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2. Introducere

Impactul poluarii si protectia mediului a devenit una din cele mai dezbatute probleme ale
contemporaneitatii. Odata cu cresterea populatiei si a activitatilor antropice din secolul al XX-
lea, a crescut si prezenta deseurilor solide si lichide din mediu [1]. Cea mai mare parte a

deseurilor prezente n ecosistemele naturale sunt sub forma de produse chimice. [2].

In ultimele decenii cercetirile se axeaza pe dezvoltarea unor noi tehnologii , care pot
elimina diferitele forme de poluanti chimici. Bioremediere este o metoda alternativa pentru
indepartarea, adsorbtia si anihilarea unei mare varietati de poluanti, utilizdnd diferite tipuri de
biomateriale si celule vii in conditii controlate. Prin alegerea conditiilor optime bioremedierea
poate deveni o strategie promitatoara din punct de vedere economic si ecologic, fata de tehnicile
de epurare fizice (filtrare prin membrane, flotatia, etc.) si chimice (precipitare chimica,

coagulare, schimbul ionic, electroliza, extractie cu solventi , etc.) cunoscute [3].

Avantajul tehnicilor de bioremediere este posibilitatea utilizarii procesului ex-situ sau in-
situ Tn mediul poluat. Procesul include mai multe categorii cum ar fi biosorptia, bioacumularea,
bioprecipitarea, bioreducerea, biodegradarea, fitoextractia, fitostabilizarea, fitofiltratrea,

fitovolatilizarea sau fitodegradarea a poluantilor toxici [3].

Fitoremedierea este o technologie alternativa care utilizeaza plante vii pentru a reduce,
elimina, degrada, sau imobiliza poluanti din mediu [4]. Termenul de fitoremediere a fost folosit

pentru prima data in 1980 pentru a exprima utilizarea si recuperarea unei zone poluate.

Fitoextractia este subprocesul fitoremedierii, bazata pe cultura plantelor avand
caracteristici de toleranta si de acumulare a poluantilor in organele vegatative ale plantei:
radacina, frunza.

Doua tipuri de fitoextractie sunt cunoscute; fitoextractia continua (naturala) si indusa
(asistata de agenti chelatori). Fitoextractia continud prezinta utilizarea plantelor Th mod "natural
pentru accumularea a unor cantitati importante de metale grele pe parcursul unor cicluri de
crestere si dezvoltare completd. Fitoextractia indusd constd in intensificarea solubilitatii,
mobilitatii si acumularii ionilor de metale grele datorita formarii unor sisteme de chelati. lor

astfel devenind mai usor asimilabila de catre ornagele plantelor. Tehnica de fitoextractie este Tn



general aplicata pentru indepartarea metalelor grele, de asemenea fiind utilizata si pentru a

anihila compusi organici [5].

Plantele utilizate pentru fitoremediere trebuie sa 1indeplineasca in mod ideal
caracteristicile de a fi usor de cultivat, avand o rata de inmultire ridicata, rezistenta la agenti
patogeni, o adaptare buna la diferite conditii de mediu cat si meteo, capacitatea de acumulare si
translocarea metalelor grele, toleranta la efectele toxice ale poluantilor tinta [5]. Speciile de
plante care acumuleaza cantititi mari de metale grele sunt cunoscute si denumite ca plante
hiperacumulatoare [6]. De exemplu: specia Noccaea caerulescens este capabila de a acumula
pana la 40.000 mg kg™ de Zn si 18.000 mg kg™ a Cd ( biomasa uscatd) fara nici un simptom
toxic [7].

Plantele acvatice joaca un rol important din punct de vedere structural cét si functional
pentru ecosistemele acvatice. Au rol ca sursd de hrana si adapost pentru pesti si nevertebrate
acvatice. Plantele acvatice au capacitatea de a modifica calititile apei prin reglementarea
echilibrului de oxigen, prin ciclu de nutrienti, precum si prin acumularea metalelor grele [8].
Plantele acvatice stuf si papura (Phragmites australis, Typha latifolia) au potentialul de a tolera
si de acumula o gama larga de poluanti anorganci [9-13]. Utilizarea plantelor acvatice pentru
restabilirea resurselor acvatice poluate este o technica promitatoare pentru viitor privind

fitoremedierea.



3. Obiective generale

Scopul principal al cercetarilor consta in studiul si dezvoltarea unei metode, alternative
biologice pentru indepartarea metalelor grele si a unor coloranti trifenilmetanici prin contributia
unor plante acvatice si determinarea raspunsurile biochimice a plantelor produs la efectul toxic al

poluantilor.

Pentru atingerea scopului propus, in cadrul cercetarilor la scara de laborator s-au avut in

vedere urmatoarele aspecte:

e Selectarea plantelor acvatice, precum si a poluantii organici si anorganici pentru studiile
de fitoremediere.

e Optimizarea parametrilor experimentali de fitoremediere (cantitatea de biomasa,
concentratia initiald a poluantului, pH initial si temperatura mediului) in functie de
capacitatea si eficienta de fitoextractie a plantelor selectate.

e Studiul mecanismelor de fitoremedierea realizate prin technici instrumentale de
spectrometrie : in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR), spectrometrie de absorbtie
moleculara UV-Vis (UV-Vis), spectroscopie de absorbtie atomica (AAS) precum si
metode cromatografice in strat subtire (TLC), cromatografia lichida de inalta
performanta (HPL C), microscopia electronica de baleiaj (SEM) si spectroscopie de raze
X cu energie dispersiva (EDS).

e Raspunsul plantei la stresul abiotic prin analiza diverselor indicatori biochimici de stres
(cuantificarea pigmentilor fotosintetici: clorofilei a, b si carotenoizi, dozarea proteinelor
totale, antioxidanti (acidul ascorbic, glutation), compusi thiolici si fitochelatine).

e Analiza datelor experimentale obtinute la echilibru conform modelelor de izoterme
(Langmuir, Freundlich, Dubinin-Radushkevich si Temkin) si studiul cinetic al
procesului de adsorbtie (pseudo-cinetica de ordinul I, pseudo-cinetica de ordinul II).

e Dezvoltarea unui model de retea neuronala artificiala (ANN) pentru a prezice si a oferi

estimari cantitative privind capacitatea fitoremedierii si eficienta plantelor acvatice.



4. Partea experimentala
4.1. Selectia poluanti anorganici si a plantelor acvatice pentru studii de fitoextractie

Metale grele Cu, Zn si Cd au fost selectate ca poluanti anorganici conform caracteristicilor
toxice, de mobilitate si a efectelor negative asupra organismului vii. Cinci plante acvatice au fost
selectate pentru studiile de fitoremediere datorita carateristicilor lor morfologice si a
proprietatilor fiziologice. Plantele acvatice alese sunt specii submerse si plutitoare: Elodea
canadensis Mich. (Elodea canadensis), Eichhornia crassipes Mart (crassipes Eichhornia),
Salvinia natans Kunth (Salvinia natans), Lemna minor L. (Lemna minor), Pisti Stratiotes L.
(Pistia stratiotes).

4.2.1. Materiale si metode experimentale
Materialul vegetal si conditiile de crestere

Plante acvatice selectate au fost crescute in sera (sera de la Universitatea de Stiinte
agricole si Medicina Veterinara din Cluj-Napoca, Roméania) cu adaos de ingrasamant (Complex
3, 0,5%). Plantele in varsta de 40-60 zile au fost selectate pentru experimentele de fitoremediere.
Plantele acvatice au fost pastrate in conditii controlate (la temperatura camerei, fotoperioada
14/10 h lumina/intuneric ) in solutie nutritivd modificata Hoagland. Compozitia mediului de
cultura modificata Hoagland contine urmatoarele macro- si micro elemente: 1.25 mM KNO3
1.25 mM Ca(NOs),, 0.5 mM MgSO,-7H,0, 0.25 mM KH,PO,, 11.6 pM H3BOs, 4.5 puM
MnCl,-4H,0, 10 uM Fe(lI1)EDTA, 0.19 pM ZnS04-7H,0, 0.12 pM Na;Mo0,-2H,0, si 0.08
MM CuSO4-5H,0. Toate substantele chimice utilizate au fost de calitate analiticd (achizitionate

de la Merck Germania).

Fitoremedierea metalelor grele

Dupa perioada de aclimatizare (3 zile), in solutie s-au adaugat sarurile metalelor grele din
solutiile stoc preparate din Cd(NOgz),, ZnSO,4 X7H,0 si CuSO4 X5H,0) Tn concentratii controlate.
Concentratiile initiale au fost verificate prin analize spectroscpice de absorbtie atomica (GBC
SensAA dual Australia) utilizdnd lampa Photron P410 HCI D2 (la lungimi de unda: 228,8 nm
(cu), 213.9 nm (Zn) si 324.7nm (Cd).
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Experimentele s-au efectuat in conditii de mono- sau multimetal si s-au urmarit

schimbarile in concentratia metalelor in solutie precum si in plantele utilizate.

Plantele acvatice dupa experimentele de fitoextractie au fost uscate (in etuva la 70 °C
timp de 24 ore) macinate si digerate cu acid azotic concentrat pentru a determina cantitatile de

Cu, Zn si Cd accumulate in plante prin metoda de spectrofotometrie de absorbtie atomica

Analize statistice

Datele experimentale au fost prelucrate statistic inclusiv prin metode standard (calcularea
valorilor medii, erorile standard) utilizand aplicatia Microsoft Excell. Astfel in figuri si tabele
sunt prezentate valorile medii si diferentele semnificative dintre tratamente si martori au fost

calculate prin testul Student (notand diferentele la valori P <0,05).

4.2.1. Rezultatele obtinute in sisteme monometalice

Plante acvatice selectate s-au utilizat la studii de fitoextractie prin expunere la tratamente
monometalice de Cu, Zn si Cd. Rezultatele obtinute s-au prezentat in doua grupe, luadnd in

considerare caracteristicile morfoligice ale plantelor,:

1.) plante acvatice cu caracteristic morfologic voluminos, Eichhornia crassipes si Pistia
stratiotes, unde s-a analizat acumularea si distribuirea metalelor grele in organele vegatative

(radacini si frunze);

2.) plante hidrofite cu caracteristic morfologic mic Elodea canandensis, Salvinia natans
si Lemna minor, in cazul in care acumularea metalelor grele au fost determinate din intreaga

planta.
Rezultatele obtinute in urma experimentelor sunt prezentate sistematizat in Tabelul 1si 2.

In Tabelul 1 se observa distributia specificd in ridicind/frunza in functie de natura
metalului. Metalele grele Zn si Cd s-au acumulat in cantitati mai mare in radacina, iar ionul de
Cu s- a bioacumulat in concentratii mai marii in frunze in cazul plantei Pistia stratiotes (de 1,9

ori mai mari cantitdti decat in radacina).
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Comparand eficienta de bioacumulara in frunza a celor doua plante acvatice se poate
observa ca metalul Cu se acumuleaza de 6,8 ori in cantitate mai mare in Pistia stratiotes decat n
Eichhornia crassipes. Aceste rezultate pot fi explicate prin natura plantei Pistia stratiotes, avand
0 afinitate mai mare de transport si de legare a ionilor de Cu. S-a demosntrat din literatura de
specialitate ca diferitele specii au un comportamente unic ecofiziologice, avand diferite
capacitdtii de acumulare de metale grele care sunt sechestrate si depozitate eficient in peretele
celular, in vacuole sau n alte subcompartimente specifice de citosol in scopul de a le tine departe

de site-urile metabolice active n plante [14].

Rezultatele obtinute cu plantele acvatice din a doua grupa morfologica demonstreaza ca
Salvinia natans are cea mai mare capacitate de a bioconcentra metalele grele (valori cu aprox. 4-
5 ori mai mari decat in cazul Elodea canadensis sau Lemna minor). Aceste rezultate sunt in
concordanta cu rezultatele lui Dhir si colab., raportaind ca Salvinia natans este o planta
hiperacumulatoare avand capacitatea de a tolera si bioconcentra cantitati mari de metale cum ar
fi Fe, Cr si Ni [15].

Tabel 1. Variatia concentratiilor acumulate si distributia metalelor grele in Eichhornia crassipes
si Pistia stratiotes expuse la experientele de fitoextractie in sistem monometalic. (Cu, Zn, Cd C;
=10 mg/L, t = 24 - 27 °C, pH = 5.6, literele reprezinta diferentele significante la valori de p<
0.05)

ancentration Co_ncentration Accumulated AccumuIaFed
Species Heavy in control in control concentration co_ncentratlon
metals sample leaves ~ sample roots in root (mg/g) in leaves
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
Eichhornia Cu 0.005 0.003 1.468° +0.3 0.365;’ +0.02
crassipes Zn 0.075 0.041 0.817°+0.07  0.322° +0.03
Cd 0 0 1.728%+0.2 0.139¢ +0.01
Pistia Cu 0.009 0.004 1.3342 +0.2 2.49(;a +0.6
stratiotes Zn 0.033 0.013 1.118b +0.4 0.951° +0.01
Cd 0 0 1.428° +0.3 0.276° +0.04
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Tabel 2. Variatia concentratiilor acumulate a metalelor grele dupa experimentele de fitoextractie
in sistem monometalic. (Cu, Zn, Cd C;= 10 mg/L, t = 24 - 27 °C, pH = 5.6, literele reprezinta

diferentele significante la valori de p< 0.05)

Concentration
Accumulated

i Heavy in control .
Species concentration in
metals sample leaves
(ma/g) leaves (mg/qg)
Cu 0.044 1.340% +0.1
Elodea b
canadensis Zn 0.086 0.583b +0.02
Cd 0 0.444° +0.01
Cu 0.0034 1.558° +0.6
Lemna minor  zn 0.044 0.447° +0.01
Cd 0 0.62"° +0.06
Cu 0.0074 4.719* +0.5
Salvinia natans zp 0.003 2.236° +0.6
Cd 0 1.90° +0.2

4.2.3. Rezultatele obtinute in sisteme multimetalice

Capacitatea de fitoextractie (fitoacumulare) a plantelor acvatice s-au studiat si in conditii
multimetalice, prin prezenta simultana a ionilor de Cu, Zn si Cd, un sistem mai apropiat de
conditiile existente in cazul apelor reziduale. Rezultatele obtinute sunt prezentate sistematic dupa

caracteristicele morfologice a plantelor, conform grupelor prezentate (Tabel 3 si 4).

Prezenta celor trei metalelor grele simultan in sistemele apoase influenteaza capacitatea
de fitoacumulare a planetelor (Tabel 3). Concentratia de ioni Cu si Zn acumulata de specia
Eichhornia crassipes a fost de 4,1 ori mai mare decat rezultatele obtinute in sistem monometalic.
Tn cazul Pistia stratiotes 0 acumulare mai buni a fost observata in cazul ionului de Cd care a fost

de 3 ori mai mare decat in cazul tratamentului monometalic (Tabel 3).

Tn cazul plantelor acvatice din grupa morfologic mai mica s-a constatat o crestere majora
a capacitatii de fitoacumulare in cazul plantei Lemna minor. Prezenta celor trei ioni metalici din
solutie apoasa a avut un efect pozitiv asupra fitoextractiei ionilor de Cu, Zn si Cd, astfel s-au
acumulat cantitati cu 7 ori mai mare in cazul ioniului de Cu, cu 11 ori mai mare in cazul ionului

de Zn si cu 4 ori mai mare in cazul ionului de Cd. S-a observat ca in cazul plantei Elodea
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canadensis numai ioni de Cd iar in cazul Salvinia natans numai ioni de Zn au fost accumulate Tn
cantitati mai mari dupa fitoextractia solutilor multimetalice (Table 4). Aceste rezultate se pot

explica prin competitia metalelor pentru situsurile de legare de metale.

Asimilarea metalelor grele are loc prin radacina plantei si/sau Tn anumite cazuri prin frunze, cum
ar fi cazul plantelor submerse. Mecanismul de absorbtia a metalelor poate fi explicata printr-o
absorbtie extracelulard rapida, urmatd de absurbtie intracelulara care este un proces mai lent.
Etapele rapide au loc atat prin sorbtie de naturd fizicd si chimica, precum si prin procesele de

schimb ionic. In stagiul lent se desfasoara transportul si acumularea intracelulard a metalelor

grele [16].

Douad interactinui controversate sunt cunoscute la expunerea plantelor la solutii contindnd
mai multe metale: o actiune sinergica sau una antagonisticd, care pot fi explicate prin asocierea si

prin competitia pentru locurile de legare pe transportatori de membrand, metalo-enzime,

eqe vy

Rezultatele obtinute din teza de doctorat demonstreaza cresterea capacitatii plantelor
acvatice in fitoextractia In conditii multimetalice, aratand efect sinergic asupra absorbtiei de
metale grele. Trebuie sd mentionam ca la diferite specii de plante aceste efecte sinergice sau
antagonice se pot fi diferentiate. Rezultatele tezei obtinute sunt in concordanta cu concluziile lui
Israr si colab., raportdnd o crestere in capacitatea de bioconcentrare a metalului greu Pb in
organele vegetative (radacina si talpind) in prezenta Cu, Ni, si Zn la specia Sesbania drummondii
[18].
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Tabel 3. Variatia concentratiilor accumulate in Eichhornia crassipes si Pistia stratiotes expuse
la experientele de fitoextractie in sistem multimetalic (Cu, Zn, Cd Cj= 10 mg/L, t = 24 - 27 °C,

pH = 5.6, literele reprezinta diferentele significante la valori de p< 0.05)

Concentration Concentration Accumulated Accumulated

Species Heavy in control in control concentration concentration
metals  sample leaves sample roots in root in leaves
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Eichhornia Cu 0.004 0.005 5.8412 +0.4 1.7692 +0.6
crassipes Zn 0.029 0.0063 3.032b 0.2 1.736d +0.8
Cd 0 0 3.585"+0.5 0.391" +0.3
Pistia Cu 0.0033 0.0079 2.989° +0.7 3.646210.06
stratiotes Zn 0.013 0.047 4.8992 +1.1  3.178"%0.3
Cd 0 0 3.290° 0.4  0.889° +0.02

Tabel 4. Variatia concentratiilor accumulate in plante acvatice Elodea canadensis , Lemna minor
si Salvinia natans expuse la experientele de fitoextractie in sistem multimetalic (Cu, Zn, Cd C;=

10 mg/L, t = 24 - 27 °C, pH = 5.6, literele reprezinta diferentele significante la valori de p< 0.05)

Concentration
Accumulated

. Havy in control ..
Species concentration in
metals  sample leaves
(mglg) leaves (mg/g)
Elodea Cu 0.036 0.4822 +0.01
canadensis Zn 0.089 0.594" £0.03
Cd 0 1.516% +0.2
Cu 0.003 10.810% +1.3
Lemna minor Zn 0.046 4.891° 1.2
Cd 0 2.784° +0.9
Cu 0.0067 3.564" +0.1
Salvinia natans Zn 0.0026 4.472° +0.3
Cd 0 1.094° +0.4
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4.3. Raspunsul plantelor la stresul abiotic

Plantele posedd un sistem complex de aparare impotriva factorilor de stres abiotic
(prezenta metaleleor grele Cu, Zn, si Cd) care pot aparea in mod variat prin schimbari majore sau

minore in cazul proceselor biochimice, fiziologice si morfologice ale plantei.

Tn cadrul acestui subcapitol al tezei de doctorat se prezinta studiul raspunsilor plantelor
acvatice efectuate prin analiza indicatorilor biochimici de stres: pigmentii fotosintetici (clorofila
a, clorofila b si carotenoizilor), proteine sumare, antioxidanti (acidul ascorbic, glutationul ) si a

compusi tiolici.

4.3.1. Analiza pigmentilor fotosintetici

Pigmentii fotosintetici clorofila a (Chly), clorfila b (Chlp)si carotenoizii totali (Carys c:
xantofile si caroteni) au un rol constituitiv in metabolismul plantelor in absorbtia energiei
luminoasa si transformarea ei in energie chimica. Efectele stresului indus de metalele grele in
procesul de fitoextractie au fost caracterizate prin variatia pigmentilor fotosintetici ale plantelor
acvatice: Elodea canadensis, Eichhornia, crassipes, Lemna minor, Pistia stratiotes si Salvinia
natans in comparatie cu plantele netratate ( martori ). Dozarea pigmenti fotosintetici a plantelor
acvatice s-a determinate spectrofotometric, conform recomandarilor lui Lichtenthaler [16],

detaliate de Lichtenthaler si Buschman [17]. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Fig. 3.

1 4

HChla Chlb M Carx+c

09 4

B~

0.8 -

0.7 o

06 1

05 1

04 -

03 4

02 4

0l 4

Photosynthetic pigments content (mgfg fresh weight)

o -

Pistia stratiotes Eichhornis Elodea canadensis  Lemna minor Salvinia natans
crassipes

Fig. 3. Varianta pigmentilor fotosintetici (Chl,, Chl,, Cary. ¢) din plantele martor (C) si a

plantelor acvatice dupa experimentele de fitoextractia in solutii multimetal (T).

16



Plantele acvatice dupa experimentele de fitoextractie prezintd o variatie negativd in
concentratia pigmentilor Chl,, Chl, si al Carxsc. Cea mai mare descrestere cantitativd a
pigmentilor fotosintetici s-a constatat in cazul speciilor Eichhornia crassipes (Chl, 89%, Chl,
86%, Cary+c 72%) si Pistia stratiotes (Chl, 77%, Chl, 73%, Cary+c 89%). O explicatie possibila
pentru declinul abrupt al cantitatii pigmentilor fotosintetici este legat de natura plantelor si
toleranta asupra metelelor grele de Cu, Zn si Cd, care influenteaza cantitatea acumulata. Astfel
descresterea cantitatilor de pigmenti fotosintetici ale Eichhornia crassipes si Pistia stratiotes pot
fi corelate cu cantitdtile acumulate de metelale grele provocand efecte inhibitoare n fotosinteza

plantelor.

In cazul Elodea canadensis, Salvinia natans si Lemna minor s-a observat o tendinti mai
mica de descrestere a continutului de Chl,, Chly, si al Cary.. (Elodea canadensis: Chly 16%, Chly
63%, Cary+c 96%, Salvinia natans Chl, 43%, Chl, 4,6%, Cary.c 83%, Lemna minor Chl,, 48%,
Chl, 42% Cary+c 56%). Aceste rezultate sugereaza ca aceste specii acvatice sunt mai putin

afectate de toxicitatea metalelor grele.

Rezultatele obtinute sunt in concordanta cu cele din literatura de specialitate. S-a observat
manifestari de fitotoxicitate la planta acavtice Lemna gibba prin decolorarea frunzelor si prin

scadere semnificativa a pigmentilor fotosintetici in timpul bioacumulari metalelor Cu si Zn [18].

Conform rezultatelor obtinute si a caracteristicilor fiziologice/morfologice, Elodea
canadensis, Salvinia natans si Lemna minor au fost selectate pentru evaluarea raspunsul
biochimic a plantelor la toxicitatea de Cd din solutii mono- si multimetalici, prin analize a
proteinelor totale, a acidului ascorbic si al compusilor tiolici (glutationa, fitochelatina si produsii

lor de degradare)

4.3.2. Analiza proteinelor totale

Proteinele sumare au fost izolate din plantele acvatice (Elodea canadensis, Salvinia
natans si Lemna minor) dupa procesul de fitoextractie a metalului de Cd (in sisteme mono- si
sisteme multimetalice: Cu, Zn si Cd, avand concentratia initiald de metale grele de 65 pUM/L).
Proteinele au fost izolate si determinate conform recoméandarile lui Wang si colab. [19, 20].si

Bradford si colab.[21] folosind ca standard albumina serica bovina.
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Fig. 4. Variatia proteinelor totale din plantele martor si dupa fitoextractie in sistem mono- si
multimetalic (C- martor, Cd- sistem monometalic , M- sistem multimetalic continand: Cu, Zn si

Cd). Literele reprezinta diferentele significante la valori de P<0.05

Plantele acvatice s-au caracterizat prin dozarea proteinelor totale dupa experimentele de
fitoextractie. Comparand rezultatele obtinute dintre cele trei specii, Se remarca o crestere
cantitativa ai proteinelor totale dupa tratamentul monometalic de Cd Tn speciile Elodea
canadensis si Salvinia natans (Fig. 4). Tn cazul sistemelor multimetalice, se pot observa
dimunuari a continutul de proteine totale in speciile Elodea canadensis si Lemna minor
(micsorare cu 45,4% si cu 18% fata de martori). Rezulatele controversate demosntreaza
schimbari in metabolismul plantelor (indusa de stresul abiotic) care pot fi explicate prin doua
modalitati: 1. sinteza unor noi proteine care ar reprezinta 0 modalitate de adaptare sau
supravetuire la conditiile de stres; 2. degradarea proteinelor existente care reprezinta efectul
negative al metalelelor grele si inhibarea proceselor vitali. Rezultatele sunt in concordanta cu alte

rapoarte aparute in literatura de specialitate [22], [23] [24, 25].

4.3.3. Antioxidanti indicatorii biochimici la stresul abiotic

Stresul abiotic genereaza variatiea si sinteza a mai multor antioxidanti (non-enzimatice si
antioxidanti enzimatice) in plante [26]. Acidul ascorbic (ASA) si glutationul (GSH) sunt
antioxidanti cunoscuti avand rol esential in mecanismele de aparare asupra stresului abiotic, prin

ciclul ascorbat-glutation in reglarea echilibrului redox al celulelor vegetale. Conform unor date
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din literatura, diverse sisteme antioxidante cum ar fi acidul ascorbic, compusi tiolici pot lega si

ajuta la neutralizarea radicalilor liberi aparuti in timpul stresului cu metale grele [27].

Astfel, GSH impreuna cu oligomeri glutationei ([y-Glu-Cys] Gly), numite fitochelatine,
participa la sistemul de aparare a plantelor prin detoxifierea metalelor grele si prin mentinerea
homeostaziei metalice prin complexarea transportarea, si depozitarca metalelor grele in
vacuolele celulelor [28] [29].

4.3.4. Analiza acidului ascorbic

Pentru a evalua raspunsurile plantelor la stresul abiotic, s-au efectuat analize cantitative a
acidului ascorbic. Acid ascorbic (AsA) si acidul dehidroascorbic (DHA) din plantele acvatice au
fost izolate conform metodei descrise anterior de Szalai si colab. [30] si s-au determinat prin
analize cromatografice de inalta performanta (HPLC). Raportul formelor oxidative si reductive a
acidului ascorbic au fost caracterizate prin determinarea potentialul redox utilizind ecuatia lui

Nernst. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Fig. 5.
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Fig. 5. Variatia acidului ascorbic (forma oxidativa/ DHA si reductiva/AsA) din plante

acvatice dupa fitoremediere Tn solutii mono- (Cd) si multimetalice (M) si la plante martor (C)

S-a observat o crestere semnificativa a acidului ascorbic si a acidului dehidroascorbic

(AsA+DHA) in speciile Salvinia natans si Lemna minor fata de martori, dupa experimentele de
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fitoextractie Tn solutii multimetalice. Datele experimetale obtinute reflectda 0 crestere de 133%
pentru AsA si 250% pentru DHA 1n Salvinia natans si 0 crestere de 114% pentru AsA si 102%
pentru DHA n cazul Lemna minor. Aceste rezultate sugereaza activarea proceselor de aparare
ale plantelor, ceea ce este In concordanta cu capacitatea lor de acumulare a metale grele Cu, Zn
sau Cd. S-a demonstrat din experimentele noastre anterioare (Buta si colab. [31]) ca plantele
Salvinia natans si Lemna minor au capacitati remarcabile pentru acumularea metalelor grele din

solutii mono-, precum si din solutii multimetalice.

Tn paralel, s-a constatat un efect de diminuare a acidului ascorbic in Elodea canadensis
(cu scadere de 80% pentru AsA si 62% pentru DHA fata de martor) dupa experimentele de
fitoextractie. In contextul celor prezentate putem concluziona faptul ci ativitatea procesului
metabolic de aparae al Elodea canadensis este inhibat de prezenta metelelor grele. Tn literatura
de specialitate s-a raportat in cazul unei specii de orz sensibilitatea si intoleranta plantei la stresul

indus care a fost colerata cu concentratia scazuta de AsA in timpul tratamentului de Cd [34].

4.3.5. Analiza compusilor tiolici

Un alt aspect important pentru a determina efectul metalelor grele, a fost analiza
compusilor tiolici: cisteina (Cys), cistin (cystine), cisteinil-glicina (Cys-Gly), y-glutamil-cisteina
(y-Glu-Cys); glutation (GSH), bisulfura de glutation (GSSG), bis-y-glutamil-cisteina (bis-y-Glu-
Cys), cistinil-bis-glicina (Cys-bis-Gly), si dozarea fitochelatinei (PCs) si determinarea activitatii
fitochelatinelor (PCS). Compusii tioloci au fost determinati prin analize HPLC conform
recomandarilor din literatura de specialitate [32, 33] [34, 35]. Rezultatele obtinute sunt

reprezentate in Fig. 6.

20



agyss moys o5 Cyssacys GblsrGutys BTGy  F bisv-GhCys/2v-Ghicys b

s a0
w =« a
; | .
& w05
£ + 50 & E
w3 o° N o Bl ]
2 b z 2 b 0 3
2 . ws f= H . 5 i
£ . H 100 §
e g 5:.: . B 3
4 ug . i
Qs b s . d ur
Z 20 2
G 2 1o
L e &0
Q 9
140 3
5 . E 8 s b 160
c 4 a ¢ = 4 s
4 g s c et E
. — e a2 160 .l & 180
Elodea Salvinia Lomna Elodea Salvinia pp—
canadensis natans minor canadensts. natans. ninor
€ cd " c ed " c cd M c ca " c cd " [ ca "
C. ) oGSSG  @GSH  «E- GSSGRGSH ¢ D. = °

oCysbis-Gly  mCysGly *E- Cv bis-Gly/2Cys-Gly

|

SR
iﬁw:i i i ii:m,uuiu

£ canadensis S natans t minor Elodea canadensis Salvinia natans Lemna minor

'3-, (rmolg fresh weigH)

GSHHGSSG (nmolig fresh weight)

Cys-Gi Cysh

Fig. 6. Variatia compusilor tiolici dupa experimentele de fitoremediere Th comparare cu
proba martor: A. cistein/cisteina (Cys/CySS); B. cisteinil-glicin/cisteinilbisglicin (CG/C-bic-G),
C. Gamma-glutamylcistein/bis-gama—glutamilcistein (y-GC/bis-y-GC), D. Gluation/ bisulfura de

glutation-(GSH/GSSG) (C = planta martor, Cd = sistem monometalic, M = sistem multimetalic)

Tn urma expuneri la solutii monometalice, s-a detectat o descrestere de Cys si CySS in
plantele acvatice Lemna minor si Elodea canadensis. Cu toate acestea in , s-a remarcat o tendinta
de crestere ai Cys, cystine , y-glutamilcisteina (y-Glu-Cys) si ai GSH, prezentand concentrati mai
mari de 1.21, 1.2, 9.15 si de 1.32 ori comparand cu martori la specia Lemna minor dupa
fitoextractia sistemului multimetalic. Astfel, s-a observat, ca specia Salvinia natans contine un

nivel mai scazut de compusi tiolici in comparatie cu celelalte specii

Fitochelatinele (PC) sunt sintetizate din GSH si sinteza de PC este catalizata de enzima y-
Glu-Cys dipeptidil transpeptidaza (CE 2.3.3.15), numit fitochelatin sintaza (PCS). Pentru a
analiza Tn continuare adaptarea plantelor la stresul indus, cantitatile de PC si ai enzimei PCS s-au

determinat prin analiza HPLC.
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Tn figura Fig.7 si Tabelul 6. sunt prezentate rezultatul obtinut ai plantelor acvatice in
urma experimentelor de fitoextractie (experimnte mono si multimetalic, folosind 0 concentratie

intiala de 65 uM/L de metale grele).

PCS activity (pktal/g fresh weight)
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Fig. 7. Variatia PCS din plante acvatice dupa experimentele de fitoextractia a solutilor
monometalic de Cd si multimetalice de Cu, Zn si Cd in comparae cu valorile plantei martor.

(literele reprezinta diferentele significante la valori de P< 0.05)

In urma rezultatelor obtinute, au fost identificate doua tipuri de fitochelatine: PC; si PC3
din specile Salvinia natans si Eldoea canadensis. Pe de alta parte, s-a constatat aparitia unor noi
PC-urile cu grad mai ridicat de polimerizare in cazul plantei acvatice Lemna minor dupa
experimentele de fitoextractia din solutii mono- si multimetilce. Prezenta acestor noi
fitochelatine: PC4, PCq si PC7 au fost atribuite ca si raspuns la efectului toxic de Cd. Rezultatele
sunt In concordanta cu alte observatii aflate din literatura de specialitate, raportand ca in alge
verzi Micrasterias ionii de Cd pot induce sinteza fitochelatinelor PC,, cu grad mai ridicat de

polimerizare n intervalul de n =2 - 5.

In contextul celor prezentate, putem concluziona ci cercetirile efectuate pun in evidenta
in primul rand capacitatea remarcabild de fitoextractie ai plantei Lemna minor si raspunsurile
biochimice corespunzitoare la stresul abiotic prin sinteza si aparitia PC-urile cu grad mai ridicat
de polimerizare. Tn general fitochelatinele sunt cunoscute ca chelatori de metale grele avand rol

important Tn complexarea, transportarea si depozitarea metalelor grele in celule vegetale.
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Table 6. Varianta PC din plantele acvatice dupa experimentele de fitoremediere in solutii mono-

si multimetalice in comparare cu matori (steluta * reprezinta diferentele significante la valori de

p< 0.05)
) PCs (nmol/g fresh weight)
Species PCs
C Cd M
PC, 1.88 £0.42 1.34* £0.43 1.36* 0.2
Elodea
. PCs 15.96 £1.7 13.38 +2.1 15.94 +1
canadensis
Total 17.84+1.0 14.72+1.3 17.32+0.9
PC, 2.19 £0.073 1.51* +0.5 0.70* £0.05
Salvinia natans PC; 16.30 £1.3 16.42*+0.3 12.16*t1.4
Total 18.49+1.1 17.93+0.4 12.86*+0.8
PC, 0.96 £0.13 1.32* +0.46 1.23 £0.26
PCs 9.87 0.7 12.61* £1 14.36* £1.1
) PC4 0 4.07+0.7 8.86 0.9
Lemna minor
PCs 0 42.22+0.57 51.30 £+0.4
PC; 0 44.31+0.5 33.89 £0.7
Total 10.83+0.8 119.25*+1 109.64*+0.7
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4.4. Selectia poluantilor organici pentru studii de fitoextractie
4.4.1. Coloranti trifenilmetanici

Doi coloranti trifenilmetanici: cristal violet (CV = crystal violet) si verde malachit (MG =
mamachite green) au fost selectati ca si poluanti organici pentru experimentele de fitoextractie
folosind diferite plante acvatice. Colorantii trifenilmetanici au fost alesi pentru studii de

fitoremediere datorita efectelor toxici, efecte mutagene si cancerigene [39]. [40].
4.4.2. Materiale si metode experimentale
Material vegetal si conditiile de crestere

Plantele acvatice plutitoare: Lemna minor, Salvinia natans si planta acvatica submersa:
Elodea canadensis au fost selectate pentru experimente de fitoextractie datorita proprietatilor
fizice si biologice corespunzatoare cat si toleranta lor ridicata la stresul abiotic. Plantele au fost
crescute in sera Universitatii de Stiinte Agricole si Medicind Veterinard din Cluj-Napoca,
Romania, cu adaos de Complexul III ingrasamant (0,5%). Dupa perioada de crestere (30 zile), au

fost utilizate pentru experimente de fitoextractie.

Metode analitice pentru dozarea colorantilor trifenilmetanici

Solutiile de lucru au fost preparate prin diluarea solutiilor stoc CV si MG (1 g/L) cu o
solutie nutritiva Hoagland.[36]. Concentratia colorantilor CV and MG din solutiile apoase au fost
determinate prin metode spectrofotometrice (CV A max = 590 nm si MG A max = 618 nm)
folosind un spectrofotometru UV-vis cu dublu fascicul (UV-Vis: GBC Cintra 202). Procesul de

fitoextractie a fost caraterizat prin determinarea eficientei si capacitatii de fitoextractie.

Eficienta de indepartare a colorantilor s-a obtinute prin intermediul ecuatiei (2), unde E
(%) este eficienta elimindrii de colorant, C; este concentratia initiala de colorant si Cr este

concentratia colorantului finala din solutiile apoase (mg / L).

C.-C,
-100
¢ 0

Capacitatea de fitoextractie a plantelor acvatice au fost calculate dupa formula (3), unde

E(%)=

Qmax €Ste capacitatea de absorbtie ai plantei (mg/g), C; este concentratia initiala de CV sau MG
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(mg /L), Cs este concentratia finala de colorant (mg / L), V este volumul solutiei (L), iar m este

cantitatea de plante (g).

qmaxz(ci_cf)'% 3)

4.4.3. Influenta parametrilor experimentali asupra procesului de fitoremediere a

colorantilor

Tn vederea stabilirii conditilor experimentale optime de fitoextractie s-a studiate influenta
urmatorilor parametri: efectul cantitatii de plante; efectul concentratiilor initiale ai colorantilor;

efectul pH-1ui initial si efectul temperaturii.

Influenta cantitatii de biomasa

Pentru a studia influenta cantitatii de biomasa asupra procesului de fitoextractie, au fost
testate diverse cantitati de plante intre 1 si 5 g, material vegetal proaspat (FW). Rezultatele
experimentale obtinute Tn urma studiului de fitoextractie, sunt prezentate in Fig. 9 in cazul

plantei acvatice Salvinia natans.

,( *
) ocv
*

1 2 3 4 5
m Salvnigia natans (g, FW)

Fig. 9. Variatia eficientei (E%) de fitoremediere in functie de cantitatea de biomasa (Salvinia
natans m=1-5 g (FW), C; =50 mg/L, V = 0.2 L, t = 23 £2 °C. Steluta * reprezinta diferentele
significante la valori de p< 0.05)

Analizand rezultatele obtinute se poate observa ca procesul de fitoremediere este
influentat de cantitatile de biomasa utilizate. S-a observat ca odatd cu cresterea cantitatii de

plante creste si eficienta de eliminare (E, %) a colorantilor. Acest rezultat poate fi explicat prin
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faptul ca odata cu cresterea cantitatii de planta creste si numarul centrilor activi (gruparile
functionale) de pe suprafata biomasei prin care este retinut poluantul organic din solutii apoase
(fitosorptia), oferind si posibilatea de a creste capacitaitea de asimilare (fitoextractia-

fitoaccumularea) a colorantului prin partile vegetative.

Cea mai mare eficienta de indepartare s-a obtinut la 5 g de biomasa (in stare proaspata,
FW) in cazul colorantului CV utilizand specia Salvinia natans (Fig. 9.). Analizand valorile a
eficientelor de indepartare la cantititi de 3, 4 si 5 g de planta (FW) se poate observa ca
diferentele nu sunt considerabile, astfel cantitatea de 4 g s-a ales ca o cantitate de biomasa

optima pentru experimente ulterioare de fitoremediere.

Influenta concentratiilor initiale de coloranti

Concentratia initiala de colorant este un factor important in procesul de fitoremediere.
Eficienta si capacitatea de retinere a plantelor acvatice in functie de concentratia initiala a
colorantului CV si MG au fost studiate intr-un domeniu de concentratie intre 20-90 mg/L
utilizand Elodea canadensis, in intervalul de 20-150 mg/L la Salvinia natans precum si intre 40-
300 mg/L in cazul Lemna minor. Rezultatele obtinute in cazul experimentelor cu specia Elodea
canedensis sunt prezenntate in Fig. 13. Conform rezultatelor obtinute, Se poate observa ca
eficienta de fitoremediere a plantelor acvatice a fost atins cu ceaq mai amre eficienta la
concentratii initiale mai mici.

100 4
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Fig. 13. Variatia eficientei de fitoextractie a colorantului CV cu planta acvatica Elodea
canadensis in functie de concentratia initiala (C; = 20 - 90 mg/L, Mpane =4 g (FW), V=02 L, t=

23 £2 °C. Steluta * reprezinta diferentele significante la valori de p< 0.05)
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Datele experimentale reflecta, cd plantele acvatice au capacitatea de a tolera si de a
indeparta concentratii mari de coloranti (C; > 70 mg/L). Astfel odata cu decresterea eficientei de
retinere o tendintd de crestere are loc in capacitate de fitoextractie a plantelor acvatice. In
contextul celor prezentate, putem conclude ca plantele acvatice pot suferi de o saturatie in timpul
experimentelor la concentrati mai mari. In acest caz majoritatra gruparilor functionale de pe
suprafata si Tn interiorul plantelor sunt ocupate, limitdnd fitoextractia. Concentratia initiald a
colorantului este o importanta forta motrica pentru a depasi rezistentele de transfer de masa intre

colorant si a suprafata de adsorbtie in faza apoasa [45].

Influenta pH-lui initial

Tn general, pH-ul mediului are o influentd majora in mod direct asupra sistemelor vii
afectdnd functiile lor biologice si biochimice, mobilitatea si disponibilitatea poluantilor cat si
asimilarea unor nutrienti esentiali [37, 38]. Eficienta procesului de fitoextractie a colorantilor de
CV si MG au fost studiate la diferite pH-uri initiale in intervalul de pH intre 2-9 in cazul CV si
intre valori de 2-7 in cazul MG. Rezultatele obtinute ai plantei acvatice Lemna minor sunt

prezentate in Tabelul 9.

Cea mai mare eficientd de indepartare a fost masurata la valoarea pH-lui initial de 8 in
cazul colorant de CV si la pH initial 7 in cazul colorantul de MG (Table 9). Astfel s-a observat ca
in urma determinarilor experimentale de fitoextractie, pH final al solutiilor apoase este
echilibrata la valoarea de pH 7 (+0,56). Aceastd comportare poate fi atribuita reactiilor
metabolice ale plantelor care implica consumul, productia sau transferul de protoni sau eliminari
a unor produsi de excretie ca Si acizii oxalici, acetici, fumarici, citrici, acizii uronici si
polizaharide in timpul proceselor de fitoremediere. Transportul activ sau pasiv a ionilor de H”,
difuzarea acizilor slabi sau a bazelor slabe, schimbarile de ioni si raspunsurile biochimice
conduc la modificari de pH (pe ambele parti ale membranei celulare, extra- sau intracelular )[39]
[40].
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Tabel 9. Varianta eficientei de fitoremediere in functie de pH-I initial, in cazul plantei Salvinia
natans (Salvinia natans myjant = 4 g (FW), Ci =50 mg/L,V =0.2 L, t =23 £2 °C).

The initial pH of The final pH of the Dye removal efficiency

Dye the dye solutions dye solutions (E = %)
3.09 6.52 68.054
51 7.1 88.432
Ccv 7.02 7.33 88.316
8.5 7.49 88.4737
9.9 8.33 88.155
3.06 3.8 28.8415.6
4 5.98 45,99 +4.76
MG 5 6.63 69.03 +3.69
6 6.84 81.85+3.70
7 7.26 85.28+2.61

Influenta temperaturi

Influenta temperaturii asupra procesului de fitoextractie a colorantilor CV si MG folosind
plante acvatice, au fost studiate la trei valori diferite de temperatura, in intervalul 5 - 40 °C,

rezultatele obtinute sunt prezentate in Fig. 15 in cazul speciei Elodea canadensis.
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Fig. 15. Variatia eficientei de fitoextractie a colorantului CV cu planta acvatica Elodea
canadensis in functie de temperatured (Mpjant = 4 g (FW), Ci =30 mg/L CV dye, V=0.2 L.

Steluta * reprezinta diferentele significante la valori de P< 0.05)
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Analizand rezultatele obtinute se remarca o tendintd de micsorare nesemnificativi n
eficienta procesului de fitoextractie, comparind cu rezultatul de la temperatura camerei. Tn cazul
macrofitei submerse compozitia membranelor de plasma se schimba la temperaturi scazuta
influentand permeabilitatea si asimilarea nutrientilor sau al poluantilor organici prin membrana.
Asa cum era de asteptat, datele experimentale obtinute reflectd ca retinerea colorantului CV de
plantele acvatice este optoma la temperaura mediului ambiant (23°C). Aceste informatii pot fi

avantajoase din punct de vedere economic in vederea aplicari metodei la ape uzate industrial.

4.5. Analize spectrale
4.5.1. Studii spectroscopice FTIR

Rezultatele analizei spectrald de absorbtie in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR) s-
au analizat prin comparare ntre spectrelor plantelor martori si a celor tratate cu coloranti. Fig.

16. a. prezinta rezultatele obtinute in cazul plantei Lemna minor cu colorantul CV.

Transmittance (%)
NN N

3500 3doo 2800 2000 1800 1000 sho
Wavenumber (cm )

Fig.16. a). Analiza spectrala FTIR a bioaccumularii de CV in Lemna minor: CVmartor
(A); Lemna minor martor (B); spectrul inregistrat din biomasa dupa experimentele de

fitoextractie (C).

Analiza spectrelor a pus in evidentd schimbarile majore in cazul spectrul inregistrat din
biomasa dupa experimentele de fitoextractie si S-a observat aparitia unor noi benzi de vibratie la

1587, 1363 si 1172 cm™ .Prezenta noilor benzi de absorbtie de la 1587 si 1363 cm™ sunt atribuite
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benzilor de vibratie specifice al benzenului mono-subsituit si para-disubsituit din structura
colorantului. Banda de la numarul de undi de 1172 cm™ indici vibratia de alungire a gruparii C-
N din structura aromatica . Aparitia benzilor caracteristice a colotrantului in spectrele pentru
Lemna minor dupd experimentele de fitoextractie indica Tn mod clar fitoextractia si

bioaccumularea colorantului din solutile apoase in planta.

4.5.2. Spectroscopie de raze X cu energie dispersiva (EDS)

Spectroscopia cu energia dispersiva cu raze X (EDS- Jeol JEM 5510LV, Japonia) s-a
folosit pentru analiza cantitativa relativa de elemente specifice din plantele acvatice in urma

fitoextractiei in comparare cu planta martor.

Din Tabel 11 se observa o variatie in compozitia elementelor specifice a plantei acvatice
dupa expunerea la solutia cu coloranti trifenilmetanici. S-a constat o tendintd de descrestere
significanta a ionilor de Na, Si, P, S, Cl, K, Fe si Cu dupa experimentele efectuate cu colorantul
MG, si a ionilor Si si P in cazul tratamentelor cu CV. Aceste scaderi simultane de elemente ar
putea sugera efectul stresului indus de colorantii trifenilmetanici in metabolismul plantei

acavatice Salvinia natans.

Elementele P, S si K au un rol deosebit de important in metabolismul celulor vii cum ar fi
activarea enzimelor, sinteza proteinelor, fotosinteza sau transferul de energie astfel avand rol de
contribuiere in sistemele de aparare impotriva stresului biotic si abiotic [41-44]. Deficienta
elementelor mentionate pot avea efecte inhibitoare in crestere si pot induce scaderea activitatii
fotosintetice in plante. [45]. Astfel, deficienta elemtelor din plante acvatice pot fi explicate prin
schimbadrile permeabilitatii membranelor celulei (eliberarea unor elemente in solutiile apoase) si

prin descompunerea tesuturilor moarte a plantei.

In contextul celor prezentate putem conclude ci plantele acvatice aflate sub stresul
abiotic indus de coloranti trifenilmetanici, prezinta o asimilare dezechilibrate a elementelor
esentiali, provocand tulburari in distributie si transportul intern a poluantilor si mineralelor

esentiali.
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Table 11. Valorile cantitativa a elementelor specific din planta Salvinia natans martor in
conparatie cu valorile din planta dupa experimentele de fitoextractie a coloransilor CV si MG.
(Ci =100 mg/L, V =250 mL, T = 23 £2 °C, perioada de fitoextractie 12 zile; steluta * reprezinta

diferentele significante ai valori, p< 0.05).

Wt (%) Content
Wt (%) Content of
Wt (%) Content of the plant after

the plant after the

Nr. Elements of the control the
phytoextraction of )
plant phytoextraction
MG
of CV
1 C 52.98 £1.42 46.63 +£3.66 53.25 +5.73
2 N 4,33 £0.41 4,72 £0.73 5.92 +0.55*
3 @) 28.31 +£1.79 32.23 £1.85 25.21 £2.04
4 Na 0.83 £0.15 0.08 £0.01* 0.37 £0.07
5 Al 0.16 £0.02 0.94 £0.27 0.13 £0.03
6 Si 2.44 +0.67 7.17 £0.65* 0.18 +0.13*
7 1.90 £0.17 0.45 +£0.11* 0.74 £0.25*
8 S 1.40 £0.26 0.24 £0.11* 0.92 £0.27
9 Cl 1.19+0.11 0.08 £0.14* 45+2.16
10 K 3.07 £0.52 0.23 £0.07* 6.61 £3.17
11 Ca 2.75 £0.8 5.73 £0.9 1.50 +£0.67
12 Fe 0.41 £0.21 1.23 £0.35* 0.43 £0.31
13 Cu 0.26 £0.11 0* 0.16 £0.04
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4.5.3 Microscopie electronica de baleiaj (SEM)

Suprafata plantei acvatice, Salvinia natans fost studiata pe baza unui microscop eletronic
de baleiaj (JEOL (USA) JSM 5510 LV SEM). Rezultatele obtinute in cazul experimentelor de
fitoextractie a colorantului MG folosind planta Salvinia natans este prezentatd in Fig.19. S-a
constat ca planta acvatica are o suprafata aspra, poroasa Cu 0 structura fibroasa si eterogena, care

dupa procesul de fitoremediere devine saturata de moleculele colorantului MG.

Fig. 19. Imaginastica SEM pentru Salvinia natans(a) martor si dupa experimentele de

fitoextractie a coloratului de MG.

4.5.4. Spectroscopie UV-Vis

Pentru a analiza colorantii trifenilmetanici acumulati in plantele acvatice, acestea au fost
»re-extrase” din plantele acvatice dupd experimentele de fitoextractie. Rezultatele sunt prezentate
in Fig. 20. Rezultatele demonstreaza ca celulele plantei contin coloranti intr-o forma intacta, fara
degradare. Benzile de absorbtie la lungimile de unda specifice colorantilor CV si MG sunt

similare cu benzile ai colorantilor martori.
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Fig. 20. Spectrele UV-Vis a colorantilor CV a) si MG b) martori(A), coloranti
fitoacumulate in Lemna minor (B), spectrul pentru planta acvatica martor (C)

4.5.5. Caracterizarea procesului de fitodergaradare

Metoda de cromatografie in strat subtire (TLC) s-a folosit pentru a analiza produsii de
fitodegradare in timpul procesului de fitoextractie ai colorantilor trifenilmetanici din solutii
apoase. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Fig. 22 Tn cazul plantei acvatice Salvinia natans.

Astfel rezultatele indica posibilitatea de fitodegradare ai colorantilor trifenilmetanici.

a)

Fig. 22. Analiza TLC a colorantilor matori (CV si MG) si a metabolitilor pron degradarea

b)

colorantilor CV (a) si MG (b) dupa experimentele de fitoextractie, folosind planta Salvinia

natans

4.5.6. Analiza pigmentilor fotosintetici

Efectele stresului indus de coloranti trifenilmetanici au fost caracterizati prin variatia
pigmentilor fotosintetici: clorofila a (Chl,) si clorofila b (Chly), precum si a carotenoizilor totali

(Cary + ¢: xantofile si carotenoizi) ale plantelor acvatice. Rezultatele obtinute sunt prezentate in
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cazul plantei Elodea canadensis dupa experimentele de fitoextractie a colorantului CV (Fig. 24).
Analizand rezultatele obtinute se poate observa cd concentratia pigmentilor fotosintetici se
micsoreaza si sunt influentate negativ de concentratia initiald a colorantului CV utilizat, avand o

decrestere significanta de 66% si 72% 1n cazul Ci =70 mg/L si Ci =90 mg/L.
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Fig. 24. Analiza catitativa a pigmentilor fotosintetici dupa experimenele de fitoextractie a

colorantului CV(C; = 20-90 mg/L) in compare cu planta martor (0).
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5. Concluzii generale
Studii de fitoextractie a metalelor grele Cu, Zn, si Cd

S-a demonstrat posibilitatea de utilizare a urmatoarelor plante acvatice Elodea
canadensis, Eichhornia crassipes, Salvinia natans, Lemna minor, si Pistia stratiotes n
eliminarea metalele grele Cu, Zn si Cd din solutii apoase mono si multimetalici prin metoda de

fitoextractie.

« Tn sistemele monometalice cea mai mare capacitate de acumulare a metalelor grele s-a
constatat la specia Salvinia natans (4.719 mg/g DW Cu, 2.236 mg/g DW Zn, si 1.901 mg/g DW
Cd) si Pistia stratiotes (3,83 mg/g DW de Cu , 2.069 mg/g DW Zn si 1.704 mg/g DW Cd).
Rezultatele au demonstrat cd natura plantei acvatice joaca un rol important in procesul de

fitoacumulare a metalelor grele.

« In cazul sistemelor multimetalice s-au observat efecte sinergetice in acumularea
metalelor grele. S-a constatat o tendinta de crestere in capacitatea de fitoacumulare a cadmiului
la specile Eichhornia crassipes si Pistia stratiotes (3,97 mg/g DW, si 4,17 mg/g DW de Cd, care
sunt de 2 ori si de 2.5 ori mai mari fatda de rezultatele in sisteme monometalice). Lemna minor a
acumulat cu 7 ori mai mult Cu, de 11 ori mult Zn si de 4,5 ori mai mult Cd (10,81 mg/g DW la
Cu, 4,89 mg/g DW la Zn, 2.784 mg/g DW la Cd), comparand cu rezultatele din sistemele
monometalice. Tn cazul Salvinia natans si Elodea canadensis acumularea metalelor in sistem
multimetalic nu a prezentat aceeasi tendinta de crestere, numai acumularea de Zn in cazul Elodea

canadensis si de Cd a crescut in timpul acestor tratamente.

* Rezultatele obtinute demonstreaza ca bioacumularea metalelor grele nu e repartizata
proportional in partile vegetative, metalele grele sunt fitoacumulate in concentratii mai mari in
radacini (70%). O exceptie sunt ioni de Cu, care au fost acumulati In concentratii mai mari in
frunzele din planta Pistia stratiotes (valoare cu 46.5% mai mare decat concentratiile din
radacini).

o S-a demonstrat ca acumularea metalelor grele activeaza diverse mecanisme de protectie
in plantele acvatice. Plantele reactioneaza la efectul stresului indus prin mai multe procese

biochimice care sunt considerate "indicatori" a stresului abiotic.
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e Metalele grele au o influentd negativa asupra cantitatii pigmentilor fotosintetici (clorofila
a, b si carotenoidelor). Dupa experimentele de fitoextractie Tn sisteme multimetalice s-a
constatat o tendinta de descrestere in cazul specilor Pistia stratiotes si Eichhornia crasipes
(descrestere cu 84.3% in Chl,, 75.2% in Chly,, 92% Cary.. la Pistias stratiotes iar cu 89.6%
in Chly, 87.% in Chly,, 39.9% in Carx.c in cazul Eichhornia crassipes).

e Acumularea metalelor grele din soluti mono- precum si multimetalice conduc la
schimbari de concentratie a proteinelor totale din plantele acvatice. Astfel s-a constatat
doua tipuri de raspunsuri ale plantelor acvatice: sinteza unor noi proteine, care ar reprezinta
o modalitate de adaptare sau supravetuire la conditiile de stres la speciile Salvinia natans si
Lemna minor; sau degradarea proteinelor existente care reprezinta efectul negative al
metalelelor grele si inhibarea proceselor vitali la specia Elodea canadensis.

e Rezultatele obtinute Tn cazul dozari acidului ascorbic si al acidului dehidroascorbic (AsA
si DHA) din plantele acvatice, prezinta o tendinta de crestere al AsA si DHA dupa
experimentele de fitoextractie la Salvinia natans si Lemna minor, indicand astfel activarea
proceselor de aparare la stresul oxidativ pentru aceste specii.

e Un alt aspect important pentru a determina efectul metalelor grele, a fost analiza
compusilor tiolici: cisteina (Cys), cistin (cystine), cisteinil-glicina (Cys-Gly), y-glutamil-
cisteina (y-Glu-Cys); glutation (GSH), bisulfura de glutation/disulfit glutation (GSSG), bis-
y-glutamil-cisteina  (bis-y-Glu-Cys), cistinil-bis-glicina (Cys-bis-Gly), si dozarea
fitochelatinei (PCs) si determinarea activitatii enzimelor fitochelatinici (PCS). S-a observat
in cazul Lemna minor o tendintd de crestere in cistind, Cys, si GSSG care a fost atribuita
mecanismului de aparare a plantei la stresul abiotic.

¢ Rezultate remarcabile au fost obtinute in cazul analizei cantitative a fitochelatinelor (PC).
Au fost identificate doua tipuri de fitochelatine: PC, si PC3 din specile Salvinia natans si
Eldoea canadensis. Pe de o alta parte, s-a constatat aparitia unor noi PC-urile cu grad mai
ridicat de polimerizare Tn cazul plantei acvatice Lemna minor dupa experimentele de
fitoextractia ale solutiilor mono- si multumetilce. Prezenta acestor noi fitochelatine: PCy,
PCs si PC; au fost atribuite efectului toxic al cadmiului, fitochelatinele sunt cunoscute ca
chelatori de metale grele avand rol important in complexarea, transportarea si depozitarea

metalelor grele in celule vegetale.
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Studii de fitoremediere a colorantilor trifenilmetanici

Plantele acvatice Elodea canadensis, Salvinia natans si Lemna minor au fost selectate

pentru studiile de fitoextractie a colorantilor cristal violet (CV) si verde malachit (MG) din

solutii apoase. Procesul de fitoextractie a fost caraterizat prin determinarea eficientei si

capacitatii procesului.

e S-au obtinut conditiile optime de fitoextractie, prin studiul influentei urmatorilor parametri:

efectul biomasei; efectul concentratiilor initiale ai colorantilor; efectul pH-lui initial si

efectul temperaturii.

O

S-a constata un efect benefic asupra eficientei de indepartare prin cresterea cantitatii
de planta: cea mai mare eficienta de indepartare a fost obtinuta la 3 si 4 g de plante in
stare proaspata (folosind Cj = 100 mg/L al colorantilor CV si MG la Lemna minor; C;
= 50 mg/L de coloranti in cazul Salvinia natans, si C;j = 30 mg/L de coloranti la
Elodea canadensis).

Cea mai mare capacitate de retinere a fost atinsa la concentratii initiale mai mari (la
Ci = 90 mg/L, folosind Elodea canadensi, C; = 120 mg/L folosind Salvinia natans, si
la C; = 300 mg/L folosind Lemna minor.).

Rezultatele prezentate sublineaza faptul ca natura plantelor acvatice au un rol
important in fitoremediere, avand diferite capacitdti si eficienta de retinere asupra
colorantilor trifenilmetanici. Astfel, s-a observat ca specia Lemna minor este mai
potrivitd pentru indepartarea colorantilor trifenilmetanici din solutii apoase, ceea ce s-
a explicat prin proprietatile morfologice si fiziologice a palntei.

Eficienta procesului de fitoextractie a colorantilor de CV si MG au fost studiate la
diferite pH-uri initiale in intervalul de 2 - 9 in cazul CV si intre valori de 2 - 7 in cazul
MG. Astfel s-a observat ca in urma determinarilor experimentela de fitoextractie pH
final al solutilor apoase este echilibrat la valoarea de pH 7. Aceasta comportare poate
fi explicata prin reactii metabolice ale plantelor si anume consumul, productia sau
transferul de protoni sau eliminari produsilor de excretie in solutiile apoase.

S-a constatat la studiul infuentei de temperatura ca procesul de fitoextractie cu cea
mai mare eficienta de indepartare a colorantilor trifenilmetanici au fost efectuate la

temperaturile camerei (23 £3 °C).

37



Analize spectrale

e Rezultatele analizei FTIR indica in mod direct bioacumularea colorantilor trifenilmetanici a
plantelor acvatice. Aparitia noilor benzi de absobtie aparute in spectrele plantelor dupa
fitoextractie sunt atribuite benzilor specifice a colorantilor CV si MG in domeniul 2000 -
1000 cm™.

e Rezultatele analizelor spectroscopice UV-Vis si FTIR indica ca plantele acvatice au
capacitatea de fitoacumulare a moleculelor de CV si MG in forma intacta. Analiza TLC
sugereaza posibilitatea de degradare a colorantilor trifenilmetainici in rizosfera in timpul
fitoremedierii.

e Analizele EDS precum si dozarea pigmentilor fotosintetici reflectd schimbéri majore in
compozitia elementara si in continutul de Chl,, Chlp precum si in Cary.c indicdnd impactul
stresului abiotic. Astfel capacitatea de retinere a plantelor acvatice sunt asociate cu efectele
negative asupra proceselor biochimice are loc dereglarea proceselor metabolice.

e Suprafata plantelor acvatice au fost caracterizate prin technici microscopice electronice
avansate (SEM). Rezultatele prezinta ca suprafata plantelor sufera modificari morfologice in

cursul experimentelor de fitoextractie.

Modele ale izotermelor de adsorbtie si studii cinetice pentru descrierea procesului de

fitoextractie

e Pentru modelarea cineticd a procesului de fitoextractie a colorantului CV si MG din
solutii apoase folosind plantele acvatice Elodea canadensis si Salvinia natans, s-au
utilizat modelele cinetice: modelul cinetic de ordin pseudo-unu si modelul cinetic de
ordin pseudo-doi. S-a constatat ca in ambele cazuri procesul de retinere a colorantilor CV
si MG este descris de modelul cinetic de ordin pseudo-doi, demonstrand ca procesul de

fitoextractie se desfasoara prin interactie chimica.

e Modelarea izotermelor de adsorbtie obtinute experimental dupa fitoextractia colorantului
CV folosing planta Elodea canadensis si a colorantului MG utilizand specia Salvinia
natans, s-a facut cu ajutorul modelelor Freundlich, Langmuir, Dubinin-Radushkevich si

Temkin. Rezultatele obtinute au aratat ca in cazul specilor Salvinia natans si Elodea
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canadensis toate cele trei modele sunt adecvate pentru descrierea procesului de

fitoextractie pentru ambii coloranti trifenilmetanici.

e S-a constatat dupa modelul Dubinin-Radushkevich ca experimentele de fitoextractie a
colorantului CV are loc predominant prin interacfiuni chimice intre ionii pozitivi si

gruparile functionale disociate de pe suprafata plantelor acvatice.

Rezultatele obtinute Tn teza de doctorat demonstreaza ca plantele acvatice sunt biofiltre
promitatoare pentru retinerea metalelor grele si pot fi utilizate n viitor in procesele de tratare a
apelor uzate. Analiza stresului abiotic indus a aratat schimbarile cantitative a unor indicatori
biochimici importanti, care ofera informatii importante despre modul de adaptare si aparare
plantelor.
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