96

\= )

Universitatca Dunirea de Jos Galati

Facultatea de Stiinta si Ingineria Alimentelor

Contributii la evaluarea riscului de contaminare a
alimentelor si apei cu reziduuri ale produselor
farmaceutice

Rezumatul tezei de doctorat

Ing. Carmen Lidia Tudose (Chitescu)

Coordonator Stiintific

Prof. dr. ing. Anca Nicolau

Galati 2012



Rezumat

Aceastd tezd de doctorat vizeaza trei probleme imporiante pentru siguranta alimenteri: presenta
reziduurilor farmaceutice in alimente si mediul inconjurator, transferu] acestor contaminanti din
mediul inconjurator in lanful alimentar i impactul asupra consumatorilor.

Pentru detectia reziduurilor de compusi farmaceutici in diferite matrici au fost dezvoltate metode
analitice noi.

O metodd HPLC  a fost dezvoltatd pentru analiza simultand a patru sulfonamide in fesul
muscular de pui. Aplicatd pe probe de came prelevate de pe piata din Romania, mctoda a pus in
evidentd prezenfa contaminarii cu sulfadiazina in 12 dintre cele 30 de probe examinate.

O metodd U-HPLC cuplat cu tehnica de inalta rezolutic Orbitrap MS a fost dezvoltatd pentru
sceeningul printr-un singur proces de detectie MS a 43 de compusi farmaceutici si antifungici in
apd, in domeniul de concentratii de la 10 12 100 ng L. Studiul a confirmat prezen{a reziduurilor
in probe de apa din Romania si Olanda.

Acecasi metodd analitica a fost aplicata pe probe de sol si plantc pentry aceleasi clase de
compusi, in domeniul de concentratii de la 10 la 100 pg kg™, Pentru extractia compusilor din
matricile complexe s-au comparat doud tehnici: extractia asistatd de ultrasuncte si extractia
acceleratd cu solventi (ASE). Purificarea si concentrarea probelor s-a realizat utilizand extractia
in fazd solida (SPE). Metoda a fost folositd pentru analiza a diferite probe de sol colzctate din
rone agricole din Olanda, fiind confirmati contaminarea cu oxitetrecicling.

Metoda analiticd a fost folositd pentru a investiga potentialul plantelor de a preiua din < trer
compusi farmaceutici diferiti. Studiul a concluzionat ¢ plantele utilizate in experiment 112:33 31
creson) au fost capabile si preia antibjotice, subliniind totodatd legatura dintre proprictanle
fizico-chimice ale compusilor selectati si absortia acestora de citre plante.

In final, expunerca omului la transferul in lantul alimentar a compusilor farmaceutici prezenti in

sof a fost evaluata pe baza unui model matematic.
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Introducere

in agricultura modemd, medicamentele de uz veterinar sunt utilizatc pe scara larga si
administrate animalelor in diferite moduri: ca aditivi in hrana, in api de baut sau alte forme, in
scopuri terapeutice, profilactice sau ca promotori de crestere. Consumul anual de medicamente
veterinare in Europa esle estimat la peste 10 000 tone (Stolker, 2005). Mai mult de 70% din
acestea sunt antibiotice (Halling-Sorensen et al., 1998).

Reziduurile acestor substante pot aparea in alimentele de origine animald. Utilizarea in scop
terapeutic nu ar trebui sa pund probleme in acest sens daca tratamentul se face sub indrumarea
unui medic veterinar, insd, daci aceste substante se administreazi in mod necontrolat, in doze
mari, iar animalele se sacrific la scurt timp dupd administrarca tratamentului, reziduurile pot
apirea in alimente, uneori in cantitati ce depasesc limitele maxime admise.

Conduita profilacticd esle o componentd importantd a managementului unei ferme in care un
numdr mare de animale trdiesc impreund. intr-un spatiu relativ restrans, Pentru a preveni
imbolnavirile in masi se foloseste aditivarea hranei cu doze subterapeutice de medicamente.
Hrana medicamentatd prin adaos de antibioticc se foloseste i ca promotor de crestere in multe
tari din Evropa. Aceste aspecte fac ca aparitia reziduurilor sa fie un motiv de ingrijorare pentru
siguranta alimentara.

Totodata, studii recente au raportat detectarea compusilor farmaceutici in apa de suprafal,
treatica sau potabild, in sol sau plante, ceea ce denotd potentialul de contaminare al mediului cu
aceste substante, in urma a diferite practici agricole sau a deversarii necontrolate a deseurilor
(Batt i Aga, 2005).

Mai multc Regulamente si Decizii ale comisiilor Parlamentului European, sau Ghiduri ale
Agentiei Luropene pentru Medicamente si Agentiei Europene de Mediu, reglementeazi nivelul
maxim de reziduuri admis, interzic folosirea anumitor substante, impun analize de risc pentru

mediu in vederea obtinerii autorizatiilor de fabricatie sau comercializare, stabilind totodatd



programele de prelevare si control al reziduurilor in produsele alimentare precum si
performantele metodelor analitice folosite, )

Existenta metodelor pentru determinarea reziduurilor farmaceutice este esentiala in evaluarea
riscului sau in procesele de decizie.

Multi din acesti compusi sunt prezenti in concentratii foarte mici, iar distributia lor in spatiu si
timp este atit de variati astfel incdt dezvoltarea de metode precise de determinare reprezinta o
provocare pentru etapa de analiza a risculuj.

Programele actuale de monitorizare necesitd metode sensibile si selective pentru analiza acestor
contaminanti. Odati cu dezvoltarea tehnicilor de detectie trebuic dezvoltate si metode potrivite
pentru prepararea diverselor probe,

Principalul scop al acestei teze a fost acela de a contribui la cercetarea curents in domeniu, prin
dezvoltarea de noi metode pentru analiza reziduurilor farmaceutice in alimente, apd, sol side a
evalua caile de expunere a omului la aceste reziduuri.

Teza are doui partj prineipale, prima axati pe dezvoltatea si validarea unor metode analitice noi,
utilizand cromatografia in lichide §i spectrometria de masd, incluzind tehnici specifice de
prepararea a probelor din matrici complexe (tesut animal, apa, sol, material vegetal),

Au fost dezvoltate metode de screening, folosind tehnici diferite: HPLC-UV, U-HPLC- Orbitrap
MS. Criteriile stricte de identificare a compusilor determinati prin metodele de screening au
impus folosirea spectrometriei de masd MS/MS pentru confirmarea rezultatelor. Diverse tehnici
de extractie ca: extractia lichid-lichid, extractia in fazi solidi SPE, extractia accelerati cu
solventi (ASE) si extractia asistata de ultrasunete au fost aplicate si comparate.

A doua parte a tezei se constituie in evaluarea absortiei a trej compusi farmaceutici diferiti de
catre plante din sol contaminat si elaborarea unui model maiematic pentru evaluarea contamindrii
cu compusi farmaceutici de-a lungul lantului alimentar animal — sol — plante — animal - om.
Lucrarea este structurati in 9 capitole dupi cum urmeaza:

Capitolul I cuprinde informatii din literatura privitoare la identificarea potentialilor contaminan(i
farmaceutici si a efectelor posibile ale acestei contamindri, evidentiazi ciile de contaminare,
subliniind totodati aspecte ale legistatiei din acest domeniu.

Capitolul 11 descrie dezvoltarea une; metode simple pentru determinarea simuitana a patru
sulfonamide (sulfadimetoxina, sulfadiazina, sulfametoxazol st sulfaguinoxalina) in tesutul

muscular de pui, prin analizi HPLC cy detectie UV. Pentru extractia compusilor de interes din



probi s-a utilizat tehnica de extractie lichid — lichid cu solventi organici, Metoda a fost validatd
in conformitate cu legislatia Europeand (Decizia 657/2002 CE). Limitele de detectie (LOD) au
variat intre 6.5 si 0.14 g ke, regasirea pentru probele fmbogégite cu 50, 100, 150 pg kg
amestec sulfonamide a fost peste 70%. Metoda validata a fost aplicata intr-un studiu de depletie
a reziduurilor si pe probe reale colectate din piete din Romania. Rezultatele au aritat
contaminarea a 12 probe de muschi din cele 30 colectate cu sulfadiazind in concentratii care
variazi de 1a 180 pg kg™ la 300 pg kg, Accasta concentratie depageste limita de toleranta
reglementatd. Rezultatele au fost confirmate prin analiza HPLC-MS/MS.

Capitolul IIl descrie dezvoltarea unei metode de screening pentru determinarea simultand a 42
compusi farmaceutici, biocide si fungicide in sol si in probe de material vegetal. Pentru extractia
compugilor de interes au fost comparate extractia asistatd de ultrasunete §i extractia acceleratd cu
solventi (ASE). Ca tehnicd de analiza s-a utilizat separarea compusilor prin cromatografie de
Ultra-Performangi (UPLC) urmata de analiza spectrometricd de masa de inalti rezolutie folosind
tehnologia Orbitrap MS. Analiza compusilor s-a realizat printr-un singur proces de detectie MS,
intr-o abordare post-target.

Ambele procese de extractie au fost optimizate si comparate. Un proces de extractie ASE a fost
validat pentru determinarea a 42 de compusi farmaceutici, biocide si fungicide diferite, in sol si
in plante. Eficienta recuperarii din probele de sol a fost mai mare de 70% pentru mai mult de
68% din compusi. Limita de detectie a fost < 10 mg kg pentru 93% din compusii testati.
Eficienta recuperarii din probele de material vegetal a fost peste 70% pentru 64% din compusi
testati. Limita de detectie a fost < 10 mg kg™ pentru 66% din compusi. Metoda a fost folosita la
analiza de probe de sol si material vegetal colectate din zone agricole din Olanda. fn urma
analizelor au fost detectate reziduuri de oXitetraciiina.

Capitolul mai cuprinde aspecte practice i teoretice ale optimizirii prepardrii probei, considerafit
referitoare la procedura de validare, si evidentiazi avantajele folosirii unui echipament de inalta
rezolutie pentru detectia MS.

Capitolul IV descrie dezvoltarea si validarea unei metode rapide si selective pentru sceeningul a
43 de compusi farmaceutici i antifungici, in apa de suprafaga si freaticd, printr-un singur proces
de detectie MS, utitizdnd tehnica U-HPLC-MS Exactive Orbitrap la o rezolutie de 50,000.
Detectia compusilor s-a bazat pe masa exacia caleulata si pe timpul de retengie. S-au evidentiat

importan(a preciziei $i a puterii de rezolutie pentru acuratetca rezultatelor. Au fost optimizate



conditiile purificarii probelor prin extractie in fazi solid (SPE) pentru o recuperare cat mai buna
a analitilor.

Prin aplicarea metodej finale, 74% din compusi au prezintat recuperiri maj mari de 80%, 15%
din compusi au prezintat recuperri intre 60% 1 80% si 7% din COompusi au prezentat recuperdri
intre 40% si 50%. Nivelu] de detectie a fost de 10 ng L™ pentru 61% dintre compusi, 50 ng L
pentru 32% si 100 ng L pentru 5% dintre compusi. Probe reale colectate din Olanda si
Romania, au fost analizate prin metoda specificat, evidentiindu-se prezenta a diferiti
contaminati farmaceutici. Toate rezultele au fost confirmate prin detectie MS/MS.

Totodata, pentru cvitarea rezulatelor fals positive §i negative, situafie comuni metodelor de
screening utifizate in prezent, a fost propusi optimizarea metodei de screening prin fragmentarea
ionilor, detectia in {ull-scan printr-un singur process MS si identificarea de fragmente
caracteristice, folosind acelagi echipament, Exactive Orbitrap - MS.

Capitolul v investigheazi potentialul a doui specii de plante de a absorbi trei compugi
farmaceutici printr-un studiu experimental. Au fost folosite dous tipuri de sol si doua tipuri de
plante: iarba si creson (0 planta pentru consum uman ce intrd in componenta unor salate).
Contaminarea solului s-a realizat la doud niveluri de concentratie: 5 mg kg and 10 mg kgl
Analiza datelelor obtinute a concluzionar ca plantele utilizate in acest studiy sunt capabile si
absoarbi sulfamethoxazol si ketoconazol cand soluf este contaminat la un nivel de 5-10 pg ket
Este explicata si subliniata legatura dintre procesele de absortie si proprietafile fizico-chimice ale
substantelor sau calitatea solului, concentrafiile experimentale fiind comparate cu cele obtinute in
urma aplicirii unui model matematic.

Capitolul VI evalueaza prin modelare matematica transferul de produse farmaceutice de-a lungul
langului alimentar animal - sof — plantd —animal — om, §-au analizat noua scenarii tindnd eont de
emisia contaminantilor, depozitarea i aplicarea gunolului de grajd, capacitatea plantelor de a
absorbi substantele din sof st de bicacumularea acestora in organismul animal. Valorile obtinute
pentru carne au variat intre ( — 2 ng kg™ pentru oxitetraciclina, 0,824 — (.11 pg kg pentru
sulfametoxazol §i 32,4 — 0,05 pg kg™ pentru ketoconazol.

Tn urma analizei sensibilitatii aplicatd modelulyj propus, s-a stabilit ¢4 parametii cheie ai acestuia

sunt coeticientul de partitie octanol — apa al substantelor si fractia de materii organice continuti

de sol.
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Capitolul VIl evaluazi datele obtinute in capitolul anterior din punctul de vedere al expunerii
consumatorului la acesti contaminanti, luand in considerare reziduurile din alimente de origine
animald. din apa si din vegetale. '

Ultimele capitole ale tezei se referd la  concluziile acestui studiu §i propun noi directii de

cercetare.
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Rezultate experimentale

Capitolul 2

Analiza simultani a patru sulfonamide in tesut muscular de pui prin HPLC

2.1, Introducere

Sulfadimethoxina, sulfametoxazolul, sulfaquinoxalina si sulfadiazina sunt sulfonamidele cele
mai frecvent utilizate in crescatoriile de pasari. Ele sunt absorbite cu usuring3 si distribuite in
organismului pasirilor, se acumulcazi in diferite fesuturi si se transferd in produsele alimentare
obtinute prin prelucrarea camii (Kan si Petz, 2000; Furusawa si Kishda 2002). Nerespectarca
perioadelclor de asteptare recomandate inainte de sacrificare, poate afecta siguranta alimentara
cu privirc la camea de pui si produsele obtinute din aceasta.

Scopul acestui studiu este de a promova o metoda HPLC-UV, care poate fi utilizata pentru
detectia si cuantificarea reziduurilor sulfonamidelor in carnea de pui. Aceastd metodi ar putea fi
utild atét laboratoarelelor din fabricile de medicamente de uz veterinar pentru stabilirea timpului
de asteptare, precum si laboratoarelor oficiale de control, care evalueaza in mod regulat punerea
in aplicare a bunelor practici veterinare, pentru a detecta abaterile de la regulile de utilizare a
medicametelor de uz veterinar.

Sulfonamidele determinate au fost: sulfametoxazol sulfadimethoxina, sulfaquinoxalina i
sulfadiazina, unele dintre cele mai utilizate sulfonamide in practica veterinari curenty. Validarea
metodei s-a realizat in conformitate cu ghidurile in vigoare privind validarea metodelor analitice

pentru determinarea reziduurilor de produse farmaceutice de uz, veterinar in produse alimentare
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de origine animald. Metoda este exactd, selectiva, simpld, economicd ca timp i costuri, capabila

si detecteze reziduuri de sulfonamide sub limitele maxime de reziduuri (MRL).
2.2, Materiale si metode

Aparatura

Analizele s-au efectuat cu ajutorul unui sistem HPLC cu detector UV (Waters 90, USA),
prevazut cu auto- sampler (Waters 717 Plus, USA) si pompé quatemard (Waters 510 si 590,
USA). Coloana cromatograficd pe care s-a rcalizat separarea compugilor:  Zorbax SB-C18
(Agilent Technologies, USA).

Standardele au fost procurate de la: Sigma Chemical (USA) pentru sulfadimetoxini, si
sulfametoxazol si EDQM (Strasbourg, Franta) pentru sulfaquinoxalina, §i sulfadiazina.

S-au utilizat reactivi de puritate cromatografica.

Colectarea probelor

Matricele blanc au provenit de la pui care nu au primit anterior vreun tratament medicamentos,
proveniti de la Biobaza S.N. Institutul Pasteur. Probele au fost depozitate in stare congelata la
-17°C, péna la utilizare.

Studiul de depletie a reziduurilor s-a efectuat pe pui carora li s-au administrat doze terapeutice de
medicamente, in conditii normale de ferma. Pasrile au fost furnizate de catre S.N. Biobaza
Institutul Pasteur, Bucuresti, Romania - Laboratorul pentru teste experimentale pentru pui de
gina §i curcani.

30 probe de came de pasire a cite 100 g, au fost colcctate din diverse piete din Roménia,
regiunca Prahova si Galati. Probele de {esut muscular au fost depozitate in stare congelata
(-17°C), pana la efectuarea analizelor.

Prepararea probelor

Extractia sulfonamidelor s-a realizat utilizand o metoda modificati dupa Furusawa gi Hanabusa,
Stoev si Michailova (2000). Zece grame de probd omogenizata se cantaresc intr-un tub de
centrifugd si se adaugd 20 mL acetonitril. Proba se omogenizeaza prin agitare timp de 3 min si se
centrifugheaza la 3500 rpm timp de 10 min. Supernatantul se colecteaza iar reziduui se extrage
din nou cu 10 mL de acetona. Dupd omogenizare si agitare timp de 3 minute, proba se

centrifugheazi din nou. Extractele reunite se evapor aproape de sec la 30°C. Reziduul se reia cu
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5 mL de diclormetan §i se extrage. Se centrifugheaza la 3500 pm, 10 min. Se separd
diclormetanul si se repetd extractiile de inca doud ori, reunind extractele de diclormetan. Se
evapora extractele reunite la sec la 40°C. Reziduul se reconstitute in 1mL de metanol: fosfat
disodic solutie 6 ¢ L (50:50). Se adaugd 2 mL hexan pentru indepartarea pigmentilor si
grasimilor, se agita, se centrifugeazi la 3500 rpm timp de 15 min si se indepartcaza hexanul,
Solutia ramasa se filtreaza printr-un filtru de 0.2 - 0,45um si se injecteazd in sistemul HPLC.
Analiza HPLC: Faza mobild: 75 : 25 = solutie fosfat disodic 6 g L' (pH = 8.5) : metanol (viv).
Debitul fazei mobile: 1 mL min™. Volumul de injectie: 20 uL. Lungime de undi detector: 254
nm. Durata analizei: 10 min.

Confirmarea LC-MS/MS

Identificarea si cuantificarea analitilor a fost realizats cu ajutorul unui sistem LC Waters 2695
(USA) HPLC, cuplat cu un spectrometru de masi quadrupofar MS-MS Quattro Micro
(Micromass, USA). Coloana de separare folosita: X Bridge Shield RP18 (Waters, USA). Faza
mobild: metanol (B) si 0.1% solutie de acid formic (A).

Pentru confirmare au fost aplicate criteriile descrise de Deciziei 2002/657/CE, incluzand

detectarea a doua fragmente ionice cu un raport corespunzitor.
2.3. Validarea procedurii analitice

Metoda propusa a fost validatd in conformitate cu prevederile Ghidului EMEA - < Notice to
applicant and Guideline — veterinary medicinal products, Vol §” st alc Decizie Comisiei EEC
657/2002, urmirind urmatoarele criterii: speciticitate, precizie, acuratete, linearitate, limita de
cuantificare, limita de detectie.

Parametrii validarii sunt detaliati in tabelul 2.1.

Tabelul 2.1. Parametrii de validare ai metodei HPLC

Reziduu marker RT LOD LOQ Media Media CCua CCPp  Linearitate
min__pokg' peke' RSD% regasisii% pepke’  pg ke

Sulfadiazina 2.7 0.14 042 11 84 104 108 0.9958

Sulfadimetoxina 3.2 0.36 1.08 13 77 109 121 0.9834

Sulfametoxazol 4.0 0.58 1.68 9 70 111 119 0.9913

Sulfaquinoxalina 6.8 6.53 19.6 8 71 113 125 0.9800
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24. Rezultate si discutii

2.4.1. Prepararea probei
La fcl ca pentru cele mai multe antibiotice, extragerea selectivi a sulfonamidelor din {esuturile
biologice cste complicat din cauza caracterului polar al analitilor si a componentelor matricei
deopotriva (Stolker, 2005).
Sulfonamidele au o buna solubilitate in solventi polari. Acetonitrilul a fost ales peniru a extrage
aceste compusi si datoriti proprietatilor de a denatura si precipita proteinele probei, ceea ce
determind o extractie “curata” si eficientd prin eliberarca reziduurilor de sulfonamide legate dc
aceste proteine. Acetona a fost deasemenea folosita pentru epuizarea compusilor de interes din
proba.
Polaritatea diclormetanului este mai mica decit a acetonitrilui §i acetonei, permitdnd separarea
comrpusilor de interes din extractul inifial. N-hexanul a fost utilizat pentru degresarea cxtractul.
Pe parcursul extractiei a fost observat ca tiind important sa se respecte proporiia dintre solventi.
Prin prelucrarea rezultatelelor obfinute rezultd ca specificitatea si coeficientii de recuperare au
fost in limite acceptabile, ceea ce confirma eficiena extractiei si o bund inldturare a
interferentelor matricei. Limita de detectie a fost, de asemenea, comparabild cu alte metode

raportate.
2.6. Analiza probelor reale

Rezultatul analizelor HPLC a experimentului de depletie a aritat toate {esuturilc animale contin
sulfonamide peste nivelul MRL.

Treizeci de probe de muschi de pui colectate din piete din Romdnia, au fost investigate pentru
reziduurile de sulfonamide folosind metoda HPLC prezentatd mai sus. Douasprezece probe de
muschi au confinut sulfadiazina in concentratii care variazi de la 180 pg ke 1a 300 pg kg, ceea

ce depageste limita de tolerantd reglementata.
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2.7. Concluzii

Meteda prezentata a fost dezvoltatd pentru a determina simultan reziduuri de sulfadiazina,
sulfametoxazol, sulfadimethoxina si sulfaquinoxalina in muschiul de pui prin analiza HPLC,
dupi extractia cu solventi organici.

Metoda este simpla, rapidi si economici. Criteriile de validare impuse: specificitate, precizie,
cxactitate, limita de detectie si cuantificare, linearitate, au respectat conditiile impuse de Decizia
comisiei Europene 2002/657/EC, cu privire la validarea metodelor de analizi. Rezultatcle au fost
confirmate prin analize MS/MS conform legislatiei in vigoare.

Metoda poate detecta reziduuri de sulfonamide, fara utilizarea spectrometriei de masi sau
derivatizarea fluorimetric3 a componentilor.

Metoda propusd este potrivita pentru controlul reziduurilor in tesutul muscular de pui, pentru
utilizarea in studii de depletie si determinarea timpului de asteptare pentru oricare din analitii

prezentati,

16



Capitolul 3

Extractia asistati de ultrasunete in comparatie cu extractia acceleratid cu
solventi (ASE) urmati de analiza U-HPLC-Orbitrap-MS pentru screeningul

compusilor farmaceutici si al fungicidelor in probe de sol si material vegetal

3.2. Materiale si metode

Compusii chimici, reactivi §i materiale

Un amestec de compusi diferiti apartindnd unor clase diferite de substante farmaceutice cum ar
fi: benzimidazoli, tranchitizante, macrolide, sulfonamide, chinolone, peniciline, tetracicline, anti-
inflamatoare nesteroidiene (AINS), antiepileptice, tegulatori de lipide, antifungice azolice,
antifungice poliene, inhibitori mitotici. biocide si fungicide, a fost ales pentru a dezvolta aceastd
metoda.

Toate substantele standard utilizate au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich Chemie BV, cu
exceptia natamicinei, achizifionat de la Fluka, carazololul, bromuconazol si acid clofibric, de la
Dr. Ehrenstorfer si itraconazolul, terconazolul, ketoconazolul si fluconazolul, care au fost
achizitionate de la EDQM. S-au utilizat reactivi de puritate cromatografica.

Colectarea probelor

Probele selectate au tost matrici reale de mediu incluzind probe de soluri diferite (nisipoase i
argiloase), culturi gi iarbd, din zone agricole importante din Olanda. Probele au fost prelevate in
funa mai 2011, dupi perioada de fertilizare a solurilor, care, in Olanda incepe in luna martie. Din

fiecare punct de prelevare, cuprinzand o suprafatd de | m’, au fost prelevate céte doud sub-probe.
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Probele de sol au fost uscate intr-un cuptor Memmert (Depex) la 40 °C, timp de 6 ore, trecute
printr-o sitd de 2 mm apoi, sub-probele din fiecare punct de prelevare au fost omogenizate.
Probele s-au depozitat la 4 °C in frigidere pini cand au fost extrase $i analizate, dar nu mai mult
de 30 de zile.

Materialul vegetal proaspit a fost tocat in blender, omogenizat si depozitat la -20 °C pani la
extraciie, dar nu mai mult de 30 zile.

Procedura de extracfie ASE

Extractia a fost efectuati cu ajutorul unui sistem de ASE 200 echipat cu un selector de solventi
(Dionex, ASE 350, SUA}. Aproximativ 5 g de probi de sol uscat sau 3 g de material vegetal
proaspat, tocat in prealabil, s-au amestecat cu 5 g pamant de diatomee pentru a creste suprafaja
de contact intre probi si solventul de extraclie §i pentru a preveni colmatarea celulei de
extractie. Celulele de extracfie cu capacitatea de 33 mL (captusite cu filtre din microfibra
Whatman) au fost umplute cu probele astfel pregatite.

Condiiile optime de functionare pentru procedura ASE au fost: temperatura de extractie 50°C;
presiunea de extractie 1500 psi; doud cicluri statice de extractie cu durata de 5 min fiecare,
volum de spalare 50%. Au fost utilizati urmitorii solventi de extractie: acetoni: acid citric 0,2 M
- 50:50 (pH-ul ajustat la 4,5 cu hidroxid de sodiu), pentru probele de sol si metanol: acid citric
0,2 M - 50:50 (pH-ul ajustat la 4,5 cu hidroxid de sodiu ), pentru probele de material vegetal.
Dupi extractie, in fiecare proba s-au adiugat cite 100 uL Na,EDTA 1M si apa ultrapurificats
péna la un volum de 50 mL. Probele au fost centrifugate timp de 15 min la 3500 rot / min
(Centrifuga BVM 6 / 300). O parte alicota din extract, corespunzétoare la 1 g de proba a fost
separata si diluatd cu apa pind la o concentratie finala de solvent organic de 10%.

Procedura de exiractie asistatda de ultrasunete

5 g de sol sau 3 g de material vegetal au fost cantarite cu precizie in tuburi de centrifugare de 50
ml. In fiecare tub au fost addugati cate 100 pl. Na,EDTA IM. Analiii au fost extragi in 20 mL
solvent de extractie prin plasarea tuburilor intr-o baie cu ultrasunete, timp de 1 h, urmata de
agitare, | h. Solventul de extractie utilizat a fost metanol: acid citric 0,2 M - 50:50 (pH-ul ajustat
la 4,5 cu hidroxid de sodiu). Dupa extractie, probele au fost centrifugate timp de 15 min 1a 3500
rpm.; supernatantul a fost transferat intr-un balon de 50 mL. Procedura de extractie a fost
repetatd o datd, cu acelagi volum de solvent. Extractele au fost combinate, omogenizate,

addugindu-se apd ultra purd pana la volumul de 40 mlL. O parte alicota din extract
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corespunzitoare la 1 g de proba a fost separata si diluati cu apa pénd la o concenlratie finala de
solvent organic de 10%.

Procedura de extractie in fazd solidd (SPE)

Purificarca si concentrarea probelor s-a realizat prinir-o procedurd de cxtractie in fazd solida.
Descrierea procedurii optimizate se face la capitolul 4.

Instrumentatie

Pentru analize a fost folosit un sistem LC-MS de seanare completa: Exactive Orbitrap (Thermo
Fisher Scientific), cuplat cu un cromatograf’ de lichide de ultra presiune (U-HPLC) (Thermo
Scientific Accela TM). Rezolutia sistemului MS: 50.000 FWHM.

Rezolutia cromatograficd superioara a fost asigurati de un cromatograf de lichide de
ultraperformants. Coloana de cromatografie folositd: UPLCH Acquity C18 (100 x 2,1 mm, 1.8
uM) (Waters). Faza mobila a constat in: eluent A, 100% apa care contine 2 mm formiat de
amoniu §i 160 ul. de acid formic; eluent B, metanol 100% ce contine 2mm formiat de de amoniu
si 160 pl. de acid formic (pH 3.5).

Detectia s-a bazal pe masa exactd calculatd si pe timpul de retentie a compusilor finta (tabelul
3.1.). Datele au fost evaluate cu ajutorul softurilor Quan Browser Xcalibur 0606 (Thermo Fisher)
si ToxID Thermo (Thermo Fisher).

Confirmarea LC-MS/MS

Pentru analiza confirmatorie (obtinerea a acel putin 3 puncte de identificare) s-a folosit un sistem
triplu quadrupolar MS / MS (Micromass Ultima Quattro, Waters), echipat cu o inlerfatd
electrospray, cuplat cu un sistem HPLC (LC-20AD Shimadzu). Pentru separarea cromatografica

s-a folosit 0 coloan3 Simetria C18 (150 x 3 mm, 5 microni) (Waters).

3.3. Rezultate si discufii
3.3.2. Comparea extraciei ASE cu extracfia asistatd de ultrasunete
Ambele metodologii de extractie au fost comparate, in ceea ce priveste recuperarea relativa,
nivelul de detectie, si selectivitatea, imbogatind probe martor la concentratia de 10 pg kg si 30
ng kg, Procedurile utilizate au fost optimizate. ASE prezintd valori mai mari de recuperare
decit extractia cu ultrasunete. De asemenea, procedura ASE permite detectarea tuturor

compusilor de interes, cei mai mul{i dintre €i la un nivel de 10 pug ke
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in plus, extractia ASE este mai rapidi si complet automatizati oferind rezultate repetabile, astfel
incat ASE a fost selectati ca tehnici de extractie penlru screening-ul compusilor farmaceutici si
al fungicidelor in soluri si material vegetal.

Mai multi solventi organici in amestecuri de diferite proportii cu acid citric 0,2 M (50:50) au fost
testati in diferite conditii de extractie. Rezultatele au aritat ca utilizarea amestecului acetona:
acid citric da randamente mai bune de extractie pentru probele de sol (Figura 3.1.), iar amestecul

metanol : acid citric pentru probele de matcrial vegetal.

Recuperarea pentru probe de sol = MeOH: cic acid 0.2
|mboga§|te Ia 50 pg/kg & Acetone: citric acid 0
_EACN: cifric acid 0.2M

100

Recuperare %

Figura 3.1. Recuperarea din probe de sol pentru 21 dintre compusii analizati, in cazul utilizarii a
diferiti solventi organici (ACN, acetond, MeOH) in amestec cu o solutie de acid citric 0,2M,

folosind ASE ca tehnica de extractie

Optimizarea metodei de purificare SPE este descrisi in studiul de dezvoltare al metodei de

analizi pentru aceleasi clase de compugi in apd (Cap. 4).
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34. Validarea metodei si analiza probelor

Procedura de validare se bazeazi pe Ghidul de validare a metodelor de screening pentru
reziduurile de medicamente veterinare pentru Laboratoarele Comunitare de Referintd 20/1/2010.
Rezultatele din studiul de validare, inclusiv recuperarea maximd, CCP, media si deviatia standard

a erorii de masi (Appm), sunt prezentate in Tabelul 3.1.

Tablel 3.1. Rezultatele studiului de validare al metodei: capacitatea de detectie CCP, recuperarea
maxima, media §i deviafia standard a erorii de masa (Appm) pentru probele de sol si material

vegetal
T T probedesol ’4’74"'7"—~_—p;0meg?ﬁl ]
Compusul analizat CCp Recuperarea Media Stdev | CCP Recupmw
pe/kg maxima % Appm Appm pe/kg | maximi % Appm | Appm
Flubendazol 50 70 0.70 0.48 50 86 0.62 053
Erithromicind 50 90 3.01 3N 50 85 0.81 033
Dicloxacillina 50 45 135 | om 50 60 RES 1.56
Ciprofioxacind 50 44 0.64 | 0.49 50 59 \ 1.13 0.64
Sulfamethoxazo! 50 32 128 | 040 50 60 | 1o 1.06
Oxytetracyclin 50 34 0.67 0.64 50 53 | o043 0.58
Carazolol 50 75 1.68 0.39 50 73 0.46 0.8
Diclofenac 50 76 0.94 0.72 50 95 1.26 0.97
Acid meclofenamic 50 99 1.10 l 0.90 50 95 1.02 110
Carabamazeping 50 94 128 | 04l 50 64 0.92 0.51
Acid clofibric 50 | 100 1 | oo 50 42 0.97 0.90
Natamicina 50 | 57 152 | o7 50 52 2.03 145
| Enilconazol 50 92 1.77 045 50 86 0.63 0.70
Ketoconazol 50 26 1.52 0.70 50 59 | 1e7 216
Fluconazol 50 35 0.96 044 50 65 | 0 0.66
Clotrimazol 50 7 1.03 0.67 50 86 ) 141
Miconazol 50 70 184 | 044 | 50 87 | oss | o0
liraconazol s0 | 1 108 | 094 - - e -
Griscofulvin 50 | 82 143 | os0 | 50 84 I EE
Voriconazol 50 8} 123 | 050 50 86 0.7t 037
Thiabendazol 50 76 1.62 033 50 74 0.67 033
Difenoconazol 50 79 222 055 50 100 | o9 0.51
Hexaconazol 50 88 182 061 50 87 1.01 0.58
Penconazol 50 80 213 | 083 50 % 112 0.92
Propiconazal 50 88 223 | 056 50 70 | s 102
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Paclobutrazo) 50 69 0.81 0.63 50 80 112 0.62 “
Prochloraz 50 86 1.65 0.62 50 93 1.07 049
Tebuconazol 50 87 1.89 0.54 - 50 78 0.82 047
Bromuconazol 50 81 1.82 0.77 50 42 1.69 1.03
Ciproconazol 50 62 1.78 0.85 50 71 1.00 036
Epoxiconazol 50 82 1.92 0.45 50 91 0.69 0.82
Fenbuconazol 50 78 1.13 0.52 50 92 142 0.66
Fluguinconazol 50 74 0.60 0.35 - - - -
Flusilazol 50 85 1.78 0.49 50 108 0.75 0.74
Flutriafo) 50 82 1.04 (.46 50 65 0.51 0.27
Metconazol 50 88 1.16 0.73 50 94 0.55 0.81
Prothioconazol 50 18 1.64 0.64 - - - -
Terconazol 50 51 0.98 0.59 50 84 0.71 0.87
Miclobutanit 50 67 1.24 0.58 50 47 032 0.28
Triticonazol 50 87 2.33 0.54 50 85 0.74 0.49
Carbendazim 50 50 1.88 0.32 50 78 0.54 0.33
Metalaxil 50 87 1.12 0.40 50 70 1.02 0.39
3.5. Confirmarea LC-MS / MS

Screeningul probelor de sol a demonstrat contaminarea uneia dintre probe (zona agricold
Harskamp, Olanda). intrucdt analiza confirmatorie necesitd cel putin 3 puncte de identificare,
extractul de proba suspect a fost reinjectat intr-un sistem triplu cvadrupolar MS/MS. Achizitia
datelor a fost facuta prin monitorizarea simultand a mai multor procese de disociere (MRM).

Nivelul de contaminare a fost mai mare de 50 pg ke,

3.6. Concluzii
Tehnica prezentata ofera o abordare analitica post-target, nu necesita etape diferite de pregatire a
probelor specifice diferitclor clase de compusi chiar daca matricca analizatd este complex3 si
poate fi folositd ca o metoda de screening pentru monitorizarea compugilor selectati in soluri si

material vegetal, fiind deja aplicats pe probe reale.
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Extractia ASE s-a dovedit a fi superioara tehnicii de extractie cu ultrasunete prin recuperarea mai
eficientd a analitilor, repetabilitatea rezultatelor, vitezd $i automatizare.
Oxitetraciclina a fost detectata intr-una din probele de sol, indicand ci activitatea de fertilizare a

solului a determinat contaminarea acestuia.

Multumiri

Multumesc lui Cornelis van de Kraats — RIKILT, Wageningen, pentru asistenta tehnica acordatd.
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Capitolul 4

O noud metodi pentru sceeningul compugilor farmaceutici i antifungici fn

apa utilizind tehnica U-HPLC — Exactive Orbitrap MS

4.2, Materiale si metode

Compusii chimici, reactivi si materiale

Pentru compusii sudiati, vezi Tabelul 4.1. Reactivii si materialele folosite sunt cele descrise la
Capitolul 32. La lista de compusi studiati s-a addugat nistatina, pentru care s-a achizitionat
standardul de la Sigma—Aldrich Chemie B.V. {Zwijndrecht, Olanda).

Prepararea solutiilor standard

Prepararea solutiilor standard s-a realizat similar modului de Jucru descris la Capitolul 3.2.
Colectarea §i pre-tratamentul probelor

Probele au fost selectate pentru a oferi matrice reale de mediu pentru dezvoltarea, validarea si
aplicarea metodei. Prelevarea nu a urmat vreun program sau protocel de esantionare. Probelc au
fost selectate aleator si includ esantioanc de apa de réu, lacuri, canale, apa de adincime, din
zonele cu activititi agricole importante in Olanda (Figura 4.1) sau din ruri din Romania (Figura
4.2). A fost inclusd §i o proba de ap3 potabila din Roménia, sursa - Dunire.

Au fost colectate 15 probe de apa cu volumul individual de 2 L din Olanda si 10 probe cu volum
individual de 0.5 L. din Roménia.

Pentru a asigura integritatea probelor i pentru a evita contaminarea, au fost utilizate sticle curate
de laborator. Probele de api au fost filtrate printr-o hértie de filtru (Whatman) si depozitate 1a 4

°C in frigider pana la extractie si analiz, dar nu mai mult de 10 zile.
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Figura 4.1. Localizarea zonelor Figura 4.2. Localizarea zonelor de colectare a probelor
de colectare a probelor de apd de apa in Romania

in Olanda

Extractia, purificarea i concentrarea probelor

La un volum de proba de 100 de mL de api s-au adaugat 10 uL solutie de Na,EDTA 0,5 M . pH-
ul a fost ajustat la 3 cu acid acetic 100%. Cartugele de extractie in fazi solida StrataX au fost
anterior preconditionate cu 6 ml metanol, urmati de 6 mL de apa. Dupd aplicarea probei,
cartugele s-au spalat cu 6 mL apd, urmati de 6 mL amcstec metanol / apa 30% (v) si uscare in vid
pentru 2 - 3 minute. Eluarea analitilor s-a realizat cu 6 mL metanol. Eluatul a fost concentrat prin
evaporare sub flux de azot de inaltd puritate, intr-o baie de apa la 42°C (Turbo VAP Evaporator),

si redizolvat in 25 pL. metanol i 225 pL de apa ultrapurificata.

Instrumentatie

Pentru analize s-a fost folosit un sistem MS de scanare completd: Exactive Orbitrap (Thermo
Fisher Scientific), cuplat la un cromatograf de lichide de ultra presiune (U-HPLC) (Thermo
Scientific Accela TM). Rezolutia sistemului MS: 50.000 FWHM. Coloana de cromatografic
folosita: U-HPLC Acquity C18 (100 x 2.1 mm, 1,8 uM) (Waters). Faza mobild a constat in:
cluent A, 100% api care conjine 2mm formiat de amoniu i 160 pL de acid formic; eluent B,

metano! 100% ce contine formiat de dc amoniu 2mm si 160 ul. dc acid formic (pH 3.5).
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Detectia s-a bazat pe masa exacti calculati si pe timpul de retenfie a compusilor {intd (tabelul
4.1). Datele au fost procesate si evaluate cu ajutorul softurilor Quan Browser Xcalibur 0606
(Thermo Fisher) §i ToxID Thermo (versiunea 2.1.1., Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA,
USA). _

Parametrii de evaluare ai metodei

fn scopul de a evalua coeficientii de recuperare, influenta matricei, selectivitatea si sensibilitatea
metodelor au fost efectuate mai multe teste prin imbogitirea probelor de apa cu amestecul de

compusi la diferite niveluri de concentratie: 1, 50 §i 100 ng L™,
4.3. Rezultate si discutii

4.3.1. Purificarea prin extractie in fazd solidd
in ceea ce priveste prepararea probelor, dificultatea matricei de apa naturali este de a reduce
cantitatea de materie organici dizolvat, formata in principal din acid humic si fulvic. Volumului
probei, pH-ul, solventii de spélare si elutie a extractiei SPE, au fost optimizate in aceast studiu,
pentru a imbundtafi eficienta extractiei. Avand in vedere valorile pKa (constanta de disociere} a
compusilor, cuprinse intre 2-7, pH-ul de 3,0 a fost selectat pentru ci cei mai multi dintre acesti
compusi nu sunt ionizati la aceastd valoare a pH-ului, crescand astfel sansa si fic retinuti de citre
cartusele StrataX utilizate (adecvate pentru polaritate moderatd sau scizuts).
Potrivit literaturii de specialitate {Batt si Aga 2005), oxitetraciclina poate forma complexe cu
metalele matricei, insa, prin addugarea unui agent de chelare in proba si ajustarea pH-ului in
Jurul valorii de 3 inainte de extracfia SPE, accasti problema poate fi evitatd. Adaosul de 10 pL
de Na;EDTA 0.5 M la 100 mL de proba de api a crescut recuperarea oxitetraciclinei la valori in
intervalul de 75-85%.
Volume de proba de 200 si 100 ml au fost testate in aceeasi conditii de extractie. A fost utilizat
un volum al probei de 100 mL, suficient pentru a asigurd omogenitatea acesteia, detectia
compusilor tinind cont de sensibilitatea metodei si o cat mai mica influents a matricei .
Solutii apoase ce confin 15, 20, sau 30% metanol si o solutie de 1% acid acetic contindnd [5%
metanol, au fost testate pentru a spalarea cartusul SPE inaintc de elutia analifilor. O spilare

suplimentard cu 6 mL ap3 aplicati inainte de spilarea cu solufia metanolicd, s-a dovedit a fi
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eficientd in reducerea supresiei. Efectul matricei a scizut odatid cu cresterea confinutului de

metanol in solutiile de spilare, insa in detrimentul recuperdrii analitului (Figura 4.3., 4.4.).

Figura 4. 3. Regasirea pentru 12 din ;:ompusii analizati in diferite conditii de reactie
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De asemenea, au fost testati mai multi solventi de eluare: metanol, metanol: acetond in proportii
diferite (50:50; 10:90). Daca recuperarca analifilor a fost comparabild, s-a observat insd o
cregtere semnificativi a supresiei in cazul amestecurilor metanol; acetoni .

Evaluarca coeficientilor de recuperare a metodei finale, a concluzionat c3 74% dintre compusi au
o recuperare peste 80%, 13% dintre compusi au o recuperare intre 60% si 80%, 7% dintre
compusi au recuperarea intre 30% si 60%, si itraconazolul are o recuperare sub 10%.

Nivelul de detectie a fost de 10 ng L' pentru 61% dintre compusi, 50 ng L™ pentru 32%, 100 ng

L™ pentru 5% iar nistatina nu poate fi dctectats in probele de apa.

4.3.2. Analiza MS
Rezolutia inaltd a aparatelor Orbitrap permite alegerea unei fereastre inguste de extractie a masei
la procesarea datelor, ceea ce imbunatateste raportul semnal/zgomot si contribuie la o atribuire
corectd a maselor.
in acest studiu, pentru prelucrarea rezultatelor, a fost stabiliti o tolcranta de 10 ppm, ceea ce a
asigurat o acuratete pe deplin satisficatoare, dupi cum se arati in tabelul 4.1. )
Masuratorile s-au realizat att in modul de functionare ESI(+) - ionizare pozitiva cét si ESI(-)
ionizare negativd. lonizarea pozitiva a fost preferatd pentru detectia majorititii analitilor cu
exceptia acidului clofibric, dicloxacilinei si protioconazolului.
Cu unele exceptii, s-a observat ci formarea aductilor cu ionul amoniu [M+NH,|" sau sodiu
[M+Na]" nu este frecventa in sistemul de ionizare al spectrometrului Orbitrap Exactive.
Teoretic, modul de achizitie a datelor prin scanare completd a probei, face ca toti compusii eluati
din coloana cromatografica sa fie masurati de cétre detector gi selectati dupa aceea din totalitatea
ionilor TIC (total ions current), permitind cresterea teoretic nelimitatd a numarului de compusi
detectabili. fard pierderi de sensibilitate.
Pentru a demonstra aceasta aproximativ 260 compusi suplimentari, incluzind amestecuri de
substante farmaceutice de uz veterinar si uman, si 162 de pesticide diferite. la un nivel de
concentratie de 100 ng L', au fost addugap impreund in diferite probe de api. Probele au fost
prelucratc prin metoda descrisd i analizate. Evaluarea rezultatelor a aritat ca 89% din

medicamente §i 91% din pesticide, au fost detectate.
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14, Validarea metodei si analiza probelor

Procedura de validare se bazeaza pe Ghidul de validare a metodelor de screening pentru

reziduurile de medicamente veterinare pentru Laboratoarele Comunitare de Referintd 20/1/2010.

Conform literaturii (EMEA/CYMP/ERA/418282/2005), concentratia de 100 ng L' a fost

considerata ca fiind relevanta pentru apa de suprafafa cit si pentru cea freaticd, iar concentratia

tintd a screening-ul a fost stabilitd la 50 ng L' (1/2 din valoarea de interes).

Rezultatele studiului de validare, incluzand limita de detectie, recuperarea maxima, capacitatea

de CCB, media si deviatia standard a erorii de masd (Appm), sunt prezentate in tabelul 4.1.

Tabel 4.1 Rezultatele studiulwi de validare

Compus (l;;':ctaede Regisirea CCB , Media St dev
(ng L) maximi % ng L Appm Appm
Flubendazol 10 80 30 1.08 091
Erithromicina s0 87 100 2.48 3.85
Dicloxacillin 100 80 - 2.46 3.07
Ciprofloxacind 100 68 100 2.93 2.85
Sulfamethoxazo! 10 82 10 0.70 0.59
QOxitetraciclind 50 83 30 3. 1.69
Carazolol 10 96 10 1.09 0.95
Diclofenac 10 102 50 115 0.77
Acid meclofenamic 50 77 100 1.69 160
Carabamazepind 10 103 50 1.03 0.58
Acid clofibric 10 99 100 0.26 1.47
Nistatina Nedetectat - - - -
Natamicind 50 48 100 1.87 1.34
Enilconazol 10 90 10 0.75 0.52
Ketoconazol 50 73 50 2.06 127
Fluconazol 50 97 50 1.57 0.93
Clotrimazol 10 103 50 1.05 113
Miconazol 10 66 50 0.69 0.62
Itraconazol 100 4 - 0.40 127
Griseofulvin S0 80 100 0.73 0.52
Voriconazo! to 102 10 0.95 0.70
Thiabendazol 10 93 10 0.70 0.43
Difenoconazol 10 67 50 0.66 057
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4.5, Confirmarea LC- MS/MS

fn acest studiu, pe parcursul validarii unele probe au prezentat niveluri ale concentratiei de
contaminanti mai mari decat nivelul validat, indicand contaminares, Extractul probelor suspecte
a fost reinjectat intr-un sistem triplu quadrupolar MS / MS (Xevo CT, Waters) echipat cu o
interfat electrospray, cuplat cu un sistem UPLC Acquity UPLC (Waters) pentru confirmarea
identitatii contaminantuluj,

Achizitia datelor s-a realizat prin monitorizarea simultani a mai muitor procese de disociere

{multiple reaction monitoring mode - MRM).

(Tabelul 4.2).
Alaturi de contaminantii raporiati in mod obisnuit de studiile efectuate in acest domeniu (Stolker

et al, 2004); sulfametoxazol, carbamazepind. diclofenac, eritromicind, acest studiu a pus in
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evidentd prezenta in apa a compusilor antifungici ca: fluconazol, ketoconazol, thiabendazol. in
toate probele de apa de addncime s-a detectat prezenta a cel putin unul dintre compusii studiati,
interesanta fiind prezenta constantd a ketoconazolului. Acesta este un antifungic utilizat in
medicina umand si vetcrinara, fiind totodatd si un component al unor produse cosmctic ca
sampoane sau creme, fiind cunoscut ca avand o remanenta mare in sol. In apa de suprafata
nivelul de contaminare a fost mai mare decét in cazul apelor freatice, nedepasindu-se totusi in

nici o prob analizati nivelul de 100 ng L™,

4.6. Problematica rezultatelor fals positive si fals negative pentru metodele de

screening

O alta consecinta a compexitatii multimetodelor sunt problemele legate de rezultatele fals.

in analizele de rutina a sute de probe se folosesc pentru prelucrarea datelor softuri complet
automatizate, care nu presupun evaluarea fiecarei cromatograme de catre analist. Softurile
actuale insd, nu permit uneori o diferentiere clara a picurilor. iar rezultatele fals pozitive apar si
in cazul analizei solvenului de spalare a sistemului sau a probelor blank de apa ultrapura. Aceasta
impune analize confirmatorii pentru aproape toate probele si face practic screeningul inutil.
Pentru ca acest gen de analizd si isi poatd gési o utilizarc eficienti in aplicatiile de rutina, sunt
necesare elemente de confinmare, micar pentru acei compusi care "apar” si in probelc de apa
ultrapura sau in solventi sau imbunatdtirea softurilor asa incat s permiti distinctia intre un pic
fals si unul real.

O solutie ar putea fi ciutarea picurilor izotopice sau fragmentarea compusilor in celula de
fragmentarc a spectrometrului Orbitrap, urmata de scanare completa si gasirea de fragmente cit
mai caracteristice.

Un astfel de experiment a fost efectuat cu ajutorul Orbitrap Exactive folosind celula de
fragmentare a aparatului. Energia de fragmentare a fost setati la 32eV.

Cu ajutorul programului HighChem Mass Fronticr 6.0. s-au simulat toate fragmentarile posibile
ale urmatorilor compusi: carabamazepind, carbendazim, ciproconazol, flubendazol, tebuconazol,

sulfamethoxazol, enilconazol, metalaxil si thiabendazol.
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S-ay analizat probe de solvent, apa ultrapura. probe de apa. probe de apa imbogatite cu solufii
standard la concentratii de 50 si 100 ng L, solutii standard. Tn urma fragmentirii s-au
identificat in spectrul de masa obtinut fragmentele posibile ficcarc substantd in parte, atét
pentru solutiile standard cét si pentru probele de apd imbogatite.

Folosirea aceluiasi soft pentru prelucrarea automati a datelor (ToxID) in cazul probelor de

solvent sau apa purd nu a indicat de data aceasta contaminarea.

4.7. Rezultatele screeningului pentru  probelor colectate din rduri din

RomAnia

Noui probe din rduri inportante din Romania si o proba de apa potabild au fost supuse unei
analize de screening conform procedurii descrise. S-au analizat probele de apd metionate, la
care s-au adiaugat aceleasi probe imbogitite la un nivel de concentratie de 50 ng L precum si
probe blank de apa ultrapurd si probe de api ultrapurd imbogitite la aceeasi concentratic,
pentru o evaluare cit mai corectd a rezuliatelor. La lista de compusi descrisa in Tabelul 4.1. s-
au adiugat: trimetroprimul [M+H]" = 291.14513; amoxicilina [M-H} = 364.09728;
sulfadiazina [M+H]}" = 251,05970; lincomicina [M+H]' = 407,22100; tilozina [M+H] =
916,52642; tiamulinul [M+H]" = 494,32982; ivermectina [M+HH4]" = 892,54173; doxicilina
[M+H]" 445,16054.

Prelucrarca rezultatelor s-a realizat cu ajutorul softului Xcalibur, prin cvaluarea fiecérei
cromatograme in parte. Extractia compusilor din TIC s-a facut cu o tolerantd a masei de 10
ppm, intr-o fereastra de timp de + 20 sec faja de timpul de retentie al standardului.

Probele provin din locatiile descrise Tn Tabelul 4.3.

Rezultatele screcningului au aritat faptul ca apele de pe teritoriul Romaniei sunt contaminate.
cu reziduuri de produse farmaceutice, atit de uz uman cét si de uz veterinar (Tabel 4.4.).
Contaminantii detectati sunt cei descrigi in general de literatura (Stolker et al., 2004) (Figura
4.5 si 4.6.). O noulate ar fi prezenta in raul Jijia a griseofulvinului, un antifungic de uz
veterinar, care insa nu se mai prescrie de mult timp, utilizarea lui fiind interzisa in UE.
Totodatd, de mentionat este si prezenta diclofenacului in apa potabild intr-o concentratie de
aproximativ 50 ng L, ceea ce depascste nivelul maxim admisibil pentru medicamentete de uz
uman prevazut d¢ EMEA/CHMP/SWP/4447/00 (2006).

Singura probd necontaminata a fost proba colectata din raul Timis (Jud. Brasov), rdu care,

pani fa locul de colectare (Orasul Brasov) nu traverseaza localitati in care se afla spitale.
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Tabelul 4.3.
Nr. probia

Sursele probelor de api colectate din Romania

Sursa probelor de api

1

2

(98]

Réu Prahova — locatia: dupi parcurgerea orasulului Sinaia
Réu Prahova — locatia: dupi parcurgerea orasulului Busteni
Réu Timis — locatia: oras Bragoy

Fluviu Dunarea — locatia: inainte de intrarea in orasul Galati
Fluviu Dunarea — locatia: dupa parcurgerea orasulului Galati
Apa potabild - sursa: Dunare

Raul Siret — locatia: inainte de virsare in fluviul Dunarea
Raul Prut - locatia: localitatea de granitd Albita (Jud. Iasi)
Raul Jijia - locatia: in apropierea orasului Tasi.

Lac in vecinatatea localitatii Husi (Jud. Tasi)
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Figura 4.5. Cromatograma LC-Orbitrap MS a probei nr 8 — Rau Prut. De sus in jos:
trimetoprim m/z 291.14513; sulfamethoxazol m/z 254,05935: carbamazepini m/z 237,10225;

diclofenac m/z 296.02393; eritromicind m/z 716,45795, carbendazim m/z 192,07675
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Figura 4.6. Cromatograma LC — Orbitrap MS a probei de apd potabild. De sus in jos:
diclofenac m/z 296,02395; carbamazepina m/z 237,10225; tiabendazol m/z 202,04335

4.8. Concluzii

Tn acest studiu, a fost aplicatd eu succes o metoda de screening care asigurd detectia a 42 de
compusi printr-o singura scanare de Tnalta rezolufie MS. Abordarea metodei este analiza post-
target. Utilizarea suplimentarad a U-HPILC oferd o rezolutie superioara cromatografic, ceea ce
duce la o sensibilitate imbunatatita. Datele actuale fumizate de Exactive Orbitrap arata o buna
calitate in ceea ce priveste acuratefea. Viteza de analizd este deasemenea crescutd. Acestea

sunt in mod clar avantaje, in comparatie cu tehnologiile mai vechi.
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Analiza probelor de apa colectate atit din Olanda, cat si din Romania au atatat contaminarea

cu diferite substante farmaceutice §i antifungice.
Multumiri

Multumesc institutului RIKILT-Wageningen University and Rescarch Center pentru sprijinul

acordat in derularea acestor analize.
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Capitolul 5

Absortia compusilor farmaceutici din sol de ciitre plante

5.2, Partea experimentali

5.2.1. Descrirea solului folosit in experiment
in acest studiu au fost utilizate doua tipuri de soluri nisipoase, caracteristice terenului arabil,
din zona agricola a Olandei, un sol omogen, avand un continut relativ ridicat de carbon
organic datoriti fertilizarii organice si resturilor de recolte. Solurile au fost colectate in vara
anului 2011 de la doua ferme situate in apropiere de Harskamp si Wageningen, Olanda. pH-ul
probelor de sol a fost de 4.5 si, respectiv, 5.5. Potrivit raportului RIVM din 2008, referitor la
"Profilul ecosistemul sol, in Olanda", (Rutgers et al., 2008). s-a considerat pentru solurile
nisipoase o valoare medie a materiei organice din sol (SOM) de 5.2%. Dupé colectare solul a
fost uscat in aer si trecut printr-o sitd de 3 mm pentru a se asigura omogenitatea.

5.2.2. Descrierea plantelelor folosite in experiment
In acest studiu a fost folosit un amestec de seminte de specii de iarba disponibil in
magazinele specializate (75% English Ray Grass, Lolium perenne; 25% iarba de camp, Poa
pratensis, Poa trivialis) si creson (Lepidium sativum). Plantele au fost plantate din seminte. i

5.2.3. Descrierea compusilor farmaceutici folositi in experiment
Trei substange de testare au fost selectate pentru a acoperi diferite clase de medicamente de uz
veterinar (sulfonamide, tetracicline, antifungice) si proprietafi fizico-chimice diferite (caracter
hidrofil sau lipofil, potentialul de absorbtie. mobilitatea si persistenta in sol). Substantele
standard au fost procurate dupa cum urmeazi: de la Sigma-Aldrich Chemic BV (Zwijndrecht,
Olanda), oxitetraciclina i sulfametoxazolul si de la EDQM (Strasbourg, Franta),

ketoconazotul.
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Contaminarea solului s-a facut simultan cu toti compusii alesi, in concentratii de 5 mg kg'l st
10 mg kg (Figura 5.1). Concentratia de 5 mg kg™ a fost selectatd ca cel mai rau caz (worst

case scenario) pentru reziduurilor de medicamente de uz veterinar masurate in soluri. De

asemenea, pentru comparatie a fost folosita si o concentratie de 10 mg kg’
5.2.4. Studiul de absortie

Pentru acest studiu au fost folosite rccipiente de plastic de capacitate 2,5 L (©18.5¢m)

umplute cu céte 2 kg de sol (greutate uscatd). Experimentul a fost proiectat in duplicat. Pentru

fiecare proba sol / planta au fost pregitite trei vase {(doud cu sol imbogatit cu antibiotic i unul

cu sol blank de control). Numiru! total de vase a fost de 24. Au fost utilizate vase separate

pentru speciile de plante.

Figura 5.1. ilustreaza modul de adaugare a compusilor Tn acest experiment.

1 rd din fiecare sciutie standard 2 midin fecare solutie standerd

10 mglmi difuats in 59 mi apa 0 gl diloats in 50 mf ape
1,5 g seminte iarb3 1.5 g seminte oebd / 3.8 0 ser{:mte farbs /
Y A /
"[;/4/ /// g Py
rd e // e o ~
At e P - -~
Blank Sot imbogatit Smaikg Sol imbngatt 10mgikg
2 g sol 2 kg sal 2 kg sof

Figura 5.1: imbogitirea solurilor cu compusii testate

in centrul de fiecarui vas a fost introdus vertical un tub PVC. cu un diametru de 2 cm st o
lungime de 20 cm. in partea inferioars, tubul a fost gaurit pe o portiune de aproximativ 6 cm.
Umidificarea solului s-a realizat prin aceste tuburi pentru a evita *spalarea’ contaminantilor de
la suprafatd si migrarea acestora cire partca inferioara a vaselor. Vasele au fost irigate pentru
a mentine un con{inut de apa de aproximativ 50-60% din capacitatea de saturatie a solului.
Experimentul a fost realizat intr-un laborator al RIKILT, Universitatea Wageningen, in
perioada iunie-august 201 1. Temperatura a fost mentinuta constanti la 20 °C, iar umiditatea la
70%. Vasele s-au udat la intervale de 2 zile cu apa ultrapura si s-au rolit pentru a egaliza
expunerea la lumina.

Dupa 8 saptamani pentru iarba iarba si 6 saptamani pentru creson, plantele au fost recoltate de

la aproximativ 1,5 cm deasupra suprafetei solului. Dupa tocare §i omogenizare, materialul
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vegetal proaspit din fiecare vas a fost stocat in congelator, la - 20 °C, in tuburi de plastic,

pana la efectuarea analizelor.
5.2.5. Analiza materialului vegetal

Procedura de extractie ASE

Procedura validata este descrisd in cap 3.2. in studiul de dezvoltare al metodei ce include
acelasi grup de compusi, pe matricea de sol i material vegetal.

Recuperarea celor trei compusi investigali din matricea de materialul vegetal a fost de: 53%
pentru oxitetraciclind, 59% pentru ketoconazol, i 60% pentru sulfametoxazol.

Instrumentatia folosita la analiza compusilor

Pentru analize a fost folosit un sistem LC-MS de scanare completd: Exactive Orbitrap
(Thermo Fisher Scientific), cuplat la un cromatograf de lichide de ultra presiune (U-HPLC)
(Thermo Scientific Accela TM). Conditiile analizei sunt cele descrise la capitolul 3.2.
Extractul probelor suspecte a fost reinjectat intr-un sistem triplu quadrupolar MS/MS (Xevo
CT, Waters) echipat cu o interfatd electrospray, cuplat cu un sistem UPLC Acquity UPLC
(Waters) pentru confirmarea identitafii contaminantilor.

Liniaritatea metodei analitice a fost buna (R > 0,99) pe domeniul de concentratie 0-50 pg kg™
Limitele de detectie pentru sulfametoxazol, oxitetraciclina §i ketoconazol, calculate pe baza

curbelor de calibrare, ay fost de: 4,4 gkg™. 2,6 g kg'l si respectiv 1.1 gkg' .

5.3. Estimarea concentratiei absorbite

Modelul partitiei considerd transportul pasiv al moleculelor mici - cum ar fi pesticide,
fungicide, antibiotice, produse farmaceutice - din apa intersitiala din sol in planta (Chiou et al,
2001; Montforts, 2006.).

Modelul este exprimat ca:

C roil

Cw = Fae seilsXoc Ec5.1.
Cpt =Xpt+Cw+[fpw+t fchs Kch + f lip+ Kiip], Ec.5.2.
Unde:

C. — concentratia substantei active in apa interstitiala (mg/kg);

Cioit — concentratia substantei active in sol (mg/kg);
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C p —concentratia substantei active in planta (mg/kg);

Foe soil — fractia de carbon organic din sol;

Koc — coeficientul de partitic carbon organic din sol — apa;

o o — constanta de cvasi-echilibru;

f pw — procentul de apé din compozitia plantei;

t on —procentul de carbohidrati din compozitia plantei

fiip — procentul de lipide din compozitia plantei;

Ko — coeficientul de partitie pentru carbohidratii din planta;

Kiip — coeficientul de partitie pentru lipidele din planti;

Kow — coeficientul de partitie octanol — apa.

Se considera Ky, ~ Kow si suma carbohidratilor, proteinelor si celulozei din planti ca avind
acelasi coeficient de partitie

Keh. & p = 1 denota o stare de echilibru.

Compozitia ierbii gi a creson-ului a fost aproximatd la: 88,8% apa, 0,97%, lipide si glucide
10,2% (Li et al, 2005.).

Valorile estimate in cazul contaminarii solului cu produsele farmaceutice mentionate la o
concentratie de 5 mg kg'I sunt: 15-50 pg kg'l pentru sulfametoxazol; 0,09-0,15 ng kg! pentru

oxitetraciclind; 50-75 pg kg", pentru ketoeonazol (folosind valoarea estimata a Kow = 3.84).

5.4. Rezultate si discutii

Asimilarea compusilor selectati a fost evaluald prin extractia compusilor din plantele in stare
proaspata si analiza UHPLC — MS/MS. Atilt iarba si cresonul au absorbit sulfametoxazol si
ketoconazol. Oxitetraciclina nu a fost detectatd in nici o proba. Antibioticele nu au fost
detectate in probele de control. Concentratiile sunt raportate la greutatea vegetalelor in stare
proaspata.

Date detaliate pentru absorbfia de catre plantele expuse a contaminantilor din solurile

imbogatite la 5 si 10 micrograme kg™ cu compusgii selectati sunt prezentate in tabelul 5.1.
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Tabel 5.1. Valorile experimentale ale absortiei de catre plante ale compusilor folositi in studiu

Cantitatea de substanta absorbitd (ng kg-1)

Proba Sulfamethoxazol Oxitetraciclina Ketoconazol
larba io sol 1_imbogatit la 5 mg kg 1 21,5 <LD <LD
Iarbé i sol 1_ fmbogatit la 5 mg kg " 10,5 <LD 1,7
farba insol 1_ imbogatit la 10 mg kg ™ 17,5 <LD 29
farba in sol 1_ imbogatit la 10 mg kg ™ 12,9 <LD 1.7
larbd in sol 2_ imbogitit 1a 5 mg kg ' 7.1 < LD <LD
larbi n sol 2_ imbogatit la S mg kg ™' 6.8 <LD 2,0
Tarbd in sol 2 imbogatit la 10 mg kg ™' 14,5 <LD 1,7
larb in sol 2_ imbogitit la 10 mg kg ™! 5.0 <LD 19
Creson in sol 1_imbogatit la 5 mg kg 49 <LD 2.4
Creson in sol 1_ imbogatit la 5 mg kg! 41 <LD <LD
Creson in sol 1_ imbogatit la 10 mg kg 7.0 <LD <LD
Creson in sol 1_imbogatit la 10 mg kg 42 <LD <LD
Creson in sol 2_fmbogitit 1a 5 mg kg™ 6,6 <LD 7.0
Creson in sol 2_ imbogatit la 5 mg kg - <LD <LD
Creson in sol 2_ fmbogatit Ia 10 mg kg™ 45 <LD <LD
Cresonin sol 2_imbogatit la 10 mg kg’ 75 < LD 7.0

Legatura dintre procesul de absortie §i proprietatile fizico-chimice ale contamintilor
Absorbfia compusilor organici neionici din sol de cétre radacinile plantelor este considerata a
fi un proces de partifie si, in general, aceasta creste cu cregterea caracterului hidrofil al unui
compus (Wu et al., 2010). Pe de alta parte, asimilarea compusilor ionizabili este determinati
de caracterul hidrofob de pKa, precum i de pH-ului substratului (Trapp, 2000). La un pH al
solului cuprins intre 4.5 si 5,5, sulfamethoxazolul este predominant sub forma de peutra,
oxitetraciclina este de 50% in forma neutra si 50% in forma tonizata si ketoconazolul este de
70-80%. in forma ionizatd (software MarvinSketch). Pentru compusii organici ionizabli,
poate reduce bioacumularea acestora lor in plante (Rabolle si Sqliid, 2006).

Rezultatul obtinut pentru oxitetraciclina, in conformitate cu valorile estimate, poate fi explicat
prin proprietétile sale. Asimilarea oxitetraciclinei este dependenti de pH: este cea mai mica la
pH 5.0 si cea mai mare la pH 7,0. Aceasta tendin{i este legata de disocierea oxitetraciclinei in

conditii diferite de pH-ului sub forma de zwitterion, ceea ce favorizeaza absorbtia (Kong,. et
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al., 2007). lonizarea oxitetraciclinei poate influenta in mod semnificativ comportamentul
acestcia in sol, incluzénd aici hidroliza in apa §i absorbtia pe componentele solului (Chen si
Huang. 2003). Oxitetraciclina poate forma complecsi stabili cu cationi de metal din sol,
influentand astfel absorbtia sa (Andreu et al, 2009;. Jones etal, 2005.). Odatd ce este adsorbiti
in sol, desorbitia oxitetraciclinei sc realizeazi greu, fapt sugerat de valoarea Koc: doar 0.5-
2.3% este eliberata din lut §i nisip argilos (Rabelle si Sqliid, 2006).

Coeficientii de absorbic in sol ai sulfonamidelor sunt foarte mici (Boxall et al., 2002), ceea ce
indica faptul ci sulfonamidele sunt mai biodisponibile. La pH-ul solului de 4,5 - 5,5
sulfametoxazolul este aproape complet in forma neutra, iar acest lucru Tnseamna cd absorbtia
si transportul in plantd urmeaza un model de transport pasiv, dupd modelul de partitic cu
tactorul de cvasi-echilibrum apt ~ 1. Ca ordin de mirime rezultatele obginute sunt in
concordan{i cu valoarea estimati.

Asimilarea ketoconazolului, intr-o concentratie de 2-5 g kg™, in contradictic cu valorile
estimate, sugereazi ca absorbtia si translocarea ketoconazolului in frunze prin fluxul de api,
este scizutd. Aceastd afirmatic este sustinuti de studii de translocatic a substantelor organice
in diferitc plante, indicand faptul ci relatia dintre absorbtie si log Kow este reprezentati
printr-o curba de distributie gaussiana (Briggs et al., 1982).

Translocatia maxima a fost observati la un log Kow in jur de 1,7-1,8 in timp ce absortia
compusilor cu caracter putemic lipofil (log Kow> 4.5) este scizuti. Foarte interesanti este
observatia lui Hsu (1990), care stabileste o legatura printr-o distributie gaussiana intre
absortie, confinutul de substante organice din sol (SOM) si log Kow. Astfel absortia
compusilor organici din sol este maxima in jurul valorii log Kow 1-1,2 fiind cu att mai
scazuta cu cat continutul de SOM este mai mare. Insi atunci cind cresterea plantelor se face
fard sol, hidroponic, absortia maxima se realizeazi la o valoare de 3-3,2 a log Kow pentru
contaminati.

La pH-ul solului (4.5-5.5), ketoconazol este ionizat in proportie de 70-80%, iar modelut
folosit in estimare bazat pe partitia unui transport pasiv nu mai este potrivit pentru modelarea
cantitafii absorbite. Totodatd, absorbtia scazuti a ketoconazolului poate fi, explicatd pria
valoarea Koc relativ mare (disponibilitate redusi), prin caracterului lipofil, ceca ce determini
asocierea cu materia organicd in sol (Kipopoulou et al., 1999) si prin masa molccular a
substantei ce depaseste 500 g mol™ (Kumar et al., 2005 b).

Pe baza rezultatelor experimentale, valoarea calculata a factorul de cvasi- echilibru, derivat

dinEc.5.2. este apt =0,1.

44



5.5. Concluzii

Studiul demonstreazi inci o dati capacitatea plantelor de a absorbi compusii farmaceutici din
solurile fertilizate. Concentraia de produselor farmaceutice efectiv disponibild pentru a fi
preluatd de catre plante este consideratd a fi concentratia din apa interstifiala, care poate fi
estimata §i calculats. Compozitia solului influenfeazi concentrafia de reziduuri farmaceutice
in apa interstitiald prin continutul de materic organici din sol (SOM). Concentrafia de
reziduuri farmaceutice, in diferite par{i ale plantei pot sau nu in echilibru cu concentratia
aceslora in apa externa.

Modelul partitiei da rezultate satisfacitoare pentru transportul pasiv al sulfametoxazolului. in
cazul compusilor foarte lipofili, cum ar fi ketoconazol, exista o corelaie inversé intre factorul

de cvasi-echilibru (apt) si valoarea Kow, absorbtia din sol fiind, prin urmare, redusa.
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Capitolul 6

Evaluarea contaminirii pe lantul animal-sol-plante-animal

6.1. Introducere

Luénd in considerare practica agricola de utilizare a gunoiului de grajd ca fertlizator, in acest
capitol se evalueazd, prin modelare matematica, transferul de produse farmaceutice de la
animale la sol, plante si din nou la animale de la care se obtin produse (carne si lapte)
utilizate in alimentagia umana.

Punctul de plecare intr-un exercifiu de evaluare a contaminarii mediului cu produse
farmaceutice este, in mod firesc, legislatia europeana si ghidurile aferente acesteia cu privire
la metodologia si modele de calcul.

Tara noastra nu are traditie in utilizarea pe scard intensiva a gunoiului de grajd ca fertilizator
pentru terenuri agricole, acest lucru ficdndu-se mai muit in sistem gospodaresc. in mod
sporadic si probabil necontrolat. De aceea, modelul aplicat in acest studiu pleaca de lao
situaie concreti dintr-o anumita zond din Europa (Olanda), avand la dispozitie informatii
privind practicile agricole si veterinare, utilizarea terenurilor, utilizarea fertilizatorilor si
reglemetirile specifice. Acest lucru nu exclude aplicabilitatea modelului si la noi in tari, pe

arii mai restranse si eventual cu mici modificiri, tindnd de particularitatile intalnite.
6.2.  Parametrii scenariului

in mod realist, cel mai defavorabil caz trebuie s se bazeze pe practica agricola de zi cu zi .
Agricultura olandeza prezintd un numar de caracteristici distincte: colectarea i pastrarea in
condifii optime a gunoiului de grajd; timpul de aplicare a gunoiului de grajd in anumite
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regiuni limitat la perioada martie-septembrie si impirtit in patru evenimente de imprastiere:
unul la inceputul sezonului, unul 1a stérsit, iar celelalte doua la intervale egale, ceea ce face ca
gunoiul imprastiat la inceputul sezonului s aiba o durata de depozitare de 152 zile, iar
celelalte loturi de 71 de zile: injectarea la 5 cm adancime sau in cazul cultivarii directe la 20
cm adincime; terenuri intinse pentru zonele de pasunat pentru bovine si ovine.

Sunt posibile trei scenarii de contaminare a solului: excrefia directa a bovinelor in zonele de
pasunat; fertilizarea terenurilor (arabil si pasuni) cu gunoi de grajd; folosirea apelor reziduale
pentru irigatii.

Scenariul ales pentru acest studiu de modelare cuprinde trei substante active din clase
terapeutice diferite si avind proprietati fizico-chimice diferite, administrate in doze
terapeutice si subterapeutice, trei specii de pasari de crescatorie: pui broileri, curcani, gaini
oudtoare, $i considera contaminarea ca urmare a fertilizarii unui teren de pagsunat.

Se considera ca fiecare pasare va primi un singur tratament terapeutic pe timpul ciclului de
viata. Modelul ia in considerare fractia de substantd activd excretatd in balegar si rata de
degradare a acestuia atat in balegar cdt si in sol. Nu s-au avut in vedere metabolitii
substantelor considerate.

Se va considera modelul olandez de feritilizare a pasunilor, ce cuprinde 4 sezoane de
feritlizare in intervalul martie-septembrie, cu injectarea la 5 cm adincime a noroiului de
fertilizare. Se presupune ci gunoiul de grajd cu care se face fertilizarea provine de la
crescatorii de pasari.

Se va considera ¢d o turmi de bovine pasc libere pe pasunile respective si se va estima
cantitatea de reziduuri farmaceutice din carnea si laptele acestora.

Pentru transferul contaminantilor din sol in apa se considerd ci fractia biodisponibila este

continutd de apa interstitial §i absortia urmeaza modelul partitiei (o < 1).
6.4. Descrierea modelului
6.4.1. Estimarea cantidfii de contaminant in sol
Adoptand un algoritm pentru modelul propus de Montfort (2005), formulele de calcul a

cantitiitii predictibile de contaminant in sol folosite in acest studiu sunt urmatoarele:

Calcularea PEC pentru broileri (pui de carne):

Qexer = Qc « Tt~ Fexcre+ Manim * Nelclu anim Ec.6.1.

47



B e
lexcrtm? ‘A{fja-"deg {Ta-iny

ctnd = i . unden=Tl/teZ Ec. 6.2.

Q2 mxerr %ﬂ~£delji Ta2-a7) g g —kaeg ol 5+;x-—;ﬁ§

= T 62
CnB = —— Ec. 6.3.
Q3awcre §d~f\'ﬂ‘-5g: erEn el ~wdege il !+z‘i§;—,’§‘;j§ .
= c. 64
cnC P Ec. 6
fo—kdegi T s+min-ar} —RAagy F i+ Te-5133
Dds¥Cre e B ‘g ¥ L5
.2 L : Ec.6.5.
CnD T2ibn
Prosex{Cndve —idegzizss -Tel +Cn5ke_m9z “hffnfss_kd‘,gzyi +Cnl}
PEC = - - A Ec. 6.6.
RHOsoIxCONVarie=DEPTHednp
Calcularea PEC pentru curcani
Qexcr = Q¢ » Ti » Fexcrt ¥ Manim * Neiclu anim Ec.6.7.
T
—xdegei—;
Glexecrty o z
Cnd = Ec. 6.8.
T1:Pn
wd (T:.
—wdEgel=—"
2excrty @ 4
CnB = —-Lﬁ‘— Ec. 6.9.
—-‘m’:‘g-("EE
3sxcrte & vDé
cnc =2 . Ec. 6.10.
25Pr
i; N —Rdegd
k4 FECCTEY & . .
3 cnp =% T2ePm Ec. 6.11.
1
Proste{Cndne NORFRIESE TD ppp gkdeq n T oo RdegaTE 0 pyy .
BEC = s - - : Ec. 6.12.
RHOfci«CONVayria 2DEPTHe2mp
Calcularea PEC pentru gaini ouatoare
Qexer = Qe # Ti ¥ Fexcrt « Manim ¢ Nciclu anim Ec. 6.13.
~ sxerts & 0 o,
Cnd = 97 ;;11':5 Fc. 6.14.
N
Tz
~xdeg 2]
@ axcrtx e * “2 .
CnB = e ——— 0, (Qexctr.=0) Ec. 6.15.
T2
_ ~ -kdege
JExcirew . N
(nC= "———— =0 (Qexctr. =0) Le. 6.16.

T2:Pm




—ndeg«
Qaxcrixe &

nD = P =0, (Qexctr. =0).

Pr s:'(cm*e—kdegzé:u—m}}

PEC =

RHQsalsLONVarie+DEPT Hcimp

Tabel 6.1. Parametrii ecuatiilor 6.1. —6.18.

Valori initiale

Qc Doza zilnica de substanta activa

T tratament Durata tratamentului

Valori date

M animal Masa corporald medie a animalului

F excrt Fractia de substanta activa excretati
Np Productia de azot pentru ferma/zi

Np Necesarul de azot standard in sol (EU)
RHOsol Densitatea solului

Timpul de injumatijire a substantei active in gunoiul

DT50gunoi de grajd

DT50sol Timpul de Injumatatire a substantei active in sol
DEPTH camp Adancimea de injectare in sol

Conv arie factor [Factorul de conversie pentru aria terenurilor agricole
T ciclu Durata cilului de viata al animalului

Tl Dutara de depozitare T1

T2 Durata de depozitare T2

Valori

intermediare

Cicluri animal Numarul de cicluri de viata / an

Numarul de cicluri de viata pe perioada de depozitare
Nlcicluri animal TH(TH 7 ciclu)

Numarul de cicluri de viata pe perioada de depozitare

N2cicluri animal T2 (T2/ 1 ciclu)

Kdeg! (gunoi Constanta de transformare a substantei active in
grajd) gunciul de grajd

Kdegl (sol) Constanta de transformare a substantei active in sol

Ec. 6.17.

Ec. 6.18.

mg kg" zi!

zile

kg animal”'
%

kg ferma™ zi”!
kg m™

kg m”

zile
zile

m

m? ha'!
zilc
zile

zile

Animal an™

Animal loc” an”

Animal foc™" an™
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Q excrt,
Q1 excert.

Q 2(3,4) excrt.
Cn205A
Cn205B
Cn205C
Cn205D

Valoare finala

PEC sol

Cantitatca de substanta activé excretatd/an
Cantitatea de substanti activa excretati/perioada T
Cantitatea de substantd activid excretatd/perioa
T2(3.4) )

Concentratia in azot dupa prima fertilizare
Concentratia in azot dupa a doua fertilizare
Concentratia Tn azot dupa a treia fertilizare

Concentratia in azot dupa a patra fertilizare

Concentratia estimata in sol dupi patru fertilizari

Mg loct an”
da

mg kg

mg kg

mg kg

mg kg

mg kg™ sol

Tabel 6.2. Valori initiale pentru paramentrii de intrare ai ecuatilor 6.1-6.22.

Valori date

M animal
F excretatd
Np

Npst

RHO sol

DTS0 gunoi

DT50 sol

DEPTH camp

Conv. arie factor
T ciclu

Tl

T2

Masa media a animatului Kg animal™

Fractia de substanta activa excretata =~ %

Productia de azot pentru terma/zi kg loc™ zi™
Necesarul de azot standard (EU) kgm™
Densitatea solului kgm?

Timpul de injunatitire a substantei zile

active in gunoiul de grajd

Timpul de injumatatire a substantei zile
active in sol
Adéancimea de injectare in sol m

Factorul de conversie pentru aria

tercnurifor agricole m* ha”
Durata ciclului de viatd al animalului  zile
Durata de depozitare T1 ztle
Durata de depozitare T2 Zile

Pui Curcani  Gdini
1 6.5 1.6
0.85 —oxitetraciclina
0.20 — sulfamethoxazo}
0.38 - ketoconazol

0.6

170

1500

18 —oxitetraciclind

20 - sufamethoxazol
30 - ketoconazol
30-oxitetraciclind

30 - sulfamethoxazol
30 - ketoconazol

0.05

10000

50 °



6.4.2. Estimarea absortiei contaminantilor de cdtre plante
Pentru a estima cantitatea de substante preluate de catre plante din sol s-a utilizal un model de
partitic in care concentrajia maxima de contaminant in orice locatie din plantd este
determinata de echilibrul cu concentratia din apa interstitiala din sol.
Valorile coeficientulut de cvasi-echilibru pentru cele frci substante considerate au fost
determinate experimental prin studiul prezentat in capitolul 5.

Factorul de cvasi- equilibriu (determinat experimental):

Cpe
Cwif pw+[ sheKoh+f LipsKiip)

w pt = Ec.6.19.

Klip~Kow

x pt = 1 penlru oxiteiraciclinag yi sulfumetoxazal 3. 0.1 pentru ketoconazol

6.4.3. Estimarea transferului contaminafilor de la plantd la carne si lapte

Ingestia zilnici de contaminant a unei vaci este desigur proportionald cu cantitatea de hrana
ingerata si cu gradul de contaminare al acesteia:
DI = ¥ Csoil * Fsoil + Cpi* Fpl Ec. 6.20.
Unde: DI reprezinté cantitatea de contaminant ingerata zilnic {(mg zihy;

Fioit Teprezinti cantitatea de sol ingerata zilnic (0.1 kg zi™y,

Fpi reprezintd cantitatea de vegetale ingeratd zilnic (25 kg zih.
Pentru transferul contaminantilor se utilizeaza balanta masica §i modelul difuziei
contaminantilor din tractul digestiv in sdnge $i grasime alcatuit de McLachlan (1994).
Factorul de biotransfer:
log BTF = -0.9%logKow * + 1.07 = loagKow — 3.56 Ec. 6.21.
(R*=0.8259; [=716.31)
Concentratia farmaceuticelor in carne si lapte:
C=BTF+DI+Cg Ec. 6.22.
Unde:
BTF — factorul de biotransfer;
DI - cantitatea de contaminant ingerati zilnic (mg zi™y;
Cg— continutu] mediu in grasime al carnii respectiv al laptelui (19% si respectiv 4% - Lorber
etal., 1994).
Valorile estimate obtinute utilizind modelul propus in conditiile scenariilor alese se regdsesc

in Tabelul 6 1.
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6.3.

Analiza sensibilitatii modelului

Utilitatea unui model se reflecta in corectitudinea si exactitatea datclor produse (output data).

insa, pentru ca modelele reprezinta o reflectare aproximativa a realititii i datele de intrare

(input data) sunt rareori foarte precise, toate valorile produse sunt mai mult sau mai putin

imprecise.

Analiza sensibilitatii unui model studiaza impactul posibilelor erori in datclc de intrare asupra

datelor produse. Unul din modurile de a face aceasta analiza este de a varia paramctrii de

intrare si de a observa cum sunt afectate datele produse.

Diagrama spider, ofera o imagine completd a relatiilor intre fiecare parametru si

performantele modelului. O astfel de analiza a fost efectuati pentru a studia sensibilitatea

modelului elaborat in aceastd lucrare. (Figura 6.1.).

6,00-‘
5,00 4

4,00 4

2,00

Contitatea de reziduuri in carnea de vaca (ng/kg)

0,00

Sensibilitatea modelului {compusu! - oxitetraciclina; specia de pasari - broiler)

s Masa anim;l
mieen Fractia excretata
s oza administrata
sbtcn FOC

e fOR KOC

wongieez |0g KOW

0,0%

20,0%

T T T

400%  500%  BO0%  100,0% 1200%  1400%
Variatia parametrilor intitiali ca % din valoarea de baza

T
160,0%  180,0%

Figura 6.1. Tlustrarea sensibilitatii modelului elaborat (spider plot). Compusul: oxitetraciclina,
specia de pasiri: broileri

Variatia parametrilor s-a realizat in acest caz in limitele care reies din Tabelul 6.2.
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Tabel 6.2. Variatia concentrafici contaminatului in carnea de vith, in cazul variatiei
parametritor de intrare. Modelul s-a utilizat in cazul oxitetraciclinei, specia de pasdri aleasa
tiind brotler

Variabile de intrare. Variabile de intrare % baza Date produse (output)
Variabile de intrare {iInput) Min Baza Max_ Min % Baza % Max % Min Baza Maxim Amplitudine
Masa animal 05 1 1,5] 50,0% 100,0% 150,0% 0,77 1,54 2,32 1,55
Fractia excretata 0.8 0,85, 09| 94,0% 100,0% 106,0% 1,45 1,54 1,63 0,18
Doza administrata 10.00 30,00 30,00 33,3% 100,0% 100.0% 0,51 1,54 1,54 1,03
SOM 0,01 0,05 0,08f 20,0%. 100,0% 160.0% 2,40 1.54 1,46 0,94
tog Koc 4,44392  4,44392 4,9699{ 100,0% 100,0%: 112,0% 1,54 1,54 1,395 0,15
log Kow -1,10 -0,95 -0,501 85,0% 100,0% 145,0% 0,99 1,54 5,44 4,45
a 0,10 1,00 1,00] 10,0% 100,0% 100,0% 1,35 1,54 1,54 0,19
Consum brana 15,00 25.00: 35,00 60,0% 100,0% 140,0% 1,46 1,54 1,63 0,17

Din diagramele trasate pentru fiecare dintre compui selectati se observd o influenta dramatica
a coeficientului de partitic octanol apd log Kow in toate cele trei cazuri. De ascmenea se
observa odatd cu cresterea log Kow si o crestere a influentei pe care o are asupra valorilor
obtinute fractia materiilor organice din sol (Foc sau SOM). Cu exceptia Koc si log Kow,
pentru restul parametrilor variatia valorilor produse, respectiv a concentratiei de contaminant
n camne si lapte este liniara.

in concluzie modelul este sensibil in mod deosebit la variatiile log Kow si Foc, acestia fiind

parametrii cheie ai modelului.

6.6. Concluzii

Acest capitol propune un model matematic mecanicistic pentru evaluarea contamindrii cirnii
si laptclui de vacd, in cazul in care hrana acestora a absorbit antibiotice dintr-un sol
contaminat. Scenariile presupun fertilizarea unei pasuni cu gunoiul provenit de la fermele de
pasari. Psunea respectiva cste utilizata ca sursa de hrana pentru o turma de vact.

Rezultatele confirma posibilitatea contamindrii carnii si laptelui de vaca cu compusii selectati.
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Capitolul 7

Caracterizarea riscului alimentar de ingestie a alimentelor si apei

contaminate cu reziduuri ale compusilor farmaceutici

7.2.  Substante farmaceutice in apa potabila

Limitele toxicologice a contaminantilor farmaceutici in apa potabila sunt considerate ca 10%
din ADI sau MRL in lapte (Montfort, 2005). Se considerd un consum mediu de 2 L apa zilnic
pentru o persoand cu o greutate corporala de 60 kg.

Daca substanta farmaceutica nu e folositd si ca medicament veterinar si nu este disponibila
valoarea ADI si MRL, se calculeazd un ADI provizoriu din cea mai micd doza cu efect
farmaceutic, utilizind un factor de siguranta de 100.

in cazul contaminantilor selectati in studiul de modelare matematica vom avea:
Sulfamethoxazol

Doza orald minima pentru om: 2 g zi'. Sulfamethoxazolul este inclus in Ancxa I a
Regulamentului 2377/90 ca facand parte din clasa sulfonamidelor. ADI = 0.2 mg kg 'zi™".
MRL =100 g kg'l lapte. MRL in lapte este bazat pe un consum de 1.5 L per zi.

Caleul: 100 pg kg™ lapte * 1.5 kg lapte persoand” /2 L api pcrsoanﬁ".

Limita maxima de reziduuri in apa potabila; 75 pg L™,

Oxitetraciclina

Doza orala minima pentru om: 1 g zi'. Oxitetraciclina cste inclusd in Aneza 1 a
Regulamentului  2377/90. ADl = 0.03 mgkg MRL = 100 pg kg lapte
(EMEA/MRL/026/95). MRL in lapte estc bazat pe un consum de 1.5 1. per zi.

Caleul: (100 pg L™ lapte * 1.5 kg lapte persoana™) /2 L api pcrsoané",

Limita maxitma de reziduuri in apa potabild: 75 pg L™,
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Ketoconazol
Doza orald minima pentru om: 0.2 gram per zi. Ketoconazolul nu este autorizat pentru uz
veterinar. Nu exista date referitoare la doza maxima admisibila sau MRL.

Caleut: 200 pg L™ /100. Limita maxima de reziduuri in apa potabila: 2 pg L.
7.1. Doza zilnici estimata

Considerand compusul farmaceutic sulfamethoxazol, si aplicind modelul cosului zilnic, la
care adaugam contaminarea apei si vegetalelor calculul dozei zilnice estimate va fi urmatorul:

EDI = Y(MRL carne * 0,3 + MRLficat + 0,1 + MALrinichi » 0,05 + MRL grasime
0,05 + MRL lapte ¥ 1,5 + MRLapa *» 2+ Cveg » 0,5)

ED1=357,5 pgzi’.

Fara si depaseascd ADI, cantitatea zilnica ingeratd poate avea insd efecte pe termen lung,
poate declanga reactii alergice sau de hipersensibiliate, complicatii hematologice la pacientii
cu deficit de glucozo-6 fosfat-dehidrogenaz, dezvoltarea rezistentei bacteriene la
sulfonamide.

Trebuie adiugat insa ci, studiile efectuate au raportat niveluri de contaminare a apei cu
sulfamethoxazol sub 0,1 pg L7, cu mult mai mici decit concentratia utilizatd in aceasti
estimare.

in cazul compusului ketoconazol, desi nu este exclusa o potentiala expunere, aceasta estimare
nu se poate realiza intrucat pentru acest compus nu sunt fixate limite maxime de reziduuri si

ADL
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CONCLUZII

Obiectivul acestei teze a fost evaluarea riscului reprezentat de prezenta reziduurilor
compusilor farmaceutici in alimente si apa. Abordarea acestui subiect s-a facut prin urmdrirea
mai multor cai de expunere: alimentele dc origine animala, apa, vegetale.

Prin dezvoltarea unei metode noi de screening HPLC-UV pentru analiza simultand a patru
sulfonamide in fesut muscular de pasire si aplicarca acesteia pc probe reale s-a demonstrat
expunerea poten(iald a consumatorilor la reziduuri din aceasta clasa, la un nivel ce depascste
uneori limita maxima admisa.

Dezvoltarea de multimetode capabile si determine clase diferite de compusi farmaceutici.
antifungice si biocide n apa, sol si material vegetal este una din cerinele actuale ale evaludrii
riscului de contaminare a mediului.

Metodele dezvoltate in aceasta tezd pun in eviden}d superioritatea tehnicilor de inaltd rezolutie
Orbitrap MS, ca tehnici de screening, permitind totodatd aplicarea unei metode mai pugin
selective pentru prepararea probelor.

Analiza probelor reale de apa si sol a demonstrat contaminarea cu compusi farmaceutici sau
antifungici la un nivel ce depaseste limita admisa pentru substantcle farmaceutice de uz uman.
Atét probele de api colectate din Romania cét si din Olanda au aratat contaminarea cu
sulfamethoxazol, diclofenac, eritromicing, carbamazepini, ketoconazol, thiabendazol,
carbendazim si alte produse farmaceutice.

Solul colectat din Olanda dupd perioada de fertilizare a prezentat contaminare cu
oxitetraciclina.

S-a investigat capacitatea plantelor de a absorbi aceste substante atunci cand existd o
contaminare a solului. Experimentele au demonstrat ca pentru nivelurile de contaminare
testate, plantele au aceasta capacitate, absortia fiind dependenta de proprietatile fizico-chimice
ale compusilor si de particularitatile sotului.

Data fiind omniprezenta compusilor farmaceutici in mediu si capacitatea plantelor de a-i
absorbi, este necesara evaluarea expunerii consumatorilor prin contaminare indirecta.

Pentru acesta s-a evaluat prin elaborarea unui model matematic impactul contaminarii solului
asupra introducerii compusilor farmaceutici in lantul alimentar. Rezultatele au demonstrat

posibila contaminare cu sulfametoxazol §i ketoconazol a carnii si laptelui de vaca in cazul in
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care animalcle consumi vegetale cultivate pe un sol contaminat. Modelut claborat a fost
evaluat printr-o analizi a sensibilitatii, evidentiindu-se parametrii relevanti.
Problematica contamindrii mediului cu produse farmaceutice este foarte actuala. Identificarea
compusilor farmaceutici in apa si sol, demonstrarea transferul acestor compusi fa plante §i in
lantul alimentar a deschis o cutie a Pandorei intr-un mod pe care alte descoperiri nu au facut-
0. Acecasta pe de o parte pentru ca s-a consticntizat ci apa de baut, de exemplu, este in parle o
api reciclata din alte organisme. Interesul public i al mass mediei a fost prompt chiar daca s-
au masurat concentratii ale contaminantilor foarte mici.
Atunci cand se evalueaza riscurile la expunerea de contaminanti farmaceutici este important
sa se faca distictia intre om si ecosisteme, atit In termenii expunerii cat si a efectelor.
Concentratii de ordinul ppt pentru ecosisteme pot duce la modificari in expresia genelor, nsa
pentru om consumul zilnic pe intreaga duratad de viata ar oferi o expunere la compusii
individuali aproximativ egald cu o singurd doza terapeutica, eeea ce sugereazd un pericol
minor pentru sanatatea umana in general.
Evaluarea toxicitatii cronice in urna expunerii la amesteeuri de farmaceutice nu trebui insi
neglijatd. Totodatd trebuie luate in considerare abordiri netraditionale pentru studiile de
toxicitate ca de exemplu evaluarca raspunsurilor comportamentale, de dezvoltare, de
reproducere sau studii de toxicogenomicd, inclusiv identificarea ctapelor de viata specifice,
care ar putea fi mai vulnerabile la aceste produse farmaceutice.
Ca expunere secundard, dar mai importantd decat ingestia directd, este inducerea rezistenjei
baeteriene ia antibiotice.
Evaluarea riscurilor ar putea beneficia, de asemenea, o lista de produse farmaceutice care
prezinta riscul cel mai mare, identificat pe baza unor factori specifici: modut de actiune, doza
terapeutica, expunerea mediului. Din datele disponibile se poate afirma ci nu existd inca nici
o lista de prioritéti acceptata.
in concluzie, cercetarile viitoare vor trebui sa raspunda urmatoarelor intrebari:

= Care este impactul expunerii la amestecurile de contaminanti farmaceutici?

= Care suni efectele acestei expuneri pe termen scurt si lung?

= Sunt anumite grupuri ale populatici mai vulnerabile la acegti compusi, ca exemplu

sugarii, persoanele cu imunitatea compromisa sau cei care suferd de alergii?
= Sunt concentratiile din sol sau apa ale acestor contaminanii suficiente pentru a provoca

dezvoltarea i transmiterea rezistentei bacteriene la antibiotice?
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Este totodata necesar sé se ia in considerare noi metode chimice de reducere a contaminarii cu
produse farmaceeutice a apelor uzale ca: procese de oxidare avansati cu HyOa, Oz, ClO,, UV,

sau purificarea cu carbon activ. Prin acestc tratamente se urmireste pierderea efectului

farmaceutic si cresterea capacitatii de biodegradare.
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Contributii originale si directii viitoare de cercetare

in cadrul studiilor efectuate pentru elaborarea acestei téze au fost dezvoltate urmitoarele
metode analitice:

- Metoda de determinarea simultand a patru  sulfonamide (sulfametoxazol,
sulfaquinoxalind, sulfadiazind si sulfadimetoxind) in tesut muscular de pui, prin
cromatografie Tn lichide cu detectic UV (HPLC-UV).

- Metoda de determinare simultana a 43 de compusi tarmaceutici din elase diferite,
bioeide si antifungice in apd de suprafatd §i adincime, utilizind cromatografia de
lichide de ultra-performantd si spectrometria de masa de inalta rezolutic (U-HPCL
Exactive Orbitrap MS).

- Metoda de determinare simultana a 42 de compusi farmaceutici din clase diferite,
biocide si antifungice in sol §i material vegetal in stare proaspitd, utilizdnd
cromatografia de lichide de ultra-performanta si spectrometria de masi de inalta
rezolutie (U-HPCL Exactive Orbitrap MS).

Difcritele tehnici de extractie utilizate (lichid-lichid, prin ultrasonificare sau extractia
acceleratd cu solventi), purificarea si concentrarea probelor prin extractie in fazi solida au fost
optimizate pentru obtinerea unor randamente cAt mai bune si pentru inliturarea efectelor
matricei.

Compusii analizati au fost foarte variati §i au inclus clase diferite de farmaccutice si
antifungice.

Studiul a demonstrat ca utilizarea tehnicilor MS de inaltd rezolutie permite separarea si
identifiearea unui numar foarte mare de compusi printr-un singur proces de detectie.

Conform legislatiei, toate rezultatele au fost confirmate prin analizd MS-MS (HPLC sau U-
HPLC Triple Quadrupole MS/MS).

Toate metodele analitice prezentate in teza sunt originale si au fost validate in intregime
urmand toate etapele necesare:

- Validarea prospectivd a metodei de preparare a probei, a metodei de separare si de
detectie.

- Procesarea datelor reale in paralel cu probe de control pentru determinarea exactitatii

(regasirii).
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- Validarea retrospectiva pentru evalvarea repetabilitatit si variabilitatii pe durata
studiului.

Metodele dezvoitaté in acest studiu pentru analiza matricelor de mediu sunt in prezent folosite

pentru  screeningul - substantelor farmaceutice §i antifungice la Institului de Contro! a

Reziduurilor RIKILT-Wageningen University and Rescarch Center, Olanda.

Studiul de absortie a xenobioticelor de citre plante a completat cercetarea in domeniu prin
includerea unui compus (ketoconazoluf) nestudiat pan in momentul de fata. Un alt element
de originalitate al studiului o reprezintd compararea rezultatelor experimentale obtinute cu
rezultatele estimate printr-un model matematic, evidentiind relatia dintre proprietatile
compusilor si capacitatea de a fi absorbifi si transportati in interiorul plantelor. Studiul a luat
in considerarea nu numai plante destinate consumului uman, ci §i consumului animal in

vederea evaludrii contamindrii indirecte a produselor de origine animala.

A fost elaborat un model matematic pentru cstimarea expunerii indirecte a consumatorilor la
reziduuri farmaceutice. Modelul a adaptat ecuatii existente in literatura la situatii concrete,
utilizdnd scenarii diferite.

Rezultatele obtinute au permis caracterizarea riscului generat de prezenta in alimente si mediu

a reziduurilor compusilor farmaceutici.

Cercetdrile au pus in evidentd faptul ca reziduurile farmaceutice pot constitui o sursa de
hazard in alimente, prin nerespectarea normelor de bund practicd veterinard si/sau prin
contaminarea mediului inconjurator.

Pe baza studiului, institutiile abilitate ar trebui sd ia masuri cu privire fa: controlul strict al
reziduurilor farmaceutice in alimentele de origine animali; fixarea corectd si respectarea,
timpului de asteptare pentru medicamentele de uz veterinar; identificarea riscurilor pe care
aceste substante le reprezintd pentru mediu si alcituirea unei liste de substante cu risc major;
monitorizarea continui a acestor substanie in mediul acvatic pentru o evaluare corectd a
expunerii omului; elaborarea de stategii de evaluare a riscului, cu abordarca pe clasc
terapeutice, deoarece asemdnarea structurald intre medicamentele din aceecasi clasa face
plauzibild anticiparea de efecte similare; organizarea de campanii de informare a publicului

larg precum si noi masuri de reglementare a emisiei acestor reziduuri in mediu.
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Luand in considerare detectarea reziduurilor ca diclofenac, sulfametoxazol, carbendazim,
carbamazepind, tebuconazol, thiabendazol in probele de apid de Dunare, inclusiv in apa
potabili obtinuta din Dunire, o directie viitoare de studiu ar putea fi monitorizarea periodica a
reziduurilor compugilor farmaceutici, care si conduci la o evaluare a contamindrii fluviului si
sedimentelor, precum si a efectelor pe care aceastd posibila contaminare o are asupra

ccosistemelor adiacente, inclusiv impactului asupra sinatatii camenilor.
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