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INTRODUCERE

Producerea de alimente sigure si de inalta calitate este o conditie prealabila necesara
atat pentru asigurarea sanatatii consumatorilor cat si a unui comert intern si international
de succes, conditie esentiald pentru dezvoltarea durabila a resurselelor agricole nasionale.
Trasabilitatea produselor alimentare se concentreaza in principal pe siguranta alimentara
si pe calitatea acestora, dar, de asemenea, se reflecta si in securitatea alimentelor si
disponibilitatea generala a produselor alimentare. Aplicarea tehnicilor de asigurare a
trasabilitatii produselor alimentare poate conduce la reducerea pierderilor economice.
Dovada de provenienta a devenit un domeniu specific si important in contextul sigurantei
alimentare, calitatdii alimentelor si protectiei consumatorilor in conformitate cu legislatia
nationala si standardele internationale. Termenul de provenienta se poate defini ca un
mijloc de a identifica si asigura originea (botanicd/geograficd) unui produs. Prin urmare, o
strategie analitica independenta si universal aplicabila pentru a verifica originea declarata
a produselor alimentare poate fi o procedura valoroasa care sa permita autoritatilor de
reglementare sd identifice produsele alimentare neconforme pe ruta lor inapoi la sursa.
Trasabilitatea produselor alimentare se concentreaza in principal pe siguranta alimentara
si pe calitatea acestora, dar, de asemenea, se reflecta si in securitatea alimentelor si
disponibilitatea generald a produselor alimentare. Aplicarea tehnicilor de asigurare a
trasabilitatii produselor alimentare poate conduce la reducerea pierderilor economice.
Dovada de provenienta a devenit un domeniu specific si important in contextul sigurantei
alimentare, calitatii alimentelor si protectiei consumatorilor in conformitate cu legislatia
nationald si standardele internationale. Termenul de provenienta se poate defini ca un
mijloc de a identifica si asigura originea unui produs si (astfel) regiunea in care acesta a
fost produs. Prin urmare, o strategie analiticd independenta si universal aplicabild pentru
a verifica tara de origine declaratd a produselor alimentare poate fi o procedura valoroasa
pentru a permite autoritatilor de reglementare sa identifice produsele alimentare

contaminate inapoi la sursa lor.



Disponibilitatea unor sisteme de trasabilitate verificate pot, de asemenea, sa faciliteze
retragerea produselor contaminate de pe piata, dacd este necesar. O astfel de actiune poate
reduce enorm impactul si prejudiciul ulterior care se reflecta asupra industriei si increderii
consumatorilor. In plus, constientizarea publicului cu privire la existensa unor metode si
protocoale de control al originii produsului, in contextul sigurantei alimentare, poate
actiona ca un factor de descurajare pentru comerciantii care cu buna stiinta redirijeaza
produse contaminate pe piatd, prevenind astfel aparitia unor astfel de incidente.
Capacitatea de a certifica originea produselor alimentare sau autenticitatea este de o
importantd economicd semnificativa pentru multe parti interesate din tarile in curs de
dezvoltare. De exemplu, unele produse alimentare, conform etichetei de comercializare,
sunt declarate ca fiind produse cu indicatie geografica (IG) sau ecologice in baza unor
standarde de identitate sau de compozitie specifice atat zonei de provenienta cat si
practicilor de productie. Aceasta declaratie adaugad valoare pentru astfel de produse in
termeni de comercializare si creste valoarea exporturilor. De exemplu, orezul de tip
Basmati din India si Pakistan, este definit atat de soi cat si de regiunea de productie.
Tehnicile genomice pot confirma cu usurinta soiul de orez Basmati, in timp ce amprentarea
izotopica este esentiald pentru a determina originea sa geografica. Amprentarea izotopica
devine astfel o aplicatie importanta pentru verificarea conformitdtii originii geografice
declarate pentru un produs anume. Deoarece proprietdtile izotopice ale produselor
obtinute din plante sunt influentate de factori de mediu precum temperatura, precipitasii,
sol, latitudine, altitudine, distanta fasa de mare etc., pentru a verifica trasabilitatea
produselor de pe piasa se pot realiza harti izotopice cu probe de referinta. In mod similar,
in cazul produselor de origine animald, precum carnea si produsele lactate, privite din
punct de vedere izotopic este valabila expresia “este ceea ce a consumat”, astfel ca, in baza
informatiilor privind originea declarata (date legate de apa potabild din zona de

provenientd, furaje, nutriensi) ele pot fi verificate in acelasi mod. De exemplu, izotopii



stabili pot determina daca laptele sau branza a fost produsa de bovine crescute in zone
montane, produse care adesea sunt incadrate in categoria produselor cu Denumire de
Origine Controlata (DOC).

Pe langa faptul ca aplicarea lor aduce un plus sigurantei alimentare, aceste tehnici pot fi
aplicate pentru a rezolva problemele religioase sau culturale. De exemplu, tipul de animal
sau originea botanica a unui aliment poate fi improprie pentru unii consumatori, chiar in
conditii de siguranta pentru consumul uman. Tehnicile nucleare sunt unic adaptate pentru
determinarea provenientei produselor alimentare. Aceste metodologii se pot folosi in
trasabilitatea si autentificarea alimentelor si au potentialul de a fi aplicate in multe tari in
curs de dezvoltare, sporind astfel capacitatea lor de a imbunatdti siguranta si calitatea
alimentelor. Dacd este cazul, aceste tehnici pot fi, de asemenea, completate de abordarile
convensionale, non-nucleare.

In scopul de a stabili o amprenta izotopica a unui produs specific, o calitate esentiala
este atribuita bazelor de date izotopice realizate pe probe referensiale. Modelarea adecvata
a datelor izotopice, folosind analize statistice multivariate, este o conditie prealabila pentru
identificarea amprentelor izotopice. Pana la momentul actual exista doar aateva baze de
date care sd acopere distributia regionala si botanicd. Un numar mare de date suplimentare
trebuie sa fie colectate pentru a furniza informatii universal aplicabile, care pot face
comparabile datele din diverse regiuni la nivel mondial.

Cele mai importante tehnici de determinare a originii geografice si botanice sunt
metodele ce folosesc variabilitatea izotopilor stabili (2H, *O, 3C si *N) in diferite tesuturi
biologice. In plus, diferitele tipuri de alimentatie duc adesea la amprente distincte in ceea
ce priveste raporturile de izotopi stabili din organism, astfel incat analiza acestora poate fi
de asemenea folosita pentru a distinge intre diferite medii. Rezonanta magnetica nucleara
pentru determinarea fractiondrii izotopice naturale la unele grupari specifice moleculei

studiate (SNIF-RMN) impreuna cu spectrometria de masa pentru determinarea rapoartelor



izotopice (IRMS), sunt cele doua metode principale pentru a determina rapoartele
izotopilor stabili.

Tehnicile de masurare izotopice pot oferi un mijloc eficient pentru identificarea si
urmadrirea produselor alimentare, care sa permita o prima reactie rapida pentru a
contracara orice posibild falsificare, urmarind eficient si ducand la eliminarea produselor
adulterate de pe piata. Dezvoltarea si aplicarea acestor tehnici ar aborda vulnerabilitatile
din lantul de aprovizionare cu alimente si ar ajuta la stabilirea sistemelor eficiente de
prevenire si a strategiilor de rdspuns la incidente. Sarcinile specifice viitoare ar fi de a
dezvolta metodologii si sisteme izotopice de trasabilitate, pentru a facilita urmadrirea rapida
a produselor adulterate si eliminarea lor de pe piata.

Autentificarea alimentelor necesitd o baza de date realizata prin analizarea de probe
de referintd cu ajutorul careia, "suspectul”, proba de ce trebuie verificata poate fi comparata
in vederea stabilirii autenticitatii acesteia. In scopul de a determina markerii pentru un
parametru de autenticitate, cum ar fi originea geograficd, este necesara identificarea
markerilor cheie care diferetiaza regiuni sau tdri de interes. Determinarea variatiei
izotopice din produse alimentare este, fara indoiald, cea mai buna strategie de analiza
pentru a verifica cu exactitate originea geografica. Carnea (carne de vita si miel), produsele
lactate (lapte, unt, branza), bauturile (ceai, cafea, suc), cerealele (orez, grau) si vinul, pana
in prezent, au fost principalele produse de interes investigate cu ajutorul tehnicilor
mensionate mai sus.

Tendinta de incalzire a climei provoaca riscul chimic asociat productiei de vin la
nivel mondial. Studiul de fata a investigat posibila diferenta dintre profilul vinului chimic
in timpul anului secetos 2012 fatd de anul post-secetda 2013. Metale toxice (Cd si Pb),
microelemente (Mn, Ni, Zn, Al, Ba si Cu), macroelemente (Na, Mg, K, Ca si P), rapoarte
izotopice (¥Sr/ 8Sr si 2°Pb/ *7Pb), izotopi stabili (6 *O, d BC, (D/H) Isi (D) /H) II), si au fost
analizate datele climatice. Pentru interpretarea datelor au fost utilizate tehnica

multivariata, analiza corelatiei, analiza factoriald, analiza discriminanta a celor mai mici



patrate partiale si analiza clusterului ierarhic. Temperatura maxima a avut o diferenta
maxim3 atunci cand se compard datele intre ani. Intr-adevir, secete extreme au fost
observate doar in primdvara si inceputul verii anului 2012 si in 2013, care au crescut
valoarea medie a zilelor de inghet la sol. Microelementele, macroelementele si Pb au
prezentat efecte extreme in 2012, subliniind mai multd variabilitate in ceea ce priveste tipul
de vin. In probele de vin analizate s-au gasit valori Cd extrem de ridicate, pana la 10,1 pug/L.
Relatia dintre precipitatii si d '*O din vin a fost complex, indicand formarea strugurilor sub
influenta sistematicd a precipitatiilor din anul curent si s-au observat diferente intre ani. d
13C a avut valori dezlegate, fara diferentiere intre ani, iar atunci cand este cuplat cu raportul
deuteriu-hidrogen, ar putea sustine ipoteza unei posibile adulterari. In analiza actuald, ¥Sr/
%Sr a prezentat valori mai mari decat in alte studii romanesti. Temperatura a avut o
corelatie puternica pozitiva cu Pb, in timp ce frecventa zilei de inghet la sol a corelat atat
cu elementele toxice Pb cat si Cd din vin. Alte relatii semnificative au fost dezvaluite intre
proprietatile chimice ale vinului si datele climatice. Analiza statistica multivariata a indicat
cd stresul termic a avut o importantd semnificativa in profilul chimic al vinului, iar gerul
din sol a depasit influenta stresului hidric, in special in Transilvania.

Secolul 21 a inceput cu o poluare severd a mediului si schimbdrile climatice globale
care amenintau lantul alimentar [1]. Relatia puternica dintre variabilitatea climei, productia
de vin si calitate necesita abordari noi cu privire la perspectivele si strategiile viitoare [2,3].
Literatura de specialitate este de acord cu privire la relatia liniara dintre Incalzirea climatica
si absorbtia metalelor grele din plante [3]. Sustine ipoteza acumularii unui continut ridicat
de metal in vitd de vie. Chiar daca aparitia metalelor grele orogenice este de asteptat in
matricele de mediu terestre, influenta antropica in perturbarea echilibrului natural este
foarte mare [4]. Activitatile miniere, dezvoltarea industriei si agriculturii si extinderea
orasului in zona de studiu au eliberat cantitdti impresionante de metale grele care se
acumuleazd in sol, ecosisteme acvatice, silvicultura si terenuri agricole [5, 6, 7, 8]. Mai

presus de toate, impactul contaminarii asupra sandtatii umane reprezinta un factor cheie



de conducere pentru investigarea securitatii alimentare folosind diferite proxy ca produse
alimentare, condimente sau vinuri [9,10, 11].

Vinul este o matrice complexa care contine mai multe componente anorganice si organice
(pe langa apa, zahar si alcool) influentate de factori legati de zona de productie specifica,
cum ar fi soiul de struguri, solul, clima, cultura, vinificatia, transportul si depozitarea
[12,13,14]. Profilarea elementara a fost utilizatd pentru a valida originea geografica a
vinului si pentru a evalua amprentele digitale cu mai multe elemente [13,15, 16]. Per total,
continutul total de metal din vita de vie provine din surse naturale, cu o roca parentala
imbogatita cu metal (oizi), iar influentele antropice contribuie la discriminarea sitului [
14,17]. Compozitia de metal (oid) a fost utilizata pentru a investiga influenta locului asupra
performantei vinului [14] sau mai mult, ca o cale pentru autentificarea produselor vinicole
[18,19]. Compozitia elementara a vinului poate influenta imbatranirea [20] si variaza cu
fiecare etapa a procesului de vinificare [21]. Majoritatea continutului de metal (0izi) scade
treptat odata cu prelucrarea, cu exceptia cazurilor de Cr, Cu, Fe si Zn, al caror continut
poate varia In functie de originea lor (exogend sau endogena) [22]. Chiar si
macroelementele sunt strans corelate, asa cum este cazul concentratiilor mari de cationi
K/Mg, care absorb de obicei concentratii mai mici de Ca [23]. Competitia cationica rezulta
din absorbtia limitatd de catre plante a elementelor din sol datorita disponibilitatii naturale
si fertilizdrii [24]. Activitdtile induse de om, cum ar fi practicile agricole, sunt sursele
primare de continut de Cd, Co, Cu, Mn, Pb si Zn In compozitia vinului [25]. Aplicatiile de
ingrdasaminte cu fosfat si azot sunt asociate cu oligoelemente, cum ar fi B, Ba, Cd, Co, Cr,
Cu, Mo, Ni, Pb, Rb, Sn, Srsi V [23]. Alte metale, cum ar fi As, B, Ba, Cd, Co, Cr, Mo, Ni, Pb,
Sb, Sn, Ti, V si Zn, pot proveni din biosolide utilizate de fermieri, in functie de diferitele
forme specifice de amplasament. management la podgorii [23, 26].

In timpul productiei, sursele post-recoltare, de exemplu, filtrarea, limpezirea si
depozitarea, sunt asociate cu imbogatirea vinului cu Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Sr,

Ti, V, Zn, si elemente lantanide [14]. Imbitranirea lemnului (tratament post vinificatie) sau



contactul cu vase si materiale de stejar modifica compozitia minerala si raportul izotopic
Gr/ 8%Sr [27]. Mai mult, tratamentele cu bentonita sunt responsabile pentru diverse
elemente depuse in vinuri [25, 28, 29]. Trasabilitatea geografica a vinurilor a fost investigata
folosind diferite metodologii pe baza analizei multivariate a datelor de compozitie chimica
naturald (parametri anorganici sau organici) si semndtura izotopica #Sr/ 8Sr [30, 31, 32].
Urmarirea surselor de poluare cu metale grele din vinuri este utilizata pe scara larga ca
indicator de poluare, in special in cazul plumbului, care este recunoscut ca o amenintare
grava pentru sanatatea umand si a mediului terestre. Compozitia izotopica a Pb in sol
reflectd amestecarea tuturor surselor posibile [33]. Imbinarea raportului izotopic Pb/Sr cu
raportul deuteriu-hidrogen al metil, metilenului si izotopilor stabili C si O raspunde
intrebarilor legate de originile si autenticitatea vinurilor de pe piata [34]. Procesul de
spectrometrie de masa cu plasma cuplata inductiv (ICP-MS) a fost utilizat anterior pentru
analizarea vinurilor de masa, rosii-albe, fortificate de masa si chiar a vinurilor dulci
obtinute din mostre de struguri supracoapte intr-o procedura analitica (semi) cantitativa,
oferind selectivitate ridicatd, sensibilitate ridicata si limite de detectie mai mici in
comparatie cu alte tehnici cu mai multe elemente [35].
Riscurile directe si indirecte in productia de vin asociate cu schimbadrile climatice variaza,
difera intre locatii. Mai presus de toate, riscul chimic in crestere este greu de controlat si
necesita strategii de management pentru conservarea calitatii si sigurantei produsului [17,
36, 37]. Prezentul studiu a evaluat compozitia elementard a metalelor toxice (Cd si Pb), a
microelementelor (Mn, Ni, Zn, Al, Ba si Cu) si a macroelementelor (Na, Mg, K, Casi P) a
douazeci si sase de vinuri produse in centrul (Transilvania) si sudul Romaniei (Muntenia).
Ipotezele testate au fost:
(1) daca vinurile cu provenienta din Transilvania si Muntenia difera semnificativ in
ceea ce priveste continutul de metale si daca sunt produse frauduloase accesibile

pe piata nationala;



(i)  daca climatul extrem din anul valorificarii 2012 a avut un impact semnificativ.
influenta asupra parametrilor chimici ai vinului care poate induce discrepanta
in discriminarea vinului. Raporturile izotopice ale #Sr/ 8Sr si 2%Pb/ 27Pb a fost
folosit ca referintd pentru a evalua posibilele diferente semnificative intre situri.
Scopul a fost acela de a evalua variabilitatea absorbtiei metalelor in toate vinurile
pe baza locatiei si a anului de productie, cu o atentie speciald variabilelor
climatice extreme. Un alt obiectiv a fost integrarea tuturor datelor intr-o analiza
statisticdA multivariata pentru a observa posibile interrelatii intre variabilele

chimice si datele climatice.

Plecand de la aceste condiderente s-a realizar un studio in care au fost investigate
doudzeci si sase de vinuri disponibile pe piatd cu ani de capitalizare in 2012 si 2013. Au
fost alese sase podgorii cu produse foarte comercializate: Corcova (2012), Dragasani
(2013, 2012), Jidvei (2012, 2013), Samburesti (2012), Sebes (2012, 2013) si Stefanesti (2012,
2013). Viile sunt situate geografic in doud regiuni distincte, Transilvania (Jidvei si Sebes)
si Muntenia (Corcova, Dragasani, Samburesti si Stefanesti). Muntii Carpati reprezinta
o bariera naturald solida in ceea ce priveste circulatia masei de aer, motiv pentru care
se remarca modele climatice distincte intre cele doua regiuni investigate. Cinci sticle cu
loturi similare au fost combinate pentru a obtine o proba reprezentativa care a fost
analizata in continuare in 2022. Inainte de pregatire, probele de vin au fost depozitate
pentru scurt timp intr-o incapere bine ventilata, cu o temperatura controlata si
constantd de aproximativ 14 °C. Dupd deschiderea sticlelor, probele au fost imediat
distribuite laboratoarelor pentru determindri multi-element si multi-izotopi.

Un sistem inchis iPrep de vitezd iwave], MARS6 CEM One Touch, a fost utilizat pentru
a descompune compusii organici din vinuri si pentru a extrage elementele tinta,
conform programului de digestie cu temperatura controlata in doi pasi, Digestie cu

microunde a vinului (CEM Mars 6 Method Note Compendium., 2019). A fost cantarit o



parte alicota (1 ml) din fiecare proba, urmata de digestie Intr-un amestec de proba de
vin (1 ml) si acid azotic cu puritate analitica 69% (10 ml). Apoi, vasul a fost inchis etans
si asezat pe rotor, iar temperatura cuptorului cu microunde a fost crescuta pana la 210
°C timp de 20 de minute si mentinutd la acest nivel timp de 15 minute. Vasele au fost
rdcite si deschise cu grija la sfarsitul procesului de digestie. Fiecare digestie a fost
transferatd cantitativ cu apa ultrapura intr-un balon cotat de 50 ml.

Apa ultrapura cu o rezistivitate maxima de 18,2 MQcm !, obtinuta dintr-un sistem
Milli-Q Millipore (Bedford, MA, SUA), a fost utilizata pentru tratarea probei si diluarea
pentru analiza ICP-Q-MS. Toate materialele din plastic au fost curatate prin inmuiere
timp de 24 de ore in HNO3 10% si apoi cu apa ultrapurd, urmata de uscare si apoi
ventilare intr-un cuptor la 40 °C. Standardul de calibrare ICP de inalta puritate XXI
CertiPUR obtinut de la CPA chem, Bulgaria, a fost utilizat pentru curba de calibrare in
analiza cantitativa a Mn, Ni, Zn, Al, Ba, Cu, Pb si Cd. Pentru macroelemente a fost
utilizata solutia ICP Multi-Element Standard IV de metale Na, Mg, K, Ca si P 1000 +
0,002 mg/L (Merck, Darmstadt, Germania). Solutiile standard au fost preparate din
stocuri prin diluare cu solutie de HNO3 0,5 % (v/v). Procesul curbei de calibrare in
intervalul 2,5-50,0 pg/L a constat dintr-un martor si cinci standarde echidistante. Un
coeficient de corelatie de 0,9999 a fost o cerinta atunci cand se evalueaza performanta
metodei.

Performanta instrumentului a fost optimizata folosind solutia Tune de la Analytik Jena
(Jena, Germania). Raportul izotopului #Sr/ %Sr al extractelor rezultate a fost determinat
prin spectrometrie de masa cu plasma cuplata inductiv cu quadrupol (Q-ICP-MS), dupa
separarea strontiului si rubidiului folosind cromatografia de schimb de cationi cu rasina
Dowex 50W-X8 si capacitatea de complexare a acidul carboxilic EDTA. O solutie
standard de referintd cu izotop Sr (25 ug/L) (NIST SRM 987) a fost utilizatd ca standard
de izotop. NIST SRM 987 si SrCOs, sunt certificate pentru compozitia lor izotopica Sr cu

un ¥Sr/ 8¢Valoare certificata Sr de 0,71034 + 0,00026 (20) pentru materialul standard de



referintd izotopic de carbonat de strontiu NIST SRM 987 Sr si au fost utilizate pentru
dezvoltarea procedurii si evaluarea preciziei valorilor izotopice Sr obtinute. Alicote de
solutii de extractie au fost supuse separdrii Sr si Rb printr-o procedura cromatografica
cu schimb de cationi folosind rdsina Dowex 50W-X8 (50-100 mesh) (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, SUA). Chelarea cationilor divalenti a fost efectuata folosind EDTA disodic
(Merck, Germania). Ca si Mg au fost indepartati din matrice prin eluare cu solutie de
EDTA cu concentratii diferite (0,02, 0,05 si 0,1 M) datorita capacitatii EDTA de a
complexa mai puternic unii cationi divalenti si de a forma complecsii cation-EDTA.
A fost utilizata ca standard izotop de 0,1 g solutie standard de izotopi de Pb dizolvat la
cald (NIST SRM 981). NIST SRM 981, Common Lead Isotopic Material, certificat pentru
compozitia sa izotopicd de Pb cu o valoare certificatd de 27Pb/ 2*°Pb de 0,91464 + 0,00033,
a fost utilizat pentru elaborarea procedurii, precum si pentru evaluarea preciziei
izotopicului de Pb obtinut. valorile. Precizia si precizia metodelor raportului izotop
pentru Sr si Pb au fost testate folosind masuratori replicate ICP-MS Plasma Quant Elite.

Instrumente pentru determinarea cantitativd a continutului de metal

Determinarea cantitativa a categoriei HM de Mn, Ni, Zn, Al, Ba, Cu, Cd si Pb si a
macronutrientilor Na, Mg, K, Ca si P din vinuri a fost efectuata folosind un
spectrometru de masa cu plasma cuplata Q-inductiv, ICP-MS Plasma Quant Elite
(Analytik Jena, Jena, Germania), echipat cu un autosampler AIM 3300 (Analytik Jena,
Germania) si interfata de coliziune-reactie iCRI care functioneaza in modurile Hz si He.
Conditiile optime au fost urmatoarele pentru analiza cantitativd multielement: putere
RF de 1,20 kW; debitul gazului plasmatic de 12 L/min; debit gaz auxiliar de 1,50 L/min;
debit de gaz nebulizator de 1,05 L/min; debit de gaz H2 de 90 mL/ min ; Debit de gaz
de 120 ml/min; Debit de gaz Ar de 10 mL/min; un timp de stationare de 500 ms pentru
5Mn, ®Nj, *Zn, ¥Al, 13Ba, ®Cu, *Cd si 2Pb; macronutrienti *Na, Mg, *K, “Ca si 3'P;
si 2B, °Li, *Sc, Tb si ¥Y izotopi care au servit ca standarde interne pentru modul de

analiza cantitativa. Standardele au fost liniare in intervalul de concentratie de la 2,5 la



50 ug/L, asa cum a fost evaluat prin regresie liniara cu coeficienti de corelatie intre
0,9991 si 0,9999. Limitele de detectie, in functie de element, au variat intre 0,1 si 0,6 pg/L
pentru determindrile cu microelement si 0,05 si 5,0 mg/L pentru macroelemente. S-a
estimat recuperarea globala pentru fiecare element (R), iar valorile obtinute au fost
cuprinse intre 85 si 105%. Acuratetea metodelor a fost evaluata prin analize repetate ale
probelor fortificate (concentratii de 5 ug/L si 10 mg/L), iar valorile obtinute au variat
intre 0,9 si 15%, In functie de element.

Raporturile izotopilor de strontiu si plumb din vin au fost realizate cu acelasi
spectrometru de spectrometrie de masa cu plasma cuplata inductiv cu quadrupol (Q-
ICP-MS) (ICP-MS Plasma Quant MS Elite, Analytik Jena, Jena, Germania). Profilul
elementar a fost cuplat cu raporturi de elemente specifice (K/Rb, Ca/Sr) si un raport
izotopic ¥Sr/ %Sr, care a evaluat posibilitatea discrimindrii vinurilor in functie de
originea lor geografica. Conditiile optime au fost urmatoarele in modul de analiza
cantitativa: putere RF de 1,28 kW, debit de gaz plasma de 9 L/min, debit de gaz
nebulizator de 1,01 L/min, un timp de statie de 500 ms, un timp de integrare de 169 s, si
modul de scanare salt la varf. Valorile analitice obtinute pentru NIST SRM 987 pentru
8Sr/ % Raportul izotopic Sr a variat de la 0,7100 la 0,7117, cu un raport izotop mediu de
0,7107, RSD (%), cu o medie de 0,0648%. Precizia medie a fost de 0,0131%, iar precizia a
fost de 0,0215%. Valorile analitice obtinute pentru standardul izotopic comun de plumb
NIST SRM 981 pentru raportul izotopic 27Pb/ 2%Pb au variat de la 0,91431 la 0,91496, cu
un raport izotop mediu de 0,91453, iar precizia a fost de 0,0404%. Astfel, efectuarea
achizitiei de date folosind 5 puncte si 10 scanari pe varf de 10 replici a dus la madsuratori

de rezolutie satisfacatoare.
Analiza izotopicd

Raportul izotopic ®¥O/ 1O atat al apei extrase din vin, cat si al raporturilor izotopice

13C/12C, (D/H) I'si (D/H) II in etanolul extras din vin au fost examinate urmand metodele



stabilite. de catre Organizatia Internationala a Viei si Vinului (OIV), MA-AS2-12, MA-
AS312-06 si MA-AS-311-05. Toate probele de vin au fost distilate folosind o unitate
automata de distilare Cadiot (ADCS Eurofins, Nantes, Franta) pentru a obtine etanol cu
o tdrie alcoolica de cel putin 92% g/g si un randament de 90%. 5 8O a fost masurat
utilizand un spectrometru de masa cu raport de izotop cu flux continuu (CF-IRMS) Delta
V Plus (Thermo, Bremen, Germania) cuplat cu un modul de echilibrare izotopica
GasBench 1I, iar rezultatele au fost procesate folosind software-ul Isodat 3.0. O alicota
(500 uL) de apa extrasa din vin a fost echilibrata timp de 20 ore la 24 °C cu un amestec
de gaze (0,36% CO2 in heliu). Probele au fost analizate comparativ cu standardele de
laborator IA-R052, IAR053 si IA-R054 furnizate de Standardul de laborator analitic ISO,
Marea Britanie.

Pentru controlul calitdtii, impreund cu mostrele de vin au fost analizate materiale de

referinta certificate, precum BCR 656 si BCR 660 furnizate de Institutul pentru Materiale

si Mdsurdtori de Referinta (IRMM), Belgia. Pentru analiza °3C, 0,1 uL de etanol a fost

injectat si ars intr-un analizor elementar Flash EA1112 HT (ThermoFisher, Bremen,

Germania). Apoi, gazul CO2 a fost spdlat printr-un flux continuu de heliu intr-un IRMS

Delta-V (ThermoFisher, Bremen, Germania) si a fost procesat pentru raportul de izotopi

stabil folosind software-ul Isodat 2.5. Pentru ambele masuratori izotopice ale d O si d

BBC, reproductibilitatea maritd a masuratorilor intregii proceduri experimentale a fost

de +0,3%o. Rezultatele au fost exprimate In notatia 0 si %o ca standardele Vienna-

Standard Mean Ocean Water (VSMOW) si Vienna-PeeDee Belemnite (VPDB) pentru

oxigen si, respectiv, carbon.

Masurarea raporturilor deuteriu-hidrogen (D/H) pe metil CH2DCH2O0H (I)-(D/H)I si

metilen CH3CHDOH ( II ) -(D/H) IIpozitiile in etanol de vin au fost efectuate folosind

metoda SNIF-RMN. Spectrele SNIF-RMN au fost inregistrate pe un spectrometru

Ascend 400 Bruker echipat cu un cap de sonda de deuteriu selectiv de 10,0 mm reglat

la o frecventa de 61,42 MHz, cu un blocaj de fluor si un schimbator automat de probe.



Fiecare proba a fost masurata folosind 200 de scanari. Masurdtorile au fost efectuate
conform protocolului OIV utilizand N,N-Tetrametiluree (TMU) de la Institutul pentru
Materiale de Referinta si Masurdtori din Geel, Belgia, cu o compozitie izotopica
cunoscuta folositd ca standard intern. Hexafluorbenzen (Aldrich) a fost adaugat
suplimentar pentru semnalul de blocare (19F). Rezultatele, valorile medii si abaterile
standard au fost calculate cu software-ul Eurospec (Eurofins-Nantes) din 10
experimente repetitive cu un factor de multiplicare exponential (LB) egal cu 2.
Rapoartele izotopice ale unei pozitii date sunt exprimate in parti per milion la scara
internationala VSMOW. Valorile medii de precizie ale masuratorilor raportului au fost
de +0,6 ppm pentru (D/H)I si +0,8 ppm pentru (D/H) II . Toate metodele de mdsurare
izotopica sunt acreditate conform EN ISO/IEC 17025:2018, confirmand capacitatea
laboratorului de a efectua rezultate de izotopi stabili valide si comparabile.

Date climatice

Am analizat temperatura (temperatura maxima (tx °C), temperatura minima (tn °C)
si temperatura medie (tg °C)) si precipitatiile (rr mm/zi) pentru a evalua conditiile
climatice primare. Datele lunare medii au fost extrase din doua baze de date climatice
cu acces deschis: CRU TS 4.05 si E-OBS v23.1e. Frecventa zilelor de inghet la sol (frs
zile), indicele de severitate al secetei Palmer (scPDSI) si indicele standardizat de
precipitatii-evapotranspiratie (valori SPEI z) explicd evenimentele locale extreme.
Numarul de zile in care temperatura noptii a scazut sub punctul de inghet reprezinta
zilele de inghet si indica schimbari multiple ale ecosistemului. Cel de-al treilea raport
de evaluare IPCC a aratat cd numarul de zile de inghet s-ar reduce in conditiile
schimbadrilor climatice, provocand mai multe efecte negative asupra vitei de vie [ 38].
Deoarece seceta sustinuta afecteaza calitatea strugurilor [39], am folosit doi indici
pentru a evalua seceta (scPDSI si SPEI). In primul rand, scPDSI este un indice

standardizat care se intinde intre -10 (uscat) si +10 (umed) si are 0 memorie pe termen



lung a conditiilor climatice anterioare (si, prin urmare, este mai putin sensibil la
recuperarea secetei) [40]. In al doilea rand, SPEI este foarte sensibil la declansarea si
evolutia evenimentelor de seceta, cu valori mai mici de -2 indicand evenimente extreme
[41]. SPEI poate fi evaluat pentru diferite scale de interval si au fost alese aici pentru a

investiga defectul cumulat de 1, 3, 4 si 6 luni.
Analize statistice

ANOVA unidirectionald a fost efectuata pentru a determina comparatia medie si
varianta egald intre distributia izotopica si elementul la nivelul de probabilitate p < 0,05
cu testele Tukey si Levene. Analiza factoriald a fost efectuata folosind metoda
componentelor principale cu rotatie varimax pentru a analiza matricea de corelatie,
pentru care au fost extrasi trei factori. Analizele partiale ale celor mai mici patrate au
fost efectuate folosind iteratia lui Wold cu variabile scalate, pentru care au fost extrasi
maximum 15 factori. Relatiile dintre variabilele climatice au fost testate pentru a evalua

gradul de corelatie dintre factori.
REZULTATE SI DISCUTII
Caracterizarea climei

Incilzirea climaticd prezinti un risc semnificativ asociat cu cresterea frecventei,
severitatii si duratei evenimentelor si actiunilor extreme descrise in prezent ca pierderea
biodiversitatii, degradarea si transformarea ecosistemelor naturale din intreaga lume.
Anul 2012 a fost unul dintre cei mai caldurosi ani experimentati, fiind cu 0,6 °C mai cald
decat valoarea de referinta de la mijlocul secolului al XX-lea. In timpul anului secetos
2012, temperaturile medii anuale in siturile Sebes si Corcova au fost cele mai
contrastante (9,12 + 9,91 °C, respectiv 12,15 + 10,52 °C), cu valori extrem de pozitive in
iulie (22,68 °C si, respectiv, 26,27 °C). Anul post-seceta 2013 a ardtat un iulie rece si cel

mai cald august dintre toate site-urile, iar temperatura medie lunard de primdvara a



fost mai mare decat in 2012. Pe baza temperaturii maxime anuale, am observat o
variabilitate intre site-uri de la 27,04 °C. (Sebes, 2013) la 34,59 °C (Dragasani, 2012), ceea
ce indica un climat mai arid in Muntenia comparativ cu Transilvania. Cea mai mare
diferenta intre seturile de date climatice din 2012 si 2013 sa dovedit a fi temperatura
maxima (Figura 1 A). Interactiunile dintre vremea mai caldd din 2012 si abordarea
sectoriala au sugerat o noud dimensiune a riscului de dezastre, expunere si
vulnerabilitate [42]. Astfel, s-a demonstrat ca cresterea temperaturilor extreme
afecteaza compozitia fructelor si dezvoltarea vinului datorita pH-ului si continutului
de zahdr mai ridicat rezultat si aciditatii mai scazute [43]. Chiar si micotoxinele,
contaminantii si reziduurile au corelat puternic cu conditiile de mediu [44,45] si au fost
direct implicate in proprietatile vitei de vie. Implicatiile evenimentelor de secetd sunt
asociate cu diferente in acumularea de microelemente, macroelemente si elemente

toxice in vin [46].
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Figura 1. Diferentele medii climatice intre 2012 si 2013, conform inregistrarii medii anuale a fiecarei grile de date;
(A) temperaturile; (B) auto-calibrare Palmer Drought Severity Index; (C) frecventa zilei inghetului la sol. Sunt
ilustrate valorile 2012 (rosu) si 2013 (albastru).

S-a observat cd deficienta de precipitatii a avut o usoarda schimbare in aparitie

asociata cu translatarea cantitatii maxime din primdvara in toamna, asa cum sa discutat

si in regiune folosind diferite proxy [47]. Cele mai mari diferente de sit intre



precipitatiile din 2012 si 2013 au fost la Drdgasani (161,1 mm/an), urmate de Sebes,
Jidvei, Corcova, Samburesti si Stefdnesti (141,3, 116,9, 102,2, 88,9 si, respectiv, 51,1
mm/an). Prin urmare, conditiile climatice din 2013 au fost caracterizate de seceta
moderata. In timpul primaverii si inceputul verii (martie, mai si iunie), seceta extrema
evaluata prin SPEI1 a avut loc in toate locurile abia in anul 2012. SPEI3 a indicat conditii
climatice de seceta ridicata in august-septembrie in comparatie cu SPEI4, pentru care
tendinta a fost decalatd cu o luna din septembrie pand in octombrie. Am observat o
diferenta semnificativa intre conditiile climatice medii din Jidvei in 2012-2013 atunci
cand am analizat SPEI4 si SPEI6. Cele mai mari valori scPDSI au fost calculate in 2012
pentru Jidvei intre iulie si decembrie (—4,05, —4,92, -5,15, —4,88, -5,06 si —4,47), urmate
de Corcova si Sebes din septembrie pand in decembrie si Drdgasani si Samburesti In
lunile septembrie si noiembrie. Literatura de specialitate discutd rolul temperaturii in
octombrie-noiembrie, deoarece este perioada cu cea mai intensa crestere a radacinilor
absorbante si cea mai mare cantitate de apd subterand accesibila, care este esentiala
pentru cresterea si dezvoltarea plantelor [48]. Fortarea temperaturii din iunie schimba
coacerea fructelor din vara fierbinte la toamna rece (octombrie-noiembrie), asociata cu
fructe mai mici, pH mai scazut, aciditate mai mare si un continut perturbat de fenolici
totali, flavonoide si antociani [49, 50]. Potrivit indicilor scPDSI, sezonul de vegetatie
timpuriu a fost cel mai afectat 1n 2012 de secetd, cu posibile sanse de a induce modificari
ale proprietatilor vitei de vie (FiguralB). In 2013, valorile scPDSI au indicat un climat
de secetd extrema pentru Sebes in perioada ianuarie—februarie (-4,49; —4,34) si la Jidvei
in ianuarie (—4,14). Evenimentele de secetd de la inceputul primaverii pana in toamna
au fost prezente in ambii ani, dar cu intensitati si perioade de aparitie diferite, ilustrand
efectele mostenite ale cererii de resurse de apd dulce. O diferentd semnificativa in media
si varianta Jidvei versus Stefanesti (2012) si Jidvei versus Sebes (2013) a aratat o
variabilitate mare intre locatii, chiar si in acelasi an de productie. Incilzirea climei

influenteazd productia de vin datoritda impactului sdu mare asupra compozitiei



fructelor si formadrii vitei de vie in conditiile schimbarii starii apei, radiatiei solare si
cresterii termice. Continutul ridicat de zahdr modifica maturitatea fenolica, densitatea
culorii si aroma slaba, reducand organolepticul si calitatea produsului final [51].

O altd provocare pentru viitoarea distributie a vinului de struguri si impactul
acestuia asupra compozitiei nutrientilor este reprezentatd de deteriorarea dupa inghet.
Februarie (Corcova si Dragdsani) si martie (Samburesti, Stefanesti, Jidvei si Sebes) a fost
ultima perioada de primavara cu o temperatura minima negativa. Frecventa zilelor de
inghet la sol a indicat o tendinta de scadere in 2013 fatd de 2012 in toate site-urile, chiar
daca valoarea medie a numarului de zile de inghet a crescut (Fig. 1 C). Efectul factorilor
cumulati in nivelurile daunelor cauzate de inghet si includ fluctuatia temperaturii (care
a fost mai mare in 2012), forta vantului, varsta plantelor si starea fiziologica [52]. Pe
baza rezultatelor identificate in literatura de specialitate, cele mai rezistente soiuri la
clima rece sunt Riesling si Pinot Noir [53]. Intre situri, am inregistrat o rata mai mare de
aparitie a frecventei zilelor de inghet la Jidvei si Sebes decat la celelalte podgorii. Chiar
si explozia mai timpurie cauzata de conditiile schimbarilor climatice nu este de neglijat,
intarzierea potential a activitdtii insectelor polenizatoare si cresterea susceptibilitatii la
un inghet timpuriu [54]. Literatura mondiala a concluzionat ca dieback-ul anormal la
Vitis vinifera L. in ultimul deceniu a fost cauzat in primul rand de sensibilitatea ridicata
la modificdri minore in reducerea apei si cresterea evapotranspiratiei, care modifica
chiar si profilul macro si microelemental [55]. Seceta va afecta in mod semnificativ sud-
estul Europei in urmadtorii ani, vizibil mai ales In ceea ce priveste frecventa si
intensitatea valurilor de caldurd [ 56]. Din pacate, implicatiile schimbadrilor climatice in
sectorul vitivinicol sunt ajustate in Romania prin legislatie unidimensionald si adesea
prin lipsa masurilor practice, ceea ce evidentiazd implicatii viitoare pentru podgorii
avand in vedere oportunitatea cultivdrii regiunilor mai Inalte datorita conditiilor
climatice in schimbare [57].

Continut de vin cu mai multe elemente



Elementele minerale mediaza procesele fiziologice si biochimice, inclusiv sinteza
proteinelor, fotosinteza, activarea enzimelor si osmoreglarea. Stresul de seceta poate fi
evitat prin continutul adecvat de elemente minerale, care participa la mai multe
mecanisme de apdrare, cum ar fi reglarea antioxidanta si osmotica [58]. Toate
microelementele (Mn, Ni, Zn, Al, Ba si Cu) au avut un continut maxim in 2012,
subliniind mai multa variabilitate in functie de tipul de vin (Fig. 2). A). Astfel, valorile
maxime au scazut In urmatoarea ordine Mn > Al > Cu > Zn > Ba > Ni, avand 1n vedere
Cabernet Sauvignon (Mn = 1843 ug/L, Al=1641 pg/L, Ba =465 ug/L), Riesling (Ni =102
ug/L), Merlot (Zn = 580 pg/L) si Muscat Ottonel (Cu = 860 ug/L). Rezultatele noastre
arata valori comparabile cu studii similare efectuate in Romania, indicand modificari
minore ale profilurilor elementare privind regiune si variabilitatea anuala [15, 16, 59,
60]. Mai mult, am observat ca vinul romanesc contine valori ridicate de macronutrienti
in comparatie cu rapoartele la nivel mondial [17]. Comparatia dintre 2012 si 2013 a
ilustrat valori extreme ridicate in anii de seceta numai pentru K, precum si valori
aproape similare pentru Na, Mg, Ca si P (Figura 2B). Macroelementele au avut o ordine
scazutd de la K > P > Mg > Ca > Na (437, 105, 84, 50, respectiv 18 mg/L), iar valorile
maxime au fost comparabile cu studiile anterioare din Romania pentru Mg (133 mg).
/L), Ca (70 mg/L), K (520 mg/L) si P (142 mg/L). De mentionat ca toate continuturile
maxime de macroelemente au fost gasite in sortimentele de Pinot Noir, cu anul 2012 ca
an de valorificare. Chiar daca valorile ridicate ale K au fost asociate cu echilibrul in
complexul pigmentar de culoare rosie cu antociani si acid tartric, studiul de fata nu a
stabilit diferente statistice semnificative intre profilele vinului. Intre tipurile de vin, am
observat o variabilitate scdzuta a aparitiei macroelementelor, exemplificand
concentratia mare in Chardonnay (Na =21 ug/L, P =104 pug/L), Merlot (Mg =96 ug/L),
Cabernet Sauvignon (K =470). ug/L), si Pinot Noir (Ca =60 pg/L) si concentratie scazuta
in Cabernet Sauvignon (Na =14 ug/L), Chardonnay (Mg =70 ug/L), Pinot Noir (K =420

ug/L) si Merlot (Ca =46 ug/L, P =98 ug/L). O diferentiere intre localizarea geografica si



microelemente a evidentiat aparitia unor valori extreme in Jidvei (Mn = 1843 ug/L, Al =
1641 pg/L, Cu = 860 ug/L), Sebes (Ni = 102 pg/L), Samburesti (Zn = 580 ug/L), si
Stefanesti (Ba = 465 ug/L). In ceea ce priveste macroelementele, Na si Mg au fost
masurati ca avand niveluri extreme in Jidvei (26,75 si respectiv 133 pug/L), iar K, Ca si P
au fost gasite in vinul Dragasani (520, 70,32, respectiv 142 ug/L). Cu, Zn, Al, Ba, Mn, Sr
si Pb au fost asociate in principal cu elementele derivate din sol, fiind amprente digitale
pentru trasabilitatea chimicd In struguri si vin. si concentratie scazuta in Cabernet
Sauvignon (Na = 14 pg/L), Chardonnay (Mg = 70 ug/L), Pinot Noir (K = 420 ug/L) si
Merlot (Ca = 46 ug/L, P = 98 ug /L). O diferentiere intre localizarea geografica si
microelemente a evidentiat aparitia unor valori extreme in Jidvei (Mn = 1843 pg/L, Al =
1641 pg/L, Cu = 860 ug/L), Sebes (Ni = 102 ug/L), Samburesti (Zn = 580 ug/L), si
Stefanesti (Ba = 465 ug/L). In ceea ce priveste macroelementele, Na si Mg au fost
masurati ca avand niveluri extreme in Jidvei (26,75 si respectiv 133 pg/L), iar K, Ca si P
au fost gasite in vinul Dragasani (520, 70,32, respectiv 142 ug/L). Cu, Zn, Al, Ba, Mn, Sr
si Pb au fost asociate in principal cu elementele derivate din sol, fiind amprente digitale
pentru trasabilitatea chimicd in struguri si vin. si concentratie scdzutd in Cabernet
Sauvignon (Na = 14 pg/L), Chardonnay (Mg = 70 pg/L), Pinot Noir (K = 420 pg/L) si
Merlot (Ca = 46 ug/L, P = 98 ug /L). O diferentiere intre localizarea geografica si
microelemente a evidentiat aparitia unor valori extreme in Jidvei (Mn = 1843 pg/L, Al =
1641 pg/L, Cu = 860 ug/L), Sebes (Ni = 102 ug/L), Samburesti (Zn = 580 ug/L), si
Stefinesti (Ba = 465 ug/L). In ceea ce priveste macroelementele, Na si Mg au fost
masurati ca avand niveluri extreme in Jidvei (26,75 si respectiv 133 ug/L), iar K, Ca si P
au fost gasite in vinul Dragasani (520, 70,32, respectiv 142 pug/L)). Cu, Zn, Al, Ba, Mn, Sr
si Pb au fost asociate in principal cu elementele derivate din sol, fiind amprente digitale
pentru trasabilitatea chimica in struguri si vin. si Merlot (Ca = 46 pg/L, P =98 pg/L). O
diferentiere intre localizarea geograficd si microelemente a evidentiat aparitia unor

valori extreme in Jidvei (Mn = 1843 ug/L, Al = 1641 ug/L, Cu = 860 ug/L), Sebes (Ni =



102 ug/L), Samburesti (Zn = 580 ug/L), si Stefanesti (Ba = 465 ug/L). In ceea ce priveste
macroelementele, Na si Mg au fost mdsurati ca avand niveluri extreme in Jidvei (26,75
si respectiv 133 pg/L), iar K, Ca si P au fost gasite in vinul Dragasani (520, 70,32,
respectiv 142 ug/L). Cu, Zn, Al, Ba, Mn, Sr si Pb au fost asociate in principal cu
elementele derivate din sol, fiind amprente digitale pentru trasabilitatea chimica in
struguri si vin. si Merlot (Ca = 46 pg/L, P = 98 pg/L). O diferentiere intre localizarea
geografica si microelemente a evidentiat aparitia unor valori extreme in Jidvei (Mn =
1843 ug/L, Al =1641 ug/L, Cu =860 pg/L), Sebes (Ni =102 ug/L), Samburesti (Zn = 580
ug/L), si Stefanesti (Ba = 465 ug/L). In ceea ce priveste macroelementele, Na si Mg au
fost masurati ca avand niveluri extreme in Jidvei (26,75 si respectiv 133 pg/L), iar K, Ca
si P au fost gdsite in vinul Dragasani (520, 70,32, respectiv 142 pg/L). Cu, Zn, Al, Ba, Mn,
Sr si Pb au fost asociate in principal cu elementele derivate din sol, fiind amprente
digitale pentru trasabilitatea chimicd in struguri si vin. Sebes (Ni = 102 ug/L),
Samburesti (Zn = 580 ug/L) si Stefanesti (Ba = 465 ug/L). In ceea ce priveste
macroelementele, Na si Mg au fost masurati ca avand niveluri extreme in Jidvei (26,75
si respectiv 133 pg/L), iar K, Ca si P au fost gasite in vinul Dragasani (520, 70,32,
respectiv 142 ug/L). Cu, Zn, Al, Ba, Mn, Sr si Pb au fost asociate in principal cu
elementele derivate din sol, fiind amprente digitale pentru trasabilitatea chimica in
struguri si vin. Sebes (Ni =102 pg/L), Samburesti (Zn =580 pg/L) si Stefanesti (Ba = 465
ug/L). In ceea ce priveste macroelementele, Na si Mg au fost masurati ca avand niveluri
extreme 1In Jidvei (26,75 si respectiv 133 ug/L), iar K, Ca si P au fost gasite in vinul
Dragasani (520, 70,32, respectiv 142 pg/L). Cu, Zn, Al, Ba, Mn, Sr si Pb au fost asociate
in principal cu elementele derivate din sol, fiind amprente digitale pentru trasabilitatea
chimica in struguri si vin [61]. Alte elemente, cum ar fi Cr si Ni, sunt frecvent asociate
cu contactul cu otelul inoxidabil in timpul metodei de productie Charmant fermentat

in rezervor [62].
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Figura 2. Distributia microelementelor (A), macroelementelor (B) si a elementelor toxice (C) din probele de vin

2012 si 2013. Comparativ, sunt ilustrate valorile din 2012 (rosu) si 2013 (albastru).

Se poate discuta ca din cele sase tipuri de vin Jidvei analizate am constatat diferente
mari Intre nivelul concentratiilor de metale toxice, cu valorile maxime la Cabernet
Sauvignon (Cd = 8,01 ug/L; Pb =155 pg/L) si cel mai scdzut in Chardonnay in cazul Cd
(0,09 pg/L) si Traminer rosé pentru Pb (80 ug/L). Pe de alta parte, am gdsit cea mai mare
valoare a Cd in regiunea Stefdnesti pentru vinul Riesling (10,1 ug/L), fiind extrema in
comparatie cu alte zone, de exemplu, Germania, Grecia, Spania, Cehia, Ungaria,
Etiopia, Turcia, Croatia, Italia si Polonia [17, 63, 64]. Deoarece valori similare (in cazul
Pb) au fost raportate pentru Romania [15, 16, 59], considerdm cd poluarea industriala si
traficul rutier sunt principalii contributori la elementele toxice din vinurile investigate.
Chiar si asa, componentele din alama in procesele vinului sau ingrasamintele fosfatice
nu sunt excluse din multiplele cauze ale imbogétirii vinului cu elemente toxice. In
general, concentratia de metal din vin contine influente exogene precum semnatura
parentald, practicile de fertilizare, conditiile climatice, poluarea transfrontaliera si locala
sau procesele tehnologice [21]. Cu toate acestea, o comparatie intre rapoartele la nivel

mondial privind concentratia de metale a ardtat diferite modele, de la cantitati mici [65]




la concentratii mari [66, 67, 68]. Studiul de fata arata o variabilitate ridicata a Pb in 2012

comparativ cu 2013 (Figura 2C).
Semndtura izotopicd a 6 80O, 6 BC, D/H, ¥Sr/ %Sr si 2°°Pb/ 2 Pb in vin

Originea vinului a fost testatd folosind izotopi stabili 6 O datoritd implicarii
oxigenului In metabolismul plantelor si procesele de fractionare in timpul cresterii
plantelor. Probele investigate au aratat ca © 80 de vin a variat de la 0,32%o la 5,99%o
(Transilvania) si -1,09%o la 7,39%0 (Muntenia). Valorile minime au fost asociate cu un
climat mai rece, iar cele maxime (Jidvei, Merlot, 2012, si Samburesti, Merlot, 2012) au
indicat o variabilitate mai mare a 6 %O a apei de vin Intre regiuni. Testul Tukey a fost
utilizat pentru a compara mediile celor doua zone si nu au fost gasite diferente
semnificative. Variabilitatea mai scazuta a fost gasitd in anul post-seceta 2013 la 0,32—
5,60%o (Transilvania) si 0,46—4,66%0 (Muntenia) (Figura 3 (A). Regiunea Muntenia s-a
dovedit a avea o dispersie mai mare de 0 *O a valorilor apei de vin comparativ cu
Transilvania, chiar daca media a fost comparabild (3,45 *+ 2,36%o, respectiv 3,72 +
1,64%o0). O diferenta semnificativa intre & *O in 2012 si 2013 a fost determinata la Jidvei
Sauvignon Blanc si a fost de 5,40%o si, respectiv, 0,32%o. In schimb, vinul Sebes
Sauvignon Blanc a prezentat o valoare mai epuizata pentru d *O In 2012 (3,45%o)
comparativ cu 2013 (5,60%o). Relatia dintre precipitatii si izotopul de oxigen din vin a
fost complexd, indicand formarea strugurilor sub influenta predominanta a o ¥Valorile
O din precipitatiile din anul curent de formare a fructelor. S-a gasit o corelatie
semnificativa intre d 80 si precipitatii pe parcursul tuturor lunilor (p < 0,01).
Diferentiand regiunile, am constatat ca relatia dintre d 8O si precipitatii a fost negativa
sub limita de semnificatie (p < 0,05) pentru probele transilvanene si pozitiva si
semnificativa pentru vinurile din Muntenia cu maxim in august (r = 0,82; p <0,01). Am

constatat diferente in 2012 si 2013 (3,95 + 2,02 si respectiv 2,96 + 2,96%o) care au fost



discutate si pentru vinurile romanesti in 2008 si 2009 (3,5 + 0,8 si respectiv 4,0 + 1,7%o)

[+ 6,9%o].
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Figura 3. Distributia izotopilor stabili (A), raportul deuteriu-hidrogen (B), si raportul izotopic (C) al vinului
valorificat in 2012 si 2013 in Transilvania si Muntenia. Comparativ, sunt ilustrate valorile din 2012 (rosu) si 2013
(albastru).

Raportul (D/H) I este utilizat in mod regulat pentru a evalua falsificarea vinului prin
diverse metode, cum ar fi amestecarea vinurilor cu diferite calitati sau adaugarea de
zahar 1nainte de valorificare [70, 71]. Pentru o evaluare corecta, este necesar sa se
evalueze acest parametru cuplat cu o C pentru a reduce limita de incertitudine.
Vinurile UE variaza intre 98 si 104 ppm [72, 73], asa cum sa observat intr-adevar chiar
si in studiul nostru (98,7-105 ppm). Nu a existat un model care sa discrimineze anii de
productie pe baza (D/H) I (Fig. 3B). Valoarea maxima pentru 2012 si 2013 a fost la Sebes,
cu o diferenta nesemnificativa (103,6 si 103,5 ppm) fata de raportul minim, care a fost
calculat in 2012 la Jidvei (98,7 ppm) si Stefanesti (99,1 ppm). Valorile (D/H) II au variat
pe baza compozitiei izotopice a apei fermentate, indicand valori cuprinse intre 119,8 si
131,5 ppm. Pentru diferentierea materiilor prime si pentru identificarea falsdrii ilicite,
pot fi folosite chiar si valorile (D/H) II, deoarece acestea sunt de obicei mai mari de 125
ppm pentru etanolul din fructe si vin datorita imbogatirii cu deuteriu in apa de fructe

[74]. Etanolul din zahdr sau din alte legume are de obicei un (D/H) II mai scazut [75],



iar amestecarea cu apd inainte de fermentare induce raportul descrescdtor. Diferentele
de fotosinteza a plantelor C3 (vita de vie) (ciclul fotosintetic Calvin) depind de
disponibilitatea apei, rezultand mai putin d *C decat in comparatie cu plantele Cs (ciclul
Hatch-Slack) [76]. Prin urmare, carbonul stabil (in principal 6 “C) trebuie sa fie mai
discutabil in evaluarea eficientei falsificarii vinului datorita testelor nucleare din 1960
care au crescut incertitudinea. Pe baza carbonului stabil (0 *C de etanol) izotopi ai
probelor de vin, am constatat diferente intre Transilvania (-27,74 la -24,56%o) si
Muntenia (28,21 la —24,06%o). Mai mult, am observat ca d *C a avut valori dezlegate
intre ani, asa cum a fost cazul Sauvignon Blanc la Jidvei (-24,6%o (2012) si —27,74%o
(2013) comparativ cu Sebes (-26,18%o (2012) si — 24,56 %o (2013).

Semnaturile #Sr/ %Sr sunt considerate amprente geologice pentru urmadrirea
trasoarelor de provenienta geograficd fara informatii consistente privind variabilitatea
anuala [77]. Valorile #Sr/ #Sr in vinurile analizate au variat intre 0,705 (Corcova, Merlot,
2012) si 0,773 (Sebes, Riesling, 2012) (Fig. 3) C). Pe regiuni, cele mai mari valori medii (+
abaterea standard) s-au constatat pentru Stefanesti (0,768 + 0,002), urmat de Jidvei (0,732
+ 0,009), Samburesti (0,729 + 0,007), Sebes (0,720 + 0,006) si Corcova. (0,707 + 0,002).
Studiile anterioare indica origini similare, iar posibilele diferente intre ani sunt asimilate
cu contaminarea sau combinarea produselor din struguri de pe suprafete mari [78].
Analizand un singur sit (Jidvei), Sr in 2012 si 2013 a avut valori aproape similare, la
0,732 £ 0,009 si, respectiv, 0,738 + 0,008. Comparand rezultatele noastre cu cele realizate
in podgoriile din estul si sudul Romaniei pentru recolta 2012-2016, am observat un
nivel ridicat de 87 Sr/ 86 Sr, comparativ cu 0,710-0,723 [49], 0,702-0,768 [49], raportat
anterior [69] si 0,701-0,742 [70]. Semnatura izotopica 2*Pb/ *’Pb a fost ridicatd, variind
intre 1,161 (Stefdnesti, Sauvignon Blanc, 2013) si 1,256 (Samburesti, Cabernet
Sauvignon, 2012), indicand o influentd a poluarii mediului. Agentii de purificare si
filtrare din practica enologica (utilizarea bentonitelor; un amestec de bentonite, carbune

activ si pdmant de diatomee; si filtrare prin membrana) contin concentratii scazute de



Pb, care in cazul nostru ar trebui discutate. Modificarile din ultimele decenii in
atmosfera europeana si conditiile litosferei au fost studiate pe larg folosind diferite
specii de vin si trasorul Pb, indicand modificari ale semnaturii izotopice 2°Pb/ 27Pb [33].
Rezultatele noastre aratd dificultati in separarea fondului geogenic de poluarea
atmosfericd, iar valorile extreme sunt asociate cu surse de contaminare non-mediu
(Figura 3 C). 2Pb/ 27Pb din vinuri sunt comparabile cu cele masurate in Franta, unde
raportul izotopilor a variat intre 1,151 si 1,191 [33].

Statistici multivariate

Matricea de corelatie a lui Pearson a demonstrat dependente semnificative intre
variabilele climatice si parametrii chimici masurati in probele de vin (Fig. 4). In general,
indicele de severitate a secetei Palmer (martie, aprilie, iunie, iulie si august) si frecventa
zilei de inghet la sol (februarie) nu au avut o corelatie semnificativa cu metalele toxice,
micronutrientii, macronutrientii si izotopii stabili. SCPDSI din februarie s-a corelat
negativ cu Mg (r = 0,69) si pozitiv cu (D/H) II (r = -0,69). Raportul deuteriu-hidrogen a
fost anterior asociat cu variabilele climatice (temperatura si umiditate) pentru vinurile
analizate In podgoriile elvetiene (Valais si Graubiinden) in anul 2000 [ 79]. inghe’gul
tarziu din mai si aprilie a avut o relatie pozitiva semnificativa cu raportul ¥Sr/ #Sr, Na
si (D/H) I si o asociere negativad cu raportul 2°Pb/ 27Pb, Al, Mn, Cd si Pb. O asociere
negativa robusta (p < 0,001) a fost dezvaluita intre latitudine fata de raportul izotopic

206Pb/ 27Pb (r = -0,62) si a fost pozitiva pentru longitudine fata de (D/H) I (r = 0,81).
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Figura 4. Matricea coeficientului de corelatie a lui Pearson intre climd, pozitia geograficd, anul de capitalizare,
micro si macroelemente, elemente toxice si rapoarte izotopice. Intensitatea corelatiei a fost ilustratd de la coeficienti
de corelatie nesemnificativi (cercuri mai mici i culori transparente) la coeficienti semnificativi (diametre mai mari
si culori inchise). Intervalul de incredere al valorilor semnificative a fost prezentat diferentiat intre 95%, 99% si
99,9%.

Matricea de corelatie a descris interrelatia semnificativa dintre parametri, indicand

o origine similara si modele de acumulare in vita de vie. Concentratiile de metal in vita
de vie se bazeaza pe speciatia metalelor, parametrii solului si parametrii de mediu
caracteristici fiecirui tip de planti. In schimb, cresterea plantelor si fenologia
controleaza absorbtia de micro si macronutrienti in plante [80]. Acest studiu a prezentat
interrelatii specifice Intre elemente, indicand posibila relatie pozitiva intre metalele
toxice (Pb si Cd), Mn (r = 0,66; r = 0,60) si Al (r = 0,55) si o relatie negativa cu Na (r).=
—0,40). Sursa comuna a acestor metale corespunde aplicdrii fungicidelor, pesticidelor si
ingrasamintelor. Aplicarea lor intensiva pe termen lung este responsabild pentru
efectele negative asupra mediului, transferabile solului, apei si organismelor [10, 81].

Concentratiile crescute de Al in vin sunt asociate cu utilizarea bentonitei pentru
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clarificare [82], dar si cu utilizarea erbicidelor si insecticidelor [83] sau productiei si
depozitdrii vinului [19]. O corelatie puternica intre Cd, Pb si Al a fost gasitd in vinul
produs In podgoriile din apropierea traficului rutier, in special cu destinatiile
industriale [82]. Am observat ca Na a fost pozitiv (p< 0,01) asociat cu raportul deuteriu-
hidrogen al raportului metil (r =0,57) si negativ cu Mn (r =-0,49) si Ni (r = —0,45). Sodiul
are surse antropice din tratarea sdrarii si Ingrasamant si are o origine naturala in sarurile
marine [84]. 88O a corelat pozitiv cu Mg si negativ cu raportul izotopic ¥Sr / %Sr.
Aceasta relatie pozitiva indicd capacitatea Mg de a influenta discriminarea si
clasificarea originilor vinului pe baza continutului maxim [85]. A fost testata o relatie
specifica intre (D/H) Iraportul si cateva elemente asociate cu investigarea originii si
trasabilitatea vinului, si anume, Cd (r = —0,41), Mn (r = -0,50) si 2°°Pb/ 2’Pb (r = -0,40).
Cu toate acestea, Mn s-a corelat semnificativ cu Al (r = 0,60) si Mg (r = 0,43) si negativ
cu Na (r = -0,49), iar valorile mari au fost asociate cu utilizarea bentonitei. Cu si Zn au
corelat pozitiv cu Mg (r = 0,45 si r= 0,40, respectiv), indicand originile atat naturale, cat
si antropice ale macro si microelementelor. Rezultatele obtinute in studiul actual sunt
comparabile cu valori similare discutate pentru vinurile romanesti [16, 59, 60, 86].
Analiza PLS-DA a fost utilizata pentru a afisa gruparea naturald a elementelor si
originile vinului [87], chiar daca vinurile trebuiau sa fie mai bine distinse intre anii de
recoltare 2012 si 2013 (Fig. 5). Vinul transilvanean este bine diferentiat de Muntenia pe
baza conditiilor geologice si climatice adecvate. Analiza PLS-DA a transformat vectorul
de clasa intr-o matrice inactiva Y, care contine apartenenta fiecarui esantion in forma
binara. In plus, modelul PLS2 a fost calibrat pe baza matricei Y, iar probabilitatea ca
esantionul de atribuire unei clase a fost calculata pe baza valorilor estimate ale clasei
[88]. Fiecare clasa modelata corespunde unei functii de clasificare cu coeficienti de
combinatie liniara a variabilelor originale pentru a defini scorul de clasificare. Varianta
explicata pentru efectele X a fost de 47,74% (factor 1), 34,10% (factor 2) si 8,96% (factor

3), rezultand o varianta X cumulativa de peste 90%. Varianta explicatd pentru



raspunsurile Y a fost de 12,69% (factor 1), iar varianta cumulativa pentru primii 10
factori nu a depdsit 55,52%. Rolul discriminant al fiecarei variabile a fost obtinut prin
analiza importantei acestora la coeficientii de clasificare ai modelelor PLS-DA. Doar
temperatura maximd, temperatura minima, indicele de severitate al secetei Palmer cu
autocalibrare in februarie si frecventele zilelor de inghet la sol in martie si mai au
depasit pragul de semnificatie. Rezultatele au indicat ca nu toti factorii de mediu ar
putea induce asocieri semnificative intre valorile clasei. Chiar si asa, cel mai
considerabil parametru, cu exceptia temperaturii extreme, a fost frecventa zilelor de
inghet la sol in mai. Durata inghetului si rezistenta inghetului au fost afectate
semnificativ de toleranta soiurilor de struguri si am observat o crestere a numarului
mediu de zile cu inghet in 2013 fatd de 2012. Viile transilvanene sunt supuse unui risc
crescut de inghet de primdvara. Rezultate similare au fost raportate pentru alte regiuni
temperate, ca in cazul Ungariei si am observat o crestere medie a numarului de zile cu
inghet in 2013 fata de 2012. Viile transilvanene sunt supuse unui risc crescut de inghet
de primdvara. Rezultate similare au fost raportate pentru alte regiuni temperate, ca in
cazul Ungariei si am observat o crestere medie a numarului de zile cu inghet in 2013
fata de 2012. Viile transilvanene sunt supuse unui risc crescut de inghet de primavara.
Rezultate similare au fost raportate pentru alte regiuni temperate, ca in cazul Ungariei
[36], Serbia [89], sud-estul Angliei [54], Franta [90], China [37] si Canada [2]. Analiza
PLS-DA sugereaza o posibila reducere a predictiilor clasei de acuratete pe baza
factorilor de mediu datoritd adaptarilor naturale mai evidente in sortimentul Pinot Noir

si a practicilor induse de om (tdieri intarziate de iarna).
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Figura 5. Graficul scorului analizei discriminante (PLS-DA) al primelor doud componente principale. Elipsa
de incredere de 95% este inclusd in diagrama scorului. (A) diagrama scor X; (B) diagrama punctaj Y; (C) graficul
scor X1-Y1 ajustat; (D) graficul scor X2-Y2 ajustat. Numele reprezintd prescurtarea podgoriei (primele trei litere)
urmatd de anul de scriere cu majuscule, marcat cu citit (anul 2012) si albastru (anul 2013).

Analiza factoriald a fost efectuatd pentru toate datele analizate in experiment pentru
a caracteriza vinul din Transilvania si Muntenia (Fig. 6 A). Microelementele vinului,
macroelementele, elementele toxice, datele climatice, izotopi stabili, raportul izotopic si
raportul deuteriu-hidrogen au ardtat ca primele trei dimensiuni au descris doar 52,96%
din varianta totala (F1 = 29,75%, F2 = 13,30% si F3) = 9,90%. Variabilele care au definit
F1 au fost rapoartele scPSDI_May, frst_Mar, frst_Apr, frst May, (D/H) I, Cd, Pb, Mn,
Al, Na, ¥Sr/ 8Sr si 2°Pb/ 27Pb si tx. Valorile Cd, Pb, Mn si Al au prezentat valori extreme
opuse, indicand dependenta lor descrescatoare. Pe de alta parte, Cd, Pb, theRaportul
206Pb/ 207Pb si tx au fost localizati in planul negativ F1/F2. Acest grup a asociat factorii

climatici majori cu elemente toxice, microelemente, macroelemente si proprietati




asociate cu trasabilitatea vinului, care erau toate foarte corelate. Chiar si asa, avand in
vedere toate interrelatiile discutate, este de mentionat ca temperatura a corelat puternic
cu rapoartele izotopice %Sr/ %Sr si 2%Pb/ 2Pb si elementele Pb si Mn. Acest
comportament trebuie luat in considerare In ceea ce priveste aparitia actuald a climei
extreme, deoarece poate fi esential in discriminarea vinului in conditiile unei variatii
crescande asteptate, in principal datorita adaptdrii plantelor la conditiile de mediu
viitoare [91 92]. Schimbarile la scard larga ale raportului izotopic Pb si Sr in stadiile
timpurii ale PAmantului au fost asociate cu temperatura corespunzatoare unui o 80O de
aproximativ -39%o [93]. In zilele noastre, trebuie luate in considerare conditii mai
complexe din cauza schimbadrilor rapide de mediu asociate conditiilor de mediu
antropice care pot induce discrepante in corelatia dintre vinuri si fractiile labile. Diverse
influente sunt responsabile pentru marirea discrepantelor in raporturile izotopice ¥Sr/
8Sr si 2°Pb/ 27Pb in sol, struguri, suc de pulpd, piele si seminte in timpul diferitelor
stadii de crestere si dezvoltare [31]. F2 grupat 0©°C, & ¥O, (D/H) II, Cu, Mg, Ca si P. Cu
exceptia raportului deuteriu-hidrogen al metilenului fata de Mg, toti parametrii au avut
o corelatie pozitiva semnificativd. Rezultatele confirma o relatie puternicd intre
macroelemente si izotopi stabili si rolul acestora in discriminarea vinului produs in
diferite regiuni [94, 95]. Variabilele cu cea mai semnificativa pondere in factorul trei au
continut Ni cu valori pozitive in planul F2-F3 si au fost negative in planul F1, iar Zn a

fost pozitiv in toate cele trei planuri.
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Figura 6. Reprezentarea graficd a primilor trei factori extrasi din analiza factoriald pe baza parametrilor vinului
analizati si a variabilelor de mediu (A). Dendrograma clusterului ierarhic a rezultat din matricea de corelatie a
variabilelor si microelementelor de mediu, macroelementelor, izotopilor stabili de elemente toxice si raportului de
izotopi pentru vinul romanesc analizat (B).

Analiza cluster a fost utilizata pentru a identifica asemandrile intre parametrii
vinului si factorii climatici folosind acele variabile care s-au corelat semnificativ ca date
de intrare (Figura 6 B). Rezultatele aratd ca primul cluster a fost asociat cu 2Pb/ ?7Pb,
Pb, Cd, Mn si Al impreuna cu tx, tg si tn. Cea mai reprezentativd variabild a fost
temperatura maxima, iar cea mai putin reprezentativa variabild a fost aluminiul. Al
doilea grup s-a bazat pe variabilele cele mai reprezentative Mg, Cu, Ca, P, Zn, Ba, d 3C
si O 0. Al doilea cluster a asociat variabile pe baza corelatiei lor cu valorile din
februarie ale indicelui de severitate al secetei Palmer auto-calibrant. Din aceeasi ramura
disociatd in jurul macroelementului K a fost raportul Ni si deuteriu-hidrogen al
metilenei. Al patrulea cluster a fost format pe baza frecventei zilei de inghet la sol din
mai si a inclus Na si raportul deuteriu-hidrogen al metilului. Precipitatiile atmosferice

reprezinta o forta dominanta pe ¥Sr/ #Raportul izotopic Sr, care poate fi corelat si cu un



raport izotopic mai mare obtinut in studiul de fata in comparatie cu altele realizate in
aceleasi regiuni. Analiza cluster ajuta la Intelegerea microclimatului care controleaza
intr-un mod semnificativ micronutrientii, macronutrientii, raportul izotopic si izotopii

stabili din vinul comercial produs in Transilvania si Muntenia.

CONCLUZII

Diferiti factori de mediu influenteaza puternic productia de vin, dar schimbarile
climatice sunt responsabile pentru diverse modificdri, inclusiv cresterea pericolelor
chimice. Prezentul studiu a investigat posibilele modificari ale compozitiei chimice a
vinului intre anul secetos (2012) si postsecetd (2013). Conform indicilor scPDS], siturile
din Muntenia au fost cele mai afectate de seceta in sezonul de vegetatie timpuriu din
2012, iar numdrul mediu de zile de inghet la sol a crescut in 2013 in Transilvania.
Modificari minore ale profilurilor elementare s-au constatat intre ani, si doar K a fost
gasit intr-o cantitate extrem de mare in 2012. Aici, raportam o valoare extrema a Cd
(regiunea Stefanesti) In vinul Riesling, remarcand, de asemenea, ca Pb a avut o
concentratie peste nivelul valorile mentionate in literaturd (%.). O diferenta
semnificativa intre d ¥O in 2012 si 2013 a fost determinatd in Jidvei Sauvignon Blanc. Pe
baza raporturilor izotopice stabile ale carbonului (6 3C de etanol si glicerol) ale probelor
de vin, am gasit diferente intre Transilvania si Muntenia si, de asemenea, am observat
valori dezlegate de ® *C intre ani. Influenta poludrii mediului asupra siturilor
investigate a fost asociata cu modificari anuale in 8Sr/ %Sr si 2°Pb/ 2”Modele izotopice
Pb. S-a gasit o corelatie semnificativa puternica intre variabilele climatice si profilurile
chimice. Cu toate acestea, vinul este un produs cu risc scazut, cu imbogatirea locala cu
diverse substante chimice si nu s-a realizat nicio diferentiere semnificativa in ceea ce

priveste profilul elementar intre ani cu modele climatice clar diferite.
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