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EFSA Autoritatea Europeana pentru European Food Safety Authority
Siguranta Alimentara
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Introducere

Motivatia cercetarii

fn anul 2011 Comisia Europeani a elaborat un studiu interlaborator, care a avut drept scop,
dezvoltarea unor metode de determinare a unor contaminanti problematici in alimente, printre
care metilmercurul (CHsHg*). La acest studiu s-au prezentat numai 8 laboratoare din Uniunea
Europeand, multe din laboratoare care au fost invitate declinand participarea, deoarece au
considerat faptul ca metodele de determinare a metilmercurului necesita o prelucrare complicata
a probei si o instrumentatie sofisticati si costisitoare, de care nu dispun. In baza acestui studiu
interlaborator Comisia Europeanda a propus o metoda simpld de determinare a CHzHg* in
alimentatia de origine marina bazata pe o dubla extractie lichid-lichid in sistemul HBr-toluen-L-
cisteing, si detectie prin spectrometria de absorbtie atomici cu desorbtie termici (TD-AAS). in
baza acestui studiu, Comisia Europeana a incurajat si incurajeaza dezvoltarea de noi metode, care
sa depaseasca dificultatile analitice si performantele analitice a metodei recomandate TD-AAS.
Mai mult, EFSA recomanda ca metodele dezvoltate sa fie extinse si la alte alimente de origine
animala si vegetald consumate aproape zilnic. Metodele standardizate clasice la ora actuala pentru
determinarea Hg sunt cele care au la baza spectrometria de absorbtie atomica cu desorbtie
termica (TD-AAS), spectrometria de absorbtie atomica cu generare de vapori reci (CV-AAS) si
spectrometria de fluorescentda atomica cu generare de vapori reci (CV-AFS) cu derivatizare la
vapori reci cu SnCl; si NaBHg.

Odata cu introducerea principiilor Chimiei Analitice Verzi (GAC) Tn anul 2012 de catre grupul
de cercetare a profesorului Namiesnik, a fost introdus un nou principiu in spectrometrie, si anume
spectrometria atomica verde de catre Bendicho si colaboratorii. Directiile de cercetare in cadrul
spectrometriei verzi o constituie dezvoltarea de instrumentatie miniaturizata bazate pe surse de
microplasme cu consum redus de Ar si energie, miniaturizarea procedurilor de preparare si
preconcentrare a analitilor, introducerea de metode verzi de derivatizare, care sa utilizeze reactivi
verzi, biodegradabili, cu toxicitate scazuts, si sa genereze o cantitate cat mai redusa de reziduu. La
ora actuala cuplajul dintre principiile GAC in general si generarea de vapori chimici prin metode
verzi de derivatizare cu spectrometria de emisie optica in surse de microplasma este o tehnologie
emergentd in plina dezvoltare, si sunt considerate abordari critice in spectrometria atomica. Multe
dintre metodele de determinare si speciere a Hg prin metode spectrale utilizeaza derivatizarea
clasica cu reactivi concentrati, toxici si scumpi, precum SnCl,, NaBH4si HCL. Ca urmare, in prezenta
teza de doctorat s-a avut in vedere dezvoltarea unor metode eco-scala de determinare si de
speciere a Hg folosind o instrumentatie complet miniaturizatd, bazata pe spectrometria de emisie

optica in microtorta de plasma cuplata capacitiv folosind derivatizarea fotoindusa UV-PVG
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(UV/VIS-PVG-uCCP-0ES). In cazul mercurului nu este posibild atingerea unor sensibilititi
deosebite In absenta derivatizarii, chiar daca unul dintre principiile chimiei analitice verzi cere
evitarea derivatizarii. Pentru a mentine gradul de verde, a fost optata pentru o procedura de
extractie si derivatizare, In care sa fie utilizat numai HCOOH cu si fara preconcentrare on-line a
vaporilor de Hg pe un microcolector cu filament de aur cu radiatie UV/Vis, care sa permita
specierea Hg pe cele doua forme, anorganice (Hg?*) si organometalice (CHzHg*). Metodele au fost
extinse pe langa alimentatia marina si la diverse alimente de origine animala si vegetala terestra
si probe de apa.

Dupa introducerea celor 12 principii GAC au aparut metode noi de abordare in ceea ce
priveste evaluarea gradului de verde pe baze obiective, care sa elimine abordarile subiective fara
principii clar definite si lasate adesea in decizia dezvoltatorului. Din acest motiv multe metode
erau evaluate 1n trecut doar pe o baza subiectiva si nu erau justificate corespunzator. Nivelul de
exagerare subiectiva putand fi usor remarcata in entuziasmul autorilor de as-i prezenta intr-o
lumina cat mai buna metodele dezvoltate. Astfel, au fost introduse metode obiective de evaluare
a gradului de verde, dintre care cele mai frecvent utilizate sunt Procedura Indicelui National al
Metodelor de Mediu (NEMI), Metoda Eco-Scala Analitica (ESA), Procedura Indicelui Analitic Verzi
(GAPI) si Pictograma Analizei Verdetii (AGREE). Deoarece aceste proceduri considera numai
aspecte privind toxicitatea reactivilor si consumul de energie a instrumentatiei utilizate, In anul
2021 Nowak si colaboratorii au introdus principiile Chimiei Analitice Albe (WAC), respectiv
Procedura Rosu-Verde-Albastru 12 (RGB-12). In procedura RGB-12 se evalueazi gradul de alb
tindnd cont si de performantele analitice ale metodei (culoare rosie), respectiv aspectele
economice si aplicabilitatea metodei (culoare albastra). Astfel, printr-o abordare integrata bazata
pe cele 4 proceduri de evaluare a gradului de verde si a procedurii RGB-12 s-au evidentiat clar
toate aspectele care contribuie la imbunatatirea nivelului de verde si alb pentru cateva metode
necromatografice de determinare si speciere a mercurului prin UV/VIS-PVG-uCCP-OES fata de
metodele traditionale, TD-AAS, CV-AFS si CV-ICP-OES utilizate la determinarea Hg. Aceasta
abordare constituie o noutate la nivel international in ceea ce priveste evaluarea obiectiva a unui
grup larg de metode de determinare si speciere a Hg folosind atat o instrumentatie miniaturizat3,

cat si metodele traditionale.
Obiectivele si metodologia cercetarii

Pe baza studiului literaturii de specialitate la nivel national si international in ceea ce priveste
metodele analitice utilizate la determinarea si specierea Hg cu surse de microplasma, a rezultat
faptul ca exista abordari in ceea ce priveste diverse surse de microplasma, dar fara a utiliza
microplasma cuplata capacitiv. De asemenea, la nivel national nu exista colective de cercetare care

sa aiba drept obiectiv dezvoltarea de instrumentatie si de metode eco-scala de determinare si de
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speciere a Hg in alimente si probe de mediu. In consecinti, obiectivul general al tezei de doctorat

constituie o noutate absoluta la nivel national, si In unele aspecte chiar la nivel international prin

dezvoltarea si validarea de metode necromatografice eco-scala pentru determinarea si specierea

Hg sub forma de CHzHg* si Hg2* bazate pe UV/Vis-PVG-uCCP-OES, respectiv evaluarea obiectiva a

gradului de verde si de alb in vederea Incadrarii corecte a noilor metode fata de cele traditionale.

De asemenea, s-a avut In vedere si compararea performantelor analitice impuse in legislatia

Comisiei Europene in ceea ce priveste determinarea Hg in alimente.

Obiectivele specifice au fost urmatoarele:

1.

Determinarea CHzHg* In alimentatia marina prin derivatizare fotoindusa la vapori reci si

detectie prin spectrometria de emisie optica in microtorta de plasma cuplata capacitiv;

. Specierea CHzHg* si Hg?* in alimentatia marina prin derivatizare clasica si UV fotoindusa

la vapori reci si spectrometria de emisie optica in microtorta de plasma cuplata capacitiv;

. Metoda eco-scalda generald de determinare a Hg total din alimente si apa prin

spectrometria de emisie optica in microplasma cuplata capacitiv si derivatizare fotoindusa
cu radiatie UV;

Metoda eco-scald generald de speciere a Hg sub forma de Hg?+ si CHzHg* In alimentatia de
origine marind prin generare fotoindusa UV/Vis a vaporilor reci si detectia prin

spectrometria de emisie optica in microtorta de plasma cuplata capacitiv;

. Evaluarea gradului de verde si de alb a metodelor UV/Vis-PVG-uCCP-OES pentru

determinarea si specierea mercurului.

In scopul atingerii acestor obiective specifice, metodologia cercetarii a constat in:

1.

Studiul cuplajului dintre fotoreactorul UV/Vis in flux continuu (on-line) (constructie de
laborator) cu microtorta de plasma cuplata capacitiv de mica putere si consum redus de
argon pentru determinarea si specierea Hg sub forma de CHsHg* si Hg?+;

Dezvoltarea unei metode de determinare a CHsHg* din muschi de peste prin
implementarea protocolului de preparare a probei, recomandat de Comisia Europeang,
bazat pe o dubla extractie lichid-lichid in sistemul HBr-toluen-solutie apoasa de L-
cisteing, derivatizare UV-PVG In mediu de HCOOH si determinare prin pCCP-OES;
Optimizarea noului sistem analitic UV /Vis-PVG-uCCP-OES in ceea ce priveste conditiile de
derivatizare In mediu de HCOOH diluat (concentratia de HCOOH 1n proba si timpul de
iradiere UV), respectiv conditiile de operare a microtortei de plasma cuplata capacitiv
(debitul de Ar, puterea si Indltimea de observare a microplasmei);

Studiul extractiei Hg total din alimente de origine animala, vegetala si de mediu in HCOOH
concentrat prin ultrasonare, respectiv optimizarea conditiilor de extractie (timpul de

ultrasonare si raportul dintre cantitatea de proba si HCOOH utilizat);
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5. Evaluarea performantelor analitice ale sistemului analitic = miniaturizat
UV /Vis-PVG-uCCP-0OES cu/fara preconcentrare, in ceea ce priveste limita de detectie
(LOD), limita de determinare (LOQ), precizia si acuratetea metodei;

6. Verificarea performantelor analitice a noii metode UV/Vis-PVG-uCCP-OES fata de
cerintele din Legislatia Europeana privind determinarea si specierea Hg din probe de
alimente si mediu, conform directivelor 2002/657/CE, 2007/333/CE si 2006/1881/CE,
respectiv recomandarilor AOAC;

7. Verificarea aplicabilitatii metodelor UV /Vis-PVG-uCCP-OES pe probe reale alimentare
(muschi de peste, carne, legume, fructe, cereale, suplimente alimentare) si ap3, respectiv
compararea rezultatelor obtinute cu metodele traditionale TD-AAS, SnCl,-CV-AFS si
SnCl,-CV-ICP-0ES, folosind testul statistic Bland si Altman;

8. Evaluarea riscului de expunere a populatiei la Hg total, CHsHg* si Hg2* prin consumul de
muschi de peste pe baza urmatoarelor abordari: (i) calculul intrarii saptamanale a Hg total
si CHzHg* si comparatia cu limitele tolerabile saptamanale provizorii (PTWI) de 4 pg/kg
masa corp si 1,3 pg/kg masa corp, recomandate de EFSA; (ii) calculul coeficientilor de
hazard tinta (THQ) pentru boli necancerigene pe baza metodologiei recomandate de
Agentia pentru Protectia Mediului din SUA (USEPA), (iii) estimarea concentratiei de Hg in
sange si par In conformitate cu studiul de evaluare a riscului de expunere realizat de EFSA;

9. Evaluarea integrata a gradului de verde a noilor metode analitice dezvoltate prin 4
proceduri (Procedura Indicelui National de Protectie a Mediului (NEMI), Procedura Eco-
Scala Analitica (ESA), Procedura Indicelui Analitic Verde (GAPI) si Procedura Pictogramei
Analizei Verdetii (AGREE)), respectiv a gradului de alb prin Procedura Rosu-Verde-

Albastru (RGB-12), comparativ cu metodele traditionale utilizate la determinarea Hg.
Prezentarea stiintifica a tezei

Cercetarile din cadrul tezei de doctorat au fost realizate in cadrul proiectului Metode analitice
eco-scald de determinare si speciere a Hg prin derivatizare UV fotoindusd si detectie cu un sistem
spectrometric experimental complet miniaturizat (ECOSPEC), finantat de catre Autoritatea
Nationala Romana pentru Cercetare Stiintifica, cod proiect PN-III-P2-2.1-PED-2016-0135,
coordonator Universitatea Babes-Bolyai, Cluj-Napoca, director de proiect Prof. Univ. Dr. Tiberiu
Frentiu.

Teza de doctorat este structurata in doud parti, si anume, stadiul actual al cunoasterii,
capitolele 1-2, respectiv contributiile personale, capitolele 3-7, ultimul capitol fiind dedicat
concluziilor si contributiilor inovative ale tezei. Capitolul 1 prezinta principiile Chimiei Analitice
Verzi (GAC) si procedurile de evaluare a gradului de verde a metodelor analitice cel mai frecvent

utilizate in literatura de specialitate, si anume NEMI, ESA, GAPI si AGREE. De asemenea, sunt
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prezentate in detaliu principiile Chimiei Analitice Albe (WAC), respectiv procedura de evaluare
RGB-12. A doua parte a capitolului prezintd o scurta prezentare a catorva surse de microplasme
utilizate la determinarea si specierea Hg. Capitolul 2 prezinta aspecte legate de aparitia
mercurului In mediu, toxicitatea si riscul de expunere a populatiei, metode cromatografice si
necromatografice de determinare si speciere a Hg, respectiv metode de derivatizare clasica si eco-
scalad bazate pe derivatizarea fotoindusa si sono-indusa in prezenta compusilor organici cu masa
moleculara mica. Capitolul 3 prezinta dezvoltarea unei metode de determinare a CH3Hg* in muschi
de peste In urma dublei extractii lichid-lichid in sistemul HBr-toluen-L-cisteina, urmat de
determinare prin derivatizare UV fotoindusa in mediu de 0,6 mol L't HCOOH si detectie prin
uCCP-0ES. Capitolul 4 prezinta o metoda de speciere a Hg sub forma de Hg?* si CHzHg* in muschi
de peste prin (1) determinarea Hg total din probe mineralizate in amestec de HNO3z si H20»,
derivatizare clasica cu solutie de 20% (m/v) SnCl; in mediu de 5% (v/v) HCl si detectie prin
SnCl,-CV-uCCP-0ES; (2) determinarea CH3Hg* in urma dublei extractii lichid-lichid in sistemul
HBr-toluen-L-cisteind, derivatizare fotoindusd in mediu de HCOOH si detectie prin
UV-PVG-pCCP-OES; respectiv (3) calcularea concentratiei de Hg?* prin diferenta. De asemenea, in
acest capitol este prezentat o evaluare a riscului de expunere a populatiei la Hg prin consumul de
peste din soiurile analizate. Capitolul 5 prezinta o metoda de determinare a Hg total din probe
alimentare extrase in HCOOH concentrat prin ultrasonare, derivatizare fotoindusa in mediu de
HCOOH si detectie prin UV-PVG-uCCP-OES cu/fara preconcentrate pe un microcolector cu
filament de aur. Metoda UV-PVG-uCCP-OES cu preconcentrate a fost de asemenea aplicata la
determinarea Hg total din probe de apa aduse In mediu de 0,6 mol L-1 HCOOH. Capitolul 6 prezinta
o metoda de speciere a Hg sub forma de Hg?* si CHsHg* prin UV /Vis-PVG-pCCP-OES din probe de
muschi de peste extrase In HCOOH. Specierea s-a realizat prin derivatizare selectiva fotoindusa cu
radiatii UV (lampa pornitd), respectiv Vis (lampa opritd) in mediu de 0,6 mol L-1 HCOOH, pentru
determinarea Hg total (suma Hg?* si CHsHg*), respectiv Hg?*. Concentratia CHzHg* a fost calculata
prin diferenta Hg total - Hg?+. Deoarece derivatizarea speciilor de Hg?+ sub actiunea radiatiei Vis
a avut loc cu o vitezd mult mai mica, a fost necesara preconcentrarea vaporilor de Hg pe
microcolectorul cu filament de aur, pentru a atinge sensibilitatea necesara aplicatiei analitice.
Capitolul 7 prezinta evaluarea gradului de verde si de alb al metodelor dezvoltate bazate pe
UV /Vis-PVG-uCCP-OES cu/fara preconcentrare pe microcolector prin procedurile NEMI, ESA,
GAPI, AGREE si RGB-12. In capitolul 8 sunt prezentate concluziile generale, elementele de

originalitate si cele inovative ale tezei in domeniu.

17



STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII



Doctorand: Asist. Univ. Eniké COVACI

1. Chimia Analitica Verde si Alba - Principii si metode de evaluare

Constientizarea necesitdtii protectiei mediului a luat nastere dupa anul 1940, in urma
dezvoltarii explozive a industriei chimice, cu efecte majore asupra calitatii mediului. Ca urmare,
in anul 1998 Anastas si Warner! au introdus conceptul si principiile Chimiei Verzi, iar in anul 2012
a fost introdus cele 12 principii ale Chimiei Analitice Verzi (GAC) de catre grupul de cercetare a
profesorului Namiesnik2. Principiile GAC au In vedere urmatoarele 4 aspecte: (1) Reducerea sau
eliminarea utilizarii reactivilor chimici pentru prelucrarea, conservarea si analiza probelor; (2)
Reducerea consumului de energie; (3) Tratarea eficientd a reziduurilor; si (4) Cresterea sigurantei
operatorului.2 Din pacate, evaluarea gradului de verde a metodei, fara principii clar definite a fost
mult timp lasata in decizia dezvoltatorului, si din acest motiv evaluarea era de multe ori subiectiva,
si nu era justificata corespunzator. Ca urmare, au fost dezvoltate proceduri obiective de evaluare
a gardului de verde a noilor metode analitice, dintre care cele mai utilizate sunt: Procedura
Indicelui National al Metodelor de Mediu (NEMI)3, Procedura Eco-Scala Analitica (ESA)4,
Procedura Indicelui Analitic Verde (GAPI)> si Pictograma Analizei Verdetii (AGREE)s.

Desi evaluarea gradului de verde a metodelor analitice se bazeaza pe criterii obiective,
stabilite la nivel calitativ si cantitativ, procedurile s-au dovedit a fi foarte rigide si limitate,
deoarece este greu sa se evalueze exhaustiv o metoda analitica doar pe baza celor 12 principii
GAC, fara sa se tina cont de performantele analitice si aspectele economice si practice ale metodei.
Ca urmare, in anul 2021 Nowak si colab.” au introdus cele 12 principii ale Chimiei Analitice Albe
(WAQ), care presupune caracterizarea metodelor analitice dupa 3 criterii evidentiate prin culori
diferite, si anume criteriul rosu (R, performanta analiticd), criteriul verde (G, toxicitatea
reactivilor) si criteriul albastru (B, aspecte economice si practice). A fost dezvoltatd, de asemenea
o metoda de evaluare a gradului de alb prin procedura Rosu-Verde-Albastru (RGB-12). Figura 1.1

prezintd schematic principiile Chimiei Analitice Albe.

VERDE WAC ALBASTRU
G1: Toxicitatea reactivilor 12 principii B1: Eficienta costului
G2:Cantitatea de reactivi B2: Eficienta timpului

si reziduu B3:Necesitati
G3: Energie si alte utilitati B4: Simplit;ftea de operare,
G4: Impactul direct

Figura 1.1. Reprezentarea schematica a principiilor Chimiei Analitice Albe7”8
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In acord cu noul principiu de spectrometrie atomica verde, introdusa de Bendicho si colab.’,
directiile de cercetare vizeaza dezvoltarea de instrumentatie miniaturizata bazate pe surse de
microplasme, miniaturizarea procedurilor de preparare si preconcentrare a analitilor, respectiv
introducerea de metode verzi de derivatizare. Astfel, au fost dezvoltate o varietate de
microplasme, cu avantaje precum (1) consum redus de energie (< 100 W) si Ar (< 1 L min-1); (2)
portabilitate datoritd dimensiunii mici; (3) posibilitate de interfatare cu sisteme de detectie
bazate pe spectrometria de emisie optica (OES), spectrometria de fluorescenta atomica (AFS),
spectrometria de absorbtie atomica (AAS) si spectrometria de masa (MS); (4) determinare
multielementala simultana in OES si AFS; (5) spectru simplu de emisie, ceea ce permite utilizarea
unor spectrometre de joasa rezolutie pentru inregistrarea spectrelor fara interferente; si (6)
performante analitice similare cu instrumentatia clasica bazata pe ICP, daca proba este introdusa
sub forma de vapori obtinuti prin derivatizare chimica clasica sau fotoindusa.>13 Figura 1.2

prezintd o clasificare a surselor de microplasme utilizate la determinarea si specierea Hg.

Microplasma luminescentd de Microplasma de curent continuu
curent continuu (dcGD) x cu microcatod cavitar (MHCD) si

electrozi microstructurati (MSE)

Microplasma de curent
continuu (DC)

Microplasma cuplata
capacitiv (PP-CCpuP, CCMP)

Microplasma de curent
alternativ (MPD)

Microplasma indusa
cu microunde (MIP)

Microplasma cu bariera de
dielectric (DBD)

Microplasme

Plasma cuplata inductiv
microfabricata (mICP)

Descarcare luminiscenta la
presiune atmosferica (APGD)

¥ N

Descarcare luminiscenta la ( APGD cu catod lichid curgator J Descarcare luminiscenta la

presiune atmosferica cu anod presiune atmosferica cu
lichid curgator (FLA-APGD) / electrozi metalici (APGD)
Descadrcare luminiscenta la < . < Descdrcare luminiscenta la presiune
. L Descdrcare luminiscenta i s
presiune atmosferica cu catod atmosferica cu catod lichid

electrolit (ELCAD) cu solutie catod (SCGD) pentru prelevare proba (LS-APGD)

Plasma punctiforma (PD)

Plasma cu electrod
lichid (LEP)

Descarcare luminiscenta la Descadrcare luminiscenta la
presiune atmosferica cu catod presiune atmosferica intr-o
lichid curgator (FLC-APGD) singurd picatura (LDA-APGD)

Figura 1.2. Clasificarea surselor de microplasma
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2. Aparitia mercurului in mediu si metode de determinare si speciere

Mercurul este un element ubicuitar si apare in mediu intr-o diversitate de specii anorganice
si organometalice, ca urmare a biodisponibilitatii ridicate si diverselor procese naturale si
antropogenice. In forma anorganici mercurul apare in mediu in stare elementara (Hg®), compusi
mercurici (Hg?*) si compusi mercurosi (Hg22+), pe cand compusii organometalici cei mai cunoscuti
sunt monometilmercurul (MMeHg, CHsHg*), dimetilmercurul (DMeHg, (CHz).Hg"),
monoetilmercurul (MEtHg, C;HsHg*) si dietilmercurul (DEtHg, (C.Hs).Hg*).14 Principalele surse
naturale de Hg prezinta vaporizarea din apele de suprafatd, sol si vegetatie si eruptiile vulcanice,
pe cand cele antropogenice sunt industria mineritului, industria energetica prin arderea
carbunelui, industria metalelor neferoase si a cimentului, respectiv incinerarea deseurilor.15

Mercurul, in toate formele sale prezinta activitate toxica asupra tuturor organismelor
vegetale si animale. Principalul pericol asupra sanatdtii umane o reprezinta speciile
organomercurice, In special CHzHg* prin consumul de alimente de origine maring, in care
mercurul se afla intr-o proportie de peste 85% sub forma de CHszHg*, fiind principala sursa de
intrare a CHzHg* In corpul uman.1416 Efectele negative asupra sanatatii umane in urma expunerii
la CH3Hg* vizeaza sistemul nervos, cu efecte negative cognitive asupra gandirii, memoriei,
limbajului, miscarii, abilitatii vizuale spatiale, sistemului cardiovascular si imunitar.14 Toxicitatea
ridicatd a CHzHg* se datoreaza absorbtiei ridicate prin tractul intestinal si prin plamani, respectiv
eliminarii foarte lente din organism.!” Datorita efectelor negative multiple asupra organismului
uman Comisia Europeana a stabilit o valoare maxima admisa de Hg total de 0,5 mg kg'! in pestii
nepradatori si 1 mg kg-! in pestii pradatori, respectiv o limitd maxima de 0,1 mg kg1 in suplimente
alimentare.1819 Fatda de aceasta, EFSA a stabilit o limita tolerabild saptaméanala (PTWI) de
1,3 pg kg! masa corp/saptaimana de CHsHg* si 4 pg kg! masa corp/sdaptdmana de Hg?* in
alimente.1#

Pe baza unui studiu, realizat de EFSA, s-a aratat faptul ca la nivel European, populatia
consuma intre 10-80 g de carne de peste zilnic, ceea ce rezulta intr-o expunere de 0,1-1,0 pg kg1
Hg masi corporald/saptimana pentru un adult de 60 kg, sub limita PTWI. In acelasi studiu s-a
evidentiat faptul ca un consum de 1-2 portii (150-300 g) de carne de peste pe saptamana nu
determinad un risc de expunere a populatiei, indiferent de soiul de peste, fiind chiar benefica
asupra sanatatii, datorita acizilor grasi n-3 polinesaturati cu catena lunga (omega 3), si a
nutrientilor esentiali precum iodul, seleniul, calciul, respectiv vitaminelor A, D si E. Totusi, studiul
recomanda un consum rezonabil de pesti pradatori, precum tonul, pestele spada, rechinul,
albioara (merlanul) si stiuca.20

Metodele spectrometrice de determinare a Hg total si specierea sa sub forma de Hg?* si

CH3Hg* utilizeaza cel mai adesea derivatizarea la vapori reci (CV). Specierea Hg se bazeaza fie pe
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derivatizarea selectiva a speciilor de Hg, fie pe separarea speciilor prin extractia lichid-lichid ca
urmare a diferentei de polaritate a speciilor Hg2* si CH3Hg*, urmata de masurarea directa sau
derivatizarea la vapori reci. Vaporii de Hg generati sunt separati de matricea probei prin purjare
si introdusi in detectorul spectral cu un flux de gaz. Metodele comune utilizate la determinarea Hg
total si speciere prin derivatizare selectiva sunt spectrometria de absorbtie atomica si generare
de vapori reci (CV-AAS),2122 spectrometria de fluorescenta atomica si generare de vapori reci
(CV-AFS),23.24 spectrometria de emisie optica in plasma cuplata inductiv si generare de vapori reci
(CV-ICP-OES)?s si spectrometria de masa in plasma cuplatd inductiv si generare de vapori reci
(CV-ICP-MS)26. Metodele spectrometrice directe de determinare a Hg total, precum spectrometria
de absorbtie atomica cu desorbtie termica (TD-AAS)?7, se bazeaza pe analiza directa din proba
solida sau lichida fira prelucrare. In cazul specierii este necesara separarea printr-o procedura
adecvata, cel mai adesea extractia lichid-lichid.

Derivatizarea la vapori chimici consta in convertirea speciilor originale ionice sau nevolatile
din proba in derivate gazoase care pot fi purjate din proba lichida sau in derivate nepolare volatile,
care de asemenea pot fi purjate sau extrase intr-un solvent organic nepolar si pot fi separate
ulterior prin cromatografia de gaze. In cazul mercurului se utilizeazi 3 metode clasice de
derivatizare pentru determinarea Hg total si specierea sub forma de Hg?* si CHszHg*:
(1) derivatizarea la vapori reci (CV) cu SnCly; (2) derivatizarea la vapori reci/hidrura cu NaBH, si
(3) derivatizare prin alchilare (etilare) cu NaBEt4.28-30 Dintre aceste 3 metode, in cazul metodelor
necromatografice, cel mai adesea se utilizeaza SnCl; si NaBH..

Derivatizarea la vapori reci cu SnClz. Reactivul de derivatizare in acest caz este o solutie acida
de SnCl; si permite doar derivatizarea selectiva la vapori reci pentru Hg?*. Astfel, pentru
determinarea Hg total este necesarda mineralizarea completa a probei, care implica reactivi
oxidanti, precum HNOj3 si H20,. Vaporii de Hg rezultati sunt purjati din reactor si introdusi in
detectorul spectral. Prin utilizarea numai a SnCl; nu este posibila specierea Hg. Reactia de
derivatizare cu SnCl; In solutie apoasa decurge conform procesului:3!

Sn2* + Hg2* — Sn*+ + Hg? (2.1)

Derivatizarea cu NaBH,. In acest caz proba in mediu de HCl este amestecati cu o solutie de
NaBHy, stabilizata in mediu bazic. Reactiile de derivatizare sunt urmatoarele:32

Hg?+ + 2NaBH4 + 6H,0 — Hg? + 7H, + 2H3BO03 + 2Na* (2.2)
CHsHg* + NaBH4 + 3H,0 - CH3;HgH + 3H; + H3BO3 + Na+ (2.3)
In functie de concentratia NaBH, procesul de derivatizare poate fi selectiv sau neselectiv. Astfel, o
solutie foarte diluata de NaBH4 derivatizeaza selectiv numai Hg?+, pe cand o solutie concentrata
derivatizeaza atat Hg?+, cat si CHsHg*. Cu alte cuvinte, prin controlul concentratiei solutiei de

NaBHs; este posibila specierea printr-o metodda necromatograficd33 De asemenea, prin
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combinarea reactivilor NaBH4 cu SnCl, este posibila specierea prin metode necromatografice,
deoarece cu SnCl; se determina numai Hg?+, iar cu NaBH4 se determina suma Hg?* si CHzHg*.

Printre avantajele utilizarii derivatizarii, in general si in particular in cazul mercurului pot fi
enumerate urmatoarele: (1) imbunatatirea substantiala a limitelor de detectie, prin faptul ca
analitul este introdus in faza gazoasa in sursa de atomizare/excitare, cu un randament de 100%);
(2) evitarea efectelor de matrice prin separarea analitului de matricea probei; (3) posibilitatea de
speciere a mercurului, fie prin aplicarea derivatizarii selective in cazul metodelor spectrale, sau
prin utilizarea metodelor combinate cromatografice spectrale.3#

Deoarece metodele clasice de derivatizare necesita un mediu concentrat de HCI si necesita
reactivi instabili si toxici, au fost dezvoltate metode verzi de derivatizare, care utilizeaza ca agent
de derivatizare compusi organici cu masa moleculard mica (acidul formic, propionic, malonic,
oxalic), alcooli (metanol, etanol, n-propanol), formaldehida, acetaldehida, lichide ionice, etc.35,
respectiv energii mai prietenoase pentru mediu, dar mai eficiente in derivatizare, precum
iradierea UV /Vis sau ultrasonarea. Metodele verzi de derivatizare sunt considerate la ora actuala
abordari critice in spectrometria atomica, deoarece au fost aduse Imbunatatiri substantiale in
ceea ce priveste sensibilitatea, evitarea efectelor non-spectrale si avantaje economice prin
utilizarea unor reactivi mai ieftini, si care nu trebuie preparati zilnic.34-3¢

Procedura de derivatizare fotoindusa are la baza generarea de radicali puternic reactivi prin
fotoliza LMWOA, care au capacitatea de a derivatiza eficient Hg2* si CHzHg*. Reactiile chimice si
detaliile privind posibilitatea determinarii Hg total si a specierii prin procedurile UV /Vis-PVG sunt
prezentate in detaliu In Capitolul 3, Paragraful 3.4. Fata de metodele clasice de derivatizare, prin
derivatizarea UV fotoindusa este evitata utilizarea reactivilor anorganici, instabili si toxici, este
simplificata procedura de preparare a probei, este posibila specierea Hg?+ si CHzHg* cu un singur
reactiv (HCOOH) daca se utilizeaza derivatizarea UV /Vis-PVG, respectiv scade considerabil
cantitatea de H; generat3, care ar putea afecta stabilitatea microplasmei. 3435 Figura 2.1 prezinta

schema unui fotoreactor in flux continuu utilizat la determinarea si specierea Hg.

Serpentina capilara Separator

cuart gaz-lichid
Pompa peristaltica Argon J' Vapori AAS
chimici_ | ICP-MS
—

. ICP-OES
Proba o v AFS
LMWOC \\\\

- Reziduu
Lampa UV

Figura 2.1. Schema unui fotoreactor continuu pentru determinarea si specierea Hg35
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3. Determinarea CH3Hg* in alimentatia marina prin derivatizare fotoindusa la
vapori reci si detectie prin spectrometria de emisie optica in

microtorta de plasma cuplata capacitiv
3.1. Situatia la nivel international. Ipoteze de lucru si obiective.

In cazul speciilor de Hg, cea mai mare toxicitate fatd de organismul uman o constituie speciile
organomercurice, precum metilmercurul (CHzHg*), care prezinta un efect daunator de lunga
durati asupra sistemului nervos, celui cardiovascular si imunitar.3? intr-un studiu, realizat de
Autoritatea Europeana pentru Siguranta Alimentara (EFSA) in 20 de tari europene pe perioada
2004-2011, a fost evidentiat faptul ca riscul de expunere a populatiei la mercur este prin
consumul de carne de peste, in care peste 75% din Hg total se afla sub forma de CHzHg*.14 Cu toate
acestea, in Deciziile elaborate de Comisia Europeana!® nu se face distinctie Intre speciile organice
si anorganice ale Hg, cu toate ca este mult mai important sa se cunoasca continutul de CHzHg*,
fiind stabilite numai valori PTWI pentru CHzHg* si Hg2* de catre WHO38 si EFSA14.

Determinarea speciilor de Hg prin metode necromatografice se realizeaza prin extractie
dubla lichid-lichid si/sau derivatizare selectiva la vapori reci cu reactivi toxici, corozivi si instabili,
precum SnCl; sau NaBH4. Din acest motiv, in acord cu principiile Chimiei Analitice Verzi (GAC)?,
au fost dezvoltate metode de prelucrare a probelor si de determinare a Hg folosind derivatizarea
asistatd de ultrasunete3’, radiatii UV40 sau microunde#! in prezenta acidului formic sau acidului
acetic®2 cu detectie utilizind microplasme, precum PD-OES*3 sau pCMP-OES#. in anul 2011
Comisia Europeana a elaborat un studiu interlaborator, care a avut drept scop dezvoltarea unor
metode de determinare a unor contaminanti problematici in alimente, printre care arsenul si
metilmercurul.45 Din pacate, la acest studiu au participat numai opt laboratoare din Uniunea
Europeana, cele mai multe refuzand invitatia, considerand gresit ca determinarea CH3Hg* necesita
o prelucrare complicata a probei, pe de o parte, nerealizabila in laboratoarele de analiza de ruting,
iar pe de alta parte necesita utilizarea unei instrumentatii sofisticate.*> Pe baza acestor ipoteze,
obiectivul general al studiului a fost dezvoltarea unei metode necromatografice de determinare a
CHsHg* din alimentatia de origine marina folosind derivatizarea fotoindusa sub actiunea
radiatiilor ultraviolete si detectia prin spectrometria de emisie optica intr-o microtorta de plasma
cuplata capacitiv de mica putere si consum redus de Ar (UV-PVG-uCCP-OES). Protocolul de
preparare a probei a fost in concordanta cu Procedura Standard de Operare (SOP)46, dezvoltata
de Comisia Europeana pentru determinarea CHszHg* prin TD-AAS. Fata de aceasta noutatea
studiului consta in derivatizarea fotoindusa eco-scala cu radiatii UV a speciilor de CHzHg* in mediu
de HCOOH si detectie prin pCCP-OES cu consum redus de operare si un microspectrometru de

joasa rezolutie.
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3.2. Prepararea probelor pentru determinarea CHzHg* prin UV-PVG-pCCP-OES

Prepararea probelor CRM (4 probe) si a celor test de muschi de peste liofilizate (12 probe) a
fost in acord cu procedura SOP,%¢ dezvoltata de Comisia Europeana (Figura 3.1). Extractiile s-au
realizat in eprubete de plastic de 50 mL prin umectarea a 200 mg proba cu 0,5 mL apa ultrapurs3,
urmata de aditia a 10 mL solutie 47% (m/m) HBr si agitare manuala viguroasa timp de 2-3
minute. CHzHg* extras In HBr a fost apoi extras succesiv in 20 mL, respectiv 15 mL de toluen prin
agitare puternica timp de 10 minute. Cele doud faze au fost separate prin centrifugare, iar
supernatantele au fost introduse intr-un tub de centrifugd, peste care s-au adaugat 6 mL solutie
1% (m/v) L-cisteina. Re-extractia CH3Hg* din faza organica in faza apoasa de L-cisteind s-a
realizat prin agitarea vortex, a fost prelevata cu o pipeta Pasteur si transvazata intr-un recipient
de sticld cu dop. Paralel cu probele, s-au preparat solutii blanc dupa aceeasi procedura. in vederea
determinarii CH3zHg* prin UV-PVG-puCCP-OES, volume alicote de 1-5 mL extract apos au fost
diluate la 50 mL in mediu de 0,6 mol L-t HCOOH. Determinarile prin TD-AAS s-au efectuat direct

pe extractele apoase cu L-cisteina.

Se preia 1-5 mL

Se preia faza din faza apoasa ~ Adaugat 1130 L
0,2 g proba - organici de sus de jos ‘)8_—1()()%_
liofilizata Scuturare = acid formic
\ e Centrifugare & ,

Centrifugare :
0,5 mL -’
api N =\ = o
ultrapura f . - r!’ r £ r‘ Ana)llz‘a
E Adiugare h h_‘ UV-PVG-
10 mL ’ g 20 mL toluen ’ i HCCP-OES
HBr Scuturare puternica 10 min, G 10 min,
(47%) 50mL  (in vortex) 3000 rpm com ‘ 3000 rpm YW
' ) £l Mediu de
50 ml, Addugat 6 mL 50mL 6 mol L
Adaugat 15 mL toluen si 1% L-cisteind 50 mL acid formic

repetata extractia

Figura 3.1. Schema de pregatire a probelor de muschi de peste prin extractia dubla lichid-lichid pentru
determinarea CHsHg* prin UV-PVG-pCCP-OES#46:47

3.3. Instrumentatia UV-PVG-uCCP-OES

Schema de principiu a modelului experimental UV-PVG-pCCP-OES este prezentata in Figura
3.2, iar conditiile de operare in Tabelul 3.1. Fotoreactorul (Universitatea Babes-Bolyai, Cluj-
Napoca, Romania) a constat dintr-un tub de PTFE (1 mm d.i. x 1,5 mm d.e. x 120 cm lungime, limita
de tdiere 185 nm), Infasurat in jurul unei eprubete de cuart a digestorului UV 705 Metrohm
(Herisau, Elvetia), dotat cu o lampa de Hg de mare putere (500 W). Proba a fost pompata prin
fotoreactor in separatorul de faze gaz-lichid (Universitatea Babes-Bolyai, Cluj-Napoca, Romania)
cu pompa peristaltici MasterFlex L/S Model 7535-04 Cole Parmer (Montreal, Canada). Vaporii

de Hg au fost purjati din solutie cu un flux de Ar (5.0, Linde, Cluj-Napoca, Romania) si introdusi in
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microtorta de plasma prin 4 orificii cu diametrul de 75 pm. Microtorta a constat dintr-un tub de
cuart optic (5 mm d.i, 1,25 mm grosime perete, lungime 25 mm, limita de taiere 160 nm), asezat
intr-un corp de teflon in centrul caruia este montat microelectrodul varf de Mo (diametrul 1,25

mm), pentru cuplarea puterii de radiofrecventa.+”

Micro-
spectrometru

Torta
uCCP

Generator CCD, QE65 Pro
AF - Ar (100 mL min')
Ar (50 mL min’) Lampi Hg
S | 500 W Pompa
Tub Nafion | peristaltica
MD-050-48 S

PTFE
1 mmid x 1.5 mm o.d.x 120 cm

/ oL 1
Reziduu - in 0,6 mol L
HCOOH

Figura 3.2. Montajul experimental UV-PVG-pCCP-OES folosit la determinarea CH3Hg* 47

Pentru alimentarea plasmei s-a folosit un generator de radiofrecventa de putere mica
(10-30 W, 13,56 MHz, 15 x 17 x 24 cm3, Universitatea Tehnicd din Cluj-Napoca, Romania).
Microplasma se dezvolta sub forma unei descarcari de culoare albastra, difuza, la varful
microelectrodului de Mo. Uscarea fluxului de Ar cu vaporii de mercur purjati din proba lichida
s-arealizat cu o membrana Nafion Perma Pure MD-050-48 (120 cm lungime, Chromoservis, Praha,
Republica Ceha) cu o eficientda de pana la 90 % (punct de condensare -8 °C), intercalatd intre
separatorul de faze gaz-lichid si microtorta de plasma. Uscarea a fost necesara pentru a indeparta
vaporii de apa, care afecteaza stabilitatea descarcarii de putere mica, respectiv eficienta excitarii
atomilor de Hg. Pentru inregistrarea spectrelor de emisie a plasmei si a Hg la 253,652 nm s-a
utilizat microspectrometrul Ocean Optics QE65 Pro (domeniul spectral de 190-380 nm, 0,4 nm
FHWM, Dunedin, SUA), echipat cu un sistem de racire Peltier (-20°C). Semnalul de emisie observat
radial printr-o lentild cu distanta focald de 10 mm a fost inregistrat cu softul SpectraSuite a
microspectrometrului. Determinarea CHszHg* prin UV-PVG-puCCP-OES s-a realizat pe baza
calibrarii externe cu solutii de Hg?* pe domeniul de concentratie 0-5 pg L1 Hg?* In mediu de
0,6 mol L't HCOOH (n=7 solutii standard). Efectul de memorie intre probe a fost eliminat prin
pomparea solutiei blanc de 0,6 mol L't HCOOH prin fotoreactor timp de 40 s.

Rezultatele obtinute prin UV-PVG-pCCP-OES au fost comparate cu metoda TD-AAS de
determinare a CHzHg* in conformitate cu metoda recomandata de Comisia Europeans, direct din
extractul apos de 1% L-cisteini46. In acest scop a fost folosit Analizorul Automat de Mercur Hydra

[IC, Teledyne Instruments (Leeman Labs, Hudson, New Hampshire SUA).
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Tabelul 3.1. Conditiile de lucru a sistemului experimental UV-PVG-pCCP-OES folosit la determinarea
CHsHg* prin calibrare externa*’

Generarea fotoindusd a vaporilor reci de Hg

Concentratia HCOOH (mol L) 0-1,4; optim 0,6

Timpul de iradiere proba (s) 3-33; optim 5

Debitul probei (mL min-) 1,5-13,5; optim 10
Generarea plasmei

Debit Ar (mL min?) 50-200; optim 100

Putere (W) 10-20; optim 15
Inregistrarea semnalului de emisie a Hg

Lungimea de unda (nm) 253,652

Procesare semnal Inaltime pic

Timp de integrare (s) 10

iniltimea de observare a plasmei (mm)* 0-2,6, optim 1,6

Tipul corectiei de fond Liniara in doua puncte

3.4. Optimizarea operarii sistemului analitic UV-PVG-uCCP-OES

Au fost optimizate conditiile de operare a sistemului analitic UV-PVG-pCCP-OES pentru a
obtine cea mai buni sensibilitate a metodei. In acest sens, au fost optimizate conditiile de
derivatizare fotoindusa a speciei de CH3Hg* la vapori de Hg, precum concentratia acidului formic,
timpul de iradiere UV a probei si conditiile de operare a plasmei, precum puterea, debitul de Ar si
inaltimea de observare.*”

Influenta concentratiei HCOOH asupra semnalului obtinut in urma generarii de vapori reci a
1,00 + 0,03 pg Lt Hg?* si 1,00 £ 0,10 pg L-* Hg?* ca CH3Hg*, obtinuta in urma extractiei din CRM
DOLT-4, a fost studiata in domeniul 0-1,4 mol L-1. A fost observat faptul ca reactia de derivatizare
la vapori la reci a speciilor de Hg?* si CHszHg* decurge cu aceeasi eficientd, indiferent de
concentratia HCOOH, fiind astfel posibila derivatizarea ambelor specii de Hg in prezenta radiatiei
UV prin reactii radicalice de fotoliza.#8-50 Ca urmare, rezulta ca este posibila determinarea CHzHg*
prin metoda UV-PVG-uCCP-OES, folosind calibrarea externa cu solutii de Hg?+, la o concentratie
optima de 0,6 mol L.t HCOOH.47

Reactiile de fotoliza a acidului formic sub actiunea radiatiei UV sunt urmatoarele:*8

HCOOH —Y = HCO®+°OH

(3.1)

hy . .
HCOOH —1Y» *yy 1 *cOOH (32)
HCO® + "OH —Y» €O" + H,0 (33)

Etapele reactiei de derivatizare la vapori reci a speciei de CHzHg* de catre HCOOH sunt

urmatoarele:
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CHsHg* + HCOOH —Y » CH;HgCOOH + H'—/ Hg?* + HCOO"+'CH; +'H

lhv

Hg + CH, + CO, + 1/,H
g 4 2 /2H; (3.4)

Reactia generala de derivatizare este:

hv

CH3Hg" + HCOOH— Hg® + CH4 + CO, + 1/,H,

le (3.5)
Reactiile posibile de derivatizare la vapori reci a Hg?* in acid formic, in prezenta radiatiei UV

sunt urmatoarele:48

Hg?* + 2 *COOH —Y—» Hg? + 2C0, + H, (3.6)
Hg?* +2 HCO'L Hg® + 2CO + H, (3.7)
Reactia generala de derivatizare este:
2+ -_hv 0
Hg“" + HCOOH + 2e’—— Hg" + CO, + H, (3.8)

Conform datelor termodinamice din literatura a fost evidentiat faptul ca reactia de
derivatizare fotoindusa a CH3Hg* in mediu de HCOOH este una exoterma si spontana la
temperatura de 298 °K (25 °C).48-50 De asemenea, entalpia libera a celor doua reactii in prezenta
acidului formic este similara (-204,5 k] mol-! pentru Hg?+, ecuatia 3.8, si -206,4 k] mol-! pentru
CHsHg*, ecuatia 3.5), ceea ce conduce la ideea ca ambele reactii decurg cu viteze apropiate in
conditii similare de derivatizare.

Aparitia semnalului de emisie a Hg, chiar si in absenta acidului formic, se datoreaza fotolizei
moleculei de apa in prezenta radiatiei ultraviolete, care genereaza radicali *OH si *H, capabili sa

derivatizeze speciile de Hg?+ si CH3Hg* la vapori reci*®. Reactiile sunt:
hv

H,0 —/—>°"0H + H (3.9)

Hg?" + 2°H—Y» Hg® + H, (3.10)

Hg?* + 2 OH—Y > Hg + H,0; (3.11)
Reactia totala este:

2Hg?* + 2H,0 + te—"Y > 2Hg" + H,0, + H, (3.12)

In conformitate cu constanta de stabilitate a speciilor de CHs;Hg* in solutie apoasis?, aceasta
este prezenta sub forma hidrolizata de CH3HgOH, iar in prezenta L-cisteinei (acidul 2-amino-3-

sulhidril propanoic) are loc urmatoarea reactie de schimb ionic:
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CH3HgOH + g — CH3HgSH +

OH OH

NH, NH, (3_13)
Aceasta reactie chimica este Tn conformitate cu constanta de stabilitatea mai mare a speciei
CH3HgSH comparativ cu CH3zHgOH, ceea ce sugereaza ca utilizarea L-cisteinei pentru extractie in
solutia apoasa, in procedura de extractie, este justificata prin cresterea stabilitatii speciei de
CH3Hg* si cresterea randamentului de extractie din toluen.
Timpul de iradiere UV a fost optimizat pe baza semnalului de emisie a unei solutii etalon, cu
o concentratie de 1,00 * 0,03 pg L-* Hg?*, si o solutie de 1,00 * 0,10 pg L-1 Hg2+ ca CH3Hg* din CRM
DOLT-4. Rezultatele au demonstrat o scadere exponentiala a semnalului Hg odata cu cresterea
timpului de iradiere, pentru ambele specii de Hg. Timpul optim de iradiere a fost stabilit1a 5 s,
care a asigurat derivatizarea eficienta pentru ambele specii de Hg. Timpul foarte mic de expunere
a probei la radiatia UV a eliminat pierderile de vapori de Hg prin readsorbtie in fluxul de prob3,
sau prin adsorbtie pe peretii capilarei de teflon.4”
Studiul de optimizare a microplasmei a indicat un debit optim de 100 mL min-! Ar, o putere
de 15 W si o indltime de observare de 1,6 mm deasupra microelectrodului de varf, conditii in care

a fost obtinut un semnal maxim de emisie al Hg si cea mai buna LOD pentru CHzHg*.47

3.5. Caracterizarea si validarea metodei UV-PVG-uCCP-OES prin analiza de materiale

de referinta certificate si evaluarea performantelor analitice

Caracterizarea metodei UV-PVG-uCCP-OES s-a realizat prin evaluarea parametrilor de
performanta analitica (LOD, LOQ, precizia si acuratetea).5! Conform rezultatelor prezentate in
Tabelul 3.2, valoarea LOD obtinuta pentru determinarea CHzHg* prin UV-PVG-uCCP-OES a fost de
2 pg kg1 in proba solida, fiind de aproximativ doua ori mai buna fata de cea obtinuta prin metoda
TD-AAS de 5 pg kgl Deoarece limitele de detectie si de determinare a CHs;Hg* prin metoda
UV-PVG-pCCP-OES sunt de 250, respectiv 85 de ori mai mici decat valoarea maxima admisa a Hg
in muschiul de peste (0,5 mg kg1)!8, metoda dezvoltata satisface cerintele impuse de Comisia
Europeana in Decizia 2007 /333 /CE52 cu privire la determinarea CHzHg* din alimente de origine
marina.

Rezultatele evaludrii acuratetii metodei UV-PVG-pCCP-OES prin analiza de materiale standard
certificate (CRM), comparativ cu metoda traditionala TD-AAS, sunt prezentate in Tabelul 3.3.
Gradele de regadsire obtinute prin metoda UV-PVG-pCCP-OES s-au fincadrat intre
97-102%, indeplinind cerinta Comisiei Europene din Decizia 2002/657/CES3 care impune o
incadrare intre 90-110%, pentru un nivel de incredere de 95%. Astfel, metoda UV-PVG-pCCP-OES

poate fi considerata ca nu prezinta erori sistematice la determinarea CHzHg*.
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Tabelul 3.2. Parametri curbelor de etalonare, LOD si LOQ la determinarea CHsHg* prin UV-PVG-pCCP-OES
si TD-AAS4”

Metoda
UV-PVG-uCCP-OES TD-AAS
Domeniul de etalonare 0-5 (ngL'Y) (n=7) 0-0,025 (pg) (n=5)
Panta curbei de etalonare 2150+9 11780 + 81
(inaltime pic/pg L1) (arie semnal/pg)
Interceptia 3,5 8640
Sensibilitatea analitica (y)? 238 145
Sy/xP 6,2 3005
Coeficientul de corelatie (1) 0,9999 0,9999
LOD¢ (ng L) 7 -
(ng kgt) 24 5¢
LOQ (ng kg™) 6 10

a Sensibilitatea analitica, exprimata ca raportul dintre Panta curbei de etalonare si Deviatia standard a
pantei; b sy/x este deviatia standard a rezidualelor; ¢ Limita de detectie (LOD) in proba lichida; ¢LOD 1n proba
solida pentru UV-PVG-pCCP-OES calculatad pentru 200 mg proba supusa extractiei si o dilutie ulterioara de
10 ori; ¢ LOD pentru metoda TD-AAS calculatd pentru un volum alicot de 200 pL solutie si 200 mg proba
extrasa in 6 mL solutie 1% (m/v) L-cisteina; f LOQ in proba solida considerata ca fiind 3xLOD.
Selectivitatea metodei UV-PVG-pCCP-OES a fost verificatd prin determinarea gradului de
regasire a CHsHg* dupa aplicarea unei dilutii a probei de 10-50 ori si determinarea concentratiei
concomitantilor, precum anionii (Br-, Cl;, NO3-,P043;, SO4%, F-), metalele (Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn,
Cr) si carbonul organic total (TOC). Rezultatele au indicat faptul ca prezenta anionilor intre
0,1-5,2 mg L1, a metalelor intre <LOD - 0,6 mg Lt si a TOC de 0,12-0,65 mg L-! nu au cauzat
interferente non-spectrale la determinarea CHsHg*.#” Determinarea anionilor s-a realizat cu
Cromatograful de loni 761 Compact IC (Metrohm, Herisau, Elvetia), a metalelor prin ICP-OES

folosind spectrometrul Spectro CIROSCCD cu vizare axiala (Kleve, Germania), si TOC cu ajutorul

Analizorului N/C 2100S (Analytik Jena, Jena, Germania).

Tabelul 3.3. Rezultatele (mg kg') obtinute pentru CHsHg* in materiale certificate de referinta prin
UV-PVG-pCCP-OES si TD-AAS*”

CRM Valoare Valoare gasita * C.L.bc Grad de regasire * C.L.c
certificati+U* ~yy.pyG-uCCP-OES TD-AAS UV-PVG-uCCP-OES TD-AAS
TORT-2 0,152+0,013  0,152+0,014 0,152+0,015 100%9 100+ 10
DOLT-4 1,33+0,12 1,34+0,13 1,36 £ 0,14 101+10 102 +10
BCR-463 3,04 £0,16 3,03+£0,22 2,97 £0,26 1007 98+9
ERM-CE464 5,50+0,17 5,36 + 0,33 5,38+ 0,35 97 +6 98+ 7
Grad de regasire mediu * C.1.4 99 +8 99+9

a U este incertitudinea extinsa; b C.I. este intervalul de incredere pentru un nivel de incredere de 95%;
¢n =5 extractii complete pentru fiecare proba; 4 C.I. este intervalul de incredere cumulat.
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3.6. Aplicarea metodei UV-PVG-pCCP-OES la determinarea CHz:Hg* din probe reale

de muschi de peste

Tabelul 3.4 prezinta concentratiile de CHsHg* in probele test de muschi de peste determinate
prin UV-PVG-uCCP-OES, in comparatie cu TD-AAS. Valorile obtinute au fost intre
0,044-0,208 mg kg1 CH3Hg* in cazul metodei UV-PVG-puCCP-0ES si 0,041-0,202 mg kg1 in cazul
metodei TD-AAS. In toate probele analizate nu a fost depasitd limita maxima admisd de Hg total

in carnea de peste (0,5 mg kg1), conform Deciziei 1881/2006/EC.18

Tabelul 3.4. Rezultatele (mg kg!) obtinute la determinarea CHsHg* In muschi de peste prin metoda
UV-PVG-pCCP-OES si TD-AAS#7

Proba UV-PVG-uCCP-OES TD-AAS
Medie + C.I.2 RSDY (%)  HorRatc Medie * C.I RSD (%)  HorRat

1 0,176 + 0,017 4,9 0,26 0,165+ 0,018 5,5 0,29
2 0,208+ 0,019 4,6 0,24 0,198 + 0,021 5,2 0,27
3 0,129 + 0,020 7,9 0,42 0,121+ 0,021 8,6 0,45
4 0,195+ 0,021 5,4 0,28 0,202 + 0,022 5,5 0,29
5 0,097 + 0,018 9,4 0,49 0,089+ 0,019 10,4 0,55
6 0,115+ 0,016 7,2 0,38 0,120+ 0,017 7,1 0,37
7 0,154 + 0,025 8,0 0,42 0,155+ 0,021 6,9 0,36
8 0,100 + 0,008 4,0 0,21 0,097 + 0,008 4,0 0,21
9 0,044 + 0,003 39 0,21 0,041 + 0,005 6,4 0,34
10 0,117 + 0,007 2,8 0,15 0,118 + 0,009 3,7 0,19
11 0,099 + 0,005 2,7 0,14 0,097 + 0,007 3,5 0,18
12 0,172 +0,017 4,8 0,25 0,169 + 0,025 7,5 0,39
Minim 0,044 + 0,003 2,7 0,14 0,041 + 0,005 3,5 0,18
Maxim 0,208 £ 0,019 9,4 0,49 0,202 + 0,022 10,4 0,55
Medie 0,134+ 0,016 55 0,29 0,131+0,017 6,2 0,32

a C.L. este intervalul de incredere pentru un nivel de Incredere de 95% si factor de acoperire k=2 (5 extractii
complete); P RSD(%) este deviatia standard relativa procentuala; ¢ Indicele HorRat pentru un PRSD de 19%

Precizia metodei UV-PVG-uCCP-OES, evaluata prin masurari repetate a probelor test si
exprimata prin RSD a fost intre 2,7-9,4% (Tabelul 3.4), si satisface cerinta Asociatiei Chimistilor
Analisti Oficiali (AOAC)5% si a Comisiei Europene din Decizia 2007 /333 /EC52.

Rezultatele obtinute in urma testului statistic Bland si Altman sunt prezentate in Tabelul 3.5.
S-a stabilit ca nu exista diferente semnificative intre rezultatele obtinute prin UV-PVG-pCCP-OES
si TD-AAS, diferentele incadrandu-se intre limitele de incredere de 0,026 si-0,020 mg kgt CHzHg*.
Eroarea sistematica pozitiva (0,003 * 0,007 mg kg!) inspre metoda UV-PVG-pCCP-OES fata de
TD-AAS este intamplatoare, deoarece intervalul de incredere continea valoare zero, respectiv
valoarea absolutd a bias-ului este nesemnificativa in comparatie cu concentratiile de CHzHg*
determinate In probele de muschi de peste. Valorile deviatiilor standard obtinute in cadrul fiecarei
metode si intre metode au dovedit o buna repetabilitate a masuratorilor, iar diferentele observate

au fost intamplitoare. In concluzie, testul statistic Bland si Altman a dovedit ci metoda
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UV-PVG-uCCP-OES asigura corectitudinea masurdrii CHzHg* In alimente de origine marina

comparativ cu metoda de referinta TD-AAS, in cazul utilizarii calibrarii externe cu solutii de Hg?+.

Tabelul 3.5. Rezultatele obtinute in urma testului statistic Bland si Altman la determinarea CH3Hg*

(m = 5 masurari pentru fiecare proba) din muschi de peste pentru un nivel de Incredere de 95%4%7

Domeniul de Numarul suv-pvG-pcce- STD-AAS? Spy_,° Bias¢ Limite de

concentratie deprobe oes?(mgkg?') (mgkg!) (mgkg!) (mgkg?) incredered

de CHsHg*ca analizate (mg kg1)

Hg (mg kg)

0,043-0,203 12 0,008 0,008 0,012 0,003 +£0,007 0,026 + 0,008
-0,020 + 0,008

a Deviatia standard medie a rezultatelor obtinute prin UV-PVG-puCCP-OES, respectiv TD-AAS.
b Deviatia standard medie a rezultatelor obtinute intre metoda UV-PVG-uCCP-OES si TD-AAS.
cEroarea sistematica pentru un nivel de incredere de 95%.

3.7. Concluzii

Rezultatele obtinute in urma dezvoltarii metodei UV-PVG-uCCP-OES la determinarea CHzHg*

in muschiul de peste au condus la urmatoarele concluzii:

1.

Metoda UV-PVG-pCCP-OES satisface cerintele Comisiei Europene in ceea ce priveste
performantele analitice (LOD, LOQ, acuratetea, precizia) impuse pentru determinarea Hg
in alimentatia marina;

Parametri de performanta ai metodei UV-PVG-uCCP-OES sunt similari cu cei ai metodei
TD-AAS recomandatd de Comisia Europeand, iar testul statistic Bland si Altman a
demonstrat cd nu exista diferente semnificative intre cele doud, si drept urmare
UV-PVG-uCCP-OES poate fi considerata o alternativa la TD-AAS;

Metoda UV-PVG-pCCP-OES este sensibila si poate fi considerata ca fiind eco-scala prin
procedura simpla de preparare a probei fara oxidarea suplimentara a CHzHg*, eliminarea
reactivilor scumpi si instabili pentru derivatizare, si prin utilizarea instrumentatiei
complet miniaturizate cu consum redus de energie si argon;

Derivatizarea instantanee la vapori reci prin iradiere UV, cu eficienta similara pentru Hg2*
si CH3Hg*, a permis dezvoltarea unei metode on-line de determinare a CH3Hg* prin
etalonare externa cu solutii de Hg?* fara interferente non-spectrale;

Prin rezultatele obtinute si prin procedura de abordare analitica de preparare a probei si
de determinare, folosind derivatizarea fotoindusa a CHs;Hg* fara interferente non-
spectrale si prin utilizarea calibrarii externe cu solutii de Hg?+, au fost aduse Imbunatatiri
substantiale metodei de determinare a CH3Hg*, siin consecinta metoda UV-PVG-pCCP-OES

poate fi considerata o abordare inovativa in cadrul spectrometriei atomice verzi.
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4. Specierea CHsHg* si Hg2* in alimentatia marina prin derivatizare clasica si
UV fotoindusa la vapori reci si spectrometria de emisie optica in

microtorta de plasma cuplata capacitiv
4.1. Situatiala nivel international. Ipoteze de lucru si obiective.

Pe baza datelor colectate de EFSA 1n ceea ce priveste prezenta Hg in alimente si furaje
comercializate in 20 de tari europene in decursul anilor 2004-2011 au rezultat urmatoarele: (1)
sursa principala de expunere a populatiei la Hg o constituie alimentatia de origine marina, care
reprezintd o pondere de 17,6-36,8% in alimentatia oamenilor; (2) peste 98% din datele colectate
de EFSA se refera doar la continutul total de Hg in astfel de alimente, si sub 2% se refera la
specierea Hg sub forma de CH3Hg* si Hg2+ 14, Intr-un alt studiu, EFSA a abordat riscul de expunere
la Hg Impreuna cu beneficiile asigurate de catre acizii grasi n-3 polinesaturati cu catena lunga
(omega 3 si omega 6), prin consumul de carne de peste, si a aratat ca un consum de 1-4 portii de
carne de peste, In functie de soi, pe sdptdmana nu constituie risc de expune la Hg, daca
concentratia este sub valoarea maxima admisa de 0,5 mg kg1 Hg!8 si se asigura efectele benefice
asupra sistemului cardiovascular.20

Dupa cum a fost aratat In capitolul anterior, conform studiului realizat de Comisia Europeana,
multe laboratoare considera determinarea si specierea Hg complicatd, datorita prelucrarii
laborioase a probei si a instrumentatiei sofisticate necesara pentru detectie.#> Pe de alta parte,
determinarea Hg total/CHsHg* in alimentele de origine marind, si nu numai, este importanta
pentru a stabili concentratia maxima admisa pentru CHsHg*, fatd de cea a Hg total. In acest scop,
dezvoltarea de noi metode cat mai simple, ieftine si accesibile, este de mare interes, si Incurajata
de Comisia Europeana. Astfel, pe baza acestor considerente, obiectivul principal prezentului
studiu a fost dezvoltarea unei metode de speciere a Hg sub forma de CHzHg* si Hg2* din muschi de
peste, utilizand instrumentatia complet miniaturizata cu microtorta de plasma cuplata capacitiv
si detectie prin spectrometrie de emisie optica. Specierea Hg a constat in: (i) Determinarea Hg
total din probe mineralizate In HNO3 si H,0; prin derivatizare la vapori reci cu o solutie de
20% (m/v) SnCl; in mediu de 15% (v/v) HCl; (ii) Determinarea CHsHg* prin derivatizare UV
fotoindusa in mediu de 0,6 mol L-t HCOOH, In urma separarii prin extractie lichid-lichid in sistemul
HBr-toluen-solutie L-cisteing, si (iii) Calcularea concentratiei de Hg?+ prin diferenta Hg total -
CH3Hg*. In conformitate cu datele din literatura, noutatea consti in dezvoltarea si validarea unei
metode simple de speciere a Hg bazata pe spectrometria de emisie optica intr-o microplasma
cuplata capacitiv, echipatd cu un microspectrometru de joasa rezolutie, care ofera avantaje

economice prin consumul redus de energie si de Ar pentru sustinerea plasmei.
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4.2. Prepararea probelor pentru specierea Hg sub forma de CHzHg* si Hg?* in

alimentatia marina prin SnCl,-CV-puCCP-OES si UV-PVG-uCCP-OES

Probele au constat din 4 CRM-uri, utilizate la verificarea acuratetii metodei de speciere prin
SnCl,-CV-uCCP-0ES si UV-PVG-uCCP-OES, respectiv din 15 probe test de muschi de peste, din
diferite soiuri de peste (dintre care 8 de origine oceanica si 7 de acvacultura). Prepararea probelor
pentru determinarea Hg total a constat in mineralizarea acestora cu 8 mL HNOs3 si 2 mL H»0; in
digestorul de microunde Berghof MWS3+ (Berghof, Germania), iar pentru determinarea CHzHg*
s-a utilizat dubla extractie lichid-lichid in sistemul HBr-toluen-L-cisteind, prezentata in Capitolul
3, Paragraful 3.2. Pentru determinarea continutului total de grasime din probele de peste s-a

utilizat extractia Soxhlet, conform procedurii descrise in SR ISO 1443:2008.55
4.3. Instrumentatia SnCl;-CV-uCCP-OES si UV-PVG-uCCP-OES

Elementele componente ale instrumentatiei folosite la specierea Hg au fost similare cu cele
prezentate in Capitolul 3, Paragraful 3.3, cu urmatoarea diferenta, dupa cum urmeaza. Microtorta
de plasma cuplata capacitiv a fost interfatata atat cu generatorul HGX-200 in flux continuu pentru
determinarea Hg total, cat si cu fotoreactorul utilizat anterior pentru determinarea CHzHg*
(Figura 4.1). Generatorul de hidrura HGX-200 (Teledyne Cetac Technologies, Nebraska, SUA) a
fost utilizat pentru generarea vaporilor reci de Hg prin amestecarea fluxului continuu de proba cu
reactivul de derivatizare, solutia de 20% (m/v) SnCl; in 15% (v/v) HCl. Vaporii de Hg generati au
fost separati in separatorul gaz-lichid si au fost introdusi in plasma cu un flux de Ar la debitul de
150 mL min-i, printr-un tub Nafion pentru uscare. Semnalul de emisie a Hg total a fost masurat la
253,652 nm cu ajutorul microspectrometrului Ocean Optics QE65 Pro. Conditiile optime de lucru
pentru determinarea Hg total prin SnCl,-CV-pCCP-OES si a CHzHg* prin UV-PVG-pCCP-OES sunt

prezentate in Tabelul 4.1.

Pompa

Proba in peristaltica

5% (v/v) HCI
3.5 ml min”

SnCly 20% (m/v)
in 15% (v/v) HCl
1 ml min”'

Figura 4.1. Reprezentarea schematica a montajului experimental SnClz-CV-uCCP-OES (partea stanga) si

J

Generator
RF

Tub de
Nafion

HGX-200
generator

de vapori reci

Micro-
spectrometru
CCD

Scpalialur
gaz-lichid

|
Reziduu - in 0,6 mol L

Ar (100 mL min™)

Lampa Pompa
UV peristaltica

Proba
HCOOH
10 ml min"

UV-PVG-pCCP-OES (partea dreapta) pentru specierea Hg sub forma de CHsHg* si Hg?+ 56
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Tabelul 4.1. Conditiile optime de lucru la determinarea Hg total din alimentatia de origine marina prin
SnClz-CV-pCCP-OES sia CHsHg* prin UV-PVG-pCCP-OESS6

Parametru analitic Hg total CHsHg*
SnClz2-CV-uCCP-0ES UV-PVG-uCCP-OES
Generatorul de vapori reci HGX - 200 Fotoreactor, tub PTFE (1 mm d.i. X

1.5 mm d.e. x 120 cm lungime)
infasurat in jurul unei eprubete de
cuart a digestorului UV 705 dotat cu
lampa de Hg de 500 W (Metrohm,

Mediu proba/CRM/etaloane
Proba blanc

Reactivul de derivatizare

Debitul probei (mL min-)

Debitul reactivului de
derivatizare (mL min-1)
Timpul de iradiere UV (s)

Puterea plasmei (W)
Debitul de Ar (mL min-1)

Iniltimea de vizare (mm)

Lungimea de unda (nm)
Masurarea semnalului
Timpul de integrare (s)

Corectia de fond

5% (v/v) HCl
5% (v/v) HCl

20% (m/v) SnClz2 1n 15%
(v/v) HCl
35

1

10

150

1,8

253,652
Iniltime pic
10

Model liniar in doua puncte

Elvetia)
0,6 mol L. HCOOH

0,6 mol L-1 HCOOH
0,6 mol L-1 HCOOH

10

5

15

100

1,6

253,652
Inaltime pic
10

Model liniar in doua puncte

4.4. Caracterizarea si validarea metodei UV-PVG-uCCP-OES prin analiza de materiale

de referinta certificate si evaluarea performantelor analitice

LOD si LOQ la determinarea CHsHg* si Hg total obtinute la analiza probelor de peste prin
UV-PVG-uCCP-OES, respectiv SnCl;-CV-uCCP-OES sunt prezentate in Tabelul 4.2. Deoarece
limitele de detectie sunt de 166, respectiv 250 de ori mai mici fata de concentratia maxima admisa
de Hg total in carnea de peste (0,5 mg kg! conform Comisiei Europene 2006/1881/EC18), iar cele
de determinare de 55, respectiv 83 de ori, noua metoda propusa pentru specierea Hg satisface
cerintele Comisiei Europene din Decizia 2007 /333/CE52 si poate fi utilizata cu succes in analiza
de speciere a Hg din alimentatia de origine marina.

Rezultatele evaludrii acuratetii metodei de speciere bazata pe pCCP-OES prin analiza de CRM-
uri sunt prezentate in Tabelul 4.3. Deoarece gradele de regasire pentru Hg total, CHsHg* si Hg2+
s-au Incadrat in intervalul 100 + 10%, 100 * 8% si 102 + 13%, metoda propusa satisface cerinta

Comisiei Europene din Decizia 2002/657 /CES33, si ca urmare nu prezinta erori sistematice.
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Tabelul 4.2. Limitele de detectie (LOD) si de determinare (LOQ) In carnea de peste obtinute la
determinarea CHsHg* si Hg total prin UV-PVG-uCCP-OES si SnClz-CV-pCCP-OES5é

Metoda (Specie Domeniul de Coeficientulde LOD (pgkg') LOQ (ngkg1)
determinata) etalonare (ugL'1)2 corelatie (r)

UV-PVG-pCCP-OES 0-5 0,9999 2b 6

(Hg ca CHsHg")

SnClz-CV-pCCP-OES 0-5 0,9999 3c 9

(Hg total)

an=7 solutii standard de Hg?+ utilizate pentru etalonare;
b LOD in solid calculatad pentru 200 mg proba supusa extractiei urmata de o dilutie a probei de 10 ori;
¢ LOD calculata pentru 200 mg proba supusa mineralizarii si o dilutie la 50 mL.

Tabelul 4.3. Rezultatele obtinute la specierea Hg din materiale standard certificate prin metoda
SnClz-CV-pCCP-OES si UV-PVG-uCCP-OESSé

CRM Valoare certificata * C.I.2 Valoarea gasita + C.1.2b Gradul de regasire * C.1.2b
(mgkg1) (mgkg?) (%)
Hg total CHsHg* Hg?+ Hg total CHsHg* Hg?* Hg total CHsHg* Hg?*
DOLT-4¢  2,58= 133+ 1.25+ 258+ 134z 125+ 100+3 101+10100+10

0,22 0.12¢ 0.16 0.08 0.13 0.13

BCR-463f 285+ 3.04 + 0.02 + 284+ 3.03+% 002+ 99+5 100+7 100%10
016 0.164 0.002 0.15 0.22 0.002

ERM 5.24 + 5.50 + 0.12 + 523+ 549+ 012+ 1005 99+6 1008

CE-464f 0.10 0.174 0.004 0.25 0.33 0.009

Tort-2 8 0.27 £ 0.152 0.118+ 0.28+ 0.152+ 0.128% 104+18 100+9 10820
0.06 0.013¢ 0.028 0.05 0.014 0.026

Gradul de regasire cumulat * C.1. 101+10 1008 10213

a C.I. - interval de incredere pentru un nivel de incredere de 95%; b m=5 extractii/analize pentru fiecare
probd; ¢ Continut exprimat ca Hg; ¢ Continut exprimat ca CHsHg*; ¢ Ficat de rechin; f File de ton;
8 Hepatopancreas de homar.

4.5. Aplicarea metodei de speciere la analiza de probe reale de muschi de peste

Rezultatele obtinute in urma specierii Hg din muschiul de peste, prezentate in Tabelul 4.4,
indica faptul ca Hg total in soiurile analizate sunt sub limita de 0,5 mg kg! admisa de Comisia
Europeana (Decizia 2006/1881/EC)!8, si din acest punct de vedere nu exista risc de expunere a
populatiei. Astfel, concentratiile de Hg total au variat intre 0,094-0,308 mg kg, 0,021-0,259
mg kg1 pentru CHszHg*, si 0,011-0,136 mg kg1 pentru Hg?*. Cele mai mari concentratii de Hg total
si CHzHg* au fost gasite in soiurile de peste de origine oceanica (cod atlantic, macrou atlantic), pe
cand cele mai mici 1n soiurile de acvacultura (pastrav, crap, somon de Alaska si somon Atlantic).
In ceea ce priveste distributia Hg pe specii, a fost observat ci specia majoritard este CHzHg?,
reprezentand o medie de 69,3% din Hg total in soiurile de peste analizate, iar din punct de vedere
a distributiei speciilor de Hg 1n functie de originea pestilor, a fost gasit faptul ca specia CHsHg*

predomina in soiurile de pesti de origine oceanica, pe cand in cele de acvacultura specia Hg?+.
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Tabelul 4.4. Rezultatele analizei de speciere a Hg in carnea de peste prin SnCl2-CV-pCCP-OES si UV-PVG-puCCP-OES56

Denumire peste Origineb Total Concentratie medie + C.1.2 / mg kg1 Pondere/ %
grasime (%) Hg total CHsHg* Hg?+ CHsHg* Hg?+

Macrou Atlanticl  Salbatic FAO 27 6,12 0,293 + 0,016 0,259 + 0,014 0,034 + 0,003 88 12
Macrou Atlantic2  Salbatic FAO 27 4,94 0,152 + 0,010 0,123 + 0,006 0,029 + 0,002 81 19
Merluciu Pacific1  Salbatic FAO 67 1,25 0,231+ 0,015 0,201 + 0,016 0,030 + 0,003 87 13
Merluciu Pacific 2 Salbatic FAO 67 0,72 0,197 + 0,015 0,167 + 0,017 0,030 + 0,004 85 15
Merluciu Atlantic Salbatic FAO 34 0,24 0,149 + 0,017 0,117 £ 0,007 0,032 + 0,004 79 21
Cod Atlantic Salbatic FAO 34 1,78 0,308 + 0,015 0,172+ 0,017 0,136 + 0,015 56 44
Cod Alaska Salbatic FAO 61 1,62 0,177 £ 0,010 0,130+ 0,008 0,047 + 0,004 73 27
Somon Alaska Salbatic FAO 67 2,82 0,165+ 0,018 0,154 + 0,025 0,011 + 0,002 93 7

Somon Atlantic 1 Acvacultura FAO 27 Norvegia 1,94 0,126 £ 0,013 0,108 + 0,012 0,018 + 0,003 86 14
Somon Atlantic 2 Acvacultura FAO 27 Norvegia 1,85 0,116 + 0,009 0,100 + 0,008 0,016 + 0,002 86 14
Crap Acvacultura Roméania 14,06 0,110+ 0,013 0,099 + 0,005 0,011 + 0,001 90 10
Pangasius 1 Acvacultura Vietnam 2,81 0,119 +0,012 0,056 + 0,008 0,063 +0,011 47 53
Pangasius 2 Acvacultura Vietnam 3,14 0,127 + 0,014 0,044 + 0,003 0,083 +0,011 35 65
Pastrav 1 Acvacultura Turcia 10,13 0,103+ 0,016 0,030 + 0,005 0,073+ 0,017 29 71
Pastrav 2 Acvacultura Roméania 9,02 0,094 + 0,016 0,021 + 0,005 0,073 +0,021 22 78
Minimum 0,24 0,094 0,021 0,011 22 7

Maximum 14,06 0,308 0,259 0,136 93 78
Medie 4,16 0,164 0,119 0,046 69 31
Deviatia standard 4,00 0,067 0,066 0,051 25 25

a C.I. este intervalul de incredere pentru un nivel de incredere de 95%;
b FAO - Organizatia pentru Alimentatie si Agricultura a Natiunilor Unite; FAO 27 - Oceanul Atlantic de Nord-Est; FAO 34 - Oceanul Atlantic de Centru-Est;
FAO; 61 - Oceanul Pacific de Nord-Vest; FAO 67- Oceanul Pacific de Nord-Est
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Conform datelor din Tabelul 4.4. nu a fost gasita nici o corelatie intre continutul total de grasime
si concentratia de CH3zHg*, respectiv ponderea acesteia.

Precizia metodei de speciere UV-PVG-puCCP-OES si SnCl,-CV-uCCP-OES, evaluatd pe baza
valorilor RSD obtinute in urma analizei repetate a probelor de muschi de peste a fost intre
2,4-14,0% pentru Hg total, CHsHg* si Hg?* si a satisfacut cerintele AOAC.5¢ Valorile RSD mai mari
in cazul Hg?* se datoreaza faptului cd acestea sunt valori cumulate, calculate pe baza preciziei

determinarii Hg total si CHsHg*.
4.6. Riscul de expunere a populatiei la Hg prin consumul de carne de peste

In urma evaluirii riscului de expunere a populatiei la Hg prin consumul de carne de peste pe
baza procedurii recomandate de EFSA, care tine cont de intrarilor relative saptamanale ale CH;Hg*
si Hg2* comparativ cu valorile PTWI, 14 a fost estimat faptul ca nu exista nici un risc de expunere a
unui adult de 60 kg, si a unui copil de 15 kgla un consum saptamanal de o portie de 150 g, respectiv
20 g, deoarece ponderea relativa procentuald de intrare a CHzHg*, Hg?+ si Hg total este sub
valoarea de 60%, cu riscul de expunere mai mare in cazul consumului de peste oceanic. A fost
observat de asemenea, faptul ca riscul de expunere la CH3Hg* este mult mai mare, comparativ cu
Hg?+, ponderile relative de intrare a CHzHg* n cazul adultilor fiind in intervalul 22-93%, fata de
7-78% pentru Hg?+, respectiv 1n intervalul 2-27% pentru CHszHg* si 0-5% pentru Hg?*in cazul
copiilor. Considerand ponderile relative procentuale de intrare a Hg cu carnea de peste, respectiv
valorile PTWI ca fiind 100%, a rezultat cd un adult poate consuma 2-3 portii pe saptamana a
150 g din soiurile de pesti oceanici (macrou, merluciu, cod), 3-5 portii de somon si 7 portii de
soiurile de peste de acvaculturd (crap, pangasius, pastrav). In cazul copiilor, a fost estimat ci
acestia pot consuma intre 3-10 portii pe saptamana.

Evaluarea riscului de expunere, pe baza coeficientului de hazard tinta (THQ), pentru un
anumit contaminant si a THQ total (TTHQ),204 a indicat faptul ca nu exista nici un risc asupra
sandtatii umane pentru boli necancerigene, deoarece valorile au fost sub valoarea 1.

A fost estimatd, de asemenea, concentratia de Hg total in sange si par, pe baza procedurii
recomandate de EFSA,14 si comparata cu diferite valori limitd, peste care se considera ca pot
aparea diferite boli cancerigene. Rezultatele au evidentiat faptul cd nu exista risc de expunere la
nici o afectiune de boli coronariene (infarct miocardic, neurologice (dementd, deteriorarea
functiei cognitive, etc.) la consumul a 1-2 portii de carne de peste (o portie fiind de 150 g pe
saptamanad) de acvacultura (pastrav, pangasius, crap sau somon), deoarece valorile estimate in
sange au fost intre 1,37-1,85 pg L1, iar Intre 0.34-0,46 mg kg-11in par, fiind mai mici decat valorile
de referintd 2-3 pg L1 Hg total in sange si 0,5-0,7 mg kg1 in par14. In schimb, poate apirea risc de
expunere la infarct miocardic in cazul consumului a mai mult de 3-4 portii a 150 g pe saptamans,

in cazul unor pesti de origine oceanicd, precum macrou, cod si merluciu, deoarece in acest caz
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concentratiile estimate in sidnge ar depasi valoarea limitd de 12 pg L. Astfel, la un consum
moderat de carne de peste se beneficiaza de efectul pozitiv asupra sanatatii datorita continutului

de acizi grasi polinesaturati cu catena lunga, precum Omega 3 (n-3 PUFA).20
4.7. Concluzii

Rezultatele obtinute in urma dezvoltarii si caracterizarii metodei de speciere bazata pe
uCCP-OES, dupa derivatizarea chimica clasica, respectiv fotoindusa si detectie cu un
microspectrometru a condus la urmatoarele concluzii:

1. Metoda a asigurat limite de detectie, precizie si acuratete corespunzatoare, care au permis
aplicarea acesteia la analize de carne din diferite soiuri de peste, chiar si In probe, in care
specia organomercurica reprezenta mai mult de 98% din concentratia totala de Hg, iar
concentratia de Hg2+ este sub 0,01 mg kg-1. Astfel, metoda poate fi considerata o alternativa
robustd si de incredere la instrumentatia mult mai scumpa si sofisticatd, bazata pe
ICP-OES, ICP-MS si tehnici cromatografice cuplate cu aceste detectoare spectrale;

2. A fost observat, faptul ca pestii oceanici prezinta o concentratie mult mai mare de Hg si o
pondere mult mai mare de CH3Hg* comparativ cu pestii de acvaculturd, in care specia
majoritara a fost Hg?+;

3. A fost evidentiat faptul ca pentru evaluarea corecta a riscului de expunere a populatiei la
Hg prin consumul de carne de peste, trebuie realizata neapdrat specierea acestuia,
deoarece CH3zHg* prezinta o toxicitate mult mai mare decat Hg?+. Astfel, ar fi necesara
revizuirea Deciziei Comisiei Europene 2006/1881/EC!8, cu concentratiile maxime admise
de CH3Hg* in alimentatia de origine maring, tindnd cont de faptul ca aceasta decizie
normeaza doar continutul de Hg total;

4. Desi specia de CHzHg* este responsabila de bioacumularea Hg in carnea de peste, a fost
demonstrat faptul ca nu exista nici un risc de expunere pentru adulti si copii la CHs;Hg*
prin consumul ocazional moderat (2-3 portii) de carne de peste oceanic, comparativ cu
soiurile de peste de acvaculturd, care pot fi consumate aproape zilnic (3-7 portii);

5. Tinand cont de valorile diferite ale PTWI pentru CHsHg* si Hg?*, respectiv toxicitatile
diferite pentru aceste specii, este mult mai potrivita evaluarea riscului de expunere pe
baza intrarii celor doua specii, a coeficientilor THQ si TTHQ, comparativ cu concentratia
totala a Hg;

6. De asemenea, este utila evaluarea riscului de expunere la Hg prin consumul de carne de
peste, prin estimarea concentratiei Hg total In sange si par in conformitate cu procedura
EFSA. Cu alte cuvinte, ar trebui efectuatd o evaluare integratd a riscului de expunere la Hg,
tinand cont de valorile PTWI pentru CHzHg* si Hg?+, intrarile acestora in corpul uman, THQ

si TTHQ, respectiv concentratiile estimate 1n sange si par.
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5. Metoda eco-scala generala de determinare a Hg total din alimente si apa
prin spectrometria de emisie optica in microplasma cuplata capacitiv si

derivatizare fotoindusa cu radiatie UV
5.1. Situatia la nivel international. Ipoteze de lucru si obiective.

Dupa cum a fost aratat in capitolele anterioare, alimentele in care Hg se afla intr-o
concentratie ridicata sunt carnea de peste si produsele piscicole,!¢ fiind principala cale de intrare
a Hg In corpul uman, In care mai mult de 85% din Hg total se afla sub forma de CHzHg*. Datorita
toxicitatii ridicate a Hg, determinarea continutului total si specierea sub forma de CHsHg* si Hg2*
in alimente si probe de mediu, continua sa fie o provocare a comunitatii stiintifice.37.57-60

Metodele traditionale de determinare a Hg, se bazeaza pe derivatizarea la vapori reci cu SnCl;
sau NaBH4, in urma descompunerii complete a matricii organice din proba cu reactivi puternic
oxidanti (amestec de HNOs si H202), si detectia prin CV-ICP-OES, CV-ICP-MS, CV-AAS, CV-ETAAS si
CV-AFS.61-69 Metodele verzi de preparare a probelor si de derivatizare sunt cele care utilizeaza
acizi organici cu masa moleculara mica (LMWOA) (acidul formic, acidul acetic, etc.), si forme de
energie prietenoase cu mediul (ultrasunetele si radiatiile UV), cuplate cu detectie prin metode
spectrale traditionale.343570-76 Sturgeon si colab.’” au demonstrat pentru prima data, faptul ca
probele de origine marina pot fi solubilizate In HCOOH concentrat sub actiunea ultrasunetelor si
au aratat faptul ca generarea vaporilor reci de Hg in mediu de 2,5% (v/v) HCOOH se poate realiza
prin derivatizare fotoindusa cu o radiatie UV (lampa de 15 W). Aceastd metoda a fost
implementatd doar pe alimente de origine maring, fara sa se faca referire la alte alimente de
origine vegetala sau animal3, sau probe de mediu. Astfel, cuplarea solubilizarii probei in LMWOA,
de regula in HCOOH, cu derivatizarea fotoindusa in mediu de HCOOH, ar putea fi o abordare eco-
scala foarte avansata de determinare si speciere a Hg. Pornind de la acest considerent, obiectivul
acestui studiu a fost dezvoltarea si caracterizarea unei metode integrate eco-scala, cu grad ridicat
de verde, pentru determinarea Hg total in alimente de origine maring, vegetala, apa si probe solide
de mediu, si detectie prin pCCP-OES cu consum redus de reactivi si cost scazut de operare, in care
sa fie utilizat numai HCOOH pentru extractia probelor si derivatizarea UV fotoindusa la vapori reci

cu/fara preconcentrarea on-line a vaporilor de Hg.
5.2. Prepararea probelor pentru determinarea Hg total

Procedura de extractie a probelor in mediu de HCOOH concentrat pentru determinarea Hg total
prin UV-PVG-uCCP-OES. Procedura de extractie a fost similara cu cea folosita anterior de catre
Scriver si colab.”778 Cantitati de 200 mg CRM/proba test liofilizatd, au fost supuse extractiei

folosind 10 mL HCOOH 98-100% (m/m) in baia de ultrasunete SONOREX SUPER RK 102H



Metode eco-analitice de determinare si speciere a mercurului prin spectrometria de emisie opticd

(Bandelin Sonorex, Berlin, Germania) la un timp optim de 3 h1a 50 °C. Supernatantul a fost separat
prin centrifugare la 4500 rpm timp de 15 minute, dupa care volume alicote de 0,2-1 mL au fost
diluate la 25 mL in mediu de HCOOH 0,6 mol L1 ca agent de derivatizare. Hg total din extractele
de probe CRM si probe test de muschi de peste si ciuperci au fost determinate prin
UV-PVG-pCCP-OES fara preconcentrare, iar cele de alimente de origine animala si vegetala, cu
concentratii foarte mici de Hg, prin UV-PVG-uCCP-OES cu preconcentrare.

Procedura de mineralizare a probelor solide pentru determinarea Hg total prin
SnCl;-CV-uCCP-0ES, SnCl;-CV-AFS si SnCl-CV-ICP-OES s-a realizat conform procedurii descrise in
Capitolul 4, Paragraful 4.2.3, urmata de o dilutie suplimentara de 10 ori.

Procedura de preparare a probelor de apd pentru determinarea Hg total prin
UV-PVG-uCCP-OES cu preconcentrare a implicat o simpld dilutie a unui volum alicot de pana la
20 mL la balon cotat de 25 mlL, si addugarea unui volum corespunzator de HCOOH 98-100%

(m/m), astfel incat concentratia acestuia sa devina 0,6 mol L-1.
5.3. Instrumentatia SnCl;-CV-uCCP-OES si UV-PVG-uCCP-OES

Schema instrumentului UV-PVG-uCCP-OES cu sau fara preconcentrare, folosit la
determinarea Hg total este prezentata in Figura 5.1 (a), iar a microcolectorului cu filament de aur

utilizat la preconcentrarea on-line a vaporilor de Hg in Figura 5.1 (b).

Generator
RF

Putere
10w

Microcolector cu
filament de aur

ﬁr (100 mL min")

Lampi Pompa
UV peristaltica

Tub de
Nafion ™~ i

Separatofk‘\‘\
gaz-lichid

Reziduu
HCOOH

Figura 5.1. Reprezentarea schematica a montajului experimental UV-PVG-uCCP-OES (a)7 sia
microcolectorului cu filament de aur (b)8°
Elementele componente ale montajului UV-PVG-uCCP-OES sunt similare cu cele prezentate
in capitolele anterioare, cu exceptia microspectrometrului si microcolectorului cu filament de aur.
In acest studiu, detectia semnalului de emisie a Hg s-a realizat cu microspectrometrul Ocean

Optics Maya2000 Pro de joasa rezolutie (Dunedin, SUA). Microcolectorul pentru preconcentrarea
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vaporilor de Hg a constat dintr-un filament de aur (puritate 99,99%, Goodfellow, Cambridge,
Anglia), cu lungimea de 24 cm si 43 spire, montat Intr-o capilara de cuart.8! Operarea sistemului
UV-PVG-uCCP-OES cu preconcentrare a fost in doua etape: (1) captarea vaporilor de Hg generati
prin derivatizare UV fotoindusa dintr-un volum de 25 mL proba, pe filamentul de aur, si
(2) desorbtia termica brusca a vaporilor de Hg prin Incalzirea filamentului, in urma aplicarii unui
potential/curent de 5 V/1,8 A de la o sursa HM 7042-5 (Hameg Instruments, Mainhausen,
Germania). Un numar de 20 de spectre episod la un timp de integrare de 1 s/episod au fost
inregistrate simultan cu etapa de incalzire a filamentului. Semnalul total de emisie al Hg a fost
obtinut prin insumarea semnalelor nete episod, dupa corectia liniara de fond in doua puncte, de o
parte si alta a picului. Conditiile optime de lucru la determinarea Hg total prin UV-PVG-puCCP-OES
cu/fara preconcentrare si a metodelor de referintd SnCl,-CV-uCCP-OES, SnCl>-CV-AFS si
SnCl,-CV-ICP-OES sunt prezentate in Tabelul 5.1.79

Pentru determinarea Hg total prin SnCl,-CV-ICP-OES, s-a utilizat spectrometrul ICP-OES
Spectro CIROSCtcD (Spectro, Kleve, Germania), interfatat cu generatorul de hidrura HGX-200
(Teledyne Cetac Technologies, Nebraska, SUA). Determindrile de Hg total prin SnCl,-CV-AFS au

fost efectuate, utilizand analizorul de mercur Hydra-AF (Teledyne Leeman Instruments, SUA).

5.4. Caracterizarea si validarea metodei UV-PVG-puCCP-OES cu/fara preconcentrare
prin analiza de materiale de referinta certificate si evaluarea performantelor

analitice

Parametri curbelor de etalonare, LOD si LOQ obtinute pentru Hg total prin metoda
UV-PVG-uCCP-OES cu/fara preconcentrare, In comparatie cu metodele de referinta
SnCl,-CV-uCCP-0ES, SnCl,-CV-ICP-0OES si SnCl;-CV-AFS, fara preconcentrare, sunt prezentate in
Tabelul 5.3. Deoarece LOD a metodei UV-PVG-uCCP-OES cu/fara preconcentrare de
9/0,25 pgkg1estede 2000/56 de ori, si cea de determinare de 667 /14 ori mai mici, decat valoarea
maxima admisa in carnea de peste!8, metoda satisface cerintele din Decizia 2007 /333 /EC52,

In ceea ce priveste acuratetea metodei UV-PVG-puCCP-OES fara preconcentrare, evaluatd pe
baza analizei a 7 probe de CRM, aceasta satisface cerinta din Decizia 2002/657/CE53, deoarece
R (%) general este de 101 = 7% (Tabelul 5.3), Acuratetea metodei UV-PVG-uCCP-OES cu
preconcentrare a fost verificata cu probe de apa fortificate, asigurand R (%) In intervalul 97 + 12%
(Tabelul 5.4). Aceste valori sunt similare cu cele obtinute in metodele de referinta. Acuratetea
buna a acestei metode demonstreaza lipsa interferentelor non-spectrale a elementelor din
matricea multiminerala si a materiei organice.

Studiul interferentelor non-spectrale, cauzate de ionii ale metalelor alcaline (Na, K), alcalino-
pamantoase (Ca, Mg), metalelor tranzitionale (Al, Cr, Cu, Fe, Zn), respectiv de anionii NO3-, SO4? si

P0O43, a evidentiat faptul ca acestea nu cauzeaza interferente non-spectrale, daca se
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Tabelul 5.1. Conditiile optime de lucru la determinarea Hg total prin metodele UV-PVG-puCCP-OES, SnClz-CV-uCCP-OES, SnCl2-CV-ICP-OES si SnCl2-CV-AFS7?

UV-PVG-pCCP-OES  UV-PVG-pCCP-OES
fara preconcentrare cu preconcentrare

SnClz-CV-pCCP-OES

SnClz-CV-ICP-OES

SnClz-CV-AFS

Etapa de derivatizare

Agentul de derivatizare 0,6 mol L-t HCOOH 0,6 mol L-t HCOOH

Blanc 0,6 mol L't HCOOH 0,6 mol L-t HCOOH
Debitul probei (mL min-) 10 10

Debitul agentului de derivatizare - -

(mL min-1)

Timpul de iradiere UV a probei (s) 5 5

Volumul probei folosit la - 25

preconcentrare (mL)
Operarea plasmei si a celulei de fluorescenta pentru detectie

R.f. (MHz)/Putere (W) 13,56/15 13,56/15
Debit Ar (L min't) 0,10 0,10
Potentialul (V)/curentul (A) aplicat - 5/1,8
pentru incalzirea filamentului de Au

in etapa de desorbtie

Timpul de incalzire a filamentului - 20

de Au pentru desorbtia Hg (s)

Tnél;imea de observare a plasmei 1,6 1,6

(mm)

Lungimea de unda (nm) 253,652 253,652

Inaltime pic

Timpul de integrare (s) 1 1 (20 de spectre episod)
Domeniul de etalonare (pg L1) 0-1 0-0,1

Liniara in doud puncte Liniara in doud puncte

Masurarea semnalului Inaltime pic

Tipul corectiei de fond

20% (m/v) SnClz in
15% (v/v) HCI

5% (v/v) HCl

3,5

1

13,56/15
0,15

1,6

253,652
Inaltime pic
1

0-1

20% (m/v) SnClz2 in 15%
(v/v) HCl

5% (v/v) HCI

5

2

27,12/1400

Ar exterior: 12; Ar de
purjare a vaporilor reci:
0,7; Ar auxiliar: 0,6

Vizare axiald (mm), pozitia
tortei ICP X=-3,9; Y=+3,6;
Z=+2,6.

191,770

Iniltime pic

48

0-10

Liniara in doud puncte Liniara in doua puncte

2% (m/v) SnClz in
10% (v/v) HCI
5% (v/v) HCI

5

1

0,7

253,652

Semnal stabil treapta

15
0-1
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Tabelul 5.2. Parametri curbelor de etalonare, limitele de detectie si de determinare a Hg total obtinute prin
metoda UV-PVG-puCCP-0ES cu si fara preconcentrare, in comparatie cu metodele de referintda SnClz-CV-
nCCP-O0ES, SnCl2-CV-ICP-0ES si SnCl2-CV-AFS, fara preconcentrare??.

Parametru Metoda
UV-PVG-pCCP- UV-PVG-pCCP- SnClz-CV-pCCP- SnClz-CV-  SnClz-CV-
OES fara OES cu OES fira AFS ICP-OES
preconcentrare preconcentrare preconcentrare

Domeniul de etalonare 0-1 0-0,1 0-1 0-1 0-10

(g L) (n=6)

Panta 5905 +9 753000 + 114 5899 + 11 24737 +57 495+1

(semnal u.a. mL ng-1)

Interceptia -1+6 0+411 0+8 0+105 02

Raport semnal-zgomot 740 7500 590 495 495

(SNR)=

Coeficientul de 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999 0,9994

corelatie (r)

Sy/x (semnal u.a.) 7 25 7 129 3

LOD (ng L1) 3,5 0,1b 3,5 5 19

LOQ (ng L1)e 10,5 0,3 10,5 15 57

LOD (ugkg1) 9c 0,25¢ 9d 12,54 494

LOQ (pg kg1)e 27 0,75 27 38 147

a Valoare corespunzatoare concentratiei de 1 pg L1 Hg?* (raport panta dreapta de etalonare - deviatie
standard panta); ® LOD in urma preconcentrarii Hg dintr-un volum de 25 mL proba in mediu de 0,6 mol L!
HCOOH; < LOD in solid, calculata pentru 200 mg proba supusa extractiei in 10 mL HCOOH 98-100% (m/m),
urmata de o dilutie de 50 de ori, astfel Incat concentratia acidului formic in proba sa fie de
0,6 mol L-1; 4 LOD 1n solid calculata pentru 200 mg proba in 50 mL solutie, urmata de o dilutie de 10 ori; ¢
Limite de detectie calculate pentru 200 mg proba in 50 mL solutie fara dilutie suplimentara.

Tabelul 5.3. Rezultatele obtinute la determinarea Hg total din materiale standard certificate prin metoda
UV-PVG-pCCP-OES cu extractie in HCOOH si metodele de referinta SnClz-CV-pCCP-OES, SnCl2-CV-ICP-OES si
SnCl2-CV-AFS cu mineralizare in HNO3-H20:2 fard preconcentrare’?

CRM Valoarea Gradul de regasire * C.I. (%)
certificata + U2 UV-PVG- SnClz-CV- SnClz-CV- SnClz-CV-
(mg kg1) nCCP-OES nCCP-OES ICP-OES AFS
Tort-2 hepatopancreas de 0,27 + 0,06 93+8 93+8 104 +7 104 +7
homar
BCR-463 file de ton 2,85+0,16 1006 101+9 109+9 108+9
ERM CE-464 file de ton 5,24+ 0,10 1006 95+6 97 + 4 1015
ERM BB422 muschi de 0,601 + 0,030 100+ 2 101+9 101+2 98+5
peste
SRM 2976 tesut de midie  0,0610 £ 0,0036 103 +7 102+8 95+ 10 105+5
CS-M-3 praf de ciuperci 2,849 + 0,104 101 +10 98 +3 101+2 98 +3
Boletus edulis
ERM CA713 aparezidualab 1,84 +0,11 100+ 10 1017 98+8 102+7
Grad general de regasire + C.L 101+7 100+ 7 100+ 7 102 +6

aU este incertitudinea extinsa;
b {n cazul probei CRM de api, concentratiile sunt exprimate in ug L.
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aplicd o dilutie a probei de cel putin 50 de ori. In schimb, anionul CI- poate determina interferente
non-spectrale depresive la determinarea Hg prin metoda UV-PVG-uCCP-OES, daca proba originala

contine o concentratie ridicata de Cl, cum ar fi de exemplu probele de apa.

Tabelul 5.4. Rezultatele obtinute pentru determinarea Hg total prin metoda UV-PVG-uCCP-OES cu
preconcentrare in probe de apa fortificate cu concentratii cunoscute de Hg7?

Proba Hg total in proba Hg2?* adaugatin  Hg total in probe Gradul de
originald (ng L'1) proba (ngL1) dupa adaos (ngL't) regasire (%)

Apa de robinet <LOD 16 16,2 101

Apa de fantana <LOD 80 75,7 95

Apa de fantana 7,3 80 87,8 100

Apa imbuteliata plata 6,1 16 19,2 82

Apa Imbuteliata plata 15,4 10 26,2 108

Gradul mediu de regasire * C.1.2 97 +12

a C.L. reprezinta intervalul de incredere pentru m=>5 extractii si analize complete la un nivel de incredere de
95%.
5.5. Aplicabilitatea metodei UV-PVG-uCCP-OES la determinarea Hg total din apa si

alimente extrase in HCOOH

Aplicabilitatea metodei UV-PVG-puCCP-OES cu/fara preconcentrare la determinarea Hg total
a fost verificatd prin analiza unor probe reale de muschi de peste, ciuperci, alimente de origine
animala si vegetald, respectiv probe de apa. Rezultatele obtinute in muschiul de peste si ciuperci,
sunt prezentate In Tabelul 5.5, comparativ cu metodele de referinta SnCl,-CV-ICP-OES si
SnCl;-CV-AFS, ambele fara preconcentrare, si in Tabelul 5.6 in probele de alimente de origine,
vegetald, animala si de apa, cu preconcentrare.

In ceea ce priveste precizia, metoda UV-PVG-pCCP-OES cu/fira preconcentrare, satisface atat
cerinta AOAC (RSD de 3-15%), cat si cea a Comisiei Europene, deoarece valorile RSD s-au incadrat
intre 1,2-12,8%, iar valorile indicelui HorRat au fost sub valoarea limita 2.

Comparatia statistica obtinuta pe baza testului Bland si Altman pe rezultatele obtinute in
probele test, analizate prin metoda UV-PVG-uCCP-OES si metodele de referinta
(SnCl,-CV-uCCP-0ES, SnCl;-CV-ICP-0OES si SnCl,-CV-AFS), sunt prezentate in Tabelul 5.7. S-a
dovedit faptul ca metoda UV-PVG-pCCP-OES asigura rezultate care nu difera semnificativ, fata de
cele obtinute cu metodele de referinta, deoarece intervalul de incredere a abaterii medii contine
valoarea zero. Rezultatele medii obtinute pentru cele doua metode se incadreaza intre limitele
superioare si inferioare de Incredere, respectiv intervalul de incredere al acestor limite este
suficient de ingust in comparatie cu nivelul concentratiilor de Hg total, determinate in probele de

muschi de peste si ciuperci.
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Tabelul 5.5. Concentratia (mg kg-1) de Hg total in carnea de peste si ciuperci determinata prin metodele UV-PVG-puCCP-OES, SnClz-CV-pCCP-0ES, SnCl2-CV-ICP-OES

si SnCl2-CV-AFS fara preconcentrare’?

UV-PVG-pCCP-OES?

SnClz-CV-uCCP-OES2

SnClz-CV-ICP-OES=

SnClz-CV-AFS2

Proba Medie * C.I. RSD? Indicele Medie * C.L RSD? Indicele Medie * C.I. RSD? Indicele Medie * C.L RSD?  Indicele
(%) HorRatc (%) HorRatc (%)  HorRatc (%) HorRatc
Ton 0,212 +0,017 6,4 0,34 0,191 +0,013 5,5 0,29 0,226 +0,008 2,8 0,15 0,211+0,008 3,0 0,16
Pastrav 0,110 + 0,004 2,9 0,15 0,095+ 0,010 8,5 0,45 0,094 +0,006 5,1 0,27 0,096 + 0,006 5,0 0,26
Somon 0,108 + 0,007 52 0,27 0,111 + 0,005 3,6 0,19 0,109+0,014 10,3 0,54 0,099 +0,007 5,7 0,30
Merluciu 0,216 + 0,007 2,6 0,14 0,216 + 0,080 3,0 0,16 0,219+0,008 29 0,15 0,218+0,009 3,3 0,17
Crap 0,089 + 0,006 5,4 0,28 0,086 + 0,004 3,7 0,20 0,100+ 0,003 2,4 0,13 0,086 +0,004 3,7 0,20
Macrou 0,198 + 0,025 10,2 0,53 0,211 +0,014 53 0,28 0,197 +0,009 3,7 0,19 0,206 +0,009 3,5 0,18
Cod 0,372 +0,014 3,0 0,16 0,368 + 0,006 1,3 0,07 0,359+0,007 1,6 0,08 0,387 +0,013 2,7 0,14
Cod 0,305 + 0,048 12,7 0,67 0,317 + 0,033 8,4 0,44 0,306+0,031 8,2 0,43 0,309+0,017 4,4 0,23
Ciuperci 0,268 + 0,038 11,4 0,60 0,258+ 0,021 6,6 0,34 0,254+0,028 89 0,47 0,286+0,018 5,1 0,27
Ciuperci 4,48 + 0,25 4,5 0,24 4,26 + 0,33 6,2 0,33 4,51+0,40 7,1 0,38 4,33 +0,21 3,9 0,20
Minim 0,089 2,6 0,14 0,086 1,3 0,07 0,094 1,6 0,08 0,086 2,7 0,14
Maxim 4,48 12,7 0,67 4,26 8,5 0,45 4,51 103 0,54 4,33 57 0,30
Mediana 0,214 53 0,28 0,214 5,4 0,28 0,222 4,4 0,23 0,214 3,8 0,20

a Rezultate pentru m=5 extractii si analize complete la un nivel de incredere de 95%;

b RSD este deviatia relativa standard procentuala;
¢Indicele HorRat calculat pentru o valoare PRSD de 19%.



Tabelul 5.6. Rezultatele obtinute la determinarea Hg total In alimente de origine vegetala, animal3, suplimente alimentare si probe de apa prin metoda UV-PVG-pCCP-

OES fara/cu preconcentrare??

UV-PVG-puCCP-OES fara preconcentrare UV-PVG-uCCP-OES cu preconcentrare
Proba Concentratie = RSDY (%) Indicele Proba Concentratie RSD? (%) Indicele
medie * CI2 HorRatc medie + CI2 HorRatc
(ngkg) (ng L)
Mar 52+0,4 6,2 0,33 Apa de rau 10,0+ 0,8 6,4 0,34
Varza 11,6 £ 0,8 5,6 0,29 Apa de rau 11,6 +0,8 5,6 0,29
Cartofi 64,2 + 3,8 4.8 0,25 Apa de robinet 9,2+0,9 7,9 0,41
Morcov 540+5,9 8,8 0,46 Apa de robinet 57+0,9 12,4 0,65
Ceapa 89,4 +10,0 9,0 0,47 Apa de fantana 68,7+ 2,6 3,0 0,16
Telind- radacina 36,7+ 3,3 7,2 0,38 Apa de fantana 75,7 +4,3 4,6 0,24
Patrunjel - radacina 122 +7 4,6 0,24 Apa de fantana 40,2+2,2 4,4 0,23
Orez 37,8+ 2,8 6,0 0,31 Apa imbuteliata plata 13,8+1,2 7,0 0,37
Tarate de grau 3,3+0,4 9,8 0,51 Apa imbuteliata plata 1,2+0,2 12,4 0,65
Paine neagra 1,0+0,1 8,0 0,42 Apa imbuteliata plata 3,1+0,4 10,4 0,55
Porumb 52,1+3,6 5,6 0,29 Apa Imbuteliata plata 8,4+0,7 6,7 0,35
Carne de porc 46,4 + 3,6 6,2 0,33 Apa Imbuteliata plata 68,9 + 3,9 4,6 0,24
Carne de pui 59,8 +5,7 7,7 0,40 Apa imbuteliata carbogazoasa 24,6 + 2,7 8,8 0,46
Ficat de pui 123 +9 59 0,31 Apa imbuteliata carbogazoasa 26,1+ 2,3 7,1 0,37
Suplimente nutritive 65,6 + 5,2 6,4 0,34 Apa imbuteliata carbogazoasa 33,1+ 2,5 6,1 0,32
pentru sportivi
Supliment 1,1+0,2 12,8 0,67 Apa Imbuteliata carbogazoasa 61,8 +4,5 5,9 0,31
multimineral (tablete)
Minim 1,0 4,6 0,24 1,2 3,0 0,16
Maxim 123 12,8 0,67 75,7 12,4 0,65
Mediana 49,25 6,3 0,33 19,2 6,6 0,35

a Rezultate pentru m=5 analize complete pentru un interval de incredere de 95%j;
b RSD este deviatia relativa standard procentuala;
¢Indicele HorRat calculat pentru un PRSD de 19%.
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Tabelul 5.7. Evaluarea statistica In urma aplicarii testului Bland si Altman la compararea rezultatelor
privind determinarea Hg total (mg kg1, m=5 masurari pentru fiecare proba) si un esantion de n=8 probe de
muschi de peste prin metoda UV-PVG-uCCP-OES si cele de referinta (SnClz-CV-uCCP-0ES, SnClz-CV-ICP-OES
si SnClz-CV-AFS)

Metoda X Metoda Y sx2 sy? Spy_,®  Bias¢ Limitele de
incredered

UV-PVG-pCCP-OES  SnClz-CV-pCCP-OES 0,017 0,026 0,031 0,002 £ 0,015 0,063 £0,015

-0,059 £ 0,015
UV-PVG-puCCP-OES  SnCl2-CV-ICP-OES 0,017 0,011 0,022 0,000+0,013 0,042 £0,011
-0,042+0,011
UV-PVG-pCCP-OES  SnCl2-CV-AFS 0,017 0,008 0,020 0,000+0,011 0,039+0,011
-0,039+£0,011

a Deviatia standard a mediei rezultatelor obtinute in cadrul metodelor comparate; ® Deviatia standard a

— S
abaterii mediei Intre metodele comparate; ¢ Bias-ul calculat ca A + t% pentru un nivel de incredere de

95%; d Limitele de incredere au fost calculate ca A + 1,96 - Sey_y T t*SuLuL pentruunnivel de incredere de
95%.

5.6. Concluzii

A

In urma efectudrii studiului privind determinarea Hg total prin metoda
UV-PVG-uCCP-0ES, bazata pe extractia in HCOOH si determinarea prin derivatizare fotoindus3, cu
sau fara preconcentrare on-line a vaporilor de Hg, au rezultat urmatoarele concluzii:

1. Metoda UV-PVG-uCCP-OES cu derivatizare fotoindusa in mediu de HCOOH 0,6 mol L1 a
fost aplicata cu succes la determinarea Hg total, atit din alimente de origine marina
(muschi de peste), cat si din probe de alimente de origine animal3, vegetala si suplimente
alimentare, probe de apa de suprafata, apa potabila de fantana si apa plata si carbogazoasa
imbuteliati. In cazul probelor de muschi de peste si ciuperci a fost posibild determinarea
fara preconcentrare, pe cand in cazul alimentelor de origine marind, animala, vegetal3,
suplimente alimentare si de apd, a fost necesara preconcentrarea on-line rapida a
vaporilor de Hg pe filamentul de aur in vederea atingerii performantelor analitice la nivele
de concentratii de ordinul pg kg1 si ng L-3;

2. Comparativ cu datele de literatura, procedura de extractie a Hg in HCOOH concentrat
asistata de ultrasunete a fost extinsa de la alimentele de origine marina si la alimentele de
origine animal3, vegetald, suplimente alimentare, pentru care nu sunt semnalate aplicatii
in literatura de specialitate;

3. Metoda UV-PVG-pCCP-OES s-a dovedit a fi una eco-scala generald, prin utilizarea numai a
HCOOH biodegradabil, atat pentru extractie, cat si pentru derivatizare la vapori reci, foarte
sensibild, corecta si precisa. Astfel, procedura de extractie este una blanda, mult mai

avantajoasa fata de mineralizarea clasica, asistata de microunde, care utilizeaza HCI, HNO3
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10.

si H20,, respectiv reactivi de derivatizare (SnClz, NaBH4), care sunt mult mai scumpi, toxici
si instabili;

Metoda UV-PVG-pCCP-OES pentru determinarea Hg total, in care este utilizat numai
HCOOH pentru extractie si derivatizare, s-a dovedit a fi o alternativa analitica viabila cu
grad ridicat de verde pe ierarhizarea eco-scald, la metodele bazate pe derivatizare clasica
cu solutie de SnCly, si detectie prin emisie optica in microtorta de plasma cuplata capacitiv
(SnCl-CV-uCCP-0ES), plasma cuplata inductiv (SnCl.-CV-ICP-OES) si spectrometria de
fluorescentd atomica (SnCl,-CV-AFS), fiind caracterizata de limite de detectie mai bune,
acuratete si precizie similare cu metodele de referinta;

Metoda UV-PVG-pCCP-OES pe langa faptul ca prezinta performante analitice deosebite,
este una caracterizatd printr-un pret de cost mult mai scazut, ca urmare a eliminarii
reactivilor scumpi, si a utilizarii unei microplasme de mica putere, cu consum redus de Ar,
comparativ cu instrumentatia de laborator, bazata pe ICP-OES;

Efectele non-spectrale datorate elementelor alcaline, alcalino-pamantoase, metalelor
tranzitionale, anionilor si materiei organice, au putut fi depasite in metoda
UV-PVG-uCCP-OES la determinarea Hg total in alimente, prin aplicarea unei simple dilutii
a probelor. Astfel, metoda este una selectiva;

Trebuie evitata utilizarea HCl pentru conservarea probelor de apd, ca urmare a
interferentei depresive non-spectrale cauzate de anionul Cl- asupra procesului de
derivatizare fotoindusa la vapori reci in mediu de HCOOH 0,6 mol L-1;

Unul dintre punctele slabe ale extractiei in HCOOH, care a fost semnalat si de catre alti
autori este timpul lung de extractie, chiar in cazul asistarii de microunde, dar acest
dezavantaj ar putea fi eliminat prin cresterea numarului de probe supuse extractiei in
acelasi timp;

Un alt punct slab al metodei UV-PVG-uCCP-OES, care nu se datoreaza de fapt calitatii
instrumentatiei utilizate pentru extractie si derivatizarii fotoinduse in mediu de HCOOH,
este determinat de prezenta Hg ca impuritate In HCOOH comercializat, 1a o concentratie
mai mare, comparativ cu SnCl, si NaBHs, care sunt reactivi sintetizati special pentru
determinarea Hg. Acest impediment a fost depasit totusi, printr-o purificare suplimentara,
prin ultrasonare si barbotare cu Ar a solutiei concentrate de HCOOH;

Prezentul studiu a evidentiat printre altele, faptul cd este necesara comercializarea
acidului formic intr-o calitate superioara, special sintetizat pentru determinarea Hg prin
metode verzi de derivatizare fotoindusi. In acest mod, procedurile de determinare a Hg,

bazate pe derivatizare fotoindusa si detectie spectrala, pot deveni mult mai sensibile.
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6. Metoda eco-scala generala de speciere a Hg sub forma de Hg?* si CHsHg* in
alimentatia de origine marina prin generare fotoindusa UV/Vis a vaporilor
reci si detectia prin spectrometria de emisie optica in microtorta

de plasma cuplata capacitiv
6.1. Situatia la nivel international. Ipoteze de lucru si obiective.

Datorita toxicitatii ridicate a Hg, specierea in alimente de origine marina continua sa fie o
provocare pentru comunitatea stiintifica, si In consecinta au fost dezvoltate diverse metode
necromatogarfice si cromatografice cuplate cu metode spectrale de detectie.6582-87 Metodele de
speciere necromatografice au la baza, fie separarea speciilor prin extractie selectiva, fie
derivatizarea selectiva a speciilor de Hg si detectia spectrala prin AAS, ETAAS sau ICP-OES,62-64 in
ambele cazuri fiind necesara o instrumentatie sofisticata si scumpa, reactivi scumpi de inalta
puritate. In acord cu principiile GAC,2 au fost dezvoltate metode eco-scald de determinare a Hg2+
din probe de apa prin derivatizare fotoindusa sub actiunea radiatiilor Vis asistata de matricea
probei, 8889 respectiv metode de speciere a Hg bazata pe derivatizare fotoindusa selectiva cu
radiatii UV pentru determinarea Hg total (suma CHzHg* si Hg?+), respectiv radiatii Vis pentru
determinarea Hg2* in mediu de 20% HCOOH.”3 Studiul diverselor medii LMWOC ca reactiv de
derivatizare prin fotoreducere a Hg la vapori reci s-a dovedit a fi cel mai eficient HCOOH.42.90.91

Extractia probelor biologice in acid formic concentrat, asistatd de ultrasunete a fost evaluata
pentru determinari multielementale prin ETAAS, LA-ICP-MS, ICP-OES, determinarea Hg total prin
CV-AAS prin derivatizare cu KBHy4, dupa o oxidare suplimentara a probei, respectiv determinarea
Hg total prin UV-PVG-AAS cu derivatizare fotoindusa in mediu de HCOOH.7477.7892 Nu au fost
investigate insa metodele de extractie a probelor in HCOOH cuplate cu derivatizarea fotoindusa
in acelasi mediu, In prezenta radiatiilor UV/Vis, cuplate cu tehnologia microplasmelor. Astfel,
scopul acestui studiu a fost dezvoltarea unei metode simple de speciere a mercurului sub forma
de CH3Hg* si Hg?* in alimente de origine marina, folosind instrumentatia miniaturizata UV /Vis-
PVG-uCCP-0ES, in care doar HCOOH este utilizat ca agent de extractie a speciilor de Hg din probe
solide si ca mediu de derivatizare selectiva fotoindusa la vapori reci de Hg. Noutatea fata de
metodele de speciere raportate in literaturd, constd in caracterul general eco-scald a metodei
UV /Vis-PVG-uCCP-0OES, determinat de utilizarea unei instrumentatii complet miniaturizate
bazata pe o microtortd de plasma cu consum redus de Ar si putere micd, interfatata cu un
microspectrometru de joasa rezolutie, procedura de extractie a probei si de derivatizare prin

utilizarea unui singur reactiv (HCOOH).
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6.2. Prepararea probelor pentru specierea Hg sub forma de CH;Hg* si Hg2+

Principiul de preparare a probelor si de speciere a Hg prin metoda eco-scala

UV /Vis-PVG-puCCP-OES este prezentat in Figura 6.1.

Preconcentrare pe

microcolector cu Detectie semnal Hg cu

Extractie prin microspectrometrul

filament de aur
! Excitare Hg
CCD Maya2000 Pro
10 mlL ultrasonare @ l:> Vaporl reci l:> m torta pCCP la 253, 6%2 nm
HCOOH 1

conc.

AV AV f\f\./
A Derivatizare fotoindusa
[aVa vy

[aVa vy

proba \ 4 Vaporl reci | l
- Hg st CHHg' _/ CH,Hg = Hg total - Hg*"

50°C, 3h = |

Figura 6.1. Schema de principiu a procedurii de speciere a mercurului sub forma de CHsHg* si Hg?* din
alimentatia marina prin metoda eco-scala UV/Vis-PVG-puCCP-OES cu si fara preconcentrare?3

Procedura de speciere a Hg prin metoda UV /Vis-PVG-uCCP-OES a cuprins urmatoarele etape:
(1) extractia speciilor de Hg din 0,2 g proba in 10 mL HCOOH 98-100% (m/m) prin ultrasonare
timp de 3 h la 50 °C; (2) determinarea Hg?* prin metoda Vis-PVG-uCCP-OES, prin derivatizare
selectiva fotoindusa la vapori reci in prezenta luminii ambiante (lampa UV opritd), In mediu de
0,6 mol L-* HCOOH si preconcentrarea vaporilor de Hg pe filamentul de aur, dintr-un volum alicot
de 25 mL de proba; (3) determinarea Hg total (suma CHzHg* si Hg2*) prin derivatizare fotoindusa
in prezenta radiatiei UV (lampa UV pornitd), in mediu de 0,6 mol L-t HCOOH fara preconcentrare,
(4) determinarea CHzHg* prin diferenta intre Hg total si Hg?".

Specierea Hg prin metoda de referinta TD-AAS s-a bazat pe determinarea Hg total direct din
proba solida, si a CHzHg*, dupa extractia dubla lichid-lichid in sistemul HBr-toluen-solutie 1% L-

cisteina (descrisa In Capitolul 3), si calculul concentratiei de Hg2* prin diferenta.

6.3. Instrumentatia UV/Vis-PVG-uCCP-OES pentru specierea Hg sub forma de Hg?2+ si
CH:,'Hg+

Montajul experimental pentru metoda UV /Vis-PVG-uCCP-OES, utilizat la specierea Hg sub
forma de CHzHg* si Hg?* din muschiul de peste, este prezentat in Figura 6.2 (a,b). Pentru
determinarea Hg total, extras in HCOOH concentrat s-a aplicat derivatizarea UV fotoindusa sub
actiunea radiatiei emisa de o lampa de Hg cu puterea de 500 W, iar pentru determinarea selectiva
a Hg?+, lampa UV a fost oprit3, si s-a aplicat preconcentrarea vaporilor de Hg pe un microcolector
cu filament de aur, incalzit apoi de la o sursa prin aplicarea unui potential de 5 V si 1,8 A, pentru
desorbtia vaporilor de Hg. Conditiile optime de lucru utilizate pentru determinarea Hg total si a

Hg?* sunt prezentate in Tabelul 6.1
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Figura 6.2. Schema montajului experimental UV-PVG-uCCP-OES fara preconcentrare (a) pentru
determinarea Hg total si Vis-PVG-pCCP-OES cu preconcentare

(b) folosit la determinarea HgZ* din muschi

de peste?4

Tabelul 6.1. Conditiile optime de lucru la specierea Hg prin metoda eco-scalda UV /Vis-PVG-uCCP-OES%4

Hg total Hg?+
UV-PVG-pCCP-OES Vis-PVG-uCCP-OES
Domeniu de etalonare (ug L) cu  0-10 0-1
standarde de Hg?* (n=7)
Preconcentrare Nu Da (25 mL solutie proba)
Reactiv de derivatizare 0,6 mol L-t HCOOH 0,6 mol L-t HCOOH
Lampa UV Pornita Oprita
Debit proba (mL min) 10 10
Timp de iradiere proba (s) 5 Semnalul nu variaza
semnificativ cu timpul
Putere plasma (W) 15 15
Debit Ar (mL min1) 100 100
Iniltime de observare (mm) 1,6 1,6

Inaltime pic cu 1 s timp de
integrare; corectie de fond in
doua puncte

Integrare semnal

Modul High Speed Acquisition;
20 de spectre episod culs
timp de integrare; corectie de
fond in doua puncte pentru
fiecare episod.

6.4. Caracterizarea si validarea metodei UV/Vis-PVG-uCCP-OES

Parametri curbelor de etalonare, LODs si LOQs a metodei de speciere a Hg prin metoda

UV /Vis-PVG-puCCP-0ES sunt prezentate in Tabelul 6.2. Deoarece limitele de detectie pentru Hg
total/CHsHg*/Hg?+ au fost de 56/104 /250 ori, iar cele de determinare de 18/36/83 ori mai mici

decat concentratia maxima admisa a Hg total In carnea de peste, metoda UV /Vis-PVG-puCCP-OES
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indeplineste cerintele impuse de Comisia Europeana in Decizia 2007 /333 /EC52, si astfel, metoda

este corespunzdtoare pentru specierea mercurului in astfel de probe.5295

Tabelul 6.2. Limitele de detectie si de determinare pentru Hg total, Hg?* si CHsHg* in carnea de peste
obtinute prin metoda UV /Vis-PVG-pCCP-OES?4

Specie Metoda Sensibilitatea de Sy/x LOD LOQ
etalonare * C.I.2 nglL®l pgkg! ngL! pgkg!

Hgtotal = UV-PVG-uCCP-OES fara 5905+9 7 35 9 10,5 27
preconcentrare

Hg? Vis-PVG-puCCP-OEScu  17.430 + 14 11 1,9 4,8 5,7 14
preconcentrare

CHsHg* UV-PVG-puCCP-OES fara 2150 + 10 6,2 7 2 21 6
preconcentrare

a C.L. este intervalul de incredere pentru n=7 solutii standard de Hg?* si 95% nivel de incredere.

Acuratetea metodei de speciere a Hg prin UV /Vis-PVG-uCCP-0ES, evaluata pe baza analizei a
5 probe de CRM de origine maring, a asigurat grade medii de regasire de 99 + 6% pentru Hg total,
99 + 9% pentru Hg?+ si 99 + 10% pentru CHsHg* (Tabelul 6.3), valori similare cu cele obtinute prin
metoda de referinta TD-AAS (Tabelul 6.4). Astfel, metoda UV/Vis-PVG-uCCP-OES satisface
cerintele din Decizia 2007 /333 /EC52 si cele AOAC54.

6.5. Aplicarea metodei de speciere la analiza de probe reale de muschi de peste

Rezultatele obtinute Tn urma specierii Hg in 7 soiuri de carne de peste prin metoda eco-scala
UV /Vis-PVG-uCCP-0ES, in comparatie cu metoda de referinta TD-AAS sunt prezentate in Tabelul
6.5, iar pentru metoda de referinta in Tabelul 6.6. Precizia metodei UV/Vis-PVG-pCCP-OES,
exprimata ca RSD pentru Hg total, CHsHg* si Hg?* in probele de muschi de peste, s-a incadrat intre
2,0-13,4% si astfel satisface recomandarile AOAC,54 care prevad o precizie mai buna de 20%. De
asemenea, metoda de speciere UV /Vis-PVG-uCCP-0OES indeplineste si cerinta impusa de Comisia
Europeana in Decizia 333/2007/EC,52 deoarece valorile indicelui HorRat au fost mai mici de 2,
pentru o deviatie relativa standard prezisa (PRSD) de 19%.

Rezultatele aplicarii testului Bland si Altman pe concentratiile de Hg total, CHsHg* si Hg?+,
determinate in probele de carne de peste prin metodele UV /Vis-PVG-uCCP-OES si TD-AAS sunt
prezentate in Tabelul 6.7. Testul Bland si Altman a evidentiat faptul ca nu exista diferente
semnificative la specierea Hg intre cele doua metode, deoarece diferentele dintre rezultate s-au
incadrat intre limitele de incredere a Hg total, CHsHg* si Hg?*. De asemenea, erorile sistematice
pozitive pentru Hg?+ de 0,004, respectiv negative de (-0,004) pentru CHzHg*, sunt intdmplatoare,
deoarece intervalul de incredere al acestora, contin valoarea zero, iar abaterea medie este mic3,

in comparatie cu valorile concentratiilor determinate in analiza de speciere.
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Tabelul 6.3. Acuratetea metodei UV/Vis-PVG-pCCP-OES de speciere a Hg sub forma de CHsHg* si Hg?* In alimentatia de origine marina%+

CRM Valoarea certificata + U2 (mg kg1) Valoarea gasita * C.L.> (mg kg1)

Hg total Hg?+ CHsHg* Hg total Hgz+ CHszHg*
DOLT-4 2,58+0,22 1,25+0,16 1,33+0,12 2,59+0,24 1,23 +0,13¢ 1,36+0,18¢
BCR-463 2,85+0,16 0,02 + 0,002 3,04+0,16 2,84+0,18 0,02 +0,0024 3,00+ 0,334
ERM-CE-464 524+0,10 0,12 + 0,004 550+0,17 525+0,30 0,12+ 0,024 5460914
TORT-2 0,27 £ 0,06 0,118+ 0,028 0,152+ 0,013 0,25+0,02 0,117 £0,011¢ 0,133+£0,016¢
SRM 2976 0,0610 £ 0,0036 0,0329 £ 0,0020 0,0281 £ 0,0024 0,0627 £ 0,0046 0,0325 £ 0,0028¢ 0,0302 £ 0,0033¢
Grad de regasire cumulat + C.I. (%) 996 999 99 + 10

a{J este incertitudinea extinsa pentru un nivel de incredere de 95%; b m = 5 extractii/analize complete pentru fiecare proba; ¢ Continut exprimat ca Hg; ¢ Continut

exprimat ca CHsHg*.

Tabelul 6.4. Acuratetea metodei TD-AAS de speciere a Hg sub forma de CHsHg* si Hg?* in alimentatia de origine marina%+

CRM Valoarea certificata + U2 (mg kg1) Valoarea gasita + C.I. (mg kg1)

Hg total Hg2+ CHsHg* Hg total Hg2+ CHsHg*
DOLT-4 2,58+0,22 1,25+0,16 1,33+0,12 2,37+0,29 1,03+£0,13 1,34+0,14¢
BCR-463 2,85+0,16 0,02 + 0,002 3,04+0,16 2,81+0,18 0,02 £ 0,002 2,97 +0,264
ERM-CE-464 524+0,10 0,12 + 0,004 550+0,17 511+0,32 0,08 +0,01 5,36+ 0,334
TORT-2 0,27 £ 0,06 0,118+ 0,028 0,152+ 0,013 0,28 £ 0,07 0,128 £ 0,015 0,152 +0,015¢
SRM 2976 0,0610 £ 0,0036 0,0329 £ 0,0020 0,0281 £ 0,0024 0,0630 £ 0,0060 0,0330 £ 0,0044 0,0300 £ 0,0041¢

Grad de regasire cumulat £ C.I. (%)

99 +7 92+10

96 +8

a{ este incertitudinea extinsa pentru un nivel de Incredere de 95%; b m=>5 extractii/analize complete pentru fiecare probd; ¢ Continut exprimat ca Hg; 4 Continut

exprimat ca CH3Hg*.



Tabelul 6.5. Rezultatele specierii Hg In muschiul de peste prin metoda UV /Vis-PVG-puCCP-OES%4

Proba Hg total Hg2+ CHsHg*

Concentratie medie * C.12 RSD (%) Indicele Concentratie medie + C.I.2 RSD Indicele Concentratie medie + C.I.2 RSD Indicele

(mg kg1) HorRat (mgkg?) (%) HorRat (mgkg?) (%) HorRat
Ton 0,212 £ 0,017 6,4 0,34 0,022 + 0,002 7,3 0,38 0,190 + 0,023 9,7 0,51
Pastrav 0,110 + 0,004 2,9 0,15 0,079 £ 0,007 7,1 0,38 0,031+0,003 7,8 0,41
Somon 0,126 + 0,007 4,5 0,23 0,018 £ 0,003 13,4 0,71 0,108 +£ 0,019 14,2 0,74
Merluciu 0,216 + 0,007 2,6 0,14 0,035 + 0,002 4,6 0,24 0,181+ 0,012 53 0,28
Crap 0,089 + 0,006 5,4 0,28 0,019 £ 0,002 8,5 0,45 0,070 + 0,009 10,4 0,54
Macrou 0,198 £ 0,025 10,2 0,54 0,031 + 0,004 10,4 0,55 0,167 £ 0,030 14,5 0,76
Cod 0,305+ 0,032 8,4 0,44 0,120 + 0,003 2,0 0,10 0,185 + 0,020 8,7 0,46
Min. 0,089 2,6 0,14 0,018 2,0 0,10 0,031 53 0,28
Max. 0,305 10,2 0,54 0,120 13,4 0,71 0,190 14,5 0,76
Medie 0,198 54 0,28 0,031 7,3 0,38 0,167 9,7 0,51
Mediana 0,179 5,8 0,30 0,046 7,6 0,40 0,133 10,1 0,53
am =5 extractii complete pentru fiecare proba si nivel de incredere de 95%
Tabelul 6.6. Rezultatele specierii Hg in muschiul de peste prin metoda TD-AAS%4
Proba Hg total Hg2+ CH3;Hg*

Concentratie medie * C.I.2 RSD (%) Indicele Concentratie medie + C.1.2 RSD (%) Indicele Concentratie medie + C.I.2 RSD (%) Indicele
(mg kg1) HorRat (mgkg?) HorRat (mgkg1) HorRat

Ton 0,215+ 0,012 4,5 0,24 0,013 +£0,002 8,9 0,47 0,202 £ 0,022 8,8 0,46
Pastrav 0,104 + 0,006 4,6 0,24 0,063 + 0,008 9,5 0,50 0,041 £+ 0,005 9,8 0,52
Somon 0,125 + 0,004 2,6 0,14 0,028 £ 0,003 7,1 0,37 0,097 + 0,008 6,6 0,35
Merluciu 0,216 £ 0,010 3,7 0,20 0,047 + 0,007 11,2 0,59 0,169 + 0,025 11,9 0,63
Crap 0,099 + 0,008 6,5 0,34 0,010 + 0,002 18,4 0,97 0,089 + 0,019 17,0 0,89
Macrou 0,190 £ 0,019 8,1 0,43 0,025 + 0,005 14,2 0,75 0,165 + 0,025 12,2 0,64
Cod 0,308 +£ 0,023 6,0 0,32 0,110+ 0,014 9,4 0,50 0,198 £ 0,021 8,5 0,45
Min. 0,099 2,6 0,14 0,010 7,1 0,37 0,041 6,6 0,35
Max. 0,308 8,1 0,43 0,115 18,4 0,97 0,202 17 0,89
Medie 0,190 4,6 0,24 0,028 9,5 0,50 0,165 9,8 0,52
Mediana 0,180 5,2 0,27 0,043 11,3 0,59 0,137 10,7 0,56

am =5 extractii complete pentru fiecare proba si un nivel de incredere de 95%
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Tabelul 6.7. Rezultatele obtinute (mg kg!) In urma aplicarii testului statistic Bland si Altman la
determinarea Hg total, Hg?* si CHsHg* (m = 5 masurari pentru fiecare proba), obtinute prin metodele
UV/VIS-PVG-uCCP-OES si TD-AAS din 7 probe de muschi de peste pentru un nivel de incredere de 95%

Specie sx2 sy? Spy_,° Bias¢ Limite de
incredered
Hg total 0,014 0,011 0,017 0,000 + 0,007 0,033 £ 0,008
-0,034 + 0,008
Hg2+ 0,003 0,006 0,012 0,004 + 0,013 0,028 + 0,009
-0,020 £ 0,009
CHsHg* 0,015 0,016 0,012 -0,004 £ 0,015 0,042 £ 0,012
-0,050+0,012

a Deviatia standard medie a rezultatelor obtinute in metoda UV /Vis-PVG-uCCP-0ES (X), respectiv TD-AAS
(Y); b Deviatia standard medie a abaterii rezultatelor intre metodele UV /Vis-PVG-uCCP-OES si TD-AAS; ¢

S
t%, pentru un nivel de incredere de 95%; ¢ Limitele de incredere calculate

caA+1,96- Sgy_y T t* SLuL, pentru un nivel de incredere de 95%.

Abaterea calculati ca A +

6.6. Concluzii

Concluziile, care au rezultat in urma acestui studiu au fost urmatoarele:

1. A fost demonstrat ca este posibild specierea Hg sub forma de CHzHg* si Hg?* in muschiul
de peste, printr-o metoda generala eco-scala UV/Vis-PVG-pCCP-OES, bazata pe o
instrumentatie complet miniaturizata de mica putere si consum redus de Ar, in care se
utilizeaza o metoda simpla si ieftind de prelucrare a probei si de derivatizare fotoindusa,
prin utilizarea unui singur reactiv (HCOOH), respectiv prin utilizarea unor metode verzi
de extractie si de derivatizare, asistate de ultrasunete si radiatii UV/Vis. Astfel, a fost
evitata utilizarea reactivilor toxici (HBr, toluen) necesari pentru dubla extractie lichid-
lichid, utilizata la extractia CHzHg*.

2. Metoda de speciere a Hg prin UV/Vis-PVG-uCCP-OES satisface cerintele Comisiei
Europene si recomandarile AOAC in ceea ce priveste performantele analitice, fiind astfel o
alternativa viabild la metodele sofisticate cuplate, sau chiar la cele necromatografice
bazate pe detectie ICP-OES sau ICP-MS;

3. Afostdemonstrat ca este posibila determinarea selectiva a Hg* prin metoda eco-scala Vis-
PVG-puCCP-OES, daca se aplica derivatizarea fotoindusa in absenta radiatiei UV.
Impedimentul vitezei de derivatizare mult mai mica a Hg?+ fara iradiere UV, a fost depasit
foarte usor prin cuplajul derivatizarii fotoinduse cu preconcentrarea on-line pe un
microcolector cu filament de aur, obtinandu-se o sensibilitate buna, necesara determinarii
concentratiilor foarte mici de Hg?+ in muschiul de peste;

4. Testul statistic Bland si Altman a demonstrat faptul ca metoda dezvoltata este una viabila

la TD-AAS, recomandata de Comisia Europeana;
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7. Evaluarea gradului de verde si de alb a metodelor UV /Vis-PVG-uCCP-OES

pentru determinarea si specierea mercurului
7.1. Situatia la nivel international. Ipoteze de lucru si obiective.

Evaluarea gradului de verde si de alb a noilor metode analitice dezvoltate, pe diferite etape
de preparare a probei si de analiza, comparativ cu cele traditionale este necesara pentru a stabili
care etapa este raspunzatoare de scaderea gradului de verde sau de alb, In asa fel incat sa fie avuta
in vedere 1n cercetdri ulterioare pentru Iimbunatatirea acesteia. Asa cum a fost aratat in Capitolul
1, din pacate evaluarea gradului de verde pana nu demult era unul subiectiv, lasat la latitudinea
operatorului, care duce de regulad la evaluari supraestimate, dacd nu se iau in vedere criterii
obiective.%697 In schimb, evaluarea gradului de alb se bazeazi pe criterii mult mai versatile si
flexibile, in care se considera, pe langa gradul de verde si gradul de rosu prin performantele
analitice obtinute, respectiv gradul de albastru prin aplicabilitatea practicd a metodei.” Astfe],
scopul acestui studiu a fost evaluarea gradului de verde si de alb a noilor metode
UV /Vis-PVG-uCCP-OES de determinare a Hg total, CH3Hg* si Hg?*, comparativ cu metodele
traditionale TD-AAS, SnCl,-CV-AFS si SnCl,-CV-ICP-OES, printr-o evaluare integratd pe baza celor
4 proceduri prezentate in primul capitol al tezei, si anume procedura NEMI3, ESA%, GAPI5 si
AGREES. Evaluarea gradului de alb a fost realizata pe baza procedurii RGB-12 7, care s-a dovedit a
fi foarte utila in evaluarea noilor metode analitice, deoarece in aceasta procedura pot fi
considerate toate aspectele analitice si cele legate de aplicabilitatea metodei, fata de evaluarea
gradului de verde, care uneori este foarte restrictiv, considerand doar cele 12 principii GAC. In
acest fel a putut fi realizat o comparare mult mai exhaustiva a noilor metode comparativ cu

metodele traditionale, utilizate in mod curent in laborator.

7.2. Rezultatele evaluarii gradului de verde si de alb al metodelor

UV/Vis-PVG-pCCP-OES de determinare si speciere a Hg

Tabelele 7.1-7.4 prezintd gradul de verde a noilor metode UV/Vis-PVG-uCCP-OES de
determinare si speciere a Hg sub forma de CH3Hg* si Hg?*, comparativ cu metodele traditionale
TD-AAS, SnCl;-CV-ICP-OES si SnCl,-CV-AFS, prin procedurile NEMI, ESA, GAPI si AGREE, iar Figura
7.1 prezinta centralizat rezultatele evaluarii gradului de alb, obtinute pe baza analizei RGB-12 din

procedura WAC, a metodei UV /Vis-PVG-uCCP-OES, comparativ cu metodele traditionale.%8



Tabelul 7.1. Gradul de verde a noilor metode UV/Vis-PVG-uCCP-OES de determinare si speciere a Hg prin procedura NEMI3 comparativ cu metodele traditionale?8

Procedura UV-PVG-puCCP-OES TD-AAS SnCl2-CV-ICP-0ES SnClz2-CV-AFS SnClz2-CV-uCCP-0ES
determinare
specie Hg
CHsHg* PBT Periculos PBT Periculos - - -

Coroziv Reziduu Coroziv Reziduu
Hg total - PBT Periculos PBT Periculos PBT Periculos PBT Periculos PBT Periculos
alimente

Coroziv Reziduu Coroziv Reziduu Coroziv Reziduu Coroziv Reziduu Coroziv Reziduu

Hg total - apa

PBT Periculos

Coroziv Reziduu

Speciere Hg
sub forma de
CHsHg* si
Hg2+ *

PBT Periculos

Coroziv Reziduu

eece "

PBT Periculos

Coroziv Reziduu

* Specierea Hg sub forma de CH3zHg* si Hg?* s-a realizat prin metoda UV/Vis-PVG-pCCP-OES



Tabelul 7.2. Gradul de verde a noilor metode UV /Vis-PVG-uCCP-OES de determinare si speciere a Hg prin procedura Eco-Scala Analitica (ESA)* comparativ cu
metodele traditionale?8

Procedura determinare Puncte penalizare metode/Scor ESA

specie Hg UV-PVG-puCCP-OES TD-AAS SnCl2-CV-ICP-0ES SnClz2-CV-AFS SnClz2-CV-uCCP-0ES
CHsHg*

Reactivi 271 281 - - -
Instrumentatie, risc profesional, 12 12 - - -
reziduu

Scor ESA 61 62 - - -
Hg total -alimente

Reactivi 132 83 234 224 214
Instrumentatie, risc profesional, 9 1 11 10 10
reziduu

Scor ESA 78 91 66 68 69
Hg total - apa

Reactivi 75 - - - -
Instrumentatie, risc profesional, 8 - - - -
reziduu

Scor ESA 85 - - - -
Speciere Hg sub forma de CHsHg*

si Hg2+

Reactivi 136 287 - - -
Instrumentatie, risc profesional, 9 12 - - -
reziduu

Scor ESA 78 62 - - -

1 extractie dubla lichid-lichid in sistemul HBr-toluen-L-cisteina si derivatizare fotoindusa in HCOOH;

2 extractie Hg total in HCOOH si derivatizare fotoindusa in HCOOH; 3 determinare directa din solid; 4 mineralizare cu HNO3 si H202 si derivatizare cu SnClz in HCI; 5
acidulare la 0,6 mol L1 HCOOH si derivatizare fotoindusa in HCOOH; ¢ extractie in HCOOH si derivatizare fotoindusa UV pentru determinarea Hg total, respectiv
derivatizare Vis pentru determinare Hg?+*; 7 extractie dubla lichid-lichid in sistemul HBr-toluen-L-cisteina pentru determinarea CHsHg*, respectiv determinarea
directa a Hg total din proba solida



Tabelul 7.3. Gradul de verde prin procedura GAPI® a noilor metode UV/Vis-PVG-puCCP-OES de determinare si speciere a Hg comparativ cu metodele traditionale%8

Procedura UV-PVG-pCCP-OES TD-AAS SnCl;-CV-ICP-OES SnClz-CV-AFS SnClz-CV-uCCP-0ES
determinare specie
Hg

CHsHg*

Hg total -alimente

Hg total - apa

Speciere Hg sub
forma de CH3Hg* si
Hg2+ *

* Specierea Hg sub forma de CH3zHg* si Hg?* s-a realizat prin metoda UV/Vis-PVG-uCCP-OES



Tabelul 7.4. Gradul de verde prin procedura AGREE® a noilor metode UV/Vis-PVG-puCCP-OES de determinare si speciere a Hg comparativ cu metodele traditionale®®

Procedura determinare UV-PVG-uCCP-OES TD-AAS SnClz-CV-ICP-OES SnClz-CV-AFS SnClz-CV-pCCP-OES
specie Hg

CHsHg* a» ﬁ»

Hg total - alimente

Hg total - apa

Speciere Hg sub forma
de CHsHg* si Hg?+"

Ry

t

* Specierea Hg sub forma de CH3zHg* si Hg?* s-a realizat prin metoda UV/Vis-PVG-puCCP-OES



Metode de Metode de Metode de
determinare CH;Hg* determinare Hg total speciere Hg

Scor (%)

85
1
76 75 76 '
68
R (%)
B G (%)
B (%)
m Grad de alb (%)
K ™

Figura 7.1. Compararea rezultatelor finale prin coloane a gradului de alb, obtinute pe baza analizei RGB-12 din procedura WAC 7.98
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7.3. Concluzii

Rezultatele obtinute au condus la urmatoarele concluzii:

1.

Metoda UV-PVG-pCCP-OES prezinta un grad de verde la determinarea Hg total si speciere
intre 25-75%, conform procedurii NEMI, intre 61-85% in conformitate cu procedura ESA,
respectiv 55-65% in conformitate cu procedura AGREE, comparativ cu 25-50% in
metodele traditionale SnCl,-CV-AFS si SnCl,-CV-ICP-OES (NEMI), 66-68% in metodele
SnCl2-CV-ICP-0ES si SnCl,-CV-AFS (ESA), respectiv 44 % SnCl,-CV-ICP-0OES si 49% pentru
SnCl,-CV-AFS (AGREE). Astfel, comparativ cu metodele traditionale SnCl,-CV-AFS si
SnCl;-CV-ICP-OES, metoda UV/Vis-PVG-pCCP-OES prezintd un grad foarte bun sau
excelent, comparativ cu un grad de verde slab, sub 50%, in cazul metodei ICP-OES.

Dintre metodele dezvoltate, metoda de determinare a CH3zHg* prin UV-PVG-pCCP-OES
prezinta cel mai mic grad de verde, ca urmare a utilizarii a dublei extractii lichid-lichid in
sistemul HBr-toluen-L-cisteina, respectiv utilizarii unor reactivi corozivi si periculosi.
Gradul de verde al metodei UV-PVG-pCCP-OES se imbunatiteste substantial la
determinarea Hg total din alimente marine si alimente de origine vegetala si animal3, ca
urmare a utilizarii numai a HCOOH pentru extractie si derivatizare fotoindusa in locul
mineralizarii clasice cu reactivi corozivi (amestecul HNO3-H0) si utilizarii SnCl; in mediu
de HCl pentru derivatizarea clasica. Fata de metoda SnCl;-CV-ICP-OES, metoda
UV-PVG-pCCP-OES prezinta un grad de verde mult mai ridicat ca urmare a unui consum
mult mai mic de energie si Ar a instrumentatiei miniaturizate, comparativ cu ICP-OES.
Metoda UV /Vis-PVG-uCCP-OES de speciere a Hg se caracterizeaza prin grade excelente de
verde, si anume 75% prin metoda NEMI, 78% (ESA), si un grad foarte bun de verde 65%
(procedura AGREE).

Metoda UV-PVG-puCCP-OES prezinta un grad de verde foarte scazut de 25% (NEMI), la
determinarea CH3Hg*, dar similar cu metoda TD-AAS, ca urmare a aceleasi proceduri de
separare in sistemul HBr-toluen-L-cisteina. Metoda TD-AAS prezinta grade de verde mai
bune la determinarea Hg total din alimente de origine marina direct din proba solida fara
prelucrare cu reactivi, si anume, 100% (NEMI), 91% (ESA), 79% (AGREE), dar nu are o
sensibilitate la fel de buna ca metoda UV-PVG-puCCP-OES bazata pe extractie si derivatizare
in HCOOH, si astfel nu a putut fi utilizata ca referinta la analiza din alimente de origine
animala si vegetald, respectiv probe de apa.

Dintre cele 4 proceduri de evaluare, procedura GAPI s-a dovedit a fi cea mai dificila si cea
mai subiectiva, deoarece se bazeaza doar pe o pictograma subiectiva, fara valori numerice.
Astfel, evaluarea obiectiva a gradului de verde intr-o ordine descrescatoare a unei metode

analitice prin cele 4 proceduri este urmatoarea: ESA > AGREE > GAPI > NEMI.
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7. Au fost observate, de asemenea, unele deficiente pentru procedurile de evaluare a
gradului de verde, si anume: procedura NEMI considera numai reactivii utilizati la
prepararea probei si neglijeazd etapele de analizd propriu-zisa (instrumentatia).
Procedura AGREE, desi a fost dezvoltata foarte recent, ea a fost configurata pe baza celor
12 principii GAC cu precadere pentru metodele cromatografice, si mai putin pentru cele
spectrometrice, si astfel, unele aspecte nu sunt considerate in softul AGREE. Se considera
doar daca instrumentatia este automatizata sau nu, metoda fiind penalizata doar la
consumul general de energie, si nu pe etape de analiza. Procedura ESA s-a dovedit a fi cea
mai potrivita, deoarece se bazeaza pe puncte de penalizare bine stabilite pentru fiecare
dintre etapele de analiza, preparare proba, instrumentatie, reziduu, conditii de lucru, etc.

8. Pe baza procedurii RGB-12 a fost evaluat in premiera gradul de alb a noilor metode
dezvoltate pe baza gradului de rosu (performante analitice), de verde (toxicitate si reactivi
utilizati), respectiv albastru (aplicabilitate practicd). Metodele UV /Vis-PVG-pCCP-OES se
caracterizeaza printr-un grad de alb intre 81-95%, mult superior metodelor traditionale
SnCl;-CV-AFS (75%), dar mai ales SnCl;-CV-ICP-OES (60%), dar similar cu TD-AAS
(81-88%). A fost evidentiat rolul important a instrumentatiei miniaturizate prin
avantajele economice deosebite aduse de consumul mult mai redus de energie si Ar, si
metodelor mai verzi de extractie si derivatizare fotoindusa, care utilizeaza numai HCOOH.

9. Principala contributie a prezentului studiu o reprezinta evaluarea pentru prima data a
gradului de verde, dar si de alb a unor metode de determinare si speciere a Hg, comparativ
cu metodele traditionale printr-o abordare integrata, care a permis o Incadrare obiectiva
in ceea ce priveste nivelul de rosu, verde, albastru si alb prin performantele analitice,
reactivii utilizati, prepararea probei, instrumentatia utilizatd, avantajele economice,
consumul de energie si Ar, consumul de reactivi, cantitatea de reziduu, respectiv
instrumentatia utilizatd prin gradul de miniaturizare, automatizare si portabilitate,
respectiv aplicabilitatea metodei la diverse probe. Astfel, a fost evidentiat in mod obiectiv
avantajul metodelor mai verzi la extractie si derivatizare asistate de ultrasunete si
derivatizare fotoindusd, respectiv avantajul economic major al unei instrumentatii
complet miniaturizate cu o sursa de microplasma, ca urmare a unui consum mult mai
redus de energie si Ar, comparativ cu instrumentatia larg utilizata in laboratoarele de

analiza (ICP-0OES).
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8. Originalitatea si contributiile inovative ale tezei. Concluzii generale

In cadrul programului de doctorat, au fost obtinute urmitoarele rezultate originale si

contributii proprii inovative:

1. Au fost dezvoltate 4 metode de determinare a CH3zHg*, Hg total si de speciere a Hg sub
forma de CH3Hg* si Hg?* in alimente de origine marina, animala, vegetala si in probe de
mediu, bazate pe spectrometria de emisie optica in microtorta de plasma cuplata capacitiv
(nCCP-OES), interfatata cu microspectrometre de joasa rezolutie, cu grad mediu de verde
pentru determinarea CHsHg* (1 procedurd), respectiv excelent verde pentru
determinarea Hg total si specierea acestuia sub forma de CHzHg* si Hg?* (3 proceduri).

2. A fost interfatat, pentru prima datd, un fotoreactor cu constructie simpla pentru
derivatizarea fotoindusa la vapori reci a CH3Hg*, Hg total si Hg?* In prezenta si absenta
unei radiatii UV, obtinuta de la o lampa de Hg cu puterea de 500 W, cu o microplasma
cuplata capacitiv cu consum redus de energie si Ar. Fotoreactorul a fost operat rapid, in
flux continuu, cu sau fara preconcentrarea on-line a vaporilor de Hg pe un microcolector
cu filament de Au, pentru a creste sensibilitatea metodei. Preconcentrarea on-line nu a
complicat metodele analitice dezvoltate, deoarece cuplajul dintre fotoreactor si
microcolectorul cu filament de Au a fost on-line, cu inregistrarea spectrelor episod de
emisie a Hg.

3. A fost demonstrat ca derivatizarea fotoindusa in prezenta radiatiei UV, decurge
instantaneu cu aceeasi eficienta si aceeasi viteza, atat pentru CHsHg*, cat si pentru Hg?+,
ceea ce a facut posibila utilizarea calibrarii externe In cazul ambelor specii de Hg. Astfel,
procedura de determinare si speciere a Hg a fost simplificata.

4. Afostdezvoltatda o metoda de speciere a CH3Hg* si Hg?+, folosind doar HCOOH, atat pentru
extractia probelor, cat si pentru derivatizarea fotoindusa UV/Vis, fiind astfel eliminata
utilizarea reactivilor toxici si instabili. Viteza mica de derivatizare a Hg?* in absenta
radiatiilor UV, si astfel, sensibilitatea mica, au fost compensate simplu, prin
preconcentrarea on-line a vaporilor de Hg pe microcolectorul cu filament de Au.

5. A fost propusa o procedura de determinare a CHzHg* si a Hg total in alimentatia marin3,
folosind doar HCOOH pentru extractie si derivatizare la vapori reci, ca alternativa la
procedura recomandata de Comisia Europeana pentru determinarea CHszHg*, bazata pe
dubla extractie HBr 47%-toluen-solutie 1% L-cisteina si determinare prin TD-AAS.

6. Au fost extinse metodele de determinare a Hg de la alimentatia marina si la alimente de
origine animala si vegetald, chiar daca concentratia Hg 1n astfel de alimente este mult mai
micad, datorita faptului ca cantitatea consumata este mult mai mare, fata de cele de origine

maring, si astfel pot contribui la o expunere semnificativa la Hg.
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7.

10.

11.

12.

13.

Toate metodele de determinare a Hg total si de speciere, bazate pe pCCP-OES cu
derivatizare chimica clasica sau fotoindusa in mediu de HCOOH, au fost validate in
concordanta cu cerintele impuse de legislatia Europeana in Deciziile 2007/333/CE si
2002/657/CE, privind determinarea Hg in alimentatia marina. Respectiv au fost
comparate statistic, pe baza testului Bland si Altman cu metodele traditionale, utilizate la
determinarea Hg (TD-AAS, SnCl,-CV-AFS si SnCl,-CV-ICP-0ES).

Testul statistic Bland si Altman, si performantele analitice obtinute, au demonstrat faptul
ca metodele de determinare a CHsHg*, Hg total si de speciere a Hg sub forma de CH3;Hg* si
Hg?* in alimentatie, sunt alternative viabile la metodele TD-AAS, SnCl,-CV-AFS si SnCl,-CV-
ICP-OES.

Prin trei proceduri integrate (2 recomandate de EFSA si 1 de USEPA) s-a concluzionat ca
nu exista nici un risc de expunere a populatiei la consumul de carne de peste, fiind
evidentiat faptul ca pot fi consumate 2-3 portii a cate 150 grame pe saptamana din pestii
de origine oceanic3, si practic o cantitate nelimitata (zilnic) din pestii de acvacultura,
pentru un adult de 60 kg, respectiv nu exista nici un risc In ceea ce priveste consumul din
soiurile de peste analizate pentru copii de 15 kg in cazul unui consum de 20 g pe portie.
Studiile au evidentiat faptul c3, este absolut necesara specierea Hg in carnea de peste, sub
forma de CHsHg* si Hg?+ pentru o evaluare corecta a riscului de expunere diferit, avand in
vedere toxicitatea mult mai mare a CHzHg* (PTWI 1,3 pg kg-1/pe masa corp), fata de cea a
Hg2+ (PTWI 4 pg kg'1/pe masa corp).

Rezultatele evaluarii gradului de verde a metodelor UV /Vis-PVG-uCCP-OES pe baza a 4
proceduri integrate NEMI, ESA, GAPI si AGREE, respectiv cel de alb pe baza procedurii
RGB-12, au evidentiat ca noile metode dezvoltate UV /Vis-PVG-puCCP-OES prezinta grade
de verde si de alb mai mari in cazul utilizarii numai HCOOH pentru extractiei si
derivatizare, decat CV-AFS, si in special CV-ICP-OES, bazata pe mineralizarea clasica in
microunde cu HNO3 si H20; urmata de derivatizarea clasica cu SnCl; in mediu de HCl.. Un
rol important asupra Imbunatatirii gradului de verde a fost observat datorita
miniaturizarii instrumentatiei, si a costurilor mult mai mici, respectiv a unor LODs mult
mai mici In cazul utilizarii preconcentrarii vaporilor de Hg.

A fost evidentiat clar in cadrul tezei de doctorat viabilitatea si fiabilitatea metodelor
UV /Vis-PVG-puCCP-OES la determinarea si specierea Hg din alimente ca alternative la
metodele traditionale bazate pe CV-ICP-OES, CV-AFS si TD-AAS.

Rezultatele obtinute in prezenta teza de doctorat au fost publicate In 5 articole IS, cu suma
factorilor de impact 20,896, din care 4 ca prim autor in reviste Q1. Rezultatele au fost
prezentate la 9 conferinte internationale, din care 2 sub forma de publicatii in

proceedings, 2 prezentdri orale si 5 prezentari sub forma de postere.
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