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INTRODUCERE

Existenta metalelor grele si a unor metaloizi precum arsenul in sol si apa, aparute ca
urmare a exploatdrilor minere in Roméania este o problema majora atit pentru sanatatea
omului, cat si a Intregului lant trofic forestier. Datorita toxicitatii lor ridicate, a capacitatii de
acumulare si contaminare, aceste elemente cu potential daunator pentru toate ecosistemele,
reprezinta un adevarat pericol pentru oamenii si animalele din arealul contaminat

Poluarea determinatd de activitatea miniera si prezenta unor cantititi mari de metale
grele si arsen in mediu indusd de activitatea umana este una dintre cele mai importante
sarcini ale problemelor actuale de mediu. Tn Romania contaminarea cu aceste elemente, n
special Tn zonele forestiere [79], unde au fost exploatatii minere, reprezinta o adevarata
provocare pentru cercetare, cum este si arealul Tarnita, din comuna Ostra, judetul Suceava.
Tn arealul minier forestier Tarnita-Ostra supus studiului in cadrul tezei de doctorat au rimas
haldele de deseuri si iazurile de decantare, care reprezinta un adevarat pericol pentru
sandtatea lantului trofic. Au fost detectate atat in halde, cat si in imprejurimile acestora
cantititi excesive de metale grele, precum fier, cupru, zinc, plumb, cadmiu si metaloizi
precum arsenul. Cresterea excesiva a cantitdtilor acestor elemente in sol, Tn principal din
cauza poluarii, conduce la tulburari metabolice la plante afectand si calitatea produselor
alimentare, care ar putea fi ddunatoare sanatatii omului [14].

Motivatia cercetarilor realizate in cadrul tezei de doctorat este reprezentata de faptul
ca solul contaminat, apele de suprafata si cele freatice, dar si aerul din arealul Tarnita pot fi
surse majore semnificative pentru sorbtia metalelor grele de catre plante, putandu-se
acumula prin rddacini si frunze. Metalele grele precum Cd, Hg, Pb, Fe si Cu in exces sunt
foarte toxice pentru om si mediul inconjurator, plantele fiind considerate ca potentiali
biosorbenti pentru indepartarea urmelor de metale din sol. De aceea, cercetarile efectuate au
avut ca scop decontaminarea solurilor afectate de poluarea cu metale [88], dar si a apelor de
extractie, adicd a supernatantilor obtinuti din materialele miniere, Tnainte de a realiza testele
de germinatie pe specia Triticum aestivum L. .

Teza de doctorat intitulata "Cercetari privind efectele toxicitatii solurilor contaminate
cu metale grele asupra unor specii de plante superioare. Studiu de caz Triticum aestivum L.”
a avut ca obiectiv principal evaluarea efectelor nefavorabile induse speciei de grau comun

de prezenta metalelor grele si arsenului Tn haldele si solurile provenite din arealul minier



Tarnita. Astfel s-au realizat, intr-o prima faza a cercetarilor doctorale, determinari ale
concentratiei metalelor grele prezente in probele de deseu minier si de sol colectate din
arealul Tarnita si Tn probele cu reziduuri miniere (supernatanti toxici), utilizand tehnicile
spectrofotometrice ICP-OES si AAS. Similar unor cercetari realizate in anii anteriori in zona
fostei mine de baritind de catre Stumbea Tn anul 2013 si apoi de catre Chicos si colaboratorii
in anul 2016, au fost identificate in arealul forestier Tarnita atdt in haldele de deseu, in
solurile din Tmprejurimile acestora, cat si in iazurile de decantare ramase in urma
exploatarilor miniere concentratii insemnate de metale grele precum fier, cupru, bariu, zinc,
plumb si altele [77, 11]. De asemeni, s-a realizat o corelatie intre concentratiile principalilor
contaminati (fier, cupru, arsen) identificati in probe si valorile parametrilor de germinatie
obtinute pentru specia Triticum aestivum L. dupa 3 si, respectiv, 7 zile de tratament. Primele
simptome vizibile legate de toxicitatea metalelor grele au inclus o Tncetinire a procesului de
germinare a cariopselor, o diminuare a cresterii plantulelor, o crestere redusa a radacinii, dar
si schimbari In morfologia radacinii, radacinile fiind mai afectate decat frunzele, deoarece
acestea au fost organele care au intrat in contact direct cu elementul toxic. De aceea,
utilizarea culturilor de cereale pentru gestionarea solului poluat cu metale grele a devenit un
mod ecologic de strategie de remediere.

De asemenea, s-au studiat si aplicat Tn laborator metodele de decontaminare si de
remediere a solurilor contaminate si a supernatantilor toxici obtinuti prin extractie, ce contin
metale grele si arsen, n vederea reducerii toxicitatii acestora asupra cariopselor si plantulelor
din specia Triticum aestivum L.. Folosirea speciei test Triticum aestivum L. poate oferi o
eficientd tehnicd, intai pentru masurarea parametrilor de germinatie in prezenta agentilor
contaminanti, iar apoi pentru indepartarea metalelor grele din solurile poluate [66, 71, 85].
Rezultatele obtinute in vitro, in conditii experimentale de laborator, vor furniza informatii
cu privire la riscurile potentiale ale metalelor grele si arsenului din zonele contaminate pentru
grau, adicd modificarile aparute in procesele de germinare a cariopselor si de crestere a
plantelor, efectul asupra macromoleculelor sau activitatii enzimelor antioxidante la culturile
de monocotiledonate. Acestea vor ajuta la identificarea problemelor ce pot aparea in cazul
cultivarii plantelor in zonele contaminate, precizand daca soiul Putna este potrivit si rezistent
pentru a putea fi cultivat in zona Tarnita.

Astfel, un obiectiv important al cercetarilor doctorale a constat in investigarea unor
metode de decontaminare a deseurilor din halda, soluri si ape si de remediere a compusilor
toxici, metode care pot fi aplicate in arealulminier Tarnita: decontaminarea fizico-chimica

prin extractiea contaminantilor cu apa; bioremedierea supernatantilor toxici/reziduurilor



miniere utilizand culturi de drojdie Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen activa
si inactivata, decontaminarea chimica a supernatantilor toxici/reziduurilor miniere cu
glutation, precum si prin precipitare cu hidroxizi, precipitarea chimica fiind una dintre cele
mai frecvente i mai extinse tehnici de remediere pentru indepartarea metalelor grele din
efluentii industriali ce contin aceste metale toxice [6].

Datorita continutului ridicat de contaminanti din deseurile miniere metalifere din
zona miniera Tarnita, Un alt obiectiv din cadrul cercetarilor doctorale a urmarit investigarea
relatiei individuale a ionilor de fier, cupru si, respectiv, de arsen (sub forma de ioni de arsenit
sl arsenat) cu specia Triticum aestivum L. in experimentele de germinatie realizate in vitro,
in conditii de laborator. In acest sens, a fost determinati germinatia cariopselor si cresterea
plantulelor de grau in prezenta ionilor mentionati, la concentratii reduse [63, 72]. Absorbtia
si distributia microelementelor si a metalelor n plantele de cultura au fost studiate cu mare
atentie, datorita importantei lor [81].

Cercetarile realizate in cadrul aceluiasi capitol al tezei de doctorat s-au orientat si
asupra toxicitatii formelor arsenului (arsenit si arsenat), care se gasesc in arealul minier
Tarnita. Studiile s-au realizat pe specia Triticum aestivum L. soiul Putna in prezenta unor
solutii de arsenit si arsenat, in vederea evidentierii toxicitatii acestora prin teste de germinatie
realizate in conditii de laborator si a evaludrii posibilitatii de protectie a plantelor in
intoxicatia cu ioni de arsenit, folosind glutation.

Specia test, graul comun (Triticum aestivum L.) este 0 plantd cu importanta
nutritionald, ce poate fi un mijloc important de transmitere a metalelor grele spre nivelurile
trofice superioare. Inacelasi timp reziduurile vegetale obtinute din plantele grau dupa
decontaminarea solului ar putea fi utilizate ca biomasa lignocelulozica pentru producerea de
energie prin degradare biochimica sau termochimica, mai exact pentru producerea de
bioetanol, ca Tnlocuitor partial al combustibililor fosili [32], cunoscut fiind faptul ca cerealele
reprezintd o biomasa regenerabild bogata in zaharuri precum amidon si lignoceluloze,

constituind principala materie prima de producere a bioetanolului [38].
SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI

Scopul cercetarilor efectuate a constat in identificarea si cercetarea efectelor
toxicitatii solurilor contaminate cu metale grele si arsen din arealul minier Tarnita, comuna
Ostra, judetul Suceava (mina de baritina dezafectata), asupra plantelor test de grau comun -
Triticum aestivum L., soiul Putna - prin teste experimentale realizate in vitro, in conditii de

laborator, privind procesul de germinatie a cariopselor si pocesul de crestere a plantulelor



astfel rezultate, exprimat prin parametri morfologici specifici (masa medie, inaltimea

medie).

Pentru Tndeplinirea Scopului astfel enuntat s-au formulat urmatoarele obiective

specifice:

identificarea zonelor contaminate cu metale grele in arealul de cercetare, determinarea
compozitiei deseului minier metalifer colectat din halda si a solurilor din Tmprejurimi si
corelarea caracteristicilor probelor prelevate din zona de lucru (continut de metale grele,
cu accent pe concentratiile in exces de fier, cupru si arsen) cu anumite procese
functionale ale plantulelor test rezultate din cariopse de grdu germinate in conditii
experimentale de laborator, pe medii contaminate cu metale grele, exprimate prin
intensitatea procesului de germinare determinat (energie si facultate germinativa),
precum si prin valoarea unor parametri morfologici specifici (masa medie, indltimea
medie);

identificarea unor metode de decontaminare a solurilor si apelor contaminate cu metale
grele si arsen provenite din arealul minier avut in atentie in conditii experimentale de
laborator, in vederea reducerii toxicitatii acestora Tnainte de a realiza testele de
germinatie si de crestere a plantulelor test de grau comun - Triticum aestivum L., soiul
Putna, metode ce pot fi aplicate in cadrul arealului Tarnita:

» metode fizico-chimice, precum extractia solurilor cu apa;

» metode microbiologice de bioremediere a supernatantilor toxici/reziduurilor
miniere, utilizand culturi de drojdie Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C.
Hansen, activa si inactivata;

» metode chimice de decontaminarea chimica a supernatantilor toxici/reziduurilor
miniere cu glutation, precum si prin precipitare cu hidroxizi.

investigarea efectelor ionilor de fier, de cupru si, respectiv de arsen (sub forma de arsenit
si arsenat), la concentratii mai mici, comparativ cu cele din deseurile miniere metalifere
din zona Tarnita, aplicAnd tehnica specifica de germinatie a cariopselor de Triticum
aestivum L., soiul Putna in conditii experimentale in vitro.

diseminarea rezultatelor la manifestari stiintifice si publicarea lor in reviste nationale
si/sau internationale.

In acord cu obiectivele urmarite, au fost efectuate, in vitro, experimente de germinare

a cariopselor de grau si de crestere a plantulelor test in conditiile prezentei toxicitatii solurilor

contaminate provenite din haldele de deseu minier metalifer si experimente de remediere a



cantitatilor de metale grele continute de acestea, in vederea inhibarii toxicitatii reziduurilor
miniere/supernatantilor toxici Tnainte de a realiza testele de germinatie.

Teza de doctorat este structurata in doud parti:

Partea | — STUDIU DE LITERATURA — cuprinde un singur capitol, in care sunt
prezentate: consideratii generale despre metale grele si metaloizi ca arsenul, precum si
poluarea solului cu aceste elemente chimice, influenta metalelor grele si metaloizilor asupra
plantelor, cu accent pe fier, cupru si arsen, efectul metalelor grele asupra unor specii de
plante test, precum Triticum aestivum L.; metode fizico-chimice de decontaminare a
solurilor poluate cu metale grele prin extractie cu apa a contaminantilor, metode de
remediere microbiologica a reziduurilor miniere cu culturi de drojdie Saccharomyces
cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen si metode chimice de remediere a toxicitatii reziduurilor
miniere cu glutation si, ulterior, prin precipitare cu hidroxizi.

Partea a I1-a — CERCETARI PROPRII — alcituitd din patru capitole: un capitol
cuprinzand Materiale si metode de cercetare si doua capitole de rezultate personale, fiecare
incluzand Obiectivul cercetarilor, Modul de lucru, Rezultate obtinute si Concluzii
preliminare.

Lucrarea se Tncheie cu cateva Concluzii generale, Diseminarea rezultatelor obfinute

si Bibliografie.



PARTEA | - STUDIU DE LITERATURA

Capitolul 1. Stadiul actual al cercetarilor

1.1. Consideratii generale

Metalele grele au fost identificate ca prioritate majord de cercetare, In vederea
remedierii zonelor forestiere poluate din Roménia. Poluarea solului cu metale grele si
metaloizi este un mare pericol pentru mediul inconjurator, de aceea o preocupare importanta
o reprezinta protejarea acestuia Tmpotriva efectelor toxice ale elementelor mentionate,
precum si a acumularii lor de-a lungul lantului trofic, ceea ce duce la probleme ecologice si
de sdnatate grave. Unele metale grele, in concentratii mici sunt esentiale pentru plante, dar
in concentratii mari pot provoca tulburari metabolice si inhiba cresterea majoritatii speciilor
de plante. Metalele grele se pot acumula in lantul trofic, prezentand un pericol semnificativ
pentru mediul Tnconjurator si sanatatea umana [29].

Comparativ cu fierul si cuprul, arsenul nu este esential pentru plante si alte organisme.
Plantele acumuleaza arsen 1n radacind si il transporta in tulpina, prin mecanisme active sau
pasive. Expunerea plantelor, chiar si la concentratii reduse in arsen, poate provoca modificari

in morfologia, fiziologia, dar si biochimia acestora [49].

1.2. Efectul metalelor grele asupra speciei test Triticum aestivum L.

Gang si colaboratorii au studiat in anul 2013 efectul diferitelor concentratii de metale
grele, precum cuprul, cobaltul si cromul asupra germindrii cariopselor si cresterii plantulelor
de grdu comun (Triticum aestivum L.) [25]. Rezultatele obtinute de acestia au aratat ca, la
concentratii crescute de metale grele s-a inregistrat o scadere a procentului de cariopse
germinate fata de control, dar diferentele nu au fost semnificative pana la concentratii de
metale grele de 100 ppm (Cu, Co si Cr). Cu toate acestea, toate cele trei metale grele au
redus semnificativ capacitatea de germinare a semintelor, in comparatie cu martorul, la 200-
500 ppm concentratii (P <0,01).

Mahmood si colaboratorii au studiat Tn anul 2007 efectul cuprului la concentratii de
1-10 ppm asupra speciei de grau comun (Triticum aestivum L.) si au constatat ca la 10 ppm
cupru (10 uM) exista o reducere mai mare de 35% in germinarea cariposelor [45].

Singh si colaboratorii (2007) au studiat efectul cuprului la concentratii de 5- 100 ppm
(mg/L), asupra cariopselor de grdu comun (Triticum aestivum L.) si au constatat ca la 100

ppm cupru, facultatea germinativa a semintelor este de aproximativ 65% [72].



O serie de studii au raportat ca plantulele de grau au raspuns rapid la o concentratie
mai mare de metale in ecosistemele terestre, prin schimbarea parametrilor de germinare si
pertubarea cresterii radacinilor, in comparatie cu cea a tulpinii [30]. Schimbarea inregistrata
in cresterea raddcinii apare, probabil, din cauza consecintelor expunerii directe la toxicitatea
metalelor grele si acumularea preferentiald a acestor elemente 1n radiculd, urmata de
mobilitatea lenta catre celelalte organe vegetative ale plantei [27]. Un astfel de efect poate fi
explicat prin faptul ca radacinile afectate pot provoca o miscare mai lenta a metalelor catre
celelalte organe vegetative ale plantei [21].

La concentratii de 10-100 pM, fierul afecteaza cresterea plantulelor si dezvoltarea
frunzelor [42], prin producerea in exces de specii reactive de oxigen [53]. S-a obsevat ca
toxicitatea fierului poate determina scaderea activitatii superoxid dismutazei la plantele de
grau si orez [76].

Fierul, in stare feroasd si mai rar ferica, se leagd de inelul tetrapirolic, formand
citocromii existenti in cloroplaste, ce catalizeaza diferite reactii care stau la baza fotosintezei.
In acelasi timp, fierul joaca un rol important in procesul de respiratie [27].

Pentru graul comun, accesibilitatea metalelor este puternic influentatd de umiditatea
st reactia solului. Astfel, odata cu cresterea umiditatii la aproximativ 60% din capacitatea
pentru apa a solului, solubilitatea cuprului are o tendintd de sporire, iar dupa aceasta valoare
incepe si se reduca substantial. In ceea ce priveste fierul, pe masura ce umiditatea solului se
apropie de 100% din capacitatea pentru api, solubilitatea creste de 20 de ori. in ceea ce
priveste reactia solului, cu cat pH-ul este mai acid, solubilitatea metalelor grele creste, in

special a fierului.

1.3. Metode de decontaminare si de remediere a toxicitatii solurilor si reziduurilor

miniere din zona miniera Tarnita

1.3.1. Metode fizico-chimice de decontaminare a solurilor poluate cu metale grele

Metodele de remediere si de depoluare a unor areale miniere sunt dependente de
tipurile de sol, de proprietatile substantelor chimice gésite in zonele respective, de adancimea
de contaminare, precum si de procesele naturale care se pot manifesta la locul contaminat
[51].

Extractia unor metale grele din sol si reziduurile metalifere reprezinta un proces
practic de spalare cu apa sau diverse solutii, in vederea purificarii solurilor ex-situ, pentru a
indeparta impuritatile. Prin acest procedeu contaminantii din sol pot fi eliminati prin doud

moduri: fie prin dizolvarea sau retinerea acestora in solutia de spalare, care este ulterior



tratatd prin metode conventionale de tratare a apelor reziduale, fie prin concentrarea acestora
intr-un volum mai mic de sol si apoi separarea gravitationalda a particulelor prin spalare,

metoda similara tehnicilor utilizate pentru nisip si pietris [62].

1.3.2. Remedierea microbiologica a reziduurilor miniere cu culturi de drojdie

Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen activa si inactivatda

Dintre drojdiile din genul Saccharomyces, S. cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen
prezinta un interes special ca biosorbent [22, 82]. Este o drojdie inofensiva, utilizata pe scara
larga in industria alimentara. S. cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen are capacitatea de a
elimina metalele grele din solutii apoase la concentratii scdzute, precum si de a tolera
modificarile pH-ului si temperaturii in timpul diferitelor procese [44, 84]. Biomasa de S.
cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen poate elimina metalele grele, indiferent daca este activa
din punct de vedere metabolic (in viatd) sau inactivata (moartd) [23]. Avantajele utilizarii
microorganismelor inactivate includ eliminarea mediilor de cultura si a nutrientilor speciali,
reducand astfel costul decontaminarilor. In plus, este posibild regenerarea si reutilizarea
biomasei, cu optiunea de a o imobiliza si de a facilita modelarea matematica a fenomenelor

implicate Tn uniunea drojdie-metal [15].
1.3.3. Metode chimice de remediere a toxicitditii reziduurilor miniere

1.3.3.1. Determinarea rolului protector al glutationului in timpul cresterii plantelor

expuse la niveluri excesive de metale grele si arsen

Glutationul este considerat cel mai puternic antioxidant natural, cel mai bun
instrument de protectie celulara, garantul sanatatii organismului [73].

Tn anul 2006, Ciobanu si colaboratorii au demonstrat ¢ parametrii de germinare au
scazut semnificativ cand cariposele din specia Triticum aestivum L. au fost tratate cu ioni de
Cu?" la concentratia 1072 M, iar acesti parametri au fost recuperati la adiugarea in solutia de
tratament a glutationului [13].

GSH actioneazd ca precursor al sintezei de fitochelatine, peptide sintetizate
posttranslational, ce joacd un rol important in reglarea concentratiilor intracelulare ale
metalelor grele si nu numai [31, 61, 68]. Fitochelatinele retin metalul si formeaza un complex
care este apoi transportat Tn vacuole [26, 65].

S-a constatat ca in timpul germinarii cariopselor de grdu comun, glutationul la
concentratia de 10 mM manifestd un rol protector impotriva toxicitatii arsenitului de sodiu,

protejand procesul de germinare si stimuland cresterea plantulelor [8].



1.3.3.2. Remedierea toxicitditii metalelor grele din reziduurile miniere

prin precipitare cu hidroxizi

Cea mai utilizata tehnica de precipitare chimica este precipitarea cu hidroxizi datorita
simplitatii sale relative, costului redus si controlului pH-ului [34]. Solubilitatile diferitilor
hidroxizi metalici sunt reduse la minimum, in domeniul de pH 8,0 — 11,0. Hidroxizii metalici
pot fi eliminati prin floculare si sedimentare.

Procesul de precipitare a hidroxidului utilizdnd hidroxizii de calciu si sodiu pentru
eliminarea ionilor de cupru din apele uzate, a fost evaluat de Mirbagheri si Hosseini in anul
2005 [50]. pH-ul optim pentru precipitarea maxima a ionilor de cupru a fost de aproximativ
12,0, atat pentru hidroxidul de calciu cat si pentru hidroxidul de sodiu, iar concentratia
cuprului a fost redusa de la 48,51 mg/ L 1a 0,694 mg / L.

Tratamentul cu hidroxizi a crescut dimensiunea particulelor precipitatului si a
imbunatatit semnificativ eficienta indepartarii metalelor grele. Concentratiile de crom,
cupru, plumb si zinc din efluenti pot fi reduse de la concentratia initiald de 100,0 mg/L la
0,08; 0,14; 0,03 si, respectiv, 0,45 mg/L [10, 41].

Precipitarea este un proces care aduce o substantd dintr-o solutie la o forma
insolubila. Acest proces altereaza solubilitatea unor ioni metalici prin reactia cu substante
chimice specifice, determindndu-le sa precipite in solutie. Aceasta abordare poate fi adoptata
in cazul solurilor contaminate cu metale grele, pentru a converti metalele aflate Tn exces la
forme insolubile, a reduce mobilitatea acestora in plante si efectele negative ale toxicitatii

acestora asupra mediului inconjurator.



PARTEA A II-A - CERCETARI PROPRII

CAPITOLUL 2. Materiale si metode de cercetare

Tn efortul de rezolvare a scopului cercetirilor prezentei teze, prezentat la inceputul
acesteia, prin cercetarile realizate am urmarit practic sa investigam raspunsurile fiziologice
ale plantelor test (graul comun - Triticum aerstivum L., soiul Putna) atat la excesul de metale
grele din deseurile miniere colectate din halda si din solurile situate in Tmprejurimile fostei
mine de baritind Tarnita, comuna Ostra, judetul Suceava, cat si la supernatnatii obinuti din
substartul din zona respectiva si decontaminati prin metode microbiologice si, respectiv,
chimice.

In acord cu obiectivele urmdrite, in prezenta lucrare de doctorat au fost determinate
concentratiile metalelor grele si a arsenului din probele colectate din perimetrul de
experienta prin metoda ICP-OES (spectroscopie de emisie optica cu plasma cuplata inductiv)
si metoda AAS (spectrometric de absorbtie atomica), apoi au efectuate experimente de
germinare a cariopselor de grau comun si de crestere a plantulelor test sub influenta
toxicitatii deseurilor miniere provenite din halda, a solurilor contaminate si a supernatantilor
toxici, precum si experimente de remediere a cantitatilor de metale grele existente in acestea
prin decontaminare biologica (tratamente cu drojdia Saccharomyces cerevisiae Meyen ex
E.C. Hansen) si chimica (tratmente cu glutation si precipitare cu hidroxizi), in vederea
inhibarii toxicitatii reziduurilor miniere inainte de a realiza testele de germinatie pe speciile
de plante test. in acelasi timp s-a urmarit si efectul ionilor de fier, cupru si arsen asupra
soiului test de grau comun, precum si efectul protector pe care il poate avea glutationul
asupra acestui soi in cazul unei toxicitati determinate de ionii de cupru in concentratii
excesive si, respectiv, de prezenta ionilor arsenat/arsenit. Testele de germinatie si de
cultivare a plantulelor au fost realizate prin experimente in vitro, in spatiile de cercetare ale
Laboratorului de cercetare CERNESIM - Facultatea de Biologie si ale Laboratorului de

Biochimie - Facultatea de Chimie, din cadrul Universitatii ,,Alexandru loan Cuza” din lasi.

2.1. Materiale
2.1.1. Specii biologice test
Cariopsele de grau de primavara (Triticum aestivum L.), soiul Putna omologat la
Statiunea de Cercetare Dezvoltare Agricold Suceava, Roméania, de catre Gagpar si
colaboratorii au fost selectate in functic de marimea lor pentru uniformitate si folosite in

experimentele de germinare in prezenta deseurilor miniere metalifere si a unor probe de sol
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recoltate din perimetrul exploatarii miniere de la Tarnita, judetul Suceava. Aceste cariopse
de grau comun au fost tratate cu extracte apoase obtinute din deseu minier metalifer, precum
si din probele de sol colectate din jurul zonei miniere avute in atentie. De asemenea, au fost
utilizate si unele extracte apoase ale acestor materiale dupa decontaminarea lor
microbiologica cu drojdii sau pe cale chimica cu glutation si, respectiv, prin precipitare cu
hidroxizi. Separat, au fost aplicate unele solutii chimice ale unor sdruri de metale grele
(FeSO4, CuSOs4 si CuCly) si ioni ai arsenului sub forma de NaH2AsO3 si NaH2AsO4, pentru
evidentierea actiunii fiecarui tip de ion in parte.

Masa de drojdie Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen biologic activa a
fost procuratd de la o firmd comercialda, S.C. ROMPAK S.R.L., Pagcani, Roménia si
mentinuta la 4 °C Tnainte de utilizare, fiind utilizata in experimentele de decontaminare ca
urmare a faptului ca literatura de specialitate evidentiaza, prin numeroase cercetari,

eficacitatea drojdiei in decontaminarea solului si apelor de metale grele [33, 43, 83].
2.2. Prelevarea probelor

2.2.1. Aria de prelevare i pregitirea probelor de deseu minier si SOl

Mina de cupru si baritina de la Tarnita, inchisa si dezafectata din anul 2006, reprezinta
un mare pericol pentru mediul inconjurator. Zona contaminata cu saruri de metale grele si
metaloizi, cum ar fi compusii arsenului, precum si cu alte elemente, cum ar fi compusii
aluminiului si ai metalelor grele se afld in comuna Ostra, pe malurile raurilor Brateasa si
Tarnicioara, ultimul fiind afluent de dreapta al raului Moldova.

Depozitele uriase de deseu minier metalifer ramase dupd inchiderea minei de cupru
si baritina din zona Ostra-Tarnita prezintd efecte negative severe pentru mediul inconjurator,
acestea fiind depozitate in patru iazuri de decantare: Poarta Veche, Ostra, Tarnicioara si
Valea Strgjii, dintre toate, iazul Tarnicioara continand cea mai mare cantitate de deseu
minier.

Pentru a investiga starea actuala a mediului din zona Tarnita au fost prelevate probe
de deseu minier metalifer (DMM) din halda de steril si probe de sol colectate din vecinatatea
haldei de steril (aproximativ la 30 m departare de aceasta). Deoarece in urma exploatarilor
miniere de baritind au fost create mai multe halde de steril, in Figura 2.1 sunt prezentate

punctele de prelevare a probelor.
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Fig. 2.1. Complexul minier Tarnita, Suceava, Romania:

(a) Pozitionarea haldelor de steril in complexul minier Tarnita (A — Tarnicioara; B — Valea
Straja; foto din sursa Google Earth); (b) Halda de steril din arealul Valea Straja; (c) Ape
contaminate Tn jurul haldelor de steril; (d) Rau contaminat Tarnicioara, situat la aprox. 30 m

departare de depozitul de deseu minier.

Probele colectate din halda de deseu minier metalifer si din vecindtatea acesteia
(Figura 2.1, b) au fost prelevate din orizonturile de suprafata (20 — 30 cm adancime), de jos
in sus, in sdculeti de polietilend. Acestea au fost conditionate prin uscare in etuva, la
temperatura de 40 °C, asezate pe o hartie de filtru intr-un strat subtire de circa 2 cm, apoi au
fost cernute printr-o sita cu fractiunea de 2 mm si, in final, omogenizate. Toate probele au
fost depozitate in vase de polietilena inchise, pastrate la + 4 °C si analizate prin spectrometrie
ICP-OES si AAS.

Tn vederea atingerii obiectivelor din teza de doctorat, probele colectate au fost folosite
pentru a testa toxicitatea ionilor metalelor grele si ai arsenului existenti in aceste esantioane
utilizand cariopse de grau comun - Triticum aestivum L., soiul Putna, iar pentru a identifica
metode de decontaminare a solurilor poluate cu insemnate cantitati de metale grele, soluri

prelevate din arealul minier de cupru si baritind Tarnita.
2.2.2. Teste de germinare la plante test Triticum aestivum L., soiul Putna

2.2.2.1. Dezinfectarea cariopselor

Dezinfectarea cariopselor s-a realizat cu hipoclorit de sodiu 5%, timp de 5 minute.
Ulterior, cariopsele au fost spélate de mai multe ori cu apa ultrapura MilliQ, pana la disparitia

mirosului caracteristic [4, 55].

2.2.2.2. Metoda de germinare a cariopselor

Experimentele s-au realizat in trei repetitii, cu loturi de cate 50 de cariopse, care au

fost introduse Tn eprubete suficient de largi (180 x 18 mm) pentru a permite amestecarea lor

12



cu solutiile de tratament, dupa care a fost adaugata solutia de tratament corespunzatoare
fiecarei probe. Amestecurile aflate Tn eprubete au fost supuse incubarii timp de o ora, cu
agitare intermitenta, timp suficient pentru Tmbibarea semintelor cu solutiile de tratament,
conform recomandarilor ISTA (Seed Science and Technology, 1993) [48].

Dupa o ora cariopsele, impreuna cu solutia cu care s-a realizat tratamentul, au fost
distribuite uniform in placi Petri cu diametrul de 9 cm, fiecare dispunand de cate doua
rondele de hartie de filtru suprapuse, conform recomandarilor ISTA (Seed Science and
Technology, 1993) [48]. Pentru pastrarea mediului de lucru steril s-a lucrat sub hota de
protectie microbiologicad si PCR cu flux de aer vertical. Placile Petri au fost mentinute pe
toata perioada de germinatie in camera de crestere, prevazuta cu sistem de programare a
temperaturii, umiditatii si luminii. Parametrii de lucru experimentali din camera de crestere
(Snijders Scientific, Netherlands) temperatura, umiditate si lumina au fost selectati astfel
incét sa corespunda conditiilor de viata specifice speciei Triticum aestivum L. [58]. Pentru
germinatie S-au asigurat in camera de crestere urmatoarele conditii: temperatura de 24 °C
(x1) si un regim de iluminare de 16 ore lumind/8 ore intuneric. Intregul procesul de
germinare astfel organizat a durat timp de 7 zile [20, 67].

Experimentele s-au realizat in Laboratorul de cercetare CERNESIM al Facultatii de
Biologie si in Laboratorul de Biochimie din cadrul Facultatea de Chimie, Universitatea

“Alexandru loan Cuza” din Iasi.
2.2.3. Prepararea solutiilor de tratament pentru testele de germinatie

2.2.3.1. Prepararea supernatantului toxic (ST)

Pentru determinarea efectului reziduurilor miniere de la Tarnita asupra speciilor
vegetale supuse germindrii si cresterii plantulelor in testele biologice au fost introduse, in
trei repetitii, probe de cate 1 g de material omogenizat, colectat din depozitul de steril in
tuburi de centrifugare si supuse extractiei cu cate 10 mL de apa ultrapura Mili-Q pe baia cu
ultrasunete timp de 15 minute. Pentru extragerea metalelor grele, au fost adaptate metodele
aplicate de catre Rauret si colaboratorii in anul 1989 si, respectiv, de catre Dcelsch si
colaboratorii Tn anul 2006, astfel suspensiile rezultate au fost supuse ultracentrifugarii timp
de 5 minute la 5000 rpm [64, 16]. Solul si materialul metalifer original, precum si probe de
cate 1 g din aceleasi materiale solide din care au fost indepartate reziduurile solubile 1n apa
au fost depuse uniform pe hértia de filtru din respectivele cutii Petri. Supernatantul toxic a
fost astfel indepartat, insa a fost folosit in experimente de germinatie, pentru a verifica efectul

metalelor grele extrase asupra unor specii de plante test.
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2.2.3.2. Metoda de decontaminare a deseului minier metalifer (DMM)

prin extractie cu apd

S-a luat in lucru o cantitate de 1 g de DMM care a fost extrasa cu cate 10 mL de apa
ultrapura Mili-Q pe baia cu ultrasunete timp de 15 minute. Supernatantul toxic obtinut in
urma ultracentrifugarii timp de 5 minute la 5000 rpm a fost indepartat, iar materialul solid
provenit de la DMM a fost amestecat cu 5 mL de apa ultrapura milli-Q si s-a utilizat in testele
de germinatie.

Pentru proba cu DMM extras de doua ori, dupa indepartarea supernatantului obtinut
dupa prima extractie, peste extractul cu DMM s-au mai adaugat 10 mL de apa ultrapura Mili-
Q. Supernatantul toxic obtinut in urma ultracentrifugarii timp de 5 minute la 5000 rpm, a
fost indepartat, iar solidul extras a doua oara, a fost amestecat cu 5 mL de ultrapura milli-Q
si s-a utilizat de asemenea in testele de germinatie.

Pentru proba cu DMM extras de trei ori, dupa indepartarea supernatantului obtinut
dupa a doua extractie, peste extractul cu DMM s-au mai adaugat 10 mL ultrapura Mili-Q.
Supernatantul toxic obtinut in urma ultracentrifugarii timp de 5 minute la 5000 rpm a fost
indepartat, iar extractul cu DMM extras a treia oara, a fost amestecat cu 5 mL de apa

ultrapura milli-Q si s-a utilizat in testele de germinatie.

2.2.3.3. Metoda de indepartare a compusilor toxici din supernatant

prin precipitare cu hidroxizi

Pentru remedierea solului si a zonei puternic contaminate s-a propus indepartarea
continutului de metale grele si arsen din apele de spalare prin metoda precipitarii cu solutii
de hidroxizi (sodiu, calciu etc.), dupa metoda adaptata si utilizatd de Jang si colaboratorii in
anul 2007 [37]. Astfel, peste supernatantul toxic s-a adaugat o solutie de NaOH 4% pana la
pH 5,0, iar amestecul astfel obtinut a fost supus ultracentrifugarii timp de 5 minute la 5000
rpm. Separat s-a realizat alcalinizarea cu aceeasi solutie alcalind pana la un pH 12,0.
Supernatantul obtinut a fost In final neutralizat cu o solutie de HC1 4% si NaOH 4% pana la
pH 6,9-7,0 pentru a nu afecta germinatia plantelor de testare. Dupa centrifigare, pentru
indepartarea precipitatelor obtinute, toate aceste solufii decontaminate prin precipitare cu
hidroxizi au fost utilizate, de asemenea, in cercetarile biologice. Continutul de metale grele

al tuturor solutiilor a fost masurat prin spectrometria de absorbtie atomica (AAS).
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2.2.3.4. Metoda de reducere a toxicitatii supernatantului cu culturi de drojdie

Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen

Proba de drojdie activa folositd pentru prepararea unei suspensii a fost obtinuta prin
amestecarea a 5 g de drojdie cu 10 mL apa ultrapura milli-Q timp de o ora la temperatura
camerei, agitandu-se intermitent.

Pentru proba de drojdie inactivata 5 g de drojdie au fost tratate cu 10 mL apa ultrapura
milli-Q aflatd la temperatura de fierbere, procedurd ce a fost realizata prin agitare
intermitenta, timp de o ora, pe o baie de apa la 100 °C, metoda adaptata dupa Goksungur si
colaboratorii, care au inactivat culturile de drojdie prin mentinerea lor la temperatura de
121°C timp de 15 minute [28].

Pentru bioremedierea supernatantului s-a utilizat drojdie activa, si anume 5 g de
drojdie au fost incubate timp de o ord cu 10 mL solutie toxicd (6 mL supernatant toxic si 4
mL apa ultrapura milli-Q).

Pentru reducerea toxicitatii supernatantului care contine ioni de metale grele s-a
utilizat drojdie inactivata, obtinuta din 5 g de drojdie tratate cu 10 mL solutie supernatant
diluat (6 mL supernatant toxic si 4 mL apa ultrapura milli-Q), care se afla la temperatura de
fierbere; amestecul rezultat a fost mentinut in continuare, timp de o ord, cu agitare
intermitenta, pe baia de apa la 100 °C.

Toate amestecurile obtinute ca mai sus, au fost supuse centrifugarii timp de 5 minute
la 5000 rpm, iar 5 mL din supernatantul obtinut a constituit proba de drojdie activa/inactivata
si, respectiv, drojdie activd/inactivata si supernatant toxic (ST). Pentru comparatia probelor
cu dojdie activa cu cele cu drojdie inactivata, au fost realizate probe de control n trei

repetitii, cu cate 5 mL de apa ultrapurd milli-Q si 50 de cariopse de grau comun.
2.3. Metode de cercetare

2.3.1. Metode de analiza prin spectroscopie de emisie optica cu plasma cuplati inductiv

(ICP-OES) a probelor de deseu minier si de sol prelevate din arealul Tarnita

Analizele au fost realizate Tn cadrul laboratorului de Biochimie de la Facultatea de
Chimie, UAIC Iasi si al laboratorului de Chimie Analitica, Universitatea de Tehnologie

Chimica si Metalurgica, Sofia, Bulgaria.
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2.3.2. Metode de analiza prin spectrometrie de absorbtie atomica (AAS) a probelor de

deseu minier si de sol prelevate din arealul Tarnita

Analizele au fost realizate Tn cadrul laboratorului de Biochimie de la Facultatea de
Chimie, UAIC Iasi si al Laboratorului Statiunii de cercetare 1.C.A.S. Marian Dracea,

Céampulung Moldovenesc, Suceava.
2.3.3. Analiza parametrilor de germinagie

Procesul prin care embrionul unei cariopse trece din starea de dormanta la cea activa,
in urma careia apare o plantuld, se numeste germinatie. La specia Triticum aestivum L.

In vederea evaluirii parametrilor de germinatie a cariopselor, a dimensiunilor si,
respectiv, a masei plantulelor rezultate s-au efectuat experimentele de germinatie in prezenta
solutiilor de tratament, teste ce au avut o durata de 3 pana la 7 zile [20, 67].

Dupa 3 zile de tratament s-a determinat numarul de seminte germinate (energia
germinativa, Eg, exprimata procentual).

Energia germinativa (Eg, %0), reprezinta capacitatea semintelor de a germina
(pentru Triticum aestivum L. —la 3 zile).

Se determind ca raport intre numarul de cariopse germinate in prima treime a

perioadei (a) si numarul total de cariopse analizate (n):
a
E, = — 100 (1)

Facultatea germinativa (Fg, %0), reprezinta capacitatea semintelor de a germina
pana la sfarsitul perioadei de germinatie (Triticum aestivum L. — 7 zile).
Se determina ca raport intre numarul de cariopse germinate la sfarsitul perioadei luata

in calcul ca zile de germinare (b) si numarul total de cariopse analizat (n):
b
E, = i 100 (2

Dupa 7 zile de tratament, in fiecare cutie Petri s-a determinat numarul de plantule
formate, de cariopse germinate dar din care nu s-au format plantule (facultatea germinativa,
Fg, exprimata procentual) si de cariopse negerminate/moarte [70]. Dupa Evers si Bechtel
(1988) si, respectiv, Nita si colaboratorii (2004), plantula reprezinta stadiul de dezvoltare
ontogenetica a plantei in care aceasta prezinta radacina principala cu radacini secundare de
prim ordin, hipocotilul, cotiledonul, prima frunza si a doua, iar cea de a treia abia se desface

[19, 54]. Dupa Andrei si colaboratorii (2008) la 2-3 zile de la germinare, plantululele de grau
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comun prezinta radicula sau radacina primara scurta, care prin crestere strapunge coleoriza
[3].

Pentru fiecare plantula rezultata din cariopse de grau germinate au fost recoltate dupa
7 zile de tratament coleoptilul, impreuna cu prima frunza, determinandu-se masa medie (m,
mg) si inaltimea medie a tuturor plantulelor formate (cm) in fiecare placa Petri.

Pentru determinarea facultatii germinative S-au numarat cariopsele normal germinate
din fiecare repetitie. S-a considerat ca o cariopsa a germinat atunci cand radicula a avut o
lungime de aproximativ 2 mm [1, 55]. Cariopsele gasite umflate, putrezite, mucegaite la

sfarsitul perioadei de germinatie au fost considerate negerminate.

2.3.4. Prelucrarea statistica a datelor

Pentru prelucrarea datelor din cadrul experimentelor de germinatie a plantelor test
crescute pe medii cu reziduuri miniere bogate in metale grele, s-a utilizat testul Tukey [74].
Ca marja de eroare s-a utilizat un interval de incredere de 95%. Pentru fiecare tratament
realizat n trei repetitii s-au calculat parametrii de germinare, dupd care s-a calculat deviatia
standard a valorilor obtinute. Media celor trei repetitii s-a comparat cu o valoare D calculata,
pentru a vedea dacd diferenta este semnificativa. Pentru ca diferenta sa fie semnificativa

trebuie ca media a trei repetitii sd fie mai mare decat valoarea calculata D.
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Capitolul 3. Poluarea cu metale grele si arsen din exploatarile de cupru si

baritina Tarnita si metode de decontaminare

3.1. Metale grele si arsen in probele de deseu minier si sol provenite din exploatirile

de cupru si baritina Tarnita
3.1.1. Obiectivul cercetarilor

Exploatarile de cupru si baritina din zona miniera Tarnita sunt la ora actuala inchise,
dar depozitele de minereuri metalifere aflate in aer liber, ca deseuri poluante, contin inca, in
cantitati insemnate, elemente chimice toxice. Depozitele si imediata lor vecinatate reprezinta
prima zona de contaminare, deoarece aceasta contine cantitati mari de elemente precum fier,
plumb, bariu, aluminiu, arsen, cupru, etc. Aceste elemente se afld sub forma de minerale
precum sulfuri de fier si cupru insolubile, care elibereaza continuu, prin oxidare si hidroliza,
cantitati insemnate de ioni metalici in mediul inconjurator.

Tn acest context, cercetarile realizate in cadrul tezei de doctorat au aritat ca arealul
Tarnita situat in comuna Ostra, judetul Suceava este extrem de poluat. Rezultatele analizei
probelor de deseu minier prelevate din halda de steril, a probelor de sol si de ape reziduale
au demonstrat ca acestea sunt puternic contaminate cu metale grele ca fier, cupru plumb,
cadmiu, dar si cu metaloizi de tipul arsenului, iar analiza probelor de sol colectate din zonele
contaminate a evidentiat aciditatea lor, pH-ul acestora fiind cuprins intre 2,04 si 7,5.
Aciditatea mare a deseurilor metalifere inregistrata in aceste tipuri de substrat ar putea fi
corelatd cu disponibilitatea metalelor grele si cu contaminarea apelor si solurilor din

vecinatatea haldelor de deseuri prin levigare.

3.1.2. Determinarea concentratiei unor metale grele si metaloizi prin spectroscopie de

emisie opticd cu plasma cuplata inductiv (ICP — OES)

Probele de deseu minier metalifer (DMM) si de sol de la Tarnita prelevate de la o
adancime de 20 — 30 cm au fost uscate la aer si ulterior in etuva, la temperatura de 40 °C.
Pana la analiza prin spectrometrie ICP-OES si AAS, toate probele au fost depozitate la o
temperaturd de 4 °C.

Pentru analiza ICP-OES probele de deseu minier metalifer (DMM) si de sol (0,2-0,3
g) au fost supuse extractiei cu 15 mL amestec de acizi HNOs: HCI, in raport 1 : 3, amestec
mentinut la temperatura de fierbere timp de 25 de minute, iar solutia obtinuta a fost filtrata

si diluata ulterior pana la 50 mL cu apa ultrapura Milli-Q.
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Tn paralel probe de deseu minier metalifer (DMM) si de sol (1 g) au fost supuse
extractiei pe baia cu ultrasunete timp de 15 minute la 5.000 rpm, o data, de doua si, respectiv,
de trei ori cu cate 10 mL de apa ultrapurd Milli-Q. Supernatantul toxic obtinut dupa prima
extractie a fost utilizat pentru a determina concentratiile contaminantilor din deseurile

miniere metalifere sau din sol prin masuratori ICP-OES sau AAS.

3.1.3. Determinarea concentratiei unor metale grele prin

spectrometrie de absorbtie atomica (AAS)

Pentru determinarea concentratiei unor metale grele prin metoda AAS, probe cu
supernatant toxic (ST) obtinut dupa prima extractic a DMM, au fost tratate cu HCI 4%, n
raport 1:8 (v/v), HCI : ST. Probele cu supernatant toxic decontaminat (DMMD) au fost
precipitate prin adaugare de NaOH 4% pana la pH 5,0 si, dupa filtrarea prin hartia de filtru
a reziduului cu metale grele, solutia limpede a fost neutralizata cu HCI, in raport 1:8 (V/v),
HCI : proba. Supernatantii obtinuti au fost neutralizati cu HC1 4% si NaOH 4% pana la pH
6,9-7,0.

Tn paralel probe cu supernatant obtinut dupa prima extractie a solului colectat din
vecindtatea haldei de deseu minier (aprox. 30 m) au fost filtrate prin hartie de filtru (SF), iar
solutia obtinuta a fost acidulata cu HC1 4%, in raport 1:8 (v/v), HCI : proba.

Dupa o ultracentrifugare timp de 5 minute la 5000 rpm, pentru indepartarea
precipitatelor obtinute, toate aceste solutii au reprezentat probe pentru masurarea

continutului de metale grele prin spectrometria de absorbtie atomica (AAS).

3.1.4. Rezultate obtinute

Prin analiza ICP-OES au fost detectate, in zona forestiera Tarnita, cantitati insemnate
de metalele grele ca Fe, Cu, Pb si Zn atat in depozitul de deseuri miniere metalifere, cat si in
jurul acestuia (Tabelul 3.1). Dintre toate elementele gasite in haldele de deseuri fierul a
prezentat cea mai mare concentratie si, in plus, acest element a fost gasit si la distante mari
de depozitul de deseu, cantitatea sa devenind chiar mai mare decat in site-ul initial de
colectare. Cu toate acestea, elementele cele mai toxice gasite in depozitul de steril au fost
cuprul (3,119 mg/kg), arsenul (676 mg/kg) si plumbul (2,672 mg/kg) [17]. Celelalte
elemente, precum Ba (14 mg/kg) si Zn (432 mg/kg) sunt fie mai putin toxice, fie au fost
prezente ca oligoelemente. Tn probele de deseu minier colectate din haldi elementele Cr si

Mn au fost prezente sub forma de urme, in cantitati mai mici de 0,7 mg/kg.
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Tabel 3.1. Concentratia unor metale grele si metaloizi din DMM si sol (mg/kg) determinata prin ICP-OES:
(DMM) proba deseu minier metalifer colectat din halda de steril; (S) proba de sol colectata de la 30m

departare de halda de deseu minier metalifer.

Concentratie totald metale grele (mg/kg)
Element Proba
DMM S
(Fe) 357.869 + 280 493.500 # 405
(Cu) 3,119 + 65 334+8
(Pb) 2,672+ 58 137 £12
(Zn) 432 +73 420 + 17
(Ba) 14 + 58 537 +5
(Cr) urme 20+7
(Mn) urme 661 + 10
(Ni) 0 29+ 8
(As) 676 + 13 96 + 5

Rezulatele obtinute au fost comparate cu valorile standard normale pentru metalele

grele si arsen din soluri, date prezentate in tabelul 3.2. .

Tabel 3.2. Valori standard normale pentru metale grele si arsen din soluri [57].

Concentratie metale grele (mg/kg substantd uscata)
(Fe) | (Cu)| (Pb) | (Zn) | (Ba) | (Mn) | (Ni) | (Cr) | (As)
- 20 20 100 200 900 20 30 5

Concentratiile metalelor grele din extractele apoase cu reziduuri miniere sunt
prezentate n tabelul 3.3. Eroarea standard a fost mai mica de 5%. Rezultatele obtinute prin
spectrometrie de absorbtie atomica (AAS) pentru extractele apoase ce contin reziduuri
miniere cu metale grele au fost comparate cu valorile admisibile pentru probele de apa de
suprafata din Romania. Valorile standard ale apelor de suprafatd pentru clasele 1, 2 si 3 sunt

prezentate in Tabelul 3.4 [56, 75].
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Tabel 3.3. Concentratia unor metale grele din reziduuri miniere (mg/L) determinata prin AAS: DMM —
proba deseu minier metalifer (1g DMM colectat din halda, in 10 mL H>O si tratat cu HCI); DMMD - proba
deseu minier metalifer decontaminat (DMM colectat din halda, in 10 mL H»O, precipitat cu NaOH si
neutralizat cu HCI); SF — proba sol filtrat ( 1 g sol colectat de la 30 m departare de halda, in 10 mL H20,
filtrat si tratat cu HCI).

Probi Concentratie totald metale grele (mg/L)
(Fe) Cw | @n) [ (Mn)
DMM 675,63 32,14 7,07 0,38
DMMD 238,58 0,266 4,28 0,4
SF (30m) 5,86 0,276 3,35 0,009

Tabel 3.4. Valori standard pentru apele de suprafata Clasa 1, 2 si 3 [75].

Clasa Concentratie metale grele (mg/L)
(Fo) | (Cw | @Zn) | (Mn) | (N | (Cp
1 0,3 0,05 0,03 0,5 0,1 0,5
2 1 0,05 0,03 0,3 0,1 0,5
3 1 0,05 0,03 0,4 0,1 0,5

Problemele calitatii apelor naturale sunt cauzate in principal de metalele grele
precum Fe, Cu, Mn si Zn [40].

Dupa cum se poate observa din Tabelul 3.3, existd cresteri excesive ale
concentratiilor de Fe (675,63 mg/L) si Cu (32,14 mg/L) in supernatantul toxic obtinut prin
spalarea probelor de DMM colectate din depozitul de steril, in timp ce Zn (7,07 mg/L) a fost
mai putin prezent. Mn (0,38 mg/L), care este mai putin toxic, avand si activitate biologica,
a fost prezent in urme ca oligoelement. Tn prezent limitele de concentratie admise in apele
naturale pentru Fe, Cu si Zn sunt 0,3-1 mg/L, 0,05 mg/L si 0,03 mg/L (Tabelul 3.4), valori
ce au fost cu mult depasite in cazul cercetarilor efectuate, realitate care demonstreaza faptul
ca probele colectate din halda de deseu de minereu sunt extrem de toxice si prezintd un
adevarat pericol pentru calitatea mediului inconjurator.

Tn ceea ce priveste concentratia fierului din extractele apoase cu steril decontaminat
prin precipitare cu hidroxizi (238,58 mg/L), dar si din extractele apoase obtinute din solul
colectat de la 30 m departare de halda de steril (5,86 mg/L), valorile acestui metal sunt cu
mult peste limita admisa de 0,3-1,0 mg/L, intalnitd la apele de suprafata. Deci concentratia
Fe continua sa fie extrem de toxica, datorita valorilor sale extrem de ridicate.

Concentratia zincului atat in extractele apoase de deseu minier (4,28 mg/L), care au
fost partial decontaminate, cat si din extractele de sol (3,35 mg/L), sunt in continuare ridicate,

cu mult peste valorile de 0,03 mg/L, standard admise.
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Concentratia cuprului a depasit valorile standard admise pentru apele de suprafata
(0,05 mg/L), in schimb cresterile fata de valorile standard au fost mult mai mici (steril
decontaminat — 0,266 mg/L si sol — 0,276 mg/L). Totusi, ionii de cupru prezenti in mediu au
fost considerati in continuare toxici pentru sanatatea umana.

Concentratiile ridicate de Fe, Cu si Zn din extractele apoase obtinute din probele de
DMM si sol colectate de la Tarnita determind o toxicitate sporitd asupra lantului trofic.
Astfel, un alt contaminant, extrem de toxic, detectat in halda de deseu minier si in
imprejurimi a fost arsenul. Concentratiile determinate prin metoda ICP-OES au fost de 676
mg/kg in halda de deseu minier si de 96 mg/kg in probele de sol colectate de la 30 m distanta
de halda [78]. Niveluri scazute de arsen sunt prezente in mod natural in sol [46]. Concentratia
de arsen din sol admisa la nivel mondial este in jur de 5 mg/kg, cu variatii substantiale in
functie de originea solului [47]. In determinirile efectuate in arealul Tarnita valorile
nregistrate pentru acest metaloid au fost cu mult peste limita admisa, date ce indica faptul
ca respectivele concentratii reprezinta un real pericol pentru sandtatea omului si a mediului

inconjurétor.

3.1.5. Concluzii preliminare

Masuratorile ICP-OES, au aratat cd depozitele de deseu minier metalifer contin
cantitati mari de Fe (358 g/kg), Cu (3,119 mg/kg), As(676 mg/kg), Pb(2,672 mg/kg) si Zn
(432 mg/kg). Tn depozitul Tarnita supus analizei spectrofotometrice, cantititile de metal greu
si arsen determinate au variat astfel: Fe > Cu > Pb > As>Zn > Ba > Cr > Mn > Ni, elementele
cele mai toxice gasite in halda fiind Fe (datorita cantitatii foarte ridicate), apoi Cu, Pb si
respectiv un metaloid extrem de periculos, As. Cu toate ca Fe a fost determinat cantitativ la
cea mai mare valoare, acest metal a fost gasit si la distantd de halda (493,5 g/kg), cantitatea
sa depasind in mod evident cantitatea din depozitul de deseu minier metalifer, de 358 g/kg.

In cazul solurilor situate la distantid de halde, valorile acestor elemente, cu exceptia
Cr si Mn, sunt cu mult peste limita valorilor normale admise pentru soluri. Aceste elemente
au inregistrat urmatoarele valori peste limita admisa: Ba (337 mg/kg), Zn (320 mg/kg), Cu
(314 mg/kg), As (91 mg/kg), Pb (117 mg/kg), Ni (9 mg/kg). In acest context consideram ci
anumite elemenete determinate cantitativ (Fe, Cu, As, Pb si Zn) in exploatdrile miniere
Tarnita (halda, cat si sol prelevat de la 30 m departare) continua sa fie, prin valorilor ridicate
ale concentratiei lor extrem de toxice pentru om si mediul Inconjurtor.

Cu toate ca metalele grele in concentratii extrem de toxice formeaza agregate in

depozitele de deseu minier metalifer, acestea au putut fi usor indepartate prin extractie cu
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apa in proportie de 1:10, sub actiunea ultrasunetelor. Ca urmare, in urma primei extractii cu
apa distilatd, metalele toxice au trecut in supernatantul rezultat.

Masurdtorile AAS realizate pe esantioane de extracte apoase obtinute din probele
colectate din depozitul de deseu minier si, respectiv din solul din jurul acestuia (1g DMM/sol
la 10 mL H20), au aratat ca unele metale grele precum Fe (DMM — 675,63 mg/L, SF(30m)
— 5,86 mg/L), Cu (DMM — 32,14 mg/L, SF(30m) — 0,276 mg/L), Zn (DMM — 7,07 mg/L,
SF(30m) — 3,35 mg/L) si Mn (DMM - 0,38 mg/L, SF(30m) — 0,009 mg/L) sunt prezente in
concentratii mari, extrem de toxice pentru mediul inconjurator. Concentratiile acestor metale
grele din DMM si sol, determinate prin AAS, au inregistrat scaderi valorice dupa prima
extractie cu apd, insd aceste valori au ramas excesiv de mari in probe, in comparatie cu
valorile standard admise la nivel national pentru apele de suprafata din Romania. Aceasta a
dovedit ca numeroase cantitati de metale grele sunt insolubile si nu pot fi extrase cu apa sub
forma de ioni metalici.

Deoarece Supernatantul obtinut prin extractie cu apa este toxic pentru mediul
inconjurator, s-a recurs in continuare la decontaminarea acestuia prin precipitare cu
hidroxizi. Tn cazul extractelor cu deseu minier decontaminat prin precipitare cu hidroxid de
sodiu (DMMD), concentratiile metalelor gele au continuat a fi foarte mari, in comparatie cu
valorile standard admise: Fe (238,58 mg/L), Cu (0,266 mg/L), Zn (4,28 mg/L) si Mn (0,4
mg/L).

Prin masuratorile AAS s-a constatat cd diferenta dintre concentratiile determinate
pentru aceste metale grele si valorile standard admise a ordonat elementele contaminante, in
ordine descrescatoare, astfel: Fe > Cu > Zn > Mn pentru extractul obtinut din DMM; Fe >
Zn > Cu > Mn — pentru extractul obtinut din DMMD; Fe > Zn > Cu — pentru extractul obtinut
din SF (30 m). Concentratia manganului din extractul apos al solului colectat de la 30 m
departare de halda de deseu minier metalifer nu a depasit valorile standard admise, de 0,3 —
0,5 mg/L.

Concentratiile ridicate de Fe, Cu si Zn determinate in extractele apoase obtinute din
probele de deseu minier metalifer si sol colectate din exploatarile miniere Tarnita
demonstreaza toxicitatea sporitd si pericolul continuu pe care il prezinta acesti contaminati

pentru lantul trofic din arealul forestier caruia apartine respectiva exploatare miniera.

23



3.2. Evaluarea efectului toxic al reziduurilor miniere din exploatirile de cupru si
baritina Tarnita prin teste de germinatie a cariopselor si de crestere a plantulelor

rezultate la graul comun, Triticum aestivum L., soiul Putna

3.2.1. Teste de germinatie a cariopselor de grau si de crestere a plantulelor rezultate pe

solurile din vecindtatea haldei de deseu minier

3.2.1.1. Obiectivul cercetarilor

Unul dintre obiectivele de cercetare propus Tn cadrul prezentei teze de doctorat a vizat
studiul toxicitatii solurilor provenite din arealul minier Tarnita [52], prin realizarea unor
experimente de germinatie pe cariopse de plante test precum Triticum aestivum L. (gréu
comun, de primavara), experimente realizate in conditii de laborator n acest scop.

Tntr-un prim experiment au fost monitorizate procesul de germinare si de crestere a
plantulelor de grau comun rezultate pe solurile colectate din vecindtatea haldei de deseu
minier metalifer, comparativ cu solul de gradina (colectat din zona Iasi). Pentru aceasta, a
fost determinat numarul de cariopse germinate, numarul de plantule rezultate, precum si

masa si talia acestora la 7 zile de la debutul experimentelor realizate in conditii de laborator.

3.2.1.2. Modul de lucru

Pentru determinarea efectului toxicitatii solurilor situate la 30 m departare de halda
de deseu minier metalifer asupra germinarii cariopselor si a dezvoltarii plantulelor de grau
comun s-au realizat loturi de cate 50 de cariopse in trei repetitii, care s-au introdus in
eprubete suficient de largi (180 x 18 mm), pentru a permite amestecarea lor cu 5 mL de apa
ultrapura (milli-Q), iar dupa o ora s-au plasat in cutii Petri cu diametrul de 9 cm, pe hértie
dubla de filtru peste 0 g (martor), 5 g, 10 g si, respectiv, 20 g de sol. Pentru comparatie, au

fost realizate probe triple control, cu cate 5 g de sol de gradina si 50 de cariopse test.
3.2.1.3. Rezultate obtinute

Efectul solului colectat din vecindtatea depozitului de deseu minier metalifer asupra
germindrii si cresterii plantulelor de grau este evidentiat in Figura 3.1.

Facultatea germinativa a cariopselor crescute pe solul provenind din exploatarea
Tarnita a fost de 92%, respectiv 82%, comparativ cu loturile test crescute pe solul de gradina,
ce au inregistrat o facultate germinativa de 98% (Tabelul 3.5). Descresterea facultatii
germinative poate sugera ca plantele nu s-ar putea dezvolta pe solul aflat Tn preajma haldelor

de material minier.
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Tabel 3.5. Germinarea cariopselor de Triticum aestivum L., soiul Putna si cresterea plantulelor test
in conditii de laborator, pe sol provenit din vecinatatea haldei de deseu minier metalifer din

exploatarea minierad Tarnita (7 zile de germinare)

) Masa medie a Inaltimea medie a
Tratament* E"/) plantulelor plantulelor
i (mp, mg) (cm)
Martor, 5 mL H20 9%+1,2 79,25+1,8 12,11+ 0,6
5 g sol de gradina 98+20 83,47+1,0 1253 +1,2
5 g sol Tarnita 92+13 78,91+0,5 11,98 +0,8
10 g sol Tarnita 82+2.2 7757+1,2 11,86 £1,2

*) Valorile sunt medii aritmetice a trei valori + eroarea standard (50 cariopse/proba);
conform testului Tukey (p < 0, 05).

**) Fg = procentajul de cariopse germinate dupa 7 zile.

Acest rezultat indica faptul ca substantele toxice din solul colectat din vecindtatea
haldei de deseu minier influenteaza negativ atat germinarea cariopselor, cat si cresterea
plantulelor test de grau comun: Fq(%): sol gradina (98) > control (96) > 5g sol Tarnita (92)
> 10g sol Tarnita (82).

Fig. 3.1. Cresterea plantulelor de Triticum aestivum L., soiul Putna pe sol colectat de la 30 m distanta de
halda de deseu provenit din exploatarea miniera Tarnita la 7 zile de germinare, in conditii de laborator.
Tratamente: a) 5 g sol de grading, b) 5 g sol Tarnita.

Atat masa medie a plantulelor din variantele cu 5 g si, respectiv 10 g de sol colectat
de la Tarnita, cat si indltimea medie a acestora au scazut, comparativ cu cele inregistrate la

varianta de lucru folosind solul de gradina.
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Tabel 3.6. Germinarea cariopselor de Triticum aestivum L., soiul Putna si cresterea plantulelor test pe

sol provenit din exploatarea miniera Tarnita in conditii de laborator, la 7 zile de germinare.

) E %) Masa medie Inaltimea medie
Tratament* EJO/) a plantulelor a plantulelor
i (mp, M) (cm)
Martor, 5 mL H,0 9% +1,2 7823+19 12,13+0,3
5 g sol Tarnita 93+0,7 75,47 +0,5 11,22+0,1
10 g sol Tarnita 83+13 63,36 £ 0,9 10,84 +0,1
20 g sol Tarnita 76+31 59,60 + 0,6 9,47+0,5

*) Valorile sunt medii aritmetice a trei valori + eroarea standard (50 cariopse/proba);
conform testului Tukey (p <0, 05).

**) Fg = procentajul de cariopse germinate dupa 7 zile.

Din analiza parametrilor germinativi a plantulelor test crescute pe aceste soluri
provenind din exploatarea Tarnita s-a constatat ca procesul de crestere si dezvoltare a
plantulelor este afectata, comparativ cu loturile de plantule control (mp = 79,25 mg, inaltimea
cu 12,11 cm) si, respectiv, cu cele crescute pe sol de gradind (mp = 83,47 mg, ndltimea cu
12,53 cm), la loturile test crescute pe solul cu metale grele, masa si, respectiv, inaltimea
medie a plantulelor avand valori mai mici: 5 g sol Tarnita: mp= 78,91 mg, inaltimea cu
11,98 cm; 10 g sol Tarnita: mp = 77,57 mg, inaltimea = 11,86 cm.

Din tabelul 3.6 si din figura 3.2. se poate observa ca probele de sol colectate din
exploararea miniera Tarnita utilizate In experiment prezinta o usoara toxicitate, deoarece au
inhibat procesul de germinare, mai ales in cazul probei cu 20 g de sol, variantd in care

germinarea cariopselor de grau a scazut cu 20%.

Fig. 3.2. Cresterea plantulelor de Triticum aestivum L., soiul Putna pe sol provenit din exploatarea miniera

Tarnita in conditii de laborator, la 7 zile de germinare. Tratamente: a) 5 g sol, b) 20 g sol.
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Atat masa medie, cat si inaltimea medie a plantulelor au scazut odatd cu cresterea
cantitatii de sol poluat folosit ca substrat, comparativ cu loturile control astfel: my (mg):
control (78,23) > 5g sol Tarnita (75,47) > 10g sol Tarnita (63,36) > 20g sol Tarnita (59,60);
inaltimea (cm): control (12,13) > 5g sol Tarnita (11,22) > 10g sol Tarnita (10,84) > 20g sol
Tarnita (9,47).

Deci cantitatile mai mari de sol suport pentru cresterea plantulelor test au avut o

tendinta netd de reducere a acestor parametri.

3.2.1.4. Concluzii preliminare

Solurile colectate de pe malul stang al raului Tarnicioara, de la aproximativ 30 m de
depozitul de material metalifer, au determinat scaderea parametrilor de germinare, procesul
de crestere a plantulelor test fiind influentat in mod negativ de excesul de metale grele din
aceste soluri, comparativ cu loturile control, tratate cu apa distilata si, respectiv cu cele
crescute pe sol de gradina.

Rezultatele obtinute au aratat ca biologia plantelor de Triticum aestivum L. (gréu
comun) cultivate pe esantioanele de sol colectate din jurul haldei de deseu minier metalifer
din exploatarea miniera Tarnita este semnificativ influentata de calitatea si cantitatea solului
poluat cu metale grele utilizat ca substrat, cresterea cantitatilor de sol si excesul de metale
grele din componenta acestuia influentand in sens negativ procesul de germinare si de

crestere a tinerelor plantule astfel rezultate.

3.2.2. Teste de germinatie a cariopselor de grau si de crestere a plantulelor rezultate

pentru evidentierea toxicitatii deseului minier metalifer

3.2.2.1. Obiectivul cercetarilor

Un alt obiectiv de cercetare a vizat testarea toxicitatii deseurilor miniere metalifere
(DMM) prelevate din arealul minier Tarnita asupra procesului de germinare a cariopselor de
grau comun si a procesului de crestere a plantulelor astfel rezultate, in scopul evaluarii
respectivele substrate cu apa distilata.

Testele de germinare a cariopselor si de cresterea a plantulelor s-au realizat pe probe
de deseu minier colectat din halda de steril (fard extractie), precum si pe probe de deseu
minier supuse unei duble si, respectiv, triple extractii.

Experimentele realizate in conditii de laborator au avut ca scop analiza parametrilor

germinativi ai cariopselor speiei test si analiza parametrilor de crestere a plantulelor astfel
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rezultate pentru variante crescute atat in conditii de stres cauzate de toxicitatea ridicatd a
probelor colectate din halda, cat si in conditii de reducere a toxicitdtii, prin extractia

contaminantilor.

3.2.2.2. Modul de lucru

Pentru determinarea efectului toxicitatii deseurilor miniere metalifere (DMM)
colectate din halda de steril asupra germinarii cariopselor si a dezvoltarii plantulelor de grau
s-au realizat probe triple cu cate 1 g de deseu minier fara extractie, 1 g de deseu minier dublu
extras, respectiv 1 g de deseu minier triplu extras.

O etapa de extractie a solului a constat in adaugarea a 10 mL de apa ultrapura (milli-
Q) la 1 g de deseu minier si mentinerea amestecului pe baia cu ultrasunete timp de 15 minute,
urmata de centrifugarea la 5000 rpm timp de 5 minute. Supernatantul toxic obtinut in urma
centrifugarii a fost indepartat, iar deseul minier rdmas dupa extractie a fost utilizat in testele
de germinatie, in conditii de laborator, ca substrat de germinare, in cutii Petri.

Toate probele cu deseu minier extras (cate 1 g in fiecare eprubetd) au fost amestecate
cu cate 5 ml de apa ultrapura milli-Q, dupa care s-au addugat cate 50 de cariopse test. Pentru
comparatie, au fost realizate probe triple control cu cate 5 mL de apa ultrapurd milli-Q si 50

de cariopse test.

3.2.2.3. Rezultate obtinute

Tn timpul tratamentului, cu o durati de o siptimana, proba cu deseu minier, nesupusi

extractiei, a inhibat complet germinarea cariposelor de grau (Figura 3.3, tratamentul b).

Fig. 3.3. Germinarea cariopselor si cresterea plantulelor de Triticum aestivum L., soiul Putna in conditii de
laborator, utilizand ca substrat deseul minier metalifer (DMM) provenit din exploatarea miniera Tarnita,
la 7 zile de germinare. Tratamente: a) Martor, 5 mL apa distilata, b) 1 g DMM fara extractie,
¢) 1 g DMM dublu extras, d) 1 g DMM triplu extras.
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Germinarea cariopselor de grau a recuperat diferenta valorica fatd de varianta de
lucru fara proces de extractie, dupa extractia deseului minier de doua sau de trei ori succesiv
(Figura 3.3, tratamentul c si d), situatii in care solul folosit ca substrat de experientd devine,
prin spalare repetatd, mai putin toxic.

Facultatea germinativa a cariopselor de gau cultivate in varianta martor a fost de
95%); acest parametru a descrescut la 3% Tn cazul variantei cultivate pe substrat reprezentat
de deseu minier colectat din halda din exploatarea miniera Tarnita, iar prin extractia de 2 si,
respectiv, de 3 ori a deseului minierului cu cate 10 mL de apa ultrapura (milli-Q) facultatea
germinativa a cariopselor de gau a revenit la 94% si, respectiv, 97% (Tabelul 3.7). Aceste
rezultate indica faptul ca substantele toxice existente initial in proba de deseu minier au fost
extrase in timpul extractiei, trecand in supernatantul rezultat prin spalare.

Tabel 3.7. Germinarea cariopselor de Triticum aestivum L., soiul Putna si cresterea plantulelor test pe

deseuri miniere metalifere (DMM) colectate din halda provenita din exploatarea miniera Tarnita in conditii

de laborator, la 7 zile de germinare

9 E ) Masa medie Inaltimea medie
Tratament S a plantulelor a plantulelor
(%)
(Mp, Mg) (cm)
Martor, H.0 95+12 63,5+2,3 11,3+0/4
DMM faré extractie 3+£12 10,3+5,6 16+05
DMM extras de 2 ori 94 +2,0 58,6 + 5,7 10,4+0,7
DMM extras de 3 ori 97 +2,3 65,5+ 5,1 10,9405

*) Valorile sunt medii aritmetice a trei valori + eroarea standard (50 cariopse/proba);
conform testului Tukey (p < 0, 05).

**) Fg = procentajul de cariopse germinate dupa 7 zile.

Atat masa medie a plantulelor, cat si naltimea medie a acestora au scazut drastic la
probele de grau germinate pe proba de deseu minier si au revenit la valori aproape normale
(comparativ cu varianta martor — germinare a cariopselor in apa ultrapura Milli-Q) dupa ce
s-a realizat extractia contaminatilor acestuia prin spalare cu apa de 2 si, respectiv, de 3 ori.

Acest experiment a evidentiat faptul cd metalele toxice ramase in deseuri dupa
extractia partii lor solubile cu apa nu sunt toxice pentru plante, in conditiile experimentale
date. Cu toate acestea, in timp, sulfurile metalice ar putea deveni solubile si ar putea afecta
germinatia plantelor. Spre deosebire de analizele chimice care au indicat acumularea unei
mari cantitafi de metale grele toxice in deseurile miniere analizate, testele biologice au aratat

ca toxicitatea acestora este mult mai evidenta, fiind determinata numai de speciile solubile.
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3.2.2.4. Concluzii preliminare

Procesul de germinare in conditii de laborator a cariopselor de grau comun in
variantele continand substrat colectat din halda de deseu minier a fost semnificativ influentat
de prezenta excesului de metale grele, fenomen evidentiat i prin analizele chimice efectuate
asupra acestui substrat de lucru, rezultatele astfel obtinute sustinand practic afirmatia potrivit
careia probele de deseu minier metalifer, prin componentele chimice specifice continute, pot
inhiba complet germinarea cariopselor soiul de gréau test.

Decontaminarea prin extractii succesive cu apa distilatd a redus nivelul de
contaminanti din substratul de analiza, acestia fiind indepartati prin extractie cu apa si
centrifugare, procese urmate de concentrarea lor in supernatantul de extractie. Ca urmare,
parametrii de germinare a cariopselor si cresterea plantulelor test au revenit ulterior dublei
extractii a probelor de deseu minier (DMM x 2) si, respectiv, triplei extractii (DMM x 3) cu
apa la valori apropiate de cele obtinute la varianta martor, incadrate in normele considerate

fiziologic normale pentru materialul biologic analizat.

3.2.3. Evidentierea toxicitatii unor extracte ale reziduurilor miniere prin teste de

germinatie a cariopselor de grau si de crestere a plantulelor rezultate

3.2.3.1. Obiectivul cercetdarilor

Probele de DMM colectate din exploatarea Tarnita au indicat, prin determinari
realizate prin spectrometrie de absorbtie atomica (AAS), cresteri excesive ale concentratiilor
de fier (675,63 mg/L) si cupru (32,14 mg/L) in solutiile de supernatant obtinute prin extractii
(Tabel 3.3). Depasind cu mult valorile de toxicitate admise de standardele in vigoare,
respetivele supernatante reprezintd practic un pericol real pentru calitatea mediului
inconjurdtor in zona explorata.

Tn acest context, un obiectiv de cercetare al tezei de doctorat a vizat studiul toxicitatii
extractelor sub forma de supernatant, obtinute din deseurilor miniere metalifere (DMM)
prelevate din arealul minier Tarnita, asupra germinarii cariopselor de grau comun, utilizat ca
material biologic test.

Testele de germinare si de crestere a plantulelor rezultate in conditii de laborator au
utilizat supernatant toxic (ST) rezultat din prima extractie cu apa a DMM colectat din halda
si supernatant toxic decontaminat prin dilutie (0 la 5 mL) si au urmadrit atat rata de germinare
a cariopselor, cat si nivelul de crestere a dimensiunilor (lungime, masa proaspatd) a

plantulelor astfel rezultate in toate variantele de analiza: stres cauzat de toxicitatea ridicata a
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supernantului obtinut din DMM, cat si in conditii de scadere a concentratiei contaminantilor
prin diluare cu apa.

3.2.3.2. Modul de lucru

Probe triple de 1 g de DMM colectat din depozitul de steril din exploatarea miniera
Tarnita au fost introduse in tuburi de centrifugare si supuse extractiei cu 10 mL de apa
ultrapura (milli-Q) pe baia cu ultrasunete timp de 15 minute. Pentru extragerea metalelor
grele, suspensiile rezultate au fost supuse ultracentrifugarii timp de 5 minute la 5000 rpm.
Supernatantul toxic a fost separat si s-a folosit in experimente de germinatie, pentru studiul
efectului metalelor grele asupra plantei test,grau comun - Triticum aestivum L., soiul Putna.

Pentru determinarea efectului reziduurilor miniere din exploatarea miniera Tarnita
asupra germinarii cariopselor si cresterii plantulelor test s-au realizat probe triple cu cate 1,
2, 3, 4 si, respectiv, 5 mL de supernatant toxic, amestecat corespunzator cu cate 4, 3, 2, 1 si,
respectiv, 0 mL apa ultrapura milli-Q, astfel incat sa se obtina cate 5 mL de solutie toxica
pentru fiecare varianta de tratament. Toate probele s-au introdus in eprubete cu cate 50 de
cariopse de grau test. Pentru comparatie, au fost realizate probe triple control, cu cate 5 mL

apa ultrapura milli-Q si cate 50 cariopse test.

3.2.3.3. Rezultate obtinute

Rezultatele prezentate in figura 3.4 si in tabelul 3.8, arata ca facultatea germinativa
descreste de la 97% 1n cazul loturilor de plantule martor, la 67% la utilizarea a 3 mL de
supernatant toxic si continua sa descreasca pana la 48% in cazul in care se adauga peste

cariopse 5 mL de supernatant toxic.

0
"

Fig. 3.4. Germinarea cariopselor si cresterea plantulelor de Triticum aestivum L., soiul Putna in conditii de
laborator, utilizdnd ca substrat reziduuri miniere din exploatarea minierd Tarnita, la 7 de germinare.
Tratamente: a) Martor, 5 mL H,O, b) 1 mL ST + 4 mL H20,
¢) 2mL ST + 3 mL H20, d) 3mL ST + 2 mL H:0,

e) 4 mL ST + 1 mL H20, f) 5 mL ST. ST = supernatant toxic.
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Masa medie a plantulelor de grdu comun a descrescut progresiv, odata cu cresterea
volumului de supernatant toxic adiugat in solutiile de tratament. Tn urma acestui set de
experimente am selectat solutia continand 3 mL supernatant toxic si 2 mL apa distilatd pentru
a realiza experimente de decontaminare pe cale microbiologica a substratului rezidual,
utilizand ca material de decontaminare specia de drojdie Saccharomyces cerevisiae Meyen
ex E.C. Hansen.

Tn procesul de germinare a cariopselor de grau la unele din plantulele astfel rezultate
s-a observat absenta sau dezvoltarea slaba a radiculei (radacinii initiale) si cresterea normala
radacinilor adventive [2, 3, 39, 87], atunci cand cariopsele de grau comun au fost tratate cu
5 mL ST (Figura 3.5). Acest fapt s-a corelat cu tendinta plantelor de a acumula metalele

grele in special in radacini [35].

2| b

3

Fig. 3.5. Efectul reziduurilor miniere din zona minierd Tarnita asupra formarii si cresterii radiculei si a
radacinilor adventive (secundare) la plantulele de Triticum aestivum L., soiul Putna cultivat in conditii
experimentale de laboratorla 7 zile dupa tratament. Tratamente: a) Martor, 5 mL H,O, b) 5 mL ST.

ST = supernatant toxic.

O parte din rezultatele obtinute si publicate [78] au aratat ca specia de grau comun
este sensibild la reziduurile miniere din zona minierd Tarnita. Astfel, dupd cum arata Tabelul
3.8 si figura 3.6, facultatea germinativa a scazut continuu si constant de la 97% (martorul cu
apa ultrapura Milli-Q) la numai 48% (in cazul utilizdrii a 5 mL de supernatant toxic).
Totodata, masa plantulelor rezultate la 7 zile de tratament a scazut de la 62,1 mg/lot la numai
18,9 mg/lot, adica de 3,3 ori: mp(mg): M (62,1) > 1 ST (41,3) >2 ST (37,2) >3 ST (28,8) >
4 ST (21,2) >5 ST (18,9).
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Tabel 3.8. Facultatea germinativa a cariopselor de Triticum aestivum L., soiul Putna germinat in conditii de
laborator si masa medie a plantulelor astfel rezultate, ca urmare a aplicarii de tratamente cu volume in

crestere de supernatant toxic (ST), la 7 zile de germinare.

Tratament*) Fg **) Masa medie a plantulelor

(%) (mp, mg)
Martor, H20 97 +4,6 62,1+0,4
1 mL ST +4 mL HO 91+23 41,3+£2,0
2mL ST +3 mL H.0 95+31 37,2+ 38
3mL ST +2 mL H.0O 67 +£12,2 288+21
4 mL ST +1mL H0 51+7)9 21,2+5,6
5mL ST 48 £ 7,7 189+21

*) Valorile sunt medii aritmetice a trei valori + eroarea standard (50 cariopse/proba);

conform testului Tukey (p <0, 05).

**) Fg = procentajul de cariopse germinate dupa 7 zile.

Fig. 3.6. Plantule de Triticum aestivum L., soiul Putna la 7 de germinare, crescute in conditii de laborator,
pe substrat cu reziduuri miniere din exploatarea minierd Tarnita. Tratamente: a) Martor, 5 mL H.O, b) 1 mL
ST +4 mL H,0, ¢) 2 mL ST + 3 mL H,0, d) 3 mL ST + 2 mL H,0, €) 4 mL ST + 1 mL H,0, f) 5 mL ST.

ST = supernatant toxic.
3.2.3.4. Concluzii preliminare

Rezultatele obtinute in testele de germinatie au demonstrat ca facultatea germinativa
a cariopselor de grau descreste de la 97% in cazul lotului martor, la 67% la utilizarea a 3 mL
de supernatant toxic si continua sd descreasca pana la 48%, in cazul in care s-au adaugat,
peste cariopsele de grau comun, doar de supernatant toxic (5 mL). In acelasi timp, plantulele
de grdu comun au finregistrat 0 reducere progresiva a masei medii, odata cu cresterca

volumului de supernatant toxic adaugat in variantele de tratament.
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Tn experimentele realizate efectul toxicitatii supernatantului obtinut din deseul minier
metalifer a fost redus prin dilutie succesiva, inainte de realizarea testelor de germinatie, fapt

ce a condus la cresterea parametrilor de germinare analizati.

3.3. Decontaminarea reziduurilor miniere din exploatirile

de cupru si baritina Tarnita

3.3.1. Efectul decontaminant al supernatantului unei culturi de drojdie Saccharomyces

cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen asupra supernatantilor toxici din reziduurile miniere

Efectul decontaminant al suspensiei de drojdie Saccharomyces cerevisiae Meyen ex
E.C. Hansen in forma sa naturald, activa, precum si inactivatd prin fierbere a fost testat
asupra unor extracte toxice de reziduuri miniere colectate din zona miniera Tarnita. Testele
de germinatie a cariopselor de grau si de crestere a plantulelor rezultate au evidentiat
eficacitatea sa in indepartarea elementelor toxice din solutiile de supernatant sau de sol

colectate din aceastd zona contaminata cu diverse reziduuri miniere.

3.3.1.1. Obiectivul cercetarilor

Ca urmare a faptului ca literatura de specialitate prezinta diferite metode chimice,
biologice si microbiologice de decontaminare a solurilor si apelor de metale grele si
metaloizi, un alt obiectiv de cercetare propus in cadrul tezei de doctorat a urmarit studiul
reducerii toxicitatii supernatantilor obtinuti din deseurilor miniere metalifere (DMM)
prelevate din arealul minier Tarnita prin decontaminare cu material biologic activ (viu) si
inactivat prin aplicare de temperaturi ridicate, material reprezentat de supernatant obtinut din
culturi de drojdie (Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen). Tn acest scop s-au
realizat teste de germinatie folosind cariopsele de grdu comun, pentru a evidentia gradul de
decontaminare a substratului de cultivare prin utilizarea supernatantului cu drojdie, precum
si efectul acestuia asupra procesului de germinatie a cariopselor de grau, in conditii
experimentale de laborator, experimente care au urmarit parametrii de germinare a
cariopselor si modificarea indicilor morfometrici ai plantulelor astfel rezultate (lungime,

masa proaspata) dupa decontaminarea biologica.

3.3.1.2. Modul de lucru

Pentru determinarea efectului de decontaminare de metale grele realizat de drojdia

Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen a supernatantilor toxici/reziduurilor
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miniere din zona minei de baritind avutd in atentic a fost testat modul de realizare a
procesului de germinare a cariopselor de grau si de crestere a plantulelor nou formate pe
medii poluate, provenite din zona minierd amintitd, supuse initial procesului de
decontaminare biologica cu drojdie.

Experimentele de decontaminare cu drojdie activa si respectiv inactivata, au utilizat
ca substrat experimental varianta cu supernatanti toxici diluati (0 1a 5 mL), anume amestecul
format din 3 mL ST si 2 mL de H2O. Astfel s-a determinat efectul extractului de drojdie
activa si respectiv, inactivata asupra germinarii cariopselor in prezenta reziduurilor miniere,

reprezentate de supernatantul toxic (1 g DMM Tarnita : 10 mL H20).

3.3.1.3. Rezultate obtinute

Primele doua experimente au urmarit efectul supernatantului obtinut din suspensia
de drojdie activa si, respectiv, inactivata, asupra germinatiei cariopselor de grau comun.

Rezultatele obtinute (figura 3.7 si tabelul 3.9) au indicat faptul cd, in comparatie cu
varianta martor, s-a inregistrat o scadere a facultatii germinative, a masei si, respectiv, a
inaltimii medii a plantulelor test, in conditiile de cultivare in care cariopsele au fost tratate
Cu supernatant provenit din incubarea drojdiei cu apa ultrapura aflata la temperatura camerei
sau la fierbere, urmata de centrifugare, fapt datorat, probabil, substantelor organice eliberate
de cultura de drojdie activa/inactivata in supernatant. Astfel, masa medie a plantulelor a
scazut la 55,6% in cazul cariopselor germinate pe mediu reprezentat de supernatant obtinut
din cultura de drojdie activa si, respectiv, la 40,3% in cazul cariopselor germinate pe mediu
repezentat de supernatant obtinut din cultura de drojdie inactivata, fata de loturile de plantule
din varianta control, germinate in apa ultrapura.

La randul sau, supernatantul din cultura de drojdia inactivata, comparativ cu cel
obtinut din cultura activa a ajutat mai putin cresterea plantulelor test de grau comun, in
prezenta toxicitatii metalelor grele din reziduurile miniere provenite de la Tarnita.

Conform rezultatelor obtinute si publicate deja [78] putem afirma si noi ca tratarea
cariopselor de grdu comun cu supernatantul obtinut din suspensia de drojdie activa (drojdie
incubata cu apa la temperatura camerei - DA) si, respectiv, inactivata (drojdie incubata cu
apa la temperatura de fierbere - DI) a determinat scaderea facultatii germinative, a masei si,
respectiv, a indltimii medii a plantulelor test rezultate, comparativ cu loturile de control,
tratate numai cu apa (C): Fg (%): C (97) > DA (94) > DI (85): mp (g): C (61,3) > DA (55,6) >
DI (40,3); inaltimea (cm): C (10,4) > DA (8,1) > DI (4,9).
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Fig. 3.7. Efectul supernatantului obtinut din cultura de drojdie activa asupra germinarii cariopselor de
Triticum aestivum L., soiul Putna si a cresterii plantulelor astfel rezultate in conditii de cultivare in laborator,

la 7 zile de germinare: a) Control, H,O; b) Supernatant cu drojdie activa; ¢) Supernatant cu drojdie inactivata.

Tabel 3.9. Efectul supernatantului obtinut din cultura de drojdie activa si inactivatd asupra
germindrii cariopselor de Triticum aestivum L. si a cresterii plantulelor astfel rezultate in conditii de

cultivare n laborator, la 7 zile de germinare.

F ) Masa medie | Iniltimea medie
Tratament™) (g% ) a plantulelor a plantulelor
(mp, 9) (cm)

Control, H0 (C) 97 +1,2 61,3+38 | 104403
Supernatant

drojdie activa (DA) 94+34 55,6 +1,7 8,1£0,2
Supernatant

drojdie inactivata (DI) 85+9,9 403+8,2 49+15

*) Valorile sunt medii aritmetice a trei valori + eroarea standard (50 cariopse/proba);
conform testului Tukey (p <0, 05).

**) Fg = procentajul de cariopse germinate dupa 7 zile.

In acelasi timp solutia toxici obtinuti din deseurile miniere metalifere din exploatarea
miniera Tarnita, a determinat scaderea facultatii germinative si a afectat cresterea si

dezvoltarea plantulelor rezultate (Figura 3.8).

Fig. 3.8. Efectul inhibitor al supernatantului obtinut din cultura de drojdie activa asupra toxicitatii metalelor
grele din reziduurile miniere din zona miniera Tarnita utilizate ca substrat de germinare a cariopselor de
Triticum aestivum L., soiul Putna cultivate Tn conditii de laborator, la 7 zile de germinare: a) Supernatant cu

drojdie activa; b) Solutie toxica; c) Supernatant cu drojdie activa si solutie toxica.
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La randul lor atat parametrii de germinare, cat si dezvoltarea plantulelor rezultate au
crescut in cazul inhibarii toxicitatii metalelor grele, probabil, datoritd prezentei drojdiei
active in compozitia supernatantului a (Figura 3.8, Tabelul 3.10): Fg (%): Sol. T (71) <
DA+ST (93) < DA (94); my (g): Sol. T (29) < DA + Sol. T (42,5) < DA (55,6); iniltimea
(cm): Sol. T (2,9) < DA + Sol. T (4,9) < DA (8,1).

Tabel 3.10. Efectul supernatantului cu drojdie activa si a solutiei toxice asupra procesului de germinare a
cariopselor de Triticum aestivum L., soiul Putna si a cresterii plantulelor rezultate, in conditii experimentale

de cultivare n laborator la 7 zile de germinare

Tratament*) Fg **) Masa medie | Inaltimea medie
(%) a plantulelor a plantulelor
(mp, 9) (cm)
Supernatant cu drojdie activa (DA) 94 +3,5 55,6 £1,7 8,1+0,2
Solutie toxica (Sol. T) 71+13,3 29,0+24 29104
Supernatant cu drojdie activa si 93+4.2 425+13 49+0,3
solutie toxica (DA + Sol. T)

*) Valorile sunt medii aritmetice a trei valori + eroarea standard (50 cariopse/proba);
conform testului Tukey (p <0, 05).

+¥) Fg = procentajul de cariopse germinate dupi 7 zile.

In acelasi timp, prin incubarea solutiei toxice cu supernatant de drojdie inactivata
prin fierbere s-a obtinut o crestere atat a facultatii germinative, cat si a masei vegetale si,
respectiv, a indltimii medii a plantulelor de grau comun (Figura 3.9 si Tabelul 3.11): Fg (%):
Sol. T (71,3) < DI (84,7) < DI + Sol. T (92); mp (9): Sol. T (29) < DI + Sol. T (33,3) < DI
(40,3); inaltimea (cm): Sol. T (2,9) < DI + Sol. T (3,6) < DI (4,9).

Fig. 3.9. Efectul inhibitor al supernatantului obtinut din cultura de drojdie inactivata asupra toxicitatii
metalelor grele din reziduurile miniere din zona miniera Tarnita utilizate ca substrat de germinare a
cariopselor de Triticum aestivum L., soiul Putna cultivate in conditii de laborator, la 7 zile de germinare: a)

Supernatant cu drojdie inactivata; b) Solutie toxica; ¢) Supernatant cu drojdie inactivata si solutie toxica.
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Tabel 3.11. Efectul supernatantului cu drojdie inactivata si a solutiei toxice asupra procesului de germinare a
cariopselor de Triticum aestivum L., soiul Putna si a cresterii plantulelor rezultate, in conditii experimentale

de cultivare n laborator la 7 zile de germinare.

E %) Masa medie | Iniltimea medie
Tratament*) E’% ) a plantulelor a plantulelor
(mp, 9) (cm)
Drojdie inactivata (DI) 84,7+9,9 40,3+ 8,2 49+16
Solutie toxica (Sol. T) 71,3+133 29,0+24 29+04
Drojdie inactivata si solutie
toxica (DI + Sol. T) 920+£19 333+1,8 3,6+0,2

*) Valorile sunt medii aritmetice a trei valori + eroarea standard (50 cariopse/proba);
conform testului Tukey (p <0, 05).

**) Fg = procentajul de cariopse germinate dupa 7 zile.

Tn conformitate cu datele prezentate de literatura de specialitate [24], se cunoaste
faptul ca drojdiile pot absorbi din mediu microelemente, inclusiv fier. Cu toate acestea, sunt
necesare conditii fizico-chimice speciale pentru a realiza un mediu care promoveaza atat
dezvoltarea drojdiei, cat si absorbtia fierului. Diferite surse de fier nu afecteaza biomasa
drojdiei dar, avand in vedere eficacitatea, costul, stabilitatea si compatibilitatea cu
metabolismul speciei Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen, s-a utilizat aceasta
specie de drojdie Tn experimente de decontaminare biologica a supernatantilor toxici obtinuti
din deseu minier metalifer, Tnainte de a realiza testele de germinatie pe speciile de grau
comun.

Drojdia Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen se poate dezvolta cu
usurintd in diferite medii atunci cand fierul este abundent, deoarece aceasta are capacitatea
de a consuma acest element chimic si de a-| pastra in caile sale metabolice esentiale [5, 59].

Prin urmare, decontaminarea solurilor contaminate cu metale grele din jurul vechilor
exploatari miniere a reprezentat si va reprezenta in continuare o provocare a lumii stiintifice
pentru o lunga perioadd de timp.

In experimentele desfasurate, drojdiile s-au dovedit a fi un microorganism eficient in
decontaminarea supernatantului toxic bogat in metale grele, favorizdnd germinarea

cariopselor de grau si dezvoltarea plantulelor test rezultate in procesul de germinare.
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3.3.1.4. Concluzii preliminare

In timpul tratamentului cu supernatanti toxici/reziduuri miniere din zona miniera
Tarnita solutia toxica (3 mL supernatant toxic si 2 mL apa ultrapura Milli-Q, Sol.T) a
determinat scaderea parametrilor de germinare si a afectat cresterea si dezvoltarea loturilor
de plantule test, comparativ cu loturile tratate cu supernatantul cu drojdie activa (DA). Tn
acest sens putem considera ca atat parametrii de germinare, cat si dezvoltarea plantulelor au
crescut in cazul inhibdrii toxicitatii metalelor grele, probabil, datoritd compozitiei specifice
a supernatantului cu drojdie activa (DA + Sol.T).

De asemenea, prin incubarea solutiei toxice cu supernatant cu drojdie inactivata prin
fierbere (DI + Sol. T) s-a obtinut o crestere atat a facultatii germinative, cat si a greutatii si,
respectiv, inaltimii medii a plantulelor test de grau comun.

Tn experimentele realizate supernatantul cu drojdia activi a fost mai eficient,
comparativ cu cel preparat din drojdia inactivata, privind decontaminarea si utilizarea
ulterioara a solutiilor rezultate din extractia deseului minier metalifer (DMM) in testele de
germinatie a cariopselor de grau si de crestere a plantulelor nou formate, probabil pentru ca
acesta din urma elibereaza mari cantitati de substante organice, ce pot deranja procesul de
germinare a cariopselor de grau. Consideram, totusi, ca aceasta solutie tehnica poate fi
folosita in cazul decontaminarii microbiologice si a cultivarii solurilor in urmatorii ani, pana
cand se va produce degradarea totala (mineralizarea) respectivilor compusi eliberati,

probabil, de drojdii.
3.3.2. Efectul protector al glutationului si reziduurile miniere toxice

3.3.2.1. Obiectivul cercetarilor

Glutationul, tripeptida derivata de la cisteina, este un aminoacid cu gruparea —SH n
molecula prezent in toate celulele vii, cu rol protectie a acestora impotriva ionilor de metale
grele, a compusilor organoclorurati, a oxidantilor etc. Ca urmare a cunoasterii proprietatilor
sale, obiectivul experimentelor realizate in conditii de laborator in prezenta teza il constituie
evidentierea rolului glutationului Tn protectia organismelor vegetale impotriva agresiunii
contaminantilor din zona minierd Tarnita. In acest sens am utilizat ca model de organisme
vii cariopsele de grdu comun, Triticum aestivum L., soiul Putna, urmarind parametrii de
germinatie a acestora , percum si toleranta plantulelor astfel rezultate la stresul abiotic indus

de prezenta metalelor grele din apele reziduale.
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3.3.2.2. Modul de lucru

Pentru determinarea efectului protector al glutationului in procesul de germinare a
cariopselor de grau in prezenta reziduurilor miniere provenite din exploatarea Tarnita si a
dezvoltarii in primele zile a plantulelor rezultate, s-au realizat tratamente pe loturi de céate 50

cariopse, in trei repetitii (Tabelul 3.12).

Tabel 3.12. Modelul de lucru In evaluarea rolului protector al glutationului asupra procesului de germinare si

de crestere a plantulelor de grau, Triticum aestivum L., soiul Putna

Tratamente si Reactivi -I:aigi]tgrdee Reactivi Zg;frs*?
conditii de lucru (mL) (min.) (mL) (min.)
Control, H.0 5 60 - -
H.O + ST 2,5 (H20) 30 2,5 (ST) 30
GSH 102M + H;0 2,5 (GSH) 30 2,5 (H20) 30
GSH5-10°M + ST 2,5 (GSH) 30 2,5 (ST) 30
GSH 102M + ST 2,5 (GSH) 30 2,5 (ST) 30

") Din timp Tn timp; GSH = glutation; ST = supernatant toxic;
GSH 102M + H,0 = Martor GSH.

3.3.2.3. Rezultate obtinute

Pe parcursul perioadei de 7 zile de tratament, proba cu solutie toxica (apd si
supernatant toxic) a redus capacitatea de germinare a cariopselor, comparativ cu loturile de
control tratate cu apa ultrapura Milli-Q (Martor: Eg = 95%, Fg = 96%; Supernatant toxic:
(Eg = 88%, Fg = 90%) si, respectiv, cu loturile de tratate cu GSH 102 M (Eg = 97%, Fg =
97%). De asemenea, cresterea plantulelor de grau sub actiunea solutiei toxice a fost afectata,
astfel Incat masa totala si indltimea medie a plantulelor, respectiv masa totald a radacinilor
au inregistrat scaderi (mp= 1,41 g, indltimea = 3,375 cm, m; = 0,57 g), comparativ cu loturile
tratate cu apa ultrapura Milli-Q (mp = 2,28 g, inaltimea = 8,916 cm, m, = 1,873 g), si,
respectiv, cu loturile tratate cu GSH 102 M (mp = 1,92 g, iniltimea = 6,974 cm, m, = 0,664
0). Aceste reduceri ale valorilor parametrilor germinativi ar putea fi determinate de nivelul
ridicat de cupru, fier si arsen Tn supernatantul testat, dupa cum au indicat si masuratorile ICP-
OES (tabel 3.1) si AAS (tabel 3.3).

Este de remarcat faptul ca parametrii germinativi ai cariopselor au prezentat o

tendintd de crestere, ca urmare a tratamentului cariopselor de grau comun cu GSH de
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concentratie 5-10° M (Eg = 96%, Fg = 97%) si, respectiv, 102 M (Eg = 95%, Fg = 95%).
Cresterea plantulelor a fost astfel afectatd, masa totald si indltimea medie a plantulelor
inregistrand unele reduceri, care pot fi explicate tinand cont de biologia plantelor de grau,
precum si de rolul substantelor organice in dezvoltarea plantelor in general, observatii care

pot fi corelate si cu rezultatele si afirmatiile din literatura de specialitate [69].

Fig. 3.10. Efectul glutationului asupra cresterii plantulelor test de Triticum aestivum L., soiul Putna
rezultate din cariopsele germinate in prezenta reziduurilor miniere din zona Tarnita, in conditii experimentale
de laborator (7 zile de germinare).Tratamente plantule test:

a) Martor GSH, 2,5 mL sol. GSH 102 M, 30 min. + 2,5 mL H,0, 30 min.;
b) 2,5 mL sol. GSH 5-10* M, 30 min. + 2,5 mL ST, 30 min.;
c) 2,5 mL sol. GSH 10 2 M, 30 min. + 2,5 mL ST, 30 min. .
GSH = glutation; ST = supernatant toxic.

Tabel 3.13. Efectul protector al glutationului in intoxicatiile cu reziduurile miniere asupra
plantulelor test de Triticum aestivum L., soiul Putna, determinat la 7 zile de germinare,

in conditii experimentale de laborator

" £ %) E k) Masa totala Inra:]létjr?eea Masa totala
Tratament g g a plantulelor a radacinilor
(%) (%) (Mo, 0) a plantulelor (e, 9)
Py g (Cm) I g
Martor, 2O | 95406 | 96+2,0 | 2,28+0,12 | 8916+2,5 | 1,873+0,09
Hz20 + ST 88+20 | 90+21 | 1,41+0,02 | 3,375+21 | 0,570 0,06
Martor GSH | 97+13 | 97+24 | 1,92+009 | 6974+1,6 | 0,664+0,1
GSH5-10°M+ST | 96120 | 97413 | 1,124£003 | 2,795+2,0 | 0,697 0,01
GSH10*M+ST | 95417 | 9540,6 | 1,29+005 | 3,158 +2,0 | 0,813+ 0,03

*) Valorile sunt medii aritmetice a trei valori + eroarea standard (50 cariopse/proba);

conform testului Tukey (p <0, 05).

**) Eg = procentajul de cariopse germinate dupa 3 zile.

***) Fg = procentajul de cariopse germinate dupa 7 zile.

GSH = glutation; ST = supernatant toxic.




Comparativ cu loturile de plantule martor tratate cu GSH 102 M, la loturile tratate cu
GSH 5-10° M, respectiv 102 M si supernatant toxic atat parametrii de germinare, cat si
dezvoltarea plantulelor test au inregistrat scaderi valorice (Figura 3.10 si Tabel 3.13), doar
masa totald a radiculei inregistrand cresteri.

A fost utilizata aceasta tehnicd de decontaminare chimica a reziduurilor miniere cu
GSH, deoarece s-a constatat cd, dupa prima extractie cu apa a deseului minier metalifer
colectat din halda de la Tarnita in supernatantul toxic obtinut (apa reziduald) rdman cantitati

mari de metale grele.

3.3.2.4. Concluzii preliminare

Rezultatele obtinute au aratat rolul glutationului in procesele de germinatic a
cariopselor de grau, soiul Putna i au permis o evaluare a tolerantei acestuia la stresul abiotic
indus de metalele grele (Cu, Fe, Pb si Zn) prezente in reziduurile miniere provenite din
arealul Tarnita.

Comparativ cu loturile control tratate cu apa ultrapura Mili-Q (C) si, respectiv, cu
loturile martor tratate cu GSH 102 M, cariopsele speciei test tratate cu solutie toxici
(supernatant toxic si apa ultrapura Mili-Q, ST) au inregistrat o scadere a parametrilor de
germinare: Eq (%): GSH 102 M (97) > C (95) > ST (88); Fq (%): GSH 102 M (97) > C (96)
> ST (90).

De asemeni, cresterea si dezvoltarea plantulelor de grau tratate cu solutie toxicd a
fost afectata, masa totala si indltimea medie a plantulelor, respectiv masa totala a rddacinilor
inregistrand scideri: mp (g): C (2,28) > GSH 102 M (1,92) > ST (1,41); iniltimea (cm): C
(8,916) > GSH 102 M (6,974) > ST (3,375); mr (g): C (1,873) > GSH 102 M (0,664) > ST
(0,57).

Cu toate acestea, puterea de germinare a cariopselor a crescut dupa tratarea acestora
cu GSH de concentratie 5-10° M si, respectiv, 102 M, cu 30 de minute inainte de tratarea
acestora cu supernatant toxic: Eq (%): ST (88) < GSH 102 M+ST (95) < GSH 5-10°M +ST
(96); Fq(%): ST (90) < GSH 102 M+ST (95) < GSH 5:10°M +ST (97).

Cresterea plantulelor in prezenta supernatantului toxic a fost afectata, masa totala si
iniltimea medie a plantulelor inregistrand scideri. In schimb, cresterea radiculei in prezenta
contaminantilor din supernatantul toxic, comparativ cu lotul de plantule crescute cu GSH ca
martor, nu a fost afectati: mp (g): ST (1,41) > GSH 102 M+ST (1,12) > GSH 5:10°M +ST
(1,12); inaltimea (cm): ST (3,375) > GSH 102 M+ST (3,158) > GSH 5-10° M +ST (2,795);
mr (g): GSH 102 M+ST (0,813) > GSH 5-10°M +ST (0,697) > ST (0,57).
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Rezultatele Tnregistrate in cadrul experimentului desfasurat au evidentiat faptul ca
germinarea si dezvoltarea plantulelor au fost puternic inhibate atunci cand cariopsele de grau
au fost tratate cu supernatant toxic obtinut prin extractia cu apa ultrapura Mili-Q a probelor
de deseu minier prelevate din zona contaminatd (1g DMM la 10 mL apa), procedeu urmat
de ultrasonicare si centrifugare. Tratarea cariopselor de grau cu diferite concentratii de
glutation Tnainte de tratamentul cu supernatant toxic a condus la cresterea plantulelor si la

reducerea stresului abiotic indus de prezenta metalelor grele.
3.3.3. Decontaminarea reziduurilor miniere prin precipitare cu hidroxizi

3.3.3.1. Obiectivul cercetarilor

Obiectivul acestor cercetari a fost evidentierea rolului decontaminant al hidroxidului
de sodiu asupra supernatantilor toxici obtinuti prin extractie din probele colectate din zone
contaminate cu metale grele. Testele de germinatie utilizand grau comun realizate in vitro,
in conditii de laborator, au fost recomandate anterior pentru evidentierea gradului de

decontaminare a solutiilor cu continut de metale grele [12, 18].

3.3.3.2. Modul de lucru

Pentru remedierea continutului de metale grele in apele reziduale obtinute prin
extractie din DMM colectat din haldele din zona miniera Tarnita s-a folosit metoda
precipitarii pe baza de hidroxizi [9, 80]. Astfel, 1 g de material solid contaminat a fost sonicat
cu 10 ml de apa ultrapurda Mili-Q, iar suspensia a fost centrifugata, pentru a se obtine
supernatantul toxic (ST). Acesta a fost decontaminat (STD) prin precipitarea ionilor
metalelor grele cu o solutie de hidroxid de sodiu (NaOH 4%) pana la pH 5, respectiv pH
12,0, apoi a fost ultracentrifugat la 5000 rpm timp de 5 minute si a fost tratat ulterior cu
NaOH 4% sau HCI 4%, pentru neutralizare la pH 7,0.

Tabelul 3.14 sumeazd conditiile experimentale asigurate pentru determinarea
efectului reziduurilor miniere provenite din zona miniera Tarnita decontaminate prin
precipitare cu NaOH asupra proceselor de germinare a cariopselor de grau si a procesului de

crestere a plantulelor astfel rezultate.

43



Tabel 3.14. Conditii experimentale asigurate pentru determinarea efectului decontaminant,

prin precipitare cu NaOH, a reziduurilor miniere din zona miniera Tarnita (3 repetitii).

Tratamente Reactiv 1 | Reactiv 2

(cariopse de gréu) | (mL) (mL) Timp de agitare (min.)

Control, H.0 5 - 60
ST 5 - 60
ST + H.0 3 2 60
STD 5 - 60
STD + H20 3 2 60

ST = supernatant toxic; STD = supernatant toxic decontaminat.
3.3.3.3. Rezultate obtinute

Experimentele de germinatie realizate au demonstrat ca probele de sol/material
metalifer colectate din halda de deseu minier metalifer sunt foarte toxice pentru plante,
inhiband aproape complet germinarea cariopselor de grau si cresterea plantulelor (Figura

3.11, a-2 si b-2).
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Fig. 3.11. Efectul decontaminarii supernatantului obtinut din reziduuri miniere provenite
din zona minierd Tarnita prin precipitare cu NaOH si neutralizare asupra procesului de germinare
a cariopselor de Triticum aestivum L., soiul Putna si a cresterii plantulelor astfel rezultate, in conditii
experimentale de laborator:
(a) Plantule test la trei zile de tratament; (b) Plantule test la sapte zile de tratament.
Tratamente aplicate: 1) Martor, 5 mL H,0; 2) 5 mL ST;
€)3mL ST +2 mL H;0; 4) 5mL STD; 5) 3 mL STD + 2 mL H,O.

ST = supernatant toxic; STD = supernatant toxic decontaminat.
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Tabel 3.15. Reducerea toxicitatii supernatantului prin precipitare cu NaOH si efectul indus asupra
procesului de germinare a cariopselor de Triticum aestivum L., soiul Putna si a cresterii plantulelor astfel

rezultate, in conditii experimentale de laborator

Masa medie | Inaltimea medie
*%) *kk)
Tratament* E(%/O) Fg(%) a plantulelor a plantulelor
(mp, mg) (cm)
Martor, H.0 97+2,1 97+1,2 48,7+ 3,6 74+1,6
ST 25+1,6 28+ 3,6 11,1+£16 12+23
ST + HO 56+1,3 75+1,1 229+1,0 23+1,2
STD 91+2,6 91+2,0 57,1+272 6,8+2,0
STD + H20 88+2,0 95+1,0 58,4+1,2 72+21

*) Valorile sunt medii aritmetice a trei valori + eroarea standard (50 cariopse/proba);
conform testului Tukey (p <0, 05).
**) Eg = procentajul de cariopse germinate dupa 3 zile.
***) Fg = procentajul de cariopse germinate dupa 7 zile.

ST = supernatant toxic; STD = supernatant toxic decontaminat.
In experimentele realizate facultatea germinativa a cariopselor de grau a crescut

valoric dupa diluarea supernatantului toxic cu apa ultrapura Mili-Q (Figura 3.11, a-3 si b-3),
respectiv dupa precipitarea acestuia cu NaOH si neutralizarea cu HCI (Figura 3.11, a-4,5 si
b-4,5).

Solutia obtinutd dupd reactia supernatantului toxic cu hidroxidul de sodiu, si
respectiv indepartarea precipitatului, s-a utilizat ca substrat de germinare si a dus la o crestere
semnificativa a parametrilor de germinare, precum si a masei medii, respectiv a Tnaltimii

medii a plantulelor de grdu comun rezultate (Figura 3.11 si Tabelul 3.15).

3.3.3.4. Concluzii preliminare

Precipitarea cu hidroxid a supernatantului obtinut din deseul minier colectat de la
Tarnita, urmatd de neutralizare, a condus la o crestere semnificativa a parametrilor de
germinare (facultate germinativd), precum s§i a masei si, respectiv, inaltimii medii a
plantulelor de grau comun rezultate; deci efectul negativ al supernatantului toxic asupra
germindrii si cresterii plantulelor a fost inhibat prin precipitarea unei parti a contaminantilor

cu hidroxid de sodiu.
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Capitolul 4. Relatia ionilor de Fier, Cupru, Arsen din exploatirile de
cupru si baritina Tarnita cu plantulele test de grau comun, Triticum

aestivum L., soiul Putna

4.1. Efectul ionilor de fier si cupru asupra procesului de germinatie la grau

4.1.1. Obiectivul cercetarilor

Obiectivul experimentelor realizate practic, pe parcursul prezentei teze in conditii de
laborator, 7l constituie investigarea efectului ionilor de Fe?* si Cu?* identificati in cantititi
excesive in arealul Tarnita asupra proceselor de germinatie la grdul comun, ales ca specie
test si interpretarea tolerantei plantulelor astfel rezultate la stresul chimic indus de respectivii

ioni Tn mediul de cultura.

4.1.2. Modul de lucru

Pentru determinarea efectului ionilor de Fe?* si Cu?" in concentratii mici prin teste de
germinatie s-a utilizat metoda de lucru prezentata la capitolul 2.2.2., utilizand cariopse de
grau comun (Triticum aestivum L., soiul Putna). Tn primul experiment s-au utilizat ca solutii
de tratament, aplicate pe 50 cariopse de grau comun, cate 5 mL solutie de CuSOs si, respectiv
FeSOs, de concentratie 5-10°° M. In al doilea experiment de germinatie s-au aplicat pe 50 de
cariopse test cate 5 mL solutie din siruri diferite (CuCl, si FeSOa4) de concentratie 5-10* M.
Pentru comparatie, au fost realizate probe triple control cu cate 5 mL apa ultrapura milli-Q

aplicata pe cate 50 de cariopse test.

4.1.3. Rezultate obtinute

Rezultatele obtinute in primul experiment de germinatie realizat cu solutii de metale
grele cu concentratia de 5-10° M (Tabel 4.1), au aritat ci pe parcursul perioadei de 7 zile de
tratament proba cu ioni de Cu®" a redus puternic germinatia cariopselor (Fg = 31%),
comparativ cu loturile de cariopse tratate cu ioni de Fe?* (Fg = 84%) si, respectiv, cu loturile
de cariopse martor, tratate numai cu apa ultrapura Mili-Q (Fg = 97%).

De asemeni, a fost afectata si cresterea plantulelor de grau provenite din cariopsele
tratate cu ioni de Cu?* cu concentratia de 5-10, masa si iniltimea medie a plantulelor fiind
mai reduse (mp = 53,71 mg, indltimea = 7,84 cm), comparativ cu loturile de plantule tratate
cu ioni de Fe?* (mp = 66,33 mg, iniltimea = 10,74 cm) si, respectiv, cu loturile de control din

tratamentele cu apa ultrapura Mili-Q (mp = 77,31 mg, inaltimea = 11,97 cm).
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Tabel 4.1. Efectul ionilor de Cu?* si Fe?* in experimente de germinatie la specia test Triticum

aestivum L., soiul Putna (masuratori efectuate in a 7-a zi de tratament).

Y S Masa medie | Inaltimea medie
Tratament g a plantulelor a plantulelor
(%)
(mp, mg) (cm)
Control, H20 97+0,7 | 77,31+1,3 11,97+1,3
CuSQ4, 5:10°M 31+13 | 5371+16 7,84+1,6
FeSOs, 5103 M 84+23 | 66,33+05 10,74 £ 0,5

*) Valorile sunt medii aritmetice a trei valori + eroarea standard (50 cariopse/proba);
conform testului Tukey (p <0, 05).

**) Fg = procentajul de cariopse germinate dupa 7 zile.

Rezultatele obtinute in cel de al doilea experiment de germinatie, realizat cu saruri
diferite ale ionilor de cupru si fier la concentratia de 5-10* M, au aritat ca, pe parcursul
perioadei de 7 zile de tratament, proba cu FeSO, a redus usor germinatia cariopselor (Fg =
95%), comparativ cu loturile de plantule tratate cu CuCl, (Fg = 97%) si, respectiv, cu loturile
de plantule control tratate cu apa ultrapura Mili-Q (Fg = 99%). Astfel, aceasta concentratie
poate fi consideratd o limita de toxicitate asupra graului. In acelasi timp, ionii solubili ai
acestor metale in zona miniera Tarnita au prezentat valori ale concentratiilor net superioare.

Tabel 4.2. Efectul concentratiilor reduse de saruri de cupru si fier asupra procesului de germinatie

a cariopselor de Triticum aestivum L., soiul Putna in conditii experimentale de cultivare in laborator

(masuratori efectuate in a 7-a zi de tratament)

o E %) Masa medie | Inaltimea medie
Tratament g a plantulelor a plantulelor
(%)
(mp, mg) (cm)
Control, H20 99+0,7 | 5586+02 | 10,37+0,7
CuClz, 510 M 97+1,3 | 53,29+0,9 9,73%0,3
FeSO4, 5:10* M 95+24 | 48,08+ 14 9,01+ 0,4

*) Valorile sunt medii aritmetice a trei valori + eroarea standard (50 cariopse/proba);
conform testului Tukey (p <0, 05).

**) Fg = procentajul de cariopse germinate dupa 7 zile.

Analizand datele prezentate n tabelul 4.2 se poate observa, de asemenea, ca procesul
de crestere a plantulelor de grau tratate cu solutie de CuCl; la concentratia de 5-10* M nu a
fost profund afectat, masa si inaltimea medie a plantulelor formate fiind cu putin mai scazute

(mp = 53,29 mg, indltimea = 9,73 cm), comparativ cu cea inregistrata in loturile de plantule

47



martor, tratate cu apa ultrapura Mili-Q (mp = 55,86 mg, H = 10,37 cm). Tn schimb, loturile
de plantule tratate cu solutie de FeSOx la aceiasi concentratie de 5-10% M au inregistrat
scaderi mai mari decét in cazul ionilor de cupru (mp = 48,08 mg, inaltimea = 9,01 cm). La
randul sau, desi ionul de clor prezent in compozitia clorurii de cupru utilizata experimental
este nociv la concentratii inalte, la concentratia de 5-10* M nu poate fi incriminat pentru o

eventuala toxicitate.

4.1.4. Concluzii preliminare

Toxicitatea ionilor de cupru s-a manifestat prin scaderea semnificativa a parametrilor
de germinatie a cariopselor de grau, precum si prin afectarea cresterii plantulelor astfel
rezultate, la concentratia de 5-10° M

Testele de germinatie realizate cu cloruri si sulfati de metal greu la concentratii mici
5:10* M au demonstrat ci solutia de cloruri de cupru inhibd mai putin germinarea
cariopselor de grau comun si dezvoltarea plantulelor, comparativ cu loturile test tratate cu
sulfat feros. Fenomenul astfel constatat poate fi explicat prin rolul fiziologic al ionilor
metalici investigati In corpul plantelor, ionul de cupru fiind considerat un microelement
indispensabil in dezvoltarea plantelor [60, 86].

Rezultatele practic obtinute au aritat ci ionii de Fe?* si Cu?* la concentratii mici de
5-10* M au un efect usor inhibitor asupra germinatiei cariopselor de grau comun, valorile
respectivilor parametri obtinuti Tn cazul aplicarii acestor metale grele prezentand diferente
foarte mici, indiferent de tipul de sare utilizata in realizarea testelor de germinatie. insi, la
concentratii mai mari de 5-10° M, ionii de Cu?" prezinti un efect inhibitor mai pronuntat
asupra germinatiei cariopselor de grau, precum si asupra cresterii plantulelor astfel rezultate,
comparativ cu ionii de Fe?*, dovedind toxicitatea ridicatd a acestora. Aceste rezultate
obtinute in cadrul cercetarilor intreprinse au demonstrat ca se poate evidentia, prin teste de
germinatie, efectul toxicitatii ionilor de fier si cupru. Astfel, cercetarile noastre sugereaza o
corelatie intre procesul de germinatie a cariopselor de grau comun, cresterea si dezvoltarea
plantulelor rezultate si existenta unor metale grele in zonele poluate din arealul minier
Tarnita, si anume: procesul de germinatie poate inregistra valor scazute odata cu cresterea
concentratiilor ionilor metalici investigati, dar si a volumului de supernatant toxic aplicat

(rezultatele experimentelor precedente cu supernatant).
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4.2. Evidentierea toxicitatii arsenitului prin teste de germinatie a cariopselor

de grau
4.2.1. Obiectivul cercetarilor

Tn acest subcapitol s-a pus accent pe investigarea impactului negativ al arsenului (sub
forma de ioni de arsenit si arsenat) asupra parametrilor de germinare a cariopselor de
Triticum aestivum L., soiul Putna si de crestere a plantulelor de grau rezultate prin proces de
germinatie in conditii experimentale de laborator, cu scopul de a determina toxicitatea ionilor
de arsenit la concentratii comparabile cu cele ale acestor ioni in haldele de deseu minier din

arealul minier Tarnita.

4.2.2. Modul de lucru

Pentru a determina efectul arsenicului din deseurile miniere metalifere provenite din
arealul Tarnita asupra germindrii cariopselor de grau sia dezvoltarii plantulelor nou formate,
solutiile de arsenit de sodiu au fost preparate in patru replici, dupa cum urmeaza: 1) 0,25
mM NaH>AsOs; 2) 0,826 mM NaH2AsOs; 3) 1,8 mM NaH>AsOs; 4) 5 mM NaH2AsO:s.
Probe de cate 5 mL din fiecare solutie de arsenit de sodiu au fost utilizate ca solutie de
tratament pentru loturi de céate 50 cariopse test de grdu comun montate in trei repetitii,
cariopsele fiind imersate total Tn solutiile respective. Pentru comparatie, au fost realizate trei

probe martor cu cate 5 mL apa ultrapura milli-Q si, respectiv, cate 50 de cariopse test.

4.2.3. Rezultate obtinute

Procentajul de cariopse germinate dupa 7 zile a scazut de la 100% (martor, H20) la
96% (AsOs*, 0,25 mM), reducindu-se continuu pand la 12%, odati cu cresterea

concentratiei ionilor de arsenit de la 0,25 mM la 5 mM (Figura 4.3).

Fig. 4.3. Efectul ionilor arsenit (AsOs*) asupra germinatiei cariopselor de

Triticum aestivum L., soiul Putna si asupra cresterii plantulelor rezultate dupa 7 zile de germinatie.
Tratamente cariopse test: 1) control (5 mL H20); 2) 5 mL 0,25 mM AsO3%;
3) 5mL 0,826 mM AsO3%; 4) 5 mL 1,8 mM AsO3*; 5) 5 mL 5mM AsO3*.
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Tabel 4.3. Efectul ionilor de arsenit asupra germinatiei cariopselor de Triticum aestivum L., soiul
Putna si a cresterii plantulelor rezultate in conditii experimentale de laborator

dupa 7 zile de germinatie

o F %) Masa medie Iniltimea medie
Tratament E‘%) a plantulelor a plantulelor
(mp, M) (cm)

Control, H20 100 +0,5 46,8+ 0,1 9,3+0,1
AsOs*, 0,25 mM 96+ 1,3 26,8 +0,1 4603
AsOs*, 0,826 mM 90+ 1,9 7,1+0,0 15+0,1
AsOz*, 1,8 mM 64 + 3,0 6,9+0,0 14+0,1
AsOs*, 5mM 12+1,0 1,6 £0,0 0,6+0,2

*) Valorile sunt medii aritmetice a trei valori + eroarea standard (50 cariopse/proba);
conform testului Tukey (p < 0, 05).

**) Fg = procentajul de cariopse germinate dupa 7 zile.

In mod asemandtor atat inaltimea, cat si masa plantulelor s-a redus, odati cu cresterea
concentratiei de arsenit (Tabel 4.3) sugerand ca, dupa procesul de germinare, plantulele nou
formate sunt in continuare afectate de concentratiile sporite ale agentului poluant, fenomen
previzibil, deoarece cariopsele au fost mentinute in cutiile Petri impreund cu solutiile de

arsenit pe intreaga perioada de desfasurare a experimentului.

4.2.4. Concluzii preliminare

Din analiza rezultatelor obtinute s-a constatat ca stresul determinat de arsenitul de
sodiu a condus la inhibarea germinatiei plantelor prin reducerea facultatii germinative, a
scazut numarul plantulelor rezultate si a perturbat cresterea acestora, rezultatele reducandu-
se valoric direct proportional cu marirea concentratiei arsenitului de sodiu din solutiile de
tratament (Tabel 4.3).

Rezultatele obtinute au demonstrat ca se poate evidentia, prin teste de germinatie,
toxicitatea ionilor arsenului, ioni aflati in deseurile metalifere si Tn solurile din jurul haldelor

miniere existente Tn arealul minier cercetat.

4.3. Efectul protector al glutationului asupra graului

supus intoxicarii cu ioni de arsenit

4.3.1. Obiectivul cercetarilor

Tn cercetarile prezentate in acest subcapitol s-a pus accent pe investigarea efectului

protector al glutationului n intoxicatia plantelor cu compusi ai arsenului, utilizand testele de
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germinatie a cariopselor de gau comun, Triticum aestivum L., soiul Putna si de crestere a

plantulelor rezultate in conditii experimentale de laborator.

4.3.2. Modul de lucru

Pentru a determina efectul protector al glutationului in intoxicatia cu arsenit de sodiu,
in primul experiment testele de germinatie s-au realizat pe cariopse de grau, solutiile de
arsenit de sodiu si de glutation fiind preparate in patru repetitii, conform variantelor Tnscrise
in Tabelul 4.4.

Tn cel de al doilea experiment solutiile de arsenit de sodiu si de glutation necesare
pentru tratamentul cariopselor test de grau comun s-au preparat in patru replici, astfel: 1) 5
mL GSH 10 mM (considerata drept proba Control); 2) 5 mL solutie formata din 2,5 mL
NaH2AsO3 0,25 mM si 2,5 mL GSH 10 mM; 3) 5 mL solutie formata din 2,5 mL NaH2AsO3
0,826 mM si 2,5 mL GSH 10 mM; 4) 5 mL solutie formatd din 2,5 mL NaH2AsO3 1,8 mM
si 2,5mL GSH 10 mM. in schemele de tratament (2), (3) si (4) s-au pipetat eprubete cate 2,5
mL de NaH2AsO030,5 mM, 2,5 mL de NaH2AsOs3 1,652 mM si, respectiv, 2,5 mL NaH2AsO3
3,6 mM, agitandu-se continutul fiecarei eprubete timp de 30 de minute, iar apoi s-au adaugat

2,5 mL de GSH 20 mM, amestecand din cand in cand timp de inca 30 minute.

Tabel 4.4. Modul de preparare a reactivilor utilizati in cadrul experimentului privind evaluarea rolului
protector al glutationului Tn intoxicatia cu ioni de arsenit de sodiu a cariopselor si plantuleleor de grau comun,

Triticum aestivum L., soiul Putna.

Tratamente si Reactivi Timp de Reactivi eri?;rg*?
conditii de lucru (mL) agitare (min) (mL) ?min )
Control, H20 5 60 - -
NaH2AsO3 1 mM 5 60 - -
GSH 2 mM + 2,5 30 2,5 30
NaH>AsO3 2 mM (GSH) (NaH2AsO3)
GSH 4 mM + 2,5 30 2,5 30
NaH>AsO3 2 mM (GSH) (NaH2AsO3)
GSH 10 mM + 2,5 30 2,5 30
NaH>AsO3 2 mM (GSH) (NaH2AsO3)
GSH 20 mM + 2,5 30 2,5 30
NaH>AsO3 2 mM (GSH) (NaH2AsO3)

) Din timp Tn timp; GSH = glutation; NaH,AsOs = arsenit de sodiu

Tn cel de al treilea experiment s-a urmirit efectul comparativ al ionilor de arsenit si

arsenat, precum si efectul protector al glutationului in intoxicatia cu ioni de arsenit in teste
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de germinatie realizate pe cariopse de grau comun. In acest experiment au fost preparate si
utilizate probe cu solutie de arsenat de sodiu, arsenit de sodiu si glutation 1n trei repetitii,
dupa cum urmeaza: 1) 5 mL H>O (control); 2) 5 mL NaH2AsOs 1 mM; 3) 5 mL solutie
formatd din 2,5 mL NaH2AsO3 2 mM si 2,5 mL GSH 20 mM (adica 5 mL NaH2AsO3z 1 mM
+ GSH 10 mM); 4) 5 mL of 1 mM NaH2AsOs. Tn solutia de tratament (3) s-au pipetat 2,5
mL solutie de NaH2AsO3 2 mM, agitandu-se continutul eprubetei timp de 30 de minute, iar
apoi s-au adaugat 2,5 mL de GSH 20 mM, amestecand din cand in cand, timp de inca 30
minute.

Probele de cate 5 mL s-au utilizat ca solutie de tratament pentru loturi de 50 cariopse
test de grau comun, experimentul fiind realizat in trei repetitii. Pentru comparatie, au fost
realizate si trei probe de control cu cate 5 mL de apa ultrapura milli-Q si cate 50 cariopse

test.

4.3.3. Rezultate obtinute

Experimentul 1. Rezultatele obtinute in primul experiment de germinatie, realizat cu
0 solutie 1 mM de arsenit de sodiu, au aratat ca pe parcursul perioadei de 7 zile de tratament,
n care cariopsele au fost in contact cu ionii de arsenit, tratamentul cu acest tip de ioni a redus
puternic germinatia cariopselor (Fg = 19%), comparativ cu loturile de cariopse martor,
tratate numai cu apa ultrapurda Mili-Q (Fg = 97%).
Tabel 4.5. Efectul tratamentului cu glutation si arsenit de sodiu asupra germinatiei cariopselor

si a cresterii plantulelor de Triticum aestivum L., soiul Putna in conditii experimentale de laborator,

dupa 7 zile de germinatie

Masa medie | Iniltimea medie

*%)
Tratament* Fgo aplantulelor | aplantulelor
(%)
(Mp, MQ) (cm)

Control, 5 mL H,0 97+18 | 533%02 9,3+0,1
5 mL NaH2AsO3 1 mM 19413 | 15729 1,740,2
2,5mL GSH 2mM + 2,5 mL

NaH,AsOs 2 mM 2124 165+0/4 1,8+0,1
2,5mL GSH4mM + 2,5 mL 31+37

NaH,AsOs 2 mM 18,6 1,7 19+£0,1
2,5mL GSH 10mM + 2,5 mL 42+20

NaH,AsOs 2 mM 195+0,7 2,1+£0,1
2,5mL GSH 20mM + 2,5 mL 87 +1,7 207 +0.4 23401

NaH>AsO3 2 mM

*) Valorile sunt medii aritmetice a trei valori =+ eroarea standard (50 cariopse/proba);

conform testului Tukey (p <0, 05).

**) Fg = procentajul de cariopse germinate dupa 7 zile.
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Dupa aplicarea unor solutii de GSH (2,5mL) de concentratie intre 2 si 20mM timp
de 30 minute pe materialul de analiza, operatiune ce a permis absorbtia sa partiala de catre
cariopsele luate in lucru, tratamentul ulterior, timp de inca 30 minute, cu solutia de arsenit
de sodiu (2,5mL) de concentratie 2 mM a determinat o crestere usoara a procentajului
facultatii germinative (Tabel 4.5). Aceasta tendinta de crestere a facultatii germinative a
continuat odatd cu cresterea concentratiei de glutation. Este de remarcat faptul ca atat
parametrii de germinatie ai cariopselor, cat si masa medie a plantulelor rezultate i inaltimea
acestora au prezentat o evolutie valorica ascendenta, ca urmare a tratamentului cariopselor
de grau comun cu GSH de concentratie 2 — 20 mM (Tabel 4.5).

Experimentul 2. Tn acest experiment s-au ales astfel concentratiile de arsenit incat sa
surprindem mai bine efectul inhibitor al arsenitului si rolul glutationului in modificarea
efectului inhibitor al acetuia asupra unor parametri de germinare ai cariopselor de grau.

Daca se compara datele practic obtinute (Tabel 4.6) pentru tratamentul cu 0,25 mM
arsenit de sodiu cu cele din tabelul 4.3, se poate considera ca glutationul anuleaza practic
efectul toxic al arsenitului.

In timp ce ionii de arsenit cu concentratie de 1,8 mM reduc facultatea germinativa a
semintelor de grau la 64%, in absenta glutationului (Tabelul 4.3), la addugarea acestuia in
concentratie de 10 mM, acest parametru fiziologic a inregistrat o crestere valoricd cu 24%

(Tabel 4.6).

Tabel 4.6. Efectul protector al glutationului impotriva toxicitatii arsenitului de sodiu pe parcursul
procesului de germinatie a cariopselor de Triticum aestivum L., soiul Putna si a cresterii plantulelor rezultate

in conditii experimentale de laborator (dupa 7 zile de tratament).

Masa medie | Iniltimea medie

*%)
Tratament* FE’% ) a plantulelor | a plantulelor
(mp, mg) (cm)

5 mL GSH 10 mM (Control) 99+0,5 36,7+1.2 77+0,0
2,5 mL NaH2As03 0,25 mM +

+ + +
25 mL GSH 10 mM 98+14 38,0+0,4 78101
2,5 mL NaH2As03 0,826 mM + 97+ 06
2,5mL GSH 10 mM 17304 24201
2,5 mL NaH2AsO3 1,8 mM + 88+09 125405 17401

2,5mL GSH 10 mM

*) Valorile sunt medii aritmetice a trei valori + eroarea standard (50 cariopse/proba);

conform testului Tukey (p <0, 05).

**) Fg = procentajul de cariopse germinate dupa 7 zile.

53



De asemenea, au fost observate efecte importante n ceea ce priveste masa totala si
inaltimea medie a plantulelor rezultate. Astfel, indltimea lor medie a crescut cu 0,3 unitéti
(cm) la aceeasi concentratie de 1,8 mM arsenit de sodiu, indltimea fiind de 1,4 cm (vezi
Tabelul 4.3), iar prin inhibarea toxicitatii ionilor de arsenit de catre solutia 10 mM de
glutation inaltimea a avut valoarea de 1,7 cm (vezi Tabelul 4.6). La randul ei, masa medie a
plantulelor crescute in prezenta ionilor de arsenit la concentratia de 1,8 mM a crescut, de
asemenea, cu 5,6 unitati (mg).

Rezultatele obtinute in experimentul al doilea au sugerat ca glutationul, la
concentratia de 10 mM, reduce mult toxicitatea arsenitului de sodiu cu concentratia de 1,8
mM. Pentru validarea acestor rezultate a fost initiat inca un experiment, in care s-a folosit
un martor cu apa ultrapura Mili-Q, tratamentul cu arsenit si cel cu arsenit plus glutation.

Experimentul 3. In cadrul acestui experiment a fost inclus si un tratament cu arsenat
de sodiu, pentru a compara activitatea toxica a ionului arsenit cu aceea a ionului arsenat si
s-a observat o toxicitate mai inalta a celui de-al doilea (Figura 4.5), contrar datelor precizate
de literatura de specialitate [36]. Astfel, fatd de martor, numarul de plantule nou formate a
scazut, in cazul tratamentului cu ionul arsenat, de la 0 medie de 48 pe lot, la una de numai

40 plantule.

Fig. 4.5. Efectul ionilor de arsenat si de arsenit de sodiu aplicati in prezenta glutationului asupra procesului
de germinatie a cariopselor de Triticum aestivum L., soiul Putna si a cresterii plantulelor nou formate dupa 7
zile de germinatie. Tratamente aplicate: a) Control, H,O; b) NaH2AsO4, 1 mM;
¢) NaH»AsO3, 1 mM + GSH, 10 mM; d) NaH>AsO3, 1 mM.

Comparativ cu loturile de plantule control, tratate cu apa ultrapura Mili-Q, indltimea
medie a plantulelor tratate cu ioni arsenat a scazut de la 11,6 cm la 2,5 cm (Figura 4.5 si
Tabel 4.7). In acelasi timp, comparativ cu actiunea ionilor de arsenat, arsenitul de sodiu nu
a afectat numarul de plantule formate, iar Indl{imea medie a acestora a scazut cu 46% si nu

cu 78,4% (de la 11,6 cm la 6,2 cm).
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La randul sau, glutationul a manifestat un rol protector in intoxicatia materialului
vegetal cu ioni de arsenit, scaderea naltimii plantulelor nefiind semnificativa (9,9 cm fata
de 11,6 cm). Inaltimea medie a plantulelor rezultate a fost recuperata cu un procentaj de 37%
atunci cand, dupa tratamentul cu arsenit de sodiu a urmat unul cu glutation, valorile astfel
inregistrate ale acestui parametru variind de la 6,2 cm (varianta fara GSH) pana la 9,9 cm
(varianta cu GSH). In acelasi timp, masa medie a plantulelor nou formate prin procesul de
germinatie au crescut, de asemenea, cu 32% in in prezenta ionilor de arsenit si glutation:

37,0 mg (varianta fara GSH) pana la 54,5 cm (varianta cu GSH).
Tabel 4.7. Efectul ionilor de arsenat si de arsenit de sodiu aplicati in prezenta glutationului
asupra procesului de germinatie a cariopselor de Triticum aestivum L., soiul Putna

si a cresterii plantulelor nou formate dupa 7 zile de germinatie.

" F %) Masa medie inéltimea medie
Tratament . aplantulelor | a plantulelor
(%)
(mp, mg) (cm)
H20 (Control) 97+18 | 580+1,3 11,6 +0,1
NaH2AsOs 1 mM 90+0,6 | 19,0+0,9 25+0,1
NaH>AsO3 1 mM + GSH 10 mM | 100 £ 0,0 54,5+ 0,8 9,9+0,1
NaH2A503 1 mM 97 + 1,3 37’0 + 1,8 6,2 + 0’2

*) Valorile sunt medii aritmetice a trei valori + eroarea standard (50 cariopse/proba);
conform testului Tukey (p <0, 05).

**) Fg = procentajul de cariopse germinate dupa 7 zile.
4.3.4. Concluzii preliminare

Primul experiment de germinatie a cariopselor de grau realizat prin aplicarea de ioni
de arsenit de sodiu a demonstrat ca pe parcursul perioadei de 7 zile de germinatie
concentratia de 1 mM arsenit aplicata a determinat o toxicitate manifestata prin scaderea
semnificativa a parametrilor de germinatie si prin afectarea cresterii plantulelor de grau nou
formate. Daca acest tratament al cariopselor a condus la afectarea parametrilor de
germinatie, precum si a parametrilor morfologici ai plantulelor, tratamentul aplicat
suplimentar cariopselor astfel intoxicate cu glutation de concentratii 2 — 20 mM a imbunatatit
semnificativ procesul de germinatie.

Cel de al doilea experiment de germinatie, realizat prin aplicare de arsenit de sodiu
de concentratii 0,25 — 1,8 mM, a determinat o scadere a valorilor parametrilor de germinatie

analizati, iar aplicarea concomitentd a glutationului 10 mM cu ionii de arsenit a avut rol
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protector asupra cariopselor de grau, ce au parcurs astfel cu succes intervalul de germinatie,
n conditii de toxicitate a arsenitului in mediu de cultura.

Rezultatele obtinute in cel de al treilea experiment au demonstrat ca ionul de arsenat
a prezentat o toxicitate mai ridicata, comparativ cu ionul de arsenit, la aceeasi concentratie
de 1 mM. Si in acest experiment glutationul 10 mM si-a pus in evidenta rolul sau protector
in intoxicatia cu arsenit.

Concentratiile utilizate in cele trei experimente au fost cu mult sub concentratiile
speciilor de arsen din zona Tarnita si, in conditiile experimentale de laborator organizate,
aceste concentratii au manifestat o inalta toxicitate asupra materialului biologic supus testarii
(plantule nou formate din cariopsele germinate, care si-au redus semnificativ dimensiunile
radiculelor, uneori pana la disparitie).

La randul sau, glutationul s-a dovedit a avea un rol protector fata de concentratiile
reduse ale ionilor de arsenit aplicate concomitent in mediul de cultivare, in experimentele

organizate in conditii de laborator.
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CONCLUZII GENERALE

Cercetarile care au facut obiectul prezentei teze au urmarit raspunsul fiziologic al
plantelor de grdu comun, Triticum aestivum L., soiul Putna, repezentate de intensitatea
procesului de germinare a cariopselor si de crestere a plantulelor rezultate, precum si de
nivelul de activitate a unor compusi enzimatici specifici cu rol antioxidant, implicati in
metabolismul tinerelor plantule nou formate atat la excesul de metale grele si arsen din
materialul minier metalifer (soluri) si din reziduurile miniere (supernatant toxic) provenite
din arealul minei de baritind Tarnita, comuna Ostra, judetul Suceava, cat si la reziduurile
rezultate din decontaminarea experimentala, prin metode microbiologice si, respectiv,
chimice, a substratelor de cultivare prelevate din respectiva zond miniera.

Analiza datelor practic obtinute ne permit sa enuntam cateva concluzi, care urmaresc
sa raspunda obiectivelor de cerctare propuse, dupa cum urmeaza:

I. Concentratiile de metale grele si arsen detectate Tn probele de deseu minier si de
sol din exploatirile de cupru si baritina Tarnita

e Masuratorile de spectroscopie de emisie optica cu plasma cuplata inductiv (ICP-
OES) au demonstrat ca depozitele de deseu minier metalifer din zona miniera Tarnita
contin cantitati mari de metale grele precum fierul, cuprul, plumbul si zincul, dar si
metaloizi, precum arsenul. Tntre metalele grele astfel identificate fierul a inregistrat
concentratiile cele mai ridicate in halda de deseu si in jurul acesteia, fiind urmat de
cupru si plumb, aceste valori fiind determinate, probabil, de conditiile climatice
specifice din zona minierd avuta in atentie. La randul lor, solurile colectate de la o
distanta de aproximativ 30 m departare de halda de deseu minier metalifer s-au
dovedit a prezenta si ele cantitati mari de cupru, plumb si arsen.

e Masuratorile de spectroscopie de absorbtie atomica (AAS) au evidentiat faptul ca in
extractele apoase obtinute din deseurile miniere metalifere si din solurile prelevate
de la aproximativ 30m distanta de halda de deseu sunt prezente, in concentratii mari,
metale grele precum fierul, cuprul, zincul si manganul. Valorile concentratiilor astfel
determinate au depasit cu mult valorile admise de standardele nationale pentru apele
de suprafata din Romania, dovedind ca n arealul Tarnita numeroase metale grele au
fost insolubile si nu au putut fi extrase cu apa sub forma de ioni metalici, afectand
profund vegetatia forestiera din zona de investigatie. Decontaminarea experimentala
a extractelor cu deseu minier metalifer prin precipitare cu hidroxid de sodiu nu a
redus semnificativ concentratiile fierului, cuprului, zincului si manganului, acestea
pastrandu-se, in continuare, la valori foarte mari, in comparatie cu limitele standard
admise.

e Metodele de analizd ICP-OES si AAS au permis determinarea concentratiilor
metalelor grele si a arsenului din esantioanele de sol si din reziduurile miniere
(extracte apoase) cu o mare sensibilitate. Rezultatele obtinute astfel au evidentiat
existenta, in zona de lucru, a unor concentratii ridicate de fier, cupru, zinc, mangan
sl arsen, unele dintre aceste componente fiind extrem de toxice, chiar la valori reduse,
pentru mediul inconjurator, realitate ce sugereaza ca depozitele de deseu metalifer
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din arealul minier si forestier Tarnita reprezintd, incd, o sursd puternicd de
contaminare si un pericol continuu pentru lantul trofic la nivel local.

1. Evaluarea efectului toxic al reziduurilor miniere din exploatirile de cupru si baritina
Tarnita prin teste de germinatie a cariopselor de grau comun, Triticum aestivum L.,
soiul Putna

Excesul de metale grele si de arsen determinat in probele colectate din halda de deseu
minier si din solurile situate la aproximativ 30 m de depozit au redus semnificativ
parametrii de germinare a cariopselor de grau comun (pana la o inhibare completa a
acesteia), reducand totodatd si procesul de crestere a plantulelor nou formate,
comparativ cu loturile control, tratate cu apa distilata si, respectiv, cu cele crescute
pe sol de gradina.

Dilutia succesiva a supernatantului obtinut din deseul minier metalifer prin extractia
acestuia de doua ori si, respectiv, de trei ori cu apa, reducand nivelul de contaminanti
toxici continuti in extractele astfel preparate a imbunatatit, progresiv, parametrii de
germinare a cariopselor de grau si dezvoltarea plantulelor nou formate.

I11. Decontaminarea reziduurilor miniere din exploatirile de cupru si baritina Tarnita

Experimentele de germinatie a cariopselor de grau comun folosind un mediu cu
supernatanti toxici/reziduuri miniere din zona miniera Tarnita (3 mL supernatant
toxic si 2 mL apd) au condus la scaderea parametrilor de germinare si au afectat
cresterea si dezvoltarea plantulelor de grau astfel rezultate, comparativ cu loturile
tratate cu drojdia Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen activa si,
respectiv, inactivata prin tratament termic, microorganismul activ dovedindu-se a fi
capabil sa inhibe, intr-o proportie mai mare, comparativ cu varianta inactivata,
toxicitatea metalelor grele existente Tn supernatantii toxici/reziduurile miniere de
analiza. Conform datelor precizate de literatura de specialitate, acest microorganis
poate fi folosit in cazul decontaminarii microbiologice a solurilor contaminate cu
metale grele in doud etape: o prima extragere a acestora cu apd, urmatd de trecerea
apelor cu continut de metale grele peste masa de drojdie care le retine, drojdia
rezultatd din procesul de decontaminare fiind ulterior uscata si incinerata, iar
metalele grele recuperate prin metode chimice de electrolizd sau de precipitare.
Experimentele de germinatie a cariopselor de grau in prezenta de glutation pe mediu
Cu supernatanti toxici proveniti din arealul Tarnita au demonstrat rolul sau de a
diminua stresul abiotic indus de metalele grele prezente in respectivele deseuri
miniere metalifere: supernatantul toxic obtinut prin extractia cu apa a probelor de
deseu minier prelevate din zona contaminatd a inhibat puternic germinarea si
dezvoltarea plantulelor de grau comun, insa tratarea cariopselor de grau cu diferite
concentratii de glutation inainte de utilzarea supernatantului toxic, reducand stresul
abiotic indus de prezenta metalelor grele in mediul de cultivare, a condus la cresterea
parametrilor de germinatie si de crestere a plantulelor nou formate, sugerand rolul
antitoxic al acestei tripeptide tiolice.
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Procedeul de precipitare cu hidroxid de sodiu a supernatantilor toxici obtinuti prin
extractie cu apa a probelor colectate din zonele contaminate cu metale grele din
arealul de studiu, urmat de neutralizare, a condus la o crestere semnificativa a
parametrilor germinativi ai cariopselor test, precum si a masei si, respectiv, inaltimii
medii a plantulelor nou formate, solutia de hidroxid de sodiu putind fi astfel
recomandata drept un bun agent de decontaminare a unor substraturi aflate in conditii
similare de poluare cu cele existente in zona miniera Tarnita.

IV. Relatia ionilor de Fier, Cupru si Arsen din exploatarile de cupru si baritina Tarnita
cu plantulele de grau comun, Triticum aestivum L., soiul Putna

Relatia ionilor de fier si cupru cu plantulele de grdu comun:

Solutiile de tratament continand sulfati de Fe** si Cu?" la concentratia 5-10° M
utilizata Tn experimentele de germinare a cariopselor de grau comun au demonstrat
faptul ca ionii de cupru au scdzut semnificativ valorile parametrilor germinativi,
comparativ cu ionii de fier si au afectat mai puternic cresterea si dezvoltarea
plantulelor de gréu astfel rezultate, sustinand toxicitatea ridicata a acestui tip de ioni
din deseurile miniere metalifere existente in zona minei de baritina Tarnita.

Testele de germinatie realizate in prezenta de saruri diferite, sub forma de clorura
cuprica si sulfat feros T concentratii mici, de 5:10% M, au demonstrat ci ionii de
Cu?" inhibd mai putin germinarea cariopselor de griu comun si dezvoltarea
plantulelor, comparativ cu ionii de Fe?".

Procesul de germinatie a caripselor de grau si cresterea tinerelor plantule nou formate
in conditii experimentale, de laborator, prin culturi in vitro, pe solutii continand ioni
de fier si cupru existenti, practic, in probele de deseu minier metalifer si de sol
colectate din arealul minier Tarnita in concentratii mult mai mari, comparativ cu cele
testate Tn lucrarea de fatd, demonstreaza efectele lor deosebit de toxice asupra
mediului si trag un semnal de alarma referitor la riscurile pe care le repezinta prezenta
acestora pentru sanatatea populatiei din zona.

Relatia ionilor de arsen cu plantulele de grau comun:

lonii de arsenit, identificati, la randul lor, in deseurile metalifere si in solurile din
arealul minier Tarnita, aplicati experimental sub forma de arsenit de sodiu in
concentratii mai mari de 5 mM au indus un pronuntat efect inhibitor germinatiei
cariopselor de grau, precum si cresterii si dezvoltarii tinerelor plantule, acestora din
urma inhibandu-le prioritar cresterea si dezvoltarea radacinilor.

Testele de germinatie si de crestere a plantulelor test realizate in prezenta ionilor
arsenit si arsenat au demonstrat ca, la aceeasi concentratie de 1 mM, ionul arsenat a
prezentat o toxicitate mai ridicata, comparativ cu ionul arsenit. Presupunand, in
continuare, ca arsenatul prezent in deseurile miniere metalifere din zona miniera
Tarnita poate creste toxicitatea impreuna cu celelalte elemente toxice precum cuprul,
plumbul, fierul, aluminiul s.a., prezente, la randul lor, in aceste deseuri si din dorinta
de a cunoaste contributia arsenului la toxicitatea globala a materialului metalifer, a
fost testat efectul toxic al unor probe de arsenit sau arsenat de diferite concentratii cu
mult mai reduse, comparativ cu concentratiile speciilor de arsen identificate Tn zona
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Tarnita; rezultatele practice obtinute au evidentiat si de aceastd data efecte inalt
toxice ale respectivelor solutii, preparate experimental, asupra plantelor test.
Experimentele care au urmarit interactiunea dintre glutation si arsenitul de sodiu pe
parcursul procesului de germinare a cariopselor si de crestere a plantulelor de grau
comun au demonstrat faptul ca glutationul a oferit, la concentratia de 10 mM,
protectie Tmpotriva toxicitatii arsenitului de sodiu si a avut un rol protector asupra
cresterii plantulelor.
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