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1. Introducere

In ultimele decenii, s-au dezvoltat tehnici din ce in ce mai avansate pentru
caracterizarea calitatii apei si a componentei prezente in toate sistemele
acvatice: materia organica dizolvata (engl. Dissolved organic matter, DOM) [1,
2]. O tehnica noua, spectroscopia de fluorescenta, care a fost aplicata cu
succes in biologie, medicina sau chimie, a devenit o abordare promitatoare
pentru evaluarea compusilor organici acvatici si a poluantilor organici, datorita
rapiditatii si sensibilitatii de analiza. Spectroscopia de fluorescenta, sub forma
de matrice de excitatie - emisie (engl. Excitation-emission matrix, EEM), poate
fi folosita pentru a determina concentratia si compozitia DOM. Din cadrul
amestecului hetorogen al DOM, doar proteinele si substantele humice sunt
studiate, in general, prin fluorescenta. Fluorescenta proteinelor este data de
aminoacizii aromatici: fenilalanina, tirozina si triptofan, indicand activitatea
bacteriana din apa [3, 4]. Fluorescenta substantelor humice indica degradarea
plantelor si animalelor prin procese biologice si chimice in mediile terestre si
acvatice [5-7].

In ciuda aplicarii frecvente a fluorescentei la analiza calitatii apei, In ultimii
10 ani, doar cateva studii s-au axat pe monitorizarea continua si in-situ, din
cauza lipsei aparatelor necesare. Putini cercetatori [8-10] au aplicat
spectroscopia de fluorescenta pentru monitorizarea sistemelor acvatice, dar
studiile lor au fost limitate de utilizarea unui fluorimetru cu o lungime de unda
fixa, evaluand numai componenta atribuita substantelor humice. De asemenea,
studiile au fost limitate de analiza la o frecventa redusa sau analiza pe un
singur sistem acvatic. De aceea, scopul final al acestui proiect este de a
caracteriza atat componenta microbiana cat si cea humica, utilizand
monitorizarea prin fluorescenta, la frecventa mare si de a stabili un protocol
optim de monitorizare.

2. Obiectivul proiectului

Obiectivul proiectului este de a dezvolta o metoda inovativa pentru monitorizarea
calitatii apelor de suprafata folosind spectroscopia de fluorescenta, care va
permite investigarea fundamentala a caracteristicilor si concentratiei DOM si va
facilita intelegerea proceselor din ecosistemele acvatice. In acest sens, s-a
intocmit o baza de date pentru a stabili amprentele spectrale ale sistemelor
naturale si contaminate, s-a realizat un protocol de monitorizare continua a
sistemelor acvatice si s-a identificat metoda optima de procesare a datelor
rezultate in urma monitorizarii continue.

3. Etape si activitati

3.1 Etapa 1 - Identificarea amprentelor spectrale ale
materiei organice din diferite sisteme acvatice (05.10.2011 -
15.12.2011)



in vederea identificarii si monitorizarii poluarii, intr-un sistem acvatic, este
necesara stabilirea caracteristicilor naturale ale apei, cantitatea si calitatea
DOM si proportiile relative ale compusilor microbieni si terestri. Aceste
caracteristici pot fi obtinute prin identificarea amprentei de fluorescenta,
specifica fiecarui tip de sistem acvatic. De asemenea, este necesara
identificarea amprentei spectrale corespunzatoare poluntilor acvatici principali
pentru a putea determina, cu usurinta, tipul si gradul de contaminare si pentru
ca, in urma monitorizarii, autoritatile sa actioneze rapid si eficient in vederea
remedierii.

3.1.1 Realizarea unei baze de date cu spectre de fluorescenta
pentru diferite sisteme acvatice

Prima activitate a fazei a avut in vedere intocmirea unei baze de date cu
matrici de fluorescenta pentru probe colectate din diverse sisteme acvatice de
apa dulce (canal, iaz, lac, rau montan, rau urban, rau rural). De asemenea, s-au
introdus in baza de date spectre de fluorescenta pentru probe din sisteme
acvatice afectate de contaminanti majori, precum ape uzate industriale si
menajere, dar si probe din ape pluviale, care au un impact major asupra
calitatii apei in care se deverseaza.

Fluorescenta DOM prezinta 5 maxime majore, denumite A, C, M, B si T,
nomenclatura introdusa de Coble [1] pentru identificarea zonelor
corespunzatoare compusilor DOM din EEM. Astfel, maximele T si B indica
activitatea microbiana, triptofan si respectiv tirozina [11] si se coreleaza cu
consumul biochimic de oxigen [12]. Maximele C si M sunt asociate substantelor
humice reprocesate chimic si microbian, in timp ce maximul A arata o sursa
terestra primara [13]. Perechile de lungimi de unda excitatie / emisie sunt
specifice fiecarei fractiuni: T, si T, pentru triptofan (Aexcitatie / Aemisie ~225 / ~350
nm - T1, Aexcitatie/ Aemisie ~280 / ~35O nm - TZ): B pentru tirOZiné (Aexcitatie/ Aemisie
~225 / ~305 nm), A si C pentru substantele humice (Acxcitatie / Aemisie ~225 / 400 -
500 nm - A, Aecitatie / Aemisie 300 - 350 / 400 - 500 nm - C) si M pentru DOM
reprocesat (Aexcitatie / Aemisie 310 - 320 / 380 - 420 nm). In Fig. 1 sunt prezentate o
parte din matricile incluse in baza de date si anume rau montan, rau urban,
canal (artificial), rau rural, iaz, lac, ape pluviale, ape menajere si apa cu
motorina. Spectrele de fluorescenta pentru aceste tipuri de apa au prezentat
caracteristici distincte pentru fiecare proba, prin forma si intensitate,
corespunzand fluoroforilor tipici.

f) lac g) ape pluviale h) ape menajere i) apa cu motorina
Fig. 1. Matrici de fluorescenta pentru diverse sisteme acvatice
(A si C substante humice; B — tirozin&, T; gi T, — triptofan).

3.1.2 Analiza indicatorilor spectrali



Caracteristicile materiei organice pot fi studiate mult mai riguros prin calculul
proportiilor relative dintre fractiunile microbiene si terestre, din sistemele acvatice, folosind
indici de fluorescenta [14, 15]: indice de humificare ( engl. Humification index, HIX), indice
biologic (engl. Biological index, BIX) si indicele Faso/Fso0. Indicii HIX si BIX pot fi utilizati ca
o abordare complementara pentru studiul caracterului materiei organice si pentru
identificarea amprentei spectrale a fiecarui sistem acvatic. Indicele Fuso/Fso0 a oferit
informatii nesemnificative comparativ cu HIX si BIX. Cel mai bun rezultat a fost obtinut
pentru proba prelevata din ape menejere, la care indicele Fuso/Fsoo @ indicat originea
microbiana a materiei organice, in timp ce pentru alte probe a dat rezultate neconcludente.

Pentru o identificare eficientd a amprentelor de fluorescenta ale diverselor tipuri de
sisteme acvatice, cu caracteristici similare sau diferite s-a realizat o evaluare si comparatie
a parametrilor de fluorescenta. Indicii de humificare sau biologici au fost foarte eficienti in
a diferentia intre tipurile de apa, impartindu-le in patru categorii: rdurile montane gi lacurile
— care contin materie organica puternic humificata; raurile urbane, iazurile si apele
pluviale - prezinta grad de humificare mare dar si componenta microbianag;
raurile rurale si canalul navigabil - contin fractiune microbiana mare si cantitati
scazute de componenta terestra; apele menajere - contin fractiune microbiana
semnificativa si cantitati scazute de componenta terestra.

3.2 Etapa 2 - Evaluarea holistica a componentelor

acvatice (15.12.2011 - 15.12.2012)

Obiectivul acestei faze a fost de a evalua, la scala diurna, componentele
DOM din sistemele acvatice, precum si poluantii de natura petroliera, care
interfereaza cu semnalul de fluorescenta al DOM. Pentru a atinge scopul fazei,
au fost monitorizate 2 sisteme acvatice: un sistem natural urban si sistem
antropic, folosind un montaj experimental conceput cu acest scop. Pe baza
experimentelor de monitorizare, au fost analizate atat specificitatile de
fluorescenta ale componentelor DOM, cat si versatilitatea metodei si impactul
unor factori care pot afecta spectrele de fluorescenta.

3.2.1 Definirea protocolului experimental

Au fost alese doua sisteme acvatice diferite, un rau urban si un canal artificial, asupra
carora s-au realizat experimente de monitorizare continua, prin fluorescenta, utilizand
montajul experimental din Fig.2. Fluorimetrul, amplasat intr-o statie laborator, este
conectat la o fibra optica inserata intr-un recipient de colectare. Apa este extrasa din
sistemul acvatic prin tuburi de plastic, folosind o pompa cu vid, care trimite apa catre
recipientul de colectare. Recipientul are 2 orificii (intrare - iegire), pentru a putea permite
recircularea apei. Intervalul de masurare trebuie sa fie de cel putin 30 min, Tn vederea
identificarii rapide a unor contaminari accidentale, si maxim 3 min, pentru a evita
incarcarea cu date a computerului si suprasolicitarea fluorimetrului.

3.2.2 Evaluarea factorilor care afecteaza spectrele de fluorescenta



Semnalul de fluorescenta este puternic afectat de temperatura, compozitia,
concentratia si pH-ul solutiei. In general, cel mai important factor care afecteaza

fluorescenta probelor de apa este temperatura.
Intensitatea fluorescentei scade odata cu cresterea _
temperaturii, iar studiul realizat de Baker [16] arata 1 ’l/a'
ca la o descrestere a temperaturii de la 45° C la 10° L L,\

C intensitatea fluorescentei DOM cregte cu ~48 %.

Totusi, Tn cazul unei monitorizari in timp real prin QQ Se—

fluorescenta, temperatura apei poate scadea, iarna,

sub 10° C. De aceea, pentru aceasta faza, s-a Fig. 2. Montajul experimental:
evaluat modificarea intensititii fluorescentei materiei 7~ Spectrofluorimetru, 2 — fibra optica,

. . . ’ s A o 3—pompa cu vid, 4 — recipient colectare
organice prin varierea temperaturii de la 20° C la 0

. v ) proba, 5 — tub plastic, 6 — cilindru cu
C. S-a observat o crestere a intensitatii fluorescentei sita.

triptofanului si a substantelor humice, in procente
diferite (pana la 47 % si, respectiv, 25 %) in functie de tipul de proba analizat. Pentru
corectia spectrelor, se realizeaza o curba de calibrare la mai multe temperaturi si se
foloseste ecuatia data de Watras si altii [17]. Un alt factor care afecteaza fluorescenta
este efectul de auto absorbtie (engl. Inner filter effect, IFE). IFE reprezinta o scadere a
eficientei cuantice si o deformare a formei benzii in urma absorbtiei radiatiei de excitatie si
emisie de catre compusii din proba [18]. Acest fapt induce un fenomen de deplasare spre
rosu a fluorescentei in functie de concentratie, care este observat la sistemele
multifluoroforice [19]. Varianta optima pentru eliminarea IFE din spectrele obtinute in timp
real este prin algoritmi PARAFAC (engl. Parallel factor analysis), dar se poate utiliza si
metoda simpla a dilutiei. De asemenea, valoarea pH-ului probei afecteaza fluorescenta
unui fluorofor. Intensitatea fluorescentei DOM creste odata cu cresterea pH-ului pana la
valoarea 10 [20]. In general, nu este indicata alterarea pH-ului unei probe, insa trebuie sa
se acorde atentie deosebita asupra valorii pH-ului, iar spectrele trebuie corectate [21].
Acesti factori apar, in general, la probele foarte poluate, care implica o concentratie
mare a contaminantului, iar in acest caz se recomanda masurarea absorbtiei pentru a
verifica aparitia IFE. De asemenea, se recomanda masurarea pH-ului si a temperaturii
probei, unde este posibil, iar spectrele trebuie corectate daca valorile parametrilor
mentionati depasesc pragul normal. Nu este necesara corectia spectrelor, daca
temperatura probei este intre 20° C si 25° C, pH-ul intre 6 si 8 sau absorbtia prezintad o
valoare sub 0,1 la 300 nm. In cazul monitorizarii din studiul prezent, cele 2 sisteme
acvatice au prezentat parametri cu valori care nu au depasit pragul limita, nefiind necesara
corectia spectrelor.

3.2.3 Monitorizarea continua prin spectroscopia de fluorescenta
In Fig. 3, sunt prezentate exemple de

EEM pentru cele doua sisteme acvatice
investigate. Scopul compararii spectrelor de
fluorescentd, rezultate din monitorizarea
continua, ale celor doua sisteme a fost de a
obtine o mai buna intelegere a
caracteristicilor componentelor DOM, la

Excitation wavelength (nm)

Fig. 3 Matrici de excita';‘ie—emisie pentry scala diurna, si de a testa versatilitatea

probe de apa din (a) canalul artificial i (b) raul mon.taquIUI experlmen:[al. MonvltOI_’lzarea
urban. Ty si T - triptofan, B - tirozina, A si C - continua a demostrat ca cele doua sisteme
substantele humice, M - DOM reprocesat. prezinta caracterstici diferite ale DOM nu

numai in ceea ce priveste amprenta

spectrala si raportul intre componente ci si prin comportamentul diurn al materiei organice.
Matricile apartinand probelor din raul urban sunt caracterizate de cantitati mari de materie
humica, in timp ce probele din canalul artificial au prezentat o fractiune microbiana mare
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(Fig. 3).

Calitatea apei din raul urban este influentata foarte puternic de precipitatii, care cresc
cantitatea DOM, in principal, prin aportul de ape pluviale. Nu s-a observat un impact al
precipitatiilor asupra probelor de apa din canal, desi s-au inregistrat cantitati similare de
precipitatii in perioada de monitorizare. Conform Swanson si altii [22], datorita vitezei de
curgere de apei foarte scazute si a dispersiei incete din cadrul canalelor, in comparatie cu
raurile, aportul de ape pluviale determind predominanta nutrientilor, asigurand un flux
continuu de nutrienti, pe coloana de apa, promovand eutrofizarea. In aceste conditii, apa
canalelor prezinta o activitate continua de procesare a materiei organice, spre deosebire
de rauri unde DOM este reprocesat imediat [23]. Aceste diferente sunt observate in
spectrele de fluorescenta, prin prezenta unei intensitati mai mari de fluorescenta a
maximului T4 la probele din canal, in comparatie cu probele din rdu. Procesarea constanta
a materiei organice si cantitatile mari de nutrienti conduc la un semnal de fluorescenta a
maximului T de intensitate mare si invariabil, in cazul spectrelor din canal, in timp ce
spectrele probelor din rau prezinta variabilitate mare.

Un sistem acvatic tipic prezinta maxime de fluorescenta corespunzatoare franctiunilor
DOM principale, humica si proteica. In cazul contaminarii cu ape menajere, intensitatea
fluorescentei componentei proteice creste proportional cu cantitatea contaminantului, iar
in cazul unui aport mare de ape pluviale sau a unor activitati geologice maximele de
fluorescenta ale componentei humice cresc in intensitate. Astfel, identificarea tipului de
contaminant este facila, fiecare prezentand fluorescenta intr-o zona diferita din EEM. nsa,
contaminarea cu produse petroliere produce o amprenta spectrala mult mai complexa si
greu de analizat. Mai mult, fluorescenta anumitor produse petroliere se suprapune cu
fluorescenta componentei proteice. De aceea, este foarte important sa se evalueze
fluorescenta tipurilor principale de produse petroliere. In acest sens, s-a monitorizat o
poluare accidentala cu motorina a unui rau urban, pe o perioada de 5 zile. Din EEM, s-au
identificat doua maxime dominante, apartindnd contaminarii cu motorind, cu Aexcitate = 235
nm si 275 nm S$i cu Aemise = 340 nm. Dupa 5 zile de la contaminare, maximele de
fluorescenta au scazut in intensitate cu ~80 % de la cea mai mare valoare inregistrata.

Fluorescenta produselor petroliere este data de un grup de fluorofori intrinseci,
denumiti hidrocarburi aromatice, care prezintd maxime de fluorescenta la diferite lungimi
de unda de emisie in functie de numarul de inele aromatice pe care il contin. Astfel, cu cat
numarul de inele aromatice este mai mare, cu atat lungimea de unda de emisie este mai
mare [24, 25]. in cazul acestui studiu, maximele apartin compusilor cu 2 (naftalina) si 3
(fenantrena si antracend) inele aromatice. Aceastd informatie este foarte importanta
deoarece indica persistenta si toxicitatea poluantului in mediu. In timpul monitorizarii, la 1
zi de la monitorizare, s-a observat o scadere brusca a intensitatii fluorescentei, ceea ce
confirma prezenta hidrocarburilor cu masa moleculara mica (naftalina, fenantrena si
antracena). Pentru evaluarea tipului de combustibil si estimarea cantitatii, s-au analizat, in
laborator, 2 probe de motorina si benzina, disponibile pe piata. Spectrele de fluorescenta
ale acestor probe prezintd maxime de fluorescenta diferite, cu privire la pozitia si forma
acestora. Spectrul benzinei prezintd un maxim mare in domeniul Acxitagieremisie = 340 — 380
nm / 380 — 430 nm, in timp ce spectrul motorinei are doua maxime mici la Acxitatieremisie =
305 nm / 340 nm si 330 nm / 380 nm. Pe baza acestor caracteristici, e posibila distingerea
intre combustibili prin amprentele de fluorescenta ale acestora.

3.3 Etapa 3 - Determinarea metodei optime de analiza a
spectrelor de fluorescenta (15.12.2012 - 15.12.2013)

Obiectivul acestei faze a fost de a determina metoda optima de procesare a datelor
pentru a facilita resunoasterea tiparelor din spectrele de fluorescenta si de a identifica
proprietatile spectrale relevante din sistemele acvatice de suprafata. Setul de date enorm
generat prin monitorizarea continua poate ingreuna procesul analitic, fiind necesare
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metode statistice robuste pentru a asigura interpretarea corecta a datelor. Astfel, s-au
verificat metodele aplicate frecvent in analiza spectrelor de fluorescenta pentru a obtine
informatii cat mai utile.

3.3.1 Compararea metodelor de analiza a spectrelor de fluorescenta

Metodele utilizate pentru interpretarea matricilor de fluorescenta variaza de
la cele simple, precum metoda “peak-picking” (identificarea valorii maxime
dintr-un anumit domeniu de lungimi de unda), pana la metode mai complexe
care analizeaza domenii intregi de lungimi de unda, ca de exemplu analiza
componentelor principale, analiza PARAFAC si hartile auto-organizate. Cea mai
utilizata metoda, “peak-picking”, a fost introdusa de Coble [1] pentru identificarea
maximelor de fluorescenta atribuite substantelor humice si proteinelor (Fig. 4).
Aceasta metoda a fost aplicata in studiile realizate in etapele anterioare.
Tehnica prezinta urmatoarele avantaje: permite evaluarea rapida si de
ansamblu a proprietatilor spectrale ale materiei organice din probele de apa;
nu necesita pre-procesarea matricei de fluorescenta inaintea analizei; nu
necesita programe sofisticate pentru analiza; poate fi aplicata fara o instruire
complexa prealabila a utilizatorului. Cu toate acestea, tehnica este dificil de
utilizat pentru interpretarea unor seturi de date mari, presupunand analiza
individuala a fiecarei matrici. De aceea, s-au dezvoltat metode complexe
pentru a rezolva aceasta problema. Dintre aceste tehnici, cea mai utilizata este
PARAFAC, care impreuna cu fluorescenta, reprezinta o metoda foarte utila in a
separa diferiti fluorofori si a detecta amprenta de fluorescenta a DOM si a
poluantilor organici [26, 27]. Printre avantajele acestei metode se pot enumera:
analiza rapida a unui numar mare de matrici; separarea eficienta a fractiunilor
DOM; indepartarea zgomotului si imprastierii din EEM; corectia EEM in cazul
aparitiei IFE; permite evaluarea statistica a compusilor prezenti in probele de
apa. De asemenea, PARAFAC prezinta si dezavantaje precum: necesita un
numar de peste 20 EEM pentru o analiza corecta; presupune utilizarea
programului Matlab, care este costisitor; necesita instruire prealabila asupra
pachetelor PARAFAC; utilizatorul trebuie sa aleaga un numar estimativ de
compusi. Insa, studiile actuale se concentreaza pe optimizarea tehnicii
PARAFAC pentru o evaluare rapida si eficienta a matricilor de fluorescenta.
Pentru aceasta este necesar sa se analizeze capacitatea metodei de a separa
DOM provenit din diverse tipuri de apa prin identificarea compusilor specifici si
evaluarea formei spectrale.

3.3.2 Aplicarea metodei optime de identificare a informatiei necesare



In vederea testarii tehnicii PARAFAC s-

Compusul 1 Compusul 2 Compusul 3

au prelevat probe de apa din: rauri (urban si
- rural) si lacuri (urban si rural). Ambele rauri

400 400

Nu a fost sunt sisteme naturale cu adancimi de
identificat aproximativ 13 cm. Lacul urban este un
- T sistem artificial inchis, in timp ce lacul rural
2) Lac urban este natural si colecteaza apele raului rural.

Apele pluviale reprezinta sursele potentiale
principale de poluare, la toate sistemele
acvatice. Probele au fost colectate de la
suprafata fiecarui sistem si masurate in
maxim 24 h. Matricile de fluorescenta au

EEBEEEEHEE

300 350 400 450 500
Aem

b) Rau urban fost inregistrate cu spectrofluorimetrul

Edinburgh Instruments FLS920, utilizand
urmatorii parametri: domeniul de excitatie
230 — 400 nm, pas de 5 nm, domeniul de
emisie 250 - 500 nm, cu pas de 2 nm,

fantele de excitatie si emisie 4 nm gsi timp de

integrare 0,200 sec. Inainte de realizarea
fiecarui set de masuratori, s-a fnregistrat
maximul Raman al apei pentru a verifica
stabilitatea instrumentului.

Aem Aem Aem

d) Rau rural

Fig. 4 Matrici de excitatie-emisie ale
compusilor PARAFAC

Analiza PARAFAC a fost efectuata utilizand pachetul DOMFluor si Matlab 2011 pe un
set de date de 20 pana la 30 de EEM pentru fiecare sistem analizat. Metoda PARAFAC
folositd in acest studiu este bazatd pe cea dezvoltatd de Mounier et al. [28]. Analiza
PARAFAC, bazata pe matricile de fluorescenta, a identificat 3 compusi principali, dupa
cum este prezentat in Tabelul 1 si Fig. 4, un compus fiind asociat cu materia microbiana si
2 compusi cu materia humica.

Compusul 1 (C1) a indicat prezenta fractiunilor de DOM reprocesat microbian i
terestru, echivalent cu maximele A si C din metoda peak-picking, conform studiilor
precedente [29-31]. Ishii si Boyer [13] si Ghervase et al. [32] au raportat ca acest tip de
compus poate fi gasit in diverse sisteme marine si terestre, are character hidrofob redus si
dimensiune moleculara mica. Acest compus a fost detectat la toate probele de lacuri si
rauri, indicand faptul ca substantele humice reprocesate microbian reprezinta fractiunea
dominantad a DOM. Diferenta dintre cele doua tipuri de probe a fost observata la forma
matricilor (Fig. 4). Cel de-al doilea maxim de fluorescenta al C1, cu lungime de unda de
excitatie la ~335 nm, a prezentat o banda de emisie mai mare si mai intensa la probele de
rau, in comparatie cu probele de lac. Mai mult, C1 a prezentat o lungime de unda de
emisie mai mica la lacul urban, sugerand un caracter mai putin aromatic si mai hidrofil,
comparativ cu celelalte probe. Carstea et al. [33] au gasit un compus hidrofil al DOM la
sistemele lacustre inchise, identificat prin lungimea de unda mica a maximului C.
Cercetatorii au sugerat ca la sistemele inchise, maximul C, care indica DOM reprocesat
microbian, a rezultat in urma unei incarcaturi bacteriene mari.

Tabelul 1. Compusi PARAFAC, asocierea surselor si corespondenta cu metoda peak-picking
pentru fiecare sistem acvatic.

Probe Compusi (C) Lungime Lungime de Asociere sursa Coresponden
identificatiin | de unda de unda de ta peak-




acest studiu ex(t:::?);le emisie (nm) picking
Substante humice
Lac C1 265, 330 445 reprocesate microbian si AsiC
urban terestru
C2 <240, 270 335 Triptofan T
Substante humice
C1 275, 340 460 reprocesate microbian si AsiC
R4 terestru
au C2 < 240, 280 390 Triptofan T
urban -
Substante humice
C3 250, 320 420 reprocesate chimic si AsiM
terestru
Substante humice
C1 275, 335 460 reprocesate microbian si AsiC
terestru
Lac rural C2 < 240, 280 395 Triptofan T
Substante humice
C3 250, 320 420 reprocesate chimic i AsiM
terestru
Substante humice
C1 275, 340 460 reprocesate microbian si AsiC
terestru
Rau rural Cc2 < 240, 290 395 Triptofan T
Substante humice
C3 250, 320 425 reprocesate chimic gi AsiM
terestru

"Pe baza nomenclaturii data de Coble [1] si corelarea cu studiile realizate de [13, 29, 30, 34-36].

Incarcatura bacteriana este datd de compusul 2 (C2), care a fost corelat cu fractiunea
proteica a DOM, mai exact cu triptofan, pe baza rezultatelor obtinute in studii precendente
[29-31, 34-36]. Acest compus a fost gasit in toate tipurile de probe, din acest studiu.
Raurile urbane si rurale si lacul rural au prezentat, pentru C2, o lungime de unda de emisie
la 395 nm si o forma spectrala similara. Spre deosebire de aceste probe, lacul urban a
prezentat o lungime de unda de emisie a C2, la ~335 nm. S-a obtinut o lungime de unda
similara in studii realizate pe probe de lac [30, 35, 36] si intr-un studiu realizat pe probe de
rau [31]. Aceste rezultate au indicat faptul ca lungimea de unda de emisie mica a C2 poate
fi caracteristica lacurilor. Conform studiilor realizate de Carstea et al. [33] si Ghervase et
al. [32], sistemele lacustre inchise au fost caracterizate de o acumulare a incarcaturii
bacteriene cauzate de eliberarea necontrolata a deseurilor menajere, apelor pluviale si
deseurilor de la pasari. Carstea et al. [33] au sugerat ca, in special, deseurile de la pasari,
produc un semnal specific tirozinei, componenta a fractiunii proteice la lungimea de unda
de emisie de ~310 nm. Astfel, lungimea de unda de emisie a C2 ar putea fi atribuita
prezentei deseurilor de la pasari, adicd unei cantitati mari de materie proteici. in
consecinta, probele cu continut proteic mare ar prezenta un C2 deplasat catre lungimi de
unda de emisie mai mici, intre 300 si 350 nm, in timp ce probele cu un caracter humic
puternic ar prezenta un C2 cu o lungime de unda de emisie apropiata de 400 nm.

Compusul 3 (C3) a fost asociat cu DOM reprocesat chimic si terestru, corespunzand
maximelor A si M, pe baza studiilor precedente [31, 35]. Conform studiului realizat de Ishii
si Boyer [13] acest tip de compus ar putea fi gasit intr-o varietate de sisteme, inclusiv cele
dominate de aport terestru. In plus, s-a demonstrat c& C3 are caracter hidrofob crescut si
are o dimensiune moleculara mai mare fata de C1. C3 a fost observat la toate tipurile de
probe cu exceptia lacului urban. Spectrele lacului urban contin probabil, o combinatie a
semnalului de fluorescenta de intensitate mare a C1 si semnalul de intensitate mica a
C3, de aceea C3 nu a putut fi identificat prin PARAFAC. Probele de lac rural au indicat
prezenta C3 datorita, posibil, aportului de DOM terestru de la raul rural. Acest fapt a fost



observat si de Zhang et al. [30], Wang et al. [35] si Borisover et al. [36], in studii pe probe
de lacuri cu afluenti.

Rezultatele au aratat ca PARAFAC a fost capabil sa separe si identifice sursele de
DOM din lacuri si rauri. PARAFAC a obtinut informatii semnificative din EEM pentru fiecare
tip de proba, demonstrandu-se ca PARAFAC prezinta mai multe avantaje fatd de metoda
peak-picking.

4. Concluzii generale

In urma studiilor realizate in perioada 05.10.2011 - 15.12.2013 s-au
obtinut urmatoarele rezultate:

« O colectie de amprente spectrale, reprezentand o baza de date cu
spectre de fluorescenta pentru diferite tipuri de ape, cu scopul de a pune
in evidenta influenta antropica asupra diferitelor tipuri de sisteme
acvatice si pentru a intelege corelatia dintre parametrii standard ai apei
si diversi poluanti.

« Stabilirea parametrilor de fluorescenta eficienti in diferentierea tipurilor
de probe de apa: indicele de humificare si indicele biologic.

« Protocol de masurare in timp real care a demonstrat capacitatea
spectroscopiei de fluorescenta de a monitoriza in situ materia organica
naturala si poluarile accidentale.

 lIdentificarea parametrilor standard care influenteaza spectrele de fluorescenta, in
cazul monitorizarii in timp real.

e Identificarea metodei optime de procesare a matricilor rezultate in urma
monitorizarii continue.

Perspectivele acestor studii pe termen scurt sunt legate de optimizarea
metodei de procesare si anume: imbunatatirea corectiei in PARAFAC pentru
IFE; introducerea altor corentii, in metoda, pentru temperatura sau pH;
evaluarea capacitatii PARAFAC de a procesa matricile in timp real. Pe termen
lung, perspectivele tin de aplicarea spectroscopiei de fluorescenta: metoda
poate fi aplicata in controlul on-line al proceselor de tratare a apei menajere;
poate fi utilizata in monitorizarea apelor reciclate, a sistemelor urbane cu
efluenti de ape menajere sau in evaluarea compozitiei si concentratiei DOM
pentru evitarea producerii de produse secundare in urma tratarii cu clor a apei
potabile.

5. Diseminarea rezultatelor
in propunerea initiald, pentru primele 3 etape, s-au preconizat urmatoarele
modalitati de diseminare a rezultatelor: 2 publicatii ISI / an, 4 conferinte si 2
mese rotunde.
Pana in prezent, pentru acest proiect, s-au realizat: 8 publicatii in reviste
stiintifice (din care 4 publicatii cotate ISI si 1 proceedings ISl), 1 carte,
1 capitol carte, 7 conferinte, 2 mese rotunde si 2 stagii de lucru.
Lucrari ISI
1. E.M. Carstea, L. Ghervase, G. Pavelescu, M. Tautan, Real-time monitoring of an
urban river contaminated with petroleum products, Environmental Engineering and
Management Journal, 11(2), 279-283, 2012. Factor Impact: 1.117
2. M. Ciobanu, V. Turcus, D. Savastru, A. Ardelean, C. Cotoraci, R. Savastru, E.M.
Carstea, L. Ghervase, Two approaches characterizing the chaotic behavior of
neurons, Digest Journal Of Nanomaterials And Biostructures, 7(4), 1519-1525,
2012. Factor Impact: 1.092
3. E.M. Carstea, A. Baker, R. Savastru, Comparison of river and canal water dissolved
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organic matter fluorescence within an urbanised catchment, in curs de publicare
in 2013 la Water and Environment Journal. Eactor Impact: 0.969

4. J. Bridgeman, A. Baker, C. Carliell-Marquet, E. Carstea, Determination of changes
in wastewater quality through a treatment works using fluorescence spectroscopy,
In curs de publicare in 2013 la Environmental Technology. Factor Impact: 1.606

Proceedings ISI

5. E.M. Carstea, L. Ghervase, G. Pavelescu, C. loja, Correlation of dissolved organic
matter fluorescence and several metals concentration in a freshwater system,
Procedia Environmental Sciences, 14, 41-48, 2012. - Proc. International
Conference Environment — Landscape — European ldentity, Bucuresti, Romania,
Noiembrie 2011.

Alte baze de date

6. M. Ciobanu, L. Preda, D. Savastru, R. Savastru, E.M. Carstea, Band Gaps for
Some Specific Photonic Crystals Structures, Quantum Matter, 2(1), 60-66, 2013.

7. M. Ciobanu, L. Preda, R. Savastru, E.M. Carstea, L. Ghervase, Tunability of a
hexagonal and of a triangular photonic crystals, Moldavian Journal of the Physical
Sciences, 11(4), 334-339, 2012.

8. A. Marin, L.A. Preda, M. Ciobanu, D. Savastru, E.M. Céarstea, L. Ghervase, S.
Dontu Photonic band structures of 2D photonic crystals with half-elliptical holes,
Moldavian Journal of the Physical Sciences, 11(4), 340-346, 2012.

Carte

« E.M. Carstea, Fluorescence Fingerprints in Water Quality Analysis, Editura

Technopress, lagi, Romania, 107 pagini, 2013.
Capitol carte

« E.M. Carstea, Fluorescence spectroscopy as a potential tool for in-situ monitoring of
dissolved organic matter in surface water systems, In: Water Pollution, N. Balkis
(Ed.), InTech — Open Access Publisher, 47-68, 2012.

Conferinte:

« E.M. Céarstea, G. Pavelescu, R. Savastru, M. Tautan, Identification of Fluorescence
Fingerprints using PARAFAC Analysis, 7th International Conference on
Environmental Engineering and Management ICEEM 07, Viena, Austria,
septembrie 2013, 37 - 38.

« E.M. Carstea, S. Mounier, R. Redon, X. Luciani, C. Gadio, A. Baker, On-line
Parafac analysis of fluorescence spectra, International Workshop on Organic Matter
Spectroscopy, Toulon, Franta, iulie 2013, D2.5.

* S. Mounier, E.M. Céarstea, X. Luciani, R. Redon, Evaluation of inner filter effect on
the fluorescence excitation emission matrix of a complex mixture of fluorescing and
absorbing compounds, International Workshop on Organic Matter Spectroscopy,
Toulon, Franta, iulie 2013, D3.3.

« E.M. Carstea, D. Savastru, M. Tautan, G. Pavelescu, Multivariate analysis of
monitoring fluorescence spectra, International Conference on Environmental
Science and Technology — ICOEST, 18-21 iunie 2013, Urgip, Turcia.

M. Ciobanu, L. Preda, D. Savastru, R. Savastru, Band gaps of a 2.5 D photonic
crystal, 6th International Conference on Materials Science and Condensed Matter
Physics — MSCMP, septembrie 2012, Chisinau, Republica Moldova.
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e E.M. Carstea, L. Ghervase, G. Pavelescu, M. Tautan, M. Ciobanu, Continuous
monitoring of dissolved organic matter fluorescence from an urban canal,
Conferinfa Nationala de Fizicd — CNF 2012, iulie 2012, Constanta, Romania.

e L. Ghervase, E. M. Carstea, G. Pavelescu, Optical tool for evaluating water
pollution,  International Symposium "The Environment and Industry” - SIMI,
Bucuresti, Romania, noiembrie 2011.

Mese rotunde: 1) cu tema "Calitatea apelor de suprafafa din zonele urbane" organizata in
2011 si 2) cu tema "Monitorizarea calitatii apel" organizata tn 2012.

Stagqii de lucru
e Stagiu de lucru la Universitatea Bogazici, Istanbul, Turcia, pentru a studia,
Tmpreuna cu Prof. M. Bekbolet si Dr. C. Uyguner, capacitatea spectroscopiei de
fluorescenta de a evalua eficienta tratarii apei prin fotocataliza.
e Stagiu de lucru la Universitatea din Toulon, Franta, pentru a realiza, impreuna cu
Dr. 8. Mounier si Dr. R. Redon, studii care au vizat analiza, prin PARAFAC, a
spectrelor de fluorescenta ale unor probe multifluoroforice.
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