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Introducere

Prezenta teza de doctorat intitulatd "Studiu privind transportul poluantilor industriali in
ecosistemele acvatice" abordeaza o tematica de actualitate in domeniul Ingineriei industriale
care vizeaza evaluarea impactului industriei asupra mediului acvatic utilizand tehnici avansate
de analiza.

Contaminarea mediului acvatic reprezinta o consecinta grava a deversarii poluantilor
industriali. Apa este una dintre cele mai valoroase resurse naturale de care dispune omenirea
si care se afla intr-o continud amenintare. Cresterea populatiei a adus cu sine si cresterea
nevoilor care au putut fi satisfacute printr-o industrializare rapida [1]. La randul sau, industria
a contribuit Tntr-o mare masura la generarea de deseuri care au efecte toxice asupra mediului
prin contaminarea apei, aerului si solului.

Cercetérile efectuate au o abordare metodologica si structurala diferita fatéd de forma
clasica. Inainte de demararea cercetérilor propriu-zise pentru teza de doctorat, care s-a axat
mai mult pe analiza compusilor farmaceutici din mediul acvatic, am fost implicata direct intr-un
studiu extins care a urmarit evaluarea prezentei metalelor grele in ecosistemele acvatice pe
zona principala a Bazinului hidrografic al Dunarii de Jos in anii 2018 si 2019. Prezenta acestei
structuri denota si evolutia mea de la realizarea de experimente relativ simple pana la sisteme
integrate experimentale folosind echipamente analitice complexe de top la nivel mondial.

Astfel, in prezenta teza de doctorat s-au studiat doud tipuri de poluanti care provin intr-
o proportie mare din activitatile industriale. In prima parte a tezei s-a studiat impactul industriei
asupra nivelului de contaminare a sedimentelor din bazinul inferior al fluviului Dunarea cu
metale grele intrucat zona studiata este expusa la importante surse care au potential de
poluare cu acest tip de contaminanti. O parte importanta din teza de doctorat s-a concentrat
pe evaluarea prezentei unor clase de substante farmaceutice in mediul acvatic, avand in
vedere faptul c&, industria farmaceutica este unul dintre sectoarele cu cea mai rapida crestere
din economia mondiala datoritd cererii mari pe piatd prin prisma faptului ca derivatii
farmaceutici se constituie Tn produse majore de consum si, pe cale de consecintd, devin
deseuri regasite in mediu [2].

Toate aceste argumente au stat la baza realizarii prezentei teze de doctorat menita sa
aduca o contributie importanta la nevoia existentei unei monitorizari continue a calitatii
ecosistemelor acvatice si a impactului activitatilor industriale asupra mediului.

Obiectivele principale ale tezei sunt urmatoarele:

o Realizarea unui studiu privind transportul metalelor grele in sedimentele din zona
riverana municipiilor industriale Braila, Galati si Tulcea;

e Evaluarea impactului activitatilor industriale asupra poluarii sedimentelor cu metale
grele si determinarea potentialului toxic al acestora utilizadnd indici de calitate;

e Studierea unei clase de poluanti emergenti (compusi farmaceutici) insuficient
investigata in zona patrimoniului mondial UNESCO, Delta Dunarii;

* Optimizarea unor metode eficiente de extractie si analiza a compusilor farmaceutici din
probe de mediu;

e Analiza transportului substantelor farmaceutice in apa Dunarii, in cea mai complexa
arie studiata pana in prezent, zona care cuprinde tipuri diferite de ecosisteme acvatice
de suprafata (fluvial, predeltaic si deltaic);

e Evaluarea variatiei temporale a prezentei compusilor farmaceutici in apa Dunarii;
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o Studierea statistica a interdependentelor dintre diferiti compusi farmaceutici analizati
din probe de ap3;

e Analiza substantelor farmaceutice din diferite specii de pesti autohtone bazinului
fluviului Dunarea;

e Integrarea studiilor apa-sediment-pesti din bazinul inferior al Dunérii privind analiza
prezentei compusilor farmaceutici;

o Cercetari asupra unor metode de degradare a unor clase de substante farmaceutice
sub influenta radiatiilor UV-C care sa poata fi adaptatéa statiilor de epurare;

Caracterul de noutate al tezei de doctorat este reliefat de abordarea complexa a mai
multor studii originale care s-au concentrat pe evaluarea impactului activitatilor antropice
asupra calitatii ecosistemelor acvatice ale bazinului inferior al fluviului Dunarea, printre care se
numara urmatoarele:

e Calculul indicilor de calitate pentru probele de sedimente studiate s-a realizat in
premiera pe sectorul monitorizat in prezenta teza;

o Studierea transportului si variatiei temporare a unei clase de poluanti industriali putin
studiate pe sectorul roménesc al fluviului Dundrea, reprezentatd de compusii
farmaceutici;

e Studierea efectelor generate de pandemia COVID-19 asupra nivelului de contaminare
a apei de suprafata cu diferite clase de substante farmaceutice pe o zona extinsa si
complexa a bazinului Dunarii de Jos;

e Dezvoltarea unui instrument predictiv in vederea cresterii eficientei activitatii de
monitorizare a compusilor farmaceutici din apa bazinului inferior al Dunarii;

e Cercetarea in premiera a comportamentului si transportului unor clase de substante
farmaceutice in mediul natural prin abordarea integrata a analizei sistemului apa —
sediment — biota in zona Dunarrii;

e Testarea intr-o maniera originald a unei metode de eliminare a unor clase de substante
farmaceutice care sa implice un consum redus de resurse;

Teza de doctorat este structurata pe 5 capitole, introducere si bibliografia care a fost
consultata pentru a realiza o abordare cat mai complexa a studiilor prezentate.

In Introducerea tezei este prezentati motivatia alegerii temelor de cercetare abordate,
caracterul de noutate pe care il aduce prezenta teza si obiectivele principale care au stat la
baza realizarii acesteia.

Capitolul 1. Poluarea mediului cu poluanti industriali. Stadiul actual al cercetarii
sintetizeaza informatii despre importanta monitorizarii transportului poluantilor industriali
prezenti in ecosistemele acvatice si aspecte generale despre contaminantii studiati. De
asemenea, au fost mentionate studiile relevante care s-au realizat pana in prezent pe aceste
clase de poluanti industriali.

Capitolul 2. Studiu privind transportul metalelor grele in sedimentele din straturile
superficiale din bazinul inferior al fluviului Dundrea cuprinde o gama larga de experimente
realizate pe probe de sedimente prelevate in sezoane diferite din fluviul Dunarea pentru a
evalua impactul pe care il au activitatile antropice asupra nivelului de contaminare cu metale
grele.

Capitolul 3 Studii privind prezenta compusilor farmaceutici in ecosisteme acvatice
cuprinde diferite cercetéari care au avut ca principal scop identificarea si cuantificarea unor
clase de compusi farmaceutici din probe biotice si abiotice colectate din ecosistemul acvatic
natural. Primul studiu prezintd variatia spatio-temporald a concentratilor de substante
farmaceutice identificate in probele apa prelevate din bazinul inferior al fluviului Dunarea si
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relatiile statistice stabilite intre acestea. Celelalte sub-capitole studiaza capacitatea acestor
contaminanti de a se acumula in sedimente si specii de pesti colectati din Dunare.

In Capitolul 4 intitulat Metode de degradare a compusilor farmaceutici sunt prezentate
diferite experimente de laborator care au avut la baza testarea unei metode de degradare a
diferitor clase de substante farmaceutice care sa poata fi adaptata la statile de epurare a
apelor uzate cu un consum minim de resurse. Aceasta metoda a presupus expunerea la
radiatii UV-C a unor solutii de substante farmaceutice aflate Th concentratii similare cu cele din
apele uzate.

Capitolul 5 Concluzii finale, contributii personale si directii viitoare de cercetare
insumeaza cele mai importante rezultate obtinute in urma efectuarii studiilor care au stat la
baza realizarii tezei de doctorat printr-o contributie personald majora. De asemenea, au fost
prezentate si viitoarele teme de cercetare care vor fi dezvoltate si pentru care prezenta teza
de doctorat reprezinta un reper important.
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Capitolul 1. Poluarea mediului cu poluanti industriali. Stadiul
actual al cercetarii

1.1 Tipuri de poluanti industriali si importanta monitorizarii acestora

Cresterea exponentiald a industrializarii a determinat degradarea mediului inconjurator
[3]. Mediul acvatic colecteaza o varietate larga de contaminati industriali toxici, printre care se
numara: metale grele, solventi, ingrasaminte, pesticide, produse de uz casnic (detergenti,
vopsele), hidrocarburi petroliere, produse de ingrijire personala, substante farmaceutice de uz
uman si veterinar, microplastice [4]. Tn ultima perioadad s-a pus accent pe importanta
monitorizarii poluantilor emergenti din ecosistemele acvatice, printre care se numara compusii
farmaceutici si microplasticele care au fost subiectul mai multor lucrari stiintifice a caror autor
sau co-autor sunt [5-7]. Monitorizarea poluantilor industriali in ecosistemele acvatice
reprezinta un subiect important intrucat acestia au potential toxic asupra biotei acvatice, dar si
asupra sanatatii umane [8,9].

1.2 Poluarea mediului acvatic cu metale grele

Metalele grele reprezintd una dintre clasele de poluanti industriali care ajung sa se
regaseasca in mediul acvatic. In mod obisnuit, in mediu s-au identificat 23 de metale grele
care in concentratii mari pot deveni toxice si periculoase [10]. Printre cele mai toxice metale
care se regasesc in mediu se numara urmatoarele: Cd, Ni, Zn, Pb, Cu.

1.2.1 Surse de poluare cu metale grele

Printre sursele principalele de poluare cu metale grele din mediul acvatic se numara:
industria, deseurile municipale, apele uzate, pesticidele, ingrasamintele, arderea
combustibililor fosili, activitatile de navigatie, minerit, spatile de depozitare din zona de
influenta a fluviului [11-13].

1.2.2 Toxicitatea metalelor grele

in concentratii normale, unele metale grele, precum: Ni, Cu, Zn, sunt vitale pentru
organismul uman. Cu toate acestea, atunci cand se depasesc concentratiile maxime admise,
metalele grele devin toxice pentru mediu si séanatatea umana, putand provoca urmatoarele
afectiuni: tulburari neuronale, hematologice si renale [14], boli cardiovasculare, afectiuni ale
sistemului respirator si anomalii genetice [15,16].

1.3 Poluarea mediului acvatic cu substante farmaceutice

Consumul ridicat de medicamente se coreleaza cu prezenta acestora in mediul acvatic,
din acest motiv este foarte important s se monitorizeze aceastéa clasa de poluanti industriali.
Statisticele realizate la nivel mondial in anul 2023 situeaza industria farmaceutica pe locul 4 in
topul celor mai profitabile industrii din punct de vedere financiar, fapt ce implica existenta unui
consum mare de medicamente [17]. Compusii farmaceutici ajung deversati in mediul acvatic
prin fabricarea, consumul, excretia, dar si prin eliminarea necorespunzatoare a produselor
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expirate sau neutilizate. Din categoria poluantilor emergenti fac parte substantele care
prezinta variatii semnificative ale comportamentului si toxicitatii si care presupun aplicarea de
tehnici speciale Tn procesul de tratarea/remediere a acestora [18]. Piata farmaceutica cuprinde
un numar enorm de compusi, numai in Uniunea Europeana se utilizeaza frecvent un numar
de aproximativ de 3000 de compusi farmaceutici, numarul acestora aflandu-se intr-o continua
creste in intreaga lume. Desi compusii farmaceutici se gasesc la nivel de urme in mediu (ng/L),
ele au potential toxic asupra florei si faunei din cauza deversarii continue a acestora si a
faptului ca pot interactiona intre ei [19].

1.3.1 Surse de poluare a mediului cu compusi farmaceutici

Compusii farmaceutici si metabolitii acestora sunt eliberati continuu in mediu din surse
punctiforme si difuze. Principalele surse de contaminare cu poluanti emergenti, implicit si cu
produsi farmaceutici sunt: apele uzate industriale, scurgerile de suprafatd de pe terenurile
agricole si de la fermele de animale, levigatele de la depozitele de deseuri, apa menajera de
la spitale si locuinte. De asemenea, deversarile provenite din productia industriala contribuie
la contaminarea mediului cu substante farmaceutice din cauza procesului inadecvat de tratare
a apelor uzate. Dintre toate sursele de poluare a mediului acvatic cu substante farmaceutice,
cea care are aportul cel mai mare este reprezentata de efluentii domestici urbani, urmata de
efluentii din spitale si excretiile provenite de la fermele de animale [20].

1.3.2 Riscuri si efecte toxice ale produselor farmaceutice in mediul inconjurator

Cantitatea de medicamente consumate, proprietéatile fizico-chimice si ecotoxicitatea
sunt factori importanti in evaluarea riscurilor asupra mediului cauzate de substantele
farmaceutice. Studiile au aratat ca microorganismele, flora si fauna sunt afectate de prezenta
reziduurilor farmaceutice n concentrati mici. Din cauza comportamentului complicat al
diferitelor amestecuri de substante farmaceutice care se formeaza in mediu, produsele
farmaceutice pot avea efecte daunatoare asupra organismelor chiar si atunci cand sunt
prezente in concentratii foarte mici. Deversarea continud a acestora in mediul acvatic poate
avea un impact negativ asupra organismelor vii si a mediului, de exemplu, poate schimba
comportamentul pestilor, influentédnd reproducerea, hranirea si agresivitatea acestora [18].

Intr-un studiu review a carui co-autor sunt au fost precizate efectele pe care diferite
clase de substante farmaceutice le au asupra stresului oxidativ la pesti. De exemplu,
expunerea indelungata la antibiotice reduce activitatea de aparare antioxidantd (catalaza,
glutadion), iar contaminarea cu antiinflamatoare au aratat o scadere evidenta a activitatii
enzimelor antioxidante la specia de pesti Cyprinus carpio [21].

1.3.3 Reglementari legislative referitoare la compusii farmaceutici detectati in

mediu

Cu privire la subiectul poluarii mediului cu compusi farmaceutici, Directiva 2013/39/UE
face referire pentru prima data la contaminarea apei si a solului cu deseuri farmaceutice. La
nivel european-exista o lista de supraveghere a poluantilor cu potential toxic aflatéd intr-o
continua actualizare. Compusii farmaceutici care au fost inclusi in ultima versiune a listei de
supraveghere conform articolului 8b din Directiva 2008/105/CE sunt: clindamicina, ofloxacin,
sulfametoxazol, trimetroprim, venlafaxing, o-desmetilvenlafaxina, metformin si produsul sdu
de transformare guaniluree [22].
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Capitolul 2. Studiu privind transportul metalelor grele in
sedimentele din straturile superficiale din bazinul inferior al
fluviului Dunarea

2.1 Obiectivele studiului

Studiul realizat de Calmuc et. al, 2021 [23] a evaluat transportul metalelor grele in
sedimentele de suprafata (stratul superficial din albia fluviului) din bazinul inferior al fluviului
Dunarea, influenta activitatilor antropice asupra nivelului de contaminare cu metale grele in
sediment, precum si a riscurilor potentiale la care este expus ecosistemul acvatic. Pentru
atingerea acestor obiective au fost utilizati si testati diferiti indici specifici de poluare importanti
in evaluarea calitatii corpurilor de apa, si anume: Indicele de geo-acumulare (Igeo), Factorul
de contaminare (CF), Indicele de incarcare a poluarii (PLI) si Indicele de potential risc ecologic
(RI.

2.2 Zona de studiu

Au fost selectate 15 statii de prelevare pentru evaluarea transportului metalelor grele in
sedimente si a nivelului de contaminare a sedimentelor cu metale grele (Figura 2.1) in functie
de sursele de poluare existente situate de-a lungul fluviului Dunarea intre km 180 si km 60. in
aceasta zona, fluviul Dundrea traverseaza 3 mari orase din Romania (Braila, Galati si Tulcea)
cu un numar mare de locuitori si activitate industriala semnificativa: (santierele navale: Damen
Galati, Vard Braila, Vard Tulcea, Navrom Galati - companie de transport naval, Liberty Galati
— industria fontei si otelului). Monitorizarea si evaluarea calitatii sedimentelor de suprafata este
importanta deoarece in acest perimetru se aflad zona pre-deltaica si deltaica cu impact asupra
rezervatiei biosferei Delta Dunarii, unica in Europa, si asupra multitudinii de lacuri si canale
care gazduiesc o mare varietate de fauna si flora. Probele de sedimente au fost prelevate lunar
pe parcursul a doua sezoane diferite, respectiv toamna anului 2018 si primavara anului 2019.
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Figura 2.1 Statii de prelevare de-a lungul Dunarii Inferioare

Statiile de unde s-au facut prelevarile de sediment au fost codificate astfel (Figura 2.1):

S1- localitatea Chiscani;
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o S2 - trecere bac 2 Braila;
e S3 - trecere bac 1 Braila;
e 5S4 -insula Chici;

e S5 - Priza Dunairrii;

e S6 - Siret;

e S7 - Restaurant Libertatea;

e S10 - localitatea Grindu;

e S11 - localitatea Luncavita;
e S12 - localitatea Isaccea;

e S13 - localitatea Somova;
e S14 - Santierul naval Vard
e S15 - localitatea Tulcea;

e S8 - Cotul pisicii;

2.3 Materiale si metode

Din fiecare statie au fost prelevati primii 10 cm de sediment folosind o draga de tipul Van
Veen (KC Denmark A/S, Silkeborg, Danemarca), probele fiind conservate in recipiente din
polietilen&. n etapa preliminara, probele de sedimente au fost uscate la 105 °C pané au ajuns
la masa constanta, au fost mojarate si cernute cu o sita de 125 ym.

Mineralizarea probelor a fost efectuata folosind sistemul de digestie cu microunde Anton
Paar. Dupa etapa de pregétire a probei, concentratiile de metale grele (Pb, Cu, Cd, Zn, Ni) au
fost determinate Tn conformitate cu standardul SR EN ISO 17294-2, 2005. Analizele au fost
efectuate folosind echipamentul ICP-MS (Spectrometria de masa cu plasma cuplata inductiv)
Perkin Elmer Elan DRC-e (PerkinElmer LAS (UK) Ltd, Seer Green, England, UK) aflat in
dotarea Institutului National de Cercetare Dezvoltare "Delta Dunarii" — Tulcea [23].

Pentru a evalua transportul concentratiilor de metale grele in sediment de la o statie la
alta, si potentialul toxic al acestora, s-au calculat diferiti indici si au fost reprezentati sub forma
unor harti de distributie a poluarii.

2.4 Rezultate si discutii

2.4.1 Distributia spatio-temporala a Indicelui de geo-acumulare (Igeo)

Pe baza valorilor Igeo obtinute in toamna anului 2018, se poate observa o poluare cu
cadmiu moderata spre puternica in statiile: S3, S10 si S13 (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Distributia spatio-temporald a Igeo pentru Cd, Ni, Pb, Cu si Zn [23]

In timpul priméverii, cele mai mari valori ale Igeo Cd (2 < Igeo <3) au fost inregistrate in
statiile S3, S8, S11, S12, S13. Aceste statii de monitorizare sunt situate in apropierea trecerii
cu bacul (S3) si a terenurilor agricole (S8, S11, S12, S13). De obicei, industria, arderea
combustibililor fosili si agricultura (ingrasamintele fosforice) reprezinta principalele surse de
poluare a mediului cu cadmiu [24—27]. Valorile Igeo pentru Ni au variat intre 1,07 (S6) si 2,54
(S14) in toamna lui 2018 si 1,27 (S4) —2,92 (S11) in primavara anului 2019. Conform Igeo,
poluarea cu Ni variaza de la Clasa 2 (moderat poluat) la clasa 3 (poluat moderat pana la
puternic). Pentru acest metal, limita admisa conform Ordinului Roméaniei 161/2006 (35 mg*
kg™') a fost depéasitd in statile S3, S11, S13, S14. In sectorul monitorizat al Dunarii de
Inferioare, prezenta si persistenta poluarii cu nichel poate avea mai multe cauze, cum ar fi
transportul naval, industria, deseurile municipale si industriale [28]. Valorile Igeo ale Pb au fost
cuprinse in domeniul -1,78 — 0,34 in sezonul de toamna si -2,00—1,03 in timpul primaverii si
indica nivelul de sedimente nepoluate in majoritatea statiilor de prelevare, cu exceptia statiei
S8, unde sedimentul a fost clasificat ca fiind ,nepoluat pana la moderat poluat’. Tn plus,
rezultatul calculului Igeo pentru sezonul de toamna indica faptul ca valorile metalului Cu pentru
toate site-urile au fost incadrate in clasa necontaminata (Igeo 0). Pe de alta parte, doua din
cele 15 statii (S3, S11) au fost nepoluate pana la moderat poluate cu metalul Cu in sezonul de
prim&vara. In ceea ce priveste metalul Zn, valorile Igeo au variat intre -0,56 (S1) si 0,75 (S10)
(in toamna anului 2018) si -0,46 (S7) —1,03 (S3) (in primavara anului 2019).

2.4.2 Distributia spatio-temporala a Indicelui de incarcare cu poluare (PLI)
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Analizand distributia spatiala a PLI aferenta celor doua sezoane monitorizate (toamna
anului 2018 si primavara anului 2019), se poate observa ca valorile PLI au variat intre 0,53
(S1) si 1,17 (S3) in lunile de toamna, ceea ce indica absenta poluarii cu metale grele (PLI < 1)
in 73% din statiile monitorizate.
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Figura 2.3 Distributia spatio-temporala a indicelui PLI [23]

In primavara anului 2019, Figura 2.3 ilustreaza faptul c& valorile PLI au variat intre 0,57
(S6) si 1,53 (S11), indicand prezenta poludrii cu metale grele a sedimentelor, in special in
statiile de monitorizare S11-S13 (PLI > 1).

2.4.3 Distributia spatio-temporala a Indicelui de risc ecologic potential (RI)

Indicele RI a fost calculat pe baza celor cinci metale grele (Pb, Zn, Cd, Cu si Ni), iar
rezultatele reflectd in mod cuprinzator un nivel scazut de risc ecologic pentru fiecare element
(ErMe< 40), precum si un grad scazut de risc ecologic general pentru ambele sezoane
monitorizate. In plus, rezultatele RI in sedimentele de suprafata au variat intre 15,00 (S1) si
35,50 (S13) in timpul sezonului de toamna si 17,61 (S6) pana la 45,96 (S3) in timpul sezonului
de primavara. Cu toate acestea, nu reprezinta un risc ecologic ridicat in sedimentele fluviului
Dunarea, datorita faptului ca valorile Cd masurate sunt situate sub limita admisa conform OM
161/2006.
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Figura 2.4 Distributia spatiala a RI in toamna anului 2018 si primavara anului 2019 [23]

Similar cu indicele PLI, cele mai mari valori Rl au fost Tnregistrate in timpul sezonului de
primavara pentru statiile S3 si $11-S13 (Figura 2.4).
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Capitolul 3. Studii privind prezenta compusilor farmaceutici in
ecosisteme acvatice

3.1 Obiectivele generale ale studiului

In urma documentarii realizatd cu privire la studiile efectuate asupra transportului
poluantilor industriali in bazinul inferior al Fluviului Dunarea pe teritoriul Roméaniei s-a observat
o lacund in ceea ce priveste clasa de poluanti emergenti reprezentatd de compusii
farmaceutici. Din acest motiv, am ales ca in prezenta teza de doctorat sa dezvolt, mai in
detaliu, subiectul care priveste transportul compusilor farmaceutici de la o statie de prelevare
la alta in apa Dunarii si acumularea acestora in componentele acvatice (Figura 3.1).

De asemenea, in acest studiu s-au testat diferite modele Machine Learning pentru a
incerca obtinerea unui instrument predictiv care are la baza un cadru analitic suport cu scopul
cresterii sustenabilitatii activitatii de monitorizare a compusilor farmaceutici din apa bazinului
inferior al Dunarii.

3.2 Zonele de studiu

Zonele de studiu sunt distribuite pe o distantd medie de aproximativ 370 km (Figura 3.1).
Ca suprafata analizata, prezenta teza prezintd un studiu extins asupra prezentei compusilor
farmaceutici realizat pe Dunare, cuprinzand arii asupra carora se exercita un puternic impact
antropic (inclusiv industrial).
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Figura 3.1 Statiile de prelevare a probelor de apa din bazinul inferior al Dunarii
3.3 Materiale si metode

In probele de mediu, compusii farmaceutici se regésesc in concentratii foarte mici, de
ordinul ng/L, de cele mai multe ori sub sau foarte aproape de limitele de detectie ale tehnicilor
utilizate pentru efectuarea analizelor. Din acest motiv, alegerea metodelor/tehnicilor potrivite
de pregatire a probelor si analizé a acestora, in functie de tipul lor, este foarte importanta in
obtinerea de rezultate reale.

In prezenta teza de doctorat s-a utilizat un prelevator manual cu tija telescopica pentru
colectarea probelor de apa, iar pentru probele de sediment s-a folosit o draga de tipul Van
Veen care a fost manipulata de o macara instalata pe nava de cercetare REXDAN.
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3.3.1 Extractia compusilor farmaceutici din probe lichide

In studiul prezentat in teza de doctorat s-a folosit metoda de extractie in faza solida —

SPE utilizand un sistem automat de extractie Dionex ™ AutoTrace ™ 280. Cartusele SPE
folosite sunt Branchia C18, 500 mg/ 6 mL.

Etapele metodei dezvoltate pentru extractia compusilor farmaceutici din probe de apéa

de suprafata prelevate din bazinul inferior al fluviului Dunérea sunt urmétoarele:

Filtrarea preliminara a probelor de apa;

Acidifierea probelor pana la pH 3 cu acid acetic glacial;

Conditionarea cartuselor cu 5 mL metanol;

Conditionarea cartuselor cu 5 mL apa ultrapurs;

Uscarea cartuselor timp de 1 minut in atmosfera de Nx;

Incarcarea celor 100 mL din fiecare proba de apa in cartuse, cu un debit de 10 mL/min;
Spalarea cartuselor cu 6 mL apa ultra pura;

Spalarea cartuselor cu 6 mL amestec metanol apa 20 %;

Uscarea cartuselor timp de 5 minute in atmosfera de N2 (Figura 3.6);

Elutia analitilor cu 6 mL metanol si colectarea extractului;

Concentrarea eluatului prin evaporare sub un flux de azot de puritate ridicata, la 42 ° C;
Redizlovarea eluatului in 25 yL metanol si 225 pL apa.

3.3.2 Extractia compugilor farmaceutici din probe solide

Pentru a extrage compusii farmaceutici din tesut muscular si icre s-au luat in analiza 5g de
proba, pentru extractia compusilor din tesutul hepatic si branhii s-au utilizat 2 g de proba, iar
pentru extractia din sediment s-au cantarit 4 g.

Etapele extractiei QUEChERS a substantelor farmaceutice din tesutul de peste si

sediment:

Cantarirea, maruntirea si omogenizarea probelor;

Adéaugarea solventilor si standardelor intr-un tub de centrifugad de 50 mL: 1 mL apa
ultra pura si 10 mL acetonitril, 50 pL acid formic si 50 yL amestec standard intern;
Omogenizarea probei;

Adaugarea amestecului de saruri de extractie (6 g sulfat de magneziu anhidru, 5 g
clorura de sodiu, 1,5 g citrat de sodiu dihidrat si 0,75 g citrat de sodiu sesquihidrat) si
agitarea intensa a amestecului;

Centrifugarea amestecului obtinut la 4000 rpm timp de 5 minute;

Preluarea a 5 mL din supernatant (acetonitril) si purificarea extractului in faza solida,
metoda dispersiva (d-SPE) care contine 150 mg sulfat de magneziu anhidru, 50 mg
PSA si 50 mg C18 + 15 mg carbune activ grafitizat;

Colectarea eluatului intr-un tub de sticla de 5 mL si concentrarea acestuia in curent de
azot la 42 °C;

Redizolvarea extractului cu 400 yL H20 ultra puré si 100 uL metanol — tesut peste si
200 pL H20 ultra pura si 50 pL metanol - sediment;

Filtrarea extractului obtinut utilizand filtre cu dimensiunea porilor de 0.2 pm;
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3.3.3 Tehnici de analiza instrumentala a probelor de mediu

e Lichid cromatografia cuplata cu spectrometria de masa

Analiza instrumentala implica adesea o etapa de separare cromatografica pentru a
izola analitul tintéd de substantele chimice din matrice urmata de identificarea si confirmarea
speciilor chimice utilizdnd spectrometria de masa.

Compusii farmaceutici (PhAC) sunt in mare parte polari si nevolatili si stabili termic,
ceea ce face imposibila determinarea lor directa de catre GC (Gaz cromatograf), fara a utiliza
derivatizarea. Cuplarea cromatografiei lichide cu spectrometrul de masa combina avantajele
cromatografiei (selectivitate ridicata si eficientd de separare) cu performantele spectrometriei
de masa (informatii structurale si asupra masei molara, precum si selectivitate, detectabilitate
crescute).

Instrumentul pe care I-am utilizat pentru analiza probelor de mediu care au stat la baza
realizarii unei parti importante din teza de doctorat este Lichid cromatograful Vanquish Flex
cuplat cu spectrometru de masa de inalta rezolutie si masa exacta Orbitrap Exploris 120. Acest
echipament se afla in dotarea laboratorului de cromatografie al Infrastructurii de cercetare
REXDAN a Universitatii Dunarea de Jos din Galati, in cadrul caruia ocup postul de asistent de
cercetare (Fig.3.2).

Figura 3.2 UHPLC Vanquish Flex cuplat cu Spectrometrul de masa (MS/MS) de inalta
rezolutie si masa exacta Orbitrap Exploris 120 - Thermo Fisher Scientific (foto original)

Tehnologia Orbitrap HRAM oferd precizie a masei la concentratii foarte scazute,
permitand detectarea precisa si selectiva a analitilor tinta, iar intreaga gama de masa este de
m/z = 40-3000.

¢ Tehnica microscopiei electronice cu scanare (SEM)

Microscopia electronicd cu scanare este cea mai utilizatd metoda in obtinerea de
informatii legate de caracteristicele morfologice ale unei probe [29]. Principiul de functionare
are la baza scanarea unor suprafete prin utilizarea unui fascicul de electroni. Acesti electroni
interactioneaza cu atomii probei pentru a produce semnale care sa ofere informatii cu privire
la topografia suprafetei si compozitia probei [30].
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Figura 3.2 a Echipament SEM TESCAN VEGA (foto Georgiana Ghisman)

in prezenta tezd de doctorat, pentru a caracteriza din punct de vedere morfologic
diferite tipuri de sediment prelevate din bazinul inferior al fluviului Dunarea, s-a utilizat modelul
de echipamentul SEM TESCAN VEGA (Fig. 3.2a), care se afla in dotarea Facultatii de
Inginerie a Universitatii Dunarea de Jos din Galati si a fost achizitionat in cadrul proiectului
Excelenté si implicare in dezvoltarea inteligenta bazata pe cercetare si inovare la Universitatea
Dunarea de Jos din Galati (UDJG) — DINAMIC, 12PFE/30.12.2021.

3.3.4 Metode de analiza calitativa gi cantitativa a compusilor farmaceutici
din probe de mediu

Substantele farmaceutice analizate in prezenta tezd de doctorat sunt: metformin,
trimetroprim, cafeina, sulfametoxazol, clindamicina, carbamazepina, claritromicina, ketoprofen
si diclofenac.

Intrucat determinarea acestei clase de contaminanti este consumatoare de timp si
foarte costisitoare, am ales sa ma concentrez pe compusii considerati a fi cei mai problematici
pentru mediul acvatic. Substantele farmaceutice clindamicina, sulfametoxazol, trimetroprim si
metformin se afld pe lista europeanda de supraveghere a substantelor prioritare,
carbamazepina este considerat unul dintre cei mai persistenti compusi in mediu, cafeina este
frecvent identificatad in mediu, iar antiinflamatoarele ketoprofen si diclofenac au potential toxic
ridicat pentru organismele acvatice observandu-se o crestere semnificativd a consumului lor
in ultimul deceniu. Conceptul de doctorat este legat de prezent, dar intr-o mare masura de
viitor. Lista europeana de supraveghere a substantelor prioritare va presupune intr-un viitor
apropiat determinari de precizie si monitorizarea continud cu proceduri optimizate in
laboratoare performante. Acestea sunt argumentele selectiei claselor de substante din lista
experimentala din prezenta teza de doctorat.

In cele ce urmeaza sunt prezentati parametrii setati in metoda de instrument ai lichid
cromatografului si ai spectrometrului de masa pentru a asigura atingerea celor mai Tnalte
performante analitice in separarea, identificarea, confirmarea si cuantificarea compusilor de
interes.

Parametri UHPLC:

o Temperatura compartiment coloana: 40 °C;
e Durata analizei: 20 minute:
e Debit fazd mobila: 0,4 mL/min;
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e Faze mobile: A — apa ultrapura cu acid formic 0,1 %; B- Metanol cu acid formic
0,1 %;
e Gradient faza mobila:
0-1 minute: 90% A — 10% B;
1-2,5 minute: 90% A — 10% B;
2,5-10 minute: 60% A- 40% B;
10 — 13 minute: 0% A — 100% B;
13 — 15 minute: 0% A — 100% B;
15- 20 minute: 90% A — 10% B;
e Volum de injectie: 10 pl;

Parametri MS:

e Sursa de ioni HESI (Heated Electrospray);

o Debit sheath gas: 50;

o Debit aux gas: 10;

e Debit sweep gas: 1;

e Temperatura lon Transfer Tube: 325°C;

e Temperatura de vaporizare: 350 °C;

e Energia de coliziune HCD: diferita in functie de compus;
o Rezolutie MS Orbitrap: 120 000;

e RF Lens: 70 %;

e Scan parameters: Full Scan si MS/MS;

Calibrarea externa de masa si de sistem a spectrometrului de masa s-a realizat prin
injectarea de solutii de calibrare Tn mod de functionare pozitiv si negativ inainte de realizarea
fiecarei serii de analizad. Separarea compusilor in HPLC a fost facilitatd de utilizarea unei
coloane cromatografice de tipul Accucore C18 (100 x 2.1 mm, 2.6 ym).

Achizitionarea datelor s-a realizat pentru ionizarea pozitiva si negativa atat in modul
full-scan folosit pentru cuantificarea compusilor de interes céat si in modul MS/MS pentru a se
realiza confirmarea prezentei compusului in proba. Achizitia, procesarea si prelucrarea datelor
s-a realizat utilizadnd software-ul Chromeleon CSD - Thermo Fisher Scientific.

Pentru analiza cantitativa a compusilor farmaceutici identificati in probele de apéa s-au
folosit standarde analitice produse de Sigma-Aldrich.

3.4 Rezultate experimentale si discutii privind prezenta compusilor
farmaceutici in bazinul inferior al fluviului Dunarea

3.4.1 Rezultatele aplicarii metodelor de analiza

In urma aplicarii metodelor de analiza, descrise anterior, s-au identificat toti compusii
farmaceutici care au fost analizati in prezenta tezé de doctorat. In cele ce urmeaza sunt
prezentate rezultatele obtinute dup& efectuarea analizelor UHPLC-MS/MS. n Tabelul 3.1 sunt
enumerate formulele moleculare dupa care s-au calculat masele moleculare, masele ionilor
obtinute dupa ionizarea compusilor in modul pozitiv si timpii de retentie la care a eluat fiecare
analit.
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Tabel 3.1 Compusii farmaceutici analizati cu UHPLC - MS/MS
Timp de
Compus Formula Adduct m/z retentie
(min)
Metformin C4H11Ns +H 130,1087 0,44
Trimetroprim C14H18N4O3 +H 291,1452 3,21
Cafeina CgH1oN4O> +H 195,0877 3,38
Sulfametoxazol C10H11N303S +H 254,0594 3,69
Clindamicina C13H33C|N2058 +H 425,1871 4,91
Carbamazepina C15H12N20 +H 237,1022 5,72
Claritromicina C3gHeoNO13 +H 748,4842 6,50
Ketoprofen C16H1403 +H 255,1016 6,65
Diclofenac C14H11CI2NO2 +H 296,024 8,03

in figura 3.3 sunt reprezentate cromatogramele obtinute pentru fiecare compus
farmaceutic analizat si timpii de retentie la care acestia au eluat.

Primul compus care a eluat este medicamentul metformin care a avut timpul de retentie
0,44. Ceilalti compusi analizati au eluat in urmatoarea ordine: trimetroprim (3,21), cafeina
(3,38), sulfametoxazol (3,69), clindamicina (4,91), carbamazepina (5,72), claritromicina (6,5),
ketoprofen (6,65) si diclofenac 8,03 (Figura 3.21).
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Figura 3.3 Cromatograma Full Scan a compusilor identificati

20.0

Prezenta teza de doctorat, asa cum am mai mentionat, urmareste, printre altele, si
optimizarea unor proceduri in vederea transpunerii acestora la nivelul unor monitorizari
repetitive care s& asigure consumuri minime si cu efort uman de acelasi ordin. In afara obtinerii
unor separari eficiente, cu tipuri de retentie precise si masa exacta la a 5 a zecimald am
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urmarit, prin incercari succesive, definirea unor conditii de separare care sa permita analiza
intregului set de compusi Tntr-o singura injectare ceea ce respecta conditiile optime definite
mai sus.

Pentru fiecare compus analizat, in vederea confirmarii prezentei acestuia in proba, s-a
identificat cel putin un fragment specific acestora. Optimizarea fragmentarii speciilor chimice
cercetate presupune adaptarea energiilor de coliziune de maniera sa se obtina fragmente
elocvente, usor identificabile in MS. Acest lucru este imposibil cu asigurarea constanta a unei
singure valori a energiei de coliziune, prin urmare, in cadrul experimentului am reusit sa
definim valori optime, "personalizate" pentru fiecare compus in parte printr-o programare
judicioasa a comenzilor sistemului MS/MS

3.4.2 Distributia spatio-temporala a compusilor farmaceutici in probe de apa
de suprafata

n prezentul subcapitol sunt descrise rezultatele obtinute in urma analizei unor clase de
substante farmaceutice din probe de apa prelevate din Bazinul Dunarii Inferioare ihcepand cu
afluentul Siret si terminand cu statiile situate pe cele 3 brate ale Deltei Dunarii. Probele de apa
au fost prelevate in sezonul de vara in anii 2021, 2022 si 2023.

Scopul principal al acestui studiu este de a analiza transportul compusilor farmaceutici
in apa de suprafata a bazinului inferior al fluviului Dunarea. Pentru a evidentia mai bine acest
lucru, rezultatele au fost reprezentate sub forma unor harti de distributie a poluantilor.

Distributia spatiald a Carbamazepinei in Bazinul Dunarii Inferioare in perioada
2021-2023

Pentru compusul farmaceutic carbamazepina, in anul 2021, cea mai mare concentratie
s-a Tnregistrat in statia S10 (17,79 ng/L), in anul 2022 s-a obtinut in statia S1 (10,42 ng/L), iar
in anul 2023 in statia S4 (3,42 ng/L) (Fig. 3.4).
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Acest medicament s-a detectat aproape in toate statile monitorizate iar, conform
literaturii de specialitate, carbamazepina este unul dintre cele mai persistente produse
farmaceutice din mediul inconjurator [31]. Tntr-un studiu realizat de Chitescu, et al., in 2014, in
Romania, pe probe de apa prelevate din Dunare si afluentii ei, carbamazepina a fost
identificata in toate probele, iar cea mai mare concentratie a fost de 40 ng/L (raul Arges) [32].

Distributia spatiala a Metforminului in Bazinul Dunarii Inferioare in perioada 2021-2023

De-a lungul timpului, consumul de metformin a crescut foarte mult din cauza utilizarii
acestuia pentru tratarea diabetului de tip 2, cancerului si sindromului ovarelor polichistice [33].
Studiile estimeaza faptul ca peste 451 milioane de persoane din intreaga lume sufera de diabet
dintre care aproximativ 90% au diabet de tipul 2 [34].

n anul 2021, valorile concentratiilor de metformin au variat in intervalul 0,56 ng/L (S16) -
3,54 ng/L (S10), in anul 2022, valorile au fost cuprinse in intervalul 0,34 ng/L (S9) - 2,08 ng/L
(S5), iar in anul 2023, concentratiile s-au aflat in ecartul 1,13 ng/L (S3) - 2,31 ng/L (S4)
(Fig.3.5). Acest compus a fost identificat Tn majoritatea statiilor monitorizate, rezultate care se
coreleaza cu literatura de specialitate unde se mentioneaza faptul ca metforminul este al doilea
compus farmaceutic detectat in lume. Acest lucru se datoreaza faptului ca metforminul se afla
pe lista primilor 20 de compusi farmaceutici prescrisi si produsi la nivel mondial [35].

Totodata, frecventa crescuta cu care a fost identificat acest compus in probele de apa
poate fi explicaté de faptul este doza zilnica de administrare este de 2 g si este excretat intr-o
proportie de aproximativ 70 % nemodificat in urind, iar restul in fecale [36].
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Figura 3.5 Distributia spatio-temporaléd a Metforminului in Bazinul Dunarii Inferioare

Distributia spatiald a Cafeinei in Bazinul Dunarii Inferioare in perioada 2021-2023
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Cafeina este considerat cel mai utilizat compus farmaceutic din lume luénd in considerare
remediile multiple pentru care acest compus este utilizat in amestec cu alte principii active
[37].
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Figura 3.6 Distributia spatio-temporald a Cafeinei in Bazinul Dunarii Inferioare

Alcaloidul cafeina a fost identificat in toate probele de apé analizate. In anul 2021, valorile
concentratiei de cafeina au variat de la 3,22 ng/L (S14) la 184,15 ng/L (S10). in anul 2022,
valorile concentratiei de cafeind au fost cuprinse in intervalul 3,52 ng/L (S10) - 118,52 ng/L
(S2), in timp ce, in anul 2023 valorile cafeinei s-au situat in domeniul 3,79 ng/L (S12) - 29,25
ng/L (S4) (Fig.3.6).

Studiile de specialitate considera cafeina ca fiind cel mai reprezentativ compus farmaceutic
datorita abundentei sale ridicate Tn mediu si il claseaza ca fiind un indicator al poluarii antropice
care poate indica faptul ca sursele de poluare a apelor de suprafatd sunt deversarile din statiile
de tratare municipale in efluenti [38]. Prezenta acestui compus farmaceutic a fost sesizata si
in zone care se afla in afara impactului antropic, precum Antarctica [37]. Reziduurile de cafeina
sunt foarte stabile in mediu, avand timp de Tnjumatatire de la 100 pana la 240 de zile [39]. De
asemenea, acest stimulent pshioactiv este persistent in mediu datoritd solubilitatii sale ridicate
in apa (21,7 g/L) si coeficientului mic de partitie octanol-apa (Kow= 0,01) [40].

Distributia spatiald a Diclofenacului in Bazinul Dundrii Inferioare in perioada 2021-2023

In figura 3.7 este reprezentata distributia spatiald a diclofenacului pentru care s-au
obtinut, in anul 2021, valori doar in statiile S3, S9 si S10, cea mai mare concentratie fiind de
5,81 ng/L (S3). In anul 2022 s-au inregistrat concentratii de diclofenac in statiile S3, S6, S9,
S14, valorile fiind cuprinse in intervalul 4,91 ng/L si 6,45 ng/L. Pentru probele de apa prelevate
in anul 2023, diclofenacul a fost cuantificat cu o frecventa scazuta, doar in statiile S1, S4, S10
si S14, concentratiile situdndu-se in intervalul 1,02 ng/L -1,91 ng/L.
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Conform literaturii de specialitate, prezenta diclofenacului in ecosistemele acvatice
poate avea efecte toxice asupra biotei acvatice. De exemplu, la pesti, diclofenacul poate
provoca afectiuni ale rinichilor, branhiilor si modificéri histopatologice ale ficatului [41].
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Figura 3.7 Distributia spatio-temporala a Diclofenacului in Bazinul Dunarii Inferioare

Distributia spatiala a Ketoprofenului in Bazinul Dunarii Inferioare in perioada 2021-2023
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Figura 3.8 Distributia spatio-temporala a Ketoprofenului in Bazinul Dunarii Inferioare
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Ketoprofenul este considerat al treilea cel mai utilizat antiinflamator nesteroidian atat in
medicina umana cét si cea veterinara [42].

In anul 2021, valorile concentratiilor de Ketoprofen au variat in intervalul 5,14 ng/L -
5,77 ng/L si s-au inregistrat in 7 din cele 16 statii de prelevare. In anul 2022, concentratiile au
fost cuprinse in intervalul 5,00 ng/L - 7,03 ng/L, iar in anul 2023 rezultatele s-au situat in
domeniul 1,24 ng/L — 3,15 ng/L si s-au identificat cu o frecventa redusa, in doar 4 statii (S2,
S5, S9, S10). Frecventa scazuta cu care a fost detectat acest compus se poate datora faptului
ca are o persistenta scazuta in mediu, timpul de injumatatire al acestuia fiind de ordinul orelor
[43]. Cu toate aceste, studiile de toxicitate au demonstrat faptul ca acest compus are efecte
toxice asupra organismelor vii chiar si Th concentratii scazute [19].

Distributia spatiald a Trimetroprimului in Bazinul Dunarii Inferioare in perioada 2021-
2023

Pentru compusul farmaceutic trimetroprim (Figura 3.9), in anul 2021, s-au nregistrat
valori cuprinse in domeniul 0,20 ng/L - 9,17 ng/L. In anul 2022, concentratiile de trimetroprim
au variat de la 0,2 ng/L la 10,09 ng/L, iar in 2023 valorile au fost cuprinse in intervalul 0,25
ng/L — 4,12 ng/L. In toti cei trei ani monitorizati, acest compus a fost identificat cu o frecventa
de aproximativ 50 %.

Perioada pandemica 2020-2021 si post pandemica 2022 au inregistrat pe langa
utilizarea substantelor cu efect antiviral si o crestere a consumului unor antibiotice. Se observa
ca in afara cresterilor importante ale concentratiei trimetroprimului la varsarea Siretului ( S1,
S2) pe parcursul Dunarii Tn toate celelalte statii, concentratiile acestuia sunt scazute. Una din
cauze ar putea fi faptul ca trimetroprimul are un efect nefrotoxic [44] cunoscut motiv pentru
care a fost eliminat din tratamentul infectiilor bacteriene asociate COVID 19.

Prezenta antibioticelor in ecosistemul acvatic poate determina incetinirea cresterii
bacteriilor, algelor si a plantelor acvatice [45].
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Figura 3.9 Distributia spatio-temporala a Trimetroprimului in Bazinul Dunarii Inferioare

26



Valentina-Andreea CALMUC Rezumat
Studiu privind transportul poluantilor industriali in ecosistemele acvatice

Distributia spatiala a Claritromicinei in Bazinul Dunarii Inferioare in perioada 2021-2023

in anul 2021 pentru antibioticul claritromicind s-au obtinut concentratii doar in doua statii
de prelevare: S7 (5,41 ng/L ) si S10 (5,41 ng/L). In anul 2022, s-au inregistrat valori in statiile
S5 (5,50 ng/L) si S7 (5,93 ng/L), iar Tn anul 2023 s-au obtinut rezultate cuprinse in intervalul
2,07 ng/L - 2,17 ng/L (Fig. 3.10).
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Figura 3.10 Distributia spatio-temporala a Claritromicinei in Bazinul Dunarii Inferioare

De asemenea, in cazul claritromicinei, se constatd in perioada pandemica cresteri
importante in zona S9, S10. Se poate face o corelatie cu practica medicala care considera
macrolidul claritromicina ca fiind potential util in prevenirea infectiilor secundare ale Covid-19
prin efectul antimicrobian si antiviral [46].

Frecventa scazuta a detectarii acestui compus in mediul acvatic se poate datora faptului
ca doar 40 % din claritromicind consumata este excretatd sub forma compusului de baza,
restul de 60% se elimina sub forma de metaboliti [47].

Distributia spatiala a Clindamicinei in Bazinul Dunarii Inferioare in perioada 2021-2023

In anul 2021, compusul farmaceutic clindamicind a fost detectat in 8 din cele 16 statii
monitorizate, iar concentratiile au variat de la 3,32 ng/L la 3,75 ng/L. in anul 2022, acest
antibiotic a fost identificat in urmatoarele statii de prelevare: S1, S5, S7, S8, S9, S14, S15,
valorile concentratiilor fiind cuprinse in intervalul: 3,22 ng/L (S9) - 3,68 ng/L (S5). Pentru
probele de apa prelevate in anul 2023, valorile concentratiei de clindamicina s-au situat n
domeniul 2,12 ng/L (S15) - 3,12 ng/L (S7).

In cazul clindamicinei, frecventa medie de identificare a acesteia in probele de apa
prelevate in cei 3 ani monitorizati a fost de aproximativ 42%, in anul 2023 inregistrandu-se
cele mai putine valori (Figura 3.11).
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Figura 3.11 Distributia spatio-temporala a Clindamicinei in Bazinul Dunarii Inferioare

Distributia spatiala a Sulfametoxazolului in Bazinul Dunarii Inferioare in perioada 2021-

2023

Tn anul 2021, sulfametoxazolul a fost detectat in 10 din cele 16 statii monitorizate, valorile
concentratiilor variind in intervalul 3,44 ng/L - 4,57 ng/L, in timp ce, n anul 2022, concentratiile
de sulfametoxazol au fost cuprinse in domeniul 3,10 ng/L (S9) - 5,97 ng/L (S14).

200 400E 29°200°
'§ s6 H Kt
o =S ® o Anul 2021 0 g
. s7 (%, & 2z
- i “\\ o ﬂ'b 5
= & £ e L N LS
& | Siret 53 gy, iy L b
&7 s, N = :
5 oy
A st \"f:p,, 95 . siz 5
a, Branul Suling Py a g
: 88 « z
= s [ =
sto g
£ |z
= o
z g
& g 2
&
o
T T T
28°0'0°E 28°400"E 20°200"E
L "
LR e
u o\ Anul 2022 ¢ & .
ainigm |4 —80 & 23 2
£ 7% m, .‘\',‘““ ™ 4’(’1' \: s
o | Siret 83 Pty . N ([ o o
& - o =
CAPwAN. Nl § e siz )
- . ﬂrquSurma'm'\_ 5
U"'r - z
X 58 % 5
si0 . BN g
e s |2
§i3 it = ls
2
g
s
s
2
- K
4
3
=
=
§
= |2
2
i
2

T
2800

T T
28°400°E 29°200°E

Statii prelevare
$1-Priza Dunarii

s $2-8iret

a  83-Siret conf Dunare

4 S54-Libertatea Legenda

* S5-PrulconfDunare g rametoxazol [ngil]
& S6-Prut

a  S7-Reni valueﬂlgh i

s 88-Isaccea l Y

4 59-Ceatal Chilia

4 S10-Tulcea a

4 S11-Crisan 3

4 §12-Sulina A

4 §13-Mahmudia

»  S14-Murighiol . !

4 515-8f. Gheorghe Low ' 0

4 516-Chilia Veche
0 125 25 50 75 100
_— Km

Figura 3.12 Distributia spatio-temporala a Sulfametoxazolului in Bazinul Dunarii Inferioare
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Pentru anul 2023 s-au inregistrat valori care s-au situat in ecartul 1,22 ng/L — 3,25 ng/L.
Cele mai ridicate valori ale acestui compus s-au inregistrat in statiile de prelevare situate in
apropierea aglomeratiilor urbane (Galati, Isaccea, Tulcea, Murighiol) (Figura 3.12).

In comparatie cu celelalte antiobiotice, sulfametoxazolul a fost cel mai des identificat,
frecventa medie de detectie a acestuia in probele de apa prelevate in cei 3 ani analizati fiind
de 56 %. Aceste rezultate se coreleaza si cu literatura de specialitate unde se mentioneaza
faptul ca sulfametoxazolul este unul dintre antibioticele cel mai frecvent identificate Tn mediile
acvatice [48]. Sulfametoxazolul are efecte clinice si se dovedeste eficient in diminuarea
imunodeficientei diagnosticate in infectii virale ceea ce conduce la concluzia ca prezenta
acestuia in probele analizate se datoreaza consumului asociat COVID 19 [49].

3.4.3 Acumularea compusilor farmaceutici in sedimentele Dunarii

Pentru a studia comportamentul substantelor in ecosistemul acvatic s-au analizat si
probe de sediment prelevate din diferite statii situate in bazinul inferior al Dunarii, astfel:
e S1- confluenta Prut-Dunare;
e S2 - Cotul Pisicii;
e S3-loc. Reni;
e S4 - loc. Isaccea;
e S5 - loc. Somova;
e S6 - loc. Tulcea;
e S7 - loc. Mahmudia;
e S8 - loc. Murighiol;
e S9 - loc. Sf. Gheorghe.
in tabelul 3.2 este prezentata distributia spatiald a compusilor farmaceutici in probele
de sediment prelevate din bazinul inferior al Fluviului Dunarea, dupa ce s-a realizat analiza
cromatograficd asociatd cu spectrometria de masa (Fig. 3.12). Din rezultatele obtinute se
observa faptul ca, dintre toti compusii investigati s-au identificat urmatorii trei: carbamazepina,
metforminul si cafeina. Compusul cel mai des identificat este alcaloidul cafeina care s-a regasit
in toate probele analizate, in concentratii cuprinse Tn domeniul 0,6 ng/g - 15,1 ng/g. Studiile
indica faptul ca pentru cafeina, consumul mediu pe cap de locuitor este de 70 mg/zi. Din acest
motiv, cafeina este consideratd ca fiind unul dintre cei mai omniprezenti compusi activi
farmaceutici in mediu, fapt demonstrat si in prezenta teza de doctorat [50].
Tabelul 3.2 prezinta o selectie a concentratiilor identificate in sedimente, deoarece
pentru celelalte specii analizate (trimetroprim, sulfametoxazol, clindamicina, claritromicina,
ketoprofen si diclofenac) nu s-au putut detecta urmele prezente in sedimente.

Tabel 3.2 Distributia spatiala a compusilor farmaceutici in sediment

Statie | S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9
relevare

Compusi

Carbamazepina | ND | 0,5 |ND ND 0,7 ND ND 0,9 ND
(ng/g)

Metformin ND |ND |ND ND 0,2 ND ND 4,3 0,5
(ng/g)
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Figura 3.13 Cromatograma compusi farmaceutici detectati in proba de sediment S8

Conform literaturii de specialitate, mare parte dintre compusii farmaceutici prezinta, in
general, afinitate scazuta pentru solide. De exemplu, experimentele realizate cu substantele
farmaceutice diclofenac, ketoprofen, sulfametoxazol, carbamazepina au demonstrat faptul ca
acesti compusi au absorbtie scazuta in sedimente si sol [51]. Un alt studiu a evidentiat faptul
ca pentru majoritatea compusilor farmaceutici, printre care se numara si substantele analizate
in prezenta teza de doctorat, precum: trimetroprim, sulfametoxazol, eritromicina,
carbamazepina, diclofenac, coeficientii de sorbtie (distributie) Kd sunt relativ scazuti fapt ce
indica o capacitate redusa de absorbtie in sedimente si o probabilitate ridicatd de identificare
a acestora n faza apoasa [52]. Pentru compusul farmaceutic metformin, studiile subliniaza
faptul ca solubilitatea mare a acestuia si valorile mici ale Kow (coeficientul de partitie octanol-
apa) explica distributia mai mare in faza lichida fapt ce conduce la identificarea acestuia in
probele de apa si mai putin in sedimente [35]

Sediment fin — S8 Sediment grosier - S3

100 pm

Figura 3.14 Analize SEM probe sediment
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In Figura 3.14 a este reprezentatd imaginea obtinutd pentru proba S8 cu o marire de
131 de ori, iar in Figura 3.14 b este aceeasi proba care a fost maritd de 541 de ori. Pentru
proba S3, cu granulatia cea mai mare, imaginea obtinutd in urma maririi de 133 de ori este
reprezentatd in Figura 3.14 ¢, in timp ce, in Figura 3.14 d imaginea obtinuta pentru aceeasi
proba este marita de 537 de ori.

Pentru a vedea dacéa structura morfologica a sedimentelor influenteaza gradul de
acumulare a compusilor farmaceutici s-au realizat analize SEM (Microscopia electronica cu
scanare) pe doua tipuri diferite probe de sediment, cu granulatia cea mai fina si cu granulatia
cea mai mare. In Figurile 3.14 b si 3.14 d si se observa diferenta de granulatie dintre cele
doua tipuri de probe de sediment analizate, proba de sediment prelevata din statia S8 prezinta
granulatia cea mai mica, in timp ce, proba din statia S3 prezintd o granulatie mult mai mare.
Din rezultatele obtinute in urma determinarii substantelor farmaceutice din probele de
sediment, se constata faptul ca in statia S8, statia cu granulatia cea mai mica, s-au identificat
cei mai multi compusi din toti cei investigati aflati si in concentratia cea mai mare in comparatie
cu celelalte statii in care acestia au mai fost identificati. in proba cu granulatia cea mai mare,
prelevata din statia S3 s-a identificat doar cafeina in concentratia cea mai mica. Studiile
evidentiaza faptul ca particulele fine de sedimente (<63 um) sunt cele mai active din punct de
vedere chimic si retin eficient nutrientii, metalele si contaminantii organici [53].

3.4.4 Acumularea compusilor farmaceutici in tesut de peste

Este cunoscut faptul ca prezenta compusilor farmaceutici in mediul acvatic chiar si in
concentratii mici poate avea efecte toxice asupra biotei acvatice. De asemenea, unele studii
raporteaza faptul ca, in anumite conditii, acesti poluanti industriali se pot acumula in
organismele acvatice. In literatura de specialitate sunt raportate putine studii realizate pe specii
de pesti colectate din mediul natural pentru a evalua gradul de acumulare a substantelor
farmaceutice in tesut de peste. Pana in prezent, pe fluviul Dundrea nu s-au realizat studii
complexe care sa cuprinda date cu privire la proprietatea unor clase farmaceutice care se
regasesc in apa de a se acumula in ihtiofauna. Cele mai multe studii care au urmarit
capacitatea de acumulare a substantelor farmaceutice in biota acvatica s-au realizat in conditii
de laborator, in care substantele farmaceutice au fost prezente in mediul experimental in
concentratii mult mai mari decét cele reale.

Tn acest subcapitol s-a urmarit tendinta compusilor farmaceutici studiati in prezenta teza
de doctorat de a se acumula Tn organele diferitor specii de pesti ce au ca habitat natural fluviul
Dunérea. Astfel, au fost analizate sase specii de pesti, pentru care s-a investigat prezenta
anumitor clase de substante farmaceutice in organe, precum: muschi, branhii, ficat si icre.
Speciile de pesti supuse analizei au fost:

e Alosa immaculata (Scrumbia de Dunare);
o Carassius gibelio (Caras);

e Hypophthalmichthys molitrix (Sanger);

o Perca fluviatilis (Biban);

e Abramis brama (Platica);

e Vimba vimba (Morunas).

e Analiza compusilor farmaceutici din Alosa immaculata
Scrumbia este o specie de peste migratoare cu o valoare economica ridicata, datorita

cantitatilor mari prezente in Dunére, Delta Dunarii si Marea Neagra si calitatii nutritive ridicate
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a carnii sale [54]. Cu toate acestea, studiile arata faptul ca abundenta acestei specii este in
continud scadere din cauza distrugerii habitatelor, exploatérii necontrolate, prezentei speciilor
invazive, poludrii mediului acvatic si schimbarilor climatice. Conform Directivei Europene
Habitate Anexa Il si V, starea de conservare a Alosa immaculata in Bazinul Fluviului Dunarea
- Marea Neagra este clasificata ca fiind nefavorabila si inadecvata [55]. Mai mult decat atat,
aceasta specie este inclusa pe Lista rosie IUCN (Uniunea Internationala pentru Conservarea
Naturii) ca fiind specie vulnerabild, cu tendinta populatiei in scadere sub presiune antropica
[56]. In prezentul studiu au fost supuse analizei 3 exemplare de scrumbie pentru care s-a
investigat prezenta compusilor farmaceutici in tesut muscular, tesut hepatic, branhii si icre

pentru a urmari tendinta de acumulare a acestora in organele pestilor.

Rezumat

Tabel 3.3 Compusii farmaceutici investigati in Alosa immaculata

ND - Nedetectat

Alosa Alosa Alosa

Organe pesti immaculata_1 immaculata_2 immaculata_3
Tesut muscular 6,31 8,80 8,14
Tesut hepatic 6,65 8,77 4,77
Branhii 44,29 7,75 4,68
Icre 6,08 5,85 5,34
Tesut muscular 0,3 ND ND
Tesut hepatic ND ND ND
Branbhii ND ND ND
Icre ND ND ND
Tesut muscular 1,9 ND ND
Tesut hepatic ND ND ND
Branbhii ND ND ND
Icre ND ND ND
Tesut muscular 0,24 0,25 0,24
Tesut hepatic ND ND ND
Branhii ND ND ND
Icre 0,34 0,83 0,99

Fes [Amolacifna]

M ,_I\_ ]

00e0] SE

2.0e5
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Figura 3.15 Cromatograma compusi farmaceutici identificati in tesutul muscular Alosa
immaculata_1
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Rezultatele obtinute in urma analizei probelor de tesut de peste de la specia Alosa
immaculata au evidentiat prezenta cafeinei in toate cele 3 exemplare de pe peste analizate si
in toate cele 4 tipuri de organe investigate. Valorile concentratiei de cafeina s-au situat in
domeniul 4,68 ng/g — 44, 29 ng/g, cea mai mare concentratie s-a inregistrat in branhiile extrase
din exemplarul care a avut cea mai mare greutate.

De asemenea, urme de carbamazepina s-au observat si in tesuturile musculare
prevenite de la cei 3 pesti in concentratii aflate in intervalul 0,34 ng/g - 0,99 ng/g. in tesutul
muscular provenit de la exemplarul Alosa immaculata_1 s-au regasit cei mai multi compusi
farmaceutici si anume: cafeina, clindamicina, claritromicina, carbamazepina si diclofenacul. in
Figura 3.15 sunt reprezentate cromatogramele compusilor farmaceutici identificati in tesutul
muscular de la exemplarul de scrumbie_1 si standardele interne adaugate in proba pentru a
se realiza cuantificarea acestora. Exemplarul de scrumbie in care s-au identificat cei mai multi
compusi farmaceutici este cel care a avut greutatea si lungimea cea mai mare in comparatie
cu celelalte 2 scrumbii analizate.

e Analiza compusilor farmaceutici din Carassius gibelio (Caras)

Carassius gibelio - Carasul este considerat ca fiind o specie abundentd in Fluviul
Dunarea cu o importantd ridicata in pescuitul comercial [57]. In Romania, carasul este
considerat ca fiind cel mai consumat peste local de apa dulce [58].

Pentru a identifica prezenta compusilor farmaceutici in specia Carassius gibelio s-au
luat in analizd 3 exemplare de pesti si s-au realizat extractii din tesutul muscular, tesutul
hepatic, branhii si icre. Mai apoi, probele au fost injectate in echipamentul UHPLC-MS/MS si
s-au cautat compusii farmaceutici studiati in prezenta teza de doctorat. Dintre toti compusii
investigati, cafeina a fost cea care s-a regasit in toate organele analizate din cei 3 pesti, cu
valori situate Tn domeniul 0,56 ng/g -3,97ng/g. Concentratiile cele mai ridicate s-au Tnregistrat
in branhii. Intrucat branhiile sunt in contact direct cu mediul acvatic acestea pot reflecta nivelul

de contaminare al acestuia [59].
Tabel 3.4 Compusii farmaceutici investigati in Carassius gibelio

Compusi Exemplare pesti analizati
farmaceutici Carassius Carassius Carassius
analizati Organe pesti gibelio _1 gibelio _2 gibelio_3
Tesut muscular 1,04 1,28 0,81
Tesut hepatic 1,62 1,88 1,31
Cafeina Branhii 1,58 3,97 1,72
(ng/g) lcre 0,59 0,53 1,20

ND — Nedetectat

Tindnd cont de faptul ca aceasta specie este utilizatd in consumul uman cel mai
important in zona Dunarii si de faptul ca exista similitudini importante intre mecanismele de
afectare/acumulare a poluantilor Tn tesuturile speciei si in unele din tesuturile umane (intestin
si rinichi) studiul prezent se constituie intr-o baza importanta de cercetari care se pot extinde
la efectul asupra sanatatii umane mai ales pentru locuitorii din zonele adiacente Dunarii, pentru
care Carasul este considerat uneori o delicatesa.

e Analiza compusilor farmaceutici din Hypophthalmichthys molitrixn (Sanger)
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Hypophthalmichthys molitrix este una dintre cele mai frecvent crescute specii de pesti
de ape dulci din intreaga lume datoritd costurilor reduse de productie in acvacultura,
disponibilitatii sale mari si valorii nutritionale. Aceasta specie este bogata in proteine, acizi
grasi polinesaturati, micronutrienti si vitamine liposolubile.

Tabel 3.5 Compusii farmaceutici investigati in Hypophthalmichthys molitrix

Tesut 5,31 2,91

muscular

Tesut 1,27 1 3,51
hepatic

Branhii 3,97 3,30 4,61

ND — Nedetectat

Analizele realizate pe exemplarele care apartin speciei Hypophthalmichthys molitrix au
evidentiat faptul ca din toate substantele farmaceutice investigate in organele analizate doar
cafeina a fost identificata. In tabelul 3.5 se observa ca n tesutul muscular, tesutul hepatic si
branhiile prelevate de la cei trei pesti analizati s-au masurat concentratii scazute de cafeina.
In tesutul muscular valorile concentratiei de cafeina au variat de la 2,78 ng/g la 5,31 ng/g, in
tesutul hepatic concentratiile s-au situat in intervalul 1 ng/g - 3,51 ng/g, iar in branhii s-au
inregistrat valori cuprinse in domeniul 3,30 ng/g — 4,61 ng/g. in general se poate observa faptul
ca n branhii se acumuleaza cafeina intr-o proportie mai mare in comparatie cu celelalte
organe. Acest lucru poate fi datorat faptului ca branhiile au rolul de a filtra apa favorizand astfel
si acumularea compusilor in aceste organe.

¢ Analiza compusilor farmaceutici din Perca fluviatilis (Bibanul)

Bibanul european (Perca fluviatilis) este un peste rapitor originar din cea mai mare parte
a Europei si din nordul Asiei. Pestii care apartin acestei specii au valoare nutritiva ridicata si
continut scazut de grasimi de 1% ceea ce fi face a potriviti pentru includerea in dieta [60,61].

In Tabelul 3.6 sunt prezentati compusii care au fost investigati in organele pestilor care
apartin speciei Perca fluviatilis si valorile obtinute pentru acesti compusi care au fost identificati
in probe. Rezultatele experimentale au demonstrat prezenta cafeinei in tesutul muscular a
celor trei exemplare de biban, in concentratii cuprinse in domeniul 1,73 ng/g - 3,57ng/g. Pentru
aceasta specie, cele mai mari concentratii de cafeina s-au inregistrat in tesutul hepatic, valorile
fiind situate n intervalul 1,35 ng/g — 7,41 ng/g. Ficatul este considerat un indicator de mediu
important datoritd rolului sdu in acumularea si transferul poluantilor [61]. Tn probele de icre
colectate de la cele 3 exemplare de biban s-a observat prezenta cafeinei in concentratii
cuprinse in ecartul 0,75 ng/g — 2,47 ng/g. In tesutul muscular colectat de la exemplarul Perca
fluviatilis_2 s-aidentificat o concentratie de 0,4 ng/g pentru compusul diclofenac. Pentru ceilalti
compusi care au fost investigati in tesuturile biotice prelevate de la exemplarele care apartin
speciei Perca fluviatilis nu s-au obtinut valori. Acest lucru se datoreazd faptului ca unele
substante farmaceutice se gasesc in concentratii foarte scazute in probele de apa de suprafata
si cu o frecventa redusa. Mai mult decét atat, aceasta clasa de poluanti industriali prezinta
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afinitate scazutd pentru probele solide, in comparatie cu alti poluanti precum metale grele,
pesticide, compusi perfluoroalchialti.

Tabel 3.6 Compusii farmaceultici investigati in Perca fluviatilis

Perca Perca Perca
Organe pesti fluviatilis_1 fluviatilis_2 fluviatilis_3
Tesut muscular 3,57 2,98 1,73
Tesut hepatic 7,41 5,78 1,35
Branhii ND 4,01 ND
Icre 0,75 1,44 2,47

ND — Nedetectat

e Analiza compusilor farmaceutici din Abramis brama (Platica)

Abramis brama cunoscuta sub numele de Platica este o specie bentonica de apa dulce,
larg raspandita in fluviul Dunarea, cu o abundentad de 16% raportat la totalitatea capturilor si
folosita frecvent in alimentatia umana [62]. Aceasta specie este cunoscuta ca fiind una dintre
cele mai valoroase din punct de vedere comercial [63].

Aceasta specie este des utilizata ca bioindicator al mediului acvatic datorita abundentei
mari si potentialului sau ridicat de acumulare a poluantilor. Pana in prezent, in literatura de
specialitate s-au raportat in special studii care demonstreaza capacitatea acestei specii de a
acumula metale grele [62,64]. Prezenta teza de doctorat si-a propus sa evalueze gradul de
acumulare in pesti din specia Abramis brama pentru diferite clase de compusi farmaceutici
identificati in probele de apa prelevate din fluviul Dunérea. Rezultatele obtinute demonstreaza
prezenta cafeinei in organele colectate de la exemplarele de platica luate Tn analiza. Valorile
concentratiei de cafeina s-au situat in intervalul 2,98 ng/g — 13,94 ng/g.

Studiile de specialitate evidentiazad faptul ca alcaloidul cafeina a fost detectat in
organismele acvatice datoritd capacitatii de bioacumularea a acestuia in tesuturi dupa
expunerea in termen lung Tn apa contaminata [50]. S-au identificat concentratii de cafeina in
specii de pesti colectati din Marea Rosie, precum: Gerres oyena, Chanos chanos, Lethrinus
nebulosus, Lethrinus nebulosus, Oreochromis niloticus, dar si in microalge marine [65]. Tntr-
un studiu care a avut ca principal obiectiv analiza diferitor exemplare de pesti din specia Crap
colectati dintr-un rau din Spania care este contaminat direct cu apa uzata provenita de la statia
de epurare s-a observat ca in 9 din cei 10 pesti analizati s-a identificat cafeina Th concentratii
cuprinse in intervalul 0,44 ng/g — 24,5 ng/g [66].

Tabel 3.7 Compusii farmaceutici investigati in Abramis brama

Tesut muscular
Tesut hepatic 8,37 ND
Branhii 5,16 3,02
Icre 13,94 2,98

ND — Nedetectat
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Pentru ceilalti compusi analizati nu s-au observat tendinte de acumulare in organele
pestilor care apartin speciei Abramis brama, fapt ce reprezintd un aspect pozitiv pentru
consumatorii de pesti din mediul acvatic natural.

¢ Analiza compusilor farmaceutici din Vimba vimba (Morunas)

Vimba vimba cunoscut sub numele de Morunas este o specie bentofaga, de talie mica,
anadroma, din familia Crapului care in mediul natural prezintd sensibilitate crescuta la
modificarile habitatului si poluare [67,68]. Aceasta este cunoscuta ca fiind una din speciile
ihtiofaunei europene aflata pe cale de disparitie, in special, din cauza pescuitului excesiv [69].

In prezenta teza de doctorat s-a urmarit gradul de acumulare a unor clase de substante
farmaceutice si in exemplare de pesti care apartin speciei Vimba vimba colectate din fluviul
Dunarea. Din rezultatele obtinute se observa faptul ca si pentru aceasta specie cafeina este
cea care a fost detectatd in toate organele analizate. Pentru exemplarul Vimba vimba _1
valorile cafeinei s-au situat Tn intervalul 16,69 ng/g - 22,55 ng/g, cea mai mare concentratie s-
a obtinut In branhii. In al doilea morunas, s-au identificat concentratii mai mici de cafeina
comparativ cu primul, valorile situdndu-se in domeniul 2,16 ng/g -11,24 ng/g.

Tabel 3.8 Compusii farmaceutici investigati in Vimba vimba

Vimba vimba _1 Vimba vimba _2

Organe pesti

Tesut muscular 16,69 10,17
Tesut hepatic 19,91 11,24
Branhii 22,55 2,16

ND — Nedetectat

Din Tabelul 3.8 se poate observa faptul ca pentru exemplarele din specia Vimba vimba
in afara cafeinei, nu s-au detectat si alti compusi farmaceutici din lista celor studiati.
Coeficientul de partitie octanol/apa al fiecarui compus farmaceutic analizat confirma faptul ca
potentialul de bioacumulare si bioconcentrare a acestora in biota este scazut.

In literatura de specialitate nu sunt raportate studii care si urmareasca analiza acestui
tip de poluanti industriali in specia Vimba vimba. Cu toate acestea, intr-un studiu in care sunt
co-autor s-a constatat faptul ca aceasta specie de peste are capacitatea de a acumula metale
grele existente in mediul acvatic natural, in special Hg, pentru care s-au obtinut valori mari
(0,28 mg/kg) [64].

3.4.5 Instrument predictiv bazat pe un cadru analitic suport in vederea
cresterii sustenabilitatii activitatii de monitorizare a poluantilor
industriali din apa bazinului inferior al Dunarii

Prezentul studiu si propune sa realizeze un cadru predictiv complex, bazat pe multipli
algoritmi matematici, Tn scopul elucidarii unor relatii complexe dintre diversi compusi
farmaceutici din apa, oferind astfel baza necesara pentru dezvoltarea ulterioara a unor senzori
virtuali in vederea cresterii sustenabilitatii activitatilor de monitorizare la nivelul bazinului
inferior al Dunarii.
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Noutatea absoluta a studiului este sustinutd indeosebi de structura si componenta
bazei de date, aceasta fiind formata dintr-un numar de 9 compusi farmaceutici emergenti care
se afla pe lista de prioritati la nivelul organismelor de decizie europene si internationale, ca
fiind potential adaugati pe listele de specii chimice in Directiva Cadru Apa. Este de mentionat
ca insasi identificarea si cuantificarea acestor produsi a fost o provocare mai ales din punctul
de vedere al exigentelor analitice si al strategiilor de optimizare a procedurilor utilizate.
Compusii in cauza au fost cuantificati cu o frecventa diferita, fapt ce a generat un numar variat
de input-uri la nivelul fiecarui parametru, scenariu provocator in contextul folosirii algoritmilor
de Inteligenta Artificiala (1A).

In vederea realizarii cadrului analitic au fost testate tehnici supervizate si nesupervizate
de |IA. Modelele nesupervizate vizeazéa identificarea modului de actiune al algoritmului si
scopul acestora este de a consemna toate tipurile de rezultate, analizand, in ansamblu toate
relatiile existente la nivelul intrarilor. In cazul de fata se pot identifica o serie de algoritmi de
invatare nesupervizati, ce pot fi folositi pentru clusterizarea bazei de date in grupuri de date
cu acelasi comportament statistic. Dat fiind acest lucru, Analiza Componentelor Principale
(PCA) a fost luata n calcul, aceasta fiind precedata si de analiza corelativa si statistica.

Invatarea supervizata este generata de o serie de algoritmi capabili sa identifice relatii
intre multipli predictori, denumiti si variabile independente, si o variabila dependenta numita
variabila prezisa si asociata senzorului virtual ce urmeaza a fi dezvoltat. Astfel, in cadrul
prezentului studiu au fost testate o serie de 12 modele de invatare supervizata, dupa cum
urmeaza:

e Linear Regression;

¢ Ridge;

o RANSAC Regressor;

e Voting Regressor;

o Stacking Regressor;

e Support vector Regression — SVR;

e XGBoost Regressor -XGB;

o AdaBoost Regressor;

o RandomForest Regressor;

e Decision Tree Regressor;

o Gaussian Process Regressor;

e Linear GAM;

Indicatorii metrici de acuratete a modelelor mai sus mentionate sunt urmatorii: mean

squared error (eroarea medie patratica), root mean squared error (eroarea medie a
radacinii patrate), R-squared, Adjusted R-squared.

> Analiza corelativa si statistica

Graficul are Tn abscisa si ordonatd dreptunghiuri in dreptul fiecérei specii chimice,
gradul de corelare fiind descris prin legenda, valoare minima fiind -1, iar valoare maxima +1.

Din analiza matricei de corelatii realizate intre cei 9 compusi se observa o corelatie
puternic pozitiva intre ketoprofen si clindamicina, precum si corelatii pozitive (coeficient de
corelatie >0,5) intre carbamazepina si metformin, sulfametoxazol si claritromicina.
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Figura 3.16 Matricea de corelatii a compusilor farmaceutici

Singura corelatie negativa cu un coeficient mai mare decat 0,5 este Tnregistrata intre
trimetroprim si diclofenac (Figura 3.16).

» Tehnici nesupervizate de Inteligenta artificiala

e Analiza PCA a compusilor farmaceutici

Analiza PCA a compusilor farmaceutici scoate in evidenta 7 componente distincte la
nivelul bazei de date.

Astfel, cafeina, carbamazepina si metforminul sunt principalii compusi din cadrul primei
componente, acestia explicand mai mult de 80% din variatia componentei. in cadrul celei de-
a doua componente, clindamicina si ketoprofenul explica peste 90% din variabilitate, Tn timp
ce, pentru componenta a 3 a, trimetroprimul este componenta centrala (Figura 3.17).

Components
Variables PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 Total

Caf 0.01 0.04 1.00
Car 0.03 0.00 1.00
Cli 0.00 0.10 0.06 1.00
Ket 0.00 0.01 1.00
Met 0.00 0.16 1.00
Sul 0.06 0.10 0.17 0.00 0.01 1.00
Tri 0.00 0.04 0.01 0.01 0.01 1.00

Figura 3.17 Clasificarea pe componente a bazei de date

Primele doua componente explica mai mult de 65% din variabilitatea intregului set de
date (Fig. 3.18). Sunt consemnate relatii apropiate de variatie dintre metformin si cafeina,
acestea fiind legate de componenta 1 (PC1), precum si intre trimetriprim si ketoprofen, acestea
conditionand intr-o bund masura variatia PC2.
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Figura 3.18 Analiza PCA a compusilor farmaceutici

¢ Modelarea supervizata — Machine Learning

e Componenta 1 a cadrului analitic
4+ Model de predictie a Cafeinei

Algoritmii de Machine Learning prezentati anterior au fost folositi pentru generarea unor
modele predictive ce au drept scop predictia concentratiei de cafeind in functie de
carbamazepina si metformin.

Luéand in considerare algoritmii cu interpretabilitate ridicatd prin prisma valorilor de
feature importance, putem afirma faptul ca carbamazepina este predictorul principal pentru
determinarea concentratiei de cafeina din apa, fapt confirmat atat de AdaBoost Regressor si
Decision Tree Regressor, XGBoost Regressor -XGB.

R-squared of Different Models
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Figura 3.19 R-squared obtinut pentru predictia cafeinei — componenta 1

Astfel, analizadnd metricele de acuratete ale modelelor testate (Figura 3.19) se poate
constata faptul ca, algoritmii AdaBoost Regressor si Decision Tree Regressor consemneaza
cele mai bune performante de predictie, in timp ce indicatorii Gaussian Process Regressor Si
Linear GAM au valori R-sq negative.
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Tabel 3.9 Valorile feature importance asociate algoritmilor de Machine Learning cu
interpretabilitate ridicata pentru predictia cafeinei

Feature RandomForest AdaBoost DecisionTree XGBoost
Carbamazepina 0,843 0,634 0,893 0,953
Metformin 0,157 0,366 0,107 0,047

Se constatd o similitudine ridicata a rezultatelor de feature importance in conditiile
folosirii Decision Tree Regressor si RandomForest Regressor (Tabelul 3.9). Putem
concluziona faptul ca Decision Tree Regressor oferd o acuratete superioara si este singurul
model de acuratete superioara validat de un alt model asemanator si anume RandomForest
Regressor.

e Componenta 2 a cadrului analitic
4+ Model de predictie a Carbamazepinei
Algoritmii de Machine Learning prezentati anterior au fost folositi pentru generarea unor

modele predictive ce au drept scop prezicerea concentratiei de carbamazepinei in functie de
cafeina, metformin, trimetroprim, clindamicina si sulfametoxazol.

R-squared of Different Models
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Figura 3.20 R-squared obtinut pentru predictia carbamazepinei - componenta 2

Contrar situatiei Tntalnite in cadrul componentei 1, pentru modelarea carbamazepinei,
in componenta 2 diversificarea numarului de predictori induce o crestere a metricelor de
acuratete ale modelelor de predictie. Astfel, rezultatele cele mai bune sunt inregistrate in
dreptul Stacking Regressor; AdaBoost Regressor; RandomForest Regressor, Decision Tree
Regressor. Dintre acesti algoritmi, 3 sunt clasati in zona celor cu interpretabilitate ridicata, 2
fiind similari in ceea ce priveste ranking-ul feature importance.

Cafeina se dovedeste a fi cel mai important predictor pentru prezicerea carbamazepinei
conform RandomForest Regressor si Decision Tree Regressor urmat fiind de metformin. Astfel
se valideaza rezultatul consemnat in componenta 1 si se concluzioneaza faptul ca un cadru
analitic mai diversificat (numar ridicat de predictori) poate potenta acuratetea metricelor de
predictie pentru acest compus (Figura 3.20).

4+ Model de predictie a Sulfametoxazolului
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Algoritmii de Machine Learning prezentati anterior au fost folositi pentru generarea unor
modele predictive ce au drept scop prezicerea concentratiei de sulfametoxazol in functie de
cafeina, metformin, trimetroprim, clindamicina si carbamazepina.

R-squared of Different Models
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Figura 3.21 R-squared obtinut pentru predictia sulfametoxazolului - componenta 2

Pentru modelarea sulfametoxazolului, in componenta 2 diversificarea numarului de
predictori induce o crestere a metricelor de acuratete ale modelelor de predictie. Astfel,
rezultatele cele mai bune sunt inregistrate Tn dreptul Stacking Regressor; AdaBoost
Regressor; RandomForest Regressor, Decision Tree Regressor. Dintre acesti algoritmi, 3 sunt
clasati Tn zona celor cu interpretabilitate ridicatd. Carbamazepina, urmata de trimetroprim si
clindamicina se dovedesc a fi cei mai importanti predictori pentru prezicerea
sulfametoxazolului conform AdaBoost Regressor; RandomForest Regressor, Decision Tree
Regressor si XGBoost Regressor -XGB. Astfel, modelul de predictie reprezinta un instrument
suport eficient pentru predictia sulfametoxazolului, bazat pe comportamentul de variatie al
celor 5 predictori consemnati anterior (Fig. 3.21).

e Componenta 3 a cadrului analitic
4+ Model de predictie a antiepilepticelor

Gruparea parametrilor pe clase de compusi farmaceutici s-a realizat din doua
considerente, primul motiv generat de necesitatea depasirii factorului limitativ legat de numarul
redus de imput-uri asociat fiecarui compus si al doilea motiv ce este declansat de designul
metodologic asumat, acela de a valida rezultatele obtinute Tn scenariile de modelare a
compusilor (componenta 1 si componenta 2), folosind scenarii de modelare a claselor de
substante farmaceutice.
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Figura 3.22 R-squared obtinut pentru predictia antiepilepticelor - componenta 3
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Rezumat

Metricele modelului de predictie a antiepilepticelor in functie de alcaloizi si antibiotice
sunt superioare celor asociate modelului de predictie a carbamazepinei din cadrul
componentei 1. Astfel, RANSAC Regressor si Support vector Regression — SVR inregistreaza
cele mai mare valori pentru R-sq, in timp ce din randul algoritmilor cu interpretabilitate mare,
AdaBoost Regressor, RandomForest Regressor sunt cei mai precisi in predictie. In concluzie,
analizand valorile feature importance ale ultimilor 2 se constata o similitudine ridicata a
acestora, reliefand, asadar, influenta ridicata a antibioticelor asupra antiepilepticelor.

Tabel 3.10 Valorile feature importance asociate algoritmilor de Machine Learning cu
interpretabilitate ridicata pentru predictia antiepilepticelor

Feature RandomForest AdaBoost DecisionTree XGBoost
Alcaloizi 0,383 0,398 0,344 0,168
Antibiotice 0,617 0,602 0,656 0,832

Rezultatele predictiei confirma partial valorile feature importance ale cafeinei, respectiv
clasa de alcaloizi, asupra carbamazepinei, respectiv grupului de antiepileptice si, in acelasi
timp, oferd perspective noi de dezvoltare a cadrului predictiv pe directia antibioticelor drept
predictori principali (Fig.3.22).

+ Model de predictie a alcaloizilor

Algoritmul de predictie a alcaloizilor in functie de antiepileptice si antibiotice releva
performante bune in dreptul RANSAC Regressor, Stacking Regressor Support vector
Regression — SVR, Linear GAM, precum si XGBoost Regressor -XGB, AdaBoost Regressor,
RandomForest Regressor dintre modelele cu interpretabilitate ridicata (Fig. 3.23).

R-squared of Different Models
0.4860 0.4020

0.6230 0.6010 0.5200 0.5030 0.4870 0.2570 0.2010 0.0020 0.0020 -0.0020

—40 -40.2810

&

55 & S & S &«

& & s ¥ & &
<& B

Figura 3.23 R-squared obtinut pentru predictia alcaloizilor - componenta 3

Tabel 3.11 Valorile feature importance asociate algoritmilor de Machine Learning cu
interpretabilitate ridicata pentru predictia alcaloizilor

Feature RandomForest AdaBoost DecisionTree XGBoost
Antiepileptice 0,657 0,514 0,650 0,577
Antibiotice 0,343 0,486 0,350 0,423

Se observa o concordanta a valorii feature importance asociaté celor 2 clase de
predictori antieptileptice, antibiotice, atunci cand se iau Tn considerare ultimii algoritmi
mentionati. Astfel, antiepilepticele sunt considerate principal predictor pentru alcaloizi,
confirmat ipoteza demonstrata si in cadrul componentei 1, conform careia carbamazepina este
predictorul principal pentru cafeina (Tabelul 3.11).
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Capitolul 4. Metode de degradare a compusilor farmaceutici

4.1 Obiectivele studiului

In capitolele anterioare a fost demonstrata prezenta unor substante farmaceutice
persistente, in special in apa, care pot afecta calitatea ecosistemelor acvatice de suprafata, a
biotei si, in mod direct, sdnatatea umana tinand cont ca pe teritoriul Roméniei exista peste 6
milioane de persoane care au drept sursa principala de apa potabila, apa Dunarii.

Capitolele anterioare au avut ca obiectiv, in prima parte, optimizarea metodelor de
monitorizare si aplicarea acestora pe probe de mediu. Un alt obiectiv al tezei de doctorat in
inginerie industriala este constituit de gasirea unor solutii practice care sa permita diminuarea
sau eliminarea substantelor farmaceutice evidentiate la capitolele anterioare. Un principiu care
a stat la baza alegerii metodei de tratare a apelor uzate este referitor la sustenabilitatea
proceselor respectiv la suportabilitatea economica a acestora cu un raport cost - beneficiu
rezonabil care sa nu ridice costurile de exploatare peste anumite limite suportabile.

In afara de aceste considerente, selectia metodelor de tratare a avut in vedere posibila
multifunctionalitate, mai precis capabilitatea metodelor de a asigura si eliminarea
microorganismelor cu potential toxic.

4.2 Descrierea experimentala

Majoritatea statiilor de tratare a apelor utilizeaza, in dezinfectia apelor, oxidanti chimici,
precum clorul, fapt ce implica o serie de dezavantaje, printre care, cel mai important este
obtinerea de subproduse de dezinfectie cu toxicitate foarte mare pentru mediu si sanatatea
umana. Din acest motiv, in ultima perioada, s-a acordat o atentie deosebita in dezvoltarea
unor procese avansate care sa nu implice afectarea mediului si sanatatii umane.

Statiile avansate de tratare a apei uzate folosesc ca metoda eficientd de dezinfectie
aplicarea de lampi UV-C. Din acest motiv, prezentul studiu isi propune valorificarea acestei
tehnologii prin cercetarea capacitatii sale de a realiza fotoliza diferitor clase de substante
farmaceutice [70]. Avand in vedere cele de mai sus, metoda care corespunde conditiilor
descrise anterior presupune expunerea unor clase de substante farmaceutice care se
regasesc in ape uzate la radiatii UV-C cu lungime de unda de 254 nm, metoda care are
capacitatea de a reactiona atat pe speciile chimice avand legaturi covalente multiple cat si pe
microorganisme.

Compusii supusi fotolizei au fost: sulfametoxazolul, carbamazepina, ketoprofenul,
diclofenacul, trimetroprimul, claritomicina, ciprofloxacina, clindamicina, cafeina si metforminul.
Pentru fiecare compus s-au preparat solutii standard individuale de concentratie 100 ng/mL,
s-a ales aceasta concentratie pentru a fi aproape de concentratiile reale in care se gésesc cel
mai des acesti compusi in apele uzate. Solutiile rezultate au fost expuse la o lampa UV-C cu
puterea de 20 W pe urmatoarele intervale de timp: 0 minute, 5 minute, 15 minute, 25 minute,
45 minute, 60 minute si 90 minute. in literatura existd experiente similare, dar cu valori ale
concentratiilor substantelor chimice de 1000 de ori mari decét cele din apele uzate reale, ceea
ce conduce la incertitudini asupra reproductibilitatii experimentelor in conditii reale. Tinand
cont de multitudinea poluantilor chimici industriali care contin sisteme de legaturi multiple
(cromofori) sensibili la atacul UV-C, experimentele indeplinesc conditiile pentru transferul in
statiile de tratare a apelor uzate cu costuri tehnologice minime.
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4.3 Rezultate si discutii
e Degradarea Sulfametoxazolului sub actiunea radiatiilor UV-C

Experimentul de degradare a compusului farmaceutic sulfametoxazol a constat in
expunerea unei solutii de concentratie 100 ng/mL la radiatie UV-C la urmatoarele intervale de
timp: TO-proba fara expunere la radiatie UV-C, T1- expunere timp de 5 minute la radiatie UV-
C, T2- expunere timp de 15 minute la radiatie UV-C, T3 - expunere timp de 25 minute la radiatie
UV-C, T4 - expunere timp de 45 minute la radiatie UV-C, T5 - expunere timp de 60 minute la
radiatie UV-C si T9 - expunere timp de 90 minute la radiatie UV-C (Fig.4.1).
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Figura 4.1 Variatia concentratiei de Sulfametoxazol in functie de timpul de expunere
la UV-C

Pentru acest compus se observa o scadere a concentratiei de sulfametoxazol care este
direct proportionala cu timpul de expunere la radiatia UV-C. Dupa 5 minute de expunere a
probei la lampa, concentratia de sulfametoxazol a scazut cu 20,16%, dupa 15 minute
concentratia a scazut de la 79,94 ng/mL la 53,83 ng/mL. O scéadere semnificativa a
concentratiei de sulfametoxazol s-a observat dupa o expunere a probei timp de 25 de minute
la radatia UV-C, atunci cand concentratia s-a diminuat cu aproximativ 90%. Dupé& o expunere
de 90 de minute la radiatia UV-C compusul sulfametoxazol a fost degradat complet.

In experimentul realizat in prezenta tezé de doctorat pe solutia de sulfametoxazol de
concentratie scazutad de 100 ng/mL s-a observat odata cu expunerea la radiatia UV-C aparitia
unui izomer al sulfametoxazolului la timpul de retentie 1,6 care este reprezentat de produsul
principal de degradare al acestui compus si anume, 4-amino-N-(5-metiloxazol-2-il)
benzensulfonamida - C10H11N3O3S care a fost raportat si in literatura de specialitate. Produsii
secundari de degradare mentionati in studiile de specialitate nu au fost identificati in prezentul
studiu, acestia aflandu-se sub limita de detectie a echipamentului LC-MS. Acest lucru poate
evidentia faptul ca pentru concentratii scdzute de sulfametoxazol, de ordinul ng/mL,
concentratia acestui compus si a produsilor sdi de degradare scade semnificativ, in urma
fotolizei, sub limita de detectie a echipamentelor de Tnalta performanta si rezolutie.

e Degradarea Diclofenacului sub actiunea radiatiilor UV-C
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Pentru fotoliza compusul diclofenac s-au respectat aceleasi conditii experimentale care s-
au aplicat si in cazul compusului sulfametoxazol. In Figura 4.2 se poate observa faptul ca dupa
5 minute de expunere la radiatie UV-C concentratia de diclofenac a scazut cu 16,94%, iar dupa
15 minute s-a inregistra o scadere semnificativd cu aproximativ 62,8% fata de TO. Dupa 25
minute de expunere la radiatia UV-C, concentratia de diclofenac a ajuns la 14,91 ng/mL, iar
dupa 45 de minute s-a obtinut concentratia de 1,09 ng/mL. Expunerea la mai mult de 60 de
minute a degradat complet compusul diclofenac, asa cum se poate observa in figura 4.2.
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Figura 4.2 Variatia concentratiei de Diclofenac in functie de timpul de expunere la UV-
C

In studiile de specialitate realizate pe fotoliza diclofenacului aflat in concentratii de
ordinul mg/L s-au obtinut diferiti produsi de degradare ai acestuia. Produsul primar de
degradare al diclofenacului obtinuti in urma expunerii la radiatiei UV-C este acidul 2-(8-clor-
9H-carbazol-1-il) acetic - C14H10CINO2 (m/z=260,04783) care sufera o transformare ulterioara
in acidul (8-hidroxi-9H-carbazol-1-il) acetic - C14H11NO3 (m/z=242,08169) [71,72]. In prezenta
teza de doctorat, la timpul de retentie 7,54, dupa expunerea diclofenacului timp de 5 minute la
radiatie UV-C s-a observat aparitia produsului primar de degradare al acestuia (C14H10CINOz,
m/z= 260,04783) care a fost identificat si in probele expuse timp de 15, 25 si 45 minute. De
asemenea, si produsul de degradare secundar C14H11NO3 (m/z= 242,08172) a fost identificat
la timpul de retentie 6, in probele expuse timp de 5, 15, 25, 45 si 60 de minute cu o scadere
a intensitatii ariei odata cu cresterea timpului de expunere. In proba care a fost degradaté timp
de 90 de minute nu a mai fost identificat niciunul din cei doi produsi de degradare ai
diclofenacului mentionati anterior.

e Degradare Ketoprofenului sub actiunea radiatiilor UV-C

Degradarea antiinflamatorului nesteroidian Ketoprofen sub actiunea radiatiei UV-C s-a
dovedit a fi foarte eficientd chiar dupa primele 5 minute de expunere. Concentratia initiala a
ketoprofenului de 100 ng/mL a scazut semnificativ cu aproximativ 90,49 % dupa ce a fost
supusa fotolizei timp de 5 minute. Dupa o expunere de 15 minute a solutiei de ketoprofen la
radiatia UV-C, acest compus nu a mai fost identificat in proba, fapt observat si in solutiile care
au fost expuse timp de 15, 25 si 45 minute (Fig. 4.3).
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Figura 4.3 Variatia concentratiei de Ketoprofen in functie de timpul de expunere la
uv-C

Eficienta procesului de degradare directa a ketoprofenului de radiatiie UV-C este data
de prezenta inelului benzenic care se afld in structura sa. Fotoliza directad a ketoprofenului
favorizeaza ruperea gruparii hidroxil legata de gruparea carbonil care conduce la formarea de
radicali «OH [73]. Intr-un studiu realizat pe degradarea ketoprofenului aflat intr-o solutie de
concentratie de 1 mg/L sub actiunea radiatiei UV-C s-a evidentiat obtinerea urmatorilor produsi
de degradare: acid 2-(3-(carboxioxometil)-fenil) propanoic - C11H10Os (m/z=223), acid 2-(3-
(carboxi(hidroxi)-metil)fenil) propanoic - C11H1205 (m/z=225) [74]. In prezentul studiu nu au fost
identificati produsii de degradare mentionati in literatura de specialitate fapt ce se poate
datora concentratiei scazute de ketoprofen supusa degradarii (100 ng/mL), iar produsii de
degradare fiind, cel mai probabil, sub limita de detectie a echipamentului.

e Degradarea Ciprofloxacinei sub actiunea radiatiilor UV-C

Un alt antibiotic supus fotolizei este ciprofloxacina care a fost expus la radiatie UV-C in
aceleasi conditii experimentale ca si ceilalti compusi descrisi anterior.
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Figura 4.4 Variatia concentratiei de Ciprofloxacin in functie de timpul de expunere la
uv-C
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Din graficul 4.4 se observa o diminuare a concentratiei initiale cu 13,08%, chiar dupa 5
minute de expunere a probei la radiatia UV-C. Dupa 15 minute de degradare, concentratia de
ciprofloxacin a scazut cu aproximativ 46 %, iar dupa 25 de minute concentratia s-a injumatatit.
Expunerea acestui compus farmaceutic la 45 si 60 de minute a condus la degradarea acestuia
cu 59%, respectiv 79%. Rezultatele obtinute au evidentiat faptul ca nici dupa 90 de minute nu
s-a realizat degradarea totala a acestuia, concentratia masurata in ultima proba fiind de 15,89
ng/mL. Dupa ce s-a realizat analiza probelor supuse fotolizei si s-a observat diminuarea
concentratiei compusului ciprofloxacin s-au cdutat in spectrul de masa produsii de degradare
ai acestuia. S-a identificat, la timpul de retentie 3,1 minute, produsul principal de degradare
care are m/z = 330.14538 si pentru care s-a observat o crestere a intensitatii ariei odata cu
cresterea timpului de expunere la radiatia UV-C.

Un alt produs de degradare al ciprofloxacinei este compusul cu formula moleculara
C17H17N30s si m/z = 344,12465 care s-a identificat la timpul de retentie 3,9 minute si pentru
care s-a observat cea mai mare intensitate a ariei in proba care a fost degradata timp de 90
de minute.

Pentru ceilalti compusi farmaceutici supusi fotolizei directe cu UV-C nu s-a observat
degradarea acestora.
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Capitolul 5. Concluzii finale, contributii personale si directii
viitoare de cercetare

Rezultatele prezentate in aceasta tezé de doctorat s-au obtinut in urma efectuarii mai

multor studii care au avut o contributie personala importantd in generarea urmatoarelor
concluzii relevante menite sa evidentieze importanta studierii transportului poluantilor
industriali in ecosistemele acvatice:

activitatile industriale au o contributie importantd la contaminarea sedimentelor cu
metale grele;

evaluarea nivelului de contaminare cu metale grele a sedimentelor din bazinul
hidrografic al Dunarii, utilizand indici de calitate s-a dovedit a fi o metoda eficienta si
apreciata la nivel international;

indicele de geo-acumulare si Factorul de contaminare calculati pentru fiecare metal
analizat au indicat existenta unei contaminari a sedimentelor in special cu metalele
grele Ni si Cd;

indicele de risc ecologic potential are valori moderate si indica existenta unui impact
ecologic scazut pentru probele de sedimente prelevate si analizate din sectorul inferior
al fluviului Dunarea;

studiile si cercetarile stiintifice a caror rezultate sunt mentionate in prezenta teza vin sa
completeze unele lacune (geografice si temporale) in ceea ce priveste monitorizarea
in bazinul Dunérii pe teritoriul Roméniei a unei clase importante de poluanti emergenti,
reprezentata de compusii farmaceutici;

industria farmaceutica, prin productia importantd de produse cu uz uman si animal are
o contributie majora la prezenta compusilor farmaceutici in ecosistemele acvatice;
identificarea unor substante farmaceutice, precum: metformin, cafeina,
carbamazepina, trimetroprim, sulfametoxazol, clindamicina, claritromicina, diclofenac
si ketoprofen in probe de apa de suprafatd prelevate din bazinul inferior al Dunarii a
deschis calea unor noi studii pe termen mediu si lung care sa vina in completarea
listelor prioritare ce vor fi in documentele normative la nivel national si european;
poluantii farmaceutici au atét origine industriala cat si origine rezultata din cantitatile de
substante nemetabolizate; ca urmare, apele uzate deversate din statiile de epurare
municipale au o contributie majord in contaminarea cu substante farmaceutice a
Dunarii; rezultd Tn mod evident necesitatea adaptarii tehnicilor de tratare a apelor uzate
la prezenta unor clase de poluanti noi, in special a celor cu utilizare farmaceutica;
experimentele realizate in vederea determinarii fotosensibilitati unor clase de
substante farmaceutice au condus la concluzii referitoare la posibilitatea optimizarii
tratarii apelor uzate implicand radiatiile UV-C in eventuala combinatie cu alte metode
fizice sau cu prezenta unor oxidanti puternici, producatori de radicali liberi care sa nu
afecteze calitatea apelor dupa tratare;

analiza substantelor farmaceutice din probele de sediment colectate din fluviul
Dunarea a demonstrat existenta unei afinitati scazute a acestei clase de poluanti
industriali pentru faza solida a mediului acvatic;

analiza morfologica a sedimentelor a evidentiat faptul ca sedimentele cu granulatia cea
mai mica au capacitatea superioara de absorbtie a compusilor farmaceutici comparativ
cu cele cu granulatie mare;
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cercetarile efectuate asupra acumularii compusilor farmaceutici in tesuturile diferitelor
specii de pesti colectati din ecosistemul natural al Dunérii au evidentiat existenta unor
specii chimice in anumite organe; se constatd ca pentru unele specii chimice,
concentratiile substantelor medicamentoase sunt sub nivelul de detectie, fapt care nu
elimina riscul prezentat de acestea, dar conduce la necesitatea continuarii studiilor n
acest sens.

specia chimica identificatd ca avand frecventa cea mai ridicatd in ihtiofauna este
cafeina; specia Alosa immaculata (Scrumbia) este aceea care a acumulat cei mai multi
compusi farmaceutici din cei analizati in prezentul studiu; rezultd necesitatea
aprofundarii studiilor privind speciile migratoare din fluviul Dunarea;

folosirea algoritmilor de Machine Learning s-a dovedit a fi promitatoare in prezicerea
compusilor farmaceutici, respectiv a claselor de substante farmaceutice. Cu toate
acestea, baza de date folosita a prezentat o serie de limitari reliefate atat dimensional
cat si calitativ. In acest context, s-au identificat o serie de linii directoare referitoare la
algoritmii optimi ce pot fi folositi pentru obtinerea unor posibile metrici de predictie
satisfacatoare, in conditii suport, prielnice.

Directii viitoare de cercetare

Intrucat cercetérile in industria farmaceuticd sunt intr-o continud dezvoltare, iar

compusii farmaceutici se gasesc intr-o varietate foarte mare pe piata de consum, este
necesara realizarea de noi studii care sa urmareasca transportul si comportamentul acestora
in mediul acvatic, precum:

extinderea monitorizarii asupra altor clase de compusi farmaceutici raportati n
literatura de specialitate ca avand potential toxic asupra mediului acvatic;

dezvoltarea bazei de date prin extindere si diversificare in vederea maximizarii
performantelor de predictie asociate cadrului analitic suport initiat si dezvoltat in
prezentul studiu;

furnizarea de concepte si tehnologii noi de tratare a apelor uzate municipale, inclusiv
realizarea de experimente care sa presupuna testarea diferitor metode de degradare
a compusilor farmaceutici prin asocierea radiatiei UV-C cu alti oxidanti;

studierea compusilor rezultati in urma aplicarii mai multor metodelor de tratare a apelor
uzate, incluziv a produselor rezultate din interferenta substantelor farmaceutice cu
oxidantii utilizati Tn mod frecvent, de exemplu clorul si derivatii acestuia;

extinderea geografica a cercetarilor pe toata zona roméneasca a Dunarii, precum si in
amonte de aceasta prin utilizarea eficienta a Infrastructurii REXDAN, inclusiv a navei
de cercetare;

in vederea definirii controlate a acumularii substantelor farmaceutice in ihtiofauna, in
perioada urmatoare la nivelul echipei vom proceda la amenajarea unui laborator
natural (iaz) care va fi populat cu pesti (puiet) provenind din zone independente de
Dunére, iar acumularea substantelor farmaceutice va fi monitorizatd periodic pe
exemplare cipate, iazul avand apa exclusiv provenind din Dunare;

cercetarile initiate prin prezenta tezd de doctorat vor fi continuate cu introducerea
substantelor farmaceutice in factori de impact din WQI, intr-o forma integrata care sa
permita extinderea modului in care acest indice reflecta, global, calitatea ecosistemelor
acvatice;
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tindnd cont de faptul ca Dunarea reprezinta o sursa principalad sau secundara pentru
apa potabild a 6 milioane de consumatori, o directie de dezvoltare va fi predictia
impactului pe care acumularea de substante farmaceutice le poate avea pentru
sanatatea umana.

Contributii personale:
WOS: H - Index = 6 ; Google Academic: H— Index =7
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