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Capitol 1. Introducere

Desi industria farmaceutica s-a dezvoltat continuu si progresiv incepand cu ultimul deceniu al
secolului al X1IX-lea, includerea acesteia ca preocupare pentru mediu este destul de recenta — abia
la inceputul anului 2000 [4]. Pana in acea perioada, luarea in considerare a acestei ramuri de
industrie ca o potentiala problema fata de mediul inconjurator era atribuita ca fiind
nesemnificativa. Se considera ca singurul potential de poluare a mediului ar putea proveni exclusiv
din instalatiile de productie [5]. Acestea au fost estimate a fi relativ mici si cu emisii controlate,
iar probabilitatea unei scurgeri accidentale a fost apreciata a fi redusa. Preocuparile legate de aceste
substante chimice au aparut in 1994, cand prezenta acidului clofibric a fost identificata de Stan et
al., [6] in apele de suprafata din Germania. Dupa aceea, 0 data din cauza interesului acordat acestui
subiect si in al doilea rand datorita dezvoltarilor inregistrate in tehnologiile instrumentelor
analitice, compusii activi farmaceutici au inceput sa fie raportate in mai multe matrici de mediu
(ape de suprafata, apa subterana, sedimente, sol etc.) in intreaga lume [7-13]. Acum, comusi activi
farmaceutici apartinand analgezicelor, antifungicelor, antiacidelor, antibioticelor, medicamentelor
anticancerigene, anticonvulsivante, antidepresive, medicamente antidiabetice, antihelmintice,
antihistaminice, medicamente antihipertensive, antiinflamatoare, antipsihotice, pB-blocante,
substante de contrast, substante contraceptive antivirale, diuretice, medicamente psihiatrice,
antialergice, stimulente, bronhodilatatoare si alte medicamente sunt detectate pe scara larga in
diferite matrice de mediu la nivel global [7; 9; 12; 14-21].

Odata cu raspandirea rapoartelor despre prezenta produselor farmaceutice in mediul
inconjurator, acestea au devenit o problema globala cu factor de ingrijorare tot mai mare.
Preocuparile au devenit justificate deoarece studiile au aratat ca prezenta produselor farmaceutice
in mediu poate fi persistenta si pseudo-persistenta [22-26] cu un potential semnificativ de
bioacumulare in organismele vii de la diferite nivele trofice [27-31]. Compusii activi farmaceutici
pot patrunde in mediul inconjurator pe cai directe si indirecte. Excretia metabolica si activitatile
industriale sunt considerate ca fiind cai directe, in timp ce eliminarea necorespunzatoare si tratarea
apelor uzate sunt considerate a fi caile indirecte reprezentative.

Intrucat multe produse farmaceutice sunt metabolizate partial de organismele
consumatoare iar statiile de epurare a apelor uzate nu au in totalitate capacitatea de a elimina aceste

produse, provocand eliberarea lor in mediu atat sub forma nemodificata din punct de vedere



chimic, cat si sub forma transformata, au fost ridicate numeroase intrebari legate de aparitia
potentialelor efecte negative asupra mediului, biotei si nu in ultimul rand asupra oricarui organism

viu conex mediului sau biotei contaminate.

Medicamentele anti-inflamatoare nesteroidiene (NSAIDs) sunt cunoscute ca avand cea mai
mare rata de consum la nivel mondial datorita spectrului lor larg de aplicatii clinice. Astazi,
NSAIDs sunt considerate ca a doua clasa de medicamente cu consum ridicat dupa antibiotice [3].
Acestea sunt medicamente fara prescriptie medicala disponibile in intreaga lume, utilizate in
principal pentru proprietatile lor antipiretice (amelioreaza febra), antiinflamatoare (reduce

inflamatia) si analgezice (amelioreaza durerea).

Produsele farmaceutice, ca NSAIDs, ajung in sol si in mediul acvatic prin multiple cai de
unde pe urma pot fi redistribuite prin diferite compartimente de mediu. Unul dintre motive care
cauzeaza acest lucru este ca tehnologiile actuale ale statiilor de epurare au esuat in eliminarea
completa. Produsele rezultate din statiile de tratare al apelor menajere (efluenti si namol) ajung
atat in mediul acvatic, cat si in cel terestru. Utilizarea continua a acestor produse farmaceutice si
indepartarea lor necorespunzatoare asigura un aflux continuu al acestora in mediul inconjurator.
In prezent, progresele tehnologiilor analitice au facut posibila detectarea si cuantificarea NSAIDs-
urilor precum diclofenac, ibuprofen si ketoprofen in probe de mediu si probe biologice. Compusii
activi al NSAIDs-urilor pot fi mobili sau persistenti in diferite compartimente de mediu si receptori
ecologici chiar si la niveluri de ppb. Cu toate acestea, inca lipsesc date relevante despre
comportamentul lor in mediu, precum si despre potentiala amenintare adusa la adresa sanatatii
organismelor vii netinta. Mai mult, semnificatia ecotoxicologica a produsilor de tranasformare
(TP) conexe NSAIDs-urilor este in mare parte necunoscuta in prezent. Astfel de date sunt necesare
in mod imperativ pentru a stimula cercetarea si dezvoltarea de noi tehnologii de tratare eficiente,
care sa raspunda provocarilor ridicate de prezenta produselor farmaceutice. Astfel, abordarea
subiectului formarii produsilor de transformare, comportamentului in mediul inconjurator,
potentialul de bioacumulare in organismele nevizate este importanta, deoarece experienta noastra
anterioara cu alti contaminanti chimici organici a demonstrat ca produsii de tranasformare pot avea
adesea efecte adverse si un impact mai accentuat asupra organismelor si mediului comparative cu
compusii de baza (parinte) corespunzatori. In cazul NSAIDs, recent au inceput sa fie publicate

studii toxicologice privind efectele adverse asupra organismelor vii ale produsilor de transformare



ca hidroxil ibuprofen. Aceste studii au evidentiat efecte citotoxicologice, teratogene si mutagene.
Desi alti contaminanti organici, de exemplu, substantele agrochimice, sunt introdusi doar periodic
in mediu, NSAIDs-urile care sunt produse farmaceutice populare, utilizate frecvent, fara
prescriptie medicala si care la randul lor sunt ineficient indepartate de catre statiile de epurare, sunt
introduse continuu in mediul inconjurator. Prin urmare devine evidenta si ingrijoratoare incidenta

expunerii nedorite la NSAIDs a organismelor vii nevizate.

Potentialul impact al schimbarilor climatice asupra comportamentului contaminantilor
organici din mediu a atins un interes tot mai mare pe masura ce frecventa si amplitudinea
evenimentelor extreme (valuri de caldura, inundatii, seceta, etc.) devin mai pronuntate in intreaga
lume. Impactul anomaliilor meteorologice asupra compusilor activi al NSAIDs-urilor lipseste in
prezent, desi exista un numar tot mai mare de studii care se ocupa cu evaluarea cantitativa al
impactului acestora asupra contaminantii chimici reglementati. Pe baza literaturii de specialitate
disponibila, studiile privind comportamentul NSAIDs in mediu si in special al potentialului lor de
formare a produsilor de transformare sunt extrem de putine. Deci, studierea si obtinerea de dovezi
cu privire la modul in care procesele chimice si biologice sunt modificate in mediu si modul in
care aceste efecte indirecte ale schimbarilor climatice influenteaza comportamentul NSAIDs-
urilor sunt necesare pentru a intelege comportamentul lor in mediul inconjurator. In plus este
justificata presupunerea ca modificarile componentelor si proprietatilor biotice si abiotice ale
mediului, atribuite schimbarilor climatice, pot avea la randul lor un impact asupra modului in care

evaluam in prezent riscul de mediu al contaminantilor chimici.



Capitol 2. Descrierea conceptului experimental

2.1.  Scenariul de expunere propus pentru planta model

In general, produsele farmaceutice pot ajunge in mediu prin mai multe cai. Desi eliminarea
necorespunzatoare sau evacuarea accidentala contribuie la intrarea acestor produse in mediu,
aceasta cale este considerata avand o contributie minora in cazul NSAIDs daca luam in considerare
prevalenta acestora in diferite compartimente de mediu din intreaga lume. Principala cale prin care
produsele farmaceutice selectate ajung in mediu este excretia umana si animala care intra in
sistemele de canalizare si sistemele de apa uzata [7; 152; 369; 371]. Cantitatile crescute de namol
rezultat din statiile de epurare a apelor uzate si de canalizare prezinta un potential de reutilizare
datorita continutului lor crescut de materie organica, minerale si alte componente fertilizante
benefice [372; 373]. Acestea au facut din imprastierea lor pe sol (terenuri agricole, terenuri
forestiere etc.) o modalitate adecvata de a le gestiona. De asemenea, deficitul crescut de apa din
cauza schimbarilor climatice a facut ca reutilizarea apelor uzate tratate sa devina o solutie pentru
irigarea terenurilor agricole [374; 375; 376]. O problema semnificativa legata de tehnologiile
actuale ale sistemelor de canalizare si apa uzata este capacitatea redusa a acestora de a elimina

noua generatie de contaminanti precum produsele farmaceutice [377; 378; 379; 380; 381].

Potrivit acestora, produsele farmaceutice precum NSAIDs pot ajunge in mediul
inconjurator prin mai multe moduri. Ca urmare, rosia (Lycopersicon esculentum) ar putea intra in
contact cu NSAIDs fie prin caile precum sol, apa sau prin combinatii ale acestora. In acest studiu
au fost luate in considerare fiecare dintre aceste cai de expunere pentru a evalua potentiala lor
amplitudine in contaminarea cu NSAIDs al Lycopersicon esculentum, in special partea sa

comestibila — fructul de tomate.

Plantele de tomate au fost cultivate intr-un mediu controlat al unei camere de schimbari
climatice. Camera pentru schimbari climatice (1 m®) a fost realizata in laborator si permite
controlul ciclului lumina-intuneric, umiditate si temperatura. Pe scurt, rasaduri de rosii
(Lycopersicon esculentum) au fost plantate in ghivece experimentale cu volum de aproximativ 2
L. Germinarea semintelor de rosii a fost efectuata la 25 °C intr-un incubator (LabCompanion,
Billerica, MA, SUA). Dupa transferul rasadurilor in ghivecele experimentale, in camera climatica

s-au pastrat urmatoarele conditii pentru dezvoltarea plantelor: 14 ore de lumina, 10 ore de



intuneric; temperatura pe durata luminii (zi) 25 °C si temperatura pe durata noptii 18 °C.
Amestecul de lumina care simuleaza lumina naturala a soarelui a fost realizat cu LED Mammoth,
care cuprinde o gama neintrerupta de lungimi de unda de la albastru si verde la rosu. Umiditatea
solului a fost ajustata la 58 % capacitate de retinere a apei. Pentru a asigura dezvoltarea rosiilor, s-

au adaugat 5 g de ingrasamant in fiecare vas conform descrierii date de Kovacs et al., [382].

In primul rand, a fost cuantificata absorbtia diclofenacului, ibuprofenului si ketoprofenului
in partea comestibila a rosiilor. In al doilea rand, au fost estimati factorii de translocare ai acestor
compusi activi farmaceutici din compartimentul de mediu contaminat la planta, precum si factorii
de translocare dintr-un compartiment anatomic in altul al plantei. Si nu in cele din urma, au fost
studiati produsi de transformare al NSAIDs-urilor studiati. Au fost efectuate studii care au implicat
toate etapele de dezvoltare ale tomatei (timp vs. evolutia plantei). Prin urmare, s-au recoltat probe
de material vegetal la fiecare dintre cele patru etape majore ale dezvoltarii: stadiul 1 - vegetativ,
stadiul 2 — inflorire, stadiul 3 - formarea fructelor si stadiul 4 — obtinerea fructului matur

(recoltare).

Mai mult, pe masura ce compusii activi farmaceutici ajung la unul sau mai multe
compartimente de mediu [369], ele sufera mai multe transformari biotice si abiotice. Acestea sunt
procese complexe care au ca rezultat formarea de noi substante chimice numite produsi de
transformare despre a caror persistenta in mediu sau potentiala biodisponibilitate si toxicitate sunt
putine cunostinte in acest moment. Pentru a raspunde la aceste lacune de cunostinte identificate, a
fost studiata comportamentul in mediu (sol si apa) al fiecarui NSAID selectat. In acest caz, nici o
planta nu a post prezenta in experiment. Influenta proceselor biotice si abiotice a fost cuantificata

prin experimente de laborator in conditii controlate (Tabelul 6).

Table 6. Evaluarea comportamentlui NSAIDs in principalele compartimente de mediu

Matrice de mediu Process monitorizat Principalii parametrii studiati
v Sol v' Biotic v Cuantificarea ingredientului
v Apa v' Sorptie active in timp

v' Abiotic v" Identificarea GC-MS al

potentialului mecanism de
transformare al ingredientului
activ




Influenta diferitilor parametri fizici, chimici si biologici a fost evaluata ca si variabile
experimentale suplimentare pentru o mai buna apreciere al comportamentului diclofenacului,

ibuprofenului si ketoprofenului in aceste compartimente de mediu.

2.2. Conceptul de modelare propus pentru evaluarea comportamentului NSAIDs
in sisteme complexe

Intelegerea comportamentului NSAIDs-urilor in mediu este deosebit de importanta in relatiile cu
evaluarea potentialului lor impact asupra organismelor vii nadorite (netintite). Este important sa
se afle atat concentratiile, cat si potentialul de formare al produisilor de transformare in diferite
matrice de mediu si sisteme vii de asemenea. Acesta este de interes, deoarece exista ipoteze bazate
pe dovezi anterioare ca contaminantii organici chimici ar putea avea efecte nedorite asupra
mediului si a biotei [383].

Pentru a estima corect impactul NSAIDs-urilor asupra unui organism viu, este necesar mai
intai sa se cunoasca cat mai exact posibil comportamentul lor in compartimentele individuale ale
mediului. Astfel, devine posibila obtinerea de informatii despre timpul petrecut in compartimentul
specific de mediu, reactiile in care ar putea fi implicate (descompunere si potentialul de formare a
noilor produse — produse de transformare), precum si impactul asupra matricei de mediu. Daca
acestea sunt cunoscute, evaluarea impactului contaminantului asupra oricaror organisme vii devine
mai realista, deoarece este foarte posibil ca organismele sa fie afectate nu numai de contaminantul

initial, ci si de produsii de transformare rezultati.

Pornind de la aceste ipoteze, in aceasta teza, a fost aplicat modul de evaluare inter- si intra-
compartimentar al comportamentului NSAIDs-urilor pentru achizitia de date experimentale (vezi
Figura 7). Aceste date experimentale obtinute au fost folosite in continuare pentru modelul
numeric construit, model care permite predictia impactului NSAIDs-urilor asupra unui organism

Viu — in acest caz asupra Lycopersicon esculentum.

Pentru fiecare sistem a fost aplicat un model numeric specific pentru a simula
comportamentul NSAID-urilor si nu in cele din urma pentru a estima impactul acestor produse

farmaceutice asupra Lycopersicon esculentum.
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Figura 7. Concept schematic de colectare de date experimentale pentru formularea modelului

numeric

Modelul cu ecuatii structurale (SEM) a fost aplicata pentru evaluarea comportamentului
NSAIDs-urilor in matricea de apa de suprafata, deoarece aceasta matrice de mediu este considerata
0 potentiala cale importanta prin care Lycopersicon esculentum ar putea intra in contact cu
NSAIDs-uri. Acest model combinat cu modelul corelarii partiale prin metoda celor mai mici
patrate (PLS-PM) a permis testarea cantitativa a modelului teoretic propus pentru comportamenul
produselor farmaceutice NSAIDs in apele de suprafata pe baza unui set de variabile experimentale

care se presupune ca influenteaza comportamentul acestora in acest sistem de mediu.

In matricea de sol, cinetica de descompunere in functie de timp al compusilor activi
NSAIDs si distributia spatiala al acestora si al produsilor de transformare a fost simulat utilizand
software-ul COMSOL cu componente din COMSOL Multiphysics si Subsurface Flow Model.
Aplicatia propusa de COMSOL pentru transportul poluantilor, construita pe baza ecuatiei lui
Richard cuplata cu ecuatia de convective-dispersie a lui Fick a fost adaptat la studiul de caz propus
pentru diclofenac, ibuprofen si ketoprofen in diferite conditii simuland anomaliile meteorologice

cauzate de schimbarile climatice (conditii de seceta si inundatii simulate).



In ambele matrici de mediu, comportamentul NSAIDs-urilor este influentat de variatiile
spatiale si temporale non-aleatorii ale componentelor fizice, chimice si biologice ale matricei de

mediu in cauza.

In cazul tomatei (Lycopersicon esculentum) a fost studiata absorbtia si bioacumularea
NSAIDs-urilor din mediu (sol si apa) in diferite compartimente anatomice (radacina, tulpina,
frunza, fructe). Pentru distributia dinamica al compusilor activi in fructul de tomato a fost aplicata
un model numeric adaptat dupa cel propus de Xiao et al., (2021). Acest model a presupus
distributia dinamica (odata cu cresterea si dezvoltarea fructului de tomato) a concentratiei de

diclofenac, ibuprofen si ketoprofen in fruct.

In fiecare caz studiat, fie cel al matricilor de mediu, fie cel al plantei (Lycopersicon
esculentum), datele obtinute prin simulare numerica au fost comparate cu cele experimentale in

scopul evaluarii calitatii modelului propus si aplicat.



Chapter 3. Evaluarea comportarii NSAIDs-urilor (ibuprofen, diclofenac,
ketoprofen) in matricea de apa

Descompunerea NSAIDs-urilor in apele de suprafata implica procese precum sorbtia, degradarea
abiotica si biodegradarea. Cu toate acestea, trebuie accentuat faptul ca aceste procese induc mai
degraba o transformare al compusului activ al farmaceuticului decat eliminarea acestuia. Acest
lucru ar putea duce la formarea unui numar mare de produsi de transformare. Desi exista studii
care au demonstrat ca aceste procese au impact asupra anumitor produse farmaceutice, in present
sunt putine date disponibile pentru comportamentul si degradabilitatea NSAIDs-urilor studiate in
apele de suprafata. Mai mult, dupa cunostintele noastre, nimeni nu a cuantificat contributia
individuala a acestor procese asupra comportamentului diclofenacului, ibuprofenului si

ketoprofenului in matericea de apa de suprafata.

3.1. Modelarea comportamentului NSAIDs in matricea de apa de suprafata

Modificari ale concentratiei NSAIDs in timpul experimentelor au fost observate in toate studiile
efectuate, desi amplitudinea variatiilor a fost diferita. Acest lucru ar putea fi motivat prin faptul ca
impactul proceselor studiate asupra comportamentului ingredientelor active a diferit. Deoarece
evaluarea ingredientelor active ale NSAIDs-urilor prin studii de monitorizare ar putea fi ineficienta
din punct de vedere al costurilor si al consumului de timp, identificarea si dezvoltarea unor abordari
numerice adecvate care sa permita predictia comportamentului lor devine de interes atat pentru
evaluatorii de mediu, cat si pentru autoritatile de reglementare. In prezenta teza, comportamentul
ingredientelor active NSAIDs in mediul acvatic a fost formulat numeric pe baza datelor

experimentale obtinute in laborator.

3.2.  Modelul cu ecuatii structurale (SEM) combinat cu modelul corelarii partiale prin

metoda celor mai mici patrate (PLS-PM)

Analiza multivariata a datelor este aplicata in mod obisnuit pentru a testa empiric corespondenta
ipotetica dintre variabilele care ar putea influenta comportamentul compusilor organici in apa.
Abordarile frecvente sunt regresia multipla, regresia logistica sau analiza variantei. Cu toate
acestea, de-a lungul timpului, aceste abordari au demonstrate numeroase limitari. Unele dintre

acestea sunt (i.) presupunerea unei structuri simple a modelului cu un set de variabile dependente



si independente; (ii.) luarea in considerare numai a variabilelor observabile, neglijand proprietatile

sau atributele abstracte; si (iii.) premisa ca toate datele masurate sunt lipsite de erori.

Pentru a depasi aceste limitari, ar trebui aplicate metode de analiza multivariata a datelor.
Modelarea utilizand ecuatiile structurale (SEM) ar putea fi 0 abordare adecvata pentru a simula
comportamentul ingredientelor active farmaceutice in mediul acvatic. Aceasta abordare este
potrivita pentru estimarea unei retele de relatii cauzale a proceselor abiotice, de sorbtie si biotice
definite conform unui model teoretic legat de mai multe concepte complexe latente, cum ar fi in
cazul compusilor activi farmaceutici potentiala atenuare datorata fotolizei, sorbtiei in sedimentele
din apa sau biodegradarii efectuate de bacterii si comunitati fungice — numite variabile latente
(LV), masurate printr-un numar de indicatori observabili (echivalent proprietati fizico-chimice
legate de apa, caracteristici microbiologice si variatia concentratiei compusului activ farmaceutic)

— numite variabile manifeste (MV).

Astfel abordarea SEM reprezinta un punct de legatura intre analiza traseului (PA) si analiza
factorilor de confirmare (CFA). In plus, metoda SEM cuplata cu cea a celor mai mici patrate
partiale (PLS) denumita si modelarea caii PLS (PLS-PM) a fost utilizata in continuare pentru a
evalua impactul proceselor reprezentative asupra comportamentului compusilor activi NSAIDs in
sistemul de apa, deoarece aceasta abordare este bazata pe o procedura de estimare pe baza de
componente comparative cu metoda LISREL care este construita pe covariante. Ca algoritm
iterativ, aceasta abordare rezolva problema modelului de masurare si apoi presupune coeficientii
de cale in SEM. PLS-PM descrie varianta reziduala a variabilelor latent LV si uneori a variabilelor
manifest MV in orice ciclu de regresie a modelului propus. Prin urmare, aceasta abordare este
dedicata in principal imbunatatirii predictiilor (varianta explicata) decat estimarilor care ar putea

prezenta mai putina acuratete statica.

PLS-SEM este construit prin doua seturi de ecuatii liniare dintre care prima reprezinta
modelul structural (modelul interior), iar cea de-a doua reprezinta modelul de masurare (modelul
exterior). Modelul structural desemneaza relatia dintre variabilele latent LV in timp ce modelul de
masurare exprima relatia dintre variabilele latent LV si variabilele manifest MV corespunzatoare
(variabila indicator). Variabilele latent LV care nu sunt dependente sunt numite si variabile
exogene (&). Daca aceste variabile sunt dependenta, ele se numesc variabila endogene (n). Aceste

variabile sunt operationale prin variabilele indicator de masurare (X, y). Combinatia acestor modele



(model structural si model de masurare) are ca rezultat modelul PLS. Modelul structural pentru
variabilele latent LV exogen si variabilele latent LV endogen poate fi exprimat matematic prin
(Ec.48.):

= Vvi$itg (Eq.48.)

unde &si 77 sunt vectori ai variabilelor latente LV exogen si, respectiv, endogen; LV explica LVj;
y reprezinta matricea coeficientilor relatiilor corespunzatoare; & reprezinta reziduurile modelului
structural.
In cazul unei relatii intre doua variabile endogene, modelul structural este definit conform
cu (Ec.49.):
nj= By mtg; (Eq.49.)
unde 7 sunt vectorii variabilelor latente LV endogen; LVi explica LVj; # reprezinta matricea de

coeficienti ai relatiilor corespunzatoare; & reprezinta reziduurile modelului structural.

Ipoteze asumate, variabile si date de intrare

Ipoteza: Ipoteza principala presupusa a fost ca procesele abiotice, biotice sau de sorbtie
influenteaza comportamentul compusilor activi NSAIDs in matricea de apa de suprafata, desi
amploarea consecintelor corespunzatoare asupra acestor compusi activi nu este cunoscuta in
prezent. Relatiile ipotetice si cele testate intre procesele definite si concentratia compusilor activi
NSAIDs studiati sunt enumerate in Tabelul 20:

Table 20. Ipotezele primare si secundare corespunzatoare segmentelor SEM-PLS-PM

Ipoteza Segment MV (variabile manifest)
Ipoteza Proces abiotic — Atenuare pH — Proces abiotic
primara NSAID Temperatura — Proces abiotic

Fotoliza — Proces abiotic
Non-fotoliza — Proces abiotic

Proces de sorbtie — Atenuare pH — Sorption process

NSAID Temperatura — Proces de sorbtie
Materia organica din sedimente — Proces de
sorbtie

Atenuare — Proces de sorbtie



Ipoteza Segment

MV (variabile manifest)

Proces biotic —> Atenuare NSAID Comunitatea totala microbiana — Proces de

biodegradare

Comunitate bacteriana — Proces de
biodegradare

Comunitatea fungala — Proces de
biodegradare

Comunitatea microeucariotelor — Proces de
biodegradare

Bacteriile aerobe — Proces de biodegradare
Bacteriile anaerobe — Proces de
biodegradare

Bacteriile gram pozitive — Proces de
biodegradare

Bacteriile gram negative — Proces de
biodegradare

Bacterii methanotrofe — Proces de
biodegradare

Atenuare — Proces de biodegradare

Ipoteza
secundara

Proces abiotic — Proces biotic

Proces abiotic — Proces de
sorbtie

Proces biotic — Proces de sorbtie

Proces abiotic MV — Proces biotic MV —
Atenuare NSAID

Proces abiotic MV — Proces biotic MV —
Proces de sorbtie MV — Atenuare NSAID
Proces abiotic MV — Proces de sorbtie
MV— Atenuare NSAID

Proces biotic MV — Proces de sorbtie MV
— Atenuare NSAID

Variabile si date de intrare: Principalele caracteristici ale MV nestandardizate corespunzatoare

compusilor activi NSAIDs studiati, sunt enumerate in Tabelul 21. Datele experimentale colectate

au stat la baza modelului SEM-PLS-PM aplicat compusilor activi NSAIDs ca diclofenac,

ibuprofen si ketoprofen.

Table 21. Principalele caracteristici ale variabilelor manifest (MV)

NSAID MV Mean Median Star_1de_1rd Exces§ Skewness
deviation kurtosis
Diclofenac AeroB 3.3 3.6 0.693 -1.643 -0.409
AnaeroB 2.9 3.3 0.601 -1.906 -0.524
Bact 32.8 33.2 4.786 -2.052 -0.174
Bioat 23.2 24.3 7.849 -0.587 -0.631



Standard

Excess

NSAID MV Mean Median .. . Skewness
deviation  kurtosis
Fungi 2.3 2.4 0.526 -1.753 0.271
G+B 3.6 3.6 0.393 -1.524 -0.031
G-B 215 21.2 6.485 -2.073 -0.098
Methano 14 14 0.128 -1.111 -0.304
Meuk 9.7 9.7 0.515 -1.657 -0.223
NonPhot 5.4 4.6 3.654 -1.047 0.699
pH 6.5 6.5 0.057 0.413 0.028
Phot 15.8 16.7 1.277 -1.546 -0.218
Som 6.1 6.2 0.077 2.037 -1.923
Sorbat 11.7 12.3 3.861 -0.519 -0.701
Temp 124 125 0.18 0.167 -1.317
Total M 77.5 78.4 9.589 -2.036 -0.181
Ibuprofen AeroB 6.2 6 1.778 -1.403 0.246
AnaeroB 1.6 15 0.302 -1.189 0.526
Bact 29.7 28.7 5.978 -1.195 0.378
Bioat 42.8 51.1 17.4 -0.909 -0.708
Fungi 15 1.6 0.207 -0.634 -0.912
G+B 2.9 2.1 1.077 -0.429 0.959
G-B 17.9 18.1 5.678 -1.179 -0.020
Methano 1.6 0.9 0.401 4.470 2.111
Meuk 14.7 17 4.283 -0.052 -1.294
NonPhot 11.1 11.3 6.539 -1.669 -0.279
pH 6.5 6.5 0.045 -0.431 -0.036
Phot 24.3 22.5 10.469 -11.036 0.118
Som 6.2 6.2 0.097 1.919 -1.858
Sorbat 19.2 20.1 10.881 -0.736 -0.624
Temp 124 125 0.243 2.475 0.732
Total M 15.7 76.0 15.766 -1.129 -0.125
Ketoprofen  AeroB 4.8 4.8 0.567 -1.074 0.23
AnaeroB 2.1 2.1 0.273 -1.364 0.329
Bact 31.1 30.6 5.396 -1.740 0.036
Bioat 35.4 39.5 9.596 1.417 -1.355
Fungi 1.9 2.0 0.165 -1.770 -0.534
G+B 3.2 2.9 0.729 -1.003 0.729
G-B 19.7 19.6 6.022 -1.696 -0.104
Methano 1.3 1.2 0.248 2.189 1.469
Meuk 12.2 13.3 2.372 -0.182 -1.219
NonPhot 8.8 12.7 6.084 -2.231 -0.239
pH 6.5 6.5 0.045 -0.431 -0.036
Phot 37 42.6 19.909 -1.555 -0.492
Som 6.2 6.2 0.097 1.919 -1.858
Sorbat 20/5 24.7 9.395 -1.018 -0.781



Standard Excess

NSAID MV Mean Median .. ) Skewness
deviation kurtosis
Temp 12.4 12.4 0.243 2.475 0.732
Total M 76.3 76.5 12.710 -1.569 -0.193

AeroB — aerobe bacteria; AnaeroB — anaerobe bacteria; Bact — bacteria; Bioat — biotic process induced
attenuation; G+B — gram positive bacteria; G-B — gram negative bacteria; Methano — methanotroph
bacteria; Meuk — microeukaryotes, NonPhot — non photolysis; Phot — photolysis; Som — sediment organic
matter; Sorbat — sorption process induced attenuation; Total M — total microbiota;

3.3. Diagramele SEM-PLS-PM obtinute pentru comportamentul NSAIDs in apa de
suprafata

SEM-PLS-PM a fost rezolvat folosind software-ul SmartPLS. Algoritmul, prin faza pregatitoare
normalizeaza variabilele manifest MV urmata de procese de aproximare externa si, respectiv, de
aproximare interna. Prin aproximarea externa, variabilele latente LV sunt estimate ca agregate
ponderate ale variabilelor manifest MV aplicand regresia cu metoda celor mai mici patrate. Prin
aproximare interna, variabilele latent LV endogene sunt asociate cu variabilele latent LV adiacente
si conexiunile sunt stabilite aplicand inca o data regresia cu metoda celor mai mici patrate.
Efectuand algoritmul, se genereaza diagrama de traseu, ponderea indicatorilor formativi,

indicatorii reflectivi si coeficientii fiecarei cai ipotetice intre variabilele latente LV.

Folosind date experimentale obtinute anterior, diagrama de cale pentru ipoteza primara si
ipotezele secundare sunt prezentate pentru fiecare compus acyiv NSAID studiat. In Figura 29 sunt
prezentate diagramele de traseu pentru diclofenac, in Figura 30 sunt prezentate diagramele pentru

ibuprofen, iar in Figura 31 sunt prezentate diagramele pentru ketoprofen.
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Figure 29. Diagrama comportamentului pentru diclofenac in apa de suprafata. a.) ipoteza
primara asumata; b.) ipoteza secundara asumata.
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Figure 30. Diagrama comportamentului pentru ibuprofen in apa de suprafata. a.) ipoteza

primara asumata; b.) ipoteza secundara asumata.
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Figure 31. Diagrama comportamentului pentru ketoprofen in apa de suprafata. a.) ipoteza

primara asumata; b.) ipoteza secundara asumata.



Testele de veridicitate ale modelelor propuse: evaluarea indicilor de calitate

In Tabelele 25 — 27 sunt enumerati indicii calitativi reprezentativi obtinuti pentru modelele
propuse. Analizand datele obtinute pentru indicii de calitate testati, au fost acceptate modelule

propuse pentru comportamentul fiecarui compus activ NSAIDs in matricea de apa de suprafata.

Table 25. Indicii de calitate al modelului SEM-PLS-PM propus: studio de caz diclofenac

Assumption Parameters

Primary assumption  Construct reliability and validity (p)
Abiotic process: 0.949
Biotic process: 0.994
Sorption process: 0.942
Discriminated validity
Abiotic  Biotic  Sorption Total attenuation

Abiotic 0.925

Biotic 0.951 0.973

Sorption 0.959 0.877  0.907

Total attenuation 0.99 0.98 0.947 0.979
Secondary Construct reliability and validity (p)
assumption Abiotic process: 0.947

Biotic process: 0.994
Sorption process: 0.938

LV characteristics

Excess kurtosis Skewness
Abiotic process -0.62 -0.252
Biotic process -1.898 0.011
Sorption process 1.067 -1.206
Total attenuation diclofenac -1.174 -0.237

Model performance  Reliability for diclofenac attenuation
a (Cronbach alpha): 0.985
p: 0.986
Composite reliability: 0.989

Average variance extracted: 0.958



Assumption Parameters
r: 0.998
Model RMSEA: 0.082 (model fit)

Table 26. Indicii de calitate al modelului SEM-PLS-PM propus: studio de caz ibuprofen

Assumption Parameters

Primary assumption  Construct reliability and validity (p)
Abiotic process: 0.968
Biotic process: 0.992
Sorption process: 0.952
Discriminated validity
Abiotic  Biotic  Sorption Total attenuation

Abiotic 0.949

Biotic 0.987 0.963

Sorption 0.972 0.983 0.926

Total attenuation 0.993 0995 0.974 0.985
Secondary Construct reliability and validity (p)
assumption Abiotic process: 966

Biotic process: 0.992
Sorption process: 0.951

LV characteristics

Excess kurtosis Skewness
Abiotic process -0.985 -0.202
Biotic process -0.812 -0.613
Sorption process 0.021 -0.845
Total attenuation diclofenac -1.183 -0.388

Model performance  Reliability for ibuprofen attenuation
a (Cronbach alpha): 0.990
p: 0.990
Composite reliability: 0.992
Average variance extracted: 0.970
r?: 0.972
Model RMSEA: 0.05 (model fit)




Table 27. Indicii de calitate al modelului SEM-PLS-PM propus: studio de caz ketoprofen

Assumption Parameters

Primary assumption  Construct reliability and validity (p)
Abiotic process: 0.961
Biotic process: 0.992
Sorption process: 0.949
Discriminated validity
Abiotic  Biotic  Sorption Total attenuation

Abiotic 0.938

Biotic 0.996 0.960

Sorption 0.970 0.977 0.921

Total attenuation 0.989 0.984  0.966 0.981
Secondary Construct reliability and validity (p)
assumption Abiotic process: 0.958

Biotic process: 0.992
Sorption process: 0.948
LV characteristics

Excess kurtosis Skewness
Abiotic process -1.284 -0.372
Biotic process -1.176 -0.397
Sorption process -0.008 -0.908
Total attenuation diclofenac -1.163 -0.641

Model performance  Reliability for ketoprofen attenuation
a (Cronbach alpha): 0.987
p: 0.987
Composite reliability: 0.990
Average variance extracted: 0.962
r?: 0.991
Model RMSEA: 0.057 (model fit)




Chapter 4. Evaluarea comportamentului NSAIDs (ibuprofen, diclofenac,
ketoprofen) in matricea de sol

Trei procese majore ar putea influenta cxomportamentul compusilor activi NSAIDs in matricea de
sol. Unul dintre aceste procese este cel de adsorbtie a ingredientelor active farmaceutice pe
suprafata activa a mediului solului, al doilea este cel al biodegradarii de catre microorganismele
din sol, iar al treilea este potentialul de translocare de catre organismele vii de nivel trofic superior.
Aceste procese definesc in matricea de sol atat potentiala persistenta, precum si rata de

transformare a acestor compusi.

Conform literaturii de specialitate, au fost identificate doua provocari majore in evaluarea
comportarii NSAIDs in sol. Una dintre acestea se refera la comportamentul acestor compousi in
contextul provocarilor actuale ale schimbarilor climatice, si anume sub anomalii de precipitatii si
temperature [425; 426]; in timp ce al doilea este potentialul de formare al produsilor de
transformare TP, produsii care ar putea avea proprietati ecotoxicologice mai pronuntate decat
compusul active initial [369; 427; 363]. Pe baza acestor doua provocari majore identificate, in
aceasta parte a tezei au fost studiate comportamentul si transformarea diclofenacului,

ibuprofenului si ketoprofenului in sol in diferite conditii de mediu.

4.1. Potentialul de formare al produsii de transformare ai NSAIDs

Conform datelor experimentale obtinute (atat din experimentele efectuate in ghivece, cat si pe
coloanal de sol), pe baza parametrilor cinetici ai ecuatiei Monod a fost identificata o corelatie
pozitiva intre comunitatea specifica a microbiotei solului si comsumul compusilor activi NSAIDs.
Analizand literatura disponibila, produsi de transformare se pot forma si cand microorganismele
folosesc in functiile lor metabolice acesti compusi ca sursa de carbon [442-445; 250]. Prin urmare,
in cadrul experimentelor s-au efectuat analize GC-MS in mod full scan pentru a identifica
potentiali produsi de transformare a acestor NSAIDs studiati, avand o atentie speciala spre ionii

de calificare si cuantificare (m/z) corespunzatori sugerati de literatura [446-450].



Produsii de transformare identificati pentru ibuprofen: Pe parcursul celor treizeci de zile ale
experimentelor s-au identificat urmatoarii produsi de transformare: 1-hidroxiibuprofen, 2-
hidroxiibuprofen, 1,2-dihidroxiibuprofen, 2-hidroxi-1,4-chinol, izobutil benzen si 3-izobutil fenol.

Spectrele lor de masa sunt prezentate in Figura 42.
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Figure 42. Spectrle de masa al compusilor de transformare identificati pentru ibuprofen.
(a.) total ion chromatogram of ibuprofen and transformation products; (b.) mass spectra of
2-hydroxyibuprofen qualifier and quantifier ions; (c.) mass spectra of 1-hydroxyibuprofen



qualifier and quantifier ions; (d.) mass spectra of 1.2-dihydroxyibuprofen qualifier and
quantifier ions; (e.) mass spectra of 2-hydroxy-1.4-quinol qualifier and quantifier ions; (f.)
mass spectra of 3-isobutylphenol qualifier and quantifier ions;

Modul de degradare propus tinand cont de timpul lor de aparitie pe durata experimentului este

prezentata in Figura 43.
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Figure 43. Comportamentul propus pentru ibuprofen in sol

Produsii de transformare identificati pentru diclofenac: In cazul diclofenacului au fost identificate
in total cinci cinci produsi de transformare pe durata experimentului. Acestia au fost 4-
hidroxidiclofenac, 5-hidroxidiclofenac, 4,5-hidroxidiclofenac, N-2,6-diclorofenil hidroxilamina si
p-benzochinona. Spectrele lor de masa sunt prezentate in Figura 44. Avand in vedere datele

experimentale, comportamentul propus pentru diclofenac in sol este prezentata in Figura 45.
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Figure 44. Spectrele de masa al produsilor de transformare identificati pentru diclofenac.
(a.) total ion chromatogram of diclofenac and transformation products; (b.) mass spectra of
4-hydroxydiclofenac qualifier and quantifier ions; (c.) mass spectra of 5-hydroxydiclofenac
qualifier and quantifier ions; (d.) mass spectra of p-benzoquinone imine qualifier and
quantifier ions; (e.) mass spectra of N-2.6-dichorophenyl hydroxylamine qualifier and
quantifier ions
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Figure 45. Comportamentul propus pentru diclofenac in sol

Produsii de transformare identificati pentru ketoprofen: In studiile de caz privind ketoprofen,

produsii de transformare identificati au fost acidul propanoic 2,3-hidroxifenilmetilfenil, 3-

etilfenilfenilmetanona, 3-hidroxifenilfenilmetanona si acidul 3-hidroxifenilcetoacetic. Spectrele

lor de masa sunt prezentate in Figura 46. Comportamentul propus in sol pentru cazul

ketoprofenului este prezentata in Figura 47.
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Figure 46. Spectrul de masa al produsilor de transformare identificati in cazul
ketoprofenului. (a.) total ion chromatogram of ketoprofen and transformation products; (b.)
mass spectra of 2.3-hydroxyphenyl methyl phenyl propanoic acid qualifier and quantifier
ions; (c.) mass spectra of 3-ethylphenyl phenyl methanone qualifier and quantifier ions; (d.)
mass spectra of 3-hydroxyphenyl phenyl methanone qualifier and quantifier ions; (e.) mass
spectra of 3hydroxyphenyl ketoacetic acid qualifier and quantifier ions;
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Figure 47. Comportamentul propus pentru ketoprofen in sol

4.2. Modelarea comportamentului NSAIDs in sol

Reactiile si ecuatiile de masa propuse pentru compusii activi si compusii de transformare al
NSAIDs-urilor studiatre

In acest studiu cu scopul de a simula comportamentul produselor farmaceutice studiate in sol, a
fost aplicat un model de transport si reactie utilizand software-ul COMSOL pe baza datelor
experimentale obtinute. Modelul a fost definit in functie de: (i.) rata de descompunere a
diclofenacului, ibuprofenului si al ketoprofenului in functie de timp in sol; si (ii.) rata potentialului

de formare a produsilor de transformare si stabilitatea acestora in functie de timp.

Ecuatiile de bilant de masa obtinute pentru fiecare produs de transformare al fiecarui

NSAID studiat sunt prezentate in ecuatiile 58-

Ibuprofen a”’”g# = —k, — k4 (Eq.58.)
01.TP.
Tl = ky—k, — ks (Eq.59.)




d1.TP,

2 =k, (Eq.60.)
2B = kg —ky (Eq.61.)
T = ks — kg (Eq.62.)
= ky (Eq.63.)
% = kg (Eq.64.)

unde I.TPy, L.TP2, L.TP3, I.TP4, 1.TPs and 1.TPs sunt produsii de transformare
1.2-dihidroxiibuprofen,  2-
iydroxiibuprofen, 2-hidroxi-1.4-quinol, izobutil benzen, si 3-izobutil fenol; k

rezultati ~ precum:  1-hidroxiibuprofe,

constanta ratei de transformare corespunzatoare fiecarui compus.

Diclofenac

dDiclofenac

ot = kl - k4, (Eq65)
P = ey —ky (Eq.66.)
P = ky — ks (Eq.67.)
dD.TP
TB = ky (Eq.68.)
P = by — ks (Eq.69.)
0D.TP
TS = ks (Eq.70.)
unde D.TP1, D.TP2, D.TP3, D.TP4 and D.TPs sunt produsii de transformare
rezultati precum: 4-hidroxidiclofenac, 4,5-hidroxidiclofenac, N-2,6-
diclorofenil hidroxilamine, 5-hidroxidiclofenac, p-benzoquinone imine.
OK.TP
Ketoprofen Tl = ky — kq (Eq.71.)
OK.TP
B = ky — ks (Eq.73.)
OK.TP,
o = ks (Eq.74.)

unde K.TPy1, K.TP2, K.TPzand K.TP4 sunt produsii de transformare rezultati
precum:: 3-ethilfenilfenilmetan, 3-hidroxfenilfenilmetan, acid 3-

hidroxifenilcetoacetic, 2,3-hidroxifenilmetilfenilpropionic acid.




In Figurile 48-50 sunt prezentate comportamentul ibuprofenului, diclofenacului si al
ketoprofenului impreuna cu stabilitatea in timp al produsilor de transformare identificati pentru

toate cele trei conditii experimentale testate.
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Figure 48. Comportamentul ibuprofenului si al produsilor de transformare simulate

prin COMSOL. a.) conditii normale; b.) conditii simulate de inundatie; c.) conditii
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Figure 49. Comportamentul diclofenacului si al produsilor de transformare simulate prin

COMSOL. a.) conditii normale; b.) conditii simulate de inundatie; c.) conditii simulate de

seceta
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Chapter 5. Comportamentul NSAIDs (ibuprofen, diclofenac, ketoprofen)
in Lycopersicon esculentum

Riscul ca sanatatea umana sa fie compromisa creste in zilele noastre. Un mod semnificativ care ar
putea contribui la deteriorarea sanatatii este alimentatia. Consumul de alimente potential
contaminate ca o consecinta a cresterii si dezvoltarii lor intr-un mediu neadecvat ar putea fi o
cauza. Cu toate acestea, translocarea contaminantilor din mediu la subiecti prin lantul trofic este

un proces dinamic a carui amplitudine si consecinte sunt greu de estimat in acest moment.

Plantele sunt o componenta importanta atat in dieta umana cat si in cea a animalelor. Desi
exista reglementari critice in ceea ce priveste asigurarea calitatii si sigurantei acestora, acestea nu
se refera inca in totalitate si la noua generatie de contaminanti, cum sunt de exemplu compusii
actoivi farmaceutici. Deoarece planta ar putea fi expusa la contaminanti organici prin multiple cai,
toate acestea vor fi luate in considerare in aceasta teza. De asemenea, deoarece datele noastre
experimentale despre comportamentul NSAIDs-urilor studiate in principalele compartimente de
mediu au relevat clar potentiala transformare a acestora, in experimentele pe plante expuse la

NSAIDs au fost studiate si produsii de transformare identificati pentru NSAIDs-urile in studio.

5.1. Impactul NSAIDs-urilor asupra calitatii fructului Lycopersicon esculentum

Calitatea fructelor Lycopersicon esculentum a fost evaluata din punct de vedere al continutului de
compusi organici volatili responsabili de aroma fructelor, carbohidrati, aminoacizi si esteri metilici

ai acizilor grasi.

Variatia continutului de compusi organici volatili in fructele de tomate: Dintre compusii
organici volatili au fost identificati alcooli, cetone, aldehide, esteri, terpene, fenoli si altele. In
probele martor continutul de compusi alcoolici a fost de 26,4 %, urmat de cetone (19,2 %), terpene
(17,9 %), aldehide (15,9 %), fenoli (3,8 %) si esteri (2,1 %). Alti compusi au reprezentat 14,7 %.
Spectrul de compusi organici volatili ai fructelor de tomate a fost diferit atunci cand plantele au
fost expuse la NSAIDs-urile studiate. In Figura 67 este prezentata diferentierea continutului de

compusi organici volatili din fructele Lycopersicon esculentum crescute in mediu contaminat



raportat la control. S-a observat o diferentiere semnificativa in cazul contaminarii cu ibuprofen.
Scaderi de pana la 34 % si 24 % au fost identificate pentru 1-hexanol si 3-metilbutanol. Dar,
prezenta acestor alcooli a crescut cu 13% atunci cand Lycopersicon esculentum a fost expus la
diclofenac. Dintre cetone, 1-penten-2-ona a prezentat modificari minore in prezenta
diclofenacului, in timp ce in prezenta ibuprofenului si a ketoprofenului concentratia sa din fructele
de rosii a crescut cu 44 %, respectiv 65 %. Continutul 6-metil-5-hepten-2-ona scade semnificativ
in prezenta NSAIDs studiate (ibuprofen 70 %, ketoprofen 67 %, diclofenac 27 %). Scaderi au fost

identificata chiar si in cazul terpenelor reprezentative.
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Figure 67. Diferentierea continutului de compusi organici volatile in fructele de tomato

crescute in prezenta NSAIDs-urilor

Variatia continutului de carbohidrati in fructele de tomate: Ca si in cazul compusilor organici

volatili, profilul carbohidratilor se modifica atunci cand au fost cultivati in medii contaminate

diferite.



In Figura 68 sunt prezentate modificarile care au fost identificate pentru fiecare conditie
studiata. Scaderea in continut s-au observat in cazul glucozei, fructozei si xilozei mai ales cand
planta de tomate a fost in contact cu mediu contaminat cu ketoprofen (sol si precipitatie
contaminata), cu diclofenac (sol si apa contaminate) si ibuprofen (sol contaminat).. S-a observat o
crestere a continutului de galactoza atunci cand planta de tomate a fost in contact cu apa
contaminata cu ibuprofen. In mod similar, continutul de zaharoza a crescut in prezenta solului
contaminat cu ibuprofen.
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Figure 68. Matricea de corelare dintre continutul de carbohidrati din fructul de tomato

expus la NSAIDs-urile studiate

Variatia continutului de esteri metilici ai acizilor grasi (FAME) in fructele de tomate:
Dintre acest grup de compusi, C14:0 (acid miristic), C16:0 (acid palmitic), C18:1C+T, C18:2C +T
(acid elaidic), C18:3n6 (acid g-linolenic), C18:3n3 (acid g-linolenic) si C24:0 (acid lignoceric) au
fost identificate in cantitate predominanta. Cu corelatia heatmap (Figura 69) s-a evidentiat
modificari ale profilului FAME atunci cand Lycopersicon esculentum a fost in contact cu
diclofenac, ibuprofen si ketoprofen. S-au observat modificari semnificative in prezenta

ibuprofenului daca raportam continutul FAME cu cel obtinut din analiza probei de control. In acest



caz, continutul de FAME a scazut cu aproximativ 43 % comparativ cu controlul. Desi diferit de

control, profilul FAME al plantelor de tomate expuse la diclofenac si ketoprofen a fost comparabil.
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Figure 69. Diferentierea continutului de esteri metilici ai acizilor grasi in fructele de

tomato crescute in prezenta NSAIDs-urilor

Variatia continutului de aminoacizi la fructele de tomate: Acidul glutamic, alanina, lizina,
valina si leucina au fost detectate in cantitati reprezentative in fructele de tomate. Cantitatea lor a
reprezentat aproximativ 60 % din continutul total de aminoacizi identificati. Acidul glutamic a
scazut in cazul expunerii la ketoprofen, in timp ce in cazul expunerii la diclofenac sau ibuprofen
s-au observat modificari minore. Cantitatea de alanina a crescut in prezenta tuturor NSAIDs-urilor
studiati (21 % — expunere la ketoprofen, 18 % — expunere la ibuprofen si 7 % in cazul expunerii la
diclofenac), mai ales cand contaminarea a fost efectuata pe calea solului. Scaderea cantitatii de
acid aspartic (7 %) si lizina (5 %) a fost determinata in experimente pe rosii cand aceasta a fost
expusa la contaminarea cu diclofenac. Continutul de arginina a crescut cu aproximativ 11% in
prezenta ibuprofenului, in timp ce in prezenta diclofenacului a scazut cu 9 % in comparatie cu

probele martor.



5.2. Modelarea factorului de bioconcentrare al NSAIDs in fructul Lycopersicon

esculentum considerand dinamica lor de crestere fruit

Este o presupunere larg acceptata de comunitatea stiintifica conform careia compusii activi
farmaceutici ar putea fi absorbiti de plante. Preocuparile sunt amplificate de aportul constant al
acestor ingrediente active in mediul din intreaga lume si din cauza potentialului efect advers care
ar putea avea ca rezultat organismele nevizate care consuma aceste plante prin dieta lor comuna.
Detectarea si cuantificarea analitica atat a ingredientelor active farmaceutice, cat si a produsilor de
transformare aferente acestora este dificila, laborioasa si implica costuri semnificative. Prin
urmare, modelarea numerica ar putea fi o solutie care sa permita estimarea continutlui de NSAIDs
care ar putea ajunge la o planta care este relevanta pentru dieta unui organism viu. Astfel, modelul
numeric aplicat in cele ce urmeaza, care permite estimarea bioconcentratiei compusilor activi
NSAIDs studiate in fructele Lycopersicon esculentum a fost implementat pe baza datelor

experimentale obtinute.

NSAIDs modelling framework in Lycopersicon esculentum fruit

Prin aceasta teza, modelul dezvoltat de Xiao si colab., [385] care a fost destinat tuberculului de
cartofi, a fost modificat si implementat pentru fructul Lycopersicon esculentum folosind datele
experimentale prezentate anterior. Au fost efectuate simulari pentru fiecare compus active

farmaceutic studiat si pentru fiecare mod de expunere studiat.

Descrierea conceptuala al modelului: Modelul utilizat este construit pe trei parti majore.
Primul se refera la ecuatia diferentiala partiala (PDE) care descrie limita dinamica in miscare a
,sferei” fructelor Lycopersicon esculentum — cresterea fructelor de tomate. In acest caz, se
presupune ca difuzia NSAIDS-ului are loc impreuna cu raza sferei fructelor de tomate. A fost
aplicata functia logistica propusa de Xiao et al., [385]. Aceasta imita difuzia unei substante chimice
dintr-un mediu contaminat in fructul comestibil al unei plante (si anume tuberculul de cartofi).
PDE utilizata descrie comportamentul unei substante chimice organice intr-o sfera pe baza razei
sferei, timpului, si al granitei in miscare a sferei studiate. Acesta, in ansamblu, are rolul de a simula

dezvoltarea in timp a unui fruct Lycopersicon esculentum. Datele despre absorbtia NSAIDs de



catre fructele de tomato au fost obtinute din experimente efectuate pe plante de tomate expuse la
diclofenac, ibuprofen si ketoprofen prin mai multe compartimente de mediu. Aceste date obtinute,
au fost importate in continuare in modelul sfera dinamica pentru a obtine solutii numerice ale PDE
implementate prin rsoftware-ul MATLAB (MATLAB, versiunea R2013b).

A doua parte este forma integrala a modelului propus care permite estimarea absorbtiei
ingredientelor active NSAIDs si a factorului de bioconcentrare pentru fructul Lycopersicon
esculentum studiat. In acea sectiune, concentratia NSAIDs-urilor a fost integrata de-a lungul razei
presupuse a sferei fructelor de tomate. Acest lucru a permis estimarea concentratiei compusilor

activi farmaceutici care s-a difuzat cu timpul in fructele de rosii.

In cea de-a treia parte a modelului, datele estimate obtinute sunt comparate cu cele obtinute
din realizarea unui model clasic (model de difuzie). Factorul de bioconcentrare al compusilor activi
farmaceutici studiati pentru fructele Lycopersicon esculentum este descris matematic conform cu
(Ec.90.) unde acesta este definit in raport cu timpul (dinamic) in loc de raportul la starea de
echilibru.

BCFS(t) = CCT’"—;:@ (Eq.90.)
Descrierea modelului cu granita variabila (dinamica): Ipoteza principala a acestui model este ca
toate fructele (inclusiv fructele Lycopersicon esculentum) urmeaza o functie de crestere logistica
prin dezvoltarea sa in timp pana la atingerea maturitatii. Din acest motiv, este posibil ca procesul
de absorbtie al compusilor activi NSAIDs sa fie influentat. Prin urmare, conform celor propuse de
Xiao et al., [385] difuzia pasiva a compusilor activi NSAIDs prin sfera de tomate ar putea fi
descrisa conform (Eq.91.) si (Eg.92.) care implica exprimarea matematica a unui model de difuzie

radiala simpla:
ac rt
%O(): 0;0 <t < teontam; 0 ST = Tromato (t)
(Eq.91))
aCTomato (T' t) _ Dadjusted aZCTomato (7’, t) 2 aCTomato (T, t) k
ot = Yromato o012 + ; or — Rd.Tomato

'CTomato(r: t)t = teontam; 30 <7 < rTomato(t)

(Eq.92.)



Expresiile matematice care fac legatura cu mediul contaminat sunt descries in (Eq.93.) si (Eq.94.):

C(r,t) =0;0 <t

C(r,t)

( Cromato (T t); T < Tromato (t); this describe what hapen inside of the tomato

< KTomato,environl

Kenvironl,environz

<t

contam

) * Conviron (); this describe the surface of tomato; t

(Eq.93.)

>

tcontam

Conviron(£); T > Tromato (t); this describe what hapens at ouside of the tomato

(Eq.94.)

Date de intrare: Datele numerice utilizate in acest model au fost fie obtinute din experimente

efectuate in laborator (descrise anterior).

Concentratia de NSAID difuzat in fructul Lycopersicon esculentum fruit

In Figura 70 sunt prezentate rezultatele obtinute in urma simularii difuziei compusilor activi

NSAIDs studiati prin fructul Lycopersicon esculentum.
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Figure 70. NSAIDs diffusion through Lycopersicon esculentum fruit moving-boundary

exposed through different media. (a.) Diclofenac; (b.) Ibuprofen; (c.) Ketoprofen

Datele au aratat ca ibuprofenul difuzeaza usor prin fructele de tomate atunci cand plantele cresc in
sol contaminat sau sunt udate cu apa contaminata (Figura 70.b.). Cantitatea maxima de ibuprofen
difuzat a fost de 0,0586 ug-kg-1 (crestere in sol contaminat). Rata de difuzie a diclofenacului a
fost de trei ori mai mare atunci cand Lycopersicon esculentum a fost cultivat in sol contaminat
(0,0284 ug-kg-1, Figura 70.a.) comparativ cu contaminarea prin udare (0,0087 ug-kg-1).
Ketoprofenul a aratat o rata de difuzie scazuta in comparatie cu celelalte doua NSAIDs-uri studiate,
cantitatea maxima a fost identificata a fi de 0,0174 pg-kg-1 in cazul in care mediul contaminat este
solul (Figura 70.c.). Pentru fiecare AINS a fost determinate o rata de difuzie scazuta atunci cand

contaminarea a fost efectuata prin puilverizarea de vapori de apa.

Datele simulate sunt aproapiate de datele experimentale (coeficienti de corelatie > 0,688).
Datele experimentale sunt necesare pentru stabilirea corecta a parametrilor componente ai
modelului ca kq atat atunci cand ne referim la atenuarea concentratiei de NSAIDs in mediu si in
organismele vii precum Lycopersicon esculentum. Orcum, potentialul de transformare al
compusilor activi farmaceutici trebui introdusa in model, mai ales atunci cand ne referim la
compusi care sunt foarte bioactivi si sufera mai multe modificari atat in mediu, cat si in organismul
viu. Oricum, acest model ar trebui testat pentru alti contaminanti. Astfel de date si modele sunt
importante pentru a imbunatati protectia starii de sanatate a organismelor vii fata de provocarile
generate de prezenta si varietatea crescuta de substante chimice din mediul inconjurator in

momentul actual.



Capitolul 6. Concluzii generale

In aceasta teza, comportamentul ibuprofenului, diclofenacului si al ketoprofenului au fost evaluate
intr-un sistem viu netinta — Lycopersicon esculentum si mediile prin intermediul carora acesta

poate sa se contamineze.

In experimentele efectuate pe medii de apa de suprafata, a fost evaluata influenta proceselor
biotice, abiotice si de sorbtie asupra comportamentului diclofenacului, ibuprofenului si
ketoprofenului. Datele experimentale obtinute au fost utilizate in continuare pentru a clasifica
numeric participarea fiecarui proces la atenuarea concentratiei NSAIDs-urilor studiate in mediul
acvatic. Ca abordare numerica, sa aplicat modelarea ecuatiilor structurale (SEM) combinat cu
modelul corelarii partiale prin metoda celor mai mici patrate (PLS-PM). Dupa fiecare caz a fost
propusa o diagrama de comportament. Acestea au fost testate statistic prin mai multi parametrii

iar rezultatele obtinute au fost considerate satisfacatoare.

In experimentele de evaluare a comportamentului NSAIDs-urilor in sol, s-a stabilit
corelatia acestora cu proprietatile fizico-chimice ale solului, abundenta structurii fenotipice a
microbiotei si starea de anomalii meteorologice simulate. Rezultatele obtinute au evidentiat o
corelatie negativa intre rata de atenuare a NSAIDs in conditii de seceta sau contaminare cu doze
mari NSAIDs. In mod similar, s-a gasit o corelatie pozitiva intre abundenta mai mare a microbiotei
solului si scaderea concentratiei de compusii activi farmaceutici. Acest lucru a fost explicat prin
faptul ca exista comunitati de microorganisme care sunt capabile sa utilizeze aceste substante
chimice ca sursa de carbon in procesele lor metabolice. Aceasta ipoteza a fost sustinuta de produsii
de transformare identificati. Folosind datele experimentale obtinute, mecanismul comportarii
ibuprofenului, diclofenacului si ketoprofenului a fost propus in termeni de ecuatii de masa,
constante de viteza de reactie etc. In continuare acestea au fost simulate folosind modelul de

transport si reactie prin COMSOL.

Atat compusii activi cat si produsii de transformare pot exercita o potentiala influenta
Lycopersicon esculentum. Acest lucru a fost evaluat experimental si numeric. Experimentele au
fost efectuate luand in considerare multiple cai de expunere la NSAIDs, dezvoltarea plantelor de
tomate in timp (stadiile Zadock) si compartimentele anatomice ale acestuia. Datele au aratat un

potential de acumulare diferentiat in toate cazurile luate in considerare. Dintre NSAIDs studiate,



diclofenacul a fost retinut mai usor de intreaga anatomie a Lycopersicon esculentum, in timp ce
numai in partea din fruct ibuprofenul a fost acumulat semnificativ. Rezultate similare au fost
obtinute si in cazul unor produsi de transformare identificati. Datele au aratat, de asemenea, ca
mediul de expunere ar putea contribui la potentialul de acumulare al compusilor activi NSAIDs in
diferite compartimente anatomice ale plantei de tomate. Dintre acestea, solul si apa au fost
contributorii reprezentativi pentru potentialul crescut de absorbtie a NSAIDs de catre rosii. Au fost
studiate influenta acestor produse farmaceutice asupra calitatii fructelor de rosii in ceea ce priveste
continutul de compusi organici volatili, continutul de aminoacizi, continutul de carbohidrati si
continutul de esteri metilici ai acizilor grasi. Rezultatele evidentiaza ca exista compusi care in
prezenta acestor produse farmaceutice ar putea creste in cantitate, in timp ce altii scad. Modelul
Xiao a fost modificat pentru a simula numeric difuzia NSAID intr-un fruct de rosii in crestere.
Datele estimate obtinute au fost corelate cu cele rezultate dintr-un model clasic de difuzie in care

s-a neglijat cresterea in volum a fructelor de tomate din cauza procesului de crestere.
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