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INTRODUCERE

Deoarece procesele conventionale utilizate in statiile de epurare a apelor uzate nu sunt
concepute pentru a elimina micropoluantii, acestia pot persista in efluentul de apa uzata tratat.

Prin urmare, multi dintre acesti micropoluanti pot fi prezenti in mediile acvatice,
inclusiv in apele de suprafatd, iar prezenta lor in apele de suprafatd reprezinta o amenintare
pentru ecosisteme si implicit pentru sandtatea umand. Prezenta micropoluantilor in mediul
acvatic este asociata cu o varietate de efecte negative, inclusiv toxicitatea pe termen scurt si
lung, si rezistenta la antibiotice a microorganismelor. Proprietatile fizice ale micropoluantului
pot afecta migcarea acestora dintr-o faza in alta (de exemplu, transferul sol-apd). Mobilitatea
compusilor este determinatd de factorii de transport/retinere, care depind de proprietatile
chimice, cum ar fi constanta de aciditate (pKa) si coeficientul de partitie octanol-apa (Kow).

In clasa acestor micropoluanti intra nonilfenol si etoxilati de nonilfenol, bisfenol A,
produse farmaceutice si de Ingrijire personald si hormoni steroidieni.

Intr-o epoci in care se acordd un nivel ridicat de ingrijire a sanatitii umane, multe
produse farmaceutice sunt utilizate Tn mod obisnuit pentru a vindeca sau preveni si alte
afectiuni, cum ar fi durerile de cap, durerile musculare sau afectiunile inflamatorii. In prezent,
medicamentele eliberate fard prescriptie medicald sunt foarte populare, in special
medicamentele antiinflamatoare nesteroidiene monociclice si policiclice (AINS) eliberate fara
prescriptie medicala. Medicamentele antiinflamatoare nesteroidiene (AINS) reprezintd unul
dintre cele mai frecvent utilizate produse farmaceutice la nivel international si se numara
printre primii 10 poluanti persistenti. Dintre AINS-urile, printre cele mai frecvent detectate in
mediul inconjurdtor se numara diclofenacul, indometacinul si naproxenul, recunoscute ca
potentiali contaminanti cu un coeficient de partitie apd-octanol ridicat si valori scazute ale
pKa. In aceeasi directie, la aceste produse farmaceutice se observd o mare capacitate de
difuzie pasiva prin membranele biologice, cu o persistenta ridicata in mediile acvatice.

Din cauza prezentei relativ scdzute a AINS-urilor in apele subterane, existd studii si
practici limitate privitoare la aparitia acestor compusi in apele subterane, desi existd surse
majore de contaminare, cum ar fi levigatul de la depozitele de deseuri, interactiunea cu

corpurile de apa si drenajul sistemului de canalizare, care pot afecta apele subterane. AINS-
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urile sunt produse farmaceutice mobile care se scurg din deseurile solide, namolurile de
epurare si Ingrasdminte si care ajung in cele din urma in apele subterane. Din aceste ape,
acesti contaminanti pot ajunge la nivelul sistemului radicular al plantelor si implicit sa
reprezinte un factor de stres pentru acestea. Astfel, plantele sunt supuse unor factori de stres
care pot sa determine modificdri Tn metabolismul primar si/sau secundar al acestora.

Plantele de fasole, mazare, naut, linte si bob fac parte din Fabaceae care este a treia
familie de plante cu flori ca marime. In plus, nici o alta familie, nu are o distributie geografica
mai largd intr-o gama mai larga de habitate fiind distribuite pe toate continentele, cu exceptia

Antarcticii.
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OBIECTIVE

Scopul prezentei teze de doctorat 1l reprezintd investigarea modului in care
medicamentele antiinflamatoare nesteroidiene (AINS) prezente in sol influenteaza dezvoltarea
plantelor din familia Fabaceae. Cercetarea porneste de la ipoteza cd in lipsa unor metode
avansate de descompunere a acestor medicamente, in apa freaticd si/sau In sol exista
concentratii importante de AINS. Acesti compusi pot sa ajungd la sistemul reticular al

plantelor si pe aceasta cale sunt asimilati de aceastea implicAndu-se in ciclurile metabolice.
Lucrarea isi propune urmitoarele obiective:

e Stabilirea impactului pe care il au medicamentele antiinflamatoare nesteroidiene
asupra dezvoltarii plantelor.

e Determinarea concentratiilor care pot sd influenteze valorile parametrilor de
fotosinteza si a compusilor de metabolism ai plantelor.

e Evaluarea parametrilor de fotosinteza, concentratiile clorofilelor si carotenilor, emisia
de compusi organici volatili pentru plantele din familia Fabaceae supuse stresului
indus de AINS.

e Stabilirea speciiilor mai putin sensibile la prezenta micropoluantilor in sol.

e Evaluarea implicatiilor pe care le poate genera pentru mediu emisiile de compusi

organici volatili din plantele supuse stresului abiotic.
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CAPITOLUL 1

1. Medicamente antiinflamatoare nesteroidiene (AINS)

1.1. Generalitati

Produsele farmaceutice sunt un grup de compusi organici emergenti care au contribuit la
imbunatatirea calitdtii vietii noastre. Industria farmaceuticd este responsabild pentru
dezvoltarea, productia si comercializarea produselor farmaceutice de marci si generice. In
2014, veniturile farmaceutice totale la nivel mondial au depasit pentru prima data 1 trilion de
dolari americani (USD). Din 2017, piata a crescut cu o ratd anuali de 5,8%. In 2017,
veniturile pietei farmaceutice mondiale au fost de 1143 miliarde USD si vor ajunge la 1462
miliarde USD in 2021 [1]. Cea mai mare fractiune a acestor venituri corespunde Americii de
Nord, datorita rolului de lider al industriei farmaceutice din SUA. Cu toate acestea, in ultimii
ani, industria farmaceutica chineza a inregistrat cele mai mari rate de crestere dintre tarile din
intreaga lume [1]. Mai multi factori, cum ar fi reducerea taxelor si scdderea preturilor la
medicamente in SUA, o crestere a produsului intern brut mai mare de 6% in China si India,
imbatranirea pe scara larga a populatiei si sedentarismul care duce la cresterea numarului de
boli cronice, servicii de date industrializate in cercetare si dezvoltare (R&D) care permit
utilizarea datelor din studiile clinice in simuldrile de studii, scdderea barierelor de
reglementare pentru noile medicamente in SUA si nivelurile ridicate de poluare urbana care
cresc incidenta unor afectiuni precum astmul, sunt factori care determind cresterea pietei
serviciilor de sanatate [1].

Medicamentele analgezice includ, de asemenea, medicamentele antiinflamatoare
nesteroidiene (AINS) si paracetamolul (paracetamol). AINS sunt utilizate pentru a ameliora
durerea si, de asemenea, pentru a suprima inflamatia intr-un mod similar cu steroizii, dar fara
efectele secundare ale acestora, paracetamolul, Insa, nu are proprietdti antiinflamatorii.

Antiinflamatorii, analgezice si antipiretice nu sunt inrudite din punct de vedere chimic,
dar, cu toate acestea, au in comun anumite actiuni terapeutice. Principalul mecanism de
actiune al AINS este reprezentat de inhibarea enzimei ciclooxigenaza (COX). Ciclooxigenaza
este necesara pentru a transforma acidul arahidonic in tromboxani, prostaglandine si

prostacicline.
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Efectele terapeutice ale AINS sunt atribuite lipsei acestor eicosanoizi. Mai exact,
tromboxanii joacd un rol in aderenta trombocitelor, prostaglandinele provoaca vasodilatatie,
cresc punctul de setare a temperaturii in hipotalamus.

Existda doud izoenzime ale ciclooxigenazei, COX-1 si COX-2. COX-1 se exprima
constitutiv in organism si joacd un rol in mentinerea mucoasei gastrointestinale, a functiei
renale si a agregarii plachetare. COX-2 nu se exprimad Tn mod constitutiv in organism; in
schimb, se exprimd in mod indus in timpul unui raspuns inflamator. Cele mai multe dintre
AINS sunt neselective si inhibd atat COX-1, cat si COX-2. Cu toate acestea, AINS selective
pentru COX-2 (de exemplu, celecoxib) vizeazd doar COX-2 si, prin urmare, au un profil
diferit de efecte secundare. Este important de mentionat ca, deoarece COX-1 este mediatorul
principal pentru asigurarea integritatii mucoasei gastrice, iar COX-2 este implicatd in
principal in inflamatie, AINS selective pentru COX-2 ar trebui sa ofere o ameliorare
antiinflamatorie fard a compromite mucoasa gastrica [2]. Citokinele proinflamatorii, cum ar fi
factorul de necroza tumorald-a si interleukina (IL)-6, IL-1P si IL-8, trebuie sa fie evidentiate
datorita participarii lor majore la cresterea reactiei inflamatorii. Analizele structurale si
functionale ale inhibitorilor selectivi ai COX-2 in cavitatea situsului activ al COX-urilor ar
putea permite introducerea unor structuri principale cu o selectivitate si o putere mai mare
impotriva inflamatiei, cu mai putine efecte adverse. Aceastd analizd se concentreaza pe
activitatea biologica a inhibitorilor sintetici recent descoperiti ai COX-2, ai inhibitorilor
hibrizi COX-2, ai inhibitorilor hibrizi dubli COX-2/lipoxigenaza si ai inhibitorilor hibrizi
COX-2/epoxid hidrolaza solubild, care se bazeaza in principal pe motivele active ale
medicamentelor inrudite aprobate de US Food and Drug Administration [2]. AINS sunt
compusi acizi cu hidrofobicitate variabila. Ca analgezice, AINS sunt eficiente Tmpotriva
durerii de intensitate scazutd sau de intensitate moderata. Antipireticele reduc temperatura
corporald in starile febrile [3, 4], dar principala lor activitate si aplicatie clinicd este ca agenti
antiinflamatori 1n tratamentul afectiunilor musculo-scheletice precum artrita reumatoida si
osteoartrita [4, 5].

Exemple de medicamentele antiinflamatoare nesteroidiene (AINS) si clasa farmaceutica

sunt prezentate in Tabelul 1.

Tabel 1 Clasa medicamentoasa a antiinflamatoarelor nesteroidiene (AINS) [6]

Clasa farmacologica Denumire

Derivati al acidului acetic Indometacin
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Aceclofenac

Combinatii de diclofenac

Sulindac

Diclofenac

Butilpirazolidina Fenilbutazona

Valdecoxib

Rofecoxib

Coxibs
Celecoxib

Etoricoxib

Fenamat Tolfenamic (Tolfenic)

Tenoxicam

Oxicam Meloxicam

Piroxicam

Dexibuprofenul

Acid tiaprofenic

Derivati ai acidului propionic Flurbiprofen

Ketoprofen

Naproxen

Ibuprofen

Altele Nabumetona

1.3. Productia si piata farmaceutica a medicamentelor AINS

Medicamentele musculo-scheletice au reprezentat cea mai mare piatd farmaceutica la
nivel mondial, cu 14%. din total in 2017. A doua, a treia si a patra piata ca marime au fost
cele cardiovasculare, oncologice si a medicamentelor antiinfectioase. Cea de-a cincea piata ca
marime a fost cea a medicamentelor pentru tratarea tulburarilor metabolice, cum ar fi diabetul,
a bolilor tiroidiene si glandele hipofizare vor fi segmentul cu cea mai rapida crestere pe piata
farmaceuticd mondiald pana in 2021. Acest segment va creste cu 9% pe an in viitor, dupa o
crestere recentd de 11.6%.

Baza de date DrugBank 2019 (versiunea 5.1.3, lansatd la 2 aprilie 2019) continea
13.336 de medicamente; 10.256 erau medicamente cu molecule mici si 1670 erau
medicamente biotehnologice, in timp ce 3732 au fost aprobate, 2593 au fost aprobate cu
molecula micd, 130 au fost nutraceutice, 6304 au fost experimentale, 205 erau ilicite si 256

erau medicamente retrase. Pe 1anga piata farmaceutica, consumul de produse farmaceutice la
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nivel mondial a fost, de asemenea, 1n crestere, partial determinatd de nevoia tot mai mare de
medicamente pentru tratarea bolilor legate de imbétranire si a bolilor cronice si a schimbarilor
in practica clinica [4, 5].

Se estimeaza ca medicamentele antiinflamatoare nesteroidiene (AINS), unul dintre cele
mai importante grupuri de medicamente, sunt produse in cantitdti de cateva mii de tone pe an
[7]. AINS sunt utilizate in mod obisnuit in tratamentele analgezice, antipiretice si
antiinflamatorii, precum si in prevenirea infarctului miocardic [8]. Spre exemplu, consumul
de paracetamol in intreaga lume a crescut. Acesta este clasat printre primele trei medicamente
prescrise in Anglia si top 200 retete prescrise in SUA [9]. In Marea Britanie, in fiecare an se
consumi aproximativ 3,2 x 10° comprimate de paracetamol iar in SUA aproximativ 3,6 x 10°,
ceea ce reprezinti o medie de 55 de comprimate/persoani [10]. In tarile nordice, consumul de
paracetamol depaseste 20 g/persoand/an [11].

Diclofenac este inclus in lista de medicamente de urgentd (EML) a 74 tari. Consumul
anual exact de diclofenac in America de Nord nu este disponibil, chiar dacd in America de
Nord, cotele de piati ale DCF pe piata medicamentelor sunt in continui crestere. in SUA,
DCEF contribuie la aproximativ 5-6% din totalul pietei AINS, in timp ce in Canada, 17% din
piata AINS consumate este DCF . In conformitate cu tendinta actuali, consumul de DCF va
continua sa creasca in America de Nord, deoarece stilul de viata si bolile legate de stilul de
viata, cum ar fi artrita si bolile de inima, devin acum frecvente si, de asemenea, populatia
imbatranita va avea nevoie de medicamente, cum ar fi analgezicele [12].

Datele anuale privind consumul sau prescrierea de diclofenac sunt disponibile pentru
unele tari. Conform modelelor de estimare a consumului, in Australia, s-a estimat ca se
utilizeaza anual 4 tone de DCF [13]. In Europa, cel mai mare utilizator de DCF este Germania
cu 86 de tone de DCF in anul 2001 [14]. Pentru restul tarilor europene (la nivelul anului
2001), consumul este: Anglia 26,13 tone pe an, Austria 6,14 tone pe an [15] si Franta 16 tone
pe an [16-20]. Consumul total de DCF pe intreg continentul european a fost estimat la 179,8
tone pe an [15]. Pentru majoritatea tarilor asiatice si africane, datele privind consumul de DCF
nu sunt disponibile din cauza lipsei studiilor privind consumul si, de asemenea, din cauza
absentei unui inventar al vanzarilor. Avand in vedere rapoartele frecvente privind efectele
toxicologice observate 1n aceste tari asupra vulturilor, se poate presupune ca consumul poate
fi colosal [12]. Studii recente bazate pe datele IMS Health (care deserveste 82% din populatia
mondiald) din 86 de tari au estimat ca in prezent se consuma in medie 1443 + 58 tone de DCF

la nivel mondial [21].

10
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CAPITOLUL 2

2. Poluarea cu medicamente a apelor si solului

In ceea ce priveste sursele de poluare, principala sursd de poluare cu medicamente este
pacientul nsusi. Medicamentele care sunt luate de catre pacient, dupd ce au actionat in
organism, se elimind Impreuna cu urina sau fecalele, fard a fi metabolizate, sau ca metaboliti
activi, intrand in apele de canalizare. In figura 7 este prezentat schematic sursele si ciile

posibile de aparitie a reziduurilor de medicamente 1n sol si ape.

/ Medicamente produse in Eliminarea
Utilizarea industria farmaceutica deseurilor
umana /

y
x

l

Canalizare uzate

©
(]
y é
o

Sedimente
uprafata

' Ape subterane |

| Apadebdut [—

o

Figura 7. Sursele si cdile posibile de aparitie a reziduurilor de medicamente in sol si ape.
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PARTEA EXPERIMENTALA
CAPITOLUL 5

5. Influenta paracetamolului asupra plantelor de Phaseolus

vulgaris L.

In acest capitol a fost examinata influenta paracetamolului asupra plantelor de fasole
(Phaseolus vulgaris L.). Pe de o parte s-au folosit diferite concentratii de paracetamol (1 g L™,
2gL!,3gL!si4gL?") pe o singurd varietate de fasole si de asemenea la concentratia
maximi (4 g L) a fost studiat modul in care mai multe varietiti de fasole rispund la prezenta
paracetamolului. Pentru a stabili modul in care paracetamolul influenteaza cresterea si
dezvoltarea plantelor de fasole s-au intrebuintat diverse soiuri de Phaseolus vulgaris L. dupa
cum urmeaza: Minidor (GBBR, Bekescsaba Ungaria), Fidelutd (Mefim Agro Bekescsaba
Ungaria), Odir (GBBR, Bekescsaba Ungaria) si Ecaterina (Agrosel, Campia Turzii,

Romania).

5.1. Studiul influentei concentratiei de paracetamol asupra plantelor

5.1.1. Influenta paracetamolului asupra parametrilor de fotosinteza

Vitezele nete de asimilatie si conductantele stomatald la vaporii de apa nu sunt
semnificativ diferite fati de control pentru plantele tratate cu 1 g L' paracetamol. Viteza de
asimilare scade cu mai mult de 20% in cazul plantelor tratate cu 2 g L' paracetamol (Figura

17).

6 5 T
® 5 ® T ab
= b
8 ~ g —~ 60 I @r _Itg b
£ »g S 'w %
2] (\"E » (\'IE
) g 3 § o 40
g 2> 2E
> e 20
1 3 4
0 0 T } ; T ;
0 1 2 3 4
Concentratia de paracetamol (g L") Concentratia de paracetamol (g L")

Figura 17. Modificari in viteza de asimilatie si conductanta stomatald pentru plantele de Phaseolus

vulgaris L. cv. “Odir” tratate cu paracetamol.
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Aceeasi tendintd a fost observatd pentru conductivitatea stomatald, dar in acest caz nu
existd diferente semnificative intre plantele tratate cu o concentratic mai mare de 2 g L
paracetamol. Un astfel de comportament al vitezei de asimilare si al conductivitatii stomatale
indicand scaderea activitatii fotosintetica potentiald a plantei in toate tratamentele comparativ
cu plantele de control. Rezultatele noastre sunt in concordanta cu [22], care a demonstrat o

scadere a raportului fluorescentei clorofilelor pentru plantele tratate cu paracetamol.

5.2.1. Influenta paracetamolului asupra parametrilor de fotosinteza

Este cunoscut faptul ca fotosinteza este puternic influentatd de seceta, frig, sare, caldura,
stres oxidativ, toxicitate cu metale grele si alti factori de stres [23]. Conditiile de stres distrug
ultrastructura cloroplastului si conduc la o scadere a cantitatii de clorofild, ceea ce duce la o
activitate fotosintetica mai redusd [24]. Din (Figura 23 a)) se observa ca viteza de asimilatie a
dioxidului de carbon pentru plantele tratate cu paracetamol scade dar si ca existd diferente
semnificative intre varietatile de fasole, Fideluta si Minidor fiind cele mai afectate de prezenta
paracetamolului. Aceste diferente pot fi explicate prin susceptibilitatea diferitd a acestor
varietdti fatd de stres fiind cunoscut faptul cd unele varietati sunt mai rezistente iar altele mai
putin rezistente. Cantitatea de apa din plante si fotosinteza sunt guvernate de valoarea
conductantei stomatale si se constatd cd aceasta este grav afectatd de diversi factori de stress
[25]. De asemenea, s-a demonstrat cd stresul are o influentd negativa asupra vitezei de
transpiratie [26] si afecteaza fixarea CO; prin reducerea sintezei si provocarea degradarii

enzimelor implicate in procesul de asimilare a CO».

S ' ' " 1 Control a
1 I Paracetamol 1
Q4 1
®
E "o
£ 3. il
8 e |
O —
o 2] il
35
S 1 |
0-

Odir Fideluta Minidor Ecaterina

13



Universitatea Aurel Vlaicu Taschina Monica Mihaela
Scoala Doctorala Interdisciplinara — Ingineria Mediului

~
0)]

o
?

Conductanta stomatala
(mmol m? s
N
ol

Odir Fideluta Minidor Ecaterina

Figura 23. Variatia vitezei de asimilatie (a) si a conductantei stomatale (b) pentru diverse varietéti de

fasole tratate cu 4 g L' paracetamol

5.2.4. Corelatii intre diversi parametrii
In vederea stabilirii modului in care concentratia mare de paracetamol influenteaza
diversi parametrii fiziologici ai plantelor, s-a incercat corelarea dintre parametrii de

fotosinteza si emisia de compusi organici volatili.
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Figura 27. Corelatia dintre viteza de emisie a terpenelor §i viteza de asimilatie (a) si conductanta

stomatald (b)

Se observa ca nu existd o corelatie intre vitezele de emisie a terpenelor si parametrii de
fotosinteza ceea ce inseamna cad modul in care paracetamolul intervine in ciclurile metabolice

este diferit.

5.3. Concluzii

Paracetamolul rezidual din sol poate sd devind un important stresor pentru plante chiar
in concentratii la nivel de g L. Plantele crescute in sol contaminat cu paracetamol prezinti
parametrii fotosintetici diminuati si compusi de metabolism secundar cu concentratii scazute
fata de plantele de control afectandule capacitatea antioxidantd. S-a aratat ca diversele
varietdti de P. vulgaris reactioneaza diferit la stresul indus de catre paracetamol mai ales 1n
ceea ce priveste parametrii de fotosinteza.

S-a demonstrat ca existd corelatii liniare intre viteza netd de asimilatie si clorofila a

pentru plantele supuse stresului.
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CAPITOLUL 6

6. Influenta diclofenacului asupra plantelor de Phaseolus vulgaris

L.

In acest capitol s-a analizat influenta diverselor concentratii de diclofenac 0,1, 0,2, 0,3
si 0,4 g L' asupra plantelor de fasole (Phaseolus vulgaris L.). Pentru experimente s-au utilizat
plante de fasole (Phaseolus vulgaris L.) var. Ecaterina (Agrosel, Campia Turzii) un soi de
fasole cu frunze mari si boabe carnoase. Modul de crestere si conditiile au fost cele prezentate

in Capitolul 4.

6.2. Influenta diclofenacului asupra parametrilor de fotosinteza

Au fost determinati parametrii de fotosinteza ai plantelor de fasole cresute in prezenta

diclofenacului la diverse concentratii. Rezultatele obtinute sunt prezentate in (Figura 32).
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Figura 32. Dependenta parametrilor de fotosinteza de concentratia de diclofenac

Se observa o scadere liniara a valorilor ambilor parametrii cu cresterea concentratiei de
diclofenac. Tendinta descrescatoare este mai accentuata pentru viteza neta de asimilatie.

Principalele etape ale fotosintezei sunt reactiile in prezenta luminii in fotosistemele PSI
si PSII (inclusiv, in ultimul caz, reactia Hill) si asimilarea CO; in ciclul Calvin. In afard de
deteriorarea structurald a fotosistemelor PSII si PSI, DCF provoaca, de asemenea, perturbari
ale fluxului de electroni intre fotosisteme. Pierderea de apa are loc nu numai prin stomata, ci
si prin intermediul ciii cuticulare. In mod similar cu deschiderea stomatelor, calea cuticulard

este afectatd de mediul de crestere si de prezenta stresorilor.

6.3. Influenta diclofenacului asupra vitezei de emisie a COV

Emisia de compusi organici volatili din frunzele plantelor tratate cu DCF. De asemenea
au fost prelevate probe pentru plantele de control (Figura 33 a)).

O cromatograma tipica pentru compusii organici volatili emisi de catre plante este

prezentata in (Figura 33 b)).
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Figura 33. Cromatograme tipice pentru emisia de compusi organici volatili din frunze pentru plantele

control (a) respectiv tratate cu 4 g L' diclofenac (b)

Pe baza spectrelor de masa s-a identificat un compus din clasa aldehidelor nesaturate Cs

si patru monoterpene desi concentratiile compusilor emisi sunt extrem de reduse.

6.6. Concluzii

S-a demonstrat cd diclofenacul influenteaza dezvoltarea plantelor de fasole in

concentratii care se gasesc in mod normal in sol. Parametrii de fotosintezd (viteza neta de

asimilatie si conductanta stomatald) ale frunzelor de fasole sunt scazute pentru plantele tratate

cu diclofenac. Compusii organici volatili emisi de catre plante (mai ales 3-hexenolul)

depinind de concentratia de diclofenac. Concentratia de clorofile si carotenoizi din frunze

scade cu cresterea concentratiei stresorului.
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CAPITOLUL 7

7. Influenta algocalminului asupra plantelor de Phaseolus vulgaris

L.

Pentru a studia influenta algocalminului asupra plantelor s-a utilizat varietatea de
fasole Ecaterina care a fost tratati cu o concentratie de 0,1 si 0,2 g L™! metamizol sodic in apa.
Plantele au fost crescute timp de 3 sdptdmani iar determinarile s-au realizat cum este

prezentat in Capitolul 4.

7.1. Influenta metamizolului asupra parametrilor de fotosinteza

Modul in care cele doua concentratii de metamizol influenteaza parametrii de
fotosinteza (viteza de asimilatie si conductanta stomatald) este prezentat in (Figura 40). Se
observd o scddere drastici a ambilor parametrii ajungind la concentratia de 0,2 g L! la
aproximativ 50% fata de plantele de control. Astfel, datoritd toxicitdtii acestui medicament a
fost afectata functionarea lantului fotosintetic de transport al electronilor de la PSI
(fotosistemul I) la PSII, asimilarea carbonului si fotorespiratia. Concentratia ridicatd si
toxicitatea metamizolului a deteriorat ireversibil celulele frunzelor. Acest lucru se poate

datora acumularii de AINS in timp sau datorita conversiei metabolice a acestora in compusi

bioactivi.
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Figura 40. Dependenta parametrilor de fotosinteza de concentratia de metamizol

Un astfel de comportament, cu scdderea extrem de puternica a conductantei stomatale
sugereazd perturbarea echilibrului de Ca care modificd faza fotochimicd si afecteaza
fotosistemul II (PSII), ceea ce reduce stabilitatea si agregarea moleculelor de clorofila in

complexul antenei.

7.6. Concluzii

S-a ardtat ca expunerea la algocalmin a dus la o reducere a clorofilelor, carotenoidelor,
polifenolilor, flavonoidelor Intr-o maniera dependentd de doza.

Parametrii de fotosinteza (viteza netd de asimilatie si conductanta stomatald) scad
drastic pentru plantele supuse tratamentului cu algocalmin.

Datorita toxicitatii algocalminului si probabil solubilitatii sale ridicate in apa, plantele
crescute pe un sol in care existd acest compus pot sd sufere modificari in ciclurile lor

metabolice.
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CAPITOLUL 8

8. Influenta ketoprofenului asupra plantelor de Phaseolus vulgaris

L.

In acest capitol s-a analizat influenta ketoprofenului in concentratie de 4 g L' asupra
diverselor soiuri de fasole (Phaseolus vulgaris L.). S-au intrebuintat trei varietiti de fasole
dupd cum urmeazd: Minidor, (GBBR, Bekescsaba Ungaria), Fidelutd, (Mefim Agro
Bekescsaba Ungaria) si Odir (GBBR, Bekescsaba Ungaria) (Figura 47).

e
_.a.-h*‘q._j;

."_fr,:"- —‘;_ j

Figura 47. Plantele de fasole utilizate in cadrul experimentului

8.2. Influenta ketoprofenului asupra parametrilor de fotosinteza a frunzelor
de fasole

Din (Figura 50) se observa ca viteza de asimilatie pentru plantele tratate cu ketoprofen
scade dar si ca exista diferente semnificative intre varietatile de fasole, Fideluta si Minidor

fiind cele mai afectate de prezenta ketoprofenului.
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8.3. Influenta ketoprofenului asupra emisiei de compusi organici volatili din

frunzele de fasole

In amestecul de compusi emisi din frunzele de fasole tratate cu ketoprofen a fost
determinatd prezenta unui compus volatil verde din frunze (3-hexenol) si a trei monoterpene
(a-pinene, camfen si 3-carene) (Figura 51 prezinta o cromatograma tipica).
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Figura 51. Cromatograma tipicé pentru emisia de compusi organici volatili din frunzele tratate cu 4 g

L' ketoprofen

8.5. Concluzii

S-a aratat ca prezenta ketoprofenului la o concentratie relativ mare in sol influenteaza
cresterea si dezvoltarea plantelor afectand parametrii de fotosinteza.

S-a aratat cad soiurile diferite de fasole nu reactioneaza diferit la stresul indus de
ketoprofen.

Clorofilele si B-carotenul sunt afectati pentru toate varietdtile la concentratia de

ketoprofen luata in lucru neexistand diferente intre varietatile de fasole.
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CAPITOLUL 9

9. Influenta antiinflamatoarelor nesteroidiene asupra plantelor

din familia Fabaceae

Comportamentul plantelor a fost raportat ca fiind dependent de doza [27, 28].

Concentratia de AINS utilizata in acest studiu a fost aleasa pentru a fi mai mica decat
valorile maxime determinate pentru medicamentele gasite in mediul inconjurator.[29-31]

Deoarece toate AINS-urile au aceleasi efecte adverse asupra vitezei de asimilatie, toate
aceste medicamente pot avea un potential de fitotoxicitate. In plus, activitatea scizuti a

centrelor de reactie PSII este probabil legata de suprimarea fotosintezei.
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Figura 54. Viteza de asimilatie pentru plantele Pisum sativum (a), Lens culinaris (b), Vicia faba (c) si

Cicer arietinum (d)
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9.6. Corelatii intre parametrii

Din graficul analizei componentelor principale (PCA) doar cu parametrii de fotosinteza
si pigmentii clorofilieni (Figura 63), plantele de Cicer arietinum au fost cele mai influentate
de prezenta AINS-urilor, in timp ce plantele de Pisum sativum au fost mai putin perturbate. S-
a demonstrat deja ca plantele de naut sunt sensibile la salinitatea solului [32] si la temperatura

[33], iar studiul de fata demonstreaza, inca o datd, sensibilitatea acesteia la stresul abiotic.
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Figura 63. Graficul analizei componentelor principale (PCA) cu parametrii de fotosinteza si pigmentii

PCA 1 si 2 explica 84,5 % din variatie (61,9 % si, respectiv, 22,6 %). (datele brute in Anexa 1).
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Figura 64. Diagrama analizei componentelor principale (PCA) (datele brute in Anexa 1).

Din graficul PCA cu toate datele disponibile (Figura 64), a putut fi observata gruparea

plantelor de control in comparatie cu plantele tratate. Chiar mai mult, plantele de Pisum
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sativum manifestd o sensibilitate ridicata la AINS-uri, dar nu existd un model clar pentru
celelalte specii.
In cazul in care se realizeaza graficul PCA pentru variatia medicamentelor se observa ca

desi plantele de control prezinta cluster nu se poate sesiza o dependenta clara pentru nici una

din medicamentele luate in lucru.
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Figura 65. Diagrama analizei componentelor principale (PCA) (datele brute in Anexa 1).
Pe de alta parte, din graficul prezentat in (Figura 66) se observa cé emisia de compusi organici

volatili este influentata n acelasi mod indiferent de compusul studiat in timp parametrii de fotosinteza

si B-carotenul sunt influentati in acelasi mod explicand in mod clar legatura dintre ele.
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Figura 66. Diagrama analizei componentelor principale (PCA)

9.7. Concluzii

Aceasta cercetare aratd impactul a patru contaminanti organici importanti (diclofenac,
indometacin, naproxen si paracetamol) asupra compozitiei si ultrastructurii plantelor
producdtoare de alimente. Parametrii de fotosinteza, clorofilele, carotenoidele, polifenolii si
flavonoidele au fost toate reduse din cauza expunerii la AINS-uri. In schimb, emisia
diferitelor terpene si a substantelor volatile din frunzele verzi implicate in formarea
aerosolilor secundari a fost Tmbunatatitd chiar si in cazul plantelor care nu sunt cunoscute ca

fiind emitdtoare de compusi volatili.
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CONCLUZII GENERALE

In aceasta lucrare a fost studiat modul in care medicamentele antiinflamatoare
nesteroidiene (AINS) influenteazd parametrii de fotosintezd, pigmentii clorofilieni si
carotenoizi si metabolitii secundari din plantele din familia Fabaceae.

Efectul paracetamolului din mediu a fost testat pe plantele de Phaseolus vulgaris L. S-
a aratat cd diversele varietiti de fasole reactioneazd in acelasi mod la prezenta
paracetamolului desi unele sunt mai putin rezistente la micropoluanti. Parametrii de
fotosinteza (viteza de asimilatie si conductanta stomatald) sunt mai putin dependente de
varietatea de fasole fatd de emisia de compusi organici volatili. Pe de altd parte, a fost
determinatd influenta diverselor concentratii de paracetamol (la valori care existd in sol sau
ape subterane) pe o varietate romaneascd de fasole (Ecaterina, Agrosel, Campia-Turzii). S-a
ardtat ca viteza de asimilatie si conductanta stomatala scade pentru plantele tratate cu peste 1
g L! paracetamol. De asemenea, viteza de emisie a compusilor organici volatili creste direct
proportional cu concentratia stresorului. Aceeasi dependentd liniard (dar in acest caz
descrescatoare) a fost observatd pentru continutul in clorofila si pigmenti carotenoizi (in
special clorofila a). Efectul diclofenacului asupra plantelor de Phaseolus vulgaris L. a fost
studiat pentru diverse concentratii de medicamente ardtdndu-se cd diclofenacul scade
procentul de seminte germinate, viteza de asimilatie, conductanta stomatala si pigmentii
clorofilieni si carotenoizi chiar la concentratii extrem de mici (0,1 g L). Si in acest caz se
observd ca existd o dependenta liniara intre concentratia de medicament si parametrii
analizati. S-a aratat ca expunerea la metamizol (algocalmin) a plantelor de Phaseolus vulgaris
L. a dus la scaderea drasticd a parametrilor de fotosinteza (viteza netd de asimilatie si
conductanta stomatald). S-a observat de asemenea o reducere a clorofilelor, carotenoidelor,
polifenolilor, flavonoidelor intr-o maniera dependentd de dozd functie de concentratia de
metamizol.

Influenta ketoprofenului asupra diverselor varietati de Phaseolus vulgaris L. a fost
studiata pentru o concentratie gésitd in mod frecvent in sol. S-a observat cd parametrii de
fotosinteza, concentratia de clorofila a si de clorofila b, continutul de B-caroten din frunze

scade in timp ce viteza de emisie a COV creste semnificativ pentru toate varietatile fatd de
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plantele de control dar nu se observa diferente semnificative intre diversele varietati luate in
studiu.

Luand in considerare observatiile din capitolele precedente, s-a ales o conentratie de 0,5
g L' cu care au fost tratate patru specii din familia Fabaceae (mazire, linte, niut si bob) cu
cinci AINS-uri (paracetamol, naproxen, indometacin, ketoprofen si diclofenac) observandu-se
in toate cazurile influente majore asupra parametrilor de fotosintezd, concentratiilor de
clorofila si [B-caroten, continutul de fenoli totali si flavonoide totale. Din analiza
componentelor principale a rezultat ca plantele de mazare sunt mai putin rezistente la stresul
indus de medicamente. Pe de altd parte, s-a demonstrat cd nu se poate realiza o ierarhizare a
toxicitatii pentru plantele luate in lucru a AINS-urilor folosite.

In ceea ce priveste contributiile originale ale tezei, ies in evidentd urmatoarele:

* Determinarea emisiei de compusi organici voaltili din plantele tratate cu diverse AINS
— uri. Aceste emisii de COV in prezenta stresului pot avea implicatii in reactiile fotochimice
din atmosfera si in formarea aerosolilor secundari;

* A fost studiatad pentru prima datd influenta metamizolului (algocalminului) asupra
plantelor;

* A fost determinatd dependent, doza stresor-raspuns in plantd aratandu-se ca exista o
dependenta liniara;

* S-a aratat ca diversele varietati de fasole nu raspund diferit la stresul impus de AINS;

* Analiza componentelor principale indica faptul ca toxicitatea diverselor AINS este
similara cel putin pentru plantele din familia Fabaceae.

Perspectivele care se desprind din cadrul acestei teze sunt:

* Pentru a intelege mai bine impactul potential al produselor farmaceutice si al
amestecurilor acestora asupra plantelor (fie asupra durabilitatii acestora, fie asupra
productivitatii si securitdtii alimentare), ar trebui avute in vedere studii fitotoxicologice
suplimentare, 1n special teste privind cronicitatea.

* Din cauza influentei puternice a conditiilor de mediu, a speciilor de plante, a
concentratiilor de medicamente, a amestecurilor si a timpului de expunere, precum si a altor
factori de stres biologic, fizic si mecanic care ar putea interveni, sunt necesare observatii in
situ.

* Deoarece aceste medicamente sunt transformate in corpul uman si animal fiind
excretati o mare varietate de metaboliti se inpun teste realizate fie cu metabolitii rezultati fie

cu substantele excretate.
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