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Rezumat

Ecotoxicitatea solului si a apelor este una din preocuparile majore cu implicatii deosebite in calitatea
vitetii omului si animalelor. Tn consecinta, au aparut numeroase metode de stabilire a gradului de poluare
a mediului, care n ultimul deceniu, au cunoscut o dezvoltare extraordinara in ultimii ani, cu aplicare in
legislatiile europene si nationale. In review-ul de fatd se doreste familiarizarea cititorilor cu céativa
indicatori de testare a poluarii apei si solului; respectiv testarea pe pestii zebra si rdme, organisme
recunoscute ca indicatori viabili si sensibili ai poluarii. Sunt descrise metodologiile de testare cele mai
cunoscute: toxicitatea acuta si cronica asupra pestilor; determinarea poluarii prin utilizarea ramelor
(Protocolul OECD 207). In plus, in capitolul Metodologia analitica de stabilire a eco-toxicitatii solului si
apelor este prezentata sintetic gaz- cromatografia cuplata cu spectrometria de masa (GC-MS) si aplicatiile
in stabilirea gradului de poluare a mediului, iar in ultimul capitol, este prezentata Legislatia Th domeniul
managementul dejectiilor cu legislatia Europeana si Roméneasca conexa.

Abstract

Soil and water ecotoxicity is one of the major concerns with important implications for human and animal
life’'s quality. Consequently, there were appeared many methods to determine the level of environmental
pollution, which in the last decade have seen a tremendous development, with the implementation of
European and national legislations. The present review is intended to familiarize readers with some
indicators of water pollution and soil testing; testing that zebra fish and earthworm bodies recognized as
viable and sensitive indicators of pollution.lt describes the testing methodology known: acute and
chronic toxicity on fish; determining pollution by using earthworms (OECD Protocol 207). In addition,
analytical methodology chapter establishing eco-toxicity is summarized soil and gas chromatography
coupled with mass spectrometry (GC-MS) and applications in determining the degree of environmental
pollution, and the last chapter is presented legislation manure management in the EU and Romanian
legislation related.

Genele fluorescente sunt extrase din
meduze si injectate in icrele pestilor zebra.
Cu aceste gene corpul pestilor zebra este
capabil sa ofere o stralucire fluorescenta
(Fig.3).

Activarea acestor gene va functiona ca

1. Despre utilizarea indicatorilor
moderni de poluare apei si solului

1.1. Pestii zebra

Cercetatorii de la Universitatea din

Singapore reprezentati prin Gong si col., au
utilizat prin manipulare genetica un tip de
pesti zebra care detecteaza poluantii din
apa prin schimbarea culorii.

De obicei, pestii zebra sunt de culoare
neagra si argintie iar prin inginerie genetica
s-au obtinut varietati de culoare verde sau
rosu fluorescent (Fig.1-2.) [7, 12].

un comutator pentru activarea diferitelor
tesuturi ale pestilor (Fig.4-5).

P&na in prezent, cercetatorii au reusit sa
izoleze doua tipuri de promotori de gene la
pestii zebra, un promotor inductibil de
estrogen si un promotor receptor de stres.

Acesti promotori au fost utilizati pentru a
induce genele fluorescente de culoare la
pestii zebra transgenici [7].
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Fig. 2. Neuroanatomia pestilor zebra:
axoni (verde) si neuropil (rosu) [45]

. s | £
Fig. 3. Pesti zebra transgenici [37]

Pestii zebra transgenici vor fi capabili sa
raspunda la prezenta substantelor chimice
ca estrogenul prin promotori estrogenici,
metale grele si toxine prin promotori receptori
de stres.
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Pestii Isi schimba culoarea dependent
de tipul de mediu pentru care a fost
specificata culoarea respectiva. Desi s-a
conceput doar culoarea rosie si verde a
pestilor zebra, Gong a evidentiat faptul ca
poate adauga pana la cinci culori pe un
peste zebra, fiecare culoare indicand un
poluant diferit [7, 12, 47].

Fa

Fig.4. Embrioni de pesti zebra- modificari de
culoare ca indicatori de poluare [41]

Fig. 5. Embrioni de pesti zebra- utilizati Tn
cercetarea bolilor infectioase la om [40]

1.2. Ramele

Ramele sunt frecvent folosite
determinanti ai poluarii solului [1, 6, 33].

Ramele sunt incluse in fincrengatura
Annelida, clasa Oligochaeta (Fig. 6), au un
corp aproape cilindric, acoperit cu peri
dispusi numai pe partile laterodorsale si
lateroventrale ale segmentelor. In treimea
anterioara a corpului se observa o ingrosare

ca
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a tegumentului cu aspect de sa, denumit
clitellum, cu rol in reproducerea viermilor,
secretdnd un cocon in care sunt depuse
ouale. Formele terestre ale clasei
Oligochaeta traiesc in sol, frunzar, humus
brut etc., sapandu-si galerii in stratul
superficial al solului printre radacinile
plantelor sau in profunzime.

Fig.6. Aspect macroscopic al reprezentantului
clasei Oligochaeta [44]

Efectele benefice asupra solului sunt
reprezentate de aerarea solului, transportul
solului mineral din profunzime spre suprafata
si al solului biogen spre profunzime.

O mare parte participa si la procesele de
transformare a resturilor vegetale in humus.

Mediul de viata este reprezentat de sol,
care odata inghitit trece prin tubul digestiv,
unde substantele nutritive sunt retinute iar
resturile nedigerate eliminate sub forma de
excremente la suprafata solului [1, 10, 14].

1.2.1. Etologia si ecologia ramelor

Ramele nu prezintd organe respiratorii
adecvate astfel fiind necesar un contact intim
intre suprafata corporald si apa pentru a
realiza schimburi gazoase. Amoniacul
excretat se elimina in prezenta unei cantitati
crescute de urina hipotonica.

Presiunea hidrostatica a lichidului
celomic influenteaza mobilitatea si saparea
galeriilor fiind dependente de o cantitate de
apa a organismului de peste 18% [13].

Durata de viata pentru Eisenia fetida
este de 4,5 ani iar pentru Lumbricus
terrestris in jur 6 ani [46].
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Lumbricidele pot fi Tmpartite n trei
grupuri morfo-ecologice, specii dependente
de modul de hranire si de constructie a
galeriilor dupa cum urmeaza:

1. Epigeice, traiesc pe suprafata solului,
in tavitele plantelor, in substraturi organice.
Sunt organisme de dimensiuni reduse
adaptate la conditile de umiditate si
temperatura de la suprafata solului si sunt
greu adaptabile Tn straturile de adancime.

Pe perioada diapauzei sapa galerii
temporare Tn solul mineral. Eisenia fetida se
utilizeaza in vermicompostare dispunand de
0 perioada scurta intre generatii.

2. Endogeice, traiesc in straturile de sol
de la suprafatd si se hranesc cu sol si
materie organica. Acestea nu cosntruiesc
galerii permanente, canalele temporare se
vor umple cu material coprolitic in urma
deplasarii ramelor si excretarii din intestine.

Galerile sapate sunt orizontale si
arborescente. Importanta acestora este in
descompunerea radacinilor, amestecarea
straturilor de sol si In aerarea solului.

3. Anecice, care construiesc galerii
verticale permanente, patrunzand adanc in
sol. Sunt detritivore tragand hrana in galerii
sapate pana la cativa metri in sol.

Dezavantajul este ca pot forma dopuri
de materie organica sau coprolite (sol
excretat si particule minerale) astfel blocand
deschiderea galeriilor. Efectul benefic al
acestor specii printre care se afla si
Lumbricus terrestris este de a descompune
materia organica, a realiza circuitul
substantelor nutritive si de a forma solul [1].

Hranirea se realizeaza prin procese de
reactie a materialului de sol coloid, organic si
anorganic neresorbit cu formarea unor
complexe argilo-humice [18, 46].

Mecanismul de hranire se bazeaza pe
triturare si amestecare in stomacul musculos
cu ajutorul grauntelor de nisip Tnghitite, apoi
digestia se continua Tn intestinul mediu cu
participarea enzimelor digestive si a
concretiunilor de calcar produse de glandele
calcaroase urmand apoi resorbtia [10].
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In excrementele proaspat eliminate de
rame s-a identificat o cantitate de germeni
aproape similara probelor de sol din jur [10].

Continutul de humus si calciu, forta de
retentie a apei si stabilitatea glomerulelor
sunt mai mari in excrementele de rame decét
in probele de sol colectate din apropierea
canalelor sapate de viermi [10].

Lumbricidele sapa galerii in sol prin
contractii coordinative ale benzilor de muschi
circulari si longitudinali din peretele corpului.

Aceste contractii sunt realizabile de
catre segmentele corpului care sunt
mentinute turgescente de catre lichidul
celomic. Aceste miscari coordinative permit
viermelui sa transfere contractia de la un
segment la altul cu efect de unda care
propulseaza organismul spre nainte [46].

Efectele benefice ale lumbricidelor sunt
reprezentate de faptul ca [10, 36, 38]:

e descompun materia organica moarta si
a celei aflate in descompunere cu o nutritie
bazatd pe bacteriile si ciupercile care se
dezvolta pe aceste substraturi

e reduc incidenta bolilor produse de fungi

e fragmenteaza materia organica,
desfasoara activitati de forare a galeriilor,
amesteca solul si participa la formarea
agregatelor structurale de sol

eajuta la cresterea ratei de infiltrare a
apei si capacitatea de retinere a apei in sol,
imbunatatesc procesele de aeratie din sol

eofera  canale pentru  cresterea
radacinilor plantelor si maruntesc si ingroapa
resturile plantelor

Pe langa materia organica moarta,
lumbricidele ingera particule de sol de
dimensiuni mici amestecand si macerand
totul pana la particule foarte mici asemenea
unei paste fine care apoi va fi digerata in
stomac.

Coprolitele proaspete ale lumbricidelor
sunt de cinci ori mai bogate Tn azot accesibil
plantelor, de sapte ori in fosfor si de 11 ori
mai bogate Tn potasiu comparativ cu primii
centimetri de la suprafata solului. Daca
exista o cantitate mare de humus accesibil,
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greutatea coprolitelor excretate poate depasi
4.5 kg / lumbricid / an, fiind un indicator al
interesului sporit al gradinarilor si fermierilor
de a mentine populatiile de viermi la un nivel

Tnalt [36].

Cercetarile realizate 1n SUA au
evidentiat faptul ca& lumbricidele contin
substante cu proprietati antiinflamatoare

pentu tratarea artritei si a altor patologii ale
articulatiilor [46].

1.2.2. Importanta si efecte asupra
umiditatii din sol

Galeriile grabesc scurgerea apei in si din
sol. O rata crescuta a infiltrarii ajuta la
prevenirea  poluarii  prin  minimalizarea
eroziunii de suprafata si transportul chimic
spre apele de suprafata [46].

Totodata galeriile favorizeaza transportul
poluantilor, nitrati sau pesticide spre panzele
freatice [5].

Galeriile  orizontale ale  speciilor
endogeice nu transporta apa si solutile la
aceeasi adancime ca si galeriile verticale ale
speciilor anecice [46].

2. Metodologii uzuale

2.1. Toxicitatea acuta asupra pestilor

Metodologiile conform Ordinului nr. 245
din 26 martie 2005 sunt [30]:

2.1.1. Caracteristicile principale

e aprecierea toxicitatii acute letale a
substantelor din apele de suprafata asupra
pestilor;

e necesitatea insusirii proprietatilor fizico-
chimice ale substantelor de investigat: gradul
de solubilitate Tn apa, presiunea vaporilor,
caracterul biodegradabil, stabilitatea
substantei, in vederea alegerii unei metode
de test adecvate pe sistem static, semi-static
sau prin curgere continua in scopul de a
asigura concentratii de substanta
neschimbate pe intreaga durata a testului;
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e conferirea unor informatii legate de
formula chimica, puritatea, natura,
observarea prezentei si a cantitatilor de
aditivi, valoarea coeficientului de partitie n-
octanol / apa, care se vor lua in calcul pentru
0 buna organizare a testului si pentru a
interpreta rezultatele.

2.1.2. Definitii aferente

e Toxicitate acuta — decelarea efectelor
defavorabile intr-un timp scurt (96 h) asupra
organismelor de test Tn prezenta unei
substante; care se expune prin concentratia
medie letala.

e CLso — concentratia care omoara 50 %
din pestii care se gasesc in apa de testare
intr-o perioada de expunere continua.

e Unitatile de masura: greutate/ volum
(mg/L) ori greutate/ greutate (mg/kg) [30].

2.1.3. Principiul de realizare a metodei

Limita superioara de testare poate fi
realizata la 100 mg/L substantd pentru a
dovedi ca ClLg, reprezintd o concentratie
ridicata fata de aceasta concentratie.

Pestii se expun la substanta de testare
in concentratii seriate pe parcursul a 96 h;
mortalitatile fiind inregistrate la intervale de
minim 24 h iar concentratile la care
letalitatea pestilor este de 50 % (CLsg) sunt
luate Tn vedere si inregistrate [30].

2.1.4. Criteriile de calitate

Lotul de control trebuie sa aiba o
mortalitate mai mica de 10 % la sfarsitul
testului. Saturatia oxigenului dizolvat trebuie
sa fie mai mare de 60 %.

Substantele de testare vor reprezenta
circa 80% din concentratia de inceput pe
toata durata testarii. Pentru substantele usor
dizolvabile Tn mediu sau care sunt stabile,
concentratia initiala este apreciata a fi un
echivalent al concentratiei nominale. Se
evidentiaza care au fost concentratiile
utilizate pe toata durata testarii si care au
fost conditile experimentale. Acestea se
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subliniaza pentru substantele
indeplinesc urmatoarele caracteristici:
e detin o solubilitate scazuta in mediul de
testare;
e pot forma dispersii si emulsii stabile;
e sunt instabile in solutji apoase,
e concentratia inifiala va fi masurata in
solutie la inceputul testarii.
Concentratia va fi apreciatd dupa o
perioada de stabilizare, dar Tinaintea
introducerii pestilor. Determinarile care se
realizeaza pe toata durata testarii trebuie sa
afirme ca pH -ul nu difera cu mai mult de o
unitate [30].

care

2.1.5. Modul de lucru

Metoda de testare poate fi de trei feluri:
etestul static — este un test la care
solutia de testare nu se schimba;
etestul semi-static: solutile de testare
sunt reinnoite in mod regulat;

etestul cu curgere continua: apa este
reinnoitd permanent in acvarile de
testare.

Reactivii

Solutia stoc de testare — se prepara
printr-o dizolvare a substantei n apa
deionizata. Concentratiile se pregatesc din
solutia stoc printr-o diluare seriata; iar n
cazul utilizarii  unor concentratii mari,
substanta se poate dizolva nemijlocit in apa
de dilutie.

Gradul de solubilitate este important in
obtinerea acestor concentratii. Substantele
se testeaza pana la limita de solubilitate
gasita. Substantele cu solubilitate redusa sau
cele care formeaza o dispersie cu stabilitate,
au la baza realizarea unei concentratii
regasite peste limita de solubilitate a
substantei de testare cu scopul de a obtine o
concentratie maxima solubila sau stabila.

O dispersie ultrasonica se poate utiliza,
pentru substantele cu o solubilitate scazuta
in apa, pentru a prepara solutile stoc.
Utilizarea unor substante auxiliare, implica ca
toate concentratiile de testare sa contina o
cantitate egald de substanta auxiliara [24].
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Martorii se vor expune la o concentratie
identica de substante auxiliare de tipul celor
utilizate 1n seriile de testare.

Concentratia substantelor auxiliare va fi
redusa, fara depasirea a 100 mg /L in mediul
de testare. Testul se va realiza fara ajustarea
pH -ului.

Orice modificare evidentda a valorii pH-
ului implica repetarea testului prin folosirea
unui pH adaptat si cu inregistrarea
rezultatelor.

Astfel, valoarea pH-ului pentru solutia
stoc va fi adaptata cu pH-ul apei de dilutie.

Astfel sunt preferate substantele de tipul
HCl si NaOH. Se va actiona cu prudenta
pentru a nu modifica concentratia substantei
de testare printr-o ajustare a pH-ului. Se va
inregistra orice reactie de precipitare sau
chimica rezultata.

Apa utilizata pentru dilutie:

Se foloseste apa cu caracter potabil,
necontaminata cu clor sau metale grele, apa
naturald cu valoare calitativa sau cea
reconstituita. Duritatea apei trebuie sa fie
intre 10 si 250 mg/L (CaCOs;) si pH-ul sa fie
cuprins intre 6,0 si 8,5 [24].

Aparatura necesara:

e aparatura trebuie sa fie in totalitate din

material inert chimic;

eun sistem de dilutie care va fi

automatic;

e un dozator de oxigen;

eun echipament pentru a determina

duritatea apei;

eun echipament pentru

adecvata a temperaturii;

e un pH-metru.

mentinerea

Pestii utilizati in testare:

Pestii vor fi intr-o stare de sanatate fara
anomalii fizice si comportamentale, alesi
dependent de criterile de varsta, cu o
posibilitate de Tintretinere, sensibilitatea la
substantele chimice va fi relativa, si cu
posibilitatea de a compara datele obtinute cu
cele deja existente la nivel international.

Pregatirea materialului pt. experiment:
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Pestii vor proveni din acelasi stoc, vor
avea aceeasi lungime si varsta si vor fi tinuti
un minim de 12 zile in urmatoarele conditii:

e sistem de recirculare/curgere continua;

e apa,;

e |lumina: 12-16 ore iluminat zilnic;

e concentratia oxigenului dizolvat de cel
putin 80 % saturatie;

ehranirea se va face de trei ori pe
saptamana, hranirea lor incetand cu 24
h Tnainte de inceperea testarii;

e mortalitatea obtinuta ntr-un interval de
48 h de la introducerea pestilor in
acvariile de acomodare.

Se vor inregistra mortalitatile si se vor
aplica urmatoarele criterii:

e mortalitati peste 10% din populatie n
sapte zile conduc la eliminarea lotului
per ansamblu;

e letalitate cuprinsa Tintre 5-10% din
populatie conduce la o prelungire a
perioadei de acomodare pentru inca
sapte zile; iar in cazul in care nu mai
sunt finregistrate mortalitati, lotul se
accepta, altfel se elimina n intregime.

o letalitate sub 5 % din populatie duce la
0 acceptare a lotului.

Adaptare:

Toti pestii se vor mentine in apa la o
temperatura constanta pe o durata de sapte
zile Tnainte de a incepe testului.

Procedura de testare:

Se va face o testare preliminara pentru a
obtine date referitoare la sirul de concentratii
care trebuie utilizat n testul de baza.

Daca se folosesc substante auxiliare
pentru a masura gradul de solubilitate al
substantelor se realizeazd o proba martor
(control). Dependent de proprietatile fizico-
chimice ale substantei de testare se va
selecta metoda cea mai adecvata din cele
mentionate. Pestii se vor expune la actiunea
substantelor astfel:

e durata va fi de 96 h;

enumarul de pesti: minim sapte pentru

fiecare concentratie;
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e acvariile de o capacitate convenabila in
concordanta cu incarcarea cu animale
de test; 1 g/l pentru testele semi-statice
si statice iar pentru cele cu curgere
continua fincarcarea ar putea fi mai
mare;

e concentratia de testare: se aleg minim
cinci concentratii diferentiate printr-un
factor de maxim 2,2, pe un domeniu
care sa acopere mortalitatea intre O -
100 %;

elumina: 12 - 16 h /zi;

e temperatura: dependent de specie, dar
+1°C 1n orice testare;

e concentratia oxigenului dizolvat: minim
60 % saturatie a oxigenului;

e hranire: pestii nu se hranesc.

Pestii se vor observa dupa 2 — 4 ore de
la introducere si la intervale de cel putin de
24 ore. Pestii se considera morti, daca la
atingerea  inotatoarei codale nu se
inregistreaza reactii si nu se observa migcari
respiratorii. Se vor nota pesti morti si se
indeparteaza din acvarii.

Se 1inregistreaza anomaliile legate de
echilibru, not, respiratie si pigmentatie. Se
va monitoriza zilnic pH-ul, oxigenul dizolvat si
temperatura.

Testul limita:

Prin utilizarea procedurilor descrise se
poate stabili o limita de testare de 100 mg/L
pentru a demonstra ca ClLsy are o valoare
superioara acestei concentrati. Daca
substanta nu permite atingerea unei
concentratii de 100 mg/L in apa de testare,

limita de test se stabileste pentru o
concentratie identicA cu  solubilitatea
substantei.

Pentru testul limitd se utilizeaza acelasi
numar de pesti (7 -10 pesti) — la fel ca pentru
testul martor; teoria distributiei binomiale
afirma ca in cazul in care se utilizeaza 10
pesti cu mortalitate zero, gradul de incredere
va fi de 99,9 % iar CLso va fi mai mare decéat
concentratia utilizata in testul limita.

Dacad sunt folositi intre 7si 9 pesti,
absenta mortalitati implica un grad de
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incredere de minim 99 %, nsemnand ca
CLsy, va avea o0 valoare superioara
concentratiei folosite. Aparitia mortalitatii
impune dezvoltarea unui studiu complex.
Efectele subletale aparute se inregistreaza.

2.1.6. Evaluarea si raportarea

Fiecare perioada de observatie va avea
drept corespondent un grafic de mortalitate
dependent de perioada de expunere fata de
logaritmul concentratiei. Daca se poate, se
vor estima CLsp si limitele de confidenta (p =
0,05). Daca panta curbei concentratie /
mortalitate depaseste gradul de inclinare,
pentru a permite calcularea CLs,, este
suficienta o estimare grafica valorii [39].

Daca doua concentratii consecutive n
raport de 2,2 au valori ale mortalitatii de 0%
si 100 %, aceste valori sunt suficiente pentru
a aprecia intervalul in care se situeaza ClLsq.

In cazul in care se observa ca nu se
poate mentine o stabilitate si 0 omogenitate
a substantei de testare, se vor nota
observatile si se va tine cont de ele la o
viitoare interpretare a rezultatelor.

Raportul trebuie sa includa urmatoarele:

e observatii referitoare la organismele de

testare — denumire stiintifica, numarul
folosit pentru fiecare concentratie, gen,
specie, marime;

e caracteristicile chimice si sursa pentru

apa de dilutie (pH-ul, duritatea,
temperatura);
epentru substantele cu solubilitate

redusa in apa, se include metoda de
realizare a solutiei stoc si a solutiilor de
testare;

e concentratia substantelor auxiliare;

e lista concentratiilor utilizate si orice alte
date referitoare la stabilitatea
concentratiilor in solutia de testare;

erealizarea analizelor chimice implica
redarea metodelelor utilizate si a
rezultatelor obtinute;

e se va nregistra rezultatul testului limita;

emotivatia si detalile procedurii de
testare (pe sistem static, semi-static, cu

57



Mosneang & Cristina

curgere continua, doza, viteza de
curgere, incarcarea cu organisme de
testare, aerarea apei);

e descrierea echipamentului utilizat;

ejluminarea;

e concentratia oxigenului dizolvat,
valorile pH si temperatura obtinuta la

fiecare 24 h;

e aprecierea ndeplinirii  criterilor de
calitate;

eredarea sub forma tabelara a

mortalitatii cumulative pentru fiecare
concentratie si a martorului la timpul de
observatie recomandat;

e graficul curbei concentratie/ procent
raspuns la sfarsitul testarii;

o CLso la fiecare timp de observatie (
limita de confidenta 95%);

e procedurile statistice utilizate pt. LCs;

e concentratia cea mai mare a testarii, la
care nu se observa mortalitate pe toata
durata testarii;

econcentratia cea mai mica care
provoaca mortalitate 100% pe perioada
testarii [30].

Alte metodologii de testare se vor

descrie in partea de cercetari proprii a tezei.

2.2. Metodologia de determinare a
toxicitatii cronice asupra pestilor

2.2.1. Principiul metodei

Pentru monitorizarea efectelor cronice
ale substantelor cu risc s-a ales metoda de
colorare hematoxilina-eozina, fiind o metoda

accesibila, care permite inregistrarea
efectelor legate de structura mai multor
organe vitale-branhii, intestine subtiri, ficat,

rinichi si musculatura [30].
Modul de lucru
Reactivii:

e alcoolul etilic absolut,
e formol,

e acetona,

e benzen,

e hematoxilina,
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e eo0zina,

e albumina,

e parafina.

Aparatura:

e UN microtom;

e un termostat cu includere in parafing;

e plita pentru ntinderea sectiunilor;

e UN microscop;

e un aparat de fotografiat.

Sticlaria utilizata:

e vase de tip Borel,

e lame,

e si lamele [30].

Metodologia de intoxicare:

epestii din experiment se introduc n
acvarii cu capacitatea de 30 L;

e se utilizeaza 20 de organisme/acvariu;

econcentratile din testare vor fi
subletale;
econcentratile alese depind de

caracteristicile substantei.
Testele cronice se vor realiza In regim
static.

Metoda de prelevare
Pestii intoxicati se vor preleva pentru

investigatii histopatologice la interval de
maximul 30 zile.

Procedura de testare

Recoltarea pestilor pentru testarea

histopatologica se face la un interval de 30,
60, 90,120 si respectiv 150 zile, pana la cel
mult un an. Obfinerea preparatelor
histologice impune o recoltare a fragmentelor
si 0 prelucrare a lor dupa o tehnica de
manipulare histopatologica. Dupa disectia
anatomica a pestelui se vor preleva
fragmente de branhii, ficat, intestin subtire,
rinichi, si musculatura, deoarece acestea
sunt organe vitale si organe f{inta pentru
substantele care se acumuleaza sau au un
efect toxic.

Fixarea

Fragmentele de organe obtinute Tnh urma
disectiei se fixeaza n formol 10 %, pentru a
opri procesele de degradare care apar dupa
moarte.
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Deshidratarea si clarificarea

Dupa fixare, piesele se deshidrateaza in
baie de alcool etilic, la concentratii
crescatoare (70° 90° 100°; iar dupa
deshidratare fragmentele se clarifica Tn
acetona si benzen. Piesele astfel
deshidratate si clarificate se includ 1n
parafind si se mentin la o temperatura
constanta de 57°C. Blocurile de parafina, cu
fragmente de organe, vor fi sectionate la
microtom; cu o grosime a sectiunilor de 5 —

6.

Colorarea cu hematoxilina eozina

Sectiunile vor fi intinse pe lame cu
albumina Mayer gi vor fi pastrate la termostat
cu includere n parafina timp de 5 - 24 h, la
temperatura constanta de 37°C.

Pentru observarea efectelor produse de
substantele investigate este necesar sa se
realizeze o colorare a sectiunilor si obtinerea
unor preparate fixe. Astfel lamele cu sectiuni
vor fi deparafinate In benzen. Apoi vor fi
trecute prin bai succesive de alcool etilic cu
concentratii descrescatoare (100°, 90°, 70°),
pentru a nlatura solventul parafinei, ultima
baie realizandu-se cu apa distilata.

Sectiunile se coloreaza cu hematoxilina
si eozina. Acesti coloranti evidentiaza nucleul
si citoplasma. Dupa colorare, sectiunile se
deshidrateaza in alcool etilic cu concentratii
crescatoare (70°, 90° 100°) si apoi clarificate
in benzen [30]. Preparatele microscopice
sunt montate in balsam de Canada devenind
preparate fixe.

2.2.2. Examinarea si raportarea

Se realizeaza examinarea la
microscopul optic si se compara cu martorul.
Modificarile celulare se descriu detaliat si se
fotografiaza [30].

2.3. Metode de determinare a poluarii
prin utilizarea ramelor

2.3.1. Protocolul OECD 207

Protocolul utilizeaza raspunsul unei
singure specii, Eisenia fetida, aleasa datorita
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caracteristicii de a nu sapa prea adanc in sol
si a prefentei acesteia pentru soluri bogate in
materie organica, provenita de obicei din
resturi vegetale descompuse sau dejectii
animale [26].

Testul de toxicitate pe hartie de filtru

Pentru acest test sunt necesare
eprubete de sticla cu fund plat, de
aproximativ 8 cm lungime si 3 cm diametru,
care se captusesc cu hartie de filtru, taiata cu

dimensiuni  potrivite pentru a evita
suprapunerea in eprubeta.
Se foloseste substanta de testare

dizolvata in apa distilata, acetona, hexan sau
cloroform, dependent de solubilitate.

Din solutie se va lua 1 ml si se va
introduce in fiecare eprubeta de test iar apoi
eprubetele se aseaza in pozitie orizontald in
fata unui curent slab de aer pentru ca hartia
de filtru din interior sa se usuce.

Dupa uscare, in fiecare eprubeta se
introduce 1 ml solutie de testare respectiv
apa distilata in eprubeta martor.

Eprubetele se inchid cu dopuri
prevazute cu un orificiu pentru aerare.
Inainte de introducerea ramelor fin

eprubete, cate una in fiecare eprubeta pentru
a nu periclita interpretarea rezultatelor in
eventualitatea mortalitatii acestora, acestea
se vor mentine trei ore pe hartie de filtru
umeda pentru golirea tubului digestiv, dupa
care se spala si se usuca.

Pe parcursul testului eprubetele se
mentin n tavi intr-o pozitie orizontala.

Eprubetele se mentin la 20+2 °C, in
conditii de Tintuneric iar mortalitatea se
inregistreaza dupa 72 h.

Ramele se considera moarte daca nu
raspund la stimuli mecanici fin aplicati pe
capatul anterior al corpului [10, 43].

Testul de toxicitate pe sol artificial

Substanta de testare se amesteca cu
apa distilata care se adauga peste solul
artificial (10% turba de Sphagnum, 20%
argila caolin si 70% nisip industrial).
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Fiecare vas de cultura contine 750 g sol
artificial peste care se pun 10 rame
(mentinute Tn prealabil 24 h intr-un alt vas si
spalate). Vasele se acopera cu folie de
plastic perforatda care sa impiedice
evaporarea si sp permita totodata aerarea
mediului de testare.

Durata testului este de 14 zile iar in ziua
7 si 14 se inregistreaza datele referitoare la
mortalitatea ramelor din testare.

Evaluarea mortalitatii in ziua 7 se face
golind continutul vaselor de sticla pe o tava,
se sorteaza ramele si li se testeaza reactia la
stimuli mecanici aplicati pe partea anterioara
a corpului.

Rezultatele testului cuprind:

e stabilirea biomasei medii vii si a
numarului de rame Vvii/tratament la
inceputul si la sfarsitul testului
edescrierea modificarilor patologice si

etologice (leziuni, ulceratii ale
tegumentului, capacitatea de sapare a
galeriilor)

e trasarea grafica a curbei

concentratie/efect

o stabilirea ratei mortalitatii pentru probele
martor

o stabilirea ratei mortalitatii pentru probele
de testare (descompunerea rapida post-
mortem a ramelor va duce la concluzia
ca absenta acestora la momentul
numararii semnifica mortalitatea
acestora)

e determinarea umiditatii solului artificial la
inceputul si sfarsitul testului

eprecizarea  concentratiei la  care
mortalitatea a fost zero
eprecizarea  concentratiei la  care

mortalitatea a fost 100% [10, 43].

3. Metodologia analitica de stabilire a
eco-toxicitatii solului si apelor

3.1. Gaz- cromatografia cuplata cu
spectrometria de masa (GC-MS)

Gaz-cromatografia cuplata cu
spectrometria de masa se utilizeaza pentru

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug

Vol. 8 (1). Mai - lunie 2014

masurarea
din

identificarea  calitativa i
cantitatva a unor componente
amestecuri complexe.

Strategia analizei calitative

Pentru asigurarea identificarii calitative
a componentelor organice prin GC-MS se
vor respecta anumite criterii: spectrul de
masa a compusilor cunoscuti  sau
necunoscuti trebuie sa corespunda intregului
registru de spectre de masa. Astfel spectrele
compusilor autentici vor fi insotite de o
biblioteca de referinta spectrala sau de o
mostra a produsului respectiv.

Strategia analizei cantitative

Cuantificarea vizeaza zona picurilor
cromatogramelor de masa sau monitorizarea
ionica. Cu ajutorul tehnicii de monitorizare
ionica, spectrometrul de masa nu este setat
pentru scanarea tuturor maselor, in schimb,
instrumentul face salturi de la 0 masa la alta.

Avantajul este ca spectrometrul de
masa este retinut o perioada mai mare la o
masa selectata, raportul semnal- zgomot la
acea masa se imbunatateste iar
sensibilitatea globala a experimentului creste
cu un factor de la 100 la 1000 [35].

3.1.1. Gaz-cromatografia

Procesul de separare cromatografica se
desfasoara in coloana cromatografica.

Coloanele in cromatografia de gaze pot fi
clasificate In urmatoarele tipuri:

1) Coloane umplute, in care umplutura
este reprezentatda de catre faza stationara
depusa pe un suport inert iar materialul astfel
rezultat este introdus mecanic intr-o coloana
(metalica sau silice topita, cu diametrul de
ordinul mm si lungimea de pana la 1 m).

2) Coloane capilare (WCOT 2wall
coated open tubular’) avand pe peretele
interior un film lichid imobilizat, cu grosime
de strat intre 0,1 si 5 ym (de regula 0,25
pm). Coloanele capilare sunt construite din
silice topita sau borosilicat, acoperite la
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exterior dintr-un strat protector de polimer.

Lungimea acestora este de péana la
100 m, iar diametrul interior intre 0,05 — 1
mm. Eficienta acestora este foarte mare,
separarile cromatografice pe astfel de
coloane atingdnd 5.000-10.000 talere/m
lungime de coloana.

3) Coloane capilare (SCOT — ,support-
coated open tubular’) avand pe peretele
interior depus un strat cu grosimea de cel
mult 30 pm, alcatuit din particule ale unui
suport inert (de exemplu, paméant diatomeic)
pe care este depusa faza stationara propriu-
zisa data de un film lichid cu grosimea de
maximum 1 um (Fig. 7) [16].

WCoT

Perete

Strat
mmobilizat Particule

de suport

Fig.7. Imagini pe sectiune WCOT si SCOT [16]

Gaz-cromatografia cuplata cu
spectrometria de masa poate fi utilizata
pentru analiza componentelor volatile care
sunt stabile la temperaturi ridicate de
separare.

Hong si col. (2001) a utilizat GC-MS,
cromatografia prin excluderea marimii SEC,
cromatografia de extractie in faza solida SPE
pentru masurarea a 18 pesticide din praf [9].

Pesticidele volatile din plante si sol s-au
analizat prin microextractie de faza solida [2].
Diferente considerabile s-au observat intre
capacitatile de adsorbtie a fibrelor, adsorbtia
pesticidelor fiind mai mare pe
polidimetilsiloxan comparativ cu fibrele de
poliacrilat [4].

Realizarea cuplajului GC-MS are la baza
faptul ca substanta organica este deja in
faza gazoasa.

Daca se utlizeaza coloanele cu
umplutura, debitul de gaz purtator este in jur
de 20+30 cm®min, cu efecte asupra valorii
presiunii din spectrometru (1 cm® de gaz aflat
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la presiune atmosferica ocupa un volum de
10" cm?® la presiunea de 10" mm Hg; astfel
ca pompa de vid trebuie sa asigure un debit
de evacuare de 150 I/s pentru a indeparta 1
cm?® de gaz purtator).

Pentru indepartarea unui volum crescut
din gazul purtator se utilizeaza mai multe
tipuri de interfete, baz&ndu-se pe viteza
superioara de difuzie a eluentului (de obicei
heliu) comparativ. cu moleculele probei

(Fig.8.).

de la GC —'. L ..

; _.—— spre MS

la pornpa

.
- atomi de helin  ® moleculele probei.

Fig.8. Interfatd gaz-cromatograf cuplat cu
spectrometrie de masa de tip jet [16]

Efluentul provenit de la gaz-cromatograf
este ejectat, printr-un orificiu intr-o camera
vidata; din jetul astfel format are loc difuzia
preferentiala a moleculelor gazului purtator,
mai usoare decat moleculele probei.

Un al doilea orificiu, coaxial cu primul gi
aflat la o distanta de circa 1 mm de acesta,
face legatura cu spectrometrul de masa:
aproximativ 90 % din heliu gi 40 % din proba
nu trec prin al doilea orificiu, astfel incat in
aparat ajunge o proba imbogatita.

Coloanele cromatografice capilare pot fi
racordate direct la spectrometrul de masa
deoarece debitele la iesire au valori de
numai 1+5 cm®/min [16].

3.1.2. Spectrometria de masa

Spectrometria de masa este o metoda
instrumentala de analizd a compusilor
organici avand la baza fragmentarea
moleculelor in ioni de masa diferita cu
sarcina pozitiva si separarea lor in fascicule
de ioni cu aceeasi masa folosind
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concomitent interactiunea acestora cu un
camp electric si magnetic.

In  principiu, are loc bombardarea
substantei de cercetat cu un fascicul de
electroni, urmata de accelerarea ionilor
formati si separarea lor in functie de masa
prin actiunea concomitentd a unui camp
electric si magnetic [16].

Un spectrometru de masa cuprinde:

e un compartiment de producere a ionilor
sub actiunea unui fascicul de electroni
1);

eun compartiment de accelerare a
ionilor in camp electric longitudinal (2);

e un compartiment de separare in camp
magnetic transversal functie de raportul
m/e (3);

e un compartiment de detectare a ionilor

(4).

Cand detectorul (4) este o placa
fotografica, care este impresionata mai mult
sau mai putin functie de numarul ionilor,
aparatul se numeste spectrograf.

Aparatele moderne inregistreaza
curentul ionic (proportional cu numarul de
ioni) sub forma de spectru, in functie de
masa ionilor si de abundenta lor; asemenea
aparate se numesc spectrometre de masa.

Majoritatea spectrometrelor de masa
realizeaza  separarea  ionilor  pozitivi,
deoarece la bombardarea moleculelor de
cercetat (cel mai adesea organice) cu un
fascicul de electroni se expulzeaza un
electron din molecula forméandu-se un ion
pozitiv.

Diferenta esentiala a spectrometriei de
masa de celelalte metode spectrale consta in
aceea ca dupa Inregistrarea spectrului
substantei cercetate, aceasta nu mai poate fi
recuperata, fiind transformata in ioni, pe
cand in celelalte metode au loc numai
modificari in starea fizica a substantei [3, 16].

Schema unui spectrometru de masa cu
focalizare magnetica este redata mai jos

(Fig.9):
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Proba

L
Tensiune de £+

accelerare

Particule de
ionizare

Tensiune de
ionizare

Camp magnetic

Detector
de ioni

inregistrator

Fig.9. Schema unui spectrometru de masa [16]

¢ Proba este introdusa in spectrometru gi
vaporizata;

e lonii de sarcina z (un multiplu al sarcinii
electronului)  sunt  produsi  prin
bombardarea probei cu un flux de
electroni Tn camera de ionizare;
energia electronilor trebuie sa fie mai
mare de 70 eV (1leV = 96,5 KJ.mol*;
70 eV = 6750 KJ.mol™)

e lonii rezultati sunt accelerati ntr-un
camp electric capatand o energie
cinetica similara campului;

e lonii de masd m sunt deviati in camp
magnetic functie de raportul m/z pe
diferite traiectorii circulare;

e VVariind taria cdmpului magnetic se pot
focaliza pe detector ionii de o anumita
masa m (m/z) ;

elonii focalizati sunt detectati si
inregistreaza spectrul de masa.

e Spatiul interior al spectrometrului de
masa este puternic vidat.

Fiecarui raport m/z 1i corespunde o
traiectorie de o anumita raza:

se

r2:m.ZUA
2
e H

(ec.1)

In camp electric energia de accelerare
este egala cu energia cinetica:

mv?

e-U, =

(ec. 2)

unde:
m - masa (Kg);
e - sarcina ionului;
v - viteza ionului (m/s);
Uy - tensiunea de accelerare (V).
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in camp magnetic forta
magnetodinamica este egala cu forta
centrifuga:
2
mv mv
H.e.v= (ec. 3) sau H'9=T(ec.4)
unde:

H - intensitatea campului magnetic (T - tesla);
r - raza traiectoriei ionului (m).

Rezulta ca viteza are expresia:

H-e-r
V=

(ec. 5)

Tnlocuind 1n relatia (1) valoarea lui v din
expresia (5) obtinem:
m-H?.e?.r?
e-U, = 5
2-m

(ec.6) sau

2-m-U, =H*-e-r* e 7

de unde rezulta ca:
2

m 2U . m
P=— A ccgsi—=I" (ec. 9)
e H e 2-U,
m r*.H
sau — = (ec.10)
z 2-U,

Spectrul de masa: ionii rezultati prin
bombardarea compusului organic sunt
instabili si  se fragmenteaza aproape
instantaneu.

Spectrul de masa al unui compus

organic constituie reprezentarea abundentei
relative a fragmentelor de scindare,
purtatoare de sarcini pozitive, in funcfie de
raportul m/e al acestor particule [8].

Drept etalon al abundentei se considera,
de regula, cel mai intens maxim din spectru -
picul de baza - base peak.

Atribuind acestuia valoarea 100% se pot
determina cu usurintd abundentele relative
ale tuturor ionilor. Tntrucat abundentele sunt
foarte diferite ca valoare, uneori picurile cele
mai importante prezinta in spectru intensitati
extrem de mici (abundente foarte reduse).
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De regula, spectrul de masa se da sub
forma grafica. In cazul analizelor cantitative,
se Iinregistreaza cantitatea totala de ioni
(curentul ionic total); Tnaltimea unui pic reda
ponderea procentualda a acelui maxim din
cantitatea totala a ionilor.

In acest caz se impune o insumare
riguroasa a intensitatilor tuturor ionilor din
spectru pana la M (masa moleculara) [17].

3.2. Aplicatii

Spectrometria de masa se poate folosi
atdt Tn analiza calitativa cat si in cea
cantitativa. Spectrometrele de masa se
folosesc cuplate cu un gaz cromatograf

pentru detectarea Si inregistrarea
componentelor separate prin gaz
cromatografie.

Tehnica mixta gaz — cromatografie pe
coloane capilare - spectrometrie de masa
(GC-MSD) cét si cromatografia de lichide de
inalta performanta cu detector spectrometru
de masa a putut fi realizata practic datorita
faptului ca metodele necesitd cantitati mici
de proba si de acelasi ordin de marime (de la
miligrame la nanograme).

Spectrometria de masa foloseste si la
determinari de mase moleculare si structuri
ale substantelor organice necunoscute prin:

e furnizarea masei moleculare exacte;

e posibilitatea stabilirii unei formule brute;

eprin aducerea unei dovezi asupra

existentei posibile a wunor element
structural caracteristice (alaturi de alte
metode: RMN, IR etc.) [16].

Procesul de ionizare a unei molecule
poate avea loc in doua moduri:

ecu formare de ioni negativi

inglobarea electronului (mai rar):

prin

M+e—>M

fenomen cunoscut sub numele de
"absorbtie de rezonanta”, cu formarea unui
ion pozitiv (cel mai frecvent) prin expulzarea
unui electron din molecula:

M+e~—>2e~ +M"
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Daca energia electronilor este mica (5 -
10 eV), se formeaza asa numitul "ion
molecular® avand aceeasi masa ca a

moleculei. lonul molecular format este destul

de instabil si se descompune rapid
desfacandu-se intr-un numar mare de
fragmente, de reguld cu formarea unui

radical si a unui ion [16]:

MT—>R+ It

Radicalul fiind neutru din punct de
vedere electric nu va fi observat cu
spectrometrul de masa. Procesul poate avea
loc in mai multe etape. Fragmentarile
moleculelor n spectrometrul de masa
raspund la urmatoarele trei tendinte:

e formarea de ioni cat mai stabili;

e formarea de radicali cat mai stabili;

e eliminarea de particule neutre stabile

(N2, COZ’ Hzo etc.).

e Dintre picurile unui spectru prezinta

interes deosebit:

e picul molecular;

e picul de baza care reprezinta etalonul

de masurare a intensitatii;

e picurile datorate contributiilor izotopice.

De exemplu, in cazul hidrocarburilor
saturate: ionii moleculari sunt instabili si prin
pierderea unui ion de hidrogen se formeaza
ioni de carboniu primari cu formula generala:
[ChHon+1]" O reactie importanta de scindare

a acestora este pierderea unei molecule de
etilena, dar se pot scinda radicali liberi alchil
sau atomi de hidrogen [8, 11].

R——CHy—CHj + CHy=="Ct,

R——CHy——CH;—CH;—CH* R—CH, + CHy—CH}

H'—R—CHy—CH;—CH—CH}

lonii cu sarcina electrica se stabilizeaza
prin mezomerie iar ionii carboniu trec n ioni
mai stabili. lonizarea moleculelor de analizat
se poate face folosind ca reactiv un gaz
(metan, metilpropan sau amoniac) care
introdusi in camera de ionizare, Tn urma
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bombardarii cu electroni, produc ioni
moleculari, care, reactioneazd apoi cu
moleculele probei cu aparitia ionilor de tip
MH*; au loc reactiile:

Reactia primara:

CH,+e —>CH,” +e +e
Reactiile secundare:
CH," - CHs + H

CH4+. + CH; > CHs™ + CH3. (Autoprotonare)

CHs" + CH, — CuHs" +H,

Coliziune cu molecula din proba M:

M + CHs* — MH" + CH, (ionul M+1)

M + C,Hs™ — MC,Hs* (ionul lui M+29)
Daca M este de tipul RH: RH + CHs* - R" +
CH4 + H; (ionul M-1)

Astfel de ionizare se numeste ionizare
chimicg (IC). In spectrul de masa obtinut prin
ionizare chimica predomina picul ionului
molecular. Avantajul acestui tip de ionizare
este cresterea sensibilitafii detectiei la valori
de ordinul femtogramelor (10™*°g) [74,129].

4. Legislatia in domeniul
managementul dejectiilor

4.1. Legislatia Europeana

Conform Directivei nr. 676/ 12
decembrie 1991 privind protectia apelor
impotriva poluérii cu nitrati proveniti din surse
agricole n timpul primului program de
actiune pe patru ani si la sfarsitul acestui
program, statele membre pot fixa cantitati
diferite de cele indicate.

Aceste cantitati trebuie determinate
astfel incat sa nu compromitd realizarea
obiectivelor prevazute si trebuie sa se
justifice prin criterii obiective precum:

¢ perioadele lungi de vegetatie;

eculturi cu o puternica absorbtie de
azot;

e precipitatii
vulnerabil3;

esoluri cu capacitate de denitrificare
foarte ridicata [21].

nete ridicate Tn zona
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Directiva nr. 278/ 12 iunie 1986 CEE
(Tabelul 1.) privind protectia mediului, n
special a solului, atunci cand se utilizeaza
namoluri de epurare in agricultura, stabileste
[19]:

Tabelul 1.

Valorile limitd pentru concentratiile de metale
grele n sol [19]

Parametri

Cadmiu
Cupru
Nichel
Plumb

Zinc
Mercur

Valori limita (mg/kg

1-3
50-140
30-75
50-300
150-300
1-1,5

Directiva nr. 83/ 3 noiembrie 1998 CE
privind calitatea apei destinate consumului
uman stabileste urmatoarele (Tabelul 2):

Tabelul 2.
Aprecierea parametrilor chimici din apa [22]
Parametri Parametri .

chimici valorici Ui
Cadmiu 5 pa/l
Cupru 2 mg/L
Nichel 20 pa/l
Plumb 10 pa/l
Mercur 1 mg/L
Crom 50 pa/l

Conform anexei 1 a Directivei nr. 63
din 22 septembrie 2010 privind protectia
animalelor utilizate Tn scopuri stiintifice, pestii
zebra sunt inclusi pe lista animalelor de
experiment [20].

4.2. Legislatia Romaneasca

Nivelul maxim de azotati conform Legii
458/2002 este de 50 ppm si 0,5 ppm azotiti,
depasirea acestor valori fiind periculoase
pentru oameni si mai ales pentru copii.
Nivelurile toxice de azotati la animale sunt
cuprinse intre: 133-220 ppm, fiind riscante
daca se utilizeaza o perioada indelungata;
661-880 ppm- creste posibilitatea pierderilor
fiind niste limite nesigure; iar peste 880 ppm
nu se recomanda utilizarea, putand
determina intoxicatii acute [25].

Ordonanta de Urgenta nr. 195/2005
privind protectia mediului face referire la
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faptul ca protectia apelor de suprafata si
subterane si a ecosistemelor acvatice are ca
obiect mentinerea si imbunatatirea calitatii i
productivitatii biologice a acestora, in scopul
evitarii unor efecte negative asupra mediului
si sanatatii umane [32].

Conform Ordinului nr. 296/ 11 aprilie
2005 si Ordinului nr. 216/ 13 aprilie 2005
privind aprobarea Programului cadru de
actiune tehnic pentru elaborarea programelor
de actiune in zone vulnerabile la poluarea cu
nitrati din surse agricole, pentru fiecare
parcela fertilizata trebuie precizate
localizarea (identificarea) suprafetei, data
aplicarii ingrasamintelor, cultura care a fost
fertilizata si cantitatea totala de azot
imprastiat, furnizat de dejectile animaliere
utilizate ca ingrasaminte organice naturale
[31].

Normele de calitate a apei potabile si
cateva aspecte comparative importante sunt
prezentate in Tabelul 3.

Legislatia pentru zonele vulnerabile la
poluarea cu nitrati fixeaza o limita pentru
incarcarile cu ingrasdmant organic (azot),
astfel 250 kg/ha de azot total pe fanete si
210 kg/ha de azot total pe terenurile arabile,
acestea reprezentand valori medii pentru
intreg terenul agricol fincadrat ca zona
vulnerabila la poluarea cu nitrati.

Este necesar a se avea in vedere ca
limita de Tncarcare pentru terenurile arabile
scade la 170 kg/ha dupa primii patru ani de
aplicare a planului de actiune.

Pe solurile nisipoase sau cu un profil
scurt, programul de actiune pentru zone
vulnerabile la poluarea cu nitrati impune, in
functie de tipul de cultura, conditiile
hidrometeorologice si vulnerabilitatea
naturala a zonei, o perioada inchisa maxima
(1 august- 1 februarie) si o perioada minima
(1 august- 1 noiembrie), in care nici un fel de
ingrasamant organic, cum ar fi balegarul
animalier de consistenta solida, semilichida
sau lichida, nu poate fi aplicat pe terenurile
care nu sunt fanete sau nu sunt semanate cu
culturi de toamna si nici daca solurile sunt
nisipoase ori cu un profil scurt.
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Tabelul 3.

Normele de calitate a apei potabile- aspecte comparative [15, 34]

Parametrul

Unitate de
masura

Directiva CEE

Norme
Organizatia

Turbiditate
Temperatura
pH
Conductivitate
Cloruri
Sulfati

Calciu
Magneziu
Sodiu
Potasiu
Aluminiu

Oxigen dizolvat

Nitrati

Nitriti

H.S

Hidrocarburi dizolvate
Fenoli

Fier

Mangan

Cupru

Zinc

Fosfati

Fluor

Argint

Arsen

Cadmiu

Cianuri

Crom

Mercur

Nichel

Plumb

Stibiu

Seleniu

Pesticide totale
Benzen

CCly

Clordan
Clorbenzen
Cloroform

2,4D

DDT
1,2-dicloretan
1,2-dicloretena
Heptaclor si heptaclorepox
Hexaclorbenzen
Gamma HCH (lindan)
Metoxiclor
Pentaclorfenol
Tetracloretena
Tricloretena
2,4,6- Triclorfenol

mg/L
‘C

puS/cm
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L

% saturatie

mg/L
mg/L
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
mg/L
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l

10
25
6,5-8,5
400
25
250

50

150

12

0,2
Saturatie >75% exceptand

apele subterane

50

0,1
Organoleptic nedetectabil

10

0,5

200

50

5000

10
50

50
50

50
50
10
10
0,5
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6,5-8,5

250
400

200

0,2

44

Organoleptic nedetectabil

300
100
1000
5000

1500

50
5
100
50
1
50
50

10

10
3
0,3
0,1-3
30
100
1
10
0,3
0,1
0,01
3
30
10
10
30
10
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Perioada 1inchisa maxima pentru
terenurile aflate sub féanete sau culturi de
toamna este de la 1 septembrie la 1
februarie iar perioada minima, de la 15
septembrie la 15 noiembrie.

Aceste perioade minime si maxime pot fi
modificate in functie de conditiile locale, la
recomandarile  specialistilor din  cadrul
Sistemului national de monitoring integrat al
solului, de supraveghere, control si decizii

pentru reducerea aportului de poluanti
proveniti din surse agricole si de
management al reziduurilor  organice

provenite din zootehnie in zone vulnerabile si
potential vulnerabile la poluarea cu nitrati,
infiintat prin Ordinul ministrului mediului si
gospodaririi  apelor si al  ministrului
agriculturii, padurilor si dezvoltarii rurale nr.
242/197/2005 [27].

Prevederile, conform Hotararii de
Guvern nr. 964/ 13 octombrie 2000 privind
aprobarea Planului de actiune pentru
protectia apelor impotriva poluarii cu nitrati
proveniti din surse agricole, care duc la
reducerea poluarii cu nitrati, la rationalizarea
si optimizarea utilizarii ingrasamintelor ce
contin compusi ai azotului, luand in
considerare conditiile din diferite regiuni ale
tarii trebuie s& acopere urmatoarele
probleme [23]:

e Perioadele nepotrivite pentru aplicarea
pe teren a ingragamintelor;

e Modul de aplicare a ingrasamintelor pe
terenuri in pante abrupte;

e Restrictiile la aplicarea Thgrasamintelor
pe terenuri saturate de apa, inundate,
inghetate sau acoperite cu zapada;

e Conditiile de aplicare a Thgrasamintelor
pe terenurile amplasate langa cursurile
de apa;

eVolumul si constructia bazinelor de
depozitare a deseurilor de origine
animala cat si normele de prevenire a
poluarii apelor prin infiltrarile de la
suprafata, a celor aparute in apele
subterane si de suprafata a efluentilor
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rezultati in urma stocarii materiilor de
orgine vegetala si animala [23];

e Aplicarea ingrasamintelor de origine
animala si a celor chimice trebuie sa se
realizeze astfel incat pierderile de
nutrienti sa fie mentinute la niveluri
acceptabile (nitratii din apele subterane

si de suprafatd sa fie in limitele
admise);
e Managementul terenuirilor, rotatia

culturilor si raportul dintre suprafetele
utilizate pentru culturi permanente
dependent de terenurile cultivate cu
plante anuale;

e Pastrarea pe terenuri a unor suprafete
minime de verdeata care sa acopere
solul pe perioada cu umiditate maxima,
pentru a retine azotul in sol, factor
cauzator al poluarii cu nitrati a apelor;

e Fertilizarea se va face planificat
dependent de tipul de cultura si de
inregistrarile asupra utilizarii
ingrasamintelor;

e Apa provenita din siroire se va proteja
impotriva poluarii, inainte de infiltrarea
apei la radacinile vegetatiei;

eLivrarea se va face exclusiv in vrac,
prin utilizarea sacilor de polietilena,
impermeabili, etichetati corespunzator
pe care se va mentiona tipul de
ingrasamant, concentratia Si
compozitia, solubilitatea, specificatiile
pentru depozitare si transport, adresa
si numele producatorului etc.);

e Normele privind depozitarea, pastrarea
si constructia depozitelor;

e Interdictii in timpul transportului, livrarii,
depozitarii, manipularii si aplicarii pe

teren;
e Modalitati de combinare cu
ingrasaminte organice in vederea

aplicarii pe teren, conform Hotararii de
Guvern nr. 964/ 13 octombrie 2000
[23].

Masurile contin

perioadele 1n
ingrasaminte

reguli referitoare la:
care aplicarea anumitor
este nerecomandata sau
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interzisd, capacitatea rezervoarelor de
stocare a ingrasamintelor de origine animala,
aceasta capacitate trebuind sa depaseasca
necesarul de stocare 1in toate zonele
vulnerabile, tindndu-se seama de restrictiile
legate de aplicarea ingrasamintelor pe sol
exceptand cazul in care se demonstreaza
autoritatii c& un exces de ingrasaminte peste
capacitatea de stocare va fi supus unui
tratament care nu afecteaza mediul,
reducerea aplicarii pe sol a Tngrasamintelor
dependent de caracteristicle zonelor
vulnerabile, conform Hotararii de Guvern nr.
964/ 13 octombrie 2000 [23].

a) panta de inclinare a solului, conditiile
de mediu, clasificarea si
caracteristicile terenurilor etc.;

b) modalitatile de folosire a terenurilor in
practicile agricole, inclusiv rotatia
culturilor.

Aplicarea pe sol a ingrasamintelor are
la baza un echilibru intre:

i) evaluarea cantitatii necesare de azot
din culturi;

ii) aportul de azot din ingrasaminte si sol
regasit in culturi, care trebuie motivat
prin:

e nivelul de azot prezent in

dependent de necesarul culturii;

e nivelul de azot obtinut prin mineralizare
a rezervelor de azot sub forma
organica in sol;

enivelul de constituenti ai azotului prin
administrarea pe sol a ingragamintelor
animale;

enivelul de constituenti ai azotului prin
administrarea de fingrasaminte de
diferite tipuri printre care si chimice.

Ordinul nr. 241/26 martie 2005 si
Ordinul nr. 196/7 aprilie 2005 pentru
aprobarea Listei localitatilor pe judete unde
exista surse de nitrati din activitati agricole si
a Listei localitatilor din bazinele/spatiile
hidrografice unde exista surse de nitrati din
activitati agricole (zone vulnerabile si
potential vulnerabile) indica la nivelul
judetului Timis, de exemplu zonele [29]:

sol
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e Cenei,

e Foeni,

e Gataia,

e Giarmata,

e Giulvaz,

e Jebel,

e Peciu Nou,
e Periam,

° Sag,

e Satchinez,
e Tormac,

e Uivar,

e Masloc,

¢ Pischia.

Conform  Ordinului  nr. 245 din
26/03/2005 pentru aprobarea Metodologiei
de evaluare a riscului  substantelor
periculoase din listele | si Il si al substantelor
prioritare/prioritar  periculoase Th  mediul
acvatic prin modelare matematica si a
Metodologiei de evaluare a impactului
substantelor periculoase din listele | si ll gi al
substantelor prioritare / prioritar periculoase
asupra mediului acvatic prin  teste
ecotoxicologice — alge verzi, dafnia, pesti
trebuie respectata urmatoarea metodologie
[30].

Conform Ordinului nr. 245 din 26
martie 2005 metodologia utilizata se refera
la determinarea toxicitatii acute si cronice
asupra pestilor [30].

Prima desemnare a zonelor vulnerabile
si potential vulnerabile Th Romania a fost
efectuata Tn anul 2003 de ICPA impreuna cu
Administratia Nationala “Apele Romane”
avand n vedere prevederile HG 964/2000
privind aprobarea Planului de actiune pentru
protectia apelor Tmpotriva poludrii cu nitrati
proveniti din surse agricole se transpun in
legislatia roméaneasca Directiva Consiliul
Europei 91/676/EEC [23].

in aceasta desemnare zonele
vulnerabile la nitrati din surse agricole au
reprezentat perimetrele a 255 localitati din
Romania, ceea ce reprezinta 8,64 % din
suprafata tarii, respectiv. 13,93% din
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suprafata totala agricolda a tarii. Zonele
vulnerabile la poluarea cu nitrati desemnate
in anul 2003 (Fig. 10-13) au fost stabilite pe
baza conditiilor naturale de sol, teren, clima
si hidrogeologie referitoare la transferul
nitratilor catre corpurile de ape subterane si
de suprafatd si pe baza bilantului de azot
(azot produs prin dejectile animale — azot
extras de culturile vegetale) (Tabelul 4) la
nivelul unitatilor administrative
corespunzatoare unitatilor elementare din
nomenclatorul  european al  unitatilor
administrative: comune, orase, municipii [42].
Au fost identificate trei tipuri de zone
vulnerabile:

e Zone vulnerabile potentiale: conditiile
de transfer al nitratilor catre corpurile de apa
sunt favorabile, dar nu exista un bilant pozitiv
al azotului la nivelul localitatii si concentratia
de nitrati din apele subterane masurata in
reteaua ANAR e sub 50 mg/L

e Zone vulnerabile cu surse actuale:
conditile de transfer al nitratilor cétre
corpurile de apa sunt favorabile si existad un
bilant pozitiv al azotului la nivelul localitatii

e Zone vulnerabile din surse istorice:
conditile de transfer al nitratilor catre
corpurile de apa sunt favorabile, nu exista un
bilant pozitiv al azotului la nivelul localitatiii,
in trecut au existat complexe zootehnice pe
teritoriul localitatii si concentratia de nitrati
din apele subterane masurata in reteaua
ANAR este peste 50 mg/L.

Fig.10. Zone vulnerabile la poluarea cu nitrati —
desemnare 2003 [42]
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Fig.11. Zone potential vulnerabile la poluarea cu
nitrati — desemnare 2008 [42]

Complexe pentru porci din zonele vulnerabile

Fig.12. Distributia complexelor de animale- porci
(conforme si ne-conforme) din zonele vulnerabile
[42]

Cancamrmna NDY m apeie s e

Fig.13.Concentratia maxima (2004-2007) a
nitratilor pentru masurarea calitatii apelor de
suprafata [42]
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Tabelul 4.

Cantitatile anuale de dejectii si nutrienti pe specii de animale [28, 42]

Productia

Specia medie
(kg)

Vitei sugari 0-50 2.817
Vitei (0,3—1 an) 50-250 4930
Bovine (1 —2 ani) 250-600 1.746
Vaci de lapte >400 11.408
Porci 98 1.733
Porcilaingrasat 68 1.467
Porcilaingrasat 90 2.000
Scroafe gestante 125 1.333
Scroafe cu purcei 170 5.067
Vieri 160 1.733
Qi/Capre 45 843
Pasarireproductie 1,8 18
Pasari la ingrasat 09 12
Cai 450 9.000
Multumiri
Aceasta lucrare a fost finantatda din Fondul Social
European prin Programul Operational Sectorial

Dezvoltarea Resurselor Umane 2007-2013, POSDRU /
159 / 15 / S /| 132765 "Programe doctorale si
postdoctorale pentru promovarea excelentei in
cercetare, dezvoltare si inovare In domeniile prioritare
agronomic si medical veterinar ale societati bazate pe
cunoastere”.
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