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a apei potabile. Metoda conform inventiei consta in
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care sunt evidentiati factorii de tip: cantitatea de sare,
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microextractie Tn faza solida, cuplatd cu extractia
headspace (HS-SPME), urmatd de separarea,
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realizeaza simultan prin gaz cromatografie cuplata cu
spectrometrie de masd, cu monitorizarea ionilor
selectati (In mod SIM).
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UTILIZAREA CONCEPTULUI DE PROIECTARE STATISTICA A EXPERIMENTELOR
PENTRU OPTIMIZAREA EXTRACTIEI COMPUSILOR HALOGENATI DIN APA
POTABILA DESTINATE PENTRU ANALIZA PRIN GAZ CROMATOGRAFIE
CUPLATA CU SPECTROMETRIE DE MASA (GC-MS)

DESCRIERE

Inventia se refera la optimizarea metodei analitice pentru determinarea in
ultraurme, intr-un mod rapid, simplu si sensibil a 21 compusi halogenati, care are la
baza conceptul de proiectare statistica a experimentelor de optimizare. Proiectarea
statisticd a modului de optimizare pentru analiza celor 21 compusi halogenati (acid
bromoacetic, acid bromocloroacetic, acid diclorobromoacetic, acid cloroacetic, acid
dibromocloroacetic, acid dibromoacetic, acid dicloroacetic, acid tribromoacetic, acid
tricloroacetic, bromocloroacetonitril, cloral hidrat, cloropicrin, tricloronitrometan,
dibromoacetonitril, dicloroacetonitril, tricloroacetonitril, 1.1-dicloro-2-propanona, 1.1.1-
tricloro-2-propanona, cloroform, bromoform, diclorobromometan, dibromoclorometan)
din probe de apa potabild, prin microextractie in fazé solida cu extractie head space
(HS-SPME), urmata de analiza gaz cromatografica cuplata cu spectrometrie de masa
(HS-SPME-GC/MS) urmareste obtinerea si analiza datelor experimentale cantitative
necesare pentru determinarea relatiei dintre factorii (x) care influenteaza procesul de
extractie si rezultatele procesului de extractie (semnalul obtinut y — in acest caz picul
cromatografic si raspunsul m/z al unui compus tintd), printr-o abordare care aplica
principii si tehnici statistice care asigura generarea si sustinerea de concluzii valide si
consistente pe baza numarului minim de date necesare.

Cei 21 de compusi halogenati mentionati sunt produsi secundari nedoriti care
rezultd in urma proceselor de dezinfectie aplicate apelor de suprafatd sau subterane in
scopul asigurarii potabilitatii lor si a caror monitorizare este impusa de legislatia in
vigoare datoritd susceptibilitatii lor de a avea efecte potential toxice asupra sanatatii
umane [1]. Datoritd concentratiilor scazute (ordinul ppb sau ppt) in care acestia se

regasesc in probele de apa potabila ei se determinda uzual prin metode gaz-
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cromatografice impunandu-se astfel cu necesitate utilizarea unor metode de extractie si
determinare foarte sensibile si precise [2, 3].

Metodele gaz-cromatografice sunt metode analitice mari consumatoare de timp
si reactivi, rezultadnd astfel de regula preturi foarte ridicate ale determinarilor fiind astfel
necesard o optimizare a analizelor adica a principalilor factori determinanti (ex.
cantitatea de solvent utilizat, timpul alocat analizei, etc.) Cand se incearca sa se
identifice si sa se optimizeze factorii importanti care pot influenta semnalul gaz-
cromatografului (in acest caz peak-ul cromatografic si raspunsul m/z al unui compus
tinta), utilizarea conceptului de proiectare statisticd a experimentelor de optimizare a
metodei de extractie, separare gi analizd, este o cale optima de urmat deoarece
aceasta implicA un consum minim de resurse (reduce efortul, timpul, cantitatea
consumabilelor chimice, costul, etc. al numeroaselor incercari experimentale) fara insa
a altera calitatea, sensibilitatea si precizia informatiilor dorite [4, 5].

Proiectarea statisticd a experimentelor de optimizare pentru extractia si analiza
compusilor halogenati din probele de apa potabila este o metoda statistica
experimentala analitica, structuratd si sistematicd de investigare a procesului de
extractie, separare gi analizd, care a fost dezvoltatd pornind de la activitatea de
cercetare stiintifica, in scopul de a identifica si cuantifica mai simplu si mai rapid
principalele efecte ale factorilor influentabili (cele care genereaza una sau mai multe
cauze — de ex. cantitatea de solvent utilizat in extractie, timpul de desorbtie, temperata,
etc.) asupra rezultatelor procesului de extractie, separare si analizd, precum gi
interdependentele dintre factori influentabili (considerate elemente de intrare) [6, 7].
Utilizarea conceptului de proiectare statisticA a experimentelor este superioara
experimentelor obignuite de optimizare a metodelor cromatografice cu posibili diferiti
factori influentabili in care se considera fiecare factor influentabil fie in mod individual fie
in mod grupat [8].

Tehnica de microextractie in fazd solidd cuplatd cu tehnica de extractie
headspace (HS-SPME) se aplicd pentru compusi organici volatili, semi-volatili sau
nevolatili, cum sunt compusii mentionati anterior, din probe de apa potabila. In cazul

extractiei de tip HS-SPME prin diferiti factori influentabili se intelege: cantitatea de sare

Y
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adaugatad Tn scopul de a favoriza gradul de volatilizarea a compusilor, timpul de
incubare si desorbtie, temperatura de incubare si desorbtie.

in prezenta propunere de brevet, conceptul de proiectare statisticd a
experimentelor pentru optimizarea extractiei celor 21 compusi halogenati prin tehnica
HS-SPME urmata de separarea si analiza acestora prin GC-MS s-a bazat pe modelul
factorial fractionat pentru a evidentia factorii importanti si modul in care acestia
influenteaza procesul de extractie, separare si analizéd a compusilor mentionati [9].

Modelul factorial fractionat se poate exprima prin relatia (1):

e (1.

unde [/ este numarul nivelelor pentru fiecare factor investigat, k este numarul de factori
investigati iar p este dimensiunea fractiei din intregul factor. in mod formal p este
numarul de generatoare, atributii in care efectele interactiilor se confunda (nu se pot

exprima independent una fata de alta). in astfel de cazuri p este o fractie din modelul
-
factorial complet P=up [9].

Acest model este util pentru detectarea efectelor liniare si furnizeaza informatii cu
privire la existenta unor efecte de ordinul al doilea atunci cand factorii care influenteaza
procesul de extractie include puncte centrale (centre dimensionale unde se
intersecteaza minim doua variabile, in acest caz minim doi factori care influenteaza
procesul de extractie) [10].

in strainatate se aplicd metode analitice cuplate pentru extractia, detectia si
cuantificarea compusilor halogenati (produsi secundari de dezinfectie) in probe de apa
potabild, cum sunt: extractia lichid-lichid (LLE), extractia in fazd solida (SPE),
microextractia in faza solida in headspace (HS-SPME), extractia prin sorbtie pe agitator
magnetic (SBSE) urmata de determinare prin gaz/lichid cromatografie cuplatd cu
spectrometrie de masa (GC-MS, LC-MS). Optimizarea metodelor prezentate se
bazeaza integral pe rezultate obtinute din nhumeroase incercéri experimentale, in cele
mai multe cazuri acestia fiind consumatoare de timp si resurse [11, 12].

in tara, s-a realizat si aplicat o metoda de determinare a compusilor halogenati
(produsi secundari rezultati in urma proceselor de dezinfectie a apei potabile) din probe

de apa prin tehnica de extractie lichid-lichid (LLE) si headspace (HS) urmata de analiza

-
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prin gaz-cromatografie cuplatd cu spectrometrie de masa (GC-MS) fard insa a fi
prezentate modul si etapele de optimizare ale acestora [13, 14].

Optimizarea acestor tehnici de extractie este consumatoare de timp iar
neutilizarea unui modul de proiectare statistica bine organizat poate cauza omiterea sau
luarea in calcul intr-un mod eronat a unor factori potential influentabili. Dupa informatiile
noastre, pe plan national nu s-a utilizat sau aplicat o metoda de proiectare statistica
pentru optimizarea metodei de extractie a compusilor halogenati din probe de apa
potabild pentru tehnica de extractie HS-SPME urmatéa de analiza prin GC-MS.

Scopul prezentei inventii este optimizarea extractiei compusilor halogenati din
apa potabila utilizatd pentru analiza prin gaz-cromatografie cuplatd cu spectrometrie de
masa (GC-MS) prin aplicarea conceptului de proiectare statisticA a experimentelor
vizand determinarea multicomponent a 21 de compusi halogenati (produsi secundari de
dezinfectie: acid bromoacetic, acid bromocloroacetic, acid diclorobromoacetic, acid
cloroacetic, acid dibromocloroacetic, acid dibromoacetic, acid dicloroacetic, acid
tribromoacetic, acid ftricloroacetic, bromocloroacetonitril, cloral hidrat, cloropicrin,
tricloronitrometan, dibromoacetonitril, dicloroacetonitril, tricloroacetonitril, 1.1-dicloro-2-
propanona, 1.1.1-tricloro-2-propanona, cloroform, bromoform, diclorobromometan,
dibromoclorometan) din probe de apa potabila utilizdnd tehnica microextractiei in faza
solida cuplata cu extractia headspace (HS-SPME).

Problemele tehnice pe care le rezolva inventia sunt:

- reduce considerabil (cu peste 95 %) timpul necesar pentru optimizarea
metodei de extractie a compusilor mentionati (21 compusi halogenati —
produsi secundari rezultati in urma proceselor de dezinfectie a apei potabile)
de la cca. 2 — 3 saptamani la cateva ore;

- economiseste resurse precum substante chimice, consumabile si timp de
lucru, necesare elaborarii optimizarii metodei de extractie comparativ cu
metodele conventionale de optimizare;

- fine cont de toti parametrii potentiali care pot influenta modul si precizia
extractiei;

- creste semnificativ sensibilitatea metodei.
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Dintre avantajele aduse metodei de extractie a compusilor halogenati din apa
potabild destinate pentru analiza prin gaz-cromatografie cuplatd cu spectrometrie de
masa (GC-MS) prin aplicarea optimizarii metodei prin proiectare statistica pot fi amintite:
- utilizarea conceptului de proiectare statistica a experimentelor este superioara

experimentelor uzuale de optimizare a metodelor cromatografice de extractie,
separare gi analizd, cu posibili diferiti factori influentabili deoarece scade
semnificativ timpul de lucru si consumul resurselor necesare desfagurarii
experimentelor de optimizare

- utilizarea conceptului de proiectare statistica a experimentelor pentru optimizarea
extractiei celor 21 compusi halogenati prin tehnica HS-SPME se bazeaza pe
modelul factorial fractionat si permite evidentierea corectd a aportului tuturor
factorilor importanti care influenteazd procesul de extractie — cantitatea de sare
adaugata in scopul de a favoriza gradul de volatilizare a compusilor, timpul de
incubare si desorbtie, temperatura de incubare si desorbtie (a compusilor
mentionati).

- metoda de extractie HS-SPME astfel optimizatd prin aplicarea conceptului de
proiectare statisticd permite extractia eficientd a compusilor halogenati (produsi
secundari de dezinfectie) din probe de apa potabild, cu obtinerea unor limite de
detectie extrem de scézute, grade de recuperare ridicate si este mai rapida, mai
ieftind si scade consumul de solventi organici toxici, comparativ cu metodele
conventionale de optimizare si analiz4;

- separarea, identificarea, detectia i cuantificarea analitilor se realizeaza
simultan prin GC-MS pe coloana capilard nepolara, in modul SIM (monitorizarea
ionilor selectati), astfel incat metoda analiticad propusa de determinare a celor 21
compusi halogenati in probele de apa potabild devine mult mai economica, rapida,
foarte versatila si extrem de sensibila.

Modul de lucru pentru optimizarea extractiei compusilor halogenati din
probe de apa prin aplicarea conceptului de proiectare statistica: Pentru cazul
experimental prezentat in aceasta cerere de brevet s-a propus modelul factorial
fractionat pentru a evidentia factorii importanti care influenteaza procesul de extractie a

compusgilor enumerati. In cazul extractiei de tip HS-SPME factorii importanti care

%/
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influenteaza procesul de extractie a compusilor mentionati sunt: cantitatea de sare

adaugata in scopul de a favoriza gradul de volatilizarea a compusilor, timpul de

incubare si desorbtie, temperatura de incubare gi desorbtie.

Tabel 1. Modul de influenté a factorilor care influenteaza procesul de extractie.

Factori care influenteaza procesul de extractie (X) Raspuns
Factorul A | Factorul B | Factorul C | Factorul D | Factorul E | caracteristic (Y)

-1 -1 -1 -1 -1 102.35
1 -1 -1 -1 -1 91.27
-1 1 -1 -1 -1 77.29
1 1 -1 -1 -1 88.36
-1 -1 1 -1 -1 90.25
1 -1 1 -1 -1 101.28
-1 1 1 -1 -1 100.81
1 1 1 -1 -1 95.65
-1 -1 -1 1 -1 71.23
1 -1 -1 1 -1 72.05
-1 1 -1 1 -1 100.25
1 1 -1 1 -1 102.54
-1 -1 1 1 -1 87.29
1 -1 1 1 -1 104.5
-1 1 1 1 -1 105.3
1 1 1 1 -1 83.2

-1 -1 -1 -1 1 76.28
1 -1 -1 -1 1 77.26
-1 1 -1 -1 1 105.32
1 1 -1 -1 1 99.24
-1 -1 1 -1 1 81.24
1 -1 1 -1 1 78.26
-1 1 1 -1 1 62.84
1 1 1 -1 1 65.28
-1 -1 -1 1 1 74.29
1 -1 -1 1 1 101.52
-1 1 -1 1 1 82.67
1 1 -1 1 1 96.24
-1 -1 1 1 1 100.8
1 -1 1 1 1 118.20
-1 1 1 1 1 83.06
1 1 1 1 1 102.44

In cazul extractiei compusilor halogenati numarul total de experimente simulate

prin aceasta proiectare statistica a fost 32, in care s-a tinut cont de cei mai improtanti 5

factori care influenteazd in mod direct si indirect gradul de extractie a compusilor

halogenati — Tabelul 1 unde: Factorul A reprezinta influenta aditiei de sare, Factorul B

reprezinta influenta timpului de incubare, Factorul C reprezinta influenta temperaturi de
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incubare, Factorul D reprezinta influenta timpului de desorbtie iar Factorul E reprezinta
influenta temperaturi de desorbtie. Analiza acestor cinci factori prin modelul factorial
fractionat pentru evidentierea influentei acestora asupra procesului de extractie a
compusilor halogenati mentionati din probe de apa potabila sunt prezentati in tabelul 1.
Acestor factori li s-a atribuit valoarea 1 sau -1 conform teoriei modelului factorial
fractionat [9].

Acest model a permis evidentierea efectelor liniare si a furnizat informatii cu
privire la existenta unor efecte de ordinul doi atunci cand proiectarea statistica a
extractiei a inclus puncte centrale. Informatiile de interes au fost obtinute in urma
corelatiilor dintre factorii care influenteaza procesul de extractie a compusilor halogenati
[9].

Metoda astfel optimizatd permite determinarea in urme si ultra urme a 21
compusi halogenati (acid bromoacetic, acid bromocloroacetic, acid diclorobromoacetic,
acid cloroacetic, acid dibromocloroacetic, acid dibromoacetic, acid dicloroacetic, acid
tribromoacetic, acid tricloroacetic, bromocloroacetonitril, cloral hidrat, cloropicrin,
tricloronitrometan, dibromoacetonitril, dicloroacetonitril, tricloroacetonitril, 1.1-dicloro-2-
propanona, 1.1.1-tricloro-2-propanona, cloroform, bromoform, diclorobromometan,
dibromoclorometan) in probe de apa potabila. Metoda de extractie optimizata este
microextractia in faza solida cuplatd cu extractia headspace (HS-SPME), urmata de
separarea analitilor (cei 21 compusi halogenati — produsi secundari de dezinfectie) pe o
coloana capilara nepolara, urmata de identificarea si cuantificarea lor in urma analizei
gaz cromatografice cuplata cu spectrometrie de masa (HS-SPME-GC/MS) in mod SIM
pentru cresterea sensibilitatii metodei de determinare a continutului de .

Exemplu de aplicare a metodei optimizate. Dupa prelevare, proba de apa s-a
supus extractiei HS-SPME. Pentru aceasta, s-a cantarit cu exactitate o masa m la care
s-a adaugat un volum V de sare astfel incat raportul sare:proba de apa a fost 1:10 (v/v),
intr-un flacon de sticla. Flaconul s-a introdus in cuptorul de echilibrare timp de 15...30
min, la temperatura de 30...60 °C. Dupa echilibrare, microfaza solida a fost introdusa in
partea ,headspace” a probei pentru un timp cuprins in intervalul 2 .... 5 min la
temperatura din intervalul 27 ... 40 °C. Tn cele din urma microfaza solida a fost desorbita

in injectroul cromatografului la o temperatura x °C timp de y min. Analiza probei s-a

59



a 2016 00973 07/12/2016

efectuat prin GC-MS in urma procesului de desorbtie, in modul ,splitess”, mentinut
izoterm la 260 °C. Gazul purtator He de inaltd puritate a fost utilizat cu un debit de 1
mi/min. Programul aplicat pentru temperatura coloanei in GC a fost urmatorul:
temperatura initiala este de 40 °C, creste pana la 150 °C cu o rampé de 5 °C/min; de la
150 la 220 °C cu o rampa de 15 °C/min si mentinuta la 220 °C pentru 10 minute.
Operarea spectrometrului de masa s-a efectuat in modul SIM pentru cei 21 analiti
(compusi halogenati — produsi secundari de dezinfectie), pentru fiecare din acesti
alegandu-se ionii de identificare si cuantificare specifici.

Metoda optimizata HS-SPME-GC/MS propusa este eficienta pentru determinarea
in ultraurme a 21 compusi halogenati in probe de apa potabila. Prin aceasta metoda de
extractie (HS-SPME-GC/MS) optimizata prin aplicarea conceptului de proiectare
statistica, s-a obtinut o metoda mai eficienta, rapida si avantajoasa ca si cost in
comparatie cu metodele de extractie precum LLE sau SDE, scurtdand timpul de
preparare a probelor, crescand sensibilitatea metodei si reducand volumele de solventi
organici utilizate.

Parametrii de performantd ai metodei de determinare a celor 21 compusi
halogenati in probe de apa potabild, prin HS-SPME-GC/MS optimizate sunt:

— limitele de cuantificare pentru cei 21 de compusi halogenati variaza intre 0.18

—2.14 pg-L"
— gradele de recuperare pentru cei 21 de compusi halogenati variaza intre 84.2
-110.4 %
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REVENDICARE

Metoda optimizata pentru determinarea in ultraurme a 21 compusi halogenati
(acid bromoacetic, acid bromocloroacetic, acid diclorobromoacetic, acid cloroacetic,
acid dibromocloroacetic, acid dibromoacetic, acid dicloroacetic, acid tribromoacetic, acid
tricloroacetic, bromocloroacetonitril, cloral hidrat, cloropicrin, tricloronitrometan,
dibromoacetonitril, dicloroacetonitril, tricloroacetonitril, 1.1-dicloro-2-propanona, 1.1.1-
tricloro-2-propanona, cloroform, bromoform, diclorobromometan, dibromoclorometan) in
probe de apa potabila bazatd pe conceptul de proiectare statistica a experimentelor
pentru optimizarea extractiei compusilor halogenati din apa potabila destinate pentru
analiza prin gaz cromatografie cuplatd cu spectrometrie de masa (GC-MS)
caracterizata prin aceea ca se aplica pentru probe de apa potabila, prin microextractie
in faza solida cu extractie headspace (HS-SPME), urmatd de analiza gaz
cromatografica cuplatd cu spectrometrie de masa (HS-SPME-GC/MS) si optimizarea
foloseste analiza datelor experimentale cantitative necesare pentru determinarea
relatiei dintre factorii (x) care influenteaza procesul de extractie si rezultatele procesului
de extractie (semnalul obtinut y — in acest caz picul cromatografic si raspunsul m/z al
unui compus tintd), intr-o abordare care aplica principii $i tehnici statistice ale modelului
factorial fractionat care asiguréd generarea si sustinerea de concluzii valide si

consistente pe baza numarului minim de date necesare.
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