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CRISTINA DINU, ANDREI NICULAE, VASILE IANCU,
GABRIELA VASILE, MARCELA NICULESCU
INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE-DEZVOLTARE
PENTRU ECOLOGIE INDUSTRIALA ECOIND

E
TEHNICI ANALITICE PERFORMANT
PENTRU BI\BI\BTEBIII\BENI\HTI\Tll APEI (D)

éAbstract. .In the paper are presented some methods used for characterization of
water quality, in terms of organic pollutants and volatile metallic elements.

The working conditions for the quantification of toxic As, Se, Sb, Hg from drinking
water using the modern technique based on flow injection — hydride generation
combined with inductively coupled plasma atomic emission spectrometry (FIAS-
ICP-EQS) are shown.

Determinations of several pharmaceutical compounds (analgesic, antfi-
inflfammatory, anti-epileptic and stimulant classes) from wastewater (influents /
effluents of Wastewater Treatment Plants) were performed by high performance
liquid chromatography with UV detection (HPLC).

To analyze volatile organic compounds, two methods were developed using GC-
MS equipment - a screening method to identify the sample compounds with the MS
in full scan mode and a quantitative method with the MS in SIM mode, using
specific ion for each compound.

The paper contains the characteristic parameters of the methods, such as:
detection limit, quantification limit, precision, recovery which were evaluated with
Certified Reference Materials / Reference Materials.

A

PERFORMANTE IN PROIECTARE

Keywords:
As, Se, Sb, Hg
pharmaceutical compounds

industriale si miniere, levigatele datorate utilizarii ingrasamintelor in
agricultura, depunerile atmosferice pot afecta semnificativ resursele
de apa, atat de suprafata cat si subterane.

In consecinta, in apa pot fi detectati diversi poluanti cum ar fi:
elemente metalice, compusi organici toxici, pesticide, produse far-
maceutice si diversi alti micropoluanti organici, alaturi de microor-
ganisme patogene, care au ca rezultat degradarea calitatii apei.

Elementele metalice din probe de apa sunt determinate uzual
prin spectrometrie UV-VIS, spectrometrie de absorbtie atomica in
flacara si/sau in cuptor de grafit, prin ICP-EQS, ICP-MS. Tehnici
mai putin utilizate si mai costisitoare de detectie sunt TXRF, LC-

VOCs
water

. methods]
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Apele de suprafata si apele subterane sunt principalele surse
de apa bruta utilizate pentru potabilizare. Calitatea buna a acestor
surse este importanta pentru furnizarea unei ape potabile adecvate
consumului uman. Determinarea elementelor toxice in urme in apa
potabila este in prezent o problema de real interes datorita rolului
apei in metabolismul uman si implicit a consecintelor ingestiei
acestor elemente pentru sanatatea omului.

Deversarile efluentilor statilor de epurare, evacuarile de ape
uzate netratate sau cu diferite nivele de impurificare din activitatile

MS, HPLC-ICP-MS. Metalele volatile, cum ar fi : As, Se, Sb, Hg, Sn
pot fi controlate prin tehnica generarii de hidruri cuplata fie la AAS,
fie la ICP-EOS sau ICP-MS. In cazul echipamentelor de tip ICP
(EOS si MS) nu exista metode standardizate pentru determinarea
metalelor volatile din probe de apa.

Compusii farmaceutici (analgezice, antibiotice, hormoni, metaboliti)
reprezinta un grup de substante chimice emergente in mediu
datorita utilizari intense in medicina umana si veterinara. Acesti
compusi ca atare sau ca produsi de degradare pot patrunde in
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mediu, in principal prin efluentii statiilor de tratare a apei uzate,
precum si prin utilizarea namolurilor biologice in agricultura.

Din aceste motive, EPA a inclus in lista indicatorilor analizati
din apa potabila compusi din categoria compusilor farmaceutici,
urmand ca si la nivelul UE o parte din acesti compusi sa fie inclusi
in lista substantelor prioritare.

Substantele farmaceutice au fost detectate in ape uzate, dar si
in apele de suprafata la nivel de concentratii cuprinse intre ng/L-
Mg/L. Cele mai studiate clase de compusi farmaceutici in mediu
sunt antibioticele, urmate de hormonii steroidieni, substantele ana-
glezice / nesteroidale si medicamentele antiinflamatoare.

In ultimii ani s-au dezvoltat pe plan international o serie de
metode analitice capabile sa determine medicamente si metaboliti
ai acestora in probe de mediu la nivele de concentratie de ordinul
ng/L utilizand proceduri moderne, precum: extractia in faza solida,
derivatizari chimice, detectie si confirmare structurala prin GC-MS,
GC-MS? sau LC-MS?, LC-DAD.

In cazul analizarii compusilor organici volatile din probe de apa,
utilizarea metodelor standardizate ISO, EPA, DIN, se dovedeste a
fi uneori insuficienta datorita complexitatii matricei probei ce urmeaza
a fi analizata. Din acest motiv, untilizarea echipamentelor gaz cro-
matografice prevazute cu detectori neselectivi (FID, TCD) sau
selectivi (ECD, NPD, FPD) implica obligatoriu purificarea extractelor
probelor ce urmeaza a fi analizate pentru a impedica interferenta
cu alti compusi prezenti in matricea probei.

Analiza compusilor volatili din apa se efectueaza in general
utilizand tehnica de injectare headspace. Folosind aceasta tehnica,
purificarea probei este imposibila necesitand un detector selectiv —
pentru a elimina influenta matricei dar si neselectiv — pentru detectia
compusilor de interes.

Legislatia in vigoare referitoare la calitatea apei (apa potabila,
apa de suprafata, apa uzata) impune concentratii maxim admise
scazute atat pentru poluanti organici cat si pentru metale, ceea ce
implica utilizarea unor metode de determinare performante, care
sa permita detectia si cuantificarea la nivel de urme. Daca ne
referim la calitatea apei potabile, Legea 458 (r1) din 08.07.2002 re-
publicata la data de 15.12.2011, impune valori maxim admise ale
parametrilor chimici (compusi organici, metale), precum si caracter-
isticile de performanta ale metodelor utilizate pentru determinarea
acestora (limita de detectie, acuratete, precizie), date prezentate in
tabelul 1.

Tabel 1. Caracteristici de performanta impuse metodelor de deter-
minare pentru unii poluanti inclusi in Legea 458 (r1)/2012 privind
calitatea apei potabile

Element Pretratarea probelor
determinat

As 5 mL 5% (g/v) indura de potasiu si 5% (g/v) acid ascorbic, 45
minutes la temperatura camerei.

Se 2 mL HCI concentrat, incalzit pe baie de apa la 90°C timp de 20
minute,

Sh 5mL 5% (g/v) iodura de potasiu si 5% (g/v) acid ascorbic,
reducerza are loc imediat.

Hg 0,5 mL 5% K:Cr:07 ; 0,5 mL H:504 98%; 0,5 mL HNO: 65%; 0,5
mL KMnO. (5%); | mL K 28204 (4%) incalzit in baie ultrasonica la
50°C timp de o ora.
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Cel mai restrictiv normativ din legislatia romaneasca in ceea ce
priveste calitatea apelor de suprafata si a evacuarilor de ape uzate
este Hotararea de Guvern nr. 1038/2010 privind modificarea si
completarea HG nr. 351/2005 — Programul de eliminare treptata a
evacuarilor, emisiilor si pierderilor de substante periculoase.

Normativul specifica criterile minime de performanta pentru
metodele de analiza utilizate, stabilite la valoarea standardelor de
calitate a mediului aplicabile: limita de cuantificare (maxim 30%
CMA), incertitudine de masurare (maxim 50% CMA, k=2), acuratete
si precizie (< 2xLOD £ 50%). Aceste cerinte legislative impun labo-
ratoarelor de incercari implementarea unor metode / tehnici analitice
performante cu posibilitate de detectie a poluantilor la nivel de
urme (ng/L, pg/L).

In acest articol sunt prezentate cateva metode de determinare
a compusilor organici persistenti si a unor elemente metalice
volatile utilizand tehnici analitice performante care permit determinarea
acestora la nivel de urme, din diferite categorii de ape.

2 ELEMENTE METALICE VOLATILE DIN APA POTABILA
u(AS, SE, SB, HG) UTILIZAND TEHNICA FIAS-ICP-EOS

Tehnica generarii de hidruri presupune o reactie dintre o proba
acidifiata si un agent reducator, care in cele mai multe cazuri este
borohidrura de sodiu. Aceasta reactie genereaza hidruri volatile,
hidruri care sunt transportate la o celula de quartz prin intermediul
unui gaz purtator si ionizate in plasma unui spectrometru de emisie
optica, unde se realizeaza determinarea concentratiei de metal
volatil.

Pentru generarea de hidruri metalice se folosesc doua tipuri de
solutii: solutia “carrier” (acid clorhidric ultrapur) si solutia reducatoare
(borohidrura de sodiu in hidroxid de sodiu). Toti reactivii analitici
utilizati trebuie sa fie de calitate suprapura, solutiile fiind proaspat
preparate.

2.1. Pregatire probe

Pretratarea probelor de apa pentru determinarea metalelor
volatile As, Se, Sb si Hg este prezentata in tabelul 2, fiind precizate
tipurile de solutii utilizate precum si conditiile de lucru, care au fost
stabilite prin studii experimentale, procesand informatii din literatura
de specialitate, precum si din datele furnizate de producatorul de
echipament [1]. La fiecare set de probe s-a preparat cate o proba
blanck care a urmat aceeasi procedura analitica.

2.2. Conditii operare echipament

Determinarea concentratiilor de metale volatile s-a realizat cu
un echipament tip spectrometru ICP —-EOS OPTIMA 5300 DV
(fig.1), producator Perkin Elmer, dotat cu doi detectori (UV si VIS)
si cu determinare simultana a elementelor. Citirea plasmei se
realizeaza atat axial cat si radial in cadrul aceleasi metode. Sistemul
este cuplat cu generator de hidruri in flux tip FIAS 400 Perkin El-
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Tabel 2. Pretratarea metalelor pentru determinarea prin ICP-OES

testata (Hg-0,84%; As-1,39%; Se-1,89%; Sb-1,25%) este mai mic
de 3%, incadrandu-se in categoria metodelor performante de
analiza. Parametrii de performanta ai metodelor sunt prezentati in
tabelul 4.

Parametru chimic | UM. | CMA | Limitade | Acuratete | Precizie In figurile 2-5 se prezinta configuratia picurilor la lungimile de
Arsen e/l 10 1 1 1 unda specifice. Metoda integreaza inaltimea picului pentru fiecare
Benzen ng/ll Lo 025 025 0.25 solutie standard si proceseaza datele in vederea obtinerii curbei de
1,2 dicloretan ng/L 30 0,75 0,75 0,75 calibrare.
Mercur ug/L 1,0 0,1 0,1 0,1 .
S ol m I i 1 Tabel 3. Parametrii pentru spectrometru ICP-EOS
Stibiu ngil 5,0 1,25 1,25 1,25 Parametrii spectrometrului
- = As Wavelength: 193,6%6nm Replicates 3 times
Tricloretan ng/l 5.0 125 1.25 125 Se Wavelength: 196,026 nm Purge Gas Flow normal
Tetracloretena pg/L 5,0 1,25 1,25 1.25 Sb Wavclength: 206,836nm Transicnt Read Delay 0.0 s
Hg Wavelength: 194,168 nm Integration time: 0.05s
Trihalometani 100 25 25 25 Transient Read Time 15,0hs
Cloroform 25 6,25 6.25 6,25 -
Bromoform ng'l 25 6,25 6,25 6,25
Dibromel 25 6,25 6,25 6,25 - . o
Bromdiclommetn pot 625 625 ey Interpretarea statistica a datelor experimentale indica faptul ca
metodele propuse si validate (tehnica FIAS-ICP-OES) pentru
mer. determinarea metalelor volatile As, Se, Sb, Hg din apa potabila

In tabelul 3 sunt prezentati parametrii de operare ai spectrometrului.
Parametrii de operare ai plasmei precum si cei ai sistemului de
injectie in flux continuu sunt diferiti in functie de echipamentul uti-
lizat.

Fig.1. Spectrometru de emisie optica cu plasma cuplata inductiv.

2.3. Parametrii de performanta ai metodelor

Pentru a stabili parametrii de performanta ai metodelor au fost
realizate teste de liniaritate, teste de omogenitate a dispersiilor,
limita de detectie, limita de cuantificare, repetabilitate, precizie in-
termediara si recuperare conform standardului SR ISO 5725/1-6 si
a datelor de literatura [2,3].

Domeniul de lucru pentru determinarea metalelor volatile prin
FIAS-ICP-OES este liniar intre 2-20 pg/L, pentru As, Se, Sb si intre
2-18 pg/L pentru Hg.

Testele de omogenitate a dispersiilor arata ca valorile PG
obtinute sunt mai mici decat valorile factorului F (Fischer-Snedecor),
iar coeficientul de variatie (CV%) obtinut pentru fiecare metoda

sunt specifice, selective, liniare, precise, exacte, prezentand limite
de detectie si de cuantificare adecvate scopului urmarit.

DETERMINAREA COMPUSILOR FARMCEUTICI
= DIN APE PRIN HPLC

In literatura de specialitate sunt recomandate o serie de metode
analitice pentru determinarea analgezicelor/antiinflamatoarelor din
variate matrici apoase. Determinarea concentratiilor de compusi
farmaceutici activi din aceste medii analitice se efectueaza prin
izolarea analitilor de interes prin extractie in faza solida urmata de
analiza prin cromatografia de lichide cu detectie UV sau MS.

Determinarea compusilor farmaceutici din clasa analgezice/an-
tinflamatoare, antiepileptice si stimulente s-a realizat prin tehnica
cromatografiei de lichide de inalta perfomanta cu detector UV.
Compusii farmaceuticii selectati au fost: ibuprofen, naproxen,
diclofenac, ketoprofen, cafeina, carbamzepina, acetaminofen, in-
dometacin (fig. 6).

Tabel 4. Limita de detectie, limita de cuantificare, acuratete, pre-
cizie pentru As, Se, Sh, Hg

Paramelcn As Se Sh Hg
193,696 nm 197,197 nm 206,836 nm 1=194,168 nm

LOD (gt 0,12 0,10 0,20 0,10

LOQ (ugL) 0,40 0,34 0,80 0,38

Acuratete (ugil) 0,15 0,46 0,20 0,08

Precizie (pg/L) 0,83 0,95 0,67 0,08

3.1. Pregatire probe

Experimentele privind izolarea antiinflamatoarelor in medii lipsite
de interferente precum si recuperarea cantitativa a acestora din
probe de apa prin extractie SPE s-au realizat cu ajutorul unui
sistem de extractie in faza solida Macherey-Nagel prevazut cu o
pompa cu vid reglabil, cu capacitatea 10 pozitii pentru cartuse.

PTAGTYEGTERGN nr.6 / 2012
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S-au utilizat cartuse de extractie: Oasis HLB (60 mg/3 mL),
Waters (USA); Supelclean ENVI-18 (1000 mg/6 mL), Supelco si Li-
Chrolut-EN (200 mg/3mL), Merck, confectionate din polipropilena
continand ca material adsorbant octadecilsilice modificata pentru
analiti polari.

3.2. Conditii operare echipament

S-a utilizat un sistem HPLC Agilent 1100 alcatuit din pompa
cuaternara, degazor cu membrana, autosampler, termostat, coloana
cromatografica LiChrosphere® 100 RP-18 C18 ( 12,5 cm x 4 mm,
dy 5pm), detector UV-VIS.

Axn 193696

-1954
o.0 150

Tune (seconds)
Time: 5824 seconds

Se 196026
BES59

-B66
0.0 15.0

Tune (seconds)
Time: 6976 seconds

Fig. 2. Configuratia picului As .

Fig. 3. Configuratia picului Se.

Sbh 206.836
B1k

o

b Time (seconds) e

Time: §.632 seconds

Fig. 4.Configuratia picului Sb.

Arralyie
Hg 194168

- 1 i
Fig.5. Configuratia picului Hg.

Conditiile de pretratare a probei de apa prin ex-
tractie in faza solida selectate in urma experimentelor
efectuate sunt urmatoarele:

& conditionare cartus: 3 mL acetat de etil, 3 mL

eV, -

Ibuprofen Naproxen Diclofenac
metanol si 3 mL apa pentru uz HPLC acidulata M=230,26 M=206,29 M=296,16
(pH=2) cu un debit de 5 mL/min, reglat cu ajutorul ?"'3
pompei de vid; i T N_-C O b

& (recerea probei apa (1000 mL) prin cartus cu un

o (N -
O ST

CH3

debit de 10 mL/min. sub vacuum; HaC & Carb .
& spalare cartus cu 5 mL apa HPLC cu un debit Kﬂgé‘ﬁ’; Cafeina ai«iil;;az,ezpvma
de 5 mL/min sub vacuum; 5 Lt
& uscare faza adsorbanta sub un curent slab de [‘JI.—f!l‘—.\'[I~.:_.__ _fi‘;—uu » \L
aer timp de 30 min.; g T s O
& clutia analitului cu 3 mL acetat de etil cu un 7 D
debit de 1TmL/min. sub vacuum;; ) C"{}{{,
& concentrare si uscare eluat si reconstituire la un Aﬁf{‘;ﬂ“ggw Indometacin
: M=357.78

volum de 1 mL cu metanol;

& injectare in coloana cromatografica.

Fig. 6 .Exemple de compusi analgezici determinati in efluentii statiilor de epurare.
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16T oA

..ﬁaﬁ-%m matacin
T,

0702 - diclafenac

o
i
°
|
|

ez
e

e 17.051 - Mateprofan
[ 10844 - Haproxen

[~ 22.540 - Diclatenas
23,428 - Indomatacin
49 - Ibuproten

= B
TR0 Acenmints
[

=o.Fam

=1 asa

2467

Fig.7. Cromatogramele unei solutii etalon si al unei probe de apa uzata cu continut de produse farmaceutice.

Conditiile optime de separare cromatografica si detectie care
au fost stabilite in urma studiului dependentei retentiei cromatografice
de structura compusului sunt urmatoarele:

& coloana: LiChrosphere® 100 RP-18 C18, 5 m, lungime 125

mm, d.i. 4 mm;

& Temperatura coloanei: 25°C ; Volum injectat: 20 ul ;

& Faza mobila: AcCN: 50 mM dihidrogenofosfat de potasiu in
apa (pH=4,6);

& Debit faza mobila: 1 ml/min;

& Detectie UV: A 254nm.

In figura 7 este prezentata separarea simultana a analitilor de
interes in conditiile cromatografice mentionate mai sus.

3.3 Parametrii de performanta ai metodelor

Rezultatele obtinute la evaluarea si estimarea parametrilor de
performanta ai metodei HPLC-UV dezvoltate in laborator pentru
determinarea unor analgezice/antiinflamatoare din matrici apoase
sunt prezentate in tabelul 5.

Tabel 5. Parametrii de performanta pentru determinarea com-
pusilor farmaceutici prin metode HPLC

Compus LoD LOQ Reperabilitate | Reproductibilitate

(domeniu de lucn) ugl pl (R5D} (n—4) (RED) {n—4)
gt e el 0.08 0.30 446 .10
E‘;‘é’:;r;; pg/mL) 0.08 0.30 6.91 14.67
E‘S‘_Trﬁ‘;f% pgimi) 0.04 0.14 896 9.45
g,‘f;f_";";? pgfml) 0.12 0.40 8.33 11.76
EE‘:’;“_‘:";;”I_‘I; - 0.06 0.20 675 1012
ég";’;‘f;"ﬂ p/mL) 0.16 0.50 7.14 12.56
Cafeina (0.42-3.85 ug/mlL) 0.09 027 AL 0.4
o e o 0.34 73 9.4

Rezultatele studiilor si experimentelor efectuate au condus la
valori ale limitelor de detectie (LOD) ale analitilor individuali cuprinse
intre 0,04 ug/L si 0,16 pg/L precum si valori ale recuperarii > 72 %,
ceea ce ilustreaza faptul ca metoda dezvoltata in laborator, bazata
pe extractia in faza solida (SPE) urmata de analiza prin HPLC-
MWD, permite determinarea simultana a unor compusi farmaceutici
activi (cafeina, carbamazepina, acetaminofen, ketoprofen, naproxen,
indometacin, diclofenac si ibuprofen) in influentii si efluentii statiilor
de tratare a apelor reziduale.

CONTINUARE IN ROMAQUA NR. 1/2013
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