UNIVERSITATEA ,BABES-BOLYAI”
DIN CLUJ-NAPOCA

Facultatea de Stiinta si Ingineria Mediului

CONTRIBUTII PRIVIND INFLUENTA
ANTIBIOTICELOR ASUPRA UNOR
FACTORI DE MEDIU

- REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT -

Conducator de doctorat:
Prof. Univ. Dr. Dumitru Ristoiu
Doctorand:
Ocsana-lleana Axuc (Opris)

CLUJ-NAPOCA - 2012



GUVERNUL ROMANIEI Fondul Social European ~ Instrumente Structurale ~~ OIPOSDRU

UNIVERSITATEA ,,BABES-BOLYATI”
DIN CLUJ-NAPOCA

Facultatea de Stiinta si Ingineria Mediului

CONTRIBUTII PRIVIND INFLUENTA
ANTIBIOTICELOR ASUPRA UNOR
FACTORI DE MEDIU

- REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT -

Conducator de doctorat:

Prof. Univ. Dr. Dumitru Ristoiu

Doctorand:

Ocsana-lleana Axuc (Opris)

CLUJ-NAPOCA -2012



MINISTERUL

* D I EDUCATIEL
2k ok

* * — e i

5 4 ’ e ‘ CERCETARI

B * TINERETULLIL

* oy x v ( — |:~|RI\3RIlIlI

UNIUNEA EUROPEANA GUVERNUL ROMANIEI Fondul Social European Instrumente Structurale OIPOSDRU UNIVERSITATEA TEHNICA
MINISTERUL MUNCII, FAMILIEI §1 POSDRU 2007-2013 2007-2013 “GHEORGHE ASACHI”

PROTECTIEI SOCIALE DIN IASI
AMPOSDRU

Teza de doctorat a fost realizatd cu sprijinul financiar al proiectului
,Burse Doctorale pentru Performanta in Cercetare la Nivel European

(EURODOC)”.

Proiectul ,,Burse Doctorale pentru Performanta in Cercetare la Nivel
European (EURODOC)”, POSDRU/88/1.5/5/59410, ID 59410, este un
proiect strategic care are ca obiectiv general ,,Dezvoltarea capitalului uman
pentru cercetare prin programe doctorale pentru imbunatatirea participarii,
cresterii atractivitatii si motivatiei pentru cercetare. Dezvoltarea la nivel
european a tinerilor cercetatori care s adopte o abordare interdisciplinara

in domeniul cercetarii, dezvoltarii si inovarii”.
Proiect finantat in perioada 2009 - 2012.
Finantare proiect: 18.943.804,97 RON
Beneficiar: Universitatea Tehnica “Gheorghe Asachi” din lasi
Partener: Universitatea ,,Babes Bolyai” din Cluj-Napoca
Director proiect: Prof. univ. dr. ing. Mihaela-Luminita LUPU

Responsabil proiect partener: Prof. univ. dr. ing. Alexandru OZUNU



UNIUNEA EUROPEANA

MINISTERUL

GUVERNUL ROMANIE! Fondul Social European Instrumente Structurale OIPOSDRU
MINISTERUL MUNCII, FAMILIEI $1 POSDRU 2007-2013 2007-2013
PROTECTIEI SOCIALE
AMPOSDRU

Multumiri

Adresez multumiri domnului Prof. Dr. Dumitru Ristoiu, conducdtorul
stiintific al tezei de doctorat, pentru competenta, indrumarea stiintificd,

observatiile si sprijinul acordat pe tot parcursul pregatirii acesteia.

Sincere multumiri §i deosebita recunostinta adresez doamnei Dr.
Virginia Coman de la Institutul de Cercetari in Chimie ,, Raluca Ripan”
pentru discutiile utile si incurajarile acordate pe tot parcursul pregatirii
tezei de doctorat, precum si pentru asigurarea materialelor si a
dispozitivelor necesare pentru buna desfasurare a cercetarilor din

cadrul prezentului studiu.

Multumesc domnilor Dr. Lucian Copolovici si Prof. Dr. Ulo Niinemets
de la Estonian University of Life Sciences, Institute of Agricultural and
Environmental Sciences, Tartu, Estonia, pentru sprijinul si indrumarile
stiintifice acordate pe perioada stagiului extern de cercetare realizat in

cadrul acestui institut.

Multumesc doamnelor Dr. Mihaela Viassa, Dr. Miuta Filip si domnului
Dr. Stefan Kreibik (Institutul de Cercetari in Chimie ,,Raluca Ripan”),
doamnelor Dr. Loredana Soran si Codruta Varodi (Institutul National
de Cercetare-Dezvoltare pentru Tehnologii Izotopice si Moleculare),
Dr. Dorina Podar (Facultatea de Biologie si Geologie), Dr. Carmen
Roba (Facultatea de Stiinta si Ingineria Mediului) pentru indrumarea
de specialitate in domeniile de cercetare care au fost abordate in

prezenta tezd.

Adresez multumiri domnului Lect. Dr. Simion Beldean-Galea de la
Facultatea de Stiinta si Ingineria Mediului pentru discutiile §i

furnizarea de informatii utile pe perioada studiului de doctorat.

Multumesc tuturor colegilor de la Facultatea de Stiinta si Ingineria
Mediului pentru incurajarile si sfaturile colegiale acordate pe parcursul

elaborarii tezei de doctorat.

Multumesc echipei manageriale care a realizat Proiectul EURODOC
., Burse doctorale pentru performanta de cercetare la nivel european”,
ID 59410, proiect finantat de Fondul Social European al carui

beneficiar am fost in perioada elaborarii prezentei teze de doctorat.

Nu in ultimul rand multumesc familiei mele si indeosebi sotului meu
pentru rabdarea, intelegerea si sustinerea acordate pe toatd perioada

studiului de doctorat.

Noiembrie, 2012

o Ill?ll ATIED
fe CERCETARII
TINERETULUI

( E— |:~| SPORTULUI

UNIVERSITATEA TEHNICA
“GHEORGHE ASACHI”
DIN 1ASI



Rezumatul tezei de doctorat. ,, Contributii privind influenta antibioticelor asupra unor factori de mediu”

CUPRINS

INTRODUCERE. IMPORTANTA SI ACTUALITATEA SUBIECTULUI ABORDAT ................... 1

PARTEA I. NOTIUNI TEORETICE

Capitolul 1. Antibioticele 5
1.1. Generalitati deSPre ANtIDIOTICE ...........ccoooioooiciece 5
1.1.1. Definitia antiDIOtICEIOT .....ooooooooiieeeceeeeceeeiececeie s 5
LI OO O - otz h g (SRR 0 L o310 3 o1 o ) 6
1.1.3. UtIHZATILE @NtIDIOTICELOT ........covvovoeee e 10
1.2. Antibioticele $1 MEATUL TNCOMJUIALOT ...........covcoeviieeeeieeiieieeieeieeeieeeeiee e 11
1.2.1. Principalele surse de poluare ale mediului Tnconjurator cu antibiotice ....................rvrrrronnnnnn 11
1.2.2. Masuri de prevenire a contaminarii mediului Tnconjurator cu antibiotice ..........ceeeeeeeeeeen 14

Capitolul 2. Tehnici de pregatire si analiza utilizate pentru determinarea continutului de

antibiotice din diferite probe 15
2.1. Prelevarea, conservarea §i stocarea Probelor A€ APA ................wwwvvvvvvvvvvosvmsssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssosne 16
2.2. Parametrii fizico-chimici @i Probelor de AP .................cueeieeieeeeeeeieeiieeeeieeeieeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeseeseessessessessessessessessessessessensennene 18
2.3. Tehnici de extractie utilizate pentru izolarea/concentrarea antibioticelor din diferite probe................ 19
2.3.1. Extractia pe faza SOLIAA ... ... 20

2.4. Tehnici de analiza utilizate pentru determinarea continutului de antibiotice din diferite probe ............ 23
2.4.1. Cromato@rafia. GENETAIEALL ..........cccccrrriorieiieeeecieeee e 24
2.4.1.1. Cromatografia pe Strat SUDLITE ... 29

2.4.1.2. Cromatografia de lichide de Tnaltd performanta ... 32

Capitolul 3. Ecotoxicologia antibioticelor 41
3.1. Influenta antibioticelor aSUPTA AIZEIOT .........oococoiivevceeiereeeeieece s 42
3.2. Influenta antibioticelor aSupra PLANLEIOT ... 43

PARTEA A II-A. CONTRIBUTII ORIGINALE

Capitolul 4. Cercetiri privind elaborarea de proceduri pentru determinarea continutului

de antibiotice din probe de apa de suprafata si probe de apa reziduala 47
4.1. Antibioticele luate n studiu $i principalele CaraCteriSTICT ....... ... 48

4.2. Analiza antibioticelor din probe de apad de suprafata utilizand tehnica cromatografiei pe strat

subtire de Tnaltd performantd (HPTLC) ... 53
4.2.1. Izolarea/concentrarea antibioticelor din matrici lichide utilizand tehnica extractiei pe

FAZE SOLLAA (SPE) ....oooeoeoeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo eeoeeeee e eeeee oo 53
4.2.2. Analiza calitativa si cantitativa a antibioticelor utilizdnd tehnica HPTLC ... 56
4.2.3. Studii privind validarea procedurii SPE-HPTLC ..........ccccccooooeooosssiosossssossossossssssssssssssssssssssssssssnsnnns 58
4.2.4. Determinarea continutului de antibiotice din probe de apa de suprafata utilizind

PrOCeAUIa SPE-HPTLC ........oooovvoovoovievveoiessssissosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnnss 69
4.2.5. Concluzii privind analiza antibioticelor din probe de apa de suprafata utilizand procedura

SPE-HPTLC ..ot eessees s sssssss s s 71

4.3. Caracterizarea fizico-chimica a unor probe de apa reziduald. Analiza continutului de

antibiotice utilizand tehnica cromatografiei de lichide de Tnalta performantd (HPLC) ..., 72



Rezumatul tezei de doctorat: ,, Contributii privind influenta antibioticelor asupra unor factori de mediu”

4.3.1. Caracterizarea fizico-chimica a unor probe de apa reziduala ..., 72
4.3.1.1. Determinarea parametrilor fizico-chimici ai unor probe de apa reziduala.
MOAUL A TUCTUL ..o 73
4.3.1.2. Rezultate si discutii privind parametrii fizico-chimici ai unor probe de apa
TEZIAUALA .....oooooo e 74
4.3.1.3. Concluzii privind parametrii fizico-chimici ai unor probe de apa reziduala ............... 84
4.3.2. Analiza antibioticelor din probe de apa reziduala utilizand tehnica cromatografiei de lichide
de Tnalta performanta cuplata cu spectrofotometria cu serie de fotodiode cu baleiaj complet
si cu spectrometria de masd (HPLC-DAD/MS) ... 85
4.3.2.1. Izolarea/concentrarea antibioticelor din matrici lichide utilizand tehnica SPE .......... 85
4.3.2.2. Analiza calitativa si cantitativa a antibioticelor utilizdnd tehnica HPLC-DAD/MS . 87
4.3.2.3. Studii privind liniaritatea, limitele de detectie si de cuantificare, precizia si

acuratetea procedurii SPE-HPLC-DAD/MS ... 92
4.3.2.4. Determinarea continutului de antibiotice din probe de apa reziduala utilizdnd
procedura SPE-HPLC-DAD/MS ... 99
4.3.2.5. Concluzii privind analiza antibioticelor din probe de apa reziduald utilizand
procedura SPE-HPLC-DAD/MS ... 103
Capitolul 5. Cercetari privind influenta antibioticelor asupra algelor verzi
(Pseudokirchneriella subcapitata L.) si asupra plantelor de grau (Triticum aestivum L.) ............... 105
5.1. Antibioticele luate 1n studiu si principalele CaracteriStiCe ... 105

5.2. Cercetari privind influenta antibioticelor asupra densitatii celulare a algelor verzi

(Pseudokirchneriella SUDCAPIIATA LL.) ... 107
5.2.1. Algele verzi (Pseudokirchneriella subcapitata L.), conditiile de crestere si tratamentele cu

antibiotiCe. MOAUL A€ TUCTU ..o 107

5.2.2. Rezultate si discutii privind influenta antibioticelor asupra densitatii celulare a algelor ........ 112

5.2.3. Concluzii privind influenta antibioticelor asupra densitatii celulare a algelor .............occc..... 117

5.3. Cercetari privind influenta antibioticelor asupra plantelor de grau (Triticum aestivum L.) ................. 117

5.3.1. Plantele de grau (Triticum aestivum L.), conditiile de crestere si stresul abiotic indus de

ANtIDIOTICE. MOAUL AE TUCTUL ... 118
5.3.2. Influenta antibioticelor asupra parametrilor fotosintetici ai plantelor de grau ..., 120
5.3.2.1. Determinarea parametrilor fotosintetici ai plantelor de grau. Modul de lucru......... 120
5.3.2.2. Rezultate si discutii privind influenta antibioticelor asupra parametrilor
fotosintetici ai plantelor de GLAU ............oooovvvvvovvoeceoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 121
5.3.2.3. Concluzii privind influenta antibioticelor asupra parametrilor fotosintetici ai
PlANLEIOT A€ GIAU ... 124
5.3.3. Emisiile de compusi organici volatili din plantele de grau tratate cu antibiotice ..................... 124
5.3.3.1. Captarea si analiza compusilor organici volatili emisi de plantele de grau.
MOAUL A€ TUCTU ... 125
5.3.3.2. Rezultate si discutii privind emisiile de compusi organici volatili din plantele
de grau tratate cu anNtDIOTICE ... 127

5.3.3.3. Concluzii privind emisiile de compusi organici volatili din plantele de grau tratate
CU ANEIDIOTICE ..o 130



Rezumatul tezei de doctorat. ,, Contributii privind influenta antibioticelor asupra unor factori de mediu”

5.3.4. Influenta antibioticelor asupra pigmentilor asimilatori din plantele de grau ... 130
5.3.4.1. Extractia si analiza pigmentilor asimilatori din plantele de grau. Modul de lucru .. 130

5.3.4.2. Rezultate si discutii privind influenta antibioticelor asupra pigmentilor asimilatori

din Plantele d@ AU ... 133

5.3.4.3. Concluzii privind influenta antibioticelor asupra pigmentilor asimilatori din
PlANLELE A& GIAU ....ooooooo e 138
5.3.5. Influenta antibioticelor asupra continutului total de flavonoide din plantele de grau.................. 139

5.3.5.1. Optimizarea metodei de extractie si analiza continutului total de flavonoide din

plantele de grau. Modul de TUCTU ... 139
5.3.5.2. Rezultate si discutii privind influenta antibioticelor asupra continutului total de
flavonoide din plantele de AU ... 143
5.3.5.3. Concluzii privind influenta antibioticelor asupra continutului total de flavonoide
din plantele de SIAU ... 144
CONCLUZII 145
BIBLIOGRAFIE 149
ANEXA 1. ABREVIERI 167
ANEXA II. LISTA PUBLICATIILOR REZULTATE iN URMA TEZEI 169

In rezumatul tezei de doctorat sunt prezentate o parte din rezultatele cercetarilor experimentale proprii,
concluziile §i bibliografia selectiva. La redactarea rezumatului au fost pastrate aceleasi notatii pentru

capitole, figuri si tabele utilizate in textul tezei de doctorat.

CUVINTE CHEIE: antibiotice, extractie pe faza solida, cromatografie de lichide, Pseudokirchneriella
subcapitata L., densitate celulara, Triticum aestivum L., parametri fotosintetici, pigmenti asimilatori,

compusi organici volatili, flavonoide.



Rezumatul tezei de doctorat. ,, Contributii privind influenta antibioticelor asupra unor factori de mediu”

INTRODUCERE
IMPORTANTA SI ACTUALITATEA SUBIECTULUI ABORDAT

Compusii de interes din cadrul studiului de doctorat sunt antibioticele, medicamente care sunt
extrem de utilizate atit in medicina cat si in domeniile conexe. Din punct de vedere chimic, antibioticele
sunt substante organice foarte variate, care sunt produse de microorganisme sau sunt obtinute prin sinteza
si semisinteza. In doze foarte mici, antibioticele inhiba dezvoltarea microorganismelor patogene sau pot
conduce chiar la distrugerea lor (Choma, 2004; Oniscu, 1988).

Antibioticele au fost detectate in diverse compartimente ale mediului inconjurator precum ape de
suprafatd, ape subterane, ape potabile, soluri si ape reziduale (Seifrtova et al., 2009). Datorita ineficientei
proceselor de epurare, statiile de epurare ale apelor reziduale si apele reziduale generate de spitale
contribuie major la prezenta produselor farmaceutice in mediul inconjuritor. Astfel, aceste categorii de
ape reziduale pot ajunge mai departe in apele subterane si de suprafatd, conducand la potentiale riscuri
pentru organismele acvatice. Interesul pentru persistenta si evolutia antibioticelor in mediul inconjurator
este datorat faptului cd acestea pot favoriza cresterea rezistentei bacteriilor patogene. Administrarea
antibioticelor la animale (drept promotori de crestere) a fost asociatd cu cresterea ingrijordtoare a
rezistentei la antibiotice, care poate conduce la un potential impact si asupra sandtatii umane, precum si la
adsorbtia lor pe sedimente si sol (Seifrtova et al., 2009).

Pentru prevenirea rezistentei la antibiotice sunt necesare atat un control riguros al consumului
acestora, cat si monitorizarea, evolutia si eliminarea din mediul inconjurator. Datorita rezistentei tot mai
crescute a organismului uman la tratamentele cu antibiotice, a multiplelor efecte adverse pe care le pot
cauza, precum si a faptului ca la nivel national sunt putine studii care vizeaza acest subiect, problematica
antibioticelor este de mare actualitate. Astfel, importanta temei alese ,,Contributii privind influenta
antibioticelor asupra unor factori de mediu” este evidentd, deoarece in cantitdfi mici §i prin aport
indelungat, antibioticele pot avea efecte negative atat asupra mediului inconjurator, cat si asupra omului.

Datorita aspectelor mentionate, prin acest studiu de doctorat s-a urmarit aducerea de contributii
privind elaborarea de proceduri pentru determinarea antibioticelor din probe de apa de suprafata si probe
de apd reziduald, precum si evidentierea influentelor negative ale acestora asupra algelor verzi
(Pseudokirchneriella subcapitata L.) si asupra plantelor de grau (Triticum aestivum L.). Pentru realizarea
acestor cercetari au fost selectate noud antibiotice care apartin la cinci clase diferite: peniciline
(amoxicilind, ampicilind si penicilina G), cefalosporine (ceftazidimd si ceftriaxond), tetracicline
(tetraciclina si doxiciclind), fluorochinolone (ciprofloxacind) si macrolide (eritromicina).

Prezenta teza de doctorat contine introducere, cinci capitole structurate in doud parti (notiuni
teoretice si contributii originale), urmate de concluzii, bibliografie si doud anexe.

Astfel, partea intdi cuprinde trei capitole in care sunt tratate aspecte generale referitoare la
antibiotice, principalele surse de poluare ale mediului inconjurator cu antibiotice, masurile de prevenire a
contamindrii mediului inconjurator cu antibiotice, precum si aspecte privind ecotoxicologia acestora. De
asemenea, partea intdi a tezei ofera o imagine de ansamblu referitoare la cele mai adecvate si utilizate
tehnici pentru izolarea/concentrarea, identificarea si cuantificarea antibioticelor din probe de apa
reziduala si probe de mediu.

Contributiile originale (modul de lucru si interpretarea rezultatelor experimentale) sunt prezentate
in cea de a doua parte a tezei de doctorat. Capitolul 4 cuprinde prezentarea a doud proceduri care au fost
elaborate Tn scopul determinarii antibioticelor din probe de apa de suprafatd (raul Somesul Mic, Cluj-
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Napoca) si apa reziduala (colectate de la un spital clinic si de la o statie de epurare a apelor reziduale).
Izolarea/concentrarea antibioticelor din probele de apad investigate a fost realizatd utilizand tehnica
extractiei pe fazd solidd (SPE), iar identificarea si cuantificarea antibioticelor utilizand doua tehnici,
corespunzatoare fiecarei proceduri elaborate: cromatografia pe strat subtire de Tnaltd performanta
(HPTLC) si cromatografia de lichide de naltd performantd cuplatd cu spectrofotometria cu serie de
fotodiode cu baleiaj complet (DAD) si cuplatd cu spectrometria de masa (MS). Pentru validarea
procedurilor elaborate, SPE-HPTLC si SPE-HPLC-DAD/MS, au fost determinate selectivitatea,
liniaritatea, limitele de detectie si de cuantificare, preciza si acuratetea. De asemenea, in Capitolul 4 sunt
prezentate caracteristicile fizico-chimice ale probelor de apa rezidualad investigate, determindri care au
fost realizate in special pentru compararea celor doud tipuri de apa reziduald din punctul de vedere al
incarcaturii cu poluanti organici proveniti din cele doua surse.

Ultimul capitol al tezei de doctorat cuprinde rezultatele experimentale obtinute in urma
cercetarilor efectuate privind influentele antibioticelor asupra densitatii celulare a algelor verzi
(Pseudokirchneriella subcapitata L.) si asupra plantelor de grau (Triticum aestivum L.). Deoarece algele
reprezintd baza lantului trofic, iar scaderi usoare in populatia de alge pot afecta echilibrul intr-un sistem
acvatic, In cadrul acestor cercetari, influenta antibioticelor asupra algelor nu a putut fi exclusa.

in cazul testelor pe plantele de grau (Triticum aestivum L.), s-a urmdrit obtinerea unei perspective
referitoare la efectele negative ale antibioticelor, precum si identificarea celor mai potrivite caracteristici
pentru o evaluare rapidd a toxicitatii acestora. Astfel, sunt prezentate efectele antibioticelor asupra
parametrilor fotosintetici (transportul de electroni, viteza netd de asimilatie a CO,, conductanta stomatala
de vaporizare a apei), compusilor organici volatili (monoterpene si produsi de oxidare sub actiunea
lipoxigenazei), pigmentilor asimilatori (clorofilieni si carotenoizi) si asupra continutului total de
flavonoide din plantele de grau.

Rezultatele obtinute in urma cercetdrilor realizate in cadrul studiului de doctorat au fost
comunicate la manifestari stiintifice si de asemenea publicate/acceptate/trimise spre publicare in reviste
de specialitate (ANEXA II).

Avand 1n vedere faptul cd reziduurile de antibiotice din mediul inconjurator sunt suspecte de a
induce rezistenta tulpinilor bacteriene, provocand astfel o amenintare grava pentru sanatatea publica
(organismul uman, respectiv cel animal, isi creaza rezistentd la anumite tipuri de antibiotice), dezvoltarea
de proceduri pentru determinarea continutului de antibiotice din probe de mediu, precum si evaluarea

impactului antibioticelor §i a metabolitilor acestora asupra mediului inconjurator reprezinta o necesitate.

PARTEA A II-A. CONTRIBUTII ORIGINALE

Capitolul 4. Cercetari privind elaborarea de proceduri pentru determinarea

continutului de antibiotice din probe de apa de suprafata si probe de apa reziduala

Conform literaturii de specialitate, pentru extractia antibioticelor din diferite probe este utilizata
tehnica extractiei pe faza solida (ASperger et al., 2006; Feitosa-Felizzola et al., 2007; Kasprzyk-Hordern
et al., 2008; Mutavdzi¢ et al., 2006) urmata de identificarea si cuantificarea acestora utilizand diferite
tehnici precum electroforeza capilara (Asperger et al., 2006; Garcia-Campana et al., 2009), cromatografia
pe strat subtire (ASperger et al., 2006; Joshi et al., 2009; Mutavdzi¢ et al., 2006) si cromatografia de
lichide de inalta performanta (Benito-Pena et al., 2006; Feitosa-Felizzola et al., 2007; Garcia-Galan et al.,
2010).
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In cadrul studiului de doctorat au fost elaborate doud proceduri care au avut drept scop
determinarea continutului de antibiotice din probe de apa de suprafatd si apa reziduald, utilizand tehnica

cromatografiei de lichide.

4.1. Antibioticele luate in studiu si principalele caracteristici

In functie de clasele de antibiotice care au fost determinate in probe de mediu si raportate in
literatura de specialitate, in cazul nostru, au fost selectate pentru a fi studiate sapte dintre antibioticele cel
mai frecvent utilizate pentru tratarea sau prevenirea diferitelor afectiuni. Aceste antibiotice au fost
achizitionate de la diferiti producitori, in diferite moduri de prezentare (pulbere injectabild, capsule sau
comprimate). In toate experimentele care au fost realizate pe perioada studiului de doctorat, aceste
antibiotice au fost considerate drept referinte. Tabelul 4.2 contine principalele caracteristici (formula

chimicd, masa moleculara, formula structurala si modul de actiune) ale antibioticelor studiate.

Tabel 4.2. Formula chimica, masa moleculara, formula structurala si

modul de actiune ale antibioticelor studiate.
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)Antibioticele bactericide cum sunt B-lactamele (penicilinele si cefalosporinele) actioneazi la nivelul peretelui
celular bacterian, inhiband sinteza peptidoglicanului, un constituent esential al peretelui celular. Antibioticele
bacteriostatice precum tetraciclinele inhiba sinteza proteica, astfel blocand introducerea de noi aminoacizi in lantul
polipeptidic (Dahl et al., 2006; Matinca, 2002).

4.2. Analiza antibioticelor din probe de apa de suprafata utilizind tehnica cromatografiei pe strat
subtire de inalta performantia (HPTLC)

Cand intr-o matrice sunt prezenti mai mult decat un antibiotic este necesara separarea lor inainte
de a fi determinati. Tehnica cromatografiei pe strat subtire este o tehnica ideald pentru determinarea unei
game variate de antibiotice deoarece este o tehnica necostisitoare, rapida, usor de utilizat, nu implica o
mentenantd complicata si ofera posibilitatea analizei simultane a mai multor probe (Husain et al., 2004).
De aceea, in cazul nostru a fost utilizatd aceastd tehnica de analizd pentru determinarea unor antibiotice
(Tabel 4.2) din probe de apa de suprafata.

4.2.1. I1zolarea/concentrarea antibioticelor din matrici lichide utilizind tehnica extractiei pe
fazi solida (SPE)

Modul de lucru

Solutia stoc de antibiotice studiate (5 mg mL™"' de AMOX, AMP si PENG; 1 mg mL" de CFZ,
CFX, TET si DOX]) a fost preparatd in metanol (MeOH), intr-un balon cotat de 5 mL. Solutiile de lucru
au fost preparate prin dilutia solutiei stoc. Pentru a preveni fotodegragdarea, solutiile de antibiotice
proaspdt preparate au fost depozitate in recipiente de culoare inchisa.

Pentru prepararea probelor si a fazei mobile s-a folosit MeOH (> 99,9%, HPLC), acetat de etil
achizitionate de la Merck (Germania) si acetona de la Microchim (Romaénia). Sarea disodicad a acidului
etilendiamino-tetraacetic (Na,EDTA2H,0, notat cu EDTA) a fost achizitionatd de la Fluka(Germania).
Pentru ajustarea pH-ului probelor s-a utilizat acidul clorhidric (HCI) achizitionat de la Poch (Polonia) si
hidroxidul de sodiu (NaOH) de la Merck (Germania). Apa ultrapura utilizata in toate experimentele a fost
preparata folosind un sistem de purificare Milli-Q (Millipore, SUA).

Pentru extractia simultana a antibioticelor studiate din matrici lichide, au fost selectate cartusele
polimerice SPE Oasis HLB (hydrophilic lipophilic balance, 6 mL, 200 mg) cu caracteristici hidrofile si
lipofile, achizitionate de la Waters (SUA). Stratul de adsorbant are la baza doi monomeri, unul hidrofilic
N-vinilpirolidona si unul lipofilic divinilbenzen. Acest tip de cartus este adecvat pentru a extrage o gama
variatd de antibiotice, deoarece nu confine grupari silanol libere cu care compusii de interes si
interactioneze direct sau sd formeze complecsi metalici (Feitosa-Felizzola et al., 2007). Un alt avantaj al
acestei faze stationare este ca are proprietafi excelente de umezire datorate monomerului hidrofil N-
vinilpirolidona (Gomez et al., 2006). Capacitatea mare de retentie si gradele de recuperare mari ale unui
spectru larg de analiti sunt mentinute chiar dacd se intampld, in unele situatii, ca faza stationara a
cartusului s ramana uscata pe parcursul extractiei SPE.

Protocolul de lucru urmat in vederea extractiei antibioticelor de interes din matrici lichide a

constat in mai multe etape:
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— conditionarea fazei stationare cu 10 mL MeOH si 10 mL apa ultrapura;

— trecerea unui volum de 100 mL de probd prin cartusul de extractie; debitul volumului de

proba care a fost trecut prin cartus a fost de 1,2 mL min™.

— elutia antibioticelor retinute pe faza stationara a fost realizatd cu 6 mL MeOH.

Inainte de trecerea probei prin cartus, probele au fost prelucrate. Aceastd etapd a constat in
adaugarea a 1 mL solutie apoasd de EDTA 5% in volumul de proba de 100 mL luat in lucru. Adaugarea
de EDTA a avut drept scop complexarea metalelor reziduale din apa (Feitosa-Felizzola et al., 2007). De
asemenea pH-ul probei a fost ajustat la valoarea 3 cu HCI 0,5 N.

Extractele astfel obtinute, au fost evaporate pana la sec la temperatura de 40°C cu ajutorul unui
rotaevaporator (Laborata 4000, Heidolph, Germania) si apoi reluate in 0,5 mL MeOH. Toate extractiile au

fost efectuate de trei ori si au fost evaluate utilizind tehnica HPTLC.

Rezultate si discutii

Valorile gradelor de recuperare care au fost obtinute sunt peste 80%, cu exceptia AMP (64,5%)
(Opris et al., 2012a). Conform studiului realizat de catre Granados et al., 2005, adaugarea de EDTA 1in
matricea lichidd mbunitateste gradele de recuperare ale tetraciclinelor. in cazul nostru, pentru TET si
DOXT au fost obtinute grade de recuperare de 90,9%, respectiv 99,5% (Figura 4.3).

Ajustarea pH-ului probelor sub valorile constantei de aciditate (pKa) ale antibioticelor studiate
imbunatateste gradul de recuperare pe acest tip de cratus, Oasis HLB (Yang et al., 2005). Valorile pKa ale
antibioticelor studiate conform datelor din literatura sunt: peniciline pKa; = 2-3 si pKa, = 7 (Benito-Pefia
et al., 2006); CFZ pKa; = 1,9; pKay= 2,7 si pKas~ 4,1 (Abounassif et al., 1990); CFX pKa; = 1,7; 3,1 si
pKa, = pKa; = 4,3 (Nakai et al., 2010); tetracicline pKa; = 3, pKa, = 7, pKa; = 9) (Batt si Aga, 2005;
Seifrtova et al., 2009). Astfel, pentru a Tmbunatati extractia antibioticelor studiate din probe de apad de

suprafatd, pH-ul probelor a fost ajustat la valoarea 3.
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4.2.2. Analiza calitativa si cantitativa a antibioticelor utilizind tehnica HPTLC

Modul de lucru

Separarea cromatograficad a fost realizatd pe placi Alugram SIL G/UV,s4 (10 x 20 cm) prevazute
cu un strat de 0,20 mm silica gel 60 cu indicator de fluorescentd (Macherey-Nagel, Germania). Inainte de
aplicarea probelor sub forma de banda, placile cromatografice au fost introduse in solutie EDTA 10%,
care a fost ajustatd in prealabil la valoarea de pH 7,5 cu o solutie NaOH 1N. Aceasta etapa este necesara
pentru a evita formarea complecsilor ioni de metal/tetracicline (Meisen et al., 2010). Uscarea placilor a
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avut loc la o temperaturd de 125°C timp de 30 min, intr-o etuva Memmert (Germania). Cu ajutorul
aplicatorului Desaga AS 30 (Germania), pe placi au fost spotate benzi a cate 2 puL si latime 5 mm din
fiecare solutie de antibiotic si de asemenea din extractele obtinute cu metoda SPE. Developarea placilor a
avut loc Intr-o camera de developare dublu compartimentata Desaga (Germania), intr-un timp de 25 min,
iar distanta de migrare a fazei mobile a fost de 8,5 cm. In prealabil, camera de developare a fost saturati
cu un amestec cuaternar de faza mobila compus din acetat de etil - metanol - acetona-apa 5:2,5:2,5: 1,5
(v/v), timp de 30 min, la temperatura camerei de 23°C. Dupa developare, placile au fost uscate la
temperatura camerei, sub nisa. Utilizdind densitometrul Desaga CD-60 (Germania) placile developate au
fost scanate in modulul de absorbtie sub lumind UV, la lungimea de unda de 254 nm (Opris et al., 2012a).

Rezultate si discutii

Antibioticele luate in studiu au fost foarte bine separate in urma utilizarii metodei HPTLC
propuse (Figura 4.6). Acest lucru este confirmat de rezolutia cromatografica (Rs) care ofera informatii cu
privire la separarea compusilor de interes. Valoarea Rs a doud benzi spotate una in apropierea celeilalte a
fost determinata prin calculul raportului dintre distanta intre maximele benzilor si media latimii benzilor
la baza (Fried si Sherma, 2005). In cazul antibioticelor studiate, valorile Rs obtinute au fost cuprinse intre
2,00-8,59 (Rs crzcrx = 4,10; Rs cpxter = 3,795 Rs tem-aMox = 2,56; Rs amox-poxi = 2,84; Rs poxi.amp =
2,00; Rs amp.reng = 8,59) (Opris et al., 2012a). Conform notiunilor teoretice, pentru a putea analiza un
component in bune conditii, acesta trebuie sa fie separat de restul componentilor cu o rezolutie Rs > 2
(Gocan, 2002).
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4.2.3. Studii privind validarea procedurii SPE-HPTLC

In prezentul studiu, antibioticele considerate drept referinte au fost medicamente continind
substanta activa (antibiotic) si excipienti (Tabel 4.1). In acest sens, pentru fiecare antibiotic, cu ajutorul
cromatografului de lichide HPLC-DAD/MS (Shimadzu, Japonia) au fost inregistrate spectrele de masa cu
modulul de ionizare pozitiva prin electropulverizare. Tensiunea capilard a fost setatd la 1,5 kV, curba
liniei de desolvatare si temperatura interfatei au fost setate la temperatura de 250°C. Rezultatele
experimentelor HPLC-DAD/MS 1n ceea ce priveste ionul molecular (m/z) au fost in concordanta cu datele
raportate in literaturd: 366 pentru AMOX (Lindberg et al., 2004), 350 pentru AMP (Li et al., 2009;
Lindberg et al., 2004; Pozo et al., 2006), 335 pentru PENG (Xu et al., 2010), 547 pentru CFZ (Abounassif
et al., 1990), 555 pentru CFX (Kato et al., 2008), 445 pentru TET (Feitosa-Felizzola et al., 2007; Hu et
al., 2010; Li et al., 2009), 445 pentru DOXI (Gruji¢ et al., 2009). Spectrele de masa sunt prezentate in
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Subcapitolul 4.3.2 in care este descrisd o altd procedura elaboratd pentru determinarea antibioticelor, dar
din probe de apa reziduala.

Pentru determinarea antibioticelor de interes din probe de apd de rau, procedura SPE-HPTLC
claborata a fost validatd. Datele experimentale demonstreaza cd procedura SPE-HPTLC propusa este
selectiva si prezinta liniaritate, precizie si acuratete foarte bune. De asemenea, in cadrul acestui studiu au

fost determinate limitele de detectie si de cuantificare.

4.2.4. Determinarea continutului de antibiotice din probe de apa de suprafata utilizind procedura
SPE-HPTLC

Modul de lucru

Probele de apd de suprafata au fost colectate in recipiente curate din polietilend, din raul Somesul
Mic care traverseazi orasul Cluj-Napoca. In raul Somesul Mic sunt deversate o varietate de reziduuri
organice provenite din diferite industrii, ape menajere si efluenti reziduali municipali. Probele au fost
colectate pe perioada unei saptamani si analizate in mai putin de 24 de ore de la prelevare.

Rezultate si discutii

In Figura 4.12 este prezentati o placd HPTLC pe care au fost spotate citeva extracte de apd de
rau in vederea determindrii continutului de antibiotice. Aceastd placa a fost spotatd cu cele sapte
antibiotice individuale considerate drept referintd (pozitiile 1-7), antibioticele referintd in amestec
(pozitiile 8 si 17), probe de apd de rau (pozitiile 9-12) si probe de apa de rau cu adaos cunoscut de
antibiotice (pozitiile 13-16) (Opris et al., 2012a).

Figura 4.12. Placa cromatografica HPTLC a
antibioticelor studiate. Pozitiile 1-7 reprezinta
referintele individuale antibiotice studiate: 1-CFZ,
2-CFX, 3-TET, 4-AMOX, 5-DOXI, 6-AMP, 7-
PENG; Pozitiile 8 si 17 reprezintd amestecul de
antibiotice referintd; Pozitiile 9-12 reprezinta
extracte de apa de rau, iar pozitiile 13-16 sunt
reprezentate de extractele de probe de rau cu adaos

cunoscut de antibibiotice.

1 2 3 45 6 78 9101112 1314 151617

Densitogramele suprapuse corespunzitoare amestecului de antibiotice referinte (17) si probei de
apd de suprafata (14) sunt prezentate in Figura 4.13.



Rezumatul tezei de doctorat. ,, Contributii privind influenta antibioticelor asupra unor factori de mediu”

CFZ ey
500 ) DoXI
TET

Figura 4.13. Densitogramele suprapuse

150

AMOX corespunzatoare amestecului de antibiotice

AMP PENG . . . -
referinte (17) si unei probe de apd de
suprafatd cu adaos cunoscut de antibiotice

— (14).

In Tabelul 4.7 sunt prezentate valorile concentratiilor de antibiotice care au fost determinate in
probele de apa de rdu. in aceste probe au fost determinate doud dintre antibioticele studiate, AMOX si

TET, in concentratii cuprinse intre 2115-2249 pg L™, respectiv 55-78 pg L™ (Opris et al., 2012a).

Tabel 4.7. Cantitatile (ug L) de antibiotice care au fost determinate in probele de apa de suprafata

prelevate din raul Somesul Mic, Cluj-Napoca.

Nr. Cantitatea (ug LY
probd | AMOX | AMP | PENG | CFZ | CFX | TET | DOXI
1 2201 nd nd nd nd nd nd
2 nd" nd nd nd nd 59 nd
3 nd nd nd nd nd 68 nd
4 nd nd nd nd nd nd nd
5 2115 nd nd nd nd 55 nd
6 2176 nd nd nd nd 78 nd
7 nd nd nd nd nd nd nd
8 2249 nd nd nd nd 64 nd
9 nd nd nd nd nd nd nd
10 nd nd nd nd nd nd nd

)nd - nu a fost detectat.

4.3. Caracterizarea fizico-chimica a unor probe de apa reziduala. Analiza continutului de

antibiotice utilizind tehnica cromatografiei de lichide de inalta performanta (HPLC)

In cadrul Subcapitolului 4.3.1 este prezentatd caracterizarea fizico-chimicd a probelor de apa
reziduala generata de un spital clinic care este evacuata in reteaua de canalizare, precum si calitatea apelor
reziduale (influent si efluent) de la o statie de epurare colectoare de ape reziduale ordsenesti. De regula, in
cazul acestor doua tipuri de ape reziduale valorile parametrilor fizico-chimici nu sunt diferite (Abd El-
Gawad si Aly, 2011). Apele reziduale generate de spitale prezintd o incarcaturd cu substante poluante la
fel de mare ca in cazul celor din cadrul statiilor de epurare. Din acest motiv am urmadrit compararea
indicatorilor de calitate a celor doud tipuri de ape reziduale. In cazul nostru, indicatorii de calitate
analizati nu au variat foarte mult in functie de natura probelor de apa reziduala (colectate de la un spital
clinic si de la o statie de epurare). Acest aspect a fost observat in cazul indicatorilor de calitate consum

chimic si biochimic de oxigen (CCO-Cr si CBOs) si totalul de materii solide in suspensie (TMS).
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4.3.2. Analiza antibioticelor din probe de apa reziduali utilizind tehnica cromatografiei de lichide
de inalta performanta cuplata cu spectrofotometria cu serie de fotodiode cu baleiaj complet si
cu spectrometria de masa (HPLC-DAD/MS)

In cadrul Subcapitolului 4.3.2 este prezentati o procedurda SPE-HPLC-DAD/MS care a fost
elaborata pentru determinarea simultana a sapte antibiotice din probe de apa reziduald colectate de la un
spital clinic si de la o statie de epurare. S-a urmarit determinarea continutului de antibiotice din probe de
apa reziduala generata de spitalul clinic, deoarece spitalele se numara printre principalele surse de poluare
ale mediului inconjurator cu antibiotice (Duong et al., 2008). Deoarece apele reziduale colectate de la o
statie de epurare ar putea sd contina cantitati mai mici sau mai mari de antibiotice, in functie de sursele de
la care provin, a fost urmaritd prezenta acestor antibiotice si in apele care intrd, respectiv care ies din
statia de epurare. Pentru realizarea acestui studiu, antibioticele selectate au fost AMOX, AMP, PENG
CFZ, CFX, TET si DOXI (Subcapitolul 4.1).

4.3.2.1. Izolarea/concentrarea antibioticelor din matrici lichide utilizind tehnica SPE

Modul de lucru

Solutiile stoc ale antibioticelor referintd au fost preparate in apa ultrapurd. Acetonitrilul de
puritate HPLC a fost achizitionat de la Sigma-Aldrich (Germania), iar acidul formic de la Cristal R Chim
(Romania). Pentru metoda SPE, metanolul (MeOH) a fost achizitionat de la Merck (Germania),
amoniacul de la Primexchim (Romania) si acidul clorhidric (HCI) de la Poch (Polonia). Sarea disodica a
acidului etilendiamino-tetraacetic (Na,EDTA 2H,0, notat cu EDTA) a fost achizitionatd de la Fluka
(Germania). Apa ultrapura utilizatd in toate experimentele a fost preparatd cu ajutorul unui sistem de
purificare Millipore, SUA. Extractiile SPE din cadrul acestui experiment au fost realizate cu ajutorul
cartuselor Oasis HLB (6 mL, 200 mg, Waters, SUA) si utilizand un sistem cu vacuum model Supelco
(Sigma-Aldrich, Germania).

Principalele etape SPE au constat in:

— conditionarea cartusului Oasis HLB cu 10 mL MeOH si 10 mL apa ultrapura;

— introducerea unui volum de 100 mL probd de apa reziduald preparatd anterior extractiei prin

adaugarea de EDTA 5% pentru complexarea metalelor reziduale (Feitosa-Felizzola et al.,
2007);

— elutia antibioticele retinute pe faza stationara a fost realizatd cu 6 mL MeOH.

In vederea alegerii unei valori optime de pH pentru proba reald, antibioticele studiate au fost
extrase din 100 mL apa ultrapura cu continut de 120 pg din fiecare antibiotic, la diferite valori ale pH-ului
(2, 3, 7519). pH-ul probelor a fost ajustat cu HC1 0,5 N, respectiv cu NH,OH 5%.

Debitul de trecere a probei prin cartus a fost de 1,2 mL min™'. Extractele astfel obtinute au fost
evaporate pand la sec la temperatura de 40°C si reluate apoi In 2 mL apa ultrapura. Toate extractiile au
fost realizate de trei ori si analizate cu metoda HPLC-DAD/MS descrisa in Subcapitolul 4.3.2.2.

Rezultate si discutii
Dintre valorile de pH testate, cele mai bune grade de recuperare au fost obtinute la pH 3 pentru
antibioticele CFZ, CFX, TET si la pH 7 pentru celelalte antibiotic studiate AMP, PENG si DOXI. in

cazul antibioticului AMOX, a fost obtinut un grad de recuperare mai mic de 50% pentru ambele valori ale
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pH-ului (3 si 7). In Figura 4.23 se observi efectul pH-ului asupra eficientei extractiei SPE a antibioticelor
studiate.

La pH 3 au fost obtinute valori ale gradelor de recuperare relativ bune pentru antibioticele CFZ
de 68,7%, CFX de 110,1% si TET 102,6%. La pH 7, valorile gradelor de recuperare au fost mai mari
pentru celelalte antibiotic studiate AMP 88,8%, PENG 98,7%, TET 114,6 % si DOXI 84,4%, cu exceptia
AMOX (42,9% la pH 3 si 31,7% la pH 7) (Tabel 4.9). Deoarece cele mai bune grade de recuperare ale
antibioticelor referintd extrase din apa ultrapura au fost obtinute la valorile de pH 3 si 7, aceste valori ale

pH-ului au fost aplicate in cazul tuturor probelor de apa reziduala care au fost analizate in cadrul acestui

studiu.
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4.3.2.2. Analiza calitativa si cantitativa a antibioticelor utilizind tehnica HPLC-DAD/MS

Modul de lucru

Analizele au fost realizate cu ajutorul unui cromatograf de lichide de 1naltd performanta HPLC
Shimadzu prevazut cu doi detectori: DAD si MS. Sistemul utilizat pentru analiza antibioticelor luate in
studiu este prevazut cu un generator de azot.

Separarea cromatograficd a fost realizatd pe coloand C18 Grace Alltima (100 x 3 mm, 3 pm)
termostatatd la 26°C. Faza mobila utilizatd a fost apa ultrapura cu acid formic la pH 3 (A) si acetonitril
(B). Elutia compusilor de interes a fost realizatd cu gradientul de elutie prezentat in Tabelul 4.10, la un
debit 0,5 mL min™'. Timpul de echilibrare al coloanei a fost de 5 min, iar volumul de injectie utilizat a fost
de 20 pL.

Tabel 4.10. Programul de gradient utilizat pentru separarea cromatografica a
antibioticelor studiate. Faza mobila: apa ultrapura cu acid formic la pH 3 (A) si acetonitril (B).

Timp (min) A (%) B (%)
0:00 90 10
6:00 30 70
10:00 20 20
10:01 90 10
15:00 Stop Stop

Rezultate si discutii

Toate antibioticele luate in studiu au fost separate si eluate intr-un timp foarte scurt, de 7,5 min.
Picurile corespunzatoare antibioticelor studiate au prezentat un maximum de absorbtie, In domeniul UV-

10
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Vis, dupd cum urmeazd: AMOX, AMP, PENG, CFZ si CFX la 197 nm, TET si DOXI la 272 nm.
Parametrii pentru detectia MS au fost: 1,5 kV tensiunea capilara, 250°C temperatura de desolvatare si
250°C temperatura interfetei. Pentru inregistrarea spectrelor de masa a fost utilizat modulul de ionizare
pozitiva, prin electropulverizare (ESI - electrospray ionization). Toti compusii de interes au fost
confirmati pe baza timpului de retentie si pe baza ionilor moleculari (m/z) din spectrele de masa obtinute.
Rezultatele obtinute in ceea ce priveste ionul molecular (m/z) sunt In concordantd cu cele raportate in
literatura (vezi Subcapitolul 4.2.3). In Tabelul 4.11 sunt prezentati timpii de retentie corespunzitori
fiecarui antibiotic studiat. Datorita diferentei dintre timpii de retentie, se poate observa cd separarea
antibioticelor studiate este buna. De asemenea, conform spectrelor de masa inregistrate, Tabelul 4.11

contine raportul m/z si intensitatea relativa corespunzatoare fiecarui antibiotic studiat.

Tabel 4.11. Parametrii HPLC-MS corespunzatori antibioticelor studiate.

Antibiotic Timp de retentie Ionul molecular Intensitatea relativa
(min) (m/2) (%)

AMOX 1,78 366 28

AMP 4,34 350 100

PENG 7,11 335 <10

CFZ 3,96 547 81

CFX 4,76 555 100

TET 5,39 445 100

DOXI 6,08 445 100

4.3.2.3. Studii privind liniaritatea, limitele de detectie si de cuantificare, precizia si acuratetea
procedurii SPE-HPLC-DAD/MS

Pentru a realiza cuantificarea antibioticelor studiate in probe de apd reziduald cu ajutorul
procedurii SPE-HPLC-DAD/MS propuse, au fost elaborate studii de liniaritate si au fost determinate

limitele de detectie si de cuantificare, precizie si acuratete.

4.3.2.4. Determinarea continutului de antibiotice din probe de api reziduala utilizind procedura
SPE-HPLC-DAD/MS

Modul de lucru

Probele au fost filtrate cu ajutorul unor filtre din hartie Macherey-Nagel (MN 640 d-g 125 mm) si
depozitate 1n intuneric la temperatura de 4°C. Pentru a diminua degradarea antibioticelor, probele de apa
reziduala au fost supuse extractiei SPE 1n mai putin de 24 h de la prelevare. Probele de apa reziduala au
fost colectate 1n perioada februarie-septembrie 2011: proba nr. 1 a fost colectatd in luna februarie, proba
nr. 2 in luna martie 2011, proba nr. 3 in luna mai 2011, proba nr. 4 in luna iunie, proba nr. 5 in luna

august 2011, iar probele cu nr. 6 si 7 in luna septembrie 2011.

Rezultate si discutii
a). Continutul de antibiotice din probe de apa reziduali colectate de la un spital clinic

In probele de apa reziduala colectate de la spitalul clinic au fost detectate trei dintre antibioticele
studiate CFZ, TET si DOXI in cantititi cuprinse intre 83-164 pg L™, 152-789 pg L™, respectiv 285-544
pg L (Tabel 4.15).
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Tabel 4.15. Cantititile (ug L) de antibiotice determinate in probele de apa reziduala

colectate de la un spital clinic.

Nr. Cantitatea (ng L)
probi AMOX AMP PENG CFZ CFX TET DOXI
1 nd" nd nd nd nd nd nd
2 nd nd nd nd nd 152 nd
3 nd nd nd 83 nd nd nd
4 nd nd nd nd nd 546 285
5 nd nd nd nd nd nd nd
6 nd nd nd nd nd nd nd
7 nd nd nd 164 nd 789 544

)nd - nu a fost detectat.

Una dintre metodele cele mai simple de identificare a unor componenti se numéara compararea
cromatogramei etaloanelor cu cromatograma probelor (Gocan, 2002). Un astfel de exemplu este prezentat
in Figura 4.28 unde sunt suprapuse cromatograma inregistrata pentru o proba de apa reziduala in care au
fost detectate trei dintre antibioticele studiate (CFZ, TET si DOXI) si cromatograma inregistratd pentru
antibioticele referintd studiate. De asemenea, au fost comparate si spectrele de masa ale antibioticelor
referinta cu cele ale antibioticelor din probele de apa reziduala, confirmandu-se inca o data prezenta lor In

probele de apa reziduala colectate de la spital.
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1500000

Figura 4.28. Cromatogramele HPLC-DAD
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- AMP
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750000,

- DOXI
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TET
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of— WA b
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b). Continutul de antibiotice din probe de apd reziduald colectate de la o statie de epurare

In probele de api reziduala colectate de la statia de epurare au fost determinate antibiotice care
apartin acelorasi clase (cefalosporine si tetracicline), la fel ca in cazul probelor de apa colectate de la un
spital clinic. Din clasa tetraciclinelor, au fost determinate atat TET, cat si DOXI. Persistenta lor poate fi
datorata si altor ape reziduale care sunt colectate in cadrul acestei statii de epurare, de la alte spitale, si
datoritd faptului ca sunt cele mai importante si utilizate antibiotice (Hernandez et al., 2003; Kim et al.,
2005). Spre deosebire de probele de apa colectate de la spitalul clinic in care a fost determinat antibioticul
CFZ, in probele de apa de la statia de epurare a fost determinat antibioticul CFX. Cantitatile de antibiotice
determinate in probele de api reziduala colectate de la statia de epurare sunt: 245 ug L™ CFX, 263-388 pg
L' TET si 83 pg L' DOXI.
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De asemenea au mai fost colectate probe de apa reziduald de la statia de epurare, pe parcursul
unei zile, la ore diferite. Astfel au fost colectate trei probe de influent la orele 9, 12, 15 si efluentii
corespunzitori acestora la orele 16, 19 si 22. In probele de influent au fost detectate doar trei antibiotice
din cele sapte studiate, cu niveluri de concentratii diferite: 334 ng L' CFX, 146 pg L' TET si 110 pg L™
DOXI (Tabel 4.17).

In efluentii investigati nu a fost detectat nici un antibiotic din cele sapte studiate in cadrul acestor
cercetari sau au fost prezente In cantitati mici, sub limita de detectie a procedurii propuse. Acest lucru
sugereaza faptul ca procesul de epurare al apelor rziduale este eficient.
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Tabel 4.16. Cantititile (ug L") de antibiotice determinate in probele de apa reziduala prelevate de la o statie de epurare.

Nr Cantitatea (ug L)

» AMOX AMP PENG CFZ CFX TET DOXI
probd influent | efluent | influent | efluent | influent | efluent | influent | efluent | influent | efluent | influent | efluent | influent | efluent
1 nd" nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
2 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
3 nd nd nd nd nd nd nd nd 245 nd nd nd nd nd
4 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 263 nd nd nd
5 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
6 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
7 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 388 nd 83 nd

Dnd - nu a fost detectat.

Tabel 4.17. Cantititile (ug L) de antibiotice determinate in probele de apa reziduali colectate de la statia de epurare in aceeasi zi, la intervale orare diferite.

Ora A iduali Cantitatea (ug L")
prelevarii | 7P MU MUV 6X T AMP | PENG | CFZ | CFX | TET | DOXI

9 Influent nd" nd nd nd nd 146 110
12 Influent nd nd nd nd nd nd nd
15 Influent nd nd nd nd 334 nd nd
16 Efluent nd nd nd nd nd nd nd
19 Efluent nd nd nd nd nd nd nd
22 Efluent nd nd nd nd nd nd nd

)nd - nu a fost detectat.
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Capitolul 5. Cercetari privind influenta antibioticelor
asupra algelor verzi (Pseudokirchneriella subcapitata L.) si

asupra plantelor de grau (7Triticum aestivum L.)

Monitorizarea si realizarea de studii de toxicitate ale produselor farmaceutice sunt necesare
pentru a evalua impactul lor asupra mediului inconjuritor (Choma, 2004). In prezenta tezi de doctorat, au
fost realizate studii privind influenta antibioticelor asupra algelor verzi de apa dulce (Pseudokirchneriella
subcapitata L.) (Subcapitolul 5.2) si asupra plantelor de grau (Triticum aestivum L.) (Subcapitolul 5.3). In
Subcapitolului 5.1 sunt prezentate antibioticele care au fost luate 1n studiu 1n cadrul acestor cercetari.

5.1. Antibioticele luate in studiu si principalele caracteristici

In experimentele ce au avut drept scop influenta antibioticelor asupra algelor
(Pseudokirchneriella subcapitata L.) (Subcapitolul 5.2), au fost luate in studiu trei antibiotice care apartin
la doua clase diferite: peniciline (AMP PENG) si tetracicline (DOXI) (vezi Subcapitol 4.1). In cadrul
studiilor privind influenta antibioticelor asupra plantelor de grau (7riticum aestivum L.) (Subcapitolul
5.2), au fost luate in studiu noud antibiotice (AMOX, AMP, PENG, CFZ, CFX, TET, DOXI,
ciprofloxacind - CIP si eritromicind - ERI). Cu exceptia CIP si ERI, caracteristicile tuturor antibioticelor
mentionate anterior sunt prezentate in cadrul Subcapitolului 4.1. Caracteristicile antibioticelor CIP gi ERI
sunt prezentate in Tabelul 5.2.

Tabel 5.2. Formula chimica, masa moleculara, formula structurala si

modul de actiune ale antibioticelor ciprofloxacind si eritromicina.

Masa
e . C. < . Modul de
Antibiotic | Formula chimica | moleculara Formula structurala .
-1 actiune
(g mol™)

TY

CIP C;;H,5sFN;05.HCl 367,80 ~ | sa Bactericid
F COOH

HOw
HCr

ERI C43H75N016 862,05 CHiCH; O 0
WO o (CH)N  OOCCH,CH,COOCHs
HO—OCH;

Bacteriostatic

CH,

DAntibioticele bactericide precum fluorochinolonele inhiba sinteza ADN-ului si sinteza proteica. Antibioticele
bacteriostatice precum macrolidele inhiba sinteza proteica, impiedicand alungirea lantului polipeptidic (Dahl et al.,
2006; Matinca, 2002).

5.2. Cercetari privind influenta antibioticelor asupra densititii celulare a algelor verzi
(Pseudokirchneriella subcapitata L.)

De regula, testele de toxicitate privind inhibarea cresterii unor organisme vii se aplicd pentru
determinarea prezentei unor substante toxice ce se gasesc in mediul inconjurdtor. Algele verzi sunt

utilizate cu succes la determinarea efectelor toxice sau mutagene ale unor substante chimice, metale grele,
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pesticide sau ale apelor reziduale generate de diferite industrii. Algele au un rol foarte important in

structura si functionarea Intregului ecosistem acvatic (Yang et al., 2008).

5.2.1. Algele verzi (Pseudokirchneriella subcapitata 1.), conditiile de crestere si tratamentele cu
antibiotice. Modul de lucru

Pentru a contura si motiva cercetérile urmétoare privind influenta antibioticelor asupra plantelor de
grau (Triticum aestivum L.), au fost realizate studii privind influenta antibioticelor asupra algelor verzi.
Testele au fost realizate pe algele de apa dulce Pseudokirchneriella subcapitata L., acestea fiind
considerate bioindicatori in evaluarea toxicitatii unor substante chimice care se gasesc 1n mediul
inconjuritor.

Astfel, evaluarea rapida privind influentele negative ale celor trei antibiotice luate in studiu (AMP,
PENG si DOXI, vezi Subcapitolul 4.1) asupra algelor, a fost realizatd prin determinarea densitatii
celulare. Mediile nutritive de crestere ale algelor utilizate in cadrul acestui studiu au fost: mediu nutritiv
necesar cresterii algelor in conditii normale (alge de referintd sau control), mediu nutritiv de crestere a
algelor in prezenta solutiilor de antibiotice (AMP, PENG si DOXI) de concentratie 1,5 mg L™, precum si
mediu nutritiv de crestere a algelor in prezenta de bicromat de potasiu (K,Cr,0;) de concentratie 1,5 mg
L utilizat de asemenea drept referintd pentru detectarea eventualelor conditii de testare nesatisfacatoare
(Halling-Serensen, 2000). Concentratia de antibiotice selectatd pentru acest studiu este intermediarad
concentratiilor care sunt raportate in literatura de specialitate (Qin et al., 2012; van der Grinten et al.,
2010; Yang et al, 2008).

Densitatea celulara a algelor a fost determinata cu ajutorul unui microscop optic (CETL, Anglia) si
a camerelor de numarare Neubauer (Weber Scientific International, Anglia). Numararea celulelor algelor
a fost realizatd utilizind obiectivul de marire de 40 de ori al microscopului optic, iar camerele de
misurare Neubauer au avut urmitoarele caracteristici: adancime 0,1 mm, dimensiune 1 x 4000 mm’. in
camerele de masurare Neubauer, au fost introduse cite 20 uL de suspensie algala, corespunzitoare
fiecarui test inclus 1n cadrul acestui experiment. Reteaua de numarare a camerei Neubauer a fost alcatuita
din 9 cAmpuri de masurare (patrate mari, 1 x 1 mm), fiecare fiind impartit la rAndul sdu In 16 patrate mici.
Pentru a evita numararea celulelor de doua sau mai multe ori si In scopul obtinerii unor cifre precise,
numararea celulelor a fost realizata in trei cdmpuri diferite, care au fost selectate astfel incat dispunerea
lor sa fie pe diagonala. Aceste masuratori au fost efectuate de trei ori si apoi a fost calculatd media celor
trei determindri. Masurarea densitatii celulare a algelor care au fost crescute 1n cele cinci medii diferite, a
fost realizata la trei intervale de timp: 24 h, 48 h si 72 h (EN ISO 8692:2004).

5.2.2. Rezultate si discutii privind influenta antibioticelor asupra densitatii celulare a algelor

La 24 h dupi inceperea experimentului numarul de celule mL™' a scizut semnificativ din punct de
vedere statistic, Tn cazul tuturor celor trei teste cu antibiotice (AMOX, PENG si DOXI). Fata de control,
sciderea numarului de celule mL™" a algelor care au fost crescute in mediul nutritiv cu continut de
antibiotice a fost cuprinsa Intre 38,6-50,8%. Cea mai mare cantitate de celule mL™" a fost inhibatd de
antibioticul DOXI (50,8%).

In cadrul acestui studiu, al doilea set de masuritori a fost realizat la 48 h de la inceperea
experimentului. Densitatea celulara in cazul algelor din mediul nutritiv cu continut de DOXI 1,5 mgL" a

scazut cu 74,2% fata de densitatea celulara a algelor control. Antibioticul PENG a contribuit de asemenea
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la modificari in densitatea celulard, aceasta crescand semnificativ (31,8%) fatd de algele control. A fost
observatd o scadere in densitatea celulara a algelor crescute in prezenta antibioticului AMP, dar aceasta
scadere este nesemnificativa din punct de vedere statistic.

Influenta antibioticului DOXI asupra densitatii celulare a algelor Pseudokirchneriella subcapitata
L., a fost observata si la 72 h de la Inceperea experimentului. Densitatea celulard a scazut fatd de control
cu 66,9%. In cazul testului cu antibioticul AMP, sciderea densitatii celulare a algelor nu a fost att de
mare ca in cazul testului cu DOX]I, aceastd scadere fiind de 24,3% fata de algele control. Testul in care
algele au fost crescute in prezenta antibioticului PENG a pastrat aceeasi crestere in ceea ce priveste
numarul celulelor de alge, la fel ca In cazul masuratorilor efectuate la 48 h de la inceperea experimentului.
La 72 h, numarul celulelor de alge crescute in prezenta PENG a crescut cu 50% fata de control.

Testul in care a fost adaugata solutie de K,Cr,O; in mediul nutritiv de crestere, pentru detectarea
eventualelor conditii de testare nesatisfacatoare, nu a fost diferit fatd de control, in ceea ce priveste
numdrul de celule mL™" (24 h, 48 h, 72 h).

De asemenea au fost calculate si vitezele de crestere (W) a celulelor algelor Pseudokirchneriella
subcapitata L., precum si procentele de inhibare a cresterii celulare (Iy;) pentru fiecare test realizat in
cadrul acestui studiu (EN ISO 8692:2004). Valorile vitezelor de crestere celulara a variat intre 0,054-
0,085 celule mL™" h', cea mai mica valoare fiind in cazul testului cu antibioticul DOXI. Procentul de
inhibare celulara a variat intre 24,1-35,1%.

5.3. Cercetari privind influenta antibioticelor asupra plantelor de grau (Triticum aestivum L.)

Péana in prezent, intelegerea efectelor antibioticelor asupra proceselor fiziologice ce au loc in
plante este incd limitatd. Astfel, pentru a obtine o perspectiva referitoare la aceste efecte negative si
pentru a identifica cele mai bune caracteristici pentru o evaluare rapida a toxicitatii lor, in cadrul acestui
Subcapitol sunt prezentate influentele a noua antibiotice (AMOX, AMP, PENG, CFZ, CFX, TET, DOXI,
CIP si ERI, prezentate in Subcapitolele 4.1 si 5.1) de concentratii 0,5 mg L™ si 1,5 mg L asupra
parametrilor fotosintetici, compusilor organici volatili, pigmentilor asimilatori si asupra continutului total
de flavonoide din plantele de grau (Triticum aestivum L. soiul ,,Lovrin”). Fotosinteza este considerata ca
fiind procesul biologic fundamental in cresterea plantelor, asimilarea nutrientilor si care oferd rezistenta
plantelor in conditii de stres biotic si abiotic. In general, se cunoaste faptul ci plantele emit compusi
organici volatili in diferite conditii de stres biotic si abiotic (Loreto si Schnitzler, 2010; Niinemets, 2010).
In acest sens, in urma acestui studiu considerdm ca emisia de compusi organici volatili este in stransa

legétura cu stresul indus de antibiotice.

5.3.1. Plantele de grau (Triticum aestivum L.), conditiile de crestere si stresul abiotic indus de

antibiotice. Modul de lucru

Semintele de grau (Triticum aestivum L. soiul ,,Lovrin”, Fundulea, Roménia) au fost plantate in
recipiente din plastic (1 L, 10 x 10 X 10 cm), continand sol de gradind comercial care a fost fertilizat in
prealabil cu microelemente (Bioland, Finlanda). Plantele au fost crescute intr-o camerd speciald de
crestere numita fitotron (model Percival LT36VL, SUA), in conditii controlate de lumina (1000 pmol m™
s, timp de 12 ore) si temperatura (zi/noapte - 25/18 °C).

Stresul abiotic la care au fost supuse plantele de grau a constat in udarea lor zilnica cu cate un
volum de 71 mL solutii apoase de antibiotice de concentratii 0,5 = 0,03 mg L™ si 1,5 + 0,08 mg L. De
asemenea, au fost crescute si plante control (netratate cu antibiotice) care au fost udate cu acelasi volum,
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dar de apa distilatd. Masuratorile experimentale au fost efectuate dupa ce plantele au fost udate cu volume
totale de 0,5 L (dupa o saptamana) si 1 L (dupd doud sdptdmani) solutii de antibiotice (Opris et al.,
2012b).

In cazul nostru, dozele de antibiotice administrate plantelor de grdu au fost mai scizute
comparativ cu cele utilizate in alte studii, dar au avut un timp de expunere mai indelungat (Pan et al.,
2008; Xie et al., 2011). Astfel, aceste tratamente au o reflectiec mai buna asupra raspunsului plantelor la
reziduurile de antibiotice ce se gasesc in mediul Inconjurdtor. Numeroase studii au demonstrat ca
expunerea prelungitd a unui numar de solutii de antibiotice de concentratii asemanatoare cu cele utilizate
in cadrul acestui studiu, conduce la inhibarea semnificativa a cresterii plantelor (Brain et al., 2004, 2005,
2008; Hillis et al., 2011; Liu et al., 2009; Pomati et al., 2004).

5.3.2. Influenta antibioticelor asupra parametrilor fotosintetici ai plantelor de grau

Fotosinteza este consideratd ca fiind cel mai amplu proces de sinteza de pe suprafata terestra. O
definitie generala a fotosintezei ar fi ca prin acest proces plantele verzi in prezenta luminii preiau CO, din
atmosfera si 1l transforma in substante organice cu degajare de O, (Dobrota, 2010). Astfel, in conditii de
stres, acest proces poate fi afectat, conducand la o inhibare a dezvoltarii plantelor. In ceea ce priveste
studiul efectelor antibioticelor asupra fotosintezei, s-a urmarit analiza a trei parametri fotosintetici: viteza
transportului de electroni (Jgrg - electron transport rate), conductanta stomatald de vaporizare a apei (g; -
stomatal conductance to water vapor) si viteza netd de asimilatie a CO, (A - assimilation rate). Acesti trei
parametri sunt deosebit de importanti in procesul de fotosintezd. Transportul de electroni are rol in
formarea agentului reducator nicotinamida adenozind dinucleotidd fosfat oxidaza (NADPH) si a
moleculelor energetice de adenozind trifosfat (ATP) care sunt utilizate in etapa de fixare si reducere a

CO, (Dobroti, 2010). In plante, asimilatia de CO, are loc concomitent cu eliminarea apei stomatale.

5.3.2.1. Determinarea parametrilor fotosintetici ai plantelor de grau. Modul de lucru

Determinarea parametrilor fotosintetici a fost realizatd cu ajutorul unui sistem portabil schimbator
de gaze GFS-3000 (Waltz, Germania). Acest sistem este prevazut cu o cuveta care are o fereastra cu aria
de 8 cm’ si posibilitatea ilumindrii fluorimetrice a frunzei in vederea efectudrii masuratorilor de
fluorescenta clorofiliand. Parametrii care au fost setati pentru efectuarea tuturor masuratorilor sunt: 385
pmol mol™ CO,, 1000 umol m™ s™" intensitate luminoasa, temperatura 25°C si 70% umiditate. Plantele au
fost introduse 1n cuveta astfel incat toatd suprafata ferestrei cuvetei sa fie acoperitd. Dupa inchiderea
cuvetei, frunzele au fost supuse intensitatii luminoase, iar intr-un interval de timp de 20-30 min a avut loc
deschidere stomatei, obtindndu-se valori stabile ale conductantei stomatale de vaporizare a apei si ale
vitezei nete de asimilatie a CO,. De asemenea, au fost Inregistrate si valori ale fluorescentei initiale (F -
fluorescence yield) si fluorescentei maxime (Fm - maximum fluorescence yield) obtinute la intensitatea

luminoasa de 4500 umol m” s’

, Intr-un timp de 1 s, necesare pentru calculul vitezei transportului de
electroni.

Valorile conductantei stomatale de vaporizare a apei si ale vitezei nete de asimilatie a CO, au fost
calculate conform ecuatiilor propuse de catre von Caemmerer si Farquhar (1981). Viteza transportului de
electroni a fost calculata din masuratorile de fluorescenta clorofiliana, conform ecuatiilor propuse de catre
Genty et al. (1989). Pentru calculul acestui parametru a fost utilizatd constanta de absorbtie a frunzei de

0,85 si s-a presupus faptul cd lumina a fost distribuita egal intre cele doud fotosisteme (Niinemets et al,
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2010a) PS I si PS II. in procesul de fotosintezi este implicata interactiunea dintre doud reactii de lumina
PS I si PS 11, care actioneaza in serie pentru a produce oxigenul molecular pentru formarea NADPH si
pentru sinteza de ATP (Bercea, 2008).

5.3.2.2. Rezultate si discutii privind influenta antibioticelor asupra parametrilor fotosintetici ai

plantelor de grau

In Figura 5.12.a si b se observi o scidere a vitezei transportului de electroni, mai ales in cazul
concentratiei mari a solutiei de antibiotice (1,5 mg L) utilizate pentru udarea plantelor de grau.
Exceptiile au fost doar in cazul tratamentelor cu CIP si ERI (Figura 5.12.b). Plantele de grau tratate cu
AMP influenteazd negativ viteza transportului de electroni, acestea scdzand in cazul ambelor concentratii
(0,5mg L' si 1,5 mg L") de solutii de antibiotice utilizate pentru udarea plantelor (Figura 5.12.a si b)
(Opris et al., 2012b).

In general, in comparatie cu plantele control, cele mai mici valori ale vitezei transportului de
electroni (aproximativ cu 16% mai mici) au fost observate in cazul tratamentului cu antibioticul CFX la
concentratia de 1,5 mg L. Efectele antibioticelor din clasa penicilinelor si a tetraciclinelor asupra
valorilor vitezei transportului de electroni (Figura 5.12.a si b) sunt asociate cu scaderea continutului de
clorofile din plante (Figura 5.20). In cadrul acestui studiu, efectul antibioticului AMOX, la concentratia
cea mai mare, obtinut asupra valorilor vitezei transportului de electroni este in concordantd cu efectul de
inhibare a acestuia asupra PS II (Opris et al., 2012b). Acest aspect a fost constatat si de catre alti
cercetatori (Pan et al., 2008), dar la concentratii ale antibioticului AMOX relativ mai mari.

Valorile celui de-al doilea parametru fotosintetic analizat, conductanta stomatala de vaporizare a
apei, au crescut in cazul tratamentelor in care au fost utilizate solutii de antibiotice de concentratie de 0,5
mg L™ (Figura 5.12.c), cu exceptia tratamentelor cu TET si ERI In aceste ultime trei cazuri, plantele nu
au fost afectate la utilizarea a nici unuia dintre volumele de solutii de antibiotice utilizate (0,5 L si 1 L). In
cazul celei de a doua concentratii de solutii de antibiotice (1,5 mg L™") din clasele cefalosporinelor (CFZ,
CFX) si tetraciclinelor (TET) (0,5 L si 1 L) utilizate, valorile conductantei stomatale de vaporizare a apei,
au scazut cu aproximativ 10-30% (Figura 5.12.d). De asemenea, au fost observate scdderi ale
conductantei stomatale de vaporizare a apei si in cazul plantelor tratate cu tetraciclina DOXI si
fluorochinolona CIP, dar doar dupa ce plantele au fost udate cu un volum de 1 L solutie de antibiotice
(Figura 5.12.d) (Opris et al., 2012b).

Valorile conductantei stomatale de vaporizare a apei fluctueaza in cazul anumitor antibiotice luate
in studiu (la concentratia de 0,5 mg L' solutii de antibiotice). In cazul tratamentului cu antibioticul AMP,
acest efect este asociat cu continutul de zeaxantina (Figura 5.21) care se presupune a fi un precursor in
sinteza acidului abscisic (ABA), hormon responsabil pentru inchiderea stomatei (Milborrow, 2001). ABA
este un reglator de baza al raspunsului plantelor la factorii de stres, crestere si dezvoltare (Delian, 2006).
Cu toate acestea, doar o micd parte din carotenoide sunt implicate n sinteza ABA, iar modificarile in
continutul de pigmenti carotenoizi nu poate fi asociat cu reducerea conductantei stomatale de vaporizare a

apei, la concentratia cea mai mare de solutii de antibiotice utilizate in acest experiment.

19



Rezumatul tezei de doctorat. ,, Contributii privind influenta antibioticelor asupra unor factori de mediu”

180+

N

n

o
1

-

N

o
1

2 1
Jor (kmoOl m™ ™)
(2] (]
(? o

w
o
n

o

500+

w H
o o
o o

g. (mmol m?s™)
N
o
o

S

I

10+
54
0 ’ A N N
STELLSEF S8

Figura 5.12. Modificari ale vitezei transportului de electroni (Jgrg, pmol m™ s™) (a si b), ale conductantei
stomatale de vaporizare a apei (g, mmol m™ s™) (c si d) si ale vitezei nete de asimilatie a CO, (A, umol
m~?s™) (e si f) in plantele de Triticum aestivum L. soiul ,,Lovrin” tratate cu solutiile a noua antibiotice de
concentratii diferite 0,5 mg L™ (a, ¢ si e) si 1,5 mg L™ (b, d si f). Masuratorile au fost efectuate dupa ce
plantele au fost udate cu volume totale de solutii de antibiotice de 0,5 L (dupa o sdptdménd) si 1 L (dupa
doua saptamani). Fiecare coloana reprezintad media (=SE) a trei masuratori independente cu plante diferite
crescute 1n aceleasi conditii. Simbolul ,,*” reprezintd diferente semnificative din punct de vedere statistic

intre o planta tratata cu antibiotic si o planta control (P < 0,05).

De asemenea, au fost observate scaderi ale valorilor vitezei nete de asimilatie a CO, in cazul
tratamentelor in care au fost utilizate solutii de antibiotice din clasa cefalosporinelor (CFX) si
fluorochinolonelor (CIP), de concentratie de 0,5 mg L™, Acest efect a fost observat doar dupi ce plantele
au fost udate cu un volum total de 1 L solutie de antibiotice (Figura 5.12.¢). Utilizarea solutiilor de
antibiotice de concentratie mai mare (1,5 mg L) a condus la scideri mai pronuntate ale valorilor vitezei
nete de asimilatie a CO,, chiar si la volumul de 0,5 L solutie de antibiotice utilizatd. Aceste scaderi au fost
observate tot in cazul tratarii plantelor cu solutii de antibiotice din clasa cefalosporinelor (Figura 5.12.f).

Efectul antibioticului CIP asupra plantelor a fost mai evident dupa ce plantele au fost udate cu un
volum de 1 L de solutie (Figura 5.12.f) (Opris et al., 2012b). Efectele cauzate de antibioticul CIP sunt in
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concordanta cu studiul lui Aristilde et al. (2010) care demonstreaza ca stuctura antibioticului CIP este
similara cu cea a inhibitorilor care au rol oxidativ in PS II. Scaderea valorilor vitezei nete de asimilatie a
CO; 1n plantele tratate cu antibioticele din clasa cefalosporinelor pot avea aceeasi explicatie, inhibarea
activitatii catalitice ale PS II putand fi asociatd cu gruparea NH, din structura cefalosporinelor (Opris et
al., 2012b).

Scaderea valorilor vitezei nete de asimilatie a CO, in cazul tratamentelor cu solutii de antibiotice
de concentratie 1,5 mg L™ este asociati cu scaderea valorilor conductantei stomatale de vaporizare a apei
(Figura 5.12.d) si cu modificari nesemnificative din punct de vedere statistic in cazul vitezei transportului
de electroni, pentru tratamentele cu antibioticele CFZ si CIP (Figura 5.12.b). Astfel, cel putin pentru
aceste doud tratamente, reducerea intensitatii fotosintezei nu a fost asociatd cu inhibarea activitatii PS II,
ci mai degraba reflectd viteza de asimilatie a CO, in frunze (Opris et al., 2012b). Acelasi comportament a
fost observat pentru o varietate de plante de grau ca raspuns la un tratament cu 80 uM oxitetraciclind (Li
etal., 2011).

In general, scaderea valorilor vitezei nete de asimilatie a CO, a fost moderata (au scizut cu 10-
17% comparativ cu plantele de grau utilizate drept control). Aceste efecte au crescut cu cresterea dozei de
antibiotic administrate plantelor de grau (Opris et al., 2012b).

5.3.3. Emisiile de compusi organici volatili din plantele de grau tratate cu antibiotice

O gama foarte variata de compusi organici volatili (VOC - volatile organic compounds) este
emisa de plantele care sunt supuse unor varietdti de stres de naturd biotica sau abiotica (Copolovici et al.,
2012). De aceea, pentru a obtine o perspectivd cat mai completd referitoare la efectele antibioticelor
asupra plantelor, au fost analizate si emisiile de VOC. In cadrul studiului nostru, dintre VOC emisi de
plantele de grau au fost analizati produsii de oxidare sub actiunea lipoxigenazei (LOX - lipoxygenase
pathway products) si monoterpenele. Produsii LOX sunt formati in urma oxidarii acizilor grasi din plante,
sub actiunea enzimei lipoxigenaza. Cantitatea emisiilor de LOX este in concordanta cu raspunsul plantei
la o varitate de conditii de stres si constituie primul raspuns al plantei in conditii de stres (Liavonchanka si
Fuessner, 2006). Monoterpenele sunt compusi ai metabolismului secundar din plante, sunt insolubile in
apa si deriva din acetil coenzima A sau alti intermediari ai glicolizei. Multe dintre monoterpene si
derivatii lor sunt foarte importanti agenti toxici mpotriva insectelor (Dobrota, 2005). Graul, in conditii
normale nu este considerat un emititor de monoterpene. Cu toate acestea, emisiile de monoterpene sunt
de obicei induse de raspunsul stresului biotic sau abiotic, la fel ca in cazul produsilor LOX care sunt emisi
de cele mai multe specii de plante (Copolovici et al., 2012; Niinemets, 2010; Niinemets et al., 2010b,
2010c).

5.3.3.1. Captarea si analiza compusilor organici volatili emisi de plantele de grau. Modul de lucru

Prelevarea de VOC a fost realizatd utilizand acelasi sistem portabil ca si In cazul masuratorilor
parametrilor fotosintetici. Dupa ce au fost obtinute valori stabile ale parametrilor fotosintetici, din cuveta
aparatului, un volum de aer de 3 L a fost prelevat in cartuse de otel (10,5 X 3 cm, Supelco, SUA) cu
continut de carbune activ numit strat adsorbant Carbopack (C 20/40 mesh, C 40/60 mesh, and X 20/40
mesh) optimizat pentru analiza cantitativd a LOX si a monoterpenelor (Copolovici et al., 2009, 2011;
Niinemets et al., 2010a). Aerul a fost prelevat cu ajutorul unei pompe 1003-SKC (SKC Inc., SUA) cu un
debit de 200 mL min™ intr-un timp de 15 min, la temperatura camerei. Inainte si dupa captarea de VOC
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emisi de plantele de grau tratate cu antibiotice, au fost prelevate si probe de aer control, din cuveta
sistemului schimbator de gaze in care nu s-a introdus planta de grau.

Pentru analiza VOC a fost utilizat un sistem alcatuit dintr-un dispozitiv prevazut cu termo-
desorbtie (Shimadzu TD20, Japonia) si un cromatograf de gaze cuplat cu spectrometru de masa
(Shimadzu QP2010 Plus GC-MS, Japonia). Metoda utilizatd pentru analiza de VOC a fost conform unei
metode descrise detaliat de catre Copolovici et al. (2009) si Toome et al. (2010). Compusii analizati au
fost identificati comparand spectrele de masa ale compusilor individuali cu spectrele standardelor
analizate (de puritate GC, Sigma-Aldrich, SUA) si cu spectrele de masa din baza de date NIST de spectre.
De asemenea, identificarea compusilor a fost realizata si pe baza timpilor de retentie.

In cadrul acestui studiu au fost determinate vitezele de emisie ale compusilor lipoxigenati (®rox),
insuménd vitezele de emisie pentru 1-hexanol, (Z)-3-hexenol, (Z)-2-hexenal si (Z)-3-hexenil acetat. A
doua categorie de VOC analizatd a fost monoterpenele. Datele experimentale obtinute din analiza
monoterpenelor au fost interpretate ca vitezad de emisie a monoterpenelor (®vionoTerpEnE), INSUMANd
vitezele de emisie pentru a-pinen, S-pinen, camfen, limonen, 3-caren, p-cimen si f-felandren (Opris et al.,
2012b).

5.3.3.2. Rezultate si discutii privind emisiile de compusi organici volatili din plantele de grau tratate
cu antibiotice

Atat vitezele de emisie ale computilor lipoxigenati (®rox) cat si vitezele de emisie ale
monoterpenelor (Pyonoterpeng) au fost foarte scazute in cazul plantelor control. Aceasta scadere se poate
observa in Figura 5.16 (reprezentarea graficd a vitezelor de emisie a VOC analizati in cadrul acestui
studiu). Cresterea de ®;ox a fost observata chiar si la concentratia de 0,5 mg L™, 1 L solutie de AMP,
PENG, CFX, DOXI si CIP (Figura 5.16.a). La o concentratie mai mare de solutie de antibiotice utilizata
pentru udarea plantelor 1,5 mg L™ si volum de 1 L, ®ox a crescut in cazul tuturor tratamentelor cu
antibiotice, mai putin in cazul tratamentului cu AMP (Figura 5.16.b). De asemenea, in acest caz,
comparativ cu plantele control, @, ox a crescut de patru ori mai mult. in general, ficand o comparatie intre
cele doua concentratii de solutii de antibiotice utilizate la udarea plantelor, @ ox a crescut cu peste 100%
in cazul concentratiei de 1,5 mg L™, decat in cazul concentratiei de 0,5 mg L. Plantele care au fost tratate
cu antibioticele AMP si CIP au facut exceptie de la aceasta constatare generald (Opris et al., 2012b).

In cazul tuturor celor noud antibiotice utilizate pentru tratamentul plantelor de grau a fost
observata o crestere a @ oy care este dependentd de cresterea concentratiei solutiilor de antibiotice si de
volumul utilizat pentru udarea plantelor de grau (Figura 5.16.a si b). Concordante semnificative intre
®,ox si severitatea stresului au fost demonstrate pentru alte tipuri de stres indus plantelor: ozonul
(Beauchamp et al., 2005), temperatura (Copolovici et al., 2012) si excesul de apa (Copolovici si
Niinemets, 2010). Din studiul de fata, se poate concluziona faptul cd LOX constituie un indicator sensibil
al raspunsului plantelor la conditii de stres induse de antibiotice.

®yonoterpENE @ crescut Tn cazul ambelor concentratii de solutii de antibiotice utilizate in cadrul
acestui studiu (Figura 5.16.c si d). In general, aceste efecte au fost mai pronuntate in cazul in care a fost
utilizat pentru udarea plantelor un volum de 1 L, decat In cazul unui volum de 0,5 L de solutii de
antibiotice. Diferente semnificative din punct de vedere statistic nu au fost observate intre concentratiile
solutiilor de antibiotice utilizate, decat doar 1n cazul plantelor tratate cu ERI (Figura 5.16.c si d) (Opris et
al., 2012b).
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Figura 5.16. Vitezele de emisie ale produsilor de oxidare sub actiunea lipoxigenazei (® ox, nmol m?s™)
(a si b) si ale monoterpenelor (®yonoTErpENE, NMOIL m?s™) (c si d) din plantele de Triticum aestivum L.
soiul ,,Lovrin” tratate cu solutiile a noud antibiotice. Masuratorile au fost efectuate dupa ce plantele au
fost udate cu diferite volume de solutii de antibiotice 0,5 L si 1 L de concentratii 0,5 mg L™ (asic)si 1,5
mg L™ (b si d). ® ox reprezintd suma vitezelor de emisie pentru 1-hexanol, (Z)-3-hexenol, (Z)-2-hexenal
si (Z)-3-hexenil acetat, iar OyonorterpENE TEPrezintd suma vitezelor de emisie pentru a-pinen, S-pinen,
camfen, limonen, 3-caren, p-cimen si pS-felandren. Fiecare coloand reprezinta media (+SE) a trei
masuratori independente cu plante diferite crescute in aceleasi conditii, iar simbolurile situate deasupra
coloanelor reprezintd diferente semnificative din punct de vedere statistic (P < 0,05). ,,*” - diferente
statistice Intre o plantd tratatad cu antibiotic si o planta control, ,.#” - diferente statistice Intre volumele de
solutii de antibiotice (0,5 L si 1 L) de aceeasi concentratie (0,5 mg L sau 1,5 mg L) utilizate pentru
udarea plantelor, ,,&” - diferente statistice intre doud concentratii ale aceluiasi antibiotic (0,5 mg L™ si 1,5
mg L") pentru acelasi volum de solutie (0,5 L sau 1 L) utilizat pentru udarea plantelor.

Cele mai mari cantitati de monoterpene au fost emise de plantele tratate cu solutii de TET si
DOXI (Figura 5.16.c si d) si au fost asociate cu scdderea cantitatii de carotenoide (Figurile 5.21.c si
5.22.d) (Opris et al., 2012b). In cazul plantelor tratate cu TET existd posibilitatea de activare sau

dezactivare a unor gene, procese ce au loc oricand in timpul anumitor infectii patogene a plantelor
(Zarnack et al., 20006).

5.3.4. Influenta antibioticelor asupra pigmentilor asimilatori din plantele de grau

In studiul nostru, pigmentii asimilatori care au fost determinati din plantele de grau, fac parte din
categoria pigmentilor clorofilieni (clorofila a si clorofila ) si a celor carotenoizi (f-caroten, zeaxantina,

luteina, neoxantina si violaxantina). Pigmentii zeaxantind, luteind, neoxantind si violaxantind sunt
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carotenoide sub forma de xantofile, pigmenti 1n care radicalii liberi ai lantului de carbon sunt reprezentati
de grupari hidroxil -OH (Dobrota, 2010).

Clorofilele au rol deosebit de important in absorbtia luminii, in procesul de fotosinteza. Clorofila
a se gaseste in toate plantele verzi care prin fotosinteza elimind O,, iar clorofila b insoteste clorofila a n
toate plantele superioare, alge verzi si flagelate (Dobrota, 2010).

Pigmentii carotenoizi din plante sunt antioxidanti lipo-solubili (Havaux, 1998; Havaux et al.,
1998), iar rolul lor fotoprotector poate fi privit ca o valva de sigurantd ce permite disiparea energiei in
exces inainte de aparitia daunelor la nivelul celulei (Dobrota, 2010). Carotenoidele din plantele supuse
unor conditii severe de stres sunt foarte rapid distruse si ca urmare nu mai au rol de protectie impotriva

distrugerii prin oxidare (Munné-Bosch si Alegre, 2000).

5.3.4.1. Extractia si analiza pigmentilor asimilatori din plantele de grau. Modul de lucru

Pentru determinarea continutului de pigmenti clorofilieni si carotenoizi din plantele de grau au
fost luate probe de frunze cu aria totald de 4 cm’ imediat dupd ce au fost efectuate masuritorile
parametrilor fotosintetici si apoi au fost inghetate imediat in azot lichid. Pigmentii au fost extrasi Tn 100%
acetond cu carbonat de calciu (ambele achizitionate de la Sigma-Aldrich, Germania). Suspensiile astfel
obtinute au fost mojarate si apoi centrifugate cu ajutorul dispozitivului Hettch 320 R Universal (Hettich
GmbH, Germania) la 0°C si 9500 g, timp de 3 min. Supernatantul a fost decantat, iar aceste etape ale
extractiei au fost repetate de cel putin trei ori, in cantitati foarte mici de acetond, pana cand supernatantul
a ramas incolor. Extractele au fost aduse intr-un volum final de 1 mL acetonad si apoi filtrate cu ajutorul
unor filtre de teflon (0,45 um, VWR International, SUA) (Opris et al., 2012b).

Extractele astfel obtinute au fost analizate cu ajutorul unui cromatograf de lichide de inalta
performantd (HPLC, Agilent Technologies 1200, SUA) prevazut cu detector cu serie fotodiode cu baleiaj
complet (DAD). Metoda care a fost utilizatd este o metoda putin modificata fatd de metoda descrisa de
catre Niinemets et al. (1998), in cazul nostru fiind utilizatd o coloana cu faza inversd Zorbax Eclipse
XDB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 um, Agilent Technologies, SUA). Temperatura coloanei de separare a fost
mentinutd la 10°C, iar debitul fazei mobile a fost de 1,5 ml min". Faza mobila utilizata pentru elutia
cromatografica a fost compusa din apa ultrapura cu HEPES [acid 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetansulfonic] 0,1 M, pH 8 (A) si acetona (B) de puritate HPLC, ambele fiind achizitionate de la
Sigma-Aldrich (Germania). Programul de gradient utilizat pentru separarea pigmentilor asimilatori a fost:
7,5 min 25% A si 75% B, 5 min 0% A si 100% B, raport de solventi care a fost mentinut timp de 3 min.
Etapa urmatoare a constat in revenirea la compozitia initiala a fazei mobile 25% A si 75% B in 2 min.
Calibrarea a fost realizatd utilizand pigmenti comerciali: clorofila a, clorofila b si f-caroten care au fost
achizitionati de la Sigma-Aldrich (Germania), iar zeaxantina si luteina de la Fluka (Germania).

Unii cercetatori (Niinemtes et al., 1998; Pocock et al., 2004; Polle et al., 2001) au obtinut
referintele (standardele) pigmentilor de interes prin extractia lor din plante sau alge urmata de o purificare
pe placi cromatografice TLC. Dupa separare, compusii de interes sunt reluati de pe placile TLC in diferiti
solventi, iar concentratia lor este determinatd din calculul coeficientului de extinctie, din masuratori
spectrofotometrice. In cazul nostru, pigmentii carotenoizi neoxantini si violaxantini au fost extrasi din
frunze proaspete de Primula vulgaris L. care au fost maruntite cu azot lichid. Acesti doi pigmenti au fost
extrasi in etanol 100% (Sigma-Aldrich, Germania). Separarea lor a fost realizatd cu ajutorul tehnicii
cromatografice prin utilizarea de placi TLC preparative de silicagel (20 x 20, 500 pm, Analtech, SUA).
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Spotarea extractelor pe placile TLC a fost realizata in bandd cu ajutorul unei microseringi Hamilton
model 705 RN SYR (50 pL, Germania). Developarea placilor TLC a fost realizatd cu un amestec de
solvent care a fost compus din 400 mL eter de petrol (Sigma-Aldrich, Germania), 44 mL 2-propanol
(Romil Ltd.,UK) si 20 puL apa ultrapura (aceeasi componenti ai fazei mobile utilizati ca In cazul studiului
realizat de catre Pocock et al., 2004, dar in raport diferit). Placile TLC au fost developate intr-o camera de
developare intr-un timp de 15 min, iar distanta de migrare a fazei mobile a fost de aproximativ 10 cm.
Uscarea placilor developate a fost realizata la temperatura camerei. Placa cromatograficd TLC obtinuta in
urma separarii pigmentilor de interes este prezentata in Figura 5.18.

Figura 5.18. Placa cromatografica TLC obtinuta
la separarea pigmentilor asimilatori extrasi din
frunze de Primula vulgaris L. Pozitiile A-F
reprezintd spotarea in banda a extractelor obtinute,
iar pozitille 1-6 pigmentii: 1-neoxantina, 2-
violaxantina, 3-luteina, 4-clorofila b, 5-clorofila a

si 6-f-caroten.

Cu metoda TLC prezentata anterior, pe 1anga separarea pigmentilor neoxantind si violaxantind, au
fost separati si pigmentii luteind, clorofila b, clorofild a si f-caroten, acestia din urma nefiind purificati si
cuantificati astfel, deoarece au fost folosite standarde comerciale. Reluarea pigmentilor violaxantina si
neoxantind de pe placile TLC a fost realizata in 100% acetond, iar concentratia lor a fost calculatd din
masurdtorile spectrofotometrice utilizand lungimi de unda corespunzatoare coeficientilor de extinctie
pentru carotenoide (Davies, 1976). Pentru determindrile cantitative ulterioare ale neoxantinei si
violaxantinei din plantele de grau tratate cu antibiotice, referintele astfel obtinute au fost analizate cu
sistemul HPLC-DAD obtinand un semnal corespunzator concentratiei obtinute din calculele coeficientilor
de extinctie, din masuratorile spectrofotometrice.

Din analiza HPLC-DAD a pigmentilor de interes, picurile au prezentat o intensitate maxima a
semnalului la urmatoarele lungimi de unda: 430 nm pentru clorofila @, 450 nm pentru neoxantina si
violaxantind si 455 nm pentru restul pigmentilor, clorofila b, f-caroten, zeaxantind si luteina (Opris et al.,
2012b).

5.3.4.2. Rezultate si discutii privind influenta antibioticelor asupra pigmentilor asimilatori din

plantele de grau

Separarea tuturor pigmentilor asimilatori de interes a fost realizata intr-un timp maxim de 19 min.
La concentratia de 0,5 mg L' (0,5 L si 1 L) continutul total de clorofili a scizut doar in cazul
tratamentului cu CFX, iar in cazul tratamentului cu CIP doar dupd un volum de 1 L solutie de antibiotic
(Figura 5.20.a). Tratamentele cu 1,5 mg L™ solutie de antibiotice AMOX, TET DOXI, CIP si ERI au
redus continutul total de clorofile (Figura 5.20.b). Efectele tratamentelor cu antibiotice au fost similare
pentru clorofila a si b, in special la tratamentele in care a fost utilizata concentratia de 1,5 mg L™ (Figura
5.20.c si d). Raportul dintre clorofile (clorofila a/b) a fost crescut pentru tratamentele cu AMOX, CFX

25



Rezumatul tezei de doctorat. ,, Contributii privind influenta antibioticelor asupra unor factori de mediu”

(0,5 mg L' 05 L) si CFX (0,5 mg L 1L), dar redus pentru tratamentul cu CIP (0,5 mg L', 1L, vezi
Figura 5.20.c) (Opris et al., 2012b).
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Figura 5.20. Modificiri ale continutului total de clorofile a+b (mg m™) (a si b) si raportului acestora a/b
(c si d) in plantele de Triticum aestivum L. soiul ,,Lovrin” tratate cu noua antibiotice. Masurétorile au fost
efectuate dupa ce plantele au fost udate cu diferite volume de solutii de antibiotice 0,5 L si 1 L de
concentratii 0,5 mg L™ (a si ¢) si 1,5 mg L™ (b si d). Semnificatia statistici este aceeasi ca in legenda
Figurii 5.16.

In general, sciderea continutului de clorofile este dati de raspunsul plantelor la conditiile de stres,
fapt ce conduce la reducerea absorbtiei luminii (Munné-Bosch si Alegre, 2000). in cazul nostru efectele
antibioticelor TET, CIP si ERI au fost mai pronuntate la concentratia cea mai mare de solutie de
antibiotice utilizatd pentru udarea plantelor de grau. Acest lucru este in concordantd cu reducerea
continutului de clorofila demonstrat de catre Li et al. (2011), in cazul plantelor de grau tratate cu
oxitetraciclind si de asemenea, cu inhibarea sintezei clorofiliene in cazul plantelor tratate cu antibioticul
TET (Bradel et al., 2000). Brain et al. (2004) au ajuns la concluzia ca din cele 25 de antibiotice studiate,
tetraciclinele au avut cea mai mare influenta asupra continutului de clorofila din plantele acvatice precum
sunt Lemna gibba L.

Referitor la studiul nostru, n cele mai multe dintre cazuri o parte din peniciline si cefalosporine
reduc continutul de clorofile din plante (Figura 5.20) (Opris et al., 2012b). Acest fenomen poate fi asociat
cu anumite efecte ce au loc asupra multiplicarii cloroplastelor. O explicatie mult mai adecvata in cazul de
fata este faptul ca antibioticele utilizate n acest studiu afecteaza anumite procese ce au loc in fotosinteza
(vezi Subcapitolul 5.3.2), rezultdnd conditii fotoinhibitoare care reduc sectiunea transversald a PS II
(Osmond et al., 1999).

De asemenea, raportul de clorofild a/b ce caracterizeaza distributia pigmentilor intre centrii de
reactie si complecsii responsabili pentru absorbtia luminii (Bassi si Caffari, 2000), creste destul de mult

pentru plantele tratate cu o parte din peniciline si cefalosporine (Figura 5.20.c). Acest lucru sugereaza
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reducerea complecsilor responsabili pentru absorbtia luminii a PS II, in comparatie cu centrii de reactie.
Valorile normale ale raportului clorofila a/b sunt cuprinse intre 2,5-3,5 (Bercea, 2008). A fost observat ca
in cazul plantelor tratate cu CIP, raportul clorofild a/b a scazut (Figura 5.20.c), ceea ce demonstreaza ca
acest antibiotic are efect foarte puternic asupra numirului centrilor de reactie. in general scaderea
continutului de carotenoide datorita stresului indus de antibiotice este direct proportional cu modificarile
ce au loc in continutul de clorofile, cu precadere in cazul tratamentelor cu TET, DOXI, CIP si ERI la
concentratia de 1,5 mg L™ (Figurile 5.20.b si 5.21.c) (Opris et al., 2012b).

Continutul de pigmenti carotenoizi (luteina, zeaxantina si S-caroten) din plante nu a fost afectat la
concentratia de 0,5 mg L™, 0,5 L solutie de antibiotice (Figura 5.21.a). Dupa udarea plantelor cu 1 L de
solutii de antibiotice, a fost observatd o scadere a continutului de zeaxantind si S-caroten pentru plantele
tratate cu CIP si de asemenea o sciddere a continutului de zeaxantind pentru plantele tratate cu AMP
(Figura 5.21.b) (Opris et al., 2012b).
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Figura 5.21. Modificari ale continutului de zeaxantini, luteini si S-caroten (mg m™) in plantele de
Triticum aestivum L. soiul ,,Lovrin” la raspunsul tratamentelor cu noud antibiotice dupa ce acestea au fost
udate cu volume totale de 0,5 L si 1 L solutie de antibiotice de concentratii 0,5 mg L™ (asib)si 1,5 mg L’
" (c si d). Semnificatia statistica este aceeasi ca in legenda Figurii 5.16.

La cea de a doua concentratie de solutii de antibiotice (1,5 mg L) utilizate in cadrul acestui
studiu, continutul de zeaxantind a scdzut in aproape toate tratamentele, atat la volumul de solutie de
antibiotice de 0,5 L cat si la volumul de 1 L, cu exceptia tratamentului cu AMOX (Figura 5.21.c si d). S-
carotenul si luteina au fost influentate doar in cazul anumitor tratamente cu antibiotice, iar in cazul
plantelor tratate cu peniciline si cefalosporine nu a fost observata nici o influentd semnificativa din punct
de vedere statistic (Opris et al., 2012b).
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Totusi scaderi semnificative in continutul de zeaxantina au fost observate in cazul tratamentelor
cu AMP (Figura 5.21.b si d), PENG si CFX, CFZ (Figura 5.21.c) (Opris et al., 2012). Spre deosebire de
[S-caroten si luteind, o cantitate importantd de zeaxantina poate fi prezentd in membranele tilacoide si de
asemenea in membranele ne-fotosintetice (Havaux si Niyogi, 1999; Miiller-Moulé et al., 2003). Formarea
zeaxantinei este corelatd cu disiparea excesului de energie absorbitd sub formad de caldura, cu de-
epoxidarea ciclului xantofilic si cu atenuarea fluorescentei clorofiliene ne-fotochimice (Demmig-Adams
si Adams, 2006; Munné-Bosch si Alegre, 2000). Astfel, reducerea continutului de zeaxantind poate
conduce la reducerea capacitatii de disipare a energiei in exces, fapt care poate fi o explicatie mecanica
pentru reducerea vitezei transportului de electroni in cazul plantelor tratate cu antibioticele luate n studiu
(Figura 5.12.a si b) (Opris et al., 2012b).

In Figura 5.22 sunt prezentate cantititile de neoxantini si violaxantina care au fost determinate in
cadrul acestui studiu. Scaderi semnificative din punct de vedere statistic au fost observate chiar si la
concentratia de 0,5 mg L', 0,5 L, dar in cazul violaxantinei.
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Figura 5.22. Modificiri ale continutului de neoxantini si violaxantind (mg m™) in plantele de Triticum
aestivum L. soiul ,,Lovrin” la raspunsul tratamentelor cu noud antibiotice dupa ce acestea au fost udate cu
volume totale de 0,5 L si 1 L solutie de antibiotice de concentratii 0,5 mg L™ (asib)si 1,5mg L™ (¢ si d).
Semnificatia statistica este aceeasi ca in legenda Figurii 5.16.

Aceste scaderi au fost observate la plantele de grau care au fost tratate cu antibioticele din clasa
cefalosporinelor (CFX) si a tetraciclinelor (TET) (Figura 5.22.a). In cazul tratamentului cu CFX, aceasti
scadere a continutului de violaxantina a fost observata si dupa ce plantele au fost udate cu un volum mai
mare de solutie de antibiotic (1L, Figura 5.22.b). Cel mai mic continut de violaxantina care a fost obtinut
la concentratia de 0,5 mg L' 1L, a fost in cazul antibioticului CIP (15,32 mg m'z). La cea de a doua
concentratie de solutie de antibiotice utilizati pentru udarea plantelor (1,5 mg L), a fost observat ci

odatd cu cresterea volumului de solutie de antibiotice utilizat pentru udarea plantelor, continutul de
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violaxantina scade (Figura 5.22.c si d). Astfel, fatd de control, cel mai mic continut al violaxantinei a fost
obtinut in cazul tratamentului cu TET (14,11 mg m™>, Figura 5.22.d). In ceea ce priveste continutul de
neoxantind, acesta a variat in cele mai multe dintre cazuri, dar scaderi semnificative din punct de vedere
statistic au fost obtinute in cazul tratamentelor cu TET, CIP si ERI (Figura 5.22.d). Continutul de
neoxantind si violaxantind scade cu cresterea concentratiilor si volumelor de solutii de antibiotice utilizate

pentru udarea plantelor de grau.

5.3.5. Influenta antibioticelor asupra continutului total de flavonoide din plantele de grau

Flavonoidele sunt compusi fenolici formati in ciclul acidului sikimic care are loc in cloroplaste.
Aceastd clasa de compusi are rol de protectie Tmpotriva multiplelor conditii de stres biotic si abiotic
(Samanta et al., 2011). De aceea in cadrul studiului evaluarii efectelor antibioticelor asupra plantelor, pe
langd analiza parametrilor fotosintetici, a compusilor organici volatili si a pigmentilor asimilatori, a fost

analizat si continutul total de flavonoide din plantele de grau Triticum aestivum L.

5.3.5.1. Optimizarea metodei de extractie si analiza continutului total de flavonoide din plantele de

grau. Modul de lucru

Prima etapd efectuatd in cadrul determinarii continutului total de flavonoide din plante, a fost
optimizarea metodei de extractie. Inainte de aplicarea metodei de extractie pe plantele de grau tratate cu
cele noua antibiotice luate in studiu, au fost realizate teste de extractie care au fost aplicate doar pe plante
de grau control. Acestea au fost crescute la temperatura camerei (22°C), iar sursa de lumina a fost lumina
naturald. Astfel, in vederea extractiei flavonoidelor totale din plante de grau control, au fost testate trei
tehnici de extractie: prin macerare, cu ultrasunete si cu microunde (Soran et al., 2012). In cazul fiecarei
tehnici de extractie utilizate pentru extractia flavonoidelor totale din plantele de grau au fost utilizate mai
multe rapoarte de solvent de extractie etanol : apa (v/v), dupd cum urmeaza: A (100 : 0), B (80 : 20), C
(70 : 30), D (60 : 40), E (50 : 50) si F (40 : 60).

Cantitatea totald de flavonoide din extractele astfel obtinute a fost determinata spectrofotometric
(spectrofotometru UV-Vis 1800, Shimadzu, Japonia) cu clorurad de aluminiu (AICI;), la lungimea de unda
de 420 nm si exprimata in cantitate de rutin (Farmacopeea Roméana, 1993). Facand o comparatie intre cele
trei tehnici testate pentru extractia flavonoidelor totale din plantele de grau (Figura 5.26) se observa ca
cea mai mare cantitate de flavonoide totale extrasd din plantele de grau a fost obtinuta, In urma utilizarii
tehnicii cu ultrasunete (Soran et al., 2012; Opris et al., 2011).
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Aceasta tehnica, spre deosebire de tehnicile prin macerare si cu microunde, este mult mai rapida,
are o aplicabilitate mult mai simpla si nu este costisitoare. In urma stabilirii celei mai bune tehnici de
extractie a si a celui mai bun raport de solvent de extractie pentru extractia flavonoidelor totale din
plantele de grau (tehnica de extractie cu ultrasunete, raport solvent de extractie etanol : apa, 80 : 20, v/v),

au fost realizate studii privind influenta celor noua antibiotice luate in studiu asupra plantelor de grau.

5.3.5.2. Rezultate si discutii privind influenta antibioticelor asupra continutului total de flavonoide
din plantele de grau

Cresterea continutului de flavonoide in plante este cauzatd de prezenta permanentd a unui factor
de stres exterior precum sunt refrigerarea (Havaux si Kloppstech, 2001), radiatiile ultra-violete (Lavola,
1998) si vizibile (Havaux si Kloppstech, 2001) foarte puternice. Rolul continutului de flavonoide mult
prea crescut in plantele supuse unor factori de stres inca nu este complet inteles, dar a fost demonstrat ca
flavonoidele au atat rol fotoprotector cat si rol antioxidant (Havaux si Kloppstech, 2001; Neill et al.,
2002). Astfel, in cadrul evaluarii efectelor antibioticelor asupra plantelor Triticum aestivum L., utilizarea
unui volum de 0,5 L, 1,5 mg L solutii de PENG, CFX, TET si DOXI (Figura 5.27) poate indica o
crestere a capacitdtii antioxidante in aceste conditii de stres. Contrar, la volumul de 1 L solutie de
antibiotice de concentratie 1,5 mg L™ (Figura 5.27), a fost observati o reducere a acestei capacitati
antioxidante.
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Figura 5.27. Modificarea continutului total de flavonoide (mg m™) in plantele de Triticum aestivum L.
soiul ,,Lovrin” la raspunsul tratamentelor cu noua antibiotice dupa ce acestea au fost udate cu volume
totale de 0,5 L si 1 L solutie de antibiotice de concentratii 0,5 mg L' (a) si 1,5 mg L™ (b). Semnificatia
statistica este aceeasi ca in legenda Figurii 5.16.

CONCLUZII

Utilizarea excesiva a antibioticelor conduce la prezenta lor in mediul inconjuritor. In ciuda
proprietatilor benefice si a efectelor dorite in timpul aplicatiilor terapeutice, aceleasi proprietati ale
antibioticelor pot fi dezavantajoase pentru mediul Inconjurdtor, cauzand efecte negative asupra
microorganismelor, plantelor, precum si potentiale riscuri asupra sanatatii umane.

Datoritd acestor aspecte, prin prezentul studiu de doctorat s-a urmarit aducerea de contributii
privind elaborarea de proceduri pentru determinarea antibioticelor din probe de apa de suprafatd si probe
de apd reziduala, precum si evidentierea influentelor negative ale acestora asupra algelor verzi

(Pseudokirchneriella subcapitata L.) si plantelor de grau (Triticum aestivum L.). In cadrul acestor
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cercetdri au fost selectate noud antibiotice care apartin la cinci clase diferite: peniciline (amoxicilina,
ampicilind si penicilind G), cefalosporine (ceftazidima si ceftriaxond), tetracicline (tetraciclind si
doxiciclind), fluorochinolone (ciprofloxacind) si macrolide (eritromicind).

Au fost elaborate doua proceduri de determinare a sapte antibiotice (amoxicilind, ampicilina,
penicilind G, ceftazidima, ceftriaxona tetraciclina si doxiciclind) din probe de apa de suprafata si probe de
apa reziduala. In cazul ambelor proceduri izolarea/concentrarea antibioticelor din diferite probe a fost
realizata utilizdnd tehnica extractiei pe faza solida (SPE). Metodele SPE au fost realizate cu ajutorul unor
cartuse cu fazd stationard echilibratd hidrofilic-lipofilic, Oasis HLB, care au condus la grade de
recuperare bune.

Prima procedurd, SPE-HPTLC, a fost elaborata pentru determinarea continutului de antibiotice
din probe de apa de suprafatd (Somesul Mic, Cluj-Napoca).

e Datele experimentale obtinute in urma validarii procedurii SPE-HPTLC propuse au demonstrat ca
aceasta este selectiva si prezinta liniaritate, precizie si acuratete foarte bune.

In probele de apa de suprafati investigate au fost determinate doua dintre antibioticele studiate in
concentratii relativ mari, peste 2115 pg L' amoxicilina si peste 55 ug L si tetraciclina.

in cazul probelor de api reziduali (colectate de la un spital clinic si de la o statie de epurare:
influenti si efluenti), pe langa determinarea continutului de antibiotice, a fost realizatd si o caracterizare
fizico-chimica a acestora. Determinarea continutului de antibiotice a fost realizat utilizind cea de a doua
procedura elaborata (SPE-HPLC-DAD/MS) in cadrul studiului de doctorat. Concluziile desprinse in urma
acestor cercetari sunt:

e Parametrii fizico-chimici analizati nu au variat foarte mult in functie de natura probelor de apa
reziduala (colectate de la un spital clinic si de la o statie de epurare). Acest aspect a fost observat
in cazul urmatorilor indicatori de calitate ai apei: consumul chimic de oxigen, consumul
biochimic de oxigen si totalul de materii solide in suspensie.

e Raportul consum chimic/biochimic de oxigen luat drept index al biodegradabilitatii pentru apele
reziduale colectate de la spitalul clinic, aratd cd aceste ape pot fi considerate la limita
biodegradabilitatii datoritd consumului mare de medicamente si al produselor de curatare utilizate
in cadrul spitalului.

e Majoritatea parametrilor fizico-chimici determinati in probele de apa reziduala (efluent) colectate
de la statia de epurare, s-au incadrat in limitele maxime admise prevazute in Anexa nr.1 NTPA
011/2005 din cadrul H.G. 352/11.05.2005, exceptie facand continutul de azot total.

e Procedura SPE-HPLC-DAD/MS utilizatd pentru determinarea continutului de antibiotice din
probele de apa reziduala prezintad liniaritate, limite de detectie si de cuantificare, precizie si
acuratete bune.

o Utilizand procedura SPE-HPLC-DAD/MS, in probele in probele de apa reziduala colectate de la
spitalul clinic au fost determinate trei dintre antibioticele studiate (ceftazidima, tetraciclind si
doxiciclina).

e In probele de api reziduala (influent) colectate de la statia de epurare, antibioticele ceftriaxona,
tetraciclind si doxiciclina au fost determinate utilizand aceeasi procedurd SPE-HPLC-DAD/MS.

e Antibioticele determinate In probele de apa reziduald investigate apartin claselor de antibiotice

(cefalosporine si tetracicline) cel mai frecvent utilizate in medicina si domeniile conexe.
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e In efluentii corespunzitori influentilor colectati de la statia de epurare nu a fost detectat nici un
antibiotic din cele sapte studiate in cadrul acestor cercetari. Acest lucru demonstreaza faptul ca
procesul de epurare al apelor reziduale este eficient in ceea ce priveste antibioticele studiate sau
sunt in cantitati mici care sunt sub limita de detectie a procedurii propuse.

Prezenta antibioticelor in probe de apa reziduala (influent si efluent) este o problema de mediu in
continud dezvoltare, chiar daca in cazul nostru specific, prezenta antibioticelor in probele de efluent nu a
fost detectatd. Astfel, apele reziduale investigate in cazul nostru nu prezintd un pericol pentru mediul
acvatic, din punct de vedere al continutului de antibiotice.

Cercetarile privind influenta a trei antibiotice (ampicilind, penicilind G si doxiciclind) asupra
densitatii celulare a algelor Pseudokirchneriella subcapitata L., au condus la urmatoarele concluzii:

e In cazul celor trei teste cu antibiotice a fost observati o scidere cu pani la 35,1% fata de control
in densitatea celulard a algelor, la 24 h de la inceperea experimentelor.

e Antibioticul din clasa tetraciclinelor (doxiciclina) a avut cel mai pronuntat efect privind inhibarea
densitatii celulare a algelor.

e In cazul testului cu antibioticul ampicilind au existat inhibari ale densititii celulare a algelor, dar
nesemnificative din punct de vedere statistic.

Un studiu mult mai complex privind toxicitatea antibioticelor, a fost realizat pe plantele de grau
(Triticum aestivum L.). In cadrul acestor cercetiri s-a urmdrit influenta celor noua antibiotice selectate
asupra parametrilor fotosintetici (transportul de electroni, viteza netd de asimilatie a CO, si conductanta
stomatald de vaporizare a apei), asupra pigmentilor asimiliatori (clorofilieni si carotenoizi), asupra
compusilor organici volatili (monoterpene si produsi de oxidare sub actiunea lipoxigenazei), precum si
asupra continutului total de flavonoide din plante. In urma analizei datelor experimentale au fost
constatate urmatoarele:

e In comparatie cu plantele control, cele mai mici valori ale vitezei transportului de electroni
(aproximativ cu 16% mai mici) au fost observate in cazul tratamentului cu antibioticul
ceftriaxona.

e Efectele antibioticelor asupra fotosintezei plantelor au fost moderate si indirecte, fiind
reprezentate de modificari ale valorilor conductantei stomatale de vaporizare a apei si inhibari ale
proceselor de asimilatie a luminii. Aceste situatii au fost observate in cazul plantelor care au fost
tratate cu tetracicline, peniciline si cu cefalosporina ceftriaxona.

e Efectele negative ale antibioticelor asupra parametrilor fotosintetici au crescut cu cresterea dozei
de antibiotice administrata plantelor de grau.

e Emisiile de monoterpene au crescut in cazul ambelor concentratii de solutii de antibiotice utilizate
in cadrul acestui studiu.

e In cazul tuturor celor noud antibiotice utilizate pentru tratarea plantelor de grau a fost observati o
crestere a emisiilor de produsi de oxidare sub actiunea lipoxigenazei, care este dependentd de
concentratia si volumul solutiilor de antibiotice utilizate pentru udarea plantelor de grau.

e Compusii organici volatili au fost cel mai sensibil indicator de toxicitate pentru plantele de grau
care au fost tratate cu antibiotice.

e Continutul de clorofile din plantele de grau tratate cu antibiotice a scazut cu pana la 10% fata de
plantele control. Aceastd scadere poate fi asociatd cu raspunsul plantelor la conditiile de stres si
cu reducerea absorbtiei luminii.
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10.

11.

12.

e Continutul de carotenoide (zeaxantind, luteind, S-caroten) a scazut cu pana la 3-4%, fata de

plantele control.

e Cele mai semnificative scaderi (cu pana la 69%) ale continutului de neoxantina si violaxantind au

fost obtinute in cazul tratamentului cu tetraciclind, scaderi care pot fi asociate cu reducerea
capacitatii fotoprotectoare a plantelor.

e In cazul plantelor tratate cu antibioticele studiate, continutul total de flavonoide a scizut

semnificativ, efect asociat cu scaderea capacittii antioxidante a plantelor.
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ANEXA I. ABREVIERI

A - net asimilation rate - viteza netad de asimilatie a CO,

ABA - acid abscisic

ADN - acid deoxiribonucleic

AMOX - amoxicilina

AMP - ampicilind

ATP - adenozina trifosfat

CBO - consum biochimic de oxigen

CCO - consum chimic de oxigen

CFX - ceftriaxona

CFZ - ceftazidima

CIP - ciprofloxacina

DAD - diode array detector - detector cu serie de fotodiode cu baleiaj complet

DCI - denumire comuna internationala

DOXI - doxiciclina

ECs - effective concentration - concentratie inhibitoare efectiva

EDTA - acid etilendiamino-tetraacetic

ERI - eritromicina

ESI - electrospray ionization - ionizare prin electropulverizare

ETR - electron transport rate - viteza transportului de electroni

g, - stomatal conductance to water vapor - conductanta stomatala de vaporizare a apei

HLB - hydrophilic lipophilic balanced - echilibrat hidrofilic lipofilic

HPLC - high performance liquid chromatography - cromatografie de lichide de Tnaltd performanta

HPTLC - high performance thin layer chromatography - cromatografie pe strat subtire de Tnalta
performanta

LC - liquid chromatography - cromatografie de lichide

LOD - limit of detection - limita de detectie

LOQ - limit of quantification - limita de cuantificare

LOX - lipoxygenase pathway products - produsi de oxidare sub actiunea lipoxigenazei

MS - mass spectrometry - spectrometrie de masa

NADPH - nicotinamida adenozind dinucleotida fosfat oxidaza

PENG - penicilina G

PS I - photosystem I - fotosistem I

PS II - photosystem II - fotosistem II

RSD - relative standard deviation - deviatie standard relativa

SD - standard deviation- deviatie standard

SE - standard error - eroare standard

SPE - solid phase extraction - extractie pe faza solida

TET - tetraciclina

TLC - thin layer chromatography - cromatografie pe strat subtire

TMS - total de materii solide in suspensie

UV-Vis - ultraviolet vizibil
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VOC - volatile organic compounds - compusi organici volatili
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