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Rezumat 
 

Ecotoxicitatea solului i a apelor este una din preocup rile majore cu implica ii deosebite în calitatea 
vite ii omului i animalelor. În consecin , au ap rut numeroase metode de stabilire a gradului de poluare 
a mediului, care în ultimul deceniu, au cunoscut o dezvoltare extraordinar  în ultimii ani, cu aplicare în 
legisla iile europene i na ionale. În review-ul de fa  se dore te familiarizarea cititorilor cu câ iva 
indicatori de testare a polu rii apei i solului; respectiv testarea pe pe tii zebr i râme, organisme 
recunoscute ca indicatori viabili i sensibili ai polu rii. Sunt descrise metodologiile de testare cele mai 
cunoscute: toxicitatea acut i cronic  asupra pe tilor; determinarea polu rii prin utilizarea râmelor 
(Protocolul OECD 207). In plus, în capitolul Metodologia analitic  de stabilire a eco-toxicit ii solului i 
apelor este prezentat  sintetic gaz- cromatografia cuplat  cu spectrometria de mas  (GC-MS) i aplica iile 
în stabilirea gradului de poluare a mediului, iar în ultimul capitol, este prezentat  Legisla ia în domeniul 
managementul dejec iilor cu legisla ia European i Româneasc  conex . 

 
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.It 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. 
 

1. Despre utilizarea indicatorilor 
moderni de poluare apei i solului  

 
1.1. Pe tii zebr  

 
Cercet torii de la Universitatea din 

Singapore reprezenta i prin Gong i col., au 
utilizat prin manipulare genetic  un tip de 
pe ti zebr  care detecteaz  poluan ii din 
ap  prin schimbarea culorii.  

De obicei, pe tii zebr  sunt de culoare 
neagr i argintie iar prin inginerie genetic  
s-au ob inut variet i de culoare verde sau 
ro u fluorescent (Fig.1-2.) [7, 12]. 

Genele fluorescente sunt extrase din 
meduze i injectate în icrele pe tilor zebr . 
Cu aceste gene corpul pe tilor zebr  este 
capabil s  ofere o str lucire fluorescent  
(Fig.3). 

Activarea acestor gene va func iona ca 
un comutator pentru activarea diferitelor 
esuturi ale pe tilor (Fig.4-5). 

Pân  în prezent, cercet torii au reu it s  
izoleze dou  tipuri de promotori de gene la 
pe tii zebr , un promotor inductibil de 
estrogen i un promotor receptor de stres.  

Ace ti promotori au fost utiliza i pentru a 
induce genele fluorescente de culoare la 
pe tii zebr  transgenici [7]. 
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Fig.1. Eviden ierea pe tilor zebr  fluorescen i [37] 
 

 
 

Fig. 2. Neuroanatomia pe tilor zebr :  
axoni (verde) i neuropil (ro u) [45] 

 

 
 

Fig. 3. Pe ti zebr  transgenici [37] 
 

Pe tii zebr  transgenici vor fi capabili s  
spund  la prezen a substan elor chimice 

ca estrogenul prin promotori estrogenici, 
metale grele i toxine prin promotori receptori 
de stres.  

Pe tii î i schimb  culoarea dependent 
de tipul de mediu pentru care a fost 
specificat  culoarea respectiv . De i s-a 
conceput doar culoarea ro ie i verde a 
pe tilor zebr , Gong a eviden iat faptul c  
poate ad uga pân  la cinci culori pe un 
pe te zebr , fiecare culoare indicând un 
poluant diferit [7, 12, 47]. 

 

 
 

Fig.4. Embrioni de pe ti zebr - modific ri de 
culoare ca indicatori de poluare [41] 

 

 
 

Fig. 5. Embrioni de pe ti zebr - utiliza i în 
cercetarea bolilor infec ioase la om [40] 

 
1.2. Râmele 

 
Râmele sunt frecvent folosite ca 

determinan i ai polu rii solului [1, 6, 33].  
Râmele sunt incluse în încreng tura 

Annelida, clasa Oligochaeta (Fig. 6), au un 
corp aproape cilindric, acoperit cu peri 
dispu i numai pe p ile laterodorsale i 
lateroventrale ale segmentelor. În treimea 
anterioar  a corpului se observ  o îngro are 
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a tegumentului cu aspect de a, denumit 
clitellum, cu rol în reproducerea viermilor, 
secretând un cocon în care sunt depuse 
ou le. Formele terestre ale clasei 
Oligochaeta tr iesc în sol, frunzar, humus 
brut etc., s pându- i galerii în stratul 
superficial al solului printre r cinile 
plantelor sau în 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 suprafa  
i al solului biogen spre profunzime.  

O mare parte particip i la procesele de 
transformare a resturilor vegetale în humus.  

Mediul de via  este reprezentat de sol, 
care odat  înghi it trece prin tubul digestiv, 
unde substan ele nutritive sunt re inute iar 
resturile nedigerate eliminate sub form  de 
excremente la suprafa a solului [1, 10, 14]. 

 
1.2.1. Etologia i ecologia râmelor 

 
Râmele nu prezint  organe respiratorii 

adecvate astfel fiind necesar un contact intim 
între suprafa a corporal i ap  pentru a 
realiza schimburi gazoase. Amoniacul 
excretat se elimin  în prezen a unei cantit i 
crescute de urin  hipotonic .  

Presiunea hidrostatic  a lichidului 
celomic influen eaz  mobilitatea i s parea 
galeriilor fiind dependente de o cantitate de 
ap  a organismului de peste 18% [13].  

Durata de via  pentru Eisenia fetida 
este de 4,5 ani iar pentru Lumbricus 
terrestris în jur 6 ani [46].  

Lumbricidele pot fi împ ite în trei 
grupuri morfo-ecologice, specii dependente 
de modul de hr nire i de construc ie a 
galeriilor dup  cum urmeaz : 

1. Epigeice, tr iesc pe suprafa a solului, 
în t vi ele plantelor, în substraturi organice. 
Sunt organisme de dimensiuni reduse 
adaptate la condi iile de umiditate i 
temperatur  de la suprafa a solului i sunt 
greu adaptabile în straturile de adâncime.  

Pe perioada diapauzei sap  galerii 
temporare în solul mineral. Eisenia fetida se 
utilizeaz  în vermicompostare dispunând de 
o perioad  scurt  între genera ii. 

2. Endogeice, tr iesc în straturile de sol 
de la suprafa i se hr nesc cu sol i 
materie organic . Acestea nu cosntruiesc 
galerii permanente, canalele temporare se 
vor umple cu material coprolitic în urma 
deplas rii râmelor i excret rii din intestine.  

Galeriile s pate sunt orizontale i 
arborescente. Importan a acestora este în 
descompunerea r cinilor, amestecarea 
straturilor de sol i în aerarea solului. 

3. Anecice, care construiesc galerii 
verticale permanente, p trunzând adânc în 
sol. Sunt detritivore tr gând hrana în galerii 

pate pân  la câ iva metri în sol.  
Dezavantajul este c  pot forma dopuri 

de materie organic  sau coprolite (sol 
excretat i particule minerale) astfel blocând 
deschiderea galeriilor. Efectul benefic al 
acestor specii printre care se afl i 
Lumbricus terrestris este de a descompune 
materia organic , a realiza circuitul 
substan elor nutritive i de a forma solul [1]. 

Hr nirea se realizeaz  prin procese de 
reac ie a materialului de sol coloid, organic i 
anorganic neresorbit cu formarea unor 
complexe argilo-humice [18, 46].  

Mecanismul de hr nire se bazeaz  pe 
triturare i amestecare în stomacul musculos 
cu ajutorul gr un elor de nisip înghi ite, apoi 
digestia se continu  în intestinul mediu cu 
participarea enzimelor digestive i a 
concre iunilor de calcar produse de glandele 
calcaroase urmând apoi resorb ia [10]. 
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În excrementele proasp t eliminate de 
râme s-a identificat o cantitate de germeni 
aproape similar  probelor de sol din jur [10].  

Con inutul de humus i calciu, for a de 
reten ie a apei i stabilitatea glomerulelor 
sunt mai mari în excrementele de râme decât 
în probele de sol colectate din apropierea 
canalelor s pate de viermi [10]. 

Lumbricidele sap  galerii în sol prin 
contrac ii coordinative ale benzilor de mu chi 
circulari i longitudinali din peretele corpului.  

Aceste contrac ii sunt realizabile de 
tre segmentele corpului care sunt 

men inute turgescente de c tre lichidul 
celomic. Aceste mi ri coordinative permit 
viermelui s  transfere contrac ia de la un 
segment la altul cu efect de und  care 
propulseaz  organismul spre înainte [46].  

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

 descompun materia organic  moart i 
a celei aflate în descompunere cu o nutri ie 
bazat  pe bacteriile i ciupercile care se 
dezvolt  pe aceste substraturi  

 reduc inciden a bolilor produse de fungi 
 fragmenteaz  materia organic , 

desf oar  activit i de forare a galeriilor, 
amestec  solul i particip  la formarea 
agregatelor structurale de sol 

 ajut  la cre terea ratei de infiltrare a 
apei i capacitatea de re inere a apei în sol, 
îmbun esc procesele de aera ie din sol 

 ofer  canale pentru cre terea 
cinilor plantelor i m run esc i îngroap  

resturile plantelor 
Pe lâng  materia organic  moart , 

lumbricidele inger  particule de sol de 
dimensiuni mici amestecând i macerând 
totul pân  la particule foarte mici asemenea 
unei paste fine care apoi va fi digerat  în 
stomac.  

Coprolitele proaspete ale lumbricidelor 
sunt de cinci ori mai bogate în azot accesibil 
plantelor, de apte ori în fosfor i de 11 ori 
mai bogate în potasiu comparativ cu primii 
centimetri de la suprafa a solului. Dac  
exist  o cantitate mare de humus accesibil, 

greutatea coprolitelor excretate poate dep i 
4,5 kg / lumbricid / an, fiind un indicator al 
interesului sporit al gr dinarilor i fermierilor 
de a men ine popula iile de viermi la un nivel 
înalt [36].  

Cercet rile realizate în SUA au 
eviden iat faptul c  lumbricidele con in 
substan e cu propriet i antiinflamatoare 
pentu tratarea artritei i a altor patologii ale 
articula iilor [46]. 

 
1.2.2. Importan a i efecte asupra 

umidit ii din sol 
 

Galeriile gr besc scurgerea apei în i din 
sol. O rat  crescut  a infiltr rii ajut  la 
prevenirea polu rii prin minimalizarea 
eroziunii de suprafa i transportul chimic 
spre apele de suprafa  [46].  

Totodat  galeriile favorizeaz  transportul 
poluan ilor, nitra i sau pesticide spre pânzele 
freatice [5].  

Galeriile orizontale ale speciilor 
endogeice nu transport  apa i solu iile la 
aceea i adâncime ca i galeriile verticale ale 
speciilor anecice [46].  

 
2. Metodologii uzuale 

 
2.1. Toxicitatea acut  asupra pe tilor 

 
Metodologiile conform Ordinului nr. 245 

din 26 martie 2005 sunt [30]: 
 

2.1.1. Caracteristicile principale 
 

 aprecierea toxicit ii acute letale a 
substan elor din apele de suprafa  asupra 
pe tilor; 

 necesitatea însu irii propriet ilor fizico-
chimice ale substan elor de investigat: gradul 
de solubilitate în ap , presiunea vaporilor, 
caracterul biodegradabil, stabilitatea 
substan ei, în vederea alegerii unei metode 
de test adecvate pe sistem static, semi-static 
sau prin curgere continu  în scopul de a 
asigura concentra ii de substan  
neschimbate pe întreaga durat  a testului; 
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 conferirea unor informa ii legate de 
formula chimic , puritatea, natura, 
observarea prezen ei i a cantit ilor de 
aditivi, valoarea coeficientului de parti ie n-
octanol / ap , care se vor lua în calcul pentru 
o bun  organizare a testului i pentru a 
interpreta rezultatele.  

 
2.1.2. Defini ii aferente 

 
 Toxicitate acut  – decelarea efectelor 

defavorabile într-un timp scurt (96 h) asupra 
organismelor de test în prezen a unei 
substan e; care se expune prin concentra ia 
medie letal . 

 CL50 – concentra ia care omoar  50 % 
din pe tii care se g sesc în apa de testare 
într-o perioad  de expunere continu . 

 Unit ile de m sur : greutate/ volum 
(mg/L) ori greutate/ greutate (mg/kg) [30]. 

 
2.1.3. Principiul de realizare a metodei 

 
Limita superioar  de testare poate fi 

realizat  Ia 100 mg/L substan  pentru a 
dovedi c  CL50 reprezint  o concentra ie 
ridicat  fa  de aceast  concentra ie.  

Pe tii se expun la substan a de testare 
în concentra ii seriate pe parcursul a 96 h; 
mortalit ile fiind înregistrate la intervale de 
minim 24 h iar concentra iile la care 
letalitatea pe tilor este de 50 % (CL50) sunt 
luate în vedere i înregistrate [30]. 
 

2.1.4. Criteriile de calitate 
 

Lotul de control trebuie s  aib  o 
mortalitate mai mic  de 10 % la sfâr itul 
testului. Satura ia oxigenului dizolvat trebuie 

 fie mai mare de 60 %. 
Substan ele de testare vor reprezenta 

circa 80% din concentra ia de început pe 
toat  durata test rii. Pentru substan ele u or 
dizolvabile în mediu sau care sunt stabile, 
concentra ia ini ial  este apreciat  a fi un 
echivalent al concentra iei nominale. Se 
eviden iaz  care au fost concentra iile 
utilizate pe toat  durata test rii i care au 
fost condi iile experimentale. Acestea se 

subliniaz  pentru substan ele care 
îndeplinesc urm toarele caracteristici: 

 de in o solubilitate sc zut  în mediul de 
testare; 
 pot forma dispersii i emulsii stabile; 
 sunt instabile în solu ii apoase, 
 concentra ia ini ial  va fi m surat  în 
solu ie la începutul test rii.  

Concentra ia va fi apreciat  dup  o 
perioad  de stabilizare, dar înaintea 
introducerii pe tilor. Determin rile care se 
realizeaz  pe toat  durata test rii trebuie s  
afirme c  pH -ul nu difer  cu mai mult de o 
unitate [30]. 
 

2.1.5. Modul de lucru 
 

Metoda de testare poate fi de trei feluri: 
 testul static – este un test la care 
solu ia de testare nu se schimb ; 
 testul semi-static: solu iile de testare 
sunt reînnoite în mod regulat; 
 testul cu curgere continu : apa este 
reînnoit  permanent în acvariile de 
testare.  

 

Reactivii 
Solu ia stoc de testare – se prepar  

printr-o dizolvare a substan ei în ap  
deionizat . Concentra iile se preg tesc din 
solu ia stoc printr-o diluare seriat ; iar în 
cazul utiliz rii unor concentra ii mari, 
substan a se poate dizolva nemijlocit în apa 
de dilu ie.  

Gradul de solubilitate este important în 
ob inerea acestor concentra ii. Substan ele 
se testeaz  pân  la limita de solubilitate 

sit . Substan ele cu solubilitate redus  sau 
cele care formeaz  o dispersie cu stabilitate, 
au la baz  realizarea unei concentra ii 
reg site peste limita de solubilitate a 
substan ei de testare cu scopul de a ob ine o 
concentra ie maxim  solubil  sau stabil .  

O dispersie ultrasonic  se poate utiliza, 
pentru substan ele cu o solubilitate sc zut  
în ap , pentru a prepara solu iile stoc. 
Utilizarea unor substan e auxiliare, implic  ca 
toate concentra iile de testare s  con in  o 
cantitate egal  de substan  auxiliar  [24].  



Mo neang & Cristina                                                                                                                          Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug 
 
                                                                                                                                                                             Vol. 8 (1). Mai - Iunie 2014 
 

56 

Martorii se vor expune la o concentra ie 
identic  de substan e auxiliare de tipul celor 
utilizate în seriile de testare. 

Concentra ia substan elor auxiliare va fi 
redus , f  dep irea a 100 mg /L în mediul 
de testare. Testul se va realiza f  ajustarea 
pH -ului.  

Orice modificare evident  a valorii pH-
ului implic  repetarea testului prin folosirea 
unui pH adaptat i cu înregistrarea 
rezultatelor.  

Astfel, valoarea pH-ului pentru solu ia 
stoc va fi adaptat  cu pH-ul apei de dilu ie.  

Astfel sunt preferate substan ele de tipul 
HCl i NaOH. Se va ac iona cu pruden  
pentru a nu modifica concentra ia substan ei 
de testare printr-o ajustare a pH-ului. Se va 
înregistra orice reac ie de precipitare sau 
chimic  rezultat .  

 

Apa utilizat  pentru dilu ie: 
Se folose te apa cu caracter potabil, 

necontaminat  cu clor sau metale grele, apa 
natural  cu valoare calitativ  sau cea 
reconstituit . Duritatea apei trebuie s  fie 
între 10 i 250 mg/L (CaCO3) i pH-ul s  fie 
cuprins între 6,0 i 8,5 [24]. 

 

Aparatura necesar : 
 aparatura trebuie s  fie în totalitate din 
material inert chimic; 
 un sistem de dilu ie care va fi 
automatic; 
 un dozator de oxigen; 
 un echipament pentru a determina 
duritatea apei; 
 un echipament pentru men inerea 
adecvat  a temperaturii; 
 un pH-metru. 

 

Pe tii utiliza i în testare: 
Pe tii vor fi într-o stare de s tate f  

anomalii fizice i comportamentale, ale i 
dependent de criteriile de vârst , cu o 
posibilitate de între inere, sensibilitatea la 
substan ele chimice va fi relativ , i cu 
posibilitatea de a compara datele ob inute cu 
cele deja existente la nivel interna ional.  

Preg tirea materialului pt. experiment: 

Pe tii vor proveni din acela i stoc, vor 
avea aceea i lungime i vârst i vor fi inu i 
un minim de 12 zile în urm toarele condi ii:  

 sistem de recirculare/curgere continu ; 
 apa; 
 lumina: 12-16 ore iluminat zilnic; 
 concentra ia oxigenului dizolvat de cel 
pu in 80 % satura ie; 
 hr nirea se va face de trei ori pe 

pt mân , hr nirea lor încetând cu 24 
h înainte de începerea test rii; 
 mortalitatea ob inut  într-un interval de 
48 h de la introducerea pe tilor în 
acvariile de acomodare. 

Se vor înregistra mortalit ile i se vor 
aplica urm toarele criterii: 
 mortalit i peste 10% din popula ie în 

apte zile conduc la eliminarea lotului 
per ansamblu; 
 letalitate cuprins  între 5-10% din 
popula ie conduce la o prelungire a 
perioadei de acomodare pentru înc  
apte zile; iar în cazul în care nu mai 

sunt înregistrate mortalit i, lotul se 
accept , altfel se elimin  în întregime. 
 letalitate sub 5 % din popula ie duce la 
o acceptare a lotului. 

 

Adaptare: 
To i pe tii se vor men ine în ap  la o 

temperatur  constant  pe o durat  de apte 
zile înainte de a începe testului. 

 

Procedura de testare: 
Se va face o testare preliminar  pentru a 

ob ine date referitoare la irul de concentra ii 
care trebuie utilizat în testul de baz .  

Dac  se folosesc substan e auxiliare 
pentru a m sura gradul de solubilitate al 
substan elor se realizeaz  o prob  martor 
(control). Dependent de propriet ile fizico-
chimice ale substan ei de testare se va 
selecta metoda cea mai adecvat  din cele 
men ionate. Pe tii se vor expune la ac iunea 
substan elor astfel: 

 durata va fi de 96 h; 
 num rul de pe ti: minim apte pentru 
fiecare concentra ie; 
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 acvariile de o capacitate convenabil  în 
concordan  cu înc rcarea cu animale 
de test; 1 g/l pentru testele semi-statice 
i statice iar pentru cele cu curgere 

continu  înc rcarea ar putea fi mai 
mare; 
 concentra ia de testare: se aleg minim 
cinci concentra ii diferen iate printr-un 
factor de maxim 2,2, pe un domeniu 
care s  acopere mortalitatea între 0 - 
100 %; 
 lumina: 12 - 16 h /zi; 
 temperatura: dependent de specie, dar 
+10C în orice testare; 
 concentra ia oxigenului dizolvat: minim 
60 % satura ie a oxigenului; 
 hr nire: pe tii nu se hr nesc. 

Pe tii se vor observa dup  2 – 4 ore de 
la introducere i la intervale de cel pu in de 
24 ore. Pe tii se consider  mor i, dac  la 
atingerea înot toarei codale nu se 
înregistreaz  reac ii i nu se observ  mi ri 
respiratorii. Se vor nota pe tii mor i i se 
îndep rteaz  din acvarii.  

Se înregistreaz  anomaliile legate de 
echilibru, înot, respira ie i pigmenta ie. Se 
va monitoriza zilnic pH-ul, oxigenul dizolvat i 
temperatura. 

 

Testul limit : 
Prin utilizarea procedurilor descrise se 

poate stabili o limit  de testare de 100 mg/L 
pentru a demonstra c  CL50 are o valoare 
superioar  acestei concentra ii. Dac  
substan a nu permite atingerea unei 
concentra ii de 100 mg/L în apa de testare, 
limita de test se stabile te pentru o 
concentra ie identic  cu solubilitatea 
substan ei.  

Pentru testul limit  se utilizeaz  acela i 
num r de pe ti (7 -10 pe ti) – la fel ca pentru 
testul martor; teoria distribu iei binomiale 
afirm  c  în cazul în care se utilizeaz  10 
pe ti cu mortalitate zero, gradul de încredere 
va fi de 99,9 % iar CL50 va fi mai mare decât 
concentra ia utilizat  în testul limit .  

Dac  sunt folosi i între 7 i 9 pe ti, 
absen a mortalit ii implic  un grad de 

încredere de minim 99 %, însemnând c  
CL50 va avea o valoare superioar  
concentra iei folosite. Apari ia mortalit ii 
impune dezvoltarea unui studiu complex. 
Efectele subletale ap rute se înregistreaz .  
 

2.1.6. Evaluarea si raportarea 
 

Fiecare perioad  de observa ie va avea 
drept corespondent un grafic de mortalitate 
dependent de perioada de expunere fa  de 
logaritmul concentra iei. Dac  se poate, se 
vor estima CL50 i limitele de confiden  (p = 
0,05). Dac  panta curbei concentra ie / 
mortalitate dep te gradul de înclinare, 
pentru a permite calcularea CL50, este 
suficient  o estimare grafic  valorii [39].  

Dac  dou  concentra ii consecutive în 
raport de 2,2 au valori ale mortalit ii de 0% 
i 100 %, aceste valori sunt suficiente pentru 

a aprecia intervalul în care se situeaz  CL50.  
În cazul în care se observ  c  nu se 

poate men ine o stabilitate i o omogenitate 
a substan ei de testare, se vor nota 
observa iile i se va ine cont de ele la o 
viitoare interpretare a rezultatelor.  

Raportul trebuie s  includ  urm toarele: 
 observa ii referitoare la organismele de 
testare – denumire tiin ific , num rul 
folosit pentru fiecare concentra ie, gen, 
specie, m rime; 
 caracteristicile chimice i sursa pentru 
apa de dilu ie (pH-ul, duritatea, 
temperatura); 
 pentru substan ele cu solubilitate 
redus  în ap , se include metoda de 
realizare a solu iei stoc i a solu iilor de 
testare; 
 concentra ia substan elor auxiliare; 
 lista concentra iilor utilizate i orice alte 
date referitoare Ia stabilitatea 
concentra iilor în solu ia de testare; 
 realizarea analizelor chimice implic  
redarea metodelelor utilizate i a 
rezultatelor ob inute; 
 se va înregistra rezultatul testului limit ; 
 motiva ia i detaliile procedurii de 
testare (pe sistem static, semi-static, cu 
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curgere continu , doza, viteza de 
curgere, înc rcarea cu organisme de 
testare, aerarea apei); 
 descrierea echipamentului utilizat; 
 iluminarea; 
 concentra ia oxigenului dizolvat, 
valorile pH i temperatura ob inut  la 
fiecare 24 h; 
 aprecierea îndeplinirii criteriilor de 
calitate; 
 redarea sub form  tabelar  a 
mortalit ii cumulative pentru fiecare 
concentra ie i a martorului la timpul de 
observa ie recomandat; 
 graficul curbei concentra ie/ procent 

spuns la sfâr itul test rii; 
 CL50 la fiecare timp de observa ie ( 
limit  de confiden  95%); 
 procedurile statistice utilizate pt. LC50; 
 concentra ia cea mai mare a test rii, la 
care nu se observ  mortalitate pe toat  
durata test rii; 
 concentra ia cea mai mic  care 
provoac  mortalitate 100% pe perioada 
test rii [30].  

Alte metodologii de testare se vor 
descrie în partea de cercet ri proprii a tezei. 

 
2.2. Metodologia de determinare a 
toxicit ii cronice asupra pe tilor  

 
2.2.1. Principiul metodei 

 
Pentru monitorizarea efectelor cronice 

ale substan elor cu risc s-a ales metoda de 
colorare hematoxilin -eozin , fiind o metod  
accesibil , care permite înregistrarea 
efectelor legate de structura mai multor 
organe vitale-branhii, intestine sub iri, ficat, 
rinichi i musculatur  [30]. 

 

Modul de lucru 
 

Reactivii: 
 alcoolul etilic absolut, 
 formol, 
 acetona, 
 benzen, 
 hematoxilina, 

 eozina, 
 albumina, 
 parafina. 

Aparatura: 
 un microtom; 
 un termostat cu includere în parafin ; 
 plit  pentru întinderea sec iunilor; 
 un microscop; 
 un aparat de fotografiat. 

 

Sticl ria utilizat : 
 vase de tip Borel, 
 lame, 
 i lamele [30]. 

 

Metodologia de intoxicare: 
 pe tii din experiment se introduc în 
acvarii cu capacitatea de 30 L; 
 se utilizeaz  20 de organisme/acvariu; 
 concentra iile din testare vor fi 
subletale; 
 concentra iile alese depind de 
caracteristicile substan ei. 

Testele cronice se vor realiza în regim 
static. 

 

Metoda de prelevare 
Pe tii intoxica i se vor preleva pentru 

investiga ii histopatologice la interval de 
maximul 30 zile. 

 

Procedura de testare 
Recoltarea pe tilor pentru testarea 

histopatologic  se face la un interval de 30, 
60, 90,120 i respectiv 150 zile, pân  la cel 
mult un an. Ob inerea preparatelor 
histologice impune o recoltare a fragmentelor 
i o prelucrare a lor dup  o tehnic  de 

manipulare histopatologic . Dup  disec ia 
anatomic  a pe telui se vor preleva 
fragmente de branhii, ficat, intestin sub ire, 
rinichi, i musculatur , deoarece acestea 
sunt organe vitale i organe int  pentru 
substan ele care se acumuleaz  sau au un 
efect toxic. 

 

Fixarea 
Fragmentele de organe ob inute în urma 

disec iei se fixeaz  în formol 10 %, pentru a 
opri procesele de degradare care apar dup  
moarte. 



Mo neang & Cristina                                                                                                                          Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug 
 
                                                                                                                                                                             Vol. 8 (1). Mai - Iunie 2014 
 

59 

Deshidratarea i clarificarea 
Dup  fixare, piesele se deshidrateaz  în 

baie de alcool etilic, la concentra ii 
cresc toare (70º, 90º, 100º); iar dup  
deshidratare fragmentele se clarific  în 
aceton i benzen. Piesele astfel 
deshidratate i clarificate se includ în 
parafin i se men in la o temperatur  
constant  de 57ºC. Blocurile de parafin , cu 
fragmente de organe, vor fi sec ionate la 
microtom; cu o grosime a sec iunilor de 5 – 
6µ. 

 

Colorarea cu hematoxilin  eozin  
Sec iunile vor fi întinse pe lame cu 

albumin  Mayer i vor fi p strate la termostat 
cu includere în parafin  timp de 5 - 24 h, la 
temperatura constant  de 37ºC.  

Pentru observarea efectelor produse de 
substan ele investigate este necesar s  se 
realizeze o colorare a sec iunilor i ob inerea 
unor preparate fixe. Astfel lamele cu sec iuni 
vor fi deparafinate în benzen. Apoi vor fi 
trecute prin b i succesive de alcool etilic cu 
concentra ii descresc toare (100º, 90º, 70º), 
pentru a înl tura solventul parafinei, ultima 
baie realizându-se cu ap  distilat .  

Sec iunile se coloreaz  cu hematoxilin  
i eozin . Ace ti coloran i eviden iaz  nucleul 
i citoplasma. Dup  colorare, sec iunile se 

deshidrateaz  în alcool etilic cu concentra ii 
cresc toare (70º, 90º, 100º) i apoi clarificate 
în benzen [30]. Preparatele microscopice 
sunt montate în balsam de Canada devenind 
preparate fixe. 
 

2.2.2. Examinarea si raportarea 
 

Se realizeaz  examinarea la 
microscopul optic i se compar  cu martorul. 
Modific rile celulare se descriu detaliat i se 
fotografiaz  [30]. 

 
2.3. Metode de determinare a polu rii 

prin utilizarea râmelor 
 

2.3.1. Protocolul OECD 207 
 
Protocolul utilizeaz  r spunsul unei 

singure specii, Eisenia fetida, aleas  datorit  

caracteristicii de a nu s pa prea adânc în sol 
i a prefen ei acesteia pentru soluri bogate în 

materie organic , provenit  de obicei din 
resturi vegetale descompuse sau dejec ii 
animale [26]. 

 
Testul de toxicitate pe hârtie de filtru 

 
Pentru acest test sunt necesare 

eprubete de sticl  cu fund plat, de 
aproximativ 8 cm lungime i 3 cm diametru, 
care se c ptu esc cu hârtie de filtru, t iat  cu 
dimensiuni potrivite pentru a evita 
suprapunerea în eprubet .  

Se folose te substan a de testare 
dizolvat  în ap  distilat , aceton , hexan sau 
cloroform, dependent de solubilitate.  

Din solu ie se va lua 1 ml i se va 
introduce în fiecare eprubet  de test iar apoi 
eprubetele se a eaz  în pozi ie orizontal  în 
fa a unui curent slab de aer pentru ca hârtia 
de filtru din interior s  se usuce.  

Dup  uscare, în fiecare eprubet  se 
introduce 1 ml solu ie de testare respectiv 
ap  distilat  în eprubeta martor.  

Eprubetele se închid cu dopuri 
prev zute cu un orificiu pentru aerare.  

Înainte de introducerea râmelor în 
eprubete, câte una în fiecare eprubet  pentru 
a nu periclita interpretarea rezultatelor în 
eventualitatea mortalit ii acestora, acestea 
se vor men ine trei ore pe hârtie de filtru 
umed  pentru golirea tubului digestiv, dup  
care se spal i se usuc .  

Pe parcursul testului eprubetele se 
men in în t vi într-o pozi ie orizontal .  

Eprubetele se men in la 20±2 °C, în 
condi ii de întuneric iar mortalitatea se 
înregistreaz  dup  72 h.  

Râmele se consider  moarte dac  nu 
spund la stimuli mecanici fin aplica i pe 

cap tul anterior al corpului [10, 43]. 
 

Testul de toxicitate pe sol artificial 
 
Substan a de testare se amestec  cu 

ap  distilat  care se adaug  peste solul 
artificial (10% turb  de Sphagnum, 20% 
argil  caolin i 70% nisip industrial).  



Mo neang & Cristina                                                                                                                          Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug 
 
                                                                                                                                                                             Vol. 8 (1). Mai - Iunie 2014 
 

60 

Fiecare vas de cultur  con ine 750 g sol 
artificial peste care se pun 10 râme 
(men inute în prealabil 24 h într-un alt vas i 
sp late). Vasele se acoper  cu folie de 
plastic perforat  care s  împiedice 
evaporarea i sp permit  totodat  aerarea 
mediului de testare. 

Durata testului este de 14 zile iar în ziua 
7 i 14 se înregistreaz  datele referitoare la 
mortalitatea râmelor din testare.  

Evaluarea mortalit ii în ziua 7 se face 
golind con inutul vaselor de sticl  pe o tav , 
se sorteaz  râmele i li se testeaz  reac ia la 
stimuli mecanici aplica i pe partea anterioar  
a corpului. 

 

Rezultatele testului cuprind: 
 stabilirea biomasei medii vii i a 
num rului de râme vii/tratament la 
începutul i la sfâr itul testului 
 descrierea modific rilor patologice i 
etologice (leziuni, ulcera ii ale 
tegumentului, capacitatea de s pare a 
galeriilor) 
 trasarea grafic  a curbei 
concentra ie/efect 
 stabilirea ratei mortalit ii pentru probele 
martor 
 stabilirea ratei mortalit ii pentru probele 
de testare (descompunerea rapid  post-
mortem a râmelor va duce la concluzia 

 absen a acestora la momentul 
num rii semnific  mortalitatea 
acestora) 
 determinarea umidit ii solului artificial la 
începutul i sfâr itul testului 
 precizarea concentra iei la care 
mortalitatea a fost zero 
 precizarea concentra iei la care 
mortalitatea a fost 100% [10, 43]. 

 
3. Metodologia analitic  de stabilire a 

eco-toxicit ii solului i apelor 
 

3.1. Gaz- cromatografia cuplat  cu 
spectrometria de mas  (GC-MS) 

 
Gaz-cromatografia cuplat  cu 

spectrometria de mas  se utilizeaz  pentru 

identificarea calitativ i m surarea 
cantitativ  a unor componente din 
amestecuri complexe. 
 

Strategia analizei calitative 
 

Pentru asigurarea identific rii calitative 
a componentelor organice prin GC-MS se 
vor respecta anumite criterii: spectrul de 
mas  a compu ilor cunoscu i sau 
necunoscu i trebuie s  corespund  întregului 
registru de spectre de mas . Astfel spectrele 
compu ilor autentici vor fi înso ite de o 
bibliotec  de referin  spectral  sau de o 
mostr  a produsului respectiv. 

 
Strategia analizei cantitative 

 
Cuantificarea vizeaz  zona picurilor 

cromatogramelor de mas  sau monitorizarea 
ionic . Cu ajutorul tehnicii de monitorizare 
ionic , spectrometrul de mas  nu este setat 
pentru scanarea tuturor maselor, în schimb, 
instrumentul face salturi de la o mas  la alta.  

Avantajul este c  spectrometrul de 
mas  este re inut o perioad  mai mare la o 
mas  selectat , raportul semnal- zgomot la 
acea mas  se îmbun te iar 
sensibilitatea global  a experimentului cre te 
cu un factor de la 100 la 1000 [35]. 
 

3.1.1. Gaz-cromatografia 
 

Procesul de separare cromatografic  se 
desf oar  în coloana cromatografic . 

Coloanele în cromatografia de gaze pot fi 
clasificate în urm toarele tipuri: 

1) Coloane umplute, în care umplutura 
este reprezentat  de c tre faza sta ionar  
depus  pe un suport inert iar materialul astfel 
rezultat este introdus mecanic într-o coloan  
(metalic  sau silice topit , cu diametrul de 
ordinul mm i lungimea de pân  la 1 m). 

2) Coloane capilare (WCOT – „wall 
coated open tubular”) având pe peretele 
interior un film lichid imobilizat, cu grosime 
de strat între 0,1 i 5 m (de regul  0,25 

m). Coloanele capilare sunt construite din 
silice topit  sau borosilicat, acoperite la 
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exterior dintr-un strat protector de polimer.  
Lungimea acestora este de pân  la 

100 m,  iar diametrul interior între 0,05 – 1 
mm. Eficien a acestora este foarte mare, 
separ rile cromatografice pe astfel de 
coloane atingând 5.000-10.000 talere/m 
lungime de coloan . 

3) Coloane capilare (SCOT – „support-
coated open tubular”) având pe peretele 
interior depus un strat cu grosimea de cel 
mult 30 µm, alc tuit din particule ale unui 
suport inert (de exemplu, p mânt diatomeic) 
pe care este depus  faza sta ionar  propriu-
zis  dat  de un film lichid cu grosimea de 
maximum 1 µm (Fig. 7) [16]. 

 

 
 

Fig.7. Imagini pe sec iune WCOT i SCOT [16] 
 

Gaz-cromatografia cuplat  cu 
spectrometria de mas  poate fi utilizat  
pentru analiza componentelor volatile care 
sunt stabile la temperaturi ridicate de 
separare.  

Hong i col. (2001) a utilizat GC-MS, 
cromatografia prin excluderea m rimii SEC, 
cromatografia de extrac ie în faz  solid  SPE 
pentru m surarea a 18 pesticide din praf [9].  

Pesticidele volatile din plante i sol s-au 
analizat prin microextrac ie de faz  solid  [2]. 
Diferen e considerabile s-au observat între 
capacit ile de adsorb ie a fibrelor, adsorb ia 
pesticidelor fiind mai mare pe 
polidimetilsiloxan comparativ cu fibrele de 
poliacrilat [4]. 

Realizarea cuplajului GC-MS are la baz  
faptul c  substan a organic  este deja în 
faz  gazoas .  

Dac  se utilizeaz  coloanele cu 
umplutur , debitul de gaz purt tor este în jur 
de 20 30 cm3/min, cu efecte asupra valorii 
presiunii din spectrometru (1 cm3 de gaz aflat 

la presiune atmosferic  ocup  un volum de 
107 cm3 la presiunea de 10-4 mm Hg; astfel 

 pompa de vid trebuie s  asigure un debit 
de evacuare de 150 l/s pentru a îndep rta 1 
cm3 de gaz purt tor).  

Pentru îndep rtarea unui volum crescut 
din gazul purt tor se utilizeaz  mai multe 
tipuri de interfe e, bazându-se pe viteza 
superioar  de difuzie a eluentului (de obicei 
heliu) comparativ cu moleculele probei 
(Fig.8.).  

 

 
 

Fig.8. Interfa  gaz-cromatograf cuplat cu 
spectrometrie de mas  de tip jet [16] 
 

Efluentul provenit de la gaz-cromatograf 
este ejectat, printr-un orificiu într-o camer  
vidat ; din jetul astfel format are loc difuzia 
preferen ial  a moleculelor gazului purt tor, 
mai u oare decât moleculele probei.  

Un al doilea orificiu, coaxial cu primul i 
aflat la o distan  de circa 1 mm de acesta, 
face leg tura cu spectrometrul de mas : 
aproximativ 90 % din heliu i 40 % din prob  
nu trec prin al doilea orificiu, astfel încât în 
aparat ajunge o prob  îmbog it .  

Coloanele cromatografice capilare pot fi 
racordate direct la spectrometrul de mas  
deoarece debitele la ie ire au valori de 
numai 1 5 cm3/min [16]. 

 
3.1.2. Spectrometria de mas  

 
Spectrometria de mas  este o metod  

instrumental  de analiz  a compu ilor 
organici având la baz  fragmentarea 
moleculelor în ioni de mas  diferit  cu 
sarcin  pozitiv i separarea lor în fascicule 
de ioni cu aceea i mas  folosind 
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concomitent interac iunea acestora cu un 
câmp electric i magnetic. 

În principiu, are loc bombardarea 
substan ei de cercetat cu un fascicul de 
electroni, urmat  de accelerarea ionilor 
forma i i separarea lor în func ie de mas  
prin ac iunea concomitent  a unui câmp 
electric i magnetic [16]. 

 

Un spectrometru de mas  cuprinde: 
 un compartiment de producere a ionilor 
sub ac iunea unui fascicul de electroni 
(1); 
 un compartiment de accelerare a 
ionilor în câmp electric longitudinal (2); 
 un compartiment de separare în câmp 
magnetic transversal func ie de raportul 
m/e (3); 
 un compartiment de detectare a ionilor 
(4). 

 

Când detectorul (4) este o plac  
fotografic , care este impresionat  mai mult 
sau mai pu in func ie de num rul ionilor, 
aparatul se nume te spectrograf.  

Aparatele moderne înregistreaz  
curentul ionic (propor ional cu num rul de 
ioni) sub form  de spectru, în func ie de 
masa ionilor i de abunden a lor; asemenea 
aparate se numesc spectrometre de mas . 

Majoritatea spectrometrelor de mas  
realizeaz  separarea ionilor pozitivi, 
deoarece la bombardarea moleculelor de 
cercetat (cel mai adesea organice) cu un 
fascicul de electroni se expulzeaz  un 
electron din molecul  formându-se un ion 
pozitiv.  

Diferen a esen ial  a spectrometriei de 
mas  de celelalte metode spectrale const  în 
aceea c  dup  înregistrarea spectrului 
substan ei cercetate, aceasta nu mai poate fi 
recuperat , fiind transformat  în ioni, pe 
când în celelalte metode au loc numai 
modific ri în starea fizic  a substan ei [3, 16]. 

Schema unui spectrometru de mas  cu 
focalizare magnetic  este redat  mai jos 
(Fig.9): 

 

 
 

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

 Proba este introdus  în spectrometru i 
vaporizat ; 
 Ionii de sarcin  z (un multiplu al sarcinii 
electronului) sunt produ i prin 
bombardarea probei cu un flux de 
electroni în camera de ionizare; 
energia electronilor trebuie s  fie mai 
mare de 70 eV (1eV = 96,5 KJ.mol-1; 
70 eV = 6750 KJ.mol-1) 
 Ionii rezulta i sunt accelera i într-un 
câmp electric c tând o energie 
cinetic  similar  câmpului; 
 Ionii de mas  m sunt devia i în câmp 
magnetic func ie de raportul m/z  pe  
diferite traiectorii circulare; 
 Variind t ria câmpului magnetic se pot 
focaliza pe detector ionii de o anumit  
mas  m (m/z) ; 
 Ionii focaliza i sunt detecta i i se 
înregistreaz  spectrul de mas . 
 Spa iul interior al spectrometrului de 
mas  este puternic vidat. 
Fiec rui raport m/z îi corespunde o 

traiectorie de o anumit  raz : 
 

2
A2

H
U2

e
mr

 (ec.1)
 

 

În câmp electric energia de accelerare 
este egal  cu energia cinetic : 

 

2
mvUe

2

A  (ec. 2) 

unde: 
m - masa (Kg);  
e - sarcina ionului;  
v - viteza  ionului (m/s); 
UA - tensiunea de accelerare (V). 
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În câmp magnetic for a 
magnetodinamic  este egal  cu for a 
centrifug : 

 

r
mvveH

2

 (ec. 3) sau 
r

mveH  (ec. 4) 
 

unde: 
H - intensitatea câmpului magnetic (T - tesla);   
r - raza  traiectoriei ionului (m). 
 

Rezult  c  viteza are expresia: 
 

m
reHv  (ec. 5) 

 

Înlocuind în rela ia (1) valoarea lui v din 
expresia (5) ob inem: 

 

2

222

A m2
reHmUe  (ec.6) sau 

 

22
A reHUm2  (ec. 7) 

 

de unde rezult  c : 

2
A2

H
U2

e
mr  (ec.8) i 

A

2
2

U2
Hr

e
m

 (ec. 9) 

 

 sau 
A

22

U2
Hr

z
m

 (ec.10) 

 

Spectrul de mas : ionii rezulta i prin 
bombardarea compusului organic sunt 
instabili i se fragmenteaz  aproape 
instantaneu.  

Spectrul de mas  al unui compus 
organic constituie reprezentarea abunden ei 
relative a fragmentelor de scindare, 
purt toare de sarcini pozitive, în func ie de 
raportul m/e al acestor particule [8].  

Drept etalon al abunden ei se consider , 
de regul , cel mai intens maxim din spectru - 
picul de baz  - base peak.  

Atribuind acestuia valoarea 100% se pot 
determina cu u urin  abunden ele relative 
ale tuturor ionilor. Întrucât abunden ele sunt 
foarte diferite ca valoare, uneori picurile cele 
mai importante prezint  în spectru intensit i 
extrem de mici (abunden e foarte reduse).  

De regul , spectrul de mas  se d  sub 
form  grafic . În cazul analizelor cantitative, 
se înregistreaz  cantitatea total  de ioni 
(curentul ionic total); în imea unui pic red  
ponderea procentual  a acelui maxim din 
cantitatea total  a ionilor.  

În acest caz se impune o însumare 
riguroas  a intensit ilor tuturor ionilor din 
spectru pân  la M (masa molecular ) [17]. 
 

3.2. Aplica ii 
 

Spectrometria de mas  se poate folosi 
atât în analiza calitativ  cât i în cea 
cantitativ . Spectrometrele de mas  se 
folosesc cuplate cu un gaz cromatograf 
pentru detectarea i înregistrarea 
componentelor separate prin gaz 
cromatografie. 

Tehnica mixt  gaz – cromatografie pe 
coloane capilare - spectrometrie de mas  
(GC-MSD) cât si cromatografia de lichide de 
inalta performanta cu detector spectrometru 
de masa a putut fi realizat  practic datorit  
faptului c  metodele necesit  cantit i mici 
de prob i de acela i ordin de m rime (de la 
miligrame la nanograme).  

Spectrometria de mas  folose te i la 
determin ri de mase moleculare i  structuri 
ale substan elor organice necunoscute prin: 

 furnizarea masei moleculare exacte; 
 posibilitatea stabilirii unei formule brute; 
 prin aducerea unei dovezi asupra 
existen ei posibile a unor element 
structural caracteristice (al turi de alte 
metode: RMN, IR etc.) [16]. 

 

Procesul de ionizare a unei molecule 
poate avea loc în dou  moduri: 

 cu formare de ioni negativi prin 
înglobarea electronului (mai rar): 

 

M + e _> M 
 

fenomen cunoscut sub numele de 
"absorb ie de rezonan ", cu formarea unui 
ion pozitiv (cel mai frecvent) prin expulzarea 
unui electron din molecul : 
 

M + e– _> 2e– + M+ 
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Dac  energia electronilor este mic  (5 - 
10 eV), se formeaz  a a numitul "ion 
molecular" având aceea i mas  ca a 
moleculei. Ionul molecular format este destul 
de instabil i se descompune rapid 
desf cându-se într-un num r mare de 
fragmente, de regul  cu formarea unui 
radical i a unui ion [16]: 

 

M+ _> R + I+ 
 

Radicalul fiind neutru din punct de 
vedere electric nu va fi observat cu 
spectrometrul de mas . Procesul poate avea 
loc în mai multe etape. Fragment rile 
moleculelor în spectrometrul de mas  

spund la urm toarele trei tendin e: 
 formarea de ioni cât mai stabili; 
 formarea de radicali cât mai stabili; 
 eliminarea de particule neutre stabile 
(N2, CO2, H2O etc.). 
 Dintre picurile unui spectru prezint  
interes deosebit: 
 picul molecular; 
 picul de baz  care reprezint  etalonul 
de m surare a intensit ii; 
 picurile datorate contribu iilor izotopice. 

 

De exemplu, în cazul hidrocarburilor 
saturate: ionii moleculari sunt instabili i prin 
pierderea unui ion de hidrogen se formeaz  
ioni de carboniu primari cu formula general : 
[CnH2n+1]+ O reac ie important  de scindare 
a acestora este pierderea unei molecule de 
etilen , dar se pot scinda radicali liberi alchil 
sau atomi de hidrogen [8, 11]. 

 

 
 

Ionii cu sarcin  electric  se stabilizeaz  
prin mezomerie iar ionii carboniu trec în ioni 
mai stabili. Ionizarea moleculelor de analizat 
se poate face folosind ca reactiv un gaz 
(metan, metilpropan sau amoniac) care 
introdu i în camera de ionizare, în urma 

bombard rii cu electroni, produc ioni 
moleculari, care, reac ioneaz  apoi cu 
moleculele probei cu apari ia ionilor de tip 
MH+; au loc reac iile: 

 

Reactia primar : 

CH4 + e-   CH4
+· + e- + e- 

 

Reac iile secundare:    

CH4
+·  CH3 + H   

CH4
+· + CH4  CH5

+ + CH3
· (Autoprotonare) 

CH3
+   +  CH4      C2H5

+ + H2   
 

Coliziune cu molecula din proba M: 
M + CH5

+  MH+ + CH4 (ionul M+1) 
M  + C2H5

+    MC2H5
+  (ionul lui M+29) 

Daca M este de tipul RH: RH + CH5
+   R+ + 

CH4 + H2 (ionul M-1) 
 

Astfel de ionizare se nume te ionizare 
chimic  (IC). În spectrul de mas  ob inut prin 
ionizare chimic  predomin  picul ionului 
molecular. Avantajul acestui tip de ionizare 
este cre terea sensibilit ii detec iei la valori 
de ordinul femtogramelor (10-15 g) [74,129]. 

 
4. Legisla ia în domeniul 
managementul dejec iilor 

 
4.1. Legisla ia European  

 
Conform Directivei nr. 676/ 12 

decembrie 1991 privind protec ia apelor 
împotriva polu rii cu nitra i proveni i din surse 
agricole în timpul primului program de 
ac iune pe patru ani i la sfâr itul acestui 
program, statele membre pot fixa cantit i 
diferite de cele indicate.  

Aceste cantit i trebuie determinate 
astfel încât s  nu compromit  realizarea 
obiectivelor prev zute i trebuie s  se 
justifice prin criterii obiective precum: 

 perioadele lungi de vegeta ie; 
 culturi cu o puternic  absorb ie de 
azot; 
 precipita ii nete ridicate în zona 
vulnerabil ; 
 soluri cu capacitate de denitrificare 
foarte ridicat  [21]. 

R

CH2

CH2 CH2 CH2 CH2 CH2

CH2 CH2 CH2CH2

CH2

2
CH+ CH+

CH+
2CH+
2

R

RH+

R

CH

+

+ +
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Directiva nr. 278/ 12 iunie 1986 CEE 
(Tabelul 1.) privind protec ia mediului, în 
special a solului, atunci când se utilizeaz  

moluri de epurare în agricultur , stabile te 
[19]: 

Tabelul 1. 
 

Valorile limit  pentru concentra iile de metale 
grele în sol [19] 

 

Parametri Valori limit  (mg/kg)
Cadmiu 1-3 

Cupru 50-140 
Nichel 30-75 
Plumb 50-300 

Zinc 150-300 
Mercur 1-1,5 

 
Directiva nr. 83/ 3 noiembrie 1998 CE 

privind calitatea apei destinate consumului 
uman stabile te urm toarele (Tabelul 2): 

 

Tabelul 2. 
 

Aprecierea parametrilor chimici din ap  [22] 
 

Parametri 
chimici 

Parametri 
valorici Unitatea 

Cadmiu 5 µg/l 
Cupru 2 mg/L 
Nichel 20 µg/l 
Plumb 10 µg/l 

Mercur 1 mg/L 
Crom 50 µg/l 

 
Conform anexei 1 a Directivei nr. 63 

din 22 septembrie 2010 privind protec ia 
animalelor utilizate în scopuri tiin ifice, pe tii 
zebr  sunt inclu i pe lista animalelor de 
experiment [20]. 
 

4.2. Legisla ia Româneasc  
 

Nivelul maxim de azota i conform Legii 
458/2002 este de 50 ppm i 0,5 ppm azoti i, 
dep irea acestor valori fiind periculoase 
pentru oameni i mai ales pentru copii. 
Nivelurile toxice de azota i la animale sunt 
cuprinse între: 133-220 ppm, fiind riscante 
dac  se utilizeaz  o perioad  îndelungat ; 
661-880 ppm- cre te posibilitatea pierderilor 
fiind ni te limite nesigure; iar peste 880 ppm 
nu se recomand  utilizarea, putând 
determina intoxica ii acute [25]. 

Ordonan a de Urgen  nr. 195/2005 
privind protec ia mediului face referire la 

faptul c  protec ia apelor de suprafa i 
subterane i a ecosistemelor acvatice are ca 
obiect men inerea i îmbun irea calit ii i 
productivit ii biologice a acestora, în scopul 
evit rii unor efecte negative asupra mediului 
i s ii umane [32].  

Conform Ordinului nr. 296/ 11 aprilie 
2005 i Ordinului nr. 216/ 13 aprilie 2005 
privind aprobarea Programului cadru de 
ac iune tehnic pentru elaborarea programelor 
de ac iune în zone vulnerabile la poluarea cu 
nitra i din surse agricole, pentru fiecare 
parcel  fertilizat  trebuie precizate 
localizarea (identificarea) suprafe ei, data 
aplic rii îngr mintelor, cultura care a fost 
fertilizat i cantitatea total  de azot 
împr tiat, furnizat de dejec iile animaliere 
utilizate ca îngr minte organice naturale 
[31]. 

Normele de calitate a apei potabile i 
câteva aspecte comparative importante sunt 
prezentate în Tabelul 3. 

Legisla ia pentru zonele vulnerabile la 
poluarea cu nitra i fixeaz  o limit  pentru 
înc rc rile cu îngr mânt organic (azot), 
astfel 250 kg/ha de azot total pe fâne e i 
210 kg/ha de azot total pe terenurile arabile, 
acestea reprezentând valori medii pentru 
întreg terenul agricol încadrat ca zon  
vulnerabil  la poluarea cu nitra i.  

Este necesar a se avea în vedere c  
limita de înc rcare pentru terenurile arabile 
scade la 170 kg/ha dup  primii patru ani de 
aplicare a planului de ac iune.  

Pe solurile nisipoase sau cu un profil 
scurt, programul de ac iune pentru zone 
vulnerabile la poluarea cu nitra i impune, în 
func ie de tipul de cultur , condi iile 
hidrometeorologice i vulnerabilitatea 
natural  a zonei, o perioad  închis  maxim  
(1 august- 1 februarie) i o perioad  minim  
(1 august- 1 noiembrie), în care nici un fel de 
îngr mânt organic, cum ar fi b legarul 
animalier de consisten  solid , semilichid  
sau lichid , nu poate fi aplicat pe terenurile 
care nu sunt fâne e sau nu sunt sem nate cu 
culturi de toamn i nici dac  solurile sunt 
nisipoase ori cu un profil scurt.  
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Tabelul 3. 
 

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

Nr.  
crt. Parametrul Unitate de 

sur  Directiva CEE 
Norme 

Organiza ia 
Mondial  a S ii 

1 Turbiditate mg/L 10  
2 Temperatura ºC 25  
3 pH  6,5-8,5 6,5-8,5 
4 Conductivitate µS/cm 400  
5 Cloruri mg/L 25 250 
6 Sulfa i mg/L 250 400 
7 Calciu mg/L   
8 Magneziu mg/L 50  
9 Sodiu mg/L 150 200 

10 Potasiu mg/L 12  
11 Aluminiu mg/L 0,2 0,2 

12 Oxigen dizolvat % satura ie Satura ie >75% exceptând 
apele subterane  

13 Nitra i  mg/L 50 44 
14 Nitri i mg/L 0,1  
15 H2S µg/l Organoleptic nedetectabil Organoleptic nedetectabil 
16 Hidrocarburi dizolvate µg/l 10  
17 Fenoli µg/l 0,5  
18 Fier µg/l 200 300 
19 Mangan µg/l 50 100 
20 Cupru µg/l  1000 
21 Zinc µg/l  5000 
22 Fosfa i mg/L 5000  
23 Fluor µg/l  1500 
24 Argint µg/l 10  
25 Arsen µg/l 50 50 
26 Cadmiu µg/l 5 5 
27 Cianuri  µg/l 50 100 
28 Crom µg/l 50 50 
29 Mercur µg/l 1 1 
30 Nichel µg/l 50 50 
31 Plumb µg/l 50 50 
32 Stibiu µg/l 10  
33 Seleniu µg/l 10 10 
34 Pesticide totale µg/l 0,5  
35 Benzen µg/l  10 
36 CCl4 µg/l  3 
37 Clordan µg/l  0,3 
38 Clorbenzen µg/l  0,1-3 
39 Cloroform µg/l  30 
40 2,4 D µg/l  100 
41 DDT µg/l  1 
42 1,2-dicloretan µg/l  10 
43 1,2-dicloreten  µg/l  0,3 
44 Heptaclor i heptaclorepox µg/l  0,1 
45 Hexaclorbenzen µg/l  0,01 
46 Gamma HCH (lindan) µg/l  3 
47 Metoxiclor µg/l  30 
48 Pentaclorfenol µg/l  10 
49 Tetracloreten  µg/l  10 
50 Tricloreten  µg/l  30 
51 2,4,6- Triclorfenol µg/l  10 
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Perioada închis  maxim  pentru 
terenurile aflate sub fâne e sau culturi de 
toamn  este de la 1 septembrie la 1 
februarie iar perioada minim , de la 15 
septembrie la 15 noiembrie.  

Aceste perioade minime i maxime pot fi 
modificate în func ie de condi iile locale, la 
recomand rile speciali tilor din cadrul 
Sistemului na ional de monitoring integrat al 
solului, de supraveghere, control i decizii 
pentru reducerea aportului de poluan i 
proveni i din surse agricole i de 
management al reziduurilor organice 
provenite din zootehnie în zone vulnerabile i 
poten ial vulnerabile la poluarea cu nitra i, 
înfiin at prin Ordinul ministrului mediului i 
gospod ririi apelor i al ministrului 
agriculturii, p durilor i dezvolt rii rurale nr. 
242/197/2005 [27]. 

Prevederile, conform Hot rârii de 
Guvern nr. 964/ 13 octombrie 2000 privind 
aprobarea Planului de ac iune pentru 
protec ia apelor împotriva polu rii cu nitra i 
proveni i din surse agricole, care duc la 
reducerea polu rii cu nitra i, la ra ionalizarea 
i optimizarea utiliz rii îngr mintelor ce 

con in compu i ai azotului, luând în 
considerare condi iile din diferite regiuni ale 

rii trebuie s  acopere urm toarele 
probleme [23]: 

 

 Perioadele nepotrivite pentru aplicarea 
pe teren a îngr mintelor;  
 Modul de aplicare a îngr mintelor pe 
terenuri în pante abrupte;  
 Restric iile la aplicarea îngr mintelor 
pe terenuri saturate de ap , inundate, 
înghe ate sau acoperite cu z pad ;  
 Condi iile de aplicare a îngr mintelor 
pe terenurile amplasate lâng  cursurile 
de ap ; 
 Volumul i construc ia bazinelor de 
depozitare a de eurilor de origine 
animal  cât i normele de prevenire a 
polu rii apelor prin infiltr rile de la 
suprafa , a celor ap rute în apele 
subterane i de suprafa  a efluen ilor 

rezulta i în urma stoc rii materiilor de 
orgine vegetal i animal  [23];  
 Aplicarea îngr mintelor de origine 
animal i a celor chimice trebuie s  se 
realizeze astfel încât pierderile de 
nutrien i s  fie men inute la niveluri 
acceptabile (nitra ii din apele subterane 
i de suprafa  s  fie în limitele 

admise);  
 Managementul terenurilor, rota ia 
culturilor i raportul dintre suprafe ele 
utilizate pentru culturi permanente 
dependent de terenurile cultivate cu 
plante anuale; 
 strarea pe terenuri a unor suprafe e 
minime de verdea  care s  acopere 
solul pe perioada cu umiditate maxim , 
pentru a re ine azotul în sol, factor 
cauzator al polu rii cu nitra i a apelor;  
 Fertilizarea se va face planificat 
dependent de tipul de cultur i de 
înregistr rile asupra utiliz rii 
îngr mintelor;  
 Apa provenit  din iroire se va proteja 
împotriva polu rii, înainte de infiltrarea 
apei la r cinile vegeta iei;  
 Livrarea se va face exclusiv în vrac, 
prin utilizarea sacilor de polietilen , 
impermeabili, eticheta i corespunz tor 
pe care se va men iona tipul de 
îngr mânt, concentra ia i 
compozi ia, solubilitatea, specifica iile 
pentru depozitare i transport, adresa 
i numele produc torului etc.);  

 Normele privind depozitarea, p strarea 
i construc ia depozitelor;  

 Interdic ii în timpul transportului, livr rii, 
depozit rii, manipul rii i aplic rii pe 
teren;  
 Modalit i de combinare cu 
îngr minte organice în vederea 
aplic rii pe teren, conform Hot rârii de 
Guvern nr. 964/ 13 octombrie 2000 
[23]. 
 

surile con in reguli referitoare la: 
perioadele în care aplicarea anumitor 
îngr minte este nerecomandat  sau 
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interzis , capacitatea rezervoarelor de 
stocare a îngr mintelor de origine animal , 
aceast  capacitate trebuind s  dep easc  
necesarul de stocare în toate zonele 
vulnerabile, inându-se seama de restric iile 
legate de aplicarea îngr mintelor pe sol 
exceptând cazul în care se demonstreaz  
autorit ii c  un exces de îngr minte peste 
capacitatea de stocare va fi supus unui 
tratament care nu afecteaz  mediul, 
reducerea aplic rii pe sol a îngr mintelor 
dependent de caracteristicile zonelor 
vulnerabile, conform Hot rârii de Guvern nr. 
964/ 13 octombrie 2000 [23].  

a) panta de înclinare a solului, condi iile 
de mediu, clasificarea i 
caracteristicile terenurilor etc.; 

b) modalit ile de folosire a terenurilor în 
practicile agricole, inclusiv rota ia 
culturilor.  

 

Aplicarea pe sol a îngr mintelor are 
la baz  un echilibru între: 

i) evaluarea cantit ii necesare de azot 
din culturi; 

ii) aportul de azot din îngr minte i sol 
reg sit în culturi, care trebuie motivat 
prin: 

  nivelul de azot prezent în sol 
dependent de necesarul culturii; 
 nivelul de azot ob inut prin mineralizare 
a rezervelor de azot sub form  
organic  în sol; 
 nivelul de constituen i ai azotului prin 
administrarea pe sol a îngr mintelor 
animale; 
 nivelul de constituen i ai azotului prin 
administrarea de îngr minte de 
diferite tipuri printre care i chimice. 
 

Ordinul nr. 241/26 martie 2005 i 
Ordinul nr. 196/7 aprilie 2005 pentru 
aprobarea Listei localit ilor pe jude e unde 
exist  surse de nitra i din activit i agricole i 
a Listei localit ilor din bazinele/spa iile 
hidrografice unde exist  surse de nitra i din 
activit i agricole (zone vulnerabile i 
potential vulnerabile) indic  la nivelul 
jude ului Timi , de exemplu zonele [29]:  

 Cenei,  
 Foeni,  
 G taia,  
 Giarmata,  
 Giulv z,  
 Jebel,  
 Peciu Nou,  
 Periam,  

ag,  
 Satchinez,  
 Tormac,  
 Uivar,  
 Ma loc,  
 Pi chia.  
 

Conform Ordinului nr. 245 din 
26/03/2005 pentru aprobarea Metodologiei 
de evaluare a riscului substan elor 
periculoase din listele I i II i al substan elor 
prioritare/prioritar periculoase în mediul 
acvatic prin modelare matematic i  a  
Metodologiei de evaluare a impactului 
substan elor periculoase din listele I i II i al 
substan elor prioritare / prioritar periculoase 
asupra mediului acvatic prin teste 
ecotoxicologice – alge verzi, dafnia, pe ti 
trebuie respectat  urm toarea metodologie 
[30].  

Conform Ordinului nr. 245 din 26 
martie 2005 metodologia utilizat  se refer  
la determinarea toxicit ii acute i cronice 
asupra pe tilor [30]. 

Prima desemnare a zonelor vulnerabile 
si potential vulnerabile în Romania a fost 
efectuat  în anul 2003 de ICPA împreun  cu 
Administra ia Na ional  “Apele Romane” 
având în vedere prevederile HG 964/2000 
privind aprobarea Planului de ac iune pentru 
protec ia apelor împotriva polu rii cu nitra i 
proveni i din surse agricole se transpun în 
legisla ia româneasc  Directiva Consiliul 
Europei 91/676/EEC [23].  

În aceast  desemnare zonele 
vulnerabile la nitra i din surse agricole au 
reprezentat perimetrele a 255 localit i din 
România, ceea ce reprezint  8,64 % din 
suprafa a  rii, respectiv 13,93% din 
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suprafa a total  agricol  a rii. Zonele 
vulnerabile la poluarea cu nitra i desemnate 
în anul 2003 (Fig. 10-13) au fost stabilite pe 
baza condi iilor naturale de sol, teren, clim  
i hidrogeologie referitoare la transferul 

nitra ilor c tre corpurile de ape subterane i 
de suprafa i pe baza bilan ului de azot 
(azot produs prin dejec iile animale – azot 
extras de culturile vegetale) (Tabelul 4) la 
nivelul unit ilor administrative 
corespunz toare unit ilor elementare din 
nomenclatorul european al unit ilor 
administrative: comune, ora e, municipii [42]. 
Au fost identificate trei tipuri de zone 
vulnerabile: 

 Zone vulnerabile poten iale: condi iile 
de transfer al nitra ilor c tre corpurile de ap  
sunt favorabile, dar nu exist  un bilan  pozitiv 
al azotului la nivelul localit ii i concentra ia 
de nitra i din apele subterane m surat  în 
re eaua ANAR e sub 50 mg/L 

 Zone vulnerabile cu surse actuale: 
condi iile de transfer al nitra ilor c tre 
corpurile de ap  sunt favorabile i exist  un 
bilan  pozitiv al azotului la nivelul localit ii 

 Zone vulnerabile din surse istorice: 
condi iile de transfer al nitra ilor c tre 
corpurile de ap  sunt favorabile, nu exist  un 
bilan  pozitiv al azotului la nivelul localit iii, 
în trecut au existat complexe zootehnice pe 
teritoriul localit ii i concentra ia de nitra i 
din apele subterane m surat  în re eaua 
ANAR este peste 50 mg/L. 

 

 
Fig.10. Zone vulnerabile la poluarea cu nitrati – 

desemnare 2003 [42] 

 

  
 

Fig.11. Zone poten ial vulnerabile la poluarea cu 
nitra i – desemnare 2008 [42] 

 

 
 

Fig.12. Distribu ia complexelor de animale- porci 
(conforme i ne-conforme) din zonele vulnerabile 

[42] 
 

 
 

Fig.13.Concentra ia maxim  (2004-2007) a 
nitra ilor pentru m surarea calit ii apelor de 

suprafa  [42] 
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Tabelul 4. 
Cantit ile anuale de dejec ii i nutrien i pe specii de animale [28, 42] 

 

Specia 
Greutatea 

medie 
Produc ia 

anual  de gunoi de grajd 
Volumul anual 

de gunoi de grajd 
Produc ia anual  

de nutrien i 
(kg) (kg) (litri) N P2O5 K2O 

Vi ei sugari 0-50 2.817 3.521 20 4 14 
Vi ei (0,3 – 1 an) 50-250 4.930 6.162 35 5 26 

Bovine (1 – 2 ani) 250-600 7.746 9.683 55 20 43 
Vaci de lapte >400 11.408 14.261 81 15 54 

Porci 98 1.733 2.167 13 4 8 
Porci la îngr at 68 1.467 1.833 11 4 7 
Porci la îngr at 90 2.000 2.500 15 5 10 

Scroafe gestante 125 1.333 1.667 10 4 7 
Scroafe cu purcei 170 5.067 6.333 38 13 25 

Vieri 160 1.733 2.167 13 4 8 
Oi/Capre 45 843 1.054 7 1 5 

P s ri reproduc ie 1,8 18 22 0,36 0,18 0,18 
P s ri la îngr at 0,9 12 15 0,36 0,07 0,1 

Cai 450 9.000 12.857 45 8 28 
 
Multumiri 
Aceast  lucrare a fost finan at  din Fondul Social 
European prin Programul Opera ional Sectorial 
Dezvoltarea Resurselor Umane 2007-2013, POSDRU / 
159 / 1.5 / S / 132765 "Programe doctorale i 
postdoctorale pentru promovarea excelen ei în 
cercetare, dezvoltare i inovare în domeniile prioritare 
agronomic i medical veterinar ale societ i bazate pe 
cunoastere”. 
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