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Rezumat

Aceasti tczi de doctorat vizeazd lrci protrlcme inlportrxll!, peniru sigxranra ali.r!,ntar:i: r\rcl.111

reziduurilor farmaceutice in alinrente gi nrediul inconjurltor, lransferul acestor contan.tinarti dirl

mediul inconjuritor in lanlul alimentar gi impactul asupra consumatorilor.

Pen1ru detectria reziduurilor de compuqi famiaceutici in diferite ntalrici au t'ost dezvoltate nretodc

analitice noi.

O mctod}. I{PLC a fost dezvohati pcntru rnaliza simultani tr patru sulftinar:tide in [esLrt

muscular de pui. Aplicati pe probe de came prelevate de pe piala din Romiinia, nrctoda a pus in

evidenli prezenla contaminirii cu sulfadiazinl in 12 dintre cele 30 de probe cxalninare.

O melodi tJ-HPt,C cuplati cu tehnica de inalti rezolutic Orbitrap MS a fost dczvoltatd pc'nrrLr

sceenir.rgul printr-un singur proces de deteclie MS a 4i de compusi fannace-urici si antifunsici irr

ap6, in domeniul de concentralii de la l0 la 100 ng L-1. Studiul a cont-rmr.tt prezen{a reziduurilor

in probe de apl din Romdnia qi Olanda.

Aceeali metodd analitici a lbst aplicati pe probc de sol 5i planr!- penrru acc'lcasi clasr' dc

compu;i, in domcniul de concentralii de la l0 la 100 pe kg'r. I,enrru e\rrectia cornpusilor Jin

matricile complexe s-au comparat doul tehnici: e\tractia asisrali dc- ultrasunctc- si crrraclirr

aclrelerald cu solventi (.ASE). Purificarea qi concertrarea probelor s-e rcalizat utrlirind e\rracrid

in taza solidd (SPE). Metoda a fost folositi pentru analiza a difcrite prlrte Jc s.l c.,l-ir:rr tlirr

zone agricole din Olanda. fiind confimratE contamiuarea cu oxitetrr,ci.:lin6.

Metoda analitici a t'ost tillosit[ pentru a invesriga poten{ialul plantelor de a prr:ua .iin r rr.r

cumpuSi fanrlaceutici diferi{i. Studiul a concluzionat ci plantele utilizat€ in e\perinrclr ( rj::f, :r

cresoll) au fost capabile si preia antibiotice, sublirriind torodati legitura dintrc pr.-p1.ri: e

llzico-clrimice ale compu;ilor selectati fi absortia acestora de citrc plante.

in linai. expurrerca omului la transferul in lautul alirnentar a conrpugilor fannaceutici prezcnli in

!'ri a lost evaluati pc haza unui model nratenratic.
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Inlroducere

in agricultura ntodemi, medicarneutele de uz veterinar sttnt utilizatc pe scara largd gl

administrate anirrralelor in diferite moduri: ca aditivi in hrani, iu api de baut sau alte fome, in

scopuri terapeutice, profilactice sau ca prornotori de crc$tere. Consumul anual de Inedicamente

veterinare in Europa esle estimat la peste l0 000 tone (Stolkcr. 2005). Mai mult de 70% din

acestea sunt antibiotice (tlalling-Sorenscn et al., 1998).

Reziduurile acestor substan{e pot aparea in alimentele de origine anin1al6. Ulilizarea in scop

terapeutic nu ar trebui sa pund problemc in acest sens daci lratamentul se t-ace sub indrunrarea

unui medic veterinar. insi, daci acestc substante se administreazl in mod necontrolat. in doze

mari. iar animalele se sacrifici la scurt timp dupd adnrinistrarca tralamenlului. reziduurile pot

apirea in alimente, uneori in cantiteli ce depigesc limitele maximc admise.

Conduita profilacticd este o componerrtS importanti a managenentului unei ltrme in care utr

numir nrare de animale trdiesc impreund- intr-un spatiu rciativ rostrans. Pentru a preveni

imbolnlvirile in masi se folosefte aditivarea hranei cu doz-e subterapeutice de medicanenle.

I{rana medicamentati prin adaos de antibioticc se foloseqte qi ca prontotor de creqtere in multe

teri din Europa. Aceste aspectc t'ac ca aparilia reziduurilor si fie un motiv de ingrijorare pentru

siguranta alimentare.

'fotodata, studii recente au raportat detectarea compugilor larmaceutici in apa de suprafa{i.

lieaticl sau potabiln. in sol sau plante, ceea ce denoti potentialul de conLtminare al mediului cu

aceste substente. in unna a diferite practici agricole sau a dcversirii necotrtrolale a de;eurilor

( Ilatt $i Aga, 1005).

Mai multe Regula[lente qi Decizii ale conrisiilor Parlamcntului [uropean. sau Ghiduri alc

Agentiei lruropene pentru Medicatnente ;i Agcnliei Europene de Mediu. reglementeazl nivelul

maxim de reziduuri admis, interzic folosirea anunrilor substan.te. impun analizc de risc pentm

mediu in vcderea ohlinerii autoriza{iilor de fabricalie sau conrercializare. stabilind totodatl
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progralnele de prelevare qi control ar reziduurilor in produsere arimentare precum qi
pertbmran{ele melodelor analilice folosite.

Existenta nietodelor pentru deteminarea reziduurilor farmaceutice este esentiala in evaluarea
riscului sau in procesele de decizie.

Mulli din aceqti compu5i sunt prezenli in concentratii foarte nrici, iar distribu{ia ror in spatiu 5itinrp este aiat dc variat[ asrfer incAt dezvortarea de metode precise de detenrinare reprczinti o
provocare pentru e.tapa de analiza a riscului
Frogramele actuare de monitorizare necesiti metode sensibire ;i selective pentru analiza acestor
contaminanti. odaLi cu dezvortarea tehniciror de deteclie trebuie dczvortate ;i metode potrivite
pentru prepararea diverselor probe.

Principalul scop al acestei teze a tbst acela de a contribui Ia cercetarea curentr in do,reniu, prin
dezvoltarea de noi metode pentm anariza reziduurilor rarmaceutice in arimente, api. sor pi de a
evalua ctrile de expunere a onrului la aceste reziduuri.
Teza are dorrii pini princrpare. prima a.ra* pe dezvorlatea si varidarea unor me(ode anariticc noi,
utilizdnd cromatografia in richide gi spectronretria de masi, incruzand tehnici specitice de
prepararea a probelor din matrici complexe (lesut animal, api, sol, material vegetal),
Au fost dezvortate metode de screening, rolosind tehnici diferite: HpLC-UV. u-HpLC_ OrbitrapMS Criteriire stricte de identif,icare a compu;iror determinati prin metodere de screening au
impus folosirea spectrometriei de masi MS/MS pentru confirmarea rezultatelor. Diverse tehnici
de extracfie ca: e\tractia richid-lichid, extractia ?n faztr sorid' spE, exrractia accererati cusolve.ti (ASE) si extractr'a asistati de urtrasunete au fost apricate ;i conrparate.
A doua parte a tezei se constituie in evaluarea abso4iei a rei compu;i farmaceutici rliferili dc
crtre plante din sol contaminat qi elaborarea unui model matematic pentru evaluarea contaminirii
cu compuqi fannaceulici de-a lungul lanturui arimentar animar - sor - prante - animar - om.
Lucrarea este stntcturatA in 9 capitole dupi cum Untrcaza:
capitolul t cuprinde informatii din riteraturi privitoare ra identificarea potenliariror contaminanri
farmaceutici gi a efecteror posibire ale acestei contamindri, evidentiazi ciire de contaminare.
subliniind totodari aspecte ale legistaliei din acest dorneniu.
Capitolur // descrie dezvoltarea unei metode simpre pentru detenninarea sinrurtani a patru
sultbnarnide (sullldimetoxina, sulladiazina, sulfametoxazol qi sulfaquinoxalina) itr fesutulnruscular de pui, prin anariz-, lJpr-c cu deteclie uv. pentru e\tractia compugiror de interes din



probl s-a utilizat tehnica de extrac]ie lichid - lichid cu solvenli organici. Metoda a fost validati

in confonnitate cu legislalia fluropeand (Dccizia 6-5712002 cE). t-imitele de detec]ie (LoD) au

variat intre 6.5 qi 0.14 pg kg-r, regisirea pentru probele inrbogilite cu 50' 100' 150 pg kgr

amestec sullirnamide a tbst peste 70%. Metoda validatl a tbst aptricat[ intr-un studiu de deplelie

a reziduurilor ;i pe probe reale colectate din piele din Rominia. Rezultatele i}tl aritat

contaminarea a l2 probe de rnuEchi din cele 30 colectate cu sulfadiazinl in concentra{ii care

variazddelalS0pgkg-rlal00pgkg-r.Aceastaconcentratiedep5ieftelimitade tolcrantra

reglementati. Rezultatele au fost confirmate prin analizi I"IPI-C-MS/MS'

Capitoltil 1// descrie dezvoltarea unei ntetode de screening pentru deterntinarea simultanl a 42

compusi larmaceutici, biocide qi fungicide in sol qi in probe de nTaterial vegetal. Pentru extractia

courpuqilor de interes au fbst comparate ertraclia asistatd de ultrasunete ;i extractia acceleratl cu

solvcnti (ASE). Ca tehnici de analizl s-a utilizat separarea compu5ilor prin crornatogral'le de

Ultra-perfonnanfi (UPLC) umratn de analiza spectrometticl de masi de inalL6 rezoltttie folosind

tehnologia orbitrap MS. Analiza compu;ilor s-a realizat printr-un singur proces de detectie MS,

intr-o abordare Post-target.

Ambele procese dc extractie au fosl optimizate qi comparate. Un proces de extractie ASE a fost

validat pentru detenninarea a 42 de compu;i farmaceutici, biocide 6i fungicide diferite, in sol 9i

in plante. Eficienfa recuperlrii din probele de sol a lbst mai mare de 70% pentru mai nrult de

6g% din compuqi. Limita de deteclie a tbst < l0 mg kg-r pentru 93% din conrpuqii tesla{i.

lificienla recuperdrii din probele de material vegetal a fost peste 70% pentru 64Y, dttt contpuqi

tesrati. Limita de deteclie a fost < l0 mg kg-' pentru 669,',0 din compuqi. Metoda a fost folositS la

analiz-a de probe de sol ;i material vegetal coleclate din zone agricole din Olanda. in urma

analizelor au fost detectate reziduuri de oxitetracilind.

Capitolul mai cuprinde aspecte practice gi teorelice ate optimizirii preparirii probei, consideralii

retbritoare [a procedura tle validare, qi eviclen{iazi avantajele folosirii unui echipament de inaltii

rezolulie pcntru detec!ia MS.

Capitohl 1l' descrie dezvoltarea gi validarea unei metode rapide;i selective pentru sceeningul a

4-i de compuqi farnraceutici qi antifungici, in apa de supratb|[ qi frealic5. printr-un singur proces

de detectie NlS, utilizind tehnica U-HP[,C-MS Exactivc orbitrap la o rezolulie de 50.000.

Detectia compusilor s-a bazat pe masa exacti calculatd qi pe tirnpul dc reten{ie. S-au evidentiat

inrportanla preciziei qi a putcrii de rezolulie pentru acuratetca rezultatelor. Au fost optimizate



condiriile purificirii proberor prin extactie in fazn solidi (SpE) penhu o recuperare c6t mai bunda analitilor.

Prin apricarea metodei finare, 710to dinconrpuSi au prezintat recuperiri mai mari de g0gro, l5%din compuqi au prezintat recuperiri intre 60-0/o qi g0% qi 7% din conrpu'i au prezentar recupeririintre 40yo 5i 50% Niverur dc detec{ie a fost de I0 ng L-r penrru 6lo/odintre compugi. 50 ng r,-rpentm 32% qi 100 ng L-r penrru 5% dintre cornpu.i. probe reare corectate din oranda giRom6nia' au fost anarizate prin metoda specificata, eviden{iindu-se prezenta a difcriticontanrinali farmaceulici. Toale rezultele au fost conf.irmate prin deteclie MS/MS.
Totodati' pentru cvitarea rezurateror fars positive 5i negative, situalie comuni nretoder.r dcscreening utirizate in prezent. a fost propust oplimizarea metodei de screening prin fragmentareaionilor' detectia in fur-scan printr-un singur process MS ;i identificarea de fragmente
caracteristice, fblosind acelagi echipament. Exactive Orbitrap - MS.
Capitorur y''investigheazS potenfiarur a douh specii de prante de a absorbi ,.ei compu6ifannaceutici printr-un studiu experimentar. Au fbsl forosite doui tipuri de sor gi doui tipuri deplante: iarbe gi creson (o planLi pentru consum uman ce intre in componenfa unor sarate).Conlaminarea solului s-a realizat la doud niveluri de concentrafie: 5 mg kg-r and l0 mg kg-r.Analiza datereror oblinute a concruzionar ci prantele utirizale ?n acest studiu sunt capabire siabsoarb, sulfamethoxazol 5i ketoconazor cdnd solur este contaminat ra un niver dc 5-r0 pg kg-r.Esle explicata qi subliniati regdhrra dintre procesere <1e absor{ie si proprietilile frzico-chirnice aresubstan[eror sau calitatea solurui, concentrafiile esperimentale fiind comparate cu cele ohtinute inumra aplicirii unui model matematic.

Capitolul I.7 evalueazi prin modelare matematici transferul d,- produse farmaceutice de-a lungullan6ului alirnentar animal - sol _ planti _ animal _ om. S_au analizat noue scenarii tiniind cont tlcemisia contaminanliror, clepozitarea ;i apricarea gunoiului de grajtt, capacitarea plantelor de aabsorbi sutrstanlere din sor gi de bioacunrurarea acestora in organismul animar. Varorire obtinutcpentru carne au variat intre 0 - 2 ng kg-r pcntru oxiteoaciclina. 0,glJ - U.l I pg ;r, ;",rr.,sulfameroxazol qi 32,4 _0.05 pg kg-r pentru keroconazoi.
in urma analizei sensibilitrtii aplicali modelului propus, s-a stabilit ci parametii cheie ai acestuiasunt coeficientur de partilie octanol - api ar sutrstantcror qi rlaclia de nraterii organice conti'uti
de sol



Capitotul I'lt evaluaz| datele obtinute in capitoluI anterior din punctul de vedere al e)(punelll

consumatorului la acegti contaminanti. luind in considerare reziduurile din alimentc de origine

anirnall din apa qi din vegetale.

tjltiniele capitole ale tezei se referi la concluziilc acestui studiu ;i propun noi direc{ii de

cercetare.



Rezultate experimentale

Capitolul2

A.naliza simultani a patru surfonamitre iu lesut muscurrr de pui prin I.rpLC

2.1. In troducere

Sult-adinrethoxina. sulfantetoxazolul, sultaquinoxalina qi sulfadiazina sunt sulfonanridele cele
mai fiecvenl utilizate in crescitoriire de pisdri. Ere sunt absorbite cu ugurinli gi distribuite in
organismului pdsErilor, se acumulcazr in diferite tesuturi $i se transferi in produsele alimentare
obtinute prin prelucrarea crnrii (Kan qi petz. 2000; Furusawa qi Kishda 2002). Nerespectarea
perioadelelor de aqteptare recomandate inainte de sacril'icare. poate afecta siguranla alimentarr
cu privire la camea de pui gi produsele oblinute din acea-sta.

Scopul acesfui str'rdiu este de a pronrova o metodi Hpr.,c-Lrv. care poate fi utiiizati pe,tru
deteclia qi cuantificarea reziduurilor sulfonanrideror in carnea de pui. Aceastl metodi ar putea fi
utili atit laboratoarelelor din fabricile de medicamente de uz veterinar pentru stabilirea limpului
de asteptare, precuur 5i labomtoarelor oficiale de control, care evalueazd in mod regular punerea

in aplicare a bunelor practici velerinare! penlru a dctecm abaterile de la rcgulilc de utilizare a

rnedicametelor de uz vetcrinar.

sultbnanridele determinate au fost: sufametoxazol sulladimethoxina. surr-aquinoxalina sr

sullbdiazina, unele dintre cele mai utilizate sulfonamide in practica veterinari curenti. Validarea
metodei s-a realizat in conlomitate cu ghidurile in vigoare privind validarea metodetor analitice
pentru detenlinarea reziduurilor tie produse lannaceutice tle uz veterirrar in produsc alinrentare

1)



de origine animalS. Metoda este exacti, selectiv5. sinrpli, economicE ca timp qi costuri. capabilS

sI detecteze reziduuri dc sulfonamide sub limitele maxime de reziduuri (MRL).

71 Materiale qi ntetode

Apor0turo

Analizele s-au efectuat cu ajutorul unui sistem HPLC cu detector uv (waters 9t, LlSA),

prcvxzut cu auto- samplcr (waters 717 Plus, USA);i pompi quatemare (waters 510 li 590.

IJSA). Coloana cmmatoglatlcl pc care s-a rcalizat separarea cornpuqilor: Zorbax sB-C'18

(Agilent Technologies. USA).

Standardele au fost procurate de la: Sigma Chemical (USA) pentru sulfadimetoxinS. 5i

sulfameroxazol si EDQM (Strasbourg, Fran.ta) pentru sulfaquinoxalini. 9i sult'adiazind.

S-au utilizat reactivi de puritate cromatografici.

Coletlurea probelor

Matricele blanc au provenit de la pui care nu au prirrrit anterior vreun tratament medicamentos,

provenili de la Biobaza S.N. lnstitutul PasteLrr. Probele au fost depozitate in stare congelari la

-17'C, pdnl la utilizare.

Studiul de deplefie a reziduurilor s-a efectuat pe pui ctrrora li s-au administrat doz.e terapeuticr: de

medicamente, in condilii normale de ferma. Paslrite au fost i'urnizate de c5tre s.N. Biobaza

Institutul Pasteur, Bucure5ti, Romania - Laboratorul pentru teste experimentale pentru pui dc

gtrini qi curcani.

-30 probe de carne de pas5re a citc 100 g. au fost colcctate din divcrse piele din Ronidnia.

regiunea Prahova gi Galaqi. Probele de tesut muscular au lbst depozitate in stare congelali

(-1 7'C)" pdnA la electuarea analizelor.

Prepararea probelor

Extraclia sultbnamr{elor s-a realizat utilizand o metode modificati duph Fumsawa qi Hanabusa'

Stoev ;i Michaitova (2000) Zece gtatnc de probd omrcgenizati se cantaresc itrtr-un tub de

centritugi qi se adaug5 20 mL acetonitril. Proba se omogenizeaz[ prin agitare tinrp dc 3 min qi se

centrifugheaz-i la 3500 rpm timp de l0 min. Supematantul se colecleazi iar reziduul se e\trage

tlin nou cu l0 ml, de acetonS. Dupi omogenizarc qi agitare tinrp de 3 minute, prrrba sc

r:entrifugheazi din nou. Extractele reunite se evapord aproape de sec la 30'C. Reziduul se reia cu

i
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5 nrl. de diclormetan $i se extrage. Se centrilirg;heirzn la 3500 rpm. l0 nri,. Se separi
diclomretanul 5i se repeti estrac{iile de inci doul ori. reunind extractele de diclonnetan. Se

evapora extractele reunite la sec la 40"C. Reziduul se reconstitule in lnrl de metanol: fbslat

disodic solutie 6 g L-t (-50:50). Se adaugd 2 mL hexan pentru indepartarea pigmcntilor gi

grisirnilor. se agiti. se centrit-ugeazi Ia 3500 rprn timp de 15 min qi se indepartcazi hexanul.

Solufia rdmasr se filtreazi prinrr-un llltru de 0,2 - 0,45pm ;i se injccteazi in sistenrul I lpl,c.
Analiza HPLC: Fazd mobili: 75 : )5: soru{ie fosi'at disodic 6 g L'' (pH : 8.5) : metanol (viv).

Debilul i-azei mobile. I ml, nrin-r. volunrul dc injectie:20 pL. Lungime dc undi detector:254

nm. Durata analizei: l0 nrin

C onfi rma re u LC - ll[S/ NIS

Identificarea qi cuantificarea anali{ilor a fost realizati cu ajutorul unui sistcnr LC Waters 2695

(usA) HPLC, cuplat cu un spectrometru de masd quadrupolar MS-MS euattro Micro
(Micromass, USA). coloana de separare folosit[: x Bridge Shield Rplg (waters. USA). Faza

mobilS: rnetanol (l)) qi 0. t% solutie de acid tbrmic (A).

Pentru confirmare au tbst aplicate criteriile descrise de Deciziei 2002/657/CE. incluzanrj

delectarea a doui liaEncnte ionice cu rtr] rapon corespunzilor.

2-3- Validarea procedurii analitice

Metoda propusi a fost validatI in conformitate cu prevederile Ghidului EtvIEA - .. Notice to

applicant and cuideline - vetcrinary nredicinal products. vol g,, si alc Decizie comisiei tjEC

657/2002. urmhrind urmltoarele criterii: speciiicilate, precizie. acuratete, linearitate, limita de

cuantiticare, limita de detectie.

Parametrii validdrii sunt detaliati in tabelul 2. l.
'I'abelul 2. I Paranretrii de validare ai metodei IIpLC
Reziduu marker RT l.ot). Loe Media Media ccu ccp Linearitate
- . . min pg kg-' pg kg' RSD 96 regasirii 9i, pg kg-r pg kg,r
Sulfadiazina 2.7 0.14 0..12 lt 84 104 fnug UqS5t
Sulfadimetoxina -1.2 0,.16 I .08 l3
Sullametoxazol 4.0 0.-58 L68 9
Sulfaquinoralina 6.8 6.53 I 9.6 8

77 109 121 0.9834
70 lll ltq 0.9911
7t ll3 125 0.9800
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2.4. Rezultate 9i discu{ii

2.4.1. Prepararea probei

La tbl ca pentru cele ntai multe antibiotice, extragerea selectivi a sulfonamidelor din lesuturile

biologice cstc conrplicatl din cauza caracterului polar al ana)itilor qi a componentelor matricei

deopotrivi ( Stolker, 2005 ).

Sulfonamidele au o bunl solubilitate in solven{i polari. Acctonitrilul a fost ales pentru a extrage

aceste compuqi ;i datoriti propriet6{ilor de a denatura qi precipita proleinele probei, ceea ce

detenlini o extraclie 'turat6" qi eficientd prin eliberarca reziduurilor de sulfonamide legate de

aceste proteine. Acetona a fost deasemenea folositi pentru epuizarea compu;ilor de interes din

probi.

Polaritatea diclormetanului este mai nrici decat a acetonilrilui qi acetonei. pernitand separarea

cornpuqilor de interes din extractul inilial. N-heranul a fost utilizat pentru degresarea cxtractul

Pe parcursul extracliei a lbst observat ca tlind imporlant si se respecte plopotia dintre solYen!i

Prin prelucrarea rezultatelelor oblinute rezultl ci specificitatea qi coeficientii de recuperare au

iost in limite acceptabile, ceea ce confirmi elicienla extracliei 9i o bunl inliturare a

interferenfelor matricei. I-imita de deteclie a tbst. de asemenea. comparabilf, cu alte metode

raportate.

2.6. Analiza probtlor reale

Rezultatul analizelor I.IPLC a experimentului de deplelie a arltat toate lesuturile anintale conlin

sultbnamide peste nivelul MRL.

'l'reizeci de probe de muqchi de pui colectate din piele din Rominia, au fost investigate pentru

reziduurile de sulfonamide fblosind metoda IIPLC prczentati nrai sus. Doudsprezece probe de

mugchi au cdllinut sulfadiazina in concentratii care variazd de la I 80 ptg kg-r la 300 pg kg-r, ceea

ce dcpaSeqte limita de toleranti reglententati.

I
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un Concluzii

Metoda prezentati a fost dezYoltati pentru a detenllina simultan reziduuri de sulfadiazini.
sulfametoxazol, sull'adimethoxina qi surfaquinoxarina in nruschiur de pui prin anariza Hpr-c.
dupA e\(rac{ia cu solvcnli organici.

lvletoda estc sinrpli, rapidi 5i economicd. criteriire de varidare inrpuse: specificitate. precizie,

exactitate. lirnita de detecfie si cuantificare, linearitate. au respectat conditiile impuse de Decizia
comisiei Europerrc 2.007/657|EC, cu privire la validarea metodelor de analizl. Rezultatele au tbst
conlinnate prin analize MS/MS confbnn legisla$ei in vigoare.

Metoda poate detecta reziduuri de sulfonamide. firi utilizarea spectrometriei de masi sau

derivatizarea fluorimetrictr a componentilor.

Metoda propusd este potrivitS pentru controlul rcziduurilor in lesutul muscular de pui, pentnr
utilizarea in studii dc depletie gi detenninarea timpului de aqteptare pentru oricare din analilii
prezentati.

I
!

$

&

*
I



Capitolul3

Extracfia asistatl de ultrasunete in comparatie cu extrac{ia accelerati cu

solven{i (ASE) unnatfl de analiza U-HPLC-Orbitrap-MS pentru screeningul

compuqilor farmaceutici qi al fungicidelor in probc de sol 9i material vegetal

3.2. Materiale qi metode

CompuSii chimici. reuctit'i si tnttteriale

Un amestec de contpugi diferi[i apa(indnd unor clase diferite de substante farmaceutice cum ar

fi: benzimidazoli. tranchilizante. macrolide, sullbnanride, chinolone, peniciline, tetracicline, anti-

inllamatoare nestcroidiene (AINS). antiepileptice, regulatori de lipide. antilungice azoilce.

antifungice poliene, inhibitori mitotici. biocide qi fungicide. a fost ales pentru a dezruolta accasti

metodi.

Toate substantele standard utilizate au fosl ar:hizilionate de la Sigma-Aldrich Chemie BV, cu

exceptia nalamicinei, achizi(ionati de la F'luka carazololul, bromuconazol 9i acid clofibric' de [a

Dr. llhrenstorfer gi itraconazolul. tcrconazolul. ketoconazolul si fluconazolul. care art lirst

achizilionate de la EDQM. S-au utilizat reactivi de puritate cronratoggafici.

Colectarea probelor

Probele selectate au tbst matrici reale de medir incluz-ind probe de soluri diferite (nisipoase 9i

argiloase). culturi gi iarbi, din zone agricole importante din Olanda. Probele au fost prelevaie in

luna rnai 201 l. dupi perioada de f'ertilizare a solurilor, care. in Olanda incepe in luna martie. Din

tiecare punct de prelevare. cuprinzAntl o supraf'a1d de I nrr. au tbst prelcvate cite douf, sub-probe.
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Probele de sol au lbst uscate intr-un cuptor Memnrert (Depex) la 40 .C, timp de 6 ore, trecute
printr-o site de 2 nrm apoi, sub-probele din fiecare punct de prerevare au fost omogenizate.
Probele s-au depozitat la 4 'c in frigidere pini cdnd au tbsr exrrase gi analizate, dar nu mai mult
de l0 de zile.

Materialul vegetal proaspit a fost tocat i* blender. omogenizat qi depozitat ra -20 .c pini ra

extraclie, dar nu mai mult de 30 zile.

Procedura de exttaclie ASE

Extractia a fost efectuati cu ajutorul unui sistenr de ASE 200 ec}ripat cu un selector de solventi
(Dionex, ASE 350, suA). Aproximativ 5 g de probi de sor uscat sau 3 g de material vegetar

proaspat' tocat in prealabil, s-au amestecat cu 5 g pamint de diatomee penrru a cre$te sr"rpratala

de conract intre probl ;i solventul de extrac{ie gi pentru a preveni colmatarea cclulei de

ertracfie. Celulele de extraclie cu capacitatea de 33 mL (caprugite cu tiltre din microfibrl
Wlrahran) au fost umplute cu probele astfel pregitite.

Condiliile optine de func{ionare pentru procedura ASE au fost: temperatura de extractie 50.C:
presiunea de extractie 1500 psi; doui cicluri statice de extraclie cu durata de 5 nrin fiecare,

volum de sprlare 500,,6. Au fost utilizati urmitorii solventi de extractie: acetoni: acid citric 0,2 M
- 50:50 (pH-ul ajustat Ia 4,5 cu hidroxid de sodiu), pentm probere de sol qi metanol: acid citric
0'2 M - 50:-s0 (pH-ul ajustat la 4,5 cu hidroxid de sodiu), pentru probele de rnateriar vegetar.

Dupi extractie, in fiecare probi s-au adeugat cate 100 pt, Na2EDTA 1M gi api urtrapurificatd

pdnf, la un volum de 50 mr-. Probere au rbst centrifugate rimp de 15 min ra i500 rot / mrn
(centrifuga BVM 6 / i00)- o parte alicotd din extract, corespunzhtoare ra r g de probr a rbst
separatr qi diluatr cu api pa.i la o ooncentrafie finali de solvent organic de l0g/o.

Prot:edura de eilraclie asistdtd de trltrasurete

-i g de sol sau 3 g de material vegetal au fost c6ntirite cu precizie in tuburi de centrifugare de 50

ml. in fiecare tuh au fost adluga{i cdte r00 pr, NaIED'IA lM. Analitii au rbst extrasi in 20 mL
solvent de extraclie prin plasarea tuburilor irrtr-o baie cu urtrasunele, tinp de r h, urmatr de

agitare. I h. solventul de exraclie urilizat a fost metanol: acid citric 0,2 M - 50:50 (plr-ul ajustat
la 4,5 cu hidroxid de s.diu). Dupi exlrac{ie. probere au lbst centrifugate timp de l-s mi. ra 3500
rpnl : supernatantul a fost transferat intr-un balon de 50 mL. procedura de extraclie a fost
repctal5 0 datr. cu acelaqi volum de solvent- Extractele au tbst cornbinate, omogenizate,

adrugindu-se ap6 ultra puri pinl ra vorumui de 40 mr-. o parte aricotr din e\tracl

Ii
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corespunzdtoare la I g de probd a fost separati 9i diluati cu apI pin[ la o concentralie finali de

solvent organrc de l0o%.

Procedura tle e.ttrocll itt fa=d solidd (SP E)

Purilloarea ;i concentrarea probelor s-a realizat printr-o proceduti de cxtrac(ie in thzl solidi.

Descrierea procedurii optimizate se iace la capitolul 4.

Ifistt'uneltk(ie

pentru analize a tbst folosit un sistem LC-MS de scanare conlpletl: Exactive Orbitrap 1'l'hermo

Fisher scientific). cuplat cu un crontatograf de lichide de ultra presiune (U-HPLC) (Thenno

Scientific Accela'l-M). Rezolu{ia sistemului MS: 50.000 FW}IM.

Rezolulia cromatografici superioard a fost asiguratl de un cromatograf de lichide de

ultraperfomran{tr. Coloana de crornatoglafie folositi: LIPLCH Acquity c18 (100 x 2,1 mm, 1.8

uM) (Waters). Faza mobila & constat in: eluent A, 100% api care contine 2 nrm tbmriat de

antoniu gi 1 60 pI- de acid fomtic; eluent B, metanol I 00% ce couline 2mm tbrmiat de <ie anroniu

qi 160 pL de acid fonnic (PH 3.5).

Deteefia s-a bazat pe masa exactl calculati qi pe timpul de reten{ie a compuqilor }intd (tabelul

3.1.). Datele au fost evaluate cu ajutorul soilurilor Quan Browscr Xcalibur 0606 (Thenno F-isher)

qi ToxlD Thermo (Thermo Fisher).

Confinnurea LC-t'15 / LtS

pentru analiza con{irmatorie (obtinerea a acel pulirr 3 puncte de identificarel s-a tblosit un sistem

triplu quadrupolar MS / MS (Micronrass Liltima Quattro, Waters), echipat cu o interiali

electrospray, cuplat cu un sistem HPLC (LC-IOAD Slrima&u). Pentru separarea cromatograficl

s-a folosit o coloand Simetria C 18 ( 150 x 3 mnr, 5 microni) (Waters).

3.3. Rezultate qi discufii

3.3.). Comparta ertrocliei -4SE cu exlraclia asisldlit de ultrusutte'le

Ambcle metodologii de extractie au fost comparate, in ceea ce prive$te recuperarea relativa,

nivelul de deteclie, qi selectivilatea. imbogatind probe martor la concentralia de l0 pg kg' si 50

pg kg-I. Procedurile utilizate au fost optimizale. ASE prezintd valori ntai rnari de recuperare

decit extracgia cu ultrasunetc. f)e asemenea. procedura ASE pennite detectarea luturol

compuqilor de interes, cei mai mulli <iintre ei la un nivel de l0 pg kg-r.
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In plus, extrac{ia ASE este mai rapidi qi complet automatizati oferind rezultate repetatrile, astliel
incdt ASE a rbst serectati ca tehnici de extraolie pentru screening-ur cornpugiror farmaceutici gi

al fungicidelor in soluri gi malerial veeetal.

Mai mulli solvenfi organici in amestecuri de diferite proporrii cu acid citric 0,2 M (50:50) au fost
testali in diferite condilii de extrac{ie. Rezultatele au aritat ca utilizarea ameslecului acetoni:
acid citric di randarnente mai bune de extrac{ie pentru probere de sor (Figura 3. l.), iar amestecul
metanol . acid citric pentru probele de matcrial vegetal.

oprirriz^area metodei de purificare SpE este descrisr i' studiur de dezvortare ar metodei de
analizl pentru aceleaSi clase de compuqi in apd (Cap. 4).

Recuperarea pentru probe de sol I MeOH: citric acid 0.2
imbogi{ite la 50 pg/kg rAcetone: cirric acid 0

,Iffi*
"qlbll'*eli":$ql.:"$.:"k"i:*T.":;

Figura 3'l Recuperarea din probe de sol pentru 2l dintre conrpuqii analizati, in cazul utilizdrii a
diferi(i solventi organici (ACN, aceton6, MeoH) in amestec cu o solulie rie acid citric 0.2M,
t'olosind ASE ca tehnica de extraclie



3.4. Validarea metodei si analiza prohelor

procedura de validare se bazeazl pe Ghidul de validare a metodelor de screening pentru

reziduurile de medicamente velerinare pentru Laboratoarelc Contunitare de Referinla l0i lil0l0'

Rezultalele drn studiul de validare. inclusiv recuperarea maximi. CCp, media qi deviatia slandard

a ercrii de masi (Appnr), sunt prezentate in 'l'ahclul 3'1 '

.Iablel 3.I. Rezullatele studiului de validare al metodei: capacitatea de detec{ie ccp, recuperarea

*ut^a media gi devialia slandard a erorii dc masa (Appm) pcntru probele de sol 5i nratcrial

vcgetal

Compusul analizat

Prob€ de sol Probe de mrterial

CCF
pg/lig

50

Rmuperarea
marimi 7o

Media St dev
Appm

048

ccE Recuperrrea
maximd 7n

Media
Appm

06?

St dev

trlubendml
'70 0.70 50 86 0.51

urilhr0micinl 50 90 3.01 3 5r 50 85 081 033

Dicloxacillini 50 45 1.35 0'71 50 60 tql 1 .56

Ciprotloxrcintr 50 41 0.64 049 50 59 I t-l 0.64

Sult'anethoxml 5r) 1.28 0.40 50 60 I 1) I 1.06

Oxl- tet racycl in 50 34 0.67 0.6.1 50 511 0 4'j 0.58

Cdruolol 50 75 168 0.39 50 13 0.46

Diclofenac 50 76 094 0.71 50 95 I.26

Acid meciof'enamtc 50 99 Ll0 0.90 50 95 L02 I lt)

CsubrmazcPini 50 94 r.28 061 50 64 0.s2 0.5l

Acid cloiibric 50 100 l.ll 0.70 50 ,1 0.97 0.q0

NatanlicinA 50 57 1.52 01 50 5 2.0-1 r45

Flnilmnuol 50 9? 1'l'7 045 50 36 0 r'3 0.70

KetoonMol 50 26 1.52 0?0 50 59 1 6'1 2.16

Fluenu0l 50 i5 0.q6 044 50 65 064 0.66

Clotrimazol 50 11 L03 0.67 50 86 1.39 t.4l

lr'liconull 50 70 t84 0.41 50 87 0.8 059

Itraconzol 50 tl l.r)8 0.91

C ri seoful v i n 50 t .4i 050 50 84 0.3? 0.39

Vorionu.ol 50 8t t.2 050 50 36 0 7l t).3?

Thiabenduol 5Ll
']5 l.t'l 0 :l-l 50 7,1 0b7 0 3-i

Ditenoenuol 50 19 05s 50 t00 0gl 0.5l

Hexrconazol 50 88 1.8? 0 {il 50 87 r01

Penconml 50 30 2 1.1 053 t0 g1 1t 0.9

P rlr pr o nelr I 50 88 2l-l 056 50 70 1.15 t.0:



Paclobutrazoi 50 69 0.81 0.61 50 80 1.1 06
PrLrchlorz 50 86 65 0.62 50 93 l,07 049
'l ebuconsol 50 87 .89 0.54 50 0.8 o 4'7

Bromuconuol 50 81 s 0.'17 50 4 I69 r.03
Cipromnuol 50 62 085 50 7I 1.00 0.16
Epoxiconzol 50 8l g 045 i0 9l 0.69 0.8
Fenbumnunl 50 78 l3 0.51 t0 9? 1.4 066
Fluq uinconml 50 74 0 {r0 0.35

Flusiluol 50 85 178 0.49 50 108 0.75 074
Flutliaiol 50 8l 104 0.46 50 65 05r 0.?7
Vetmnuol 50 88 rt6 073 50 94 055 0.81
Prothiomnzol 50 l8 1.6.1 0.64
'fermnrol 50 51 0.98 05q 50 84 0.'71 0.87
Miclobutsil 50 61 124 0.58 i0 4'.7 0.3? 028
Tritimnunl 50 87 054 50 85 0.71 0.49
Carbenduint 50 50 1.88 0.3 i0 78 0.54 0.33
M€tala-\ il 50 87 l.t 0.40 i0 70 L02 0.39

J.5. Confirmarea LC-MS / MS

Screeningul probelor de sol a demonstrat contaminarea uneia dintre probe (zona agricoltr

Harskamp, Olanda). intruc6t analiza confinnatorie necesiti cel putin 3 puncte de identificare.

extractul de probd suspect a fost reinjectat intr-un sistem triplu cvadrupolar MS/IMS. Achizilia
datelor a l'ost ticuti prin monitorizarea simultand a rnai multor procese de disociere (MRM1.

Nivelul de contaminare a fost mai nrare de 50 pg kg '.

3.6. Concluzii

1'ehnica prezentati ofera o abordare analiticd posr-target, nu necesit5 etape diferite tle pregatire a

probelor specifice diferitelor clase de compuqi chiar daca matricea analizati este cornplexi qi

poate fi folositi ca o metodi de screening penrru nronitorizarea conrpu;ilor selecta{i in soluri gi

material vegetal, fiind deja aplicatd pe probe reale.



Extractia ASE s-a dovedit a li superioari tehnicii de extrac{ie cu ultrasunele prin rectlperarea nrat

eficienti a anali{ilor. repetabililatea rezultatelor, vitezi 5i automatizare'

oxitetraciclina a fost detectata intr-una din probele de sol, indicf,nd ci activitatea de tertilizare a

solului a dcttrminal u\tntan)lnareil uccstuia'

Mulfumiri

Mullumesc lui Comelis van <ie Kraats - RlKll"-T, Wageningen' pentru asistenta lehnicl acordatl



Capitolul4

o noui metodi pentru sceeningur compuqilor farmaceutici ;i antifungici in

api utilizind tehnica U-HPLC - Exactive Orbitrap MS

4.2. Materiale si metode

Contpusii chimici, reattivi Si ntateriole

Penlru conlpu$ii sudiati. vezi Tabelul 4.1. Reactivii qi materialele folosite sunt cele descrise la

capitolul 3.2. La lista de compuqi studiati s-a addugat nistatina, pentru care s-a achizitionat
standardul de la Sigma-Aldrich Chenle B.V. (Zwijndrechl, Olanda).

P repararea sol uliil or standa rd

Prepararea soluliilor standard s-a realizat similar rnodului de lucru descris la Capitolul 3.2.

C o le ctare u S i p re irat ont e nt ul prob el or

Probele au lbst selectate pentru a oferi nratrice reale de mediu pentru dezvoltarea. validarea 

'iaplicarea metodei. Prelevarea nu a unnat vreun progranl sau protocor de eqantionare. proberc au

fosl selcctate aleator si incrud eqantioane de apa de r6u, racuri. canare, api de adAncime. din
zonele cu activitili agricole importante in olanda (Figura 4.1) sau din rnuri din Ronrrinia (F-igura

4.2). A tbst inclus6 si o probi de apd potabill din Rontinia, sursa _ l)unlre.
Au fost colectate l5 protre de ap6 cu v.lunrul individual de 2 L din olanda qi l0 protr cu vorum
individual de 0.5 l- din Rominia.

Pentru a asigura integxitatea probelor qi pentru a evita contanrinarea- au fbst utilizate sticle curate
de laborator. Probele de api au tbst filtrate printr-o hrirtie de firtru (wharman; gi depozitate ra 4

'C in frigider pinl Ia extractie ;i analizi, dar nu mai mult de I 0 zile.
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Figura 4.2. Localizarea zonelor de colectare a prohlor

dc ap5 in Rontinia
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Ext roc! i a, pttt' ific are o ; i c o,tce nl rare a prob e I or

La un volum de probi de 100 de ml- de api s-au adaugat l0 pL solulie de Na2EDTA 0.5 M . pH-

ul a fost ajustat la 3 cu acid acetic 100%. Cafiuqele de extraclie in fazi solidd StralaX au fost

anterior precondilionate cu 6 ml, metanol, urmafi de 6 mL de apA. Dupd aplicarea probei,

cartugele s-au spelat cu 6 mL apd, unnati de 6 nrl- amcstec rnetanol I apl 30y; (v) qi uscare in vid

pentru 2 - 3 nrinute. Eluarea analitilor s-a realizat cu 6 mL metanol. Elualul a lbst concentrat prin

evaporare sub t'lux de azot de inalta puritate, intr-o baie de api la 42'C (Turbo VAP Evaporator).

qi redizolvat in 25 pL mctanol qi 225 pL de apl ultrapurificatS.

Ifislruntrilalie

Pentru analize s-a fost fblosit un sistem MS de scanare compleld: Ilxactivc Orbitrap (Thermo

F'isher Scientific), cuplat la un cronratograi de lichide de ultra presiune (U-tlPl.C) (Thermo

Scientific Accela TIv{). Rezolulia sistemului MS: 50.000 FWHM. Coloana de cromatografie

tblositi: U-IIPLC Acquity Cl8 (l0t) r 2.1 mm, 1,8 uM) (Waters). Faza mobild a conslat in:

eluent A, 100% api care conline 2mnt formiat de amoniu 9i 160 pt, de acrd lormic: eluent B,

metanol 100% ce con{ine tbrmiat de de antoniu 2nrm gi 160 pL dc acid tbrmic (pt{ 3.51.

?s



Deaectia s-a bazal pe masa exacti calculati gi pe timpul de retenlie a conrpuqilor tinli (tabelul

4.1.)- Datele au {bst procesate qi evaluate cu ajutorul soiturilor euan Browser Xcalihur 0606

(Thermo Fisher) gi roxID'I'hermo (versiunea 2.1.1., Thermo Fisher Scienlit'ic. San Jose, CA.

USA),

Parametrii de eyaluare ai metodei

in scopul de a evalua coeficienlii de recuperare, influenfa matricei, selectivitatea gi sensibilitatea

metodelor au tbst ef'ectuate mai multe teste prin imbog[{irea probelor de ape cu amestecul de

compuqi Ia diferite niveluri de concentra[ie: l, 50 qi 100 ng L-'.

't.3. Rezultate gi discu{ii

4.3. l. Purificared prin extractie tn fced solidd

in ceea ce priveqte prepararea probelor. dificultatea rratricei de api naturale este de a reduce

cantitatea de materie organici dizolvati, formati in principal din acid humic Ai fulvic. Volumului

probei' pH-ul, solveniii de sp[lare ;i elu{ie a extractiei SPE, au fost optimizate in aceast studiu,

pentru a imbunltili eficienla extractiei. Avind in vedere valorile pKa (constanta de disociere) a

compuqilor, cuprinse intre 2-7, pH-ul de 3,0 a lost selectat pentru ci cei nrai mul{i dintre acesti

compuqi nu sunt ionizati la aceastii valoare a pH-ului. crescAnd astfel qansa sd fic retinuti de cEtre

cartuEele StrataX ulilizate (adecvate pentru polaritate moderati sau scizuu).

Polrivit literaturii de specialitate (Batt $i Aga 2005), oxitetraciclina poate tbrma complexe cu

metalele matricei. insi. prin adtrugarea unui agent de chelare in probi gi ajustarea pH-ului in
jurul valorii de 3 inai.te de extracfia sPE. accast6 problemi poate fi evitati. Adaosul de l0 pL

de Na:l')DTA 0.5 M la 100 mL de proba de api a crescut recuperarea oxitetraciclinei la valori in

intenalul de 75-85%.

Volume de probi de 200 9i 100 ml au fost lestate in aceeagi conditii de extraclie. A fbsr utilzat

un volunr al probei de 100 ml,. suficicnt pentru a asiguri omogenitatea acesteia, detectia

compusilor lindnd cont de sensibilitatea metodei gi o c6t mai mici influentr a matricei .

Solu{ii apoase ce conlin 15, 20. sau 30% nretanol gi o solu{ie de l% acid acetic con[in6nd 159,i,

metanol, au fost testate pentru a spilarea carluqul spE inaintc de elu{ia analililor. o spilare

suplinrentarr cu 6 nrl- apr aplicat.d inainte de spalarea cu solulia rnetanolici. s-a dovc<Iit a ll



eficienti in reducerea supresiei. Efecful matricei a scdzut odati cu cre$terea con{inutului de

metanol in soluliile de spilare, insd in detrimentul recuperirii analitului (Figura t1.3.. 4.4.).

Regisirea pentru 12 din compugii analizali

probe de apA imbogilite la 100 ngll

r Solvent de spalare :6 ml 15% MeOH in a

r Solvent de spalare: 6 ml of L5% MeOH ir

al'Solvent de spalare: 6 ml 20% MeOH in a
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Figura 4. 3. Regisirea pentru 12 din compuqii analizali in diferite condi(ii de reacfie

supresia ioniror pentru 12 din 43 de compugi anatizafi:o:'"nl1":T:::: : ll 1]1:'""'
in probe de api imbogitite la 100 ng/L t solvent de spalare:6 ml 15% Meol

B Solvent de spalare: 6 ml 20% MeOt
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Figura 4.4. Supresia ionilor pentru l2 din compuqii analiza{i in dilerite condilii de reactie



De asemenea, au lbst testali mai multi solvenli de elure: rnetanol, metanol: acetoni in propotii

dil'erite (50:50; 10:90). Daca recuperarea analililor a fost comparabil5. s-a observat insd o

creptere semnifieativd a supresiei in cazul amestecurilor metanol: acetolti .

llvaluarca coetlcienlilor de recuperare a metodei finale, a concluzionatcaT4o/o dintre compuqi au

o recuperare peste 80%, 15% dintrc compu;i au o recuperare inlre 60Yo qi 80%,7% dintre

compuqi au recuperarea intre 30% qi 60%, qi itraconazolul are o recuperare sub l0%.

Nivelul de deteclie a fost de l0 ng L-r pentru 6l% dintre compuqi, 50 ng L-r pentru 32%, 100 ng

l,-r pentru 5% iar nistatina rru poate fi detectati in probcle de ap[.

4.3.1. .Anuli:a IIS

Rezolu{ia lnaltl a aparatelor Orbitrap pennite alegerea unei fereastre inguste de extmctie a masei

la procesarea datelor. ceea ce imbunitilegte raportul serlnal/zgomot gi contribuie la o atribuire

corecta a maselor.

in acest studiu, pentru prelucrarea rezultatelor, a lbst stabiliti o toleranli de l0 ppm. ceea ce a

asigurat o acuratete pe deplin satislicdtoare, dup[ cum se arati in tabelul 4.1.

Misuritorile s-au realizat atat in modul de functionare ESI(+) - ionizare pozitivi c6t si ESI(-)

ionizare negativl. lonizarea pozitivi a tbst pref'erati pentru detecfia majoriti[ii analitilor cu

ercep(ia acidului clofibric, dicloxacilinei qi protioconazolului.

Cu unele excep{ii, s-a observat ci fornrarea aduc(ilor cu ionul amoniu [M+NHa]* sau sodiu

[M+Na]* nu este frecventl in sistentul tle ionizare al spectronretrului Orbitrap Eractive.

Teoretic, modul de achizitie a datelor prin scanare conrpleti a probei, face ca togi compuqii eluali

din coloana crottralografici si fie misura[i de citre detector 5i selectati dupi aceea din toratitatca

ionilor TIC (lotal ions cunent), permi6nd creql-erea teoretic nelimitati a numimlui de compupi

detectabili. firi pierderi de sensibilitate.

Pentru a demonstra aceasta aprorimativ ]60 compu;i suplimentari, incluzdnd amestecuri de

substante farmaceutice de uz veterinar gi uman, qi 163 de pesticide diferite, la un nivel de

concentralre de 100 ng L-r, au fost adduga{i inrpreund in diferite probe de apd. probele au fost

prelucratc prin metoda descrisl qi analizate. Evaluarea rezultatelor a ardtat ce 89,1,i, din

medicamente Di 9 lor'i din peslicide. au fost detectate.

1:
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14 llalidarea metodei ;i unaliza probelor

Procedura dc validare se bazeazl pe Ghidul de validare a ,netodelor de screcning pentrtt

reziduurile de medicamonte veterinare pentru Laboratoarele Comunitare de Referinld 2tJ/l/20 10.

Conform literaturii (EMEA/CVMPIERA/418282/2005), concentralia de 100 ng L-r a tbst

consideratii ca t'iind relevantd pentru apa de suprafala cat qi pentru cea tieaticE. iar concentralia

lintiascreening-ula{oststabilitela50 ngl--r1l/2dinvaloareadeinteres).

Rezultatele studiului de validare, incluzind limita de detec{ie, recuperarea maximi, capacitatea

de ccp. media qi deviatia standard a erorii de masi (Appm), surlt prezentate in tabelul 4.I .

Tabel 4.l Rezultatele studiului de validare

Compus Limita d€

delectie
{ns [,1t

Regish'ea
maximi 7o

CCP
DgLI

Media
appm

St d€r
apPm

Flubendml l0 80 50 r.08 0.91

Fri1hft 50 87 100 248 3.85

Dicloxacillind t00 80 1.16 -1.07

liprotloracini r00 58 100 ?93 :.85

Sull-amethoxtrol l0 82 t0 070 0.59

Oritetruciclina 50 85 50 100 1.69

Carzolol l0 96 l0 1.09 095

lli clof'enac l0 102 50 l5 0,11

Acid nrcclof'enamic 50 77 100 t.69 | (r0

Carabamazcnini t0 103 50 L03 0ss

Acid clofibric IO 99 100 0.16 1.47

Nistatina Nedettrtat

Nairn 50 t00 r87 Li4

Fnilconml 10 90 t0 o1 0.5

Ketosneol 50 7i 50 2.06 t)1

Flumnml 50 9',l 50 1.57 0 gl

Clotrinrml l0 t03 50 L05 ll

Mrcrrnaznl t0 66 50 0.6q 0.6:

t00 4 0..10 t11

Grisco lilvin 50 80 100 0.5

Vori@nmi l0 t0? l0 095 0.?0

Thiabendsol l0 9i t0 070 0.4.1

l)ifenoconzol t0 67 50 ll 5h 0.57
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[-lexaq]nuol
80

Penmnml
l0 0.66

8I l0 0.65

0.91

lt0

0.46$gpimnuol 10 80 l0
Paclobutraol l0 I03 t0

0.58

Prochloru ll0 l0
0.69

'Tebumnzol
50

0.70 0.62

Bromumnzol 50
l0 078 0.67

86 I
50

't 16 L50Ciproconzol t0 92

lpoximnzol 80
tlt 0.71

Fenbumnaol lo

50

t0 r.00 0.52

Fluquinconuol
50 0.91 059

Flusilzol t0
2.1.) 1 .94

82 T
l0

069 0.53Flutriafbl t0 84
Metmnuol sl

0.96 0.69

Prothioonuol
l0 0.6? 018

'Iermnuol
32 l.3l
86

,-Miclobutanil 10 82 50 1.08
l nlonzole 10 83 50

Carbendzim l0 ,o 
I50 
I

o,.e T_+
0.73 I

MetalaYil l0 88
0.43

0.55

.t.5. Confirmarea LC- MS/MS

In acest sfudiu, pe parcursul varid.rii unele probe au prezentat niveluri are concentrariei deoontanlinanfi nrai mari decrit niverur varidat. indicand contall]inarea. Extractur proberor suspecle
a fost reiniectat intr-un sistem triplu quadrupolar MS / MS (Xevo c1.. Waters) echipat cu ointeriaJi electrospray. cuplat cu un sistem Upl.C Acquiry LJpLC (Waters) pcntru confirmarea
identitelii contam inantului.

Achizitia dateror s-a reariiar prin monitorizarea sinlur,"ne a mai murtor procese de disocierc(multiple reaction monitoring mode - MRM).
tn toate probere suspecte a fost confirmati prezenta compugiror farmaceutici sau antifungici
(Tahelul {.2).

Alituri de contaminantii raportati in nrod obi'nuit de studiire efectuate in acest domeniu (Storkcr
et al'' 2004) surtbnretoxazor. carbamazepin[. dicrofenac. eritronricin6, acest studiu a pus in
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evidenti prezen,ta in apl a compu;ilor antifungici ca: lluconazol, ketoconazol, thiabendazol. [n

toate probele de api de addncime s-a detectat prezenla a cel pulin unul dintre conrpusii sludia{i.

interesa[tiL tiind prezen[a constanta a ketocouazolului. Acesta este un antifungic utilizat in

medicina umanE qi velcrinarI, fiind totodati si un component al unor produse cosnrctic ca

qampoane sau crenre, t'iirrd cunoscut ca avand o remanenli mare in sol. in apa de suprat'ati

nivelul de contaminare a fost mai mare dec6t in cazul apelor freatice. nedepiqindu-se totuqi in

nici o prob[ analizati nivelul de I 00 ng L r.

4.6. Problematica rezullatelor fals positive ;i fals negative pentru melodele de

screening

O alt.ii consecinla a compexitalii multiuretodelor sunt problernele legate de rezullatele t'als.

in analizele de rutini a sute de probe se folosesc pentru prelucrarea datelor softuri complet

automatizale, care nu presupun gvaluarea fiecarei cromatograme de catre analist. Solturile

actuale insi, nu pennit uneori o dif'eren{iere clari a picurilor. iar rezultatele fals pozitive apar si

in cazul analizei solvenului de spilare a sistemului sau a probelor blank de apl ultrapuri. Accasta

impune analize conllnnatolti penru aproape toatc probele qi face practic screeningul inutil.

Pentru ca acest gen de analizi sI isi poati glsi o utilizarc et'icienti in aplicaliile de rutinh, sunt

necesare elenrente de conlinnare, n16car pentru acei contpugi care "apar" 9i in probcle de api

ultrapurS, sau in solventi sau imbunit6{irea sotlurilor aqa incat sa pemliti distinctia intre un pic

f'als qi unul real.

O solutie ar putea fi ciutarea picurilor izotopice sau t'raglrenlarea compuEilor in cetula de

fragmentare a spectrometrului Orbitrap. urmati de scanare completi gi gisirea de fi'agmente cat

mai caracteristice.

tJn aslfel de experiment a lbsl et'ectuat cu ajutorul Orbitrap Exactrve tblosind cclula de

hagmentate a aparatului. Energia de fragmentare a fost setati la i2eV.

Cu ajutorul programului HighChem Mass Frontier 6.0. s-au sinrulat loate fragmentirile posihile

ale urnritorilor compuqi: carabamazepini, carbendazim. ciproconazol, flubendazol, tebuconazol.

sultamethorazol. enilconazol. metalaxil si thiabendazol.
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S-au analizat probe de solvent, apa ultrapuri. probe de api. probe de apd imbogdlite cu solulii

standard la concentrafii de 50 si 100 ng L-r, solulii standard. in urtna fragmentirii s-au

identificat in spectrul de masl oblinut fragmentele posibile fieca[e subslanla in parte, at51

penlru solu{iilc stantiard cit;i pentru probele dc apl imbogifite.

Folosirea aceluiaqi soft pentnr prelucmrea automatl a datelor (ToxlD) in cazul prohelor dc

solvent sau ap6 purd nu a indicat de data aceasta contanrinarea.

1.7. Rezultatele screeningului pentru

Rominia

protrelor colectate din riuri din

NouI probe din r6uri inportante din Rominia Ei o prob5 de api potabili au tbst supuse unet

analize de screening conform procedurii descrise. S-au analizat probele de api melionate" la

care s-au adeugat acelea$i probe imbogdlite la un nivel de concentratie de 50 ng l,-l precum qi

probe blank de apd ultrapur'l qi protre de api ultrapurd irnbogllite la aceeaqi concentralic.

pentru o evaluare cAt rnai corectl a rezultatelor. La lista de compusi descrisi in Tabelul 4.1. s-

au adiugat: trimetroprinrul [M+H]+:291.14511; amoxicilina [M-HI: i64.09728;

sulfadiazina [M+H]-: 251,05970; linconricina [M+Hl+ : 407,22100; tilozina [M+H]- :

916,52642, tiamulinul [M+H1*= 494,37982; ivcrmectina [M+HH4]*:892,54171; doxicilina

lM+t{l+,+45,16054.

Prelucrarea rezultatelor s-a realizat cu ajutorul soflului Xcalibur, prin evaluarea fiecdrei

cronratograme in parte. Erlraclia compugilor din TIC s-a facut cu o toleranti a nrasei de I 0

ppm, intr-o fereastra de timp de + 20 sec fa15 de timpul de retenlie al standardului.

Probele provin din loca{iile descrise in T'abelul 4.3.

Rezultatele screeningului au ar[tat faptul ca apele de pe teritoriul Rominiei sunt contaminate.

cu reziduuri de produsc farmaceutice. atdt de uz uman cAt qi de uz veterinar (Tabet 4.'1.1.

Conlarninanlii detectali sunt cei descriEi in general dc literaturl (Stolker et al., 2004) (Figura

4.-5 si 4.6.). O noulate ar fi prezentra in rdul Jijia a griseot'ulvinului, un antifungic tle uz

vetednar, care insA nu se trai prescrie de rnult timp, utilizarea lui fiind interzisi in UIl.

Totodatd. de mentionat este $i prezenta diclofenacului in apa potabilS intr-o concentra{ie de

aproximativ 50 ng L'r, ceea ce depl;e;te nivelul maxim admisibil pentru medicamentele de uz

uman prevazut de EMEA/C[IMP/SWP/4447/00 (2006 ).

Singura probl necontaminatl a fost proba colectati din rAul T'intis (.lud. Brasov). r6u care.

pind la locul dc colectare (Oraqul lJrasov) nu treverscazS localititi itt carc se alli spitale.
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Nr.

Tabc:lul 4,3. Sursele probelor de apa colectate din RonrAnia

Sursa
RAu Prahova - locatia: dupi parcu.g"reaffiluiilsinaiu

RAu Prahova - locatia: dupi parcurgerea oralulului Buqteni

Rliu f imiq - localia: orag Braqov

Fluviu Dunarea - locaqia: inainte de intrarea in oragul Galali

Fluviu Dunarea - locafia: dupi parcugerea ora$ulului Galati

Api potabili - sursa: Dunarc

Rriul Siret - localia: irrainte de vErsare in fluviul Dunarea

RAul Pnrt - locatia: localitatea de graniti Albila (.lud. lagi)

Riul Jiiia - loca[ia: in apropierea oragului Iaqi.

Lac in vecinihrea localititii Hu;i (Jud. Iagi)

I
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j

4

5

6

7

8

9

t0
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Figura ,{.5. Cromatograura LC-Orbitrap MS a probei nr 8 - Riu Prut. De sus in ios:

trimetoprini nr/z 29 L I 45 I 3; sulfanretlroxazol m/z 254,05915: carbamazepind m lz 217 ,102?5:

dicfofenac m/z 296.02395: eritromicin6 n12716,45795, carbendazim lintt,192,07675
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Figura 4.6. Cromatograma LC - Orbitrap MS a probei de api potabili. De sus in jos

diclofenac n"tlz 296,0?.3951. carbamazepind nr lz,237 .10225 tiabendazol rn/z 202,04i 35

.1.8. Concluzii

in acest studiu, a lost aplicati cu succes o nretodd de screening care asiguri detec{ia a 42 de

compuqi printr-o singur[ scanare de inaltd re?-olutie l\{S. Abordarea metodei este analiza post-

target. Utilizarea suplimentari a U-l|PLC oferi o rezolulie superioarb cromatografic. ceea cc

duce la o sensibilitale imbunitiliti. Dalele actuale fumizate de Exactive Orbitlap arati o lruni

calitate in seea ce prive$te acuratelea. Vitr:za de analizd este deasenrenea crescuE. Acestea

sunt in inod clar avantaic, in contpara(ie cu tchnologiile mai vechi.
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Analiza prohclor de apA colectate atit din Olanda. cAt si din Ronrinia au atatat contantinarea

cu ditlrite substante farmaceulice Ei antilungice.

Mul[untiri

Mullumesc institutului RIKIL'l--Wageningen Llniversity and Rescarch Center pcntru sprijinul

acordat in derularea acestor analize.



Capitolul5

Absor{ia compuqilor farmaceutici din sol de citre plante

5.2. Partea experimentali

5.2. l. Descrirea solilui.folosit in exPerimenl

in acest studiu au fost utilizate doud tipuri de soluri nisipoase, caracteristice teretrului arabil,

din zt'rna agricoli a Olandei, un sol onrogen, avdnd un conlinut relativ ridicat de carbon

organic datoriti f'ertilizarii organice qi resturilor de recolte. Solurile au fos( colectate in vara

anului 201I de la doui ferme situate in apropiere de Harskamp qi Wageningen. Olanda pli-ul

probelor de sol a fosl de,t.5 9i. respectiv, 5.5. Potrivit raportului RIVIV din 2008, referitor la

"Profilul ecosistemul sol. in Olanda". (Rutgcrs ct al., 2008), s-a considerat pentru solurile

nrsipoase o valoarc ntedie a materiei organice din sol (SOM) de 5.2%. DupI colectare solrrl a

fost uscat in aer qi trecul printr-o siti de 3 mm pentru a se asigura ontogenitatea

5. 2. 2. Dc sc r ier ea plant e le hr.fo k)silc in experimenl

in acest studiu a fost folosit un amestec de senrinle de specii de iarbi disponibil in

magazinele specializate (75% English Ray Crass, Lolium perenne;25% iarb6 de cimp. Poo

prol€tlsis, Poa lrivialis) qi creson (Lepidiun sotivum\. Plantelc au lbst plantate din semin{e.

5.). 3. Descrierea compu;ilor.farmaceutici.folosi[i itt experimcnt

Trci substan{e de testare au fost selectate penlru a acoperi diferite clase de rnedicanrente de uz

veterinar (sullonarnide. tetracicline. antifungice) qi proprie6[i llzico-chinrrce dif'eri1e (caracter

hidrofit sau lipofil, potenlialul de absorblie. mobilitatea pi persistenla in so[). Substanlele

standard au fost procurate dupi cum unneazS: de ta Sigma-Aldrlch Chenric BV {Zwlndrccht^

Olanda), oxitetraciclina qi sulfanretoxazolul qi de la EDQM (Strasbourg. Franla).

ketoconazolul.

i
1.
;.
]i:
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Contantinarea solului s-a lhcul sinrultan cu toli conrpusii aleqi. in concenlratii de 5 mg kg-l si

l0 mg kg-l (Figura 5. l). Concentragia de -S rng kg-r a fost selectatd ca cel mai riu qaz (worsl

case scenario) pcntru rcziduurilor de mcdicamente de rz veterinar mlsurate in soluri. De

asemenea, pentru comparalie a fost iolositl gi o concentralie de l0 mg kg-I.

5.2.4. Sadiul de absorlic

Pentru acest studiu au tbst folosite recipiente de plastic de capacitate 2.5 I- (Ol8.5crn)

umplute cu cete 2 kg de sol (greutate uscati). Experimentul a fost proieclat in duplicat. Pentru

fiecare probi sol / planti au fost pregitite trei vase (doui cu sol irntrog[lit cu antibiotic qi unul

cu sol blank de control). Numlrul lotal de vase a fost de 24. Au lbst utilizate vase separate

pentru speciile de plante.

Figura 5. I . ilustreazi modul de adiugare a compu;ilor in acest experiment.

1 rf dB t:?care *luri€ *rndard 2 *1 lin $wraedt*a td.4e.d
.r m*nl ddua6 in 3? nl ara 1S ftrlei d;iaaA ti 3i n' €pe

:,5ckm,..*^E rta*-,^itiN 

/

E::::::_:-llL]
;:rt

f--.;-;-;7:Al' -l- 1,1::', )
&! 'fiy@n*t 3ftlik!

: iag .o,
Sol ;ebraft los4:kq

X lq rs{

Figura 5.1 : imbogirlirea solurilor cu compuqii t!.state

in centrul de fiecarui vas a fost introdus vr.rtical un tub PVC, cu un diametru de 2 cm gi o

lungime dc 20 cm. irr partea inferioar[, tubul a fost giurit pe o porliune de aproximativ 6 cnr.

Umidificarea solului s-a realizat prin acesle tuburi pentru a evita 'spllarea' contaminantilor de

la suprafald qi migrarea acestora citre partea inferioard a vaselor. Vasele au fbst irigate pentru

a men{ine un conlinut dc api de aproximativ 50-60% din capacitatea de saturalie a solului.

Experinrentul a fost realizat intr-un laborator al RlKlLT, Universitatea Wageningen, in

perioada iunie-august 20 I l. Tempcratura a lbst menlinute constantl la 20 'C, iar unriditatea la

70%. Vasele s-au udat la intervale de 2 zile cu api ultrapurf, qi s-au rotit pentru a egaliza

expunerea la lumina.

Dupi 8 slptinr6ni pentru iarbd iarb6 9i 6 siptinrAni pentru creson. plantele au fost recoltate de

la aproximativ 1,5 cm deasupra suprafelei solului. Dupitocare gi onrogenizare. nraterialul
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vegetal proasplt din fiecare vas a lost stocat in congelator, la - 20 oC, in tuburi de plastic,

pini la efectuarea analizelor.

5.2. 5. Anali:a ntateriolului vegetal

Procedu'a de extraclie ASE

Procedura validati este descris[ in cap 3.2. in studiul de dezvoltarc al metodei ce include

acelafi $up de conrpuqi, pe matricea de sol ;i nraterial vegetal.

Recuperarea celor trei compuqi investigali din nratricea de matcrialul vegelal a fost de: 53%

pentru oxitetraciclind. 59% pentru ketoconazol, qi 60% pentru sull'ametoxazol.

I nstr wnent o1 ia.fblo.g it d la analiza compu; i I o r
Pentru analize a lbst fblosit un sistem I,C-MS de scanare completE: Exactive Orbitrap

(Thernro Fisher ScientificJ. cuplat la un cromatrrgrafde lichide de ultra presiune (U-HPLC)

(.lhermo Scientific Accela TM). Conditiile analizei sunt cele descnse la capitolul 3.2.

Extractul probelor suspecte a fost reinjcctat intr-un sistem triplu quadrupolar MS/I\4S (Xevo

CT, Waters) echipat cu o interfa{i electrospray, cuplat cu un sistem LJPLC Acquity UPLC

(Waters) pentru confirmarea identitSlii contaminanlilor.

Liniaritatea metodei analitice a fost buni (R > 0,99) pe domeniul de concentrafie 0-50 pg kg-r.

Lirnitele de detectie penlru sulfametoxazol, oxitetraciclina gi ketoconazol, calculate pe baza

curbelor de calibrare, au lbst der 4,4 g kg-r.2,6 g kg-r gi respectiv l.l g kg-r .

5.3. Estimarea concentratiei rbsorbite

Modelul partiliei consideri translxrtul pasiv al nroleculelor mici - cun ar fi peslicide,

fungicidc. antrbiotice. produse farmaceutice - din apa intersifiali din sol in planttr (Chiou ct al,

2001 . Montforts, 2006. ).

Modelul este exprimat ca:

.' f, ,oi:
P5. -.riful(ac

Cpt. -- x pt + 11as e lf pw * f c& r ffcJt i | ftp r 63;11.

Unde.

C* - concentralia substantei active in apa interstiliall (mgkg);

Csoir - concentratia substan{ci active in sol {nrgilig):

8c.5.l.

8c 5.2
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C fl - concentratia substanfei active ?n planti (nrgikg);

F* .n1 - frac{ia de carbon organic din sol;

Koc - coeficientul de partilic carbon organic din sol - api:

o pl - constanta de cvasi-echilibrut

fr* - procentul de apl din conrpozilia plantei:

i66 -procentul de carbohidra{i din conrpozitia plantei

i 1;n - procentul de lipide din contpozitia plantei:

Kch - coeficientuI de partilie pentru carbohidratii din planli:

Krip cosficientul de partilie pentru lipidele din planti;

Kow - coeficientul de parti{ie octanol - api.

Se considera K11, - Kow qi suma carbohidra(ilor, proteinelor ;i celulozei din plantl ca avAnd

acelagi coeficient de parti!ie

K.6. o pt: 1 dcnotil o stare de echilibru.

Compozilia ierbii qi a creson-ului a fost apro.rimatd la; 88,8% aph,0,97Vo,lipide Ei glucide

10,2% (Li et al,2005. ).

Valorile estirnate in cazul contamindrii solului cu produsele fannaceuticc meutionate la o

concentralie de 5 mg kg-l sunt: I 5-50 pg kg'l pentru sulfanretoxtzol: 0,09-0, I 5 pg kg-r penlru

oxitetraciclind; 50-75 pg kg-I, pentru ketoconazo[ (tblosind valoarea estimat[ a Kow = 3.84).

5.4. Rezultate si discutii

Asimilarea compuqilor selectati a lost evaluati prin extractia cornpu;ilor din plantele in stare

proaspiti qi analizi UHPLC - MSIMS. Atrit iarba gi cresonul au absorbit sulfametoxazol qi

ketoconazol. Oxitetracrclina nu a tbst detectate in nici o probi. Antibioticele nu au fost

detectatc in prohele dr'control. Concentra{iile sunt taportate la greutatea vegetalclor in stare

proaspati.

Date delaliate pentru absorbtia de citre plantele expuse a contanrinanlilor din solurile

imbogd{ite la 5 gi l0 micrograme kg-l cu corrpu5ii selectali sunt prezentate in tabelul 5.1 .
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'I'abel 5. L Valorile crpcrimentale ale absortiei de cAtre plante ale conrpupilor folositi in studru

Cantitatea de sutlstlnti absorbitl (pg kg-l)

Prohr Sulfamethoxazol Oxitetraciclina Ketr:conazol

larbi in sol 1_imbogilit la 5 mg kg 21 ,5

10,5

17,5

12,9

7 -'l

6.8

14.5

5.0

4-9

4.t

7,0

1,2

6,6

4.5

7,5

<LD

<LD

< Lt)

<LD

< l.D

<LD

<LD
.< LD

<LD

.< LD

< l,D

<LD

<LD

<LD

<LD

.: l.l)

< LI)

1,7

fo

1.7

<LD

)o

1,7

1.9

2.4

< l-D

<LD

<LD

7.0

<LD

< l,D

7o

larba in sol 1_ irrrbogdtit la 5 mg. lg I

larba in sot l_ in:bogltit la l0 nrg lg r

larb6 in sol l_ irnhoeS!it lc l0 rng kg 'r

larbd in sol l_ ir))bog5lil la 5 nrg kg I

larhd in sol 3_ imbogS[it la 5 mg kg I

Iarbi in sol 2_ imbogdtit la l0 mg kg-1

larbd in sol 2 imbogdlil la l0 mg kg I

Creson in sol 1 imbogd{it la 5 mg kgr

Creson in sol l_ irntrogi{it la 5 mg kg'

Creson in sol l_ imbogatit la l0 mg kgr

Creson in sol l_ imtrogi{it la 10 mg kgr

Creson in sol 2_ imbogdtit la 5 nrg kgr

Creson in sol 2_ imbogalil la 5 mg kgl

Creson in sol 2, imbogi{it la l0 rng kgr

Creson in sol 2- imbogatil la l0 mg kgr

Legtitura dintre ltrocesil de ubs<trlie Si proprieto{ile-fizico-chimice ale conlatilintilor

Absorblia compusilor organici neionici din sol de c6re rhdicinile plantelor este considerati a

fi un proces de partilie gi, in general, aceasta cre$te cu cre$terea catacterului hidrol'il al unui

compus (Wu et aI..2010). Pe de alta parte, asimilarea compu$ilor ionizabili esto deternrinatl

de caracterul hidrofob de pKa. precum gi de pH-ului substratului (Tiapp,2000). La un pH al

solului ouprins intre 4.5 qi 5,5, sulfamethoxazolul este predominant sub lbrnti de neutra,

oxitetraciclina este de 500/6 in lormi neutrd si 50% in lorma ionizatA qi ketoconazolul este de

70-80%. in formi ionizati (software MarvinSketch). Pentru compusii organici ionizabli.

fonna lor neutri favorizeazi" in general, asimilarea de catre ridicini, in timp ce ioniz-area

poate reduce bioacumularea acestora lor in plante (Rabolle gi Sqliid. 2006).

Rcz-ultatul oblinut pentru oxitetraciclind. in confornritate cu valorile estimate, poate fi cxplicat

prin proprietdlile sale. Asinrilarea oxitetraciclinei este dcpendenti de pH: este cea mai mici la

ptl 5,0 Ei cea mai mare la ptl 7.0. Aceasth tendin[6 este legali de disocierea oritetraciclinei in

condilii diferite de pll-ului sub lbnna de zwitterion. ceca ce favorizeazd absorbtia (Kong. et



al , 2007i. loniz-area oxitetraciclinei poate influen[a in mod semnificativ contpofiamentu!

acestcia in sol. inciuzdnd aici hidroliza in apd qi absorblia pe componentete solului (Chen gi

I'luang. 2003). O.xitetraciclina poate forma complecsi stabili cu cationi de metal din sol,

inlluen{6nd astfcl absorblia sa (Arrdreu e1 al. 2009;. Jones et al. 2005.1. OdatI cc estc adsorbiri

in sol" desorbitia oxitetraciclinei sc realizeazi greu, fapt sugerat de valoarea Koc: doar 0.-5-

1.3% este eliberatd din lut qi nisip argilos (Rabolle qi Sqliid.2006).

Coeficienlii de absorblic in sol ai sulfonamidelor sunt foa:te mici (Boxall et al., 2002). ceea ce

indicd faptul cd sulfonamidele sunt nrai biodisponibilc. I-a pH-ul solului de 4,5 - 5,5

sult'anretoxazolul este aproape conrplet in lonnd neutri, iar acest lucru inseamni c[ absorblia

9i transportul in planti unneaza un model de transpoft pasiv, dupi modelul de paftilie ou

factorul de cvasi-echilibrum opt - 1. Cla ordin de mirime rezultatele ob;inute sunt in

concordanli cu valoarea estimati.

Asinrilarea ketoconazolului. intr-o concentratie dc 2-5 g kg-I, in contradic{ie cu valorile

estinrate, su-gereazi ci absorbjia qi translocarea keloconazolului in frunze prin fluxul de apd.

este sc5zuti. Aceasti afinnalie csle sustinut6 de studii de transloca{ic a substantelor organice

in dif'erite plante, indicind faptul cI relaqia dintre absorblie gi log Kow este reprezentate

printr-o curbl de distribulie gaussiand (Briggs et al". 1982).
-l-ranslocalia 

maximi a fost observali la un log Kow in jur de 1,7-1,8 ?n timp ce absortia

corrpugilor cu caracter putemic lipofil (log Kow> 4.5) este scizutr. F'oarte interesante este

observa{ia lui tlsu (1990), care stabileqte o legaturi printr-o distribufie gaussiani intre

abso(ie" con{inutul de substante organice din sol (SOM) gi log Korv. Ast{el absor.tia

conrpuEilor organici din sol este maximd in jurul valorii log Kow l-1,2 fiind cu atet mai

scazulS ctt c6t conlinutul de SOM este mai mare. insi atunci cind cre$terea plantelor se lace

tarl sol, hidroponic, abso4ia maximi se rcalizeazd la o valoare de 3-3,2 a log Kow pentru

contarninali.

La pH-ul solului (:1.5-5.5), ketoconazol esre ionizat in propo4ie de 70-809i,, iar motjelul

tblosit in estimare hazat pe partilia unui transport pasiv nu mai este potrivit pentru nrodelarea

cantitilii absorbite. Totodati, absorblia sorzuu a ketoconazolului poate tj, explicati prin

raloarea Koc relativ nrare (disponibilitate redusil, prin caracterului lipofil, ceea ce detenlind

asocierea cu materia organici in sol (Kipopoulou et al.. 1999) gi prin masa molccularl a

substanlei oe dcpisc$tc 500 g nrol-i (Kumar et al., 20t15 b).

Pe ba;ra rezultatelor experinrentale, valoarea calculati a factorul de cvasi- ochilibru. dr:rivat

Jrn Ec.5.l. este opt = 0,1.



5.5. Concluzii

Studiul demonstreaz.l inci o datd capacitatea plantelor de a absorbi compugii tamraceutici din

solurile fertilizate. Concentralia dc produselor f'armaceulice efectiv disponibild pentru a fi

preluati de catre plante esle considerati a fi concentratia din apa interstiliali, care poate ii

estimaE gi calculati. Conrpozilia solului influcn{eazl concenhatia de reziduuri fannaceutice

in apa interstilial[ prin conlinutul de materie organicd din sol (SOM). Concentralia de

reziduuri fannaceutice. in diferite pn(i ale plantei pot sau nu in echilit:ru cu concentralia

acestora in apa extema.

Morielul paailiei dd rezultate satislicdtoare pentru transportul pasiv al sulfametoxazolului. in

cazul compuqilor foarte lipotili, curn ar 1l ketoconazol, existl o corela{ie inversd intre factorul

de cvasi-echilibru (npt) qi valoarea Kow. absorblia din sol fiind, prin umare. redusa.
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Capitolul6

Evaluarea contaminirii pe lan{ul animal-sol-plante-animal

6.1, Introducere

LuAnd in considerare practica agrico16 de utilizare a gunoiului de grajd ca I'ertlizator, in acest

capitol se evalueazi, prin modelare nlatematici, transl-erul de produse f'armaceutice de la

animale la so[. platrte ;i din nou la animale de la care se oblin produse (came Ei lapte)

utilizate in alimentatia umani.

Punctul de plecare intr-un exerciliu de evaluare a contanlinerii ntediului cu produse

famiaceutioe este, in mod firesc. legislalia europeani qi ghidurile albrente acesteia cu privire

la metodologia qi modele de calcul.

Jara noastrl nu are tradilie in utilizarea pe scari intensivi a gunoiului de grajd ca fertilizator

pentru terenuri agricole. acest lucru licdndu-se mai nrult in sistcnt gospodiresc. in mod

sporadic gi probabil nccontrolat. De aceea, modelul aplicat in acest studiu pleaci de la o

situalie concreti dintr-o anumita zoni din Europa (Olanda). avAnd la dispozilie infirnnalii

privincl practicile agricole Ei vetelinare. utilizarea terenurilor, utilizarea fertilizatorilor ;i

reglemetlrile specifice. Acest lucru nu exclude aplicabilitatea modelului qi la noi in tard, pe

arii mai restrdnse $i evenlual cu mici modificlri, linind de particularitalile intAlnite.

6.2. Prrametrii scenariului

in mod realist, cel nrai defavorabil caz trebuie sh se bzeze pe practica agricold de zi cu zt .

Agricultura olandeziL prezintd un numir de caracteristici distincte: colectarea qi pistralea in

condrlii optime a gunoiului de graid: tinrpul de aplicare a gunoiului de grajd in anumitc
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regiuni limitat la penoada ntafiie-septembrie si implrtit in patru eveninrente de impriqtiere:

unul la inceputul sezonului, unul la sf'Arsit. iar celelalte doui la inlervale egale. ceea ce lace ca

gunoiul inrprlEtiat la inceputul sezonului si aibi o durata de depozrtare de 1,52 zile, iar

celelalte loturi de 7l de zile: injectarea la 5 crn addnsime sau in cazul cultivlrii directe la 20

cm adAncime: terenuri intitrse pentru zonele de pequnat pentru bovine qi ovine.

Sunt posibile trei scenarii de contaminare a solului: excrefia directi a bovinelor in zonele de

plqunat; l'ertilizarea terenurilor (arabil qi piguni) cu gunoi de grajd: lolosirea apelor reziduale

pentru iriga(ii.

Scenariul ales pentru acest studlu de modelare cuprinde trei substanle active din clase

terapeutice dit'erite Ei avdnd proprietSli fizico-chimice diferite, administrate in doze

terapeutice qi subterapeutice, trei spccii de pisiLri de crescitorie: pui broileri, curcani, giini

oudtoare, qi consideri contaminarea ca urmare a f€rtilizirii unui teren de piqunat.

Se consider[ ci fiecare pasire va primi un singur tratament terapeutic pe tinpul ciclului de

viata. Modelul ia in considerare frac{ia de substanli activi excretati in balegar qi rala de

degradare a acestuia atit in balegar cet $i in sol. Nu s-au avul in vedere metabolitii

substanlelor considerate.

Sc va considera modelul olandez de feritilizarc a piqunilor, ce cuprinde 4 sezoane de

feritlizare in intervalul nrartie-septembrie. cu injectarea la 5 cm adAncime a noroiului de

fertilizare. Se presupune cI gunoiul de graid cu care se face fertilizarea provine de la

crescltorii de pdsdri.

Se va considera ca o turmi de bovine pasc libere pe pilsunile respective gi se va estirna

cantitatea de reziduuri farmaceutice din camea qi laptele acestora.

Pentru transf'erul contaminanlilor din sol in apl se consider6 ci fracfia biodisponibili este

confinuti de apa irrterstilialn 5i abso4ia unneaz6 rnodelul partiliei (o.01 < I ).

6..1" Descriereamodelului

6. 1. l. Est i marea cantidl ii de conlominanl in sol

AdoptAnd un algoritrl pentru nrodelul propus de Montfort (2005), tbrmulele de calcul a

cantitilii predictibile de contaminant in sol folosite in acest sludiu sunt urmatoarele:

Calcularea P EC pentru broileri l.pui dc came):

Qexcr - Qc . Tt , Fe* rr'r * }lf cnim ' lfciriu atirn llc.6. L
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Calcularea PEC pentru curcani :

Qex* : Qe * Ti t F€irtrt * ilf elij}?r * ,t'eiclu atldtn
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Calcularea PEC pentru glini oudtoare

Qexcr : Qc * I{ * Frrcri ! &lanfun + r\ciclu rmirn

.lLia6ait- 'U srrr:. 5
Ln; = Tl,ri

-:t-- -l-\
cnts = a-":=- = 0. (Q e\ctr. _- () 

)Il r'n

.r:,

cnc- q"""::-''-0.(q)cxctr. 
o)

Ec.6.7.

Ec 6.8.

Ec. 6 9.

Ec 6.10.

Ec. 6.1 1.

Ec 6.12

Ec. 6.1 3

llc. 6.14.

tic 6. 15.

Ec. 6. I 6.
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Tabel 6.1. Parametri ecua[iilor6.1. -6.18

Doza zilnici de substanla activd

f)urata trat'amentul ui

I\4asa corporald medie a animalului

Ilraclia de substanla activl excretati

Prt'rduc(ia de azot pentru fermd/zi

Necesarul de azot standard in sol (E,U)

Densitatea solului

Timpul de injurndtilire a substantei active irr gunoiul

de grajd

Timpul de injumhtitire a suhstan,Iei active in sol

Ad6ncimea de irriectare in sol

Factorul dc conversie pentru aria terenurilor agricole

Durata cilului de viati al aninralului

l)utara de depozitare T I

Durata de depozitare T2

Nunrlrul de cicluri de viata / an

Nuntdrul de cicluri de viaqi pe perioada de depozitare

Tl (T1/ r ciclu)

Nunrlrul de cicluri dc via.ti pe perioada de depozitare

1-2 (1'2l r cictu)

Constanta de transl'onrare a substantei active in

gunoiul dc grajd

Constanta de transformare a subslanlei active irr sol

Valori ini{iele

Qc

T tratament

Valori date

M aninral

F excrt

Np

Np

RHOsol

DT50gunoi

DT50sol

DEPTII cAmp

Conv arie factor

t ciclu

TI

T2

Vrlori

intermediare

Cicluri animal

Nlcicluri aninral

Nfcrcluri animal

Kdegl (gunoi

SraJd)

Kdegl (solt

,-1.-t
nrg Ng zr

zile

kg anirnal"l

kg ferma-l zi
,.]
Kgm

kg r-'

z.ile

z.ile

n1

m2 ha-l

z,ile

zile

zile

Animal an-l

Aninral loc-l rLn-l

Animal loc-lan-l
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Q cxcrt, Cantitatca de substanla astivi excrehte/an rlg loc-l an-l

Q I excrt. Cantitatea de substanli activi excretatI/perioada'Il

Canlitatea de subslanti activi excretati/perioada

Q l(i.4 i cxcrt Tl(3.-l r

Cn205A C'onct:ntralia in azot dupd prinra fertilizare ntg kg-r

Cn205B Conce'ntrafia in azot dupd a doua fertilizare mg kg-l

CnlO5C Concentralia in azol dupd a treia fertilizare mg kg-l

Cn205D Cloncrntralia in azot dupd a patra t'eftilizare nrg kg-r

Yaloare finali

PECI sol Concetrtrafia estimat, in sol dupe patru f'ertiliziri nrg kg-l sol

Tabel 6.2. Valori iniJiale pentru paramentrii de intrare ai ecualilor 6.1-6.22.

Valori date Pui Carcani G'dini

M animal Masa media a animalului Kg animal-r I 6.5 1.6

U.85 rtrrtclraciclrnd

Ir excretatA Frac{ia de substanli activi excretati % 0.20 - sul{'anrethoxazol

0,38 - ketoconazol

Np Produc{ia dc az.ot pentru t'enra./zi kg loc-r zi-r 0.6

Np., Necesarul de azot standard (EU) kg nt 
- 

I 70

RHO sot Densitatea solului kg nr-r 1500

Iti orrtctraciclini

DT50gunoi Timpul de injurnltdlire a substanlei zile 20-sufamethoxazol

active in gunoiul de grajd 30 - kctoconiuol

50--oxitetracicl ind

D't'50sol Timpul de injumitilire a substan{ei zilc 30-sullamethoxazol

active in sol 30 - kctooonazol

DIIPTI1 cAmp Ad6ncimea de injcctare in sol rn 0 tJ5

Factorul de conversie pentru aria

Conv. arie factor terenurilor agricole m2 ha' 10000

r oiclu Durata oiclului de viali al aninralului zile 40 135 365

T I Durata de depozitare T 1 zlle i 5l

T 2 Durala de depozitare 1'2 Zile 71
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6.4.2. Estimarea obsorliei contaminan{ilor de citre trtlante

Pentru a eslima cantitatea de substanle prcluate de catre plante din sol s-a utilizat un model de

partitie itr care concentratia maximi de contaminant in orice localie din planti este

determinalS de echilibrul cu concentralia din apa interstitiall din sol.

Valorile coeficrentului de cvasi-echilibru pentru clrle trei substantc considerate au fost

determinate experinrental prin studiul prezentat in capitolul 5.

Factonrl de cvasi- equilibriu (deteminat experimentol):

q€,xf : _----ji:- Ec.6.19.' €*iJ ?t+{ ,?r.fi6i+,a;rr"6;ip)

ffilp*'6-*o'

rr pi : 1 pe?r"t?u sxitetya.cielrna 9f rvfcrnetox*zol$$.lperrt|,, ketocons.zpl

6.4.3. Eslimarea lransferului conlaminalilor de la plantd la carne ;i lapte

lngestia zilrricl de contaminarrt a unei vaci esie desigur propo(ionald cu cantitatea de hrana

ingeratl gi cu gradul de contaminare al acesteia:

Dt --T,tsoil "Fsail I Cpit fpl B€.6.20.

Unde: DI reprezintd cantitatea de contaminant ingerati zilnrc (mg zi't),

Fsoil reprczint[ cantitatea de sol ingeratd zilnic (0.1 kg zi-l );

Fpl reprezintdcantitatea de vegetale ingerati zilnic {2-5 kg zi-r).

Pentru transfeml contamirrantilor se utilizeazd balanla masicd, 9i modelul difuziei

contaminanlilor din lractul digcstiv in s6nge qi grhsinre alcatuit de Mclachlan (199,1).

Factorul de brotransfer:

ta| BTF = 0.99Jo.gjfo!s ' + 1-07 * lo{rffor*r 3.56 F-c. 6.21.

(Rr-0 8:50. I;=716 3l )

Concentratia famraceuticelor in carne 6i lapte:

C : BTF , D! $ tg Ec. 6.22.

Unde.

Bl F laclorul dc hiotransler.

Dl - cantitatea de contanrinant ingerat.i zilnic 1mg zi-r);

Cg-con{inutr.r) mediu in grisinte al clmii respectiv al laptelui (19% Ei respectiv4% - Lorber

et al . 1994).

Valorile estimate ob{inute utilizAnd rnodelul propus itr condiliile scenariilor alcse se reglsesc

in Iabelul 6 l.
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6.5. Analiza sensibilitilii modelului

Utilitatea unui model se reflecti in corectitudinea $i exactitatea datclor produse (output data).

insi, pentru c[ modelele reprezintl o reflectare aproxirnativl a realitilii gi datele de intrarc

(input data) sunt rareori foarte prccisc. toate valorile produse sunt mai rnult sau mai putin

imprecise.

Analiza sensibiliti[ii unui rnodel studiazi irnpactul posibilelor erori in datclc de intrare asupra

datelor produse. Unul din n.rodurile de a face aceasta analizi este de a varia parantctrii de

intrare qi de a observa cum sunt afeclate datele produse.

Diagrarna spider. ol'era o imagine completi a relaliilor intre fiecare paranretru si

pedormanlele modelului^ O astftl de analiza a fost et-ectuati pentru a studia sensibilitatea

modelului elaborat in aceastd lucrare. lFigura 6.1.).

Sensi bllitatea modelului (compusul - oxitetraciclina; specia de pasari - broilefi+ Mrsa anlmat

IIj< s,m

o 4m

.E 3,oo
'a
f
a
I

; 2.oo
o

.F
c 100
u

+Fradia excretata

.*]8"*, doza adminislra€

*FOC

.'',#logKfi

*+...- log Kow

20,0% 40,0% 50,0% 80,0% 100,0% 17O,O% 140,0% 1160,0% 180,0%

Variatia parametrilor intitiali ca % din valoarea de baza

F'igura 6. I . Ilustrarea sensibilitdtii rnodelului r:laborat (spider plot): Compusul: ttxitetracrclina;
specia dc pislri: broileri

Variatia parametrilor s-a realizat in acest caz in limitele care reies din Tabelul 6.2.
*I
t
i
t

(l



Iabel 6,2. Varialia concenrraliei contaminatului in camea de vitl. in cazul varialiei
parametrilor de intrare. Modelul s-a utilizat in cazul oxitetraciclinei. specia de pisiri aleasi
t'irnd broiler

Variabrle de irdce V3lauleje_UlElej6ja1e Dale soduse {oJtoril

Masa anmal
F@lia ercEtata
Dea aCnrinistEta

soM
log Ke
log K@

Cnnsum hEna

0,5 1

0,8 0.85

i0.00 30,00

0,01 0,05

4,1r',392 4,44392
-'1,10 -0,95

0,10 1,00

15,00 25.00

Min o/" Baza o/^ Met o/^

50,0% 100,0%

94,00/o 100,0%

33,3% 100.00/o

20,d/o 100,0./0

100,0% 100,0%

85,070 100.0%

10,o% 100,04k

600% 1000%

o,11 1,54 2,

1,45 1,51 1,

0.51 1,54 1,1 00.
'160.

112

115

100

140

2,40 1.54

1,54 1,54

0,9s 1,54

1,35 1,54

1.46 1.54

155
0,18

1,03

0,94

0,15

4,45
0,19

0,'t7

Din diagramele trasate pentru fiecare dintre oompui selectati sc observd o influerrta dramatica

a coeficientului de partilie octanol ap[ log Kou, in toate cele trei cazuri. De asemenea se

observa odatd cu cre$tcrca log Kow si o crestere a influenfei pe care o are asupra valotilor

obtinute frac(ia rrateriilor onganice din sol (Foc sau SOM). Cu exceptia Koc qi log Kow,

pentru restul parametrilor varia{ia valorilor produse, respectiv a concenha.tiei de contaminant

in came qi lapte este liniari.

in i.,oncluzie modelul este sensibil in mod deosebit la varialiile log Kow gi Foc, acestia fiind

parametrii cheie ai modelului.

6.6. Concluzii

Acest capitol propune un rnodel matematic mecanicistic penfu evaluarea contamindrii clmtt

si laptelui de vacI, in cazul in care hrana acestora a absorbit antibiotice dintr-un sol

conlarninat. Scenariile presupun fertilizarea unei plquni cu gunoiul provenrt de la I'ermeie dc

pisiri. Piqunca respectivi cstc utilizat5 ca sursl de hranS pentru o turmd de vaci.

Rezultatelc contlrmi posibilitatea contaminirii camii ;i laptelui de vaci cu compu;ii selectali.
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Capitolul T

Caracterizarea riscului alimentar de ingestie a alimentelor qi apei

contaminate cu reziduuri ale com;rupilor farmaceutici

7,2. Substanle farmaceutice in apa potabili

Limitele toxicologice a conlaminanlilor thrmacer"rtici in apa potabili sunt considerate ca l07o

din ADI sau MRl, in lapte (Montlbrt, 20051. Se considerl un consum nrediu de 2 L api zilnic

pentru o persoanI cu o greutale corpora)i de 60 kg.

Daca substanta fan.uaceuticd nu e I'olositi si ca medicament veterinar si nu estc disponibili

valoarea ADI si MRL" se calculeazl un ADI provizoriu din cea mai micd dozi cu efect

farmaceutic, utilizdnd un factor de siguranfi dc 100.

in cazul contaminanlilor selectafi in studiul de nrodelare mateulatice vorll avea:

Sulfamethoxazol

l)oza oral[ minimh pentru onr:2 g zi-i. Sulfarnethoxazolul este inclus in Anexa I a

Regulamentului ?377190 cafacind parte din clasa sultbnamidelor. ADI = 0.2 mg kg-lzi-1.

MRL : 100 pg kg-r lapte. MRL in tapte este baza! pe un consum de I .5 l- per zi.

Calcul: 1 00 pg kg-r lapte * 1.5 kg lapte persoana-r / 2 L apd prsoani-r.

Limita maximi de reziduuri in apa potabi16: 75 prg L-t,

Oxitetraciclini

Doza orali minimd perrtru onl: I g zi-1. Oxitr-traciclina este inclusa in Aneza I a

Regulamentului 237'7BA ADt : 0.03 mg,4tC MRL = 100 pg kg'r lapte

(EMEA/N4RL/026195). MRL in lapte este bazat pe un consum de 1.,5 L per zi.

Caf cul: ( 100 pg t,-t lapte * 1.5 kg lapte persoan Lr) I 2 L apl persoand-t.

Limita rnaxirni de rcziduuri in apa potabili. 75 pg L'1.
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Ketoronazol

Doza oral[ minitnd pentru onr: 0.2 gram per zi. Ketoconazolul nu este aulorizet pantru uz

veterinar. Nu exista date referitoare la doz-a maximl admisibiln sau MRL.

Calcul: 100 ptg L-r /100. Limita nraximi de reziduuri in apa potabili. 2 l g L''

7.1. Doza zilnici estimati

Considerdnd conrpusul iarmaccutic sulfatrtethoxazol, 9i aplicind modelul cogului zilltic, la

care adaugdm contaminarea apei qi vegetalelor calculul dozei zilnice estirnate va t'i urmatorul:

E D 1 : E{M RL carr.e' 0J * sf €lf icnt * D,\ * N R Lr inichi' 0,05 
= 

}JFL jtrcsir,tc *

0,05 + M{I lapte t 1,5 * MRLapar I } Caeg' 0"5}

EDI = 357,5 pg zi-\.

Fdrd s5 deplseasci ADI, cantitatea zilnicl ingerati poate avea insd etecte pe tenrren lung.

poate declanga reaclii alergice sau de hipersensibiliate. complica{ii hematologice la pacientii

cu deficit de glucozo-6 tbsfat-dehidrogenazi, dezvoltarea rezisten{ei bacteriene la

sullbnamide.

Trebuie addugat insi ci. studiile efectuate att raportal niveluri de contaminare a apei cu

sullamethoxazol sub 0,1 pg L-r, cu mult nrai mici decat concentratia utilizath itr aceasti

estimare .

incazulcompusuluiketoconazol,desinuesteerclusiopotenlialiexpunere, aceastiestimare

nu se poate realiza intrucAt pentru accst compus nLl sunt fixa1e limite maxime de reziduuri $i

ADI.

56



CONCLUZII

Obiectivul acestei teze a fosl evaluarea riscului reprezentat de prezenta reziduurilor

compuqilor famtaceutici in alinrente [i ap5. Abordarea acestui subiect s-a llcut prin urnldrirea

mai multor cAi de expunere: alimentele dc origine animali, apd' vegetale'

Prin dezvoltarm unei metotle nol de screening HPLC-UV pentru analiza simultand a patru

sultbnamide in lesut ntuscular de pasflre qi aplicarca acesteia pe probe reale s-a demonstrat

expu1erea potentiali a consumatorilor la reziduuri din aceasti clasi, la ulr niveI ce depisegte

uneori limita maxim6 admisi.

Dezvoltarea de multimetode capabile si detennine clase diferite de compuSi t'armaceutici.

antifungice qi biocide in api, sol qi material vegetal este una dirr cerinlele acluale ale evalutrii

riscului de contaminare a mediului.

Metodele dezvoltate in aceaste tezd ptur in evidenlS superioritatea tehnicilor de inalti rezolutie

orbitrap MS. ca tehnici de scrr:ening, pemriland totodatS aplicarea unei metode rltai pulin

selective penfu prcpararea probelor.

Analiza probelor reale de api 5i sol a demonstrat contaminarea cu compuqi farmaceutici sau

zurtifungici la un nivel ce dep5$eqte limita admisi pentru substantele famraceutice de uz ulnan.

Atdt probele de apd colectate din RornAnia cit gi din Olanda au arltat conlaminarea cu

sulfamethoxazol, tiiclofenac, eritromicin6, carbantazepind, ketoconazo[, thiabendazol,

carhendazim si alte produse farmaceutice.

Solul colectat din Olanda dupl perioada de fertilizare a prezentat contamillare cu

oxitetracicline.

S-a ilvestigat capacitatea plantelor de a absorbi aceste substalite atunci cAnd existi o

contantinare a solulut. Expertmentele au demonstrat ca pentru nivelurile de contaminare

testate, plantele au aceasta capacitate. abso(ia fiind dependcnti de proprietAtile tlzico-chrmice

ale compuqilor qi de particulariti{ile solului.

Dati fiind omniprezen{a compuqilor famraceutici in mediu qi capacitatea plantelor dc a-i

absorbi. este nccesari evaluarea expunerii cr:nsumatorilor prin contaminare indirecti.

Pentru acesta s-a evaluat prin elaborarea unui modc:l nlatematic impactul contamlnirii solului

asupra introducerii compugilor iarmaceutici in lan{ul alimcntar. Rezultatele au demonstrat

posibila contaminare cu sulfameloxilzol $i ketoconazol a clntii qi laptelui de vacd itl cazul in
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care animalcle consumi vegetale cultivate pe un sol contaminat. Modclul clabomt a fost

eval uat printr-o anal izi a sensibilitltii. evidenli indu-se pararnetri i relevan! i.

Problematica contaminerii mediului cu produse farmaceutice este foarte actuali. Identil.icarea

compusilrrr farnaceutici in apa qi sol, demonstrarea transferul acestor compuqi la planle Ei in

lanlul alimcntar a dcschis o cutie a Pandorei intr-un mod pe care alte descoperiri nu au licut-

o. Aceasta pe de o parte pentru ca s-a con;ticntizat cd apa de b5ut. de exemplu. este in patle o

apI reciclati din alte organisrnr'. lnteresul public qi al mass mediei a lost prolnpt chiar dacI s-

au misurat concentralii ale contaminan{ilor lbafie mici.

Atunci cand se cvalueazl riscurile la cxpunerea de contanrinanti fhnnaceutici este important

si se laci disticlia intre onr qi ecosisteme. atit in tenncnii expunerii cdt qi a efr:ctelor.

Concentralii de ordinul ppt pcntru ecosisteme pot duce la modificari in expresia genelor, insi

pentru om consumul zilnic pe intreaga duratS de viala ar ol€ri o expunere la compupii

individuali aproximativ egali cu o singur[ dozi terapeutici. ceea ce sugercazi un pericol

minor pcntru senitatea umani'in general.

Evaluarea toxicitAtii cronice in unna expunerii la amestccuri dc farmaccutice nu lrebui i'nsi

neglijatd. Totodatd trebuie luate in considerare abordiri nctradi{ionalc pentru studiile de

toxicitate ca de r.xemplu evaluarea rispunsurilor conrportanrentale^ de dezvoltare. de

reproducere sau studii de toxicogenonric6, inclusiv identificarea etapelor de viala specifice.

care ar putea fi nrai vulnerabile la aceslc produse famaceutrce.

Ca expunere secundard. dal mai importanti decat ingestia directd, esle inducerea rezisten;ei

bacteriene la antibiotice.

Evaluarca riscurilor ar putea beneficia, de asenrenea, o lisld de produse farmaceulice care

prezintl riscul cel mai mare, identificat pe baza unol factori specifici: modul de acliune, doza

terapeuticS. expunerea nrediului. Din datele disponihile se poate alimra c6 nu existi inci nici

o lisle de prioritSli acccptat6.

in concluzie, cercetinle viitoare vor trebui sa rispuntii umraloarelor intreblri.

. Care este impactul expunerii la amestccurile de contarninanli farmaceutici?

. Care sunt efcctele acestei expuneri pe temren scurt gi lung'?

. Sunt anumite erupuri ale populaliei mai vulnerabile la aceqli compusi, ca exeilplu

sugarii, persoanr'le su imunitatea compromisl sau cei care sultri de alergii'1

' Sunt concentrafiile din sol sau apd ale acestor contaminanli suficiente pentru a provoca

dezvoltarea si transmiterea rezistentei bacteriene la antibioticel)
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Este totodate necesar sd se ia in considcrare noi mctode chinrice de reducere a contaminirii cu

produse farmaceeutice a apclor uz-ate cat procese de oxtdare avansat5 cu H:O:. O:, CIO:, LJV.

sau purificarea cu carbon activ. Prin aceste tratamente se unndre6te pierderea ef'ectului i
fannaceutic $i cre$terea capacitalii de biodegradare. $

f
i
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i

1

Contribu{ii originale qi direc[ii viitoare de cercetare

ln cadrul studiilor el'ectuate pentru elaborarea acestei teze au fbst dezvoltate unnitoarele

nrctode analitice:

- Metoda dc deterrninarea sinrultani a patru sullbnamide (sultameto.xazol,

sulfaquinoxalinI. sulfadiazinl qi sulf'adimetoxinl) in !esu1 muscular de pui, prin

cromatografie irr lichide cu detecfie LIV (IIPLC-UV).

- Metoda de determinare simultani a 43 de compuqi tarnraceutici din clase diferite,

biocide ;i antifungice in apd de suprafat[ qi adincime, utilizind cromatografia dr:

lichide de ultra-performanli ;i spectronretria de masl de inalti rezolu{ic (U-tiPCL

Eractive Orhitrap MS t.

- Metoda de deteminare simultand a 4l de conrpugi farmacer-rtici din clase dil'erite.

biocide qi antifungice in sol qi material vegetal in stare proasplti. utilizAnd

cromatogralia de lichide de ultra-performan$ Ei spectrometria de nras6 de inaltd

rezolutie (t.l-HPCL Eractive Orbitrap MS).

Diferitele tehnici de extraclie utilizate (lichid-lichid, prin ultrasonificare sau ext!"actia

accelerald cu solven{i). purificarea ;i concentrarea probelor prin e.{tractie in fazi solidi au fosl

optimizate pentru oblinerea unor randanrente cAt mai bune qi penlru inldturarea efeclelor

nratricei.

Conrpuqii analizati au lbst foarte varia{i qi au inclus clase diferite de farnraccuticc si

antilungice.

Studiul a denronstrat ca utilizarea tehnicrlor MS de inaltd rezolu{ie permite separarea qi

identificarea unui nunldr foarte nrare de coml:rugi printr-un singur proces de deteclie.

Contbrm legrslatiei, toate rezultatelc au fbst cont'irmate prin analizi MS-MS (lIPL.C sau U-

HPLC Triple Quadrupole MS/MS).

Toatc metodele analitice prezentatc in tczi sunl originale qi au lost validate in intregimc

unldnd loale etapele necesare:

- Validarea prospectivd a metodei de preparare a probei, a metodei de separare qi de

deteclie.

- Procesarea datelor reale in paralel cu probe de control pentru determinarea exactiti(ii

(regisirii 1.
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- Validarea retrcspefiive pentru evaluarea repetabilitetii qi variabilitalii pe durata

studiului.

Metodele dezvoltati in acest studiu pentru analiza matricelor de mediu sunt irr prezent lolosite

pcntru screeningul substanlelor larmaceutice gi antifungicc la Institului de Control a

Reziduurilor RlKll,T-Wageningen University and Rescarch Center, Olanda.

Studiul de abso(ie a xenobioticelor de cdtre plante a completat cercetarea in domeniu prin

includerea unui compus (kctoconazolul) nestudiat pani in monrentul de fa,la. Un alt elcmcnt

dc originalirate al studiului o reprezintd compararea rezultatelor c:xperimentale oblinute cu

rezultatele cstimate printr-un model matelnatic, eviden{iind relatia dintre proprieti{ile

compuqilor'9i capacitatea de a fi absorbili gi transportafi in interiorul plantelor. Studiul a luat

in considerarea nu numai plante destinate corrsumului uman, ci gi consumului animal in

vederea evaludrii contaminlrii indirecte a produselor de origine animald.

A tbst elaborat un nlodel matematic psntru cstimarea expunerii indirecte a consumatorilor la

reziduuri farmaceutice. Modelul a adaptat ecuatii existente in literaturi la situalii concrete,

ulil izSnd sccnarii ditbritc-

Rezultatele oblinute au permis caracterizarea risoului generat de prezen{a in alimente qi mcdiu

a reziduurilor courpuEilor l'antracr'utici.

Cercetirile au pus in eviden$ faptul ciL reziduurile farmaceutice pot constitui o sursi de

hazard in alimente, prin nerespectarea normelor de buni practici veterinari qilsau prin

contaminarea nrediului inconj uritor.

Pe baza studiului. instituliile abilitate ar trebui sI ia mEsuri cu privire la: controlul strict al

reziduurilor fannaceutice in alinrentele de origine aninralS; fixarea corectl gi respectarea

timpului de aqteptare pentru medicarrtentele de uz veterinar; identificarc.a riscurilor pe care

aceste substanle le reprezint[ pentru mediu gi alcdtuirea unei liste de substanle cu risc majr:r;

monitorizarea continud a acestor substan,te in mediul acvatic pentru o evaluare corecti a

expunerii omului; elaborarea de stategii de evaluare a riscului, cu abordarca pe cla.sc

terapcuticc, deoarece asem5.narea structuralI intre medicanientele din aceeaqi clasi face

plauzibilS anticiparea de efecte similare; organizarea de campanit de rnlbrmare a publicului

larg precunr qi noi misuri dc reglementare a enlisiei acestor reziduuri in mediu.
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LuAnd irr considerare detectarea reziduutiltrr ca diclofr'nac, sulfametoxazol, carbendazim,

carbamazepind" tebuconazol, thiabendazol in probele de apd de DunIre, inclusiv in apa

potabill oblinuti din Dun5rc, o dirr'c1ie viitoare de studiu ar putea fi monitorizarea periodici a

reziduurilor contpugilor l'armaceutici, care sd conduci la o evaluarc a coulaminirii fluviului 9i

sedinrentelor, precunr;i a efectelor pc t:are aceasti posibil[ contan]inarc o are asupra

ecosistcnrelor adiacente. inclusiv impactului asupra senitAtii oalnenilor.
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