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INTRODUCERE

Plantele medicinale au o istorie indelungata de utilizare in terapie, efectele benefice fiind
recunoscute in intreaga lume, fitoterapia fiind o ramurd destul de importantd a medicinei
traditionale. In general, efectul terapeutic al unei plante medicinale se datoreaza componentelor
bioactive, care spre deosebire de medicamentele sintetice, contin mai multe substante chimice, ce
pot actiona sinergic [1,2]. Organizatia Mondiald a Sanatatii (OMS) estimeaza un procent destul
ridicat (65%-80%) de utilizare a produselor de origine vegetald ca forma primara de ingrijire a
sanatatii [3]. In piata farmaceutica exista o multitudine de suplimente alimentare sau nutritive,
obtinute din diverse plante medicinale indigene sau exogene. Numeroase specii medicinale sunt
utilizate atat in scop terapeutic cat si in scop culinar, fiind incadrate in aceasta categorie cimbrul -
Thymi herba, rozmarinul - Rosmarini folium, busuiocul - Basilici herba si menta - Menthae folium
etc.

Pentru a minimiza remanenta si eventualele efecte toxice ale acestor contaminanti, studii de
monitorizare a poluarii cu reziduuri de pesticide si metale grele sunt efectuate, fiind coordonate de
catre Autoritatea Europeana pentru Siguranta Alimentard (EFSA). Standardele europene impun cu
strictete respectarea unor limite de tolerantd, asigurdnd astfel o calitate ridicatd a produselor
alimentare, patrunse pe piata unica europeana.

Pornind de la aceste premise, obiectivul principal al tezei a fost sd evidentieze necesitatea
unui program de monitorizare mai riguros, supunand analizelor de contaminanti (pesticide si
metale grele), o gama variatd de produse vegetale, folosite atat in scop terapeutic cat si in scop
culinar.

Obiectivele specifice tezei au vizat:

. documentarea privind statutul la nivel national asupra programelor de monitorizare a

reziduurilor de pesticide si metalelor grele din plantele medicinale si frecventa de testare;



. dezvoltarea si validarea unei metode multireziduu de pesticide utilizand cromatografia de
gaze cuplati cu spectrometria de masa, din matrici complexe de origine vegetala (GC-MS/MS);

o evaluarea profilului multireziduuri de pesticide din diverse produse vegetale provenite atat
din flora spontana cét si din culturi proprii ale producatorilor;

o dezvoltarea unei metode de identificare si cuantificarea metalelor grele din matrici vegetale,
utilizand spectrometria de emisie si absorbtie atomicd (AES / AAS);

. transferul contaminantilor din produse vegetale folosite atit in scop terapeutic cat si culinar
(Menthae folium, Rosmarini folium, Basilici herba, Thymi herba), in anumite tipuri de solutii
extractive si tesuturi de origine animala;

o transferul componentelor bioactive din produsele vegetale (Menthae folium, Rosmarini
folium, Basilici herba, Thymi herba) in diferite solutii extractive apoase;

o evaluarea toxicitdtii matricelor vegetale contaminate prin monitorizarea efectelor induse
asupra nevertebratului Daphnia magna; determinarea statusului oxidativ indus la nivel hepatic si
cerebral,

o evaluarea gradului de remanenta a reziduuri de pesticide din compozitia matricilor vegetale
contaminate;

Teza de doctorat este structurati in doua parti. In prima parte a tezei am adus in discutie
situatia actuald de la nivel mondial si national asupra reziduurilor de pesticide si metalelor grele,
infiltrate 1n lantul trofic si probleme generale acute/cronice ce pot fi generate, In cazul in care nu
sunt respectate anumite normele de siguranti dar si nerespectarea legislatiei aferente. In a doua
parte a tezei sunt contributiile personale care abordeaza principalele obiective propuse, prin
efectuarea de teste experimentale, desfasurate pe o perioada de 4 ani, descrise in detaliu in cele
cinci capitole, fiind sumarizate intr-un capitol final, in care confirmam atingerea obiectivelor
propuse. De asemenea, teza prezentda, deschide noi oportunitati de cercetare ulterioara, prin

evaluarea gradului de contaminare in anumite tesuturi, prin folosirea de tehnici analitice avansate.



STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

1. CONSIDERATII TEORETICE REFERITOARE LA TIPURILE DE PESTICIDE SI
METALE GRELE CU POTENTIAL DE ACUMULARE iN PRODUSE VEGETALE
IMPACTUL ASUPRA SANATATII UMANE

Capilolul 1 a fost impartit in doud sectiuni, primul referindu-se la istoria, clasificarea
pesticidelor, remanenta dar si principalele probleme ce pot cauza anumite reziduuri ecosistemelor
la nivel mondial. In a doua sectiune am descris principalele metale grele si implicatiile toxicologice
ulterioare asupra sanatatii oamenilor.

Pesticide

Pesticidele sunt compusi sau amestecuri de compusi aplicate diferitelor tipuri de culturi, cu
scopul de a diminua pierderilor de productie si de a mentine o calitate cat mai ridicatd a produselor
stocate, cu rol de a distruge, de a controla sau de a descuraja anumiti daunatori [4].

Progresul major Tn dezvoltarea pesticidelor a avut loc in perioada de dupa al doilea razboi
mondial, cand s-au sintetizat numeroase tipuri de substante eficiente si la preturi accesibile. Aceasta
perioada a fost marcata de descoperirea compusilor precum aldrin, diclorodifenil-tricloretan (DDT)
n 1939, dieldrin, B-hexaclorura de benzen (BHC), acid 2,4-diclorfenoxiacetic (2.4-D), clordan,
endrin si altele, ce si-au dovedit eficacitatea in sistemele agricole si nu numai [5,6]. Utilizarea
frecventa a pesticidelor pentru atenuarea daunatorilor, a devenit o practicd obisnuita in toata lumea.
Datorita cresterii productiei agricole, cu scopul de a obtine un randament cat mai ridicat de
alimente, precum si ridicarea potentialului productiv al materiilor prime provenite din flora
spontand, au condus la necesitatea unei protectii corespunzatoare a culturilor, dar si a vegetatie
impotriva bolilor criptogamice.

Pierderile provocate culturilor la nivel mondial, se ridica anual la peste 35-40% din recoltele
totale, ceea ce conduce la obtinerea unui randament destul de scazut a produselor alimentare din
comert. Din aceste pierderi, insectelor le revin cel mai mare procent, aproximativ 13.8%, urmate
de ciuperci 11.6%, buruieni 9.5% si altor organisme 0.1% [7].

La ora actuala, la nivel mondial se estimeaza ca aproximativ 3 milioane de tone de pesticide
sunt date spre folosinta, dintre care 48% sunt erbicide, 29% insecticide, 17% fungicide iar restul
de 6% fiind reprezentate de alte categorii de pesticide. Statistica folosirii pesticidelor arata o

crestere cu 33% (aproximativ 4 milioane de tone de pesticide), Th urmatorii ani [8].



De-a lungul anilor, s-au efectuat numeroase studii referitoare la efectele daunatoare pe care
pesticidele le pot cauza oamenilor, fie din punct de vedere acut, fie cronic. In anumite situatii,
efectele nocive ale pesticidelor pot conduce la moarte, daca dozele aplicate nu sunt respectate si nu
se asigura termenul limita de actiune.

Evaluarea potentialului toxic acut al unei substante chimice este necesar pentru a determina
impactul negativ asupra sanatatii, ca urmare a unei expuneri sau a unor expuneri multiple intr-un
interval de 24 de ore. Aceste expuneri ne pot da informatii despre tipul efectelor toxice, momentul
aparitiei, durata si gravitatea, relatiile dintre doza si reactie, etc. [9]. Problemele investigate pot fi:
modificari anormale ale greutatii corpului, modificari patologice ale tesuturilor si organelor, semne
clinice ale toxicitatii, si altele. Sunt situatii cand un pesticid cu toxicitate acutd mare este mortal
chiar daca corpul uman absoarbe o cantitate foarte mica [10].

Se cunoaste faptul ca pesticidele din clasa organofosforicelor (clorpirifos, clorfenvinfos,
diazinon, malation, fenitrotion, etc.) sunt extrem de neurotoxice, inhiba ireversibil
acetilcolinesteraza (enzima implicatd in hidroliza acetilcolinei), cu acumulare de acetilcolinad in
neuronii motori. Foarte multi compusi de tipul ditiocarbamatilor (mancozeb, zineb, urbazid) induc
stres oxidativ intraneuronal, conducand la deteriorare neuronald, iar prin eliberarea ionilor de metal
din compozitie (Cu®*, Zn?*, Mn?*) in timpul biotransformdrii, acestia pot imbunititi nivelul de
echilibru al speciilor reactive de oxigen (SRO), pot stimula oxidarea indusa de SRO a lipidelor si
a proteinelor sau pot inactiva anumite enzime conducéand la efecte neurotoxice [11].

Numeroase studii orientate catre cdile de expunere ale omului, fie prin intermediul cadrului
profesional (la locul de muncad), fie din mediul inconjurétor arata ca, ficatul este organul principal
vizat pentru acumularea pesticidelor, fiind si locul biotransformarii lor [12]. De asemenea, n
functie de anumite proprietdti specifice cum ar fi: afinitatea lor pentru tesuturile lipofile, remanenta,
metabolizarea lor, etc., acestea pot deveni o posibila sursd de contaminare datorita biotransformarii
in anumite xenobiotice (DDT, atrazin, carbaril, diazinon, diuron, etc.) de la nivelul ficatului
[13,14]. Al doilea organ predispus intoxicarii cu pesticide este rinichiul, datorita fluxului mare de
sange, de capacitatea sa de concentrare si de convertire a acestora, fiind o tintd preferata pentru
toxicitatea compusilor xenobiotici [15].

Metale grele

Organizatiile internationale au stabilit, datoritd toxicitdtii anumitor metale din tabelul

periodic (metale grele), un plan de monitorizare care sa fie respectat cu strictete, din cauza prezentei



lor la locul de munca, sol, aer, apa sau in gospodariile oamenilor, afectand de cele mai multe ori
starea generald a acestora. Din cele 35 de metale, 23 sunt reprezentate de catre metalele grele: stibiu
(Sb), arsenic (As), bismut (Bi), cadmiu (Cd), ceriu (Ce), crom (Cr), cobalt (Co), cupru (Cu), galiu
(Ga), aur (Au), fier (Fe), plumb (Pb), magneziu (Mg), mercur (Hg), nichel (Ni), platina (Pt), argint
(Ag), teluriu (Te), taliu (Ta), staniu (Sn), uraniu (U), vanadiu (V) si zinc (Zn).

Anumite metale, precum Zn, Fe, Cu, Cr, Ni, Mn sunt printre putinele elemente esentiale
active in desfasurarea proceselor metabolice ale omului (Zn este implicat in numeroase procese
enzimatice care ajuta digestia, carenta lui conducand la scaderea imunitatii, pierderea gustului si a
mirosului; Fe este implicat in transportul oxigenului prin intermediul hemoglobinei, deficienta lui
generand o lipsa de oxigenare la nivelul creierului si carente in gandire; cupru este un oligoelement
esential pentru buna functionalitate a corpului uman, el fiind implicat Tn anumite procese esentiale
de la nivelul creierului, sistemului nervos dar si a sistemului cardiovascular), dar pot deveni toxice
in cantitati mari [16,17]. Fata de celelalte toxine prezente in mediu, metalele grele au proprictatea
de a se acumula in organismul uman, iar eliminarea lor prin metodele uzuale de excretie nu sunt
foarte eficiente, fiind necesare metode de chelatare a acestora, care s grabeasca procesul de
suprimare [18].

Cele mai afectate organe datoritd asimilarii metalelor grele Tn organismul uman sunt: creierul,
tractul gastroduodenal, maduva hematogena, nervii periferici, sistemul cardiovascular si renal.
Toxicitatea depinde de tipul, cantitatea de metal, varsta pacientului precum si perioada de expunere
[17,19].

Cea mai relevanta analiza pentru depistarea reziduurilor de metale grele din organismul
uman, este analiza firului de par (analiza minerala tisulard), testele de urind sau de sange nu sunt
foarte specifice, deoarece acestea au capacitatea de a se depozita in tesutul gras, par si unghii [20-
22].

Simptomele intoxicdrii cu un metal greu nu sunt greu de recunoscut din cauza faptului ca
acestea sunt, de obicei, severe, rapide si pot fi asociate cu un eveniment recent (expunere sau
ingerare). Expunerea la toxicitatea metalelor poate aparea fie din alimentatia de zi cu zi, fie prin
administrarea de produse farmaceutice, plante medicinale, produse derivate din plante medicinale,
fie din mediul inconjurator sau din mediul profesional [23,24]. Cele mai frecvente simptomele sunt
asociate cu: crampe, greatd si varsaturi, durere, transpiratie, dureri de cap, respiratie greoaie,

confuzie, dificultati in ceea ce priveste capacitatea de a gandi, de a merge, de a vorbi si convulsii.



Tratamentele naturiste din plante medicinale sunt recunoscute din cele mai vechi timpuri si
preferate Tn locul tratamentelor sistematice conventionale, dar prin folosirea in doze repetate (cu
scopul de a obtine efectul terapeutic dorit), contaminarea organismului cu metale grele este
inevitabild. Plantele medicinale se hranesc cu substantele minerale din sol prin intermediul
radacinilor dar si prin organele aeriene, cum ar fi frunzele. Absorbtia elementelor esentiale necesare
dezvoltarii plantelor, nu este intotdeauna benefica, deoarece prin acest proces, plantele
acumuleaza/stocheaza si metale grele Tn compozitia lor. Astfel prin folosirea plantelor medicinale,
fie in prepararea unor ceaiuri, fie cu scopul obtinerii unui produs medicamentos sau unei
extract/tincturd, acestea patrund in organismul uman. Pentru a controla impactul negativ al acestor
compusi, au fost necesare impunerea unor limite de toleranta, Tn controlul alimentelor, a solurilor,
a apelor si a aerului, in fiecare tara, in functie de natura substantei si de toxicitatea acesteia [25-
27].

2. STADIUL ACTUAL AL UTILIZARII SI FRECVENTA DE TESTARE A
REZIDUURILOR DE PESTICIDE SI METALE GRELE PE TERITORIUL ROMANIEI,
TN DIVERSE SURSE VEGETALE

Tn capitolul 2, am descris situatia actuala nationali a reziduurilor de pesticide si a metalelor
grele, prin prezentarea de studii stiintifice si rapoarte emise de cétre laboratoarele implicate in
programele de monitorizarea a acestor contaminanti.

Foarte putine studii au fost efectuate pe teritoriul Romaniei in ceea ce priveste calitatea
materiei prime, din punct de vedere al contaminantilor (reziduuri de pesticide, metale grele, etc.),
efectele cu potential negativ, fiind direct implicate asupra sanitatii consumatorului. In urma
studiilor efectuate la nivelul Romaniei in ceea ce priveste remanenta anumitor tipuri de pesticide,
Ferencz si colab. au determinat a-hexaclorociclohexane, y-hexachorociclohexane, diazinon,
dichlorvos in diferite probe de apa. De asemenea acestia au testat si anumite probe de sol, unde au
gasit concentratii de aproximativ 20 pg/kg DDT si 50 ng/kg DDE, aceste reziduuri de pesticide
facand parte din categoria organocloruratelor [28]. Un lucru si mai grav este faptul ca au fost gasite
urme de HCH la mai mult de 98% din pacientii investigati din lasi (Romania), unde izomerul f3-
HCH a fost cel mai raspandit cu o valoare medie de 923 ng/g Iw. Urme de DDT (p. p-DDE, o, p-
DDT si p. p-DDT) au fost masurate in toate probele de ser uman [29]. Contributia majora (>70%)
din suma DDT a fost p. p-DDE cu o valoare medie de 1975 ng/ g Iw. Nivelurile de p, p-DDE au

fost semnificativ mai mari la persoanele cu resedinta in zona rurala, iar concetratiile majoritatii



poluantilor au fost corelate semnificativ cu varsta si anumite tipuri de afectiuni (cancerul de san,
ovarian, testicular si de tiroida sunt strans asociate cu expunerea la aceste pesticide) [29]. Rusu si
colab. au evaluat nivelul reziduurilor de pesticide din 54 de probe de lapte si produse procesate din
lapte, colectate aleatoriu din judetul Bacau, unde au depistat compusi din categoria pesticidelor
organoclorurate (a-HCH, B-HCH si y-HCH) peste limite maxime permise, ceea ce confirma
remanenta si transferul pesticidelor in produsele cu continut mare de grasimi [30].

Din anul 2011 pana in prezent, Ministerul agriculturii si dezvoltarii rurale (MADR) din
Romania, a emis cu frecventd anuald, un raport privind planul de monitorizare a reziduurilor de
pesticide din diverse produse de origine vegetala (cele mai multe fac parte din categoria legumelor,
fructelor si cerealelor), din productia interna si externa, respectand cerintele UE. Aceste planuri de
monitorizare au fost elaborate de catre Autoritatea Nationala Sanitara Veterinard si pentru
Siguranta Alimentelor (ANSVSA), autoritate competenta, supusa reglementarilor UE.

Scopul primordial al acestei actiuni, este de a controla rata de incidenta in anumite zone i
pentru anumite produse, cu efecte ulterioare, de a reduce consumul pesticidelor toxice si remanente.
Analizele sunt efectuate de catre laboratoarele competente si acreditate conform cerintelor
Europene (ISO/IEC 17025:2005).

In ultimii ani, poluarea cu metale grele a devenit o problemi la nivel mondial, datorita
dezvoltarii sectoarelor industriale, agriculturii, mineritul, transportului, etc., aceste elemente fiind
eliberate in mod continuu in mediul inconjurdtor, fard a cunoaste in detaliu, potentialele efecte
daunatoare [31].

Vrinceanu si colaboratorii sai au studiat potentialul de acumulare al metalelor grele in tesutul
plantelor dintr-o zona afectata de emisiile provenite de la platforma industriala din zona Copsa
Micd. Au fost prelevate si esantionate aproximativ 118 probe de plante medicinale si 103 probe de
sol. Analize efectuate pentru determinarea metalelor grele (Cd, Zn si Pb) au aratat ca speciile
Equisetum  pratensis, Cynodon dactylon, Verbascum phlomoides, Calamagrostis
pseudophragmites si Asclepias syriaca au acumulat cantitati excesive de metale grele in tesuturile
lor, datorita poluarii solului si a aerului [32].

Alta zona unde au fost testate acumularea de metale grele in plante medicinale a fost zona
Dobrogei, unde Lucica Barbes si colaboratorii sai au evaluat acumularea metalelor grele in frunzele
si scoarta de Populus nigra L. provenite din atmosfera si sol. Metale grele precum Cu, Ni, Zn si

Cd au fost determinate, probele fiind prelevate din 2 zone poluate din regiunea Navodari (Navodari



Camp si Navodari Fertilizer Chemical Plant), Romania. Rezultatele au arat faptul ca, frunzele de
Populus nigra L. pot fi folosite ca un bioindicator in cazul in care solul este contaminat cu urme
de Cu, Ni, Pb, Zn sau Cd [33]. De asemenea, Radulescu si colaboratorii sai au studiat metalele
grele din 4 plante medicinale perene: Matricaria recutita L., Taraxacum officinale L., Achillea
millefolium L. si Hypericum perforatum L., probele fiind colectate din regiunea Navodari si
analizate utilizdnd spectrometria de absorbtie atomica (AAS). Tn urma studiului au concluzionat
faptul ca, probele de plante medicinale pot absorbi concentratii semnificative de metale grele din
sol si din atmosfera contaminata, indusa de traficul auto dar si de rafinaria petroliera aflata in
vecinatate [34].
PARTEA EXPERIMENTALA

3. PROTOCOL DE VALIDARE A REZIDUURILOR DE PESTICIDE SI A METALELOR
GRELE DIN PRODUSE VEGETALE COMPLEXE

Capitolul 3, a fost impartit in doud sectiuni, prima referindu-se la validarea metodei de
extractie si analiza a reziduurilor de pesticide din matrici complexe vegetale utilizand
cromatografia de gaze cuplata cu spectrometria de masa, iar in a doua parte am dezvoltat o metoda
pentru determinarea continutului de metale grele din materii prime vegetale, utilizand
spectrometria de absorbtie atomica.

Pesticide

Metoda se bazeaza pe separarea reziduuri de pesticide extrase din probe de plante/produse
vegetale si mdsurarea cantitativa a acestora, prin metoda standardului intern. Extractia si purificarea
probelor luate in studiu se executda prin metoda SPE-QuUEChERS, iar determinarea cantitativa a
pesticidelor se realizeaza prin tehnicile GC-MS-MS (varianta timed SRM- selected reaction
monitoring).

Principalele etape ale modului de lucru privind efectuarea incercarii sunt:
- prelucrarea primara a probei — se refera la omogenizarea si esantionarea probelor de
incercat In vederea obtinerii de portii analitice ale unei probe;
- prelucrarea probei analitice — are drept scop extractia In ACN a pesticidelor din proba si
purificarea acestora. In mod similar se va prepara si proba blanc de reactivi;
- prepararea probelor de calibrare (pentru determindrile cantitative) — se realizeaza in vederea
trasarii curbelor de calibrare pe baza carora se calculeaza concentratiile de reziduuri din probe;

- analiza cromatografica a probei.



Parametrii specifici de achizitie au fost optimizati prin varianta timed SRM (selected
reaction monitoring- fragmentarea ionului produs n ion precursor), fiecare analit urmarit avand cel
putin un ion de confirmare. Conditiile optime de ionizare/fragmentare/detectie/separare au avut la
baza documentarea din literatura de specialitate/bazelor de date precum si testarilor preliminare
pentru a asigura indeplinirea atributelor de baza de specificitate si sensibilitate.

Parametrii selectati in cadrul protocolului experimental de lucru: interval de talonare,
linearitatea, limita de cuantificare (LOQ), acuratetea, precizia pe termen scurt, precizia
intermediara, incertitudinea de masurare.

Cunoscandu-se complexitatea si varietatea matricilor vegetale, conform ghidului Sante
12682/2019 (fiind un document strict necesar laboratoarelor implcate in programele oficiale de
monitorizare ale reziduurilor de pesticide de pe teritoriul Uniunii Europene), validarea unei metode
analitice se poate face utilizdnd minim o matrice vegetala reprezentativa categoriei produsului
vegetal [35]. Pentru o mai buna acuratete a rezultatelor, au fost supuse testelor de validare doua
materii prime vegetale: frunze de Senna (Cassia augustifolia) si flori de hibiscus (Hibiscus
syriacus).

Urmare a indeplinirii criteriilor de acceptabilitate stabilite prin protocolul experimental de
catre majoritatea compusilor in matricile investigate, metoda analiticd propusa pentru determinarea
multireziduurilor de pesticide din matrici de origine vegetala corespunde scopului propus.

Metale grele

Spectrometria de emisie atomica (AES) si spectrometria de absorbtie atomica (AAS) sunt
tehnici analitice ce masoara concentratia elementelor chimice (anorganice) dintr-o proba lichida
sau solida. Tehnicile instrumentale presupun transformarea elementelor sub forma de vapori
atomici la temperaturi ridicate, prin aparitia emisiei sau absorbtiei luminii, ce poate fi masuratd cu
precizie, la o lungime de unda rezonanta caracteristica elementelor in cauza.

Procesul de extractie a metalelor grele presupune 2 etape de mineralizare, urmata de o etapa
finala de filtrare cu aducerea la un volum cunoscut, aplicat cu succes si de alti autori in domeniu
[36-38]. Dupa ctapa de filtrare, etapa in care materia organica este indepartata, solutia este adusa
la balon cotat si analizata cu ajutorul AAS si AES. Materiile prime folosite pentru determininarea
continutului de metale grele au fost achizitionate din comert: roinita (Melissae folium),
recomandata pentru armonizarea starii psiho-emotionale si pentru imbunatatirea memoriei; lavanda

(Lavandulae angustifoliae flores), asociata in reducerea tensiunilor psihice, protejeaza organismul



impotriva stresului si armonizeaza starea psiho-emotionald; codite de cirese (Cerasorum stipites)
cu efecte diuretice; capsuni (Strawberry) consumate pentru aportul mare de vitamine. Elemente
analizate: Zinc- Zn lungime de unda 213; Arsen- As lungime de unda 193; Mercur- Hg lungime de
unda 253; Cupru- Cu lungime de unda 324; Crom- Cr lungime de unda 357; Cadmiu- Cd lungime
de unda 228; Nichel- Ni lungime de undd 232; Plumb- Pb lungime de unda 283. Majoritatea
probelor au fost analizate si cuantificate utilizand cuptorul de grafit, exceptie facand Hg si Zn care
au fost analizat pe sistemul de hidrura/flacara.
4. DETERMINAREA REZIDUURILOR DE PESTICIDE SI A METALELOR GRELE
DIN PRODUSE VEGETALE SI EVALUAREA GRADULUI DE TRANSFER iN
DIFERITE SOLUTI EXTRACTIVE APOASE

Tn capitolul 4, am aplicat metodele analitice dezvoltate cu scopul de a evalua gradul de
contaminare a unor produse vegetale (Rosmarini folium, Menthae folium, Basilici herba, Thymi
herba) folosite uzual in fitoterapie dar si in gospodiria oamenilor. In acest scop am analizat cite 5
probe din fiecare categorie. Ulterior, probele au fost “imbogatite” cu un numar mai mare de
pesticide, pentru a evalua gradul de transfer atunci cand se aplica diferite metode de preparare
extractive apoase.

Pesticide

Cea mai contaminatd materie prima a fost menta, fiind cuantificate reziduuri precum
clorpirifos-etil in menta-1 si menta-5, ciflutrin (suma de izomeri) in menta-2 si menta-3, lambda-
cihalotrin in menti-4 si ment3-5. Tn probele de rozmarin au fost dozate bifentrin, lambda-cihalotrin,
fludioxonil, terbutilazin si metoxiclor (in mostra 1, 2 si 3, iar in probele 4 si 5 nu au fost cuantificate
reziduuri ale pesticidelor peste LOQ metodei). Materiile prime de busuioc se prezinta mai bine din
punctul de vedere al reziduurilor de pesticide, comparativ cu celelalte produse vegetale, gasindu-
se contaminanti doar in probele 1 si 2 (lambda-cihalotrin, fludioxonil si tau-fluvalinat). Probele de
cimbru au prezentat reziduuri ale pesticidelor in toate mostrele, cele mai mari cantitati de reziduuri
de pesticide gasindu-se Tn cimbru-2 si cimbru-5, cu 3.62 mg/kg lambda-cihalotrin si 0.045 mg/kg
tau-fluvalinat. Tn restul probelor de cimbru, au fost cuantificate concentratii sub 0.01 mg/kg ale
fludioxonilului, pirazofosului si metoxiclorului. Conform rezultatelor, 2 din 5 probe analizate din
aceeasi categorie de produs vegetal, prezintd reziduuri de pesticide ce pot ajunge in alimentatia
umana. De aceea, se va evalua transferul unui numar mai mare de reziduuri de pesticide, prin

contaminarea voluntara a materiei prime vegetale, ce va fi folosita in prepararea diverselor solutii



apoase, utilizate des in fitoterapie. In functie de proprietitile fizico-chimice ale fiecarui pesticid in
parte si de afinitatea lor, acestea pot difuza din compozitia materiei prime vegetale in solutii apose
extractibile, cu riscul de a contamina involuntar organismul uman. Tn acest scop, s-a avut in vedere
evaluarea ratei de transfer a reziduurilor de pesticide in diferite tipuri de solutii extractive (infuzii,

macerari sau extractii combinate) [39].

Timp de Rosmarini Menthae Thymi Basilici
.. . . R MRL
Pesticide retentie folium folium herba herba k
(min) ng/kg ng/kg ng/kg ng/kg i
Difenilamina 11.08 111.41 82.53 110.33 - 50
Trifluralin 11.33 88.91 86.61 182.76 - 50
BHC-alfa 11.85 - 39.44 46.68 - 10
HCB 11.80 49.58 - 80.40 54.03 20
BHC-beta 12.32 48.31 40.87 40.19 - 10
BHC-gamma 12.58 45.78 40.23 52.76 - 10
Diazinon 12.65 104.91 93.89 106.05 - 50
BHC-delta 13.12 46.47 44.12 - - 10
Heptachlor 14.23 48.81 41.37 43.14 - 100
Heptachlor-epoxide 16.31 48.27 - 44.54 -
Cloripirifos-etil 15.07 111.58 - 158.76 111.3 500
Aldrin 15.21 49.61 - - 20
Dieldrin 18.25 43.16 - 44.13 -
Chlordan (suma de 16.99/17.37 91.21 - - 96.44 20
Endosulfan 1 17.39 - 41.30 40.05 -
Endosulfan 2 19.22 - 38.66 45.93 - 100
Endosulfan sulfate 20.42 - 39.74 41.14 -
Fludioxonil 17.76 92.75 72.62 - - 50
p,p-DDE 18.08 44.51 - - 46.3 500
Endrin 18.83 45.76 42.37 41.07 47.12 100
p,p-DDT 20.63 - 38.76 42.57 - 500
Propargit 21.20 - - - 90.75 50
Bifentrin 22.29 67.44 - - - 100
Metoxiclor 22.40 45.44 - 49.66 47.82 100
Fenpropatrin 22.60 - 79.25 93.35 107.91 20
Cihalothrin lambda 24.15 - - 17.89 26.99 1000
Ciflutrin (izomer) 26.65 - 139.87 - 161.48 100
Cipermetrin 27.26 195.34 - 183.61 - 100
Flucitrinate 27.63 4421 - 44.53 50.23 50
Fenvalerate 29.15 - 77.92 74.82 86.91 100
tau-Fluvalinat 29.25 48.89 - - - 10
Deltamethrin 30.20 132.11 84.49 82.85 - 15000

Solutiile extractive apoase au fost preparate in 3 moduri dupa cum urmeaza:

1) infuzie in apa caldd 15 min (peste materia prima vegetala se pune apa fiarta si se lasa la
infuzat timp de 15 minute)- notata S1,

2) infuzie in apa calda 15 min urmata de decoctie 30 min la 70°C (peste materia prima
vegetald se pune apa fiartd, se lasa la infuzat 15 minute dupa care cu ajutorul unei plite se pune la

decoctie (70 °C) timp de 30 de minute)- notatd S2,;



3) macerare la rece timp de 12 ore (produsul vegetal se lasa in apa rece timp de 12 ore)-
notata S3.

Dupa aplicarea proceselor de preparare a solutiilor extractive apoase transferul reziduurilor
de pesticide din materiile prime contaminate au fost variate, explicabile datorita proprietatiilor

fizico-chimice dar si compozitiei materiei prime vegetale.
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Concentratia reziduurilor de pesticide din Rosmarini folium vs concentratia reziduurilor
de pesticide din solutiile extracti apoase de Rosmarini folium %
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Concentratia reziduurilor de pesticide din Menthae folium vs concentratia reziduurilor de
pesticide din solutiile extractive apoase de Menthae folium %
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Concentratia reziduurilor de pesticide din Basilici herba vs concentratia reziduurilor de

125 pesticide din solutiile extractive apoase de Basilici herba %
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Legenda: Produs vegetal busuioc contaminat; . Infuzie S1; .Infuzie +Decoctie S2; . Macerare S3
Prin prepararea infuziilor clasice, recomandate de majoritatea producatorilor de ceaiuri

medicinale, cantitatea de reziduuri de pesticide difuzata, este in unele cazuri, aproape de valoarea
nominald dozati din produsele vegetale contaminate. In solutiile extractibile, obtinute prin
infuzare, urmata de decoctia la cald (S2), cantitatea de pesticide regdsite scade pentru marea
majoritate sub 50%. In cazul macerarii la rece, cantitatea de pesticide scade semnificativ,

regasindu-se in unele cazuri sub 20%.



Metale grele

Tn acest scop au fost selectate plantele vegetale uscate, de tip ceai: rozmarin-5 (rozmarin uscat

din plicuri de ceai), menta-5 (menta uscata din plicuri de ceai), busuioc-5 (busuioc uscat din plicuri

de ceai), cimbru (cimbru uscat din plicuri de ceai).

Rosmarini Menthae Thymi Basilici MRL
Element folium folium herba herba ma/k
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg 9/xg
Cd 0.08+£0.01 0.04+0.01 0.03+£0.01 0.06+0.01 0.05
Cu 129+1.8 54+1.8 8.4+1.38 45+1.8 2
Cr 25+0.3 1.1+£0.3 3.1+£0.3 09+0.3 0.5
Pb 1.5+£0.2 2.3+0.2 29+0.2 3.6+£0.2 0.1
Ni 1.2+0.1 2.1+£0.1 159+0.1 22+0.1 N.A.
Zn 24.9+2.2 305+2.2 452+ 2.2 23.6+2.2 N.A.
Mn 346+3.1 30.2+3.1 59+3.1 143+3.1 N.A.

Cele mai multe dintre elementele analizate, sunt peste limitele maxime impuse (Cu, Cr, Cd,

Pb), reprezentand astfel un risc major in consumul acestor materii prime. Dintre elementele dozate,

Pb si Cd sunt cel mai frecvent asociate cu otravirea cu metale grele. De asemenea, S-a urmarit

gradul de transfer a metalelor grele in solutiile extractive apoase (infuzii, macerari sau extractii

combinate).

Solutii extractibile

Elemente analizate

apoase Cr Cu Pb Ni Cd Zn Mn
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

= S1 <0.1 4 <05 1.3 01 839 325
5 E s2 <01 41 <05 14 01 786 4408
8 2 S3 <01 78 <05 18 02 919 4552
&€ S1 24 417 <05 409 <005 <50 398.7
2 % S2 21 423 <05 419 <005 1238 4349
S = S3 35 1574 <05 46,6 <0.05 1415 532.1
£ g s1 1.8 63 <05 16 06 3823 884.2
>% S2 25 743 <05 187 0.6 3922 9157
== S3 249 837 <05 199 08 4618 1015.1
S S1 <01 39 <05 <01 <005 <50 1196
25 S2 <01 31 <05 <01 <005 <50 117.2
m < S3 <01 94 <05 <01 <005 511 1525

Rata

Q

ea mai mare de transfer, in cazul solutiilor extractibile o reprezinta manganul-Mn cu o

rata cuprinsa intre 41.74-88.23%, restul elementelor fluctuand dupa cum urmeaza: Ni, s-a observat

un transfer ridicat in toate solutiile apoase preparate pentru matricea de menta, iar pentru celelalte



tipuri de matrici transferul a fost sub 8%; transferul ridicat al Cu pentru solutia apoasd S3 din
mentd, pentru celelalte specii variind de la 1.6% (rozmarin S1) pana la 49.9% (cimbru S3); Cd a
fost transferat aproape in totalitate pentru matricea de cimbru solutiile S1, S2, S3 si sub 11% in
cazul rozmarinului; pentru celelalte specii concentratia elementului a fost sub LOQ; Cr a difuzat
foarte putin in solutiile apoase, transferul fiind sub 16% la toate speciile studiate; Zn a inregistrat
un transfer ridicat de 51% pentru proba de cimbru S3, rezultatele experimentale aratand ca modul
de extractie nu influenteaza gradul de transfer pentru nici o specie analizatd; nu au fost detectate
urme de Pb in nici o proba extrasa, chiar daca concentratia determinata in materiile prime au fost

peste limite maxime admise.

Transfer % metale grele din produsul Transfer % metale grele din produsul
vegetal in diferite tipuri de solutii vegetal in diferite tipuri de solutii
extractive apoase - Rosmarini folium extractive apoase - Menthae folium
120.00 120.00
100.00 100.00
80.00 80.00
$ 6000 60.00
40.00 40.00
20.00 20.00 I
0.00 . - I 0.00 . I
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5. CERCETARI ASUPRA COMPONENTELOR VOLATILE DIN MATERIILE PRIME
VEGETALE SI STABILIREA RATEI DE TRANSFER iN DIFERITE TIPURI DE
SOLUTII APOASE

Tn capitolul 5, am determinat anumite componente active, cu actiune terapeutica
recunoscute (alfa-pinen, camfen, limonen, eucaliptol, linalool, mentol, borneol, terpinen-4-ol, alfa
terpineol, bisabolol) din materiile prime selectate (rozmarin, menta, cimbru si busuioc). De
asemenea, am evaluat gradul de transfer a componentelor active in solutii extractive apoase.

Din datele experimentale obtinute, putem remarca gama mare de concentratii ale
componentelor volatile in cazul probei de rozmarin (pinen 24.6 pg/kg, 88.4 pg/kg cineol /
eucaliptol, 56.8 pg/kg camfor, 17 pg/kg alfa-terpineol), de menta (mentolul a fost cel care s-a
evidentiat cel mai mult 74.8 pg/kg, in comparatie cu ceilalti analiti), busuioc (cineol 35.9 pg/kg,
linalool 51.2 pg/kg, restul valorilor fiind sub 11 ug/kg), cea mai putin bogata in componente

volatile fiind cimbru, unde cea mai mare valoare determinata a fost pentru alfa-terpineol de 3.4

pa/kg.
Denumire Rozmarin Menta Busuioc Cimbru
compus (Ha/kg) (Hg/kg) (Hg/kg) (Ha/kg)
Pinen 246.3 0.96 1.03 2.14
Camfen 92.4 2.93 3 3.07
Limonen 30.6 1.18 1.03 <LOQ
Eucaliptol 884.1 12.3 35.85 1.93
Linalool 29.8 1.55 51.20 2.58
Camfor 567.8 <LOQ 4.5 0.98
Mentol 16.8 74.84 1.84 <LOQ
Borneol 136.7 4,79 2.18 <LOO
Terpinen-4ol 26.3 7.48 4.34 1.41
alfa-terpineol 170.1 4.47 10.75 3.38
Bisabolol 7.5 <LOO 15 0.77

In cazul probelor extractibile de rozmarin, majoritatea concentratiilor componentelor volatile
au avut o usoara tendinta de crestere de la S1 citre S3, exceptie facand camfenul si alfa-pinen. Tn
analiza probelor extractibile de menta, s-a observat un grad ridicat de transfer in cazul
componentelor active de linalool (54.2% solutia S3, 58.1% solutia S3) si alfa-terpineol (66.4%
solutia S1, 63.3% solutia S2 pand la 69.6% solutia S3, aproape constanta in cele 3 solutii
extractibile). Probele extractive de busuioc au prezentat 5 componente volatile transferabile, cea
mai mare valoare cuantificabild fiind n cazul compusului alfa-terpineol (28.4% solutia S3), fiind

aproape constant in cele trei solutii apoase extractibile (de la 25.6% solutia S2- 28.4% solutia S3).



Probele extractibile de cimbru au prezentat doar patru componente active volatile, printre acestea

remarcandu-se eucaliptolul si alfa-terpineolul.

Transfer masic a componentelor active din produsul vegetal — Rosmarini folium in solutiile extractive
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Transfer masic a componentelor active din produsul vegetal — Thymi herba in
solutiile extractive apoase
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Prin aplicarea metodelor de infuzare, anumite componente active volatile nu pot fi
transferabile/difuzabile deoarece comportamentul acestora pot fi influentat de mai multi factori.
6. STUDII DE MONITORIZARE ASUPRA REZIDUURILOR DE PESTICIDE DIN
PROBA VEGETALA STOCATA DE MENTA

Tn capitolul 6, am monitorizat o gama variata de pesticide (115 reziduuri de pesticide), din
categoria organofosforice, triazinelor, organocloruratelor si altele, prin contaminarea voluntara in
camp deschis a unei culturi de menta, crescuta in regim propriu. Scopul primordial al acestui studiu,
a vrut sa evidentiere remanenta reziduurilor de pesticide in produse vegetale stocate, ce pot fi
ulterior folosite de catre consumatori in diferite preparate terapeutice.

Proba de menta contaminata a fost analizata la diferite intervale de timp (0 luni, 3 luni, 6 luni,
1 an, 2 ani, 3 ani, 4 ani), iar cuantificarea rezultatelor a fost realizata prin trasarea unei curbe intr-
un singur punct, prin compararea cu o proba de menti blanc fortificata la nivelul LOQ. in functie
de clasa de pesticide analizata, anumite reziduuri se regasesc in compozitia produsului vegetal si
dupa 4 ani de studiu. Gradul de remanenta a reziduurilor de pesticide in timpul stocarii variaza in
mare masura, de numerosi factori. Reziduurile de pesticide din categoria organofosforicelor tind
sa se degradeze rapid in contact cu lumina si aerul, unele dintre ele prezentand o volatilitate ridicata,
reducand persistenta acestora dupd aplicare. Pesticidele din clasa piretrinelor prezintd o remanenta
ridicata, la fel ca si reziduurile de pesticide din categoria organocloruratelor. De asemenea,
continutul scazut de umiditate din produsul vegetal poate favoriza conservarea unor concentratii
de pesticide. Nivelurile ridicate ale reziduurilor de pesticide ramase dupa terminarea
experimentului, pot fi folosite ca referinta pentru aprecierea gradului de remanenta a acestora, In

produse vegetale similare.



7. INVESTIGAREA CONTINUTULUI DE PESTICITE IN DIFERITE PROBE DE
MENTA SI EFECTELE INDUSE LA NIVELUL CELULEI VEGETALE SI ANIMALE iN
TESTE DE LABORATOR

In capitolul 7, am efectuat un studiu pentru a investiga daca frunze de menti pot fi considerate
biomarkeri in stocarea reziduurilor de pesticide in diverse organe, ca o consecinta a unei acumulari
accidentale. De asemenea, au fost testate si alte tipuri de extracte (rozmarin si salvie) contaminate
cu reziduuri de pesticide din clasa organofosforicelor.

O probd de menta a fost contaminatd cu o solutie mixta de pesticide, folositd ulterior in
prepararea unor extracte apoase de tip infuzii, care au fost administrate zilnic, prin gavaj,
animalelor de laborator (soareci NMRI). In cercetare am vizat si modificarile induse de reziduurile
de pesticide existente in probele vegetale asupra structurii morfologice si potential anatomice 1n
cazul frunzelor de menta, determinarea citotoxicitatii prin biotestul Daphnia, si determinarea
concentratiei de SRO in diferite tesuturi.

Determinarea reziduurilor de pesticide din proba de menta contaminata

_ o RT LOQ-planta Menta MRL Reg. EC
Denumire pesticid (min) fortificata contaminata 396/2005
(Hg/kg) (Hg/kg) (Hg/k)
Diphenylamine 10.88 20 195.82 50
Trifluralin 11.07 10 104.31 50
Chlorpropham 11.09 10 108.61 50
Sulfotep 11.18 10 271.77 10
BHC, Alpha 11.60 10 29.09 10
Hexachlorobenzene 11.70 10 76.70 20
Pentachloroanisole 11.79 10 69.00 10
BHC, Beta 12.12 10 29.64 10
Terbuthylazine 12.28 10 21.69 50
Diazinon 12.36 10 18.90 50
Pentachloroaniline 13.27 20 252.38 100
Tolclofos-methyl 13.68 10 111.40 50
Simetryn 13.77 10 21.53 10
Chlorpyrifos-ethyl 14.69 10 24.00 50
Chlorthal-dimethyl 14.85 10 92.53 50
Fenson 15.28 10 134.10 10
Chlordane gamma 16.58 10 27.80 20
Chlorfenson 17.30 10 141.31 100
Prothiofos 17.36 10 99.63 10
DDEp, p 17.64 10 23.97 500
Bromopropylate 21.85 10 102.44 50

Mirex 23.58 10 55.00 10



Cyfluthrin peak 1 26.18 8.15 96.50

Cyfluthrin peak 2 26.39 11.68 139.47
Cyfluthrin peak 3 26.49 8 92.43 100
Cyfluthrin peak 4 26.58 12.15 144.28
Cypermethrin peak 1 26.79 13.58 185.62
Cypermethrin peak 2 27.00 18.91 272.74
Cypermethrin peak 3 27.09 7.78 106.67 100
Cypermethrin peak 4 27.19 9.73 135.58
Etofenprox 27.38 10 97.46 50

Materia prima contaminata a fost folosita zilnic in prepararea extractilor apoase de tip infuzii,
si administrata la loturi de animale aflate in studiu, pentru a evalua gradul de asimilare a pesticidelor
in anumite tesuturi si in ser. In paralel a fost utilizati o proba de menti martor, ce ne va ajuta in
corelarea rezultatelor si pentru a observa dacd existd diferente statistice Intre loturile testate.

Datele au aratat ca o parte din reziduurile de pesticide din produsul vegetal contaminat au
fost transferate in procesul de infuzare, ramanand oarecum constante pe perioada de administrare.
Anumite pesticide nu au fost identificate in solutiile apoase (izomerii ciflutrin si cipermetrin,
trifluralin, alfa-BHC), probabil degradate in procesul de preparare; degradarea acestora sau alte
fenomene de tip fizico-chimice (afinitate) au condus, probabil la pierderea sau la nedetectarea
concentratilor respective.

Evaluarea modificarilor morfologice si anatomice la Menthae folium

S-au observant inducerea urmatoarelor modificari morfologice si anatomice la frunzele
provenite din loturile intoxicate: modificari ale bazei frunzei; zone cu depigmentdri circulare,
dominante in zona mezofilului; numerosi peri tectori vigurosi evidenti pe toata suprafata frunzei .
In probele martor se observi abundenta perilor glandulari, fird modificiri de forma sau de
abundenta a perilor tectori dezvoltati.

Evaluarea citotoxicitatii prin intermediul testului Daphnia magna

Dupa 24 de ore de expunere, toate pesticidele au prezentat o toxicitate semnificativa asupra
D. magna. Deltamethrin, Cypermetrin si Diazinon au indus o letalitate de 100% chiar si la cea mai
mica doza testatd. Dupa 48 de ore de expunere, cu exceptia Fludioxonil si Diphenylamine, toate
pesticidele prezintd letalitate de 100%, la toate concentratiile testate. Nu au fost observate diferente
statistice intre efectul biologic indus de extractele fara pesticide si cele tratate cu pesticide.

Valorile prezise ale CL50 la 48 de ore au aratat concentratii semnificativ scazute pentru toate

pesticidele testate, cu exceptia Diphenylamine.



Evaluarea  efectului  extractului de menta contaminat cu organosfosforice asupra
comportamentului locomotor si a coordonarii motorii

S-a observat scaderea semnificativa a activitatii motorii fata de initial pentru lotul martor si
pentru animalele tratate cu extracte vegetale in urmatoarele zile de testare (fapt datorat scaderii
curiozitatii si dorintei de investigare a incintei de testat); pentru animalele tratate cu extracte
vegetale de salvie si de mentd, scaderea activitatii motorii pe orizontald si verticala este mai
accentuata fatd de martor dupa 28 zile de administrare. Scaderea activitatii motorii verticale este
semnificativa statistic fatd de martor pentru cele doua extracte mentionate; pentru animalele tratate
cu extract de rozmarin se constata o scadere mai redusa a activitatii motorii, ceea ce indica un usor
efect stimulant (desi nu se obtine semnificatie statisticd); in cazul administrarii extractelor
contaminate, animalele prezintd un comportament motor si un grad de coordonare motorie similar
cu cel al grupelor de control; daca ne referim strict la proba de menta, o posibila explicatie ar putea
fi aceea ca anumiti compusi bioactivi solubili in apd sunt capabili sa inhibe si sa protejeze impotriva
toxicitatii sistemice a pesticidelor; un alt aspect de luat in considerare este durata limitatd a
studiului, de aproximativ 28 de zile (de regula un astfel de test se efectueazd pe o duratd mai
indelungata).
Evaluarea gradului de acumulare a reziduurilor de pesticide in ser si organe

In decursul experimentelor, datele obtinute au fost conflictuale, observandu-se reziduuri de
pesticide si in probele martor (lot soareci tratat cu infuzie din proba vegetald necontaminatd). Nu
s-a putut face o corelare exacta a rezultatelor, deoarece in anumite probe martor (plasma, ficat,
creier), raspunsul reziduurile de pesticide au fluctuat, identificandu-se semnale similare sau chiar

peste cele din probele contaminate cu pesticide (plasma, ficat, creier).

=Ty




De aceea, probele analizate nu au putut fi cuantificate din punct de vedere al reziduurilor de
pesticide, nestiind sursa contamindrii. Dupd o investigare amanuntitd am constatat faptul ca,
peletele de cereale cu care animalele se hraneau zilnic, contineau reziduuri de pesticidele. Fiecare
grup de soricei primea zilnic aceeasi cantitate de hrana 40g/zilnic/grup.

Chiar daca nu am putut corela acumularea reziduurilor de pesticide prin hranirea loturilor
testate, cu infuziile de menta contaminate, putem concluziona faptul cd anumite reziduuri de
pesticide se pot regdsi accidental in produsele alimentare. Numarul mare de reziduuri identificate
n peletele de cereale pot fi explicate prin concentrarea acestora din diverse surse de cereale.
Determinarea concentratiei speciilor oxigen reactive (SRO) din extractele vegetale, prin metoda
bioluminiscentei cu luminol

Extractele vegetale studiate sunt active la nivelul sistemului nervos central, demonstrand
un tropism deosebit pentru tesutul cerebral. Astfel, aceste extracte au relevat o activitate
antioxidanta cerebrald importantd, comparativ cu efectul observat la nivel hepatic. Nivelul speciilor
oxigen reactive (SRO) a crescut semnificativ in tesutul hepatic al animalelor studiate, ceea ce releva
o0 posibild metabolizare hepatica a extractelor vegetale, la metaboliti cu efect marcat pro-oxidant
(intrinsec sau de modulare a sistemelor redox endogene). Tesuturile cele mai expuse la stres
oxidativ sunt ficatul (compartimentul de metabolizare a extractelor studiate) si creierul
(permeabilitatea barierei hematoencefalice de traversare a extractelor vegetale).

In ceea ce priveste stresul oxidativ, s-a constatat cd existd un tropism deosebit pentru tesutul
cerebral, activitate antioxidantd cerebralda importantd, comparativ cu efectul observat la nivel
hepatic. Nivelul speciilor oxigen reactive (SRO) a crescut semnificativ in tesutul hepatic, ceea ce
releva o posibila metabolizare hepatica a extractelor vegetale, la metaboliti cu efect marcat pro-

oxidant (intrinsec sau de modulare a sistemelor redox endogene).



CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

Tn urma studiilor efectuate, se pot desprinde urmitoarele concluzii:

s-a dezvoltat, validat si stabilit un protocol experimental de extractie si de analiza
multireziduu de identificare si cuantificare a 115 pesticide din matrici vegetale complexe,
folosind ghidului Sante;

s-a dezvoltat un protocol experimental de lucru pentru identificarea si cuantificarea
metalelor grele din matrici complexe de origine vegetald (plante medicinale);

in decursul anilor de studiu am analizat numeroase produse vegetale provenite din specii
indigene si exogene (Lavandulae flores, Hederae folium, Oleae folium, Hippophae fructus,
Basilici herba, Origani herba, Menthae folium, Chamomillae flores, Bardanae radix,
Calendulae flores, Plantaginis folium, Fragariae viridis fructus, Cerasorum stipites,
Camellia sinensis, etc.), in care am identificat si cuantificat reziduuri de pesticide, cu
concentratii peste >MRL-ul stipulate de Regulamentul UE 369/2005;

am studiat si evaluat comportamentul reziduurilor de pesticide in diverse produse vegetale
(Menthae folium, Rosmarini folium, Basilici herba si Thymi herba) recoltate de la specii
indigene, contaminate cu o solutie mixtd de concentratie cunoscuti. In functie de
compozitia matricii vegetale, aceasta poate retine sau nu anumite reziduuri de pesticide,
ceea ce poate explica si contaminarea neuniforma a produselor vegetale studiate si disparitia
anumitor compusi;

am urmarit gradul de transfer al diferitelor tipuri de pesticide si metale grele in solutii
extractive apoase, plecand de la premisa ca este cea mai uzuald metode de administrare
pentru pacient;

in infuziile clasice (S1), recomandate de majoritatea producatorilor de ceaiuri medicinale,
cantitatea de reziduuri de pesticide difuzatd, este in unele cazuri, aproape de valoarea
nominald dozata din produsele vegetale contaminate.

in cazul solutiilor extractive obtinute prin infuzare, urmatd de decoctia la cald (S2),
cantitatea de reziduuri de pesticide scade pentru marea majoritate sub 50%;

in cazul macerdrii la rece (S3), cantitatea de reziduuri de pesticide scade semnificativ,
regasindu-se in unele cazuri sub 20%;

rata cea mai mare de transfer, in cazul solutiilor extractibile o reprezinta manganul-Mn cu

o ratd cuprinsa intre 41.74-88.23%. Cu cat timpul de contact dintre produsul vegetal si



solutia extractibila este mai mare, cu atat rata de transfer/difuzia metalelor creste (rozmarin
Mn 47.01-65.84%; mentda Mn- 66.12-88.23%; cimbru Mn- 74.98-86.07%; busuioc Mn-
41.74-53.23%);

in cazul Pb, nu se observa difuzia acestuia in nici o solutie extractiva, cu toate ca in analiza
cantitativa a materilor prime (Menthae folium, Rosmarini folium, Basilici herba, Thymi
herba) au fost determinate concentratii peste limita maxima permisa;

pentru Ni, s-a observat un transfer ridicat (aproape de valoarea nominala teoreticd) in toate
solutiile apoase pentru matricea de menta, iar pentru celelalte tipuri de matrici transferul a
fost sub 8%;

transferul ridicat al Cu a fost inregistrat pentru solutia apoasa S3 din menta, pentru celelalte
variind de la 1.6% (rozmarin S1) pana la 49.9% (cimbru S3);

Cd a fost transferat aproape in totalitate pentru matricea de cimbru solutiile S1, S2, S3 si
sub 11% in cazul rozmarinului; pentru celelalte specii concentratia elementului a fost sub
LOQ;

Cr a difuzat foarte putin in solutiile apoase, transferul fiind sub 16% la toate speciile
studiate;

Zn a 1inregistrat un transfer ridicat de 51% pentru proba de cimbru S3, rezultatele
experimentale ardtdnd cd modul de extractie nu influenteaza gradul de transfer pentru nici
o0 specie analizata;

in urma analizei componentelor volatile continute de produsele vegetale s-a constatat
urmatoarele:

Rosmarini folium: varietatea concentratiilor componentelor volatile pinen 24.6 pg/kg, 88.4
ug/kg cineol / eucaliptol, 56.8 pug/kg camfor, 17 pg/kg alfa-terpineol,;

Menthae folium: mentolul a fost cel care s-a evidentiat cel mai mult 74.8 pg/kg;

Basilici herba: eucaliptol 35.9 pg/kg, linalool 51.2 ug/kg, restul valorilor fiind sub 11
Hg/kg;

Thymi herba: cea mai putin bogatd in componente volatile, cea mai mare valoare
determinata a fost pentru alfa-terpineol de 3.4 pg/kg;

transferul componentelor volatile in solutiile extractibile apoase au variat concluzionand

urmatoarele aspecte:



- natura materiei prime vegetale studiate poate ceda sau nu anumite componente de
naturd organica, influentand transferul compusilor de interes;
- datorita volatilitatii ridicate ale componentelor studiate, acestea se pot degrada si
volatiliza prin transformarea sub forma de vapori,
- afinitatea sau anumite proprietati ale componentelor volatile nu sunt compatibile cu
mediul apos;
s-a studiat impactul si gradul de remanenta a reziduurilor de pesticide pe produse vegetale
stocate, pe o perioada de 4 ani. Reziduurile de pesticide din categoria organofosforicelor
tind sa se degradeze rapid 1n contact cu lumina si aerul, unele dintre ele prezentand o
volatilitate ridicatd, reducand persistenta acestora dupa aplicare. Pesticidele din clasa
piretrinelor prezinta o remanenta ridicata, la fel ca si reziduurile de pesticide din categoria
organocloruratelor. De asemenea, continutul scazut de umiditate din produsul vegetal poate
favoriza conservarea unor concentratii de pesticide;
anumite reziduuri de pesticide pot induce modificari morfologice si anatomice in anumite
tipuri de organe;
nu au fost observate diferente statistice intre efectul biologic indus de extractele fara
pesticide si cele tratate cu pesticide, asupra Daphnia magma in intervalul de 24 de ore, n
schimb reziduurile de pesticide folosite ca atare au indus o letalitate de 100%, chiar si la
cea mai mica doza testata;
scaderea semnificativa a activitatii motorii asupra animalelor de laborator, prin afectarea
sistemului nervos central;
prezenta reziduurilor de pesticide in plasma, creier si ficat, denota potentiale efectele toxice
induse de acestea ca o consecintd a acumuldrilor de la acest nivel,
inducerea stresului oxidativ in anumite tipuri de tesuturi este corelat cu continutul de

pesticide.
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