MS), fard o prelucrare complexad a
probelor inainte de analiza. Rezultatele experimentale au fost supuse acelorasi tratamente
statistice (ANOVA, CA, PCA, LDA). Cele mai mari concentratii au fost gasite pentru Na, Ca,
Mg si K. Aceste elemente au prezentat valori maxime in toate cele trei rauri. Nivelul ridicat de
precipitatii influenteaza doar concentratiile de Cr, As, Mg, K si Na. Studiind matricea de
corelare s-au putut observa mult mai multe corelatii decat in cazul compusilor organici.
Analiza cluster a evidentiat doua clustere, unde punctele de prelevare s-au grupat in functie de
sezonul de prelevare. In urma analizei PCA, s-a constat ci primul component reprezintd o
sursa de poluare de origine geogenica (Al, Mn si Fe). Celui de-al doilea component i se poate
asocia o sursd naturald de poluare datoritd elementelor Na si Mg. Al treilea component
sugereazd surse de poluare din activitati de agriculturd, datorate fertilizatorilor utilizati pentru
cresterea plantelor. Al patrulea component reflecta de asemenea o influentd naturald, asupra
concentratiilor de Ca si Ti. Titanul este un component al mineralelor cum sunt, rutilul si
anataza. Deci, doar o cantitate mica de titan ajunge in ape prin spdlarea rocilor. Ca poate fi
dizolvat din roci calcaroase, marmura, calcitd si dolomita. Ultimul component principal
sugerezd o contributie a industriei existente in zona studiata.

In ultimele doua capitole, s-au studiat legumele, din punct de vedere al continutului
isotopic si elemental. Toate rezultatele experimentale au fost supuse prelucrarilor
chemometrice (ANOVA si LDA). Astfel la inceputul studiul s-au studiat 45 de probe de
legume, din diferite specii. Scopul studiului a fost acela de a diferentia (i) legumele crescute n
aer liber fata de cele crescute in solar (ii) legumele provenite din agricultura organica fata de

cele provenite din agricultura conventionala (iii) mai multe specii intre ele.
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Acest aspect legat de variabilitatea datelor a fost eliminat Tn ultimul capitol al
rezultatelor experimentale, prin studierea unei singuri matrici alimentare (morcovul) cu o
reprezentare mai buna pentru toate criteriile luate in discutie. Astfel, s-au analizat 103 probe
de morcovi, din punct de vedere al continutului isotopic si elemental. Rezultatele au fost
prelucrate utilizand ANOVA, iar markerii care au reiesit semnificativi au fost folositi mai
departe in constructia modelului LDA. Scopurile principale au constat in stabilirea markerilor
pentru (i) identificarea regimului de crestere si (i) stabilirea originii geografice a morcovilor.
Principalii markeri care pot fi utilizati pentru stabilirea regimului de crestere au fost §*°N,
alaturi de La si Ga. Diferentierea geografica s-a realizat in doud etape, prima a fost
diferentierea probelor romanesti, iar a doua s-a facut doar pentru probele prelevate din
Transilvania, unde s-a incercat diferentierea a trei zone, lucru destul de dificil de realizat,
datorita faptului ca sunt foarte apropiate unele fata de altele, iar conditiile de precipitatii sau
termice pot fi identice. Mn, Tb si 5°H au fost cei mai puternici markeri pentru acest criteriu.

Astfel, principalele elemente de originalitate si noutate realizate in prezenta lucrare
constau n:- Caracterizarea raurilor din Transilvania din punct de vedere al continutului de
compusi organici si continut elemental, utilizind metode spectrometrice de masa de inalta
rezolutie, sensibilitate si specificitate, si metode statistice multivariate; - Dezvoltarea,
optimizarea si validarea metodei de extractie pentru inhibitorii de ardere din probe de apa; -
Stabilirea markerilor izotopici si elementali, utilizind metode statistice multivariate, pentru
diferite specii de legume, in functie de regimul de crestere si de conditiile de crestere; -
Analiza elementelor pamanturilor rare in legume si selectarea elementelor reprezentative
pentru criteriile mai sus mentionate, cu ajutorul metodelor statistice. Aceastd lucrare a
demonstrat cresterea potentialului spectrometriei de masd prin asocierea cu metodele
chemometrice, care sunt capabile sa extraga din numarul mare de variabile analizate, pe cele
reprezentative pentru fiecare criteriu in parte. De asemenea, elementul de noutate al acestor
studiilor pe legume, este reprezentat de analiza pamanturilor rare in legume si Incercarea de a
stabili unele surse de contaminare cu acestea.

Directiile de cercetare viitoare pot fi axate pe studiul unor alte clase de poluanti

organici cu impact negativ asupra mediului. De asemenea pdmanturile rare pot fi masurate si
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n alte specii de legume. O abordare de actualitate ar fi identificarea surselor de poluare cu

pamanturi rare si evaluarea toxicologica si a riscului care sunt asociate cu aceste elemente.
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