< MINISTERUL EDUCATIEI
@ % UNIVERSITATEA PETROL-GAZE DIN PLOIESTI

B-dul. Bucuresti nr. 39, 100680, Ploiesti, Roméania, www.upg-ploiesti.ro

=

WNERSIZg,
N &

S 150 9001-2015 =

RomanP
Fondata in 1948

Telefon +40 244 573 171 Fax +40 244 575 847

INSTITUTIA ORGANIZATOARE DE STUDII UNIVERSITARE DE DOCTORAT
UNIVERSITATEA PETROL-GAZE DIN PLOIESTI
DOMENIUL FUNDAMENTAL — STIINTE INGINERESTI
DOMENIUL DE DOCTORAT — INGINERIE CHIMICA

TEZA DE DOCTORAT
REZUMAT

Autor: ing. GHEORGHE VIOREL

Conducator stiintific: Prof.univ. dr. ing. VASILE MATEI

Ploiesti 2024



?e‘( ROL -

G"“% MINISTERUL EDUCATIEI
@ 1,1: UNIVERSITATEA PETROL-GAZE DIN PLOIESTI

B-dul. Bucuresti nr. 39, 100680, Ploiesti, Romania, www.upg-ploiesti.ro

ERSIT,
V\\\I A,
N &

TomANT  olefon +40 244 573 171 Fax +40 244 575 847

Fondata in 1948

INSTITUTIA ORGANIZATOARE DE STUDII UNIVERSITARE DE DOCTORAT
UNIVERSITATEA PETROL-GAZE DIN PLOIESTI
DOMENIUL FUNDAMENTAL — STINTE INGINERESTI
DOMENIUL DE DOCTORAT — INGINERIE CHIMICA

TEZA DE DOCTORAT
REZUMAT

Cercetari privind toxicitatea si ecotoxicitatea o-clor
benziliden malononitrilului, component al arsenalului
CBRN

Research on the toxicity and ecotoxicity of o-chloro
benzylidene maloninitrile, a component of the CBRN arsenal

Autor: ing. GHEORGHE VIOREL
Conducator stiintific: Prof.univ. dr. ing. VASILE MATEI

Nr. Decizie 576 din 23.07.2024

Comisia de doctorat:

Presedinte Sef lucr. univ. dr. ing. Cristina Maria dela Universitatea Petrol-Gaze din
Dusescu-Vasile Ploiesti
Conducator stiintific Prof. univ. dr. ing. Vasile Matei dela Universitatea Petrol-Gaze din
Ploiesti
Referent oficial Prof. univ dr. ing. Dorin Bombos de la Universitatea Petrol-Gaze din
Ploiesti
Referent oficial Prof. univ dr. ing. Tiberiu- Dinu Danciu dela Universitatea Nationala de

Stiintd si Tehnologie
POLITEHNICA din Bucuresti

Referent oficial Conf. univ dr. ing. Ionut Banu de la Universitatea Nationald de
Stiinta si Tehnologie
POLITEHNICA din Bucuresti

Ploiesti 2024



Cuprins

INTRODUCERE.....uutiitiiinieinnnicsniecsteisssaiessssicssssessssssssssssessssssssssasssssesssssssssssessssssssssssssssssssssase 14
CAPITOLUL Tauueiiiiiiiinneininncnseecsssnecssseecsssnscsssnssssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 20
ARME CHIMICE SI AGENTI REPREZENTATIVI AT ARSENALULUI CHIMIC DIN
CADRUL CBRN N .uuiiiiiieininnecssnnecssseecsssnscsssnsssssnssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 20
CAPITOLUL 2.uuuuciiiniiiiinneinsnneissnnecsssnecsssnecsssnscsssnssssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 29
METABOLISMUL MICROBIAN SI CATALIZA ENZIMATICA .....eeeererrreererssessesessessesens 29
2.1. Mecanismul de actiune biochimica al compusilor toxici din cadrul CBRN .........ccoceviriinienenicennnne 31
CAPITOLUL 3.uuuciiiiiiiniiininneinsntecsssnecsssnecsssnscsssnssssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssss 33
AGENTI CHIMICI REPREZENTATIVI A1 ARSENALULUI CHIMIC DIN CADRUL
CBRIN attiitiiitinntiisnteinnttesssteessstscsssnsssssnesssssssssssssssasesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssassss 33
3.1. Toxicitatea compusilor OrganofOSTOTICT ......evueiviiriirieii ettt 33
3.2. Mecanismul de actiune al agentilor de sufocare si al agentilor SANEVINI .......ceceevereerineenieneneeiee. 34
3.3. Mecanismul de actiune al agentilor NEUTOtOXICT .c.cverrerreerririeieeniire et 35
3.4. Mecanismul de actiune al substantelor toxice de lupta neuroparalitice .........cccevvereerererseereneennennen 36
3.5. Toxicitatea SUbStAN{elor VEZICANTE ..........eevvirrireeriirieeie e e 37
3.6. Toxicitatea substantelor de luptd iritante utilizate pentru controlul maselor ...........cccceevrvervnennenne. 37
3.6.1. TOXICOIOZIA AZUIUI €S ...oeeeeeeeeeeeee ettt e e et e e e e e e e et a e e e e e e e e esnarateeeeaeeeesnsrasaeeaeeeeannnes 40
3.6.2. Toxicitatea o-clorbenziliden malononitrilului, remanenta si metode de decontaminare.............. 42
3.6.3. Evaluarea potentialului toxic a o-clorbenziliden malononitrilului si a metabolitilor sdi ................ 45
3.6.4. Proprietati chimice ale o- clor benziliden malononitrilului .........ccceeiieiiiiiiiiiiei e, 46
3.6.5. Procedeul de sintezad al SazUIUI CS........oouiiiiiiece et tee e re e e e nneeas 48
3.6.6. Studii de toxicitate ale o-clor benziliden malononitrilulUi..........ccccooeieiiininiiie, 48
CAPITOLUL 4...uuuiiiriniinrninseensneesensssensnssssessssssssesssssssssssssssssassssasssssssssssssssssassssssssssssassssassssssssasss 51
SINTETIZAREA iIN LABORATOR A O-CLOR BENZILIDEN MALONONITRILULUI
(CBM)uuueiiurennennnensnncsssessnssssesssnssssesssassssessssssssessssssssassssasssssssssssssssssasssssssssssssssssasssssssassssassssasssnes 51
4. 1. ASPECEE LEOTETICE ..e.uveurereeurenrerieeteste et st e st et sb et s bt e et et e s bt e s r e e st e resr e e st e s bt sbe et e ebe e e e sreeme e nesreemeenresaneneene 51
4.2 Etapele procesului de sinteza ale o-clorobenzilidenului malononitrilului (CBM). Materii prime si
INStAlAtia dE LADOTALOT. ....iiutiiiietieeet ettt et sttt e b e bt e s ae e sat e et e e beesbeesbeesaeesabesabeebeanbeesaeesaeas 51
4.2.1. Reactivi §i Materiale NECESAIE .....cccuiiiiieiiie ettt e st r e s b e s eneeesneeenes 52



4.2.2. Prezentarea instalatiei pentru sinteza o-clorobenziliden malononitrilului.........cccccceeeiiiieennnnnn. 53

4.2.3. Modul de lucru la sinteza o-clorobenziliden malononitrilulUi.......cccccceviiiiiiiiiiiii, 53
4.2.4. Realizarea sintezei o-clorobenziliden malononitrilulUi..........c.uueveeiiiiiiiiiiiiie e, 53
4.3. Elaborarea metodei de caracterizare a reactantilor si a produsului de reactie .........ccccoeveeverereennnne 54

4.3.1. Descrierea programului experimental, trasarea curbei de calibrare, aparatura si parametri de

107 013 € (OO
4.4, REZUIALE ST AISCULILLc.uvererreererreetesiesieste st ettt et s bt et e st b e b e s r e e e bt see e et sre s e e sresme e nesreeneenns 55
4.4.1. Trasarea curbelor de CAlIDIATE .........cocueeiiiiiiiieiie ettt st e e 55
4. 4. 2. Prezentarea 1eZUIALElOT .....c..cereiriirii ettt s e 58
T 01} 1 o1 L 4 TP PP UPUPPOUPPR 67
4.6. Cercetari experimentale cu privire la hidroliza CBM. Identificarea CBM si a produsilor de hidroliza

LIS 0T ) L TSR 67
4.60.1. ASPECLE tEOTCLICE .vvvruvreirureeirireerieesiteeesteesteeesieeesteessteeesabeeessteessseeesaseessbaeensseesnbeeensseesssessnssesssessnses 67
4.6.2. Descrierea procedurii €XPeriMENtaAle.......cverreereerververrsreeseeserseeeteesieesseesesseessssssseessesssesssesssesssees 68
4.6.3. Experiment 1-Determinarea gradului de hidroliza a CBM solubilizat in clorura de metilen......... 68
R I T AT et AT TR 04 o Yo e (R L TGy o | OO 68
O TG TR 1011163 L1 21§ OO OO UPPOUPR 74
4.6.4. Experiment 2. Determinarea gradului de hidrolizd a CBM Tn @apa. .....c.ccceevieeeceeecie e 74
4.6.4.1. Reactivi, MOA d€ TUCTU ...eeeeiuiiiieiiiieee ettt ettt ettt e et e e et a e e e e e ab e e e e aseeeeeanaeeeeenssaeesannseeann 74
4.6.4.2. Prezentarea rezultatelor eXperimentale ..........ccvvevirieieerinienieeeee e e 75
4.60.4.3. CONCIUZIL...eeveiuieieieeetete ettt et b et be bt et e bt e bt et e e bt et e sbeeatenbesbeentesbesaeeneeae 77

4.6.5. Experiment 3. Determinarea gradului de hidroliza a CBM in apa prin teste in flacoane separate 77

4.6.5.1. Reactivi, MOA € TUCTU ...eciiiuviiiiiiiiiii ettt ettt ceteee e et e et e e seabae e e seataesesnanaesesesraeeesnnsaesenn 77
4.6.5.2. Prezentarea rezultatelor eXperimentale .........oovvveririeieerinieneeese e 77
4.60.5.3.C0ONCIUZILI ..ottt e st st st r e r e s r e r e e e e 83
CAPITOLUL Suuuiiiiiniiiisnensncnssensensssensssssssessssssssessssssssssssssssssssssasssssssssssssssssassssssssssssassssasssssssassss 85
METODE DE DETERMINARE ALE TOXICIT;&TII CBM ...uuiiennennnnecnnnsnnensecssecssesssnnenee 85
5.1.Determinarea toxicitatii letale acute CL50 a o-clorbenziliden malononitrilului (CBM) asupra pestilor
dulcicoli euritemi, Barbus Capoeta TOtFAZONA ...........cooeeeeeriieecireeiineese sttt ettt s nne s 85
L0t O R Xy o =Y ot TR =T 0] ) of (ol 85
5.1.2. Descrierea programului eXperimental..........cueeeei it 86



5.1.3.Descrierea instalatiei micropilot si stabilirea conditiilor optime pentru determinaarea ecotoxicologiei

CBM cu ajutorul OraniSMELOT TESE.....ecuerrereeriirieeiesriet ittt sttt ettt r e s e e r e saee e sneenenres 87
5.0.5. CONCIUZIT c.veiniiiiiiiiiic e s s 93
5.2. Studiu preliminar privind ecotoXicitatea CBM ........ccoociiiiiiiiiiiinieiiieeriecsiee e esee e s 94
5.2.1. Evaluarea pH-ului optim pentru biodegradarea compusilor cu nucleu aromatic in prezenta

CLHATUIUL PAFAMECTUN SP .ttt sttt et s e a e et et r e sbe e e e s resaeennesmeenenees 94
5.2.2. Descrierea programului eXperimentali.......ccoccviiiieiiiiiinieeiiieeniee st sre e s esire e sre e s siaeesarees 94
5.2.2.1. Pregatirea bioreactoarelor si testarea biodegradabilitatii compusului verde malachit.............. 95
5.2.2.2. Stabilirea conditiilor optime pentru pregatirea materialului biologic .........ceccerveveicrieeninencene. 96
5.2.2.3. Rezultate experimentale Si diSCULii.......cueerriiiiiiiiiiiiiie e 96
5.2.2.4, CONCIUZIL ..ttt ettt e h e bbbt b e bt e s ae e s at e e ateebeesbeesbeesaeesateeabeebe e bt esaeesaees 98

CAPITOLUL O.uuuueercnneiiineissnnecssnencsssnecsssescsssnscsssncsssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 100

ECOTOXICITATEA O-CLORBENZILIDEN MALONONITRILULUI (CBM),
DETERMINAREA CES0 SI EVALUAREA RISCULUI TOXICOLOGIC ASUPRA

CULTURILOR BIOLOGICE SCLP ....ccccutiiiieiiisnnncssnnecssssnncsssascsssesssssesssssssssssssssssssssssssssasee 100
0.1, ASPECEE TEOTELICE ..uuveeiurieeiieerteeesttee st e ettt e sttt e sbeeetteesbeestbeesbeeesabeesabeeesteesabaessteesaseesnsaesnssaesseesnses 100

6.2. Descrierea metodei experimentale pentru adaptarea si dezvoltarea mediilor specifice pentru fiecare
TIICTOOTZATIISITL «...veuveueearesteeutesreeseese s st e e e st eae e s e sbeemsearesheesheeaae st sae e s e se e e me e b e ehe e s s e as e eme e s e e ae e s e sbeemsenresreennenreeneenneane 100
LS00 R X o =Y ot TR =T 0] 1 of (ol 100
6.2.2. Prezentarea programului experimental, metoda de lucru, aparatura, reactivi ..........cccceeeeeennes 102
6.2.3. Rezultate experimentale $1 diSCULI ......veverrirerrierireeie sttt 106
0.2.4. CONCIUZIT ..ottt st s b e 122
CAPITOLUL 7auueirineiisrenssnnecsssnecsssnncsssescsssnecsssnessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanss 123

EVALUAREA GRADULUI DE TOXICITATE A O-CLOR BENZILIDEN
MALONONITRILULUI PRIN DETERMINAREA PRODUCTIEI DE OXIGEN A

CELULELOR ALGELOR CHLORELLA PIRENOIDOSA .......uuuoovueieseerosesrossssicsssssssasnes 123
7.1, ASPECEE TEOTELICE .. veeiurieeiieerieeertteestee ettt esteesbeeetteesabeestbeesbeeesabeesabeeessteesabaessseesasaesnsaesnssaesseesnses 123
7.2. Descrierea programului €XPerimental...........ccecvreererieienieienieeee et s eeenre s 123

7.2.1. Adaptarea culturii algale si promovarea dezvoltirii celulare a algei Chlorella pirenoidosa pe
INEAIU SEIECTIV 1ttt ettt ettt st ettt e bt e s bt e sbe e s it e saneeabe e bt e bt e abeesbeesmneemseenteenneenreens 123

7.2.1.1. REZUIALE 1 AISCULI.c..veveeveerirreeteiieie ettt sttt s e e s r e e e e smeene 125

7.2.2. Evaluarea toxicitatii CBM asupra mediului acvatic prin determinarea productiei de oxigen si
ESEIMArEA ECDS0 ... .t e e ettt e e e et e e e e e bt e e e e e ate e e e e bte e e e ebteeeeabteeaeabraeeearreeeennrees 129



7.2.2.1. Aparatura $i MO de TUCTU.....c.coiuiiuiiiiieiieie ettt st s nae e 129

7.2.2.2. REZUNALE $1 AISCULI.....eveeutetieteeieie ettt ettt sttt s be et besat et s b et e sbeeae et 131
7.3 COMNCIUZIT: 1ttt st e a et b e st ae e n e s r et e s r e e be e e e ebeeseenneeseennesreemeenrens 133
CAPITOLUL 8...uuueeiriniinnensnenssnecsessssesssecsssesssnssssssssassssasssssssssssssssssasssssssssssssssssassssssssssssassssasssses 135
EVALUAREA TOXICITATII CELULARE GENERATE DE O-CLOR BENZILIDEN
MALONONITRIL PRIN DETERMINAREA PIGMENTILOR FOTOSINTETICI ...... 135
8.1.Masurarea continutului de clorofila a Chlorella pirenoidosa dezvoltata in stres chimic generat de
diferite concentratii de o-clor benziliden MaloNONIIIL........c.eceveereeiieriieeiie e seee s 135
00 XY 1= = = 0 =1 ol 135
8.1.2. Descrierea programului experimental, aparatura de 1aborator ...........cccovveeeverencenineescneeeene 136
8.1.3. REZUIALE Si AISCULI .. veeeeeeerrieeiiie ettt e e s e s st e e s b e sreeesnreesabeeennee 137
81,4, CONCIUZIL .ttt st 143
8.2.Determinarea metabolitilor CBM in prezenta algei Chlorella pirenoidosa.............coccoveeveevenvennen. 144
8.2.1. Descrierea programului experimental, reactivi, aparatura de laborator.........cccccoceeevciveeencnnenn. 144
8.2.2. Rezultate experimentale $1 diSCULI ......vevrirreereiririeriiee et 145
LI T 1031 Uo] 104 | TSP S PTTOPORUSP 147
CAPITOLUL 9u..uuierenniinnensnennnecsnnssaesssecsssesssnssssssssassssassssessssssssssssasssssssssssssssssassssssssssssassssasssses 148
ANALIZAREA SI CARACTERIZAREA MATERIALULUI BIOLOGIC. ..............ccuceueeee. 148
9.1. Spectroscopie in infrarosu cu transformanta Fouriei (ATR-FTIR)......cccccccevverviininiiinininieniencene 148
0. 1. 1. ASPECLE LEOTELICE ..e.veuueeurereentereeteetesteeee st e et et s bt et e s bt s st e e e e s e s st ebe e s e s b e et esresse et e eneennenseeneenesreennennens 148
9.1.2. Rezultate experimentale $i diSCULIi........evereeriririierinie et 149
0. 1.3, COMCIUZIL: .ttt sttt b e s bt s b e bt s bt et e s r e e be e bt e bt e e e s s e e meennesreeneenrens 153
9.2. Analiza structurii de suprafata a celulelor microbiologice prin microscopie electronica cu scanare
(SEM), microscopie electronica prin transmisie (TEM) $i microscopie OptiCa.........cceeverereervenerseereneeneennen 154
0.2.1. ASPECLE TEOTELICE ... eveeurereeutenrieieetisie et st st et s bt et s bt s bt et s e e s st s st e n e s et et e s resse et e e neensenreeseenesreemeenrens 154
9.2.2. Rezultate privind analiza prin SpectroSCoOPie SEM ......ccccoviiiiiiiiiiniiiiiiiieiiieeseeenieesiee e snee s 154
9.2.3. Rezultate privind analiza prin spectroScopie TEM ........cccvviiiriiiiiiiiniiiinieeiieeniee e 155
9.2.4. Rezultate privind analiza microscopica prin cuantificare in camp vizual utilizand camera de
MUMEIAE TOM@. .ttt ettt et e s e e b e s r e e st e bt s bt et e e bt e ae e et s bt e s e sEeeme e b e sheeme e nesaneneeareeaneneis 157
0.2.5. COMCIUZIT ..ttt sttt sttt b et be et s et et esr e s he et e e bt eanenreeseenesreemeenrens 158
CAPITOLUL 10uuucciuuiiiiiiiiiinrissnncsssnecsssnecsssnecsssnesssssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 159
CONCLUZII GENERALLE .....uuuitiintiiinnnecsneecsssnicssseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 159



10.1. Contributii OFiINALe ..........cocoeiiiiiii e e 161

CAPITOLUL Tl.uuioiiiiiiisiiisninsnicssnissnsssecsssncsssssssnsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 163
REFERINTE BIBLIOGRAFICE........uuiiiiiiinninnninneissnisssisssissssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssans 163
LGN 4 1 0 ) 1 5 I 0 182
LISTA LUCRARILOR PUBLICATE ......cvveeteereuessssssessssessesssessesesssssssesssssssssessssessssessessssessases 182
CAPITOLUL T3.uuiiiniisiinsiennnicsseisnesssessssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssns 183
Propuneri de continuare a Cercetarilor.....couuieineicirsercssnicsssnncssseressessssssssssssssssssssssssssssasssssassssses 183



LISTA FIGURI

Fig. 1 Modul de patrundere al toXicelor Th OTZaniSIM........ceverueerierieriieienierieete ettt 23
Fig. 2 Etapele de patrundere ale toXicelor Tn OraniSML.........ceeeuerienieriienienieeieetese ettt 24
Fig. 3 Tabun (esterul etilic al acidului dimetilamidocianfosforic) ...............oooiiiiiiiiiiiiin, 33

Fig. 4 Sarin (GB, C4H10FO2P) ..o el 35

Fig. 5 Fosgen oXima-structura ChimiCa ..........iieiiitii ittt e ee e e 37
Fig. 6 Structura o-clor benziliden malononitril .......... ..o 51
Fig. 7 Reactia de sinteza a o-clor benziliden malononitril ... 52
Fig. 8 Instalatia de lucru pentru sinteza CBM ....... ..ottt 53
Fig. 9 Etapele prepardrii probelor pentru analiza GC/MS........cccooviriiiiiiiinicienteeeeseeeee et 56
Fig. 10 Trasarea curbei de calibrare pentru o-clor benziliden malononitril (CBM).........cccccecvevriererinennnnen 57
Fig. 11 Trasarea curbei de calibrare pentru o-clorbenzaldehida 2-CB................ocooiiiii i, 58

Fig.12. EI cromatograma (a) o-clorobenzaldehida (C1) timp de retentie 6.10 min; (b) o-clorobenzil
malononitril (C2) timp de retentie 11.31 min; (c¢) o-Clor benziliden malononitril (CBM-C3) timp de
retentie, 11,93 (d) 2-(3-cloro benziliden) malononitril (C4), timp de retentie 12.82 min, (e) malononitril

(C5) timp de 1eteNtie 2.52 MM ...t iietitt ettt et ettt et e e e et e et e et et e e teien e et e e e eneenenenen oas 62

Fig. 13. Spectrele de masa ale: (a) o-clorbenzaldehida (C1); (b) o-clorbenzilmalononitril (C2); (c) 2-(3-
clorobenziliden) malononitril (C4), (d) malononitril (C5) in comparatie cu substanta chimica de referinta

dIN DAZA e date NIS T ..ottt e et eeee e e e e e e eeeesseaeseeeeeeeennnneeseeeeenennn 00

Fig. 14 Hidroliza o-clor benziliden malononitril .............oooiiiiiiiiiiiii e e, 68

Fig. 15 Cromatogramele totale de ioni pentru extractele organice CSDCMO01- CSDCMO08 (2000 pg/ml
dizolvat complet in solvent) si timpii de retentie pentru fiecare componenta: CBM (a), 2-clorbenzaldehida

(D) MALONONILITL (C)..nvvteeeiiieeiiie ettt et e et e et e et e e e e e e eteeeeaaeeesasaeessseeeaseeesseeesseeensaeesnnsesennns 72



Fig. 16 Etapele prepararii probelor pentru analiza GC/MS (extractia cu apa a CBM-ului solubilizat in

Fig. 17 Cromatogramele totale de ioni pentru extractele organice HCS T0 - HCS T1440, (o-clorbenziliden
malononitril (CBM) Tr 11,85 min)(a), (orto-clorbenzaldehida Tr 6,10 minute) (b), (malononitril Tr 2,52

Fig. 18 Cromatograma totala de ioni, probele concentratie teoretica 500 pg/ml in apa CHHYTO,
CHHYT30, CHHYT60, CHHYT90, interval 2-3 minute, malononitril, timp de retentiec 2,50

TXMITEUEC .« et e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e nnm e aeeeeeaaanemaaeeeeeeenaannnn e aeeeeeeeaaneneaaaeeeeeeeenannaaaeeeeaeennans 78

Fig. 19 Cromatograma totald de ioni, probele (concentratie teoretica 500 pg/ml in apa) CHHYTO,
CHHYT30, CHHYT60, CHHYT90, interval 5,60-6,60 minute, orto-clorbenzaldehida, timp de retentie
6,10 INMIINULE. ..ottt ettt e e e e e e e e et e e e e e e s e st aaeteeeessessaaasaseeeeesssesssssaaaaeseessssasannaaseees 79

Fig. 20 Cromatograma totald de ioni, probele (concentratie teoretica 500 pg/ml in apa) CHHYTO,
CHHYT30, CHHYT60, CHHYT90, interval 8,00-16,00 minute, o-clorbenziliden malononitril (CBM),

tiMpP de retentie 12,14 MINULE. ......cc.iiiiierieeieeieeette et eette et eeeteeteeeteeebeeeteeesseessseeseessseesseessseessseeseessseenns 79

Fig. 21 Spectrul de masa al o-clorbenziliden malononitril (CBM) (C;,H;CIN, M 188 g/mol, CAS 2698-

41-1) din extractul DCM, timp de retentie 11,99 minute, confirmat de spectrul de masa al substantei de

referintd din baza de date NIST ..ottt et sreete e s eaeesnee e 80

Fig. 22 Spectrul de masd al o-clorbenzaldehidei (C;H;C1O, M 140 g/mol, CAS 89-98-5) din extractul

DCM, timp de retentie 6,09 minute, confirmat de spectrul de masa al substantei de referinta din baza de
AtE NIST .. et e e e et e e et e e e eta e e e eaaeeeeteeeeaaeeeeaseeeeateeeeteeeenseeeenseeeeareeenns 81
Fig. 23 Spectrul de masa al malononitril-ului (C;H,N,, M 66 g/mol, CAS 109-77-3) din extractul DCM,

timp de retentie 2,51 minute, confirmat de spectrul de masa al substantei de referintd din baza de date



Fig 27 Variatia greutafii COrPOTALC.......ccviiiuiieiieiieeeiieeieeeiee et eeieeeteeette et esteeebeesaaeesbeessseessaeeseessseenseenenas 91

Fig. 28 Estimarea concentratiei letale medii (CLS50)... ..o e, 93
Fig. 29 Structura colorantului verde malachit ............. oo 94
Fig. 30 Curbade calibrare a verde malachit ..o 96

Fig. 31 Prezentarea datelor experimentale privind variatia pH-ului 1n intervalul de timp de testare in cele
PALIU DIOTEACTOATE .. ..ttt ettt et ettt e et e e e e et et et e et et et e et e et e e e et et eeaeeneeneenes 97

Fig. 32 Variatia densitatii optice in perioada de expunere in bioreactoare a colorantului verde malachit

Fig. 34 Stabilirea fazei de crestere exponentiala a culturilor testate la lungimea de unda optima .........111
Fig. 35 Biomasa de celule care rezulta in urma cultivarii pe mediu lichid .......................... 112

Fig. 36 Graficul variatiei cresterii densitatii celulare in mediile analizate Chlorella sp., Saccharomyces
Sp., Lactobacillus sp., ParamecCium SP .............c.ouuuu i e 114

Fig. 37 Rata medie de crestere a fiecdrei culturi analizate in functie de concentratia CBM din mediul de
S 1015 (PP 115

Fig. 38 Rata de inhibitie celulard a fiecarei culturi analizate in functie de concentratia CBM din mediul

4 S T2 T 5 116
Fig. 39 Rata de crestere Celulara ....... ..o 117
Fig. 40 Procentul de inhibitie celulard ......... ... i 118
Fig. 41 EStimarea ECDS0 ........ooooiiiiiieeeeee ettt ettt e et e e et a e e st e e ssnraeesnreeennaeeens 119
Fig. 42 Viabilitatea celulara in prezenta diferitelor concentratii de CBM ..............ccooviiiiiinnnne. 121
Fig. 43 Randamentul de viabilitate ............coiuiiiiiiiiii et e e 121
Fig. 44 Evolutia cresterii celulare si a viabilitatii celulelor algale pe perioada testarii. Bara de eroare
reprezintd deviatia standard, (NT4) .....oovi i e 126
Fig. 45 Curba de dezvoltare celulara(p) a algei Chlorella pirenoidosa......................c.ccoevvvnennn.. 126
Fig. 46 Evolutia pH-ului (A) si a conductivitatii (B) in perioada de dezvoltare celulara .................. 127
Fig. 47 Variatia In timp @ DCWi......ooiiiiiiiiiiiii ettt 128

Fig. 48 Procentul de viabilitate celulara in mediul de expunere la concentratii diferite de CBM........ 128



Fig. 49 Productia de oxigen (Dx) din cultura de alge Chlorella pirenoidosa. Barele de eroare reprezinta
abaterea standard (N =4) ..ot e 132

Fig. 50 Inhibitia celulara a algei Chlorella pirenoidosa . Barele de eroare reprezinta abaterea standard (n

Fig. 51 Continutul de clorofila ”a” (probe incubate). .............ooiiiiiiiiii i, 138

Fig. 52 Randamentul ponderii clorofiliene in prezenta CBM, - analiza chlorofilei “a“ pentru probele (Ya)

incubate /neincubate(A) si analiza chlorofilei “b” pentru probele (Yb)incubate/neincubate

Fig. 54 Prezentare analiza 3D a fluorescentei probelor A (blank) fata de fluorescenta probei B (Proba F

150 pg/ml), dupaincubare 24 h ... e 142

Fig. 55 Prezentare analiza 3D grafica a fluorescentei probelor blank fatd de fluorescenta probei F (150
pg/ml CBM), dupa incubare 24 h. ... 143
Fig. 56 Cromatogramele totale de ioni in regiunile 5-7 minute cu evidenta a 6,10 minute de o-
Clorobenzaldehida in proba de referintd, cod de proba SOSCBM, lipsa peak-ului 6.10 minute pentru
probele PATOOEIL- PATOOEL. ... ..o e 145

Fig. 57 Regiunea 11-14 minute, aparitia peak-ului specific o-clor benziliden malononitril (CBM) in
proba de referintd cod SOSCBM la minutul 11.86... ....coooiiiiiiiiii e 146

Fig. 58 Regiunea 2-3 minute, aparitia peak-ului specific pentru malononitril in proba de referinta cod
SOSCBM la minutul 2.52. ... .ottt 146

Fig. 59 Cromatogramele de ioni 1n regiunea extinsd de 14-19 minute fara relevarea unor substante de

T L 4 147
Fig. 60 Caracterizare IR a algei Chlorella pirenoidosa. .................c.ccooiiiiiiiiiiiiiiiimiininiiinnn, 149
Fig. 61 Caracterizare IR a probei CBM 100 pg/ml ........oooiiiiiiiiii e 150

Fig. 62 Spectrul FTIR al extractului clorofilian(Chl); (A)- Chlorrella sp. incubata 24 h, inainte de

extragerea pigmentului clorofilian, (B)- Chlorrella pyrenoidosa martor dupa analiza clorofilei, extractele



clorofiliene ale suspensiei algale contactatda cu CBM: (C) (20 ug/mL ), (D) (60 pg/mL), (E) (100 pug/mL),
(F) (150 J@/MIL) ettt e e e e et e et et e et e e 152
Fig. 63 Variatia transmitantei in jurul peak-ului 1045 cm-1 ... ..o 152
Fig. 64 Spectrul FTIR-diferenta dintre proba ---PA10 martor Chlorella si proba ---PA7 (150 pg/ml CBM)

dupa 24h de incubare (a) si  diferenta dintre cele doua probe incubate

Fig. 65 Analiza suprafetei a algei Chlorella sp. prin microscopie SEM -Structurd de suprafata a celulelor
algale Chlorella pirenoidosa (A)mag 250x,(B)magnitudine 5000x, (C)Cultura algald cu CBM dupa 24h
contact* magnitudine 400X (60 pg/ml), (D 1200X) si detalii de suprafata (E ) si (F)

......................................................................................................................... 155
Fig. 66 Imagine TEM a Chlorella sp.- detalii structura cellulara: (A,B) (CBM, 15 day, 150 pg/ml) (C,D),
Blank 15 day, (E.F, G,H), Blank 28 day.........cooiiiiiii e 157

Fig. 67 Puritatea culturii Chlorella pyrenoidossa si prezentare (A),(B) faza de lag a crresterii celulare,

aspect de biocoagulare (C),(D)faza de stationare a dezvoltarii celulare.............ccceeeveeeriereeecieeneeereenne. 158
LISTA TABELE

Tabelul 1 Prezentarea toxoforului si a structurii chimice a unor substante toxice................cooevuenee ... 27

Tabelul 2 Substante toxice de TUpta Iritante. .. ........ooeiieiiiii s e 39

Tabelul 3 Proprietatile fizice si chimice ale Gazului lacrimogen conform STH ....................... ... 47

Tabelul 4 Prepararea solutiilor de concentratii exacte o-clor benziliden malononitril (CBM)........ .......... 56



Tabelul 5 Prepararea solutiilor de concentratii exacte o-clorbenzaldehida (2-CB).................. ......... 57
Tabelul 6 Componentele esantionului CBM de concentratie 150 pg/mL preparata pentru curba de

CAlIDIATE. ...ttt e e cereneen D9
Tabelul 7 Codurile probelor prelevate pentru analiza GC/MS............coociiiiiiiiiiiieiiieieeee e 69

Tabelul 8 Ariile cromatografice pentru CBM si cei 2 produsi de hidrolizd (malononitril si 2- clor

DENZAIACNIAA). ....vvieiiiiieiiie ettt ettt et e e et e e e e e e e aa e e e e e e eabeeeeareeeeabeeeenreeennns 69
Tabelul 9 Ariile peak-urilor cromatografice obtinute in urma analizelor GC/MS..........ccoceviiiinennicnnne. 75
Tabelul 10 Ariile peak-urilor cromatografice obtinute Tn urma analizelor GC/MS.........c..ccoceevivienennnene 78
Tabelul 11 Caracteristicile apei din acvariile fara pesti, dupa declorinare prin barbotare aer................ 89
Tabelul 12 Valorile probit corespunzatoare procentelor de mortalitate..............cooevveviiiiniinieninnn.. 91
Tabelul 13 Inregistrarea raspunsurilor letale conform SR13216..............coooiiiiiiiiiiiiiiee i, 92
Tabelul14 Rezultate obtinute in urma masurarii densitafii OPtice ........ovveeuiiriiiiiiieeieineeneannnnn. 107

Tabelul 15 Continutul de clorofild in probele analizate................ccoiviiiiiiiiiii i es e 137



LISTA TABELE

Tabelul 1 Prezentarea toxoforului si a structurii chimice a unor substante toXice................cc.evvuee. ... 39
Tabelul 2 Substante toxice de Tupta Iritante. ... ......ooeiiiiniii e e 40
Tabelul 3 Proprietatile fizice si chimice ale Gazului lacrimogen conform STH ....................... ... 47
Tabelul 4 Prepararea solutiilor de concentratii exacte o-clor benziliden malononitril (CBM)........ .......... 56
Tabelul 5 Prepararea solutiilor de concentratii exacte o-clorbenzaldehida (2-CB).................. ......... 57

Tabelul 6 Componentele esantionului CBM de concentratie 150 pg/mL preparata pentru curba de

CAlIDIATE. ..ot e et e en creneenn DD
Tabelul 7 Codurile probelor prelevate pentru analiza GC/MS...........ccooiiiiiiiiieiiieiece e 69

Tabelul 8 Ariile cromatografice pentru CBM si cei 2 produsi de hidroliza (malononitril si 2- clor

DENZAIACNIAA). ...veiieiiiieeiiie ettt e e et e et e et e e e ta e e e ba e e e aa e e e aeeeeabeeeeabeeenaaaeeareeennns 69
Tabelul 9 Ariile peak-urilor cromatografice obtinute in urma analizelor GC/MS..........ccocovviiiinennennne 75
Tabelul 10 Ariile peak-urilor cromatografice obtinute Tn urma analizelor GC/MS.........c..ccocevvirienennene 78
Tabelul 11 Caracteristicile apei din acvariile fara pesti, dupa declorinare prin barbotare aer................ 89
Tabelul 12 Valorile probit corespunzétoare procentelor de mortalitate................ooeviiiiiiiiinn.. 91
Tabelul 13 Inregistrarea raspunsurilor letale conform SRI3216.......cc.uuuueeeiiiee e, 92
Tabelul14 Rezultate obtinute in urma masurarii densitatii OPtiCe ........evvvvrrirrirriiiieeneerneeneennnnn. 117

Tabelul 15 Continutul de clorofild in probele analizate................cooooiiiiiiiiii i e e 137



INTRODUCERE

Substantele folosite pentru dotarea armelor chimice prezintd o serie de particularititi care
afecteaza mediul inconjurdtor, avand o gama larga de actiune prin perturbarea echilibrului ecologic: pot
infectd solul sau aerul, pot forma aerosoli prin fum sau ceata toxica. Astfel de substante pot avea o durata

mare de actiune, de la minute la sdptamani, motiv pentru care sunt folosite in atacuri militare.

Armele chimice de distrugere in masa sunt incadrate in literatura de specialitate in categoria de
armelor de tip CBRN (Chimice, Biologice, Radiologice si Nucleare) si contin substante chimice toxice,
inclusiv agenti traditionali de razboi chimic, toxine naturale si alte biomolecule, explozivi, propulsori,

precursori ai unor astfel de substante chimice, microorganisme, etc.

Armele chimice reprezintd o categorie distinctd In cadrul armelor de tip CBRN. Prin definitie,
armele chimice sunt sisteme de livrare a unor substante chimice periculoase din categoria celor care pot
provoca moartea, ranirea grava sau incapacitarea personalului militar si civil sau poluarea mediului

inconjurétor.

La sfarsitul secolului al-XIX-lea si inceputul secolului XX, dezvoltarea industriei chimice a adus
cu sine producerea in masd a numeroase substante toxice folosite in industria colorantilor si a
ingrasdmintelor din agriculturd si a fost urmaté de folosirea in primul razboi mondial a unor gaze toxice
cu efect daunator asupra fiintei umane, unul din primele gaze toxice folosite in primul razboi mondial

fiind gazele lacrimogene [1-3].

Prin Protocolul de la Geneva (1925) a fost interzisa utilizarea in razboi a gazelor asfixiante,
otravitoare sau a altor gaze precum si a metodelor bacteriologice de razboi. Interzicerea armelor chimice
a fost reiteratd prin Conventia privind Interzicerea Dezvoltdrii, Producerii, Stocdrii si Folosirii Armelor
Chimice si Distrugerea acestora care a fost adoptatd la Geneva in 1993 si a intrat in vigoare in Aprilie
1997, aceastd conventie fiind administratd de Organizatia pentru Interzicerea Armelor

Chimice (OAIC), (Organisation for the Prohibition of Chemical Weapons) (OPCW).

Eforturile acestei Organizatii (OAIC — OPCW) in scopul pastrarii pacii, democratiei si respectarii

drepturilor omului a fost rasplatita in anul 2013 prin acordarea Premiului Nobel pentru Pace. Un potential



subiect de controversd 1l constituie insa faptul ca aceastd conventie interzice folosirea gazelor
lacrimogene (Art.1 pct.5) ca metoda de rdzboi dar permite folosirea acestor gaze in scop de control al

multimilor de oameni, a demonstrantilor care participa la proteste (Art.2, pct.9 lit.d).

Teza de doctorat intitulata ,,Cercetari privind toxicitatea si ecotoxicitatea o-clor benziliden
malononitrilului, component al arsenalului CBRN™, are ca obiectiv principal scopul de a fi un instrument
util si la indemana tuturor celor interesati in abordarea subiectului privind utilizarea gazelor incapacitante
si utilizarea acestor cercetdri referitoare la substanta CBM (o-clor benziliden malononitril), in domeniul

medical sau de protectie impotriva substantelor chimice toxice [4].

Experimentele au fost efectuate in laboratoarele din cadrul UNIVERSITATII DE PETROL SI
GAZE DIN PLOIESTI: Laboratorul de analize fizico-chimice, Laboratorul de microbiologie, Laboratorul
de spectroscopie, Laboratorul de chimie analiticd, in cadrul CENTRULUI DE CERCETARE
STIINTIFICA PENTRU APARARE CBRN SI ECOLOGIE, in laboratorul din cadrul Sectiei de Tehnologii
Chimice, Analize, Detectie, Decontaminare si Ecologie din cadrul AGENTIEI DE CERCETARE
PENTRU TEHNICA SI TEHNOLOGII MILITARE din Bucuresti.

Cercetarile s-au desfasurat prin experimente utilizdnd unele medii biologice care se gasesc in
habitatele din mediul inconjurator si fac parte din biocenoza fireasca din mediu. Prin testari am urmarit
o evaluare a gradului de toxicitate la nivel celular, simuland o contaminare cu o-clor benziliden
malononitril, poluant toxic introdus in apa de testare In concentratii stabilite. Aceste studii pot fi
considerate ca fiind argumente justificative care sa sublinieze efectul toxicologic al o-clor benziliden
malononitrilului iar rezultatele obtinute ar putea fi luate in considerare in managementul decontaminarilor

zonele afectate.

Microorganismele analizate (culturi bacteriene, culturi algale, microorganisme ciliate, drojdii si
pesti euritemi) sunt indicatori sensibili ai schimbarilor de mediu datorita faptului ca pot supravietui si se
pot dezvolta in ecosisteme de ape dulci si marine. Aceste microorganisme pot fi folosite pentru evaluarea
riscului de mediu deoarece au capacitatea de a transforma substantele care contin elementele esentiale
dezvoltarii celulare, (azot si fosfor din apele contaminate), in biomasa si bioproduse. Dupa intelegerea
limitelor de tolerantd pentru expunerea la CBM 1n mediul acvatic, toxicitatea acestuia ar putea fi

controlata prin suplimentarea florei acvatice cu microorganisme specifice care au rezistenta mare la acest



agent toxic. Cunoasterea comportamentului substantelor chimice in mediu este importantd pentru

evaluarea riscurilor pe care substantele chimice le pot genera in ecosisteme.

Teza este structurata in 13 capitole, are 183 pagini, contine 67 figuri, 15 tabele si 206 trimiteri
bibliografice. Structura tezei este urmatoarea:

In Capitolul 1 am prezentat agentii reprezentativi ai arsenalului CBRN, reactivitatea acestora si
mecanismul de actiune al armele chimice de distrugere in masa. In acest capitol se prezintd o serie de
substante chimice din compozitia armelor chimice, gruparea functionala (toxofor) si gruparea auxiliara
din molecula lor (auxotox), elemente care cauzeaza caracterul agresiv al armelor precum si mecanismul
de actiune a substantelor toxice de lupta (STL).

In Capitolul 2 am prezentat informatii privind mecanismul de actiune biochimica al compusilor
toxici din cadrul CBRN asupra organismului uman si nocivitatea acestora, activitatea enzimatica de la
nivelul celulei cu rol in desfasurarea proceselor vitale si in metabolismul celular in prezenta substantelor
toxice de lupta.

Capitolul 3 prezinta proprietatile fizice si chimice a principalilor agenti chimici din cadrul CBRN:
agentii neurotoxici, sangvini, neuroparalitici, a agentilor vezicanti si a agentilor incapacitanti pentru
controlul maselor - agentii iritanti (lacrimogeni). In acest capitol este prezentata toxicologia gazului de
lupta CS, istoricul utilizarii acestui agent lacrimogen precum si reglementarile legislative privind
utilizarea componentei chimice (o-clorbenziliden malonitril) a acestui produs, evaluarea potentialului
toxic al o-clorbenziliden malonitril si a metabolitilor sdi, toxicitatea generatd de utilizarea acestei
substante, remanenta si metodele de decontaminare.

Pentru a intelege mecanismul de actiune al acestui produs s-au prezentat proprietatile chimice si
fizice a produsului lacrimogen, reactiile la care participa substanta vizatd precum si procedeul chimic
pentru obtinerea gazului CS. De asemenea, n acest capitol s-a prezentat un studiu de caz privind
toxicitatea gazului CS asupra unui grup de voluntari (militari si civili) care au fost expusi la aerosoli care
contineau o-clorbenziliden malonitril (componenta chimicd a gazului CS) intr-un tunel cu viteza
controlata a vantului. In urma experimentelor s-au stabilit limitele de suportabilitate privind substanta
lacrimogena.

In Capitolul 4 se prezinta modul de lucru pentru sintetizarea in laborator a o-clor benziliden
malonitrilului (CBM), se descrie instalatia utilizatd si reactivii folositi pentru obtinerea substantei de
interes. Confirmarea faptului ca au fost obtinute componentele chimice dorite, reactantii si produsii de

reactie, au fost pusi In evidenta prin prezentarea si interpretarea rezultatelor experimentale obtinute in



urma analizei GC-MC si prin confirmarea rezultatelor obtinute cu spectrele de masa a substantelor de
referintd din baza de date NIST. In acest capitol au fost efectuate si cercetari privind hidroliza CBM
precum si identificarea metabolitilor acestei substante. Pentru acest lucru s-au facut determinari care au
cuprins cercetdri privind hidroliza CBM in clorurd de metilen (DCM) si determinarea gradului de
dizolvare (hidroliza) in apa.

In Capitolul 5 sunt prezentate o serie de experimente privind toxicitatea letala acutd, CLso.
Studiile au fost efectuate pe speciile de pesti din Fam. Cyprinidae. Prin testele ecotoxicologice, s-a
urmarit evolutia unor parametri comportamentali 1n stresul chimic generat de substanta iritanta.

Prin testele efectuate asupra pestilor s-a urmarit toxicitatea o-clor benziliden malononitrilului,
prin expunerea pestilor dulcicoli euritemi, Barbus Capoeta Tetrazona, la concentratii diferite de
substantda CBM, 1n conditii de laborator, urmarind modificarile fiziologice si/sau anatomopatologice
induse de expunerea in mediul acvatic contaminat. Aceste experimente au permis stabilirea intervalului
si a limitelor de incredere care au condus la calcularea CLso. pentru a obtine informatii legate de intervalul
de concentratii pe care le pot suporta pestii analizati in perioade diferite de timp prin expuneri in
concentratii graduale de CBM.

In a doua parte a testelor de toxicitate s-au studiat influenta unei substante organice cu structura
asemindtoare o-clor benziliden malononitrilului asupra unei culturi de protozoare. in cadrul studiului
experimental a fost urmarita evolutia biodegradarii colorantului 4-[(4-dimetilaminofenil)-fenil-metil]-
N,N-dimetil-anilind), o substanta foarte toxica pentru mediile acvatice. Studiile au fost utile pentru a
evalua daca compusii toxici cu nucleu aromatic pot fi biodegradati folosind mediu biologic specific,
utilizand microorganisme care se gésesc In biocenozele naturale, usor de adaptat in laborator, cum este
ciliatul Paramecium sp.. Mediul de culturd folosit pentru promovarea cresterii microorganismului ciliat
a continut substante pentru reglarea pH-ului si promotori de crestere al biomasei.

Pentru cuantificarea ciliatului Paramecium sp. si pentru determinarea viabilitdtii acestui
organism, au fost efectuate teste specifice protozoarelor, cuantificarea facandu-se prin urmdtoarele
metode: a) numdrare microscopica pe preparare umeda si b) frotiu de colorare gram. Experimentele au
pus in evidenta evolutia culturii biologice intr-un mediu cu pH controlat, in 4 domenii diferite in interviul
de ph 4-12, la temperatura 25-300 C.

In Capitolul 6 se prezinti o serie de experimente pentru a stabili limita de toxicitate a CBM asupra
entitdtilor microbiologice si pentru evaluarea performantelor microbiologice privind biodegradarea

substantei toxice. Experimentarile au permis evaluarea caracterului toxicologic a o-clorbenziliden



malonitrilului asupra culturilor de microorganisme: Saccharomyces sp., Chlorella sp., Lactobacillus sp.
si Paramecium sp. Testele au avut ca scop determinarea ratei de crestere, viabilitatea si inhibitia in
prezenta diferitelor concentratii de interes si capacitatea lor de a raspunde la acest stimul toxic.

Prin determinarea CEDb50 s-a analizat concentratia efectiva medie privind efectul toxic generat de
o substanta dizolvata in mediul acvatic si s-a putut analiza viabilitatea microorganismelor in contact cu
substanta de interes. In urma studiilor efectuate s-a putut stabili influenta toxicului CBM asupra entitatilor
biologice inducand astfel concluzii pentru stabilirea potentialului nociv a CBM corelat cu evaluarea
capacitii de adaptare si de a raspunde la acest stimul chimic considerat toxic.

Masurarea inhibitiei a fost cuantificatd prin reducerea ratei de crestere celulara raportata la
culturile martor. Masuratorile concentratiei celulare au fost efectuate folosind metoda numararii celulelor
vii prin comparatie cu metoda nefelometricdi McFarland, utilizdnd standardele de turbiditate din
microbiologie.

Densitatea celulara masurata in culturile tratate cu concentratii diferite de CBM si culturile martor
au fost determinate 1n acelasi timp, prin teste paralele in care s-au variat concentratiile substantei de testat
si durata testului. Curbele de crestere celularda au fost determinate prin calcularea densitatii medii a
dezvoltarii celulare pe parcursul experimentului in prezenta concentratiilor stabilite de CBM.

In Capitolul 7 s-au efectuat o serie de experimente care pun in evidentd pragul de toxicitate si
raspunsul algei verde Chlorella pirenoidosa in stresul oxidativ indus de o-clor benziliden malonitril. In
acest scop au fost efectuate teste microbiologice pentru a observa evolutia culturii de alge in conditii de
stres chimic prin adaugarea de diferite concentratii de CBM la mediul de reactie comparand valorile
rezultate cu o culturd martor tratata in aceleasi conditii de lucru, dar fara substanta toxica.

Stresul chimic generat de o substanta chimica considerata toxicd impiedica dezvoltarea celulara
a algelor, distruge sistemul enzimatic al acesteia, proces care genereaza moartea celulara. Experimentele
efectuate evidentiaza productia de oxigen generata de cultura algala Chlorella pirenoidosa prin analizarea
eficientei procesului de fotosinteza al algelor verzi in prezenta toxicului din proba analizatd. Metoda
cuantifica rezultatele analitice ale testului de determinare a oxigenului in probele incubate 24 ore in
conditii constante de temperatura si iluminare in prezenta anumitor concentratii de CBM.

Pentru a intelege mecanismele prin care actioneaza toxicul o-clor benziliden malononitril, au fost
analizati o serie de parametri: dezvoltare celulara, greutatea celulelor uscate, productivitatea biomasei si
activitatea de floculare, productia de oxigen, raportul de inhibitie, randamentul procentului de inhibitie

si estimarea ECbso.



In Capitolul 8 se prezinta studiul privind variatia continutului de pigmenti de clorofila extras din
mediile algale contactate cu substanta toxica, analiza florescentei extractului clorofilian prin masuratori
ale pigmentului clorofilian extras si evaluarea spectrului de fluorescentd cu ajutorul
spectrofluorofotometrului RF-6000 3D. in acest capitol au fost analizati metabolitii CBM pentru a pune
in evidenta substantele de interes rezultate in urma hidrolizei prin analiza GC-MC.

Capitolul 9 prezinta rezultatele obtinute la caracterizarea extractului clorofilian, a substantei
chimice de interes si analiza compozitiei chimice a probelor care au continut materialul biologic de tip
Chlorella pirenoidosa. Cu ajutorul spectrofotometrului FTIR, prin scanare in regiunea de 4000—400 cm’
! s-a urmarit identificarea grupirilor functionale, a benzilor de absorbtie caracteristice vibratiilor de
intindere si deformare a anumitor functiuni organice. De asemenea 1n acest capitol se prezinta rezultatele
obtinute In urma analizelor probelor biologice prin microscopia electronicd (SEM) si microscopia
electronica cu transmisie (TEM) pentru examinarea aspectului morfologic al celulelor biologice inainte
si dupa contactare cu substanta CBM in diferite concentratii.

In Capitolul 10 am evidentiat concluziile generale obtinute in urma studiilor efectuate si am
prezentat contributiile originale din teza. In Capitolul 11 se prezinti referintele bibliografice studiate. /n
Capitolul 12 lista lucrarilor publicate iar in Capifolul 13 am prezentat propunerile de continuare a

cercetarilor.
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