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Obiectiv:
Adaptarea, optimizarea si implementarea tehnicilor de inaltd precizie si sensibilitate, atomice
si nucleare, pentru analiza elementald (metale grele) a probelor de soluri din zona geografica
Déambovita si a unor probe de ape de suprafata (lacuri).

1.INTRODUCERE

Scopul cercetdrilor care se vor efectua in cadrul proiectului vor fi axate pe testarea si
implementarea tehnicilor atomice si nucleare de inaltd precizie si sensibiltate pentru analiza
metalelor grele poluante din mediul inconjurdtor, tehnici de analiza aplicate in corelatie cu
tehnica biomonitorizarii folosind bioindicatori : poluarea cu metale grele (Cr, Mn, Fe, Co, Zn,
Ni, Cu, As, Se, Cd, Hg si Pb) a solului din diferite zone geografice ale Romaniei si poluarea
cu metale grele (Cr, Mn, Fe, Co, Zn, Ni, Cu, As, Se, Cd, Hg si Pb) a unor resurse de apa de
suprafata (lacuri).

In cadrul proiectului se va urmari fundamentarea teoretica, dezvoltarea practica si
implementarea metodelor, de inaltd precizie si sensibilitate ridicata, atomice si nucleare de
analiza elementalda cum sunt: Spectrometria de absorbtie atomica(AAS) si Spectrometria de
Emisie Atomica (Atomic Emission Spectrometry-AES) in variantele Plasma Cuplatd Inductiv
cu Emisie Atomica (Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometry-ICP AES) si
Plasma Cuplatd Inductiv cu Spectrometru de Masa (Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry- ICP MS), pentru determinarea gradului de poluare cu metale grele a solului si a
apelor de suprafatd (lacuri). Rezultatele vor face parte din etape preliminare pentru
dezvoltarea de tehnologii noi, avansate, folosite in monitorizarea poluarii cu metale grele (Cr,
Mn, Fe, Co, Zn, Ni, Cu, As, Se, Cd, Hg si Pb). Metodele propuse se vor utiliza in retele de
biomonitorizare cu bioindicatori a solurilor si bioindicatori de ape de suprafata (lacuri).



2. METODE EXPERIMENTALE

Tehnicile spectrometrice se bazeaza pe datele furnizate prin transferurile caracteristice de
energie intre radiatii si materie. Ele ofera informatii despre natura si concentratia elementelor
fie In materiale cristalizate, fie Tn materiale necristalizate, in orice tip de material. Tntr-o
oarecare masurd, ele oferd informatii suplimentare despre legaturile chimice. Transferurile de
energie In timpul interactiunii cu radiatiile de inaltd energie pot fi exprimate in doud moduri
complementare: modificarea materiei si modificarea radiatiei, energia totala fiind pastrata.
Aceasta are ca rezultat urmadtoarele efecte complementare care sunt exploatabile pentru
spectrometrie:

- procesele de excitatie-de-excitatic ale nivelelor atomice care conduc la emiterea
caracteristica a radiatiilor (cum ar fi X-Rays, emisia de electroni);

- procese de absorbtie caracteristica,

- Emisia de radiatie gamma Tn metoda de activare a neutronilor si reactiile nucleare.

Aceste trei tipuri de efecte oferd date care sunt teoretic identice si pot fi utilizate atat in
scopuri analitice, conducand astfel la doud grupe de tehnici:

- spectrometrie de emisie secundara care include analiza fluorescentei cu raze X (XRF),
emisia de particule X_Rays (PIXE),

- spectroscopia de absorbtie care include spectrometria de absorbtie atomica (AAS);

- spectroscopia de emisie care include plasma cuplata inductiv (ICP), etc.

Datele furnizate prin orice metoda spectrometrica sunt exprimate in termeni de procesare a
spectrului care depinde de efectul fizic de baza.

Analiza calitativa ne obligd sd identificdim un element dat prin intermediul uneia sau mai
multor linii de emisie caracteristice sau liniilor de absorbtie. Identificarea elementelor majore
este Tn mare parte simpla. Analiza elementelor minore sau a oligoelementelor este determinata
de sensibilitatea metodei; acesta poate varia intr-o gama larga, in functie de procesul fizic
implicat, de numarul atomic si de caracteristicile instrumentale.

Parametrul principal in analiza calitativa si cantitativa este limita de detectie a elementelor.
Pentru o metoda analiticd datd, limita de detectie depinde de elementul care trebuie analizat si
de specimenul care il contine. In spectrometria de emisie, un element dat este determinat de
numdrarea detectorului atunci cand spectrometrul este reglat pe o linie caracteristicd a
elementului. In spectrometria de absorbtie, intervalul de energie al numaririi spectrului nu este
atait de bine definit. In orice caz, misurarea semnificativd este raportul semnal-zgomot.
Scopul aplicarii metodelor de analiza cantitativa este de a determina fractiunea de masa a
tuturor elementelor detectabile dintr-o proba. Pentru un element dat, trebuie masurata
intensitatea unei linii de emisie caracteristice asupra efectului caracteristic absorbit. Masurarea
intensitatii furnizate de un spectrometru depinde de trei tipuri de parametri: parametrii fizici
care caracterizeaza natura si concentratia elementului care urmeaza sa fie analizat; parametrii
fizici datorate oricaror altor elemente din esantion (efectele matricei); si parametrii
instrumentali. In lucrarea noastra vor fi prezentate rezultatele obtinute prin analiza elementelor
minore si a oligoelementelor din bioindicatori, utilizdnd urmatoarele tehnici de sensibilitate
ridicata: spectrometrie de absorbtie atomica in flacara(FAAS) si cu tub cu grafit (GFAAS)
[1,2,3,9,10,11]; Spectrometrie de emisie atomica (AES) in doud variante; (ICP-OES) si

spectrometria de masa cu plasm& cuplata inductiv (ICP-MS) [2-4,14, 5-8, 11,13,14] . In

aceasta



etapa am analizat probe de soluri (substratul) in care se dezvolta ciuperci salbatice comestibile

si se raporteaza rezultate intermediare.

2.a.Spectrometria de absorbtie atomica (AAS): este o metodd spectroanaliticd pentru
determinarea cantitativd a oligoelementelor utilizand absorbtia radiatiei optice (lumind) de
catre atomii liberi, in stare gazoasd. AAS se bazeaza pe legea exponentiald Lambert-Beer.
Legea L-B este respectatd cu strictete doar pentru radiatie monocromaticd. Intensitatea unui
fascicul de radiatii transmisa prin proba sub forma de gaz (atomi liberi) scade exponential cu
grosimea stratului de substanta. AAS se aplica in douad variante, cu flacara (FAAS) si cu cuptor
de grafit(GFAAS). AAS poate fi utilizat pentru a determina peste 70 de elemente diferite in
solutie sau in probe solide (prelucrate in forma lichida) continute intr-un spectru larg de probe
materiale: mediu, industrie, arheologie, biologie etc. Metoda AAS se aplica numai in varianta
relativa (se folosesc probe etalon). Nu este 0 metoda de analiza calitativa ( de identificare a
elementelor chimice dintr-o proba). Este o metoda de analiza cantitativd, monoelement. Limita
de sensibilitate a metodei este in domeniul de concentratii elementale, ppb - ppm.

2.b. Spectrometria de emisie atomica (AES): se aplica in doua variante: Plasma cuplata
inductiv si spectrometrie cu emisie atomica (ICP-AES) si Plasma cuplatd inductiv si
spectrometru de masd (ICP-MS). Spectrometria de emisie atomicd (AES) [5-7] este o metoda
de analizd chimica care utilizeaza intensitatea luminii emise de o flacard, plasma, arc sau
scanteie la o anumita lungime de unda pentru a determina numarul de atomi dintr-o anumita
proba materiald (concentratia unui element dintr-o probd) [3 ]. Lungimea de unda a liniei
spectrale emisd de atomi da identitatea elementului, in timp ce intensitatea luminii emise este
proportionald cu numarul de atomi ai elementului chimic identificat. Este o tehnicd de analiza
calitativa (identificarea elementelor din esantion) cat si o metodd de analizd cantitativa
(determinarea concentratiilor de elemente in esantion). Este o metoda de analiza multi-element
de sensibilitate ridicatd. Limitele de detectie pentru majoritatea elementelor determinate se
incadreaza in domeniul concentratiilor (100 ppb - 1ppb).

3. SURSE SI EFECTE ALE METALELOR GRELE

Metalele grele [5, 32, 34] sunt emise in mediul inconjurator, in principal, ca urmare a
diferitelor procese de ardere si a activitatilor industriale, cum ar fi prelucrarile materialelor
metalice si topitoriile. Contributia diverselor surse din Europa la emisiile metalelor grele sa
schimbat Tn ultimele decenii. Cele mai importante sectoare de emisie includ:

Industria metalelor (Al, As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Zn); Alte industrii prelucratoare si constructii
(As, Cd, Cr, Hg, Ni, Pb); Productia de energie electrica si termica (Cd, Hg, Ni); Transportul
rutier (Cu si Sb de la uzura franelor, Pb, V, Zn din anvelope); Rafinarea petrolului (Ni, V);
Ingrasaminte fosfatice in zonele agricole (Cd).

Pe langa poluarea aerului, metalele grele sunt depozitate pe suprafete terestre sau de apa si se
acumuleaza ulterior in soluri sau sedimente. Metalele grele sunt persistente in mediu si pot fi
bioacumulate in lanturile alimentare. Depozitarea atmosfericd a metalelor are un efect direct
asupra contaminarii culturilor utilizate pentru consumul uman si animal. In special, legumele
cu frunze si culturile furajere pot acumula metale grele. Spalarea legumelor cu

frunze Tnainte de consum reduce considerabil riscul de expunere la om.



4. STUDIUL ACUMULARII METALELOR GRELE iN SOLUL(SUBSTRATUL)
CIUPERCILOR SALBATICE COMESTIBILE.

Scopul acestui studiu a fost de a determina continutul de metale grele din ciupercile silbatice
comestibile, Lycoperdon perlatum si Pleurotus ostreatus si substratul lor colectat la diferite
distante de topitorul metalic(Combinatul de Oteluri) din judetul Dambovita, Romania.
Concentratiile de Mn, Fe, Cu si Zn din esantioane au fost determinate prin spectrometrie de
absorbtie atomica (AAS) iar concentratiile de Cr, Ni, Se, Cd si Pb au fost determinate prin
spectrometrie de emisie atomica (ICP-MS). S-a calculat coeficientul de acumulare a metalelor
grele pentru toate probele de ciuperci analizate si s-a observat o acumulare mai mare de Fe, Cu
si Zn din substrat. In plus, a fost observati o acumulare mare a Pb in ciupercile care se dezvolta
in apropierea topitoriei metalice. Determinarea concentratiei de metale grele in corpurile
fructifere ale ciupercilor este esentiald in studiile de utilizare sub forma de alimente. Diferitele
metale grele sunt toxice, cum ar fi As, Cd, Ni si Hg; pe de altd parte, multe elemente sunt
esentiale pentru metabolismul uman, cum ar fi Fe, Zn, Mn, Cu, Cr si Se.

Speciile tinere de ciuperci Lycoperdon perlatum si Pleurotus ostreatus au fost colectate din
diferite zone forestiere usoare din judetul Dambovita, la diferite distante (0,5 km, 4,5 km si,
respectiv, 10,5 km) de topitorul metalic, in aceeasi directie de vant. Din acelasi punct de
colectare s-au luat 5 probe din corpurile tinere de fructe din ciuperci si substratul lor. Substratul
din Pleurotus ostreatus a fost colectat de pe coaja de plop, cu un pH cuprins intre 7,35-7,50 iar
Lycoperdon perlatum a fost prelevat din sol, cu un pH cuprins intre 6,35-7,60.

Pregitirea probelor: Doua grame din fiecare dintre cele 5 colectate la distante diferite de
topitorul metalic din judetul Dambovita, Romania, au fost prlucrate chimic, sub forma de
solutie lichida.Probele uscate au fost digerate intr-o solutie acida folosind un sistem de digestie
cu microunde Berghof MWS-2. Probele fungice uscate (500 mg) au fost introduse in vasele de
digestie impreuna cu 3 ml de acid azotic si 5 ml de peroxid de hidrogen. Dupd timpul de
digestie (40 min), vasele s-au racit la temperatura camerei (aproximativ 30 de minute).
Volumul solutiei limpezi a fost facut pand la 50 ml pentru fiecare proba folosind apa
deionizatd. Substantele solide uscate (500 mg) au fost introduse in vasele de digestie impreuna
cu 3 ml acid azotic si 9 ml acid clorhidric (aqua regia). Concentratiile de Cr, Ni, Se, Cd si Pb in
probe au fost determinate prin spectrometrie de absorbtie atomica utilizdnd spectrometrul
AVANTA GBC cu lampi cu catod si flacdard. Determinarea concentratiilor elementale in
probele de ciuperci si substratul lor au fost efectuate utilizdnd metoda curbei de calibrare in
functie de concentratia absorbantului. Au fost preparate mai multe solutii standard de diferite
concentratii cunoscute, iar concentratia elementald in proba necunoscutd a fost determinata
prin extrapolare din curba de calibrare. Toate concentratiile de probe au fost raportate ih mg /
kg de substanta uscata.

Rezultate si discutii: Concentratiile de Mn, Fe, Cu, Zn, Cr, Ni, Se, Cd si Pb, au fost
determinate prin spectrometria AAS.

Continutul de metale grele din corpurile fructifere din Pleurotus ostreatus este
cuprins in intervalele: 1,08-1,81, 11,8-12,4, 284-387, 1,29-1,85, 10,2-12,5, 37,9-
41,3, 2,57-2,79 si 0,87-0,95 mg / kg dw. pentru Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Se si,



respectiv, Cd. Pb in fructul Pleurotus ostreatus a fost detectat numai in proba colectata in
apropierea topitoriei metalice [12].

Continutul de metale grele din corpurile fructifere din Lycoperdon perlatum este cuprins in
intervalele: 1,87-1,94, 12,6-13,9, 623-782, 1,83-1,96, 10,2-11,8. 127-134, 14,2-15,4, 1,58-1,73
si 0,71-3,47 mg / kg d.w. pentru Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Se, Cd si, respectiv, Pb[12].

Valorile deviatiei standard relativa (RSD), mai putin de 10%, cu exceptia rezultatelor pentru
Fe, indicd o masurare cantitativa precisa in aceastd lucrare. Deviatia standard relativa mai mica
de 13% pentru Fe poate fi facuta prin interferenta liniilor de raze X de Mn si Fe.

O mare atentie a fost datd continutului de Cd si Pb din ciupercile analizate, deoarece aceste
elemente sunt elemente toxice incluse in normele de igiena privind siguranta alimentelor. Cel
mai mare continut de Cd determinat a fost 1,73 mg / kg in perlatum Lycoperdon colectat n
vecindtatea topitoriei metalice. Cel mai mare continut de Pb a fost de 3,47 mg / kg, de
asemenea, in Lycoperdon perlatum colectat toate in vecinitatea topitoriei metalice. In
comparatie cu alte studii, nivelurile de Cd determinate in Pleurotus ostreatus si Lycoperdon
perlatum sunt in concordantd cu valorile din literaturd. Concentratiile de Pb din studiile
anterioare au fost intre 0,1 si 40 mg / kg [12,14].

Tn speciile de ciuperci analizate are loc acumularea de metale grele. Coeficientul de acumulare
a metalelor grele a fost calculat folosind relatia: K, = Cy/Cs unde,

Cn este concentratia de metale grele in ciuperci si Cs este concentratia de metale grele 1n
substratul (sol) ciupercilor.

Tn tabelele 6 si 7 sunt dati coeficientii de acumulare pentru Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Se, Cd si
respectiv Pb, determinate in probele de ciuperci analizate.

Tabelul 6.
Ka - coeficient de acumulare a metalelor grele n ciuperca Pleurotus ostreatus

Distanta pana
la topitorul Cr Mn | Fe Ni Cu Zn Se Cd Pb
metalic(km)
0.5 0.53 0.42 [0.95 |052 | 082 |1.01 |0.62 |0.42 |0.12
4.5 0.53 041 [0.91 |0.47 |0.89 |1.03 |0.50 |0.41 |0.00
10.5 0.39 0.42 [0.93 |0.48 |0.81 |1.07 |0.58 |0.41 |0.00

Tabelul 7.
Ka — coeficient de acumulare a metalelor grele in ciuperca Lycoperdon perlatum

Distanta pana
la topitorul Cr Mn | Fe Ni Cu |Zn Se Cd Pb
metalic(km)
0.5 0.10 0.08 [0.12 |0.20 | 0.44 |1.78 |0.74 |0.31 | 0.28
4.5 0.16 0.09 [0.12 |0.22 | 049 | 201 |0.68 |0.35 |0.15




| 10.5 016 [0.09 |0.14 [0.22 [055 [1.74 |0.75 | 0.37 [0.14 |

Dependentele coeficientilor de acumulare a Fe si Pb de distanta de la topitoria de metal rezulta
din tabelele de mai sus.

Coeficientii de acumulare de Fe si Pb sunt mai mari, pentru ambele specii de ciuperci, in
apropierea topitoriei metalice.

Coeficientii de acumulare de Zn si Pb sunt mai mari la Lycoperdon perlatum comparativ cu
speciile Pleurotus ostreatus si au domeniile de variatie, pentru Zn de la 1,01-1,07 si pentru Pb
de la 0,14-0,28. In concluzie, specia Lycoperdon perlatum este un acumulator Zn si Pb.
Concentratiile metalelor grele obtinute in acest studiu in ciuperci si in substratul lor au fost
comparate cu nivelul maxim admis pentru anumiti contaminanti din produsele alimentare,
stabilit de Comisia Uniunii Europene (Regulamentul (CE) nr. 466/2001 al Comisiei).

Nivelul maxim admis pentru Cd si Pb este stabilit in jur de 2 si 3 mg / kg greutate corporald, in
ciupercile cultivate. Rezultatele noastre aratd ca numai probele de Lycoperdon perlatum
colectate in vecinatatea cuptorului metalic au avut o concentratie de Pb mai mare decat limitele
europene pentru ciupercile cultivate.

Combinatia a doua tehnici diferite, AAS si ICP-MS, a fost potrivita pentru aceastd analiza.
Tehnica ICP-MS permite determinarea simultand a tuturor elementelor prezente in probe,
necesita prepararea chimica a probei dar care nu introduce erori mari in determinare. Limita de
detectie fiind de ordinul ppt face ca incertitudinea in determinare sa fie foarte mica.
Elementele care au o concentratie de ordinul 10 mg / kg au fost studiate prin tehnica AAS.
Ciupercile studiate: Lycoperdon perlatum si Pleurotus ostreatus contin minerale necesare in
dieta umana, cum sunt Fe, Zn, Mn, Cu, Cr si Se, precum si elemente toxice precum Cd, Ni si
Pb. Nivelul elementelor toxice a fost mai mic decat cel al mineralelor.

Trebuie sa subliniem cd rezultatele obtinute in aceastd lucrare sunt primele raportate in
literatura de specialitate pentru ciupercile comestibile cultivate in salbdticie, colectate din
judetul Dambovita, Romania. Aceste informatii pot fi extrem de importante, avand in vedere ca
ciupercile analizate sunt ciuperci comune, colectate Tn multe locuri de oameni pentru consum.
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