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Détermination de résidus de médicaments et ses métabolites dans les
plantes sauvages. Essais d’exposition et évaluation de la bioactivité

Actuellement, la présence de substances pharmacologiques dans I'eau utilisée pour l'irrigation ou
dans les matrices végétales est un probléme pour I'environnement. En effet, il est étant de plus en
plus nécessaire d’ évaluer, surveiller et faire un diagnostic environnemental des zones affectées par
la pollution afin de connaitre les écosystemes endommagés par la présence de polluants et ainsi
évaluer les conséquences de ceux-ci sur les étres vivants. Par conséquent, cette thése se concentre
sur les effets de la pollution afin d'accroitre la connaissance de ses conséquences sur la flore
indigéne du Parc National de Doflana (Espagne), en fournissant des données qualitatives et
quantitatives sur I'effet des substances pharmacologiquement actives (considérées comme polluants
émergents) chez trois espéces de plantes typiques de cette région.

De plus, les études, simulant & I'échelle du laboratoire la présence de principes actifs
pharmacologiques, de leurs composés de dégradation et de leurs métabolites dans les matrices
végétales de cet environnement naturel, évaluant également la capacité antioxydante et
enzymatique ainsi que l'identification des molécules inhibitrices des enzymes utilisées dans cette
étude dans une collection de 150 plantes du milieu protégé mentionné précédemment sont

pratiqguement inexistantes.

Une procédure analytique a été optimisée et validée par chromatographie liquide a haute
performance avec détection par spectrométrie de masse au temps de vol pour l'identification et la
guantification de six principes pharmacologiques actifs, carbamazépine, fluméquine,
ciprofloxacine, enrofloxacine, ibuproféne et diclofénac, en extraits de trois espéces végétales,
Lavandula dentata et Juncus sp. et Salicornia europaea, espéeces présentes dans différents habitats

du Parc National de Dofana.

Un essai d'exposition a été congu et realisé, irriguant les plantes sélectionnées avec des solutions
aqueuses contenant des concentrations variables de produits pharmaceutiques. Les échantillons ont
été analysés a 7, 15, 21 et 30 jours (fin du test) et I'accumulation des substances sélectionnées a été
déterminée. De plus, des techniques d'analyse non ciblées a l'aide d'un logiciel approprié
(Metabolynx™) ont été appliquées aux données des échantillons soumis & I'étude d'absorption afin
d'identifier les métabolites et les produits de dégradation possibles et les voies métaboliques en

cause.

En outre, certaines méthodes ont été optimisées pour évaluer les activités antioxydantes et
inhibitrices, en utilisant différentes enzymes (tyrosinase, élastase, collagénase et lipoxygénase),

dans les extraits d'une sélection de 150 espéces végétales collectées et présentes dans le Parc



National de Dofana, et/ou leur environnement, les échantillons ont été extraits a I'aide de solvants
de polarité et de capacité d'extraction différentes : hexane, éthanol, eau : éthanol (1:1, v/v) et
acétate d'éthyle. Ces méthodes ont été appliquées pour évaluer la capacité d'inhibition enzymatique
ainsi que la capacité antioxydante des extraits et dans des échantillons choisis parmi les tests
d'exposition indiquant comme prévu l'augmentation de la capacité inhibitrice des enzymes dans les
échantillons soumis a de fortes concentrations de solutions dopantes. Une relation métabolique a
été établie entre les molécules bioactives possibles d'extraits végétaux qui ne sont pas documentées
dans la littérature pour leur activité d'inhibition enzymatique et les inhibiteurs connus de ces

enzymes, expliquant ainsi I'existence d'une activité inhibitrice.

Mots-clés : Lavandula dentata; Juncus sp.; Salicornia europaea; médicaments; essais d'exposition;
carbamazépine; fluméquine; ciprofloxacine; enrofloxacine; ibuproféne; diclofénac; Parc National
de Dofiana; métabolites; enzymes; inhibition enzymatique; tyrosinase; lipoxygénase; collagénase;
élastase; antioxydants.



Determinacion de residuos de farmacos y sus metabolitos en plantas
silvestres. Ensayos de exposicion y evaluacion de la bioactividad

Actualmente, la presencia de sustancias farmacoldgicas en el agua utilizada para el riego o en las
matrices de las plantas es un problema para el medioambiente, siendo cada vez, mas necesario
evaluar, monitorizar y realizar un diagnostico medioambiental de las zonas afectadas por la
contaminacion para conocer los ecosistemas dafiados por la presencia de los contaminantes y asi
evaluar la consecuencia de estos en los seres vivos. Por lo tanto, esta tesis centra su estudio en los
efectos de la contaminacion para aumentar el conocimiento de sus consecuencias sobre la flora
autoctona del Parque Nacional de Dofiana (Espafia), aportanto datos cualitativos y cuantitativos
sobre el efecto de las sustancias farmacoldgicamente activas (consideradas como contaminantes

emergentes) sobre tres especies vegetales tipicas de esta region.

Précticamente son inexistentes los estudios que simulan a nivel de laboratorio la presencia de
principios activos farmacolégicos, sus compuestos de degradacion y metabolitos en las matrices de
las plantas en este medio natural, evaluando también la capacidad antioxidante y enzimaética, asi
como la identificacion de las moléculas inhibidoras de las enzimas utilizadas en este estudio en un

conjunto de 150 plantas del mencionado entorno protegido.

Se ha optimizado y validado un procedimiento analitico mediante cromatografia liquida de alta
resolucién con deteccidn por espectrometria de masas en tiempo de vuelo para la identificacién y
cuantificacion de seis principios activos farmacologicos, carbamazepina, flumequina,
ciprofloxacina, enrofloxacina, ibuprofeno y diclofenaco, en extractos de tres especies de plantas,
Lavandula dentata y Juncus sp. y Salicornia europaea, especies presentes en diferentes habitats del

Parque Nacional de Dofiana

Se ha diesefiado y llevado a cabo una prueba de exposicion, regando las plantas seleccionadas con
soluciones acuosas que contenian concentraciones variables de productos farmacéuticos. Las
muestras se analizaron a los 7, 15, 21 y 30 dias (final de la prueba) y se determiné la acumulacion
de las sustancias seleccionadas. Asimismo, se aplicaron técnicas analiticas no especificas utilizando
programas informéaticos adecuados (Metabolynx™) a los datos de las muestras del estudio de
absorcién para identificar posibles metabolitos, productos de degradacion y las vias metabdlicas

implicadas.

Ademas, se han optimizado algunos métodos para evaluar las actividades antioxidantes e
inhibidoras, utilizando diferentes enzimas (tirosinasa, elastasa, colagenasa y lipoxigenasa), en
extractos de una seleccion de 150 especies de plantas recolectadas y presentes en el Parque

Nacional de Dofiana, y/o su entorno, las muestras se extrajeron utilizando disolventes de diferente



polaridad y capacidad de extraccién: hexano, etanol, agua: etanol (1:1, v/v) y acetato de etilo. Estos
métodos se aplicaron para evaluar la capacidad de inhibicién de las enzimas, asi como la capacidad
antioxidante de los extractos y en muestras seleccionadas a partir de ensayos de exposicion, lo que
indica, como era de esperar, el aumento de la capacidad inhibitoria de las enzimas en muestras
sometidas a altas concentraciones de soluciones de dopantes. Se ha establecido una relacion
metabolica entre las posibles moléculas bioactivas de extractos de plantas que no estan
documentadas en la literatura por su actividad inhibidora de enzimas y los inhibidores conocidos de

estas enzimas, lo que explica la existencia de actividad inhibidora.

Palabras claves: Lavandula dentata; Juncus sp.; Salicornia europaea; principios activos
farmacoldgicos; ensayos de exposicion; carbamazepina; flumequina; ciprofloxacina; enrofloxacina;
ibuprofeno; diclofenaco; Parque Nacional de Dofiana; metabolitos; enzimas; inhibicion enzimatica;

tirosinasa; lipoxigenasa; colagenasa; elastasa; antioxidantes.



Determination of drug residues and their metabolites in wild plants.
Uptake assay and evaluation of bioactivity

The presence of pharmaceuticals in environmental waters or plant matrices suppose a challenge for
environment preservation, which makes necessary to evaluate, monitor and carry out an
environmental diagnosis of the areas affected by pollution in order to know the ecosystems
damaged by the presence of pollutants and thus evaluate the consequences of these on living
beings. For this reason, this Thesis focuses its study on the effects of pollution on the native flora of
the Dofiana National Park (Spain), providing qualitative and quantitative data on the effect of
pharmacologically active substances (such as emerging contaminants) in three plant species in this

area, in addition similar studies are virtually non-existent.

This work aims to increase knowledge about the consequences of anthropogenic pressure in the
ecosystem of Dofiana National Park, simulating at laboratory scale the presence of
pharmaceuticals, their degradation compounds and metabolites, in plant matrices from this natural
environment. The antioxidant and enzymatic capacity as well as the identification of inhibitory
molecules to the enzymes used in this study were evaluated in a collection of 150 selected plants

from Dofiana.

An analytical procedure using high resolution liquid chromatography with detection of mass
spectrometry - flight time has been optimized and validated for the identification and quantification
of six active pharmacological principles, carbamazepine, flumequine, ciprofloxacin, enrofloxacin,
ibuprofen and diclofenac, in extracts from three plant species: Lavandula dentata, Juncus sp. and

Salicornia europaea.

An uptake study has been carried out, irrigating the selected plants with aqueous solutions
containing variable concentrations of the pharmaceuticals. The samples have been analyzed at 7,
15, 21 and 30 days (end of the assay) and the accumulation of the selected substances have been
determined. Additionally, non-targeted analytical techniques using appropriate software
(Metabolynx™) have been applied to data from the samples subjected to the uptake study to

identify possible metabolites and degradation products and possible metabolic routes involved.

Additionally, some methods were optimized to evaluate antioxidant and inhibitory activities, using
different enzymes (tyrosinase, elastase, collagenase and lipoxygenase), in the extracts of a selection
of 150 plants from the Dofiana National Park. For this purpose, the specimens were extracting
using solvents of different polarity and extracting capacity: hexane, ethanol, water: ethanol (1:1,
v/v) and ethyl acetate. These methods were applied to evaluate the enzymatic inhibition capacity as

well as antioxidant capacity of the extracts.



Keywords : Lavandula dentata; Juncus sp.; Salicornia europaea; drugs; uptake assay;
carbamazepine; flumequine; ciprofloxacin; enrofloxacin; ibuprofen; diclofenac; Dofiana National
Park; metabolites; enzymes; enzymatic inhibition; tyrosinase; lipoxygenase; collagenase; elastase;

antioxidants.
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Objetivos

La presencia de las sustancias farmacoldgicas en las aguas usadas para el regadio o en las
matrices vegetales es desde hace tiempo un tema de interés que se focaliza en la investigacion y
acumulacién de estas sustancias en el medioambiente. Para hacer frente a esta problematica, cada
vez es mas necesario realizar una evaluacion, monitorizacion y diagnostico medioambiental de las
zonas afectadas por la contaminacion para precisar que ecosistemas se encuentran bajo el efecto de

los contaminantes y asi evaluar la consecuencia que estos tienen sobre los seres vivos.

Esta Tesis forma parte de la linea principal de varios Proyectos de Investigacidn sucesivos
gue se centran en el estudio de los efectos de la contaminacién sobre la flora autctona del Parque
Nacional de Dofiana; en este caso, se intenta aportar datos cualitativos y cuantitativos al efecto de
sustancias activas farmacolégicamente (como contaminantes emergentes) en plantas de la zona. Se

ha de destacar que los estudios al respecto son practicamente inexistentes.

La realizacién de esta Tesis Doctoral incrementara el conocimiento sobre las consecuencias
de la presion antropogénica sobre el ecosistema del Parque Nacional de Dofiana, simulando a
escala de laboratorio la presencia de los principales activos farmacoldgicos, sus compuestos de
degradacion y metabolitos, en matrices vegetales caracteristicas de ese entorno natural, evaluando
también la capacidad antioxidante y enzimatica asi como la identificacion de moléculas inhibidoras
de dichas enzimas en una coleccion de 150 plantas del mencionado entorno protegido.

Asi, los objetivos de esta Tesis Doctoral son:

1.- Desarrollar, optimizar y validar una metodologia analitica adecuada para la deteccion
identificacion y la cuantificacién de una seleccién de principios activos farmacol6gicos de amplio
uso humano y/o veterinario (carbamazepina, flumequina, ciprofloxacina, enrofloxacina, ibuprofeno
y diclofenaco) en las matrices vegetales utilizando cromatografia liquida con deteccién de

espectrometria de masas-tiempo de vuelo.

2.- Aplicar el método desarrollado a muestras vegetales presentes en el Parque Nacional de
Dofiana (Lavandula dentata, Juncus sp. y Salicornia europaea) y regadas con agua gque contengan
diferentes concentraciones de los principios activos farmacoldgicos seleccionados y evaluar la

absorcién de los mismos en las diferentes partes de la planta.

3.- Evaluar, empleando técnicas de analisis no dirigido, las muestras sometidas a los ensayos

de exposicion e identificar y, en su caso determinar, metabolitos y productos de degradacion.

o1



Objetivos

4.- Optimizar los métodos para evaluar las actividades antioxidantes e inhibidoras,
empleando diferentes enzimas (tirosinasa, elastasa, colagenasa, lipoxigenasa), en los extractos de

una seleccion de 150 plantas presentes en el Parque Nacional de Dofiana.

5.- Aplicar los métodos enziméticos optimizados para determinar la capacidad de inhibicion
enzimatica en dicha coleccion de 150 plantas y en muestras seleccionadas de los ensayos de

exposicion.

6- Aislamiento e identificacion, en los extractos de las plantas que presenten capacidad de

inhibicién enzimatica, de las moléculas bioactivas responsables de dicha inhibicion.
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Objectifs

La présence de substances pharmacologiques dans I'eau utilisée pour l'irrigation ou dans les
matrices végétales est depuis longtemps un sujet d'intérét qui porte sur la recherche et
I'accumulation de ces substances dans I'environnement. Pour faire face a ce probleme, il est de plus
en plus nécessaire de procéder a une évaluation, un suivi et un diagnostic environnemental des
zones affectées par la pollution afin de préciser quels écosystemes sont sous I'effet des polluants et

d'évaluer ainsi les conséquences que ceux-ci ont sur les étres vivants.

Cette thése s'inscrit dans le cadre de plusieurs projets de recherche successifs axés sur I'étude
des effets de la pollution sur la faune indigene du Parc National de Dofiana; lors de cette these,
nous essayons de fournir des données qualitatives et quantitatives sur l'effet des substances
pharmacologiquement actives (comme polluants émergents) dans les plantes de la région. Il

convient de souligner qu'il n'existe pratiquement aucune étude a ce sujet.

Cette thése de doctorat permettra ainsi d'accroitre les connaissances sur les conséquences de la
pression anthropique sur I'écosystéeme du Parc National de Dofiana, en simulant a I'échelle du
laboratoire la présence des principaux actifs pharmacologiques, leurs composés de dégradation et
métabolites, dans des matrices végétales caractéristiques de cet environnement naturel. En
paralléle, I’évaluation de la capacité antioxydante et du potentiel d’inhibition enzymatique ainsi
que l'identification des molécules inhibitrices dans une collection de 150 plantes vise a valoriser les
plantes de cet écosystéme unique.

Ainsi, les objectifs de cette thése de doctorat sont :

1.- Elaborer, optimiser et valider une méthodologie analytique adéquate pour la détection,
I'identification et la quantification d'une sélection de principes pharmacologiques actifs a usage
humain et/ou vétérinaire (ciprofloxacine, enrofloxacine, carbamazépine, fluméquine, ibuproféne et
diclofénac) dans des matrices végétales par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de

masse.

2.- Appliguer la méthode développée aux échantillons de plantes présents dans le Parc
National de Dofiana (Lavandula dentata, Juncus sp. et Salicornia europaea) et irrigués avec de
I'eau contenant différentes concentrations des principes actifs pharmacologiques sélectionnés et

évaluer leur absorption dans les différentes parties des plantes.

3.- Evaluer, a l'aide de techniques d'analyse non dirigées, les échantillons soumis aux essais
d'exposition et identifier et, le cas échéant, déterminer les métabolites et les produits de

dégradation.
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4.- Optimiser les méthodes d'évaluation des activités antioxydantes et inhibitrices, en
utilisant différentes enzymes (tyrosinase, élastase, collagénase, lipoxygénase), pour 1’étude
d’extraits d'une sélection de 150 plantes présentes dans le Parc National Dofiana.

5.- Appliquer des méthodes enzymatiques optimisées pour déterminer la capacité d'inhibition
enzymatique dans cette collection de 150 plantes et dans des échantillons choisis parmi les essais

d'exposition afin de potentiellement les valoriser pour des applications dermocosmeétiques.

6.- Isolement et identification des molécules bioactives responsables de cette inhibition dans

les extraits de plantes a pouvoir inhibiteur enzymatique.
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Introduccion

Este primer capitulo de Tesis abordard la probleméatica de la contaminacion ambiental,
resaltando el papel de los denominados contaminantes emergentes que han sido objeto de estudio
durante los ultimos afios por parte de la comunidad cientifica, debido al gran impacto que su
presencia esta causando en ecosistemas ambientales.Concretamente los fArmacos constituyen un
abundante grupo de compuestos, cuya presencia en el medioambientese ha ido incrementando

mucho mas que cualquier otro contaminante desde los afios 70.

Se focalizara la problemética en farmacos prescritos de forma habitual tanto para el consumo
humano como para la ganaderia, centrdandonos en seis principios activos, carbamazepina,
flumequina, ciprofloxacina, enrofloxacina, diclofenaco e ibuprofeno y sobre su efecto sobre tres
tipos distintos plantas que forman parte de la flora del Parque Nacional de Dofana: Lavandula
dentata, Juncus sp y Salicornia europaea; asimismo, se abordara el estudio de los metabolitos o
productos de degradacion procedentes de esa interaccion.

Su presencia en espacios protegidos como el Parque Nacional de Dofiana, en cuyo entorno
ya se han sido identificados varios principios activos farmacoldgicos en muestras de aguas [1], se
atribuye principalmente a la ineficacia de las Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales
(EDARS) para eliminar dichos compuestos en el tratamiento de aguas residuales. Asimismo, la
presencia de explotaciones ganaderas en la zona constituye otro foco de entrada de este tipo de
contaminantes emergentes debido fundamentalmente a su uso en el tratamiento de animales. Las
caracteristicas del entorno de Dofiana formado por terrenos inundables y marismas favorecen la

movilidad de contaminantes sus diferentes zonas.

Asimismo, se abordara el estudio de los metabolitos o productos de degradacion de los
principios activos seleccionados producidos en las matrices vegetales seleccionadas, tanto desde un
punto de vista dirigido, siendo necesario por ello conocer y saber qué posibles metabolitos nos
podemos encontrar, como desde un punto de vista no dirigido, buscando posibles compuestos no
descritos hasta la fecha, asi como los posibles usos que pueden tener dichas plantas en la
descomposicion de diversos contaminantes lo que permitiria emplearlas en procesos de

biorremediacion.

Por ultimo, se realizara una revision profunda de las distintas enzimas empleadas en los tests
enzimaticos: tirosinasa, elastasa, colagenasa, lipoxigenasa, su estructura, su modo de accion y los
inhibidores mas utilizados en cada una de ellas. Se ha de conocer el comportamiento de estas
enzimas, para ser capaces de reproducir su mecanismo de accidn a nivel de laboratorio con el fin de
encontrar posibles moléculas en las muestras de plantas analizadas con capacidad de inhibicion

sobre aquellas.
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1. LA CONTAMINACION AMBIENTAL Y SU DIAGNOSTICO

El dafio que el hombre ha generado sobre medio ambiente al satisfacer sus necesidades de
vida ha dado lugar a distintos problemas de contaminacion, y por ende, a graves problemas de
salud, puesto que la presencia en el medio ambiente de uno o mas contaminantes o cualquier
combinacion de ellos, perjudican la vida, la salud y el bienestar humano, la flora, la fauna, la
degradacion de la calidad del aire, de los suelos y de las aguas originando que se tomen las medidas
necesarias para tratar de solucionar algunos problemas generados al medio ambiente [2].

La actividad humana tiene graves consecuencias en la contaminacion de espacios naturales
entre otros ecosistemas, favoreciendo la contaminacion de aguas subterraneas y superficiales (rios,
lagos, embalses, acuiferos, humedales y mares) al encontrarse en estas, sustancias que modifican su
composicién, deterioran la calidad y dificultan la funcion ecoldgica del agua. Por ello, es necesario
conocer los elementos y factores que contaminan dichos entornos, asi como su implicacion en el

deterioro de la calidad de las mismas [3, 4].

Una de las principales vias de contaminacion en entornos naturales son las aguas residuales,
gue representan un peligro al contener una alta cantidad de sustancias y/o microorganismos, siendo
causa y medio de contaminacion en los lugares donde son evacuadas sin un tratamiento previo. Se
pueden clasificar segin su diferente procedencia en, aguas domésticas 0 aguas negras gque
presentan una gran cantidad de materia organica, microorganismos, restos de jabones, detergentes y
grasas al provenir de las heces y la orina humana, del aseo personal, de la limpieza de casa, etc. y
aguas blancas, que pueden ser o bien de procedencia atmosférica como la lluvia, nieve y hielo o
bien de la limpieza de espacios publicos como calles, parques, etc. Por altimo, las aguas residuales
no urbanas, originadas bien por labores agricolas y ganaderas en las zonas rurales o en los
procesamientos llevados a cabo en las fabricas y establecimientos industriales, contienen aceites,
detergentes, antibi6ticos, acidos, grasas y otros productos de origen mineral. En numerosas
ocasiones las aguas residuales se utilizan sin un tratamiento previo o tras tratamientos no
completamente adecuados para el riego de cosechas, que al ser consumidos de forma cruda hace

que se incorpore directamente al organismo sustancias toxicas 0 microorganismos [4, 5].

A veces, no son los residuos los que provocan la desaparicion de los organismos del agua,
sino que para la descomposicion de las sustancias contaminantes son necesarias grandes cantidades
de oxigeno, pudiendo este agotarse, creando por tanto unas condiciones anoxicas que limitan la
vida acudtica, es por ello que en los ultimos afios se ha empezado a tomar conciencia sobre los
niveles de resistencia y la adaptacion de los seres vivos acuéticos a algunas sustancias y elementos

presentes en el agua. Esto ha llevado a emplear la flora y fauna como bioindicadores de la calidad
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de las aguas, puesto que su abundancia o ausencia en el medio indica el grado de contaminacion de

las mismas [5].

Entre las principales vias de contaminacion cabe destacar:

-Los agentes patdgenos: Comprenden todo tipo de entidades bioldgicas (bacterias, virus,
parésitos u otros organismos) que son capaces de producir enfermedades en el ser humano, en la
flora y en la fauna, al provenir de desechos de caracter organico que han sido vertido en rios, lagos
0 embalses sin haber pasado previamente un proceso de depuracion adecuado.

- Los compuestos quimicos orgénicos: Hacen referencia a las sustancias quimicas que
contienen carbono y han sido fabricadas por el hombre como el petréleo, la gasolina, los

plaguicidas o los plasticos que pueden llegar a permanecer en el agua durante mas de 50 afios.

-Los desechos organicos: Son el conjunto de residuos organicos (aceites, grasas, proteinas,

etc.) producidos por los seres humanos o animales.

-Las sustancias quimicas inorganicas: Pertenecen a este grupo los &cidos, sales 0 metales
toxicos (mercurio o plomo) cuya presencia en grandes cantidades en las aguas produce dafios en los

sistemas acuaticos, disminuyendo la biodiversidad.

-Los nutrientes vegetales inorganicos (nitrégeno y fésforo): El incremento de nitratos y
fosfatos en las aguas modifican las condiciones del medio debido a la eutrofizacién, es decir, el
crecimiento desmesurado de las algas y otros organismos, alterando el estado de las mismas al

consumir una mayor cantidad de oxigeno.

-Los sedimentos o materias suspendidas: Son las particulas insolubles del suelo que
enturbian las aguas y dificultan la vida de algunos organismos, cuya acumulacién de sedimentos

destruyen lugares de desove.

-Las sustancias radiactivas: Los isétopos radiactivos solubles pueden estar presentes en el
agua como consecuencia de la actividad de las centrales termonuclearesy, mas frecuentemente, por

tratamientos y diagndsticos hospitalarios, siendo perjudiciales para los seres vivos.

-La contaminacion térmica: La liberacion de agua caliente proveniente de las centrales de
energia o de actividades industriales, aumenta la temperatura de los rios o embalses, disminuyendo
el contenido de oxigeno presente en el agua y afectando de esta forma a la vida de las especies

acuaticas [5].
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1.1. LOS CONTAMINANTES EMERGENTES

En las ultimas décadas se ha visto incrementado el nimero de contaminantes nuevos no
regulados, denominados contaminantes emergentes. EStos compuestos presentan efectos
significativos ya que afectan a la salud de los seres humanos y de las especies animales ain cuando
se encuentran en bajas concentraciones alterando al sistema endocrino y bloqueando o perturbando

las funciones hormonales, entre otros efectos tdxicos [6].

Un contaminante emergente es un material, elemento, compuesto, especie quimica, incluso
un fendmeno fisico desconocido o no reconocido cuya presencia en el medio ambiente, (alimentos,
productos naturales, artificiales) o en cualquier ser vivo, no es reciente pero, pueden ser dafiinos los
resultados de su existencia. No estando regulado su control por las administraciones publicas y

siendo muy limitadas la disponibilidad métodos y técnicas para su analisis [7].

Los vertidos de contaminantes emergentes se consideran un grave problema para el
medioambiente y para la salud (como son los productos de higiene personal, detergentes,
fragancias, surfractantes o farmacos, entre otros) [8], no precisamente porque su presencia en el
medioambiente sea nueva, sino por su interés ambiental. Entre estos compuestos destacan: los
retardantes de llama bromados, las parafinas cloradas, los pesticidas polares, los compuestos
perfluorados, las drogas de abuso, los farmacos, y los metabolitos y/o productos de degradacién de

todas las sustancias anteriormente mencionadas [9].

Los retardantes de llama bromados, son utilizados en gran cantidad de productos
comerciales, (muebles, plasticos, tejidos, pinturas, aparatos electronicos, etc.) De ahi que se
produzcan cerca de 200.000 toneladas al afio [9], lo que ha hecho que se preste una mayor atencion
a este tipo de compuestos ya que encuentran en una gran cantidad de muestras, tanto ambientales,
como humanas y animales [9, 10]. Todo esto sumado a la alta persistencia que tienen en el medio,
su elevada biodisponibilidad, y los posibles efectos adversos (que no han sido completamente
demostrados) como neurotoxicidad, disrupcién endocrina y cancer, hace que se haya incrementado

el interés, la preocupacion y el estudio de estas sustancias [9].

Las parafinas cloradas, son formulaciones industriales que consisten en mezclas técnicas
de alcanos de cadena lineal policlorados con cadenas hidrocarbonadas que poseen entre 10 y 30
atomos de carbono y entre el 30-70% de cloro, siendo catalogadas por la Agencia para la
Investigacion del Cancer como cancerigenas a partir de un grado de cloracién del 60%. Estas
mezclas comerciales se clasifican segln la longitud de la cadena hidrocarbonada en parafinas
cloradasdecadena larga (18-30 carbonos), de cadena media (14-17 carbonos) y de cadena corta (10-

13 carbnos), que son las mas tdxicas y utilizadas. Su produccién mundial asciende a 200
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formulaciones comerciales y a mas de 300.000 toneladas al afio. Debido a la baja volatilidad,
solubilidad en agua y a su carécter lipofilico, poseen una fuerte tendencia a adsorberse en
sedimentos en donde se observan las concentraciones mas altas, aunque también tienden a
bioacumularse en mamiferos aves y peces. Todo esto sumado a su USO excesivo y a una lenta
degradacion tanto quimica como bioldgicamente, hace que hayan empezado a ser objeto de estudio

en los ultimos afios [9].

Los pesticidas, concretamente los méas apolares, se han estudiado durante décadas, es por
ello que se tiene un amplio conocimiento sobre su presencia y destino en el medio ambiente.
Pero, recientemente se ha incrementado la preocupacion de los productos de degradacion de estos

compuestos al ser, en muchos casos, mas toxicos que los compuestos de partida [9].

Los detergentes perfluorados son un ejemplo de compuestos de uso industrial que han sido
empleados durante afios en una gran cantidad de sectores y que ahora se vislumbran como
contaminantes muy peligrosos y extensamente distribuidos en el medio ambiente. Es el caso del
perfluorooctanosulfonato que es usado como refrigerante o detergente. Estos compuestos se han
detectado en sangre e higado humanos, en higado y grasa de animales, en aguas superficiales y

subterraneas [9, 11].

La presencia de drogas de abuso y los posibles efectos tanto de las drogas, como de sus

principales metabolitos en el medio ambiente ha sido objeto de atencion en los ultimos afios [9].

De todos los contaminantes emergentes, los farmacos, y en especial los antibiéticos, son los
contaminantes emergentes que provocan actualmente una mayor preocupacion por elaumento de su
uso en las ultimas décadas, ya que son moléculas con muy diversa actividad bioldgica y sus
propiedades fisicoquimicas determinan su persistencia en el ambiente, condicionando su
distribucion y facilitando su bioacumulacion. Estos compuestos se encuentran generalmente en
bajas concentraciones y la mayoria de ellos siguen sin estar regulados o reglamentados, desde el

punto de vista medioambiental, por muchos paises [9].

Los principios activos farmacol6gicos son sustancias quimicamente definidas capaces de
modificar la actividad celular en un organismo vivo y por tanto producir un efecto biolégico,
beneficioso o téxico segun la dosis suministrada [12, 13]. Al tratarse de sustancias, en la mayoria
de los casos, solubles en agua, son capaces de estar presentes en todas las etapas del ciclo del agua,
de forma que no hay una eliminaciéon completa a pesar de los distintos procesos que se aplican en
las plantas de tratamiento de aguas residuales, por lo que se incrementa la necesidad de conocer
cudl es el efecto toxicoldgico sobre los organismos y por ende su consecuencia en las personas
[14].
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En los afios 70, en EE. UU. se constataron las primeras evidencias de la presencia de
farmacos en el medio acuético, al encontrarse en aguas residuales el acido clofibrico, que es el
metabolito activo de varios reguladores de lipidos en sangre (clofibrato, etofilinclofibrato, y
etofibrato). Sin embargo, no fue hasta principio de los afios 90 cuando se tomo conciencia de la

presencia masiva de farmacos en las aguas [9].

La extensa problematica que se presenta, radica en la enorme diversidad de farmacos
existentes en cuanto a la estructura y funciones; sin embargo, todos poseen una serie de
caracteristicas en comun: muchos son persistentes en el medioambiente, asi como sus metabolitos y
productos de transformacion, por sus efectos fisioldgicos la flora puede volverse méas susceptible a
sus impactos, aunque la concentracion de farmacos sea baja, y la combinacién de ellos puede tener

efectos significativos debido a mecanismos de accion sinérgica [12, 15].

Entre los farmacos mas prescritos en medicina humana, se encuentran el ibuprofeno y el
diclofenaco, pertenecientes a los grupos de analgésicos y antiinflamatorios no esteroideos (AINES),
antiepilépticos como la carbamazepina, antibidticos como la amoxicilina y sulfametoxazol,
seguidos por los betabloqueantes como metoprolol. De ahi que sean los grupos farmacoldgicos mas
investigados, ademas de ser cada vez méas utilizados en veterinaria y en actividades como la

acuicultura, la ganaderia, o la avicultura [9].

Los medicamentos veterinarios estan destinados a tratar las enfermedades y a proteger la
salud de los animales. Su liberacion al medio ambiente se produce de forma directa, como sucede
en las granjas, indirectamente mediante la aplicacion de estiércol animal (que contiene productos

excretados a la tierra) 0 a través de los excrementos de animales directamente en el pasto [16, 17].

El impacto de los medicamentos veterinarios sobre el medio ambiente depende de las
cantidades utilizadas, las practicas de cria de los animales, el método de administracion, la
toxicidad ambiental, las propiedades fisico-quimicas, el tipo de suelo, el clima, las practicas de

manejo relativas al almacenamiento de estiércol y las tasas de degradacion en el estiércol [16].

Dependiendo de las caracteristicas de los suelos y de las propiedades fisico-quimicas de los
farmacos, sus metabolitos y productos de degradacion, estos pueden alcanzar las aguas
subterraneas (contaminando los acuiferos) [12, 18] o bien quedar retenidos en el suelo y

acumularse llegando a afectar al ecosistema y a los seres vivos a través de la cadena tréfica [9].

Las concentraciones a las que se han encontrado farmacos en aguas superficiales, debido a
una incompleta eliminacion en las plantas de depuracion de aguas, 0 en aguas subterraneas como

consecuencia de la escasa atenuacion que experimentan algunos compuestos durante la filtracion a
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través de los suelos, oscilan en el rango de ng-L™ o pg-L™, mientras que en suelos y sedimentos
pueden llegar a ser de g-Kg™ ya que pueden persistir largos periodos de tiempo, como es el caso del
acido clofibrico, cuya vida media se estima en 21 afios [9, 19, 20]. Pero lo que ha causado una
mayor preocupacion a la comunidad cientifica es la presencia de algunos farmacos como el
ibuprofeno, diclofenaco ocarbamazepina en aguas potables [9]. En la figura 1 se muestra, de forma

resumida, las distintas vias de entrada de farmacos a través de las aguas al el medio ambiente.

Medicamentos [ Medicamentos de consumo humano ]
de uso animal
s

[ Excrecion ]-(— [ Hogares ] Eliminacién de residuos
farmacos no utilizados

Reutili 10 )
clicin ™ ¢ ]

residuales : Residuos Incineracién
T A [ Aguas residuales ] domeésticos
|
|

i i ¢ :
i L Plantas de tratamiento , [ Vertedero ] [ Aire]
v de aguas residuales o

L[ suelo | { (depuradoras) | .

AGUA POTABLE

Figura 1. Rutas simplificadas de entrada de productos farmacéuticos al medio ambiente [12].

1.2. LOS FARMACOS

La farmacocinética estudia el curso temporal de las concentraciones de los farmacos en el
organismo, es decir, como el organismo procesa el farmaco administrado, construyendo modelos

para valorar o predecir la accion terapéutica o toxica de un farmaco [21].

Se distinguen cuatro grandes procesos farmacocinéticos: absorcién, distribucion,

metabolismo y excrecion.
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1.- Absorcion: Comprende la entrada del fa&rmaco al organismo desde el exterior al medio
interno, es decir, a la circulacién sistematica. Atravesando las membranas bioldgicas por procesos
pasivos de difusion (filtracion a través de los poros o difusion pasiva directa), transporte
especializado (difusion facilitada o transporte activo), endocitosis, exocitosis, utilizacion de
iondforos y utilizacion de liposomas [22]. Depende de las caracteristicas fisico-quimicas del
farmaco, en aquellos casos en los que el farmaco se administra por una via diferente a la
intravenosa, se produce un fenémeno conocido como eliminacion persistémica, de forma que se
produce la degradacion de forma parcial del fArmaco antes de su distribucion en el organismo,
haciendo asi que su absorcién sea incompleta, de igual manera antes de la distribucion, el farmaco
puede ser absorbido por el tracto gastrointestinal y ser metabolizado en el higado, lo que se conoce

como primer paso hepético [22, 23].

2.- Distribucion: En esta etapa el farmaco es transportado desde el lugar de absorcion hasta
el de accion, permitiendo que llegue a los 6rganos en los que debe actuar o en los que se va a
metabolizar, realizandose el transporte a través de la circulacion sistematica y produciéndose de
diferentes formas, como pueden ser la disolucion en el plasma, la fijacion a proteinas plasmaticas o
la unién a las células sanguineas, ya que para acceder al interior de las células y a las estructuras
celulares, los farmacos deben atravesar las membranas organicas, es por ello que los farmacos mas
liposolubles penetran con mas facilidad y se distribuyen con mayor rapidez que los farmacos
hidrosolubles que suelen ser excretados sin modificar. La concentracién activa del farmaco en el

organismo humano dismunuye como consecuencia del metabolismo y la excrecion [22, 23].

3.- Metabolismo: Este es el proceso de biotransformacion de los farmacos que debido a una
serie de reacciones quimicas y bioquimicas, produce otros compuestos que se pueden eliminar con

mayor facilidad llamados metabolitos [23].

Estas reacciones son causadas por la actividad de ciertas enzimas que se encuentran
principalmente en el higado, aunque también estan presentes en el rifion, el pulmon y el intestinode
forma que un compuesto puede ser modificado en varios sitios de forma simultanea o transformado
mediante reacciones sucesivas, dando como resultado un gran nimero de metabolitos que pueden
ser clasificados segun su actividad biolégica en cuatro grupo: los metabolitos menos activos
bioldgicamente (debido a la pérdida de su actividad bioldgica), los metabolitos activos desde un
punto de vista terapéutico, cuyo compuesto inicial es denominado profarmaco, los metabolitos
activos aunque con una actividad terapéutica distinta a la del farmaco de partida y por altimo los

metabolitos activos desde una perspectiva toxica [23].
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De esta forma el compuesto farmacéutico una vez excretado puede llegar al medioambiente
de forma inalterada, sin sufrir ningin cambio, en forma de sus productos de degradacion, como un
metabolito principal o como una mezcla de varios metabolitos por diversas reacciones bioquimicas
de oxidacién, reduccidn, hidrélisis, conjugaciones, etc. Los farmacos liposolubles pueden
transformarse en sustancias mas ionizables y por ende mas hidrosolubles. Por este motivo, el
metabolismo es un proceso fundamental, que condiciona la actividad farmacoldgica del

medicamento y su eliminacion [12, 22, 23].

[ Administracion del compuesto farmacéutico ]

|

[Absorcién por el tracto digestivo ]

|

FASET:

[ Compuesto farmaceéutico ] — Reacciones de  |—
l degradacion l
Fraccion [ FASE II: Reacciones de conjugacion ]
no absorbida ) l
Complrles.to Complrles.to Metabolitos Metabolitos
fapnaceutlco fanngceutlco conjugados inalterados
malterado conjugado

] ] ) )

EXCRECION DEL COMPUESTO EXCRECION DE METABOLITOS

Figura 2. Reacciones de transformacion de compuestos farmacoldgicos en el organismo [12].

Las reacciones responsables del metabolismo se clasifican en reacciones de fase | y

reacciones de fase Il.

Las reacciones de la fase I, reacciones de degradacion: éxido-reduccion e hidrolisis [12], en
las cuales, los grupos funcionales que se incorporan a la molécula, como los grupos hidroxilo, los
grupos amino o los grupos acido carboxilico aumentando de su polaridad, resultado de estas
reacciones puede ser la inactivacion de la misma con su posterior excrecion, o bien su

transformacion en otra mas activa, susceptible de sufrir posteriores reacciones de fase 1l [23, 24].

Las reacciones de fase Il, son reacciones de conjugacion principalmente con el acido
glucuronico y otros compuestos enddgenos del cuerpo [12]. Tienen como finalidad aumentar el

tamafio de la molécula mediante el acoplamiento a un sustrato enddgeno, provocando su
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inactivacion que en la mayoria de los casos, se producen sobre las moléculas del farmaco o sobre

los productos de las reacciones de fase | [23, 24].

Las transferasas son las enzimas que se encuentran principalmente en el higado y catalizan
estas reacciones de conjugacién cuyos productos se caracterizan por presentar, una mayor
polaridad y ser més solubles en agua que el compuesto de partida, lo que hace que sean excretados
con mayor facilidad [23]. En funcion del sustrato con el que se produzca la reaccion, se distinguen
varios tipos de conjugacion de los que cabe destacar la glucuronidacién que consiste en la
conjugacion del acido glucurénico con alcoholes, fenoles, acidos carboxilicos, aminas aromaticas y
tioles. Siendo considerada como una de las vias metabdlicas mas importantes en el caso de los

farmacos cuyos productos se denominan glucurénidos [23].

Las oxidaciones, al ser muy diversas, son la via de transformacion més habitual, generandose
la pérdida de parte de la molécula o la incorporacion de oxigeno a la misma, se pueden diferenciar
dos tipo de oxidaciones, las oxidaciones microsémicas que son las méas frecuentes en el
metabolismo de farmacos y las oxidaciones no microsémicas, estas son menos comunes y estan
catalizadas por distintas enzimas, entre las que se encuentra el complejo citocromo P450 y la
flavinmonooxigenasa (FMO) localizada fundamentalmente en el microsoma hepatico [23].

Todo este proceso metabdlico tiene lugar en humanos, si nos centramos en los animales, nos
encontramos, que la farmacocinética varia segin la especie de manera que en los animales
carnivoros y omnivoros al ser monogastricos, presentan un proceso de absorcion parecido al que se
produce en humanos teniendo lugar en el intestino delgado, produciéndose el metabolismo en el
higado [23, 25].

4.- Excrecion: Esta es la etapa por la cual los farmacos llegan al medioambiente, la forma en
la que llega depende de las condiciones idiosincraticas de cada individuo para metabolizar el

principio activo, lo cual depende de la edad, sexo y salud [12, 23].

1.3. PROBLEMATICA DE LOS FARMACOS EN EL MEDIOAMBIENTE

Las sustancias farmacoldgicamente activas incluyen compuestos formados por moléculas
relativamente grandes y quimicamente complejas, con diferentes pesos moleculares, estructuras y
funcionalidad. Ademas suelen ser moléculas polares con méas de un grupo ionizable, con
persistencias en el medio ambiente de més de un afio para farmacos como la eritromicina,
ciclofosfamida, naproxeno, sulfametoxazol, etc. y de varios afios para el &cido clofibrico, por lo

que pueden acumularse alcanzando niveles que los conviertan en bioldgicamente muy activos [26].
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Asi, por ejemplo, s6lo un 2-3% de la dosis administrada de carbamazepina es excretadasin
cambios. Para el diclofenaco, se excreta el 1% como tal y el 60% en forma de glucuroénidos. En el
caso del bezafibrato que es un antilipemiante, de la dosis administrada, se excreta un 50% en forma

de glucurénidosy un 20% en su forma original [26, 27].

Por otro lado, y aunque a corto plazo parece que no se pueden detectar efectos graves sobre
la salud o sobre el medio ambiente, si resultan probables, los efectos potencialmente acumulativos
de los farmacos a medio y largo plazo ya quepueden ocasionar cambios en el medio ambiente y/o
dafos en el hombre, como son tanto la proliferacion de microorganismos resistentes a los
antibidticos y la combinacion de diferentes metabolitos y compuestos biolégicamente activos
formando una especie de coctel farmacolégico puede ser capaz de potenciar los efectos negativos
[26].

Las Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales (EDARS) no eliminan totalmente los
farmacos de las aguas residuales, existiendo ademas evidencias de que muchas de estas sustancias
son poco 0 nada biodegradadas en el medio ambiente [26, 28]. Los compuestos hidrofilicos
resistentes a la degradacion pueden permanecer disueltos en la fase acuosa o adsorberse a los
fangos [26].

Como se ha mencionado anteriormente, las primeras evidencias de la presencia de farmacos
en el medioambiente hacen referencia a la deteccion del acido clofibrico, en aguas residuales de
EE.UU. en la década de los afios 70. En Espafia se ha constatado la presencia de otros farmacos,
como en los anlisis realizados en el rio Ebro en el afio 2005, detectandose ibuprofeno (60 ng-L™),
acetaminofen (42 ng-L™), gemfibrozil (46 ng-L™), atenolol (72 ng-L™) ycarbamazepina (30 ng-L™)
[29]; esta Gltima fue también detectada en los afios 90 en aguas superficiales de Alemania en
concentraciones de 1075 ng-L™ [30]. Es por ello que diversos autores han constatado que la
carbamazepina no es eliminada de forma total de las aguas residuales al pasar por los sistemas de

tratamiento de aguas [31].

Cuatro de los farmacos mas comlnmente utilizados: paracetamol, &cido acetilsalicilico,
ibuprofeno y diclofenaco, Gnicamente el diclofenaco tiene bajos rendimientos de eliminacién
mientras que los tres primeros son facilmente degradados en las depuradoras, de hecho solo un 4%
del paracetamol es eliminado, en tanto que la amoxicilina lo es en un 60%. El bezafibrato (10-97%)
y el ibuprofeno (12-86%) se eliminan parcialmente en las EDAR, con rendimientos claramente
dependientes de la edad de los lodos, sin embargo, en el caso del diclofenaco, la reduccién es
independiente de la edad del lodo [26, 32, 33].
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Entre el grupo de los antibidticos, las penicilinas se hidrolizan facilmente en el agua mientras
que las tetraciclinas precipitan facilmente con cationes como el calcio, acumulandose en los lodos
[26, 34].

La mayor parte de estas sustancias al no ser degradadas completamente en las depuradoras
de aguas residuales, son vertidas con los efluentes y acaban en las aguas superficiales y
subterraneas. En estudios realizados a comienzos del siglo XXI con analgésicos, antilipemiantes y
anticonvulsivos, se ha demostrado que para todos estos farmacos salvo para los antiepilépticos, las
plantas depuradoras que trabajaban con sistema de lodos activados mostraban concentraciones
inferiores de analgésicos y antilipemiantes en sus efluentes en comparacion con las depuradoras

gue operaban sin tratamiento de lodos [26].

En el caso del diclofenaco, diversas investigaciones confirman que produce efectos adversos
perjudiciales a una amplia variedad de especies de la fauna salvaje. Estos efectos negativos se
centran en el sistema renal de la mayoria de estas especies de animales, siendo particularmente
perjudicial en las aves [16, 35].

En nameros estudios cientificos se ha constatado que la utilizacion del diclofenaco en el
ganado provocaba una insuficienca renal en las aves carrofieras que ingerian los cadaveres
medicados, con la consiguiente muerte de dichos individuos [36]. observandose que varias aguilas
esteparias (Aquila nipalensis) encontradas muertas en un vertedero del estado de Rajastan (India)
tenian residuos de diclofenaco en sus tejidos y presentaban los mismos signos clinicos de
insuficiencia renal observados en buitres de género Gyps intoxicados por este farmaco [16]. El
descenso de la poblacién de buitres fue causado fundamentalmente por el diclofenaco [16, 37], que
se utilizaba para tratar el ganado doméstico frente a distintas patologias, de forma que los buitres
estaban expuestos al farmaco cuando consumian los cadaveres de los animales que habian sido
tratados con este farmaco poco antes de la muerte. Estas aves carrofieras morian por fallo renal
poco dias después de la exposicion, es decir, tras la ingesta de los tejidos contaminados con
diclofenaco. De igual manera, se ha descrito que el diclofenaco afecta a los tejidos de las branquias
y de rifiones en peces de agua dulce, lo que sugiere también un posible riesgo para este tipo de

poblaciones [16].
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1.4. CARACTERISTICAS DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS ESTUDIADOS

1.4.1 AINTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AINEs)

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son desde el punto de vista quimico un grupo
de farmacos heterogéneos [38], en general son acidos debiles que son secuestrados al interior de las
células que se encuentran en medios acidos, como en el estdbmago, el rifion o las articulaciones

inflamadas; este proceso se denomina atrapamiento iénico [38, 39].

El principal mecanismo de accién de estos farmacos es la inhibicion la produccion de
prostanoides mediante el bloqueo de la enzima ciclooxigenasa (COX), por tanto inhibian la
formacion de prostaglandinas (PGs) y tromboxanos (TXs), dentro de la via metabodlica del &cido
araquidénico. Las PGs regulan situaciones patoldgicas, como pueden ser los procesos
inflamatorios, el dolor y la fiebre mientras que los TXs, son miembros de la familia de los
eicosanoides, grupo de sustancias lipidicas que poseen un gran espectro de acciones bioldgicas
[38].

En 1991 se comprobd que no existia una sola enzima COX, sino que al menos habia dos
tipos: se denominaron COX-1y COX-2 que presentan la misma afinidad por el acido araquidénico
y una capacidad similar para convertirlo en PGH, (forma precursora de las otras PGs) [38].

Ambas enzimas muestran un 60% de identidad aminoacida [40], poseen la misma masa
molecular y tienen sitios activos similares para su sustrato natural y para el bloqueo por AINEs,
unos inhibiran sobre todo la COX-1, otros desarrollaran preferencia sobre la COX-2, algunos seran
inhibidores exclusivos de la COX-2 y sin embargo otros lo seran de ambas isoenzimas de forma
equivalente, ya que todos los AINEs comparten modo de accion pero no todos presentan la misma

afinidad por la enzima [38, 40].

De manera que los AINEs se unirian a la COX, bloqueando la transformacion de &cido
araquidénico en prostaglandinas, provocando que el metabolismo del acido araquidénico se
desplace por otra ruta: la de la lipooxigenasa, originando a un aumento de la produccion de otros
mediadores quimicos, pertenecientes igualmente a la familia de los eicosanoides, como son los
leucotrienos (LTs) [38].

La inhibicién reversible competitiva con el acido araquidénico es el proceso por el cual
acttan la mayoria de los AINEs, aunque el mecanismo de interferencia de la COX no es comdn
para todos los AINEs, cabe destacar la inhibicion irreversible llevada a cabo exclusivamente por el
acido acetilsalicilico, asi como la inhibicion reversible no competitiva realizada por el paracetamol
[40].
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La enzima COX-1 se ha clasificado como una enzima constitutiva, es decir, presente en la
mayoria de los tejidos y plaquetas sanguineas desarrollando un gran papel fisiol6gico al estar
involucrada en las funciones de regulacién de la actividad celular, como coordinacién de la accion
de las hormonas circulantes y de la homeostasia vascular, mientras que la COX-2 es una enzima de
tipo inducible, que estd ausente o en muy bajasconcentraciones en las células normales, pero es
estimulada a gran velocidad por mediadores inflamatorios, el factor de necrosis tumoral, factores
de crecimiento o endotoxinasbacterianas que se liberan en el lugar de inflamacion [37, 39].

En la siguiente figura se muestra de forma esquematica la liberacion y sintesis de
eicosanoides a partir del acido araquiddnico, siendo HPETE el &cido hidroxi-peroxi-

eicosatetraenoico y PGG; la prostaglandina G, [38].

Membrana celular
{Fosfolipidos)

Estimulos fisicos o _
quimicos, inflamatorios ) | Fosfolipasa A,

O mitogeénicos

Lipooxigenasa

[ Acido araquidénico ]

Inflamacion
Rifion

Ciclooxigenasa

Inflamacion
Plaguetas
Riion

Ciclooxigenasa
COX-1 COX-2

( w  (constructiva) (inductible) ,
[ AINES }

Glucocorticoides

v L 3

PGG, HPETE

Figura 3. Sintesis de eicosanoides a partir del 4cido araquidénico [38].

La inhibicién de la COX-2 evidenciaria la actividad antiinflamatoria, mientras que la
inhibicion de la COX-1 justificaria los efectos adversos, al suprimirse la sintesis de eicosanoides
necesarios para las funciones fisiologicas del organismo [40]. Por lo que la mayor o menor
actividad frente a cada una de estas isoenzimas seria crucial en la incidencia de los efectos adversos

que surgen tras la administracion de distintos AINEs a dosis terapéuticas [40].

Al ser la mayoria de los AINEs &cidos organicos débiles, su eliminacion renal varia segun el

pH de la orina. El atrapamiento ionico de las moléculas ionizadas (poco liposolubles) en orinas
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alcalinas favorece la excrecion en los herbivoros, observandose lo opuesto en carnivoros y
omnivoros, en los cuales la orina es generalmente acida, por lo que la ionizacion esta suprimida, la
molécula es mas liposoluble y por lo tanto facilmente reabsorbida [40]. Es por ello que solo
pequefas fracciones de la dosis administrada de la mayoria de los AINEs son eliminadas sin
transformaciones en orina, con independencia de la especie, asumiéndose que casi todos los AINEs
son inicialmente biotransformados a nivel hepético a metabolitos activos o inactivos. Como es el
caso del 4cido acetilsalicilico y la fenilbutazona que son convertidas respectivamente a salicilato y

la oxifenbutazona, metabolitos mucho mas activos que el farmaco inicial [40].

1.4.1.1. DICLOFENACO

El diclofenaco es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo, perteneciente a la familia de los
acidos aril-acéticos, teniendo como principal mision farmacolégica la reduccion de la fiebre, el

dolor y la inflamacién, mediante la inhibicién del metabolismo del &cido araquidénico [16, 41].

La biotransformacion del diclofenaco tiene lugar por glucuronidacién de la molécula intacta,
ya gue aproximadamente el 60% de la dosis administrada de diclofenaco se excreta con la orina
como conjugado glucurdnido de la molécula intacta, de manera que solo el 1% se excreta como
sustancia inalterada. El resto de la dosis se elimina como metabolitos principalmente por
hidroxilacién y metoxilacién, la mayoria de los cuales son también convertidos a conjugados
glucurénidos, (3"-hidroxi-, 4"-hidroxi-, 5-hidroxi-, 4°5-dihidroxi- y 3"-hidroxi-4"-metoxi
diclofenaco) a través de la bilis con las heces y siendo bioldgicamente activos pero en mucho

menor grado que el diclofenaco [42].

Entre los efectos secundarios y las reacciones adversas, cabe destacar los trastornos
digestivos, trastornos del sistema nervioso central, de los sentidos, en la piel y trastornos renales,
estos ultimos son los mas significativos en animales susceptibles, dando lugar a insuficiencia renal

aguda que suele ser reversible tras la retirada del farmaco [16, 41].

La presencia de diclofenaco en las aguas residuales es un problema debido a su baja tasa de
eliminacion en los procesos de tratamiento de aguas residuales, lo que hace que el diclofenaco sea
uno de los principios activos mas frecuentes en los efluentes de las aguas superficiales, cuyas

concentraciones van desde ng-L™ hasta pg-L™ [9].
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1.4.1.2. IBUPROFENO

El ibuprofeno es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo derivado del &cido propandico
con marcadas propiedades antiinflamatorias, analgésicas, y antipiréticas.

Es ampliamente metabolizado en el higado por hidroxilacién y carboxilacién del grupo
isobutilo careciendo sus metabolitos de actividad farmacoldgica, cuya eliminacion (principalmente
renal) se considera total al cabo de 24 horas. Aproximadamente un 10% se elimina de forma
inalterada, en cambio un 90% se elimina en forma de metabolitos inactivos, principalmente como
glucuronidos [42]. Ademas, en las primeras 24 horas se elimina el 60% de la dosis mientras que en
los 5 dias posteriores a la ingesta de ibuprofeno se elimina del 80 al 100% de la cantidad del
farmaco [23, 43].

Entre los procesos de biotransformacion que puede sufrir este farmaco en el organismo
destacan la inversion enantiomérica y el metabolismo oxidativo [23]. La inversion enantiomérica es
necesaria para que se genere la transformacion del forma del ibuprofeno R (-), que es inactiva, al
enantibmero S (+), que es farmacoldgicamente activo [23, 44]. Mientras que el metabolismo
oxidativo, produce varios metabolitos que seran eliminados en distintas concentraciones y por
diversas vias. De forma que aproximadamente el 66% del fArmaco se excreta por via renal;

mientras que el 34% por via biliar [23].

Obteniéndose cuatro metabolitos, de los cuales tres de ellos son productos de la
hidroxilacién alifatica del ibuprofeno (1-hidroxiibuprofeno, 2-hidroxiibuprofeno y 3-
hidroxiibuprofeno) y siendo el carboxibuprofeno, producto de la oxidacién del 3-hidroxiibuprofeno

hasta &cido carboxilico [23, 44].

Puesto que la molécula de ibuprofeno presenta caracter quiral, sus metabolitos tendran
también centros quirales, dando lugar a la aparicion de enantiomeros y estereoisémeros, como por
ejemplo los dos enantiomeros del 2-hidroxiibuprofeno y los cuatro estereoisomeros del

carboxiibuprofeno [23, 44].

1.4.2. ANTIEPILEPTICOS
1.4.2.1. CARBAMAZEPINA

La carbamazepina es un farmaco anticonvulsivante que se utiliza en el tratamiento de las
convulsiones tdnico-clonicas y de las crisis complejas o simples (con o sin pérdida de la

conciencia), aunque también se ha demostrado su efectividad en el tratamiento de algunos
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desordenes psiquiatricos, como son la mania depresiva y la conducta agresiva producida en la
demencia senil, asi como en el tratamiento del dolor de origen neuroldgico, posee adicionalmente,
propiedades anticolinérgicas, antirritmicas, relajantes musculares, sedantes y bloqueantes

neuromusculares [45, 46, 47].

El mecanismo de accion de la carbamazepina no es del todo bien conocido, se cree que
estabiliza las membranas nerviosas hiperexcitadas, inhibe las descargas neumorales y por tanto
reduce la propagacién sinaptica de los impulsos excitatorios. Previniendo de esta forma las
descargas repetitivas de potenciales de accidn dependientes de sodio en las neuronas despolarizadas

via uso y bloqueando de los canales de sodio voltaje dependientes [45, 47].

Por otra parte, la reduccion del glutamato y la estabilizacion de las membranas neuronales
pueden ser los responsables de los efectos antiepilépticos, en tanto que los efectos antipsicoticos se
deben a la reduccion de la produccion de dopamina y de la noradrenalina [45].

Después de una administracion oral de carbamazepina es excretado el 28% en las heces y el 72% es
en la orina, de la cual aproximadamente el 2% no sufre modificaciones, alcanzando el medio
ambientes a través de las aguas residuales y cerca del 1% se elimina como 10,11-ep6xido-
carbamazepina, metabolito farmacolégicamente activo [45], siendo otros metabolitos importantes
el derivado 10,11-transdiol y su glucurénido, la baja eficacia de eliminacion en las plantas de
tratamiento de aguas residuales [31], asi como el metabolito 10,11-dihidro-10-hidroxi-
carbamazepina, encontrado junto con el metabolito 10,11-epdxido-carbamazepina en altas

concentraciones en aguas superficiales [48].

1.4.3. FLUOROQUINOLONAS

Las quinolonas son una familia de antibidticos de gran importancia en el manejo de muchas

enfermedades comunitarias y nosocomiales [49].

El origen de las quinolonas fue el &cido nalidixico (quinolona de primera generacion) [49]
descubierto por Lesher en 1962, que presentaba una actividad antimicrobiana efectiva contra
bacterias Gram-negativas y alcanzaba unas concentraciones terapéuticas en orina por lo que solo se
empleaban para tratar infecciones del sistema urinario. Los compuestos que lo siguieron (acido
oxolinico, acido pipemidico, cinoxacina) no presentaban grandes diferencias con rescpecto a la
molécula inicial, pero posteriormente en 1985 aparecieron las fluoroguinolonas con unas
propiedades farmacocinéticas muy ventajosas y una toxicidad muy reducida lo que hacen que hoy

en dia sigan estando muy presentes en la investigacion cientifica para la obtencién de nuevos
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medicamentos antibacterianos. Desde el punto de vista microbioldgico, originalmente eran activas
contra gérmenes aerobios Gram-negativos, pero mas tarde extendieron su espectro hacia aerobios
Gram-positivos y bacterias atipicas. Actualmente las nuevas fluoroquinolonas por el momento

empleadas Unicamente en medicina humana, también son activas contra gérmenes anaerobios [50].

Las fluoroquinolonas surgen con la incorporacion de un atomo de fldor en la molécula. La
sustitucion de un atomo de fllor en la posicion seis, mejora la unién a su enzima diana, el ADN
girasa bacteriana, aumentado de esta forma la introduccién dentro de la célula hasta 70 veces con
respecto a las quinolonas, la incorporacion del fldor supuso un salto cualitativo en el desarrollo de
estos compuestos, puesto que no se incrementd solamente la eficacia contra los patégenos Gram-
negativos, sino que también se aument6 el espectro de actividad al actuar contra los patdgenos
Gram-positivos [51], absorbiéndose muy bien por via oral, lo que hace que se alcancen importantes
concentraciones tisulares y al poseer una vida media relativamente prolongada permiten ser

dosificarlas en intervalos de 12 a 24 horas [50].

Las quinolonas son agentes totalmente sintéticos bactericidas cuyo mecanismo de accion es
la inhibicién de la sintesis del ADN bacteriano, introducen a la célula a través de porinas (canales
de agua de la membrana), e interfieren con la accion del ADN girasa una enzima bacteriana
involucrada en la mayoria de los procesos bioldgicos que comprometen al ADN, tales como la
transcripcion, recombinacidn, replicacion y reparacién del mismo (topoisomerasa 1), al inhibir esta
enzima forman complejos enzimaticos con la misma, esto ocurre para los gérmenes Gram-
negativos. Para gérmenes Gram-positivos la accion es mayoritariamente a nivel de los complejos
de la topoisomerasa tipo 1V [49, 51].

En el caso de las fluoroquinolonas su mecanismo de accion es el mismo que el de las
quinolonas pero tienen una excelente actividad contra una gran variedad de patégenos veterinarios

Gram negativos y han demostrado significativa actividad contra patégenos intracelulares [51].

Posteriormente surgieron las quinolonas de segunda generacion, como la ciprofloxacina y la
enrofloxacina y tercera de tercera que poseen una amplia utilidad terapéutica a partir de una serie
de modificaciones estructurales que determinan sus caracteristicas farmacoldgicas que permiten su
uso por via oral para tratar de manera eficaz diversas infecciones sistematicas, las cuales
anteriormente solo podian ser tratadas con antibi6ticos, es por ello que poseen un espectro de

accion extraordinario [49, 51, 52, 53].

Aungue se han sintetizado muchas de ellas, las més conocidas entre las desarrolladas y
usadas en medicina y veterinaria incluyen la amifloxacina, ciprofloxacina, enrofloxacina,

marbofloxacina o norfloxacina [51].

77



Introduccion

1.4.3.1. CIPROFLOXACINA

La ciprofloxacina es un agente antimicrobiano de la clase de las fluoroquinolonas, activo
frente a un amplio espectro de gérmenes Gram-negativos aerobios y frente a gérmenes Gram-
positivos [51, 54].

Los efectos antibacterianos de la ciprofloxacina se deben a la inhibicion de la topoisomerasa
IV y de la ADN-girasa bacteriana que tiene dos subunidades. Estas topoisomerasas alteran el ADN
introduciendo pliegues stper helicoidales en el ADN de doble cadena, facilitando el desenrollado
de las cadenas. Las quinolonas inhiben estas subunidades impidiendo la replicacion y la
transcripcion del ADN bacteriano, aunque no se conoce con exactitud porqué la inhibicion de la

ADN-girasa conduce a la muerte de la bacteria [54].

La ciprofloxacina se distribuye ampliamente por todo el organismo, siendo minima su unién
a las proteinas del plasma, sin embargo alcanza grandes concentraciones en la bilis, los pulmones,
los rifiones, el higado, la vejiga, el Gtero, el tejido prostéatico, el endometrio, las trompas de Falopio
y los ovarios. En los pacientes con la funcion renal la normal semi-vida de eliminacion es de 3-5

horas, pero puede aumentar a 12 horas en sujetos con insuficiencia renal [54].

1.4.3.2. ENROFLOXACINA

La enrofloxacina es un fluoroquinolona desarrollada exclusivamente para ser usada en
medicina veterinaria, considerado poco téxico en la mayoria de los animales aungue presenta

efectos toxicos en algunas especies animales [51].

Presenta un alto indice terapéutico pudiendo suministrarse de forma eficaz y segura en
terapias combinadas con otros medicamentos, lo que hace que sea muy empleada en diferentes
especies domésticas, exdticas y silvestres [55]. Asi por ejemplo, en bovinos, ovinos y equinos la
enrofloxacina tiene una amplia y rapida distribucién por todo el organismo, lo mismo ocurre en
terneros, encontrandose concentraciones altas a las 12 horas de administracion de la dosis en bilis,
orina, higado, rifiones, corazén, pulmon y bazo. En cerdos la eliminacién se produce de forma lenta
pero con niveles elevados en las mucosas nasales, pulmones, higado, musculo, tejido linfatico y
pared intestinal. De igual manera, se ha observado un incremento en la frecuencia e intensidad de
los ataques en perros epilépticos bajo tratamiento cuando se encuentran bajo la administracion de

enrofloxacina [56, 57].
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La enrofloxacina se metaboliza a ciprofloxacina [53], (principalmente en el higado) la cual
es responsable de una considerable parte de la actividad antimicrobiana, incluso contra
microorganismos poco susceptibles o resistentes a los antimicrobianos de uso corriente en animales
[55].

1.4.3.3. FLUMEQUINA

La flumequina es una quinolona monofluorada de primera generacion su actividad
bactericida cuyo espectro de accion se centra principalmente en bacterias Gram negativas aungue
también actla sobre las Gram-positivas. Su mecanismo de accién, al igual que el resto de las
quinolonas ocurre por la inhibicion de la ADN-girasa (topoisomerasa Il) bacteriana, impidiendo la
rotacion axial negativa de la molécula de ADN y de la topoisomerasa IV bloqueando el proceso de
replicacion, transcripcion y recombinacién del ADN bacteriano [58, 59].

Tras su administracién oral alcanza a las 2 horas su concentracion maxima plasmatica,
localizdndose en sangre flumequina inalterada y su metabolito hidroxilado, con menor actividad
Entre el 40 y 60% de la dosis absorbida en forma de farmaco sin modificar es excretada por la
orina mientras que el resto es eliminado en forma de metabolito inactivo glucoconjugado, en tanto

que una pequefia pocion se elimina por heces [59].

En peces, después de su absorcion por via oral se aprecia una distribucion de forma rapida y
amplia por todo el organismo, realizandose el metabolismo en el higado y la excrecion en su
mayoritariamente en forma de flumequina inalterada en la agallas como es el caso del salmén
(60%), via urinaria y via biliar que presentan concentraciones mas altas en agallas e higado y en

menor proporcidn en los huesos y piel y por ultimo en musculo [58].

En la siguiente tabla se recogen los principios activos de estudios, sus estructuras
composiciones elementales, asi como sus propiedades fisicoquimicas y las siglas utilizadas para

nombrarlos a lo largo de esta Tesis.
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los compuestos farmacéuticos seleccionados.

Compuesto Sigla Estructura Clase terapéutica Log P pKa logkow  Composicion elemental
[s]
_ al oH Antiinflamatorio no
Diclofenaco DCL H ) 4.02 4.15 451 C14H13C12NO,
esteroide
[al]
Antiinflamatorio no
Ibuprofeno IBU ) 3.72 441 3.97 C13H150,
esteroide
NH,
Carbamazepina CBZzZ . Agente antiepiléptico 2.67 13.9 2.45 C1sH12N,0
/
M.
Flumequina FMQ Antibiotico 2.41 5.70 2.60 C14H1:FNO3
OH
0 (o]
Enrofloxacina ENR Antibiotico 1.88 6.43 0.70 C19H2FN30,
Ciprofloxacina CPR Antibidtico 0.65 6.43 0.28 C17H18FN30;

80



Introduccion

2. METABOLISMO EN PLANTAS

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que realizan las células de los seres
vivos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas simples u obtener sustancias mas
simples a partir de la degradacién de sustancias complejas. La mayor parte del carbono, del
nitrégeno y de la energia termina en moléculas comunes a todas las células, presentes en todos los
seres vivos, como es el caso de los aminoacidos, nucle6tidos, azlcares y lipidos que desempefian

las mismas funciones en todas las plantas, estos forman parte del metabolismo primario [60].

Los organismos vegetales producen una gran diversidad de compuestos quimicos, una parte
de estos son sintetizados en las rutas del metabolismo primario, a partir del cual se producen los
componentes que participan en el proceso fotosintético o en el metabolismo respiratorio. El resto,
gue no son directamente esenciales para estos procesos, se originan por las vias del metabolismo
secundario [61], que les permite producir y acumular distintos compuestos quimicos, ya que las
plantas destinan una parte del carbono asimilado y de la energia a la sintesis de distintas moléculas
organicas que no poseen una funcién evidente en los procesos de fotosintesis, respiracion,
asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos y que
se denominan metabolitos secundarios, ya que provienen del metabolismo secundario de las plantas
[60].

Metabolismo [ Metabolismo primario ] Metabolismo
secundario secundario

Fotosintesis

Glucosa —— Carbohidratos

-
Flavonoides <--{{- Unidades f—Gl‘LlCéliSi‘:“g(—‘

Fenilpropanoides COIJSTT‘IY&HTES l
r - - - - ~Aminoacidos Tet
ix A o penos
Alcaloides Acetil-CoA g Esteroides

t - - - 4F Acidosnucleicos / \

Ciclodel  Acidos grasos
acido citrico Lipidos

Figura 4. Elementos basicos del metabolismo de plantas [60].
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Estos metabolitos secundarios, aparte de no presentar una funcién especifica en los procesos
anteriormente mencionados, se diferencian de los metabolitos primarios por tener una distribucion
limitada en el reino vegetal, es decir, no en todos los grupos de plantas se encuentran todos los
metabolitos secundarios, puesto que la cantidad, la sintesis de metabolitos secundarios y la relacion
entre distintos constituyentes dependen tanto del género y de la familia a la que pertenezca la
planta, como de los factores internos y externos que la rodean, es decir, de su relacion con el medio
ambiente [60].

La capacidad para sintetizar compuestos secundarios ha sido seleccionada mediante el curso
de la evolucion segln las necesidades de cada planta. Las plantas estan expuestas a factores
bidticos y abidticos con los cuales han co-evolucionado y la presién ejercida por estos a los largo
del proceso evolutivo establecen el desarrollo en los vegetales de rutas de biosintesis a través de las
cuales sintetizan y acumulan en sus 6rganos una gran variedad de metabolitos secundarios [61].
Desarrollando un papel trascendental en las interacciones de la planta con el medio que les rodea,
como por ejemplo, los aromas florales y los pigmentos se emplean para atraer polinizadores,
principalmente insectos [61, 62].

Las plantas sometidas al estrés almacenan con frecuencia estos metabolitos como respuesta a
elicitores o sefiales moleculares producidas por la accion de microorganismos patégenos o un
ambiente desfavorable, que la planta identificagracias a los receptores presentes en la célula vegetal
[61].

Se calcula que el genoma vegetal contiene entre 20.000 y 60.000 genes y posiblemente entre
un 15 y un 25% de esos genes estan implicados en el metabolismo secundario. EI genoma de una
especies vegetal especifica descifra Gnicamente una parte irrelevante de todas las enzimas que
serian necesarias para sintetizar el conjunto completo de metabolitos secundarios hallados en el

reino vegetal [61].

Las plantas aromaticas y medicinales poseen relacion con todo lo desarrollado al
caracterizarse por la produccién, derivada del metabolismo secundario, de una serie de
componentes llamados principios activos, con aplicaciones en la medicina, industria aromética y
alimentaria [61]. En las plantas aromaticas, sus principios estdn formados, total o parcialmente, por
aceites esenciales que otorgan a las plantas, a su extracto o a los productos con los que se mezcle,

un aroma agradable al olfato [61, 63].

Diversos estudios cientificos realizados en los ultimos afios demuestran la capacidad que

tienen las plantas para acumular los contaminantes emergentes en el suelo y en los tejidos
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comestibles. Asi numerosas investigaciones han demostrado por ejemplo que la presencia de los

pesticidas, son metabolizados por las plantas en las fases I, 11 'y 111 [64].

Las enzimas gque presentan una elevada capacidad metabdlica, capaces de desintoxicar los
compuestos xenobidticos, son la citocromo P450 monooxigensa, la glicisiltranferasa y la glutation
S-transferasa [65].

Estas se encuentran distribuidas en las tres grandes fases del metabolismo vegetal, la fase I,
tiene lugar en el reticulo endoplasmatico de la célula vegetal la transformacion de los compuestos
xenobioticos a compuestos mas solubles a través del citocromo P450 monooxigenasa, mediante
procesos de transformacion como la oxidacién, la reduccion y la hidrolisis, siendo méas reactivos
gue el compuesto original por la incorporacién de grupos funcionales como —OH, —NH,, 0 —-SH
[64, 66, 67].

A continuacién en la fase Il que se produce en el aparato de Golgi la conjugacion con
glucosidos a través de la enzima glicisiltranferasa o una glutation via glutation S-transferasa, o
animodcidos para disminuir la toxicidad, es decir, los compuesto activados se conjugaron también
con moléculas endbgenas, como carbohidratos, acido malénico o sulfato, la conjugacién de
aminoacidos es generada como una reaccion lateral en lugar de un paso principal de

desintoxicacion [64, 66].

Finalmente en la fase 111, se produce la compartimentacion de xenobidticos y metabolitos en
la vacuola (almacenamiento en la vacuola de la planta) con su siguiente reaccién de mediante la
unién a la pared celular [64, 66]. En la siguiente figura [68] se muestra el corte de una célula

vegetal y sus tres fases del metabolismo de los compuestos xenobioticos.

)
BT

Transformacion

l

Reticulo endoplasmatico

Compartimentacion

l

Vacuola

Conjugacion

l

Aparato de Golgi

Figura 5. Célula vegetal.
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Por ejemplo en el caso del diclofenaco, este experimenta un metabolismo réapido, en el cual
los principales metabolitos provenientes del la fase | y la fase Il son las formas hidroxiladas 4-OH-
diclofenaco y 5-OH-diclofenaco y las formas conjugadas 4-O-glucopiranosiloxidiclofenaco y 4-OH
—glutation y diclofenaco [69, 70], ademas segln los autores, se ha constatado la formacion del
reactivo diclofenaco-2,5-iminoquinona, debido a la actividad de las peroxidasas de las plantas [69,
71].

En mamiferos se produce inicialmente una hidroxilacion de uno de los anillos de fenilo que
se cataliza mediante el citocromo P450 monooxigenasas, los dos metabolitos mas comunes son el
3'y el 40H-diclofenaco y una forma doble hidroxilada en la posicién 4'y 5°, a continuacion tiene
lugar el metabolismo en la fase que se realiza a través de la glucuronidacion en el grupo acido
carboxilico de la molécula, formandose en muy pequefias cantidades los conjugados de sulfato y

glutatién, pero solo conocido en mamiferos [70].

3. PROCESOS DE BIORREMEDIACION

En la década de los afios 80 surgi6 el término de biorremediacidn, referido a la posibilidad de
aplicar estrategias de remediacion ambiental con una base bioldgica [72], utilizando la capacidad
de los microorganismos para realizar procesos degradativos, limpiar el suelo y las aguas
contaminadas, es decir, utilizar elementos bioldgicos que favorecieran la oxidacién, degradacion,

transformacion y completa la mineralizacidn de distintos contaminantes [73].

Estos métodos de tratamiento biol6gico estan sujetos a la capacidad de los organismos para
degradar o reducir los contaminantes organicos presentes en el medio ambientea productos inocuos
(diéxido de carbono, agua y biomasa) a través de reacciones bioquimicas, o hasta ciertas
concentraciones que no produzcan efectos nocivos ni en el medioambiente ni en la salud humana.
Estos procesos han adquirido en los ultimos afios una gran importancia, por ser procesos de bajo
coste y “amigables” con el medio ambiente, en comparacion con los procedimientos fisicos y

guimicos tradicionales [73, 74, 75].

Dichos procesos de biorremediacién puede tener lugar durante afios, ya que para que se lleve
a cabo en su totalidad, recuperandose y restaurandose las areas contaminadas, se ven implicados
varios factores como la cantidad de contaminantes, las condiciones ambientales las cuales
favorecen la proliferacion y la actividad de los organismos que se utilizan, asi como la composicion

de los suelos, la disponibilidad de nutrientes y el grado de contaminacion [73].
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Entre las distintas técnicas de biorremediacion cabe destacar la bioestimulacion, que es el
proceso por el cual la flora microbiana autéctona es estimulada al adicionarse oxigeno, agua y
nutrientes minerales, con el fin de facilitar la degradacion de contaminantes [75, 76] o la
fitorremediacion, en la cual se emplean plantas para reparar los suelos contaminados por
compuestos organicos, ya gue éstas remueven y son capaces de destruir a los contaminantes, o lo
gue es lo mismo, restablecer el suelo contaminado para que vuelva a su condicién inicial natural
con el fin de ser utilizado para el cultivo. Diversos estudios han avalado la capacidad que tienen las
plantas y en concreto a la zona rizosférica (zona de la raiz de la planta en contacto con el suelo) en
la reduccidén de distintos contaminantes tales como insecticidas y herbicidas presentes en el suelo
[75].

Dado que no todas las plantas realizan los mismos procedimientos bioguimicos para
degradar los distintos contaminantes, la fitorremediacién se puede clasificar en funcién de la
actividad fisioldgica de las plantas al enfrentarse a los contaminantes, teniendo de esta forma
plantas capaces de remover contaminantes inorgdnicos para posteriormente acumularlos en sus
tejidos, (fitoextraccion/ fitoacumulacion/ fitomineria) y plantas que participan en la disminucion de
los contaminantes de las aguas subterréneas, asi las plantas son utilizadas como un “sistema de

bombeo” de agua contaminada mediante el proceso de transpiracion (fitobombeo) [73].

Por otro lado, existen plantas con la capacidad de liberar enzimas especificas o cofactores
enzimaticos que hacen posible que un contaminante organico sea transformado o degradado

mediante procesos de fitotransformacioodn o fitodegradacion [73].

Las enzimas expulsadas por la planta en la rizosfera de las plantas fitorremediadoras, tienen
una gran labor en la degradacion de los compuestos organicos, por ejemplo la dehalogenasa,

nitroreductasa, lacasa y nitrilasa son capaces destruir contaminantes de origen organico [75].

Distintas plantas han sido utilizadas en la fitorremediacion de diclofenaco, como es el caso
del alamo, que presenta una gran actividad enzimatica, la enzima glutatién-S-transferasa aumentd
de forma significativa en las raices del dlamo después de estar sometido a una exposiciéon de
diclofenaco, observandose un incremento de la actividad de la peroxidasaascorbato y glutation
reductasa en la exposicion a corto y medio plazo del diclofenaco, esto pone de manifiesto la

capacidad que tiene el &lamo para la eliminacion del diclofenaco en agua [69].

Otros autores como han expuesto la susceptibilidad del diclofenaco a la fotodegradacion, en
concreto Poirier-Larabie et al [77] vieron una foto6lisis rapida de diclofenaco, de modo que solo el
14% de la concentracion inicial de diclofenaco permanecia en agua dentro de las 24 horas de la

exposicion a la luz solar artificial [69, 77].
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Al respecto, en otros estudios cientificos se sefiald que el trigo es capaz de estimular a la
enzima tolueno-o-monooxigenasa por su expresién mediante la bacteria Pseudomonas fluorescens
y degradar compuestos como el tricloroetileno. Siendo utilizados tanto el trigo como las plantas,
cafia de azucar, trébol, arroz, maiz, chicharo, pastos, algodén, alfalfa, tabaco, lino y soya en la
fitorremediacion de suelos contaminados por compuestos orgdnicos como el petrleo y sus
derivados [75].

Por ejemplo, estudios Ilevados a cabo por He Y. et al. han constatado que los metabolitos de
ibuprofeno encontrados en P. australis, fueron parecidos a los metabolitos encontrados en
mamiferos y microbios, sin embargo en los otros trabajos cientificos del metabolismo de
ibuprofeno realizados en la planta acuatica Lemnagibba L, un tipo de lenteja de agua, detectaron
hidroxi-1IBU y 1,2-dihidroxi-IBU como intermedios, pero no carboxi-IBU, por lo que la ruta
metabdlica que sigue el ibuprofeno en la lenteja de agua era diferente de los mamiferos y
microbios, pero similar al metabolismo de los hongos [65].

En general, eso estudios demostraron que la fitodegradacion de IBU efectivamente ocurri6

dentro de los tejidos de P. australis mediante la transformacion de IBU en cuatro intermedios [65].

Asimismo, se tiene constancia de la existencia de los intermedios hidroxi-ibuprofeno, tienen
relacién con una mayor actividad del citocromo P450, de forma que la transformacion de IBU a sus
respectivos metabolitos es cataliza por el P450 en el reticulo endoplasmético, pasando luego por la
catalizacion en el aparato de Golgi, seguido de un metabolismo adicional o un almacenamiento en
las vacuolas o paredes celulares, identificAndose cuatro posibles intermedios del IBU formados en
matrices vegetales, como son hidroxi-IBU, 1,2-dihidroxi-IBU, carboxi-IBU y glucopiranosiloxi-
hidroxi-1BU (conjugado IBU-glucésido) [65].

La presencia de diclofenaco en las aguas, hace que lleguen restos de dicho principio activo a
distinto organismos acuéticos, afectando por ejemplo a la integridad de la membrana celular en la
lenteja de agua [69, 78] o0 aumentando el estrés oxidativo especifico del tejido de los mejillones
[69, 79] de forma que la acumulacién del diclofenaco y sus metabolitos se ha documentado en
peces, junto con un crecimiento de la actividad de los sistemas antioxidantes enzimaticos en los

trabajos realizados por Islas-Flores y Guiloski [69].

Se ha encontrado en la bibliografia consultada investigaciones llevadas a cabo sobre el
metabolismo del DCL en la planta Typha latifolia, demostraban la existencia de diclofenaco sin
metabolizar y los metabolitos hidroxi-diclofenaco, glucopiranosiloxi-hidroxi-diclofenaco y
conjugatodiclofenaco-glutation en las raices de la planta y diclofenaco e hidroxi-diclofenaco en las
hojas [65, 80].
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En el caso de la CBZ, como se ha mencionado anteriormenteperdura durante mucho tiempo
tanto en las plantas de tratamiento de las aguas residuales, como en el medio ambiente, por ejemplo
diversas investigaciones han constatado la presencia de carbamazepina en ensayos llevados a cabo
con tomates, encontrandose en estas hortalizas cantidades de carbamazepina superiores al 80% de
la cantidad total enriquecida de carbamazepina, almacenandose la mayor parte de ella en las hojas
de la planta del tomate, de igual manera los estudios cientificos dirigidos por Shenker [66, 81]
demostraron una captacion de carbamazepina por las plantas de pepino en cultivos hidropdnicos y

en experimentos en invernaderos [66].

Se estudid la absorcion de CBZ por la raiz (batata y zanahoria) y hortalizas (tomate y
pepino) y se determinaron dos productos de transformacion de CBZ: 10,11-dihidro- 10,11-
dihidroxi -carbamazepina (DiOH-CBZ) y carbamazepina 10,11-epéxido (EP-CBZ) [66, 82]. La
concentracion de EP-CBZ fue superior mayor en las hojas de patata dulce y zanahoria que el
compuesto original, como se sabe que la CBZ perdura en los suelos durante mucho tiempo, se
deduce que este compuesto es absorbido por las plantas [66], en las Ultimas décadas se tiene
constancia de la captacién y translocacion de CBZ en los cultivos irrigados con aguas residuales
tratadas [66, 82].

4. BIOINDICADORES DE CONTAMINACION

Los bioindicadores son organismos, o comunidades de estos, que mediante su presencia
indican el nivel de conservacion o el estado de un habitat [83, 84]. Deben tener una amplia
distribucion, ser abundantes, sedentarios, estar disponibles todo el afio y tolerar las variaciones
ambientales, entre ellas niveles diversos de contaminacion. Asimismo, deben ser de facil muestreo,
identificacion, almacenamiento y conservacion para poseer una buena capacidad de

bioacumulacion neta [83, 85, 86].

El bioindicador ideal es aquel que presenta tolerancias ambientales estrechas [83, 87] es
decir, que sea susceptible a las variaciones de los factores fisicos y quimicos del medio en el que
vive, midiendo los efectos de la contaminacion en el ambiente y en los propios seres vivos. Es por
ello que aportan mucha informacion sobre los riesgos para los organismos, el ecosistema y para el
ser humano [83, 88] pudiendo ser utilizados por sus caracteristicas como sensibilidad a
contaminantes, dispersion, éxito reproductivo y distribucidn, como estimadores de las condiciones

ambientales que resulten dificiles y costosas de medir [83, 89].
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El uso de bioindicadores se fundamenta en la suposicion de que su presencia o abundancia
esté correlacionado con una o muchas variables del ecosistema que le son favorables para su
supervivencia; constituyéndose un vinculo entre el bioindicador y las variables que se quiere
indicar [83, 90]. Son muy utilizados en estudios dirigidos a evaluar los efectos de la actividad
humana a través de la biota, definiendo de forma general el reconocimiento y determinacion de los
cambios ambientales, naturales o inducidos por el hombre a través de la biota. De esta forma, se
asocia a un control cualitativo, es decir la presencia o ausencia de un determinado organismo, o la

capacidad de acumulacion corporal del elemento [86].

En esta Tesis utilizaremos como bioindicadores, tres variedades de plantas presentes en el
Parque Nacional de Dofiana, con distinta demanda de agua para su ciclo vital, lo que nos permite
tres escenarios distintos de ensayos de exposicion. Se seleccioné la Lavandula dentata, por ser una
planta que se encuentra en casi todos los habitats, una planta lefiosa, que necesita poco agua, la
Salicornia europaea, que crece cerca de las playas y el Juncus sp. que vive en las zonas inundadas.

4.1. LAVANDULA DENTATA

La lavanda es una planta perteneciente a la familia de las Lamiaceas y esta integrada por
unas 39 especies de plantas subarbustivas, perennes y lefiosas como la Lavandula dentata,
Lavandula stoeches, Lavandula lanata, o Lavandula spica, dentro de una amplia gama de altitudes,
segun la especie, teniendo propiedades antisépticas, antiespasmaodicas y ténicas. Generalmente sus
flores se utilizan para la elaboracion de perfumes y colonias, aunque también se emplean con fines

ornamentales y para la obtencion de esencias [91, 92].

En el caso de la Lavandula dentata (figura 6), tiene entre 60-80 cm de altura. Las hojas son
lanceoladas con el borde dentado, sus flores son bilabiadas, de intenso color azules moradas ovadas
que se agrupan en largas espigas con su peculiar olor tan caracteristico, con hojas de color verde
grisaceo, floreciendo en primavera [91, 93]. Esta especie de lavanda se extiende desde la region
Macaronésica, en Cabo Verde, a ambas orillas del mar Rojo, por toda la cuenca Mediterranea
occidental, el noroeste de Africa hasta la Peninsula Arabiga, Etiopia y a ambas orillas del mar Rojo
[91].
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Figura 6. Lavandula dentata.

Crece en sustratos pedregosos, preferentemente calcareos aunque a veces se extiende en
suelos arcillosos o pizarrosos y pobres en humus. Al no ser una planta exigente en cuanto a la
cantidad de nutrientes, puede crecer en ambientes secos, por lo que aguanta muy bien la sequia
mediterranea [91, 93].

4.2. JUNCUS SP.

Pertenece a la familia de las Juncaceae, son plantas herbéaceas perennes, por lo general son
rizomatosas, es decir, poseen rizomas, tallos subterraneos desprovistos de hojas, siendo en muy
pocas ocasiones con tuberobulbos de escaso desarrollo o con tubérculos intercalados en las raices,
glabras. Posee cominmente unos tallos ascendentes aunque en algunas especies se puede encontrar
ciclindricos o comprimidos, estriados o sumergidos. Las hojas estan diferenciadas en vaina y
limbo, muchas especies tienen el limbo cilindrico hueco o con médula esponjosa, también es
frecuente encontrar un limbo plano, semicilindrico o canaliculado en funcion de la especie,

mientras que las vainas pueden ser, abiertas o cerradas [101].

El género incluye unas 316 especies cominmente llamados juncos, como Juncus sp (figura
7) [102], Juncus effusus, Juncus littoralis, Juncus capillaceus, Juncus tenius, etc. Se encuentran
principalmente por las zonas templadas y frias de ambos hemisferios, siendo raro localizarlas en las

zonas tropicales [101].

Son plantas acuéticas emergentes, al igual que los carrizos, eneras, etc., es decir, plantas
anfibias que viven en aguas poco profundas, arraigadas en el suelo cuyos tallos y hojas emergen
fuera del agua, llegando a medir hasta 2 0 3 metros de altura, estas plantas intermedias entre

terrestres y acuaticas, se benefician de los medios terrestre y acutico, por lo que no tienen
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limitaciones de agua y acceden mejor a la luz que las plantas sumergidas, ademas estan adaptadas
para soportar la falta de oxigeno que se produce en el suelo encharcado, al poseer canales de
aireacion que facilitan el paso del oxigeno de las hojas a las raices, es por ello que contribuyen a
eliminar los contaminantes del agua, eliminando sélidos en suspension, materia organica,

nitrégeno, fosforo y microorganismos patégenos [103].

Figura 7. Juncus sp. [102].

4.3. SALICORNIA EUROPAEA

La salicornia es una planta carnosa o suculenta y hal6fila, es decir, crece en las zonas donde
se concentra agua salada; se distribuye en las playas, manglares, marismas, salinas y zonas costeras
(es por ello que posee un fuerte sabor salado) [94]. Se encuentra por toda la costa de Europa desde
el Artico hasta el Mediterraneo, en las orillas mar Negro y mar Caspio [95], en Africa, zonas de
América, Arabia Saudita e India [94] también estd presente esporadicamente en salinas interiores
en toda Europa [95] predominando los cultivos en Holanda y Portugal, por las condiciones

climaticas y la solobridad de los terrenos que facilita el crecimiento de esta planta [94].

Los tallos por lo general son lefiosos en la parte basal y carnoso-articulado en el resto de la
planta, las hojas se encuentran opuestas, soldadas entre si, formando un cilindro en cuyo borde se

observan las I&minas foliares reducidas a escamas hialinas agudas [96].

En la Salicornia europaea, tiene aproximadamente 35 cm de de alto, y esta muy ramificada,
las ramas méas bajas pueden llegar a ser tan largas como el tallo principal, en época de floracion

posee una flor central més grande que los laterales [97].
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Existen varias especies como la Salicornia europaea, la Salicornia ambigua o la Salicornia
perennis, entre otras [94]. Perteneciente a la familia de las Amarantheceae, casi todas son bastante
pequefias. Por lo general son plantas herbaceas, constituidas por un tallo horizontal y pequefios
tallos laterales erguidos, articulados en nudos y entrenudos (la planta carece de hojas como tal).
Los tallos son carnosos y de color verde, volviéndose rojizos al final de su ciclo vital, las “hojas”
estan reunidas en pequefias escamas, cuyas flores, que aparecen en otofio, son muy poco aparentes

y se presentan generalmente en grupos de nudos de la parte superior de los tallos [95].

Figura 8. Salicornia europaea.

La Salicornia europaea posee un mecanismo regulador de la salinidad muy eficiente, puesto
que sus celulas son capaces de eliminar el exceso de cloruro de sodio, sin perder agua. Gracias a
esta propiedad “administradora de salinidad”, no resulta tan salada, por lo que es altamente
comestible, tanto cocida como cruda, (sustituta de la sal). Contiene un alto grado de proteinas y
acidos grasos insaturados ademas de grandes cantidades de minerales, como calcio, sodio, potasio y
yodo, siendo ademas una fuente importante de fibra, y un alimento préacticamente libre de calorias
que favorece la buena hidratacion [98, 99]. Por todo ello, en los ultimos afios se esta incorporando
con frecuencia en la dieta de deportistas [100].

Hoy en dia se ha empezado a utilizar en la produccién de biodiesel, a través de su aceite,
siendo un combustible tan potente que genera una energia similar a la turbosina (usada en aviones y
maquinaria industrial) pero un 80% mas limpio que cualquier otro combustible, por lo que podria
suponer una fuente de energia organica importante para minimizar las emisiones de dioxido de

carbono en las industrias y la aeronautica [98].
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5. PARQUE NACIONAL DE DONANA

5.1. DONANA: ENCLAVE NATURAL

La Reserva Natural de Dofiana es un espacio protegido de mas de 108.087 Ha que se
reparten casi por igual entre las categorias de proteccion de Parque Natural (53.835 hectareas) y
Parque Nacional (54.252 hectéreas). Esta considerado como una de las zonas naturales protegidas
mas importantes de Europa. Se encuentra en la Comunidad Autonoma de Andalucia, al suroeste
de Espafia, entre las provincias de Huelva, Sevilla y Cadiz (figura 9) [104, 105], concretamente en
el extremo sureste de la provincia de Huelva, suroeste de la de Sevilla y noroeste de la de Cédiz, al
Norte del Estuario del Guadalquivir entre las desembocaduras de los Rios Guadiamar, Tinto y
Guadalquivir, siendo el Océano Atlantico su limite sur [106]. Rodeada de 22 nucleos urbanos,
con una poblacion total de 185.000 habitantes, Dofiana se ve “amenazada” por actividades urbanas,

agricolas, industriales y mineras [107].
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Figura 9. Localizacién del Parque Nacional de Dofiana [modificado 108].

Sobre el Espacio Natural de Dofiana recae una larga lista de reconocimientos nacionales e
internacionales que destacan la importancia de su patrimonio natural y cultural. En reconocimiento
de su importancia cultural, cientifica y paisajistica, e incluyendo distintos ambientes naturales que
la componen, para su mejor preservacion, se crea, mediante el Decreto 2412/1969 de 16 de octubre
de 1969, el Parque Nacional de Dofiana (PND) [104]. Con una extension de 54.252 Ha es la
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mayor reserva bioldgica de Espafia, ofreciendo un entorno Unico en Europa para la proteccion de
numerosas especies en peligro de extincién. Esta integrado en el Convenio de Ramsar para la
proteccién de los humedales y reconocido por la UNESCO como primera Reserva de la Biosfera y

posteriormente ha sido declarado Patrimonio de la Humanidad [104,109].

El nombre Dofiana hace alusion a la aristocrata espafiola Dofia Ana Gémez de Silva y de
Mendoza, hija de Dofia Ana de Mendoza de la Cerda, cominmente llamada princesa de Eboli y,
casada con el VII duque de Medina Sidonia, que se retir6 a vivir a estas tierras en el siglo XVI,

“las tierras de Dofa Ana”, de ahi Dofiana [110].

5.2. ECOSISTEMAS DEL PARQUE NACIONAL DE DONANA

El PND presenta una gran variedad de ecosistemas (marismas, playa, dunas méviles, monte,
bosque, y lagunas) que contienen una biodiversidad Gnica en Europa, tanto en flora como en fauna.
Entre ellos destaca la marisma, que ocupa unas 30.000 hectareas, inundandose por los arroyos y las
aguas de lluvia, formando un perfecto ecosistema para las aves migratorias, tanto europeas como
africanas [104, 110].

El PND presenta una amplia flora y fauna, cuenta con méas de 800 especies de plantas, 20
especies de peces de agua dulce, 11 de anfibios, 21 de reptiles, 37 de mamiferos no marinos y 360
aves, de las cuales 127 se reproducen habitualmente en el Parque [109, 111]. De entre todas estas
especies, varias se encuentran en peligro de extincion, como es el caso del aguila imperial ibérica o
el lince ibérico, el mamifero carnivoro mas amenazado del planeta y que se encuentra solo en el
Parque y en la Sierra de Anddjar (Jaén) [110, 112].

Aungue el Parque Nacional de Dofiana carece de grandes relieves podemos encontrar
pequerfios desniveles en el terreno que hacen posible la existencia de los distintos ecosistemas y por
tanto diferentes habitats (figuras 10 y 11) [110].
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Playa Dunas y Corrales

Figura 10. Corte del territorio: playa, dunas y corrales [110].

Cotos y Vera Marisma
Grandes Pinares i

Figura 11. Corte del territorio: marisma, vera, cotos y grandes pinares [110].

Los bosques de pino y matorral mediterraneo (en la zona llana del PND) crecen
principalmente en un suelo arenoso, mientras que la enorme marisma esta constituida por
arcillas impermeables cuyo régimen hidrico depende de la estacion del afio [109], es decir,
llendndose de agua en invierno y secandose progresivamente en primavera-verano [104].

Entre los ecosistemas marismefios, cabe destacar la marisma baja, que se encuentra por
debajo de la altitud media, acumulando una gran cantidad de agua de lluvia, lo que hace que
disminuya la salinidad y predomine una vegetacion formada mayoritariamente por el bayunco
(Scirpus littoralis) y las castafiuelas (Scirpus maritimus) creando el habitat ideal para la fauna
acuatica como son los patos reales, cucharas, rabudos, frisos, cercetas, fochas, etc [110].

Cerca del rio se pueden encontrar zonas méas profundas que permanecen encharcadas durante
largos periodos, por lo que estas lagunas presentan una alta salinidad, que dificulta el crecimiento
de la vegetacion y al secarse forman una costra de sal blanquecina que se deposita sobre la arcilla,
formando los «lucios», siendo el mas extenso y méas conocido el Lucio del Membrillo (figura 12).
Este lucio esta formado por dunas y pinares. Lo que hace afios fueron cauces de arroyos, afluentes
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del rio y brazos, actualmente se encuentran cubierto de eneas (Typha latifolia) y carrizos
(Phragmites australis) formando cafios y creando el ecosistema iddneo para carpas, ranas,

gallipatos, galépagos, calamones, avetorillos, martines pecadores, etc [110].

Figura 12. Lucio del membrillo.

La marisma alta o almajal se mantiene practicamente todo el afio como una estepa arcillosa
y salina, estando sélo encharcada en el invierno, lo que hace que esté poblada por matas y por
especies de plantas carnosas como es el majo salado (Arthrocnemum macrostachyum) o el almajo
dulce (Suaeda vera). Es utilizada para la nidificacion de grandes colonias de limicolas como las
cigliefiuelas, avocetas, alcaravanes, terreras y canasteras [110].

Las vetas y vetones, a diferencia de los lucios y cafios, son terrenos que se alzan por encima
del nivel medio formando pequefias islas que no se inundan, salvo ocasiones puntuales. Los
paciles, que suelen encharcarse con mas facilidad ya que se encuentran a una altitud estd mas baja
gue las vetas y vetones, son el lugar idoneo para la proliferacion de las plantas hal6filas y por ende
para albergar para especies como charrancitos y chorlitejos, siendo frecuentadas en busca de
alimento por liebres y ratones silvestres [110].

La vera es la franja divisoria entre la marisma y los cotos y dunas, lo que hace posible la
coexistencia de la flora y fauna de ambos ecosistemas. En esta zona, el crecimiento de junqueras y
pastizales se ve facilitado por la humedad filtrada por las arenas, sirviendo estos vegetales de pasto
para ciervos y gamos durante las épocas de sequia. También se localizan en la vera restos de
antiguos bosques de alcornogues (Quercus suber) conocidos mundialmente como las Pajareras de
Dofiana ya que hacen factible la existencia de grandes colonias de cria de garza, espatulas, garcillas

y martinetes [110].

En los cotos (figura 13) predomina la vegetacion, en cuyas zonas mas altas y secas se
encuentran bosques de sabia (Juniperus phoeniceas sp. turbinata). La fauna esta formada en su

mayoria por herbivoros y depredadores como es el caso del ciervo, jabali, conejo, lirdn, comadreja,
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turon, meloncillo, gineta, gato montés, etc. Es también el refugio del lince ibérico y del aguila
imperial [110].

Las zonas de matorral se dividen tres tipos de montes:

-El monte blanco, llamado asi por el color blanquecino que otorga el jaguarzo (Halimium

halimifolium) y por varios tipos de jaras [110].

-El monte mediterraneo, formado mayoritariamente por plantas aromaticas como el
cantueso (Lavandula stoechas), romero (Rosmarinus officinalis) y tomillo (Thymus tomentosus)
[110].

-El monte negro constituido por los brezos (Erica sp.), brecinas (Calluna vulgaris) y tojos
(Ulex sp.) que dominan las zonas mas profundas y humedas, entrelazandose con zarzas (Rubus gr.
ulmifolius) y torviscos (Daphe gnidium). Aqui también se encuentran bosques de pinos (Pinus
pinea), y lentiscos (Pistacia lentiscus) y pequefias areas cubiertas por labiérnago (Phillyrea
angustifolia), retama blanca (Osyris alba), retama de escobas (Cytisus scoparius) siendo el habitat
ideal para el milano real y el milano negro, aguila calzada, crialo, cernicalo, ginetas y meloncillos
[110].

Figura 13. Cotos de Dofiana.

Las dunas (figura 14) tienen su origen en la playa ya que los vientos del Suroesteamontonan
pequefios cumulos de arena alrededor de alguna mata de barron (Ammophila arenaria) u otro
obstaculo que los sucesivos aportes haran que la duna pierde su estabilidad, empiece a moverse y a
unirse a otras dunas, conformando grandes médanos que avanzan de forma paralela hacia el interior
sobre una superficie plana dejando a la intemperie un especio himedo y al abrigo del viento que

posibilita el asentamiento de plantas [110].
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Figura 14. Dunas de Dofiana.

Los corrales se cubren de pequefios matorrales de clavellinas (Armeria pungens) y
siemprevivas (Helichrysum picardii). Mas al interior, los pinares colonizan el corral, junto con las
junqueras (Juncus sp.), las matas de adelfas (Nerium oleander) o los matorrales de jaguarzos y
camarinas (Corema album) y en esta zona se asienta una gran cantidad de fauna como son las
aguilas culebreras, los alcotanes, las lechuzas, linces, jabalies, tortugas, viboras, culebras, conejos o
lagartijas [110].

5.3. CONTAMINACION EN EL PARQUE NACIONAL DE DONANA

El PND se sitta sobre el acuifero Almonte-Marismas, situado entre los rios Tinto y
Guadalquivir, y que ocupa 2.500 Km? entre las provincias de Huelva y Sevilla. El drenaje de dicho
acuifero se produce a través del rio Guadiamar, los arroyos de La Rocina y El Partido situados al
NO vy las propias marismas. En el entorno del Parque se asienta una poblacion de 185.000
habitantes repartidos en 22 nucleos urbanos [107, 113], que hacen que el PND se vea

constantemente amenazado por las actividades urbanas, agricolas e industriales [107, 114].

Inicialmente, se alimentaba del sistema hidrolégico de La Rocina-Madre de la Marisma-
Brazo de la Torre, que reunia los aportes fluviales procedentes del NO y del NE [107, 115]. Mé&s
tarde se suprimio en gran medida el aporte hidraulico del rio del Guadiamar, construyendo varios
muros Yy aislando de esta forma, por el sur, la marisma del rio Guadalquivir y acotando la entrada

de agua a la marisma, por el agua de las lluvias y los arroyos del NO [107].

La noche del 25 de abril de 1998, a unos 50 km al norte del PND, se ocasiond la rotura de
uno de los muros de contencién de una balsa de decantacion que contenia residuos mineros y las
aguas acidas con una gran cantidad de FeS, y de metales pesados (Pb, As, Zn y Cu) procedentes de
las minas de pirita de los Frailes en Aznalcollar (Sevilla) [109, 116, 117, 118]. Dichas aguas se

precipitaron al rio Agrio, afluente del Guadiamar, derraméndose cerca de 2 Hm?® de lodos toxicos y
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cerca de 4 Hm® de aguas acidas, perjudicando a una superficie total de 4.286 hectareas, con una
parte del PND cubierto por los lodos toxicos y las aguas acidas [109, 117].

Después de esta catastrofe se aplicd el Plan Dofiana 2005, que hizo que la marisma tuviera
un funcionamiento hidrico mas natural, recuperando los intercambios con el rio Guadalquivir y sus
afluentes [107, 119] con lo que la marisma dejé de estar aislada intercambiando de forma osmotica
aguas con las areas colindantes, favoreciendo las corrientes de aguas y evitando asi que las aguas se
estancasen. No obstante, esta nueva situacion hizo mas vulnerable al PND a la contaminacion

derivada de las actividades humanas de sus alrededores [107].

Las evaluaciones a las que ha sido sometido el PND desde el accidente de Aznalcéllar, han
corroborado, asimismo, la amenaza que supone las practicas agricolas y agropecuarias y por tanto
el uso de plaguicidas en el entorno de Dofiana [104, 107]. EI PND se encuentra amenazado por las
actividades agricolas, un motor muy importante en la economia de la zona, pero que afecta al PND
en la extraccion de agua subterranea para regadios, el uso de agua superficial para arrozales y en la
contaminacion defertilizantes y plaguicidas. Siendo probablemente las causantes de la gran
cantidad de compuestos nitrogenados que estan presentes en aguas subterraneas [104, 107, 113]. En
el arroyo de El Partido se han encontrado altos valores de nutrientes (NH4+,NOZ', NO; y PO43') y

I*

metales (AI*" y Cr*"), que pueden ser debidos por el uso de fertilizantes y plaguicidas en Doflana y

sus alrededores [107, 120].

También destacan las numerosas almazaras, industrias de procesado de uva y vegetales e
industrias carnicas y lacteas de la zona. Los efluentes de estas industrias amenazan a El Partido y al
curso bajo del Guadiamar. Otra fuente potencial de contaminacion esta a 45 Km al NO del PND, en
las orillas de los rios Odiel y Tinto, ya que los Polos Industriales de Huelva cuentan, con industrias
de transformacién minera, un complejo petroquimico, una central térmica y una fabrica de celulosa,

cuyos contaminantes pueden alcanzar Dofiana por via hidraulica o eélica [104, 107, 115, 121, 122].

Es evidente, por tanto, que el area de Doflana es un espacio complejo donde coexisten
algunos de los mas preciados valores medioambientales con el desarrollo econémico y social de las

poblaciones circundantes [104].

La calidad de las aguas superficiales que llegan a las marismas del PND ha sido siempre una
preocupacion por parte de todos los organismos implicados en la conservacion de este humedal.
Desde los afios 90 se realizan periddicamente informes, advirtiendo sobre la mala depuracion de las
aguas residuales que acaba recibiendo Dofiana y el riesgo que implica sobre la calidad del agua de
las marismas, efectuando distintos planes de desarrollo sostenible a fin de erradicar este problema

que a la par que contamina los arroyos y marismas de Dofiana, provoca indirectamente problemas
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de eutrofizacion y contaminacion en aguas superficiales y subterrdneas. Desde hace unos afios se
lleva realizando el seguimiento anual de las instalaciones de depuracién de las poblaciones del
entorno tal y como se define en el Real Decreto 509/1996, de 15 de marzo, por el que se desarrolla
el Real Decreto-Ley 11/1995, de 28 de diciembre, por el que se establecen las normas aplicables al
tratamiento de las aguas residuales urbanas, incluyendo en todas las depuradoras de la comarca de
Dofiana un tratamiento terciario para la eliminacion de nutrientes y de esta forma prevenir la

eutrofizacion de los rios, arroyos y marismas [123].

. ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas consiste, en esencia, en la ionizacion de los &tomos o moléculas
de una muestra, con mayor frecuencia en modo positivo, para ser separados mas tarde en relacion a
su relacion masa/carga (m/z). Esta técnica, combinada con técnicas de separacién de alta
resolucion, es la mas especifica para analizar muestras complejas reales, ya que permite obtener
una gran cantidad de informacion a partir de los fragmentos idnicos del analito. Posee una elevada
sensibilidad, llegandose a la deteccion de moléculas en cantidades de atomoles (10™® moles) y

femtomoles (10™*° moles) [124].

La gran versatilidad de esta técnica analitica, permite determinar la estructura de compuestos
muy diversos y es aplicable a muestras volatiles, no volatiles, polares, apolares, muestras sélidas,

liquidas y gases [124].

La espectrometria de masas (MS) se incorpor6 en el area del analisis de las biomoléculas a
finales de los afios 70 con la aparicion de distintas técnicas de ionizacion suave, como la desorcion
por campo eléctrico (FD), la desorcion por plasma (PD) y la ionizacion por bombardeo con atomos
rapidos (Fast atombom bardment, FAB), siendo este Gltimo un método de ionizacion suave que
surge de la combinacion de desorcion del analito desde una fase condensada (mezcla de analito
solido + matriz) con su posterior ionizacion [125, 126]. Fue el primer método de ionizacion que
hizo posible analizar de manera rutinaria por espectrometria de masas moléculas polares [126]. En
MS, los iones en fase gaseosa son generados directamente de una solucién del analito en fase
liquida, como consecuencia, las diferentes formas de vaporizacion y de ionizacion del analito se
convirtieron en una etapa ligada en el proceso total de analisis por espectrometria de masas. Mé&s
tarde, al principio de la década de los afios 90, el FAB fue sustituido con la introduccion de dos
métodos de ionizacion suave, como el electrospray (ESI) y la desorcion por laser asistida por

matriz (Matrix-assited laser desorption ionization, MALDI), constituyendo esta Gltima uno de los
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pilares fundamentales para el uso de la espectrometria de masas en estudios de protedmica [125,
126].

La espectrometria de masas combinada con técnicas de separacion de alta resolucion, es la
mas adecuada hoy en dia para abordar el analisis de muestras complejas, y se realiza a través de

cuatro etapas:
1. Introduccion de la muestra.

2. lonizacion de la muestra, es decir, pérdida de electrones o protones para convertir los

atomos o moléculas en especies idnicas en fase gaseosa.

3. Separacion y analisis, segun su relacion m/z, tanto de los iones moleculares como de los

fragmentos cargados producidos.

4. Obtencién del espectro de masas, en el que se presenta la abundancia relativa de los iones
y/o fragmentos separados respecto a la relacion masa/carga. La informacién de dicho
espectro es principalmente cualitativa, como la determinacién de la masa molecular o la
informacién sobre la estructura a partir de los fragmentos obtenidos, pero también se pueden
llevar a cabo andlisis cuantitativos mediante el uso de patrones internos o externos con

limites de deteccidn que van de los picomoles a los femtomoles [124].

La sefial correspondiente a un determinado i6n aparece en forma de varios picos que
pertenecen a la distribucion estadistica de los distintos isétopos del i6n [124], siendo el i6n
molecular (M*) el pico de mayor peso en el espectro que representa normalmente la molécula
“padre” menos un electron y ofrece la informacién mas valiosa en el espectro de masas, ya que su
masa y composicion elemental indican los limites dentro de los cuales se tienen que encontrar los

fragmentos estructurales que se detecten en el espectro de masas [124, 127].

Dependiendo del tipo de instrumento, del método de ionizacion y de su capacidad para
aplicar el barrido de potencial, las caracteristicas de los espectrémetros de masas varian en cuanto a
su poder de resolucidon, sensibilidad y exactitud en la medida de la masa, ya que ningln
instrumento otorga simultaneamente las mejores prestaciones [124]. El analisis de la informacién
del espectro de masas implica reagrupar de forma teérica los fragmentos para reconstituir la

molécula original [127].

El analizador constituye el nicleo de un espectrémetro de masas, y su finalidad es separar
los iones en funcion de su relacion m/z y enfocar los iones separados hacia un punto concreto, de

forma que el movimiento de las particulas cargadas permite distinguir unas de otras en funcién de
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la energia cinética de cada ion, de la velocidad o del momento de fuerzas [124]. Existen distintos
analizadores, los mas empleadospara el analisis de biomoléculasson los de sector magnético, de
cuadrupolo, de trampa de iones, de trampa de iones lineal, de tiempo de vuelo o de
resonancia iénica en ciclotrén, cuya eleccion varia segun su resolucion en el intervalo de masas
que permite separar, de la exactitud de las masas que es capaz de separar, del intervalo dindmico o
lineal, de la velocidad de barrido, de la sensibilidad, de la eficacia y de su adaptabilidad, es decir, la
posibilidad de poder utilizar distintos modos de ionizacion. En algunas ocasiones hay que recurrir
al acoplamiento de dos analizadores dado que en muchos casos no es posible disponer de un
analizador que dé respuesta a las expectativas analiticas deseadas para muestras complejas [124].

El analizador de trampa de iones (figura 15) permite el confinamiento de iones dentro de
una camara de pequefio tamafio utilizando campos eléctricos (Paul trapo iontrap, Orbitrap) o
magnéticos (analizador de resonancia ciclotronica de iones mediante transformada de Fourier, FT-
ICR). Este analizador almacena, selecciona y analiza los iones formados en la misma trampa o en
fuentes de ionizacién externas [125]. El espacio donde quedan atrapados los iones esta definido por
las superficies hiperboélicas de tres electrodos: un anillo circular central y dos tapas laterales con
pequefios agujeros en el centro para la entrada de iones a la fuente y su posterior salida al detector
[125, 128].

[ Fuentedeiones ]

l

% = [ Filtro de cuadrupolo ]
Electrodo de entrada & =2)

£ w

— _—
)
2 3

——— Voltaje de corriente
continua

P
Electrodo de salida <

Electrodo anular

Figura 15. Analizador de trampa de iones.
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En el analizador de trampa de iones lineal, el confinamiento de los iones, puede llevarse a
cabo en sistemas de cuadrupolo provistos en los extremos de sus barras de unos electrodos
terminales con la misma geometria, pero mas cortos y aislados eléctricamente, de forma que estos
electrodos se les aplica un potencial que actia como una barrera para los iones atrapados en su
interior. Ademas la trampa de iones lineal puede utilizarse como un cuadrupolo convencional, lo
que le permite trabajar en cualquiera de los modos de espectrometria de masas en tdndem posibles
en este tipo de instrumentos (barridos de precursores, pérdidas netas y de iones de producto), aparte

de los modos propios de la trampa [125].

El analizador Orbitrap fue desarrollado y patentado por Makarov a finales de los afios 90
[125, 129] y esta formado por dos electrodos (uno tubular externo y un filamento interno-coaxial)
atrapando los iones en el campo electroestatico formado entre ellos. El filamento interno se ha
convertido en una barra en forma de huso, adquiriendo las paredes del cilindro que lo contiene la
misma forma [125, 130] es por ello que los iones al ser introducidos de forma perpendicular en este
sistema alcanzan un movimiento radial alrededor del huso coordinado con un movimiento axial
periodico cuya frecuencia es una funcién de su valor m/z. Por otro lado, el electrodo externo esta
dividido en su centro y perpendicularmente en dos mitades, lo que hace que el movimiento
periodico de los paquetes de iones de un lado a otro de la cavidad impulse entre estas dos mitades
una sefial imagen cuya frecuencia es medible para determinar el correspondiente valor m/z. Sin
embargo, en la préctica, la sefial registrada es una sefial compleja o interferograma creada por la
combinacion de las sefiales sinosoidales de distintas frecuencias (m/z) e intensidades (abundancia)
de cada uno de los iones, pero la aplicacién de la transformada de Fourier a esta sefial permite

determinar la frecuencia derivada de cada uno de los iones y adquirir el espectro de masas [125].

El analizador de cuadrupolo (figura 16), consiste en cuatro barras paralelas, a las que se
aplica un potencial combinado de corriente continua y de radiofrecuencia que crean en su interior
un campo llamado cuadrupolar. De esta forma, los iones producidos en la fuente atraviesan de
forma longitudinal el recinto limitado por estas barras para incidir en el detector [126]. Los iones
gue entran en el analizador a una energia de unos pocos electrovoltios, son sometidos al efecto del
campo cuadrupolar que los hace oscilar y los desvia en funcion de su valor m/z, de modo que para
una mezcla de potenciales que hace que s6lo los iones en un estrecho intervalo de valores m/z

lleguen a incidir en el detector [125].
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(no detectado)
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Figura 16. Analizador de cuadrupolo [modificado 131].

El analizador TOF (figura 17) se basa la aceleracion de iones gracias a un campo eléctrico
adquiriendo distintas velocidades segun el valor de su relacion m/z, tardando distinto tiempo en
recorrer una longitud determinada, sin que los iones estén bajo la presencia de un campo eléctrico
y/o magnético. Asi, al ser constantes la carga y la energia cinética de los iones formados en la
fuente, la medida del tiempo de vuelo facilita establecer de manera muy exacta la masa de cada uno
de estos iones [125]. Por tanto este tipo de analizadores presenta una alta resolucion y exactitud de
la determinacion de la masa, alcanzando valores del orden de partes por milldn, lo que hace que sea

uno de los analizadores mas sencillos y utilizados en dia en los laboratorios [124].

HO=AE-MmZ

Figura 17. Analizador de tiempo de vuelo [modificado 124].

En cuanto a la ionizacion de la muestra, esta se puede llevar a cabo de varias formas:

El impacto electrénico (Electron Impact, El) o lonizacion electrénica (Electron lonization,

El) es un método clasico de generacion de iones en espectrometria de masas. El analito se
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introduce en la fuente, que se encuentra a un vacio de menor de 10°® mbar para mas tarde ionizarse
por colisién con un flujo de electrones a 70 eV, generado por emision térmica de un filamento

caliente (de tungsteno o renio) [126].

La ionizacion quimica (Chemical lonization, Cl) es un método de ionizacion relativamente
suave. Fue el primer método de ionizacién empleado en espectrometria de masas. La ionizacion se
ve afectada por reacciones de la molécula con iones de un reactivo gaseoso generados por medio de
ionizacion de impacto electrénico (EI) [126].

La ionizacion por electrospray (Electro spray ionization, ESI) es, probablemente, el
método de ionizacion mas desarrollado y empleado en espectrometria de masas debido a su gran
capacidad de ionizar moléculas altamente polares, asi como péptidos, oligonuclettidos y
oligosacaridos. Se lleva a cabo a presion atmosférica y temperatura ambiente, mientras que los
otros métodos usan altas temperaturas. El proceso general de electrospray se produce en la punta de
un capilar o aguja, de forma que una disolucién acuosa, acida o basica (en funcion de la muestra),
gue presenta conductividad eléctrica, es micronizada desde la punta del emisor en el que se aplica
un potencial de 3-4 kV, con lo que el liquido que empieza a salir por la aguja, incrementando su
carga y adquiriendo una forma coénica denominada “cono de Taylor”. En la punta del cono el
liquido cambia de forma a una linea fina, volviéndose inestable al ser forzado a retener mas y mas
carga, llegando a un punto critico, en el que donde no puede soportar mas carga eléctrica, con lo
gue se dispersa la solucion en forma de niebla de pequefias gotas (menores de 10um de diametro),

altamente cargadas, que vuelan buscando una superficie de carga contraria [126].

Los sistemas de cuadrupolo o de sectores filtran en cada momento grupos de iones dentro de
un pequefio rango de valores m/z eliminando el resto de la poblacién de iones, mientras que el
analizador TOF separa y detecta en una escala (tiempo de vuelo) el conjunto completo de los iones
procedentes de la fuente, de ahi que el sistema trabaje en un régimen discontinuo y por tanto sea un

detector indicado para técnicas de ionizacion de carécter pulsante como el MALDI [125].

El acoplamiento del TOF a fuentes de iones de produccion continua, como el ESI, se lleva a
cabo mediante sistemas de confinamiento de iones intermedios que, mediante campos eléctricos,
acumulan e inyectan, perpendicularmente a la trayectoria inicial, paquetes de iones en el analizador
en ciclos con frecuencia del orden del KHz. EI TOF es un analizador relativamente simple, barato,

con un ciclo de barrido rapido y con un rango de masas, aparentemente, ilimitado [125, 132].

104



Introduccion

7. ENZIMAS: ESTRUCTURA Y MODO DE ACCION

Las enzimas son catalizados bioldgicos, es decir, son sustancias que, sin consumirse en una
reaccion, aumentan notablemente su velocidad sin alterar el equilibrio de dichas reacciones ni el
balance de energia, solo aceleran el procedimiento que espontaneamente podrian producirse, puesto
que la transformacion de reactivo a producto no es directa, sino que hay un paso intermedio en el
que el reactivo se activa y sus enlaces se debilitan, llamado complejo activado, siendo necesaria
una energia de activacion para llegar a dicho complejo. Practicamente todas las funciones de la
célula requieren directa o indirectamente la presencia de enzimas para que ocurran a una velocidad
adecuada las reacciones quimicas que en definitiva son las responsables de esas funciones [133,
134, 135].

Las enzimas son proteinas, las proteinas estan formadas por aminoéacidos unidos unos a otros
por enlaces peptidicos, estos aminoacidos pueden tener distintas cadenas laterales dependiendo de
la carga o polaridad que presenten a pH fisioldgico, siendo grandes o pequefias, acidas o basicas,
hidrofilicas o hidrofobicas [134, 136].

En todas las reacciones bioquimicas catalizadas por las enzimas, se produce la union de la
enzima del sustrato (sustancia sobre la cual actGa la enzima), formando de esta forma el complejo
enzima-sustrato, necesario para que la reaccion se lleve a cabo, este complejo también puede
reducir la energia de activacion al plegar las moléculas de sustrato de tal manera que se facilite el
rotura de enlaces, lo que ayuda a llegar al estado de transicion, representado por la ecuacion [134,
137, 138].

E+S—ES—E+P

Donde E es la enzima, S el sustrato o reactivo, P el producto de la reaccion y ES el complejo
intermedio enzima-sustrato, en la figura 18 se muestra el esquema de formacion del complejo
enzima-sustrato [134, 137].

A diferencia de los catalizadores inorgénicos las enzimas catalizan reacciones especificas,
actuando sobre una sustancia llamada sustrato, catalizan un solo tipo de reaccion actuando casi

siempre sobre un Gnico sustrato o sobre un grupo muy reducido de ellos [134, 137].

El centro activo es la region muy pequefia del volumen total de la enzima que se une al
sustrato siendo especifico y exclusivo de cada enzima [134, 138]. El cual obtiene sus propiedades
de los aminoacidos que lo conforman, la posicion que adquieren los aminoacidos en el espacio

tridimensional dan forma, tamafio, comportamiento quimico del sitio catalitico (formado por los
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aminodcidos directamente implicados en el mecanismo de la reaccion), facilitando la unién de la
enzima con el sustrato o sustratos, ya que se genera un hueco en el que encaja el sustrato y los
aminoacidos que tienen radicales con afinidad quimica por el sustrato quedan cercanos por los
repliegues de la cadena polipeptidica (aunque se localizaran lejos en la cadena original) atrayendo y
creando enlaces débiles con el sustrato, cuando se rompen estos enlaces, los productos se separan

del centro activo, de forma que la enzima puede comenzar de nuevo el ciclo de reaccion [134, 138].

La enzima cambia ligeramente Pll'Od“CTOS

Sustrato

.. . con la unién del sustrato
‘( Sitio activo

& Yool
=

= =

Elsustrato se uneal sitio  Complejo Complejo Los productos dejan el
activode laenzima  enzima-sustrato enzima-productos sitio activo de la enzima

Figura 18. Formacion del complejo enzima-sustrato [modificado 139].

La coincidencia entre el sustrato y el sitio activo de la enzima no se debe solamente a la
correspondencia de dos piezas como si se tratase de un rompecabezas (modelo llamado “llave y
cerradura”), en realidad la enzima modifica ligeramente su forma, produciendo un cambio
conformacional, cuando se une al sustrato, dando lugar aun ajuste mas preciso, llamado ajuste
inducido [138].

Algunas enzimas aceleran las reacciones quimicas al acercar dos sustratos entre si con la
orientacion correcta, otras crean un ambiente dentro del sitio activo que es favorable para la
reaccion y otras muchas disminuyen la energia de activacion al formar parte de las reacciones
quimicas, esto quiere decir que los residuos del sitio activo favorecen la formacién de los enlaces
covalentes temporales con las moléculas del sustrato como parte del proceso de reaccion [134, 137,
138].

En todos los casos al finalizar la reaccion, la enzima vuelve a su estado, no se queda unida a
las moléculas con las que estan reaccionando, de hecho una propiedad caracteristica de las enzimas
es que no son alteradas por las reacciones que catalizan, cuando una enzima termina de catalizar
una reaccion, solo libera el producto (o productos) y queda lista para el siguiente ciclo de catélisis,
de forma que una sola moléucla de enzima es capaz de transformar en producto, en sucesivos ciclos

cataloiticos, a un gran nimero de moléculas de sustrato [134, 139].
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Las enzimas se encargar de disminuir la energia de activacion, es decir, la cantidad de
energia que se debe agregar o suministrar a una reaccion para que esta comience, llegando asi mas
facilmente al complejo activado permitiendo que la reaccidn se realice, ya que sin la presencia de la
enzima no seria posible alcanzar el estado de transicion, un estado inestable por el que deben pasar

los reactivos para convertirse en productos [134, 138, 139].

Las enzimas se clasifican en seis grupos, cuyos nombres se complementan con el sufijo-asa,
segun el nombre del sustrato con un término que describe la reaccién que catalizan, teniendo de
esta forma las enzimas hidrolasas, isomerasas, ligasas, liasas, oxido-reductasas y transferasas [134,
138].

-Hidrolasas: Son las responsables de catalizar las reacciones de hidrolisis, extrayendo los
enlaces de atomos de nitrogeno y carbono o de oxigeno, es decir, ruptura de los enlaces por
adiciéon de agua, a esta clase pertenecen las enzimas digestivas, dentro de estas enzimas
existen proteinas como la tripsina, la quimiotripsina y la pepesina fundamentalmente para el

proceso digestivo [138, 139].

-Isomerasas; Catalizan las reacciones en las cuales un isémero se transforma en otro, o lo

que es lo mismo, transferencia de un grupo dentro de la misma molécula [134, 138].

-Ligasas: A diferencia del resto, en vez de romper enlaces, catalizan la unién de moléculas,

produciéndose la formacidn de enlaces mediantes reacciones de condensacién [134, 138].

-Liasas: Actlan de forma directa sobre los enlaces, es decir, catalizan las reacciones en las
gue se eliminan grupos, para formar o afiadir un doble enlace, como son las enzimas

descarboxilasas, hidratasas, deshidratasas o desaminasas [138].

-Oxidorreductasas: Catalizan las reacciones de redox, facilitando la tranferencia de
electrones de una molécula a otra, como por ejemplo la deshidrogenasa alcoholica que

cataliza la oxidacion de etanol y de otros alcoholes [138].

-Transferasas: Catalizan la transferencia de un grupo de moléculas de una sustancia a otra,
actian en diversos sustratos transfiriendo grupos amino, carbonilo, carboxilo, fosforilo,
metilo y acirilo. Es el caso de la transmetilasa, enzima que cataliza la transferencia de un

grupo metilo de una molécula a otra [138].
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7.1. COFACTORES

Todas las enzimas son proteinas globulares (salvo las ribozimas) pudiendo estar formadas
exclusivamente por cadenas polipeptidicas o contener ademas otro grupo no proteico. Segln la
estructura que presentan las enzimas se puede diferenciar entre las holoproteinas, enzimas
formadas solamente por polipéptidos y las haloenzimas formadas por la union de una parte

polipeptidica (o apoenzima) y una parte no polipeptidicao cofactor [138, 142].

La apoenzima es la parte proteica que proporciona la estructura espacial especifica
permitiendo la unién a los sustratos, mientras que el cofactor (o0 coenzima) forma la parte no
proteica encargada de llevar a cabo la reaccion enzimatica, estos pueden ser inorgénicos u
organicos de bajo peso molécular como las vitaminas del grupo B, mientras que los cofactores
inorganicos favorecen la actividad catalitica de la enzima, sin su presencia la enzima no actuaria, es
por ellos que también se les denomina activadores, como son los iones metalicos como el Fe*,
Cu*?, Mg*?, Zn*?, etc. [134, 138, 142].

8. INHIBIDORES ENZIMATICOS

Los inhibidores enzimaticos son moléculas que se unen a las enzimas para disminuir su
actividad, ya que esta no es siempre bioldgicamente util y puede tener consecuencias fatales para el
organismo, como es el caso de numerosos tratamientos clinicos fundamentados en la inhibicion
enziméatica, muchos antibiéticos y otros farmacos reducen o eliminan la actividad de enzimas
especificas, por ejemplo la aspirina inhibe la primera enzima de la sintesis de las prostaglandinas.
De ahi que la naturaleza haya desarrollado un gran ndmero de inhibidores enzimaticos que frenan o

la anulan por completo la actividad enzimatica [134, 138].

El inhibidor al unirse con la enzima bloquea la entrada del sustrato al sitio activo de la
enzima, impidiendo que se realice la reaccién catalitica correspondiente, dicha unién puede ser
reversible o irreversible [134]. Hay casos en los que se puede producir un efecto alostérico, es
decir, que el inhibidor se una a otro sitio que no es el sitio activo de la enzima, dicha union del
inhibidor con el sitio alostérico hace que cambie la conformacion de la enzima, incrementando o

reduciendo la velocidad de union al sustrato [138].

La validez de un inhibidor enzimatico viene determinada por su especificidad (carencia de
unirse a otras proteinas) y su potencia (su constante de disociacion, la cual indica la concentracion

necesaria para inhibir una enzima) [138].
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Los inhibidores irreversibles reaccionan con la enzima de forma covalente, es decir,
modificando la estructura quimica de la enzima quedando alterado el nivel de residuos de
aminoacidos necesarios para la actividad enzimatica. Mientras que los inhibidores reversibles se
unen a la enzima de forma no covalente (enlaces de hidrdgeno, interacciones hidrofdbicas o enlaces
i6nicos) Los enlaces débiles maltiples que se producen entre el inhibidor y el sitio activo se
combinan para producir una unidn fuerte y especifica [134, 138].

8.1. TIPOS DE INHIBIDORES REVERSIBLES

Se pueden distinguir tres tipos de inhibiciones reversibles segun el efecto producido por la
variacion de la concentracion del sustrato y si el inhibidor se une a la enzima, al complejo enzima-

sustrato o0 a ambos [138].

-Inhibicion competitiva (figura 19): El sustrato y el inhibidor compiten por el sitio activo,
ambos tienen una estructura similar y presentan la misma afinidad por el sitio activo de una

enzima, pero no se pueden unir a la misma enzima al mismo tiempo [138, 139].

Este tipo de inhibicion se puede superar con concentraciones altas del sustrato, dejando asi
fuera de competicién al inhibidor [138, 139].

Sustrato
’— Inhibidor '
Sitio ﬁ
activo
Enzima @ @

El sustrato se une Laenzima libera
alaenzima los productos

Figura 19. Reaccidn de inhibicion competitiva [140].

-Inhibicién acompetitiva: Es un tipo de inhibicion no competitva, el inhibidor no presenta
afinidad por la molécula de enzima libre, solo se une al complejo enzima-sustrato (ES),

inhibilitandole para continuar el proceso y formar el producto. [134, 138].

-La inhibicion no competitiva (figura 20): El inhibidor se une a la enzima libre y compite

con el sustrato por la ocupacion del sitio activo, se unen a la enzima en puntos distintos al centro
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activo, su unién incapacita a la enzima para desarrollar su accién catalitica y en este caso, el
aumento en la concentracion de sustrato no revierte la inhibicién, con lo que el grado de inhibicion

depende solamente de la concentracion de inhibidor [134, 138].

Elinhibidor se une

Sustrato antes a la enzima
El cambio conformacional
- del sitio activo inhibe la
a?:‘gfo N entrada del sustrato
Enzima &
A
Inhibidor ﬂ g Elinhibidor cambiala
conformacion yel
sustrato es expulsado

Elsustrato se une
antes a la enzima

Figura 20. Reaccion de inhibicién no competitiva.

9. ENZIMA COLAGENASA

Las enzimas proteoliticas son responsables de la hidroélisis de enlaces peptidicos y proteinas,
se clasifican en dos grupos, las exopeptidasas actan sobre los enlaces peptidicos de los extremos
de la cadena y las endopeptidasas que actlan en el interior de la cadena, desarrollando una funcion
degradativa dirigida a la matriz extracelular y se agrupan segun el residuo catalitico primario que
poseen, dentro de las cuales se encuentran las metaloproteinasas (MMPSs), que se caracterizan por
poseer un &tomo metalico como residuo catalitico primario. A esta familia es a la que pertenece la

enzima colagenasa ya que presenta un 4&tomo de Zn*? en el centro catalitico [148, 149].

La colagenasa actla principalmente en la piel humana, aqui se evidencia un aumento de
produccion de MMPs, como ocurre en la reparacion de la dermis, tratar quemaduras y Ulceras,

eliminar tejido de cicatrices y transplante de 6rganos [150].

De igual manera se ha demostrado que tanto la colagenasa promueven la proliferacion y
migracion de los queratinocitos y fibroblastos, asi como para la destruccion de tejido muerto o la

creacion de una nueva matriz extracelular [151].
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Las colagenasas son proteinas que degradan coldgeno en su conformacion nativa de triple
hélice bajo condiciones fisiologicas, es decir, participan en los procesos fisioldgicos de los que
depende la integridad del colageno o su reordenamiento, tiene la capacidad de romper los enlaces
peptidicos de coladgeno en un pH fisioldgico neutro origindndose en un Unico punto de la triple
hélice préximo al extremo N-terminal, produciendo dos fragmentos, uno del 75% de la longitud del
colageno y otro de un 25% [152], por lo que estas enzima ayudan a crear coldgeno mediante la

escision de pro-colageno, precursor de coladgeno, una vez que es secretada por la célula [152, 154].

Estan formadas en su mayoria de colageno intersticial de tipos | y 11, presentes en la dermis,
siendo el colageno la proteina fibrilar mas abundante en el organismo humano, al formar una parte
vital de la matriz extracelular de los animales en carne y tejido conectivo en el cuerpo [154]. De
forma que la colagenasa tipo | escinde los extremos terminales de la cadena de colageno, mientras
que la colagenasa tipo Il fragmenta el interior de la cadena [155].

9.1. ESTRUCTURA DE LA ENZIMA COLAGENASA:
SITIO ACTIVO

En la piel humana se han identificado tres colagenasas (MMP-1, MMP-8 y MMP-13)
capaces de iniciar la degradacion del colageno fibrilar de tipo I, siendo la colagenasa intersticial
MMP-1, la primera enzima descubierta de la familia de las MMP que se definié por su capacidad

de romper las triples hélices de colageno que son resistentes a la mayoria de las proteasas [154].

La colagenasa intersticial degrada los colagenos tipo I, I, IIl, VII y X (pero no degrada al
colageno tipo IV y V) a un pH y temperatura fisioldgica la enzima cataliza una Unica escision a tres
cuartos de distancia del extremo amino terminal en cada una de las tres cadenas polipeptidicas que

comprenden la triple hélice, monémero nativo de colageno [154].

Como se ha mencionado anteriormente la enzima colagenasa ya que presenta un atomo de
Zn*? en el centro catalitico, el cual al ser el compuesto més abundante en las células, posee un papel
primordial en el funcionamiento de mas de trescientas enzimas que estabilizan la doble hélice de
ADN e interviene en el control de la expresion de los genes haciendo que las MMPs intervengan en
diversos procesos fisiol6gicos y patolégicos del organismo, capaces de degradar la mayor parte de
los componentes de la matriz extracelular del tejido conectivo. Todas ellas contienen un péptido
sefial, un propéptido y un dominio catalitico amino terminal que contiene el sitio fijador de cinc
[154, 156].
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Figura 21. Estructura de dominio de MMP [modificado 154].

Las MMPs tienen como sustratos a las proteinas de la matriz extracelular (MEC), de forma
gue mediante la activacion de una molécula de unién al cinc, rompen los sustratos de las proteinas
de dicha matriz, ya que estas tienen la capacidad de eliminar proteinas dafiadas y de degradar
componentes de la MEC, esta actividad enzimatica esta regulada en todo momento por inhibidores
enddgenos (TIMPs) [149, 154].

9.2. INHIBIDORES DE LA ENZIMA COLAGENASA

Se han desarrollado diversos inhibidores sintéticos capaces de inhibir las MMPs, la clase de
compuestos a base de acido hidroxamico (hidroxamatos) han sido los méas estudiados, debido a que
su grupo de acido hidroxamico (CONHOH) actla como ligando bidentado con el i6n zinc que se
encuentra en las MMPs, lo que permite una interaccion mucho mas fuerte con el receptor en
comparacion con otra clase de inhibidores [157]. En conceto de Catphepsin K (Cat K), es una
proteasas de cisteina y un farmaco sumistrado para los transtornos esqueléticos, conocido por su
potente actividad de colagensa y elasta, la formacién de complejos oligoméricos de CatK en
presencia de glicosaminoglicanos esta asociada con la actividad colagenasa, los inihibirodes que
interrumpen estos complejos pueden bloquear de forma selectiva la actividad de la enzima

colagenasa sin obstruir las actividades proteoliticas reguladores de la enzima [158].

10. ENZIMA TIROSINASA

La tirosinasa es una enzima cuprifera perteneciente al grupo de las monooxigenasas presente
en tejidos de plantas, animales y humanos que cataliza la oxidacion de fenoles (como la tirosina),
reaccion que convierten a esta enzima clave para la produccion de la pigmentacion de la piel, la
melanina y el color negro de ciertos vegetales pelados cuando son expuestos al aire: La coloracion
es debido a la conversion quimica de la tirosinasa en melaninas que son los pigmentos

intensamente coloreados [143, 144].
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La melanina es un pigmento producido en las células por la accién de la tirosinasa que
transforma sucesivamente el reactivo inicial (el animoacido L-Tyrosina) en serie de intermediarios
(L-DOPA) para terminar formando la melanina, como resultado se forma la eumelanina
(responsable del color marrén/ negro) o se produce la feomelanina (responsable del color amarillo/
rojo) que se consigue mediante una via metabdlica alternativa [143].

La melanina se genera en los melanocitos, que se encuentran en diferentes lugares del
cuerpo, principalmente en el pelo y en la piel (en la capa basal de la dermis) y es acumulada en los
melanosomas, aunque segun las especies las tirosinasas son distintas en términos de sus
propiedades estructurales, distribucion de tejido y ubicacion celular [143, 144]. Este pigmento es el
producto final de la melanogénesis, mecanismo conocido para prevenir el dafio de la piel causado

por la radiacién ultravioleta (UV) [143].

Esta enzima regula la cantidad de melanina producida puesto que su acumulacion excesiva
produce algunos desordenes en la piel, como son las manchas de la edad o las manchas solares, la
enzima es también la responsable del albinismo, (producto de los cambios u alteraciones de los
genes que aportan informacion genética en la enzima, una anomalia en uno de estos genes, hace
gue la enzima tirosinasa no funcione correctamente, produciendo una disminucion de la melanina y

provocando por tanto el albinismo) [143, 144].

Otras enzimas solo modifican el tipo de melanina que es sintetizada en la ruta bioquimica de
la pigmentacion, es por ello que su inhibicion se ha convertido en una de las estrategias mas
importantes para el desarrollo de nuevos agentes despigmentantes, teniendo una gran importancia
en los productos médicos y cosméticos, de ahi que sea una enzima muy estudiada en los dltimos
afios [144].

10.1. ESTRUCTURA DE LA ENZIMA TIROSINASA: SITIO ACTIVO

El sitio activo de la tirosinasa presenta dos atomos de Cu*?, con un indice de coordinacion 5,
(figura 22) que se une a la azote de los residuos de histidina. En la figura 23 los puntos rojos

representan los &tomos de Cu*? [145].
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La tirosinasa cataliza dos pasos de la misma reaccion para formar la melanina:

2 Tirosinasa 2 ; Q
WDH _-losmass  HO on Tirosinasa 0o OH
R ———

HO NH2 HO MNH 0 MHz
Tirosina DOPA Dopaquinona

) o HO o o]

Melanina &—88—— — —

e} ] HO H Hom_q‘j“

Dopacrome

Figura 24. Reaccion simplificada para la formacion de melanina [modificado 143].

10.2. INHIBIDORES DE LA ENZIMA TIROSINASA

La enzima tirosinasa ha sido aislada de diferentes fuentes, por ello también varias fuentes
naturales han sido utilizadas en la obtencion de compuestos con inhibicion contra la enzima. Entre
los grupos fundamentales se encuentran los hongos, bacterias y plantas. Dentro de los inhibidores
de la enzima tirosinasa conocidos a dia de hoy, encontramos los inhibidores aislados a partir de

hongos, como el &cido azelaico o el acido kojico y los inhibidores derivados de la hidroquinona,
como el arbutin [146, 144].
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El 4cido azelaico (acido 1,7-heptanodicarboxilico, AZA) es un compuesto natural de cadena
lineal y saturado producido por la levadura Pityrosporum ovale. No se conoce con exactitud su
mecanismo de accion despigmentante, inhibe la enzima tirosinasa [146] mostrando un efecto
citotoxico en los melanocitos humanos [144].

El &cido kojico, [5-hidroxi-2-(hidroximetil)-g-pirona], es un metabolito de champifiones
producido por algunas especies Aspergillus, y Penicillium, es un buen agente quelatante de los
metales de transicion como el cobre y un buen removedor de radicales libres. Inhibe la tirosinasa de
varias especies de champifiones por quelacion del cobre del sitio activo de la enzima, muestra una

inhibicion competitiva con la L-Tirosina y no competitiva con el L-DOPA [147].

La arbutina es un beta-glucésido natural de la hidroquinona que inhibe la tirosinasa de forma
competitiva y reversiblemente sin llegar a afectar al proceso de transcripcion del ARNm de los
melanocitos cultivados de humanos a concentraciones no toxicas.Ocurre naturalmente en las
especies Arctostaphylos, Vaccinus, Pyrus y Lathyrus. Este compuesto también inhibe la
maduracion de los melanosomas y es menos tdxico a los melanocitos en comparacion con la
hidroquinona. A pesar de la seguridad de la arbutina como agente para blanquear la piel y aminorar
las lesiones hiperpigmentadas, algunos trabajos no confirman sus efectos en ensayos clinicos [144,
147].

Ademés de los inhibidores mencionados hasta ahora, cabe destacar los inhibidores
farmacéuticos, como el captopril un antidepresivo antihipertensivo [(2S)-1-(3-mercapto-2-
metilpropionil)-L prolina] capaz de prevenir la formacion de melanina, ejerciendo su efecto
inhibidor por quelatacion de los iones de cobre en el sitio activo de la tirosinasa. A parte del
proceso de la inhibicion estd involucrado en la reaccion de intercambio de disulfuro entre el

captopril y el dominio enriquecido de cisteinas en el sitio activo de la enzima [147].

El metimazol (1-metil-2-mercaptoimidazol) es un farmaco anti-tiroides, inhibe la actividad
de la tirosinasa de champifion de dos formas: conjugando con las o quinonas, lo que provoca
inhibicion aparente en la formacion de productos pigmentados, y quelante de cobre en el sitio

activo de la enzima [147].

Los flavonoides también son inhibidores competitvos de la enzima tirosinasa por su
capacidad para quelatar el cobre del sitio activo de la enzima, lo que origina una inactivacion

irreversible de la enzima, aunque estos compuestos son menos activos que el acido kéjico [144].
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11. ENZIMA ELASTASA

La elastasa, es una enzima serina proteasa [166] que se encuentra en el jugo pancreatico y
cataliza la hidroélisis de elastina [152], una proteina que forma las fibras elésticas y ayuda a
mantener la piel flexible pero rigida que le permite realizar actividades normales como el doblar un

musculo [166].

11.1. ESTRUCTURA DE LA ENZIMA ELASTASA: SITIO ACTIVO

El sitio activo (figura 25) es una hendidura en el cual se sitla el sustrato para formar el
complejo enzima-sustrato, esta enzima es una serina proteasa y por lo tanto tiene una estructura que
es disefiada para escindir proteinas (expresamente elastina). La elastasa tiene un sitio activo con
tres aminodcidos principales: aspartato, histidina y serina que constituye la triada catalitica creando
juntos una catdlisis nucleofilica, aunque también los residuos voluminosos de valina ayudan en el
cierre del bolsillo [166].

Figura 25. Sitio activo de la enzima elastasa [modificado 167].

La elastasa recibe este nombre porque hidroliza con rapidez la proteina elastina, la proteina
que forma las fibras elasticas, uno de los componentes principales del tejido conectivo [166],
puesto que las propiedades mecanicas de los tejidos se deben en primer lugar a su contenido de
fibras de elastina que confiere elasticidad y en segundo al colageno que aporta rigidez. EI pulmén,
las arterias y la piel son 6rganos elasticos, esta elasticidad se debe a que poseen una gran cantidad
de haces de fibras elasticas capaces de deformarse y retornar a la longitud basal. EI pulmén al tener

muchas fibras elasticas y poco colageno, funciona como un fuelle, inflandose y desinflandose con

116



Introduccion

el ritmo respiratorio, mientras que en la piel de las personas de edad y de los tomadores de sol se

arruga porque pierde las fibras elésticas [168].

La estructura de la elastasa es bastante similar a otras enzimas serinas proteasas como la
tripsina y quimiotripsina teniendo un 40% de la secuencia de amino&cidos idéntica y una estructura
general muy similar [166]. La elastasa es rica en Ala, Gly y Val. El bolsillo de unién de la elastasa
esta en gran medida ocluido por las cadenas laterales de los residuos Val y Thr, que reemplazan los
residuos Gly, que revisten los bolsillos de especificidad en quimiotripsina y tripsina [169].

El plasma humano contiene una pequefia proteina llamada alfa-antitripsina (AAT) que tiene
la propiedad de inhibir la accion enzimética de varias proteasas importantes incluyendo la elastasa.
La AAT es una de las proteinas “reactantes de fase aguda” cuya concentracion plasmatica se eleva
en muchos estados inflamatorios, esta proteina restringe la destrucciéon de las fibras elésticas y
paraliza que las infecciones pulmonares habituales resulten en fibrosis pulmonar y enfisema [168].

11.2. INHIBIDORES DE LA ENZIMA ELASTASA

Las alteraciones en el equilibrio entre la actividad de la elastasa de nuecle6filos humana
(HNE) y sus inhibidores reguladores se han relacionado con el desarrollo de una extensa cantidad
de enfermedades que afectan al sistema pulmonar, como la enfermedad pulmonar obstructiva
crénica, fibrosis quistica, sindrome de dificultad respiratoria aguda, lesién pulmonar aguda,
transtornos inflamatorios (psoriasis, dermatitis aterosclerosis y artritis reumatoide) por lo que se
han descrito muchos inhibidores peptidicos y no peptidicos, aungque actualemente solo hay dos
medicamentos disponibles para el uso clinico: Prolastin® (farmaco peptidico) y Silvelestat Elaspol
® 100 (un inhibidor selectivo no peptidico de bajo peso molecular). Ademas del inhibidor

AZD9668 (Alvelestat) que se encuentra en fase de ensayos clinicos [170].

12. ENZIMA LIPOXIGENASA

Las lipoxigenasas (LOX) son enzimas metaloproteinas pertenecientes al grupo de las

oxidoreductasas con un hierro no heminico Fe (I1) en el sitio activo [159].

Los hidroperoxidos, son los productos resultantes de la reaccion enzimética de lipoxigenasa
con los é&cidos grasos poliinsaturados [160] y peroxidan los acidos grasos con los sistemas

pentadienyl (1-cis,4-cis) como el &cido araquidonico, participando de esta forma en el proceso de
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peroxidacion lipidica. Son activadas por su producto de oxidacion, es decir, cuando el Fe*
(reductor) oxida a Fe* (oxidante), teniendo como sustrato natural el 4cido araquidénico para las
LOX de origen animal y el acido linoleico para las LOX de origen vegetal, en el caso de las
lipooxigenasas de las semillas de soja, estdn involucradas en procesos inmunoldgicos, de
regulacion del crecimiento y en la germinacion [159], catalizando los primeros pasos de la ruta
metabolica del acido araquidonico que implica una serie de reacciones quimicas cuyos productos
estan relacionados con la inflamacion, por esta razén la enzima lipoxigenasa (como los

ciclooxigenasas) son un blanco importante en el estudio de farmacos anti-inflamatorios [162].

Es por ello que estas enzimas son las responsables de catalizar una de las reacciones mas
importantes como es la hidroperoxidacion de acidos grasos poliinsaturados -6, como el acido
linoleico y linolenico en las plantas y el &cido araquidonico en los animales (o la de sus
correspondientes ésteres lipidicos), hasta un sistema hidroperdxido cis, trans-butedieno, para poder
ser metabolizado por beta-oxidacion [159]. Aunque las LOX también pueden actuar con algunos
compuestos que tienen los dobles enlaces en su estructura quimica, como son los pigmentos

naturales para el beta-catoteno y la clorofila [159].

Los antiinflamatorios a pesar de sus conocidos efectos secundarios, contindan siendo el
grupo terapéutico mas utilizado en el mundo en el tratamiento de procesos fisiopatoldgicos. Su
mecanismo de accion estd relacionado con la inhibicién de enzimas que forman parte del

metabolismo del &cido araquiddnico [163].

El &cido araquiddnico (AA), es el principal substrato de las lipoxigenasas de mamifero, es un
acido graso poliinsaturado de 20 4&tomos de carbono y cuatro dobles enlaces en cis que presenta una
gran flexibilidad conformacional, este &cido se obtiene de la dieta y se encuentra esterificado en los
fosfolipidos de membrana y cuando por cualquier mecanismo las células son dafiadas, es liberado
al citoplasma por la accién de fosfolipasas celulares, como la A2. Una vez liberado puede seguir
dos vias metabdlicas (figura 26), la via de la ciclooxigenasa, que determina la produccion de
prostaglandinas y tromboxanos o la via delipoxigenasa que conduce a la formacién de leucotrienos
e hidroperdxidos. Estos tienen una funcién muy importante en las enfermedades inflamatorias y

alérgicas, mediando el dolor, la fiebre y el edema [163].
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Figura 26. Vias metabdlicas simplificadas del acido araquidonico.

La actividad bioldgica de las lipoxigenasas de mamifero incluida la humana no es del todo
conocida pero sin embargo si se ha descrito que las lipoxigenasas participan en distintas
enfermedades como el asma, la aterosclerosis, el alzheimer, la artritis, la soriasis y algunos tipos de
cancer (colorrectal, prostatico, de mamas, y pulmonar). Ademas las LOX estan implicadas en la
respuesta inflamatoria, dado que los productos de su reaccion dan lugar a la formacién de

leucotrienos, lipoxinas, prostaglandinas y tromboxanos [161].

Todo esto hace que la busqueda de inhibidores especificos para estas enzimas sea un foco
interesante de investigacion, demostrandose en diversos estudios que los flavonoides e

isoflavonoides son buenos inhibidores para las lipoxigenasas [161].

12.1. ESTRUCTURA DE LA ENZIMA LIPOXIGENASA:
SITIO ACTIVO

La estructura de esta enzima es una sola cadena polipeptidica, con un dominio N-terminal
que esta orientado en el cuadrante superior izquierdo, presenta una estructura barril-p, formada por
ambas capas de hojas anti-paralelas representadas en la figura 27 por las flechas amarillas.

El dominio catalitico C-terminal corresponde al resto de la estructura mayoritariamente
representado por las hélices coloreadas en azul, el &tomo de hierro catalitico en color naranja se
sitla en el centro de dicho dominio [164].

El hierro no-hémico presente en el sitio activo pasa del estado de oxidacion Fe®* a Fe**en la
catalisis de la reaccién, cuando la enzima se encuentra activa. ElI metal se encuentra coordinado
dentro del sitio activo por tres residuos de His, una lle, una molécula de H,O, y un residuo que

varia entre His/Asn/Ser dependiendo del organismo en que se encuentre [161].
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Figura 27. Estructura de la lipoxigenasa (LOX-1) de soja [164].

12.2. INHIBIDORES DE LA ENZIMA LIPOXIGENASA

Las propiedades antiinflamatorias del resveratrol, vienen definidas por si efecto antioxidante
como inhibidor de las actividades enzimaticas de la COX y la LOX. El resveratrol una fitoalexina
presente en las uvas, mosto (sobre todo en el vino tinto). Estructuralmente el resveratrol es un
polifenol con una estructura de dobles enlaces que existe en dos isoformas, cis- y trans-resveratrol,

susceptible de ser oxidado, al igual que el &cido linoleico, por lipoxigenasa [165].

Otros inhibidores de la enzima lipoxigenasa, son el &cido nordihidroguayarético (NDGA) y
el 3-t-butin-4-hidroxianisol (BHA), caracterizados por ser buena sondas del sitio activo de la LOX,
por sus propiedades quelantes del Fe (I11), también se han descrito varias clases de inhibidores de la
LOX, como son los acidos grasos acetilénicos, catecoles, acidos hidroxamicos, fenoles, pirazolinas,
fenilhidrazonas y disulfuros [159].

13. ANTIOXIDANTES

Los radicales libres son moléculas o fragmentos de moléculas que poseen uno 0 mas
electrones desapareados en su orbital externo, condicidn que los torna altamente reactivos, por ello
son capaces de reaccionar con compuestos antioxidantes a través de un proceso caracterizado por la

cesion de un atomo de hidrégeno proporcionado por el agente antioxidante [171].

En el ser humano se generan radicales libres en la cadena respiratoria mitocondrial, cuando

reacciona el peréxido de hidrégeno con el Fe*? ion ferroso, por la accién catalitica de la
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ciclooxigenasa, en la reaccion de la vitamina C con el ion ferroso, o por accion de la NADPH
reductasa [171].

Por otro lado, los prooxidantes son especies altamente reactivas de radicales libres o especies
reactivas de oxigeno que estan presentes en los sistemas bioldgicos; provienen de una amplia
variedad de fuentes [172, 173] y se localizan en los alimentos y en los sistemas bioldgicos. En los
alimentos el proceso de auto-oxidacién y generacion de la rancidez es producido por radicales
libres debido a la peroxidacion lipidica y en los sistemas vivos los radicales libres atacan moléculas
biolégicas claves, generando muchas enfermedades degenerativas [172, 174]. Un desequilibrio
entre prooxidantes y antioxidantes en el organismo origina el proceso denominado estrés oxidativo,
asociado a la patogénesis de muchas enfermedades humanas [172, 175] tales como céancer,

arterioesclerosis, artritis reumatoidea, algunas formas de anemia y diabetes, entre otras [172].

Los antioxidantes son conocidos como moléculas que actlan antes o durante una reaccion en
cadena de los radicales libres; (etapa de iniciacion, propagacion, terminacion, descomposicién o en
la subsecuente oxidacién de los productos) [172, 178] retardando o previniendo la oxidacién de
otras moléculas, puesto que los radicales libres son susceptibles de reaccionar con compuestos
oxidantes [175], estos se pueden clasificar en antioxidantes sintéticos o antioxidantes naturales
[171].

En las Gltimas décadas ha aumentado de forma significativa el interés por los antioxidantes
naturales ya que estos ofrecen mayor seguridad que los compuestos sintéticos, siendo por tanto mas
aceptados comercialmente, ademas los agentes fitoquimicos presentan mas eficacia que sus

correspondientes sintéticos [172, 179].

Los antioxidantes derivados de las plantas desde el punto de vista fitoquimico pueden ser
taninos, lignanos, estilbenos, cumarinas, quinonas, xantonas, acidos fenolicos, flavones, flavonoles,
catequinas, antocianinas y proantocianinas los cuales debido a sus propiedades redox pueden actuar
como donadores de hidrégenos y asimismo prevenir o retrasar el desarrollo de enfermedades
degenerativas [172, 180]. Por esta razén se pretende determinar el valor antioxidante de la
coleccion de plantas de la Region de Dofiana, dada la importancia de conocer nuevos agentes con

propiedades antioxidantes y a la facilidad de acceso a recursos naturales propios.

Las plantas como fuentes de antioxidantes se pueden utilizar para la preservacion del valor

nutritivo previniendo el deterioro oxidativo de lipidos y para propésitos medicinales [181].
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13.1. DPPH: 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZILO

El método utilizado por el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo conocido por las siglas
(DPPH), es uno de los mas utilizados para medir la capacidad antioxidantede una especie 0
sustancia [171]. La molécula de DPPH es conocida por ser un radical libre estable debido a la
deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molécula completa, lo que hace que la
molécula no se dimerice como sucede con la mayoria de los radicales libres, esto hace que el

radical libre DPPH tenga la capacidad para aceptar un &tomo de hidrégeno [172].

Este método desarrollado por Brand-Willams et al en 1995 [172], determina actividades de
captura de material radicalario, en presencia de una sustancia antioxidante, midiendo el potencial
de inactivacion de dicho radical en medio acuoso [182], es decir, se basa en la estabilizacion del
radical el cual se atribuye a la deslocalizacion del electrén desapareado que da una coloracién
violeta [172].

Al entrar la disolucién de DPPH en contacto con una sustancia antioxidante que puede donar
un atomo de hidrégeno o con otra especie radical (R*) se produce la forma reducida DPPH-H 6
DPPH-R con la correspondiente pérdida del color y por tanto pérdida de la absorbancia [183],
siendo medida espectrofotométricamente a 517 nm, determindndose por diferencia de
abosorbancias el porcentaje de captacion de radical libre DPPH [184].
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Figura 28. Grafico de cambio de coloracién del DPPH de violeta a amarillo cuando esta expuesta a una

sustancia oxidante [modificado 185].

En consecuencia, la desaparicion del DPPHe proporciona un indice para estimar la capacidad

del compuesto de prueba para atrapar radicales [181], ademas este método posee unos tiempos de
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reaccion de 20-30 minutos en vez de un tiempo de reaccion total de 120 minutos necesario para

alcanzar el estado estacionario y completar la reaccion redox [172, 186].

Generalmente los resultados de DPPH se han expresado como el valor de la concentracion
maxima de la media inhibitoria (ICs), definida como la cantidad de antioxidantes necesaria para
disminuir la concentracién inicial de DPPH al 50%, cuyo valor se obtiene de representar el
porcentaje de inhibicion frente a la concentracion del extracto [172].

13.2. POLIFENOLES Y FAVONOIDES

Los polifenoles y flavonoides son constituyentes muy apreciados en las plantas, ya que
poseen una gran cantidad de grupos hidroloxilo en su estructura [172, 187] lo que favorece la
captura y secuestramiento de radicales libres [181, 188], es por ellos que de la mayor parte de la
capacidad antioxidante de los vegetales es debida a estos compuestos [181]. Asi mismo una gran
cantidad de estudios han establecido que los compuestos fendlicos de las plantas incluyendo los

flavonoides son antioxidantes potentes con efectos antimutagénicos y anticarcinogénicos [181].

La actividad antioxidante de los polifenoles es la propiedad de mayor interés, al contener
estos en su estructura quimica un ndmero variable de grupos hidroxilo fendlicos, los cuales

reaccionan con los radicales libres [181].

Por otro lado los flavonoides son los polifenoles que poseen al menos dos de sus unidades
fendlicas, estando ampliamente distribuidos en las plantas y entre ellos se pueden encontrar

flavonas, flavonoles, isoflavonas, flavononoles, catequinas, flavononas [172, 189].

Para determinar el contenido de polifenoles de una planta o matriz vegetal, se recurre al
método de reactivo Folin-Ciocalteu (F-C) que utiliza un mecanismo de reaccion de
oxidacion/reduccion. Este ensayo mide la capacidad para reducir el reactivo de &cido
fosfomolibdico/ fosfotungstico a un complejo azul que es monitoreado espectrofotométricamente,
donde el molibdeno es reducido en el complejo, produciéndose una reaccion de transferencia de
electrones entre el Mo(V1) y el reductor, es decir, la mezcla de acido fosfotungstico (HsPW1,040) y
el acido fosfomolibdico (HsPMo01,049) que es reducido, de la oxidacién de los fenoles, a una
mezcla de 6xidos azules de tungstenio (WgO,3) y de molibdeno (MogO,s3), siendo la coloracion azul
producida proporcional a la concentracion de compuestos fendlicos presentes en las muestras,

teniendo una absorcion maxima a 765 nm [172, 181, 190].
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Dicho ensayo es comUnmente utilizado tanto por su simplicidad como por la disponibilidad
comercial del reactivo al ser un procedimiento estandarizado puesto que los polifenoles son

facilmente oxidables en un medio béasico por el reactivo F-C [172].

Mo (V1) + e (reductor) —————  » Mo (V)
Figura 29. Reaccion de transferencia de electrones con el reactivo de Folin-Ciocalteu [172, 190].

En la actualidad hay un creciente interés enfocado en los flavonoides, puesto que se ha
evidenciado su gran importancia en la dieta humana debido a la gran variedad de actividades
biolégicas que estos presentan; entre ellas inhibicion de enzimas hidroliticas y oxidativas
(fosfolipasa A2, cicloxigenasa, lipoxigenasa), efectos antibacteriales, actividad antiinflamatoria y
antioxidante. Puesto que estos actlan como antioxidantes; ayudan a contrarrestar o disminuir el

riesgo de cancer, enfermedades cardiovasculares o el estrés oxidativo [172, 191, 192].
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Introduction

Ce premier chapitre de la thése traitera du probléme de la pollution de I'environnement, en
soulignant le rdle des polluants dits émergents qui ont fait I'objet d'études ces derniéres années par
la communauté scientifique, en raison de I’impact majeur que leur présence provoque dans les
écosystémes environnementaux. Plus précisément, les drogues constituent un groupe abondant de
composes, dont la présence dans I'environnement a augmenté beaucoup plus que tout autre polluant

depuis les années 1970.

Nous nous concentrerons sur les problemes posés par les médicaments couramment prescrits
pour I’homme et pour le bétail, en nous concentrant sur six principes actifs, la carbamazépine, la
fluméquine, la ciprofloxacine, I'enrofloxacine, le diclofénac et I'ibuproféne et leurs effets sur trois
différentes espéces végétales qui composent la flore du Parc National de Dofiana: Lavandula
dentata, Juncus sp.et Salicornia europaea; I'étude des métabolites ou produits de dégradation de

cette interaction sera également examinée.

Sa présence dans des zones protégées telles que le Parc National de Dofiana, dans les
environs duquel plusieurs principes pharmacologiques actifs ont déja été identifiés dans des
échantillons d'eau [1], est principalement attribuée a l'inefficacité des stations d'épuration des eaux
usées (SEEU) pour éliminer ces composés dans le traitement des eaux usées. De plus, la présence
de fermes d'élevage dans la région constitue un autre point d'entrée pour ce type de contaminants
émergents, principalement en raison de leur utilisation pour le traitement des animaux. Les
caractéristiques de I'environnement de Dofiana, formé de terres inondables et de marais, favorisent

la mobilité des polluants dans ses différentes zones.

De méme, I'étude des métabolites ou des produits de dégradation des substances actives
sélectionnées produites dans les matrices végétales sélectionnées sera abordée, a la fois d'un point
de vue dirigé, ce qui rend nécessaire de savoir quels métabolites possibles nous pouvons trouver, et
d'un point de vue non dirigé, de rechercher des composés possibles non décrits a ce jour, ainsi que
les utilisations possibles que ces plantes peuvent avoir pour la décomposition de divers

contaminants, ce qui leur permettrait d'étre utilisés dans les processus de bioremédiation.

Enfin, un examen approfondi des différentes enzymes utilisées dans les tests enzymatiques
sera effectué: tyrosinase, €élastase, collagénase, lipoxygénase, leur structure, leur mode d'action et
les inhibiteurs les plus fréquemment utilisés pour chacun d'eux. Le comportement de ces enzymes
doit étre connu afin de pouvoir reproduire leur mécanisme d'action au niveau du laboratoire pour
trouver des molécules possibles dans les échantillons de plantes analysées ayant la capacité de les

inhiber.
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1. LACONTAMINATION ENVIRONNEMENTALE ET SON
DIAGNOSTIC

Les dommages que I'homme a causés a I'environnement en satisfaisant ses besoins vitaux ont
donné lieu a divers problémes de pollution, et donc a de graves problémes de santé, puisque la
présence dans I'environnement d'un ou plusieurs polluants ou d'une combinaison de ceux-ci, nuit a
la vie, a la santé et au bien-&tre des personnes, a la flore, a la faune, a la dégradation de la qualité de
I'air, des sols et des eaux, ce qui a entrainé la prise des mesures nécessaires a la résolution des

problemes générés pour I'environnement [2].

L'activité humaine a de graves conséquences sur la pollution des espaces naturels parmi
d'autres écosystéemes, favorisant la pollution des eaux souterraines et de surface (rivieres, lacs,
réservoirs, aquiféres, zones humides et mers) qui s'y trouvent, substances qui modifient leur
composition, dégradent la qualité et entravent la fonction écologique de I'eau. 1l est donc nécessaire
de connaitre les éléments et les facteurs qui contaminent ces milieux, ainsi que leur implication

dans la détérioration de leur qualité [3, 4].

Une des principales sources de pollution dans les milieux naturels est I'eau usée, qui
représente un danger car elle contient une grande quantité de substances et/ou de micro-
organismes, étant source de pollution dans les lieux ou elle est évacuée sans traitement préalable.
lIs peuvent étre classés en fonction de leurs origines dans les eaux domestiques ou les eaux noires
qui présentent une grande quantité de matieres organiques, de micro-organismes, de résidus de
savon, de détergents et de graisses car ils proviennent des feces et urines humaines, de I'hygiéne
personnelle, du ménage, etc. et des eaux blanches, qui peuvent étre d'origine atmosphérique (pluie,
neige et glace) ou du nettoyage des espaces publics comme les rues, parcs etc. Enfin, les eaux usées
non urbaines, qu'elles proviennent des travaux agricoles et d'élevage en milieu rural ou de la
transformation effectuée dans les usines et les établissements industriels, contiennent des huiles,
détergents, antibiotiques, acides, graisses et autres produits d'origine minérale. Dans de nombreux
cas, les eaux résiduelles sont utilisées sans traitement préalable ou aprés des traitements qui ne sont
pas tout a fait adéquats pour l'irrigation des récoltes, ce qui, lorsqu'elles sont consommées sous
forme brute, fait que des substances toxiques ou des micro-organismes sont incorporés directement

a l'organisme [4, 5].

Parfois, ce ne sont pas les déchets qui causent la disparition des organismes de I'eau, mais
pour la décomposition des polluants sont nécessaires de grandes quantités d'oxygene, qui peuvent

étre totalement consommeées, créant ainsi des conditions anoxiques qui limitent la vie aquatique.
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C’est pourquoi ces derniéres années ont émergé une prise de conscience des niveaux de
résistance et d'adaptation des étres vivants aquatiques a certaines substances et éléments présents
dans I'eau. Cela a conduit a l'utilisation de la flore et de la faune comme bioindicateurs de la qualité
de l'eau, puisque leur abondance ou leur absence dans I'environnement indique le degré de

pollution de cette derniere [5].
Parmi les principales sources de pollution, il convient de mentionner les:

-Agents pathogenes: Il s'agit de tous les types d'entités biologiques (bactéries, virus, parasites
ou autres organismes) capables de produire des maladies chez I'nomme, la flore et la faune, car ils
proviennent de déchets organiques qui ont été déversés dans les riviéres, lacs ou réservoirs sans

avoir préalablement subi un processus de purification adéquat.

- Produits chimiques organiques: substances chimiques qui contiennent du carbone et qui ont
été fabriquées par I'hnomme, comme le pétrole, I'essence, les pesticides ou les plastiques qui peuvent
rester dans I'eau pendant plus de 50 ans.

-Déchets organiques: Ensemble des déchets organiques (huiles, graisses, protéines, etc.)

produits par I'nomme ou les animaux.

-Produits chimiques inorganiques: Ce groupe comprend les acides minéraux, les sels ou les
métaux toxiques (mercure ou plomb) dont la présence en grande quantité dans l'eau cause des

dommages aux systemes aquatiques, réduisant ainsi la biodiversité.

-Eléments nutritifs inorganiques des plantes (azote et phosphore): L'augmentation des
nitrates et des phosphates dans I'eau modifie les conditions de I'environnement en raison de
I'eutrophisation, c'est-a-dire la croissance excessive des algues et autres organismes, modifiant leur

état en consommant une plus grande quantité d'oxygéne.

-Sédiments ou matiéres en suspension: Ce sont les particules insolubles du sol qui
obscurcissent les eaux et rendent la vie difficile pour certains organismes, dont I'accumulation de

sédiments détruit les frayeres.

-Substances radioactives: Les isotopes radioactifs solubles peuvent étre présents dans I'eau
en raison de l'activité des centrales thermonucléaires et plus fréquemment, des traitements et

diagnostics hospitaliers.

-Pollution thermique: Le rejet d'eau chaude par les centrales électriques ou les activités
industrielles augmente la température des riviéres ou des réservoirs, ce qui diminue la teneur en

oxygene présente dans I'eau et affecte donc la vie des espéces aquatiques [5].
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1.1. POLLUANTS EMERGENTS

Au cours des derniéres décennies, le nombre de nouveaux polluants non réglementés,
appelés polluants émergents, a augmenté. Ces composés présentent des effets importants puisqu'ils
affectent la santé des étres humains et des espéces animales méme lorsqu'ils sont présents en faibles
concentrations, perturbant le systéme endocrinien et bloquant ou perturbant les fonctions

hormonales, entre autres effets toxiques [6].

Un polluant émergent est un matériau, un élément, un composé, une espéce chimique, voire
un phénomeéne physique inconnu ou méconnu dont la présence dans I'environnement (aliments,
produits naturels, artificiels) ou dans tout étre vivant n'est pas récente, mais les conséquences de
son existence peuvent étre néfastes. Leur contrble n'est pas réglementé par les administrations

publiques et la disponibilité des méthodes et techniques pour leur analyse est trés limitée [7].

Les rejets de polluants émergents sont considérés comme un probléme grave pour
I'environnement et la santé (tels que les produits d'hygiéne personnelle, les détergents, les parfums,
les surfactants ou les produits pharmaceutiques, entre autres) [8], non pas précisément parce que
leur présence dans l'environnement est nouvelle, mais en raison de leur intérét environnemental.
Ces composés comprennent: les retardateurs de flamme bromés, les paraffines chlorées, les
pesticides polaires, les composés perfluorés, les médicaments, les produits pharmaceutiques, les

métabolites et/ou les produits de dégradation de toutes les substances mentionnées ci-dessus [9].

Les retardateurs de flamme bromés sont utilisés dans un grand nombre de produits
commerciaux (meubles, plastiques, tissus, peintures, appareils électroniques, etc.), ce qui permet de
produire environ 200.000 tonnes par an [9] et d'accorder une plus grande attention a ce type de
composés car ils sont présents dans un grand nombre d'échantillons, tant environnementaux,
humains qu'animaux. [9, 10]. Tout cela, ajouté a leur forte persistance dans I'environnement, a leur
biodisponibilité élevée et aux effets nocifs possibles (qui n'ont pas été entiérement démontrés)
comme la neurotoxicité, les perturbations endocriniennes et le cancer, a accru l'intérét, les

préoccupations et les études sur ces substances [9].

Les paraffines chlorées sont des formulations industrielles qui consistent en des mélanges
techniques d'alcanes polychlorés a chaine linéaire avec des chaines hydrocarbonées ayant entre 10
et 30 atomes de carbone et entre 30 et 70% de chlore, cataloguées cancérogénes par 1’Agency for
Cancer Research avec un degré de chloruration de 60%. Ces mélanges commerciaux sont classés
en fonction de la longueur de la chaine hydrocarbonée dans les paraffines chlorées a longue chaine
(18-30 carbones), a chaine moyenne (14-17 carbones) et & chaine courte (10-13 carbones), qui sont

les plus toxiques et utilisées. Sa production mondiale s'éléve a 200 formulations commerciales et
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plus de 300.000 tonnes par an. En raison de leur faible volatilité, de leur solubilité dans I'eau et de
leur caractere lipophile, ils ont une forte tendance a s'adsorber dans les sédiments ou les
concentrations les plus élevées sont observées, bien qu'ils aient aussi tendance a s'accumuler dans
les oiseaux et les poissons mammiféres. Tout cela, ajouté a son utilisation excessive et a une lente

dégradation chimique et biologique, a justifié les nombreuses études de ces derniéres années [9].

Les pesticides, en particulier les plus apolaires, sont étudiés depuis des décennies, c'est

pourquoi on connait trés bien leur présence et leur devenir dans I'environnement [9].

Récemment, toutefois, les préoccupations au sujet des produits de dégradation de ces
composés ont augmenté, car ils sont, dans de nombreux cas, plus toxiques que les composés de
départ [9].

Les détergents perfluorés sont un exemple de composés a usage industriel qui sont utilisés
depuis des années dans un grand nombre de secteurs et sont maintenant considérés comme des
polluants tres dangereux et largement répandus dans I'environnement. C'est le cas du sulfonate de
perfluorooctane, qui est utilisé comme réfrigérant ou détergent. Ces composés ont été détectés dans
le sang et le foie humain, dans le foie et les graisses animales, ainsi que dans les eaux de surface et

souterraines [9, 11].

La présence de drogues faisant I'objet d'un abus et les effets possibles de ces drogues et de

leurs principaux métabolites sur I'environnement ont retenu aussi l'attention ces derniéres années

[9].

De tous les contaminants émergents, les médicaments, et en particulier les antibiotiques,
sont ceux qui suscitent actuellement le plus de préoccupations quant a l'augmentation de leur
utilisation au cours des derniéres décennies, car ce sont des molécules dont l'activité biologique et
les propriétés physico-chimiques tres diverses contribuent a leur persistance dans l'environnement,
conditionnent leur distribution et favorisent leur bioaccumulation. Ces composés sont généralement
présents en faibles concentrations et la plupart d'entre eux restent non réglementés ou non

réglementés, d'un point de vue environnemental, par de nombreux pays [9].

Les principes actifs pharmacologiques sont des substances chimiquement définies capables
de modifier l'activité cellulaire d'un organisme vivant et donc de produire un effet biologique,
bénéfique ou toxique en fonction de la dose fournie [12, 13]. Etant des substances, dans la plupart
des cas, solubles dans I'eau, elles sont capables d'étre présentes a tous les stades du cycle de l'eau,
de sorte qu'il n'y a pas d'élimination complete malgré les différents procédés appliqués dans les
stations d'épuration, d'ou la nécessité de connaitre I'effet toxicologique sur les organismes et donc

ses conséquences pour les personnes [14].
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Dans les années 1970, les premiéres preuves de la présence de drogues dans le milieu
aquatique ont été trouvées aux Etats-Unis, ou l'acide clofibrique, métabolite actif de plusieurs
régulateurs des lipides sanguins (clofibrate et éthofibrate), a été trouvé dans les eaux usées;
cependant, ce n'est que vers le début des années 1990 que la présence massive des drogues dans

I'eau a été signalée [9].

En raison de leurs effets physiologiques, la flore peut devenir plus sensible a leurs impacts,
méme si la concentration des médicaments est faible, et leur combinaison peut avoir des effets

importants en raison de mécanismes d'action de type synergique [12, 15].

Parmi les médicaments les plus couramment prescrits en médecine humaine figurent
I'ibuprofene et le diclofénac, qui appartiennent aux groupes des anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS), les antiépileptiques comme la carbamazépine, les antibiotiques comme I'amoxicilline et le
sulfaméthoxazole, puis les béta-bloquants tels le métoprolol. Ce sont donc les groupes
pharmacologiques les plus étudiés et ils sont de plus en plus utilisés en médecine vétérinaire et dans

des activités telles que I'aquaculture, I'élevage ou l'aviculture [9].

Les médicaments vétérinaires sont destinés a traiter les maladies et a protéger la santé
animale. Leur rejet dans I'environnement se produit directement, comme dans les exploitations
agricoles, indirectement par I'épandage de fumier animal (contenant des produits excrétés dans le
sol) ou par les excréments animaux directement dans les paturages [16, 17].

L'impact des médicaments vétérinaires sur I'environnement dépend des quantités utilisées,
des pratiques d'élevage, du mode d'administration, de la toxicité environnementale, des propriétés
physico-chimiques, du type de sol, du climat, des pratiques de gestion du stockage du fumier et du
taux de dégradation du fumier [16].

Selon les caractéristiques du sol et les propriétés physico-chimiques des médicaments, de
leurs métabolites et des produits de dégradation, ils peuvent atteindre les eaux souterraines
(contaminant les aquiferes) [12, 18] ou étre retenus dans le sol et s'accumuler, affectant

I'écosysteme et les organismes vivants par la chaine alimentaire [9].

Les concentrations auxquelles les produits pharmaceutiques ont été trouvés dans les eaux de
surface, en raison d'une élimination incompléte dans les stations de traitement des eaux, ou dans les
eaux souterraines en raison de la faible atténuation subie par certains composés pendant la filtration
dans le sol, varient dans la plage du ng/L au pg/L, tandis que dans les sols et les sédiments, elles
peuvent atteindre le g/kg car elles persistent pendant de longues périodes, comme dans le cas de
I'acide clofibrique dont on a estimé & 21 ans [9, 19, 20] sa demi-vie. Mais ce qui préoccupe

davantage la communauté scientifique, c'est la présence de certains médicaments comme
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I'ibuprofene, le diclofénac ou la carbamazépine dans l'eau potable [9]. La figure 1 résume les

différentes voies d'entrée des drogues dans I'environnement par les eaux.
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Figure 1. Voies simplifiées d’entrée de produits pharmaceutiques a I’environnement [12].

1.2. LES PRODUITS PHARMACEUTIQUES

La pharmacocinétique étudie 1’évolution temporelle des concentrations du médicament dans
I’organisme, c’est-a-dire la fagon dont 1’organisme traite le médicament administré, en élaborant

des modeéles pour évaluer ou prévoir I’action thérapeutique ou toxique d’un médicament [21].

On distingue quatre grands processus pharmacocinétiques: absorption, distribution,
métabolisme et excrétion.

1.-Absorption : Comprend l'entrée du médicament dans l'organisme par l'extérieur dans
I'environnement interne, c'est-a-dire dans la circulation systématique. A travers les membranes
biologiques par des procédés de diffusion passive (filtration a travers les pores ou diffusion passive
directe), de transport spécialisé (diffusion facilitée ou transport actif), endocytose, exocytose,
utilisation d'ionophores et utilisation de liposomes. Il dépend des caractéristiques physico-

chimiques du médicament, dans les cas ou le médicament est administré par une voir différente de
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la voie intraveineuse, un phénomeéne connu sous le nom d’élimination persistémique se produit, de
sorte qu’il y a une dégradation partielle du médicament avant sa distribution dans le corps, rendant
ainsi son absorption est incompléte, de méme avant distribution, le médicament peut étre absorbé
par le tube digestif et &tre métabolisé dans la foie, qui est connu comme le premier stade hépatique
[22, 23].

2.- Distribution : A ce stade, le médicament est transporté du lieu d’absorption au lieu
d’action, ce qui lui permet d’atteindre les organes dans lesquels il doit agir ou dans lesquels il doit
étre métabolisé, en effectuant le transport par la circulation systématique et en se produisant de
différence manieres, comme la dissolution dans les plasma, fixation aux protéines plasmatigques ou
liaison aux cellules sanguines, car pour accéder a D’intérieur des cellules et des structures
cellulaires, les médicaments doivent passer a travers les membranes organiques, c’est pourquoi les
médicaments les plus liposolubles pénétrent plus facilement et sont distribués plus rapidement que

les médicaments hydrosolubles qui sont habituellement éliminés sans modification [22, 23].

3.- Métabolisme : 1l s’agit du processus de biotransformation de médicaments qui, en raison
d’une série de réactions chimiques et biochimiques, produisent d’autres composés qui peuvent étre

éliminés plus facilement appelés métabolites [23].

Ces réactions sont causées par ’activité de certains enzymes présentes principalement dans
la foie, bien qu’elle soient également présentes dans les reins, les poumons et ’intestin de telle
sorte qu’un composé peut étre modifié en plusieurs sites simultanément ou transformé par des
réactions successives, entrainant un grand nombre de métabolites qui peuvent étre classés selon
leur activité biologique en quatre groupes: Les métabolites moins actifs (souffrant d’activité
biologique) dont le composé initial est appelé propharracal, les métabolites actifs mains avec une
activité thérapeutique différent de celle du médicament de départ et enfin les métabolites actifs sous

un angle toxique [23].

De cette facon, le composé pharmaceutique une fois excrété peut atteindre 1’environnement
inaltéré, sans subir aucun changement, sous la forme de ses produits de dégradations, comme
métabolite principal ou comme mélange de plusieurs métabolites par diverses reactions
biochimiques d’oxydation, réductions, hydrolyse, conjugaison, etc. Les médicaments liposolubles
peuvent étre transformés en substances plus ionisables, et donc plus solubles dans 1’eau. Pour cette
raison, le métabolisme est un processus fondamental qui conditionne ’activité pharmacologique du

médicament et son élimination [22, 23].
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Figure 2. Réactions de transformation de composés pharmacologiques dans 1’organisme [12].

Les réactions responsables du métabolisme sont classées en réactions de phase | et réactions
de phase II.

Les réactions de phase I, réactions de dégradation : oxydoréduction et hydrolyse [12], dans
lesquelles des groupes fonctionnels incorporés dans la molécule, tels que des groupes hydroxyle,
des groupes amino ou des groupes acide carboxylique augmentant leur polarité, résultant de ces
réactions peuvent étre l'inactivation de la méme avec excrétion ultérieure, ou sa transformation en

une réaction plus active, sensible a de nouvelles réactions de phase 11 [23, 24].

Les réactions de phase Il sont principalement des réactions de conjugaison avec l'acide
glucuronique [12]. Leur but est d'augmenter la taille de la molécule en la couplant a un substrat
endogéne, provoquant son inactivation, qui, dans la plupart des cas, se produit sur les molécules du

médicament ou sur les produits des réactions de phase | [23, 24].

Les transférases sont des enzymes présentes principalement dans le foie et catalysent ces
réactions de conjugaison dont les produits sont caractérisés par une polarité généralement plus
élevée et sont plus solubles dans I'eau que le composé de départ, ce qui les rend plus facilement
excrétés [23]. Selon le substrat avec lequel la réaction a lieu, on distingue plusieurs types de
conjugaison, dont la glucuronidation, qui consiste en la conjugaison de l'acide glucuronique avec

des alcools, phénols, acides carboxyliques, amines aromatiques et thiols.
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Elle est considérée comme I'une des voies métaboliques les plus importantes dans le cas des

médicaments dont les produits sont appelés glucuronides [23].

Les oxydations, trés variées, sont le moyen de transformation le plus fréquent, produisant la
perte d'une partie de la molécule ou l'incorporation d'oxygéne , deux types d'oxydations peuvent
étre différenciés, les oxydations microsomiques qui sont les plus courantes dans le métabolisme des
médicaments et les oxydations non microsomiques, celles-ci sont moins fréquentes et sont
catalysées par différentes enzymes, parmi lesquelles il existe le cytochrome P450 et la

flavinmonooxigénase (FMO) située essentiellement dans le microsome hépatique [23].

Tout ce processus métabolique a lieu chez I'nomme, si nous nous concentrons sur les
animaux, nous constatons que la pharmacocinétique varie selon les espéces de sorte que les
animaux carnivores et omnivores monogastriques, présentent un processus d'absorption similaire a
celui qui se produit chez I'homme dans l'intestin gréle, produisant une métabolisation dans le foie
[23, 25].

4.- Excrétion: C'est I'étape par laquelle les médicaments atteignent I'environnement, la fagon
dont ils atteignent dépend des conditions idiosyncrasiques de chaque individu pour métaboliser
I'ingrédient actif, qui dépend de I'age, le sexe et la santé [12, 23].

1.3. LE PROBLEME DES PRODUITS PHARMACEUTIQUES DANS
L'ENVIRONNEMENT

Les substances pharmacologiquement actives appartiennent a une famille de composés
formés par des molécules relativement variées et chimiguement complexes, ayant des poids
moléculaires, des structures et des fonctionnalités différentes. De plus, il s'agit généralement de
molécules polaires ayant plus d'un groupe ionisable, avec une persistance dans I'environnement de
plus d'un an pour les médicaments tels que I'érythromycine, le cyclophosphamide, le naproxéne, le
sulfaméthoxazole, etc. et de plusieurs années pour l'acide clophyrique, ce qui leur confére une

activité biologique trés élevée [26].

Ainsi, par exemple, seulement 2 a 3% de la dose administrée de carbamazépine est excrétée
sous sa forme originale. Dans le cas du diclofénac, 1% est excrété comme tel et 60% sous forme de
glucuronides. Dans le cas du bézafibrate, qui est un antilipidémiant, 50% de la dose administrée est

excrétée sous forme de glucuronides et 20% sous sa forme originale [26, 27].

D'autre part, et bien qu'a court terme, il semble qu'aucun effet grave sur la santé ou

I'environnement ne puisse étre détecté, les effets potentiellement cumulatifs des médicaments a
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moyen et long terme sont probables, puisquils peuvent causer des changements dans
I'environnement et/ou des dommages aux humains, comme la prolifération de micro-organismes
résistant aux antibiotiques, et la combinaison des différents métabolites et composés
biologiquement actifs formant un cocktail pharmacologique peut pouvoir renforcer les effets
négatifs [26].

Les stations d'épuration des eaux usées (SEEU) n'éliminent pas complétement les produits
pharmaceutiques des eaux usees, et il est également prouvé que bon nombre de ces substances sont
peu ou pas biodégradables dans I'environnement [28, 26]. Les composés hydrophiles résistants a la

dégradation peuvent demeurer dissous dans la phase aqueuse ou adsorber dans les boues [26].

Comme nous l'avons mentionné plus haut, les premiéres preuves de la présence de drogues
dans I'environnement font référence a la détection de l'acide clophyrique dans les eaux usées
américaines dans les années 1970. En Espagne, la présence d'autres drogues a été confirmée,
comme dans les analyses effectuées dans I'Ebre en 2005, ol Iibuproféne (60 ng-L™),
I'acétaminophéne (42 ng-L™), le gemfibrozil (46 ng-L™), I'aténolol (72 ng-L™) et la carbamazépine
(30 ng-L™) [29] ont également été détectés en Allemagne en concentrations pouvant atteindre
1075 ng-L™* [30], dans les eaux superficielles dans les années 90. C'est pourquoi plusieurs auteurs
ont constaté que la carbamazépine n'est pas complétement éliminée des eaux usées lors du passage

dans les systémes de traitement de I'eau [31].

Parmi les quatre médicaments les plus couramment utilisés: le paracétamol, l'acide
acétylsalicylique, l'ibuproféne et le diclofénac, seul le diclofénac a un faible taux d'élimination
alors que les trois premiers sont facilement dégradables dans les stations d'épuration, en fait
seulement 4% du paracétamol est éliminé dans sa forme originale alors que I'amoxicilline I'est a
60%. Le bézafibrate (10-97%) et l'ibuproféne (12-86%) sont partiellement éliminés dans les
stations d'épuration, les rendements dépendant clairement de I'dge des boues, mais dans le cas du

diclofénac, la réduction est indépendante de I'4ge des boues [26, 32, 33].

Dans le groupe des antibiotiques, les pénicillines s'hydrolysent facilement dans l'eau tandis
que les tétracyclines précipitent facilement avec des cations comme le calcium qui s'accumulent
dans les boues [26, 34].

La plupart de ces substances, qui ne sont pas entierement dégradées dans les stations
d'épuration des eaux usées, sont rejetées avec les effluents et se retrouvent dans les eaux de surface
et souterraines avec des analgésiques, des antilipémiques et des anticonvulsivants, il a été démontré
que pour tous ces médicaments a I'exception des antiépileptiques, les stations d'épuration

fonctionnant avec des systemes a boues activées présentaient dans leurs effluents des
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concentrations inférieures d'analgésiques et d'antilipémiques que les stations sans épuration des
boues [26].

Dans le cas du diclofénac, diverses études confirment qu'il produit des effets néfastes pour
une grande variété d'espéces fauniques. Ces effets négatifs se concentrent sur le systéme rénal de la
plupart de ces espéces animales, étant particulierement néfastes pour les oiseaux [16, 35].

De nombreuses études scientifiques ont démontré que I'utilisation du diclofénac chez les
bovins a causé une insuffisance rénale chez les charognards qui ont ingéré les carcasses
médicamentées, entrainant la mort de ces individus [36]. On a observé que plusieurs aigles des
steppes (Aquila nipalensis) trouvés morts dans une décharge de I'Etat du Rajasthan (Inde) avaient
des résidus de diclofénac dans leurs tissus et présentaient les mémes signes cliniques d'insuffisance
rénale que les vautours du genre Gyps intoxiqués par ce médicament [16]. La diminution de la
population de vautours a été principalement causée par le diclofénac [16, 37], utilisé pour traiter le
bétail domestique contre différentes pathologies, de sorte que les vautours ont été exposés au
médicament lorsqu'ils ont consommé les cadavres des animaux qui avaient été traités avec ce
médicament peu avant leur mort. Ces oiseaux sont morts d'insuffisance rénale peu de temps apres
I'exposition, c'est-a-dire aprés ingestion des tissus contaminés par le diclofénac. De méme, le
diclofénac a été décrit comme affectant les tissus des branchies et des reins des poissons d'eau

douce, ce qui suggére également un risque possible pour ces espéces [16].

1.4. CARACTERISTIQUES DES SUBSTANCES ACTIVES ETUDIEES

1.4.1 ANTI-INFLAMMATOIRES NON STEROIDIENS

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont chimiquement un groupe de
médicaments hétérogenes [38], généralement des acides faibles qui sont séquestrés dans les cellules
présentes dans les milieux acides, comme I'estomac, les reins ou les articulations enflammées; ce

processus est appelé piégeage ionique [38, 39].

Le principal mécanisme d'action de ces médicaments est l'inhibition de la production de
prostanoides en bloquant I'enzyme COX, inhibant ainsi la formation de prostaglandines (PG) et de
thromboxanes (TX) dans la voie métabolique de l'acide arachidonique. Les PG régulent les
situations pathologiques, telles que les processus inflammatoires, la douleur et la fiévre tandis que
les TX font partie de la famille des eicosanoides, un groupe de substances lipidiques qui possédent

un large éventail d'actions biologiques [38].
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En 1991, il a été mis en évidence qu'il n'y avait pas qu'une seule enzyme COX, mais au
moins deux types: les COX-1 et COX-2 qui présentent la méme affinité pour I'acide arachidonique

et une capacité similaire a le convertir en PGH, (forme précurseur des autres PG) [38].

Les deux enzymes ont une homologie de 60% en termes de composition en acides aminés
[40], ont la méme masse moléculaire et ont des sites actifs similaires pour leur substrat naturel et
pour le blocage par les AINS, certains ont tendance a inhiber principalement la COX-1, d'autres
développeront une préférence pour la COX-2, certains seront des inhibiteurs exclusifs de la COX-2
et d'autres encore bloqueront les deux isoenzymes de maniére équivalente, puisque tous les AINS

partagent un méme mode d'action mais pas tous ont la méme affinité pour I'enzyme [38, 40].

Ainsi, les AINS en interagissant avec les COX, bloquent la transformation de l'acide
arachidonique en prostaglandines, entrainant le passage du métabolisme de I'acide arachidonique a
une autre voie: celle de la lipoxygénase, entrainant une augmentation de la production d'autres
médiateurs chimiques, appartenant également a la famille des eicosanoides, comme les leukotriénes
(LTs) [38].

L'inhibition réversible compétitive avec l'acide arachidonique est le mécanisme par lequel la
plupart des AINS agissent, bien que le mécanisme d'interférence COX ne soit pas commun a tous
les AINS, l'inhibition irréversible réalisée exclusivement par l'acide acétylsalicylique et I'inhibition
réversible non compétitive réalisée par le paracétamol devraient étre notées [40].

L'enzyme COX-1 a été cataloguée comme enzyme constitutive, c'est-a-dire présente dans la
plupart des tissus sanguins et des plaquettes, développant un grand réle physiologique car elle est
impliquée dans les fonctions de régulation de I'activité cellulaire, comme la coordination de I'action
des hormones circulantes et I'noméostasie vasculaire, tandis que la COX-2 est une enzyme de type
inductible, qui est absente ou a de trés faibles concentrations dans les cellules normales, mais qui
est rapidement induite par les médiateurs inflammatoires, le facteur de nécrose tumorale, les
facteurs de croissance ou les endotoxines bactériennes qui sont libérées au site de I'inflammation
[37, 39].

La figure suivante montre schématiquement la libération et la synthése d'eicosanoides a
partir de I'acide arachidonique, étant HPETE l'acide hydroxy-peroxy-eicosatétraénoique et PGG; la

prostaglandine G, [38].
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Figure 3. Synthése d’eicosanoides a partir de I’acide arachidonique [38].

L'inhibition de la COX-2 justifierait une activité anti-inflammatoire, tandis que l'inhibition
de la COX-1 expliquerait les effets indésirables en supprimant la synthese des eicosanoides
nécessaires aux fonctions physiologiques de I'organisme. Par conséquent, l'activité plus ou moins
grande contre chacune de ces isoenzymes serait déterminante dans l'incidence des effets
indésirables qui apparaissent aprés l'administration de différents AINS aux doses thérapeutiques
[40].

Comme la plupart des AINS sont des acides organiques faibles, leur élimination rénale varie
en fonction du pH de I'urine. Le piégeage ionique des molécules ionisées (peu liposolubles) dans
I'urine alcaline facilite I'excrétion chez les herbivores, le contraire étant observé chez les carnivores
et les omnivores, chez ces derniers I'urine est généralement acide, I'ionisation est donc supprimée,
la molécule est plus liposoluble et donc facilement réabsorbable [40]. C'est pourquoi seules de
petites fractions de la dose administrée de la plupart des AINS sont éliminées sans changement
dans l'urine, quelle que soit I'espece, en supposant que la plupart des AINS sont initialement
biotransformés au niveau hépatique en métabolites actifs ou inactifs. Comme I'acide
acétylsalicylique et la phénylbutazone qui sont convertis respectivement en salicylate et

oxifenbutazone, les métabolites sont beaucoup plus actifs que le médicament initial [40].
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1.4.1.1. DICLOFENAC

Le diclofénac est un anti-inflammatoire non stéroidien de la famille de I'acide arylacétique,
dont la principale mission pharmacologique est de réduire la fiévre, la douleur et I'inflammation en

inhibant le métabolisme de I'acide arachidonique [16, 41].

La biotransformation du diclofénac se fait par glucuronidation de la molécule intacte,
puisqu'environ 60 % de la dose administrée de diclofénac est excrétée avec I'urine sous forme de
conjugué glucuronide de la molécule intacte, de sorte que seulement 1 % est excrété comme
substance non modifiée. Le reste de la dose est éliminé sous forme de métabolites principalement
par hydroxylation et méthoxylation, dont la plupart sont également convertis en glucuronides
conjugués (3"-hydroxy-, 4"-hydroxy-, 5-hydroxy-, 5-hydroxy-, 4°5-dihydroxy- et 3"-hydroxy-4-
méthoxy diclofénac) par la bile des selles et par leur activité biologique mais a un degré beaucoup
moindre que le diclofénac [42].

Parmi les effets secondaires et les réactions indésirables, les troubles digestifs, les troubles
du systeme nerveux central, des sens, de la peau et des reins sont les plus importants chez les
animaux sensibles, entrainant une insuffisance rénale aigué qui est habituellement réversible apres

le retrait du médicament [16, 41].

La présence de diclofénac dans les eaux usées constitue un probléme en raison de son faible
taux d'élimination dans les procédés de traitement des eaux usées, ce qui fait du diclofénac un des
principes actifs les plus fréquents dans les effluents des eaux de surface, avec des concentrations

variant de ng-L™ & ug-L™ [9].

1.4.1.2. IBUPROFENE

L'ibuproféne est un anti-inflammatoire non stéroidien dérivé de l'acide propanoique aux
propriétés anti-inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques marquées.

Il est largement métabolisé dans le foie par hydroxylation et carboxylation du groupe
isobutyle dépourvu de ses métabolites d'activité pharmacologique, dont I'élimination
(principalement rénale) est considérée totale aprés 24 heures. Environ 10 % sont éliminés sans
modification, tandis que 90 % sont éliminés sous forme de métabolites inactifs, principalement
sous forme de glucuronides [42]. De plus, 60 % de la dose est éliminée dans les 24 premieres
heures, tandis que dans les 5 jours suivant la prise d'ibuproféne, 80 a 100 % de la quantité du

médicament est éliminée [23, 43].
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Parmi les processus de biotransformation que ce médicament peut subir dans I'organisme
figurent I'inversion énantiomérique et le métabolisme oxydatif [23]. L'inversion énantiomérique est
nécessaire pour la transformation de la forme inactive de l'ibuproféne R (-) en I'énantiomere S (+)
pharmacologiquement actif [23, 44]. Alors que le métabolisme oxydatif, produit plusieurs
métabolites qui seront éliminés dans différentes concentrations et par différentes voies. Ainsi,
environ 66 % du médicament est excrété par les reins, tandis que 34 % l'est par les voies biliaires
[23].

On obtient quatre métabolites, dont trois sont des produits de I'nydroxylation aliphatique de
l'ibuproféne (1-hydroxyibuproféne, 2-hydroxyibuprofene et 3-hydroxyibuproféne) et le
carboxibuproféne étant le produit de I'oxydation du 3-hydroxyibuproféne en acide carboxylique
[23, 44].

Puisque la molécule d'ibuproféne a un caractére chiral, ses métabolites auront également des
centres chiraux, ce qui entrainera l'apparition d'énantioméres et de stéréoisomeres, comme les deux

énantiomeres du 2-hydroxyibuproféne et les quatre stéréoisoméres du carboxyibuproféne [23, 44].

1.4.2. ANTIEPILEPTIQUES
1.4.2.1. CARBAMAZEPINE

La carbamazépine est un anticonvulsivant utilisé dans le traitement des convulsions tonic-
cloniques et des crises complexes ou simples (avec ou sans perte de conscience), bien que son
efficacité ait également été démontrée dans le traitement de certains troubles psychiatriques, tels
que la manie dépressive et le comportement agressif produit dans la démence sénile, ainsi que dans
le traitement de la douleur d'origine neurologique. Il contient également des anticholinergiques, des
antirythmiques, des relaxants musculaires, des sédatifs et des bloqueurs neuromusculaires [45, 46,
47].

Le mécanisme d'action de la carbamazépine n'est pas bien connu, on croit qu'elle stabilise les
membranes nerveuses hyperexcitées, inhibe les décharges pneumorales et réduit ainsi la
propagation synaptique des impulsions excitatrices. Empécher ainsi les décharges répétitives des
potentiels d'action dépendants du sodium dans les neurones dépolarisés par I'utilisation et le

blocage des canaux de tension dépendants du sodium [45, 47].

D'autre part, la réduction du glutamate et la stabilisation des membranes neuronales peuvent
étre responsables des effets antiépileptiques, tandis que les effets antipsychotiques sont dus a une

production réduite de dopamine et de noradrénaline [45].
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Aprés une administration orale de carbamazépine, 28 % de la substance est excrétée dans les
selles et 72 % dans l'urine, dont environ 2 % ne subissent pas de modifications et atteignent
I'environnement par les eaux usées et environ 1 % est éliminé sous forme de 10, 11-
époxydecarbamazépine, métabolite pharmacologiquement actif [45], avec d'autres métabolites
importants étant le dérivé 10,11-transdiol et son glucuronide, la faible efficacité d'élimination dans
les stations d'épuration des eaux usées [31], ainsi que le métabolite 10,11-dihydroxy-10-hydroxy-
carbamazépine, trouvé avec le métabolite 10,11-époxide-carbamazépine en concentrations élevées

dans les eaux de surface [48].

1.4.3. FLUOROQUINOLONES

Les quinolones sont une famille d'antibiotiques d'une grande importance dans la prise en

charge de nombreuses maladies communautaires et nosocomiales [49].

L'origine des quinolones était I'acide nalidixique (quinolone de premiére génération) [49]
découvert par Lesher en 1962, qui présentait une activité antimicrobienne efficace contre les
bactéries Gram-négatives et atteignait des concentrations thérapeutiques impertinente dans I'urine
et n'était utilisé que pour traiter les infections urinaires. Les composés qui lui ont succédé (acide
oxolinique, acide pipémidique, cinoxacine) dans les années 70 avaient peu d'avantages
supplémentaires par rapport a la molécule originale, mais plus tard en 1985 sont apparus des
fluoroquinolones avec des propriétés pharmacocinétiques tres avantageuses et une toxicité trés
réduite qui font qu'elles sont toujours trés présentes dans la recherche scientifique pour obtenir de
nouveaux médicaments antibactériens. D'un point de vue microbiologique, ils étaient a l'origine
actifs contre les germes aérobies Gram-négatifs, mais plus tard ils ont élargi leur spectre vers les
aérobies Gram-positifs et les bactéries atypiques. Aujourd'hui, les nouvelles fluoroquinolones
actuellement utilisées uniguement en médecine humaine sont également actives contre les germes

anaérobies [50].

Les fluoroquinolones apparaissent avec I'incorporation d'un atome de fluor dans la molécule.
La substitution d'un atome de fluor en position 6 améliore la liaison a son enzyme cible, I'ADN-
gyrase bactérienne, et améliore la pénétration cellulaire jusqu'a 70 fois par rapport aux quinolones,
I'incorporation du fluor était un saut qualitatif dans le développement de ces composés, puisque non
seulement I'efficacité contre les pathogenes Gram-négatifs a été augmentée, mais aussi le spectre
d'activité a été élargiaux pathogenes Gram-positifs [51], étant par ailleurs trés bien absorbés par
voie orale, ce qui permet d'atteindre des concentrations tissulaires importantes et ayant une demi-

vie relativement longue, ils peuvent &tre administrés a des intervalles allant de 12 a 24 heures [50].

144



Introduction

Les quinolones sont des agents bactéricides totalement synthétiques dont le mécanisme
d'action est d'inhiber la synthése de I'ADN bactérien, d'entrer dans la cellule par les porines (canaux
d'eau de la membrane), et d'interférer avec l'action de I'ADN-gyrase, une enzyme bactérienne
impliquée dans les processus biologiques qui compromettent I'ADN, comme la transcription, la
recombinaison, la réplication et la réparation de la méme (topoisomérase Il), en inhibant cette
forme enzymatique des complexes enzymatiques avec elle, cela se produit pour les germes Gram
négatif. Pour les germes a Gram positif, I'action se situe principalement au niveau des complexes

de topoisomérase de type IV [49, 51].

Dans le cas des fluorogquinolones, leur mécanisme d'action est le méme que celui des
quinolones, mais ils ont une excellente activité contre une grande variété d'agents pathogenes
vétérinaires Gram négatif et ont démontré une activité significative contre les agents pathogénes

intracellulaires [51].

Par la suite, des quinolones de deuxieme et de troisieme génération telles que la
ciprofloxacine et I'enrofloxacine ont émergé respectivementetont une grande utilité thérapeutique
grace a une série de modifications structurelles qui déterminent leurs caractéristiques
pharmacologiques permettant leur utilisation orale pour traiter efficacement diverses infections
systémiques, qui ne pouvaient auparavant étre traitées que par antibiotiques, ce qui leur confére un
spectre extraordinaire [49, 51, 52, 53].

Les plus utilisés en médecine Vvétérinaire sont I'amifloxacine, la ciprofloxacine,

I'enrofloxacine, la marbofloxacine ou la norfloxacine [51].

1.4.3.1. CIPROFLOXACINE

La ciprofloxacine est un agent antimicrobien de la classe des fluoroguinolones, actif contre

un large spectre de germes aérobies a Gram négatif et contre les germes a Gram positif [51, 54].

Les effets antibactériens de la ciprofloxacine sont dus a l'inhibition de la topoisomérase 1V et
de I'ADN-gyrase bactérienne qui a deux sous-unités. Ces topoisomeérases modifient I'ADN en
introduisant des plis super hélicoidaux dans I'ADN double brin, ce qui facilite le déroulement des
brins. Les quinolones inhibent ces sous-unités en empéchant la réplication et la transcription de
I'ADN bactérien, bien qu'on ne sache pas exactement pourquoi l'inhibition de I'ADN-gyrase

entraine la mort bactérienne [54].

La ciprofloxacine est largement distribuée dans tout I'organisme, avec une liaison minimale

aux protéines plasmatiques, mais atteint des concentrations élevées dans la bile, les poumons, les
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reins, le foie, la vessie, l'utérus, les tissus de la prostate, I'endométre, les trompes et les ovaires.
Chez les patients présentant une fonction rénale, I'élimination normale de la demi-vie est de 3 a 5
heures, mais peut augmenter jusqu'a 12 heures chez les sujets présentant une insuffisance rénale
[54].

1.4.3.2. ENROFLOXACINE

L'enrofloxacine est une fluorquinolone développée exclusivement pour la médecine
vétérinaire, qui est considérée non toxique chez la plupart des animaux, bien qu'elle ait des effets

toxiques chez certaines espéces animales [51].

Il présente un indice thérapeutique élevé et peut étre administré efficacement et en toute
sécurité en association avec d'autres médicaments, ce qui le rend largement utilisé dans différentes
espéces domestiques, exotiques et sauvages [55]. Par exemple, chez les bovins, les ovins et les
chevaux, I'enrofloxacine est largement et rapidement distribuée dans tout I'organisme ; il en va de
méme chez les veaux, ou I'on a observé de fortes concentrations aprés 12 heures d'administration
dans la bile, l'urine, le foie, les reins, le coeur, les poumons et la rate. Chez le porc, 1'élimination se
fait lentement mais avec des niveaux élevés dans la muqueuse nasale, les poumons, le foie, les
muscles, le tissu lymphatique et la paroi intestinale. De méme, une augmentation de la fréguence et
de l'intensité des crises a été observée chez des chiens épileptiques sous traitement lorsqu'ils

recoivent de I'enrofloxacine [56, 57].

L'enrofloxacine est métabolisée en ciprofloxacine [53] (principalement dans le foie) qui est
responsable d'une partie considérable de I'activité antimicrobienne y compris contre les
microorganismes résistants ou non sensibles aux antimicrobiens couramment utilisés chez les

animaux [55].

1.4.3.3. FLUMEQUINE

La fluméquine est une quinolone monofluorée de premiére génération dont le spectre
d'action bactéricide se concentre principalement sur les bactéries Gram négatif. Son mécanisme
d'action, comme le reste des quinolones, se produit par l'inhibition de I'ADN-girase bactérienne
(topoisomérase I1), empéchant la rotation axiale négative de la molécule d’/ADN et la topoisomérase
IV, bloguant le processus de réplication, transcription et recombinaison de I'ADN bactérien [58,
59].
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Apres administration orale, il atteint sa concentration plasmatique maximale en moins de 2
heures, localisée dans le sang de fluméguine non modifié et son métabolite hydroxylé, avec moins
d'activité : entre 40 et 60 % de la dose absorbée sous forme de médicament non modifié est
excrétée dans l'urine tandis que le reste est éliminé sous forme d'un métabolite glucoconjugué

inactif, et une petite portion est éliminée dans les féces [59].

Apres son absorption orale dans le poisson est observee une distribution rapide et large dans
tout le corps, effectuant le metabolisme dans le foie et I'excretion principalement sous forme de
fluméquine non modifiee dans les branchies comme c'est le cas du saumon (60 %), les voies
urinaires et le canal biliaire qui ont des concentrations plus eleves dans les branchies et le foie et

dans une moindre mesure dans les os et la peau et enfin dans les muscles [58].

Le tableau suivant énumeére les principes actifs des études, leurs structures compositionnelles
élémentaires, ainsi que leurs propriétés physico-chimiques et les acronymes utilisés pour les

nommer dans cette thése.
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Tableau 1. Propriétés physico-chimiques des composés pharmaceutiques sélectionnés.

Composé Abréviation Structure Classe thérapeutique LogP pKa logKow  Composition élémentaire
. ] a o Anti-inflammatoire
Diclofénac DCL H o 4.02 4.15 451 C14H13C12NO,
ij\r non stéroidien
Anti-inflammatoire
Ibuprofene IBU ) ) 3.72 441 3.97 Ci3H150;
non stéroidien
O NH,
Carbamazépine CBZ J{ v O Agent antiépileptique 2.67 13.9 2.45 C15H1,N,O
M.
Fluméquine FMQ Antibiotique 2.41 5.70 2.60 Ci14H1,FNO4
Q OH
HO
Enrofloxacine ENR I Antibiotique 1.88 6.43 0.70 C1oH2FN;O,
Ciprofloxacine CPR Antibiotique 0.65 6.43 0.28 Ci7H1sFN3O5
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2. METABOLISME DES VEGETAUX

Le métabolisme est I'ensemble des réactions chimiques effectuées par les cellules d'étres
vivants pour synthétiser des substances complexes a partir de substances plus simples ou pour
obtenir des substances plus simples par dégradation de substances complexes. La majeure partie
du carbone, de l'azote et de I'énergie se retrouve dans des molécules communes a toutes les
cellules, présentes dans tous les étres vivants, comme les acides aminés, les nucléotides, les
sucres et les lipides qui remplissent les mémes fonctions dans toutes les plantes, ceux-ci font

partie du métabolisme primaire [60].

Les organismes végétaux produisent une grande diversité de composés chimiques, dont
une partie est synthétisée dans les voies du métabolisme primaire, a partir desquels sont produits
les composants qui participent au processus photosynthétique ou au métabolisme respiratoire.
Le reste, qui ne sont pas directement indispensables a ces processus, provient des voies
métaboliques secondaires [61], qui leur permettent de produire et d'accumuler différents
composés chimiques, puisque les plantes utilisent une partie du carbone et de I'énergie assimilés
pour la synthése de différentes molécules organiques qui n'ont pas une fonction évidente dans
les processus de photosynthése, respiration, assimilation d'aliments, transport des solutés ou
synthése des protéines, glucides ou lipides et qui sont appelés métabolites secondaires car ils
viennent du métabolisme secondaire des plantes [60].

Métabolisme [ Métabolisme primaire ] Meétabolisme
secondaire secondaire

Photosynthese

Glucose — Glucides

Flavonoides <« -4 -~ Unités < Glycolyse ‘—‘

Phenylpropancides constitutives
r - — — - [ —Acide aminé ines
Vo Acétyl-CoA — == - - — - - [ - Letpenes
Alcaloides l Stéroide
t--—-F Acide nucléique / \
Cycle de Acides gras

I’acide citrique Lipides

Figure 4. Eléments du métabolisme des plantes [60].
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Ces métabolites secondaires, outre le fait qu'ils n‘ont pas de fonction spécifique dans les
processus susmentionnés, different des métabolites primaires en ce qu'ils ont une distribution
restreinte dans le régne végétal, c'est-a-dire que tous les métabolites secondaires ne se
retrouvent pas dans tous les groupes de plantes, puisque la quantité et la synthese des
métabolites secondaires et les relations entre différents composants dépendent tant du sexe et de
la famille auxquels la plante appartient, que des facteurs internes et externes I'entourant, a savoir

les relations avec le milieu [60].

La capacité a synthétiser des composés secondaires a été choisie au cours de I'évolution
en fonction des besoins de chaque plante: dans la nature, les plantes sont exposées a des facteurs
biotiques et abiotiques avec lesquels elles ont co-évolué et la pression exercée par ceux-ci tout
au long du processus évolutif détermine le développement dans les plantes des voies de
biosynthése par lesquelles elles synthétisent et accumulent dans leurs organes une grande variété
de métabolites secondaires [61], qui ont un role transcendantal dans les interactions de la plante
avec l'environnement qui I'entoure, comme par exemple, les arémes floraux et les pigments sont

utilisés pour attirer les pollinisateurs, principalement des insectes [61, 62].

Les plantes stressées accumulent souvent ces métabolites en réponse a des éliciteurs ou a
des signaux moléculaires provenant de l'action de micro-organismes pathogénes ou d'un
environnement défavorable, que la plante identifie par des récepteurs dans la cellule végétale
[61].

On estime que le génome de la plante contient entre 20.000 et 60.000 génes et que 15 a
25 % de ces genes sont impliqués dans le métabolisme secondaire. Le génome d'une espéce
végétale spécifique ne déchiffre qu'une partie non pertinente de toutes les enzymes qui seraient
nécessaires pour synthétiser I'ensemble complet des métabolites secondaires présents dans le

regne végétal [61].

Les plantes aromatiques et médicinales sont liées a tout ce qui se développe en étant
caractérisées par la production, dérivée du métabolisme secondaire, d'une série de composants
appelés ingrédients actifs, avec des applications en médecine, dans l'industrie aromatique et
dans Il'alimentation [61]. Dans les plantes aromatiques, ses principes sont formés, totalement ou
partiellement, par les huiles essentielles qui donnent a la plante, a son extrait ou aux produits

avec lesquels elle est mélangée, un aréme agréable a sentir [61, 63].

Plusieurs études scientifiques menées au cours des dernieres années démontrent la
capacité des plantes a accumuler les contaminants émergents dans le sol et les tissus
comestibles. De nombreuses études ont montré, par exemple, que la présence de pesticides est

métabolisée par les plantes en phases I, I et 111 [64].
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Les enzymes ayant une capacité métabolique élevée capables de détoxifier les composés
xénobiotiques sont le monoxygene du cytochrome P450, la glycisyltransférase et la glutathion
S-transférase [65].

Ceux-ci sont distribués dans les trois phases principales du métabolisme des plantes, la
phase |, a lieu dans le réticulum endoplasmique de la cellule végétale, la transformation des
composés xénobiotiques en composés plus solubles par la monooxygénase du cytochrome
P450, par des processus de transformation comme I'oxydation, la réduction et I'nydrolyse, étant
plus réactive que le composé original par incorporation des groupes fonctionnels tels que —OH,
-NH, ou —SH [64, 66, 67].

Puis dans la phase Il qui se produit dans la conjugaison de l'appareil de Golgi avec les
glycosides par I'enzyme glycycilltransférase ou un glutathion via la glutathion S-transférase, ou
des animoacides pour diminuer la toxicité, c'est-a-dire, les composés activés ont également été
conjugués avec des molécules endogenes, comme les glucides, I'acide malonique ou le sulfate,
la conjugaison des acides aminés est générée comme une réaction latérale plutét que comme une

étape majeure de désintoxication [64, 66].

Enfin, en phase Ill, la compartimentation des xénobiotiques et des métabolites dans la
vacuole (stockage dans la vacuole de la plante) se produit avec sa réaction suivante par liaison a
la paroi cellulaire [64, 66].

La figure 5 [68] montre la décomposition d'une cellule végétale et ses trois phases du

métabolisme des composés xénobiotiques.

) =
g % )
Phase I: e L) N
: VY o 57
Transformation ALY &l
= ) ) Phase III:
l - Compartimentation

Réticulum endoplasmique l

Vacuole

Phase II:

Conjugation

l

Appareil de Golgi

Figure 5. Cellule végétale.
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Par exemple, dans le cas du diclofénac, il subit un métabolisme rapide, dans lequel les
principaux métabolites des phases I et 11 sont les formes hydroxylées 4-OH-diclofénac et 5-OH-
diclofénac et les formes conjuguées 4-O-glucopyranosyloxyclofénac et 4-OH-glutation et
diclofénac [69, 70] et selon les auteurs Huber et al., la formation du réactif diclofénac-2,5-

iminoquinone a été observée, due a l'activité des peroxydases végétales [69, 71].

Chez les mammiferes, il y a d'abord une hydroxylation de I'un des noyaux phényle
catalysée par les cytochromes P450 monooxygénases, les deux métabolites les plus courants
étant le 3' et le 4'OH-diclofénac et une forme double hydroxylée en position 4' et 5', suivi par
une glucuronidation du groupe acide carboxylique de la molécule, formant en tres faibles
guantités les conjugués sulfate et glutathion, mais connus uniquement chez les mammiféres
[70].

3. PROCEDES DE BIORESTAURATION

Dans les années 1980, le terme biorestauration est apparu, se référant a la possibilité
d'appliquer des stratégies d'assainissement de I'environnement avec une base biologique [72], en
utilisant la capacité des micro-organismes a effectuer des processus de dégradation, nettoyer le
sol et I'eau polluée, c'est-a-dire utiliser des éléments biologiques qui favorisent l'oxydation,
dégradation, transformation et minéralisation compléte de différents polluants. Ces méthodes de
traitement biologique sont soumises a la capacité des organismes a dégrader ou a réduire les

polluants organiques présents dans I'environnement [73].

Les méthodes de traitement biologique dépendent de la capacité des micro-organismes a
dégrader les déchets en produits inoffensifs (dioxyde de carbone, eau et biomasse) par des
réactions biochimiques ou jusqu'a certaines concentrations qui ne produisent pas d'effets nocifs
sur I'environnement ou la santé humaine. Ces procédés ont acquis une grande importance ces
derniéres années, car ils sont peu codteux et "respectueux de I'environnement™ par rapport aux

procedes physiques et chimiques traditionnels [73, 74, 75].

Ces processus de biorémédiation peuvent s'étaler sur plusieurs années, car pour les mener
a bien dans leur intégralité, en récupérant et en restaurant les zones contaminées, plusieurs
facteurs sont en jeu, tels que la quantité de polluants, les conditions environnementales qui
favorisent la prolifération et I'activité des organismes utilisés, ainsi que la composition des sols,

la disponibilité des nutriments et le degré de contamination [73].
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Parmi les différentes techniques de biorestauration, il convient de souligner la
biostimulation, qui est le processus par lequel la flore microbienne autochtone est stimulée par
I'ajout d'oxygéne, d'eau et de nutriments minéraux afin de faciliter la dégradation des polluants
[75, 76] ou la phytoremédiation, ou les plantes sont utilisées pour réparer les sols contaminés
par des composés organiques, puisque ceux-ci éliminent et sont capables de détruire les
polluants ou quoi qu'il en soit, pour restaurer les sols contaminés afin qu'ils retrouvent leur état
naturel original et soient utilisés pour la culture. Plusieurs études ont confirmé la capacité des
plantes et plus particulierement de la zone rhizosphérique (zone de la racine de la plante en
contact avec le sol) a réduire divers polluants tels que les insecticides et herbicides présents dans
le sol [75].

Comme toutes les plantes n'effectuent pas les mémes procédures biochimiques pour
dégrader les différents contaminants, la phytoremédiation peut étre classée en fonction de
l'activité physiologique des plantes lorsqu'elles sont confrontées aux contaminants, ayant ainsi
des plantes capables d'éliminer les contaminants inorganiques et ensuite de les accumuler dans
leurs tissus, (phytoextraction / phytoaccumulation / phytominage) et les plantes qui participent a
la réduction des polluants des eaux souterraines, de sorte que les plantes sont utilisées comme
"systéeme de pompage" des eaux contaminées par le processus de transpiration (phyto-pompage)
[73].

D'autre part, il existe des plantes capables de libérer des enzymes spécifiques ou des
cofacteurs enzymatiques qui provoquent la transformation ou la dégradation d'un contaminant

organique par des processus de phytotransformation ou de phytodégradation [73].

Les enzymes expulsées par la plante dans la rhizosphere des usines de phytoremédiation
ont beaucoup de travail dans la dégradation des composés organiques, par exemple la
déshalogénase, la nitroréductase, la lacase et la nitrilase sont capables de détruire les polluants

d'origine organique [75].

Différentes plantes ont été utilisées dans la phytoremédiation du diclofénac, comme c'est
le cas du peuplier, qui a une activité enzymatique élevée, I'enzyme S-transférase a augmenté
significativement dans les racines du peuplier aprés avoir été soumis a une exposition au
diclofénac, avec une activité accrue de la peroxydaseascorbate et de la glutathion réductase lors
de I'exposition a court et moyen terme au diclofénac, ceci démontre la capacité du peuplier a

éliminer le diclofénac dans I'eau [69].

D'autres auteurs ont exposé la sensibilité du diclofénac a la photodégradation, mais en

particulier Poirier-Larabie et al. [77] ont observé une photolyse rapide du diclofénac, de sorte
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que seulement 14 % de sa concentration initiale est demeuré dans I'eau en 24 heures aprés

exposition au soleil artificiel [69, 77].

A cet égard, d'autres études scientifiques ont montré que le blé est capable de stimuler
I'enzyme toluéne-o-monooxygénase par son expression a travers la bactérie Pseudomonas
fluorescens et des composés dégradants comme le trichloréthyléne. Utilisé a la fois pour le blé
et les plantes, la canne & sucre, le tréfle, le riz, le mais, les pois, les graminées, le coton, la
luzerne, le tabac, le lin et le soja dans la phytoremédiation des sols contaminés par des
composés organiques comme le pétrole et ses dérivés [75].

Par exemple, des études menées par He Y. et al. ont révélé que les métabolites de
I'ibuproféne présents dans P. australis, étaient semblables aux métabolites trouvés chez les
mammiferes et les microbes, mais dans les autres travaux scientifiques sur le métabolisme de
I'ibuprofene effectués sur la plante aquatique Lemna gibba L, un type de lentille aquatique, a
détecté I'nydroxy-IBU et le 1,2-dihydroxy-IBU comme intermédiaires, mais pas I'lBU-Carboxy-
IBU, de sorte que la voie métabolique suivie par I'ibuproféne dans les lentilles aquatiques était
différente de celle des mammiféres et des microbes, mais semblable au métabolisme fongique
[65].

En général, ces études ont démontré que la phytodégradation de I''BU se produisait
effectivement dans les tissus de P. australis en transformant I'IBU en quatre produits

intermédiaires [65].

De méme, on sait que l'existence d'intermédiaires hydroxy-ibuproféne est liée a une plus
grande activité du cytochrome P450, de sorte que la transformation de I'IBU en leurs
métabolites respectifs est catalysée par P450 dans le réticulum endoplasmique, passant ensuite
par la catalyse dans I'appareil Golgi, suivies d'un métabolisme supplémentaire ou d'un stockage
dans des vacuoles ou des parois cellulaires, identifiant quatre intermédiaires possibles de I''BU
formée dans les matrices végétales, tels que I'nydroxy-IBU, le 1,2-dihydroxy-IBU, le carboxy-
IBU et le glucopyranosyloxy-hydroxy-1BU (glucoside IBU- conjugué) [65].

La présence de diclofénac dans I'eau fait que des traces de ce principe actif atteignent
différents organismes aquatiques, affectant, par exemple, l'intégrité de la membrane cellulaire
de la lentille d'eau [69, 78] ou I'augmentation du stress oxydatif spécifique des tissus des moules
[69, 79] de sorte que I'accumulation du diclofénac et de ses métabolites a été documentée chez
les poissons, ainsi qu'une augmentation de l'activité des systémes antioxydants enzymatiques

dans les travaux menés par Islas-Flores et Guiloski [69].
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Dans le cas du DCL, des recherches menées sur le métabolisme du DCL dans la plante
Typha latifolia ont été trouvées dans la bibliographie consultée, démontrant I'existence du
diclofénac sans metabolisation et les métabolites hydroxy-diclofénac, glucopyranosiloxy-
hydroxy-diclofénac et conjugatodiclofénaco-glutation dans les racines et diclofenac et hydroxy-
diclofenac dans les feuilles [65, 80].

Dans le cas du CBZ, comme mentionné ci-dessus, il persiste depuis longtemps a la fois
dans les stations d'épuration des eaux usées et dans I'environnement, par exemple, plusieurs
études ont révélé la présence de carbamazépine dans des essais effectués sur des tomates, ces
légumes contenant des quantités de carbamazépine supérieures a 80 % de la quantité totale
administrée, la plupart étant stockées dans les feuilles du plant, ainsi que des études
scientifiques réalisées par Shenker [66, 81] ont démontré une absorption de carbamazépine par
les concombres dans les cultures hydroponiques et les expériences en serre [66].

L'absorption de CBZ par la racine (patate douce et carotte) et les légumes (tomate et
concombre) a été étudiée et deux produits de transformation de CBZ ont été déterminés: 10,11-
dihydro- 10,11-dihydroxy-carbamazépine (DiOH-CBZ) et carbamazépine 10,11-époxide (EP-
CBZ) [66, 82]. La concentration de EP-CBZ était plus élevée dans les feuilles de patate douce et
de carotte que dans le composé original, car le CBZ est connu pour persister longtemps dans les
sols, il s'ensuit que ce composé est absorbé par les plantes [66], dans ce dernier cas il y a
évidence d'absorption et de translocation du CBZ dans les cultures irriguées avec des eaux usées
traitées [66, 82].

4. BIO-INDICATEURS DE CONTAMINATION

Les bio-indicateurs sont des organismes, ou communautés d'organismes, dont la présence
indique le niveau de conservation ou I'état d'un habitat [83, 84]. Ils doivent étre largement
répartis, abondants, sédentaires, disponibles toute I'année et tolérer des variations
environnementales, y compris des niveaux variables de pollution. Ils doivent également étre
facilement échantillonnés, identifiés, stockés et conservés pour avoir une bonne capacité nette
de bioaccumulation [83, 85, 86].

Le bioindicateur idéal est un bioindicateur dont les tolérances environnementales sont
étroites [83, 87], c'est-a-dire qui est sensible aux variations des facteurs physiques et chimiques
de I'environnement dans lequel il vit, mesurant les effets de la pollution sur lI'environnement et

les étres vivants eux-mémes. C'est pourquoi elles fournissent beaucoup d'informations sur les
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risques pour les organismes, I'écosysteme et les étres humains [83, 88] et peuvent étre utilisées
en raison de leurs caractéristiques telles que la sensibilité aux polluants, la dispersion, le succes
de reproduction et la distribution, comme estimateurs des conditions environnementales qui sont

difficiles et colteuses a mesurer [83, 89].

L'utilisation des bio-indicateurs repose sur I'hypothése que leur présence ou leur
abondance est corrélée a une ou plusieurs variables de I'écosysteme favorables a leur survie,
constituant un lien entre le bio-indicateur et les variables a indiquer [83, 90]. lls sont largement
utilisés dans les études visant a évaluer les effets de l'activité humaine sur le biote, en
définissant d'une maniere générale la reconnaissance et la détermination des changements
environnementaux, naturels ou induits par I'nomme sur le biote. Elle est ainsi associée a un
contréle qualitatif, c'est-a-dire la présence ou l'absence d'un certain organisme, ou la capacité
d'accumulation corporelle de I'élément [86].

Dans cette thése, nous utiliserons comme bio-indicateurs trois variétés de plantes
présentes dans le Parc National de Dofiana, avec différentes demandes en eau pour leur cycle de
vie, ce qui nous permet trois scénarios différents d'essais d'exposition. La Lavandula dentata a
été sélectionnée parce que c'est une plante que I'on trouve dans presque tous les habitats, une
plante ligneuse qui a peu besoin d'eau, la Salicornia europaea, qui pousse pres des plages et la

Juncus sp. qui vit dans les zones inondées.

4.1. LAVANDULA DENTATA

La lavande est une plante appartenant a la famille des Lamiaceae et est composée de 39
espéces de plantes subarbosées, vivaces et ligneuses telles que Lavandula dentata, Lavandula
stoeches, Lavandula lanata ou Lavandula spica, dans une large gamme d'altitudes, selon les
especes, aux propriétés antiseptiques, antispasmodiques et toniques. Ses fleurs sont
généralement utilisées pour I'élaboration de parfums et de colonies, bien qu'elles soient

également utilisées a des fins ornementales et pour obtenir des essences [91, 92].

Dans le cas de la Lavandula dentata (figure 6), elle mesure entre 60 et 80 cm de haut. Les
feuilles sont lancéolées avec un bord denté, leurs fleurs sont bilabiées, d'une couleur ovoide
bleu-pourpre intense, groupées en longues oreilles avec leur odeur caractéristique particuliére,
avec des feuilles vert grisatre, fleurissant au printemps [91, 93]. Cette espéce de lavande s'étend

de la région macaronésienne du Cap-Vert, sur les deux rives de la mer Rouge, dans tout le
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bassin méditerranéen occidental, du nord-ouest de I'Afrique a la péninsule arabique, de

I'Ethiopie aux deux rives de la mer Rouge [91].

Figure 6. Lavandula dentata.

Elle pousse sur des substrats caillouteux, de préférence calcaires, bien qu'il se dissémine
parfois dans des sols argileux ou schisteux et pauvre en humus. Comme ce n'est pas une plante
exigeante en termes de quantité de nutriments, elle peut pousser dans des milieux secs, donc elle

peut tres bien résister a la sécheresse méditerranéenne [91, 93].

4.2. JUNCUS SP.

Cette plante appartient a la famille des juncaceae, ce sont des plantes herbacées vivaces,
en général elles sont rhizomateuses, c'est-a-dire qu'elles possédent des rhizomes, des tiges
souterraines dépourvues de feuilles, étant en trés peu d'occasions a tuberobulbes de
développement rare ou a tubercules intercalés dans les racines, glabras. Elle posséde
généralement quelques tiges d'ascendance bien que chez certaines espéces il soit possible de
trouver des tiges cylindriques ou comprimées, striées ou submergées. Les feuilles sont
différenciées en gousses et lames, beaucoup d'espéces ont des lames cylindriques creuses ou a
moelle spongieuse, il est aussi fréquent de trouver une lame plate, semi-cylindrique ou cannelée

selon les especes, alors que les gousses peuvent étre ouvertes ou fermées [101].

Le genre comprend environ 316 especes communément appelées roseaux, telles que
Juncus sp. (figure 7) [102], Juncus effusus, Juncus littoralis, Juncus capillaceus, Juncus tenius,
etc. On les trouve principalement dans les zones tempérées et froides des deux hémispheéres, et

rarement sous les tropiques [101].
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Ce sont des plantes aquatiques émergentes, comme les roseaux, les énéras, etc, c'est-a-
dire des plantes amphibies qui vivent en eaux peu profondes, enracinées dans le sol dont les
tiges et les feuilles émergent de I'eau, atteignant jusqu'a 2 ou 3 métres de hauteur, ces plantes
intermédiaires entre terrestres et aquatiques, bénéficient des milieux terrestres et aquatiques,
donc elles n'ont aucune limitation hydrique et ont un meilleur accés a la lumiere que les plantes
immergées, sont également adaptés pour résister au manque d'oxygene produit dans le sol
inondé, ayant des canaux d'aération qui facilitent le passage de I'oxygéne des feuilles aux
racines, c'est pourquoi ils contribuent a éliminer les contaminants de I'eau, a éliminer les
matiéres en suspension, les matiéres organiques, l'azote, le phosphore et les microorganismes

pathogénes [103].

Figure 7. Juncus sp. [102].

4.3. SALICORNIA EUROPAEA

La salicorne est une plante charnue ou succulente et halophile, c'est-a-dire qu'elle pousse
dans les zones ou I'eau salée est concentrée; elle est distribuée sur les plages, les mangroves, les
marais, les salines et les zones cotiéres (c'est pourquoi elle a un godt salé prononcé) [94]. On le
trouve tout le long de la cOte européenne, de I'Arctique a la Méditerranée, sur les rives de la mer
Noire et de la mer Caspienne [95], en Afrique, dans certaines parties de I'Amérique, en Arabie
saoudite et en Inde [94], il est aussi sporadiquement présent dans les salines intérieures de toute
I'Europe [95], les cultures dominant aux Pays-Bas et au Portugal en raison des conditions

climatiques et de la solobrité des terres qui facilite la croissance de la plante [94].

Les tiges sont généralement ligneuses dans la partie basale et charnues articulées dans le
reste de la plante, les feuilles sont opposées, soudées ensemble, formant un cylindre au bord

duquel se trouvent les feuilles foliaires réduites en écailles hyalines aigués [96].
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Dans la Salicornia europaea, elle mesure environ 35 cm de haut, et est trés ramifiée, les
branches inférieures peuvent devenir aussi longues que la tige principale, au moment de la

floraison a une fleur centrale plus grande que la latérale [97].

Il existe plusieurs especes telles que Salicornia europaea, Salicornia ambigua ou
Salicornia perennis, entre autres [94]. Appartenant a la famille des Amarantheceae, presque
tous sont assez petits. Ce sont généralement des plantes herbacées, composées d'une tige
horizontale et de petites tiges latérales érigées, articulées en nceuds et entre-nceuds (la plante n'a
pas de feuilles en soi). Les tiges sont charnues et vertes, devenant rougeétres a la fin de leur
cycle de vie, les "feuilles" sont rassemblées en petites écailles, dont les fleurs, qui apparaissent
en automne, sont trés peu apparentes et sont généralement présentées en groupes de noeuds sur
les tiges [95].

Figure 8. Salicornia europaea.

La Salicornia europaea possede un mécanisme de régulation de la salinité trés efficace,
puisque ses cellules sont capables d'éliminer I'exces de chlorure de sodium, sans perte d'eau.
Grace a cette propriété "salinity manager", il n'est pas si salé, il est donc tres comestible, cuit et
cru (substitut du sel). Elle contient un haut degré de protéines et d'acides gras insaturés en plus
de grandes quantités de minéraux comme le calcium, le sodium, le potassium et l'iode, étant
également une source importante de fibres, et un aliment pratiquement sans calories qui favorise
une bonne hydratation [98, 99]. Par conséquent, au cours des dernieres années est souvent

incorporé dans I'alimentation des athlétes [100].

Aujourd'hui, il a commencé a étre utilisé dans la production de biodiesel, grace a son
huile, étant un carburant si puissant qu'il génére une énergie similaire a celle des turbosines

(utilisées dans les avions et les machines industrielles) mais 80 % plus propre que tout autre
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carburant, ce qui pourrait en faire une importante source d'énergie organique pour minimiser les

émissions de dioxyde de carbone dans les industries et I'aéronautique [98].

5. PARC NATIONAL DE DONANA

5.1. DONANA: ENCLAVE NATURELLE

La Réserve naturelle de Dofiana est une aire protégée de plus de 108.087 hectares qui se
répartit presque également entre les catégories de protection du Parc Naturel (53.835 hectares)
et du Parc National (54.252 hectares). Elle est considérée comme l'une des zones naturelles
protégées les plus importantes d'Europe. Elle est située dans la Communauté autonome
d'Andalousie, au sud-ouest de I'Espagne, entre les provinces de Huelva, Séville et Cadix (figure
9) [104, 105], en particulier dans la pointe sud-est de la province de Huelva, au sud-ouest de
Séville et au nord-ouest de Cadix, au nord de l'estuaire du Guadalquivir, entre les bouches des
rivieres Guadiamar, Tinto et Guadalquivir, qui est I'océan Atlantique sa limite sud [106].
Entourée de 22 centres urbains, avec une population totale de 185.000 habitants, Dofiana est
"menacée"” par les activités urbaines, agricoles, industrielles et miniéres [107].
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Figure 9. Emplacement du Parc National de Dofiana [modifié 108].
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Une longue liste de reconnaissances nationales et internationales qui soulignent
Iimportance de son patrimoine naturel et culturel se trouve associée a la zone naturelle de
Dofiana. En reconnaissance de son importance culturelle, scientifique et paysagére, et en
essayant de couvrir les différents milieux naturels qui la composent, pour une meilleure
préservation, est créé par le décret 2412/1969 du 16 octobre 1969, le Parc National de Dofiana
(PND) [104]. Avec une extension de 54.252 ha, c'est la plus grande réserve biologique
d'Espagne, offrant un environnement unique en Europe pour la protection de nombreuses
especes en voie d'extinction. Elle fait partie de la Convention de Ramsar pour la protection des
zones humides et est reconnue par I'UNESCO comme la premiére Réserve de Biosphére et a par

la suite été déclarée site du Patrimoine de I’Humanité [104, 105].

Le nom Dofiana fait référence a l'aristocrate espagnole Dofia Ana Gomez de Silva y de
Mendoza, fille de Dofia Ana de Mendoza de la Cerda, communément appelée princesse d'Eboli
et mariée au Vlle auduc de Medina Sidonia, qui a pris sa retraite pour vivre dans ces terres au

XVle siécle, "les terres de Dofia Ana", donc Dofiana [110].

5.2 ECOSYSTEMES DU PARC NATIONAL DONANA

Le PND présente une grande variété d'écosystemes (marais, plages, dunes mobiles,
montagnes, foréts et lagunes) qui contiennent une biodiversité unique en Europe, tant en flore
gu'en faune. Parmi eux, le marais, d'une superficie d'environ 30.000 hectares, inondé par les
cours d'eau et les eaux pluviales, constitue un écosystéme parfait pour les oiseaux migrateurs,

tant européens qu'africains [104, 110].

Le PND possede une grande variété de flore et de faune, avec plus de 800 especes de
plantes, 20 espéces de poissons d'eau douce, 11 amphibiens, 21 reptiles, 37 mammiféres non
marins et 360 oiseaux, dont 127 se reproduire habituellement dans le parc [109, 111]. De toutes
ces especes, plusieurs sont menacées d'extinction, comme c'est le cas pour l'aigle impérial

ibérique ou le lynx ibérique, le mammifére carnivore le plus menacé de la planéte [110, 112].

Bien que le parc national de Dofiana mangue de grands reliefs, nous pouvons trouver de
petites inégalités dans le terrain qui rendent possible I'existence d'écosystemes différents et donc
d'habitats différents (figures 10 et 11) [110].
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Plage Dunes

Figure 10. Cour du territoire: plage et dunes [110].

Forét de pins Vera Marais

Figure 11. Cour du territoire: marais, vera et forét de pins [110].

Les foréts méditerranéennes de pins et de maquis (dans la zone plate du PND)
poussent principalement sur des sols sablonneux, tandis que lI'immense marais est constitué
d'argiles imperméables dont le régime hydrique dépend de la saison de I'année [109], c'est-a-dire
qu'il se remplit d'eau en hiver et se tarit progressivement au printemps-été [104].

Parmi les écosystemes marécageux, il convient de mentionner le marais bas, qui est en
dessous de l'altitude moyenne, accumulant une grande quantité d'eau de pluie, ce qui réduit la
salinité et prédomine une végétation formée principalement par le bayunco (Scirpus littoralis) et
castanets (Scirpus maritimus) créant I'habitat idéal pour la faune aquatique tels que canards,
cuillers, rabudos, friezes, frénésie, foulques, foulques et autres [110].

Prés de la riviére, vous pouvez trouver des zones plus profondes qui restent inondées
pendant de longues périodes, de sorte que ces lacs ont une salinité élevée, ce qui entrave la
croissance de la végeétation et le séchage forment une crolte de sel blanc qui est déposé sur
l'argile, formant le "brochet”, le plus étendu et le plus connu étant le Brochet du Coing (figure
12). Ce brochet est formé de dunes et de pinedes. Il y a quelques années, les canaux de
ruisseaux, les affluents de la riviére et les bras étaient couverts d'énées (Typha latifolia) et de
roseaux (Phragmites australis) formant des pipes et créant I'écosysteme idéal pour les carpes,
grenouilles, butors, etc [110].
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Figure 12. « Brochet du Coing ».

Le haut marais est maintenu pratiquement toute I'année sous forme de steppe argileuse
et saline, n'étant inondé qu'en hiver, ce qui le rend peuplé de buissons et d'espéces végétales
charnues comme le Arthrocnem macrostachyum ou le Suaeda vera. Il est utilisé pour la
nidification de grandes colonies d'échassiers tels que cigognes, avocettes, alcaravanes, terreras

et canasteras [110].

Les veines et les vetons, contrairement au brochet et aux cours d'eau, sont des terres qui
s'élévent au-dessus du niveau moyen et forment de petites iles qui ne sont pas inondées, sauf a
certaines occasions. Les paquets, qui ont tendance a étre inondés plus facilement parce qu'ils
sont a une altitude plus basse que les veines et les vetos, sont I'endroit idéal pour la prolifération
des plantes halophiles et donc pour abriter des espéces telles que les sternes et les pluviers,

fréquentés par les lievres et les souris sauvages en quéte de nourriture [110].

La vera est la bande de séparation entre le marais et les réserves et dunes, ce qui rend
possible la coexistence de la flore et de la faune des deux écosystémes. Dans cette zone, la
croissance des roseaux et des paturages est facilitée par I'numidité filtrée par le sable, ce qui
permet de servir ces légumes d'herbe aux cerfs et aux daims en période de sécheresse. Il y a
aussi des vestiges de vieilles foréts de chénes-liéges (Quercus suber) connues dans le monde
entier sous le nom de Pajareras de Dofiana parce qu'elles permettent l'existence de grandes

colonies d'élevage de hérons, de spatules, d'aigrettes et de martinets [110].

Dans les réserves (figure 13), la végétation prédomine, dans les zones les plus élevées et
les plus seches, on trouve des foréts de seve (Juniperus phoeniceas sp. turbinata). La faune est
formée principalement d'herbivores et de prédateurs tels que cerfs, sangliers, lapins, loirs,
belettes, dindes, meloncilles, genéts, chats sauvages, etc. C'est aussi le refuge du lynx ibérique

et de l'aigle impérial [110].
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Figura 13. Réserves de Dofiana.

Les zones de broussailles sont divisées en trois types de montagnes :

-La montagne blanche, ainsi appelée a cause de la couleur blanchatre donnée par le

jaguarzo (Halimium halimifolium) et a cause des différents types de cistes [110].

-La montagne méditerranéenne, formée principalement de plantes aromatiques comme
la lavande (Lavandula stoechas), le romarin (Rosmarinus officinalis) et le thym (Tymus
tomentosus) [110].

-La montagne noire composée de bruyéres (Erica sp.), de bruyéres (Calluna vulgaris) et
de tojos (Ulex sp.) qui dominent les zones les plus profondes et les plus humides,
entrelacées de ronces (Rubus gr. ulmifolius) et torviscos (Daphe gnidium). Il y a aussi des
foréts de pins (Pinus pinea), de lentilles (Pistacialentiscus) et de petites zones couvertes
de Phillyrea angustifolia, de genéts (Osyris alba), de genéts (Cytisus scoparius) étant
I'nabitat idéal pour les milans rouge et noir, l'aigle, genéts et des fauconniers [110].

Les dunes (figure 14) ont leur origine dans la plage puisque les vents du Sud-Ouest

empilent de petits amas de sable autour d'un buisson de barrén (Ammophila arenaria) ou un

autre obstacle que les contributions successives feront perdre a la dune sa stabilité, commencer a

se déplacer et rejoindre les autres dunes, formant de grandes dunes qui progressent

parallélement a l'intérieur sur une surface plane laissant un espace humide dehors et protégé du

vent qui permet le reglement des plantes [110].
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Figure 14. Dunes de Dofiana.

Les corrals sont couverts de petites clavellinas (Armeria pungens) et de siemprevivas
(Helichrysum picardii). Plus a l'intérieur des terres, les pinédes colonisent le corral, ainsi que les
junqueras (Juncus sp.), les adelfas (Nerium oleander) ou les fourrés de jaguar et camarinas
(Corema album) et dans cette zone il y a une faune importante comme l'aigle serpent, lI'alcotane,

le hibou, le lynx, le sanglier, la tortue, la vipere, le serpent, le lapin ou le lézard [110].

5.3. POLLUTION DANS LE PARC NATIONAL DE DONANA

Le PND est situé sur l'aquifere d'Almonte-Marismas, situé entre les rivieres Tinto et
Guadalquivir, et occupe 2.500 Km? entre les provinces de Huelva et Séville. Le drainage de cet
aquifére se fait par la riviere Guadiamar, les ruisseaux de La Rocina et El Partido situés au nord-
ouest et les marais eux-mémes. Autour du Parc, il y a une population de 185.000 habitants
répartis dans 22 noyaux urbains [107, 113], ce qui signifie que le PND est constamment menacé

par les activités urbaines, agricoles et industrielles [107, 114].

Initialement, elle était alimentée par le systéeme hydrologique de La Rocina-Madre de la
Marisma-Brazo de la Torre, qui réunissait les apports fluviaux du NO et du NE [107, 115]. Plus
tard, la contribution hydraulique de la riviere Guadiamar a été largement supprimée en
construisant plusieurs murs et isolant ainsi, au sud, le marais de la riviere Guadalquivir et

limitant I'entrée de I'eau dans le marais, par les eaux de pluie et les ruisseaux du NO [107].

Dans la nuit du 25 avril 1998, a une 50 kilométres au nord du PND, 1’un des murs de
souténement d'un bassin de décantation contenant des déchets miniers et des eaux acides
contenant une grande quantité de FeS, et de métaux lourds (Pb, As, Zn et Cu) provenant des
mines de pyrite des Frailes & Aznalcollar (Séville) a été brisé [109, 116, 117, 118]. Ces eaux

sont tombées dans la riviere Agrio, un affluent du Guadiamar, déversant environ 2 Hm® de
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boues toxiques et environ 4 Hm® d'eau acide, endommageant une superficie totale de 4.286
hectares, une partie du PND étant couverte de boues toxiques et d'eau acide [109, 117].

Aprés cette catastrophe, le Plan Dofiana 2005 a été appliqué, ce qui a permis au marais de
fonctionner de maniére plus naturelle, en récupérant les échanges avec le Guadalquivir et ses
affluents [107, 119] de sorte que le marais a cessé d'étre isolé de maniere osmotique, en
échangeant I'eau avec les zones adjacentes, favorisant ainsi les courants marins et en empéchant
la stagnation des eaux. Cependant, cette nouvelle situation a rendu le PND plus vulnérable & la

pollution causée par les activités humaines environnantes [107].

Les évaluations du PND depuis l'accident d'Aznalcéllar ont également corroboré la
menace que représentent les pratiques agricoles et donc I'utilisation de pesticides dans la région
de Dofiana [104, 107]. Le PND est menaceé par les activités agricoles, un moteur treés important
dans I'économie de la région, mais il affecte le PND dans I'extraction des eaux souterraines pour
I'irrigation, l'utilisation des eaux de surface pour les riziéres et dans la contamination d'au moins
41 engrais et pesticides. lls sont probablement la cause de la grande quantité de composés azotés
présents dans les eaux souterraines [104, 107, 113]. Des valeurs élevées d'éléments nutritifs
(NH*, NO*, NO*, NO* et PO,*) et de métaux (AI** et Cr®") ont été trouvées dans la riviére El
Partido, ce qui peut étre d a I'utilisation d'engrais et de pesticides a Dofiana et dans ses environs
[107, 120].

Il faut aussi souligner les nombreux moulins, les industries de transformation du raisin et
des légumes et les industries de la viande et des produits laitiers dans la région. Les effluents de
ces industries menacent El Partido et le cours inférieur du Guadiamar. Une autre source
potentielle de pollution est a 45 km au nord-ouest du PND, sur les rives de I'Odiel et du Tinto,
puisque les Poles Industriels de Huelva possédent des industries de transformation miniére, un
complexe pétrochimique, une centrale thermique et une usine de cellulose, dont les polluants

peuvent atteindre Dofiana par voie hydraulique ou éolienne [104, 107, 115, 121, 122].

Il est donc évident que la zone de Dofiana est un espace complexe ou certaines des
valeurs environnementales les plus précieuses coexistent avec le développement économique et

social des populations environnantes [104].

La qualité des eaux de surface qui atteignent les marais du PND a toujours été une
préoccupation de toutes les organisations impliquées dans la conservation de cette zone humide.
Depuis les années 90, des rapports ont été établis périodiquement, mettant en garde contre le
mauvais traitement des eaux usées que Dofiana finit par recevoir et le risque qu'il implique sur
la qualité de l'eau des marais, en réalisant différents plans de développement durable afin

d'éradiquer ce probléeme qui, en méme temps qu'il pollue les cours et marais de Dofiana,
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provoque indirectement des problémes d'eutrophisation et de pollution des eaux de surface et

souterraines.

Depuis quelques années, le contrble annuel des installations d'épuration des populations
environnantes est effectué conformément au décret royal 509/1996, du 15 mars 1996, qui
développe le décret-loi royal 11/1995, du 28 décembre 1995, qui établit les régles applicables au
traitement des eaux urbaines résiduaires, y compris dans toutes les stations d'épuration de la
région de Dofiana un traitement tertiaire pour I'élimination des nutriments et prévenir ainsi

I'eutrophisation des riviéres, ruisseaux et marais [123].

6. SPECTROMETRIE DE MASSE

La spectrométrie de masse est essentiellement I'ionisation d'atomes ou de molécules dans
un échantillon, le plus souvent en mode positif, a séparer ultérieurement en fonction de leur
rapport masse/charge (m/z). Cette technique, combinée aux techniques de séparation haute
résolution, est la plus spécifique pour analyser des échantillons complexes réels, car elle permet
d'obtenir une grande quantité d'informations des fragments ioniques de I'analyte. Il posséde une
sensibilité élevée, permettant la détection de molécules en quantités d'atomes (10™*% moles) et de

femtomoles (10™*° moles) [124].

La grande versatilité de cette technique analytique permet de déterminer la structure de
composeés tres divers et est applicable aux échantillons volatils, non volatils, polaires, apolaires,

solides, liquides et gazeux [124].

La spectrométrie de masse (MS) a été intégrée au domaine de I'analyse biomoléculaire a
la fin des années 1970 avec l'apparition de diverses techniques d'ionisation douce, telles que la
désorption du champ électrique (FD), la désorption plasmatique (PD) et le (Fast atom bardment,
FAB), cette derniére étant une méthode d'ionisation douce qui résulte de la combinaison de la
désorption de l'analyte d'une phase condensée (mélange d'analyte solide + matrice) avec son
ionisation ultérieure [125, 126]. C'est la premiére méthode d'ionisation qui a permis I'analyse de
routine par spectrométrie de molécules de masse polaire [126]. Dans la MS, les ions en phase
gazeuse sont généres directement & partir d'une solution en phase liquide de I'analyte, de sorte
que les différentes formes de vaporisation et d'ionisation de I'analyte sont devenues une étape
liée dans le processus total d'analyse par spectrométrie de masse. Plus tard, au début des années
1990, la FAB a été remplacée par l'introduction de deux méthodes d'ionisation douce, telles que

I'électrospray (ESI) et la désorption laser assistée par matrice (MALDI), cette derniére étant un
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des piliers fondamentaux de l'utilisation de la spectrométrie de masse dans les études
protéomiques [125, 126].

La spectrométrie de masse, combinée aux technigques de séparation a haute résolution, est

aujourd'hui la plus adaptée a lI'analyse d'échantillons complexes et se fait en quatre étapes :
1.- Présentation de I'échantillon.

2.- lonisation de I'échantillon, c'est-a-dire perte d'électrons ou de protons pour convertir

les atomes ou molécules en especes ioniques en phase gazeuse.

3.- Séparation et analyse, selon leur rapport m/z, des ions moléculaires et des fragments
chargés produits.

4. Obtention du spectre de masse, dans lequel I'abondance relative des ions et/ou
fragments séparés par rapport au rapport masse/charge est présentée. Les informations de ce
spectre sont principalement qualitatives, telles que la détermination de la masse moléculaire ou
des informations sur la structure a partir des fragments obtenus, mais des analyses quantitatives
peuvent également étre réalisées en utilisant des étalons internes ou externes avec des limites de

détection allant du picomole a la femtomole [124].

Le signal correspondant a un ion donné se présente sous la forme de plusieurs pics
appartenant a la distribution statistique des différents isotopes de I'ion [124], I'ion moléculaire
(M") étant le pic le plus lourd du spectre qui représente normalement la molécule "mére" moins
un électron et offre I'information la plus précieuse dans le spectre de masse, puisque sa masse et
sa composition élémentaire indiquent les limites dans lesquelles les fragments structurels

détectés dans le spectre doivent se retrouver [124, 127].

Selon le type d'instrument, la méthode d'ionisation et sa capacité a appliquer le balayage
de potentiel, les caractéristiques des spectromeétres de masse varient en termes de pouvoir de
résolution, de sensibilité et de précision de la mesure de masse, car aucun instrument ne fournit
simultanément les meilleures performances [124]. L'analyse de l'information sur le spectre de
masse consiste théoriquement a regrouper les fragments pour reconstituer la molécule d'origine
[127].

L'analyseur constitue le noyau d'un spectrometre de masse, et son but est de séparer les
ions selon leur relation m/z et de focaliser les ions séparés vers un point spécifique, de telle
sorte que le mouvement des particules chargées permette de les distinguer selon I'énergie
cinétique de chaque ion, la vitesse ou le moment des forces [124]. Il existe différents types

d'analyseurs, les plus utilisés pour l'analyse des biomolécules sont ceux de secteur magnétique,
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guadrupdle, piége a ions, piege a ions linéaire, piége a ions, temps de vol ou résonance
ionique cyclotronique, dont le choix varie selon sa résolution dans l'intervalle des masses qui
peuvent étre séparées, la précision des masses qui peuvent étre séparées, la dynamique ou
intervalle linéaire, la vitesse de balayage, sensibilité, efficacité et adaptabilité, soit la possibilité
de faire intervenir différents modes d'ionisation. Dans certains cas, il est nécessaire d'utiliser le
couplage de deux analyseurs car, dans de nombreux cas, il n'est pas possible davoir un
analyseur qui réponde aux attentes analytiques souhaitées pour des échantillons complexes
[124].

L'analyseur de piege a ions (figure 15) permet le confinement des ions dans une petite
chambre a l'aide de champs électriques (Paul trap o iontrap, Orbitrap) ou magnétiques
(analyseur a résonance ionique par cyclotron a transformée de Fourier, FT-ICR). Cet
analyseur stocke, sélectionne et analyse les ions formés dans le méme piége ou dans des sources
d'ionisation externes [125]. L'espace ou les ions sont piégés est défini par les surfaces
hyperboliques de trois électrodes : un anneau central circulaire et deux couvercles latéraux avec
de petits trous au centre pour l'entrée des ions dans la source et leur sortie ultérieure vers le
détecteur [125, 128].

[ Source d'ions ]
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Electrode d'entrée - /_/ pE
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Electrode annulaire :
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9
Electrode de sortie (

Figure 15. Analyseur de piéges a ions.

Dans I'analyseur piége a ions linéaire, le confinement des ions peut étre réalisé dans des
systemes quadripolaires munis a leurs extrémités d'électrodes terminales de méme géométrie,
mais plus courtes et isolées électriquement, de sorte que ces électrodes sont appliquées un
potentiel qui agit comme une barriere pour les ions emprisonnés a l'intérieur. De plus, le piege a

ions linéaire peut étre utilisé comme un quadripdle conventionnel, ce qui lui permet de
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fonctionner dans n'importe lequel des modes de spectrométrie de masse en tandem possibles
dans ce type d'instrument (balayages précurseurs, pertes nettes et ions produits), en dehors des
modes du piege lui-méme [125].

L'analyseur Orbitrap a été développé et breveté par Makarov a la fin des années 1990
[125, 129] et se compose de deux €electrodes (un tubulaire externe et un filament coaxial interne)
qui piegent les ions dans le champ électrostatique formé entre eux. Le filament interne est
devenu une barre en forme de fuseau, acquérant les parois du cylindre qui le contient dans la
méme forme [125, 130] c'est pourquoi les ions, lorsqu'ils sont introduits perpendiculairement
dans ce systéme, effectuent un mouvement radial autour de la broche coordonné avec un
mouvement axial périodique dont la fréquence est fonction de sa valeur m/z. D'autre part,
I'électrode externe est divisée en son centre et perpendiculairement en deux moitiés, ce qui fait
que le mouvement périodique des paquets d'ions d'un c6té a l'autre de la cavité pousse entre ces
deux moitiés un signal image dont la fréquence est mesurable pour déterminer la valeur
correspondante m/z. Cependant, dans la pratique, le signal enregistré est un signal complexe ou
interférogramme créé par la combinaison de signaux sinusoidaux de fréquences (m/z) et
d'intensités (abondance) différentes de chacun des ions, mais I'application de la transformée de
Fourier a ce signal permet de déterminer la fréquence dérivée de chacun des ions et acquérir le

spectre de masse [125].

L'analyseur quadripolaire (figure 16) se compose de quatre barres paralléles,
auxquelles un potentiel combiné de courant continu et de radiofréquence est appliqué, créant un
champ appelé quadrupble. De cette facon, les ions produits dans la source passent
longitudinalement a travers l'enceinte limitée par ces barres pour pénétrer dans le détecteur. Les
ions qui entrent dans l'analyseur a une énergie de quelques électrovolts sont soumis a l'effet du
champ quadripolaire qui les fait osciller et les détourne en fonction de leur valeur m/z, de sorte
gue pour une combinaison de potentiels qui provogue seulement les ions dans une gamme

étroite de valeurs m/z viennent affecter le détecteur [125].
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Figure 16. Analyseur quadripolaire [modifié 131].

L'analyseur TOF (figure 17) est basé sur l'accélération des ions grace a un champ
électrique acquérant des vitesses différentes en fonction de la valeur de sa relation m/z, prenant
des temps différents pour parcourir une distance déterminée, sans que les ions soient en
présence d'un champ électrique et/ou magnétique. Ainsi, la charge et I'énergie cinétique des ions
formés a la source étant constantes, la mesure du temps de vol permet de déterminer trés
précisément la masse de chacun de ces ions [125]. Par conséquent, ce type d'analyseurs présente
une haute résolution et précision de détermination de masse, atteignant des valeurs de I'ordre de
parties par million, ce qui en fait I'un des analyseurs les plus simples et utilisés dans les
laboratoires aujourd'hui [124].
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Figure 17. Analyseur temps de vol [modifié 124].

171



Introduction

Quant a I'ionisation de I'échantillon, elle peut se faire de plusieurs facons :

L'impact électronique (Electron Impact, EI) ou l'ionisation électronique (Electron
lonization, EI) est une méthode classique pour générer des ions en spectrométrie de masse.
L'analyte est introduit dans la source, qui est située & un vide inférieur & 10° mbar et ensuite
ionisée par collision avec un flux d‘électrons a 70 eV, généré par émission thermique d'un

filament chaud (tungstene ou rhénium) [126].

L'ionisation chimique (Chemical lonization, CI) est une méthode d'ionisation
relativement douce. C'était la premiére méthode d'ionisation utilisée en spectrométrie de masse.
L'ionisation est affectée par les réactions de la molécule avec les ions d'un réactif gazeux généré

par l'ionisation électronique par impact (EI) [126].

L'ionisation par électrospray (Electrospray ionization, ESI) est probablement la
méthode d'ionisation la plus développée et la plus utilisée en spectrométrie de masse en raison
de sa grande capacité a ioniser des molécules hautement polaires ainsi que des peptides,
oligonucléotides et oligosaccharides. Elle s'effectue a la pression atmosphérique et a la
température ambiante, tandis que les autres méthodes utilisent des températures élevées. Le
processus général d'électrospray se déroule a I'extrémité d'un capillaire ou d'une aiguille, de
sorte qu'une solution aqueuse, acide ou basique (selon I'échantillon), qui présente une
conductivité électrique, est micronisée de I'extrémité de I'émetteur dans laquelle un potentiel de
3-4 kV est appliqué, afin que le liquide qui commence a sortir par l'aiguille, augmente sa charge
et acquiert une forme conique appelée "cone de Taylor". A l'extrémité du cone, le liquide se
transforme en une fine ligne, devenant instable lorsqu'il est forcé de retenir de plus en plus de
charge, atteignant un point critique, ou il ne peut supporter plus de charge électrique, dispersant
ainsi la solution sous forme de brouillard de petites gouttes (moins de 10 um de diamétre), trés

chargées, qui volent a la recherche d'une surface opposée pour charger [126].

Les systémes quadripolaires ou sectoriels filtrent des groupes d'ions dans une petite plage
de valeurs m/z a chaque instant, éliminant ainsi le reste de la population ionique, tandis que
I'analyseur TOF sépare et détecte sur une échelle (temps de vol) I'ensemble des ions provenant
de la source, de sorte que le systeme fonctionne en régime discontinu et est donc un détecteur

indiqué pour les techniques d'ionisation pulsante telles que MALDI [125].

Le couplage du TOF a des sources d'ions de production continue, comme I'ESI, s'effectue
au moyen de systemes intermédiaires de confinement d'ions qui, au moyen de champs
électriques, accumulent et injectent, perpendiculairement a la trajectoire initiale, des paquets

d'ions dans l'analyseur en cycles avec une fréquence de l'ordre du KHz. Le TOF est un
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analyseur relativement simple et peu coliteux avec un cycle de balayage rapide et une plage de
masse théoriquement illimitée [125, 132].

La section suivante décrit les enzymes utilisées dans cette thése, ainsi que leurs
inhibiteurs les plus fréquents, pour lesquels il est nécessaire de connaitre d'abord le mécanisme

d'action des enzymes et les différents types d'inhibiteurs.

7. ENZYMES: STRUCTURE ET MODE D'ACTION

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques, c'est-a-dire des substances qui, sans étre
consommées dans une réaction, augmentent notablement leur vitesse sans altérer I'équilibre de
ces réactions ni l'équilibre énergétique, n'accélerent que le processus qui pourrait se produire
spontanément, puisque la transformation du réactif en produit n'est pas directe, mais il existe
une étape intermédiaire dans laquelle le réactif est activé et ses liaisons sont affaiblies, appelée
complexe activé, étant nécessaire une énergie d'activation pour arriver a ce complexe.
Pratiqguement toutes les fonctions cellulaires, directement ou indirectement, nécessitent la
présence d'enzymes pour gue les réactions chimiques qui sont responsables de ces fonctions se

produisent a une vitesse adéquate [133, 134, 135].

Les enzymes sont des protéines, les protéines sont formées par des acides aminés liés
entre eux par des liaisons peptidiques, ces acides aminés peuvent avoir des chaines latérales
différentes selon la charge ou la polarité gu'ils présentent au pH physiologique, qu'elles soient

grandes ou petites, acides ou basiques, hydrophiles ou hydrophobes [134, 136].

Dans toutes les réactions biochimiques catalysées par les enzymes, il y a association de
I'enzyme et du substrat (substance sur laquelle I'enzyme agit), formant ainsi le complexe
enzyme-substrat, nécessaire pour que la réaction ait lieu, ce complexe peut aussi réduire
I'énergie d'activation en modifiant la conformationdu substrat, de fagon a faciliter la rupture des

liaisons, qui aide a atteindre I'état de transition représenté par I'équation [134, 137, 138] :

E+S<EST—-E+P

Ou E est I'enzyme, S est le substrat ou le réactif, P est le produit de la réaction et ES est le
complexe enzyme-substrat intermédiaire. La figure 18 montre le schéma de formation du

complexe enzyme-substrat [134, 137].
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Contrairement aux catalyseurs inorganiques, les enzymes catalysent des réactions
spécifiques, agissant sur une substance appelée substrat, catalysent un seul type de réaction,
agissant presque toujours sur un seul substrat ou sur un trés petit groupe de substrats [134, 137].

Le centre actif est une région de I'enzyme qui se lie au substrat étant spécifique et
exclusive a chaque enzyme [134, 138]. Il tire ses propriétés des acides aminés qui la
conforment, la position que les acides aminés acquiérent dans I'espace tridimensionnel donne
forme, taille, comportement chimique du site catalytiqgue (formé par les acides aminés
directement impliqués dans le mécanisme de la réaction), facilitant I'association de I'enzyme
avec le ou les substrats, puisqu'un espace est généré dans lequel le substrat s'ajuste et les acides
aminés qui ont des radicaux ayant une affinité chimique pour le substrat sont proches par les
plis de la chaine polypeptidique (bien qu'ils étaient loin dans la chaine originale) attirant et
générant des liens faibles avec le substrat, lorsque ces liens sont brisés, les produits sont séparés

du centre actif, de sorte que I'enzyme peut recommencer le cycle réactionnel [134, 138].

5 5 5 Produits
L'enzyme change légérement I

avec l'union du substrat

'v\ Substrat

Slte actif

N [

= =

Le substratrejointle Complexe Complexe  Lesproduits quitten le
site actif de 'enzyme enzyme-sustrat enzyme-produits site actif de I’enzyme

Figure 18. Formation du complexe enzyme-substrat [modifié 139].

La coincidence entre le substrat et le site actif de I'enzyme n'est pas seulement due a la
correspondance de deux piéces comme s'il s'agissait d'un puzzle (modele appelé "clé et verrou"),
en réalité¢ I'enzyme modifie légérement sa forme une fois fixée au substrat, entrainant un

ajustement encore plus précis, appelé ajustement induit [138].

Certaines enzymes accélérent les réactions chimiques en rapprochant deux substrats 1'un
de l'autre avec la bonne orientation, d'autres créent un environnement favorable a la réaction
dans le site actif et beaucoup d'autres diminuent I'énergie d'activation en faisant partie des
réactions chimiques, ce qui signifie que les résidus du site actif favorisent la formation de
liaisons covalentes temporaires avec les molécules du substrat dans le cadre du processus de
réaction [134, 137, 138].
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Dans tous les cas, a la fin de la réaction, I'enzyme retourne a son état initial, elle ne reste
pas attachée aux molécules avec lesquelles elle réagit, en fait une propriété caractéristique des
enzymes est gu'elles ne sont pas altérées par des réactions de catalyse lorsqu'une enzyme
termine de catalyser une réaction, ne libére que le produit (ou les produits) et est préte pour le
cycle de catalyse suivant, de méme que les enzymes forment souvent des complexes
multienzymatiques, de sorte que le produit d'une enzyme constitue le substrat de la suivante,

donc aucune concentration élevée du substrat n'est nécessaire [134, 139].

Les enzymes sont responsables de la réduction de I'énergie d'activation, c'est-a-dire de la
quantité d'énergie qui doit étre ajoutée ou fournie a une réaction pour qu'elle commence,
atteignant ainsi plus facilement le complexe activé permettant a la réaction d'avoir lieu, car sans
la présence de I'enzyme ne serait pas possible d'atteindre I'état de transition, un état instable par
lequel doivent passer les réactifs pour devenir produits [134, 138, 139].

Les enzymes métaboliques sont classées en six grands groupes, dont les noms sont
complétés par le suffixe-ase, selon le nom du substrat avec un terme qui décrit la réaction qu'ils
catalysent, ayant ainsi les enzymes hydrolases, isomérases, ligases, baux, oxydoréductases et
transférases [134, 138].

-Hydrolases : Elles sont responsables de catalyser les réactions d'hydrolyse, d'extraire les
liaisons des atomes d'azote et de carbone ou d'oxygéne, c'est-a-dire de rompre les liaisons
en ajoutant de I'eau, cette classe comprend les enzymes digestives, au sein desquelles se
trouvent des protéines comme la trypsine, la chimiotrypsine et la pepsine fondamentales

pour le processus digestif [138, 139].

-Isomérases : Elles catalysent des réactions dans lesquelles un isomere est transformé en
un autre, en d'autres termes, le transfert d'un groupe a l'intérieur de la méme molécule
[134, 138].

-Ligases : Contrairement aux autres, au lieu de rompre les liens, ils catalysent lI'union des

molécules, produisant la formation de liens par des réactions de condensation [138].

-Lyases : Elles agissent directement sur les liaisons, c'est-a-dire qu'ils catalysent les
réactions dans lesquelles les groupes sont éliminés pour former ou ajouter un double lien,
comme les enzymes comme les décarboxylases, les hydratases, les déshydratases ou les

désaminases [138].
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-Les oxydoréductases : Elles catalysent les réactions d'oxydoréduction, facilitant le
transfert des électrons d'une molécule a l'autre, comme la déshydrogénase alcoolique qui
catalyse l'oxydation de I'éthanol et d'autres alcools [138].

-Transférases : Elles catalysent le transfert d'un groupe de molécules d'une substance a
l'autre, agissant sur différents substrats par transfert de groupes amino, carbonyle,
carboxyle, phosphoryle, méthyle et aciryle. C'est le cas de la transméthylase, une enzyme
qui catalyse le transfert d'un groupe méthyle d'une molécule a une autre [138].

7.1. COFACTEURS

Toutes les enzymes sont des protéines globulaires (a l'exception des ribozymes) et
peuvent étre formées exclusivement par des chaines polypeptidiques ou contenir un autre
groupe non protéique, selon la structure des enzymes, il est possible de différencier les
holoprotéines, les enzymes formées uniquement par des polypeptides et les haloenzymes
formées par la liaison entre une partie (ou apoenzyme) polypeptidique et une partie ou cofacteur
non-poliptidique [138, 142].

L'apoenzyme est la partie protéique qui fournit la structure spatiale spécifique permettant
la liaison aux substrats, tandis que le cofacteur (ou coenzyme) forme la partie non protéique
chargée de réaliser la réaction enzymatique, celles-ci peuvent étre inorganiques ou organiques
de faible poids moléculaire comme les vitamines du groupe B, alors que les cofacteurs
inorganiques favorisent l'activité catalytique de I'enzyme, sans leur présence I'enzyme n'agirait
pas, c'est a cause d'eux qu'ils sont aussi appelés activateurs, tels que les ions métalliques comme
Fe*?, Cu*, Mg, Zn*? etc. [134, 138, 142].

8. INHIBITEURS ENZYMATIQUES

Les inhibiteurs enzymatiques sont des molécules qui se lient aux enzymes pour diminuer
leur activité, car cela n'est pas toujours biologiquement utile et peut avoir des conséquences
fatales pour l'organisme, comme c'est le cas de nombreux traitements cliniques basés sur
l'inhibition enzymatique, de nombreux antibiotiques et autres médicaments réduisent ou
éliminent l'activité de certaines enzymes, par exemple l'aspirine, qui empéche la premiere
enzyme dans la synthése des prostaglandines. Par conséquent, la nature a développé un grand
nombre d'inhibiteurs enzymatiques qui ralentissent ou annulent complétement [I'activité

enzymatique [134, 138].
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L'inhibiteur en se liant a I'enzyme bloque I'entrée du substrat sur le site actif de I'enzyme,
empéchant la réaction catalytique correspondante d'avoir lieu, une telle liaison peut étre
réversible ou irréversible [134]. 1l y a des cas ou un effet allostérique peut étre produit, c'est-a-
dire que Il'inhibiteur se joint a un autre site qui n'est pas le site actif de I'enzyme, cette union de
I'inhibiteur avec le site allostérique provoque le changement de conformation de I'enzyme,

augmentant ou réduisant la vitesse de liaison au substrat [138].

La validité d'un inhibiteur d'enzyme est déterminée par sa spécificité (absence de liaison a
d'autres protéines) et sa puissance (sa constante de dissociation, qui indique la concentration
nécessaire pour inhiber une enzyme) [138].

Les inhibiteurs irréversibles réagissent avec lI'enzyme de fagon covalente, c'est-a-dire
qu'ils modifient la structure chimique de lI'enzyme et modifient le niveau des résidus d'acides
aminés nécessaires a son activité enzymatique. Bien que les inhibiteurs réversibles se lient a
I'enzyme de maniére non covalente (liaisons hydrogene, interactions hydrophobes ou liaisons
ioniques), les multiples liaisons faibles qui se produisent entre l'inhibiteur et le site actif se
combinent pour produire une liaison spécifique forte [134, 138].

8.1. TYPES D'INHIBITEURS REVERSIBLES

On peut distinguer trois types d'inhibitions réversibles selon I'effet produit par la variation
de la concentration du substrat enzymatique dans I'inhibiteur et selon que l'inhibiteur se lie a

I'enzyme, au complexe enzyme-substrat ou aux deux [138].

-Inhibition compétitive (figure 19) : Le substrat et l'inhibiteur sont en compétition pour
le site actif, ont tous deux une structure similaire et ont la méme affinité pour le site actif
d'une enzyme, mais ne peuvent se lier a la méme enzyme en méme temps. Ce type
d'inhibition peut étre surmonté avec des concentrations élevées du substrat, laissant ainsi
I'inhibiteur hors compétition [138, 139].

Substrat
— Inhibiteur ”
Site ﬂ
actif
Enzyme = =

Le substrat se L'enzyme libére les
lie a 'enzyme produits

Figure 19. Inhibition compétitive.
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-Inhibition incompétitive : C’est un type d'inhibition non compétitive, l'inhibiteur n'a
aucune affinité pour la molécule d'enzyme libre, se lie seulement au complexe enzyme-

substrat (ES), I'empéchant de continuer le processus et de former le produit. [134, 138].

-Inhibition non compétitive (figure 20) : L'inhibiteur se lie a I'enzyme libre et entre en
compétition avec le substrat pour l'occupation du site actif, se lie a I'enzyme en des points
autres que le centre actif, sa liaison empéche l'enzyme de développer son action
catalytique et dans ce cas, l'augmentation de la concentration du substrat n'inverse pas
I'inhibition, donc le degré d'inhibition dépend seulement de la concentration de
I'inhibiteur [134, 138].

L'inhibiteur rejoint

Substrat avant que l'enzyme
Le changement
] conformationnel du site
Stte actif inhibe l'entrée du
actif ~
substrat G4
Enzyme

2
Inhibiteurﬂ S Changements dans la

conformation du
inhibiteur et expulsion
Le substrat se lie ~ du substrat
d'abord a l'enzyme

Figure 20. Inhibition non compétitive.

9. ENZYME COLLAGENASE

Les enzymes protéolytiques sont responsables de I'hydrolyse des liaisons peptidiques et
des protéines, elles sont classées en deux groupes, les exopeptidases agissent sur les liaisons
peptidiques aux extrémités de la chaine et les endopeptidases qui agissent dans la chaine,
développant une fonction dégradante dirigée vers la matrice extracellulaire et sont groupées
selon le résidu catalytique primaire qu'elles possédent, dans lesquels sont les métalloprotéases
(MMPs), qui se caractérisent en ayant un atome métallique comme résidu catalytique primaire.
L'enzyme collagénase appartient a cette famille puisquelle présente un atome de Zn*? dans le
centre catalytique [148, 149].
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Le collagénase agit principalement sur la peau humaine, il y a ici des preuves d'une
production accrue de MMPs, comme cela se produit dans la réparation dermique, le traitement
des brdlures et des ulcéres, I'enlévement des tissus cicatriciels et la transplantation d'organes
[150].

De méme, il a été démontré que la collagénase favorise la prolifération et la migration des
keratinocytes et des fibroblastes, ainsi que la destruction des tissus morts ou la création d'une

nouvelle matrice extracellulaire [151].

Les collagénases sont des protéines qui dégradent le collagéne dans leur conformation
native de triple hélice dans des conditions physiologiques, c'est-a-dire qu'elles participent aux
processus physiologiques dont dépend l'intégrité du collagene ou son réarrangement, elles ont la
capacité de briser les liaisons peptidiques du collagéne dans un pH physiologique neutre
provenant d'un point unique de la triple hélice a proximité du bout N terminal, produisant deux
fragments, 1'un de 75 % de la longueur du collagene et l'autre de 25 % [152], ces enzymes aident
donc a créer du collagene par excision du pro-collagéne, précurseur du collagéne, une fois celui-

ci sécrété par la cellule [152, 154].

IIs sont formés principalement de collagéne interstitiel de type | et Ill, présent dans le
derme, le collagene étant la protéine fibrillaire la plus abondante dans le corps humain, formant
une partie vitale de la matrice extracellulaire des animaux dans la viande et du tissu conjonctif
dans le corps [154]. Ainsi, la collagénase de type | divise les extrémités terminales de la chaine

du collagéne, tandis que la collagénase de type Il fragmente l'intérieur de la chaine [155].

9.1. STRUCTURE DE L'ENZYME COLLAGENASE: SITE ACTIF

Dans la peau humaine, trois collagénases (MMP-1, MMP-8 et MMP-13) ont été
identifiées comme capables d'initier la dégradation du collagene fibrillaire de type I. La
collagénase interstitielle MMP-1 est la premiére enzyme découverte dans la famille MMP a étre
définie par sa capacité a dégrader les triples hélices du collagene qui sont résistantes a la plupart

des protéines [154].

La collagénase interstitielle dégrade les collagenes de type I, Il, 1II, VII et X (mais ne
dégrade pas le collagéne de type 1V et V) au pH et a la température physiologique. L'enzyme
catalyse une seule excision a trois quarts de I'extrémité amino terminale dans chacune des trois

chaines polypeptidiques comprenant la triple hélice, un monomere naturel du collagéne [154].
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Comme mentionné précédemment, I'enzyme collagénase présente un atome de Zn*? dans
le centre catalytique qui, étant le composé le plus abondant dans les cellules, joue un réle
primordial dans le fonctionnement de plus de trois cents enzymes qui stabilisent la double hélice
de I'ADN et intervient dans le contrble de I'expression génétique, faisant intervenir les MMPs
dans différents processus physiologiques et pathologiques de I'organisme, capables de dégrader
la plupart des composants de la matrice extracellulaire du tissu conjonctif. Ils contiennent tous
un peptide signal, un propeptide et un domaine catalytiqgue amino terminale contenant le site
fixateur du zinc [154,156].

a» Propeptide. -~ Régiond’union.

- ; , e
L ——— Domaine catalvtique. =/~ Domaine hémopexine.
b ¥ Site actifavec zinc.

i

Figure 21. Structure du domaine MMP [modifié 154].

Les MMP sont des substrats de protéines de matrice extracellulaire (MEC), de sorte que par
I'activation d'une molécule de liaison au zinc, ils cassent les substrats des protéines de la matrice,
car ils ont la capacité d'éliminer les protéines endommagées et de dégrader les composants MEC,
cette activité enzymatique est régulée a tout moment par des inhibiteurs endogenes (TIMPs) [149,
154].

9.2. INHIBITEURS DE L'ENZYME COLLAGENASE

Plusieurs inhibiteurs synthétiques capables d'inhiber les MMP ont été développés, la classe
des composés a base d'acide hydroxamique (hydroxamates) a été la plus étudiée, car leur groupe
acide hydroxamique (CONHOH) agit comme une liaison bidentée avec l'ion zinc présent dans les
MMPs, permettant une interaction beaucoup plus forte avec le récepteur que celle des autres
inhibiteurs [157]. Dans le concept de Catphepsine K (Cat K), il s'agit d'une cystéine protéase et
d'un médicament fourni pour les troubles squelettiques, connu pour sa puissante activité collagene
et élastase, la formation de complexes CatK oligoméres en présence de glycosaminoglycanes est
associée a une activité collagénasique, Les inhibiteurs qui interrompent ces complexes peuvent
bloquer sélectivement l'activité de I'enzyme collagénase sans entraver les activités protéolytiques

qui régulent I'enzyme [158].
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10. ENZYME TYROSINASE

La tyrosinase est une enzyme du cuivre appartenant au groupe des monooxygénases
présentes dans les tissus végétaux, animaux et humains qui catalyse I'hydroxylation des
monophénols et I'oxydation des o-diphénols en o-quinols, une réaction qui rend cette enzyme
essentielle a la production de pigmentation de la peau, de mélanine et la couleur noire de certains
Iégumes pelés lorsqu'ils sont exposés a l'air : La coloration est due a la transformation chimique de
la tyrosine en mélanines qui sont les pigments colorés [143, 144].

La mélanine est un pigment produit dans deux types de cellules par I'action de la tyrosinase
qui transforme successivement le réactif initial (I'animoacide L-Tyrosine) en une série
d'intermédiaires (L-DOPA) pour finalement former la mélanine [143]. La mélanine est produite
dans les mélanocytes (que I'on trouve dans différentes parties du corps, principalement la peau et
les cheveux) et dans les cellules de I'épithélium pigmenté de la rétine (bas de la rétine) et
s'accumule dans les mélanosomes, bien que les tyrosinases différent selon I'espéce par leurs

propriétés structurelles, leur distribution dans les tissus et leur localisation cellulaire [143, 144].

Cette enzyme régule la quantité de mélanine produite puisque son accumulation excessive
produit certains désordres de la peau, tels que les taches de vieillesse ou les taches solaires,
I'enzyme est également responsable de I'albinisme, (produit des changements ou altérations des
génes qui fournissent des informations génétiques dans I'enzyme, une anomalie dans un de ces
génes, rend l'enzyme tyrosinase non fonctionnelle, produisant une diminution dans mélanine et
donc l'albinisme cause) [143, 144].

D'autres enzymes ne modifient que le type de mélanine synthétisée par la voie biochimique
de la pigmentation, c'est pourquoi son inhibition est devenue l'une des stratégies les plus
importantes pour le développement de nouveaux agents dépigmentants, ayant une grande
importance dans les produits médicaux et cosmétiques, c'est donc une enzyme trés étudiée depuis

quelques années [144].

10.1. STRUCTURE DE L'ENZYME TYROSINASE: SITE ACTIF

Le site actif de la tyrosinase présente deux atomes de Cu*?, avec un indice de coordination 5
(figure 22), qui se lie au fléau des résidus d'histidine. Dans la figure 23, les points rouges

représentent les atomes de Cu*.
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His-N.,, Oz N-His
His-N O
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Cu Cu
Figure 22. Coordination du site actif des atomes Figure 23. Structure de I'enzyme tyrosinase
de Cu*?[145]. [145].

La tyrosinase catalyse deux étapes de la méme réaction pour former la mélanine :

0 Tyrosinase Q  Tyrosinase 0
m OH ——— OH_ OH
Tyrosine DOPA Dopaquinone

H

- HO 0 0
Melanin <« © \ , X :r\\ « T I Y—<
Oﬁfﬁ < HO~*"N Ho™"N OH
Dopachome

Figure 24. Réaction simplifiée pour la formation de mélanine [modifié 143].

10.2. INHIBITEURS DE L’ENZYME TYROSINASE

L'enzyme tyrosinase a été isolée a partir de différentes sources, c'est pourquoi plusieurs

sources naturelles ont également été utilisées pour obtenir des composés inhibiteurs de I'enzyme.

Parmi les groupes fondamentaux figurent les champignons, les bactéries et les plantes. Parmi les

inhibiteurs de tyrosinase connus aujourd’hui, on trouve des inhibiteurs isolés de champignons,

comme l'acide azélaique ou l'acide kojique et des inhibiteurs dérivés de I'hydroguinone, comme

I'arbutine [144].

L'acide azélaique (acide 1,7-heptanodicarboxylique, AZA) est un composé naturel a chaine

linéaire et saturée qui est produit par lipoperoxydation des acides gras libres et estérification cis par

la levure Pityrosporum ovale. Ce composé bloque I'accés de la tyrosine au site actif de I'enzyme en
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se liant a des groupes amino ou carboxyliques, se comportant ainsi comme un inhibiteur compétitif
[144, 146].

L'acide kojique, [5-hydroxy-2-(hydroxyméthyl)-g-pyrone], est un métabolite des
champignons produits par certaines espéces d'Aspergillus, et Penicillium, est un bon agent
chélatant des métaux de transition et un bon capteur de radicaux libres. 1l inhibe la tyrosinase de
plusieurs espéces d'Aspergillus, N. crassa et champignons, ainsi que de certaines plantes et
crustacés par chélation du cuivre du site actif de I'enzyme. 1l exerce également une opposition a la
tyrosinase chez certaines espéces telles que I'Aspergillus, N. crassay et les champignons, de sorte
que certaines plantes et crustacés par chélation du cuivre du site actif de I'enzyme, montre une

inhibition compétitive avec la L-Tyrosine et non compétitive avec la L-DOPA [147].

L'arbutine est une hydroquinone béta-glucoside naturel qui inhibe la tyrosinase de facon
compétitive et réversible sans affecter le processus de transcription de I'ARNm des mélanocytes
humains cultivés a des concentrations non toxiques. Elle est présente naturellement chez
Arctostaphylos, Vaccinus, Pyrus et Lathyrus. Ce composé inhibe également la maturation des
mélanosomes et est moins toxigque pour les mélanocytes que I'hydroquinone. Malgré l'innocuité de
I'arbutine comme agent de blanchiment de la peau et pour minimiser les Iésions hyperpigmentées,

certaines études ne confirment pas ses effets dans les essais cliniques [144, 147].

En plus des inhibiteurs mentionnés jusqu'a présent, les inhibiteurs pharmaceutiques
comprennent le captopril, un antihypertenseur antihypertenseur [(2S)-1-(3-mercapto-2-
méthylpropionyl)-L proline] capable de prévenir la formation de mélanine, exercant son effet
inhibiteur par chélation des ions cuivre au site actif tyrosinase. Une partie du processus d'inhibition
est impliquée dans la réaction d'échange de disulfure entre le captopril et le domaine cystéine

enrichi sur le site enzymatique actif [147].

Le métimazol (1-méthyl-2-mercaptoimidazole) est un médicament antithyroidien qui inhibe
I'activité de la tyrosinase du champignon de deux fagons : par conjugaison avec les ou quinones,
qui provoque une inhibition apparente dans la formation des produits pigmentés, et par chélation du

cuivre au site actif de I'enzyme [147].

11. ENZYME ELASTASE

L'élastase, une enzyme sérine protéase [166] présente dans le jus pancréatique, catalyse
I'nydrolyse de I'élastine [152], une protéine qui forme des fibres élastiques et aide a garder la peau

souple mais rigide qui lui permet d'effectuer des activités normales telles que plier un muscle [166].
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11.1. STRUCTURE DE L'ENZYME ELASTASE : SITE ACTIF

Le site actif (figure 25) est une fente dans laquelle le substrat est placé pour former le
complexe enzyme-substrat, cette enzyme est une sérine protéase et a donc une structure congue
pour cliver les protéines (élastine expresseément). L'élastase a un site actif avec trois acides aminés
principaux : l'aspartate, I'histidine et la sérine qui constituent la triade catalytique créant ensemble
une catalyse nucléophile, bien que les résidus volumineux de valine aident aussi a fermer la poche
[166].

Figure 25. Site actif de I'enzyme élastase.

L'élastase recoit ce nom parce qu'elle hydrolyse rapidement la protéine d'élastine, la protéine
qui forme les fibres élastiques, I'un des principaux composants du tissu conjonctif [166], puisque
les propriétés mécaniques des tissus sont dues en premier lieu a leur teneur en fibres d'élastine, qui
confére I'élasticité, et en second lieu au collagéne, qui confére la rigidité. Le poumon, les artéres et
la peau sont des organes élastiques, cette élasticité est due au grand nombre de faisceaux de fibres
élastiques capables de se déformer et de revenir a la longueur basale. Le poumon, ayant beaucoup
de fibres élastiques et peu de collagene, fonctionne comme un soufflet, se gonflant et se dégonflant
avec le rythme respiratoire, tandis que dans la peau des personnes agées et les baigneurs de soleil, il

se plisse car il perd les fibres élastiques [168].

L'elastase est riche en Ala, Gly et Val et presque indigeste sinon. La poche union de
I'élastase est largement occluse par les chaines latérales des déchets Val et Thr, qui remplacent les

déchets Gly, tapissant les poches de spécificité en quimitripsine et trypsine [169].
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Le plasma humain contient une petite protéine appelée alpha-antitrypsine (AAT) qui a la
propriété d'inhiber l'action enzymatique de plusieurs protéases importantes dont I'élastase. L'AAT
est I'une des protéines "réactives en phase aigué" dont la concentration plasmatique est élevée dans
de nombreux états inflammatoires, cette protéine limite la destruction des fibres élastiques et

paralyse les infections pulmonaires courantes provoquant fibrose pulmonaire et emphyseme [168].

11.2. INHIBITEURS DE L'ENZYME ELASTASE

Des altérations de I'équilibre entre I'activité de I'élastase nuécléophile humaine (HNE) et de
ses inhibiteurs régulateurs ont été associées au développement d'un grand nombre de maladies
affectant le systéme pulmonaire, telles que la maladie pulmonaire obstructive chronique, la
mucoviscidose, syndrome de détresse respiratoire aigué, atteinte pulmonaire aigué, troubles
inflammatoires (psoriasis, dermatite athérosclérose et polyarthrite rhumatoide), de nombreux
inhibiteurs peptidiques et non peptidiques ont été décrits, bien que seulement deux médicaments
soient actuellement disponibles pour utilisation clinique : Prolastin® (médicament peptidique) et
Silvelestat Elaspol® 100 (un inhibiteur non peptidique sélectif de faible poids moléculaire). En
plus de l'inhibiteur AZD9668 (Alvelestat) qui est en phase d'essais cliniques [170].

12. ENZYME LIPOXYGENASE

Les lipoxygénases (LOX) sont des enzymes métalloprotéiniques appartenant au groupe des

oxydoréductinases avec un fer non hémionique Fe (1) au site actif [159].

Ces enzymes catalysent la dioxigénation des acides gras polyinsaturés, donnant comme
hydroxyperoxydes des acides gras [160] et peroxydent les acides gras avec des systémes
pentadiényle (1-cis, 4-cis) comme acide arachidonique, participant ainsi au processus de
peroxydation lipidique. 1ls sont activés par leur produit d'oxydation, c'est-a-dire lorsque Fe*?
(réducteur) s'oxyde en Fe*? (oxydant), ayant comme substrat naturel I'acide arachidonique d'origine
animale LOX et l'acide linoléique d'origine végétale LOX, dans le cas des lipooxygénases du soja,
ils participent aux processus immunologiques, de régulation de croissance et de germination [159]
catalysant les premieres étapes de la voie métabolique de I'acide arachidonique impliquant une
série de réactions chimiques dont les produits sont liés a I'inflammation, c'est pourquoi I'enzyme
lipoxygénase (comme les cyclooxygénases) est une cible importante dans I'étude des médicaments

anti-inflammatoires [162].
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C'est pourquoi ces enzymes sont responsables de la catalyse de I'une des réactions les plus
importantes comme I'hydroperoxydation des acides gras polyinsaturés -6, comme l'acide
linoléique et I'acide linolénique dans les plantes et I'acide arachidonique dans les animaux (ou celui
de leurs esters lipidiques correspondants), en un systeme hydroperoxyde, trans-butyiéne, qui doit

étre métabolisé par beta-oxidation [159].

Bien que le LOX puisse également agir avec certains composes qui ont des doubles liaisons
dans leur structure chimique, comme les pigments naturels pour le béta-catoténe et la chlorophylle
[159].

Malgré leurs effets secondaires connus, les anti-inflammatoires demeurent le groupe
thérapeutique le plus utilisé dans le monde pour le traitement des processus physiopathologiques.
Son mécanisme d'action est lié a I'inhibition des enzymes qui font partie du métabolisme de I'acide
arachidonique [163].

L'acide arachidonique (AA), substrat principal des lipoxygénases de mammiféres, est un
acide gras polyinsaturé a 20 atomes de carbone et quatre doubles liaisons en cis qui présente une
grande flexibilité conformationnelle, cet acide est obtenu par I'alimentation et est estérifié dans des
phospholipides membranaires et lorsque par un mécanisme quelconque les cellules sont
endommagées, il est libéré dans le cytoplasme par action des phospholipases cellulaires, comme
A2. Une fois libéré, il peut suivre deux voies métaboliques (figure 26), la voie de la
cyclooxygénase, qui détermine la production de prostaglandines et de thromboxanes ou la voie de
la lipoxygénase menant a la formation des leucotriénes et des hydroperoxydes. Ceux-ci ont un réle
trés important dans les maladies inflammatoires et allergiques, médiatrices de la douleur, de la
fiévre et de I'cedéme [163].

‘ B 1 Phospholipides de
R AN membrane
Phospholipase Prostaglandines

A2 W Thromboxanes
< S \/\/coon \ij
NN %
Acide arachidonique Leucotriénes

Figure 26. Simplification des voies métaboliques de I'acide arachidonique.
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L'activité biologique des lipoxygénases chez les mammiféres, y compris les lipoxygénases
humaines, n'est pas entiérement connue, mais on a décrit que les lipoxygénases sont impliquées
dans diverses maladies comme l'asthme, l'athérosclérose, Alzheimer, l'arthrite, le psoriasis et
certains cancers (colorectal, prostate, sein et poumon). De plus, LOX est impliqué dans la réponse
inflammatoire, puisque les produits de leur réaction entrainent la formation de leucotrienes,

lipoxines, prostaglandines et thromboxanes [161].

Tout cela fait de la recherche d'inhibiteurs spécifiques de ces enzymes un axe de recherche
intéressant, démontrant dans diverses études que les flavonoides et les isoflavonoides sont de bons

inhibiteurs des lipoxygénases [161].

12.1. STRUCTURE DE L'ENZYME LIPOXYGENASE: SITE ACTIF

La structure de cette enzyme est une chaine polypeptidique unique, avec un domaine N-
terminal qui est orienté dans le quadrant supérieur gauche, présente une structure de baril-p, formée
par les deux couches de feuilles anti-paralléles représentées sur la figure 27 par les fléches jaunes.
Le domaine catalytique C-terminal correspond au reste de la structure représentée principalement
par les hélices colorées en bleu, I'atome de fer catalytique en orange est situé au centre de ce
domaine [164].

Le fer non hémique présent dans le site actif joue un réle important dans la catalyse de la
réaction, en passant de I'état d'oxydation Fe*" & Fe®" lorsque l'enzyme est active. Le métal est
coordonné a l'intérieur du site actif par trois résidus de Sa, une molécule d'lle, une molécule de

H,0, et un résidu qui varie entre Sa/Asn/Ser selon I'organisme dans lequel il se trouve [161].

Figure 27. Structure de la lipoxygénase (LOX-1) de soja [164].
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12.2. INHIBITEURS DE L'ENZYME LIPOXYGENASE

Les propriétés anti-inflammatoires du resvératrol sont définies par son effet antioxydant
comme un inhibiteur des activités enzymatiques du COX et du LOX. Le resvératrol est une
phytoalexine présente dans le raisin, le moQt (principalement dans le vin rouge). Structurellement,
le resvératrol est un polyphénol avec une structure de doubles liaisons qui existe en deux isoformes,

cis- et trans-resvératrol, capable d'étre oxydé, comme I'acide linoléique, par lipoxygénase [165].

Les autres inhibiteurs de I'enzyme lipoxygénase sont I'acide nordihydroguaiaretique (NDGA)
et le 3-t-butin-4-hydroxyanisol (BHA), caractérisé par de bonnes sondes du site actif de LOX, pour
ses propriétés chélatantes du Fe (I11), plusieurs classes d'inhibiteurs de LOX ont également été
décrites, comme les acides gras acétyléniques, les catéchols, les acides hydroxamiques, les phénols,

les pyrazolines, les phénylhydrazones et les disulfures [159].

13. ANTIOXYDANTS

Les radicaux libres sont des molécules ou des fragments de molécules dont un ou plusieurs
électrons ont disparu dans leur orbite externe, ce qui les rend tres réactifs, de sorte qu'ils sont
capables de réagir avec des composés antioxydants par un processus caractérisé par la libération

d'un atome d'hydrogéne fourni par l'agent antioxydant [171].

Chez I'nomme, les radicaux libres sont générés dans la chaine respiratoire mitochondriale
lorsque le peroxyde dhydrogéne réagit avec lion ferreux Fe*?, par l'action catalytique de la
cyclooxygénase, dans la réaction de la vitamine C avec l'ion ferreux ou par I'action de la NADPH
réductase [171].

D'autre part, les prooxydants sont des espéces tres réactives de radicaux libres ou d'oxygene
réactif présentes dans les systemes biologiques ; ils proviennent d'une grande variété de sources
[172, 173] et sont présents dans les systemes alimentaires et biologiques. Dans les aliments, le
processus d'auto-oxydation et de rancissement est causé par les radicaux libres en raison de la
peroxydation des lipides et, dans les systemes vivants, les radicaux libres attaquent les molécules
biologiques clés, produisant de nombreuses maladies dégénératives [172, 174]. Un déséquilibre
entre les prooxydants et les antioxydants dans I'organisme engendre le phénomene appelé stress
oxydatif, qui est la clé du développement de maladies chroniques comme le cancer,
l'artériosclérose, la polyarthrite rhumatoide, certaines formes d'anémie et le diabéte, entre autres
[172, 175].
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Les antioxydants sont des molécules qui agissent avant ou pendant une réaction en chaine
des radicaux libres (étape d'initiation, de propagation, de terminaison, de décomposition ou dans
I'oxydation subséquente des produits) [172, 178] retardant ou empéchant I'oxydation d'autres
molécules, puisque les radicaux libres sont susceptibles de réagir avec des composés oxydants

[175], ceux-ci peuvent étre classés en antioxydants synthétiques ou antioxydants naturels [171].

Au cours des derniéres décennies, l'intérét pour les antioxydants naturels s'est
considérablement accru, car ils offrent une plus grande sécurité que les composés synthétiques et
sont donc mieux acceptés sur le plan commercial ; de plus, les agents phytochimiques sont plus

efficaces que leurs équivalents synthétiques [172, 179].

Les antioxydants dérivés des plantes d'un point de vue phytochimique peuvent étre des
tanins, lignanes, stilbénes, coumarines, quinones, Xxanthones, acides phénoliques, flavones,
flavones, flavonols, catéchines, anthocyanines et proanthocyanines qui grace a leurs propriétés
redox peuvent agir comme donneur dhydrogéne et également prévenir ou retarder le
développement des maladies dégénératives[172, 180]. Pour cette raison, il est prévu de déterminer
la valeur antioxydante de la collection de plantes dans la région de Dofiana, étant donné
I'importance de connaitre de nouveaux agents aux propriétés antioxydantes et la facilité d'accés aux

ressources naturelles elles-mémes.

Les plantes comme sources d'antioxydants peuvent étre utilisées pour la préservation de la
valeur nutritionnelle en prévenant la détérioration oxydative des lipides et a des fins médicinales
[181].

13.1 DPPH:2,2-DIPHENILE-1-PICRYL HYDRAZYL

La méthode utilisée par le radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazil connu sous I'acronyme
(DPPH), est l'une des plus utilisées pour mesurer la capacité antioxydante d'une espéce ou
substance [171]. La molécule DPPH est connue pour étre un radical libre stable en raison de la
délocalisation d'un électron disparu sur toute la molécule, ce qui fait que la molécule ne se dimérise
pas comme c'est le cas pour la plupart des radicaux libres, ce qui rend le radical libre DPPH a la

capacité d'accepter un atome d'hydrogéne [172].

Cette méthode développée par Brand-Willams et al. en 1995 [172], détermine les activités de
capture des radicaux, en présence d'une substance antioxydante, mesurant le potentiel d'inactivation
dudit radical dans un milieu aqueux [182], c'est-a-dire, elle est basée sur la stabilisation du radical

qui est attribuée a la délocalisation de I'électron disparu qui donne une coloration violette [172].
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Lorsque la solution de DPPH entre en contact avec une substance antioxydante pouvant
donner un atome d'hydrogéne ou avec une autre espece radicale (R*), la forme réduite DPPH-H ou
DPPH-R est produite avec la perte de couleur correspondante et donc la perte d'absorbance, cette
derniére étantmesurée spectrophotométriqguement a 517 nm. Lorsque la dissolution de DPPH entre
en contact avec une substance antioxydante pouvant donner un atome d'hydrogéne ou avec une
autre espece radicale (R*), la forme réduite DPPH-H ou DPPH-R est produite avec la perte de
couleur correspondante et donc la perte d'absorbance [183], mesurée par spectrophotométrie a 517
nm, le pourcentage de DPPH absorbé par les radicaux libres déterminé par différence

d'abosorbance [184].
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Figure 28. Graphique de changement de couleur du DPPH du violet au jaune lorsqu'il est exposé a une

substance oxydante [modifié 185].

Par consequent, la disparition de DPPH- fournit un indice pour estimer la capacité du
composé d'essai a piéger les radicaux [181], et cette méthode a un temps de réaction de 20 a 30
minutes au lieu du temps de réaction total de 120 minutes nécessaire pour atteindre un état stable et

compléter la réaction redox [172, 186].

Les résultats de la DPPH ont généralement été exprimés sous forme de valeur de
concentration maximale de la moyenne inhibitrice (1Cs,), définie comme la quantité d'antioxydants
nécessaires pour diminuer la concentration initiale de DPPH a 50 %, dont la valeur est obtenue en

représentant le pourcentage d'inhibition par rapport a la concentration de I'extrait [172].
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13.2. POLYPHENOLS ET FAVONOIDES

Les polyphénols et les flavonoides sont des constituants tres appréciés des plantes, car ils ont
un grand nombre de groupes hydroloxyles dans leur structure [172, 187] ce qui favorise la capture
et la séquestration des radicaux libres [181, 188], c'est pour eux que la majeure partie du pouvoir
antioxydant des plantes est due a ces composés [181]. De méme, un grand nombre d'études ont
établi que les composés phénoliques des plantes, y compris les flavonoides, sont de puissants

antioxydants aux effets antimutagénes et anticancérigénes [181].

L'activité antioxydante des polyphénols est la propriété la plus intéressante, puisque leur
structure chimique contient un nombre variable de groupes hydroxyles phénoliques, qui réagissent

avec les radicaux libres [181].

D'autre part, les flavonoides sont des polyphénols qui ont au moins deux de leurs unités
phénoliques, étant largement distribués dans les plantes et parmi eux on trouve des flavones,
flavonols, isoflavones, flavonoles, flavonoles, catéchines, flavonones [172, 189].

Pour déterminer la teneur en polyphénols d'une plante ou d'une matrice végétale, on utilise la
méthode du réactif Folin-Ciocalteu (F-C), qui utilise un mécanisme de réaction d'oxydation/
réduction. Ce test mesure la capacité de réduire le réactif phosphomolybdique acide
phosphomolybdique/phosphotungstique  en  un  complexe bleu qui est contrélé
spectrophotométriquement, ou le molybdéne est réduit dans le complexe, produisant une réaction
de transfert électronique entre le Mo(VI) et le réducteur, qui est, le mélange d'acide
phosphotungstique (HzPW,04) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo01,040) qui est réduit, par
oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungstene (WgO,3) et de molybdene
(M0gOy3), la couleur bleue produite étant proportionnelle a la concentration des composés
phénoliques présents dans les échantillons, ayant une absorption maximale a 765 nm [172, 181,
190].

Ce test est couramment utilisé a la fois pour sa simplicité et pour la disponibilité
commerciale du réactif car il s'agit d'une procédure normalisée puisque les polyphénols sont

facilement oxydables dans un milieu basique par le réactif F-C [172].

Mo (VI) + e (réducteur) ———— » Mo (V)

Figure 29. Réaction de transfert d'électrons avec le réactif Folin-Ciocalteu [172, 190].
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Introduction

De nos jours, on s'intéresse de plus en plus aux flavonoides, car leur grande importance dans
I'alimentation humaine a été mise en évidence par la grande variété d'activités biologiques gu'ils
présentent, dont l'inhibition des enzymes hydrolytiques et oxydatives (phospholipase A2,
cycloxygénase, lipoxygénase), leurs effets antibactériens, leur activité anti-inflammatoire et
antioxydante. Comme ils agissent comme antioxydants, ils aident a contrer ou a diminuer le risque

de cancer, de maladie cardiovasculaire ou de stress oxydatif [172, 191, 192].
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Materiales y reactivos

1. MATERIALES Y REACTIVOS

1.1. REACTIVOS

- Acetonitrilo 99.8% HPLC gradiente grade (Prolabo).

- Acetato de etilo 99.8% (Sigma Aldrich Co. LLC, ref.270989).
- Acido férmico 98-100% GR para analisis (Merck).

- Agua destilada calidad Alpha Q. ( M.A., EE. UU.).

- n-Hexano 95% (Sigma Aldrich Co. LLC, ref. 296090).

- Etanol 99.8% (Sigma Aldrich Co. LLC, ref. 51976).

- Carbamazepina, flumequina, ciprofloxacina, enrofloxacina, diclofenaco e ibuprofeno con

una pureza mayor al 99% (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania).

- Acetonitrilo de calidad cromatogréafica LC-MS (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania).
- Agua de calidad cromatografica LC-MS (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania).

- Acido formico (Suprapur® Merck KGaA, Darmstadt, Alemania).

- Metanol y ACN de calidad cromatografica HPLC (VWR, Barcelona, Espafia).

- Enzima tirosinasa de champifidon (Sigma-Aldrich Co. LLC, ref. T3824-50 KU).

- Enzima elastasa de pancreas de cerdo (Merck 324682-1000U).

- Enzima lipoxigenasa de semilla de soja (Sigma-Aldrich Co. LLC, ref. L7395-15MU).

- Enzima colagenasa de la bacteria Clostridium histolyticum
(Sigma-Aldrich Co. LLC, ref. C0773).

- Quercetina (Sigma-Aldrich Co. LLC, ref. 33, 7895-1).
- Acido kojico (Alfa Aesar, ref. A10760).
- L-Tirosina (Fluka, ref. 93830).

- L-DOPA 98% (Sigma-Aldrich Co. LLC, ref. D9628).
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- Acido linoleico (Sigma-Aldrich Co. LLC, ref. L7395-15MU).
- N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida (Suc-Ala-Ala-Ala-pNA) (Bachem, ref. 4000902).
- Acido tanico (Sigma-Aldrich Co. LLC, ref. 403040).

- FA-Leu-Gly-Pro-Ala-OH (FALGPA) (Bachem ref. 4006713).
- CaCl, 99% (Sigma-Aldrich Co. LLC, ref. 208291).

- NaCl 99.5% (Sigma-Aldrich Co. LLC, ref. S7653).

- Tricina 99% (Sigma-Aldrich Co. LLC, ref. T0377).

- Acido galico 97.5% (Sigma Aldrich Co. LLC, ref. G7384).

- Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich Co. LLC, ref. 47641).

- Na,CO; (Sigma Aldrich Co. LLC, ref 1613757)

- DPPH (Sigma-Aldrich Co. LLC, ref. D913-2).

- Trolox 97% (Sigma-Aldrich Co. LLC, ref. 238813).

- AICI3 99.9% (Sigma-Aldrich Co. LLC, ref. 563919).

- CH3;COOK 99% (Sigma-Aldrich Co. LLC, ref. P1190).

-Dimetilsulféxido (DMSO) 99.7% (Sigma-Aldrich Co. LLC, ref. D2650).

1.2. MATERIAL

- Bafio de ultrasonidos con termostato. Ultrasons (Selecta).
- Bafio de ultrasonidos (Ultrasoniccleaner) (VWR, Barcelona, Espafia).
- Bomba de vacio (Millipore).

- Agitador magnético calefactor marca SBS, modelo AC5-06, suministrado por

Instrumentacion Cientifica SBS, S.L. (Barcelona).

- Liofilizador LABCONCO FreeZone 2.5.
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- Microondas Milestone® modelo Ethos 900 con capacidad para seis reactores, sistema de
seguridad de aspiracién de gases y un sistema de control con un procesador para la

seleccidn de los tiempos de radiacion, potencia, ventilacion y enfriamiento.
- Equipo de purificacion de agua Milli-Q (M.A. EE. UU.).
- Centrifuga Hettich Universal 320 (Tipo 1401).

- Savant Sped Vac Plus SC110A (Analytical Instruents Brokers LLC, Minneapolis,
Minnesota, EE. UU.).

- Evaporador, Genevac ™ miVac Duo concentrator, modelo: DUC-23050-B00.
- Digestor y destilador Kjeldahl: J.P. Selecta. N° 4001538.

- Robot automatizado para el manejo de liquidos epMotion®5070 de eppendorf con software

epBlue ™ (Montesson, France)
- Ultracongelador (-80°C) (Ing. Climas, modelo 330/86).
- Jeringas estériles de polipropileno de 1 mL (Acofarma).
- Microfiltros de 0.2 pm de PTFE 13 mm (VWR International).

- Material volumétrico diverso: matraces aforados, pipetas, vasos de precipitado viales de

inyeccién y viales de almacenamiento.
- Micropipetas graduadas de 1-10 pL, 1-100 pL, 100-1000 L.
- Papel de filtro Albert (20-25 pum de tamafio de poro).
- Pipetas Pasteur.
- Sistema de evaporacidn por corriente de nitrogeno.
- Tubos de centrifuga de 50 mL.
- Placas 96 pocillos Nunc 96 E. Untreated y Costar UV transparent.
- Tubos eppendorf 1.5 mL, 2 mL, 5 mL.
- Tubos Falcon de 15 mL y 50 mL.
- Puntas de pipetas eppendorf.

- Peliculas adhesivas (Greiner Bio-One; Courtaboeuf, Tle-de-France, Francia).
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- Placas 96 pocillos Termo Nunc y Costar (Villebon-su-Yvette, Tle-de-France, Francia).

Todo el material volumétrico no desechable empleado fue sumergido durante un minimo de

24 horas en mezcla oxidante y lavado convenientemente con agua antes de su utilizacion.

1.3. INSTRUMENTACION

- Balanzas analiticas 0.1 mg de precision (Sartorius, Mettler AJ100 y Adventurer™ Pro
(Dhaus).

- Balanza electrénica Mettler AJ100.
- Balanza analitica de precision Adventurer™ Pro (Dhaus).

- Cromatdgrafo liquido Acquity UPLC Ultimate acoplado a un detector cuadrupolo-tiempo
de vuelo XEVO G2-S QTOF LC/MS (WatersCoorporation, Manchester, Reino Unido).
Esta compuesto por modulo microdesgasificador, compartimento de columna
termostatizado, automuestreadortermostatizado y fuente de ionizacién dual electrospray e

ionizacién quimica (ESI/ESCI).

- Cromatdgrafo Agilent 1200 HPLC (Courtabouef, Tle-de-France, Francia), equipado con
detectores de fila de diodos (DAD) y evaporativo de dispersion de luz (ELSD).

- Columnas cromatogréficas:
- ACQUITY UPLC® BEH C18 (2.1 x 50 mm, 1.7 um).
- ZORBAX Eclipse XDB-C18 Solvent Saver Plus (3.0 x 100 mm 3.5 um).
- Agilent Eclipse XDB-C18 (3.0 x 150 mm 3.5 um).
- Phenomenex, Luna ® C18 (150 x 4.6 mm id, 5 um).
- ACQUITY UPLC® BEH C18 (50 x 4.6 mm id, 1.7 pm).
- Phenomenex, Luna ® C18 (150 x 0.3 mm id, 3 um).

- Precolumna: ACQUITY® BEH C18 Vanguard (Waters Coorporation, Manchester, Reino
Unido).

- Espectrofotdmetro: Spectramax Plus 384 (Molecular Devices, Wokingham, Berkshire,
Reino Unido).
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2. DISOLUCIONES

2.1. DISOLUCIONES PATRON

Se prepararon disoluciones patron madre metandlicas a una concentracion de 400 mg-L™ de
todos los principios activos estudiados (ENR, FMQ, DCL, IBU, CBZ) excepto de CPR que debido
a su baja solubilidad a concentraciones elevadas, se prepard a una concentracion de 100 mg-L™
diluyendo 2.5 mg de compuesto en 5 mL de agua MilliQ, enrasando en un volumen final de 25 mL
de metanol. Las disoluciones madre se conservaron en frio a 4°C, salvo la CPR, que se conservo en
un lugar seco a temperatura ambiente al precipitar a baja temperatura por su solubilidad. Todas las

disoluciones madre mostraron una estabilidad en el tiempo de al menos un mes.

2.2. DISOLUCIONES PARA TESTS ENZIMATICOS

2.2.1. DISOLUCIONES TEST ENZIMATICO: ENZIMA COLAGENASA

Para realizar el test enziméatico con enzima colagenasa, fue necesario preparar disolucion de

tampon tricina, disoluciones de sustrato, enzima e inhibidores de referencia.
- Disolucién tampén tricina pH 7.5:

Se prepararon previamente 200 mL de disolucién de tricina a una concentracion de 50 mM,
200 mL de una disolucién de NaCl con una concentracion de 400 mM y 200 mL de una disolucion
de CaCl, a 10 mM, una vez mezcladas las disoluciones se ajusté el pH a 7.5 con una disolucion de
NaOH 1 M.

- Disolucién enzima colagenasa:

A una solucién stock comercial de enzima colagenasa a 15 kU-mL™ se afiadieron 500 pL de
agua Milli-Q, se homogeneizé la disolucién mediante agitacion en vortex y se tomaron alicuotas de
28.5 pL en tubos eppendorf de 1 mL que fueron liofilizadas durante 2 horas. El residuo resultante
se disolvio en 16.3 mL de disolucién tampon tricina pH 7.5, obteniendo una concentracién de
53 U-mL™,

- Disolucion sustrato:
Se preparé una disolucién 5.15 mM del sustrato N-[3-(2-furil) acriloilo]-L-leucil-glicil-L-

prolilo-L-alanina, (FALGPA) en una disolucion tampdn de tricina de pH 7.5.
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- Disolucién estandar inhibidora:

Como inhibidor estandar de la enzima colagenasa se utilizé una disolucion de acido tanico
1.72 uM en 1 mL de DMSO.

Se emple6 como inhibidor cosmético, un extracto de la planta regaliz de concentracion
3.433 mM en DMSO, preparado previamente por el grupo de Metabolismo y valoracion de la
biodiversidad vegetal, del Instituto de Quimica de Niza.

2.2.2. DISOLUCIONES TEST ENZIMATICO: ENZIMA TISOSINASA

Para llevar a cabo test enzimatico con la enzima tirosinasa, es necesario preparar la
disolucién tampon en la que va ir disuelta tanto la enzima como el sustrato, asi como la disolucion
de la enzima tirosinasa, los dos sustratos empleados en dicho test enzimatico y el inhibidor

utilizado.
- Disolucién tampon fosfato pH 6.8:

Se preparé una disolucién tampon fosfato a pH 6.8 mezclando 122 mL de una disolucién de
Na,HPO4a 0.17 M, 127 mL de disolucién de NaH,PO4a 0.24 M y 250 mL de agua MilliQ.

- Disolucién enzima tirosinasa;

Se afiaden 971 pL de agua MilliQ, al stock comercial de enzima tirosinasa de champifién,
(2687 U-mg™), distribuyéndose en alicuotas de 50 pL de dicha disolucién enzimatica en tubos

eppendorf de 1 mL obteniendo una concentracion final de 2574.9 U-mL™.

Para realizar el test enzimatico con el sustrato L-Tirosina, se disolvié cada alicuota en 15 mL
de tampon fosfato pH 6.8, teniendo una concentracion de enzima tirosinasa de 171.66 U-mL™. Sin
embargo para el sustrato L-DOPA, se preparé una disolucion de enzima tirosina a una

concentracion de 85.83 U-mL™en 30 mL de tampén fosfato pH 6.8.
- Disoluciones del sustrato:

Tanto para el sustrato L-Tirosina como para el sustrato L-DOPA se prepard una disolucién

1 mM de cada sustrato en una disolucion tampon fosfato a pH 6.8.

200



Materiales y reactivos

- Disolucién estandar inhibidora:

Se prepard una disolucion de &cido kéjico (inhibidor estandar de la enzima tirosinasa
descrito en bibliografia) 3.43 mM en DMSO, como inhibidor consmético se utilizd el extracto
de la planta regaliz de concentracion 3.433 mM.

2.2.3. DISOLUCIONES TEST ENZIMATICO: ENZIMA ELASTASA

Del mismo modo que en el ensayo enzimatico para la enzima tirosinasa, fue necesario

preparar las siguientes disoluciones:
- Disolucién Tampdn tris pH 8:

Se disolvieron 4.44 g de hidrocloruro de trizma y 2.65 g de trizma base en 1 L de agua
milliQ.

- Disolucién enzima elastasa:

De la enzima elastasa pancreatica de cerdo a 7.5 U-mgse prepar6é una disolucion de
0.171 U-mL™, en 15 mL de tamp6n tris de pH 8.

- Disoluciones del sustrato:

Se emple6 como sustrato Succinil-alanil-alanil-alanina p-nitroanilida (Suc-A-A-A-pNA), un
inhibidor de las enzimas proteasas. Se prepar6 una disolucién 2.06 mM en tampdn tris de pH 8,
para ello, se enfrid el sustrato SUCAAAPNA, y a continuacion se afiadié gota a gota el tampon tris,

ya que esta reaccion es muy exotérmica.
- Disolucion estandar inhibidora:

Se prepar6 una disolucion 8583.33 uM de quercetina en DMSO como inhibidor estandar y
se utilizé6 como inhibidor cosmético un extracto de frambuesa Hydra Berry de concentracion

3.433 mg-mL "elaborado por el grupo de Metabolismo y valoracién de la biodiversidad vegetal.

2.2.4. DISOLUCIONES TEST ENZIMATICO: ENZIMA LIPOXIGENASA

Para realizar el test enzimético de la enzima lipoxigenasa se prepararon previamente las

siguientes disoluciones:
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- Disolucion Tampon fosfato pH 8:

A 500 mL de una disolucion de Na,HPO, 0.1 M se afiadieron gota a gota 30 mL de una
solucion de NaH,PO, 0.1 M, diluyéndolo con 500 mL de agua Milli-Q.

- Disolucién enzima lipoxigenasa:

La disolucion madre comercial de enzima lipoxigenasa de semilla de soja de concentracién
341599 U-mL™%, se diluyé convenientemente en tampén fosfato pH 8 para obtener una

concentracion final de 686.66 U-mL™.
- Disolucién del sustrato:

Se tomaron alicuotas de 55 pL de &cido linolénico de la disolucion comercial de 1g,
dejandolas en contacto con el aire durante 30 minutos antes de su uso, para favorecer la oxidacion.
A 5 L de las alicuotas, se le afiadieron 10 pL de etanol y 20 mL de disolucion tampdn fosfato de
pH 8, a continuacién se agité enérgicamente en el vortex hasta que la mezcla adquirié aspecto de

MOuUSSE.
- Disolucién estandar inhibidora:

El inhibidor estandar empleado fue una disolucién 1000 uM de quercetina en DMSO,

mientras que el inhibidor cosmético fue una disolucién de resveratrol de 3.433 mg-mL™.

2.3. DISOLUCIONES TEST ANTIOXIDANTES

2.3.1. FLAVONOIDES

Para la realizacion del test de antioxidantes de flavonoides, se prepararon: una disolucién de
AICI; de 100 g-L™, (0.75 M) y una disolucién acuosa de acetato de potasio 1 M y disoluciones
diluidas de quercetina hidratada en DMSO, por dilucién de un patrén comercial, de

concentraciones comprendidas entre 5 pg-mL™ y 250 pg-mL™.

2.3.2. POLIFENOLES

Se prepararon disoluciones de acido galico entre 4000 pug-mL™y 80 pg-mL™ por dilucién de
un patron comercial, obteniéndose concentraciones finales en el pocillo de ensayo de 200 pg-mL™;
100 pg-mL™; 50 ug-mL™?; 25 pg-mL™; 12.5 pg-mL™. Una disolucién diluida Folin-Coicalteu/H,0

(1:1 v/v) y una disolucidn acusosa de Na,CO; a 0.70 M.
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2.3.3. DPPH

Se prepar6 una disolucion de tampdn acetato de pH 5.4 a partir de una disolucién de NaOAc
de concentracion de 0.1 My una disolucién a 0.1 M de AcOH.

En ausencia de luz se prepar6 una disolucion acuosa 0.4 M de DPPH, que fue conservada
entre 2-4°C durante el tiempo de analisis.
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1. MATERIELS ET REACTIFS

1.1 REACTIFS
- Acetonitrile 99.8 % HPLC gradient grade (Prolabo).

- Acétate d'éthyle 99.8 % (Sigma Aldrich Co. LLC, réf.270989).
- Acide formique 98-100 % GR pour analyse (Merck).

- Eau distillée de qualité Alpha Q (M.A., U.S.A)).
- n-Hexane 95 % (Sigma Aldrich Co. LLC, réf. 296090).

- Ethanol 99.8 % (Sigma Aldrich Co. LLC, réf. 51976).

- Carbamazépine, fluméquine, ciprofloxacine, enrofloxacine, diclofénac et ibuprofene de

pureté supérieure a 99 % (Sigma Aldrich Co. LLC).
- Acétonitrile LC-MS qualité chromatographique (Sigma Aldrich Co. LLC).
- Eau de qualité chromatographique LC-MS (Sigma Aldrich Co. LLC).
- Acide formique (Suprapur® Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne).
- Méthanol de qualité chromatographique HPLC et ACN (VWR, Barcelone, Espagne).
- Enzyme tyrosinase de champignon (Sigma-Aldrich Co. LLC, réf. T3824-50KU).
- Enzyme élastase du pancréas de porc (Merck 324682-1000U).
- Enzyme lipoxygénase de graines de soja (Sigma-Aldrich Co. LLC, réf. L7395-15MU).

- Enzyme collagenase de la bactérie Clostridium histolyticum (Sigma-Aldrich Co. LLC,
réf. C0773).

- Quercétine (Sigma-Aldrich Co LLC, réf. 33, 7895-1).

- Acide kojique (Alpha Aesar, réf.A10760).

- L-Tyrosine (Fluka Réf. 93830).

- L-DOPA (Sigma-Aldrich Co. LLC, réf. D9628).

- Acide linoléique (Sigma-Aldrich Co. LLC, réf. L7395-15MU).
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- N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide (Suc-Ala-Ala-Ala-pNA) (Bachem réf. 4000902).
- Acide tannique (Sigma-Aldrich Co. LLC, réf. 403040).

- FA-Leu-Gly-Pro-Ala-Pro-Ala-OH (FALGPA) (Bachem réf. 4006713).
- CaCl;, 99 % (Sigma-Aldrich Co. LLC, réf. 208291).

- NaCl 99.5 % (Sigma-Aldrich Co. LLC, réf. S7653).

- Tricina 99 % (Sigma-Aldrich Co. LLC, réf. T0377).

- Acide gallique 97.5 % (Sigma Aldrich Co. LLC, réf. G7384).

- Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich Co. LLC, réf. 47641).

- Na,CO; (Sigma Aldrich Co. LLC, réf 1613757).

- DPPH (Sigma-Aldrich Co. LLC, réf. D913-2).

- Trolox (Sigma-Aldrich Co. LLC, réf.238813).

- AICI;3 99.9 % (Sigma-Aldrich Co. LLC, réf. 563919).

- CH3COOOK 99 % (Sigma-Aldrich Co. LLC, réf. P1190).

- DMSO 99.7 % (Sigma-Aldrich Co. LLC, ref. D2650).

1.2. MATERIEL
- Bain a ultrasons avec thermostat. Ultrasons (Selecta).
- Bain a ultrasons (VWR, Barcelone, Espagne).
- Pompe a vide (Millipore).

- Agitateur magnétique de marque SBS, modéle AC 5-06, fourni par Instrumentacion
Cientifica SBS, S.L. (Barcelone).

- Lyophilisateur de table (Hucoa-Erléss, Espagne).

- Lyophilisateur LABCONCO Free Zone 2.5.
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- Milestone® Microwave modele Ethos 900 avec une capacité de six réacteurs, un systeme
de sécurité pour l'aspiration des gaz et un systéme de contrble avec processeur pour la

sélection des temps de radiation, de puissance, de ventilation et de refroidissement.
- Equipement de purification d'eau Milli-Q (MA, USA).
- Centrifugeuse universelle Hettich 320 (type 1401).

- Savant Sped Vac Plus SC110A (Analytical Instruents Brokers LLC, Minneapolis,
Minnesota, USA).

- Evaporateur, Genevac TM miVac Duo concentrateur, modéle : DUC-23050-B00.
- Digesteur et distillateur Kjeldahl : J.P. Selecta. NO. 4001538.

- Robot de manipulation automatique de liquides epMotion® 5070 d'eppendorf avec logiciel

epBlue ™ (Montesson, France).
- Congélateur (-80°C) (Ing. Climas, modéle 330/86).
- 1 mL de seringues stériles en polypropylene (Acofarma).
- Microfiltres de 0.2 um de PTFE 13 mm (VWR International).

- Divers équipements volumétriques: fioles jaugées, pipettes, béchers pour précipitation,

flacons d'injection et flacons de stockage.
- Micropipettes graduées de 1-10 pL, 1-100 L, 100-1000 pL.
- Papier filtre Albert (taille des pores 20-25 pum).
- Pipettes Pasteur.
- Systeme d'évaporation par flux d'azote.
- Tubes a centrifuger de 50 mL.
- Ultra congélateur a -80°C (Ing. Climas, 330/86).
- Plaques 96 puits Nunc 96 E. Non traitées et transparentes aux UV Costar.
- Tubes eppendorf 1.5 mL, 2 mL, 5 mL.
- Tubes Falcon de 15 mL et 50 mL.

- Pointes de pipette eppendorf.
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Tous les matériaux volumétriques non jetables utilisés ont été immergés pendant au moins

24 heures dans un mélange oxydant et lavés a I'eau avant utilisation.

1.3. INSTRUMENTATION

- Balances analytiques 0.1 mg de précision (Sartorius, Mettler AJ100 et Adventurer TM Pro
(Dhaus).

- Balance électronique Mettler AJ100.
- Balance d'analyse de précision Adventurer TM Pro (Dhaus).

- Acquity UPLC Ultimate chromatographe en phase liquide couplé & un détecteur de temps
de vol quadripolaire XEVO G2-S QTOF LC/MS (Waters Coorporation, Manchester,
Royaume-Uni). Il est composé d'un module de micro dégazage, d'un compartiment a
colonne thermostatée, d'un échantillonneur automatique thermostaté et d'un électrospray a
double source d'ionisation et ionisation chimique (ESI/ESCI).

- Chromatographe Agilent 1200 HPLC (Courtabouef, Tle-de-France, Francia), équipé de
détecteurs a rangeées de diodes (DAD) et diffusion de lumiére (ELSD).

- Colonnes chromatographiques :
- ACQUITY UPLC® BEH C18 (2.1 X 50 mm, 1.7 pm.).
- ZORBAX Eclipse XDB-C18 Solvent Saver Plus (3.0 x 100 mm, 3.5 pm.).
- Agilent Eclipse XDB-C18 (3.0 x 150 mm, 3.5 um).
- Phenomenex, Luna ® C18 (150 x 4.6 mm, 5 um).
- Phenomenex, Luna ® C18 (150 x 0.3 mm, 3 um).

- Précolonne: ACQUITY® BEH C18 Vanguard (Waters Coorporation, Manchester,

Royaume-Uni).

- Spectrophotométre. Spectramax Plus 384 (Molecular Devices, Wokingham, Berkshire,

Royaume-Uni).
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2. DISSOLUTIONS

2.1. SOLUTIONS ETALONS

Des solutions étalons a base de méthanol ont été préparées a une concentration de
400 mg-L™* pour tous les principes actifs étudiés (ENR, FMQ, DCL, IBU, CBZ) sauf pour la CPR
qui, en raison de sa faible solubilité aux concentrations élevées, a été préparée a une concentration
de 100 mg-L™* par dilution de 2.5 mg du composé dans 5 mL d'eau MilliQ, soit 25 mL du méthanol
dans un volume final. Les solutions méres ont été conservées au froid a 4°C, a I'exception du CPR,
qui a été conservé dans un endroit sec a température ambiante en raison de la précipitation a basse
température en raison de sa solubilité. Toutes les solutions méres ont montré une stabilité dans le

temps d'au moins un mois.

2.2. SOLUTIONS POUR LES TESTS ENZYMATIQUES

2.2.1. SOLUTIONS DE TEST ENZYMATIQUE: ENZYME COLLAGENASE

Pour effectuer le test enzymatique de lI'enzyme collagénase, il était nécessaire de préparer

une solution tampon de tricine, des solutions de substrat, d'enzyme et des inhibiteurs de référence.
- Solution tampon de tricine pH 7.5:

On a préalablement préparé 200 mL de solution de tricine a une concentration de 50 mM,
200 mL d'une solution de NaCl a une concentration de 400 mM et 200 mL d'une solution de CaCl,
a 10 mM, aprés avoir mélangé les solutions le pH a été ajusté a 7.5 avec une solution de NaOH
1M.

- Solution enzymatique de collagénase:

500 pL deau Milli-Q a été ajoutée a une solution commerciale d'enzyme collagénase a
15 kU-mL™, aprés la solution a été homogénéisée par agitation vortex et des aliquotes de 28.5 pL
ont été prises dans des tubes eppendorf de 1 mL qui ont ensuite été lyophilisés dans un
lyophilisateur speedvac pendant 2 heures afin d'éliminer le contenu en eau. Le résidu ainsi obtenu a
été dissous dans 16.3 mL de solution tampon tricice pH 7.5, pour obtenir une concentration de
53 U-mL™,
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- Dissolution du substrat:

Une dissolution & 5.15 mM du substrat N-[3-(2-furil) acrylique]-L-leucil-glicil-L-prolyl-L-
alanine (FALGPA) a été préparée dans une solution tampon tricine a pH 7.5.

- Solution étalon inhibitrice:

Comme inhibiteur de l'enzyme collagénase, on a utilisé de l'acide tannique, on a donc
préparé une solution de 1.72 uM dans 1 mL de DMSO de cet acid, comme inhibiteur cosmétigue a
été utilisé, un extrait de la plante de réglisse de concentration 3.433 mM en DMSO, préalablement
préparé par le groupe de Métabolome et Valorisation de la Biodiversité VVégétale, de I'Institut de

Chimie de Nice.

2.2.2. SOLUTIONS DE TEST ENZYMATIQUE: ENZYME TYROSINASE

Pour effectuer un test enzymatique avec l'enzyme tyrosinase, il est nécessaire de préparer la
solution tampon dans laquelle I'enzyme et le substrat seront dissous, ainsi que la solution

enzymatique tyrosinase, les deux substrats utilisés dans le test enzymatique et l'inhibiteur utilisé.
- Solution tampon de phosphate pH 6.8:

Une solution tampon de phosphate a été préparée a pH 6.8 en mélangeant 122 mL d'une
solution de Na,HPO, a 0.17 M; 127 mL d'une solution de NaH,PO, a 0.24 M et 250 mL d'eau
MilliQ.

- Tyrosinase enzyme solution:

Ajouter 971 pL d'eau MilliQ au stock commercial d'enzyme tyrosinase de champignon
(2687 U-mg™), distribuer 50 pL de cette solution enzymatique dans eppendorf de 1 mL pour

obtenir une concentration finale de 2574.9 U-mL™.

Pour effectuer cet essai enzymatique avec le substrat de L-Tyrosine, chaque aliquote a été
dissoute dans 15 mL de tampon phosphate pH 6.8, ayant une concentration en enzyme tyrosinase
de 171.66 U-mL™. Cependant, pour le substrat L-DOPA, une solution enzymatique de tyrosine a

été préparée & une concentration de 85.83 U-mL™ dans 30 mL de tampon phosphate pH 6.8.
- Dissolutions de substrats:

Pour le substrat L-Tyrosine et le substrat L-DOPA, une solution a 1 mM de chaque substrat a

été préparée dans une solution tampon phosphate a pH 6.8.
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- Solution étalon inhibitrice:

Une solution d'acide kojique a été préparée (inhibiteur de I'enzyme tyrosinase décrit dans la
bibliographie) a 3.43 mM en DMSO et I'extrait de la plante de réglisse de concentration 3.433 mM

a été utilisé en tant qu'inhibiteur asmétique.

2.2.3. SOLUTIONS DE TEST ENZYMATIQUE: ENZYME ELASTASE

Comme dans le dosage enzymatique de lI'enzyme tyrosinase, les dilutions suivantes ont di

étre préparées:
- Solution tampon Tris pH 8:

4.44 g de chlorhydrate de trizma et 2.65 g de base de trizma ont été dissous dans 1 L d'eau
milliQ.

- Solution enzymatique d'élastase:

Une solution de 0.171 U-mL™ a été préparée a partir de I'enzyme élastase pancréatique du

porca 7.5 U-mg™, dans 15 mL de tampon pH 8 tris.
- Dissolutions de substrats:

Le succinyl-alanyl-alanyl-alanine p-nitroanilide (Suc-A-A-A-PNA), un inhibiteur de
protéase, a été utilisé comme substrat. Une solution de 2.06 mM a été préparée dans un tampon de
pH 8 tris, pour lequel le substrat SUCAAAPNA a été refroidi, puis le tampon tris a été ajouté goutte

a goutte, car cette réaction est trés exothermique.
- Solution étalon inhibitrice:

Une solution de quercétine a 8583.33 UM a été préparée dans le DMSO comme inhibiteur
standard et un extrait de framboise Hydra Berry & une concentration de 3.433 mg-mL™ a été utilisé
comme inhibiteur cosmétique, élaboré par le groupe Métabolome et valorisation de la biodiversité

végétale.

2.2.4. SOLUTIONS D’ESSAI ENZYMATIQUE: ENZYME LIPOXYGENASE

Pour le test enzymatique de I'enzyme lipoxygénase, les solutions suivantes ont été préparées

au préalable:
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- Solution tampon de phosphate pH 8:

500 mL d'une solution de Na,HPO, a 0.1 M Na,HPO,, 30 mL d'une solution de NaH,PO, a
0.1 M ont été ajoutés goutte a goutte, dilués dans 500 mL d'eau Milli-Q.

- Solution enzymatique de lipoxygénase:

La solution de lipoxygénase d'enzyme mére commerciale de la concentration de graines de
soja 341599 U-mL™, a été facilement diluée dans un tampon phosphate pH 8 pour obtenir une

concentration finale de 686.66 U-mL™.
- Dissolution du substrat:

Des aliquotes de 55 pL d'acide linolénique ont été prélevées dans la solution commerciale de
1 g, les laissant en contact avec l'air pendant 30 minutes avant utilisation, pour favoriser
I'oxydation. A 5 pL des aliquotes, 10 pL d'éthanol et 20 mL de solution tampon phosphate pH 8
ont été ajoutés, puis agités vigoureusement dans le vortex jusqu'a ce que le mélange prenne l'aspect

de mousse.
- Solution étalon inhibitrice:

L'inhibiteur standard utilisé était une solution de 1000 uM de quercétine dans le DMSO,

tandis que l'inhibiteur cosmétique était une solution de resvératrol & 3.433 mg-mL™.

2.3. SOLUTIONS DES TESTS ANTIOXYDANTS

2.3.1. FLAVONOIDES

Pour l'exécution de I'essai sur les flavonoides antioxydants, les éléments suivants ont été
préparés: une solution d'AICI; de 100 g-L™, (0.75 M) et une solution aqueuse de CH;COOK 1 M et
des solutions diluées de quercétine hydratée en DMSO de concentrations entre 5 pg-mL™ et

250 pug-mL™* par dilution d'un stock commercial.

2.3.2. POLYPHENOLS

Les solutions d'acide gallique ont été préparées par dilution d'un étalon commercial entre
4000 pg-mL™* et 80 pg-mL™, obtenant des concentrations finales dans le puits d'essai de 200
pug-mL™; 100 pg-mL™; 50 pg-mL™*; 25 pg-mL™Y; 125 pg-mL™. Solution diluée de Folin-

Coicalteu/H,0 (1:1 v/v) et une dissolution accusatoire de Na,CO; a 0.7 M.
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2.3.3 DPPH

Une solution tampon d'acétate de pH 5.4 a été préparée a partir d'une solution de NaOAc
ayant une concentration de 0.1 M et d'une solution d'AcOH 0.1 M.

Dissolution du radical DPPH, en l'absence de lumiére, une dilution de 0.4 M de DPPH a été
effectuée, qui a été conservée entre 2-4°C pendant la durée de I'analyse.
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En este capitulo se aborda, en primer lugar, la optimizacion, desarrollo y validacion de un
método analitico empleando cromatografia liquida con deteccion de espectrometria de masas
cuadrupolo/tiempo de vuelo (UPLC-QTOF-MS) para la identificacion y cuantificacion de seis
principios activos farmacologicos en las matrices vegetales Lavandula dentata, (hoja, tallo y raiz)
Salicornia europaea (tallo y raiz) y Juncus sp. (tallo y raiz). Posteriormente, se propone una
modificacion del procedimiento para la identificacion de metabolitos relacionados con los citados
principios activos.

Asimismo, se exponen con detalle los distintos ensayos de exposicion a los que han sido
sometidas las matrices vegetales, evaluando la absorcion de esos compuestos en cada una de las

especies vegetales, asi como la aparicion de posible metabolitos de los compuestos suministrados.

Finalmente, se describe el tratamiento de extraccion al que ha sido sometida la coleccién de
150 plantas del entorno del Parque Nacional de Dofiana, y la optimizacién en los distintos tests
enzimaticos y antioxidantes para la posterior identificacion de las fracciones positivas, Ssi
procediese.
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1. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

1.1. OPTIMIZACION DE LA SEPARACION CROMATOGRAFICA

Se pretende obtener una separacién cromatografica adecuada de los seis principios activos
farmacoldgicos seleccionados en un tiempo razonable, por lo que se consideraron varios aspectos
para su optimizacion: la eleccion de la columna cromatogréfica, la optimizacién de los parametros

relacionados con la sensibilidad y selectividad y las condiciones de deteccidn.

1.1.1. ELECCION DE LA COLUMNA CROMATOGRAFICA

Considerando la bibliografia existente aplicable, se probaron diversos tipos de columnas
cromatograficas. En casi todos los trabajos que implican la separacion de analitos con
caracteristicas idénticas o similares a las de los compuestos analizados en esta Tesis, se emplean
columnas en fase reversa, con fase estacionaria de C18 apolar, de forma que los principios activos

se eluiran de mas polares a menos polares.

Inicialmente se eligié una columna ACQUITY UPLC® BEH C18 (2.1 x 50 mm, 1.7 pm), por
su alto poder de resolucién empleando un sistema cromatografico de UPLC. A pesar de obtener
inicialmente una buena separacién cromatografica, la columna presentd problemas de oclusion y
deterioro cuando se inyectaron las muestras reales, produciendose sobrepresiones no asumibles. Se
procedid, entonces, a emplear una columna ZORBAX Eclipse XDB-C8 (2.1 x 12.5 mm, 5 um) con
una fase estacionaria menos hidrofébica, aumentando también el tamafio de particula y la longitud
de la columna para conseguir una mejor separacion. En este caso los resultados en lo que respecta a
la resolucién de picos no fueron del todo satisfactorios. Por dltimo, se ensay6 una columna Agilent
Eclipse XDB-C18 (3.0 x 150 mm, 3.5 um), que permiti6 una buena resolucion y separacion de los
picos en un tiempo razonable, eluyendose el Gltimo compuesto a un tiempo de 7 minutos
aproximadamente, y completandose el desarrollo cromatografico en 12 minutos en modo positivo y
10 minutos en modo negativo. En el caso de la separaciéon para deteccion por MS°’-TOF, el
procedimiento cromatografico se alargd hasta 25 minutos. Es por ello, que esta Gltima, fue la
columna elegida. En todos los casos, a fin de evitar la influencia de los cambios de temperatura

ambiente en el laboratorio sobre los tiempos de retencidn, se termostatizé la columna a 25°C.

Para la optimizacién de la fase mdvil en la separacion cromatografica, después de una
extensa revision bibliografica, se empleé una fase movil constituida por una disolucién acuosa al
0.1% de acido férmico (fase A) y acetonitrilo (fase B), este Gltimo posee una baja viscosidad y por

ende una presion de trabajo baja. Para lograr una buena resolucion cromatografica de los principios

221



Parte experimental

activos, se llevaron a cabo distintos ensayos, modificando los gradientes de composicion,
empezando siempre con la fase movil acuosa e incrementando la cantidad de fase mévil orgéanica,
optimizando tres gradientes de separacién diferentes, uno para la determinacion de los principios

activos en modo de ionizacién positivo, otro para modo de ionizacion negativo y por Gltimo uno

para la deteccion en modo de adquisicion MS®-TOF.

En la tabla 2 se muestran las condiciones cromatogréaficas Optimas empleadaspara la
separacion de los principios activos en ambos modos de ionizacion, positivo y negativo, para la

deteccién por MS-TOF y para la deteccion mediante MS®-TOF.

Tabla 2. Condiciones éptimas de separacién cromatografica para la determinacion de los

principios activos.

Columna AGILENT Eclipse XDB-C18
(150 mm x 3.0 mm i.d. 3.5 um)
Eluyentes A: Acido formico 0.05% en agua
B: Acetonitrilo

Flujo 0.5 mL/min

Gradientes:

-Modo ionizacién positivo Tiempo (min) A (%) B (%)
0 90 10
8 0 100
9 90 10
12 90 10

- Modo ionizacién negativo Tiempo (min) A (%) B (%)
0 70 30
7 0 100
8 70 30
10 70 30

Modo adquisicion MS®-TOF Tiempo (min) A (%) B (%)
0 99 1
20 0 100
21 99 1
25 99 1
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1.2. CONDICIONES DE DETECCION MEDIANTE ESPECTROMETRIA
DE MASAS

De los seis principios farmacolégicos estudiados en este trabajo, CBZ, FMQ, CPR y ENR
fueron ionizados en modo ESI positivo, mientras que DCL e IBU se ionizaron en modo ESI
negativo ya que el DCL, a pesar de ionizarse en ambos modos, presenta una mayor sensibilidad en

este modo de ionizacion; en el caso de IBU solamente es posible su ionizacién en modo negativo.

Una vez seleccionados los modos de ionizacidn de cada principio activo, se optimizaron de
forma manual los pardmetros instrumentales que afectan a la ionizacién a fin de encontrar la
méaxima sensibilidad en todos los principios activos al no ser posible un ajuste automatico ni
individualizado para cada compuesto. En la tabla 3 se detallan las condiciones 6ptimas de
deteccion de masas empleadas en modo positivo y en modo negativo.

La resolucién del espectrometro masas TOF es de, aproximadamente, 30000 a la mitad de su
altura maxima para una m/z 556 (modo ionizacién positiva) y 22000 para m/z 554 (modo
ionizacion negativa). El voltaje del capilar se fijé a 1.5 kV para la ionizacion positiva y a 2.0 kV
para ionizacion negativa, con un voltaje de muestreo a 40 V en ambos modos de ionizacién. Para el
espectro de MS los datos se adquirieron en modo continuo entre 50 y 1000 Da, aplicando un
tiempo de adquisicion de 1 segundo.

La adquisicion en modo MS/MS se realizd en las condiciones descritas en la tabla 4, el ién
precursor se seleccion6 usando el analizador de cuadrupolo, se fragment6 en la celda de colisién
aplicando la correspondiente energia de colisién y posteriormente los espectros producidos se
registraron en el analizador TOF entre 50 y 800 Da. La adquisicion en modo de medida MS°-TOF

fue empleada para la identificacion de metabolitos tanto en modo positivo como negativo.

En este modo de medida el detector registra dos espectros completos (espectro sin
fragmentacion y espectros aplicando una rampa de energias de fragmentacion sin seleccién de i6n
precursor) simultaneamente en cada tiempo de retencién cromatografico, lo que permite la
asignacionde metabolitos y compuestos de degradacidn posteriormente, mediante tratamiento con

software especifico para tal fin.

Los espectros se adquirieron en el rango de masas 50- 800 Da empleando una energia de
fragmentacion de 6 eV para generar el espectro de baja energia y una rampa de energias de

fragmentacion entre 15-30 eV para obtener el espectro de alta energia.

Ademés se empled una sonda de entrada de spray de referencia independiente a la de

muestra (LockSpray) para garantizar la exactitud y reproducibilidad en todos los andlisis.
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Como referencia se emple6 una disolucion de Leucina Encefalina, introducida a un flujo de
10 pL/min, cuyas condiciones de medida se describen en la tabla 3, utilizandose como masas de
referencia 556.2681 para ionizacion positiva (m/z [M+H]") y 554.2615 para ionizacion negativa
(m/z [M-HJ), la frecuencia de adquisicién del lockSpray se establecié en 30 segundos, lo que
significa que cada 30 segundos el flujo de la aguja del lockSpray se introduce en el
espectrofotometro de masas durante 0.3 segundos, dando asi al software la posibilidad de realizar

una correccion sobre la marcha de la masa exacta del analisis.

La calibracion del equipose realiz6 diariamente en el rango de m/z 50-1200 con una mezcla
de NaOH 0.1 My &cido férmico al 10% en AcN:H,O (80:20 v/v). Para la adquisicién y procesado

de los datos se empled el software MassLynx (version 4.1), descrito en el punto 5 de este capitulo.

Las temperaturas de desolvatacion y de la fuente de ionizacién empleadas fueron altas para
producir la ionizacion eficiente de los compuestos debido al alto porcentaje de agua en la fase
movil. Se usé el modo de adquisicion de barrido completo (full scan) para la cuantificacion de los
compuestos, empleando los cromatogramas extraidos de iones [M+H]" y [M-H]".

El modo de adquisicion MS/MS fue empleado para la confirmacion de los analitos en las
muestras.Para ello, se optimizaron las energias de colision en el rango de 6-20 eV de modo que
produjeran la fragmentacion del i6n padre en, al menos, un fragmento hijo con una abundancia
relativa lo suficientemente elevada para poder identificar posteriormente su presencia en las

muestras.

En la tabla 4 se muestran las energias de colision Optimas para cada compuesto, asi como la
composicién elemental de todos los fragmentos obtenidos en modo MS/MS, el timpo de retencion
(T)), la masa molécular (M) y la férmula molécular. En el caso del IBU la energia de colision a
aplicar tuvo que ser muy baja debido a la enorme fragmentacién que dicho compuesto sufre a

energias mas altas.
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Tabla 3. Condiciones éptimas de deteccion de masas.

Parametro Condiciones
Modo de ionizacion Positivo Negativo
Voltaje Capilar (kV) 1.50 2.00

Voltaje Cono(V) 40
Temperatura Fuente (°C) 100
Voltaje compensacion (V) 80
Temperatura Desolvatacion (°C) 400
Caudal Gas de Nebulizacién (L/h) N, 30
CaudalGas Desolvatacion (L/h) N, 600

Condiciones Lockspray

Leucina Encefalina (200 pg/pL, 20 mL/min), en
HCOOH al 0.1% en AcN:H,0 1:1 (v/v)
lock mass (m/z 556.2681 [M+H]"

m/z 554.2615 [M-HJ)

Frecuencia a 30 s, voltaje capilar 2.54 kV.
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Tabla 4. Tiempo de retencion, composicion elemental de los iones en full MS y MS/MS y energia de colisién 6ptima para cada analito.

Compuesto Formula My 16n precursor m/z T, Energia de m/z frag. lones Formula fragmento
molecular (min) colision (eV)
288.1501 CisH1oFN3O
. 314.1303 Ci7H17FN;0,
CPR Ci7H1igFN3O;  331.1332 [M+H] 332.1407 2.7 15
245.1084 C14H14FN,O
268.1430 C11H17FNgO
316.1728 C1gH23FN3O
ENR CioH2FN3O,  359.1645 [M+H] * 360.1723 2.9 15 342.1618 C1oH2:FN30O,
245.1090 CuH14FN,O
CBz CisH12N,0 236.0950 [M+H] " 237.1024 5.0 20 194.0964 CuHioN
2440776 C14H1:FNO,
FMQ C14H1,FNO; 261.0801 [M+H] " 262.0875 54 20 202.0305 C11HsFNO,
220.0410 CuH7FNO;
214.04018 C1oHsN4O,
DCL+ CyH1:CILNO,  295.0167 [M+H] " 296.0240 7.2 20 250.0191 Ci3H1,CILN
278.0135 CuH,CLNO
IBU C13H10, 206.1306 [M-H]" 205.1230 5.3 6 161.1336 CuHsg
214.0418 C10HeN4O2
DCL-  CiuHuCLNO, 2950167  [M-H]~ 2940081 5.1 20 2150504 C1HiCINO
250.0191 C13sH1.Cl1L,0
278.0142 C1sH1,CILbNO
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2. PREPARACION DE MUESTRAS DE MATRICES VEGETALES

Una vez optimizadas las condiciones de medida en el Q-TOF-MS, se procedi6 a la
puesta a punto del método de tratamiento de muestra, siendo esta una de las etapas mas criticas
y extensas debido a la complejidad de las matrices vegetales. Para ello se desarroll6 y optimizd
un método basado en una extraccion sélido-liquido que no emplease una posterior limpieza del
extracto mediante extraccion liquido-liquido, extraccion en fase solida o microextraccion en
fase solida o en fase liquida, ya que este tipo de extracciones, produce muy frecuentemente
pérdidas de parte de la matriz vegetal y por tanto mucha informacion para el posterior

procesado de las muestras en la busqueda de posibles metabolitos.

En primer lugar se procedié a la toma de muestra de distintas plantas de Lavandula
dentata, Juncus sp. y Salicornia europaea en un entorno cercano a Dofiana, concretamente en
el Pinar del Saltillo (Los Pinos) y Marismas del Odiel (Huelva). Las muestras recogidas se
limpiaron, liofilizaron, y se homogeneizaron usando un molinillo eléctrico y fueron

almacenadas a -80°C hasta su analisis.

Las muestras liofilizadas fueron dopadas (fortificadas) con 5 mL de solucion acuosa, de
concentracion adecuada, conteniendo todos los analitos. Para asegurar una buena fijacion a la
matriz se dejaron las muestras dopadas 15 minutos en agitacion magnética, y en contacto, en
reposo, durante aproximadamente 12 horas a 4°C; posteriormente fueron congeladas a -80°C

durante 2 horas. Tras la congelacion se liofilizaron para eliminar el disolvente.

2.1. OPTIMIZACION DEL TRATAMIENTO DE EXTRACCION

Con el fin de obtener las mejores recuperaciones y reducir el tiempo de andlisis, se
realizaron diferentes ensayos variando tanto el método de extraccion (bafio de ultrasonidos o
microondas), como las condiciones de tiempo, volumen de reconstitucion, la potencia aplicada,
la disolucidn extractante y su volumen. La figura 30 muestra, de forma detallada, las diferentes
variables ensayadas, asi como (en rojo) los valores que produjeron los mejores rendimientos de
extraccion de cada una de ellas. La optimizacion se realizé para todas las matrices vegetales,

obteniendo resultados similares para toda ellas.
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‘ Extraccion ultrasonidos ‘ [ Extraccion microondas |
|
| | | | | |
‘ Extractante ‘ Tiempo ‘ ‘ Volumen ‘ Volumen I Extra.cta.nte] Potencia I | Tiempo I Volumen
' reconstituido reconstituido
- meor | H smin | [ 5me | L Iveor | H 25w | | 1min |

o | H sow | H 5min |

H aen | L roow | H 10 min |

| H,O-MeOH

Figura 30. Esquema de optimizacion del procedimiento de extraccion de los analitos

- 50 | [{10min| L{10mL |

_‘ AcN \ —‘20min‘

seleccionados en las matrices vegetales. En rojo se han sefialado las condiciones 6ptimas.

En la extraccion empleando ultrasonidos con agua como agente de extraccion durante 5 min,
se obtuvieron recuperaciones en el rango de 20-70% produciéndose en los tiempos de extraccion
mas altos de degradaciones de los analitos y un mayor efecto matriz, por lo que se descart6 la
extraccion por ultrasonidos. El resto de condiciones ensayadas produjeron menores rendimientos de
extraccion.

Los mejores resultados se obtuvieron cuando se aplico la extraccion asistida por microondas,
se evaluaron varias potencias, agentes de extraccion, tiempos y el volumen final de reconstitucién,
empleando siempre 5 mL como volumen fijo de extractante. Las mejores recuperaciones de
extraccion se obtuvieron cuando se utiliz6 una mezcla de AcN: H,O (1:1, v/v) a 50 vatios de
potencia de microondas durante 5 minutos, se evapord y se reconstituyd el extracto a un volumen
final de 5 mL con agua, sin embargo, algunos analitos, concretamente el ibuprofeno y la

ciprofloxacina presentaron recuperaciones en torno al 40-50%.

A continuacion, se procedio a evaluar la cantidad de muestra a tratar, dado que cuanto mayor
sea la cantidad de muestra que produzca recuperaciones aceptables, menor serd la cantidad de
analito que se pueda determinar en estas. Para ello se analizaron tres cantidades de muestras
dopadas (fortificadas) 1.0, 0.5 y 0.25 g. Los resultados obtenidos en términos de recuperacion, se
recogen en la tabla 5. No se encontraron grandes diferencias al modificar la cantidad de muestra

tratada cuando ésta se situd por debajo de 0.5 g.

Tabla 5. Evaluacién de la cantidad de muestra.

Masa 10g 05¢ 0.25¢g

Recuperacion ~30% 98-45% 90-50%
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Con el fin de mejorar las bajas recuperaciones obtenidas para algunos analitos, se estudiaron
dos tratamientos finales diferentes para el extracto. Por un lado, se prob6 una simple dilucion
previa antes de la inyeccion sin etapa de evaporacion. Este ensayo se realizd con dos mezclas de
disolventes y los resultados, recogidos en la tabla 6, mostraron que una dilucién 1:5 del extracto
con una mezcla de H,O:AcN (1:1, v/v) reducen considerablemente el efecto de la matriz, lo que

permitié mejorar las recuperaciones hasta un 70-98%.

Tabla 6. Evaluacidn de la mezcla extractante.

Disolucién AcN:H,O MeOH:H,0

Recuperacion 70-98% <50%

Por otro lado, buscando una mayor preconcentracion del extracto, se ensayd un
procedimiento consistente en la evaporacion seguida de la reconstitucion del extracto con
diferentes disolventes 0 mezclas de disolventes, obteniendose bajas recuperaciones (tabla 7),
probablemente, debido a la supresién de ionizacion por un efecto de matriz indeseable. Por todo
ello, finalmente, se seleccionaron como condiciones 6ptimas, una extraccion con microondas a una
potencia de 50 W durante 5 minutos y posterior dilucion 1:5 (v/v) con mezcla extractante de H,0O:
AcN (1:1, viv).

Tabla 7. Evaluacion de la preconcentracién del extracto con distintos disolventes.

Extractante FA0.1% MeOH AcN H,0O AcN:H,O MeOH:H,0 AcN:FA Nada

Recuperacion 20-50% <50% <40% 20-80% ~=40% =30% <50%  90-50%

De acuerdo con los datos obtenidos se llega al siguiente procedimiento dptimo, que sera el

que se aplico a las matrices vegetales y los analitos descritos en esta Memoria.

A 0.5 g de muestra, liofilizada y homogeneizada, se afiadieron 5 mL de AcN: H,O (1:1, viv),
y se sometieron a la extraccién mediante microondas aplicando una energia de 50 W durante 5
minutos. Una vez enfriadas, las muestras fueron centrifugadas durante 20 minutos a 6000 rpm. Un
mililitro de la disolucion se diluy6 con 4 mL de AcN:H,0 (1:1, v/v) y finalmente se filtr6 a través
de un filtro de 0.2 um antes de su inyeccién en el UPLC. La figura 31 muestra, de forma

esquematica, el procedimiento de extraccion propuesto.
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N ()

Adicion 5mL.  Extraccion . .. Dilucion 1:5 . .. Inyeccion
. Centrifugacion Microfiltracion
AcN:H,O  microondas g UPLC

. AcN:H,0
6000 rpm/20 min e 0.2 pm
(1:1,v~/)  50W,5min = (1:1.vAv) s Q-TOF

Disolucién

Figura 31. Procedimiento de extraccion optimizado para la extraccion de los analitos seleccionados en

0.5 g muestra
liofilizada

las matrices vegetales.

2.2. VALIDACION DE LA METODOLOGIA

La definicion I1SO de validacién aplicada a los métodos analiticos podria interpretarse como
el proceso por el cual queda establecido, mediante estudios experimentales, que la capacidad del

método satisface los requisitos para la aplicacion analitica requerida.

Hoy en dia contamos con una extensa variedad de documentacién acerca de la validacion de
los métodos analiticos y varias organizaciones fomentan su difusién e importancia: la AOAC
(Association of Oficial American Chemists), ICH (International Confernece on Harmonization),
EURACHEM (European Analytical Chemistry), USP (United States Pharmacopoeia), CDER
(Center for DRug Evaluation and Research), EMA (European Medicines Agency), etc.

La validacion de la metodologia empleada en este trabajo se realizd siguiendo las
recomendaciones de la ICH (Guidance for industry 1996), CDER (Reviewer guidance validation of
chromatography methods, 1994) y EUROCHEM/CITAC (Guide, Quantifying Uncertainty in
Analytical Measurement second ed, 200, 1998) publicadas en guias para la validacion de métodos y
procedimientos analiticos EURACHEM 1998, ICH 1996, CDER 1994.

El método propuesto fue validado comprobando los pardmetros de calidad del método
analitico, para ello se han considerado principalmente los siguientes parametros: linealidad,

sensibilidad (limite de deteccion y cuantificacion, efecto matriz, precision y recuperacion).
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2.2.1. LINEALIDAD

En un procedimiento analitico se define linealidad como la capacidad, dentro de un rango
determinado, para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion de
analito en la muestra. Para evaluar la linealidad se fijo como criterio que el coeficiente de regresion
lineal de las rectas de calibrado obtenidas para cada uno de los principios activos fuese mayor a
0.99y la desviacion estandar relativa de la pendiente inferior al 5%.

Para ello, se prepararon curvas del calibrado enla matriz enriquecidas a diez niveles distintos
de concentracion en el rango de 0.5 a 500 ng-mL™ Los resultados obtenidos para todos los
compuestos analizados en las tres matrices diferentes cumplieron el criterio establecido
obteniéndose valores entre 0.9991 y 0.9967 para el coeficiente de regresion y desviaciones estandar
relativas merores del 5% en todos los casos en el rango de concentraciones estudiado.

2.2.2. SENSIBILIDAD: LIMITES DEDETECCION Y CUANTIFICACION

Se define sensibilidad, como la pendiente de la curva de calibrado a una concentracion
concreta de analito, pero habitualmente no se emplea como tal en los procedimientos de validacion
analiticos, se utilizan en su lugar, los pardmetros que estan inversamente relacionados con ella,

como son el limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ).

El LOD, se define como la menor concentracién o cantidad de analito que proporciona un
instrumento, a una seflal diferente a la senal del “blanco” o “ruido de fondo”, siendo esta
concentracion de analito detectada pero no cuantificada, para ello recurriremos al LOQ que es la
menor cantidad de analito que puede ser determinada con un nivel razonable de precision. En la
tabla 8 se recogen los LODs y LOQs instrumentales y del método para los seis principios activos

en todas las matrices estudiadas.

Los limites de cuantificacion (LOQ) para los seis compuestos farmacéuticos FMQ, CBZ,
ENR, CPR, DCL+, IBU y DCL- se encuentran en el rango entre 7.22-125 ng-g™, por lo que el
método propuesto presenta la suficiente sensibilidad para su futura aplicacién en la determinacion
de los principios farmacoldgicos activos en las matrices vegetales que seran sometidas a ensayos de

exposicion.
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2.2.3. PRECISION

Para evaluar la precision del método se estudiaron la repetibilidad (en un dia) y la precision
intermedia (en diferentes dias). Para evaluar la repetibilidad se analizaron seis replicados de 0.5 g
de muestra liofilizada de cada una de las matrices vegetales a un nivel de 100 ng-g™ en el mismo
dia. Para evaluar la precision intermedia se analizaron tres replicados de 0.5 g de muestra
liofilizada de cada matriz a un nivel de 100 ng-g™ en seis dias diferentes durante tres semanas. En
el caso de la repetibilidad las desviaciones estandar relativas (RSD) obtenidas oscilaron entre el 2.5
y el 4.3%, mientras que los valores de RSD obtenidos para la precision intermedia oscilaron entre
el 5.1yel 7.2%.
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Tabla 8. Limites de deteccidon y cuantificacion instrumentales (ILOD e ILOQ) y los correspondientes del método en cada matriz vegetal.

Matriz FMQ CBZ CPR ENR DCL+ IBU DCL-
ILOD (ng-mL™) 0.31 0.25 0.42 0.44 0.56 1.51 1.43
ILOQ (ng-mL™) 1.03 0.83 1.40 1.47 1.87 5.03 4.77
o Tallo 5.72 6.25 5.25 6.41 4.26 20.8 15.3
Salicornia eu.
Raiz 5.54 6.16 421 5.92 2.16 18.3 13.2
Tallo 4.85 5.48 5.31 7.92 8.47 30.2 22.1
Juncus sp.
-1
LOD (ng-g™) Raiz 4.64 4.83 4.95 6.54 6.32 10.9 14.8
Hoja 3.78 4.62 5.32 9.22 7.21 25.2 15.7
Lavandula
Tallo 7.75 6.25 10.5 11.0 14.0 37.7 35.7
dentata
Raiz 5.22 5.45 6.41 5.38 7.35 325 15.7
o Tallo 19.1 20.8 17.5 21.4 14.2 69.3 51.0
Salicornia eu.
Raiz 18.5 20.5 14.0 19.7 7.22 61.0 44.1
Tallo 16.2 18.3 17.7 26.4 28.2 101 73.7
Juncus sp.
-1
LOQ (ng-g7) Raiz 15.5 16.1 16.5 21.8 21.1 36.3 49.3
Hoja 12.6 15.4 17.7 30.7 24.0 84.0 52.3
Lavandula
Tallo 25.8 20.7 35.0 36.7 46.7 125 119
dentata
Raiz 17.4 18.2 21.4 17.9 24.5 108 52.3
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2.2.4. EVALUACION DEL EFECTO MATRIZ

Tal y como ha sido descrito previamente [193] matrices complejas, como las de esta tesis,
producen muy frecuentemente el efecto matriz al emplear la fuente de electrospray como fuente de
ionizacion en espectrometria de masas. Por ello, generalmente, se suele recurrir a la calibracion en
la misma matriz (matrix-matched calibration). El efecto matriz fue evaluado por comparacién de
las pendientes de las rectas obtenidas mediante calibrado externo a partir de patrones preparados en
el disolvente por dilucion de la disolucion madre concentrada y de la recta preparada en la propia
matriz (matrix-matched calibration) para cada parte de la planta analizada (raiz, tallo y hoja) y cada
tipo de matriz vegetal estudiada. Se calculé un porcentaje de efecto matriz (ME) a partir de la

expresion:

S
ME (%) = [s_m — 1] x100
e

Donde
S es la pendiente de la recta obtenida en la matriz y S, es la pendiente de la recta de

calibrado externo.

Considerando que valores igual a cero implican ausencia de efecto matriz, valores superiores
a cero implican realce de la ionizacion y valores menores a cero implican supresion de la
ionizacion. Concretamente, valores de ME por debajo del 20% fueron considerados como un bajo
efecto matriz, valores en el rango del 20 al 40% fueron considerados efecto matriz medio, mientras
que los valores en el intervalo del 40 al 60% fueron considerados como efecto matrizalto, siendo

considerados valores superiores al 60% un efecto matriz muy alto.

En la figura 32 se muestran los porcentajes de efecto matriz obtenidos en el andlisis de las
distintas partes de las plantas analizadas. Como puede apreciarse, ENR y CPR son los compuestos
gue en genral sufren un gran efecto matriz, sin embargo el mayor efecto matriz lo presenta el IBU
en Juncus sp. La FMQ fue el compuesto que presentdé menor efecto matriz, en torno al 30% en
matriz Salicornia eu. y alrededor del 10% para el resto de matrices vegetales. La existencia de
efecto matriz obligd, por tanto, al empleo de un procedimiento de calibracion en la propia matriz

(matrix-matched calibration) para el andlisis cuantitativo de los compuestos estudiados.
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m Tallo Juncus sp. Raiz Juncus sp.
m Hoja Lavandula dentata m Tallo Lavandula dentata
Raiz Lavandula dentata B Tallo vraiz Salicornia eu.
o mi'y h’ [ ]
20
<60
-80
FLM CBZ CPR ENR DLC+ IBU DLC-

Figura 32. Representacion gréfica de los porcentajes del efecto matriz (ME) en las diferentes

matrices vegetales estudiadas.

2.2.5. EXACTITUD: ENSAYOS DE RECUPERACION

La exactitud de un método analitico marca la cercania de un resultado al valor considerado

como real. Para evaluar la exactitud existen varios procedimientos:

- Aplicacion del método a un material de referencia certificado (CRM).
- Comparacidn de resultados con un método normalizado.

- Realizacién de ensayos de recuperacion mediante fortificacién de muestras.

Puesto que no se disponen de materiales de referencia que contengan a los analitos en
nuestras matrices, ni métodos normalizados para estas matrices, se recurrié a la realizacion de
ensayos de recuperacion sobre muestras fortificadas de acuerdo al procedimiento descrito en la
seccion 2.1. Los porcentajes de recuperacion se calcularon a partir de triplicados como porcentaje
de compuesto extraido, a dos niveles de concentracion: bajo (50 ng-g~* para modo ESI+ y 150

ng-g ' para modo ESI-) y alto (500 ng-g ).

Como se puede observar en las tablas 9 y 10, en general, las recuperaciones se encuentran en
el rango del 60 al 107%, destacando las altas recuperaciones obtenidas para la CBZ en todas las
matrices evaluadas; en general las recuperaciones de ENR y CPR fueron aproximadamente del
70%, lo que concuerda con lo descrito previamente por otros autores Hu et al. [194]. EI IBU mostré

recuperaciones de alrededor del 70% en la mayoria de las matrices, mientras que el DCL mostré
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recuperaciones entre el 80 y el 90%. La FMQ fue el principio activo que mostr6 mas dependencia
con la matriz, ya que los resultados obtenidos para el tallo fueron en todos los casos entre el 90 y
100%; sin embargo, se obtuvieron bajas recuperaciones, alrededor del 60%, en la raiz de la

Salicornia eu. y Lavandula dentata.
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Tabla 9. Recuperaciones obtenidas para FMQ, CBZ y CPR en las diferentes matrices vegetales.

Matriz FMQ CBZ CPR
50 ng-g™* 500 ng-g* 50 ng-g™* 500 ng-g* 50 ng-g™* 500 ng-g*
salicornia europaca Tallo 100 £ 15 105+ 10 100.9+7.6 90.3+£5.7 75.7+28 69.2+5.6
Raiz 67.1+64 87.1+£10 66.5+ 0.6 67.1+6.5 75.7+£0.2 73.2+£6.5
Tallo 89.6+84 77.3+9.0 995+13 89.9+94 72.1+05 65.3+7.9
JUnCuS sp. Raiz 97.7+£55 87.6+£5.9 100 £ 8.7 97.7+34 71.2+3.6 81.6+7.3
Hoja 100 £8.9 90.1+11 88.4+54 90.6+9.9 704+£22 77.0+84
Lavandula dentata Tallo 87.8+78 97.8+12 775+0.2 77872 782+23 823+49
Raiz 60.1+£2.2 70.3+£5.2 107 £8.9 80.1+£6.2 725+0.3 66.8 £ 2.6

Tabla 10. Recuperaciones obtenidas para ENR, DCL e IBU en las diferentes matrices vegetales.

Matriz DCL IBU
50 ng-g™* 500 ng-g* 50 ng-g™* 500 ng-g* 150 ng-g* 500 ng-g*
salicornia europaca Tallo 625+15 71.2+3.6 95.6+34 99.8+24 75.2+19 69.8+7.6
Raiz 74.1+£0.2 75.6+£6.9 61.5+3.8 89.2+7.6 827111 75.4+4.6
Tallo 72.1+£0.1 75.0+£5.0 101 £13 95.1+£5.1 69.3+94 741+7.7
JUnCUS sp. Raiz 745+ 0.6 785+6.4 78.1+1.6 88.8+29 65.7+1.1 70.0+£6.6
Hoja 71.2+52 71.3+43 100.+6.8 89.7+£9.6 819+5.1 679+23
Lavandula dentata Tallo 783184 779+£23 68.9+34 96.3+6.9 705+15 70.7+4.8
Raiz 66.9+0.8 741+93 72111 92.8+12 79.4+5.6 73.2+£0.9
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3. ENSAYOS DE EXPOSICION

3.1. ENSAYO DE EXPOSICION: LAVANDULA DENTATA

Para los ensayos de exposicion se utilizaron 8 plantas de Lavandula dentata, de 30-40 cm de
altura, que se dividieron en dos grupos: seis plantas para el ensayo de exposicion y dos plantas

como grupo control.

Las plantas del grupo de exposicién, por duplicado, fueron regadas con disoluciones acuosas
conteniendo los analitos a distintas concentraciones (10 mg-L™, 700 pg-L™* y 10 pg-L™). Las
plantas fueron regadas cada dos o 3 dias (en funcion de la humedad del sustrato) con 20 mL de esas
disoluciones, durante un total de 30 dias. Las dos plantas del grupo control fueron regadas durante

el mismo tiempo y con el mismo volumen de agua sin analitos.

Cada 7 dias, equivalente a tres riegos, se realizaron cortes en cada planta, cortando tanto el
tallo como las hojas, y cada tipo de muestra fue sometida al procedimiento de extraccién propuesto
en la seccion 2.1. La muestra correspondiente a la raiz fue tomada, por razones obvias, solo al final
del ensayo, cogiendo también una muestra del sustrato. En la figura 33 se muestra el esquema del

ensayo de exposicion.

4 ‘\ Cada2 6 3 dias
20mL de disolucion

dopante

AR

10mgL? 700ugl? 10ugL? Control

Cada7 dias

Extraccion

Figura 33. Esquema del ensayo de exposicién de Lavandula dentata.

(* La raiz fue extraida al final del ensayo).
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A los siete dias, es decir, a la cuarta dosis, las plantas que estaban sometidas a riego con
concentraciones altas empezaron a adquirir un leve color amarillo, mientras que el resto de las
plantas del ensayo, asi como los controles, no experimentaron ningin cambio visual, manteniendo

el caracteristico olor a lavanda.

En la segunda semana, no solo las plantas sometidas a altas concentraciones empeoraron
drasticamente sino que también las plantas que estaban siendo expuestas a una concentracién de

disolucion intermedia (700 pg-L™) empezaron a perder el olor a lavanda.

Al final de la tercera semana, las plantas que fueron dopadas a altas concentraciones estaban
practicamente secas (toda la planta de color gris), con los tallos hacia abajo. Las plantas a las que se
les administré una concentracion intermedia de disolucién sufrieron un cambio muy drastico con
una apariencia similar a las plantas expuestas a altas concentraciones. Las expuestas a

concentraciones bajas comenzaron a tener algunas hojas lacias, pero manteniendo el olor a lavanda.

En la cuarta semana, solamente las plantas sometidas a bajas concentraciones empeoraron
aun mas, mientras que el resto de las plantas no mostraron un mayor empeoramiento. Durante todo
el ensayo, el grupo de control, regado con agua normal, mantuvo su apariencia normal conservando

el olor a lavanda.

3.2. ENSAYO DE EXPOSICION: JUNCUS SP.

De igual modo que en el ensayo de Lavandula dentata, de un total de ocho plantas, se

formaron dos grupos, las plantas sometidas a ensayo de exposicion y las plantas control.

Durante la primera semana, se regaron todas las plantas con 20 mL durante todos los dias, ya
que el Juncus sp. es una planta que necesita de un sustrato himedo. No obstante, este volumen no
era suficiente para una planta que necesita tener 6ptimas condiciones de humedad en el sustrato,
puesto que a veces el sustrato estaba seco. Pasados los siete dias se realizé el primer corte de los

tallos (al carecer la planta de hojas).

En la segunda semana se procedi6 a aumentar el volumen de riego (50 mL) ya que se aprecid
una ligera sequedad en el sustrato durante los riegos de la primera semana. Durante esta semana se
observé que las plantas sometidas a altas concentraciones de analitos empezaron a adquirir un
ligero color amarillo, mientras que las demas no experimentaron ningun cambio visualmente

perceptible.
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Durante la tercera y cuarta semana, se sigui6é administrando un volumen de 50 mL a todas las
plantas durante todos los dias, y realizando los correspondientes cortes de los tallos al final de cada

semana, cortando, aproximadamente, de cada planta entre tres y cinco tallos.

En la tercera semana, las plantas expuestas a una concentracion intermedia de disolucion
dopante comenzaron a perder el caracteristico color verde brillante, en tanto que la pareja de
plantas expuestas a altas concentraciones perdieron su rigidez, es decir, empezaron a marchitarse,
mientras que las plantas sometidas a bajas concentraciones, asi como los blancos, no

experimentaron ningun cambio durante esta semana.

En la cuarta y Ultima semana de ensayo las plantas expuestas a concentraciones altas e
intermedias se marchitaron completamente y las plantas expuestas a bajas concentraciones
empezaron a mostrar cambios evidentes de deterioro, adquiriendo un color verde apagado. Las

plantas control no manifestaron ningin cambio durante todo el ensayo.

Al final del ensayo, se analiz6 la raiz de la planta y guardé una parte del sustrato para

posteriores analisis.

3.3. ENSAYO DE EXPOSICION: SALICORNIA EUROPAEA

En el caso del ensayo de exposicion de la Salicornia europaea, se partié de 10 plantas de
Salicornia europaea, cultivadas en fibra de coco, en bandejas de alvéolos de poliestireno de
5 x 5 cm y una densidad de cultivo de unas 2 plantas por cm® Estas plantas fueron suministradas
por AGRO-ON (Faro, Portugal). En este caso, para mantener el mismo modo de ensayo que en la
Lavandula dentata y el Juncus sp., se seleccionaron dos plantas a cada concentracion, utilizando

las plantas restantes como blancos (cuatro plantas).

Se regaron las plantas con 10 mL de disolucion acuosa conteniendo los analitos a distintas
concentraciones (10 mg-L™*, 700 pg-L™ y 10 pg-L™) cada dos o tres dias, regando los controles

solamente con agua.

Como en el caso del Juncus sp. al no tener esta planta hojas, se cortaron entre 4 y 5 tallos de
cada planta después de cada semana de ensayo. Durante la primera semana, las plantas a altas
concentraciones experimentaron un gran cambio, perdiendo rigidez en los tallos y adquiriendo un
color grisaceo, las plantas expuestas a concentraciones bajas e intermedias perdieron el color verde

y carnosidad en los tallos.

240



Parte experimental

En la segunda semana, las plantas expuestas a altas concentraciones empeoraron
drasticamente, todos los tallos perdieron rigidez y casi toda la planta estaba marchita. Sin embargo,
las plantas sometidas a concentraciones intermedias y bajas no cambiaron con respecto a la semana

anterior. En el caso de los blancos, seguian sin experimentar ningin cambio.

Durante la tercera semana, las plantas expuestas a altas concentraciones estaban
completamente muertas, en tanto que el resto de las plantas expuestas empeoraron ain mas, por lo
que el ensayo se finalizd esa semana y no se pudo realizar la cuarta semana de ensayo de

exposicion. Por su parte las plantas controles se mantuvieron sin cambio.

Al igual gque en las anteriores plantas, la raiz fue analizada en ultima instancia, habiendo

dado por finalizado el ensayo.

241



Parte experimental

1: TOF MS ES+
296.024 0.0020Da
6.54e4

8.50 9.00 9.50 10.00
1: TOF MS ES+
360.172 0.0020Da
151e4

o

- ,
8.50 9.00 950 1000

1: TOF MS ES+

332.14 0.00200a

1.20ed

SR g g s g
1: TOF MS ES+
262.087 0.0020Da
3.64e4

T T T T T T

J
850 9.00 950 10.00

1. TOF MS ES+

237.102 0.0020Da

3.79e6

T T T T T T

850 9.00 950 10.00
1: TOF MS ES-
294.008 0.0020Da
1.84e4

o % 3
bbbt
S

T d
8.50 9.00 9.50 10.00

1: TOF MS ES-

205.123 0.0020Da

4 65e4

7.85

T T T T 1
8.50 9.00 950 10.00
1: TOF MS ES

741e5

8.50 9.00 9.50 10.00
1 TOF MS ES+
875 9.19 TiIC
2]

el 74167

0.50 1.00 1.50 200 250 3.00 350 4.00 450
29
A
0.50 1.00 150 200 250 3.00 350 4.00 450
274
“\“
0.50 1.00 150 2.00 250 3.00 350 4.00 450
050 1.00 1.50 200 250 3.00 350 400 450
050 1.00 1.50 200 250 3.00 350 400 450
050 1.00 1.50 200 250 3.00 350 4.00 450
0.50 1.00 150 2.00 250 3.00 350 4.00 450
0.84 255 _ 296
0.50 1.00 1.50 200 250 3.00 350 4.00 450
197
T - T T T T T ™ T T T
0.50 1.00 1.50 200 250 300 350 400 450

- T T T T T ~ Time
8.50 9.00 9.50 10.00

Figura 34. Cromatogramas de iones totales (TIC) y extraidos de una muestra de tallo de Juncus sp. con todos los analitos a 25 ng-g™. a) Diclofenaco-;
b) Enrofloxacina+; c) Ciprofloxacina+; d) Flumequina+; e) Carbamazepina+; f) Diclofenaco+; g) ibuprofeno-; h) Cromatograma de iones totales de ionizacion

negativa; i) Cromatograma de iones totales para ionizacion positiva.
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Figura 35. Espectros de masa de una muestra de tallo de Juncus sp. con todos los analitos a 25 ng-g™. a) Ibuprofeno- b) Diclofenaco-;

d) Flumequina+; e) Carbamazepina+; f) Enrofloxacina+; g) Ciprofloxacina+.

c¢) Diclofenaco+;
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4. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE NITROGENO EN LOS
SUSTRATOS

Para determinar el contenido de nitrégeno total organico y mineral en las muestras de
sustrato de las plantas sometidas a ensayos de exposicion Lavandula dentata, Juncus sp.y
Salicornia eu. se utilizd el método Kjeldahl. Este método consiste en una digestion de la muestra
por via himeda y una valoracion acido-base, siguiendo el método descrito por Moreno Ramén H.,
Ibafiez Asensio S. [195]. Los sustratos de las distintas matrices vegetales fueron analizados por
duplicado tomando 1 g de cada muestra de sustrato de cada ensayo a distinta concentracion de

analito.

La muestra de suelo es digerida con H,SO, concentrado y una mezcla catalizadora a altas
temperaturas para transformar la materia organica de la muestra en dioxido de carbono y agua. Los
grupos amina o amida se convierten en ién amonio de forma cuantitativa, mientras que el nitrégeno
en un estado de oxidacidn superior (nitratos, nitritos o grupos nitro, azo o azoxi) se transforma en el
proceso de la digestion en nitrégeno elemental o en sus 6xidos que no quedan retenidos en el frasco
colector [195].

Norg + H2SO, (a€)  ———  (NH,4),S0O, (ac) + H,0 (1) + CO, (g) + Subproductos

Tras la alcalinizacion de la muestra se realiza la destilacion del amoniaco resultante que es
condensado y recogido en una disolucion de acido bérico, siendo valorado con acido sulfirico para
determinar el contenido total de nitrdgeno, hasta un viraje del indicador Shiro-Tashiro (azul de

metileno y rojo de metilo) de verde inicial a violeta [195, 196].
(NH,)2SO4 (ac) + 2 NaOH (ac) ——»  NH3(g) + Na;SO,4 + H,0O (1)

NH; (g) + H;BOs (ac) ——  NH, (ac) + H,SO4

5. IDENTIFICACION DE METABOLITOS: METABOLYNX

Para la identificacion de los posibles metabolitos y productos de degradacion obtenidos a
partir de la exposicion de las tres matrices vegetales a disoluciones acuosas conteniendo los
analitos de estudio a distintas concentraciones, se utilizé el software MetaboLynx™ XS Training

MassLynx 4.1.

Gracias a este software es posible realizar una rapida deteccion de un gran niamero de

posibles analitos en la matriz, con un elevado grado de sensibilidad y resolucion. Permite
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interpretar y convertir los datos en informacion significativa, con la creacion de perfiles de
moléculas pequefias identificando asi los posibles metabolitos asi como sus correspondientes rutas

metabolicas y formulas moleculares [197, 198].

Metaboliynx permite la deteccion e identificacion de compuestos xenobioticos para estudios
del metabolismo de farmacos tanto in vitro como in vivo, al detectarse las biotransformaciones sin
requerir previamente predicciones metaboldmicas, comparando y contrastando cada muestra
metabolizada con una muestra de control (padre) obteniendo los metabolitos esperados. También es

posible realizar la busqueda inesperada de metabolitos en ausencia de un control [198].

Las muestras analizadas mediante UPLC-Q-TOF-MS, son procesadas por el software que
utiliza un algoritmo que permite la comparacion de los datos de los analitos con los de la muestra
de control fijando los picos relacionados con la matriz, evitando que se produzca una lista
inmanejable de picos de falsos positivos de metabolitos o asignaciones incorrectas. Este algoritmo
evalla las distintas estructuras del espectro de iones de fragmentos del farmaco, para evaluar e
identificar automaticamente los fragmentos sustentandose en una serie de algoritmos quimicamente
inteligentes que se basa en las desconexiones sistematicas y factibles de la estructura precursora
[198].

En la tabla 11 se muestran las rutas metabdlicas seleccionadas para el procesado de las
muestras obtenidas tras los ensayos de exposicion. La seleccion de las rutas metabdlicas se realizd
en base a informacion bibliogréfica teniendo en cuenta las mas probables para el tipo de matrices y

compuestos seleccionados en esta tesis.

Tabla 11. Rutas metabdlicas e incrementos de masas de los metabolitos esperados.

Ruta metabdlica Formula Masa (mDa)
Reduction +H, +2.0157
Hydroxylation +0 +15.9949
Hydration +H,0 +18.0106
Sodiado +Na +22.9898
2 x Hydroxylation +0, +31.9898
Acetylation +C,H,0 +31.9898
Demethylation -CH, -14.0157
Alcohols dehydration -H,0 -18.0106
Deethylation -C,H, -28.0313
Hydroxymethylene loss -CH,0 -30.0106
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6. PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE MUESTRAS PARA
ENSAYOS ENZIMATICOS

Se recolectaron en el propio PND y zonas de su entorno una coleccion de 150 plantas sobre
las que se realizaron las distintas baterias de ensayos enzimaticos descritos en esta memoria. Las
muestras se trituraron con molinillo, se ultracongelaron durante un minimo de tres horas y fueron
liofilizadas posteriormente y almacenadas en ultracongelador (-80°C) hasta su extraccion para el

analisis.

A fracciones de 100 mg de materia seca de cada planta se afiadieron 50 mL de cada uno de
los siguientes disolventes: hexano, etanol, agua: etanol (1:1, v/v) y acetato de etilo. Tras
mantenerlas durante 15 minutos en bafio de ultrasonidos, se filtraron a través de papel de filtro y se
evaporoé el disolvente hasta sequedad. Cada residuo se diluy6 con dimetilsulfoxido (DMSO), se
mantuvo durante 10 minutos en bafio de ultrasonidos, y se agitd en vértex para garantizar la
homogeneizacion de la disolucion. A continuacion se centrifugd cada muestra durante 10 minutos a
6000 rpm. Por ultimo, se diluy6 otra vez la disolucion en DMSO hasta una concentracion final en
el eppendorf de 3.433 mg-mL™, para asf tener una concentracion de 100 pg-mL™ de cada muestra

en el pocillo de las placas utilizadas.

7. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES ENZIMATICAS PARA
ENSAYO DE TIROSINASA

Para determinar las condiciones en las cuales la actividad de la enzima tirosinasa es 6ptima,
se realizaron distintos ensayos, modificando las variables: pH, concentracion de enzima, y

concentracion de sustrato. Determinando la actividad de la tirosinasa espectrofotométricamente.

En los ensayos enzimaticos de resto de enzimas, colagenasa, lipoxigenasa y elastasa se
utilizaron protocolos optimizados previamente por el grupo de investigacion de moléculas
bioactivas del Instituto de Quimica de Niza, Stierlin E. et al [199], utilizando los procedimientos

experimentales descritos en esta memoria.

En estos ensayos se emple6 enzima tirosinasa de champifion, al presentar bastantes
similitudes estructurales con la enzima tirosinasa de mamiferos, que rara vez se utiliza, al ser
bastante costosa [144]. La afinidad de los inhibidores por la enzima de mamiferos es, por lo
general, mas baja que cuando se usa la de champifion, lo que da lugar a “falsos positivos”, por

ejemplo extractos o moléculas individuales que son inhibidores de la tirosinasa de champifién, pero
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son ineficientes en la tirosinasa de mamiferos. Por ello, en algunos estudios recientes se ha

empezado a utilizar extractos brutos de melanocitos humanos como fuente de enzimas [144].

En todos los tests enzimaticos se usaron diferentes inhibidores estandar o control positivo
bien conocidos como inhibidores de esta enzimas. Adicionalmente, se usé el DMSO como control

negativo, lo que sirvio para determinar el porcentaje de inhibicion de cada enzima [144].

De acuerdo a los datos disponibles en la bibliografia, el medio para que una enzima actue

adecuadamente, ha de encontrarse en un tampdn fosfatos a un pH entre 6 y 8 [199].

En la figura 36, se muestra la evolucidon de la actividad enzimética de la tirosinasa en funcion

del pH del tampdn fosfato usado.
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Figura 36. Actividad enzimatica de la tirosinasa en funcion del pH.

En vista de los resultados, la curva mas sigmoidea y que muestra mayor estabilidad a
temperatura ambiente, corresponde a un pH de 6.8, que es el mas ampliamente utilizado en los
ensayos realizados con la enzima tirosinasa [201, 202, 203]. Por ello, se escogié un tampdn fosfato

de pH 6.8 para los ensayos con dicha enzima.

Muestras y controles fueron medidos en las mismas condiciones, afiadiendo en el pocillo:
150 pL de enzima diluida de tampén fosfato a pH 6.8, 7.5 pL de DMSO y 100 pL de sustrato. Se
concluye que la que mejor curva enzimética se obtiene con una concentracion de enzima de
100 U-mL™ ya que proporciona una curva sigmoidea para un seguimiento adecuado de la

evolucion de la reaccidn enzimatica (figura 37).
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Figura 37. Actividad enzimética de la tirosinasa en funcion de la concentracion de enzima.

Por ello, para llevar a cabo el test enzimético de la enzima tirosinasa, se usd un tampén

fosfato a pH 6.8 y una concentracion enzimética de 100 U-mL™ en el pocillo de la placa.

En la determinacion de la concentracion dptima de sustrato, se realizaron diferentes ensayos
variando la concentraciéon de sustrato (0.5, 1, 1.5 y 2 mM), lo que equivale a concentraciones
finales en el pocillo de 0.194, 0.388, 0.582 y 0.776 mM, respectivamente, con una concentracion de
enzima de 100 U-mL™ en tampén fosfato 50 mM de pH 6.8. Como puede observarse en la figura
38, la concentracion de sustrato 1 mM es la que presenta una cinética mas regular y una curva mas
sigmoidea al aumentar el tiempo de la reaccién enzimatica, completandose en su totalidad la
reaccidn enzimatica a diferencia de la concentracion de 1.5 mM cuya linea de tendencia empieza a

perder curvatura lo que no permite que se complete dicha reaccion.
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Figura 38. Actividad enzimatica de la tirosinasa en funcion de la concentracion de sustrato.
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Como inhibidor de referencia se usé el &cido kojiko ya que, como se ha mencionado
anteriormente, presenta una inhibicion competitiva en presencia de la L-Tirosina y no competitiva

con el sustrato L-DOPA, mientras que el inhibidor arbutin inhibe la tirosinasa de forma

competitiva.
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Figura 39. Progreso de la reaccion enzimatica del acido kojico con la tirosinasa en funcién de su

concentracién, empleando como sustrato L-Tirosina.

A la vista de los resultados se puede decir, que la mejor concentracién de inhibidor es de
3.43 mM de &cido kdjico (0.1 mM en el pocillo) con una concentracion de sustrato L-Tirosina de
1 mM, es decir, 0.388 mM en el pocillo, ya que la curva de la reaccién es paralela a la curva del
control, lo que indica que no existe actividad enzimatica. Esto concuerda con la bibliografia
revisada ya que el acido kojico inhibe de forma competitiva a la enzima en presencia de L-Tirosina
[144, 205].

8. PROCEDIMIENTOS ENSAYOS ENZIMATICOS

8.1. ENZIMA COLAGENASA

Para la realizaron del ensayo de la enzima colagenasa, se afiadieron de forma automatica en
una placa de 96 pocillos (Nunc 96 F. Untreated) 150 uL de dicha enzima diluida en una disolucion
tampon tricina a pH 7.5 seguidos de 7.5 pL de muestra o de inhibidor estdndar o cosmético
(3.433 mg-mL™), o de DMSO, por triplicado, de manera que la concentracion final dentro de cada

pocillo de enzima colagenasa es de 31 U-mL™.

249



Parte experimental

El inhibidor estandar utilizado es el &cido tanico y como inhibidor cosmético se us6 un
extracto de la planta de regaliz, conocida por su actividad inhibitoria y ampliamente utilizada por el
grupo de investigacién Moléculas bioactivas del Instituto de Quimica de Niza, en sus ensayos

enzimaticos.

A continuacion se afiadieron de forma manual, en los cuatro ultimos pocillos de la placa (de
los pocillos nimero 93 al 96), 157.5 yL de tampon tricina a pH 7.5y 7.5 uL de DMSO, siendo

estos pocillos el control en dicho test enzimatico.

Después se procedié a la incubacion de la placa enzimética durante 15 minutos y bajo
agitacion, pasado este tiempo se realizd una lectura de absorbancia de la placa en el
espectrofotometro a 345 nm, siendo esta lectura el blanco de nuestra sefial. Una vez determinada la
sefial del blanco, se adicionaron de forma automatica 100 uL de sustrato FALGPA 2 mM en cada
pocillo. Por ultimo, se incub6 la placa enzimética durante 30 minutos tras 2 minutos de agitacion,
para que tuviese lugar la reaccion enzimatica y el sustrato se uniese a la enzima; transcurrido este
tiempo se realiz6 la lectura de la placa a 345 nm para determinar la sefial correspondiente a la

muestra.

8.2. ENZIMA TIROSINASA

En el caso de la enzima tirosinasa se utilizd, de igual modo que en el apartado anterior, una
placa de 96 pocillos (Nunc. 96 F Untreated) y se afiadieron, de forma automatica, 150 pL de
enzima, obteniendo una concentracion final de enzima tirosinasa de 100 U-mL™ en el pocillo, y a
continuacion, por triplicado, 7.5 pL de estandar, de DMSO o de muestra. En los ultimos pocillos se
afiadieron de forma automatica 157.5 pL de tampon fosfato de pH 6.8 y DMSO, teniendo asi todos
los pocillos el mismo volumen. El inhibidor cosmético fue el mismo que el empleado en la enzima
colagenasa, mientras que se utiliz6 como inhibidor estdndar el acido kojico, como se ha

mencionado anteriormente es un buen inhibidor de dicha actividad enzimatica [144].

Posteriormente, se procedio, tras una breve agitacion, a la incubacion de la placa durante 20
minutos, al resguardo de la luz. Pasado este tiempo se llevo a cabo la lectura de la placa en el
espectrofotometro a 480 nm, longitud de onda caracteristica de la enzima tirosinasa, obteniendo asi
el valor del blanco del test enzimatico. De igual manera que en el caso anterior, se afladié en cada
pocillo 100 pL de substrato L-DOPA o L-Tirosina, consiguiendo de esta forma una concentracién
de sustrato de 0.388 mM en cada pocillo e incubando tras 2 minutos de agitacién la placa tapada
con film en oscuridad durante 20 minutos. Pasado este tiempo se realizo la lectura de la placa a

480 nm, para obtener la sefial de la muestra.
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En la figura 40, se muestra el esquema de distribuciéon de la placa enziméatica para los
ensayos con las enzimas colagenasa Yy tirosinasa. Donde M corresponde a las muestras analizadas,
todas por triplicado, R el inhibidor cosmético empleado en ambos caso perteneciente al extracto de
la planta de regaliz, A son los diferentes acidos empleados como inhibidores estandares en los

distintos ensayos y T la disolucion tampon utilizada en cada ensayo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 @ 12
A M 1 M 2 M 3 M 4

B M5 M 6 M7 M8

C M9 M 10 M 11 M 12

D M 13 M 14 M 15 M 16

E M 17 M 18 M 19 M 20

F M 21 M 22 M 23 M 24

G M 25 M 26 M 27 M 28

H M 29 R. A. DMSO T.

Figura 40. Plan de placa de la enzima colagenasa y la enzima tirosinasa.

8.3. ENZIMA ELASTASA

En una placa de 96 pocillos (Nunc 96 F. Untreated), se afladieron de forma automatica en
cada pocillo 150 pL de enzima, 7.5 pL de muestra, de estandar, de estandar cosmético o de DMSO,
por triplicado. En los dos Gltimos pocillos se afiadieron 157.5 pL de tampon tris. A continuacion se
agitd la placa durante 2 minutos y se incub6 durante 20 minutos, realizando la lectura de la placa,

finalmente, a 410 nm para obtener el blanco del test enzimatico.

Para finalizar la reaccion enzimética se agregaron a cada pocillo 100 yL de sustrato
AAAPNA 2.06 mM (0.8 mM final en el pocillo) disuelto en un tampon tris de pH 8. Posteriormente
se procedid, tras dos minutos de agitacién, a la incubacion durante 40 minutos y lectura a 410 nm

para obtener la sefial de las muestras.

Como inhibidor estandar se utilizé la quercetina, y como inhibidor cosmético se empled un
extracto de frambuesa HydraBerry (frutos del bosque) extraido por el grupo de investigacion, por
contener alto contenido de flavonoides. Estd documentada en la intoduccion de este trabajo la

elevada actividad inhibitoria de los flavonoides sobre la elastasa [199].
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8.4. ENZIMA LIPOXIGENASA

Para la realizacion del test enzimético de la enzima lipoxigénasa, a diferencia de las otros
test enzimaticos, se utilizd una placa de 96 pocillos Costar UV transparente, por la necesidad de

medir en el ultravioleta (235 nm).

Se afladieron de forma automatica 150 pL de enzima lipoxigenasa, obteniéndose una
concentracion final en el pocillo de 400 U-mL™ y posteriormente7.5 pL de muestra (100 pg-mL™

final en el pocillo), de estandar o de DMSO, por triplicado.

Al igual gque en los anteriores ensayos, se afiadieron de forma manual en los Gltimos pocillos,
y a modo de control, 157.5 pL de tampdn fosfato de pH 8; seguidamente se incub6 la placa durante
10 minutos con agitacion constante y al resguardo de la luz. Finalizado este tiempo se procedié a
realizar la lectura de la placa a 235 nm, obteniendo asi el blanco de dicho test enzimético. Se
afiadieron posteriormente de forma automatica 100 pL de la disolucién sustrato de acido linoleico,
para obtener 0.388 mM de concentracién final en el pocillo. Se procedio a agitar de 2 minutos al
resguardo de la luz y se realizé una nueva lectura a 235 nm, obteniéndose asi la sefial del blanco 2.
Finalmente, se procedi6 a la incubacion durante 50 minutos al abrigo de la luz y se realizé la

lectura de la sefial de muestra a 235 nm.

En la figura 41, se muestra la distribuciéon de la placa para los ensayos de las enzimas
elastasa y lipoxigenasa, como en el caso anterior las muestras (M) se analizaron por triplicado y en
la ultima fila de la placa se testaron los inhibidores, quercetina (Q) y el extracto de la planta regaliz

(R) asi como los controles, DMSO y tampoén fosfato (T).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A M1 M 2 M 3 M 4

B M5 M 6 M7 M 8

C M9 M 10 M 11 M 12

D M 13 M 14 M 15 M 16

E M 17 M 18 M 19 M 20

F M 21 M 22 M 23 M 24

G M 25 M 26 M 27 M 28

H M 29 R. Q. DMSO T.

Figura 41. Plan de placa de la enzima elastasa y la enzima lipoxigenasa.
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9. OPTIMIZACION DE LOS TEST ANTIOXIDANTES

9.1. POLIFENOLES

Uno de los métodos tradicionales mas empleados para determinar el contenido en polifenoles
es el método Folin-Ciocalteu (FC), que se basa en la capacidad reductora de estas sustancias. En
esta memoria se ha usado el procedimiento descrito por Herald J.T. et al. [204] que consiste, en
esencia, en adicionar en una placa de 96 pocillos, las muestras o el estandar empleado a 75 L de
agua MilliQ, seguidos de 25 uL del reactivo FC, para afiadir pasados 6 minutos 100 puL de una

solucién Na,COz a 75 g-L™ y posterior medida de la absorbancia a 765 nm.

En la figura 42 se muestra una placa de dicho test, con lo que se aprecia en la parte superior
izquierda el calibrado realizado con el &cido gélico, realizado por triplicado. Las muestras también

fueron medidas por triplicado, siguiendo el modelo de placa descrito en la parte experimental.

Figura 42. Ejemplo de placa para la determinacion de de polifenoles.

El contenido de polifenoles es directamente proporcional a la intensidad del color azul
generado en la reaccion con el reactivo fosfomolibdato / fosfotungstato. Se observa, por ejemplo,
como la muestra correspondiente a los pocillos F10, F11 y F12 posee un elevado contenido de
polifenoles, al presentar mayor intensidad de color azul.
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9.2. FLAVONOIDES

Para la determinacion de flavonoides se empled, con ligeras modificaciones en lo referente al
volumen de las disoluciones empleadas y al reactivo, el método propuesto por Herald J.T. et al.
[204]. Se usé quercetina (figura 43) en lugar de catequina (figura 44) ya que la estructura de ambas
moléculas es muy similar y las dos presentan dos méaximos de absorcion, uno correspondiente a
250-285 nm que pertenece a la banda Il y otro maximo de absorcion entre 320-385 nm
correspondiente a la banda I. [200]. La quelacién con el aluminio modifica la absorcion de la banda
I. Se afiade acetato de potasio, necesario para tener un medio bésico y se produzca dicho quelato y
evitar la precipitacion del aluminio del AICI; usado.

Banda Il

Banda |

Figura 43. Férmula estructural . . .
Figura 44. Formula estructural catequina.
quercetina, sus bandas de absorcién y

numeracién de los anillos.

La figura 45 muestra una placa de pocillos para la determinacion de flavonoides. Se observa
como en los pocillos de la primera fila, se encuentra el calibrado por triplicado. El punto més alto
del calibrado corresponde a una concentracion de 100 pg-mL™ y se encuentra en los pocillos 1, 2 y
3. A simple vista se constata como la muestra que se encuentra en la posicion D1, D2 y D3 tiene
mayor contenido de flavonoides que es el resto, ya que presenta una coloracion algo verdosa,

similar al calibrado.
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Figura 45. Ejemplo de placa para la determinacion de flavonoides.

10. PROCEDIMIENTOS ENSAYOS ANTIOXIDANTES

10.1. FLAVONOIDES

En una placa de 96 pocillos Costar UV transparente, se afiadieron 50 pL de agua y 50 pL de
DMSO en cada pocillo, seguidos de 15 uL de DMSO o muestra de concentracién 3.433 mg-mL™
en DMSO (100 pg-mL™ concentracion final en los pocillos). La gama de calibracién estandar de
quercetina hidratada se realiz6 por triplicado en los pocillos de las dos primeras filas de
250 pg-mL™?, a5 pg-mL™ de concentracion final en el pocillo.

Posteriormente se afiadieron 10 uL de una solucién de AICI; de 100 g/L, 15 pL de una
disolucidon de acetato de potasio 1 M y 100 pL de agua MilliQ. A continuacion se incubd la placa
durante 40 minutos, en oscuridad, y se procedio a leer la placa en el espectrofotometro a 415 nm.

En la figura 46 se muestra el plan de la placa en el ensayo de flavonoides, realizando un
calibrado descendente de quercetina en las primeras filas de la placa Costar UV transparente y
testando cada muestra por triplicado.

255



Parte experimental

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Estandard 1 Estandard 2 Estandard 3 Estandard 4
250 pg/mL 125 pg/mL 75 pug/mL 25 pug/mL
B eséali‘;?; E 2 M 1 M 2 M 3
C M 4 M5 M6 M7
D M 8 M9 M 10 M 11
E M 12 M 13 M 14 M 15
F M 16 M 17 M 18 M 19
G M 20 M 21 M 22 M 23
H M 24 M 25 M 26 DMSO

Figura 46. Plan de placa de flavonoides.

10.2. POLIFENOLES

Como en los casos anteriores, en una placa de 96 pocillos (Nunc 96 F. Untreated), se
afiadieron 75 pL de agua MilliQ en cada pocillo, seguidos de 15 puL de DMSO, de estandar de
calibracion &cido galico (200 pg-mL™, 100 pg-mL™*, 50 ug-mL™, 25 pg-mL™*y 12.5 ug-mL™), o de
muestra a concentracion 3.433 mg-mL™* (100 pg-mL™ final en el pocillo) en DMSO. A
continuacion, se realiz6 una primera lectura de la placa a 765 nm, después se adicionaron 25 L de
una disolucion Folin-Ciocalteu /H,O MilliQ (1:1) y se incub6 la placa durante 6 minutos bajo
agitacionen ausencia de luz. Seguidamente se afiadieron 100 puL de una solucion Na,CO; de 75

g-L, se cubri6 la placa tapada con un film y se mantuvoen un lugar oscuro durante 90 minutos.

Transcurrido este tiempo se realizé la Gltima lectura de la placa a 765 nm, consiguiendo con

ella el valor de la absorbancia de las muestras.

La figura 47 muestra la distribucion de la placa empleada para determinar el contenido de
polifenoles de las muestras analizadas, siendo M, el nimero de muestra, la cual se introduce por
triplicado.
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2 5 8 10 11 12

A Estandard 1 Estandard 2 Estandard 3 Estandard 4
250 pg/mL 100 pg/mL 50 pug/mL 25 pug/mL
estandard 5 Estandard 2

B 12.5 ug/mL 6.25 ug/mL M1 2

C M3 M 4 M5 M6

D M 7 M 8 M 9 M 10

E M 11 M 12 M 13 M 14

F M 15 M 16 M 17 M 18

G M 19 M 20 M 21 M 22

H M 23 M 25 M 25 DMSO

Figura 47. Plan de placa de polifenoles.
10.3. DPPH

Para el caso de la determinacién de los antioxidantes por el método de DPPH. Para ello se
afiadieron de forma automatica en cada pocillo de una placa de 96 pocillos (Nunc 96 F. Untreated)

150 pL de una mezcla 50:50 (v/v) EtOH/tampdn acetato de pH 5.4 de concentracion 0.1 M.

Para obtener una concentracion final de la muestra en cada pocillo de 100 pg-mL™ se
adicionaron 7.5 pL de cada muestra de extracto vegetal a una concentracion de 3.433 mg-mL™,
salvo en los nueve dltimos pocillos, en los cuales se afiadieron 7.5 uL de Trolox, de DMSO o bien
de la mezcla 50:50 (v/v) EtOH/Tampdn acetato pH 5.4 (0.1 M).

Antes de realizar la lectura de la placa a 517 nm se procedi6 a la agitacion la misma durante
2 minutos en ausencia de luz. Concluida la lectura de la placa se afiadié a todos los pocillos 100 pL
de disolucién sustrato DPPH preparada en etanol 386.25 mM, obteniendo de esta forma una

concentracion final de sustrato en cada pocillo de 150 uM.

Después de una agitacion de 2 minutos a la oscuridad se llevé a cabo la segunda lectura de la
placa a 517 nm, adquiriendo asi el valor de absorbancia del segundo control de la placa.
Posteriormente se dej6 la placa en un lugar oscuro, durante 30 minutos, para que tuviese lugar la

reaccion de DPPH, y se realiz6 una Gltima lectura a 517 nm, obteniendo asi la sefial de la muestra.

En la figura 44 de muestra el plan de la placa en el ensayo de DPPH.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A M1 M 2 M3 M 4

B M5 M 6 M7 M 8

C M9 M 10 M 11 M 12

D M 13 M 14 M 15 M 16

E M 17 M 18 M 19 M 20

F M 21 M 22 M 23 M 24

G M 25 M 26 M 27 M 28

H M 29 QT 40 Trolox DMSO

Figura 48. Plan de placa de DPPH.

11. TRATAMIENTO DE DATOS

Los datos de lectura de absorbancia se adquirieron con el software SoftMaxPro (Molecular
Devices, Wokingham, Berkshire, Reino Unido) y los porcentajes de inhibicién de las enzimas
tirosinasa, elastasa y lipoxigensa, asi como de actividad antioxidante fueron calculados con el
software Prism (GraphPad Software, La Jolla; California, EE. UU).

Como se hicieron lecturas por triplicado para cada muestra, primero se realizé la media con
su respectiva desviacion estandar, se corrigieron los valores obtenidos con la absorbancia del
DMSO, (OD control), siguiendo la formula:

1% = [(OD control - OD muestra)/ OD control]* 100
Siendo OD la densidad 6ptica.

Todos los valores se corrigen con la medida del blanco correspondiente a la absorbancia de

la muestra antes de la adicion del sustrato, es decir, la primera lectura de la placa.
Para el caso de las muestras del ensayo enzimatico de la colagenasa se emple6 la férmula:

1% = [OD muestra / (OD blanco - OD control)] *100
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Ce chapitre traite d'abord de l'optimisation, du développement et de la validation d'une
méthode d'analyse utilisant la chromatographie liquide avec spectrométrie de masse
quadripolaire/détection du temps de vol (UPLC-QTOF-MS) pour identifier et quantifier six
principes pharmacologiques actifs dans les matrices végétales Lavandula dentata, (feuilles, tige et
racines) Salicornia europaea (tige et racines) et Juncus sp. (tige et racine).

Les différents tests d'exposition auxquels les matrices végétales ont été soumises sont
également décrits en détail, évaluant l'absorption de ces composés dans chacune des especes
végétales, ainsi que I'apparition de métabolites possibles des composés fournis.

Enfin, les procédures suivies pour l'optimisation des différents tests enzymatiques et
antioxydants sont décrites, ainsi que le traitement d'extraction auquel a été soumise la récolte de
150 plantes autour du Parc National de Dofiana, et optimisation dans les différents tests

enzymatiques et antioxydants pour I'identification ultérieure des fractions positives, le cas échéant.
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1. PROCEDURES EXPERIMENTALES

1.1. OPTIMISATION DE LA SEPARATION CHROMATOGRAPHIQUE

L'objectif est d'obtenir une séparation chromatographique adéquate des six principes actifs
pharmacologiques sélectionnés dans un délai raisonnable, donc plusieurs aspects ont été pris en
compte pour l'optimisation: le choix de la colonne chromatographique, l'optimisation des

paramétres liés a la sensibilité et la sélectivité et les conditions de détection.

1.1.1. CHOIX DE LA COLONNE CHROMATOGRAPHIQUE

En tenant compte de la littérature existante, différents types de colonnes chromatographiques
ont été testés. Dans presque tous les travaux qui impliquent la séparation d'analytes avec des
caractéristiques identiques ou similaires a celles des composés analysés dans cette thése, des
colonnes en phase inverse ont été utilisées, avec une phase stationnaire de C18 apolaire, de sorte

gue les principes actifs élueront de plus polaires aumoins polaires.

Au départ, une colonne ACQUITY UPLC® BEH C18 (2.1 x 50 mm, 1.7 um) a été choisie,
pour son pouvoir de élevé résolution en utilisant un systéeme chromatographique UPLC. Malgré
I'obtention d'une bonne séparation chromatographique, la colonne présentait des problémes
d'occlusion et de détérioration avec les échantillons réels en causant des surpressions
nonassumables. Une colonne ZORBAX Eclipse XDB-C8 (2.1 x 12.5 mm, 5 um) a ensuite été
testée avec une phase stationnaire moins hydrophobe, augmentant également la taille et la longueur
des particules pour obtenir une meilleure séparation. Dans ce cas, les résultats en termes de
résolution de créte n'étaient pas entierement satisfaisants. Enfin, une colonne Agilent Eclipse XDB-
C18 (3.0 x 150 mm, 3.5 um) a été testée, ce qui a permis une bonne résolution et une séparation
des pics dans un temps raisonnable, puisque le dernier composé est élué en 7 et le développement
chromatographique est terminé en 12 minutes en mode positif et en 10 minutes en mode négatif.
C'est pour cette raison que c'est cette derniere colonne qui a été choisie. Dans tous les cas, afin
d'éviter l'influence des changements de température ambiante dans le laboratoire sur les temps de

rétention, la colonne a été thermostatée a 25°C.

Quant a la phase mobile, apres une revue bibliographique approfondie, une phase mobile
constituée d'une solution aqueuse d'acide formique (A) & 0.1 % et d'acétonitrile (B) a été testée,
cette derniére ayant une faible viscosité et donc une faible pression de service. Afin d'obtenir une
bonne résolution chromatographique des principes actifs, différents tests ont été réalisés, modifiant
les gradients de composition, en commencant toujours par la phase mobile aqueuse et en

augmentant la quantité de phase mobile organique, en optimisant trois gradients de séparation
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différents, un pour la détermination des principes actifs en mode ionisation positive, un pour le

mode ionisation négative et enfin un pour la détection en mode acquisition MS®-TOF.

Le tableau 2 montre les conditions chromatographiques optimales utilisées pour la séparation
des principes actifs dans les modes d'ionisation positive et négative pour la détection MS-TOF et
pour la détection MS®-TOF.

Tableau 2. Conditions de séparation chromatographique optimales pour la détermination des
principes actifs.

Colonne AGILENT Eclipse XDB-C18
(150 x 3.0 mm i.d. 3.5 um)

Eluants A: Acide formique 0.05 % dans l'eau

B: Acetonitrile

Flux 0.5 mL/min

Gradient:

-Mode d'ionisation positive Temps (min) A (%) B (%)
0 90 10
8 0 100
9 90 10
12 90 10

- Mode d'ionisation négative
Temps (min) A (%) B (%)

0 70 30
7 0 100
8 70 30
10 70 30

-Mode d'acquisition -MS°-TOF
Temps (min) A (%) B (%)

0 99 1
20 0 100
21 99 1
25 99 1

264



Partie expérimentale

1.2 CONDITIONS DE DETECTION PAR SPECTROMETRIE DE MASSE

Des six principes pharmacologiques étudiés dans ce travail, CBZ, FMQ, CPR et ENR ont été
ionisés en mode ESI positif, tandis que DCL et IBU ont été ionisés en mode ESI négatif car DCL
présentent une sensibilité plus élevée dans ce mode d'ionisation bien que les deux modes soient

ionisés; dans le cas des IBU, seule une ionisation en mode négatif est possible.

Une fois les modes d'ionisation de chaque principe actif sélectionnés, les parameétres
instrumentaux affectant l'ionisation ont été optimisés manuellement afin de trouver la sensibilité
maximale dans tous les principes actifs puisqu'un ajustement automatique et individualisé pour
chaque composé n'était pas possible. Le tableau 3 détaille les conditions optimales de détection de

masse utilisées en mode positif et négatif.

La résolution du spectrométre de masse TOF est d'environ 30000 a la moitié de sa hauteur
maximale pour m/z 556 (mode ionisation positive) et 22000 pour m/z 554 (mode ionisation
négative). La tension capillaire a été fixée a 1.5 kV pour l'ionisation positive et 2.0 kV pour
I'ionisation négative, avec une tension d'échantillonnage a 40 V dans les deux modes d'ionisation.
Pour le spectre MS, les données ont été acquises en mode continu entre 50 et 1000 Da, en

appliquant un temps d'acquisition de 1 seconde.

L'acquisition en mode MS/MS a été réalisée dans les conditions décrites dans le tableau 4,
I'ion précurseur a été sélectionné a l'aide de I'analyseur quadripolaire, fragmenté dans la cellule de
collision en appliquant I'énergie de collision correspondante et les spectres produits ont ensuite été
enregistrés dans I'analyseur TOF entre 50 et 800 Da. L'acquisition du mode de mesure MSe-TOF a

été utilisée pour l'identification des métabolites en mode positif et négatif.

Dans ce mode de mesure, le détecteur enregistre deux spectres complets (spectre non
fragmenté et spectre en appliquant une rampe d'énergie de fragmentation sans sélection d'ions
précurseurs) simultanément a chaque temps de rétention chromatographique, ce qui permet
I'affectation ultérieure des métabolites et des composés de dégradation, au moyen d'un traitement

par logiciel spécifique a cette fin.

Les spectres ont été acquis dans la gamme de masse de 50 a 800 Da en utilisant une énergie
de fragmentation de 6 eV pour générer le spectre de faible énergie et une rampe d'énergie de

fragmentation de 15 & 30 eV pour obtenir le spectre de haute énergie.

De plus, une sonde d'entrée de pulvérisation de référence distincte (LockSpray) a été utilisée

pour assurer la précision et la reproductibilité de toutes les analyses. Une solution d'encéphaline
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leucine, introduite & un débit de 10 pL-min™, dont les conditions de mesure sont décrites dans le

tableau 3, a été utilisée comme masses de référence 556.2681 pour l'ionisation positive (m/z

[M+H]") et 554.2615 pour l'ionisation négative (m/z [M-H]), la fréquence d'acquisition lockSpray
a été reglée sur 30 secondes, ce qui signifie que toutes les 30 secondes le débit de l'aiguille
lockSpray est introduit dans le spectrophotometre de masse pendant 0.3 seconde, donnant ainsi au
logiciel la possibilité de corriger a la volée la masse exacte de I'analyse.

L'étalonnage de I'équipement a été effectué quotidiennement dans la plage de m/z 50-1200
avec un mélange de NaOH 0.1 M et d'acide formique 10 % dans AcN:H,O (80: 20 v/v). Le logiciel
MassLynx (version 4.1), décrit au point 5 de ce chapitre, a été utilisé pour acquérir et traiter les

données.

Les températures de désolvatation et de source d'ionisation étaient élevées pour produire une
ionisation efficace des composés en raison du pourcentage élevé d'eau dans la phase mobile. Le
mode d'acquisition par balayage complet a été utilisé pour quantifier les composés, en utilisant les
chromatogrammes extraits des ions [M+H]" et [M-H]".

Le mode d'acquisition MS/MS a été utilisé pour confirmer les analytes dans les échantillons,
pour lesquels les énergies de collision de l'ordre de 6-20 eV ont été évaluées afin de produire la
fragmentation de l'ion parent dans au moins un fragment enfant ayant une abondance relative

suffisamment élevée pour pouvoir identifier ultérieurement sa présence dans les échantillons.

Le tableau 4 montre les énergies de collision optimales pour chaque composé, ainsi que la
composition élémentaire de tous les fragments obtenus en mode MS/MS. Dans le cas de I'IBU,
I'énergie de collision a appliquer devait étre trés faible en raison de I'énorme fragmentation que

subit ce composé a des énergies supérieures.
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Tableau 3. Conditions optimales de détection de masse.

Paramétre Conditions
Mode d'ionisation Positif Négatif

Tension capillaire (kV) 1.50 2.00
Tension du cone (V) 40
Température source (°C) 100
Tension de compensation (V) 80
Température de désolvantation (°C) 400
Flux gaz de nébulizacion (L/h) N, 30
Flux gaz dépoussiérage (L/h) N, 600

Conditions Lockspray

Encéphaline leucine (200 pg/uL, 20 mL/min), dans
HCOOH al 0.1 % dans AcN:H,0 1:1 (v/v)
lock mass (m/z 556.2681[M+H]"

m/z 554.2615 [M-HJ)

Fréquence a 30 s, tension capillaire 2.54 kV.
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Tableau 4. Temps de rétention, composition élémentaire des ions dans la MS et la MS/MS et énergie de collision optimale pour chaque analyte.

Composé  Composition My, lon m/z T, Energie de m/z frag. lons Formule de fragment
précurseur (min)  collision (eV)
288.1501 CisH1oFN3O
. 314.1303 Ci7H17FN50,
CPR Ci7H1gFN3O;  331.1332 [M+H] 332.1407 2.7 15
245.1084 C14H14FN,0O
268.1430 C11H17FNgO
316.1728 C18H23FN3O
ENR CioH2oFN3O,  359.1645 [M+H] " 360.1723 2.9 15 342.1618 C19H2:FN30O,
245.1090 Ci14sH14FN,O
CBz CisH12N,0 236.0950 [M+H] " 237.1024 5.0 20 194.0964 CuHioN
244.0776 CuH1:FNO,
FMQ C14H1,FNO; 261.0801 [M+H] ¥ 262.0875 5.4 20 202.0305 C11HsFNO,
220.0410 C11H/FNO;
214.04018 C1oHsN4O,
DCL+ CyH1:CILNO,  295.0167 [M+H] " 296.0240 7.2 20 250.0191 C13sH1,CLN
278.0135 Cy4H1,CILNO
IBU C13H130, 206.1306 [M-H]" 205.1230 53 6 161.1336 CuiHsg
214.0418 C1oHeN4O;
DCL-  CuHuCLNO, 2950167 [M-H]™ 2940081 5.1 20 2150504 CrHiCINO
250.0191 C13H.Cl0
278.0142 C14H1,CILNO
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2. PREPARATION D'ECHANTILLONS DE MATRICES VEGETALES

Une fois les conditions de mesure du Q-TOF-MS optimisées, la méthode de traitement des
échantillons a été affinée, I'une des étapes les plus critiques et les plus étendues en raison de la
complexité des matrices. A cet effetune méthode basée sur une extraction solide-liquide a été
développée et optimisée, sans nettoyage ultérieur de I'extrait par extraction liquide-liquide, I'extraction
en phase solide ou la microextraction en phase solide ou liquide, car ce type d'extraction produit trés
fréquemment des pertes d'une partie de la matrice végétale et donc beaucoup d'informations pour le
traitement ultérieur des échantillons lors de I'obtention des possibles métabolites.

Tout d'abord, des échantillons ont été prélevés sur différentes plantes de Lavandula dentata,
Juncus sp.et Salicornia europaea dans un environnement proche de Dofiana, notamment a Pinar del
Saltillo (Los Pinos) et Marismas del Odiel (Huelva). Les échantillons prélevés ont été nettoyés,
lyophilisés et homogénéisés a I'aide d'un broyeur électrique et ont été conservés a -80°C jusqu'a leur

analyse.

Les échantillons lyophilisés ont été dopés avec 5 mL de solution aqueuse, de concentration
adéquate, contenant tous les analytes. Pour assurer une bonne fixation a la matrice, les échantillons
dopés ont été laissés 15 minutes en agitation magnétique et en contact, au repos, pendant environ 12
heures a 4°C, puis congelés a -80°C pendant 2 heures. Aprés congélation, ils ont été lyophilisés pour

éliminer le solvant.

2.1 OPTIMISATION DU TRAITEMENT D’EXTRACTION

Afin d'obtenir les meilleures récupérations et de réduire le temps d'analyse, différents tests ont
été effectués en variant a la fois la méthode d'extraction (bain ultrasonique ou micro-ondes), ainsi que
les conditions de temps, le volume de reconstitution, la puissance appliquée, la dissolution de l'extrait
et son volume. La figure 30 montre, en détail, les différentes variables testées, ainsi que (en rouge) les
valeurs qui ont produit les meilleurs rendements d'extraction de chacun d'eux. L'optimisation a été

effectuée pour toutes les matrices végétales, obtenant des résultats similaires pour toutes.
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‘ Extraction par ultrasons ‘ ‘ Exftraction par micro-ondes ‘
| |
| | | | | | | |
‘ Extractant ‘ Temps ‘ ‘ Volume ‘ Volume ‘ Extractant ‘ Puissance ‘ Temps ‘ Volume
reconstitué reconstitué
- MeOH | |{ Smin | -{5mL | —IMeoH| | 25W | - I1min |

4 H,0O ‘ <| S0W | 4 51111'11'
ﬁ) AcN ‘ 4‘20111].11‘ *) AcN ‘ 4‘ IOOW‘ «‘101111'11‘

1 50 | H1omin| H1ome |

H,0:MeOH H,0:MeOH

Figure 30. Schéma d'optimisation pour la procédure d'extraction des analytes sélectionnés dans les

matrices de l'installation. Les conditions optimales sont indiquées en rouge.

Dans l'extraction par ultrasons avec de I'eau comme agent d'extraction pendant 5 minutes,
des taux de récupération de l'ordre de 20-70 % ont été obtenus, produisant les temps de dégradation
les plus élevés des analytes et un plus grand effet de matrice, donc I'extraction par ultrasons a été

rejetée.

Les meilleurs résultats ont été obtenus lorsque I'extraction assistée par micro-ondes a été
appliquée, les différentes puissances, les agents d'extraction, les temps et le volume final de
reconstitution ont été évalués, en utilisant toujours 5 mL comme volume fixe de I'extractant. Les
meilleures récupérations d'extraction ont été obtenues en utilisant un mélange d'AcN : H20 (1:1,
v/v) a 50 W de puissance micro-ondes pendant 5 minutes, évaporé et reconstitué l'extrait a un
volume final de 5 mL avec de l'eau, cependant, certains analytes, en particulier I'ibuproféne et la

ciprofloxacine, ont présenté des taux de récupération de 40 a 50 % environ.

Ensuite la quantité d'échantillon a traiter a été évaluée, car plus la quantité d'échantillon qui
produit des récupérations acceptables est grande, plus la quantité d'analyte pouvant étre déterminée
dans ces récupérations est faible. Pour ce faire, trois quantités d'échantillons dopés de 1.0, 0.5 et
0.25 g ont été analysées. Les résultats obtenus en termes de récupération sont présentés dans le
tableau 5; aucune différence majeure n'a été constatée lors de la modification de la quantité

d'échantillon traitée lorsque celle-ci était inférieure 2 0.5 g.

Tableau 5. Evaluation de la quantité d'échantillons.

Masse 10g 05¢9 0.25¢

Récupération ~30 % 98-45%  90-50 %
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Afin d'améliorer les faibles taux de récupération obtenus pour certains analytes, deux
traitements finaux différents de I'extrait ont été étudiés. D'une part, une simple pré-dilution a été
testée avant injection sans étape d'évaporation. Ce test a été effectué avec deux mélanges de
solvants et les résultats, présentés dans le tableau 6, ont montré qu'une dilution de 1:5 de I'extrait
avec un meélange de H,O:AcN (1:1, v/v) réduit considérablement I'effet de la matrice, ce qui permet

d'améliorer les taux de récupération jusqu'a 70-98 %.

Tableau 6. Evaluation du mélange d'agent d'extraction.

Dissolution AcN:H,O MeOH:H,O
Récupération 70-98 % <50 %

D'autre part, afin d'obtenir une plus grande pré-concentration de l'extrait, une procédure
d'évaporation suivie d'une reconstitution de I'extrait avec différents solvants ou mélanges de
solvants a été testée, obtenant de faibles récupérations (tableau 7), probablement dues a la
suppression de l'ionisation par un effet de matrice non désiré. Pour toutes ces raisons, une
extraction avec des micro-ondes a une puissance de 50 W pendant 5 minutes et une dilution
subséquente de 1:5 (v/v) avec un mélange de H,O : AcN (1:1, v/v) ont finalement été choisies

comme conditions optimales

Tableau 7. Evaluation de la pré-concentration de I'extrait avec différents solvants.

Evaporation oFf% MeOH AcN H,O AcN:H,O MeOH:H,O AcN:FA Rien
Récupéracion 20-50% <50% <40% 20-80% ~40% ~30% <50% 90-50%

Selon les données obtenues, on obtient la procédure optimale suivante, qui sera celle

appliquée aux matrices végétales et aux analytes décrits dans ce rapport.

A 0.5 g d'échantillon lyophilisé et homogénéisé¢, 5 mL de AcN : H,O (1:1, v/v) ont été
ajoutés et soumis a une extraction par micro-ondes en appliquant une énergie de 50 W pendant 5
minutes, puis les échantillons ont été centrifugés pendant 20 minutes a 6000 rpm. Un mililitre de la
solution a été dilué avec 4 mL d’AcN : H,O (1:1, v/v) et finalementfiltré a travers un filtre de 0.2
pm avant injection dans I’'UPLC. La figure 31 montre schématiquement la procédure d'extraction

proposeée.
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N ()

0.5 o échantillon Addition 5 mL Extractmn T Dilution 1:5 Microfiliration  Ljection
Ivophilisé AcN:H,O0  micro-ondes 6000 tpm/20 min AcN:H,0 02 um UPLC
yopatise (1:1,v%)  50W,5min P (1:1.3/%) s

Dissolution
Figure 31. Procédé d'extraction optimisé pour I'extraction des analytes sélectionnés dans les matrices
végétales.

2.2. VALIDATION DE LA METHODOLOGIE PROPOSEE

La définition ISO de la validation appliquée aux méthodes d'analyse pourrait étre interprétée
comme le processus par lequel il est établi, par des études expérimentales, que la capacité de la

méthode satisfait aux exigences de I'application analytique requise.

Aujourd'hui, nous disposons d'une grande variété de documentation sur la validation des
méthodes analytiques et plusieurs organisations promeuvent leur diffusion et leur importance,
comme I'AOAC (Association of Official American Chemists), I''CH (International Conference on
Hermonization), EURACHEM (European Analytical Chemistry), USP (United States
Pharmacopoeia), CDER (Center for Drug Evaluation and Research), EMA (European Medicines
Agency), etc.

La validation de la méthodologie utilisée dans ce travail a été effectuée conformément aux
recommandations de I'lCH (Guidance for industry 1996), du CDER (Reviewer guidance validation
of chromatography methods, 1994) et 'EUROCHEM/CITAC (Guide, Quantifying Uncertainty in
Analytical Measurement second ed, 200, 1998) publiées dans Guidelines for the validation of
analytical methods and procedures EURACHEM 1998, ICH 1996 et CDER 1994.

La méthode proposée a été validée en vérifiant les paramétres de qualité de la méthode
d'analyse, pour laquelle les parametres suivants ont été principalement pris en compte: linéarité,

sensibilité (limite de détection et de quantification, effet de matrice, précision et récupération).
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2.2.1. LINEARITE

Dans une méthode d'analyse, la linéarité est définie comme la capacité, dans une plage
donnée, d'obtenir des résultats directement proportionnels a la concentration de I'analyte dans
I'échantillon.

Afin d'évaluer la linéarité, il a été établi comme critére que le coefficient de régression
linéaire des lignes d'étalonnage obtenues pour chacun des principes actifs était supérieur a 0.99 et
que I'écart type relatif de la pente était inférieur a 5 %.

Pour ce faire, des courbes d'étalonnage ont été préparées dans la matrice enrichie a dix
niveaux différents de concentration dans la plage de 0.5 & 500 ng-mL™. Les résultats obtenus pour
tous les composés analysés dans les trois matrices différentes ont satisfait aux criteres établis,
obtenant des valeurs comprises entre 0.9991 et 0.9967 pour le coefficient de régression et des
écarts-types mérores relatifs de 5 % dans tous les cas dans la gamme des concentrations étudiées.

2.2.2. SENSIBILITE: LIMITES DE DETECTION ET QUANTIFICATION

La sensibilité est définie comme la pente de la courbe d'étalonnage a une concentration
spécifique de l'analyte, mais elle n'est généralement pas utilisée en tant que telle dans les
procédures de validation analytique ; on utilise plutét des paramétres qui lui sont inversement liés,

comme la limite de détection (LOD) et la limite de quantification (LOQ).

La LOD est définie comme la plus faible concentration ou quantité d'analyte fournie par un
instrument, a un signal autre que le signal "blanc" ou "bruit de fond", étant cette concentration
d'analyte détectée mais non quantifiée, pour cela nous utiliserons la LOQ qui est la plus faible
guantité d'analyte qui peut étre déterminée avec un niveau raisonnable de précision. Le tableau 8
montre les limites de détermination et les limites de dosage instrumentales et méthodologiques

pour les six principes actifs.

Comme les limites de quantification (LDQ) des six composés pharmaceutiques FMQ, CBZ,
ENR, CPR, DCL", IBU et DCL" se situent entre 7.22 et 125 ng-g'l, on peut dire que la méthode
proposee présente une sensibilité suffisante pour son application future dans la détermination des
principes pharmacologiques actifs des matrices végétales qui seront soumises aux essais

d'exposition.
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2.2.3. LA PRECISION

Pour évaluer la précision de la méthode, on a étudié la répétabilité (sur une journée) et la
précision intermédiaire (sur différents jours). Pour évaluer la répétabilité, six répétitions de 0.5 g
d'échantillon lyophilisé de chaque matrice végétale ont été analysées a un niveau de 100 ng-g™ le
méme jour. Pour évaluer la précision intermédiaire, trois réplicats de 0.5 g d'échantillon lyophilisé
de chaque matrice ont été analysés a un niveau de 100 ng-g™ sur six jours différents pendant trois
semaines. Dans le cas de la répétabilité, les écarts-types relatifs (RSD) obtenus variaient de 2.5 a

4.3 %, tandis que les valeurs RSD obtenues pour la précision intermédiaire variaient de 5.1 a 7.2 %.
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Tableau 8. Limites instrumentales de détection et de quantification (ILOD et ILOQ) et méthode correspondante dans chaque matrice végétale.

Matrice FMQ CBz CPR ENR DCL+ IBU DCL-
ILOD (ng-mL™) 0.31 0.25 0.42 0.44 0.56 151 1.43
ILOQ (ng-mL™) 1.03 0.83 1.40 1.47 1.87 5.03 4.77
) ) Tige 5.72 6.25 5.25 6.41 4.26 20.8 15.3
Salicornia eu. i
Racine 5.54 6.16 4.21 5.92 2.16 18.3 13.2
Tige 4.85 5.48 531 7.92 8.47 30.2 22.1
. Juncus sp. i
LOD (ng-g™) Racine 4.64 4.83 4.95 6.54 6.32 10.9 14.8
Feuille 3.78 4.62 5.32 9.22 7.21 25.2 15.7
Lavandula :
Tige 7.75 6.25 10.5 11.0 14.0 37.7 35.7
dentata
Racine 5.22 5.45 6.41 5.38 7.35 32.5 15.7
) ) Tige 19.1 20.8 17.5 21.4 14.2 69.3 51.0
Salicornia eu.
Racine 18.5 20.5 14.0 19.7 7.22 61.0 44.1
Tige 16.2 18.3 17.7 26.4 28.2 101 73.7
Juncus sp. i
LOQ (ng-g™) Racine 15.5 16.1 16.5 21.8 21.1 36.3 49.3
Feuille 12.6 15.4 17.7 30.7 24.0 84.0 52.3
Lavandula :
Tige 25.8 20.7 35.0 36.7 46.7 125 119
dentata
Racine 17.4 18.2 21.4 17.9 24.5 108 52.3
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2.2.4. EVALUATION DE L'EFFET DE MATRICE

Comme décrit précédemment dans la bibliographie [193]. L'effet de matrice lors de
I'utilisation de la source d'électrospray est trés fréquent dans le cas de matrices complexes telles que
celles de cette these et provoque des effets indésirables sur l'ionisation, il est donc normal de
recourir & un étalonnage interne (étalonnage par matrice). L'effet de matrice a été évalué en
comparant les pentes des lignes droites obtenues par étalonnage externe a partir d'étalons préparés
dans le solvant par dilution de la solution mére concentrée et I'étalonnage matriciel pour chaque
partie de la plante analysée (racine, tige et feuille) et chaque type de matrice végétale étudié. Un

effet de matrice (ME) en pourcentage a été calculé a partir de lI'expression:

S
ME (%) = [s_m — 1] x100
e

Sm: pente de la ligne obtenue dans la matrice.
Se: pente de la ligne d'étalonnage externe.

Considérant que des valeurs égales a zéro impliguent l'absence d'effet de matrice, des valeurs
supérieures a zéro impliquent une amélioration de l'ionisation et des valeurs inférieures a zéro
impliquent une suppression de l'ionisation. Plus précisément, les valeurs inférieures a 20 % étaient
considérées comme un effet de matrice faible, les valeurs comprises entre 20 et 40 % comme un
effet de matrice moyen, tandis que les valeurs comprises entre 40 et 60 % étaient considérées
comme un effet de matrice élevé, les valeurs supérieures a 60 % comme un effet de matrice trés

élevé.

La figure 31 montre les pourcentages d'effet de matrice obtenus dans l'analyse des
différentes parties des plantes analysées. Comme on peut l'apprécier, 'ENR et le CPR sont les
composeés qui souffrent en général d'un grand effet de matrice, mais le plus grand effet de matrice
est présenté par I'lBU dans Juncus sp. Le FMQ est le composé qui présente le moins d'effet de
matrice, environ 30 % en Salicornia eu. matrice et environ 10 % pour le reste des matrices des
plantes. L'existence d'un effet de matrice a donc forcé Il'utilisation d'une procédure de calibration

matricielle pour I'analyse quantitative des composés étudieés.
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m TigeJuncus sp. Facine Junicus sp.
m Feuille Lavandila dentata m Tige Lavandila dentata
Racine Lavandila dentata B Tige etracine Salicornia ei
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o uf¥ o
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FLM cBZ CPR ENR DLC+ IBU DLC-

Figure 32. Représentation graphique des pourcentages de I'effet de matrice (ME) dans les différentes

matrices végétales étudiées.

2.2.5. PRECISION: TESTS DE RECUPERATION

La précision d'une méthode analytique marque la proximité d'un résultat par rapport a la

valeur considérée comme réelle. 1l existe plusieurs procédures pour évaluer I'exactitude:
- Application de la méthode a un matériau de référence certifié (CRM).
- Comparaison des résultats avec une méthode standard.
- Essais de récupération par fortification des échantillons.

Puisqu'il n'y a pas de matériaux de référence contenant les analytes dans nos matrices, ni de
méthodes standard dans ce cas, des tests de récupération ont été utilisés sur des échantillons
fortifiés selon la procédure décrite dans la section 2. Les pourcentages de récupération ont été
calculés a partir de pourcentages triplés en pourcentage du composé extrait, a deux niveaux de

concentration, faible (50 ng-g™ pour le mode ESI+ et 150 ng-g™* pour le mode ESI-) et élevé (500
ng-g™).

Les tableaux 9 et 10 montre les résultats obtenus, comme on peut I'observer, en général les
taux de récupération se situent entre 60 et 107 %, soulignant les taux de récupération élevés
obtenus pour le CBZ dans toutes les matrices évaluées, en général les taux de récupération de
I'ENR et du CPR étaient d'environ 70 %, ceci est conforme aux résultats obtenus précédemment par

les autres auteurs Hu et al. [194] pour les matrices végétales, I’IBU montre un taux de récupération
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de 70 % pour la plupart des matrices et le DCL entre 80 et 90 % pour les matrices de récupération
des DCL.

La FMQ était le principe actif qui montrait le plus de dépendance avec la matrice, puisque
les résultats obtenus pour la tige se situaient dans tous les cas entre 90 et 100 %, néanmoins de
faibles récupérations ont été obtenues, autour de 60 %, dans la racine de la Salicornia eu. et
Lavandula dentata.
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Tableau 9. Récupération obtenue pour FMQ, CBZ et CPR dans les différentes matrices végétales.

Matrice

N Tige
Salicornia europaea )
Racine
Tige
Juncus sp. h
Racine
Feuille
Lavandula dentata Tige

Racine

50 ng-g*
100 £ 15
67.1+6.4
89.6+84
97.7+55
100 £ 8.9
87.8x7.8
60.1+2.2

500 ng-g™*
105+ 10
87.1+10
77.3£9.0
87.6+59
90.1+11
97.8+12
70.3+£5.2

50 ng-g*
100.9+7.6
66.5 = 0.6
99513
100 £ 8.7
884+54
77.5+0.2
107 £ 8.9

500 ng-g™
90.3+5.7
67.1£6.5
89.9+94
97.7+34
90.6 £9.9
77872
80.1+6.2

50 ng-g*
75.7+2.8
75.7+£0.2
72105
71.2 £ 3.6
70422
78223
725%0.3

Tableau 10. Récupération obtenue pour ENR, DCL et IBU dans les différentes matrices végétales.

Matrice

) ) Tige
Salicornia europaea -
Racine
Tige
Juncus sp. ;
Racine
Feuille
Lavandula dentata Tige

Racine

50 ng-g™
625+ 15
74.1+0.2
72.1+0.1
745+ 0.6
71.2+52
78.3+8.4
66.9+ 0.8

500 ng-g*
71.2+3.6
75.6+£6.9
75.0+£5.0
785+6.4
71.3+4.3
77923
74.1+9.3

50 ng-g™
95.6 +34
61.5+3.8
101 +13
78.1+1.6
100. £ 6.8
68.9+ 34
721+1.1

500 ng-g™
99.8+24
89.2+7.6
95.1+5.1
88.8+2.9
89.7+9.6
96.3£6.9
92812

150 ng-g™
75.2+19
82.7+1.1
69.3+9.4
65.7+1.1
81.9+5.1
70515
79.4£5.6

CPR

IBU

500 ng-g™
69.2+5.6
73.2+6.5
65.3+7.9
81673
77.0+84
82.3+4.9
66.8 + 2.6

500 ng-g*
69.8+7.6
754+ 4.6
41277
70.0+£6.6
67.9+23
70.7+4.8
73.2+0.9
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3. ESSAIS D'EXPOSITION

3.1. ESSAIS D'EXPOSITION: LAVANDULA DENTATA

Huit plantes de Lavandula dentata ont été utilisées pour les essais d'exposition, de 30 a 40
cm de haut, qui ont été divisés en deux groupes : six plantes pour le test d'exposition et deux
plantes en tant que groupe témoin.

Les plantes du groupe exposé ont été irriguées en double avec des solutions aqueuses
contenant les analytes & différentes concentrations (10 mg-L™, 700 pg-L™ et 10 pg-L™). Les plantes
ont été irriguées tous les deux ou trois jours (selon I'numidité du substrat) avec 20 mL de ces
solutions, pour un total de 30 jours. Les deux plantes du groupe témoin ont été irriguées pendant la

méme période et avec le méme volume d'eau sans analytes.

Tous les 7 jours, soit I'équivalent de trois arrosages, des coupes étaient effectuées dans
chaque plante, coupant a la fois la tige et les feuilles, et chaque type d'échantillon était soumis a la
procédure d'extraction proposée. L'échantillon correspondant a la racine n'a été prélevé, pour des
raisons évidentes, qu'a la fin de I'essai, en prélevant également un échantillon du substrat. La figure
33 montre le schéma des tests d'exposition.

¢ Chaque 2 ou 3 jours
20 ml de dissolution
dopant

N

AR IALE

10mgL? 700 pugL! 10 pugL! Contrdle

Feuille

Tige

Chaque 7 jours

Figure 33. Scheme du test exposure avec Lavandula dentata.

(* Laracine a été extraite a la fin de I'essai).
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Apres sept jours, c'est-a-dire a la quatriéme dose, les plantes qui étaient sous irrigation avec
de fortes concentrations ont commencé a acquérir une légére couleur jaune, tandis que les autres
plantes de l'essai, ainsi que les contréles, n'ont subi aucun changement visuel, maintenant I'odeur

caractéristique de lavande.

Au cours de la deuxiéme semaine, non seulement les plantes soumises a de fortes
concentrations se sont considérablement détériorées, mais les plantes exposées a une concentration

de dilution intermédiaire (700 ng-mL™) ont également commencé a perdre I'odeur de lavande.

A la fin de la troisieme semaine, les plantes dopées a forte concentration étaient
pratiqguement séches (toute la plante grise), avec les tiges a I'envers. Les plantes qui ont recu une
concentration de dilution intermédiaire ont subi un changement trés radical avec une apparence
semblable a celle des plantes exposées a de fortes concentrations. Ceux qui ont été exposés a de
faibles concentrations ont commencé a avoir des feuilles a I'envers, mais en conservant lI'odeur de

la lavande.

Au cours de la quatrieme semaine, seules les plantes soumises a de faibles concentrations se
sont détériorées davantage, tandis que le reste des plantes n'‘ont pas montré de dégradation
supplémentaire. Tout au long de I'essai, le groupe témaoin, irrigué avec de I'eau normale, a conservé

son aspect normal tout en conservant I'odeur de lavande.

3.2. ESSAIS D’EXPOSITION: JUNCUS SP.

Comme dans l'essai de Lavandula dentata, sur un total de huit plantes, deux groupes ont été

divisés, les plantes testées pour I'exposition et les plantes témoins.

Pendant la premiéere semaine, toutes les plantes ont été arrosées avec 20 mL d'eau chaque jour, car
Juncus sp. est une plante qui a constamment besoin d'un substrat humide. Cependant, ce volume
n'était pas suffisant pour une plante qui a besoin d'avoir des conditions d'humidité optimales dans le
substrat, car le substrat était parfois sec. Aprés sept jours, la premiére coupe des tiges a été faite

(car la plante n'avait pas de feuilles).

La semaine suivante, le volume d'irrigation a été augmenté (50 mL) car une légere
sécheresse a été observée dans le substrat pendant la premiére semaine d'irrigation. Au cours de
cette semaine, on a observé que les plantes soumises & de fortes concentrations d'analytes ont
commencé a acquérir une couleur jaune péle, tandis que les autres n'ont pas connu de changement

visuellement perceptible.
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Au cours de la troisieme et de la quatriéme semaine, un volume de 50 mL a continué d'étre
administré a toutes les plantes chaque jour, et les tiges correspondantes ont été coupées a la fin de

chaque semaine, coupant environ trois a cing tiges de chaque plante.

Au cours de la troisieme semaine, les plantes exposées a une concentration intermédiaire de
dissolution dopante ont commenceé a perdre leur couleur vert vif caractéristique, tandis que les deux
plantes exposées a de fortes concentrations ont perdu leur rigidité, leur flexion, c'est-a-dire qu'elles
ont commence a se flétrir, tandis que les plantes soumises a de faibles concentrations, ainsi que les

blancs n'ont subi aucun changement pendant cette semaine.

Au cours de la quatrieme et derniere semaine d'essai, les plantes exposées a des
concentrations élevées et intermédiaires ont completement disparu et les plantes exposées a de
faibles concentrations ont commencé a montrer des changements évidents dans leur détérioration,
acquérant une couleur verte opaque. Les plantes controles n'ont montré aucun changement tout au

long de I'essai.

A la fin de l'essai, la racine de la plante a été analysée et une partie du substrat a été

conservée pour analyse ultérieure.

3.3. ESSAIS D’EXPOSITION: SALICORNIA EUROPAEA

Dans le cas de l'essai d'exposition a la Salicornia europaea, 10 plantes de Salicornia
europaea, cultivées dans du sable de coco, dans des plateaux cellulaires en polystyréne de 5 x 5 cm
et environ 2 plantes par cm? ont été utilisées. Ces plantes ont été acquises 8 AGRO-ON (Faro,

Portugal).

Dans ce cas, pour maintenir le méme mode d'essai que dans Lavandula dentata et Juncus
sp.deux plantes ont été sélectionnées a chaque concentration, en utilisant les plantes restantes

comme cibles (quatre plantes).

Les plantes ont été irriguées avec 10 mL de solutions aqueuses contenant les analytes a
différentes concentrations (10 mg-L™, 700 pg-L™ et 10 pg-L™) tous les deux ou trois jours, arrosant

les témoins uniquement avec de l'eau.

Comme dans le cas des Juncus sp. n'ayant pas de feuilles de cette plante, ont été coupées
entre 4 et 5 tiges de chaque plante aprés chaque semaine d'essai, au cours de la premiere semaine,

les plantes a fortes concentrations ont connu un grand changement, perdant la rigidité dans les tiges
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et acquérant une couleur grisatre, les plantes exposées a faibles et intermédiaires concentrations ont

perdu la couleur verte et charnues dans les tiges.

Au cours de la deuxieme semaine, les plantes exposées a de fortes concentrations se sont
considérablement détériorées, toutes les tiges étaient a I'envers et presque toute la plante était fanée,
mais les plantes a concentrations intermédiaires et faibles n‘ont pas changé par rapport a la semaine
précedente. Dans le cas des blancs, elles sont restées inchangées.

Au cours de la troisitme semaine, les plantes exposées a de fortes concentrations étaient
complétement mortes, tandis que le reste des plantes exposées s'aggravait encore, de sorte que
I'essai a été terminé cette semaine-la et que la quatrieme semaine d'essais d'exposition n'a pu étre

effectuée. Les installations de contréle sont restées inchangées.

Comme pour les plantes précédentes, la racine a été analysée en dernier lieu, aprés toutes les
tiges et aprés avoir terminé I'essai, dans ce cas un échantillon de substrat n'a pas été prélevé, car
étant cultivé dans du sable de coco, il ne peut étre utilisé pour les analyses ultérieures.

Comme pour les plantes précédentes, la racine a été analysée en derniére instance, une fois

I'essai terminé.
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Figure 34. Chromatogrammes ioniques totaux (TIC) et extraits d'un échantillon de tige de Juncus sp. avec tous les analytes & 25 ng-g*. a) Diclofénac- ;

b) Enrofloxacine+ ; c) Ciprofloxacine+ ; d) Fluméquine+ ; €) Carbamazépine+ ; f) Diclofénac+ ; g) Ibuproféne- ; h) Chromatogramme par ionisation totale

négative ; i) Chromatogramme par ionisation positive.
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Figure 35. Spectre de masse d'un
Fluméquine+; e) Carbamazépine+ ; f) Enrofloxacine+ ; g) Ciprofloxacine+.

échantillon de tige Juncus sp. avec tous les analytes & 25 ng-g™. a) Ibuproféne- b) Diclofénac- ; c) Diclofénac+; d)
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4. DETERMINATION DE LA TENEUR EN AZOTE DES SUBSTRATS

La méthode Kjeldahl a été utilisée pour déterminer la teneur totale en azote organique et
minéral d'échantillons de substrat provenant de plantes soumises aux essais d'exposition Lavandula
dentata, Juncus sp. et Salicornia eu. Cette méthode consiste en la digestion humide de I'échantillon
et le titrage acido-basique, selon la méthode décrite par Moreno Ramén H., Ibafiez Asensio S.
[195]. Les substrats des différentes matrices végétales ont été analysés en double en prélevant 1 g

de chaque échantillon de substrat de chaque essai a différentes concentrations d'analyte.

L'échantillon de sol est digéré avec du H,SO, et un mélange catalytique a haute température
pour transformer la matiére organique de I'échantillon en dioxyde de carbone et en eau. Les
groupes amine ou amide sont gquantitativement transformés en ion ammonium, tandis que l'azote
dans un état d'oxydation plus élevé (nitrates, nitrites ou groupes nitro, azo ou azoxi) est transformé
dans le processus de digestion en azote élémentaire ou ses oxydes qui ne sont pas retenus dans le

récipient collecteur [195].
Norg + H2SO, (ac) ——— > (NH,),SO, (ac) + H,0 (I) + CO, (g) + Sous-produits

Apreés alcalinisation de I'échantillon, I'ammoniac obtenu est distillé, condensé et recueilli dans une
solution d'acide borigue et titré avec de l'acide sulfurique pour déterminer la teneur totale en azote,
jusqu'a ce que l'indicateur Shiro-Tashiro (bleu méthylene et rouge méthyle) passe du vert initial au
violet [195,196].

(NH,)2SO4 (ac) + 2 NaOH (ac) ——»  NH3(g) + Na;SO,4 + H,0O (1)

NH; (g) + HsBOs (ac) ——»  NH, (ac) + H,SO5

5. OBTENTION DE METABOLITES

Le logiciel MetaboLynxTM XS Training MassLynx 4.1 a été utilisé pour identifier les
métabolites et les produits de dégradation possibles obtenus lors de I'exposition des trois matrices

végétales a des solutions aqueuses contenant les analytes a différentes concentrations.

Grace a ce logiciel, il est possible de détecter rapidement un grand nombre d'analytes
possibles dans la matrice, avec un haut degré de sensibilité et de résolution. Il permet d'interpréter
et de convertir les données en informations significatives, avec la création de petits profils
moléculaires identifiant ainsi les métabolites possibles ainsi que les voies métaboliques et les

formules moléculaires correspondantes [197, 198].
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Metaboliynx permet la détection et I'identification de composés xénobiotiques pour I'étude
du métabolisme des médicaments in vitro et in vivo, en détectant les biotransformations sans
nécessiter de prédictions métaboliques, en comparant chague échantillon métabolisé avec un
échantillon témoin (parent) qui obtient les métabolites attendus. Il est également possible

d'effectuer la recherche inattendue de métabolites en I'absence d'un contrdle [198].

Les échantillons analysés par UPLC-Q-TOF-MS, sont traités par le logiciel qui utilise un
algorithme qui permet la comparaison des données des analytes avec celles de I'échantillon de
contréle en fixant les pics liés a la matrice, évitant la production d'une liste ingérable de faux pics
positifs de métabolites ou des affectations incorrectes. Cet algorithme évalue les différentes
structures du spectre ionique des fragments de drogues pour évaluer et identifier automatiquement
les fragments sur la base d'une série dalgorithmes chimigquement intelligents basés sur les

déconnexions systématiques et réalisables de la structure précurseur [198].

Le tableau 11 montre les voies métaboliques choisies pour le traitement des échantillons
obtenus apres les essais d'exposition. La sélection des voies métaboliques a été faite sur la base
d'informations bibliographiques prenant en compte les plus probables pour le type de matrices et de

composes sélectionnés dans cette these.

Tableau 11. Voies métaboliques et augmentation massive des métabolites attendus.

Voie métabolique Formule Masse (mDa)
Reduction +H, +2.0157
Hydroxylation +0 +15.9949
Hydration +H,0 +18.0106
Sodiado +Na +22.9898
2 x Hydroxylation +0, +31.9898
Acetylation +C,H,0 +31.9898
Demethylation -CH, -14.0157
Alcohols dehydration -H,0 -18.0106
Deethylation -C,H, -28.0313
Hydroxymethylene loss -CH,O -30.0106
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6. EXTRACTION DE PLANTES POUR TESTS ENZYMATIQUES

Une collection de 150 plantes a été collectée dans le PND et les régions avoisinantes, sur
lesquelles ont été effectués les différents ensembles d'essais enzymatiques décrits dans le présent
rapport (section 8). Les échantillons ont été broyés a l'aide d'un broyeur, congelés pendant au moins
trois heures, puis lyophilisés et conservés dans un congélateur (-80°C) jusqu'a leur extraction pour
analyse.

Aux fractions de 100 mg de matiére seche de chaque plante, on a ajouté 50 mL de chacun
des solvants suivants : hexane, éthanol, eau : éthanol (1:1, v/v) et acétate d'éthyle. Aprés les avoir
conservés pendant 15 minutes dans un bain a ultrasons, ils ont été filtrés a travers du papier filtre et
le solvant s'est évaporé a sec. Chaque résidu a été dilué avec du diméthylsulfoxyde (DMSO),
maintenu pendant 10 minutes dans un bain ultrasonique et agité en vortex pour assurer
I'nomogénéisation de la solution. Chaque échantillon a ensuite été centrifugé pendant 10 minutes a
6000 tr-min™. Enfin, la solution dans le DMSO a été de nouveau diluée a une concentration finale
d'eppendorf de 3.433 mg-mL™, de maniére & obtenir une concentration de 100 pg-mL™ de chaque
échantillon dans le puits des plaques utilisées.

7. OPTIMISATION DES CONDITIONS ENZYMATIQUES POUR LE
TEST DE LA TYROSINASE

Pour déterminer les conditions dans lesquelles l'activité enzymatique de la tyrosinase est
optimale, différents tests ont été effectués, modifiant les variables pH, concentration enzymatique

et concentration du substrat. Détermination de l'activité de la tyrosinase par spectrophotométrie.

Dans les dosages enzymatiques des enzymes restantes, la collagénase, la lipoxygénase et
I'élastase, des protocoles précédemment optimisés par le groupe de recherche; molécules bioactives
de I'Institut de Chimie de Nice, Stierlin E. et al. [199], ont été utilisés, selon les méthodes

expérimentales décrites dans le présent rapport.

Dans ces essais, I'enzyme tyrosinase champignonniére a été utilisée, car elle présente de
nombreuses similitudes structurelles avec l'enzyme tyrosinase mammifere, qui est rarement
utilisée, car elle est trés colteuse [144]. L'affinité des inhibiteurs pour I'enzyme mammifére est
généralement plus faible que lors de I'utilisation de I'enzyme champignon, ce qui entraine des "faux
positifs”, par exemple des extraits individuels ou des molécules qui inhibent la tyrosinase du

champignon, mais qui sont inefficaces dans la tyrosinase mammalienne. Par conséquent, certaines
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études récentes ont commencé a utiliser des extraits bruts de mélanocytes humains comme source

d'enzymes [144].

Dans tous les tests enzymatiques, différents inhibiteurs standard ou témoins positifs bien
connus comme inhibiteurs de cette enzyme ont été utilisés. De plus, le DMSO a été utilisé comme
témoin négatif, ce qui a permis de déterminer le pourcentage d'inhibition de chaque enzyme [144].

Selon les données disponibles dans la bibliographie, le moyen pour que I'enzyme agisse
correctement doit étre dans un tampon phosphate a un pH entre 6 et 8 [199].

La figure 36 montre I'évolution de l'activité enzymatique de la tyrosinase en fonction du pH

du tampon phosphate utilisé.
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Figure 36. Activité enzymatique de la tyrosinase en fonction du pH.

Au vu des résultats, la courbe la plus sigmoide présentant une plus grande stabilité a
température ambiante correspond a un pH de 6.8, ce qui est le plus largement utilisé dans les essais
réalisés avec I'enzyme tyrosinase [201, 202, 203]. Par conséquent, un tampon phosphate de pH 6.8

a été choisi pour les essais avec cette enzyme.

Les échantillons et les contrdles ont été mesurés dans les mémes conditions, en ajoutant dans
le puits : 150 pL d'enzyme diluée dans un tampon phosphate a pH 6.8, 7.5 pL de DMSO et 100 pL
de substrat. 1l est conclu que la meilleure courbe enzymatique est obtenue avec une concentration
enzymatique de 100 U-mL™ puisqu'elle fournit une courbe sigmoide pour un suivi adéquat de

I'évolution de la réaction enzymatique (figure 37).
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Figure 37. Activité enzymatique de la tyrosinase en fonction de la concentration enzymatique.

Par conséquent, pour effectuer le test enzymatique de lI'enzyme tyrosinase, on a utilisé un

tampon phosphate a pH 6.8 et une concentration enzymatique de 100 U-mL™ dans le puits de la

plaque.

Pour déterminer la concentration optimale du substrat, différents tests ont été effectués en
faisant varier la concentration du substrat (0.5, 1, 1.5 et 2 mM), qui est équivalente aux
concentrations finales dans le puits de 0.194, 0.388, 0.582 et 0.776 mM, respectivement, avec une
concentration enzymatique de 100 U-mL™ dans 50 mM de tampon phosphate & pH 6.8. Comme on
peut I'observer sur la figure 38, la concentration du substrat 1 mM est celle qui présente une
cinétique plus réguliére et une courbe plus sigmoide en augmentant le temps de la réaction
enzymatique, complétant dans sa totalité la réaction enzymatique contrairement a la concentration

de 1.5 mM dont la ligne de tendance commence a perdre la courbure ce qui ne permet pas que la

réaction soit terminée.
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Figure 38. Activité enzymatique de la tyrosinase en fonction de la concentration du substrat.

L'acide kojique a été utilisé comme inhibiteur de référence parce que, comme nous l'avons
mentionné ci-dessus, il présente une inhibition compétitive en présence de L-Tyrosine et non
compétitif avec le substrat L-DOPA, tandis que l'inhibiteur de l'arbutine inhibe la tyrosinase en

forme competitif.

Nous utiliserons l'acide kojique comme inhibiteur de référence puisque, tel que mentionné
ci-dessus, il présente une inhibition compétitive en présence de L-Tyrosine et n'est pas compétitif

avec le substrat L-DOPA, alors que l'inhibiteur d'arbutine inhibe la tyrosinase en compétition.
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Figure 39. Progrés de la réaction enzymatique de I'acide kojique avec la tyrosinase en fonction

de sa concentration, en utilisant la L-Tyrosine comme substrat.
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Au vu des résultats, on peut dire que la meilleure concentration d'inhibiteur est de 3.43 mM
d'acide kojique (0.1 mM dans le puits) avec une concentration de substrat L-Tyrosine de 1 mM,
soit 0.388 mM dans le puits, car la courbe de réaction est paralléle a celle du contréle, indiquant
gu'aucune activité enzymatique ne se manifeste. Ceci est conforme a la littérature révisée puisque

I'acide kojique inhibe I'enzyme de fagon compétitive en présence de L-Tyrosine [144, 205].

8. PROTOCOLES POUR LES TESTS ENZYMATIQUES

8.1. ENZYME COLLAGENASE

Pour le dosage de I'enzyme collagénase, 150 L de cette enzyme diluée dans une solution
tampon tricine a pH 7.5 ont été automatiquement ajoutés a une plaque de 96 puits (Nunc 96 F. Non
traité), suivis de 7.5 pL d'échantillon ou d'inhibiteur standard ou cosmétique (3.433 mg-mL™), ou
DMSO en triple exemplaire, afin que la concentration finale dans chaque puits de collagénase soit
31U-mL™,

L'inhibiteur standard utilisé est I'acide tannique et comme inhibiteur cosmétique un extrait de
la plante de réglisse a été utilisé, connu pour son activité inhibitrice et largement utilisé par le
groupe de recherche ; Molécules bioactives de I'lnstitut de chimie de Nice dans leurs essais

enzymatiques.

Ensuite, 157.5 pL de tampon de tricine a pH 7.5 et 7.5 uL de DMSO ont été ajoutés
manuellement aux quatre derniers puits de la plaque (des puits numéro 93 a 96), qui sont les puits

de contr6le dans ce test enzymatique.

La plague enzymatique a été incubée pendant 15 minutes sous agitation, aprés quoi une
lecture d'absorbance de la plagque a été effectuée dans le spectrophotomeétre a 345 nm, cette lecture
étant la cible de notre signal. Une fois le signal cible déterminé, 100 pL de substrat FALGPA
2 mM ont été automatiquement ajoutés dans chaque puits. Enfin, la plaque enzymatique a été
incubée pendant 30 minutes aprés 2 minutes d'agitation, afin que la réaction enzymatique ait lieu et
que le substrat rejoigne I'enzyme; aprés ce temps, la plaque a été lue a 345 nm pour déterminer le

signal correspondant a I'échantillon.
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8.2. ENZYME TYROSINASE

Dans le cas de l'enzyme tyrosinase, une plaque de 96 puits (Nunc. 96 F Non traité) a été
utilisée de la méme maniére que dans la section précédente et 150 pL d'enzyme ont été ajoutés
automatiquement, obtenant une concentration finale d'enzyme tyrosinase de 100 433 U-mL"dans le
puits, puis en triple exemplaire, 7.5 pL de standard, DMSO ou échantillon. Dans les derniers puits,
157.5 uL de pH 6.8 et de tampon phosphate DMSO ont été ajoutés automatiquement, tous les puits
ayant le méme volume. L'inhibiteur cosmétique était le méme que celui utilisé dans I'enzyme
collagénase, tandis que l'acide kojique était utilisé comme inhibiteur standard, comme mentionné

ci-dessus, c'est un bon inhibiteur de cette activité enzymatique [144].

Ensuite, la plaque a été incubée pendant 20 minutes, a l'abri de la lumiére, aprés une breve
agitation de celle-ci, aprés quoi la lecture de la plaque dans le spectrophotométre a 480 nm,
longueur d'onde caractéristique de I'enzyme tyrosinase, a été effectuée, obtenant ainsi la valeur

cible du test enzymatique.

Comme dans le cas précédent, 100 L de substrat L-DOPA ou L-Tyrosine ont été ajoutés
dans chaque puits, ce qui a permis d'obtenir une concentration de substrat de 0.388 mM dans
chaque puits et d'incuber, aprés 2 minutes d'agitation, la plaque couverte d'un film dans I'obscurité
pendant 20 minutes. Aprés ce temps, la plaque a été lue a 480 nm pour obtenir le signal

d'échantillonnage.

L'acide kojique a été utilisé comme inhibiteur standard ou contrdle positif parce qu'il est

largement utilisé comme inhibiteur de I'enzyme tyrosinase,

La figure 40 montre le schéma de distribution des plaques enzymatiques pour les dosages
des enzymes collagénase et tyrosinase. Ou E correspond aux échantillons analysés, tous en triple
exemplaire, R l'inhibiteur cosmétique utilisé dans les deux cas appartenant a I'extrait végétal de
réglisse, A sont les différents acides utilisés comme inhibiteurs standard dans les différents tests et

T est la solution tampon utilisée dans chaque test.
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Figure 40. Plan de la plaque de I'enzyme collagénase et de I'enzyme tyrosinase.

8.3. ENZYME ELASTASE

Dans une plaque de 96 puits (Nunc 96 F. Non traité), 150 uL d'enzyme, 7.5 uL d'échantillon,
de standard de standard cosmétique ou de DMSO ont été automatiquement ajoutés a chaque puits
en triple exemplaire. Dans les deux derniers puits, 157.5 pL de tampon tris ont été ajoutés. La
plaque a ensuite été agitée pendant 2 minutes et incubée pendant 20 minutes, pour finalement lire la
plaque & 410 nm afin d'obtenir le blanc du test enzymatique.

Pour terminer la réaction enzymatique, 100 pL de substrat AAAPNA 2.06 mM (0.8 mM final
dans le puits) dissous dans un tampon pH 8 tris ont été ajoutés a chaque puits ; aprés deux minutes
d'agitation, une incubation de 40 minutes et une lecture a 410 nm ont été effectuées pour obtenir le

signal échantillon.

La quercétine a été utilisée comme inhibiteur standard et un extrait de framboise HydraBerry
(fruits rouges) extrait par le groupe de recherche a été utilisé comme inhibiteur cosmétique car il
contient une forte teneur en flavonoides, comme le montre la bibliographie [199] la forte activité

inhibitrice des flavonoides sur I'élastase.

8.4. ENZYME LIPOXYGENASE

Pour le test enzymatique de l'enzyme lipoxygénase, contrairement aux autres tests
enzymatiques, a été utilisée une plaque de 96 puits Costar UV transparent, une plaque qui n‘absorbe

pas dans le spectre ultraviolet (235 nm).
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150 pL d'enzyme lipoxygénase ont été ajoutés automatiquement, obtenant une concentration
finale dans le puits de 400 U-mL™ puis 7.5 pL d'échantillon (100 pg-mL™ final dans le puits),

standard ou DMSO, en triple exemplaire.

Comme lors des essais précédents, 157.5 uL de tampon phosphate & pH 8 ont été ajoutés
manuellement dans les derniers puits a titre de contrdle, puis la plaque a été incubée pendant 10
minutes avec agitation constante et protégée de la lumiére (en utilisant une feuille d'aluminium a
cette fin). Aprés ce temps, la plague a été lue a une longueur d'onde de 235 nm, obtenant ainsi la
cible de I'essai enzymatique. Plus tard, 100 uL de la solution de substrat d'acide linoléique, ont été
ajoutés automatiquement pour obtenir 0.388 mM de concentration finale dans le puits. 1l a été
procédé a secouer de 2 minutes a l'abri de la lumiére et la lecture a été faite & 235 nm, obtenant
ainsi le signal du blanc 2. Enfin, il a été procédé a l'incubation pendant 50 minutes a I'abri de la

lumiére et la lecture du signal d'échantillon a été faite a 235 nm.

La figure 41 montre la distribution de la plaque pour les dosages de I'élastase et de la
lipoxygénase, comme dans le cas précédent, les échantillons (E) ont été analysés en trois

exemplaires et les inhibiteurs et témoins ont été testés dans la derniére rangée de la plaque.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A E1l E?2 E3 E4

B ES E6 E7 E8

C E9 E 10 E 11 E 12

D E 13 E 14 E 15 E 16

E E17 E 18 E 19 E 20

F E 21 E 22 E 23 E 24

G E 25 E 26 E 27 E 28

H E 29 R. Q. DMSO T

Figure 41. Plaque plan de I'enzyme élastase et de I'enzyme lipoxygénase.
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9. OPTIMISATION DES TESTS ANTIOXYDANTS

9.1. POLYPHENOLS

L'une des méthodes traditionnelles les plus couramment utilisées pour déterminer la teneur
en polyphénols d'un échantillon est la méthode Folin-Ciocalteu (FC), qui est basée sur la capacité
de réduction de ces substances. Dans ce rapport, la procédure décrite par Herald J.T. et al. [204] a
été utilisée, qui consiste essentiellement a ajouter les échantillons ou I'étalon utilisé a 75 pL d'eau
MilliQ sur une plaque de 96 puits, suivis de 25 uL du réactif FC, pour ajouter 100 pL d'une
solution de Na,COj; & 75 g-L™* aprés 6 minutes et mesure de I'absorbance a 765 nm.

La figure 42 montre une plaque de ce test, qui montre dans la partie supérieure gauche
I'étalonnage effectué avec de l'acide gallique, effectué en trois exemplaires. Les échantillons ont
également été mesurés en trois exemplaires, suivant le modéle de plaque décrit dans la partie

expérimentale.

Figure 42. Exemple d'une plaque pour la détermination des polyphénols.

La teneur en polyphénols est directement proportionnelle a l'intensité de la couleur bleue
générée dans la réaction avec le réactif phosphomolybdate / phosphotungstate, dans la figure on
observe que l'échantillon correspondant aux puits F10, F11 et F12 a une teneur élevée en
polyphénols, car il présente une intensité plus élevée en bleu.

296



Partie expérimentale

9.2. FLAVONOIDES

Pour la détermination des flavonoides, la méthode proposée par Herald J.T. et al. [204] a été
utilisée, avec de légeres modifications concernant le volume des dissolutions utilisées et le réactif,
avec quelques modifications, par exemple, au lieu de la catéchine (figure 44), la quercétine a été
utilisée (figure 43) car la structure des deux molécules est trés similaire et présente deux
maximums d'absorption, l'un correspondant a 240-285 nm appartenant au groupe Il et l'autre a 300-
400 nm correspondant au groupe | [200]. La chélation avec I'aluminium modifie I'absorption de la
bande I. On ajoute de l'acétate de potassium, nécessaire pour avoir un milieu basique et ce chélate

est produit et la précipitation de I'aluminium est évitée, dans I'AICI.

Bande Il

Bande |

Figure 43. Formule structurale de la . .
Figure 44. Formule structurale catequina.

quercétine et de ses bandes d'absorption.

Dans la figure 45, on peut voir comment dans les puits de la premiére rangée, I'étalonnage
est en triple exemplaire. Le point le plus haut du calibrage correspond a une concentration de
100 pg-mL™ et se trouve dans les puits 1, 2 et 3. A premiére vue, on peut voir que I'échantillon en
position D1, D2 et D3 a une teneur en flavonoides plus élevée que le reste, car il a une couleur

Iégérement verdatre, similaire au calibrage.
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Figure 45. Exemple de plaque de flavonoide.

10. PROTOCOLES POUR LES TEST D’ANTIOXYDANTS

10.1. FLAVONOIDES

Sur une plaque transparente UV Costar de 96 puits, 50 pL d'eau et 50 pL de DMSO ont été
ajoutés a chaque puits, suivis de 15 pL de DMSO ou d'une concentration d'échantillon de
3.433 mg-mL™" dans du DMSO (100 pg-mL™ de concentration finale dans les puits). La plage
d'étalonnage standard de la quercétine hydratée a été réalisée en trois exemplaires dans les deux
premiéres rangées de puits de 250 pug-mL™, & une concentration finale de 5 pg-mL™ dans le puits.

Par la suite, 10 pL d'une solution d'AICI; de 100 g-L™, 15 pL d'une solution de CH;COOOK
de concentration 1 M et 100 pL d'eau MilliQ ont été ajoutés. La plaque a ensuite été incubée
pendant 40 minutes sans lumiére, dans I'obscurité, et la plaque a été lue dans le spectrophotométre
a une longueur d'onde de 415 nm.

La figure 46 montre le plan de la plaque dans le dosage des flavonoides, en effectuant un
étalonnage descendant de la quercétine dans les premieres rangées de la plaque transparente Costar
UV et en testant chaque échantillon (E) et contrdle (DMSO) en trois exemplaires.
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2 5 8 10 11 12
A Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
250 pg/mL 125 pg/mL 75 pug/mL 25 pug/mL
B Stg‘;;?; E 9 E1 E 2 E 3
C E4 ES5 E6 E7
D E8 EQ E 10 E11
E E 12 E 13 E 14 E 15
F E 16 E17 E 18 E 19
G E 20 E 21 E 22 E 23
H E 28 E 29 E 30 DMSO

Figure 46. Plan de plaque des flavonoides.

10.2. POLYPHENOLS

Comme dans les cas précédents dans une plaque de 96 puits (Nunc 96 F. Non traité), 75 pL
d'eau MilliQ ont été ajoutés a chaque puits, suivis de 15 pL de DMSO, d'un standard de calibration
d'acide gallique (200 pg-mL™, 100 pg-mL™ 50 pg-mL*, 25 pg-mL™, 12.5 pg-mL™) ou d'un
échantillon & 3.433 mg-mL™ (100 pg-mL™ final dans le puits) en DMSO. Une premiére lecture de
la plague a ensuite été faite a 765 nm, 25 pL de Folin-Ciocalteu /H,O milliQ (1:1) de dissolution
ont été ajoutés, et la plague a été incubée pendant 6 minutes sous agitation en I'absence de lumiére.
Ensuite, on a ajouté 100 pL d'une solution de Na,CO; de 75 g-L™, on a recouvert la plaque
recouverte d'un film et on I'a conservée dans un endroit sombre pendant 90 minutes, aprés quoi la
derniére lecture de la plague a été effectuée a 765 nm, obtenant avec cette derniére lecture la valeur

de l'absorption des échantillons.

La figure 47 montre la distribution de la plaque utilisée pour déterminer la teneur en
polyphénols des échantillons analysés, E étant le numéro de I'échantillon, qui est introduit en trois

exemplaires.
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2 5 8 10 11

A Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
250 pg/mL 125 pg/mL 50 pug/mL 25 pug/mL
Standard 5 Standard 6

B 5ug/mL 6.25 pg/mL El =2

C E3 E4 E5 E6

D E7 ES EQ E 10

E E 11 E12 E 13 E 14

F E 15 E 16 E 17 E 18

G E 19 E 20 E21 E 22

H E 24 E 25 E 26 DMSO

Figure 47. Plan de plagque des polyphénols.
10.3. DPPH

Pour le cas de la détermination des antioxydants par la méthode DPPH. Pour ce faire, 150 pL
d'un mélange 50:50 (v/v) EtOH/acétate de tampon de pH 5.4 concentration 0.1 M ont été ajoutés
automatiquement dans chaque puits d'une plaque a 96 puits (Nunc 96 F. Non traité).

Pour obtenir une concentration finale de I'échantillon dans chaque puits de 100 pg-mL™, on a
ajouté 7.5 pL de chaque échantillon d'extrait de plante & une concentration de 3.433 mg-mL™, sauf
dans les neuf derniers puits, ou 7.5 pL de Trolox, DMSO ou le tampon 50:50 (v/v) EtOH/acétate
pH 5.4 (0.1 M) a été ajouté.

Avant de lire la plague a 517 nm, on I'a secouée pendant 2 minutes en Il'absence de lumiére.
A la fin de la lecture de la plaque, 100 pL de solution de DPPH préparée dans 386.25 mM d'éthanol
ont été ajoutés a tous les puits, obtenant ainsi une concentration finale du substrat de 150 uM dans

chaque puits.

Apres 2 minutes d'agitation dans I'obscurité, la deuxiéme lecture de la plaque a été effectuée
a 517 nm, acquérant ainsi la valeur d'absorbance du second contrdle de la plaque. La plaque a
ensuite été laissée dans un endroit sombre pendant 30 minutes pour que la réaction DPPH ait lieu,
et une lecture finale a été effectuée a 517 nm, obtenant ainsi le signal de I'échantillon. La figure 48

montre le plan de la plague dans I'essai DPPH.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A M1 M 2 M 3 M 4

B M5 M 6 M7 M 8

C M9 M 10 M 11 M 12

D M 13 M 14 M 15 M 16

E M 17 M 18 M 19 M 20

F M 21 M 22 M 23 M 24

G M 25 M 26 M 27 M 28

H M 29 QT 40 Trolox DMSO

Figure 48. Plan de plaque de DPPH.

11. TRAITEMENT DES DONNEES

Les données de lecture de l'absorbance ont été acquises avec le logiciel SoftMaxPro
(Molecular Devices, Wokingham, Berkshire, Royaume-Uni) et les pourcentages d'inhibition des
enzymes tyrosinase, élastase et lipoxygénase ainsi que l'activité antioxydante ont été calculés avec
Prism (GraphPad Software, La Jolla ; California, Etats-Unis).

Comme les lectures ont été faites en trois exemplaires pour chaque échantillon, la moyenne a
d'abord été faite avec son écart-type respectif, les valeurs obtenues ont été corrigées avec

I'absorbance du DMSO, (contréle des OD), selon la formule :
1% = [(contréle OD - échantillon OD)/contrdle OD]* 100
OD étant la densité optique.

Toutes les valeurs sont corrigées en mesurant la cible correspondant a I'absorbance de

I'échantillon avant I'addition du substrat, c'est-a-dire la premiére lecture de la plaque.
Dans le cas des échantillons d'essai de collagénase enzymatique, la formule a été utilisée :

1% =[échantillon OD / (blanc OD - contréle OD)] *100
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Resultados y discusion

En este capitulo, se analizaran, en primer lugar, los resultados obtenidos de los ensayos de
exposicion de las tres matrices vegetales seleccionadas evaluando las acumulaciones de los
farmacos en las distintas partes de las plantas, asi como la evolucion de las mismas durante el
tiempo que duraron los ensayos de exposicion. Se evaluaran, adicionalmente, otros parametros
como el contenido de nitrogeno en el sustrato de las plantas, a fin de correlacionar el estado que

visualmente presenta la planta con parametros bioquimicos.

Ademas, se procedera a exponer los posibles metabolitos encontrados en las diferentes
plantas a lo largo de los ensayos de exposicion haciendo uso de un software adecuado
(MetaboLynx) aplicado a los datos cromatograficos de cada muestra.

Por otro lado, se expondran los resultados adquiridos de los distintos test enzimaticos en la
coleccién de 150 plantas del entorno de Dofiana, en las muestras de Juncus sp. sometidas al ensayo
de exposicion, asi como los resultados provenientes de los test antioxidantes, con el fin de
determinar la relacion o similitud existente entre los controles positivos que inhiben las distintas
enzimas y las muestras que presentan inhibicion enzimatica y no estan documentadas en la

bibliografia revisada.
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1. HUMEDAD

Se evaluo el porcentaje de humedad de las plantas empleadas en los diferentes ensayos de
exposicion, ya que las extracciones se realizan sobre plantas previamente desecadas siendo valor es
necesario para poder expresar los resultados sobre la muestra original. Tallo y hoja de Lavandula
dentata, presentan entre un 40 y 50% de humedad, al igual que el tallo de las plantas Juncus sp.
mientras que las raices de ambas plantas poseen un porcentaje de humedad entre el 10% y el 15%.
Sin embargo, el pocentaje de humedad de la raiz de Salicornia europaea oscila entre el 9y 10% y

su tallo alrededor del 6%.

2. ENSAYOS DE EXPOSICION:
RESULTADOS DE ACUMULACION DE FARMACOS

Los resultados que se muestran a continuacion, se organizan de la siguiente manera:

En el caso de Lavandula dentata., las tablas muestran los resultados de dos plantas por cada
uno de los tres niveles de concentracion de agua de riego empleados en muestras de hoja y tallo (4
cortes, realizados a 7, 14, 21 y 30 dias) y raiz (final del ensayo, tras 30 dias de exposicion),
indicados como R1 (correspondiente a P1, P3y P5) y R2 (correspondiente a P2, P4 y P6). Las
muestras se analizaron por duplicado. De igual manera, se muestran los resultados de Juncus sp.,

para tallo y raiz.

En Salicornia eu. los resultados corresponden al andlisis de seis plantas a cada uno de los
tres niveles de concentracion empleados, en muestras de tallo (3 cortes realizados a 7, 14 y 21 dias)
y raiz (final del ensayo, tras 21 dias de exposicién). En la mayor parte de los casos, la pequefia

cantidad de muestra disponible no permitio el andlisis por duplicado.

2.1. LAVANDULA DENTATA

En el caso de Lavandula dentata, solo se detectaron acumulaciones de los farmacos
flumequina y carbamazepina, esto se debe a que la absorcion de productos quimicos depende en
gran medida de la naturaleza hidrofdbica (log P), el estado de ionizacién de las moléculas, el pKa'y

el pH del suelo.

Flumequina y carbamazepina se cuantificaron en todas las muestras y en todos los niveles de
concentracion de las muestras, encontrando como era de esperar mayores concentraciones en las

plantas regadas a altas concentraciones (10 mg-L™) identificadas en el ensayo como P1y P2.
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Los resultados en la tabla 12 muestran una clara tendencia de acumulacion en las muestras
de la raiz para ambos farmacos, alcanzando concentraciones muy altas del orden de 15000 ng-g™*
para el caso de la carbamazepina tras 30 dias de exposicion.

Sin embargo, en las muestras de hojas, se aprecia, como la planta inicialmente acumula
concentraciones méas altas de ambos farmacos y segln avanza la exposicion, disminuye de forma
gradual la concentracion de estos, llegando practicamente a desaparecer. Estos resultados difieren
con resultados publicados previamente por otros autores como Tanoue et al. [206] y Wu. et al.
[207] que encontraron concentraciones méas altas de CBZ en las hojas que en las raices de C.
sativus y hortalizas.

Esto podria ser debido a los dafios sufridos por las plantas a lo largo del ensayo de
exposicion, ya que segun avanzaban las semanas, el cambio en el estado morfologico de las plantas
fue claramente peor, las hojas se volvieron lacias llegando a morir en los Gltimos dias, de ahi la
posible explicacion a la falta de acumulacion al finalizar el ensayo, puesto que las plantas se

encontraban practicamente muertas.

El mismo comportamiento se observé con la FMQ, en todas las concentraciones en las
muestras de hojas, siguiendo una tendencia exponencial decreciente, debido al empeoramiento del
estado de las plantas durante el ensayo de exposicion.

En el caso de las muestras de tallo, la concentracion de FMQ mostré un comportamiento
diferente, manteniéndose estable hasta la tercera semana y disminuyendo dréasticamente en los

ultimos siete dias, a causa probablemente de los dafios sufridos por la planta.

En el caso de CBZ, a bajos niveles de concentracion de riego se nota un comportamiento
bastante similar al seguido por FMQ, pero sorprendentemente en concentraciones intermedias y
altas (700 ng-g™, 10 pg-g™) los resultados obtenidos muestran un maximo de absorcion a los 21
dias para luego disminuir; esto concuerda con el mal estado general de la planta, en la Gltima
semana. Sin embargo, las concentraciones en los primeros 14 dias del ensayo fueron muy bajas, en
comparacion con los resultados obtenidos para FMQ, lo que sugiere la dificultad de las plantas,

para absorber CBZ en las primeras etapas del ensayo.

No se detectaron ni CPR ni ENR en ninguna muestra, probablemente por los bajos valores

de log P y log Kow, la fisiologia de la planta en si o degradacion del compuesto en el suelo.

Igualmente, no se detectaron IBU y DCL en ninguna muestra. Debido a sus bajos valores de
pKa, estos compuestos se encuentran principalmente como aniones, lo que implica baja absorcion

por las raices [208]. Estos resultados estdn de acuerdo con algunos articulos publicados [206, 209]
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sin embargo, Emhofer et al. [210] encontraron DCL inalterado en raices cultivadas en condiciones
hidropdnicas después de siete dias de riego, esta discrepancia podria atribuirse al bajo potencial de
absorcién de estos farmacos (log P y log Kow), a su baja lipofilia o incluso a las condiciones
experimentales del ensayo [208].
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Tabla 12. Resultados para CBZ y FMQ del ensayo de exposicién de Lavandula dentata.

Matriz  Niveles Cortes

Concentracion de los compuestos encontrados

CBZ R1* CBZ R2* FMQ R1* FMQ R2*
x SD X SD X SD x SD
10 pg-g* 7 dias 2498 38 1390 17 1156 67 2076 43
14 dias 1672 37 545 31 631 68 468 82
PL/PZ 71 dias 245 13 368 61 242 34 361 35
30 dias 150 27 207 4 150 20 62 13

Hoja )

700 ng-g° 7 dias 1148 68 1754 24 1556 68 1326 49
14 dias 312 57 413 11 631 20 363 23
P3/P4 21 dias 223 22 676 18 242 6 420 28
30 dias Q 53 353 2 Q 19 346 22
10ng-g*  7dias 141 22 145 18 111 23 220 14
pspg 14 dias 10 132 8 58 0.2 70 8
21 dias 8 12 20 4
30 dias 3 10

N W O
/bmgo

N
/'—“*’

\

*Concentraciones expresadas en ng-g™
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Concentracion de los compuestos encontrados

Matriz  Niveles Corte CBZ R1* CBZ R2* FMQ R1* FMQ R2*
x SD X SD x SD X SD
7dias 464 9 633 7 764 17 804 47
10 ug-g* 14 dias 3837 37 1862 57 1020 45 686 16
pypy 2ldias 3074 20 2318 37 875 14 490 35
30dias 15635 272 4630 113 494 27 308 14
. // / /\\ \
7dias 102 6 167 16 502 21 559 4
700 ng-g* 14dias 101 9 103 14 666 5 565 14
py/py  2ldias 647 11 717 33 417 14 561 8
30dias 102 12 103 28 16/0\ 1 331 12
7dias 109 25 84 39 172 14 209 7
10ng-g* 14dias 101 5 156 25 151 3 184 15
ps/pg  2Ldias 129 8 48 18 646 19 79 20
30dias 54 15 49 4 335 25 57 9
10 ug-g™* 15035 110 14076 41 1904 16 1924 16
700 ng-g™ 32 722 72 195 7 241 9
Raiz 10ng-g* 9 443 43 4 92 3

N

*Concentraciones expresadas en ng-g™*
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2.2. JUNCUS SP.

En Juncus sp. se observaron acumulaciones de todos los principios activos salvo IBU. Al
igual que en Lavandula dentata, las plantas expuestas a altas concentraciones, 10 mg-L™, presentan
mayor cantidad de principios activos que las sometidas a intermedias y bajas concentraciones,
presentando ademas, una reproducibilidad mayor entre ellas. Los resultados se muestran en las
tablas 13y 14.

CBZ y FMQ fueron cuantificadas en todas las partes de la planta a altas concentraciones en
el tallo Juncus sp. En el caso de CBZ, se aprecia un aumento en la acumulacién hasta los 21 dias,
estabilizdndose la ultima semana de ensayo, debido probablemente a que la planta ya no era capaz
de acumular y metabolizar tanta cantidad de CBZ. Situacion contraria se produce en el caso de
FMQ, durante las tres primeras semanas la cantidad de este principio activo, se mantiene estable
sin grandes alteraciones para experimentar un aumento en la Ultima semana de ensayo, que podria
estar relacionado con que esta especie presente dificultad en la absorcion de este principio activo.
Similares resultados en las curvas de evolucion fueron obtenidos con FMQ, a intermedias y bajas
concentraciones, asi como en la raiz, obteniéndose un escenario distinto para CBZ a
concentraciones de 10 pg-L™*, donde la acumulacién de este, decrece en la Gltima semana de

ensayo.

En la raiz, CBZ registra los valores mas elevados llegando al orden 140000 ng-g;esto
podria deberse a que, segun explica el estudio de Kodesova et al. [211], CBZ se absorbe a través de
vias separadas, la absorcion de agua se produce principalmente a través de canales de agua
regulados o acuaporinas, segun la demanda de agua de la planta y la molécula de CBZ, no i6nica,
se transloca principalmente por un mecanismo de difusién a través de las membranas de las células

de laraiz, de ahi que se encuentren altas cantidades de CBZ en las raices de las plantas [211].

En el caso de CPR, las plantas sometidas a una disolucion de riego de 10 mg-L™ mostraron
una gran acumulacion de principio activo en la primera semana, produciéndose un descenso brusco
en la concentracion en las plantas a partir de la segunda semana, para mantenerse estable hasta la
finalizacién del ensayo. Esto puede ser debido a los dafios que han sufrido las plantas durante todo
el ensayo de exposicion, ya que segln transcurrian las semanas, éstas manifestaron un deterioro
evidente, lo que pudo dificultar la asimilacién y metabolizacion de CPR. Para el resto de los
principios activos ser observo la situacion contraria, aumentando su acumulacién hasta la cuarta

semana de ensayo.

Similar es la evolucion de las plantas expuestas a intermedias y bajas concentraciones de

CPR, cuya curva de evolucidn tiende a disminuir a medida que aumentaban las semanas.
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ENR y DCL, no se identificaron en las plantas expuestas a bajas concentraciones. Por el
contrario, se observo una acumulacién similar de ambos aumentando la cantidad de estos al final
del ensayo en las plantas expuestas a concentraciones intermedias de 700 pg-L™ y mostrando una
tendencia estable en las primeras semanas, pero creciendo gradualmente la cantidad acumulada de

ambos principios activos en las plantas expuestas a altas concentraciones.

Por dltimo, en la raiz, apenas se obtienen resultados significativos y reproducibles en ambas
plantas, lo que demuestra como en el caso de Lavandula dentata, la dificultad que presentan en la
acumulacion y retencidn las raices de las plantas.
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Tabla 13. Resultados de acumulacion de CBZ, FMQ y CPR del ensayo de exposicion de Juncus sp.

Concentracion de los compuestos encontrados

Matriz Niveles Cortes
CBZ R1* CBZ R2* FMQ R1* FMQ R2* CPR R1* CPR R2*
T SD T SD T SD ¥ SD T SD T SD
7 dias 2415 509 1055 3 1957 12 924 22 18994 746 10727 12309
10pg.gt 14dias 8080 306 25219 18 891 131 2169 82 1802 50 1125 126
21 dias 38895 812 39000 827 2183 170 2281 185 1300 0 1365 8
PP2 39 gjas ya 384 39931 1499 50444 611 53201 376 1491 48 1139 11
700 ng-g* 14 dias 7028 118 3379 317 612 22 454 28 190 4 189 18
Tallo 21 dias 4038 196 2406 48 543 38 420 39 205 27 177 14
P3/P4 30 dias 1285 55 3112 785 2903 70 3903 36 198 11 151 3
7 dias ---- ---- ---- - ---- ---- ---- ---- ---- ----
10ng-g* 14 dias 213 9 200 7 68 1 66 1 167 0.2
og/pg 2L dias 89 25 204 1 140 1 138 2 160 10
30 dias 19 7 10 1 375 12 395 05
10 pg-g™ 88817 5354 139321 144 41417 5786 51363 50 900 132 640 8
~ 700ng-g* 42572 4437 20020 1767 7171 1038 4612 196
Ralz 10 pg.g? 1429 41 2873 161 3 183 4

\

.

*Concentraciones expresadas en ng-g™
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Tabla 14. Resultados de acumulacion de ENR y DCL del ensayo de exposicién de Juncus sp.

Concentracion de compuestos encontrados

Matriz  Niveles Cortes

ENR R1* ENR R2* DCL+ R1* DCL+ R2*
X sD x sD x sD x sD
, 7dias 627 10 1779 1716 1559 134 6606 7927
10H99" 14 dias 1455 329 3375 118 2473 131 13949 275
P1/P2 21 dias 3157 240 3251 255 1598 60 1660 68
30 dias 3986 11 4455 440 24023 555 39537 1413
, 7dias
700107 14 Gras 606 24 559 65 1429 14 619 242
Tallo  P3/P4 21 dias 576 6 488 64 254 7 306 41
30 dias 662 26 590 9 377 20 632 107
yd — N A
10 na.q® 7 dias
99" 14 dias
P5/ P6 21 dias — — — — — — — —
30 dias
10 pg-g* 4393 445 79327 807
700 ng-g™ 508 106 5696 2098

Raiz 10 ng-g'l --- --- ——- ——- —- —-- —- —-

*Concentraciones expresadas en ng-g™*
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2.3. SALICORNIA EUROPAEA

Al igual que en Lavandula dentata, solo se ha observado resultados de acumulacion para los
principios activos CBZ y FMQ (tabla 15), probablemente, y como ya se ha mencionado con
anterioridad (2.1. Lavandula dentata) para estos principios activos depende de la naturaleza
hidrofébica (log P), lo que facilita su absorcion por parte de la planta.

Se han registrado valores muy reproducibles en las plantas regadas a intermedias y altas
concentraciones (700 ng-g™ y 10 pg-g™) teniendo las plantas un comportamiento similar durante el

ensayo.

Sin embargo a concnetraciones de 10 ng-g™ no se constataron acumulaciones de ningdn
principio activo durante el ensayo. Es probable que la concentracion de farmacos no fuese la

suficiente para que la planta fuera capaz de absorberlos y metabolizarlos.

La evolucion de CBZ, muestra un claro aumento de la cantidad acumulada por la planta en la
Gltima semana de ensayo, mostrando en los primeros 15 dias, una estabilidad sin cambios,

probablemente pasados los 15 dias la planta fue capaz de asimilar la CBZ.

En el caso de FMQ, nos encontramos ante una situaciéon parecida, produciéndose un gran
aumento en la ultima semana de ensayo, aunque en este caso, las cantidades medidas en el segundo
corte superan claramente a las cantidades de CBZ en el mismo periodo de tiempo lo que indica que

la Salicornia eu. ha sido capaz de absorber y metabolizar FMQ en mayor medida que CBZ.

En la raiz de la planta solo se encontraron ambos principios activos en las plantas expuestas
a concentraciones intermedias y altas, mostrando en la Gltima semana de ensayo, acumulaciones
del mismo orden de magnitud que las obtenidas en el tallo de la planta, siendo inferiores a
0.5 ng-g" para las plantas sometidas a concentraciones intermedias, lo que concuerda con los

resultados de las acumulaciones para estas en el tallo.

Los demas analitos no fueron cuantificados en esta matriz vegetal, pudiéndose haber
producido una situacién andloga a la ocurrida en Lavandula dentata, en la que, probablemente
debido a los bajos valores de pKa que poseen estos analitos, su absorcion a través de las raices se

ve deficultada.

316



Resultados y discusion

Tabla 15. Resultados de acumulacion de CBZ y FMQ del ensayo de exposicion de Salicornia eu.

Concentracion de compuestos encontrados

Matriz Niveles Cortes

CBZ R1* CBZ R2* FMQ R2* FMQ R2*

z sD % sD % sD % sD
10pgg’ 7 dias 0129 0.018 0109 0033 0.076 0.014 0.072 0.005
oy py l4dis 0221 0001 0241  0.005 3.195 0.927 2.709 0.536
21 dias 24685  0.104 32629 3129 14476 1.328 9.179 0.428

Tallo o ng.gt 7 dias 0022  0.001 0.023  0.004 0.058  0.001
14 dias 0.042  0.0003 0051  0.026 0.186 0.023 0.213 0.085
P3IP4 51 dias 12054  0.897 10124 0.105 0.502 0.053 0.787 0.533

Jong.gt 7 dias

14 dias

P5/ P6 21 dl’as R R R — - — —— ——
10 ug-g* 11105 0593 9982  0.753 13435 2911 11661  0.912
700 ng-g™* 0517 0088 0394  0.049 0.421 0.228 04035 0145

Raiz 10ng-g* — — — - — — —

*Concentraciones expresadas en ng-g™
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3. CONTENIDO DE NITROGENO EN LAS MUESTRAS DE
SUSTRATO

Cuando las plantas no disponen de una nutricion equilibrada y se produce una falta de
nitrogeno, se originan anormalidades en su desarrollo siendo visibles a través de su morfologia.
Algunos de estos efectos son, por ejemplo, un crecimiento mucho mas lento, las hojas amarillean
poco a poco empezando por la parte baja de la planta (clorosis), tienen menos defensas contra
plagas y enfermedades y puede aparecer defoliacién. Por el contrario, el exceso de nitrdgeno en las
plantas también les pasa factura reduciendo su produccion y calidad de las flores. Este exceso se
puede reconocer observando los siguientes sintomas: exceso de follaje en la planta, tallos débiles,
hojas en forma de garra mirando hacia el suelo, verde muy intenso en las hojas o poca resistencia a

las plagas en general.

En la siguiente tabla 16 se muestran los resultados obtenidos del contenido total de
nitrégeno, en los sustratos de las distintas plantas empleadas en los ensayos de exposicion y a las

distintas concentraciones de disolucion de riego.

Tabla 16. Porcentaje de nitrogeno obtenido en los distintos sustratos de las matrices vegetales.

Muestra Concentracion %N
10mg-L* 1.6 (0.2)
Lf‘j‘é";‘]rt‘:t‘;'a 700 pg-L™ 1.4 (0.1)
10 ug-L™* 0.7 (0.1)
10 mg-L™ 1.7 (0.3)
Juncus sp. 700 pg-L™* 1.1(0.1)
10 pg-L™. 0.8 (0.1)
10 mg-L™ 1.8 (0.2)
Sa"gg_mia 700 pg-L™ 1.4 (0.1)
10 pg-L™* 1.1 (0.1)

El contenido de nitrogeno en el sustrato de Lavandula dentata, aumenta al aumentar la
concentracion a la que han sido expuestas las plantas durante el ensayo de exposicion, con lo que
parte de ese contenido de nitrégeno proviene de los grupos amino y amida de los farmacos que
continen en nitrégeno, todos salvo ibuprofeno. La misma situacion se observa en las muestras de
sustrato de Juncus sp. en el que el porcentaje de nitrégeno disminuye al disminuir la concentracién

de analitos a la cual han sido sometidas las plantas. Estas dos matrices vegetales han sido
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cultivadas en un sustrato universal, cuyo contenido en nitrdgeno oscila entre un 0.7-1% [212] lo
que indica que parte del nitrogeno obtenido en el sustrato de ambas plantas proviene de los

farmacos administrados durante los ensayos de exposicion.

En el caso de la Salicornia eu. al estar cultivada en sustrato de fibra de coco por tratarse de
una planta haléfila como se ha mencionado anteriormente, posee un alto contenido en sales y el
contenido de nitrégeno en estos sustratos se sitla en un 1.2% [213], porcentaje similar al obtenido
en las plantas sometidas a bajas concentraciones en el ensayo de exposicion y llegando al 1.8% de
nitrégeno en las muestras de sustrato de las plantas expuestas a una concentracion de principios

activos de 10 mg-L™.

Estos resultados estan en cierta medida correlacionados con los obtenidos en las
acumulaciones de los distintos principios activos en las plantas, siendo gradual la cantidad
encontrada de analitos a las distintas concentraciones, lo que justifica la absorcion producida a
elevadas concentraciones y la baja o carente acumulacion en la mayoria de las plantas expuestas a
bajos niveles de concentracion. Los valores de nitrdgeno coincidentes en el ensayo de exposicion
de baja concentracion con los referenciados bibliograficamente en los sustratos empleados para el
cultivo de las plantas, avalan la tesis de una mas baja absorcion de los farmacos en el sustrato y por
tanto en la planta a un nivel de exposicion de 10 ug-L™.

Por otro lado, avalan el estado de evolucion de las plantas: las expuestas a bajas
concentraciones apenas sufrieron cambios fisicos, frente a las expuestas a unas concentraciones de

10 mg-L™* que murieron al final del ensayo.

4. POSIBLES METABOLITOS DETECTADOS EN LAS PLANTAS
ENSAYADAS

Se exponen a continuacién los resultados obtenidos al aplicar el software MetaboLynx a
extractos correspondientes a las diferentes partes de las plantas a lo largo de los ensayos de
exposicion. De esta forma, se puede detectar la presencia de posibles metabolitos y/o productos de
degradacion relacionados con los diferentes analitos suministrados durante los ensayos de
exposicion. Con todo ello, se pretende establecer correlaciones entre los compuestos identificados,
estado de la planta y niveles encontrados de los principios activos suministrados. Asimismo, se
analizara la posible influencia de la especie vegetal estudiada. Los resultados se presentan
organizados en secciones en las que se recogen los principales posibles metabolitos para cada

principio activo y planta estudiada.
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Los resultados se presentan organizados en secciones en las que se recogen los principales
posibles metabolitos para cada principio activo y planta estudiada. Adicionalmente, en el anexo I,
se detalla, en cada caso, las rutas metab6licas implicadas en la formacion de los posibles

metabolitos identificados.

Las tablas correspondientes al analisis de Lavandula dentata recogen los posibles
metabolitos de dos plantas (se muestran los valores de los duplicados separados por barras en una
misma celda en caso positivo en ambas réplicas, al igual que en Salicornia eu.), obtenidas en los
cuatro cortes realizados (7, 14, 21 y 30 dias). Los resultados aparecen diferenciados por colores
segln la parte de la planta analizada: verde para la hoja, marron para tallo y raiz en negro.

En el caso de Juncus sp., las tablas muestran los resultados de dos plantas a los tres niveles
de concentracién de agua de riego empleados en muestras de tallo (4 cortes realizados a 7, 14, 21y
30 dias) y raiz (final del ensayo, tras 30 dias de exposicion). Las muestras se analizaron por
duplicado recogiendose en las tablas los valores obtenidos en cada réplica separados por barras (en
caso negativo en alguna réplica solo aparecerd un dato en la celda correspondiente al metabolito

correspondiente).

En Salicornia eu. los resultados corresponden al analisis de seis plantas a cada uno de los
tres niveles de concentracién empleados, en muestras de tallo (3 cortes realizados a 7, 14 y 21 dias)
y raiz (final del ensayo, tras 21 dias de exposicion). En la mayor parte de los casos, la pequefia

cantidad de muestra disponible no permitio el andlisis por duplicado.

4.1. CARBAMAZEPINA EN LAVANDULA DENTATA

En la tabla 17 se muestran los resultados obtenidos tras procesado mediante el software
MetaboLynx de los posibles metabolitos encontrados en las muestras de Lavandula dentata
expuestas a carbamazepina. En verde se muestran los resultados correspondientes al procesado de
las hojas de esta planta en los diferentes cortes, en marrén de los tallos correspondientes, y en

negro, los posibles metabolitos encontrados al procesar las muestras de raiz.

El nimero de metabolitos detectados decrece de forma directa con la concentracion de las
disoluciones de los ensayos de exposicion, y las posibles rutas metabdlicas implicadas pueden ser

consultadas con detalle en las correspondientes tablas del anexo.

Se aprecia que es la raiz de la planta la que acumula mas posibles metabolitos, siendo la ruta

metabolica de doble hidroxilacion con pérdida del fragmento —CHNO, que se corresponde con el
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metabolito CBZ-L 8, la mas frecuente. Este metabolito aparece en todas las concentraciones
ensayadas, asi como en muestras de tallo expuestas a concentraciones intermedias de disolucion

(700 pg-L™) en la planta P4, aunque no asi en su réplica (planta P3).

El metabolito CBZ-L 2, procedente de una desetilacion con pérdida del fragmento —-CHNO y
que aparece a un tiempo de retencion de 11.29 minutos, predomina en las muestras del tallo,
sobretodo en las plantas que han sido expuestas a altas concentraciones de disolucion (P1),

encontrandose en ambos especimenes expuestos.

La ruta metabodlica de doble hidroxilacion con pérdida del grupo —HN, conduce al metabolito
CBZ-L 12. Este metabolito, que aparece en toda la planta, abunda en aquellas expuestas a altas

concentraciones de disolucidn, siendo mas baja su cantidad a concentracion intermedia y baja.
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Tabla 17. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Lavandula dentata sometidas a los ensayos de
exposicion con carbamazepina. (En verde muestras de hojas, en marrén muestras de tallos).

CBz-L11

CBz-L 14

CBZL6 | 1737

CBz-L11| 1037 3581 | CBz-L12 | 236

CBZ-L9

CBZL6 | 1737
* cBzL12| 620 CBzL8 | 1391
* cBzL12| 705 CBzL8 | 1543
* CBzL1 | 7322
* CBZL7 | 977
* CBzLs | 3928
.
.
.
x CBZL15| 1774 CBz L8 | 2363
« CBZ-L7 | 1103 CBZ-L5 | 7088
x CBZ-L8 | 542 CBZL13 | 1123
« CBz-L8 | 348 CBZL8 | 6270
x CBZ-L4 | 3950 CBZL5 | 7818
« CBZ-L10| 2772 [CBzL2| 1385 |CBzL12 251 CBZL8 | 1357
x CBz-L15| 774 | CBzL3 | 227
x CBZ-L10| 3150 CBz-L15| 782
.
.
.
« CBZL8 | 1664
x CBZ-L5 | 2405
* CBzL8 | 1205

* Datos no adquiridos por problemas instrumentales.
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4.2. FLUMEQUINA EN LAVANDULA DENTATA

La tabla 18 recoge los posibles metabolitos obtenidos del ensayo de exposicion de

Lavandula dentata con el principio activo flumequina.

En el segundo corte de la planta equivalente a la segunda semana de ensayo, es cuando se
observa el mayor nimero de posibles metabolitos, sobre todo en muestras de hojas. Destacar
también que se solo se han encontrado posibles metabolitos en las hojas de plantas del primer corte,

expuestas a alta concentracion de flumequina.

La ruta metabdlica correspondiente a una hidratacion con pérdida de un dtomo de fllor y
adicién de un atomo de hidrogeno, da lugar al metabolito FMQ-L 20, con tiempo de retencién de
11.07 minutos. Aparece en las muestras de tallo y hoja, a partir de los 15 dias de ensayo,
independientemente de la concentracion a la cual se ha sometido las plantas, alcanzando cantidades
superiores a las 6500 u.a. A bajas concentraciones no se observa tras el segundo corte.

El metabolito FMQ-L 30 correspondiente a una hidroxilacion, con un tiempo de retencion de
14.42 minutos se encuentra tanto en la raiz, como en algunas de las muestras de hoja
correspondientes al primer y segundo corte de Lavandula dentata, disminuyendo la cantidad
encontrada del mismo, segun disminuye la concentracion a la cual han sido sometidas las plantas

en el ensayo de exposicion.

En la raiz, se encuentra a todas las concentraciones ensayadas el metabolito FMQ-L 7,
correspondiente a una deshidratacion de alcoholes con pérdida de un atomo de fltor y adicion de
un atomo de hidrégeno, a un tiempo de retencion de 12.67 minutos con una masa teérica y
encontrada de 225.0790 y 226.0858 respectivamente, alcanzando cantidades entre los 560 y 1700

u.a. en todas las concentraciones a las que se ha realizado el ensayo.

De forma general, las plantas sometidas a bajas concentraciones en el ensayo de exposicion
(plantas P5 y P6), exhiben una baja formacion de metabolitos, salvo en el segundo corte de la
planta, al encontrarse la mayoria de ellos en las plantas empleadas como control, situacion contraria
es la que sucede en las plantas expuestas a altas concentraciones (P1). La ausencia de metabolitos
en la mayoria de estas plantas podria estar relacionado con el estado de las mismas, al empeorar de
forma progresiva segun transcurrian las semanas de ensayo, llegando a estar practicamente muertas
al final del mismo. Estos resultados concuerdan con los obtenidos de las acumulaciones de los
principios activos de carbamazepina y flumequina en las matrices de las hojas y tallo de Lavandula

dentata, encontrandose mayores acumulaciones en la segunda semana de ensayo.

323



Resultados y discusion

Tabla 18. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Lavandula dentata sometidas a los ensayos de
exposicion con flumequina. (En verde muestras de hojas, en marrén muestras de tallos).

FMQ-L 11 FMQ-L 3
FMQ-L19 | 656 | FMQ-L31 176
FMQ-L28 | 1121
2438

FMQ-L 22 395 FMQ-L 2 2029

FMQ-L 12 1115 FMQ-L 15 3074 1391

FMQ-L 24 555 FMQ-L 19 1847

FMQ-L 6 322 FMQ-L 15 2825 FMQ-L 15 1538 FMQ-L 2 2779

FMQ-L 18 | 364/354 | FMQ-L 19 3376 FMQ-L 19 3443 1543
FMQ-L 20 2037 FMQ-L 20 1823

FMQ-L 8 5819 FMQ-L 3 975 522

FMQ-L 9 18324 FMQ-L 24 505

FMQ-L 10 6151 FMQ-L 25 528

FMQ-L 14 1437

FMQ-L 1 32476 FMQ-L 26 685 FMQ-L 6 3929

FMQ-L 8 4777 FMQ-L 27 184 607

FMQ-L10 | 5712
FMQ-L14 | 2639

FMQ-L19 | 1878 | FMQ-L15 | 5997 FMQ-L 4 1150
FMQ-L23 | 5584 | FMQ-L9 | 21124 FMQ-L 6 6270
FMQ-L19 | 4556
FMQ-L20 | 3685
FMQ-L1 | 71565 | FMQ-L15| 1700 FMQ-L 6 2363
FMQ-L9 | 69823 | FMQ-L19| 2154
FMQ-L15 | 8784 |FMQ-L20| 1063
FMQ-L19 | 6916 |FMQ-L21| 2012
FMQ-L20 | 4752 | FMQ-L23| 5965
FMQ-L29 | 254

FMQ-L 8 7657 | FMQ-L19 | 725 FMQ-L 8 639
FMQ-L9 | 21799 FMQ-L 14 568
FMQ-L10 | 6314 FMQ-L 16 464
FMQ-L15 | 9912 FMQ-L 23 1827

FMQ-L17 | 2195
FMQ-L19 | 4917
FMQ-L20 | 2550
FMQ-L6 | 2190 FMQ-L27 | 724 FMQ-L5 | 1357
FMQ-L9 | 60955 FMQ-L13 | 420 |[UFMQEZY 563 |
FMQ-L10 | 11080
FMQ-L15 | 10755
FMQ-L19 | 11778
FMQ-L20 | 6590
FMQ-L9 | 30680
FMQ-L15 | 4191
FMQ-L19 | 5859
FMQ-L20 | 3865

FMQ-L 3 958 1205
504 540

197 FMQ-L1 | 26229 1665
| 649 [FMQL15| 3441 1625

FMQ-L 1 74607 FMQ-L 19 4780

FMQ-L9 | 53128

FMQ-L 15 5107

FMQ-L19 | 8311
FMQ-L20 | 5579

* Datos no adquiridos por problemas instrumentales.
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4.3. CIPROFLOXACINA EN LAVANDULA DENTATA

En la tabla 19 se muestran los posibles metabolitos obtenidos en las muestras de Lavandula

dentata sometidas a los ensayos de exposicidn con ciprofloxacina.

Se observa, en primer lugar, que en el primer corte de la planta correspondiente a la primera
semana de ensayo de exposicion, solo aparecen metabolitos en las hojas de una planta expuesta a
altas concentraciones del fArmaco. Las muestras del tercer corte, tanto tallos como hojas, son las
que muestran el mayor nimero de metabolitos, sobre todo a alta e intermedia concentracion de

disoluciones de riego.

Las rutas metabdlicas de acetilacion con pérdida de un fragmento —C3H,, orignan, entre
otros, los metabolitos CPR-L 36 y CPR-L 37 con la misma masa tedrica 333.1125 m/z, misma
formula empirica CisH16FN3O, pero distintos tiempos de retencion, 4.78 y 5.62 minutos
respectivamente. Estos metabolitos se forman tanto en tallos y hojas de plantas sometidas a altas,
intermedias y bajas concentraciones (P1, P4 y P5), durante las cuatro semanas de ensayo, y alcanzd

cantidades de mas de 27000 u.a. a los 30 dias de ensayo de exposicién.

El metabolito CPR-L 1, formado a partir de la molécula padre con pérdida del fragmento
—C4HgN, predomina en las muestras de tallo de Lavandula dentata independientemente de la
semana de ensayo y de la concentracion a la cual se ha expuesto la planta, aunque también se

encuentra en las muestras de las hojas de la planta P5 sometida a bajas concentraciones.

En la raiz de todas las plantas independientemente de la concentracion de disolucién dopante
a la que han sido expuestas, se encuentra el metabolito CPR-L 48. Este metabolito se asigna a una
acetilacion con pérdida de un atomo de fldor y adicién de un atomo de hidrégeno. Por otro lado, la
formacion del metabolito CPR-L 5, con una formula empirica de Cy4H14FNsO, y un tiempo de
retencion de 3.19 minutos, se origina solamente en las plantas de expuestas a intermedias y altas
concentraciones. Es destacable el alto nimero de metabolitos encontrados en las raices de todas las
plantas al final del ensayo de exposicion. En las correspondientes tablas del anexo I, se puede
consultar una descripcién detallada de los mecanismos implicados en la formacién de los diferentes

metabolitos detectados.
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Tabla 19. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Lavandula dentata sometidas a los ensayos de
exposicion con ciprofloxacina. (En verde muestras de hojas, en marron muestras de tallos).

* Datos no adquiridos por problemas instrumentales.
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CPR-L8 | 1228 | CPR-L9 1996 | CPR-L36 | 27639 | CPR-L36 | 27662 | CPR-L15 855
CPR-L36 | 15049 | CPR-L19 | 596 | CPR-L37 | 7697 CPR-L 28 221
CPR-L36 | 4531 | CPR-L43 | 13704 CPR-L 30 908
CPR-L43 | 5525 CPR-L 44 453
CPR-L41 | 2784 CPR-L45 | 3833
CPR-L 46 924
| CPR-L48 | 34008
CPR-L4 584 CPR-L12 | 1335
CPR-L7 | 5390 CPR-L31 | 4223
CPR-L 19 634 CPR-L 46 825
18708
* CPR-L 12 223 | CPR-L40 | 5659 | CPR-L1 3074 904
* CPR-L3 3184 CPR-L24 | 1450
* CPR-L40 | 14111 | CPR-L26 629
* CPR-L43 | 15064 | CPR-L35 999
*
* CPR-L21 | 4765 | CPR-L1 | 2825 | CPR-L1 1538
* CPR-L6 | 100752 | CPR-L6 | 54446
* CPR-L43 | 16685 | CPR-L40 | 10265 | |
* CPR-L2 | 8508 | CPR-L17 | 4936
* CPR-L43 | 11890 | CPR-L18 | 3802
* CPR-L29 | 4788
- CPR-L17 | 4939
* CPR-L18 | 2438 CPR-L12 | 1415
* CPR-L20 | 3609
* CPR-L23 | 10703
* CPR-L46 | 1041
* | CPR-L48 12285
* CPR-L1 | 8784 | CPR-L10 | 3124 | CPRL1 5997 CPR-L27 | 2572
* CPR-L9 | 3505 | CPR-L21| 3660 | CPR-L6 | 69785 | CPR-L35 | 1525
* CPR-L43 | 9570 | CPR-L36 | 11415 | CPR-L40 | 21112 | CPR-L39 | 1167
* CPR-L36 | 5361 | CPR-L42 | 10684 8281
* CPR-L37 | 3071
* CPR-L41 | 6996
* CPR-L14 | 27330 | CPR-L3 | 2058 CPR-L12 | 1149
* CPR-L32 | 1881 | CPR-L9 987 CPR-L25 | 1290
* CPR-L16 | 2694 CPR-L26 | 1492
* CPR-L19 | 883 CPR-L27 | 2452
* CPR-L 36 | 12126 CPR-L39 | 1158
* CPR-L36 | 5109 CPR-L 47 587
* CPR-L37 | 3168 10024
* CPR-L38 | 2643
* CPR-L1 | 10755 CPR-L6 | 55300 | CPR-L16 | 1388
* CPR-L14 | 37517 CPR-LO | 890/1689 | CPR-L33 | 1131
* CPR-L36 | 3326 | CPRALA8 | 12421
* CPR-L40 | 12428
* CPR-L43 | 4133
* CPR-L1 | 4191 | CPR-L9 687 CPR-L9 665 CPR-L12 | 1095
* CPR-L9 | 3999 | CPR-L36| 3020 | CPR-L36 | 3180 CPR-L13 | 2364
* CPR-L25 | 1956 | CPR-L37 | 2135 | CPR-L37 | 2241 CPR-L33 | 1047
* CPR-L34 | 3695 | CPR-L4S 12413
* CPR-L42 | 6623
* CPR-L1 | 5107 | CPR-L43 | 33061 CPR-L 22 420
* CPR-L 25 621
* CPR-L 35 526
* 6024
* CPR-L 49 904
* CPR-L12 202 CPR-L12 | 1179
* CPR-L 13 739 CPR-L 22 455
* CPR-L18 [ 1744 CPR-L 35 745
* CPR-L22 [ 857 8593
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4.4. ENROFLOXACINA EN LAVANDULA DENTATA

En la tabla 20 se muestran los posibles metabolitos encontrados en las plantas sometidas a
exposicion de enrofloxacina. Se observa, en primer lugar, que en el primer corte de las plantas no
se encuentran metabolitos, mientras que en el segundo corte, equivalente a los 15 dias de ensayo
aparecen un importante ndmero de posibles metabolitos. En las plantas sometidas a alta
concentracion de enrofloxacina en el agua de riego, el nimero de metabolitos disminuye
drasticamente en el tercer corte (solo en tallo) e incluso no aparecen en el ultimo corte, lo que
podria tener relacion con una importante disfuncién en la fisiologia de las plantas sometidas a esas
concentraciones elevadas de principio activo. Una descripcion de los mecanismos implicados en la
formacion de los diferentes metabolitos detectados puede encontrarse en las correspondientes

tablas del anexo I.

El metabolito ENR-L 16 correspondiente a una ruta metabolica de desetilacion con pérdida
del fragmento —C,H,, se origina en las muestras de hoja indistintamente de la concentracion a la
gue esté sometida la planta, aunque aparece en diferentes momentos del ensayo en funcién de la
concentracion de la disolucion de riego. EI metabolito ENR-L 4, de masa tedrica 217.0539 m/z y
un tiempo de retencion de 8.81 minutos, se encuentra a partir de la segunda semana de ensayo, en
hojas de ambas réplicas, con 6rdenes de magnitudes similares, salvo en las plantas P1 sometidas a

altas concentraciones.

Las rutas metabdlicas correspondientes a la pérdida de un atomo de fldor y adicién de un
atomo de hidrégeno generan los metabolitos, ENR-L 34 y ENR-L 35 con distintos tiempos de
retencion pero con las mismas masas tedricas. Ambos metabolitos, aparecen desde el segundo corte
de tallo hasta finalizar el ensayo, predominando en las muestras sometidas a concentraciones bajas

e intermedias (plantas P5y P4).

La ruta metabdlica de dehidratacion de alcholes con pérdida del grupo C,H,, se forma el
metabolito ENR-L 20, generado sobre todo en la raiz de la planta en las muestras expuestas a una
concentracion de 10 pg-L™ (P6) y en las hojas de Lavandula dentata expuestas a la misma

concentracion durante el segundo corte, correspondiente a los 15 dias de ensayo.

En la raiz, se forman en las plantas expuestas a altas (P1 y P2) y bajas (P5) concentraciones
los metabolitos ENR-L 37 y ENR-L 48, alcanzando este ultimo mas de 4000 u.a. en las raices de
las plantas P1 y P2, mientras que el metabolito ENR-L 37 que se corresponde a una reduccion con
pérdida de un dtomo de flGor y adicién de un atomo de hidrogeno, disminuye de forma de gradual,

segun disminuye la concentracion de la disolucién a la que se han expuesto las plantas.
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Tabla 20. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Lavandula dentata sometidas a los ensayos de
exposicion con enrofloxacina. (En verde muestras de hojas, en marrén muestras de tallos).

_ Metab. | Area | Metab. = Area = Metab. =~ Area  Metab.  Area |
ENR-L 7 ENR-L 28

ENR-L 16
ENR-L 21
ENR-L 27 \
ENR-L 8 1996
ENR-L9 983
ENR-L 31 7807
ENR-L 34 8646
ENR-L 35 7905
ENR-L 39 4448
ENR-L 50 3187
ENR-L 51 2704
ENR-L 16 596
ENR-L 19 6796
ENR-L 34 559
ENR-L 36 982

ENR-L 1 1117 ENR-L 11 9319
ENR-L 4 6627 ENR-L 30 5659
ENR-L 26 5689 ENR-L 31 9638
ENR-L 36 1323
ENR-L 55 743
ENR-L 4 5780 ENR-L 6 3184
ENR-L 29 1375 ENR-L 30 | 14111
ENR-L 47 6499
ENR-L 14 2438
ENR-L 27 5326 ENR-L 25 1067
ENR-L 56 349
ENR-L 4 5806
ENR-L 43 639
ENR-L5 8784 ENR-L 4 3540 ENR-L 32 707 ENR-L 14 687
ENR-L 23 11798 ENR-L 14 1887 ENR-L 53 846 ENR-L 15 4857
ENR-L 34 12662 ENR-L 16 1081 ENR-L 30 21112
ENR-L 35 2508 ENR-L 17 4055 ENR-L 42 26057 ENR-L 22 1290
ENR-L 54 17093 ENR-L 21 1774 ENR-L26 | 11611
ENR-L 31 9220 ENR-L 40 472
ENR-L 38 2106 ENR-L 46 1856

ENR-L 34 8540
ENR-L 35 2902
ENR-L 51 2117

ENR-L 4 3086 ENR-L 26 449 ENR-L 11 944
ENR-L 17 4542 ENR-L 53 1246 ENR-L 15 4391
ENR-L 21 911 ENR-L 26 10832

ENR-L 31 9158
ENR-L 34 6069
ENR-L 35 2919

E|OR| k| | k| O] ok| k| k| k| k| K| k| k| k| K| 0| k| k| K| | k| | F| k| SR| X[ OF| k| k| X | k| | b b k| k| K| 0| k| k| K| k| k| X | b k| k| X ok k| ¥| ¥ k| | X| %

ENR-L 17 2102 ENR-L 11
ENR-L 31 9934
ENR-L 34 11329
ENR-L 35 2930
ENR-L 39 1774
ENR-L 44 718
ENR-L 2 10994 ENR-L 8 687 ENR-L 9 1040 \
ENR-L 5 4191 ENR-L 13 357 ENR-L 13 1823
ENR-L 33 2059 ENR-L 17 2157 ENR-L 21 1042
ENR-L 34 13818 ENR-L 31 9568 ENR-L 23 8073
ENR-L 52 13918 ENR-L34 | 13235 | ENR-L31 [ 10183/10115
ENR-L 35 2813 ENR-L 34 4778
ENR-L45 | 10183 | ENR-L35 6062
ENR-L 51 1486 ENR-L 39 2726
ENR-L 41 1072
ENR-L 49 7977
ENR-L 2 11874 ENR-L 27 8614 ENR-L 3 1299
ENR-L 8 2948 ENR-L23 | 10033 ENR-L 15 3009
ENR-L 52 13566 ENR-L31 | 11650 ENR-L 18 4034
ENR-L 4 6649 ENR-L 42 7205 [ENRL20 | 420
ENR-L 14 1607 ENR-L 25 1010
ENR-L 16 910
ENR-L 4 6713 ENR-L 11 1179
ENR-L 12 739 ENR-L 15 2939
ENR-L 14 1744 ENR-L 18 4230
857 |ENR-L20 | 455
ENR-L 32 570
ENR-L 36 5646
ENR-L57 470

* Datos no adquiridos por problemas instrumentales.
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4.5. DICLOFENACO EN LAVANDULA DENTATA

En la tabla 21, se recogen los posibles metabolitos de diclofenaco obtenidos en el tallo, hoja
y raiz de Lavandula dentata. se observa, en primer lugar, la ausencia de metabolitos en cualquier
parte de la planta tras la primera semana de ensayo, a excepcion de las hojas de las plantas regadas
con la disolucion de mayor concentracién, y como el nimero de metabolitos aumenta de forma
dréstica a partir de los 15 dias de ensayo de exposicion, (segundo corte), para disminuir a la tercera
semana de ensayo y finalmente aumentar de nuevo a los 30 dias. EI nimero de posible metabolitos
detectados en las muestras de raiz al final del ensayo es extraordinariamente menor al de hojas y

tallos en cualquier fase del ensayo, si exceptuamos la primera semana.

El metabolito DCL-L 4 (fruto de la pérdida de un hidroximetileno), se encuentra en las hojas
de las plantas regadas con altas y bajas concentraciones de disolucion de riego (P1, P2 y P6) en el

segundo corte, no asi en las regadas a concentraciones intermedias.

La ruta metabdlica procedente del compuesto original con pérdida de un fragmento
—CgH3NCI, origina el metabolito DCL-L 10, identificado tanto en el tallo como en la hoja de
Lavandula dentata a todas las concentraciones a las que se ha regado la planta, predominando en el
tercer corte a intermedias y bajas concentraciones y alcanzando méas de 60000 u.a., mientras que el
metabolito DCL-L 14, con la misma ruta metabdlica pero distintos tiempo de retencién y masa,
predomina en el cuarto corte de la planta correspondiente a la Ultima semana de ensayo. Ninguno

de estos compuestos ha sido identificado en la raiz de ninguna planta al final del ensayo.

El metabolito DCL-L 21, procedente de una hidroxilacion con pérdida del fragmento
—CsH3NCI, se encuentra en las hojas de Lavandula dentata en el segundo corte realizado, asi como
en las hojas y tallo de la misma a partir de los 21 dias de ensayo, tanto en intermedias como en
bajas concentraciones de disolucion administrada, alcanzando mayores cantidades en las plantas

regadas con la disolucién mas diluida.

El metabolito DCL-L 5, con ruta metabdlica de desmetilacion y pérdida del fragmento
—CgH3NCl,, ha sido identificado en muestras de hojas a lo largo del ensayo, con picos

cromatograficos, en general, de areas extremadamente grandes.

En la raiz se observa a todas las concentraciones la formacion del metabolito DCL-L 24,
proveniente de una hidratacion con pérdida del fragmento —CgH3sNCI, . Cabe sefialar aqui que, en
general, el nimero de posibles metabolitos detectados en la raiz es sustancialmente inferior a

aquellos identificados en plantas de Lavandula dentata regadas con otros principios activos.
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Tabla 21. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Lavandula dentata sometidas a los ensayos de
exposicién con diclofenaco. (En verde muestras de hojas, en marrén muestras de tallos).

DCL-L 33 7120 132624 [DCLL 10 | 11600 DCLL O 101538

DCL-L 47 172
* DCLL4 | 38845 | DCLL 44 112 EoEEE st |
* DCLL 46 150
33240

DCLL 5 170372 1775
DCLL 16 | 23820 DCLL 15 22004
DCLL 21 4672 DCLL 16 12131
DCL-L 30 0135 DCLL 17 4038
DCLL 43 1153 DCLL 11 161585
DCLL 11 20032 DCL-L 32 3000
DCLL 12 18174 DCLL 10 GL667
DCLL 20 1363 DCLL 11 30830
DCL-L 40 [ DCLL 12 23040
DCLLS | 200522 1804
DCLLLE 13580 DCLLS 201473
DCLL 1 47124 DCLL 15 11318
DCL-L 43 3163 DCLL 16 12716
DCLL11 17667 DCLL 11 140078
DCLL 12 17030 DCL-L 32 1331
DCLL 30 13847 DCLL 10 50313

DCL-L 5 23553 DCL-L 1 16041 DCL-L 2 7172 DCL-L 23 D64
DCL-L 11 10512 DCL-L 21 10443 DCL-L 14 32605 DCL-L 27 1214
DCL-L 25 B1568 DCL-L 14 18332 DCL-L 15 30864 DCL-L 50 BOT
DCL-L 43 3312 DCL-L 15 10102 DCL-L 192 2004
DCL-L 10 62712 DCL-L 3 45031 DCL-L 29 TT2
DCL-L 11 26597 DCL-L 20 20113 DCL-L 40 306
DCLL 12 17176 DCL-L 11 14537
DCL-L 28 12737 DCL-L 3 2175
DCL-L 31 8726 DCL-L 10 33349
DCL-L 40 712 DCL-L 10 10568

DCL-L 35 2488
DCL-L 25 o3 DCL-L 1 14000 DCL-L 14 26865 DCL-L 13 1003
DCL-L 10 73843 DCL-L 21 11357 DCL-L 15 32482 DCL-L 50 845
DCL-L 11 31333 DCL-L 3 32512 DCL-L 29 570
DCL-L 12 07T DCL-L 14 35275
DCL-L 18 37 DCL-L 21 15048

DCL-L 28 13734 DCL-L 22 452
DCL-L 40 B78 DCL-L 32 5315
DCL-L 3 1114
DCL-L 10 34112
DCL-L 10 10B68
DCL-L 3% 1212
DCL-L 39 6314
DCL-L 21 B15TR DCL-L 14 19053 DCL-L 1 14555 DCL-L 23 1246

DCLL 3 1485 | DCLL15 | 37063 | DCLL14 | 21410 1877
DCLLS | 53786 |DCLL45 | 400 | DCLL1S | 17830
DCLLI0 | 67278 | DCLL? | 34804 | DCLL3 2432
DCLL11 | 62830 DCLL 1D | 213462
DCLL12 | 43104 DCLL 34 | 10157
DCLL 13 | 23303
DCLL3D | 14534
DELLS | 186840 DCLL 1 1670 |JoCnuga 174 |
DCLLE | 62233 DCLL 3 2210 DCLL 42 | 2607
DCLL17 | 4348 DCLL 14 | 21768
DCLL 21 | 83336 DCLL 15 | 20153
DCLLID | 64174 DCLL2l | 35001

DCL-L 11 65885
DCL-L 12 41186
DCL-L 13 24337
DCL-L 3% 13101

TT052 43574
DCL-L 26 3058 DCL-L 38 318

DCL-L 32 3310 DCL-L 42 1416
T5458 4633
DCL-L 42 1513

* Datos no adquiridos por problemas instrumentales.

L A A A A A A A A A A A A AN A A I A A I A A A A A A A A A A A A N A A A I A A A A A A A I I
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4.6. IBUPROFENO EN LAVANDULA DENTATA

En la tabla 22 se muestan los posibles metabolitos obtenidos para las plantas de Lavandula

dentata en sometidas al ensayo de exposicidn con ibuprofeno.

Al igual que en el caso anterior, no se detectaron metabolitos en tallos y hojas tras el primer
corte asi como en las raices de las plantas tras la finalizacion de los ensayos de exposicion. El
mayor nimero de metabolitos se detect6 en las hojas de las plantas y en los cortes 2 y 4, y en este
altimo solo en las hojas de plantas expuestas a concentraciones intermedias de ibuprofeno y solo en
los tallo de las expuestas a alta y baja concentracién del principio activo, equivalente a los 30 dias

de ensayo que a los 15 dias de ensayo como sucedi6 en casos anteriores.

El metabolito IBU-L 9, procedente de una acetilacion, es el mas abundante, encontrandose
tanto en la hoja como en el tallo de plantas expuestas a intermedias y bajas concentraciones,
alcanzando més de 3500 u.a.

Como ya ha sido mencionado anteriormente, una descripcion de los mecanismos implicados
en la formacidn de los diferentes metabolitos detectados puede encontrarse en las correspondientes
tablas del anexo I.
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Tabla 22. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Lavandula dentata sometidas a los ensayos de
exposicion con ibuprofeno. (En verde muestras de hojas, en marrén muestras de tallos).

Corte 1 Corte 2 Corte 3 Corte 4 Raiz
Metab. Area | Metab. Area Metab. Area Metab. | Area = Metab. Area
IBU-L-2 018 IBU-L-6 | 18482
< G IBU-L-7 | 3018
g Pl
S P2 *
p2 *
* IBU-L-4 6330 IBU-L-2 | 2267
* IBU-L-5 38734 IBU-L-9 | 3002
= * IBU-L 8 3843
* IBU-L-9 3216
* IBU-L-4 5925 IBU-L-2 | 1910
2 | p3 * IBU-L-5 38029 IBU-L-8 | 2055
> * IBU-L-8 3563 IBU-L-9 | 2948
=) * IBU-L-9 2890
~ * IBU-L-9 1943 IBU-L-9 1419 IBU-L-1 164
P4 * IBU-L-3 26854 IBU-L-2 | 1866
* IBU-L-9 | 2028
* IBU-L-9 1716 IBU-L-9 1203 IBU-L-2 | 1719
P4 * IBU-L-6 | 3195
* IBU-L-9 | 1880
* IBU-L-8 4549 IBU-L-9 659
= * IBU-L-9 3629
P5 *
J * IBU-L-5 | 1765
2 * IBU-L-6 | 18098
S BB * IBU-L-7 | 1365
* IBU-L-9 659
* IBU-L-6 | 13462
P6 -
IBU-L-7 | 2115

* Datos no adquiridos por problemas instrumentales.

4.7. CARBAMAZEPINA EN JUNCUS SP.

En la tabla 23 se recogen los posibles metabolitos de carbamazepina detectados en las
muestras analizadas de Juncus sp. a lo largo del ensayo de exposicion. Como se puede apreciar, se
observa, en términos generales, que el nimero de metabolitos es mucho mas elevado en las
muestras recogidas en el segundo corte, disminuyendo ligeramente en el tercer corte, para volver a
aumentar al final del ensayo. Este hecho podria estar relacionado con el estado de la planta en la
tercera semana de ensayo ya que, como se ha mencionado anteriormente, la planta comenz6 a
mostrar un empeoramiento apreciable, que se estabiliz6 hasta la cuarta semana de ensayo. Como
era de esperar, en las plantas expuestas a menores concentraciones de disolucion dopante se
detectaron mas metabolitos al mantenerse la planta en mejores condiciones que aquellas expuestas

a mayores concentraciones, que empeoraron de forma mas rapida durante el ensayo.
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El metabolito CBZ-J 36 aparece con valores de areas importantes en casi la totalidad de las
muestras del tercer corte de la planta, correspondiente a los 21 dias de ensayo, produciéndose a la
semana siguiente una disminucién, lo que sugiere la aparicion de nuevos productos de degradacion
a lo largo del ensayo y que podria estar relacionado con una adaptacién de la planta o cambio

metabolico producto del estrés sufrido durante el ensayo de exposicion.

Sin embargo, los niveles del metabolito CBZ-J 34, correspondiente a una hidroxilacion y
cuya presencia se aprecia desde los 15 dias de exposicidon, correspondiente a la una hidroxilacion,
presenta una situacion contraria. Se produce un maximo de este metabolito en el segundo corte para
disminuir en el tercero y, por ultimo, aumentar en el cuarto corte. Esta ruta metabodlica es una de las
gue mas se repite en todas las plantas y niveles, originando mayor cantidad de este metabolito en
las plantas expuestas a concentracion de 10 mg-L™. Se puede concluir que la generacion de este

metabolito es proporcional a la concentracidn de carbamazepina en la solucidn de riego.

Las demetilaciones se pueden asignar como rutas de produccion de los metabolitos CBZ-J 1,
CBZz-J 2 y CBZ-J 3, todos con la misma masa tedrica pero con distintos tiempos de retencion.
Aparecen solo en las plantas expuestas a altas concentraciones, en el segundo y cuarto corte y en la
raiz, lo que podria indicar que estos metabolitos se producen fundamentalmente a elevadas
concentraciones de carbamazepina y en un estado Optimo de la planta; no se detecta a

concentraciones en la disolucion de riego inferiores a 10 mg-L™.

La pérdida del grupo del fragmento -CHNO conduce al metabolito CBZ-J 6, que se aparece
a altas concentraciones de disolucién de riego y en todos los cortes, siendo este el producto de
degradacion que presenta mayores areas de todos los detectados. La cantidad de este metabolito es
también proporcional al tiempo de ensayo, aumentando gradualmente la cantidad del mismo desde

la primera semana, hasta los 30 dias, alcanzandose &reas del orden de 40000 u.a.

Confirmandose una tendencia similar con los niveles de carbamazepina detectados en Juncus

sp. (tabla 13) a lo largo del ensayo de exposicién a 10 mg-L™, para las plantas P1y P2.
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Tabla 23. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Juncus sp. sometidas a los ensayos de exposicién
con carbamazepina.

Corte 1 Corte 2 Corte 3 Corte 4 Raiz
Metab. | Area  Metab. Area Metab. Area  Metab. Area Metab. Area
CBZ-J9 338 | CBZ-J3 | 3541/3365 CBZ-J1 679/526 | CBZ-J11 721
CBZ-J2 | 1467/1948 CBZz-J4 | 12787/14204
[ CBZJ6 12248 [CBZJ6 35008/37514
CBZ-J11 |  288/347 CBZ-J29 1160
P1 CBZ-J13 | 2328/2047 CBZ-133 239
CBZ-J25 | 580/572 CBZ-134  1787/1665
CBZ-J29 | 1155/1286 CBZ-136 110
y CBZ-J30 | 1305/1262
> CBZ-134 | 7348/5527
CE, CBZ-J 17 91 CBZ-J1 | 9162/8306 |CBZ-J86 476/425 @ CBZ-J1 552 CBZ-J3 1414
= CBZ-J30 70 CBZ-J2 | 1441/1775 | CBZ-J34 953/895 | CBZ-J5 7066 CBZ-14 5236
| CBZJ6 | 17807 CBZJ6| 40068 CBZ-J11| 243/547
CBZ-J11 348 CBZ-]12 114 CBZ-]12 68
P2 CBZ-J13 | 4709/4842 CBZ-]13 416 CBZ-116 103
CBZ-]20 219 CBZ-115 135 CBZ-]20 340
CBZ-129 3276 CBZ-J34  2579/3266 | CBZ-J28 1014
CBZ-J34 = 3776/4740 CBZ-136 101 CBZ-129 | 12969/12241
CBZ-135 | 13381/14176 CBZ-J34 26772474
CBz-J18 | 228 | CBz-J21 138 CBZz-18 94 | CBz-J22| 11726/12227 | CBZ-J11 127
CBZ-J33 | 781 | CBz-J24 121 CBZ-J36 645/643 | CBZ-J 32 72 CBZ-J 27 2633
CBZ-J40 | 385/389 | CBZ-J28 116 CBZ-136 317 CBZ-J31 296
PS " Bzia1 | 129 | cBZU2 733
CBZ-J34 = 3411/3145
- CBZ-J 35 299
5 CBZ-14 127 | CBZ-J3 | 853/967 |CBZ-J36 495/719 | CBZ-J22 4676 CBZ-J11 |  164/152
S CBZ-117 81 | CBZ-J29 823 CBZ-) 34 150 CBZ-113 164
CBZ-118 86 | CBZ-J30 1009 CBZ-136 195 CBZ-132 148
P4 CBz-J35 | 131 | CBzZ-J27 2145 CBZ-127 305 CBZ-134 783
CBZz-J37 | 126 | CBZ-J34 | 2764/2081
CBZ-J40 | 254 | CBZ-J35  446/348
CBz-J41 | 553
CBz-J37 | 113 | CBZ-J4 633 CBz-J8 | 119 |CBZ-J15 259 CBZ-17 86
CBZ-15 665 CBz-J16| 322 | CBZz-116 110 CBZ-126 471
CBZ-J10 367 CBZ-J36 585/592 | CBZ-)34 72 CBz-132 | 741/787
e CBZ-J19 | 295/296 CBZ-136 245
CBZ-135 263 CBZ-139 73
CBZ-138 1158
% CBZz-J33 |858/633| CBZ-J4 | 493/548 | CBz-J8 | 117 | CBZ-J16 141 CBZz-J32 | 577/643
= CBZ-130 63 | CBZ-J19 116 CBz-J14| 214 |CBZ-J36  237/242 | CBZ-J37 170
- CBZ-123 123 CBZ-J15| 420
CBz-J16| 141
P6
CBZ-J32 | 550/104
CBZz-J34| 133
CBZ-J36 514/654
CBz-J41| 104
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4.8. FLUMEQUINA EN JUNCUS SP.

En la tabla 24, se muestran los metabolitos de flumequina detectados en muestras
procedentes del ensayo de exposicion de flumequina sobre Juncus sp. Al igual que en el caso de
carbamazepina, se detectaron un mayor nimero de posibles metabolitos, en el segundo corte para
concentraciones de exposicion medias y altas, no observandose gran nimero de metabolitos en las
muestras procedentes del ensayo a concentracion baja, 1o que parece guardar relacion con el estado
de la planta a lo largo del ensayo. También hay que destacar el elevado nimero de metabolitos

detectado en la raiz tras la finalizacion del ensayo.

El metabolito FMQ-21 aparece repetidamente y con valores de areas significativos en
practicamente la totalidad de las muestras analizadas procedentes del segundo corte, a los 15 dias
de ensayo a concentraciones de exposicion medias y altas. La ruta metabdlica que origina este

compuesto corresponde a una hidroxilacion y posterior pérdida de un atomo de fldor.

En las muestras del tercer corte, tras 21 dias de exposicion, aparece FMQ-J 15 con valores de
area muy elevados, de forma casi exclusiva, y que corresponde a la ruta que implica una reduccion
del compuesto original méas la pérdida de un atomo de flGor. Con una ruta de degradacién muy
similar aparece repetidamente FMQ-J 18 en los cortes 2, 4 y en la raiz. Esta ruta metabolica, por
tanto, genera los metabolitos con mayores areas, con lo que podemos decir que es bastante

probable aunque no esta relacionada con la concentracién de flumequina en el agua de riego.

FMQ-J 14, fruto de pérdida de un atomo de flGor, con suma de un atomo de hidrégeno, se

produce solo en las plantas expuestas a bajas concentraciones de flumequina.

De igual modo que ocurre con el analisis de carbamazepina en la seccién anterior, en el
primer corte, realizado tras 7 dias de exposicion, aparecen un menor nimero de metabolitos, que
presentan valores de area relativamente bajos y que desaparecen en el resto de muestras a medida

que el tiempo de exposicion aumenta.
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Tabla 24. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Juncus sp. sometidas a los ensayos de
exposicion con flumequina.

Corte 1 Corte 2 Corte 3 Corte 4 Raiz
Metab. = Area = Metab. Area | Metab. Area Metab. Area Metab. Area
FMQ-J24 | 90 FMQ-J 6 580 FMQ-J 16 121 FMQ-J 3 339
FMQ-J 10 325 FMQ-J18  113/121 | FMQ-J29 | 1193/913
FMQ-J 18 103 FMQ-J29 | 2387/2722 | FMQ-J36 | 3901
i Vegaatl sio
> FMQ-J 22 353
é FMQ-J25 | 15665
FMQ-J17 | 80 FMQ-J 9 64 | FMQ-J27 | 304242 | FMQ-J18 123
FMQ-J24 | 56 FMQ-J19 | 6325/5757 FMQ-J 22 634
e FMQ-J30 | 4817 |FMQU2L 3651 FMQ-J 28 340
FMQ-J 22 967 FMQ-J29 | 3161/3734
FMQ-J4 | 100 FMQ-J 1 2584 | FMQ-J15 | 80047/37582 | FMQ-J 15 | 33228/34256
FMQ-J17 | 87 FMQ-J 9 87
P3 FMQ-J37 | 577 | FMQ-J19 | 4994
| FMQ-J39 | 123 | FMQ-J20 | 19764
;g FMQ-J34 | 1155
< [ FMQJ21 5520/5497 | FMQ-J15 | 37121/73699 | FMQ-J2 91/80 FMQ-J 18 266
FMQ-J32 | 2628/954 FMQ-J 14 159 FMQ-J 26 308
P4 FMQ-J34 | 446 FMQ-J 38 250 FMQ-J 31 o1
FMQ-J 35 997 FMQ-J 36 693
FMQ-J14 | 308/306 | FMQ-J9 261 | FMQ-J 16 238 FMQ-J16 | 209/206 | FMQ-J9 | 305/267
PS FMQ-J19 | 135 FMQ-J 27 348 FMQ-J 13 163
FMQ-J6 | 363 | FMQJ23 1424 | FMQ-J15 42054 FMQ-J 8 125
§ FMQ-J11 | 131 | FMQ-J30 875 FMQ-J 14 372
S pg FMQI4 293 FMQ-J28 | 4346
FMQ-J37 | 338 FMQ-J 31 220
FMQ-J34 | 80/120
FMQ-J36 | 1478

4.9. CIPROFLOXACINA EN JUNCUS SP.

Los posibles metabolitos de ciprofloxacina detectados en las muestras de Juncus sp.

sometidas a exposicion se recogen en la tabla 25. Hay que destacar el elevado nimero de

metabolitos que aparecen en el primer corte, tras 7 dias de exposicion, en comparacion con CBZ y

FMQ disminuyendo progresivamente en el segundo corte y significativamente, al igual que ocurria

con otros farmacos, en el tercer corte debido muy probablemente al estado general de la planta,

bastante malo a la tercera semana de exposicion. Sin embargo, en el cuarto corte, tras 30 dias de

exposicion se aprecia un aumento significativo en el nimero de metabolitos en todas las plantas y

concentraciones de disolucion de riego.

336




Resultados y discusidn

Metabolitos asignables a deetilaciones con pérdida de —C,HsN, codigos CPR-J 7 y CPR-J 8,
ambos con la misma férmula y masa tedrica pero con distintos tiempos de retencion, lo que supone
la misma ruta de degradacion pero estructuras diferentes, son los que muestran las mayores areas
en los correspondientes cromatogramas. No obtante, este desaparece en la mayoria de las muestras
en el tercer corte y de forma completa en el cuarto corte, probablemente debido a su no formacion
en plantas con poquisima actividad, y la pérdida del generado previamente. En plantas sometidas a
mayores concentraciones parece que aungue el estado de la planta era muy poco satisfactorio, aln

permanecia parte de los generados a lo largo del ensayo.

El metabolito CPR-J 16, que corresponde a una doble hidroxilacion con pérdida del
fragmento —C4HgN,, aparece exclusivamente en el segundo corte, en todas las plantas y a todas las
concentraciones. Se deduce que la formacion de este producto de degradacion depende mas del
estado de la planta y la acumulacién de ciprofloxacina que de la concentracion de la misma. A los

15 dias de ensayo todas las plantas se encontraban aln en condiciones Gptimas.

Las hidroximetilaciones con pérdida de un atomo de oxigeno, con las mismas masas tedricas
de 285.1277 y formula molecular pero distintos tiempos de retencion, generan los posibles
metabolitos CPR-J 17, CPR-J 18 y CPR-J 19. Se detectan a todas las concentraciones y en todas las
plantas, tanto en el tallo como en la raiz, siendo mas abundantes en el segundo corte del tallo de

Juncus sp.

Por otro lado, la pérdida de un hidroximetileno para generar el metabolito CPR-J 31, parece
una via importante de metabolizacion de ciprofloxacina ya que el area del pico correspondiente a
este metabolito crece con el tiempo en el ensayo de exposicion. Este metabolito aparece también en

alguna muestra de raiz.

Las dobles hidroxilaciones con pérdida del fragmento —C,H3N, conducen a los metabolitos
CPR-J 48, CPR-J 49 y CPR-J 50, con tiempos de retencion 1.56 y 11.53 minutos. Estos productos
abundan en las plantas sometidas a bajas concentraciones, encontrandose sobre todo en la primera
semana de ensayo. Su formacién parece estar relacionada con el equilibrio entre el estado de la
planta, al no estar muy afectada en bajas concentraciones, y la concentracion de ciprofloxacina; el
exceso de exposicion a los principios activos parece no favorece la obtencion de este metabolito,

cambiando la respuesta de la planta, apareciendo nuevos productos de degradacién y metabolismo.
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Tabla 25. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Juncus sp. sometidas a los ensayos de

exposicion con ciproflaxacina.

Corte 1 Corte 2 Corte 3 Corte 4 Raiz
Metab. Area Metab. Area Metab. Area Area Metab. Area
CPR-J7 | 1052/1229 | CPR-J8 | 18755/12785 CPR-J 11 5661
CPR-114 873 CPR-] 16 635/692 CPR-J25 115
CPR-J 21 700 5278 CPRJ31 | 4819/4225 | CPR-125 188
CPR-J26 | 1173/1220 | CPR-J31 1348 CPR-J 67 112/111 CPR-J33 | 177/288
py | CPR-J30 76/81 CPR-J 35 5375 CPR-J75 | 205/199 CPR-J 38 253
CPR-J32 | 2266/2083 | CPR-J46 | 2487/3495 CPR-J57 | 723/566
CPR-136 150 CPR-J50 462 CPR-J 74 575
CPR-J 43 110/70 CPR-J 66 300 CPR-J75 872
= CPR-J 55 438 CPR-J73 202
g CPR-J76 | 186/213
g CPR-J7 | 2498/2875 | CPR-J8 | 32032/41864 | CPR-J9 261 442
CPR-J14 | 1852/1499 | CPR-J16 735/692 CPRJ31 | 1506/2021 | CPR-J31 12866 CPR-J 26 112
CPR-J 21 592 || CPR-J18 | 5135/3744 | CPR-J60 921 CPR-J 33 79/78 CPR-J 27 136
CPR-J 39 382 CPR-J 46 776 CPR-J8 | 3658/3408 | CPR-J40 188 CPR-J 42 108
P2 | CPR-J49 597 CPR-J 44 3695 CPR-J 46 192 CPR-J 45 76175 CPR-J57 | 1532/1419
CPR-156 181 CPR-146 4805 CPR-155 95/94 CPR-J72 | 175/164
CPR-154 1997 CPR-157 253 CPR-174 | 1266/1150
CPR-168 362 CPR-161 172 CPR-J75 | 1063/1229
CPR-J75 | 406/488
CPR-J1 100 CPR-116 892/753 CPR-J6 310 CPR-]12 869 CPR-J29 1333
CPR-115 258 623/822 CPRJ31 | 4396/5892 | CPR-J40 118 CPR-J31 1759
836/1002 | CPR-131 809 CPR-163 192 CPR-144 1150 CPR-J37 | 5150/327
CPR-J21 | 625/597 CPR-147 137/129 CPR-161 370
CPR-123 154 CPR-J60 | 1154/948 | CPR-171 150
CPR-133 | 172/178
P3 | CPR-J36 153
CPR-J41 262
CPR-J 43 126
CPR-J50 226
2 CPR-J55 | 832/778
E) CPR-J 56 74
) CPR-J69 | 1481/1599
= CPR-J3 172 CPR-J5 2717/3302 | CPR-J73 204 CPR-J 10 60 112
CPR-J 4 125/126 CPR-J 8 3201 CPR-J13 | 243/314 CPR-J 49 176
CPR-J 30 100 CPR-J16 | 1263/1181 CPR-J 22 221 CPR-J 60 408
CPR-J 33 286 4797 CPR-J31 8256
CPR-J 34 295 CPR-J 46 504 CPR-J 60 248
P4 | CPR-J45 149 CPR-J59 1100/741
CPR-J49 2285
CPR-153 | 389/428
CPR-] 67 477
CPR-173 90
CPR-175 186
CPR-J 14 1742 CPR-J8 1672 CPR-J9 91 CPR-J 13 118 [WCPRUEN 136 |
CPR-115 129 CPR-116 1121/772 329 CPR-131 10960 CPR-J 47 95
CPR-131 694 CPR-]42 1232 CPR-] 44 318 CPR-142 158 CPR-170 99/137
CPR-J 33 96 CPR-150 322 CPR-148 134 CPR-144 382 CPR-173 84
ps | CPR-J35 | 566/458 | CPR-J54 395 CPR-149 130 CPR-J 48 9%
CPR-136 241 CPR-159 1544 CPR-163 381 CPR-J51 155
CPR-141 218 CPR-164 265 CPR-166 70 CPR-]52 102
CPR-149 1718 CPR-171 1770 CPR-163 130
< CPR-150 268 CPR-167 103
2 CPR-J58 85
S CPR-J3 130 CPR-] 16 1024/953 CPR-J44 1145 CPR-J2 216 CPR-J6 103
CPR-126 250 196 CPR-150 68 CPR-154 93 117
CPR-143 64 CPR-J71 1404 CPR-156 357 CPR-J 12 622 CPR-J28 120
CPR-J50 481 CPR-165 110 CPR-J29 120
P6 | CPR-J62 77 CPR-160 1009 CPR-J32 132
CPR-165 8.81 CPR-J37 689
CPR-J39 94
CPR-J58 726
CPR-J 66 149
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4.10. ENROFLOXACINA EN JUNCUS SP.

La cantidad de metabolitos de enrofloxacina en Juncus sp. sometido al ensayo de exposicién
(tabla 26), vuelve a ser considerable en el primer y segundo corte y disminuye de modo relevante,
al igual que en los casos anteriores con otros principios activos, en el tercer corte del tallo de la
planta, correspondiente a los 21 dias de ensayo de exposicion, posiblemente por el estado tan malo
que presentaba la planta en la tercera semana. Aunque aparentemente el namero de metabolitos
parece aumentar significativamente en el cuarto corte, las &reas de los picos analizados son muy
bajas, por lo que realmente esto resulta coherente con un mal estado de la planta en este punto del
ensayo.

La ruta metabdlica procedente de una desmetilacion con pérdida del grupo —-C;H;N (ENR-J
16) predomina en el primer corte del tallo de la planta, alcanzando elevadas acumulaciones tanto
en la muestra como en su réplica. EI metabolito ENR-J 13 generado a partir de una desetilacion
con pérdida del grupo —C4H;N, aparece con valores de area importantes en las muestras de raiz
dopadas a elevadas concentraciones de disolucidn de distintos principios activos.

Por otro lado se observa la abundancia en la raiz de las plantas sometidas a altas
concentraciones del metabolito ENR-J 75 correspondiente a una acetilacién con pérdida del grupo
—C,H,, el cual también se encuentra en las muestras de tallo del cuarto corte expuestas a altas
concentraciones P2, asi como en muchos de los tallos de Juncus sp. de la primera semana de

ensayo, tanto en altas, intermedias como bajas concentraciones de disolucion dopante.

En la tercera semana de ensayo, predomina la formacion del metabolito ENR-J 29
proveniente una desetilacion con pérdida de un atomo de oxigeno, originandose también en las

muestras de tallo de la primera semana, asi como en las muestras de raiz de las plantas.

El metabolito ENR-J 74 procedente de la pérdida de un &tomo de oxigeno y posterior
formacion del aducto sodiado, se hallé en las muestras de tallo analizadas a los 15 dias del ensayo
de exposicion. Esté se formd en la raiz de las plantas sometidas tanto a altas como intermedias
concentraciones de disolucién dopante P2 y P4,ya que aparecen residuos en dicha raiz en bajas

cantidades. Su presencia desaparece a medida que aumenta el tiempo de exposicion.

ENR-J 77 procedente de una hidroxilacion, aparece en muestras de tallo expuestas a
concentraciones de 10 pg-L™* y 700 pg-L™ analizadas a los 15 dias del ensayo de exposicion,
mostrando valores de area bastante altos, disminuyendo en las semanas posteriores en las muestras
P2 y P3y desapareciendo en el resto. A bajas concentraciones dicho metabolito aparece en la raiz,

lo que podria explicar su ausencia en el tallo a esta concentracion.
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Tabla 26. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Juncus sp. sometidas a los ensayos de
exposicion con enrofloxacina.

340

Corte 1 Corte 2 Corte 3 Corte 4 Raiz
Metab. Area Metab. Area Metab. Area Metab. Area Metab. Area
ENR-J 8 162 ENR-J 16 31158 ENR-J 30 97 ENR-J 1 1624
ENR-J13 | 1229/1052 | ENR-J18 412 ENR-J 48 136 ENR-J 13 40982
ENR-J 21 | 12791/11861 | ENR-J44 183 ENR-J 44 147
py | ENRJ29 111 ENR-J 74 689 ENR-J 48 370
ENR-J51 | 1528/1641 | ENR-J78 184 ENR-J 66 120
ENR-J 60 134 ENR-J 74 85/92
ENR-J 75 873/780
N ENR-J 81 139
> ENR-J 12 526 ENR-J 10 263 ENR-J 4 311 ENR-J 42 95 ENR-J 13 | 48477/50395
£ ENR-J13 | 2498/2876 | ENR-J23 633 ENR-J19 | 1506/2022 | ENR-J48 90 ENR-J 29 1803
= ENR-J16 | 9377/9039 | ENR-J31 211 ENR-J 49 90 ENR-J 61 92 ENR-J 40 179
ENR-J 25 2616 ENR-J 55 537/470 [JENRSZ7ZY 995 ENR-J 75 488 ENR-J 48 227
pp | ENR-JAL 682/750 ENR-J 49 445 ENR-J 52 90
ENR-J 42 585/467 ENR-J 61 316 ENR-J 63 92
ENR-J 59 930 ENR-J 74 1691 ENR-J 66 85
ENR-J 61 386 13557/10691 ENR-J 74 E0)
ENR-J 62 718 ENR-J75 | 1266/1229
ENR-J 75 277
ENR-J 7 113 ENR-J 18 1018 ENR-J 19 4396 ENR-J 21 156 ENR-J 1 285
ENR-J16 | 14771/15661 | ENR-J34 289 ENR-J 33 200 ENR-J 26 207
ENR-J 18 366/326 ENR-J 44 164 ENR-J 39 95 ENR-J 32 731
ENR-J 22 153 ENR-J 66 750 ENR-J 70 92 ENR-J 49 102
ENR-J 29 126 ENR-J74 | 1080/843 233 ENR-J 52 164
ENR-J 32 489 3985/3230 ENR-J 63 515
P3 | ENR-J33 94 ENR-J 80 5239
ENR-J 40 273
ENR-J 50 91
ENR-J 61 607/583
ENR-J 69 97
_ ENR-J 70 329
Ed ENR-J 78 318
=) ENR-J 10 127 ENR-J 19 872 ENR-J29 | 1539/1647 | ENR-J15 | 315/244 | ENR-J4 208
~ ENR-J 11 950 ENR-J 36 5932 ENR-J 21 98 ENR-J 27 95
ENR-J16 | 11848/10704 | ENR-J43 740 ENR-J 27 92 ENR-J 35 78
ENR-J 17 704 ENR-J 61 583 ENR-J 35 94 ENR-J 45 101
ENR-J 18 237/256 ENR-J 74 434 ENR-J 38 171 ENR-J 52 1750
ENR-J 32 363 4580 ENR-J 49 90 ENR-J 54 192
P4 | ENR-J41 712/680 ENR-J 78 201 ENR-J 52 98 ENR-J 56 516
ENR-J 47 246 ENR-J 83 357 ENR-J 66 98 ENR-J 73 285
ENR-J 61 1438 ENR-J 81 509 ENR-J 78 94 ENR-J 74 92
ENR-J 63 812 ENR-J 78 150
ENR-J 70 116/183 ENR-J 79 80
ENR-J 75 186/265 ENR-J 81 309
ENR-J 76 351 ENR-J 84 98
ENR-J 14 2079 ENR-J 13 813 ENR-J 4 98 ENR-J 1 142
ENR-J 19 694/559 ENR-J 18 534 ENR-J 15 120 ENR-J 2 141
ENR-J 27 218 ENR-J 23 995 ENR-J 57 99 ENR-J 4 162
ENR-J 34 269 ENR-J 34 151 ENR-J 61 91 ENR-J 23 436
ENR-J 41 350 ENR-J 42 494 ENR-J 79 108 ENR-J 37 87
ENR-J 42 118 ENR-J 54 1626 ENR-J 38 287
ps | ENR-J46 95 ENR-J 55 738 ENR-J 49 122
ENR-J 58 98 ENR-J 57 745 ENR-J 53 327
ENR-J 75 862 ENR-J 61 533/744 ENR-J 67 116
ENR-J 82 1746 ENR-J 63 708 ENR-J 71 111
ENR-J 68 335/450
ENR-J 74 735
ENR-J 81 445
» ENR-J 83 605
S ENR-J 8 150 ENR-J 44 1307 ENR-J 2 250 ENR-J 2 176 ENR-J 3 285
5 ENR-J 9 130 ENR-J 29 1385 ENR-J 18 95 ENR-J 4 392
= ENR-J16 | 8510/7526 ENR-J 35 423 ENR-J 20 193 ENR-J5 112
ENR-J21 | 2029/2016 ENR-J 28 82 ENR-J 21 132
ENR-J 24 277 ENR-J 42 97 ENR-J 26 337
ENR-J 27 235 ENR-J 48 157 ENR-J 28 256
ENR-J 34 482 ENR-J 49 90 ENR-J 30 400
pg | ENR-J51 594 ENR-J61 | 108/93 | ENR-J32 127
ENR-J 61 369/202 ENR-J 79 278 ENR-J 35 102
ENR-J 70 220 ENR-J 80 162 ENR-J 45 117
ENR-J 71 397 ENR-J 49 394/452
ENR-J 65 99
ENR-J 70 100/210
ENR-J 72 9
ENR-J 76 277
[PENR77Y  1837/928
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4.11. DICLOFENACO EN JUNCUS SP.

En la tabla 27, se recogen los posibles metabolitos obtenidos en las plantas de Juncus sp.
expuestas al ensayo de exposicion, se observa a simple vista mayor cantidad de metabolitos en el
tallo de las plantas regadas a bajas concentraciones de disolucion dopante. No obstante, la situacion
se invierte en la raiz, ya que al final del ensayo, es en las plantas regadas con disolucién de mayor
concentracion, donde se identifican un mayor nimero de metabolitos. Es significativo el hecho de
no haber detectado ningln posible metabolito en el primer corte de las plantas regadas con
disolucion de alta concentracién de diclofenaco, asi como un solo compuesto en el tercer corte de

estas mismas plantas.

El metabolito procedente de la molécula padre, con una pérdida del fragmento —CgH;NCl,
(DCL-J 7) se identifica en el primer corte del tallo a intermedias y bajas concentraciones, en el
segundo corte del tallo, a concentraciones intermedias (P4) en el tercer corte a todas las
concentraciones, y en la raiz de las plantas regadas con disolucién de alta concentracion de

diclofenaco.

En el segundo corte del tallo de la planta, se encuentran, en todas las concentraciones y tanto
en la muestra como en su réplica, los metabolitos DCL-J 19 y DCL-J 25, este Gltimo también
aparece en en el primer corte de una de las plantas regadas a baja concentracion. Estos metabolitos
se corresponden con el correspondiente compuesto sodiado tras la pérdida del fragmento —C¢H,Cl,
y a una doble hidroxilacién con pérdida de un fragmento —C¢H,Cl,, respectivamente. Los picos

cromatograficos correspondientes a DCL-J 25 llegan a alcanzar areas de mas de 16000 u.a.

La ruta metabolica de acetilacion con pérdida del fragmento —CgH,Cl, origina el metabolito
DCL-J 26, con una masa tedrica de 193.0739 m/z y a un tiempo de retencion de 3.27 minutos. Este
metabolito se ha identificado en plantas regadas con disoluciones de concentracion baja e

intermedia en el tercer corte del tallo y, a todas las concentraciones, en el Ultimo corte del ensayo.

El metabolito DCL-J 30, correspondiente a una desetilacion con pérdida de un atomo de
cloro y adicion de un atomo de hidroégeno, ha sido identificado en el primer corte de plantas
regadas con disoluciones de concentracion baja e intermedia, asi como en la raiz de la planta P6,
regada con disolucion de baja concentracion. Por otro lado, se identifica un posible metabolito
(DCL-J 45), con un tiempo de retencion de 11.07 minutos, procedente de una hidroxilacion
formado a partir de los 21 dias de ensayo en las plantas regadas a concentraciones intermedias. Este
mismo posible metabolito ha sido detectado en el Gltimo corte y en la raiz de las plantas regadas

con disoluciones de alta y media concentracion.
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Es significativa la presencia del posible metabolito DCL-J 42 en la raiz de las plantas tras el
ensayo de exposicion. Este compuesto procede de una desmetilacién, y alcanza picos
cromatograficos con &rea de hasta 42000 u.a. en las plantas regadas con disolucién de alta
concentracién. Se ha identificado también, aunque en menor cantidad, en tallos del dltimo corte de

plantas regadas con alta concentracién de diclofenaco.
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Tabla 27. Posibles metabolitos encontrados en muestras de Juncus sp. sometidas a los ensayos de
exposicion con diclofenaco.

Corte 1 Corte 2 Corte 3 Corte 4 Raiz
Metab. Area Metab. Area Metab. =~ Area = Metab. Area Metab. Area
DCL-J 2 2456 DCL-J 32 94 DCL-J1 | 975/699
DCL-J 19 8202 DCL-J 36 57 DCL-J7 | 435/549
|DCLI25 7621 DCL-J42 | 461/437 | DCL-J14 | 1258/722
P1 DCL-J8 | 6723/5983 DCL-J45 | 2899/2789 | DCL-J16 | 1312/975
DCL-J 15 149 DCL-J38 | 62495
DCL-J29 |  231/168 860
DCL-J 44 117 DCL-J45 | 3298/1751
DCL-J2 | 22092101 | DCL-J7 | 66 | DCL-J1 | 1512/1525 | DCL-J1 | 1090/964
< DCL-J8 5207 DCL-J12 | 415/393 | DCL-J2 | 1557/1612
g DCL-J 19 2555 IDCLI26| 943 DCL-J3 1049
S DCL-J 16 | 1077/1035 DCL-J45 | 8677/8499 | DCL-J4 261
IDCLJ25" 12167/10739 DCL-J 6 198
DCL-J 28 1298 DCL-J 14 | 1131/1206
P2 DCL-J29 |  361/304 DCL-J16 | 1611/1596
DCL-J34 | 242284 DCL-J 17 164
DCL-J45 | 10580 DCL-J 31 339
DCL-J 39 86
DCL-J42 | 4200/3979
DCL-J45 5534
DCL-J30 114 | DCL-J2 | 3260/3449 | DCL-J41 |100/101| DCL-J10 181 DCL-J1 | 616/353
DCL-J37 | 60/40 | DCL-J19  1884/1519 | DCL-J45 =~ 95 | DCL-J12 | 15351709 | DCL-J16 | 934/634
| DCL-J25 16733/16467 | DCL-J6 | 61/66 14621/14210 | DCL-J 18 913
DCL-J28 | 1025/966 | DCL-J7 |174/153| DCL-J28 117 DCL-J42 | 284/397
P3 DCL-J27 | 1347 | DCL-J45 239 DCL-J 15 151
DCL-J4 97
o DCL-J45 | 5029
E) DCL-J 14 207
g DCL-J30 218 | DCL-J7 | 26422371 | DCL-J15 | 65/77 | DCL-J9 | 173/1026 | DCL-J4 | 242/382
~ DCL-J7 |2643/2371 | DCL-J19 = 1979//5521 | DCL-J17 | 1248 768/1837 | DCL-J5 | 779/754
DCL-J21 | 812 4404 | DCL-J39 57 DCL-J15 | 177/187
DCL-J 22 | 1979/1884 | DCL-J8 10938 DCL-J40 | 155 | DCL-J45 @ 326/259 | DCL-J42 | 391/406
P4 bcLu2s | 286 | pCL12 4662 DCL-J45 110
DCL-J38 | 207 | DCL-J20 | 13061 DCL-J7 | 241/199
DCL-J 28 1079 DCL-J13 | 36
DCL-J 35 3239 DCL-J22 | 76/60
DCL-J30 179 DCL-J5 | 3158/3030 | DCL-J15 | 83 | DCL-J9 | 864/951 | DCL-J15 | 112/114
DCL-J39 | 127 | DCL-J19  9133/9084 | DCL-J16 [1102/878] DCL-J12 | 733/647 | DCL-J5 | 1096/1662
DCL-J7 | 2779/2674 416 | DCL-J16 222
DCL-J23 | 280/264 | DCL-J7 | 5174/4978 | DCL-33 | 56 1160/1098
S 'DcLys6 | 145 | DCL-J8 | 7496/7500 | DCL-J7 |175/303 DCL-J33 50
<  [DCL25" 13573 | DCL-J34 | 187/167 | DCL-J19 | 87
=t DCL-J20 | 9084 | DCL-J35 | 5035/4191
= DCL-J 43 1716
DCL-J30 193 | DCL-J34 | 342/319 | DCL-J15 | 72 | DCL-J12 | 1080/1116 | DCL-J15 | 248/206
DCL-J7 | 2355/2682 | DCL- 35 4089 1097/973 | DCL-J4 220
P6 DCL-J22 | 1512 | DCL-J43 2092 DCL-J39 | 116/92 | DCL-J39 |  104/69 DCL-J 5 988
DCL-J23 | 272 DCL-J7 |238/184| DCL-J17 50 DCL-J 30 128
DCL-J 11 30 DCL-J23 | 1175
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4.12. IBUPROFENO EN JUNCUS SP.

En la tabla 28, se recogen los posibles metabolitos obtenidos del ensayo de exposicién de
Juncus sp. con el principio activo ibuprofeno, a simple vista se observa la escasez de metabolitos
en comparacion con los otros principios activos en la misma planta, esto es debido a que la mayoria
de los metabolitos adquiridos se encuentran o en el control o en el blanco de las muestras, tanto en
la matriz del tallo de la planta como de la raiz.

En metabolito IBU-J 4, procedente de una hidroxilacion, se genera tanto en la raiz, como en
el tallo, aunque la ruta metabolica que implica la pérdida de un hidroximetileno, formando el
metabolito IBU-J 1, es el mas abandante en el tallo de Juncus sp. encontrdndolo en la muestra 'y en

su réplica con unas unidades de area del mismo orden de magnitud.

Tabla 28. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Juncus sp. sometidas a los ensayos de
exposicion con ibuprofeno.

Corte 1 Corte 2 Corte 3 Corte 4 Raiz
Metab.  Area Metab. Area Metab. | Area | Metab.  Area Metab. | Area
IBU-J 1 817/775 IBU-J4 | 61/75
= P1
= IBU-J 2 22
S - IBU-J1 | 2013/2166 IBU-J2 | 144/157
IBU-J 4 3737 IBU-J 4 87/89
IBU-J 1 543
o | P3
IS IBU-J3 | 1411/1343
~ 3
P4
_  P5
2 g_l P6

4.13. CARBAMAZEPINA EN SALICORNIA EUROPAEA

En la siguiente tabla, se recogen los posibles metabolitos de carbamazepina formados en
Salicornia eu. al ser sometida a los ensayos de exposicion. Se aprecia como es la raiz de la planta,
analizada al final del ensayo, la parte donde se ha obtenido el mayor nimero de metabolitos,
siendo, ademés, méas abundantes en las plantas expuestas a bajas concentraciones (P5 y P6) que en
las plantas sometidas a concentraciones elevadas.

En los tallos de las plantas expuestas a altas concentraciones no se detectd practicamente
ningun producto secundario, encontrandose metabolitos en las plantas sometidas a una disolucion

de riego de 700 pg-L™. Probablemente, las altas concentraciones, que favorecieron el

344




Resultados y discusidn

empeoramiento de las plantas, son las responsables de la carencia de metabolitos, y la pérdida de

actividad biologica esté directamente relacionada con la ausencia de metabolitos.

Al disminuir la concentracion de las disoluciones de riego aumenta la cantidad de
metabolitos, alcanzando su mé&ximo en la planta P4, para después volver a disminuir a bajas
concentraciones, quizas debido a la carencia de principio activo, al no observarse tampoco
acumulaciones de carbamazepina en las plantas P5 y P6 (tabla 29). Sin embargo, a medida que
aumentan las semanas del ensayo, aumenta la cantidad de metabolitos, adquiriendo su maximo

numero en el tercer corte del ensayo.

El hecho de que el metabolito CBZ-S 14 aparezca en todas las muestras de raiz,
independientemente de la concentracion de la disolucién de riego, parece evidenciar que, o bien
parte de la carbamazepina suministrada queda en forma de residuo sufriendo la ruta metabdlica
consistente en una acetilacion con pérdida del grupo —HN, o bien este metabolito formado en la
raiz no se absorbe hacia la planta.

El metabolito mas abundante en el primer corte del tallo es CBZ-S 11, alcanzando areas de
600 u.a. y correspondiente a una ruta metabdlica de hidratacion con pérdida de un grupo —HN.

A los 15 dias del ensayo, el metabolito CBZ-S 3, correspondiente a la pérdida del fragmento
—CHNO, se detect6 en las plantas P3 a P6, es decir, a concentraciones medias y bajas de
carbamazepina, aumentando la cantidad al disminuir la concentracion de la disolucion de riego. En
la Gltima semana predomino la ruta metabdlica de sodiado con pérdida del grupo CBZ-S 8, que
corresponde a mismo metabolito CBZ-S 3 como aducto sodiado, y que aperce en dos de las seis

plantas analizadas, P3 y P5.

Ninguna de las rutas metabdlicas mas frecuentes se mantiene de forma continua en los
distintos cortes 0 en la raiz, salvo el metabolito CBZ-S 9, cuya formacion parece disminuir a
medida que aumenta el tiempo de ensayo, con lo que la formacién de metabolitos de
carbamazepina en Salicornia eu. parece estar mas relacionada con el estado de la planta que con la

concentracion de la disolucion de riego o tiempo de ensayo.
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Tabla 29. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Salicornia eu. sometidas a los ensayos de
exposicion con carbamazepina.

Corte 1 Corte 2 Corte 3 Raiz
Metab. Area Metab. Area Metab. Area Metab. Area
P1 CBZ-S 11 98
P1 CBZ-S 11 90
P1
|
S P2 CBZ-S1 77
1S
= CBZ-S6 98
—
P2 CBZ-S 12 153
CBZ-S 14 94
P2 CBZ-S7 76
P3  CBzS15 | 197 - 141 CBZ-S8 340 | CBZ-S14 70
P3 CBZ-S 14 93
_|
?g P3
= P4  CBZ-S11 315 176 CBZ-S 13 878 CBZ-S 13 330
~
P4  CBZ-S11 617 337 CBZ-S9 217 CBZ-S 13 347
P4 | CBZ-S2 77 757 CBZ-S 14 82
o CBZ-S9 911 570 CBZ-S8 656 CBZ-S 14 86
1051 | CBZ-S10 235
P5 CBZ-S8 260
CBz-S12 | 1073
1 P5
=) CBZ-S 8 186
=3
S P6 1776 | CBZ-S10 150 CBZ-S 13 127
P6 CBZ-S 13 78
CBZ-S3 75
P6 CBZ-S5 60
CBZ-S 14 100

4.14. FLUMEQUINA EN SALICORNIA EUROPAEA

En la tabla siguiente, se muestran los posibles metabolitos detectados en el tallo y raiz de
Salicornia eu. al ser sometida a los ensayos de exposicion con disoluciones de riego conteniendo
flumequina. Se observa como, a medida que el tiempo del ensayo evoluciona, aumenté la cantidad
de metabolitos, obteniendo el nimero maximo al final del ensayo a los 21 dias, como se aprecio
también con CBZ. Esto puede estar realacionado, bien con el estado general de la planta, o lo mas
probable con la absorcion de FMQ por parte de la planta, parece que inicialmente la planta absorbe
el principio activo tal cual, sin que las concentraciones de FMQ en la planta produzcan respuesta
metabolica alguna sobre FMQ, hasta que en un determinado momento, en la planta se producen

procesos de metabolizacion. Podria también considerarse que las diferentes rutas metabdlicas sean
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relativamente lentas, apareciendo los diferentes metabolitos de forma paulatina a lo largo del

ensayo. Esta situacion es similar a la observada con carbamazepina como sustancia activa.

La ruta metabolica con pérdida de un &tomo de fltor y adicion de un &tomo de hidrogeno,
conduce a los metabolitos FMQ-S 5 y FMQ-S 6, con tiempos de retencion de 5.16 y 9.64 minutos,
respectivamente. Aparecen a todas las concentraciones en el tercer corte del tallo de la planta, en
mayor medida FMQ-S 5 para las concentraciones mas elevadas. En las plantas expuestas a
700 pg-L™, la cantidad de FMQ-S 6 alcanza 800 u.a.; siendo por ello mas probable esta ruta

metabolica a concentraciones intermedias al encontrarse la planta en mejores condiciones.

A diferencia de los metabolitos obtenidos de la carbamazepina, los correspondientes de
flumequina apenas aparecen en la raiz de la planta, lo que parece indicar un metabolismo
radicalmente diferente para ambos farmacos.
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Tabla 30. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Salicornia eu. sometidas a los ensayos de
exposicion con flumequina.

Corte 1 Corte 2 Corte 3 Raiz
Metab. Area Metab. Area Metab. Area Metab. Area
FMQ-S 3 102
P1
FMQ-S 5 92
4 Pl FMQ-S5 128
>
IS P1
S P FMQ-S 1 73 FMQ-S 6 115
P2
P2
P3 FMQ-S 6 184 FMQ-S 12 69
P3
FMQ-S 6 250
P3 Q
FMQ-S 8 217
| FMQ-S 2 88 FMQ-S 6 533
> P4
g— FMQ-S 13 732
R = FMQ-S 9 85 FMQ-S 6 789
FMQ-S 7 342
FMQ-S 8 751 FMQ-S 6 800
P4 FMQ-S 10 62 FMQ-S 4 101
FMQ-S 15 233
P5  FMQ-S11 394 FMQ-S 13 845 FMQ-S 7 264
P5 FMQ-S 4 162 FMQ-S 13 554
P5
_|
3 | P6 FMQ-S 12 92
S | P8 FMQ-S 12 111
FMQ-S 10 572
P6 FMQ-S 13 501
FMQ-S14 | 1273

4.15. CIPROFLOXACINA EN SALICORNIA EUROPAEA

En la tabla 31 se muestran los posibles metabolitos obtenidos en tallo y raiz de las plantas de

Salicornia eu .sometidas al ensayo con disoluciones de riego conteniendo ciprofloxacina. Se

observa como en la raiz se forma, independientemente de la concentracion en la disolucién de

riego, el metabolito CPR-S 30, producto de una doble hidroxilacion con pérdida del fragmento

—C,H,, por lo que esta ruta metabdlica parece estar intimamente ligada a la raiz de la planta.

En los tallos del primer y tercer corte aparece el metabolito CPR-S 29, correspondiente a una

ruta metabdlica que implica la pérdida de un atomo de fltor y fromacién de un aducto sodiado,
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siendo mas signiticativa en las plantas P3 y P4 que fueron regadas a concentraciones de disolucion
dopante de 700 pg-L™.

La ruta metabolica “formacion del aducto sodiado con pérdida de un atomo de oxigeno”
conduce a la formacion del metabolito CPR-S 31, que es el mas comun a los 15 dias de exposicion
de la planta (segundo corte) apareciendo en todas las plantas salvo en las plantas regadas con la
disolucion diluida (10 pg-L™). Su formacion parece estar ligada con la concentracion de la
disolucidn de riego y con el tiempo de asimilacién del farmaco por parte de la planta. Se detectaron
valores del area de metabolito del mismo orden para concentraciones altas e intermedias, y solo en

este corte.

En el primer corte del tallo, a la semana del ensayo, predominan mas los metabolitos en las
plantas P5 expuestas a disoluciones con bajas concentraciones de ciprofloxacina. EI metabolito
CPR-S 17, correspondiente a una hidratacion con pérdida del grupo —C,HsN, y que solo aparece en
este corte, parece indicar que esta ruta metabolica solo ocurre en los primeros estadios de

exposicion.

Las plantas P3 y P4, expuestas a concentraciones intermedias, son las que tuvieron mayor
cantidad de metabolitos tanto en los tallos, a lo largo del ensayo, como en la raiz. Es probable que
el equilibrio entre concentracion de disolucion de riego y estado de la planta haya condicionado el
metabolismo global de ciprofloxacina.

349



Resultados y discusion

Tabla 31. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Salicornia eu. sometidas a los ensayos de
exposicion con ciprofloxacina.

s6 208 | CPRS1 489
70 | 315 | CPRS1I 78
CPR-S23 | 120
CPR-S5 155
CPR-S 7 75
CPR-S7 67 CPR-S5 325 CPR-S30 | 1965

CPR-S 16 2797
CPR-S 3 68 | CPR-S31 259 CPR-S5 358
CPR-S 4 90 CPR-S 11 207
CPR-S7 79 CPR-S 14 162
CPR-S 15 114
CPR-S 16 3236

198
Cw

82 ‘ 352 571 CPR-S 27 87

CPRS22 | 70
CPR-S 1 330 CPR-S 27 90
CPRS10 | 75
150 CPR-S 20 170
95 CPRS1 | 253 | CPR-S1 283 CPR-S30 | 2213
247 | 214 | 322
9 385 CPR-S 10 70
164 | 386 202 CPR-S30 | 2059
530
366 7142 | CPR-S24 152 CPRS12 | 420
330 | CPR-S20 | 734 CPR-S30 | 1258
6202 | CPR-S25 | 1088
335 613

CPR-S 19 4773 CPR-S9 358
CPR-S 32 1763

CPR-S5 973 CPR-S 7 4582
249

CPR-S 32 2768

CPR-S 16 958 CPR-S 7 3066 CPR-S 12 522
247 CPR-S 28 793 CPR-S 30 1673

CPR-S 26 2339 CPR-S 22 622
CPR-S 32 2058

CPR-S 12 1556
CPR-S 30 5937
CPR-S 12 1673
CPR-S 30 6726
CPR-S 12 1831
CPR-S 18 7

CPR-S 30 6781

CPR-S 15 99 CPR-S1 416 CPR-S1 262 CPR-S 10 62
CPR-S 21 249 CPR-S5 128 CPR-S 30 1304
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4.16. ENROFLOXACINA EN SALICORNIA EUROPAEA

La tabla 32, recoge los posibles metabolitos de enrofloxacina obtenidos en el tallo y raiz de
las plantas de Salicornia eu., se observa como la cantidad de metabolitos aumenta al aumentar el
tiempo del ensayo de exposicidn, obteniéndose en el tallo de la planta del tercer corte,

correspondiente a los 21 dias de ensayo, mas cantidad de metabolitos que al comienzo del ensayo.

El metabolito ENR-S 3 correspondiente a una doble hidroxilacion con pérdida del fragmento
—C13HgNO3F, aparece indistintamente en muchas de las plantas analizadas, aunque no se aprecia
ninguna correlacién entre su presencia y el nivel de concentracion al que se expusieron las plantas

ni con el tiempo de exposicion.

Se genera en todos los cortes del tallo de la Salicornia eu. indistintamente de la
concentracion de la disolucion, el metabolito procendente de la ruta metabolica de deshidratacion
de alcoholes con pérdida del fragmento —C4H-N, (ENR-J 6) siendo mas abundante en el tercer

corte del tallo.

El metabolito ENR-J 28 proveniente de una hidroxilacion con pérdida del fragmento —C,H,
se origina sobre todo en el primer corte del tallo, durante la primera semana del ensayo de
exposicion y en el segundo corte del tallo en la planta P2, expuesta a altas concentraciones de

disolucion dopante de analitos.

Por otro lado se forma el metabolito ENR-S 27, de férmula empirica CigH,4FN3O,,
Unicamente en el tercer corte del tallo sobre todo en las plantas que fueron regadas con altas
concentraciones de disolucién dopante, no encontrandose en las plantas expuestas a bajas

concentraciones.

En las muestras de la raiz de la Salicornia eu. tan solo aparecen los metabolitos en las
plantas P6 y P2, sometidas a conentraciones de disoluciones dopantes de 10 pg-L™* y 10 mg-L™
respectivamente, no encontrandose practicamente en ninguna otra raiz de las plantas metabolitos.
Este hecho podria indicar que la mayoria de los procesos que sufre ENR suceden en el tallo de la

planta por su facil absorcion y asimilacion por parte de la planta.

Al igual que en el caso de los posibles metabolitos de flumequina encontrados en las
muestras de Salicornia eu., no se encuentran metabolitos en las muestras de tallo a altas

concentraciones de disoluciones dopantes (en ninguna de las plantas P1, ni P2).
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Tabla 32. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Salicornia eu. sometidas a los ensayos de
exposicion con enrofloxacina.

704/651

ENR-S 15 114
177
ENR-S 2 149

144

ENR-S 9 ENR-S 38

ENR-S 34 198 ENR-S 10 207
ENR-S 13 3236
312
ENR-S 28 702 - 325 ENR-S 26 33
ENR-S 13 2798
ENR-S 33 747
ENR-S 5 2066 ENR-S 31 424 ENR-S 32 142 ENR-S 25 102

ENR-S 28 572
ENR-S 31

1184
ENR-S 12 ENR-S 14 405
ENR-S 29 ENR-S 14 153
ENR-S 28 396 ENR-S 13 996 ENR-S 13 101
ENR-S 18 100 ENR-S 30 72
ENR-S 35 925 74
ENR-S 17 564 - 355/409
ENR-S 5 362 ENR-S 14 377 ENR-S 20 645
ENR-S 28 2768 ENR-S 20 1636 ENR-S 21 606
ENR-S 32 2019 ENR-S 37 911
ENR-S 4 97 ENR-S 14 613
ENR-S 5 836 ENR-S7 179
ENR-S 8 545 ENR-S 23 1088
ENR-S 28 2401 ENR-S 37 919
ENR-S5 | 4751/1492
6202/973
ENR-S 16 4773
ENR-S 28 | 1763/2059
ENR-S 14 250
ENR-S 32 2402
ENR-S 32 2607 ENR-S 22 3095 ENR-S 24 166
ENR-S 35 890 ENR-S 26 693
ENR-S 37 422
ENR-S 36 122
ENR-S 11 335
ENR-S 19 247
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4.17. DICLOFENACO EN SALICORNIA EUROPAEA

En la siguiente tabla se recogen los posibles metabolitos de diclofenaco encontrados en
muestras de Salicornia eu. A simple vista se observa un mayor nimero de metabolitos en el tercer
corte del tallo de la planta correspondiente a la tercera semana, 21 dias, de forma generalizada en
todas las concentraciones ensayadas. Sin embargo, la planta P4 a concentraciones intermedias
presenta gran nimero de metabolitos en casi todas las muestras analizadas, mostrando valores de

areas importantes en muchos de las sefiales obtenidas.

El metabolito procedente de una desmetilacion con pérdida del fragmento —CgHsNCI,,
correspondiente a DCL-S 6, se repite sobre todo a concentraciones intermedias y bajas en el tercer
corte del tallo y en la raiz de la planta, encontrandose en todas las plantas dopadas a esas
concentraciones en Ordenes de magnitud similares para cada concentracion de ensayo analizada.

Cabe también destacar que no aparece en ninguna de las muestras de alta concentracion analizadas.

La ruta metabdlica de deshidratacion de alcoholes con pérdida del fragmento —CsH3;NCl,
origina los metabolitos DCL-S 3, DCL-S 4 y DCL-S 5, que aparecen de forma reiterada en los
cortes del tallo de la Salicornia eu. expuestas fundamentalmente a intermedias concentraciones,
aunque también se observa su presencia a altas concentraciones de disolucién dopante. Los valores
de area obtenidos sugieren su formacion al inicio del ensayo, disminuyendo la cantidad formada de
este metabolito con el transcurso de las semanas, obteniendo en la primera semana valores
correspondientes a mas de 1300 u.a y a los 21 dias de ensayo 400 u.a, con lo que la formacién de
este metabolito podria estar relacionada con la cantidad de disolucién dopante administrada y con

el tiempo transcurrido.

El metabolito DCL-S 9 formado a partir de la molécula padre de diclofenaco con pérdida del
fragmento —C¢HsNCl,, aparece repetidamente a intermedias y altas concentraciones, encontrandose
tanto en el tallo como en la raiz de la planta, predominando en casi todas las muestras a los 21 dias
de ensayo de exposicion. Cabe sefialar en este caso, que los mayores valores de areas corresponden
a los primeros cortes realizados tras 7 y 14 dias de exposicion, lo cual indicaria que su presencia
puede estar realacionada con el buen estado general de la planta, dejando de producirse a medida

gue en esta se aprecian claros signos de deterioro.

En todas las muestras del primer corte del tallo de Salicornia eu. predomina el metabolito
DCL-S 14 procedente de una hidroxilacion con pérdida del fragmento —CgHsNCI, a un tiempo de
retencion de 5.71 minutos. Este metabolito esta claramente relacionado con la concentracion de
disolucién dopante de riego ya que se observa como va aumentando el &rea de este, al disminuir la

concentracion de disolucion a la cual han sido expuestas las plantas.
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En general, se observa un mayor nimero de metabolitos en las plantas expuestas a
intermedias concentraciones, disminuyendo considerablemente en las sometidas a bajas
concentraciones de disolucion dopante, no encontrandose a penas metabolitos en las muestras de
alta concentracion ni en la raiz de la Salicornia eu., estos resultados concuerdan en gran medida
con los obtenidos para ibuprofeno. Esto podria indicar, que cuando la Salicornia eu. se expone a
una elevada concentracién de una mezcla de principios activos, sufre un gran deterioro por lo que
su actividad metabolica cesa casi desde el inicio, sin embargo, bajo una exposicién moderada, la
planta inicialmente se activa, probablemente para contrarrestar el efecto, para terminar sufriendo
dicho deterioro y de ahi la ausencia de metabolitos relacionados con diclofenaco en la raiz. Por el
contrario, a bajas concentraciones de exposicién, se observa un comportamiento muy desigual en
las dos plantas sometidas al ensayo, ya que si bien en la planta P5, no se observa efecto hasta el
tercer corte, lo cual podria estar relacionado con una baja absorcion del principio activo, en la
planta P6, parece haber una respuesta en el primer corte muy acusada, lo que se deduce de los
valores de area obtenidos, para cesar bruscamente, lo que indicaria o bien, un deterioro notable de
esta, 0 bien una adaptacion a su presencia, lo cual parece mas que probable, dada la presencia de

varios posibles compuestos relacionados con diclofenaco en la raiz.
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Tabla 33. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Salicornia eu. sometidas a los ensayos de
exposicion con diclofenaco.

327 DCL-S 16 112/123
DCL-S 18 205
DCL-S 28 144
DCL-S 28 170
285
160
1451 DCL-S 3 1009 537 117
DCL-S 27 172 764 DCL-S 16 214
DCL-S 28 79 943
DCL-S 27 274 \ 814 DCL-S 16 235
DCL-S 26 507 DCL-S 37 104
DCL-S 27 916
1910 DCL-S 3 1650 306 969
DCL-S 33 9% 541 4383 DCL-S 31 392
1981
419 1124
118 DCL-S 35 772
5278
1924
1066
DCL-S-311 1555 DCL-S 24 1290
DCL-S 12 123 DCL-S4 | 11796/10171 | DCL-S3 321/401 DCL-S 32 248
DCL-S 19 397 DCL-S7 | 3565/4410 | DCL-S5 60
DCL-S 21 377 1013/624 | DCL-S30 |  340/154
2133 DCL-S 15 384 DCL-S 26 2174
DCL-S 3 1369 DCL-S3 | 1360/2040 | DCL-S4 604 DCL-S 32 291
DCL-S 19 362 DCL-S4 | 11796/11647 | DCL-S 15 876
DCL-S 21 285 | 6002/6484 | DCL-S 30 609/606
2094 DCL-S 7 3565 4039
DCL-S 11 1675
DCL-S 8 110 DCL-S3 | 1697/1373 | DCL-S5 84 DCL-S 32 360
2516/2547 | DCL-S 21 262 343
DCL-S15 | 349/372 | DCL-S 33 102 194
DCL-S 19 1123 | DCL-S-311 3457 4679
2339 DCL-S 11 1223
DCL-S 22 242 DCL-S 32 1310
DCL-S 36 802 DCL-S-311 4781 DCL-S1 | 5468/6228 | DCL-S32 844
3060/4134
6861
DCL-S 20 1924
DCL-S 26 5547
DCL-S 17 1106
9596 DCL-S1 11335
DCL-S 2 5174
5342
6862
DCL-S 17 1106
DCL-S 1 6118
DCL-S 2 4167
DCL-S 11 2949
beLsen 77
DCL-S 29 2906 DCL-S 34 108
DCL-S 12 3190 DCL-S 10 1011
4018 DCL-S 12 294
DCL-S 11 2336
DCL-S 35 4996
4578 DCL-S 16 254
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4.18. IBUPROFENO EN SALICORNIA EUROPAEA

En la tabla 34, se presentan los resultados obtenidos en la raiz y tallo de Salicornia eu. En
general, el nimero de metabolitos identificados en este caso es bastante menor que en el resto de
principios activos analizados hasta ahora, siendo inexistente a bajas concentraciones de exposicion.
Se aprecia en la segunda y tercera semana del ensayo de exposicién, correspondiente a 14 y 21 dias
de ensayo, el mayor nimero de metabolitos para todas las muestras que resultaron positivas. Sin
embargo, el nimero de metabolitos es menor a tiempos menores de exposicion, en el que solo se
identificaron metabolitos en las muestras regadas con una disolucién de 700 pg-L™ en cada uno de

los farmacos.

Se observa un crecimiento gradual en la cantidad de metabolitos desde el comienzo del
ensayo, llegando a un equilibrio entre el estado de la planta, la absorcién de analitos y el tiempo de
administracion, hasta adquirir metabolitos en plantas sometidas a altas concentraciones de
principios activos de las plantas P1 y P2 sometidas a altas concentraciones de principios activos.
Los metabolitos identificados, proceden de una ruta metaboélica que implica una hidratacion (IBU-S
5; IBU-S 6; IBU-S 7; IBU-S 8).

Las muestras que fueron regadas con la disolucion de analitos a una concentracién de 10
ug-L™ no fueron capaces de generar ningun metabolito ni en la raiz ni en los tallos, probablemente

debido a la baja concentracion de disolucion a la cual fueron expuestas.

En la raiz de la planta, predominan las rutas metabolicas de demetilacion obteniéndose en las
plantas sometidas a intermedias y altas concentraciones de disoluciones dopantes. Destacar que
estos mismos metabolitos aparecen también en algunas de las muestras del tercer corte, lo que
podria indicar que non metabolitos de dificil absorcion por la planta, lo que justificaria su presencia

tan solo en aquellas plantas que presentan mayores valores de area en la raiz.
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Tabla 34. Posibles metabolitos encontrados en plantas de Salicornia eu. sometidas a los ensayos de
exposicion con ibuprofeno.

IBU-S 1 4490
IBU-S 1 4716
IBU-S 5 1417
IBU-S 1 3302
IBU-S 5 1014
701
IBU-S 5 1588 IBU-S 1 3688 2949
1122 IBU-S 2 4819 IBU-S 2 3692
823 IBU-S 5 1508 IBU-S 3 1131
968
IBU-S 5 1782 IBU-S 2 3822 2537
1050 IBU-S 1 2729 IBU-S 2 3709
898 IBU-S 3 559
IBU-S 2 4121
IBU-S 5 5264 IBU-S 5 5302 919 279
2719 1098 670
520 IBU-S 5 1312 263
755 IBU-S 2 226
493 IBU-S 5 94
IBU-S 5 938
496
IBU-S 5 4143 IBU-S 5 2976 IBU-S 5 2007 520
2789 1655 IBU-S 2 683
839 IBU-S 3 685
IBU-S 5 4400 IBU-S 5 2694 IBU-S 5 2245
3112 1304 IBU-S 1 749
3367 1945
829
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5. RESULTADOS ENSAYOS ENZIMATICOS

La coleccion de 150 plantas extraidas con cuatro disolventes distintos; etanol, hexano,
acetato de etilo y agua: etanol (50:50, v/v), hacen un total de 600 muestras testadas con las enzimas
tirosinasa, colagenasa, elastasa y lipoxigenasa. Como criterio de seleccidn, de todos los resultados
obtenidos, solo se eligieron como validas las que presentaron una inhibicion enzimatica superior al
50%, para que los extractos de las plantas sean de interés comercial, ya que tienen que presentar al
menos un valor de 1Cs, es decir, han de tener como minimo un 50% de inhibicién en los distintos

procesos enzimaticos [144].

Una vez analizada la actividad enzimatica y seleccionadas aquellas muestras con actividad
superior al 50%, se realizd revision bibliografica para descartar aquellas plantas de las que
existieran estudios previos con las enzimas empleadas en esta tesis. De las 150 plantas testadas,
unicamente cinco muestras prosiguieron en el estudio, al no haberse encontrado documentacion
bibliogréfica referente a la inhibicion de estas plantas con sus respectivas enzimas. El objetivo era
determinar, determinar, identificar y aislar la parte o fraccion de la muestra que presenta inhibicion
a la enzima, con el fin dltimo de incorporarla en el desarrollo de nuevos activos cosméticos
naturales. Los extractos naturales o las fracciones de ellos que muestran una elevada bioactividad
generalmente no se pueden incorporar de forma directa en una formulacion, ya que pueden mostrar
cualidades indeseables, como olor, color, viscosidad, etc. Por ello, es necesaria la adicion de un
soporte cosmético apropiado (liquido o sélido) para facilitar la incorporacion de activos naturales

en una formulacion cosmética [214].

En esta tesis nos hemos centraremos fundamentalmente en determinar las fracciones de las
muestras de extractos de las plantas seleccionadas que inhiben dichas actividades enzimaticas. La

identificacion y aislamiento de estas moléculas se realizara en estudios posteriores.

En el caso de la enzima tirosinasa, cuyos inhibidores son utilizados por sus aplicaciones
como agentes blanqueadores de la piel, antienvejecimiento, antiarrugas y en el tratamiento de
trastornos dermatoldgicos [144], de toda la coleccion de plantas analizadas, las Unicas muestras que
presentron una elevada oposicion a la reaccion enzimatica son la n® 129 extraida en una mezcla
H,O: EtOH (1:1, v/v) (Pistacia lentiscus) con el sustrato L-Tirosina, que alcanz6 un porcentaje de
inhibicion cerca del 60% y la muestra n°® 78 extraida en etanol correspondiente a la planta

Lycianthes rantonnetii con el sustrato L-DOPA.

La planta Pistacia lentiscus es muy utilizada como inhibidor de las enzimas tirosinasa y

elastasa, segun los estudios realizados por I.Chiocchi et al. [215] en concreto es un potente

358



Resultados y discusion

inhibidor de la enzima tirosinasa como demuestran los trabajos de Lépez et al. [216], por lo que

gueda descartada para los siguientes analisis.

Sin embargo la planta Lycianthes rantonnetii (n° 78) presentd un porcentaje de inhibicion del
57% para la enzima tirosinasa con el sustrato L-DOPA, y dado que no se encontraron referencias
bibliograficas de esta planta como inhibidor de dicha enzima, fue seleccionada para su

fraccionamiento en la siguiente etapa.

De los resultados obtendios con enzima lipoxigenasa, solamente los extractos, 46 con
acetato de etilo y etanol, mostraron una inhibicion superior al 50% a la enzima, en el caso de la
planta n° 46, Hemerocalli. se observa una inhibicion enzimética del 71% en el extracto de etanol y
del 51% en acetato de etilo.

El resto de las muestras que dieron positivo, corresponden a plantas que contienen una
molécula que es inhibidora de la enzima y estd documentada en la bibliografia consultada, es por
eso que no son considerados como nuevos inhibidores, por ejemplo, la muestra N° 49
correspondiente a la planta Prunus cerasifera con una inhibicién cerca del 100% en nuestros
resultados, concuerda con los estudios realizados por Florence T. et al. [217], al igual que las
cabezas de flores de Euryops pectinatus en los en los ensayos llevados a cabo por Nesseem D.I. et
al. [218] presentan una alta actividad antiinflamatoria, relacionada con dicha enzima, esta planta
pertenece a la familia Asteraceae, misma familia que la planta n® 3 de nuestra coleccion Anacyclus
radiatus, con una inhibicion del 75% extraida en etanol, descartada para los ensayos posteriores por

estar documentada la actividad antiinflamatoria la familia a la que pertenece [219, 220].

Asi como el Eucalyptus (n° 1) del que se aislé un flavonoide inhibidor de la lipoxigenasa en
los estudios realizados por Shwu-Woan [221] o la planta n® 78, seleccionada con la enzima
tirosinasa, pero descartada con la lipoxigensa, aunque los extractos en etanol y acetato de etilo
presentan una inhibicion superior al 65% y aun no exisitir referencias bibliogréaficas sobre su papel
en la inhibicién de esta enzima, la familia a la que pertenece Solanaceae, estd ampliamente
documentada en su actividad antiinflamatoria, como queda reflejado en los estudios de Nacoulma
et al. [222], Helvace S. et al. [223] o Khan et al. [224].

La planta n°® 78 muestra un porcentaje de inhibicion con la enzima lipoxigenasa del 50%,
aunque no existen estudios que abalen la inhibicion de Lycianthes rantonnetii con esta enzima, si se
ha documentado la actividad antiinflamatoria que presentan varias plantas pertenencientes a la
familia de las Lycianthes rantonnetii, la familia Solanaceae, como son los ensayos realizados in
vitro de las actividades antioxidantes y anti-inflamatorias de los extractos de Nicotiana tabacum L.
perteneciente a la misma familia realizados por Nacoulma et al. [222], por lo que se eliminé en el

estudio de la enzima lipoxigenasa.
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Los extracto 57 etanol y 57 acetato de etilio con una inhibicion superior al 80 y al 50%
respectivamente, proveniente de la planta Viburnum tinus, perteneciente a la familia de las
Adoxaceae, possen una conocida actividad antiinflamtoria debio al gran contenido en antocianinas
y otros polifenoles como se menciona en el trabajo de Crisan M. et al. [225] o de Olenic L et al

[226], lo que excluyd estos extractos de ensayos posteriores.

Con la enzima elastasa, todas las muestras con una elevada inhibicion son plantas ya
conocidas o estudiadas con esta enzima, por ejemplo la planta n® 1, Eucalyptus con una inhibicién a
la enzima superior al 80% con todos los divolventes salvo con hexano, estd previamente

documentada en el trabajo Inomata et al. [227].

Los extractos n® 23, Nerium aleander en etanol y acetato de etilo, inhiben méas de un 50% la
actividad de la enzima elastasa, mientras que en los disolvente hexano y agua:etanol (1:1, v/v) su
porcentaje de inhibicién no llega al 10%, esto es debido, como se ha mencionado anteriormente al
efecto que ejerce de disolvente sobre la extraccion de las moléculas presentes en las plantas,
resultando en mayor o menor rendimiento segln las caracteristicas de los compuestos. Esta planta
perteneciente a la familia de las Apocynaceae, asi como la planta n°® 124 Petite salmon oleander,
conforme los estudios realizados por A. Rajic et al. [228] en la corteza de las raices de las plantas
pertenecientes a esta familia se han encontado compuestos que inhiben la enzima elastasa, de ahi
que fueran descartados estos extractos en nuestro estudio. Por lo que no hay ningun extracto que
presente un elevado ICsy ¥ que no esté documentado en la bibliografia, salvo por el extracto n° 46

en acetato de etilo (Hemerocallis) con una inhibicién del 51%.

En la enzima colagenasa, casi todas las muestras presentaron una inhibicion inferior al 50%,
igual que con la enzima tirosinasa y el sustrato L-Tirosina, salvo algunos extractos de plantas que
ya son conocidas por su relacion con esta enzima, como el extracto n°® 52 en acetato de etilo con
una inhibicion superior al 90% con la enzima colagenasa y cerca del 50% en sus estudios con la
enzima lipoxigenasa, pero suprimida en los andlisis siguientes por estar demostrada su actividad
con ambas enzima e incluso con la enzima hialuronidasa en las investigaciones realizadas por
Persson et al. [229]. Por tanto, ningln extracto ha sido seleccionado para el estudio de la inhibicién

de la enzima colagenasa.

Lo mismo sucede con las extractos de la planta n° 27 que corresponde a Arbutus undeo con
unos porcentajes de inihicion superiores al 75% en todos los disolventes salvo en hexano, pero
cuya actividad inhibitoria de la enzima elastasa ha sido descrita con anterioridad en las

investigaicones de Seibu Y. et al. por pertenecer a la familia de las Ericaceae [230].

Con todo lo expuesto, se seleccionaron para identificar las fracciones activas que muestran

inhibicion con las enzimas, la muestra 78 en etanol para la enzima tirosinasa con el sustrato L-
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DOPA, para la enzima lipoxigenasa las muestras 46 en etanol, 46 en acetato de etilo y con la

enzima elastasa 46 en acetato de etilo, que aparecen resaltadas en amarillo en la tabla del anexo IlI.

Se realizd una disolucién de dichas plantas (figuras 49 y 50) en sus correspondientes
disolventes a una concentracion 2000 mg-L ™y posterior extraccion durante 15 minutos en el bafio
ultrasonidos, dos horas de maceracion con agitacion, filtracién y evaporacion del disolvente,

reconstituyendo las muestras en metanol a una concentracion final de 1 mg-mL™

SOLTRTN N

Figura 49. Planta n° 46 Figura 50. Planta n° 78

Hemerocallis. Lycianthes rantonnetii.

5.1. ANALISIS DE FRACCIONES MEDIANTE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION EN HPLC

Los nuevos extractos obtenidos de las plantas Hemerocallis y Lycianthes rantonnetii se
analizaron utilizando un sistema HPLC Agilent 1200, con detector de matriz de diodos DAD y un
ELSD (detector de dispersion de luz evaporativa) que opera bajo las condiciones que se recogen en
la tabla 35, condiciones desarrolladas y optimizadas para empleadas en ensayos similares por el
grupo de investigacion, Métabolome et Valorisation de la Biodiversité Végétale del Instituto de

Quimica de Niza.

Con el fin de identificar la parte bioactiva responsable de la actividad enzimatica, e intentar
aislar la molécula responsable, una vez inyectada la muestra, el eluyente se recogié en fracciones
cada 2 minutos a la salida de la columna, tras la separacién cromatografica (ver anexo IV). A
continuacion se evapord hasta sequedad y se disolvié cada extracto con distintos volimenes de

DMSO, para obtener una concentracion final de 3.433 mg-mL™.
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Estas nuevas fracciones fueron testadas con sus correspondientes enzimas, para poder saber

que fraccion de la planta presentaba inhibicion y asi aislarla, sin embargo, sorprendentemente

ninguna fraccion de las muestras n® 78 y 46 con sus respectivos disolventes mostraron un elevado

ICso, l0 que implica, que no existe una fraccion claramente responsable de la inhibicion enzimatica.

Por ello, se realizd un andlisis mediante UHPLC-Q-TOF-MS, en las condiciones descritas en
la tabla 36, con el objeto de establecer una relacion entre los inhibidores estdndar empleados en los
tests enzimaticos y las muestras seleccionadas con inhibicion a las enzimas, modificando el

gradiente de separacion y cambiando la columna cromatogréfica.

Tabla 35. Separacion y condiciones cromatograficas empleadas en el analisis en HPLC de las

fracciones.
Columna C18 Phenomenex, Luna ® (150 mm x 4.6 mm id, 5 pm)
DAD 254, 220, 280 nm
ELSD Presion de gas nebulizador : 3.5 bares
Té del tubo de evaporacion : 40°C
Ganancia : 3
Eluyentes A: Acido formico 0.1% en agua
B: Acido férmico 0.1% en acetonitrilo
C: 2-propanol
Flujo 1 mL/min
Volumen de inyeccion 20 pL
Gradiente Tiempo (min) A (%) B (%) C (%)
0 95 5 0
5 95 5 0
40 55 45 0
50 0 100 0
52 0 100 0
58 0 20 80
60 0 20 80
65 0 0 100
70 0 0 100
75 95 5 0
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Por ello, se realizé un andlisis mediante UHPLC-Q-TOF-MS, en las condiciones descritas en
la tabla 36, con el objeto de establecer una relacidn entre los inhibidores estandar empleados en los
tests enzimaticos y las muestras seleccionadas con inhibicién a las enzimas, modificando el

gradiente de separacion y cambiando la columna cromatogréfica.

Tabla 36. Separacion y condiciones cromatograficas empleadas en el analisis UHPLC-Q-TOF-MS.

Columna ACQUITY UPLC® BEH C18 (50 mm x 4.6 mm id, 1.7 um)

Eluyentes A: Acido férmico 0.1% en agua

B: Acido formico 0.1% en acetonitrilo

C: 2-propanol
Flujo 0.5 mL/min
Volumen de inyeccion 5uL

Gradiente:
Tiempo (min) A (%) B (%) C (%)

0 95 5 0
5 95 5 0
40 55 45 0
50 0 100 0
52 0 100 0
58 0 20 80
60 0 20 80
65 0 20 80
70 0 60 40
75 95 5 0

Una vez obtenidos los cromatogramas de los extractos de las plantas 46 EtOH, 46 AcEty 78
EtOH, asi como de los inhibidores estandar empleados en los test enzimaticos, se procesaron las
muestras con ayuda del software MetaboLynx, para tratar de encontrar una relacion entre las
plantas con resultados positivos a la actividad enzimatica de las enzimas lipoxigenasa y tirosinasa y
los inhibidores estandar conocidos de ambas, es decir, tratar de identificar en que parte del

cromatrograma de las plantas seleccionadas se encuentra la molécula o moléculas responsables de
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la inhibicion. Para ello, se intenta identificar en dichos extractos, bien los inhibidores estandar de
referencia, o bien, metabolitos de dichos inhibidores estandar o moléculas de estructura mas
compleja, cuyo espectro de fragmentacion produzca iones coincidentes con los inhibidores estandar

de referencia empleados en los test enzimaticos.

Los extractos obtenidos en los disolventes acetato de etilo y etanol son los que presentan una
mayor inhibicidn enzimética, esto podria explicarse segun el trabajo de Burger et al. por el hecho
de que los disolventes polares y concretamente el etanol, son apropiados para la extraccion de

polifenoles y flavonoides de las matrices vegetales [144].

En la planta Hemerocallis, extraida con etanol, una vez procesados y analizados los
resultados (tabla 37 y figura 51), se encuentra la presencia de un metabolito procedente de una
hidroxilacién de quercetina, a tiempo de retencién 6.58 min (figuras 53 y 54).

Con tiempos de retencion de 4.78 y 14.06 minutos (figura 52), se obtuvieron picos
cromatograficos relacionados de algin modo con la molécula de quercetina. El analisis detallado de
estos picos cromatograficos y sus correspondientes espectros de masas (figuras 54 y 55), mostrd
espectros conteniendo picos a relaciones m/z coincidentes con quercetina y sus correspondientes
fragmentos (303.050, 273.040 y 257.045), aunque el pico base de dicho espectro muestra una
relacion m/z 465.105 para la sefial obtenida a 14.06 minutos y 423.094 en el caso de 4.78 minutos
(figura 55).

Se deduce de dicho analisis, que se puede tratar de moléculas mas complejas que comparten
estructura con la molécula de quercetina, ya que poseen un espectro de fragmentacion coincidente
con esta. Esto puede explicar que la planta muestre oposicion a la actividad enzimatica de
lipoxigenasa y tirosinasa, ya que parece haber una similitud estructural, y su presencia es muy
abundante en las muestras analizadas, lo que se deduce de los elevados valores de area de pico

obtenidos.

Esta podria ser la razon, por tanto, de que el extracto n°46 EtOH presenta oposicién a la
actividad de la reaccion enzimética de la enzima lipoxigenasa inhibiendo un 71.63% (ver tabla del

anexo IlI).

El andlisis del extrato con acetato de etilo (figuras 56 y 57), muestra la presencia de picos
cromatograficos a tiempos de retencién coincidentes con el extracto en etanol, cuyos espectros
presentan una total coincidencia, lo que supone que la molécula (6 moléculas) responsable de la
inhibicion enzimatica, se extrajo en ambos disolventes organicos. Los cromatogramas y espectros

correspondientes se muestran en la tabla 38 y en las figuras 58 y 59. La muestra 46 extraida con
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acetato de etilo muestra una inhibicién con la enzima lipoxigenasa del 51.48%, mientras que

presenta un porcentaje de inhibicion del 51.19% frente a la actividad de la enzima elastasa.

El andlisis de la planta Lycianthes rantonnetii extraida con etanol, (extracto n°® 78 EtOH), que
presentaba inhibicion para la enzima lipoxigenasa, se dirigié inicialmente hacia la busqueda de
resveratrol (inhibidor utilizado para la enzima lipoxigenasa) o moléculas relacionadas con este, no
obteniéndose resultados positivos en este sentido. Sin embargo, tal y como se describe en
bibliografia y como se ha mencionado previamente en la introduccion, los flavonoides también
acttan como inhibidores competitivos de la enzima lipoxigenasa, por lo que se procedié a procesar
el cromatograma obtenido del extracto (figura 60) empleando quercetina como inhibidor de

referencia.

La quercetina unida a la enzima tirosinasa impulsada por la interaccion hidrofébica, produce
un cambio conformacional de la enzima, al quetalar un cobre con los grupo 3’ y 4 —dihidroxi, de
forma que la quelatacién impide la entrada del sustrato y por tanto inhibir la actividad catalitica de
la enzima tirosinasa [231], actuando de forma competitiva para el sitio de unién L-dopa de la
enzima [232], esto mismo demuestran los trabajos de de Kubo et al., en los que demuestran la

actividad inhibitoria de la tirosinasa con los flavonoles (clase de flavonoide) [233].

Ademas los estudios de Sohretoglu et al. sugieren que los flavonoides, especialmente los que
contienen 3’, 4’-dihidroxilsustitucion en el anillo B (ver seccion Parte Experimental) tienen un
elevado potencial para el desarrollo de un ihbidor de la enzima tirosinasa, puesto que la presencia
de un grupo hidroxilo adicional en la posicion C-3° aumenta el efecto inhibidor de la tirosinasa
[234].

En la figura 61, se muestra el cromatograma de iones extraidos a relacion m/z 303.0501
correspondientes al i6n [M+H"] de quecetina. El espectro del pico cromatogréfico obtenido a 11.78
minutos (figura 62), contiene un fragmento cuya masa coincide con quercetina, aunque se observa
que el pico base del espectro esta a 465.1034 m/z, lo cual sugiere una molécula de estructura mas
compleja con similitud estructural a quercetina, cuya fragmentacion genera un espectro coincidente

entre otros la masa de esta a 303.0501 m/z.

Como se aprecia en la figura 61, el pico cromatografico obtenido a 12.41 minutos, presenta
una coincidencia completa en tiempo de retencién y espectro de masas con el control de quercetina
estandar de referencia analizada, ya que dicha sefial, se encuentra también en el cromatograma del
control de quercetina, con un espectro que presenta un pico base a 611.1618 m/z (figura 63),
ademés de todos los fragmentos coincidentes con el espectro de quercetina (303.050, 273.040 y
257.045). Esto podria explicar por tanto, que la muestra 78 EtOH presente un porcentaje de

inhibicién del 57% con la enzima tirosinasa y el sustrato L-DOPA.
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En futuros trabajos investigacion se intentara aislare identificar mediante RMN la parte de
los extractos de las plantas que contienen metabolitos de la quercetina, para poder identificar

exactamente la molécula responsable de la inhibicion enzimética.
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Anédlisis de la planta Hemerocallis extraida con EtOH.: muestra 46 EtOH.

46 EtOH 1: TOF MS ES+
47.39 TIC
100 50329 | oo b 1.81e8
1291 14.08 4235 46.42:625.30
* 4.78 M 44713 450 99 38.07 40.09 30144 #B-45559-50 19.23
423.09 463.12 p 353,2{457-3{ % 621.31
U T T T T 1 T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T 1 T T T 1
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00 75.00
Figura 51. Cromatograma de iones totales obtenido a partir de la planta Hemerocallis extraida con EtOH.
1: TOF MS ES+
4.78 303.051 0.0500Da
100 423.09 7 2.46e6
14.06
= 42'35:39 4651
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5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00 75.00
Figura 52. Cromatograma de iones extraidos a relacion m/z de quercetina en la muestra 46 EtOH.
1: TOF MS ES+
319.045 0 0500Da
100 6.58 318e4
42309
#
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Figura 53. Cromatograma de iones extraidos a relacién m/z del posible metabolito obtenido a partir de hidroxilacion en extracto 46 EtOH.
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Tabla 37. Posibles metabolitos obtenidos a partir de la muestra 46 EtOH.

Masa tedrica m/z encontrada  tr minutos  Error (ppm) Formula Ruta Area
318.0376 319.0446 6.58 -2.4 C15H10O0g Hydroxylation 13077
302.0427 303.0503 4.82 -0.5 Ci5H1004 Parent 1715439
302.0427 303.0505 14.06 0.2 C15H1004 Parent 152094
7 Tirme: F ED] Ok . . B L el ati — TAE T 46 EtOH
77(Time: 6.58) Combine (156:158-(114:115+185:186)) Hydroxylation Status: OK [Analyte] 1TOF M5 ES+ 1 TOF WS E5e
5.05e4 100 423,093 1.43e7
100- 319.0446
90
80
70
60
£ 504 #
40-
304 461.0652
E 278.0176
20 447 0664 303.0502
10 270.0320 32 397.9961
1 2440477 _-355.0439 493.0597 ;11'1052 0% |7 0500 |
E N s ol 70212 1410688 { ol 5540180 6320318 7051008 7rodm
250.00 30000 35000 400.00 450.00 500.00 a0 ‘ IGU ' 15‘0 ' 260 ' 250 ' EU‘U ‘ 35‘0 ‘ 4[‘]0 ‘ 450 ' 5ll.|Cl ' 55‘[] ‘ EéU ' BéU ' ?60 ' ?éU ' EU‘U

Figura 54. Espectro obtenido del posible metabolito de hidroxilacion de la

muestra 46 EtOH con un tiempo de retencién de 6.58 minutos.

de retencion de 4.78 minutos.

Figura 55. Espectro obtenido de la muestra 46 EtOH a tiempo
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Anédlisis de la planta Hemerocallis extraida con AcEt.: muestra 46 AcEt.

46 AcEt 1: TOF MS ES+
4739 _ cs
. i 1.79¢8
4377
g 511.34\ 46.63 _ 48.98

609.27 6211

D T T T T T T T T T T 1 T 1 T T T T T T 1 T T T T T T 1 Tlme
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00 75.00
Figura 56. Cromatograma de iones totales obtenido a partir de la planta Hemerocallis extraida con AcEt.
Metabolites 46 AcEt 1 TOF MS ES+
4.96 13.76 _ 303.05 0.0500Da
100 423.08 465.10 2475
14.06
& 46510
I
0 LA LA AL L B WL AL ALY ML L LN O B LN L LN UL L LU L LN L L L L L L L LN L L L L L L LI AL WL AL BN LA BN
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00 75.00

Figura 57. Cromatograma de iones extraidos a relacion m/z de quercetina en la muestra 46 AcEt.
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Tabla 38. Posibles metabolitos obtenidos a partir de la muestra 46 AcEt.

Masa teorica m/z encontrada  tr minutos  Error (ppm) Férmula Ruta Area
302.0427 303.0501 4.96 -1.2 CisH1004 Parent 69762
302.0427 303.0501 13.76 -1.2 Ci5H1005 Parent 37003
46 AdE
02-05-2019_P_N_08 118 (4.056) Cm (95:128-(44:80+182:239)) P 1: TOF lv\ZSDEE‘SE+7 46 AdE
1 02-05-2019_P_N_08 328 (13.757) 1 TOF NS ES+
100 465.1034 2516k
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1419583
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e { ) A M0 | L | 5190724 5BL019% 6740448 .
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SRMEE: 5 ¢ NN MO0 UNAOPGS OSSN S N 10 Y. WO - 0 LS. 5 100 180 200 250 300 350 400 480 500 550 | 600 . €50 700 750

Figura 58. Espectro obtenido de la muestra de 46 AcEt a tiempo de Figura 59. Espectro obtenido a tiempo de retencion 13.76 minutos.

retencion de 4.96 minutos.
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Anélisis de la planta. Lycianthes rantonnetii extraida con EtOH: muestra 78 EtOH.

06_05_2109_P_N_04 1: TOF MS ES+
47.05 _ BPI
100+ 593 28 1.82e7
4188
52034  46.04
28228
= 12.91
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3893 4126 || ~42.85 33834 | - 139.99 7359
277 22590 24 496.34 N 78257 5635 oo 141,96
! 14.68 1858 2348 5 : 68158 o q £
0.8479.02 e 82089 372 og 36.31 ™ 7 369.24
611.16 . TETA4 g0y T8 11629 v
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Figura 60. Cromatograma iones totales obtenido a partir de la planta Lycianthes rantonnetii extraida con EtOH.
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Figura 61. Cromatograma de iones extraidos a relacion m/z de quercetina en la muestra 78 EtOH.
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Masa teorica

m/z encontrada

Tabla 39. Posibles metabolitos obtenidos a partir de la muestra 78 EtOH.

tr minutos ~ Error (ppm) Férmula Ruta

Area

303.0502
302.0427

303.0502
303.0502

Parent
Parent

-0.8
-0.8

11.87
12.41

C15H1007
C15H1007

119312
13733

78 EtOH 78 EtOH
02-05-2019_P_N_03 288 (11 871) Cm (277:289-81:204) 1: TOF MS ES+ 06_05_2109_P_N_04 296 (12 411) Cm (204:206-(305'315+243:252)) 1 TOF MS ESt
465.1034 1 22¢¢ 6111608 2775
100 100+
3030501
354.1339
=| |
3030501
2631732
175 1483
6111605
109.0567 401.1600 sepe
381.0274 226.1671
5600475 5431838
256 5105 344 0588 18,0136 32 0005 7432032 137.0808 | 199.0748 l \ l422 2455 ‘ 6341362 7442612 795 1843
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Figura 62. Espectro obtenido a un tiempo de retencion de 11.87 minutos.

Figura 63. Espectro obtenido a tiempo de retencion de 12.41 minutos.
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5.2. ANALISIS DE ENSAYOS ANTIOXIDANTES

En el anexo 111, se recogen los porcentajes de inhibicion de las enzimas empleadas asi como
los resultados obtenidos de los ensayos de polifenoles, flavonoides y DPPH, de los extractos de las
muestras empleadas en este trabajo.

Se observa como las muestras que presentan una elevada actividad antioxidante, muestran
una fuerte inhibicién con la enzima lipoxigenasa, como es el caso de la muestra n°® 18 Olea
ambrensis H. Perrier cuyos porcentajes de inhibicidn con la enzima lipoxigenasa con cercanos al
72% extraido con H,O/EtOH, y superiores al 95% en los extractos con los disolventes EtOH, AckEt,
mostrando unos elevados contenidos de polifenoles y flavonoides, asi como las actividades
antioxidantes en los ensayos de DPPH, siendo estas maximas en el extrato formado a partir de
EtOH superando el 70% de la actividad antioxidante, mientras que no se observo actividad

enzimatica con el extracto formado a partir de hexano.

De igual manera sucede con los extractos de la muestra n° 21, correspondiente a la planta
Jaracanda minosifolia, presenta una actividad antioxidante del 90% para el extracto obtenido en
H,O/EtOH vy superior al 80% extraido con EtOH, una inhibicién frente a la actividad de la enzima
lipoxigenasa superiores al 73% y 95% respectivamente, ademas este Ultimo extracto presenta un
elevado contenido de polifenoles. Un escenario similar ocurre en la muestra n® 22 Myrtus
communis L., extraido con H,O/EtOH y EtOH se observaron actividades antioxidantes mayores del
90% en los ensayos de DPPH asi como una inhibicién superior al 90% en los tests de la enzima

lipoxigenasa con ambos disolventes

La muestra n° 46, seleccionada en este estudio, Hemerocallis, con un porcentaje de
inhibicion de la enzima lipoxigenasa del 71.36% extraida en etanol y del 51.48% para el extracto
formado en acetato de etilo, presenta mayor actividad antioxidante asi como un mayos contenido

de polifenoles y flavonoides en el extrato de etanol que en el de acetato de etilo.

Como se ha documentado ampliamente en la bibliografia, asi como en los trabajos de Burger
et al. [144] parace existir una clara relacién entre el contenido de polifenoles, flavonoides, con la
elevada actividad antioxidante y la inhibicién de la enzima lipoxigenasa, aunque esta relacion no se
cumple con el resto de las enzimas, probablemente por no ser polifenoles o flavonoides que pongan

oposicién a esas actividades enzimaticas.

Situacion similar se muestra en las muestras n° 54, cuyos extractos de H,O/EtOH y EtOH,

presentan una actividad antioxidantes alrededor del 60% y una inhibicién de la enzima
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lipoxigenasa de casi el 80%, en la muestra n® 57 perteneciente a la planta Viburnum Tinus, se

obtuvieron inhibiciones para la enzima lipoxigenasa superirores al 80% extraido con EtOH, y del

51.79% para el extracto de AcEt, asi como una actividad antioxidante mayores del 80% y un
elevado contenido de polifenoles y flavonoides, para todos los extractos salvo para el obtenido con
hexano, el cual no mostrd actividad antioxidante, ni contenido de polifenoles y flavonoides, por lo
como se menciona en los estudios de Burger et al. la presencia de disolventes polares facilitan la
extraccion de polifenoles y flavonoides de las matrices vegetales [144].

Esta correlacion entre el elevado contenido de polifenoles y flavonoides, la alta actividad
antioxidante y fuerte inhibicion a las enzimas sobre todo, la enzima lipoxigenasa sucede sobre todo
en las planta que son conocidas por sus actividades antiinflamatorias y estan previamente

estudiadas por sus capacidades antioxidantes.

Los resultados de las muestras de Juncus sp. sometidas a los ensayos de exposicion
presentan con los distintos test antioxidantes (DPPH vy polifenoles) y ensayos enzimaticos
(lipoxigenasa, elastasa y tirosinasa), recogidas en el anexo Ill, un porcentaje de inhibicion de la
enzima lipoxigenasa superior al 40% para la muestra del planta P1, cortada en la primera semana,
dopada a altas concentraciones de disolucién dopante 10 mg-L™ y extraida con acetato de etilo y
una inhibicion cercana al 22% para el segundo corte de la planta P1 extraida en etanol, mientras
que la planta P2, expuesta también a altas concentraciones de disolucion dopante de principios
activos, presenta entre el primer y el tercer corte una inhibicion entre el 10 y el 18% en los

extractos de etanol.

Se observa una elevada actividad antioxidante en los ensayos de DPPH en las muestras P1,
P2 y P3 extraidas con H,O/EtOH frente a las extraidas con hexano cuyos resultados eran cercanos a
cero. Ademas el tallo de Juncus sp. presenta una mayor capacidad de inhibicién frente a las
enzimas que la raiz, a pesar que en la raiz de la planta se obtuvieron mayores concentraciones de

acumulacién de los principios activos.

Por lo general como era de esperar las muestras sometidas a altas concentraciones de
disoluciones dopantes de los principios activos presentan mayor contenido de polifenoles y
flavonoides y un mayor porcentaje de inhibicion enzimatica, frente a las dopadas a bajas
concentraciones, lo que pone de manifiesto la alteracién interna que se produce en las plantas al

estar expuestas a los principios activos farmacolégicos.
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Dans ce chapitre, les résultats obtenus a partir des tests d'exposition des trois matrices de
plantes sélectionnées dans le Parc National de Dofiana seront analysés, en évaluant les
accumulations de médicaments dans les différentes parties des plantes, ainsi que leur évolution
pendant la durée de ces tests d'exposition. De plus, d'autres paramétres seront évalués, tels que la
teneur en azote dans le substrat des plantes, afin de corréler I'état visuel de la plante avec les

parametres biochimiques.

De plus, les métabolites possibles trouvés dans les différentes plantes au cours des essais
d'exposition seront présentés a l'aide du logiciel approprié (MetaboLynx) appliqué aux données

chromatographiques de chaque échantillon.

D'autre part, les résultats obtenus a partir des différents tests enzymatiques dans la collection
de 150 plantes autour de Dofiana, dans les échantillons de Juncus sp. soumis au test d'exposition,
ainsi que les résultats des tests antioxydants, seront exposés afin de déterminer la relation ou la
similarité entre les controles positifs qui inhibent les différentes enzymes et les échantillons qui

présentent une inhibition enzymatique et ne sont pas documentés dans la bibliographie.
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1. LHUMIDITE

Le pourcentage d’humidité des plantes utilisées dans les différents tests d'exposition a été
évalué, puisque les extractions sont effectuées sur des plantes préalablement séchées, valeur
nécessaire pour pouvoir exprimer les résultats sur I'échantillon original. Tige et feuille de
Lavandula dentata, présente entre 40 et 50 % d'humidité, comme la tige des plantes Juncus sp.
alors que les racines des deux plantes possedent un pourcentage d’humidité entre 10 % et 15 %.
Cependant, le pourcentage d'humidité de la racine de Salicornia europaea oscille entre 9 et 10 % et
sa tige autour de 6 %.

2. TESTS D'EXPOSITION:
LES RESULTATS DE L'ACCUMULATION DES MEDICAMENTS

Les résultats présentés ci-dessous sont organisés comme suit :

Dans le cas de Lavandula dentata, les tableaux montrent les résultats de deux plantes pour
chacun des trois niveaux de concentration d'eau d'irrigation utilisés dans les échantillons de feuilles
et de tiges (4 coupes, effectuées a 7, 14, 21 et 30 jours) et de racines (fin de I'essai, aprés 30 jours
d'exposition), indiqués comme R1 (correspondant aux P1, P3 et P5) et R2 (correspondant aux P2,
P4 et P6). Les échantillons ont été analysés en double. Les résultats de Juncus sp. sont également
présentés pour la tige et la racine.

En Salicornia eu., les résultats correspondent a I'analyse de six plantes a chacun des trois
niveaux de concentration utilisés, dans des échantillons de tiges (3 coupes effectuées a 7, 14 et 21
jours) et de racines (fin de l'essai, aprés 21 jours d'exposition). Dans la plupart des cas, la petite

quantité d'échantillon disponible ne permettait pas une analyse en double.

2.1. LAVANDULA DENTATA

Dans le cas de Lavandula dentata, seules des accumulations de fluméquine et de
carbamazépine ont été détectées dans toutes les parties de la plante, car I'absorption des produits
chimiques dépend largement de la nature hydrophobe (log P), I'état d'ionisation des molécules, le

pKa et le pH du sol.

La fluméquine et la carbamazépine ont été quantifiées dans tous les échantillons et & toutes
les concentrations de I'échantillon, et on a constaté, comme prévu, des concentrations plus élevées
dans les plantes irriguées a des concentrations élevées (10 mg-L™) identifiées dans le dosage

comme P1 et P2.
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Les résultats du tableau 12 montrent une nette tendance a I'accumulation dans les
échantillons de racines pour les deux médicaments, atteignant des concentrations trés élevées de

l'ordre de 15.000 ng-g™* pour la carbamazépine aprés 30 jours d'exposition.

Cependant, dans les échantillons de feuilles, on note que la plante accumule d'abord des
concentrations plus élevées des deux médicaments et qu'a mesure que l'exposition progresse, la
concentration de ces médicaments diminue graduellement, disparaissant pratiquement. Ces
résultats ne concordent pas avec les résultats publiés antérieurement par d'autres auteurs tels que
Tanoue et al [206] et Wu. et al [207] qui ont trouvé des concentrations plus élevées de CBZ dans

les feuilles que dans les racines C. sativus et les légumes.

Cela pourrait étre di aux dommages subis par les plantes tout au long de I'essai d'exposition,
car au fil des semaines, le changement de I'état morphologique des plantes s'est fait de plus en plus
sentir, les feuilles sont devenues molles et sont mortes dans les derniers jours, donc aucun
médicament n'a été accumulé dans les jours précédant la fin de I'essai, puisque les plantes étaient

pratiquement mortes.

Le méme comportement a été observé pour le FMQ, pour toutes les concentrations dans les
échantillons de feuilles, suivant une tendance exponentielle décroissante, due a I'aggravation de
I'état des plantes pendant le test d'exposition.

Dans le cas des échantillons de tiges, la concentration de FMQ a montré un comportement
différent, demeurant stable jusqu'a la troisieme semaine et diminuant considérablement au cours

des sept derniers jours, probablement en raison des dommages subis par la plante.

Comme dans le cas du CBZ, a de faibles concentrations d'irrigation, on note un
comportement assez similaire a celui suivi par le FMQ, mais étonnamment en concentrations
intermédiaires et élevées (700 ng-g*, 10 pg-g™) les résultats obtenus montrent une absorption
maximale a 21 jours puis une diminution, ce qui est conforme au mauvais état général de la plante
la derniére semaine, cependant les concentrations dans les 14 premiers jours du test étaient trés
faibles, par rapport aux résultats obtenus pour le FMQ ce qui suggére la difficulté des plantes, au
début, a absorber CBZ.

ENR et CPR n'ont été trouvés dans aucun échantillon, probablement en raison des faibles
valeurs du log P et du log Kow, de la physiologie de la plante elle-méme ou de la dégradation du

composé dans le sol.

DCL et IBU n'ont été trouvées dans aucun échantillon, en raison de leurs faibles valeurs en

pKa, ces composés se trouvent principalement sous forme d'anions, ce qui implique une faible
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absorption par les racines [208]. Ces résultats concordent avec certains articles publiés [206,209]
mais Emhofer et al [210] ont trouvé des DCL inaltérées dans des racines cultivées en culture
hydroponique aprés sept jours d'irrigation, cet écart pourrait étre attribué au faible potentiel
d'absorption de ces médicaments (log P et log Kow), a leur faible lipophilie ou méme aux

conditions expérimentales du projet [208].
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Tableau 12. Résultats pour CBZ et FMQ d’essais d'exposition de Lavandula dentata.

Concentration des composés trouveés

Matrice  Niveaux  Coupe CBZ R1* CBZ R2* FMQ R1* FMQ R2*
X SD X SD X ) X SD
. Tiours 2498 38 1390 17 1156 67 2076 43
WOHIG" pjours 1672 37 545 31 631 68 468 82
PL/P2Z " 21 jours 245 13 368 61 242 34 361 35
30 jours 150 27 207 4 150 20 62 13
., 7jours 1148 68 1754 24 1556 68 1326 49
00n9-0" 14 i0urs 312 57 413 11 631 20 363 23
P3/P4 " 21 jours 223 22 676 18 242 6 420 28
Feuille 30 jours 163 53 353 2 150 19 346 22
7 jours 141 22 145 18 111 23 220 14
10n9-g" 14 jours 10 132 8 58 0.2 70 8
P5/P6 21 jours 8 83 12 20 4
30 jours 3 21 10

NN\

N W O
/bmgo

* Concentrations exprimées en ng-g™*
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Concentration des composés trouveés

Matrice ~ Niveaux  Coupe CBZ R1* CBZ R2* FMQ R1* FMQ R2*
x SD x SD X SD X SD
10 ug-g? 7 jours 464 9 633 7 764 17 804 47
14 jours 3837 37 1862 57 1020 45 686 16
P1/P2  21jours 3074 20 2318 37 875 14 490 35
30 jours 15635 272 4630 113 494 27 308 14
Tige
700 ng.g? 7Jours 102 6 167 16 502 21 559 4
14 jours 101 9 103 14 666 5 565 14
P3/P4  21jours 647 11 717 33 417 14 561 8
30 jours 102 12 103 28 160 1 331 12
7jours 109 25 84 39 172 14 209 7
10ng-g*  14jours 101 5 156 25 151 3 184 15
ps/pg  2liours 129 8 48 18 646 19 79 20
30jours 54 15 49 4 335 25 57 9
10 ug-g™* 15035 110 14076 41 1904 16 1924 16
700 ng-g™ 1354 32 72 7 241 9
Racine 10 ng-g'l 832 9 43 4 92 3

NN
BN
\wl\)

[N
N O
K\‘m

N

* Concentrations exprimées en ng-g™
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2.2. JUNCUS SP.

Dans Juncus sp. on obtient des accumulations de tous les principes actifs sauf IBU, comme
dans Lavandula dentata, les plantes exposées & de fortes concentrations, 10 mg-L™, présentent une
plus grande quantité de principes actifs que celles soumises a des concentrations intermédiaires et
faibles, présentant en outre une plus grande reproductibilité entre elles. Les résultats sont présentés
dans les tableaux 13 y 14.

CBZ et FMQ ont été quantifiés dans toutes les parties de la plante, CBZ a des concentrations
élevées dans la tige du Juncus sp. Cela montre une augmentation croissante de I'accumulation
jusqu'a 21 jours, stabilisée la derniére semaine d'essai, probablement parce que la plante n'était plus
capable d'accumuler et métaboliser autant de CBZ. La situation inverse se produit dans le cas du
FMQ, pendant les trois premieres semaines, la quantité de cet ingrédient actif demeure stable sans
altération majeure pour connaitre une augmentation au cours de la derniére semaine d'essai, ceci
pourrait étre parce que cette espéce présente des difficultés dans I'absorption de cet ingrédient actif.
Des résultats similaires dans les courbes d'évolution ont été obtenus avec le FMQ, a des
concentrations intermédiaires et faibles, ainsi qu'a la racine, obtenant un scénario différent pour la
CBZ a des concentrations de 10 pg-L™, ot I'accumulation de celle-ci diminue durant la derniére

semaine de l'essai.

Dans la racine, la CBZ enregistre les valeurs les plus élevées atteignant I'ordre de 140000
ng-g*, peut-étre parce que, selon I'étude de Kodesova et al. [211], la CBZ est absorbé par des voies
distinctes, I'absorption de l'eau se fait principalement par des canaux d'eau régulés ou des
aquaporines, selon la demande en eau des plantes et la molécule de CBZ, non ionique est
transportée principalement par un mécanisme de diffusion par les membranes des cellules

racinaires, d'ou des quantités élevées de CBZ se trouvent dans les racines des végétaux [211].

Dans le cas de la CPR, les plantes soumises & une solution dirrigation de 10 mg-L™ ont
montré une grande accumulation de principe actif au cours de la premiére semaine, produisant une
diminution soudaine de la concentration trouvée dans les plantes a partir de la deuxiéme semaine,
pour rester stable jusqu'a la fin de I'essai, ceci peut étre di aux dommages subis par les plantes
pendant tout le test de I'exposition, Au fil des semaines, celles-ci ont montré un changement
morphologique important dans leur condition physique, ce qui pourrait entraver I'assimilation et la
métabolisation de la CPR, tandis que pour le reste des ingrédients actifs a été observé la situation

inverse, augmentant leur accumulation jusqu'a la quatriéme semaine du test.

L'évolution de les plants exposé a des concentrations intermédiaires et faibles de CPR est

similaire, dont la courbe d'évolution tend a diminuer a mesure que les semaines augmentent.
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ENR et DCL (mesurés en positif) n'ont pas été identifiés dans les plantes exposees a de
faibles concentrations. Au contraire, une accumulation similaire des deux principes actifs a été
observée, avec une augmentation a la fin de I'essai dans les plantes exposéees a des concentrations
intermédiaires de 700 pg-L™ et montrant une tendance stable dans les premiéres semaines, mais
augmentant progressivement la quantité accumulée des deux principes actifs dans les plantes
exposées a de fortes concentrations.

Enfin, dans la racine, on obtient peu de résultats significatifs et reproductibles dans les deux
plantes, ce qui montre, comme dans le cas de Lavandula dentata, la difficulté qu'elles présentent

dans I'accumulation et la rétention dans les racines des plantes.
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Tableau 13. Résultats de I'accumulation de CBZ, FMQ et CPR du test d'exposition de Juncus sp.

Matrice Niveaux

Coupe

Concentration des composés trouves

CBZ R1* CBZ R2* FMQ R1* FMQ R2* CPR R1* CPR R2*
x SD X SD X SD x SD X SD X SD
L Tjours 2415 509 1055 3 1957 12 924 22 18994 746 10727 12309
10M9-0" 14 j0urs 8080 306 25219 18 891 131 2169 82 1802 50 1125 126
PL/P2 21 jours 38895 812 39000 827 2183 170 2281 185 1300 0 1365 8
30 jours /3?9_* 384 39931 1499 50444 611 53201 376 1491 48 1139 11
Tige 700 ng-g* 7 Jours
14 jours 7028 118 3379 317 612 22 454 28 190 4 189 18
P3/P4 21 jours 4038 196 2406 48 543 38 420 39 205 27 177 14
30 jours 1285 55 3112 785 2903 70 3903 36 198 11 151 3
\ ~ - — 7 /\ T
10 ng-g* 7 jours
ps/pg 14 jours 213 9 200 7 68 1 66 1 167 0.2
21 jours 89 25 204 1 140 1 138 2 160 10
30 jours 19 7 10 1 375 12 395 0.5
Racine 10 Mg-g™ 88817 5354 139321 144 41417 5786 51363 50 900 132 640
700 ng-g™ 42572 4437 29020 1767 7171 1038 4612 196
10 ng-g* 1429 41 2873 161 96 3 183 4

/

-

* Concentrations exprimées en ng-g™
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Tableau 14. Résultats d'accumulation de I'ENR et du DCL de I'essai d'exposition de Juncus sp.

Concentration des composés trouves

Matrice Niveaux  Coupes ENR R1* ENR R2* DCL+ R1* DCL+ R2*

x SD x SD x SD x SD
. Tjours 627 10 1779 1716 1559 134 6606 7927

0ugg™ 4y jours 1455 329 3375 118 2473 131 13949 275

P1/P2 21 jours 3157 240 3251 255 1598 60 1660 68
30 jours 3986 11 4455 440 24023 555 39537 1413

Tige 4 [jours
700n9-" 14 i0urs 606 24 559 65 1429 14 619 242

P3/P4 21 jours 576 6 488 64 254 7 306 41

30 jours 662 26 590 9 377 20 632 107

-~ S N N

, [Tjours

10ng-g 14 jours —-- —-- — —-- - —-- —-- —--

P5/ P6 21 jours --- --- --- --- --- --- ---

30 jours

10 pg-g* 4393 445 79327 807

Racine 700 ug-g* 508 106 5696 2098
10 ng-g™* - — - - - — —

*Concentrations exprimées en ng-g™ 387
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2.3. SALICORNIA EUROPAEA

Comme pour Lavandula dentata, les résultats d'accumulation n'ont été obtenus que pour les
principes actifs CBZ et FMQ, et comme mentionné ci-dessus (2.1. Lavandula dentata) ces
principes actifs dépendent du caractere hydrophobe (log P), qui facilite leur absorption par la

plante.

Des quantifications trés reproductibles ont été obtenues dans des plantes dopées a des
concentrations intermédiaires et élevées (700 ng-g™ et 10 pg-g™) avec un comportement similaire

pendant I'essai.

Cependant, & des concentrations de 10 ng-g™*, aucune accumulation d'ingrédient actif n'a été
obtenue au cours d'une semaine de l'essai, ce qui peut étre comme dans les cas précédents parce
que la concentration de médicaments n'était pas suffisante pour que la plante soit capable de les
absorber et de les métaboliser.

L'évolution de la CBZ, montre une nette augmentation de la quantité accumulée par la plante
dans la derniére semaine d'essai, montrant dans les 15 premiers jours, une stabilité sans

changements, probablement aprés 15 jours la plante a été en mesure d'assimiler la CBZ.

Dans le cas de FMQ, nous nous trouvons dans une situation similaire, avec une forte
augmentation dans la derniere semaine d'essai, bien que dans ce cas, les quantités quantifiées dans
la deuxieme coupe de la plante dépassent en ordre de grandeur les quantités de CBZ dans la méme
période de temps ce qui indique que la Salicornia eu. a pu absorber et métaboliser le FMQ que le
CBz.

Dans la racine de la plante seulement les deux principes actifs ont été trouvés dans les
plantes exposées a des concentrations intermédiaires et élevées, montrant dans la derniére semaine
d'essai, des accumulations du méme ordre de grandeur que celles obtenues dans la tige de la plante,
inférieures a 0.5 ng-g™ pour les plantes soumises & des concentrations intermédiaires, ce qui

correspond aux résultats des accumulations pour celles-ci dans la tige.

Les autres analytes n'ont pas été quantifiés dans cette matrice végétale, ce qui pourrait étre du une
situation analogue a celle qui s'est produite dans la Lavandula dentata, dans laquelle, en raison des

faibles valeurs de pKa, I'absorption par les racines des autres analytes est défectueuse.
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Tableau 15. Résultats d'accumulation de CBZ et FMQ de I'essai d'exposition de Salicornia eu.

Concentration des composés trouves

Matrice Niveaux Coupe CBZ R1* CBZ R2* FMQ R1* FMQ R2*
X SD X SD X SD X SD
10 pg-g* 7 jours 0.129 0.018 0.109 0.033 0.076 0.014 0.072 0.005
14 jours 0.221 0.001 0.241 0.005 3.195 0.927 2.709 0.536
P1/P2 21 jours 24.685 0.104 32.629 3.129 14.476 1.328 9.179 0.428
700 ng-g'l 7 jours 0.022 0.001 0.023 0.004 0.058 0.001 - -
Tige P3/ P4 14 jours 0.042 0.0003 0.051 0.026 0.186 0.023 0.213 0.085
21 jours 12.054 0.897 10.124 0.105 0.502 0.053 0.787 0.533

10 ng-g* 7 jours
ps/pg  l4jours
21 jours

10 pg-g™ 11.105  0.593 9.982 0.753 13.435 2.911 11.661 0.912
Racine 700 ng-g™ 0517  0.088 0.394 0.049 0.421 0.228 0.4035 0.145
10 ng-g™* - - - - - --- ---

* Concentrations exprimées en ng-g™
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3. CONTENU D’AZOTE DANS LES ECHANTILLONS DE TERREAU

Lorsque les plantes n'ont pas un apportéquilibré et qu'il y a un manque d’azote, les anomalies
sont observables au travers de son développement et sa morphologie. Certains de ces effets sont par
exemple une croissance beaucoup plus lente, les feuilles jaunissent peu a peu a partir de la partie
inférieure de la plante (chlorose), elles ont moins de défenses contre les fléaux et les maladies et
une défoliation peut apparaitre. D'autre part, I'excés d'azote dans les plantes a également un effet
néfaste sur elles en réduisant leur production et la qualité des fleurs. Ces exces sont reconnaissables
a l'observation des symptémes suivants : feuillage excessif de la plante, tiges faibles, feuilles en
forme de griffes face au sol, mauvaise ouverture des bourgeons, feuilles vertes trés intenses ou peu

résistantes aux insectes en général.

Le tableau 16 suivant montre les résultats obtenus a partir de la teneur totale en azote dans
les substrats des différentes concentrations et matrices végeétales.

Tableau 16. Pourcentage d'azote obtenu dans les différents substrats des matrices végétales.

Echantillon Concentration %N
10 mg-L™* 1.6 (0.2)
Lavandula 1
dentata 700 pg-L 1.4 (0.1)
10 pg-L* 0.7 (0.1)
10 mg-L™* 1.7 (0.3)
Juncus sp. 700 pg-L* 1.1 (0.1)
10 pg-L* 0.8 (0.1)
10 mg-L* 1.8 (0.2)
Sa"ggm'a 700 pg-L™ 1.4 (0.1)
10 pg-L* 1.1 (0.1)

La teneur en azote du substrat de Lavandula dentata augmente en fonction de la
concentration a laquelle les plantes ont été exposées pendant I'essai d'exposition, de sorte qu'une
partie de cette teneur en azote provient des groupes amino et amide des médicaments contenant de
l'azote, tous sauf I'ibuproféne. La méme situation est observée dans les échantillons de substrat de
Juncus sp. le pourcentage d'azote diminue & mesure que la concentration des analytes auxquels les
plantes ont été soumises diminue. Ces deux matrices végétales ont été cultivées dans un substrat
universel, dont la teneur en azote oscille entre 0.7-1 % [212] ce qui indique qu'une partie de l'azote
obtenu dans le substrat des deux plantes provient des médicaments administrés lors des tests

d'exposition.
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Dans le cas de Salicornia eu., la plante est cultivée dans un substrat de fibres de coco parce
qu'il s'agit d'une plante halophile comme mentionné ci-dessus, il a une teneur élevée en sel, car il
est formé par les fibres de coco, la teneur en azote dans ces substrats est de 1.2 % [213], un
pourcentage similaire & celui obtenu dans les plantes soumises a de faibles concentrations lors des
essais d'exposition et qui atteint 1.8 % dans les échantillons de substrat de plantes exposées a une
concentration en matiére active de 10 pg-mL™.

Ces résultats sont dans une certaine mesure corrélés avec ceux obtenus dans les
accumulations des différents principes actifs dans les plantes, étant graduels la quantité d'analytes
trouvés aux différentes concentrations, ce qui justifie I'absorption produite a fortes concentrations
et la faible ou I'absence d'accumulation dans la majorité des plantes exposées a de faibles
concentrations. Les valeurs d'azote coincidant dans I'essai d'exposition a faible concentration avec
celles bibliographiquement référencées dans les substrats utilisés pour la culture des plantes,
appuient la thése d'une absorption moindre des médicaments dans le substrat et donc dans la plante
10 ng-mL™.

D'autre part, ils garantissent I'état d'évolution des plantes, celles exposées a de faibles
concentrations n'ont guere subi de modifications physiques, contrairement a celles exposées a des
concentrations de 10 pg-mL™ qui sont mortes & la fin de I’essai.

4. POSSIBLES METABOLITES DETECTES DANS LES PLANTES
TESTEES

Les résultats obtenus en appliquant le logiciel MetaboLynx aux extraits analysés pour les
différentes parties des plantes lors des tests d'exposition sont présentés ci-dessous. De cette facon,
la présence de métabolites et/ou de produits de dégradation possibles liés aux différents analytes
fournis lors des tests d'exposition peut étre détectée. L'objectif est d'établir des corrélations entre les
composeés identifiés, I'état de la plante et les niveaux trouvés des principes actifs fournis. En outre,
I'influence possible des espéces végétales étudiées sera analysée. Les résultats sont présentés dans
des sections dans lesquelles les principaux métabolites possibles pour chaque matiére active et

plante étudiée sont recueillis.

Les résultats sont présentés dans des sections dans lesquelles les principaux métabolites
possibles pour chaque matiére active et plante étudiée sont recueillis. L'annexe | présente les
tableaux explicatifs des voies métaboliques obtenues par le logiciel MetaboLynx lors du traitement
des échantillons de Lavandula dentata, Juncus sp. et Salicornia europaea, avec chacun des
principes actifs, ainsi que la masse trouvée, la masse théorique, I'erreur, la formule empirique et le

temps de rétention en minutes.
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Les tableaux correspondant a l'analyse de Lavandula dentata montrent les métabolites
possibles de deux plantes (les valeurs des duplicatas séparés par des barres dans la méme cellule
sont indiquées dans un cas positif dans les deux répliques, comme dans Salicornia eu.), obtenues
dans les quatre coupes réalisées (7, 14, 21 et 30 jours). Les résultats sont différenciés par couleur

selon la partie de la plante analysée: vert pour la feuille, marron pour la tige et en noire la racine.

Dans le cas de Juncus sp., les tableaux montrent les résultats de deux plantes aux trois
niveaux de concentration de I'eau d'irrigation utilisés dans les échantillons de tiges (4 coupes
effectuées a 7, 14, 21 et 30 jours) et de racines (fin de I'essai, aprés 30 jours d'exposition). Les
échantillons ont été analysés en double et les valeurs obtenues dans chaque réplicat, séparées par
des barres, ont été recueillies dans les tableaux (dans le cas d'un réplicat négatif, une seule donnée
apparait dans la cellule correspondant au métabolite correspondant).

En Salicornia eu. les résultats correspondent a l'analyse de six plantes a chacun des trois
niveaux de concentration utilisés, dans des échantillons de tiges (3 coupes effectuées a 7, 14 et 21
jours) et de racines (fin de l'essai, aprés 21 jours d'exposition). Dans la plupart des cas, la petite
quantité d'échantillon disponible ne permettait pas une analyse en double.

4.1. CARBAMAZEPINE DANS LAVANDULA DENTATA

Le tableau 17 montre les résultats obtenus aprés traitement par le logiciel MetaboLynx des
métabolites possibles trouvés dans les échantillons de Lavandula dentata exposés a la
carbamazépine. En vert sont montrés les résultats correspondant au traitement des feuilles de cette
plante dans les différentes coupes, en marron des tiges correspondantes, et en noir, les possibles

métabolites trouvés lors du traitement des échantillons de racines.

Le nombre de métabolites détectés diminue directement avec la concentration des dilutions
des tests d'exposition, et les voies métaboliques possibles impliquées peuvent étre consultées en

détail dans les tableaux correspondants en annexe.

On peut voir que c'est la racine de la plante qui accumule le plus de métabolites possibles,
étant la voie métabolique de la double hydroxylation avec perte du fragment —CHNO, qui
correspond au métabolite CBZ-L 8, le plus fréquent. Ce métabolite apparait dans toutes les
concentrations testées, ainsi que dans les échantillons de tige exposés a des concentrations

intermédiaires de dissolution (700 pg-L™) dans la plante P4, mais pas dans sa réplique (plante P3).

Le métabolite CBZ-L 2, derivé d'une distillation avec perte du fragment —CHNO et
apparaissant & un temps de rétention de 11.29 minutes, prédomine dans les échantillons de tiges,
particulierement dans les plantes qui ont été exposées & de fortes concentrations de dissolution
(P1), et ce, dans les deux échantillons exposés.
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La route métabolique de la double hydroxylation avec perte du groupe —HN, conduit au
métabolite CBZ-L 12, qui apparait dans toute la plante, est abondant chez les personnes exposées a
de fortes concentrations de dissolution, sa quantité étant plus faible aux concentrations
intermediaires et faibles.

Tableau 17. Possibles métabolites trouvés dans les plantes de Lavandula dentata soumises a des tests
d'exposition avec la carbamezépine.
(En vert les échantillons de feuilles et les échantillons de tiges en marron).

Coupe 1 Coupe 2 Coupe 3 Coupe 4 Racine
Métab. = Zone | Métab. Zone Métab. = Zone Métab. Zone Métab. Zone
CBZ-L9 1054 | CBz-L11 1057 CBZ-L 2 5180 CBZ-L 2 3671 CBZ-L 8 1135
P1 CBZ-L 14| 1029 CBZ-L 6 1952
CBZ-L 6 1737
CBz-L 11 1037 CBZ-L 6 1948 CBZ-L 2 3581 CBZ-L 12 236
- CBZ-L9 1249 CBZ-L 2 4892
> Pl
= CBZ-L 2 1679
= CBZL6 | 1737
P2 * CBZ-L 12 620 CBZ-L 8 1391
* CBZ-L 12 705 CBZ-L 8 1543
P2 * CBZ-L1 7322
* CBZ-L7 977
* CBZ-L 8 3928
P3
*
*
y P3 "
>
g- * CBz-L15| 1774 CBZ-L 8 2363
2 P4 * CBzZ-L7 | 1103 CBZ-L5 7088
* CBZ-L 8 542 CBZ-L 13 1123
o * CBZ-L 8 348 CBZ-L 8 6270
* CBZ-L 4 3950 CBZ-L 5 7818
o * CBZ-L10 | 2772 CBZ-L 2 1385 | CBZ-L 12 251 CBZ-L 8 1357
* CBZ-L 15 774 CBZ-L 3 227
* CBZ-L10 | 3150 CBZ-L 15 782
*
P5 "
<
g *
o
— * CBZ-L 8 1664
P6 * CBZ-L 5 2405
*
* CBZ-L 8 1205
P6 "

* Données non acquises en raison de problémes instrumentaux.
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4.2. FLUMEQUINE DANS LAVANDULA DENTATA

Le tableau 18 énumeére les métabolites possibles obtenus a partir du test d'exposition

Lavandula dentata avec la fluméquine.

Dans la deuxiéme coupe de la plante équivalente a la deuxiéme semaine d'essai, on observe
le plus grand nombre possible de métabolites, en particulier dans les échantillons de feuilles. I
convient également de noter que seuls des métabolites possibles ont été trouves dans les feuilles

des plantes de la premiére coupe, exposées a une concentration élevée de fluméquine.

La voie métabolique correspondant a I'hydratation avec perte d'un atome de fluor et addition
d'un atome d'hydrogéne donne naissance au métabolite FMQ-L 20, avec un temps de rétention de
11.07 minutes qui est dans les échantillons de tiges et de feuilles aprés 15 jours d'essai, quelle que
soit la concentration a laquelle les plantes ont été soumises, atteignant des quantités supérieures a

6500 u.a. De faibles concentrations ne sont pas observées aprés la deuxiéme coupe.

Le métabolite FMQ-L 30 correspondant a une hydroxylation, avec un temps de rétention de
14.42 minutes, se trouve a la fois dans la racine et dans certains des échantillons de feuilles
correspondant aux premiere et deuxiéme coupes de Lavandula dentata, diminuant la quantité
trouvée, a mesure que la concentration a laquelle les plantes ont été soumises dans le test

d'exposition diminue.

Dans la racine, le métabolite FMQ-L 7 se trouve a toutes les concentrations testées,
correspondant a une déshydratation des alcools avec perte d'un atome de fluor et addition d'un
atome d'hydrogéne, a un temps de rétention de 12.67 minutes avec une masse théorique et trouvée
de 225.0790 et 226.0858 respectivement, atteignant des quantités entre 560 et 1700 u.a. dans toutes

les concentrations auxquelles le test est effectué.

En général, les plantes soumises a de faibles concentrations dans I'essai d'exposition (plantes
P5 et P6), présentent une faible formation de métabolites, sauf dans la deuxiéme coupe de la plante,
comme la plupart d'entre elles le sont dans les plantes utilisées comme témoins, la situation inverse
est celle des plantes exposées a de fortes concentrations (P1). L'absence de métabolites dans la
majorité de ces plantes pourrait étre liée & leur état, & mesure quelles s'aggravent au fil des
semaines d'essai, devenant pratiguement mortes a la fin. Ces résultats concordent avec ceux
obtenus par l'accumulation des principes actifs de la carbamazépine et de la fluméquine dans les
matrices des feuilles et de la tige de Lavandula dentata, avec des accumulations plus importantes

dans la deuxieme semaine de I'essai.
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Tableau 18. Possibles métabolites trouvés dans les plantes de Lavandula dentata soumises a des tests
d'exposition avec la fluméquine.
(En vert les échantillons de feuilles et les échantillons de tiges en marron).

FMQ-L 11 FMQ-L 3
FMQ-L19 | 656 | FMQ-L31 176
FMQ-L28 | 1121
2438

FMQ-L 22 395 2029

FMQ-L 12 1115 FMQ-L 15 3074 1391

FMQ-L 24 555 FMQ-L 19 1847
FMQ-L 6 322 FMQ-L 15 2825 FMQ-L 15 1538 FMQ-L 2 2779

FMQ-L 18 | 364/354 | FMQ-L19 | 3376 |FMQ-L19| 3443 1543
FMQ-L20 | 2037 [FMQ-L20| 1823

FMQ-L 8 5819 FMQ-L 3 975 522

FMQ-L9 | 18324 FMQ-L24| 505

FMQ-L10 | 6151 FMQ-L25| 528

FMQ-L14 | 1437

FMQ-L1 | 32476 FMQ-L26| 685 FMQ-L6 | 3929

FMQ-L 8 4777 FMQ-L27| 184 607

FMQ-L10 | 5712
FMQ-L14 | 2639

FMQ-L19 | 1878 |FMQ-L15| 5997 FMQ-L4 | 1150
FMQ-L23 | 5584 | FMQ-L9 | 21124 | FMQ-L6 | 6270
FMQ-L19| 4556
FMQ-L20| 3685
FMQ-L1 | 71565 |FMQ-L15| 1700 FMQ-L6 | 2363
FMQ-L9 | 69823 |FMQ-L19| 2154
FMQ-L15 | 8784 |FMQ-L20| 1063
FMQ-L19 | 6916 | FMQ-L21 | 2012
FMQ-L20 | 4752 |FMQ-L23| 5965
FMQ-L29 | 254
FMQ-L 8 7657 | FMQ-L19 | 725 | FMQ-L8 639

FMQ-L9 | 21799 FMQ-L14| 568
FMQ-L10 | 6314 FMQ-L16| 464
FMQ-L15 | 9912 FMQ-L23| 1827

FMQ-L 17 2195
FMQ-L 19 4917
FMQ-L 20 2550

1678
FMQ-L 6 2190 FMQ-L27| 724 FMQ-L5 | 1357
FMQ-L9 | 60955 FMQ-L13| 420 563

FMQ-L10 | 11080
FMQ-L15 | 10755
FMQ-L19 | 11778
FMQ-L20 | 6590
FMQ-L9 | 30680
FMQ-L15 | 4191
FMQ-L19 | 5859
FMQ-L20 | 3865

FMQ-L 3 958 1205
| FMQ-L30 | 594 540
197 FMQ-L1 | 26229 1665

649 [FMQ-L15| 3441 1625

FMQ-L1 | 74607 |FMQ-L19| 4780
FMQ-L9 | 53128
FMQ-L15 | 5107
FMQ-L19 | 8311
FMQ-L20 | 5579

* Données non acquises en raison de problémes instrumentaux. 395
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4.3. CIPROFLOXACINE DANS LAVANDULA DENTATA

Le tableau 19 montre les métabolites possibles obtenus dans les échantillons de Lavandula
dentata soumis a des tests d'exposition avec la ciprofloxacine.

On observe, tout d'abord, que dans la premiere coupe de la plante correspondant a la
premiére semaine du test d'exposition, seuls des métabolites apparaissent dans les feuilles d'une
plante exposée a de fortes concentrations du médicament. Les échantillons de la troisiéme coupe,
tiges et feuilles, montrent le plus grand nombre de métabolites, surtout aux concentrations élevées

et intermédiaires de solutions d'irrigation.

Les voies métaboliques de l'acétylation avec perte d'un fragment —C3H,4, proviennent, entre
autres, des métabolites CPR-L 36 et CPR-L 37 avec la méme masse théorique 333,1125 m/z, la
méme formule empirique Ci¢H1sFN3O4 mais des temps de rétention différents, 4.78 et 5.62 minutes
respectivement. Ces métabolites se forment dans les tiges et les feuilles des plantes soumises a des
concentrations élevées, intermédiaires et faibles (P1, P4 et P5), pendant les quatre semaines de
I'essai, et ont atteint des quantités supérieures a 27000 u.a. a 30 jours de I'essai.

Le métabolite CPR-L 1, formé & partir de la molécule mére avec perte de fragment —C4HgN,,
prédomine dans les échantillons de tiges de Lavandula dentata quelle que soit la semaine du test et
la concentration a laquelle la plante a été exposée, bien qu'on le trouve également dans des

échantillons de feuilles de la plante P5 soumises a de faibles concentrations.

Dans la racine de toutes les plantes, quelle que soit la concentration de dissolution dopante a
laquelle elles ont été exposées, se trouve le métabolite CPR-L 48, qui est affecté a une acétylation
avec perte d'un atome de fluor et addition d'un atome d'hydrogéene. D'autre part, la formation du
métabolite CPR-L 5, avec une formule empirique de C14H14FN3O, et un temps de rétention de 3.19
minutes, provient uniqguement de plantes exposées a des concentrations intermédiaires et élevées. Il
est remarquable le nombre élevé de métabolites présents dans les racines de toutes les plantes a la
fin du test d'exposition. Une description détaillée des mécanismes impliqués dans la formation des

différents métabolites détectés figure dans les tableaux correspondants de I'annexe I.
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Tableau 19. Possibles métabolites trouvés dans les plantes de Lavandula dentata soumises a des tests
d'exposition avec la ciprofloxacine.
(En vert les échantillons de feuilles et les échantillons de tiges en marron).

CPR-L8 | 1228 | CPR-L9 1996 | CPR-L36 | 27639 | CPR-L36 | 27662 | CPR-L15 855
CPR-L36 | 15049 | CPR-L 19 596 CPR-L37 | 7697 CPR-L 28 221
CPR-L36 | 4531 | CPR-L43 | 13704 CPR-L 30 908
CPR-L43 | 5525 CPR-L 44 453
CPR-L41 | 2784 CPR-L45 | 3833
CPR-L 46 924
| CPR-L48 | 34008
CPR-L4 584 CPR-L12 | 1335
CPR-L7 5390 CPR-L31 | 4223
CPR-L 19 634 CPR-L 46 825
18708
* CPR-L 12 223 CPR-L40 | 5659 | CPR-L1 3074 904
* CPR-L3 3184 CPR-L24 | 1450
* CPR-L40 | 14111 | CPR-L26 629
* CPR-L43 | 15064 | CPR-L35 999
*
* CPR-L21 | 4765 CPR-L1 | 2825 | CPR-L1 1538
* CPR-L6 | 100752 | CPR-L6 54446
* CPR-L43 | 16685 | CPR-L40 | 10265 | |
* CPR-L2 8508 | CPR-L17 | 4936
* CPR-L43 | 11890 | CPR-L18 | 3802
* CPR-L29 | 4788
. CPR-L17 | 4939
* CPR-L18 | 2438 CPR-L12 | 1415
* CPR-L20 | 3609
* CPR-L23 | 10703
* CPR-L46 | 1041
*
* CPR-L 1 8784 | CPR-L10 | 3124 | CPR-L1 5997 CPR-L27 | 2572
* CPR-L9 3595 | CPR-L21 | 3660 | CPR-L6 69785 | CPR-L35 | 1525
* CPR-L43 | 9570 [ CPR-L36 | 11415 | CPR-L40 | 21112 | CPR-L39 | 1167
* CPR-L36 | 5361 | CPR-L42 | 10684 8281
* CPR-L37 | 3071
* CPR-L41 | 6996
* CPR-L14 | 27330 | CPR-L3 | 2058 CPR-L12 | 1149
* CPR-L32 | 1881 CPR-L9 987 CPR-L25 | 1290
* CPR-L16 | 2694 CPR-L26 | 1492
* CPR-L19 | 883 CPR-L27 | 2452
* CPR-L36 | 12126 CPR-L39 | 1158
* CPR-L36 | 5109 CPR-L 47 587
* CPR-L37 | 3168 | CPR-L48 | 10024
* CPR-L38 | 2643
* CPR-L1 | 10755 CPR-L6 | 55300 | CPR-L16 | 1388
* CPR-L14 | 37517 CPR-L9 | 890/1689 | CPR-L33 | 1131
* CPR-L36 | 3326 | CPR-L48 | 12421
* CPR-L40 | 12428
* CPR-L43 | 4133
* CPR-L 1 4191 CPR-L9 687 CPR-L9 665 CPR-L12 | 1095
* CPR-L 9 3999 | CPR-L36| 3020 | CPR-L36 | 3180 CPR-L13 | 2364
* CPR-L25 | 1956 | CPR-L37 | 2135 | CPR-L37 | 2241 CPR-L33 | 1047
* CPR-L34 | 3695 | CPRL4S | 12413
* CPR-L42 | 6623
* CPR-L 1 5107 | CPR-L43 | 33061 CPR-L 22 420
* CPR-L 25 621
* CPR-L 35
* _I
* CPR-L 49
* CPR-L 12 202 CPR-L 12 1179
* CPR-L 13 739 CPR-L 22 455
* CPR-L18 | 1744 CPR-L 35
* CPR-L22 | 857 _E

* Données non acquises en raison de problémes instrumentaux.
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4.4. ENROFLOXACINE DANS LAVANDULA DENTATA

Le tableau 20 montre les métabolites possibles trouvés dans les plantes exposées a
I'enrofloxacine. On observe tout d'abord que dans la premiére coupe des plantes, aucun métabolite
n'est trouvé, alors que dans la deuxiéme coupe, équivalente aux 15 jours d'essai, un nombre
significatif de métabolites possibles apparait. Les plantes soumises a une forte concentration
d'enrofloxacine dans l'eau d'irrigation, le nombre de métabolites diminue drastiquement a la
troisieme coupe (seulement dans la tige) et n'apparaissent méme pas a la derniere coupe, ce qui
pourrait étre lié a un dysfonctionnement important dans la physiologie des plantes soumises a ces
fortes concentrations de principe actif. Une description des mécanismes impliqués dans la

formation des différents métabolites détectés figure dans les tableaux correspondants de I'annexe I.

Le métabolite ENR-L 16 correspondant a une voie métabolique de distillation avec perte du
fragment —C,H,, provient des échantillons de feuilles quelle que soit la concentration a laquelle la
plante est soumise, bien qu'il apparaisse a différents moments du dosage en fonction de la
concentration de la solution d'irrigation. Le métabolite ENR-L 4, avec une masse théorique de
217.0539 m/z et un temps de rétention de 8.81 minutes, se trouve a partir de la deuxiéme semaine
d'essai, dans des feuilles des deux répliques, avec des ordres de grandeur similaires, sauf dans des

plantes P1 soumises a de fortes concentrations.

Les voies métaboliques correspondant a la perte d'un atome de fluor et a I'addition d'un
atome d'hydrogéne générent les métabolites ENR-L 34 et ENR-L 35 avec des temps de rétention
différents mais des masses théoriques identiques. Les deux métabolites apparaissent a partir de la
deuxiéme coupe de tige jusqu'a la fin de l'essai, prédominant dans les échantillons soumis a des

concentrations faibles et intermédiaires (plantes P5 et P4).

La voie métabolique de déshydratation des alcools avec perte du groupe —C,Hj,, le métabolite
ENR-L 20 est formé, généré principalement dans la racine de la plante dans les échantillons
exposés & une concentration de 10 ug-L™ (P6) et dans les feuilles de Lavandula dentata exposées a

la méme concentration pendant la seconde coupe, correspondant aux 15 jours de I'essai.

Dans la racine, les métabolites ENR-L 37 et ENR-L 48 se forment dans les plantes exposées
a des concentrations élevées (P1 et P2) et faibles (P5), atteignant plus de 4000 u.a. dans les racines
des plantes P1 et P2, tandis que le métabolite ENR-L 37, qui correspond a une réduction avec perte
d'un atome de fluor et addition d'hydrogene, diminue progressivement, comme la concentration en

dissolution & laquelle les plantes ont été exposées diminue.
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Tableau 20. Possibles métabolites trouvés dans les plantes de Lavandula dentata soumises a des tests
d'exposition avec I’enrofloxacine. (En vert les échantillons de feuilles et les échantillons de tiges en marron).

|

ENR-L 7 ENR-L 28

ENR-L 16 \

ENR-L 21

ENR-L 27 \

ENR-L 8 1996

ENR-L 9 983

ENR-L 31 7807

8646

ENR-L 35 7905

ENR-L 39 4448

ENR-L 50 3187

ENR-L 51 2704

ENR-L 16 596

ENR-L 19 6796

ENR-L 34 559

ENR-L 36 982
* ENR-L 1 1117 ENR-L 11 9319 | 24758
* 6627 ENR-L 30 5659 4799
* ENR-L 26 5689 ENR-L 31 9638 | 4456
* ENR-L 36 1323
* ENR-L 55 743
* 5780 ENR-L 6 3184 22789
* ENR-L 29 1375 ENR-L 30 | 14111 5170
* ENR-L 47 6499 4010
* ENR-L 14 2438 ENR-L 3 2322
* ENR-L 27 5326 ENR-L 25 1067
* ENR-L 56 349
* 5806
* ENR-L 43 639
* ENR-L5 8784 3540 ENR-L 32 707 ENR-L 14 687
* ENR-L 23 11798 ENR-L 14 1887 ENR-L 53 846 ENR-L 15 4857
* 12662 ENR-L 16 1081 ENR-L 30 21112 827
* 2508 ENR-L 17 4055 ENR-L 42 26057 ENR-L 22 1290
* ENR-L 54 17093 ENR-L 21 1774 ENR-L26 | 11611
* ENR-L 31 9220 ENR-L 40 472
* ENR-L 38 2106 ENR-L 46 1856
* 8540
* 2902
* 2117
* 3086 ENR-L 26 449 ENR-L 11 944
* ENR-L 17 4542 ENR-L 53 1246 ENR-L 15 4391
* ENR-L 21 911 ENR-L26 | 10832
* ENR-L 31 9158
* 6069
* 2919
* ENR-L 17 ENR-L 11
* ENR-L 31 |
*
* |
* ENR-L 39 1774
* ENR-L 44 718
* ENR-L 2 10994 ENR-L 8 687 ENR-L9 1040 \
* ENR-L 5 4191 ENR-L 13 357 ENR-L 13 1823
* ENR-L 33 2059 ENR-L 17 2157 ENR-L 21 1042 \
* 13818 ENR-L 31 ENR-L 23 8073
* ENR-L 52 13918 ENR-L 31 | 10183/10115
* 4778
* ENR-L 45 6062
* ENR-L 51 1486 ENR-L 39 2726
* ENR-L 41 1072
* ENR-L 49 7977
* ENR-L 2 11874 ENR-L 27 8614 ENR-L 3 1299
* ENR-L 8 2948 ENR-L23 | 10033 ENR-L 15 3009
* ENR-L 52 13566 ENR-L31 | 11650 ENR-L 18 4034
* 6649 ENR-L 42 7205 420
* ENR-L 14 1607 ENR-L 25 1010
* ENR-L 16 910
* 6713 ENR-L 11 1179
* ENR-L 12 739 ENR-L 15 2939
* ENR-L 14 1744 ENR-L 18 4230
* 857 455
* ENR-L 32 570
* ENR-L 36 5646
* ENR-L 57 470

* Données non acquises en raison de problémes instrumentaux.
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4.5. DICLOFENAC DANS LAVANDULA DENTATA

Dans le tableau 21, les métabolites possibles du diclofénac obtenus dans la tige, la feuille et
la racine de Lavandula dentata sont collectés ; on observe d'abord I'absence de métabolites dans
toute partie de la plante aprés la premiére semaine d'essai, sauf dans les feuilles des plantes
irriguées avec dilution a une concentration supérieure, et lorsque le nombre de métabolites
augmente considérablement entre les 15 jours de I'essai (deuxiéme coupe) et la troisiéme semaine
de l'essai, puis augmente encore a 30 jours. Le nombre de métabolites possibles détectés dans les
échantillons de racines a la fin de I'essai est extraordinairement inférieur a celui des feuilles et des

tiges a tous les stades de I'essai, a I'exception de la premiére semaine.

Le métabolite DCL-L 4 (fruit de la perte d'un hydroxyméthyléne) se trouve dans les feuilles
des plantes irriguées avec des concentrations élevées et faibles de solution d'irrigation (P1, P2 et

P6) dans la deuxiéme coupe, mais pas dans celles irriguées a concentrations intermédiaires.

La voie métabolique a partir du composé d'origine avec perte d'un fragment —C¢H3NCl,
provient du métabolite DCL-L 10, identifié & la fois dans la tige et dans la feuille de Lavandula
dentata a toutes les concentrations auxquelles la plante a été irriguée, dominant dans la troisieme
coupe aux concentrations intermédiaires et faibles et atteignant plus de 60000 u.a., tandis que le
métabolite DCL-L 14, avec la méme voie métabolique mais un temps et une masse de rétention
différents, prédomine dans la quatrieme coupe de la plante correspondant a la derniére semaine

d'essai. Aucun de ces composés n'a été identifié dans la racine d'aucune plante a la fin de I'essai.

Le métabolite DCL-L 21, provenant d'une hydroxylation avec perte du fragment —CgHsNClI,
se trouve dans les feuilles de Lavandula dentata dans la deuxiéme coupe, ainsi que dans les feuilles
et la tige de la méme de 21 jours d'essai, a la fois en intermédiaire et en faibles concentrations de
dissolution administrées, pour atteindre des quantités plus élevées dans les plantes irriguées avec la

dilution la plus diluée.

Le métabolite DCL-L 5, avec voie métabolique de déméthylation et perte du fragment
—CsH3NClI,, a été identifié dans des échantillons de feuilles tout au long du dosage, avec des pics

chromatographiques, en général, de trés grandes zones.

Dans la racine, la formation du métabolite DCL-L 24 est observée a toutes les
concentrations, provenant d'une hydratation avec perte du fragment —C¢H3NClI,. Il est a noter ici
qu'en général, le nombre de métabolites possibles détectés dans la racine est sensiblement inférieur

a ceux identifiés chez les Lavandula dentata irriguées avec d'autres principes actifs.
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Tableau 21. Possibles métabolites trouvés dans les plantes de Lavandula dentata soumises a des tests
d'exposition avec le diclofénac.
(En vert les échantillons de feuilles et les échantillons de tiges en marron).

530 |DCLL49 | 2035 | DCLLg | 13847
DCLLE | 27847
DCLL 10 | 116%0 | DCLLO | 101538
DCLL &4 | 112 HE
DCLL 36 | 160
.
* 1773
* DCLL15 | 27004
* DCLL 16 | 10131
* DCLL 17 | 4038
* DCLLII | 161585
. DCL-L32 | 3080
. DELLID| 61667
: DCL-L11 | 30839
: DCLL 12 | 23040
: 1854
: DCLLS | 201473
. DCLL1S | 21318
* DCLL16 | 13716
* DCLLZl | 140078
* DCLL32 | 1331
* DELLI0 | 30313
* DCLL11 | 31217
. DCLL12 | 23373
. DCLL1 | 16061 | DCLL: | 7172 | DCLL23 | 864
. DCL-LZ | 29443 | DCLL14 | 32605 | DCLL27 | 2214
: DCL-L14 | 19338 | DCL-L13 | 30864 | DCLL S0 | 80T
: DCL-L 15 | 10108 | DCLL19 | 2804
: DELLS | 43932 | DCLL28 772
: DCL-L20 | 20113 | DCLL40 | 306
. DCLL 21 | 14537
* DCLL3 | 2175
* DCLL 1D | 33340
* DCLLID | 20568
* DCLL 35 | 2488
* DCLL1 | 14000 | DCLL 14 | 26865 | DCLL23 | 10m3
. DCL-L2l | 11357 | DCL-L15 | 32482 | DCLL SO | 845
. DELLS | 32512 | DCLL28 | 500
. DCLL 14 | 35273
. DCLL 21 | 23846
: DCLL22 | 432
: DCL-L32 | 333
. DCLL3 | 2114
* DCLL 10 | 34110
* DCLL 10 | 20868
* DCLL3? | 1312
* DCLL3? | 6314
* DCLL 14 | 10855 | DCLL1 | 14555 | DCLL23 | 1248
. DCLL15 | 37063 | DCLL14 | 21410 1877
* DCLL45 | 480 | DCLL15 | 17830
. DCLLE | 54604 | DCLL3 | 2432
. DELLID | 23462
. DCLL34 | 18157
.
:
: DCLLL [ 1c70:  |NOCESSAN 1774 |
* DCLL3 | 2210 | DELL42 | 2607
* DCLL 14 | 21268
* DCLL 15 | 20153
* DCLL31 | 35011
v
0
0
s
. 4574
. DCL-L38 | 318
. DCL-L42 | 1416
: 4633
. DCLL42 | 1515

* Données non acquises en raison de problémes instrumentaux.
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4.6. IBUPROFENE DANS LAVANDULA DENTATA

Le tableau 22 montre les métabolites possibles obtenus pour les Lavandula dentata dans le

test d'exposition a l'ibuproféne.

Comme dans le cas précédent, aucun métabolite n'a été détecté dans les tiges et les feuilles
aprés la premiere coupe ainsi que dans les racines des plantes apreés les tests d'exposition. Le plus
grand nombre de métabolites a été détecté dans les feuilles des plantes et dans les coupes 2 et 4, et
dans ces derniéres seulement dans les feuilles des plantes exposées a des concentrations
intermédiaires d'ibuproféne et seulement dans la tige de celles exposées a des concentrations
élevées et faibles de la matiere active, ce qui équivaut a 30 jours de test que 15 jours de test comme

lors de cas précédents.

Le métabolite IBU-L 9, issu de I'acétylation, est le plus abondant, se trouvant a la fois dans la
feuille et dans la tige des plantes exposées a des concentrations intermédiaires et faibles, atteignant
plus de 3500 u.a.

Comme nous l'avons mentionné plus haut, la description des mécanismes impliqués dans la
formation des différents métabolites détectés peut étre trouvée dans les tableaux correspondants de

l'annexe I.
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Tableau 22. Possibles métabolites trouvés dans les plantes de Lavandula dentata soumises a des tests
d'exposition avec I'ibuproféne.
(En vert les échantillons de feuilles et les échantillons de tiges en marron).

Coupe 1 Coupe 2 Coupe 3 Coupe 4 Racine
Métab. | Zone | Métab. Zone Métab. Zone Métab. Zone Métab. Zone
IBU-L-2 918 IBU-L-6 18482
< & IBU-L-7 3018
g P1
S P2 *
P2 *
* IBU-L-4 6330 IBU-L-2 2267
* IBU-L-5 38734 IBU-L-9 3002
e * IBU-L 8 3843
* IBU-L-9 3216
* IBU-L-4 5925 IBU-L-2 1910
o4 p3 * IBU-L-5 38029 IBU-L-8 2055
2 * IBU-L-8 3563 IBU-L-9 2948
= * IBU-L-9 2890
~ * IBU-L-9 1943 IBU-L-9 1419 IBU-L-1 164
Pé * IBU-L-3 26854 IBU-L-2 1866
* IBU-L-9 2028
* IBU-L-9 1716 IBU-L-9 1203 IBU-L-2 1719
P4 * IBU-L-6 3195
* IBU-L-9 1880
* IBU-L-8 4549 IBU-L-9 659
= * IBU-L-9 3629
P5 *
| * IBU-L-5 1765
g * IBU-L-6 | 18098
S | 8 * IBU-L-7 1365
* IBU-L-9 659
* IBU-L-6 13462
P6 "
IBU-L-7 2115

* Données non acquises en raison de problémes instrumentaux.

4.7. CARBAMAZEPINE DANS JUNCUS SP.

Le tableau 23 énumére les métabolites possibles de la carbamazépine détectés dans les
échantillons analysés de Juncus sp. pendant l'essai d'exposition. Comme on peut le constater, en
général, on observe que le nombre de métabolites est beaucoup plus élevé dans les échantillons
prélevés lors de la deuxiéme coupe, diminuant Iégérement lors de la troisieme coupe, pour
augmenter a nouveau a la fin du dosage. Ce fait pourrait étre lié a I'état de la plante au cours de la
troisieme semaine de I'essai puisque, comme nous l'avons mentionné précédemment, la plante a
commencé a montrer une détérioration appréciable, qui s'est stabilisée jusqu'a la quatriéme semaine

de I'essai. Comme on pouvait s'y attendre, chez les plantes exposées a des concentrations plus
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faibles de dissolution de dopants, on a détecté plus de métabolites en maintenant la plante en
meilleur état que chez celles exposées a des concentrations plus élevées, qui se sont aggravées plus
rapidement pendant I'essai.

Le métabolite CBZ-J 36 apparait avec des valeurs de zones importantes dans la quasi-totalité
des échantillons de la troisiéme coupe de la plante, correspondant aux 21 jours d'essai, se déroulant
la semaine suivante une diminution, qui suggére l'apparition de nouveaux produits de dégradation
tout au long de l'essai et qui pourrait étre liée a une adaptation de la plante ou de changement

métabolique produit du stress subi pendant I'exposition.

Cependant, les niveaux du métabolite CBZ-J 34, correspondant a une hydroxylation et dont
la présence est appréciée dés les 15 jours d'exposition, correspondant a une hydroxylation,
présentent une situation inverse. Un maximum de ce métabolite est produit dans la deuxiéme coupe
pour diminuer dans la troisieme et finalement augmenter dans la quatrieme coupe. Cette voie
métabolique est I'une des plus fréquentes chez toutes les plantes et a tous les niveaux, car elle est a
I'origine d'une plus grande quantité de ce métabolite chez les plantes exposées a une concentration
de 10 mg-L™" On peut conclure que la production de ce métabolite est proportionnelle a la

concentration de carbamazépine dans la solution d'irrigation.

Les déméthylations peuvent étre attribuées comme voies de production des métabolites
CBz-J 1, CBZ-J 2 et CBZ-J 3, tous ayant la méme masse théorique mais avec des temps de
rétention différents. lls n'apparaissent que dans les plantes exposées a de fortes concentrations, dans
les deuxiéme et quatrieme coupes et dans la racine, ce qui pourrait indiquer que ces métabolites
sont produits essentiellement a des concentrations élevées de carbamazépine et dans un état optimal
de la plante; ils ne sont pas détectés a des concentrations dans la solution d'irrigation inférieures a
10 mg-L™.

La perte du groupe carbonyle et d'un atome d'azote conduit au métabolite CBZ-J 6, qui
apparait a des concentrations élevées de solution d'irrigation et dans toutes les coupes, c'est le
produit de dégradation avec les plus grandes surfaces détectées. La quantité de ce métabolite est
également proportionnelle a la durée de I'essai, en augmentant progressivement la quantité a partir

de la premiere semaine jusqu'a 30 jours, pour atteindre des valeurs de I'ordre de 40000 u.a.

Une tendance similaire a été confirmée avec les concentrations de carbamazépine détectées
dans Juncus sp. (tableau 13) tout au long de I'essai d'exposition de 10 mg-L™ pour les plantes P1 et
P2.
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Tableau 23. Possibles métabolites trouvés dans les plantes Juncus sp. soumis a des tests d'exposition

avec la carbamazépine.

Coupe 1 Coupe 2 Coupe 3 Coupe 4 Racine
Métab. | Zone | Métab. Zone Métab. Zone Meétab. Zone Meétab. Zone
CBZ-J9 | 338 | CBZ-J3 | 3541/3365 CBz-J1 | 679/526 | CBz-J11 |6 721
CBZ-J2 | 1467/1948 CBZ-J4 |12787/14204
[ CBZi6 12248 1 CBZJ6  35008/37514
CBz-J11| 288/347 CBZ-J29| 1160
P1 CBZ-J13 | 2328/2047 CBZ-J 33 239
CBZ-J25| 580/572 CBZ-34 1787/1665
CBZ-J29 | 1155/1286 CBZ-1 36 110
¥ CBZ-J30 | 1305/1262
> CBZ-J34 | 7348/5527
E CBz-J17| 91 | CBZ-J1 | 9162/8806 | CBZ-J36 476/425 | CBZ-J1 552 CBz-J3 | 1414
- CBz-J30| 70 | CBZ-J2 | 1441/1775 | CBZ-J34 953/895 | CBZ-J5 7066 CBZ-J4 | 5236
| CBZJ6 17807 [CBZJ6 40068 | CBZJ1l| 243/547
CBz-J11| 348 CBZ-J12 114 CBZ-J12 68
P2 CBZ-J13 | 4709/4842 CBz-J13| 416 CBz-J16| 103
CBz-J20 | 219 CBZ-J15 135 CBZ-J20 | 340
CBz-J29| 3276 CBZ-J34 2579/3266 | CBZ-J28 | 1014
CBZ-J34 3776/4740 CBZ-J 36 101 CBZ-J 29 [12969/12241
CBZ-J 35 |13381/14176 CBZ-134 26772474
CBz-J18| 228 |cCBz-J21| 138 CBZ-18 94 CBZ-J22 |11726/12227| CBZ-J11 | 127
CBz-J33| 781 |CBz-J24| 121 | CBZ-J36 645/643 | CBZ-J32 72 CBz-J27| 2633
CBZ-J40 | 385/389 | CBZ-J28 | 116 CBZ-J 36 317 CBz-J31| 29
P cezia1| 120 |cBzu29| 733
CBZ-J34 3411/3145
g CBZ-135 299
E CBz-J4 | 127 | CBz-J3 | 853/967 |CBZ-J36 495/719 | CBZ-J22 | 4676 | CBZ-J11| 164/152
< CBz-J17| 81 |cCBzJ29| 823 CBZ-J 34 150 CBz-J13| 164
CBz-J18| 86 | CBZz-J30| 1009 CBZ-J 36 195 CBz-J32| 148
P4 CBz-J35, 131 | CBz-J27| 2145 CBZ-1 27 305 CBZ-J34 783
CBZ-J37 | 126 |CBZ-J34 | 2764/2081
CBZ-J40 | 254 |CBZ-J35 446/348
CBz-J41| 553
CBz-J37| 113 | CBz-J4 633 CBZ-18 119 | CBZz-J15 250 CBZ-J7 86
CBZ-J5 665 | CBZ-J16 | 322 | CBZ-J16 110 CBZ-J26| 471
CBz-J10| 367 | CBZ-J36 585/592 | CBZ-J34 72 CBz-132| 741/787
PS CBZ-J19 | 295/296 CBZ-J 36 245
CBz-J35 | 263 CBZ-J 39 73
y CBz-J38| 1158
S  CBzJ33 8586633 CBZJ4 | 493/548 | CBZ-I8 117 | CBZ-116 141 CBZz-132| 577/643
S CBZ-J30 63 |CBz-J19| 116 |CBz-J14| 214 |CBZ-J36 237/242 | CBZ-J37| 170
CBz-J23| 123 | CBz-J15| 420
CBz-J16| 141
Pé CBZz-132| 550104
CBZ-J34 133
CBZ-J36 514/654
CBz-J41| 104
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4.8. FLUMEQUINE DANS JUNCUS SP.

Le tableau 24 montre les métabolites de la fluméquine détectés dans des échantillons
provenant du test d'exposition a la fluméquine sur Juncus sp. Comme dans le cas de la
carbamazépine, un plus grand nombre de métabolites possibles a été détecté dans la deuxiéme
coupe pour les concentrations d’expositions moyennes et élevées, et un grand nombre de
métabolites n'ont pas été observés dans les échantillons de I'essai a faible concentration, qui semble
étre lié au statut de la plante pendant I'essai. Il convient également de noter le nombre éleve de

métabolites détectés dans la racine apres la fin de I'essai.

Le métabolite FMQ-21 apparait de facon répétée et avec des valeurs surfaciques
significatives dans pratiqguement tous les échantillons analysés lors de la deuxieme coupe, aprés 15
jours de dosage a des concentrations d'exposition moyennes et élevées. La route métabolique a

l'origine de ce composé correspond a I'hydroxylation et a la perte subséquente d'un atome de fluor.

Dans les échantillons de la troisieme coupe, aprées 21 jours d'exposition, FMQ-J 15 apparait
avec des valeurs de surface trés élevées, presque exclusivement, et cela correspond a la voie qui
implique une réduction du composé original plus la perte d'un atome de fluor. Avec un chemin de
dégradation tres similaire, FMQ-J 18 apparait de fagon répétée dans les coupes 2, 4 et a la racine.
Cette voie métabolique génere donc les métabolites ayant les plus grandes surfaces, on peut donc
dire qu'elle est tout a fait probable bien qu'elle ne soit pas liée a la concentration de fluméquine

dans I'eau d'irrigation.

FMQ-J 14 est le produit de la perte d'un atome de fluor, avec la somme d'un atome

d'hydrogéne, n'est produit que dans des plantes exposées a de faibles concentrations de fluméquine.

Comme pour l'analyse de la carbamazépine dans la section précédente, la premiére coupe,
effectuée aprés 7 jours d'exposition, montre moins de métabolites, qui ont des valeurs de surface
relativement faibles et disparaissent dans le reste des échantillons a mesure que le temps

d'exposition augmente.
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Tableau 24. Possibles métabolites trouvés dans les plantes Juncus sp. soumis a des tests d'exposition

avec la fluméquine.

Coupe 1 Coupe 2 Coupe 3 Coupe 4 Racine
Metab. Zone @ Metab. Zone Metab. Zone Metab. Zone Metab. Zone
FMQ-J24| 90 | FMQ-J6 580 FMQ-] 16 121 FMQ-J 3 339
FMQ-J 10 325 FMQJ18 = 113/121 | FMQ-J29 | 1193/913
FMQ-J 18 103 FMQ-J29 | 2387/2722 | FMQ-J36 3901
> FMQ-J 22 353
é FMQ-J25 | 15665
FMQJ17| 80 | FMQ-J9 64 FMQ-J27 | 304/242 | FMQ-J18 123
FMQ-J24| 56 | FMQ-J19 | 6325/5757 FMQ-J 22 634
P2 o030 4817 (FMQU21 3651 FMQ-J 28 340
FMQ-J 22 967 FMQ-J29 | 3161/3734
FMQJ4 | 100 | FMQ-J1 2584 | FMQ-J15 | 80047/37582 | FMQ-J15 |33228/34256
FMQJ17| 87 | FMQ-J9 87
P3 FMQ-137| 577 | FMQ-J19 | 4994
| FMQ-J39| 123 | FMQ-J20 | 19764
;g FMQ-J34 | 1155
< EMIOW21 | 5520/5497 | FMQ-J15 | 37121/73699 | FMQ-J2 91/80 | FMQ-J18 266
FMQ-J32 | 2628/954 FMQ-J 14 159 FMQ-J 26 308
P4 FMQ-J 34 446 FMQ-J 38 250 FMQ-J 31 91
FMQ-J 35 997 FMQ-J 36 693
FMQ-J 14 308/306 FMQ-J9 261 FMQ-J 16 238 FMQ-J16 | 209/206 | FMQ-J9 | 305/267
PO EMQu19| 135 | FMO-14 105 FMQ-J 27 348 FMQ-J 13 163
FMQ-J6 | 363 | FMQJ23 1424 | FMQJ15 | 42054 FMQ-J 8 125
§ FMQ-J11| 131 | FMQ-J30 875 FMQ-J 14 248 FMQ-J 14 372
S pg FMOIL 293 (FMQU21 3269 FMQ-J 28 4346
FMQ-J37| 338 FMQ-J 31 220
FMQ-J34 | 80/120
FMQ-J 36 1478

4.9. CIPROFLOXACINE DANS JUNCUS SP.

Les métabolites possibles de la ciprofloxacine détectés dans des échantillons de Juncus sp.

soumis a une exposition sont indiqués au tableau 25. Il est nécessaire de souligner le nombre élevé

de métabolites qui apparaissent dans la premiére coupe, aprés 7 jours d'exposition, en comparaison

avec CBZ et FMQ qui diminuent progressivement dans la deuxieme coupe et significativement,

comme c'est arrivé avec d'autres médicaments, dans la troisiéme coupe probablement en raison de

I'état général de la plante, trés mauvais a la troisieme semaine d'exposition. Cependant, dans la

quatriéme coupe, aprés 30 jours d'exposition, il y a une augmentation significative du nombre de

métabolites dans toutes les plantes et des concentrations de la solution d'irrigation.
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Les métabolites attribuables aux détilations avec perte de —C,H3N, codes CPR-J 7 et CPR-J
8, ayant tous deux la méme formule et la méme masse théorique mais avec des temps de rétention
différents, ce qui suppose la méme voie de dégradation mais des structures différentes, sont ceux
qui présentent les zones les plus importantes dans les chromatogrammes correspondants. Non
obtenante, elle disparait dans la plupart des échantillons lors de la troisiéme coupe et disparait
complétement lors de la quatriéme coupe, probablement en raison de son manque de formation
dans les plantes peu actives et de la perte de la génération précédente. Dans les plantes soumises a
des concentrations plus élevées, il semble que méme si I'état de la plante était tres insatisfaisant, il

n'en demeure pas moins qu'elle faisait partie de celles produites tout au long de I'essai.

Le métabolite CPR-J 16, qui correspond a une double hydroxylation avec perte du fragment
—C4HgN,, apparait exclusivement dans la seconde coupe, dans toutes les plantes et a toutes les
concentrations. Il s'ensuit que la formation de ce produit de dégradation dépend davantage de I'état
de la plante et de lI'accumulation de ciprofloxacine que de la concentration végétale. Aprés 15 jours

d'essais, toutes les plantes étaient encore dans un état optimal.

Les hydroxyméthylations avec perte d'un atome d'oxygéne, avec les mémes masses
théoriques de 285.1277 et formule moléculaire mais des temps de rétention différents, génerent les
métabolites possibles CPR-J 17, CPR-J 18 et CPR-J 19. IIs sont détectés a toutes les concentrations
et dans toutes les plantes, tant dans la tige que dans les racines, étant plus abondants dans la

deuxiéme coupe de la tige du Juncus sp.

D'autre part, la perte d'un hydroxyméthylene pour produire le métabolite CPR-J 31 semble
étre une voie importante de métabolisation de la ciprofloxacine puisque la surface du pic
correspondant a ce métabolite augmente avec le temps dans I'essai d'exposition. Ce métabolite

apparait également dans certains échantillons de racines.

Les doubles hydroxilations avec perte du fragment —C,H3N, conduisent aux métabolites
CPR-J 48, CPR-J 49 et CPR-J 50, avec des temps de rétention de 1.56 et 11.53 minutes. Ces
produits sont abondants dans les plantes soumises a de faibles concentrations, se trouvant
principalement dans la premiére semaine d'essai. Sa formation semble étre liée a I'équilibre entre
I'état de la plante, peu affecté en faibles concentrations, et la concentration de ciprofloxacine;
I'exces d'exposition aux principes actifs ne semble pas favoriser l'obtention de ce métabolite,
modifiant la réponse de la plante, faisant apparaitre de nouveaux produits de dégradation et

métabolisme.
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Tableau 25. Possibles métabolites trouvés dans les plantes Juncus sp. soumis a des tests d'exposition
avec la ciproflaxacine.

Coupe 1 Coupe 2 Coupe3 Coupe 4 Racine
Métab. Zone Métab. Zone Métab. Zone Zone Métab. Zone
CPR-J7 | 1052/1229 | CPR-J8 | 18755/12785 | CPR-J33 17852 CPR-J 11 5661
CPR-] 14 873 CPR-] 16 635/692 CPR-J8 | 3205/2967 | CPR-J27 115
CPR-J 21 700 5278 CPR-J33 | 4819/4225 | CPR-127 188
CPR-J28 | 1173/1220 | CPR-133 1348 CPR-] 74 112/111 | CPR-J35 | 177/288
py CPR-J32 76/81 CPR-] 37 5375 CPR-J 83 205/199 | CPR-J40 253
CPR-J34 | 2266/2083 | CPR-150 2487/3495 CPR-J63 | 723/566
CPR-J 38 150 CPR-J 54 462 CPR-] 82 575
CPR-J 47 110/70 CPR-]73 300 CPR-J 83 872
< CPR-J 60 438 CPR-J 80 202
g CPRJB4 | 186/213
S CPR-J7 | 2498/2875 | CPR-J8 | 32032/41864 | CPR-J9 261 131/132 442
CPR-J14 | 1852/1499 | CPR-116 735/692 CPR-J33 | 1506/2021 | CPR-133 12866 CPR-J 28 112
CPR-J21 502 [CPRI8N 5135/3744 CPR-J35 79/78 CPR-J 29 136
CPR-J41 382 CPR-] 46 776 CPR-J 67 921 CPR-J43 188 CPR-J 45 108
P2 | CPR-J53 597 CPR-J 48 3695 CPR-J8 | 3658/3408 | CPR-J49 76/75 CPR-163 | 1532/1419
CPR-J 56 181 CPR-J 50 4805 CPR-] 46 192 CPR-J 60 95/94 CPR-J79 | 175/164
CPR-J 59 1997 CPR-J 63 253 CPR-182 | 1266/1150
CPR-J75 362 CPR-J 68 172 CPR-183 | 1063/1229
CPR-J 83 406/488
CPR-J 1 100 CPR-] 16 892/753 CPR-16 310 CPR-J 12 869 CPR-J31 1333
CPR-J 15 258 623/822 CPR-J33 | 4396/5892 | CPR-143 118 CPR-J 33 1759
836/1002 | CPR-133 809 CPR-J 70 192 CPR-] 48 1150 CPR-J39 | 5150/327
CPR-J21 | 625/597 CPR-J51 137/129 | CPR-J68 370
CPR-J 23 154 CPR-J67 | 1154/948 | CPR-178 150
pg CPR-J35 | 172178
CPR-J 38 153
CPR-J 44 262
CPR-J 47 126
CPR-J 54 226
= CPR-J60 | 832/778
= CPR-] 62 74
S CPR-J76 | 1481/1599
CPR-J3 172 CPR-J5 2717/3302 CPR-J 80 204 CPR-J 10 60 112
CPR-J 4 125/126 CPR-J8 3201 CPR-J13 243/314
CPR-J 32 100 CPR-J 16 1263/1181 CPR-J 22 221 CPR-J53 176
CPR-J 35 286 4797 CPR-J 33 8256 CPR-J 67 408
CPR-J 36 295 CPR-J 46 504 CPR-J 67 248
P4 | CPR-J49 149 CPR-J 66 1100/741
CPR-J53 2285
CPR-J58 | 389/428
CPR-] 74 477
CPR-J 80 90
CPR-J 83 186
CPR-] 14 1742 CPR-18 1672 CPR-J9 91 CPR-J13 118 136
CPR-J 15 129 CPR-] 16 1121/772 329 CPR-J 25 118 CPR-J51 95
CPR-J 33 694 CPR-J 45 1232 CPR-J] 48 318 CPR-1 33 10960 CPR-177 99/137
CPR-J 35 96 CPR-] 52 134 CPR-J 45 158 CPR-J 80 84
ps CPR-J37 | 566/458 CPR-J53 130 CPR-J 48 382
CPR-J 38 241 CPR-J 54 322 CPR-170 381 CPR-J52 94
CPR-J 44 218 CPR-J 59 395 CPR-J 73 70 CPR-J 55 155
CPR-J 53 1718 CPR-J 66 1544 CPR-J 57 102
» CPR-J 54 268 CPR-J71 265 CPR-J 70 130
S CPR-J 64 85 CPR-J 78 1770 CPR-] 74 103
S CPR-J3 130 CPR-] 16 1024/953 CPR-J 48 1145 CPR-J 2 216 CPR-J 6 103
- CPR-J 26 250 196 CPR-154 68 CPR-J 59 93 | CPR-J18 | 117
CPR-] 47 64 CPR-J 78 1404 CPR-J 56 357 CPR-J 12 622
CPR-J 54 481 CPR-J 65 110 CPR-J 30 120
pg CPR-J69 77 CPR-] 67 1009 CPR-J 31 120
CPR-J 72 8.81 CPR-] 34 132
CPR-J 39 689
CPR-J41 94
CPR-] 64 726
CPR-J73 149
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4.10. ENROFLOXACINE DANS JUNCUS SP.

La quantité de métabolites de I'enrofloxacine dans les Juncus sp. soumis au test d'exposition
(tableau 26) est a nouveau considérable dans la premiére et la deuxiéme coupe et diminue de
maniére significative, comme dans les cas précédents avec d'autres principes actifs, dans la
troisieme coupe de la tige de la plante, correspondant aux 21 jours du test d'exposition,
probablement en raison du trés mauvais état de la plante la troisiéme semaine. Bien
qu'apparemment le nombre de métabolites semble augmenter de maniére significative dans la
quatriéme coupe, les zones des pics analysés sont trés faibles, ce qui est donc vraiment compatible
avec un mauvais état de la plante a ce stade de I'essai.

La voie métabolique de la déméthylation avec perte du groupe —C4H;N (ENR-J 16)
prédomine dans la premiere coupe de la tige de la plante, atteignant de fortes accumulations tant
dans I'échantillon que dans sa réplique. Le métabolite ENR-J 13 issu d'une désétilation avec perte
du groupe —C4H;N, apparait avec des valeurs de surface importantes dans les échantillons de
racines dopés a de fortes concentrations de dissolution de différents principes actifs.

D'autre part, on observe I'abondance dans la racine des plantes soumises a des concentrations
élevées du métabolite ENR-J 75 correspondant a une acétylation avec perte du groupe —C,H,, qui
se retrouve également dans les échantillons de tiges de la quatrieme coupe exposée a des
concentrations élevées P2, ainsi que dans plusieurs tiges de Juncus sp. de la premiere semaine

d'essai, tant en concentrations élevées, intermédiaires et faibles de dissolution dopante.

Au cours de la troisieme semaine d'essai, la formation du métabolite ENR-J 29 a partir d'une
détilation avec perte d'un atome d'oxygéne prédomine, provenant également des échantillons de

tiges de la premiére semaine, ainsi que des échantillons de racines des plantes.

Le métabolite ENR-J 74 provenant de la perte d'un atome d'oxygéne et de la formation
subséquente de I'adduit de sodium a été trouvé dans les échantillons de tiges analysés 15 jours
aprés le test d'exposition. Celle-ci s'est formée dans la racine des plantes soumises a des
concentrations élevées et intermédiaires de solution dopante P2 et P4, car des résidus apparaissent
dans la racine en faibles quantités. Leur présence disparait au fur et a mesure que le temps

d'exposition augmente.

L'ENR-J 77 provenant de I'nydroxylation apparait dans des échantillons de tiges exposés a
concentrations de 10 mg-L™ et 700 pg-L™* analysées 15 jours aprés l'essai d'exposition, montrant
des valeurs de surface relativement élevées, diminuant dans les semaines suivantes dans les

échantillons P2 et P3 et disparaissant dans le reste.

A de faibles concentrations, ce métabolite apparait dans la racine, ce qui pourrait expliquer

son absence dans la tige a cette concentration.

410



Résultats et discussion

Tableau 26. Possibles métabolites trouvés dans les plantes Juncus sp. soumis a des tests d'exposition
avec l'enrofloxacine.

Coupe 1 Coupe 2 Coupe 3 Coupe 4 Racine
Metab. Zone Metab. Zone Métab. Zone Métab. Zone Métab. Zone
ENR-J 8 162 ENR-J 16 31158 ENR-J 30 97 ENR-J 1 1624
ENR-J 13 1229/1052 ENR-J 18 412 ENR-J 48 136 ENR-J 13 40982
ENR-J 21 | 12791/11861 | ENR-J 44 183 ENR-J 44 147
p1 ENR-J 29 111 ENR-J 74 689 ENR-J 48 370
ENR-J 51 1528/1641 ENR-J 78 184 ENR-J 66 120
ENR-J 60 134 ENR-J 74 85/92
ENR-J 75 873/780
N ENR-J 81 139
> ENR-J 12 526 ENR-J 10 263 ENR-J 4 311 ENR-J 42 95 ENR-J 13 | 48477/50395
§ ENR-J 13 2498/2876 ENR-J 23 633 ENR-J 19 1506/2022 | ENR-J 48 90 ENR-J 29 1803
- ENR-J 16 9377/9039 ENR-J 31 211 ENR-J 49 90 ENR-J 61 92 ENR-J 40 179
ENR-J 25 2616 ENR-J 55 537/470 995 ENR-J 75 488 ENR-J 48 227
P2 ENR-J 41 682/750 ENR-J 49 445 ENR-J 52 90
ENR-J 42 585/467 ENR-J 61 316 ENR-J 63 92
ENR-J 59 930 ENR-J 74 1691 ENR-J 66 85
ENR-J 61 386 | ENRJ77  13557/10691 ENR-J 74 90
ENR-J 62 718 ENR-J 75 1266/1229
ENR-J 75 277
ENR-J 7 113 ENR-J 18 1018 ENR-J 19 4396 ENR-J 21 156 ENR-J 1 285
ENR-J16 | 14771/15661 | ENR-J 34 289 ENR-J 33 200 ENR-J 26 207
ENR-J 18 366/326 ENR-J 44 164 ENR-J 39 95 ENR-J 32 731
ENR-J 22 153 ENR-J 66 750 ENR-J 70 92 ENR-J 49 102
ENR-J 29 126 ENR-J 74 1080/843 233 ENR-J 52 164
ENR-J 32 489 3985/3230 ENR-J 63 515
P3 | ENR-J33 94 ENR-J 80 5239
ENR-J 40 273
ENR-J 50 91
ENR-J 61 607/583
ENR-J 69 97
i ENR-J 70 329
) ENR-J 78 318
S ENR-J 10 127 ENR-J 19 872 ENR-J 29 1539/1647 ENR-J 15 315/244 ENR-J 4 208
= ENR-J 11 950 ENR-J 36 5932 ENR-J 21 98 ENR-J 27 95
ENR-J16 | 11848/10704 | ENR-J43 740 ENR-J 27 92 ENR-J 35 78
ENR-J 17 704 ENR-J 61 583 ENR-J 35 94 ENR-J 45 101
ENR-J 18 237/256 ENR-J 74 434 ENR-J 38 171 ENR-J 52 1750
ENR-J 32 363 4580 ENR-J 49 90 ENR-J 54 192
P4 ENR-J 41 712/680 ENR-J 78 201 ENR-J 52 98 ENR-J 56 516
ENR-J 47 246 ENR-J 83 357 ENR-J 66 98 ENR-J 73 285
ENR-J 61 1438 ENR-J 81 509 ENR-J 78 94 ENR-J 74 92
ENR-J 63 812 ENR-J 78 150
ENR-J 70 116/183 ENR-J 79 80
ENR-J 75 186/265 ENR-J 81 309
ENR-J 76 351 ENR-J 84 98
ENR-J 14 2079 ENR-J 13 813 ENR-J 4 98 ENR-J 1 142
ENR-J 19 694/559 ENR-J 18 534 ENR-J 15 120 ENR-J 2 141
ENR-J 27 218 ENR-J 23 995 ENR-J 57 99 ENR-J 4 162
ENR-J 34 269 ENR-J 34 151 ENR-J 61 91 ENR-J 23 436
ENR-J 41 350 ENR-J 42 494 ENR-J 79 108 ENR-J 37 87
ENR-J 42 118 ENR-J 54 1626 ENR-J 38 287
P5 ENR-J 46 95 ENR-J 55 738 ENR-J 49 122
ENR-J 58 98 ENR-J 57 745 ENR-J 53 327
ENR-J 75 862 ENR-J 61 533/744 ENR-J 67 116
ENR-J 82 1746 ENR-J 63 708 ENR-J 71 111
ENR-J 68 335/450
ENR-J 74 735
ENR-J 81 445
_| ENR-J 83 605
E-,_ ENR-J 8 150 ENR-J 44 1307 ENR-J 2 250 ENR-J 2 176 ENR-J 3 285
o ENR-J 9 130 ENR-J 29 1385 ENR-J 18 95 ENR-J 4 392
- ENR-J 16 8510/7526 ENR-J 35 423 ENR-J 20 193 ENR-J 5 112
ENR-J 21 2029/2016 ENR-J 28 82 ENR-J 21 132
ENR-J 24 277 ENR-J 42 97 ENR-J 26 337
ENR-J 27 235 ENR-J 48 157 ENR-J 28 256
ENR-J 34 482 ENR-J 49 90 ENR-J 30 400
PG ENR-J 51 594 ENR-J 61 108/93 ENR-J 32 127
ENR-J 61 369/202 ENR-J 79 278 ENR-J 35 102
ENR-J 70 220 ENR-J 80 162 ENR-J 45 117
ENR-J 71 397 ENR-J 49 394/452
ENR-J 65 99
ENR-J 70 100/210
ENR-J 72 90
ENR-J 76 277
; 1837/928
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4.11. DICLOFENAC DANS JUNCUS SP.

Les possibles métabolites obtenus dans les plantes de Juncus sp. exposeées au test
d'exposition sont montrées dans le tableau 27, on observe a simple vue une plus grande quantité de
métabolites dans la tige des plantes irriguées a de faibles concentrations de dissolution du dopant.
Cependant, la situation est inversée a la racine, puisqu'a la fin de l'essai, c'est dans les plantes
irriguées avec une dissolution a plus forte concentration gu'un plus grand nombre de métabolites est
identifié. 1l est significatif qu'aucun métabolite possible n'a été détecté dans la premiére coupe des
plantes irriguées avec une solution de diclofénac a haute concentration, ainsi qu'un seul composé

dans la troisiéme coupe de ces mémes plantes.

Le métabolite de la molécule mére, avec une perte du fragment —CgHsNCI, (DCL-J 7) est
identifié dans la premiére coupe de la tige a des concentrations intermédiaires et faibles, dans la
deuxiéme coupe de la tige, a des concentrations intermédiaires (P4) dans la troisiéme coupe a
toutes concentrations, et dans la racine des plantes irriguées avec dissolution de la forte

concentration en diclofénac.

Dans la deuxiéme coupe de la tige de la plante, les métabolites DCL-J 19 et DCL-J 25 se
retrouvent a toutes les concentrations, tant dans I'échantillon que dans sa réplique, cette derniére
apparait également dans la premiére coupe de I'une des plantes irriguées a faible concentration. Ces
métabolites correspondent au composé de sodium correspondant aprés la perte du fragment
—C¢HCl, et une double hydroxylation avec perte d’un fragment —CgH,Cl,, respectivement. Les
pics chromatographiques correspondant a DCL-J 25 atteignent des zones de plus de 16000 u.a.

La voie métabolique de I'acétylation avec perte du fragment —C¢H,Cl, est le métabolite DCL-
J 26, avec une masse théorique de 193.0739 m/z et un temps de rétention de 3.27 minutes. Ce
métabolite a été identifié dans des plantes irriguées avec des solutions de faible et moyenne
concentration dans la troisieme coupe de la tige et, a toutes les concentrations, dans la derniére
coupe du test. Le métabolite DCL-J 30, correspondant a une distillation avec perte d'un atome de
chlore et addition d'un atome dhydrogéne, a été identifié dans la premiére coupe de plantes
irriguées avec des solutions a faible et moyenne concentration, ainsi que dans la racine de la plante

P6, irriguée avec solution & faible concentration.

D'autre part, un métabolite possible (DCL-J 45) est identifié, avec un temps de rétention de
11.07 minutes, provenant d'une hydroxylation formée a partir de 21 jours d'essai dans des plantes
irriguées a des concentrations intermédiaires. Ce méme métabolite possible a été détecté dans la
derniére coupe et dans la racine des plantes irriguées avec des solutions a haute et moyenne

concentration. Il est significatif de la présence du métabolite DCL-J 42 possible dans la racine des

412



Résultats et discussion

plantes aprés le test d'exposition. Ce composé provient d'une déméthylation, et atteint des pics
chromatographiques avec une surface allant jusqu'a 42000 u.a. dans des plantes irriguées a forte
concentration dissolution. 1l a également été identifié, bien qu'en plus petite quantité, dans des tiges

de la derniere coupe de plantes irriguées avec une forte concentration de diclofénac.
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Tableau 27. Possibles métabolites trouvés dans les plantes Juncus sp. soumis a des tests d'exposition

avec le diclofénac.

Coupe 1 Coupe 2 Coupe 3 Coupe 4 Racine
Métab. Zone Métab. Zone Métab. Zone Métab. Zone Métab. Zone
DCL-J 2 2456 DCL-J 32 94 DCL-J1 | 975/699
DCL-J 19 8202 DCL-J 36 57 DCL-J7 | 435/549
7621 DCL-J42 | 461/437 | DCL-J14 | 1258/722
P1 DCL-J8 | 6723/5983 DCL-J45 | 2899/2789 | DCL-J16 | 1312/975
DCL-J 15 149 DCL-J38 | 62495
DCL-J29 | 231/168 860
DCL-J 44 117 DCL-J45 | 3298/1751
DCL-J2 | 2209/2101 | DCL-J7 66 DCL-J1 | 1512/1525 | DCL-J1 | 1090/964
o DCL-J 8 5207 DCL-J12 | 415/393 DCL-J2 | 1557/1612
g DCL-J 19 2555 943 DCL-J 3 1049
S DCL-J16 | 1077/1035 DCL-J45 @ 8677/8499 | DCL-J4 261
"DCLZ5 12167/10739 DCL-J 6 198
DCL-J 28 1298 DCL-J14 | 1131/1206
P2 DCL-J29 | 361/304 DCL-J16 | 1611/1596
DCL-J34 | 2421284 DCL-J 17 164
DCL-J 45 10580 DCL-J 31 339
DCL-J 39 86
DCL-J42 | 4200/3979
DCL-J 45 5534
DCLJ30 114 DCL-J2 | 3260/3449 | DCL-J41 |100/101| DCL-J10 181 DCL-J1 | 616/353
DCL-J37 | 60/40 | DCL-J19  1884/1519 | DCL-J45 | 95 | DCL-J12 | 1535/1709 | DCL-J16 | 934/634
| DCL-J25 16733/16467 | DCL-J6 | 61/66 | DCL-J26 | 14621/14210 | DCL-J18 913
DCL-J28 | 1025/966 | DCL-J7 | 174/153| DCL-J28 117 DCLJ42 | 284/397
P3 DCL-J27 | 1347 | DCL-J45 239 DCL-J 15 151
DCL-J 4 97
. DCL-J45 5029
Es DCL-J 14 207
g DCL-J30 218 DCL-J7 | 2642/2371 | DCL-J15 | 65/77 | DCL-J9 | 173/1026 | DCL-J4 | 242/382
= DCL-J7 | 26432371 | DCL-J19  1979/5521 | DCL-J17 | 1248 768/1837 | DCL-J5 | 779/754
DCL-J21 | 812 4639/14793 4404 | DCL-J39 57 DCL-J15 | 177/187
DCL-J22 | 1979/1884 = DCL-J8 10938 DCL-J40 | 155 | DCL-J45 | 326/259 | DCL-J42 | 391/406
P4 bcla2s | 286 | poL12 4662 DCL-J45 110
DCL-J38 | 207 | DCL-J20 13061 DCL-J7 | 241/199
DCL-J 28 1079 DCL-J13 | 36
DCL-J 35 3239 DCL-J22 | 76/60
DCL-J30 179 DCL-J5 | 3158/3030 | DCL-J15 | 83 DCL-J9 | 864/951 | DCL-J15 | 112/114
DCL-J39 | 127 | DCL-J19  9133/9084 | DCL-J16 |1102/878 DCL-J12 | 733/647 DCL-J5 | 1096/1662
DCL-J7 | 2779/2674 13574114387 416 | DCL-J16 222
DCL-J23 | 280/264 | DCL-J7 | 5174/4978 | DCL-J33 | 56 1160/1098
PS ocLass | 145 DCL-J8 | 7496/7500 | DCL-J7 |175/303| DCL-J33 50
- 'DCLJ25. 13573 | DCL-J34 | 187/167 DCL-J19 | 87
2 DCL-J20 | 9084 | DCL-J35 | 5035/4191
= DCL-J 43 1716
DCL-J30 193 | DCL-J34 | 342/319 | DCL-J15 | 72 | DCL-J12 | 1080/1116 | DCL-J15 | 248/206
DCL-J7 | 2355/2682 | DCL-J 35 4089 1097/973 | DCL-J4 220
P6 DCL-J22 | 1512 | DCL-J43 2002 DCL-J39 | 116/92 | DCL-J 39 104/69 DCL-J5 988
DCL-J23 | 272 DCL-J7 |238/184 DCL-J17 50 DCL-J 30 128
DCL-J 11 30 DCL-J 23 1175
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4.12. IBUPROFENE DANS JUNCUS SP.

Dans le tableau 28, les métabolites possibles obtenus a partir de l'essai d'exposition de
Juncus sp. avec l'ingrédient actif ibuproféne sont énuméreés, visuellement, I’absence de métabolites
est observée par rapport aux autres ingrédients actifs dans la méme plante, ceci est dd au fait que la
plupart des métabolites acquis sont soit dans le contréle ou dans la cible des échantillons, tant dans

la matrice de la tige de la plante que dans la racine.

Dans le métabolite IBU-J 4, issu d'une hydroxylation, il est généré a la fois dans la racine et
dans la tige, bien que la voie métabolique qui implique la perte d'un hydroxyméthyléne, formant le
métabolite 1BU-J 1, soit la plus abandonnante dans la tige du Juncus sp. le trouvant dans

I'échantillon et dans sa réplique avec des unités de surface du méme ordre de grandeur.

Tableau 28. Possibles métabolites trouvés dans les plantes Juncus sp. soumis a des tests d'exposition
avec l'ibuproféne.

Coupe 1 Coupe 2 Coupe 3 Coupe 4 Racine
Métab. Zone Métab. Zone Métab. Zone Meétab. Zone Métab. Zone
IBU-J 1 817/775 IBU-J 4 61/75
i P1
E, IBU-J 2 22
o IBU-J 1 2013/2166 IBU-J 2 144/157
= P2
IBU-J 4 3737 IBU-J 4 87/89
IBU-J 1 543
-
> | P3
= IBU-J 3 1411/1343
S
™~ P4
1 P5
235
= p6

4.13. CARBAMAZEPINE DANS SALICORNIA EUROPAEA

Le tableau suivant enumeére les métabolites possibles de la carbamazépine formés dans
Salicornia eu. lorsqu'ils sont soumis a des essais d'exposition. La racine de la plante, analysée a la
fin de I'essai, peut étre considérée comme la partie ou le plus grand nombre de métabolites a été
obtenu, et elle est également plus abondante dans les plantes exposées a de faibles concentrations

(P5 et P6) que dans les plantes soumises & des concentrations elevées.
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Dans les tiges des plantes exposées a de fortes concentrations, pratiquement aucun produit
secondaire n'a été détecté et des métabolites ont été trouvés dans les plantes soumises a une
solution d'irrigation de 700 pg-L™. Probablement, les concentrations élevées, qui ont favorisé
l'aggravation des plantes, sont responsables du manque de métabolites, et la perte d'activité

biologigue est directement liée a I'absence de métabolites.

Lorsque la concentration des solutions d'irrigation diminue, la quantité de métabolites
augmente, atteignant son maximum dans la plante P4, puis diminue de nouveau a de faibles
concentrations, peut-étre en raison de Il'absence de principe actif, puisqu'aucune accumulation de
carbamazépine n'est observée chez les plantes P5 et P6 (tableau 29). Cependant, a mesure que les
semaines d'essai augmentent, la quantité de métabolites augmente, atteignant leur nombre maximal

dans la troisiéme coupe de l'essai.

Le fait que le métabolite CBZ-S 14 apparaisse dans tous les échantillons de racines, quelle
que soit la concentration de la solution d'irrigation, semble indiquer que soit une partie de la
carbamazépine fournie reste sous forme de résidu, subissant la voie métabolique consistant en une
acétylation avec perte du groupe —HN, soit ce métabolite formé dans les racines n'est pas absorbé

par la plante.

Le métabolite le plus abondant dans la premiere coupe de la tige est CBZ-S 11, atteignant
des zones de 600 u.a. et correspondant & une voie métabolique d'hydratation avec perte d'un groupe
—HN.

15 jours aprés l'essai, le métabolite CBZ-S 3, correspondant a la perte du fragment
—CHNO, a été détecté dans les plantes P3 a P6, c'est-a-dire a des concentrations moyennes et
faibles de carbamazépine, augmentant la quantité a mesure que la concentration de la solution
d'irrigation diminue. Au cours de la derniére semaine, la voie métabolique du sodium avec perte du
groupe CBZ-S 8 prédominait, ce qui correspond au méme métabolite CBZ-S 3 que le produit
d'addition du sodium, et qui apparait dans deux des six plantes analysées, P3 et P5.

Aucune des voies métaboliques les plus fréquentes n'est continuellement maintenue dans
les diverses coupes ou a la racine, a I'exception du métabolite CBZ-S 9, dont la formation semble
diminuer avec l'augmentation du temps d'essai, de sorte que la formation de métabolites
carbamazépine dans Salicornia eu. semble plus liée au statut des plantes que la concentration ou le

temps de dilution pour l'irrigation.
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Tableau 29. Possibles métabolites trouvés dans les plantes de Salicornia europaea soumis a des tests
d'exposition avec la carbamazépine.

Coupe 1 Coupe 2 Coupe 3 Raiz
Métab. Zone Meétab. Zone Métab. Zone Meétab. Zone
P1 CBz-S 11 98
P1 CBz-S 11 90
» P1
> P2 CBz-S1 77
CE, CBZ-S6 98
. P2 CBzZ-S 12 153
CBzZ-S 14 94
P2 CBzZ-S7 76
P3 CBz-S 15 197 141 CBzZ-S 8 340 CBzZ-S 14 70
K P3 CBzZ-S 14 93
?g P3
= P4 CBz-S 11 315 176 CBz-S 13 878 CBz-S 13 330
= P4 CBz-S 11 617 337 CBZ-S 9 217 CBz-S 13 347
P4 CBzZ-S2 77 757 CBzZ-S 14 82
CBzZ-S9 911 570 CBzZ-S 8 656 CBzZ-S 14 86
i 1051 CBz-S 10 235
25 CBZ-S 8 260
CBzZ-S12 1073
| P5
§ CBzZ-S 8 186
S P6 | CBzs3 | 1776 CBZ-S 10 150 CBZ-S 13 127
P6 CBz-S 13 78
CBZ-S 3 75
P6 CBZ-S5 60
CBzZ-S 14 100

4.14. FLUMEQUINE DANS SALICORNIA EUROPAEA

Le tableau suivant montre les métabolites possibles détectés dans la tige et la racine de

Salicornia eu. lors d'essais d'exposition avec des solutions d'irrigation contenant de la fluméquine.

On observe comment, au fur et a mesure que le temps de l'essai évolue, la quantité de
métabolites augmente, obtenant le nombre maximum & la fin de I'essai a 21 jours, comme on l'a
aussi vu avec CBZ. Cela peut étre lié soit & I'état général de la plante, soit & l'absorption de FMQ
par la plante, il semble qu'au départ la plante absorbe le principe actif tel quel, sans que les
concentrations de FMQ dans la plante produisent une réponse métabolique sur FMQ, jusqu'a un
certain point dans le temps, les processus de metabolisation de la plante ont lieu. On pourrait
également considérer que les différentes voies méetaboliques sont relativement lentes, les différents
métabolites apparaissant progressivement tout au long de I'essai. Cette situation est similaire a celle

observée avec la carbamazépine comme substance active.
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La voie métabolique avec perte d'un atome de fluor et addition d'un atome d’hydrogéne
conduit aux métabolites FMQ-S 5 et FMQ-S 6, avec des temps de rétention de 5.16 et 9.64
minutes, respectivement. lls apparaissent a toutes les concentrations dans la troisiéme coupe de la
tige de la plante, et dans une plus grande mesure FMQ-S 5 pour les concentrations les plus élevées.
Chez les plantes exposées a 700 pg-L™, la quantité de FMQ-S 6 atteint 800 u.a.; cette voie
métabolique est donc plus probable a des concentrations intermédiaires lorsque la plante est dans

de meilleures conditions.

Contrairement aux métabolites obtenus a partir de la carbamazépine, les métabolites
correspondants de la fluméquine apparaissent a peine dans la racine de la plante, ce qui semble

indiquer un métabolisme radicalement différent pour les deux médicaments.

Tableau 30. Possibles métabolites trouvés dans les plantes de Salicornia europaea soumis a des tests
d'exposition avec la fluméquine.

Coupe 1 Coupe 2 Coupe 3 Racine
Meétab. Zone Meétab. Zone Meétab. Zone Meétab. Zone
FMQ-S 3 102
P1
FMQ-S 5 92
< P1 FMQ-S 5 128
g P
= P2 FMQ-S 1 73 FMQ-S 6 115
P2
P2
P3 FMQ-S 6 184 FMQ-S 12 69
P3
FMQ-S 6 250
P3
FMQ-S 8 217
= FMQ-S 2 88 FMQ-S 6 533
=) P4
= FMQ-S 13 732
= - FMQ-S 9 85 FMQ-S 6 789
FMQ-S 7 342
FMQ-S 8 751 FMQ-S 6 800
P4 FMQ-S 10 62 FMQ-S 4 101
FMQ-S 15 233
P5 FMQ-S 11 394 FMQ-S 13 845 FMQ-S 7 264
P5 FMQ-S 4 162 FMQ-S 13 554
P5
-
5 P FMQ-S 12 92
=] P6 FMQ-S 12 111
FMQ-S 10 572
P6 FMQ-S 13 501
FMQ-S 14 1273
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4.15. CIPROFLOXACINE DANS SALICORNIA EUROPAEA

Le tableau 31 montre les métabolites possibles obtenus a partir de la tige et de la racine des
plantes de Salicornia eu. testées avec des solutions d'irrigation contenant de la ciprofloxacine. On
observe que le métabolite CPR-S 30 est toujours formé dans la racine, indépendamment de la
concentration dans la solution d'irrigation, produit d'une double hydroxylation avec perte du groupe

C,H,, de sorte que cette voie métabolique semble étroitement liée a la racine de la plante.

Dans les tiges des premiére et troisieme coupes apparait le métabolite CPR-S 29,
correspondant a une voie métabolique du sodium avec perte d'un atome de fluor et addition d'un
atome d'hydrogéne, étant plus abondant dans les plantes P3 et P4 qui ont été irriguées a des

concentrations de dissolution dopante de 700 pg-L™.

La voie métabolique "sodium avec perte d'un atome d'oxygeéne" conduit a la formation du
métabolite CPR-S 31, qui est le plus fréquent a 15 jours d'exposition de la plante (deuxiéme coupe)
apparaissant chez toutes les plantes sauf chez celles irriguées avec dissolution diluée (10 pg-L™).
Sa formation semble étre liée a la concentration de la solution d'irrigation et au temps d'assimilation
du médicament par la plante. Des quantités de métabolites du méme ordre ont été détectées pour

des concentrations élevées et intermédiaires, et seulement dans cette coupe.

Dans la premiere coupe de la tige, une semaine apres l'essai, les métabolites sont plus
prédominants chez les plantes exposées & des solutions contenant de faibles concentrations de
ciprofloxacine. Le métabolite CPR-S 17, correspondant a une hydratation avec perte du groupe
C,H3N, et qui n'apparait que dans cette coupe, semble indiquer que cette voie métabolique ne se

produit que dans les premiers stades de I'exposition.

Les plantes P3 et P4, exposées a des concentrations intermédiaires, présentaient la plus
grande quantité de métabolites dans les tiges tout au long de I'essai et dans la racine. Il est probable
que I'équilibre entre la concentration de la solution d'irrigation et I'état des plantes a conditionné le

métabolisme global de la ciprofloxacine.
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Tableau 31. Possibles métabolites trouvés dans les plantes de Salicornia europaea soumis a des tests
d'exposition avec la ciprofloxacine.

CPR-S2 70 315 CPR-S 11 78
CPR-523 120
CPR-S5 155
CPR-S7 75
CPR-S7 67 CPR-S5 325 CPR-S 30 1965
CPR-S16 | 2797
CPR-S 3 68 | CPRS3L 259 CPR-S5 358
CPR-S 4 90 CPR-S 11 207
CPR-S7 79 CPR-S 14 162
CPR-S 15 114
CPR-S16 | 3236

198
82 352 571 | CPR-S27 87
CPR-S 22 70
CPR-S1 | 330 | CPRS27 90
CPR-S 10 75
CPR-S15 | 99 CPR-S 1 416 CPRS1 | 262 | CPRSI0 62
CPR-S21 | 249 CPR-S5 | 128 | CPRS30 | 1304
150 CPR-S20 | 170
| CPRS5 | 95 CPR-S 1 253 CPRS1 | 283 | CPR-S30 | 2213
247 274 322

CPR-S 6 9% CPR-S 1 CPR-S14 | 385 | CPR-S10 70

CPR-S15 | 164 202 | CPR-S30 | 2950

530
366 7142 CPR-S 24 152 CPR-S 12 420
330 CPR-S 20 734 CPR-S 30 1258
6202 CPR-S 25 1088
335 613
CPR-S 19 4773 CPR-S9 358
CPR-S 32 1763
CPR-S5 973 CPR-S 7 4582
249
CPR-S 32 2768
CPR-S 16 958 CPR-S 7 3066 CPR-S 12 522
247 CPR-S 28 793 CPR-S 30 1673
CPR-S 26 2339 CPR-S 22 622

CPR-S 32 2058

CPR-S 12 1556

CPR-S 30 5937

CPR-S 12 1673
CPR-S 30 6726

CPR-S 12 1831

CPR-S 18 77

CPR-S 30 6781
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4.16. ENROFLOXACINE DANS SALICORNIA EUROPAEA

Les métabolites possibles obtenus dans la tige et la racine des plantes de Salicornia eu.
exposées a des dissolutions avec différentes concentrations d'enrofloxacine sont montrées dans le
tableau 32. Il est observé que la quantité de métabolites augmente avec I'augmentation du temps du
test d'exposition, obtenu dans la tige de la plante de la troisieme coupe, correspondant aux 21 jours
du test, une quantité de métabolites supérieure a celle du début de 1’essai.

Dans toutes les matrices végétales, quelle que soit la concentration de I'ingrédient actif dans
la solution dopante, le métabolite ENR-S 3 se forme, correspondant a une double hydroxylation

avec perte du groupe —C,3HgNO3F.

Il est générée dans toutes les coupes de la tige de la Salicornia eu. indistinctement de la
concentration de la dissolution, la voie métabolique de déshydratation des alcools avec perte du

groupe —C4H-N, (ENR-J 6) étant plus abondante dans la troisieme coupe de la tige.

Le métabolite ENR-J 28 issu d'une hydroxylation avec perte du groupe —C,H,; provient
principalement de la premiére coupe de la tige pendant la premiére semaine du test d'exposition et
de la deuxieme coupe de la tige dans la plante P2, exposée a des concentrations élevées de

dissolution dopante des analytes.

D'autre part, le métabolite ENR-S 27, de formule empirique CigH,4FN3O,, n'est formé que
dans la troisieme coupe de la tige, en particulier dans les plantes irriguées avec de fortes
concentrations de dissolution du dopant, ne se trouvant pas dans les plantes exposées a de faibles

concentrations.

La matrice de la racine de Salicornia eu. est dominée par les métabolites des plantes P6 et
P2, qui sont soumis a des concentrations de solution dopante de 10 pg-L™ et 10 mg-L™
respectivement, avec pratiqguement aucun autre métabolite racinaire des plantes, puisque la plupart

se trouvent soit dans la cible des échantillons soit dans les témoins.

Comme dans le cas des métabolites possibles trouvés dans les échantillons de Salicornia eu.
exposés a des solutions de fluméquine, aucun métabolite n'est trouvé dans les matrices souches a
des concentrations élevées de solutions dopantes (P1 et P2) et trés peu se trouvent dans la racine de
la plante, la plupart se trouvant dans la cible et dans les témoins, et sont donc rejetés comme

métabolites venant des principes actifs.
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Tableau 32. Possibles métabolites trouvés dans les plantes de Salicornia europaea soumis a des tests
d'exposition avec I'enrofloxacine.

704/651

ENR-S 15

114

177

ENR-S 2

149

ENR-S 9

144

ENR-S 38

ENR-S 34 198 ENR-S 10 207
ENR-S 13 3236
312
ENR-S 28 702 - 325 ENR-S 26 33
ENR-S 13 2798
ENR-S 33 747
ENR-S 5 2066 ENR-S 31 424 ENR-S 32 142 ENR-S 25 102
ENR-S 28 572
ENR-S 31
1184
ENR-S 12 ENR-S 14 405
ENR-S 29 ENR-S 14 153
ENR-S 28 396 ENR-S 13 996 ENR-S 13 101
ENR-S 18 100 ENR-S 30 72
ENR-S 35 925 74
ENR-S 17 564 - 355/409
ENR-S 5 362 ENR-S 14 377 ENR-S 20 645
ENR-S 28 2768 ENR-S 20 1636 ENR-S 21 606
ENR-S 32 2019 ENR-S 37 911
ENR-S 4 97 ENR-S 14 613
ENR-S 5 836 ENR-S7 179
ENR-S 8 545 ENR-S 23 1088
ENR-S 28 2401 ENR-S 37 919
ENR-S5 | 4751/1492
6202/973
ENR-S 16 4773
ENR-S 28 | 1763/2059
ENR-S 14 250
ENR-S 32 2402
ENR-S 32 2607 ENR-S 22 3095 ENR-S 24 166
ENR-S 35 890 ENR-S 26 693
ENR-S 37 422
ENR-S 36 122
ENR-S 11 335
ENR-S 19 247
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4.17. DICLOFENAC DANS SALICORNIA EUROPAEA

Le tableau suivant énumére les métabolites possibles du diclofénac trouvés dans des
échantillons de Salicornia eu. A premiere vue, un plus grand nombre de métabolites est observé
dans la troisieme coupe de la tige de la plante correspondant a la troisiéme semaine, 21 jours, de
maniere généralisée dans toutes les concentrations testées. Cependant, la plante P4 aux
concentrations intermédiaires présente un grand nombre de métabolites dans presque tous les
échantillons analysés, montrant des valeurs de surface importantes dans plusieurs des signaux

obtenus.

Le métabolite d'une déméthylation avec perte de fragment —C¢HsNCI,, correspondant a
DCL-S 6, se répéte principalement a des concentrations intermédiaires et faibles dans la troisiéme
coupe de la tige et dans la racine de la plante, se retrouve dans toutes les plantes dopées a ces
concentrations dans des ordres de grandeur similaires a chaque concentration du dosage analysé. Il
convient également de noter qu'il n'apparait dans aucun des échantillons a forte concentration

analyseés.

La voie métabolique de la déshydratation des alcools avec perte du fragment —CgHsNCl, est
a l'origine des métabolites DCL-S 3, DCL-S 4 et DCL-S 5, qui apparaissent a plusieurs reprises
dans les coupes de la tige de la Salicornia eu. principalement exposés a des concentrations
intermédiaires, bien que leur présence est également observée a des concentrations élevées de
dissolution du dopant. Les valeurs de surface obtenues suggérent sa formation au début de l'essai,
en diminuant la quantité formée de ce métabolite au cours des semaines, en obtenant dans la
premiére semaine des valeurs correspondant a plus de 1300 u.a. et 21 jours d'essai 400 u.a., de sorte
gue la formation de ce métabolite puisse étre liée a la quantité de solution dopante administrée et au

temps passé.

Le métabolite DCL-S 9 formé a partir de la molécule mére de diclofénac avec perte du
fragment —CsH3NClI,, apparait de facon répétée a des concentrations intermédiaires et élevées, se
trouvant a la fois dans la tige et dans la racine de la plante, prédominant dans presque tous les
échantillons apres 21 jours d'exposition. Dans ce cas, il convient de noter que les valeurs de surface
les plus élevées correspondent aux premiéres coupes effectuées aprés 7 et 14 jours d'exposition, ce
qui indiquerait que leur présence peut étre liée au bon état général de la plante, cessant d'apparaitre

lorsqu'elle montre des signes clairs de détérioration.

Dans tous les échantillons de la premiére coupe de la tige de Salicornia eu. le métabolite
DCL-S 14 de I'nydroxylation avec perte du fragment —C¢H3NClI, & un temps de rétention de 5.71

minutes prédomine. Ce métabolite est clairement lié & la concentration de la solution de dopant
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d'irrigation puisqu'on observe comment la surface de celle-ci augmente, en diminuant la

concentration de dissolution a laquelle les plantes ont été exposees.

En général, un plus grand nombre de métabolites est observe chez les plantes exposées a des
concentrations intermédiaires, diminuant considérablement chez celles soumises a de faibles
concentrations de dissolution de dopants, les métabolites n'étant pratiquement pas trouvés dans les

échantillons a forte concentration ni dans la racine de Salicornia eu.

Ces résultats sont largement conformes a ceux de I'ibuproféne. Cela pourrait indiquer que
lorsque Salicornia eu. est exposé a une forte concentration d'un mélange d'ingrédients actifs, il
souffre d'une grande détérioration de sorte que son activité métabolique cesse presque dés le début,
cependant, sous une exposition modérée, la plante est initialement activée, probablement pour
contrecarrer I'effet, pour finalement subir cette détérioration et donc I'absence des métabolites liés

au diclofénac dans la racine.

Au contraire, a de faibles concentrations d'exposition, un comportement trés inégal est
observé dans les deux plantes soumises a I'essai, puisque bien que dans la plante P5, aucun effet
n'est observé avant la troisieme coupe, qui pourrait étre lié & une faible absorption du principe actif,
dans la plante P6, il semble y avoir une réponse trés prononcée dans la premiére coupe, qui est
déduite des valeurs de surface obtenues, de cesser brusquement, ce qui indiquerait soit une
détérioration notable de celle-ci, soit une adaptation a sa présence, ce qui semble plus que probable,

étant donné la présence de plusieurs composés possibles liés au diclofénac dans la racine.
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Tableau 33. Possibles métabolites trouvés dans les plantes de Salicornia europaea soumis a des tests
d'exposition avec le diclofénac.

 Zone | Métab. | Zone | Métab.  Zone  Métab. | Zone

DCL-S 26 327 DCL-S 16 112/123
DCL-S 18 205
DCL-S 28 144
DCL-S 28 170
\ 285

DCL-S 28 180
1451 DCL-S3 1009 537 117

DCL-S 27 172 764 DCL-S 16 214
DCL-S 28 79 943
DCL-S 27 274 814 DCL-S 16 235
DCL-S 26 507 DCL-S 37 104
DCL-S 27 916
1910 DCL-S3 1650 306 969
DCL-S 33 96 4383 DCL-S 31 392
1981
419 1124
118 DCL-S 35 772
| 5278

1924
1066

DCL-$-311 1555 DCL-S 24 1290
DCL-S 12 123 DCL-S4 | 11796/10171 | DCL-S3 321/401 DCL-S 32 248
DCL-S 19 397 DCL-S7 | 3565/4410 | DCL-S5 60
DCL-S 21 377 1013/624 | DCL-S 30 340/154
2133 DCL-S 15 384 DCL-S 26 2174
DCL-S 3 1369 DCL-S3 | 1360/2040 | DCL-S4 604 DCL-S 32 291
DCL-S 19 362 DCL-S4 | 11796/11647 | DCL-S 15 876
DCL-S 21 285 6002/6484 | DCL-S 30 609/606
2094 DCL-S 7 3565 | 4039
DCL-S 11 1675
DCL-S 8 110 DCL-S3 | 1697/1373 | DCL-S5 84 DCL-S 32 360
2516/2547 | DCL-S 21 262 343
DCL-S15 | 349/372 | DCL-S 33 102 194
DCL-S 19 1123 | DCL-S-311 3457 4679
2339 DCL-S 11 1223
DCL-S 22 242 DCL-S 32 1310
DCL-S 36 802 DCL-S-3 11 4781 DCL-S1 | 5468/6228 | DCL-S 32 844
3060/4134
6861
DCL-S 20 1924
DCL-S 26 5547
DCL-S 17 1106
9596 DCL-S 1 11335
DCL-S 2 5174
| 5342
6862
DCL-S 17 1106
DCL-S 1 6118
DCL-S 2 4167
DCL-S 11 2949
DCLS6 1798
DCL-S 29 2906 DCL-S 34 108
DCL-S 12 3190 DCL-S 10 1011
4018 DCL-S 12 294
DCL-S 11 2336
DCL-S 35 4996
4578 DCL-S 16 254
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4.18. IBUPROFENE DANS SALICORNIA EUROPAEA

Le tableau suivant présente les résultats obtenus sur la racine et la tige de Salicornia eu.
exposées au test avec des solutions dopantes contenant du principe actif ibuprofene. Comme dans
les cas précédents, il y avait une forte teneur en métabolites dans la troisieme semaine du test

d'exposition, troisiéme coupe de la plante, correspondant a 21 jours.

Une croissance progressive de la quantité de métabolites est observée deés le début de I'essal,
n'‘obtenant que des voies métaboliques dans la premiére semaine, chez les plantes exposées a des
concentrations intermédiaires de dissolution de dopants, P3 et P4, atteignant un équilibre entre I'état
de la plante, l'absorption des analytes et le moment de l'administration, jusqu'a acquerir des
métabolites dans les plantes soumises a de fortes concentrations des principes actifs P1 et P2, dans

la troisiéme coupe du Salicornia eu.

Cette tendance montre la difficulté qu'a la plante a traiter les principes actifs administreés,
apres que la plupart des analytes aient généré un métabolisme d'hydratation (IBU-S 5; IBU-S 6;
IBU-S 7; IBU-S 8), avec les mémes masses théoriques et formule mais avec un temps de rétention

différent, ce qui indique la facilité avec laquelle la plante doit produire ce métabolite.

Les échantillons qui ont été irrigués avec une dilution de l'analyte a une concentration de
10 pg-L™ n'ont pas été en mesure de générer de métabolites ni a la racine ni aux tiges,

probablement en raison de la faible concentration de dilution a laquelle ils ont été exposes.

Dans la racine de la plante, les voies métaboliques de déméthylation prédominent, étant
obtenues dans les plantes soumises a des concentrations intermédiaires et élevées de solutions

dopantes.
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Tableau 34. Possibles métabolites trouvés dans les plantes de Salicornia europaea soumis a des tests

d'exposition avec l'ibuproféne.

IBU-S 1 4490
IBU-S 1 4716
IBU-S 5 1417
IBU-S 1 3302
IBU-S 5 1014
701
IBU-S 5 1588 IBU-S 1 3688 2949
1122 IBU-S 2 4819 IBU-S 2 3692
823 IBU-S 5 1508 IBU-S 3 1131
968
IBU-S 5 1782 IBU-S 2 3822 2537
1050 IBU-S 1 2729 IBU-S 2 3709
898 IBU-S 3 559
IBU-S 2 4121
IBU-S 5 5264 IBU-S 5 5302 919 279
2719 1098 670
520 IBU-S 5 1312 263
755 IBU-S 2 226
493 IBU-S 5 94
IBU-S 5 938
496
IBU-S 5 4143 IBU-S 5 2976 IBU-S 5 2007 520
2789 1655 IBU-S 2 683
839 IBU-S 3 685
IBU-S 5 4400 IBU-S 5 2694 IBU-S 5 2245
3112 1304 IBU-S 1 749
3367 1945
829
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5. RESULTATS D'ANALYSE ENZYMATIQUE

La collection de 150 plantes extraites avec quatre solvants différents; éthanol, hexane,
acétate d'éthyle et eau: éthanol (50:50, v/v), constitue un total de 600 échantillons testés avec les
enzymes tyrosinase, collagénase, élastase et lipoxygenase. Parmi tous les résultats obtenus, seuls
ceux dont l'inhibition enzymatique est supérieure @ 50 % ont été retenus comme critéres de

sélection, de sorte que les extraits végétaux puissent présenter un intérét commercial [144].

Une fois l'activité enzymatique analysée et les échantillons dont l'activité était supérieure a
50 % sélectionnés, une revue bibliographique a été effectuée pour éliminer les plantes pour
lesquelles il existait des études antérieures avec les enzymes utilisées dans cette thése. Ainsi seuls
cing échantillons ont continué I'étude, pour déterminer, identifier et isoler la partie ou fraction de
I’échantillon qui présente une inhibition de I’enzyme, avec pour objectif de 1’intégrer dans le
développement de nouveax ingrédients actifs cosmétiques naturels, car aucune documentation
bibliographique faisant référence a l'inhibition de ces plantes avec les enzymes étudiées n'a été
trouvée. Les extraits ou fractions naturels qui présentent une bioactivité élevée ne peuvent
généralement pas étre incorporés directement dans une formulation, car ils peuvent présenter des
qualités indésirables, telles que l'odeur, la couleur, la viscosité, etc. Il est donc nécessaire d'ajouter
un support cosmétique approprié (liquide ou solide) pour faciliter l'incorporation d'ingrédients

actifs naturels dans une formulation cosmétique [214].

Dans cette these, nous nous sommes essentiellement concentrés sur la détermination des
fractions d'échantillons d'extraits de plantes sélectionnées qui inhibent ces activités enzymatiques.

L'identification et I'isolement de ces molécules feront I'objet d'études ultérieures.

Dans le cas de I'enzyme tyrosinase, dont les inhibiteurs sont utilisés pour leurs applications
en tant qu'agents de blanchiment de la peau, et dans le traitement des troubles dermatologiques
[144], sur toute la collection de plantes analysées, les seuls échantillons qui ont montré une forte
inhibition sont le n° 129 extrait dans un mélange H,O: EtOH (1:1, v/v) (Pistacia lentiscus) avec le
substrat L-Tyrosine, qui a atteint un pourcentage d'inhibition proche de 60 % et I'échantillon n° 78

extrait dans I'éthanol correspondant a la plante Lycianthes rantonnetii avec le substrat L-DOPA.

La plante Pistacia lentiscus est largement utilisée comme inhibiteur de diverses enzymes, en
particulier ses feuilles sont, selon les études de I.Chiocchio et al. [215] un puissant inhibiteur de la
tyrosinase, comme le démontrent les travaux de LoOpez et al. [216], il est donc rejeté pour les

analyses suivantes.
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Cependant, la plante Lycianthes rantonnetii (n® 78) présentait un pourcentage d'inhibition de
57 % pour l'enzyme tyrosinase avec le substrat L-DOPA, et comme aucune référence
bibliographique n'a été trouvée pour cette plante comme inhibiteur de cette enzyme, elle a été

sélectionnée pour fractionnement dans la phase suivante.

Des résultats obtenus a partir de I'enzyme lipoxygénase, seuls les extraits, 46 issus de
I’extraction a I’acétate d'éthyle et | éthanol, ont montré une inhibition supérieure a 50 % a l'enzyme,
dans le cas de la plante n° 46, Hemerocallis, une inhibition enzymatique de 71 % est observée dans

I'extrait d'éthanol et 51 % dans l'acétate d'éthyle.

Le reste des échantillons positifs correspondent a des plantes qui contiennent une molécule
qui inhibe I'enzyme et qui est documentée dans la bibliographie consultée, c'est pourquoi ils ne sont
pas considérés comme de nouveaux inhibiteurs, par exemple I'échantillon N° 49 correspondant a la
plante Prunus cerasifera avec une inhibition proche de 100 % dans nos résultats, correspond aux
études réalisées par Florence T. et al. [217], ainsi que les tétes de fleurs d'Euryops pectinatus dans
les essais réalisés par Nesseem D.I. et al. [218] présentent une forte activité anti-inflammatoire liée
a cette enzyme, cette plante appartient a la famille des Asteraceae, méme famille que la plante N° 3
de notre collection Anacyclus radiatus, avec une inhibition de 75 % extrait dans I'éthanol, rejeté
pour essais suivants car l'activité antiinflammatoire de la famille a laquelle il appartient est
documentée [219, 220].

Ainsi que I'Eucalyptus (n° 1) dont un inhibiteur de flavonoide lipoxygénase a été isolé dans
des études menées par Shwu-Woan [221] ou la plante n° 78, sélectionnée avec lI'enzyme tyrosinase,
mais rejetée avec la lipoxygénase, bien que les extraits dans I'éthanol et l'acétate d'éthyle présentent
une inhibition supérieure a 65 % et il n'existe toujours pas de références bibliographiques sur leur
role dans l'inhibition de cette enzyme, la famille a laquelle appartient Solanaceae, est largement
documentée dans son activité anti-inflammatoire, comme le reflétent les études de Nacoulma et al.
[222], Helvace S. et a. [223] ou Khan et al. [224].

La plante 78 montre un pourcentage d'inhibition avec I'enzyme lipoxygénase de 50 %, bien
qu'aucune étude n‘ait demontré l'inhibition de Lycianthes rantonnetii avec cette enzyme. Il a été
documenté l'activité anti-inflammatoire de plusieurs plantes appartenant a la famille des Lycianthes
rantonnetii, les Solanaceae, comme le sont les tests réalisés in vitro des activités antioxydante et
anti-inflammatoire des extraits de Nicotiana tabacum L. appartenant a la méme famille réalisée par
Nacoulma et al. [222], ce qui implique que cet échantillon est éliminé dans I'étude de I'enzyme

lipoxygénase.
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L'extrait 57 éthanol et 57 acetate d'éthyle avec une inhibition supérieure a 80 et 50 %
respectivement, de la plante Viburnum tinus, appartenant a la famille des Adoxacées, ont une
activité anti-inflammatoire connue en raison de la forte teneur en anthocyanines et autres
polyphénols comme mentionné dans les travaux de Crisan M. et al. [225] ou Olenic L. et al. [226],

qui excluent ces extraits.

Avec I'enzyme élastase, tous les échantillons a forte inhibition sont des plantes déja connues
ou étudiées avec cette enzyme, par exemple la plante n°l, Eucalyptus avec une inhibition
enzymatique supérieure a 80 % avec tous les solvants sauf I'hexane, est déja documentée dans le

travail Inomata et al. [227].

Les extraits n® 23, Nerium oleander dans I'éthanol et I'acétate d'éthyle, inhibent plus de 50 %
de l'activité de I'enzyme élastase, tandis que dans les solvants hexane et eau : éthanol (1 :1, v/v) son
pourcentage d'inhibition n'atteint pas 10 %, ceci est dd, comme mentionné ci-dessus, a I'effet du
solvant sur les molécules présentes dans les plantes, en extrayant plus ou moins de molécules des
plantes, cette plante appartenant a la famille des Apocynaceae, ainsi que la plante n° 124 Petite
salmon oleander selon les études menées par A. Rajic et al. [228] dans I'écorce des racines de
plantes appartenant a cette famille ont trouvé des composés qui inhibent I'enzyme élastase, donc
ces extraits sont rejetés dans notre étude.

Avec l'enzyme collagénase, presque tous les échantillons présentent une inhibition
inférieure a 50 %, semblable a ce que I’on observe avec l'enzyme tyrosinase et le substrat L-
Tyrosine, a l'exception de certains extraits végétaux qui sont déja connus pour leur relation avec
cette enzyme, comme extrait n® 52 dans l'acétate d'éthyle avec une inhibition supérieure a 90 %
avec l'enzyme collagénase et proche de 50 % dans ses études avec I'enzyme lipoxygénase, mais
supprimé dans les analyses suivantes car son activité avec l'enzyme et méme avec l'enzyme
hyaluronidase a été démontrée dans les recherches menées par Persson et al. [229]. Par conséquent,

aucun extrait n'a été sélectionné pour I'étude de l'inhibition de I'enzyme collagénase.

Il en va de méme pour les extraits de la plante n® 27 correspondant a I'onction d'Arbousier
avec des pourcentages d'inhition supérieurs a 75 % dans tous les solvants sauf I'hexane, mais dont
I'activité inhibitrice de lI'enzyme élastase a été précédemment décrite dans les recherches de Seibu

Y. et al. comme appartenant a la famille des Ericaceae [230].

Compte tenu de ce qui précéde, les fractions actives qui présentent une inhibition avec les
enzymes ont été sélectionnées pour identifier, I'échantillon 78 dans I'éthanol pour I'enzyme

tyrosinase avec le substrat L-DOPA, pour I'enzyme lipoxygénase les échantillons 46 dans I'éthanol,
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46 dans l'acétate d'éthyle et avec l'enzyme élastase 46 dans l'acétate d'éthyle qui sont mis en

évidence dans le jaune dans le tableau de I'annexe IlI.

Ces plantes (figures 49 et 50) ont été dissoutes dans leurs solvants correspondants a une
concentration de 2000 mg-L™ puis extraites pendant 15 minutes dans le bain ultrasonique, deux
heures de macération avec agitation, filtration et évaporation du solvant, reconstituant les

échantillons dans le méthanol & une concentration finale de 1 mg-mL™.

Figure 49. Plante n° 46 Figure 50. Plante n° 78

Hemerocallis. Lycianthes rantonnetii.

5.1. ANALYSE DES FRACTIONS PAR CHROMATOGRAPHIE
LIQUIDE A HAUTE RESOLUTION EN HPLC

Les nouveaux extraits obtenus a partir des plantes Hemerocallis et Lycianthes rantonnetii ont
été analysés a l'aide d'un systeme Agilent 1200 HPLC, avec un détecteur a matrice de diode DAD
et un ELSD (détecteur a diffusion de lumiére par évaporation) qui fonctionne dans les conditions
indiquées dans le tableau 35, conditions développées et optimisées pour une utilisation dans des
essais similaires par le groupe de recherche, Métabolome et Valorisation de la Biodiversité
Végétale de I'Institut de Chimie de Nice.

Afin d'identifier la partie bioactive responsable de I'activité enzymatique et d'essayer d'isoler
la molécule responsable, une fois I'échantillon injecté, I'éluant a été recueilli en fractions toutes les
2 minutes a la sortie de la colonne, apres séparation chromatographique (voir annexe 1V). Chaque
extrait a ensuite été évaporé a sec et dissous avec différents volumes de DMSO pour obtenir une

concentration finale de 3.433 mg-mL™.
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Ces nouvelles fractions ont été testées avec les enzymes correspondantes, afin de savoir
quelle fraction de la plante a été inhibée et de I'isoler, mais, étonnamment, aucune fraction des
échantillons 78 et 46 avec leurs solvants respectifs n'a montré une ICs, élevée, ce qui implique

qu'aucune fraction n'est clairement responsable de cette inhibition enzymatique.

Par conséquent, une analyse a été effectuée en utilisant UHPLC-Q-TOF-MS, dans les
conditions décrites au tableau 36, afin d'établir une relation entre les inhibiteurs standard utilisés
dans les essais enzymatiques et les échantillons sélectionnés avec inhibition aux enzymes,

modifiant le gradient de séparation et modifiant la colonne chromatographique.

Tableau 35. Conditions de séparation et conditions chromatographiques utilisées dans I'analyse HPLC

des fractions.

Colonne C18 Phenomenex, Luna ® (150 x 4.6 mm id, 5 pm)
DAD 254, 220, 280 nm.
ELSD Pression du gaz de nébulisation: 3.5 bars.
Température du tube d'évaporation: 40°C.
Gain : 3
Eluants A: Acide formique 0.1 % dans I'eau.

B: Acide formique 0.1 % dans l'acétonitrile.

C: 2-propanol.

Flux 1 mL/min.

Volume d'injection 20 pL

Gradient Temps (min) A (%) B(%) C(%)
0 95 5 0
5 95 5 0
40 55 45 0
50 0 100 0
52 0 100 0
58 0 20 80
60 0 20 80
65 0 0 100
70 0 0 100
75 95 5 0

432



Résultats et discussion

Tableau 36. Séparation et conditions chromatographiques utilisées dans l'analyse
UHPLC-Q-TOF-MS.

Colonne ACQUITY UPLC® BEH C18 (50 x 4.6 mmid, 1.7 um)

Eluants A: Acide formique 0.1 % dans I'eau.

B: Acide formique 0.1 % dans de I'acétonitrile.

C: 2-propanol.

Flux 0.5 mL/min.

Volume d'injection 5 L.

Gradient

Temps (min) A (%) B (%) C (%)

0 95 5 0
5 95 5 0
40 55 45 0
50 0 100 0
52 0 100 0
58 0 20 80
60 0 20 80
65 0 20 80
70 0 60 40
75 95 5 0

Une fois les chromatogrammes des extraits végétaux 46 EtOH, 46 AcEt et 78 EtOH, ainsi
gue les inhibiteurs standard utilisés dans les tests enzymatiques obtenus, les échantillons ont été
traités a l'aide du logiciel MetaboLynx, d'essayer de trouver une relation entre les plantes ayant des
résultats positifs a I'activité enzymatique des enzymes lipoxygénase et tyrosinase et les inhibiteurs
standard connus des deux, c'est-a-dire d'essayer d'identifier dans quelle partie du chromatrogramme
des plantes sélectionnées se trouve la ou les molécules responsables de cette inhibition. A cette fin,
on tente d'identifier dans ces extraits soit les inhibiteurs de référence standard, soit les métabolites
de ces inhibiteurs standards, soit des molécules de structure plus complexe, dont le spectre de
fragmentation produit des ions qui coincident avec les inhibiteurs de référence standard utilisés

dans les tests enzymatiques.
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Les extraits obtenus dans les solvants acétate d'éthyle et éthanol sont ceux qui présentent une
plus grande inhibition enzymatique, ce qui pourrait s'expliquer selon les travaux de Burger et al.
par le fait que les solvants polaires et spécifiqguement I'éthanol sont appropriés pour l'extraction des

polyphénols et flavonoides des matrices végetales [144].

Dans la plante Hemerocallis, extraite & I'éthanol, une fois les résultats traités et analysés
(tableau 37 et figure 51), on observe la présence d'un métabolite provenant d'une hydroxylation de

guercétine, avec un temps de rétention de 6.58 minutes (figures 53 et 54).

Avec des temps de rétention de 4.78 et 14.06 minutes (figure 52), on a obtenu des pics
chromatographiques liés d'une certaine fagon a la molécule de quercétine. L'analyse détaillée de ces
pics chromatographiques et de leurs spectres de masse correspondants (figures 54 et 55), a montré
des spectres contenant des pics aux relations m/z coincidant avec la quercétine et leurs fragments
correspondants (303.050, 273.040 et 257.045), mais le pic de base de ce spectre montre une
relation m/z 465.105 pour le signal obtenu & 14.06 minutes et 423.094 dans le cas de 4,78 minutes
(figure 55).

De cette analyse, on peut déduire gu'il s'agit de molécules plus complexes qui partagent une
structure avec la molécule de quercétine, puisqu'elles ont un spectre de fragmentation qui coincide
avec celui-ci. Ceci peut expliquer pourquoi la plante s'oppose a l'activité enzymatique de la
lipoxygénase et de la tyrosinase, car il semble y avoir une similitude structurelle, et sa présence est
trés abondante dans les échantillons analysés, ce qui est déduit des valeurs élevées de la surface
maximale obtenue. C'est peut-étre la raison pour laquelle l'extrait n° 46 EtOH présente une
opposition a l'activité de la réaction enzymatique de I'enzyme lipoxygénase inhibant 71.63 % (voir

tableau en annexe ll1).

L'analyse de l'extrait a l'acétate d'éthyle (figures 56 et 57), montre la présence de pics
chromatographiques aux temps de rétention coincidant avec l'extrait dans I'éthanol, dont les
spectres présentent une coincidence totale, ce qui signifie que la molécule (ou les molécules)
responsable de l'inhibition enzymatique, a été extraite dans les deux solvants organiques. Les
chromatogrammes et les spectres correspondants sont présentes au tableau 38 et aux figures 58 et
59. L'échantillon 46 extrait avec de l'acétate d'éthyle montre une inhibition avec l'enzyme
lipoxygénase de 51.48 %, alors qu'il présente un pourcentage d'inhibition de 51.19 % contre

I'activité de I'enzyme élastase.

L'analyse de la plante Lycianthes rantonnetii extraite & I'éthanol, (extrait n°® 78 EtOH), qui
présentait une inhibition de I'enzyme lipoxygénase, a été initialement orientée vers la recherche du

resvératrol (inhibiteur utilisé pour I'enzyme lipoxygénase) ou de molécules qui lui sont liées, sans
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obtenir de résultats positifs dans ce sens. Cependant, comme décrit dans la littérature et comme
mentionné précédemment dans l'introduction, les flavonoides agissent également comme
inhibiteurs compétitifs de I'enzyme lipoxygénase, de sorte que le chromatogramme obtenu a partir
de I'extrait (figure 60) a eté traité par la quercétine comme inhibiteur de référence.

La quercétine liée & I'enzyme tyrosinase, entrainée par l'interaction hydrophobe, produit un
changement de conformation de I'enzyme en chélatant un cuivre avec les groupes 3' et 4' -
dihydroxy, de sorte que la chélation empéche l'entrée du substrat et empéche ainsi l'activité
catalytique de l'enzyme tyrosinase [231], agissant en concurrence pour la liaison L-dopa du site de
I'enzyme [232], comme I'ont montré les travaux de Kubo et al., dans lesquelles ils démontrent

I'activité inhibitrice de la tyrosinase avec les flavonols (classe des flavonoides) [233].

De plus, les études de Sohretoglu et al. suggerent que les flavonoides, en particulier ceux qui
contiennent une substitution 3', 4'-dihydroxyle dans le cycle B (voir partie expérimentale) ont un
potentiel élevé pour le développement d'un ihbidor de I'enzyme tyrosinase, car la présence d'un

groupe hydroxy supplémentaire en position C-3' augmente I'effet inhibiteur de tyrosinase [234].

La figure 61 montre le chromatogramme des ions extraits a un rapport m/z 303.0501
correspondant a I'ion [M+H"] de la quétine. Le spectre du pic chromatographique obtenu & 11.78
minutes (figure 62), contient un fragment dont la masse coincide avec celle de la quercétine, bien
qu'on observe que le pic de base du spectre est a 465.1034 m/z, ce qui suggere une molécule de
structure plus complexe avec une similitude structurelle avec la quercétine, dont la fragmentation

génére un spectre coincident entre autres la masse de celle-ci a 303.0501 m/z.

Comme on peut le voir sur la figure 61, le pic chromatographique obtenu a 12.41 minutes
présente une coincidence compléte entre le temps de rétention et le spectre de masse avec le
contréle de la quercétine de référence standard analysé, puisque ce signal se retrouve également
dans le chromatogramme du contréle de la quercétine, avec un spectre qui présente un pic de base a
611.1618 m/z (figure 63), en plus des fragments qui coincident avec le spectre de quercétine
(303.050 ; 273.040 et 257.045). Cela pourrait donc expliquer que I'échantillon d'EtOH 78 présente

un pourcentage d'inhibition de 57 % avec I'enzyme tyrosinase et le substrat L-DOPA.

Dans de futurs travaux de recherche, on tentera d’analyser par RMN la partie des extraits de
plantes contenant des métabolites de quercétine afin d'identifier exactement la molécule

responsable de l'inhibition enzymatique.
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Analyse de la plante Hemerocallis extrait avec EtOH : échantillon 46 EtOH.

46 EtOH 1: TOF MS ES+
47.39 TIC
100 50329 | oo b 1.81e8
1291 14.06 4235 46.42:625.30
* 4.78 M 44713 450 99 38.07 40.09 30144 #B-45559-50 19.23
423.09 463.12 p 353,2{457-3{ % 621.31
U T T T T 1 T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T 1 T T T 1
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00 75.00
Figure 51. Chromatogramme ionique total obtenu & partir de la plante Hemerocallis e