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INTRODUCERE

Prezentul rezumat sintetizeaza contributiile originale ale tezei de doctorat cu titlul “Metode
inovative pentru determinarea substantelor de interes terapeutic din surse marine”, elaborate in
cadrul Scolii Doctorale a Facultatii de Inginerie Chimica si Biotehnologii din cadrul Universitatii
Nationale de Stiintd si Tehnologie Politehnica Bucuresti.

Cercetarea a fost desfasurata sub coordonarea Prof.Dr.Habil.Raluca-Ioana van Staden, in cadrul
laboratorului PATLAB al Institutului National de Cercetare in Electrochimie si Materie
Condensata.

Namolul sapropelic si apa din Lacul Techirghiol, respectiv namolul sapropelic din Marea
Moartd, reprezinta resurse naturale cu proprietati terapeutice recunoscute, utilizate in
balneoterapie si cosmetologie de secole.

Compozitia chimica complexa a acestora, bogata in acizi humici, fulvici si minerale sta la baza
efectelor lor terapeutice asupra organismului uman.

Avand in vedere cresterea presiunii antropice asupra ecosistemelor acvatice, fapt ce a dus la
acumularea progresiva de poluanti, in special metale grele si poluanti organici persistenti, a caror
prezenta poate compromite valoarea terapeuticd a acestor resurse si poate imprima efecte adverse
asupra sandtatii pacientilor, controlul acestora, precum si identificarea si cuantificarea rapida la
concentratii foarte scazute, folosind metode de screening, va face posibila utilizarea unui namol si
a unei ape curative lipsite de riscuri toxicologice.

Desi apa si namolul sunt utilizate in centrele terapeutice din Romania si Israel, exista
necesitatea extragerii componentelor active pentru medicamente naturale sau a utilizarii plasturilor

cu namol In scopuri terapeutice si in afara oraselor Techirghiol sau Marea Moarta.
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Obiectivul principal al tezei este identificarea unor metode inovatoare pentru determinarea
substantelor cu efect terapeutic din surse marine. Prin urmare, au fost optimizate, caracterizate si
validate metode noi bazate pe senzori stocastici si electrochimici pentru determinarea substantelor
de interes terapeutic, precum acidul humic, acidul fulvic si a estradiolului in apa lacului si ndmol.
Pentru determinarea substantelor cu potential toxic, precum metalele grele (Pb (II), Cd (II)) st
poluantii organici persistenti (cum ar fi bisfenolii policlorurati) in namol si apa, au fost propuse
metode bazate pe senzori stocastici si cromatografia de gaze. Metodele si instrumentele propuse
permit determinarea acestor substante de la niveluri de concentratie extrem de mici pana la cateva
mg/L, cu selectivitate si sensibilitate ridicate. Utilizarea metodei stocastice de analiza a asigurat o
fiabilitate ridicata pentru identificarea acestora in matrici complexe, in timp ce concentratiile lor
au putut fi determinate la niveluri foarte scazute in probele de namol si apa.

Toate rezultatele tezei au fost publicate in reviste ISI, noutatea si calitatea inalta a lucrarii fiind

recunoscute de catre recenzorii revistelor.
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CAPITOLUL 1

Namolul sapropelic si apa din Lacul Techirghiol si

namolul din Marea Moarta — surse de sanatate

1.1.Introducere

Prezentul studiu isi propune sa analizeze beneficiile ndmolului sarat din Lacul Techirghiol
si din Marea Moarta. Namolul sapropelic trateazd afectiunile reumatologice de tip inflamator sau
degenerativ, sechele posttraumatice (ale muschilor, pielii si oaselor), afectiunile sistemului nervos
central si periferic (de la nevralgii la hemiplegie, hemipareza, scleritd multipla si boala Parkinson),
afectiuni ginecologice (anexita, cervicitd, endometrita, sterilitate secundara, tulburari functionale),
afectiuni dermatologice (psoriazis, sindromul seboreic, dermatita alergicd), afectiuni vasculare
periferice (ischemie, insuficienta circulatorie).

Namolul sapropelic este o substantd cu o compozitie complexd, formatd in urma unui
proces biologic extrem de indelungat (denumit peloidogenezad) in conditiile specifice lacului
Techirghiol. De culoare neagrd, lucioasd si onctuoasd, ndmolul are un miros caracteristic
(hidrogen sulfurat) si poseda proprietati fizice care il fac extrem de util in tratarea diverselor

afectiuni.

Desi efectele benefice ale ndmolurilor sapropelice sunt cunoscute incd din antichitate, altele au

fost descoperite si studiate relativ recent, iar unele se afla incd in etapa de studiu preliminar.



Metode inovative pentru determinarea substantelor de interes terapeutic din
surse marine

Cercetarea stiintifica 1si propune sd adune cat mai multe explicatii privind actiunea
terapeutica a namolului si sd obtind un beneficiu economic maxim din extractele de namol care
pot fi incorporate in creme si lotiuni utilizate in scop terapeutic sau cosmetic. Existd numeroase
articole care se concentreaza asupra namolului terapeutic, dar, din pacate, toate se opresc la stadiul
de cercetare.

1.2. Pozitia geografica
1.2.1. Lacul Techirghiol
Statiunea Techirghiol este situatd in sudul Romaniei, in judetul Constanta, pe litoralul
Marii Negre, pe malul nord-vestic al lacului Techirghiol, un liman fluvio-marin, separat de mare
printr-o creastd nisipoasa, la 16 km de orasul Constanta, la 3 km de Marea Neagra, la 2 km de

Eforie Nord si la 4 km de Movilita.

L.istna

G ‘J L Mrnbas

o,

% EST
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Meagra

| s Nacodar

i OHEiRa

Figura 1.3. Harta Dobrogei si a litoralului romanesc

Sursa: https://www.litoralsud.ro/
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O analiza generala a compozitiei chimice a lacului indica faptul ca in portiunea centrala,
care include statiunile Techirghiol, Eforie Nord si Eforie Sud, mineralizarea si salinitatea totala
sunt omogene, atat pe orizontala, cat si pe verticald (pana la o adancime de 3 m), situdndu-se in jur
de 85,5 g la %o.

Din punct de vedere al originii sale, Lacul Techirghiol este o fostd laguna a Marii Negre,
care este acum complet separatd de mare; ruperea completd a legaturii sale cu marea este un
fenomen relativ recent. Laguna se afla la 1,5 m sub nivelul Marii Negre; adancimea sa variaza
intre 0,5 m si 5 m, ajungand pand la 9-10 m.

1.2.2. Marea Moarta
Marea Moartd este o mare continentala, alimentata de apa provenita din precipitatii si din raul
Iordan, ale carui ape le primeste pe partea sa nordica. lordanul, precum si Marea Moarta,

formeaza granita naturald intre Israel si lordania.

Dead Sea

Gaza
Strip*

\_ SAUDI
\ARABIA

EGYPT \ |

Fig. 1.4. Marea Moarta si punctele de prelevare
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Marea Moartd are o suprafatd de 600 de kilometri patrati si este unul dintre cele mai joase
locuri de pe Pamant.

Marea Moarta este situatd in partea de sud-est a Tarii Sfinte, la care se poate ajunge din
lerusalim.

Marea Moarta este 0 minune a naturii situatd in centrul marelui desert siriano-african al
Viii Rift, intre Israel si Regatul lordaniei. Marea Moarta este, de fapt, un lac mare, cu o lungime
de 76 km, o latime de pana la 18 km si o adancime de 400 de metri. Adancimea sa maxima este

de 417 metri sub nivelul marii.

1.3. COMPOZITIA NAMOLULUI SAPROPELIC

1.3.1. Caracterizarea namolului sapropelic

Din punct de vedere fizico-chimic, namolul este un sistem eterogen format dintr-o faza lichida
care contine apa si saruri minerale solubile in apa, o faza solida care contine minerale si substante
organice si o faza gazoasa care contine hidrogen sulfurat, dioxid de carbon, hidrocarburi etc.
Echilibrul ionic al namolului se reflectd, de asemenea, in pH. in general, namolurile sunt alcaline,
cu pH = 8-10.

Efectul terapeutic al namolurilor este determinat de combinatia proprietatilor fizice si chimice.
Indicatorii de calitate sunt reprezentati de:

v Proprietatile macroscopice — in special culoarea de referinta si consistenta fizicd; Textura

particulelor, care se referd la starea de dispersie a fazei solide a acestora, precum si la dimensiunea

si proportia particulelor, poate suferi modificari in timpul procesului de transformare; acestea

12
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trebuie sa contind un procent redus de particule care pot avea dimensiuni mai mari de 0,25 mm, in
functie de opacitatea ndmolului;

v Continutul total de substante organice din materia uscata variaza in functie de natura
mineralelor (anorganice sau organice) si de faptul daca procentul acestora se situeaza sub sau peste
pragul de 10%. Diferentele cantitative dintre principalele grupe de substante organice au un impact
asupra calitatii solidelor tertiare.

v Mineralizarea si compozitia ionicd a solutiei de impregnare cu peloid, ca factor de
interactiune cu organismul uman la nivelul tegumentelor, sunt urmate de caracterizarea chimicd a
acizilor minerali.

v Continutul de hidrogen sulfurat si de sulfuri, in special de sulfurd de fier, este un alt factor

definitoriu pentru calitatea acestor peloide.

1.3.2. Caracterizarea fizico-chimica a globala
Caracteristicile fizice ale namolului sapropelic
v" hidropermeabilitatea
v' Plasticitatea
v’ dispersia
v’ termopexia
Meritd mentionat faptul ca termoextrudarea este mai importantd in cazul moleculelor
organice decat n cazul celor minerale.
Principiile fizice de interes in etapa de prelucrare a ndmolului sapropelic sunt
urmatoarele:

v" Culoarea si mirosul ofera primele informatii despre starea namolului.

13
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Namolul bine aerat si bine dispersat are un miros slab, similar cu cel al humusului;

v

v

Umiditatea sau continutul de apd variaza semnificativ, in functie de natura namolului
(mineral sau organic) si de tipul de tratare din care provine (tratare primard, secundara,
tertiara etc.).

Greutatea specificd a namolului depinde in mare masura de greutatea specifica a solidelor

pe care le contine, de continutul lor de umiditate si de sursa ndmolului din statia de epurare
a apelor uzate;
Filtrabilitatea este o proprietate importanta a namolului si se refera la capacitatea acestuia
de a fi filtrat; ea este exprimata cantitativ prin rezistenta specifica la filtrare (r, In cm/g) si
prin coeficientul de compresibilitate (s).

Puterea calorica a namolului variaza in functie de continutul sdau de materie organica

(substante volatile).

1.3.3. Caracterizare chimica

v

Valoarea pH-ului variaza in timpul digestiei anaerobe a ndmolului, dar trebuie mentinuta
intre 7 s1 7,5; acesta este un proces usor alcalin.
Substante solide totale — namolul contine, in medie, aproximativ 90 % apa, restul fiind
substante solide care, din punct de vedere chimic, pot fi minerale si substante organice
(volatile).
Indicatorul mineral si cel volatil din substanta uscata constituie un criteriu de clasificare a
namolului, prin urmare:

- namolul organic prezintd M/V < 1;

- namolul anorganic prezinta M/V > 1.

14
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Acest criteriu std la baza selectarii proceselor de tratare, intrucat ndmolul organic este
biodegradabil, iar stabilizarea acestuia se realizeaza in principal prin metode biologice (fermentare
aeroba sau anaerobd), in timp ce namolul anorganic este supus unor procese de prelucrare
(solidificare, extractia componentelor utile etc.).

v Fermentabilitatea
Se estimeaza ca materia organicd din ndmolul uscat reprezinta intre 60 si 80% din cantitatea
totala de materie uscata, ceea ce duce la anumite dificultati in procesul de uscare a namolului.

Din punct de vedere chimic, ndmolul contine in principal hidrocarbonati, grasimi si
proteine.

Productia de gaz este exprimatad in kilograme de materie organica si atinge nivelurile
maxime atunci cand materia organica este bogata in grasimi organice.

Continutul de acizi organici volatili ar trebui sd fie de aproximativ 500 mg/dm?. Daca
valoarea depaseste 2.000 mg/dm?, exista riscul ca fermentatia metanicd sa se intensifice,
determinand ca fermentatia acida sa devind dominantd si ducand la producerea de gaze urat
mirositoare si de ndmol extrem de daunator pentru mediu.

v' Metale grele si nutrienti — continutul de nutrienti (N, P, K) are o importantd deosebita
atunci cand se ia in considerare utilizarea namolului ca Ingrasamant agricol sau ameliorator

de sol.

1.4. Analiza globala
Namolurile sapropelice terapeutice (peloidele) sunt definite de Societatea Internationala

de Hidrologie a Mediului ca substante care se formeaza in conditii naturale prin procese geologice
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si care, intr-o stare fin divizata si amestecate cu apa, sunt utilizate In practica de tratament al
mediului sub forma de bai, tratamente locale, impachetari, cataplasme sau unguente.

Flora este alcatuitd din alge microfite si macrofite, printre care predomind Cladophora
vagabunda si Cladophora cristalina, alge care cresc exclusiv in apa sdrata. Fauna acvatica este
reprezentatd de Artemia salina, care mdasoard 10-12 mm si are o culoare rosiaticd. Prin
descompunerea bacteriand impreuna cu alga Cladophora cristalina, formeaza namol sapropelic.

Analizele efectuate de-a lungul timpului arata cd nivelurile de mineralizare fluctueaza si
ca exista o tendinta de crestere a concentratiei apei; cu toate acestea, aceste fluctuatii sunt de natura

sezoniera si sunt legate de conditiile climatice locale.

,»--A~ '-“‘t‘tﬁ-"- ‘ : i ‘*9;.
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Figura 1.5. Mineralizarea apei si a ndmolului

Proprietatile chimice generale ale apei din lac raman constante, corespunzand celor ale
apei care contine clor, brom, precum si sulfati de sodiu si de magneziu. Elementele dominante
prezinta, de asemenea, valori constante in intreaga zona centrald a lacului.

Clorura, sub forma de clorurad de sodiu si de magneziu, este cel mai valoros indicator al

mineralizarii, mentinandu-se la valori constante; sulfatii se mentin, de asemenea, in limite foarte

16



Metode inovative pentru determinarea substantelor de interes terapeutic din
surse marine

inguste: 7,5-7,6 g%o; sodiul si potasiul se mentin, de asemenea, in intervale reduse, in jur de 27
g%o si, respectiv, 0,8 g%o. Magneziul, desi prezinta unele variatii, se incadreaza, de asemenea, n
intervalul ingust de 2,8-3 g%o.

La analiza elementelor mai mobile din zona, bicarbonatii si carbonatii prezinta unele
variatii ale valorilor datorita labilitatii sistemului COs*" / HCOs™ iar concentratiile de calciu cresc
odata cu adancimea, probabil datorita transformarii carbonatului solubil in carbonat insolubil, dar
asa-numitul CO: de echilibru ramane in lac.

Absenta iodului 1n toate probele analizate pare sa fie legatd de comportamentul metabolic
al zooplanctonului si fitoplanctonului, precum si de procesele de absorbtie sau de adaugare.

Agentii care contribuie la peloidogeneza in Lacul Techirghiol sunt:

v’ Artemia salina
v Cladophora cristallina
v' Substanta organica oxidabila, provenita de la organismele care populeaza lacul, prezintd o

crestere de la suprafata spre adancime, adaugandu-se de la zona trofica la zona trofolitica.

PHYTOSTEROID
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s

L
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Figura 1.6. Factori implicati in procesul natural de formare a namolului

Namolul din Marea Moarta are o culoare neagra (cunoscut sub denumirea de ,,ndmol
negru din Marea Moartd”) [2]. Namolul negru din Marea Moarta este un amestec omogen de
minerale din Marea Moarta si substante organice, care poate fi util in tratarea afectiunilor

reumatice si dermatologice, precum si in cosmetica, climatoterapie si balneologie.

Se considera ca namolul din Marea Moarta provine din sedimente mai vechi sau din soluri de

culoare rosu-maroniu care sunt transportate in mare in timpul iernii.

In urma investigatiilor, masuratorile izotopice au ardtat ca Tmbogatirea cu izotopi grei a probelor

de aragonit a fost cauzata in principal de precipitarea acestora, determinata de evaporare [3,4].

Au fost studiate unele dintre proprietatile reologice ale namolului din Marea Moarta (de
exemplu, vascozitatea aparentd, densitatea, amestecarea cu apa dulce si tensiunea de forfecare).
Desi aceasta cercetare oferd informatii valoroase pentru probleme specifice, pare sa existe o lipsa
totala de date de baza privind atat proprietatile fizice, cat si cele chimice ale namolului din Marea

Moarta.

Probele de ndmol din Marea Moarta se caracterizeaza prin compozitii mineralogice uniforme:

argild, dolomita, gips, caolinit, piritd, cuart, carbonati si feldspat.

A fost studiata concentratia de metale grele din namolul negru al Marii Moarte [2,14, 15] si s-a
demonstrat ca probele de ndmol negru prelevate din diferite locatii de pe tarmul estic al Marii

Moarte prezentau valori scazute ale metalelor grele.
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Din literatura de specialitate stim cd apa din Marea Moarta se caracterizeaza printr-o salinitate

extrem de ridicata (34,1%), ceea ce o face un mediu incompatibil cu viata animalelor marine.

Densitatea extrema (1,24 kg/1) face posibila plutirea corpului uman in apa fara a fi nevoie sa

1noate.

Contrar asteptarilor, anumite bacterii anaerobe pot trdi in aceasta apa saratd, cum ar fi cele care
descompun salpetrul, sulful si celuloza. Chiar si unele plante, precum halofitele, pot supravietui

in aceste conditii de mediu extreme.

Prin compozitia sa chimica si continutul de oligoelemente, substante organice, aminoacizi si
hormoni, activitatea biologica a namolului sapropelic este influentata, prezentand totodata o

capacitate ridicata de a capta radicalii liberi.

In prezent, cele mai frecvente utilizari se regasesc in medicind (balneologie), industria chimica si

agricultura.

Namolul sapropelic si extractele de ndmol sunt utilizate in formularea produselor cosmetice
datorita capacitatii lor de a elimina radicalii liberi, de a preveni si reduce efectele imbatranirii, de

a imbunatati si regenera pielea si de a regla nivelul de hidratare al epidermei.

De asemenea, datorita proprietatilor sale antibacteriene, namolul este utilizat ca ingredient activ
in formularea sapunurilor, a lotiunilor tonifiante, a mastilor de curatare, a sampoanelor, a

uleiurilor de masaj si a cremelor de corp [54].
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CAPITOLUL 2
Instrumente si metode utilizate pentru determinarea
poluantilor si a substantelor active din namolul sapropelic
si din apa lacului Techirghiol si a namolului din Marea

Moarta

Pentru determinarea poluantilor si a substantelor active cu efect terapeutic din namolul si apa
Lacului Techirghiol si a Marii Moarte, au fost propuse: un senzor electrochimic, diferite modele

de senzori stocastici si 0 metoda GC cu detector ECD.
2.1. Senzori electrochimici si voltametria cu impuls diferential

Senzorii electrochimici sunt instrumente fiabile utilizate pentru determinarea substantelor
direct din probe, fara o alta prelucrare. Proiectarea acestor senzori este simpla: o pasta pe baza de
matrice de carbon, care este cea mai fiabila, poate fi utilizatd pentru imobilizarea unui modificator
cu proprietati electrocatalitice bune. Modificatorul va favoriza oxidarea sau reducerea substantei

de interes sub aplicarea unui potential.

Voltametria cu impulsuri diferentiale (DPV) este o tehnica electroanalitica cu sensibilitate
ridicatd, bazata pe aplicarea unor impulsuri de amplitudine fixa suprapuse unei rampe liniare de
potential. Semnalul masurat reprezinta diferenta de curent inregistratd Tnainte si dupa fiecare
impuls, ceea ce permite eliminarea curentului de incarcare capacitiva si Imbunatétirea raportului

semnal/zgomot, permitand detectarea precisa a speciilor redox-active. DPV este o metoda de
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voltametrie cu impulsuri derivatd din voltametria cu baleiaj liniar sau in trepte, in care o serie de
mici impulsuri de tensiune este aplicata electrodului de lucru peste un potential de baza care creste
treptat. Curentul este masurat de doua ori pentru fiecare impuls: imediat inainte de impuls si la
sfarsitul acestuia. Diferenta dintre aceste doud masuratori este reprezentata grafic in functie de
potentialul aplicat, ceea ce minimizeaza efectul curentilor de incarcare de fond si imbunatateste
raportul semnal/zgomot. DPV ofera mai multe avantaje fatd de metodele voltametrice, cum ar fi
voltametria ciclica: sensibilitate ridicata, rezolutie Tmbunatatitd a picurilor, curent de fond redus,
in timp ce curentul de varf este proportional cu concentratia analitului, permitand calibrarea si

cuantificarea precisa.

2.1.1. Caracteristicile de raspuns ale senzorilor voltametrici

Primul parametru care trebuie determinat prin voltametrie ciclica este potentialul de jumatate de
unda. Potentialul de jumatate de unda este un parametru calitativ al senzorului voltametric,
deoarece pe baza valorii sale se poate identifica analitul de interes. Din pdcate, valoarea sa este
influentatd de compozitia matricei.

Intervalul liniar de concentratie in cazul senzorilor voltametrici nu este mare, de obicei 5 decade
de concentratie, la niveluri de concentratie foarte scazute, in domneiul nanomolar sau picomolar.

Acestea sunt calculate folosind recomandarea [UPAC pentru senzorii stocastici [16].

Limitele de detectare sunt legate de semnalul inregistrat pentru solutia de fond [16, 17], de
exemplu, solutia care contine tamponul si electrolitul (electrolitii). Exista diferite modalitati de a
o determina; de exemplu, limita de detectare este concentratia pentru care intensitatea curentului

madsurat este dubla fatd de cea inregistratd pentru solutia de fond.
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Selectivitatea senzorilor voltametrici se poate determina folosind metoda solutiilor separate sau
metoda solutiilor mixte [17]. Pentru metoda solutiilor mixte, ecuatia pentru determinarea
coeficientului de selectivitate amperometrica este ecuatia 2.1.

Practic, curentul inregistrat pentru o solutie care contine doar specia principala ce trebuie analizata
este comparat cu valoarea curentului total obtinut pentru o solutie care contine atat specia
principala, cét si specia interferenta. Coeficientul de selectivitate amperometrica poate fi calculat

din ecuatia 2.1:
(2.1)

Al |
Ko = [ L 1) S (21)
» AT, C.

J

unde Al; =Ii—1Ip si Ali = I; —I, It sili sunt valorile curentului inregistrat pentru solutia mixta si
pentru solutia care contine doar specia principald, iar ¢; si c; sunt concentratiile speciei

principale si, respectiv, ale speciei interferente. I este curentul inregistrat pentru solutia martor.

In cazul metodei solutiilor separate, se inregistreaza intensitatea curentului pentru solutia care
contine numai specia principala si, separat, pentru solutia care contine numai specia interferenta,
iar valorile obtinute sunt comparate intre ele. Se propune utilizarea urmatoarei ecuatii pentru

determinarea coeficientului de selectivitate amperometrica (ecuatia 2.2):
8,
C.
amp _ __J 2.2
K = AL (2.2)
C;

unde Alj = [; — I si Ali = [; — Iy, Ij si [; sunt valorile curentului inregistrat pentru ionul/substanta

interferenta si, respectiv, pentru ionul/substanta principald, iar Iy este curentul inregistrat pentru

solutia martor.
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Ecuatia de calibrare este: [ = a + bx Conc. analit (2.3)

unde a este ordonata la origine, iar b este panta senzorului. Ambii termeni nu sunt fiabili, deoarece
se modificd in timp; prin urmare, calibrarea acestor senzori trebuie efectuata inainte de fiecare
madsurare a concentratiei analitului dintr-o proba.

Sensibilitatea senzorilor voltametrici este datd de valoarea pantei inregistrate pentru ecuatia de
calibrare. Pragul minim acceptat pentru sensibilitatea senzorilor voltametrici este de 100

nA/decada de concentratie.

2.2. Senzori si metode stocastice

Cea mai fiabild configuratie pentru senzorii stocastici se bazeazd pe imobilizarea unui
modificator pe o matrice sub forma de pasta pe baza de carbon. Modificatorul trebuie sa prezinte
pori/canale capabile sa gdzduiasca analitul de interes. Matricea trebuie sd poatd mentine acesti pori
si canale Intr-o stare bund, pentru a obtine o stabilitate adecvatd a senzorului proiectat. Pana in
prezent, cea mai buna stabilitate a fost obtinuta folosind matrice pe baza de grafen [30]. Pentru a
demonstra cd suprafata activa a senzorului este capabild sa producd un semnal stocastic, este
esential sa se analizeze aceastd suprafatd folosind SEM, TEM sau AFM 1in diferite etape ale
constructiei senzorului.

2.2.1. Caracteristicile de raspuns ale senzorilor stocastici

Analiza calitativa si cantitativa este posibila cu ajutorul senzorilor stocastici. In timp ce valoarea
torr este utilizatd pentru determinari calitative, In scopul identificarii analitilor, valorile ton sunt

utilizate pentru toate determinarile cantitative.
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Analiza calitativa se bazeaza pe timpul tofr , ale carui valori sunt specifice fiecarui analit si permit
identificarea acestuia. Acest parametru se exprima in secunde.

Valoarea toneste legatd de concentratie prin ecuatia 1/ton=a + b x Conc. Analit,

unde a este ordonata la origine, iar b este panta senzorului.

Primul parametru care trebuie determinat este intervalul de concentratie liniar ,care este, de
asemenea, intervalul de concentratie de lucru. in acest interval, este posibila o fiabilitate ridicata a
determindrii concentratiei analitului. Pentru acest tip de senzori se Inregistreaza intervale de
concentratie liniare largi, fiind specifice senzorilor stocastici.

Limita de determinare este o caracteristica de raspuns foarte importanta a senzorului stochastic.
Recomandarea ulterioarda a IUPAC privind calculul limitei de determinare a propus ca ultima
valoare a concentratiei gdsita in intervalul liniar de concentratie sd fie considerata limita de
determinare [28].

Sensibilitatea este data de termenul b din ecuatia de calibrare. Valoarea acesteia este de obicei
ridicatd atunci cand se utilizeaza senzori stocastici.

Stabilitatea senzorilor stocastici este foarte ridicatd, mai ales atunci cand nu se utilizeaza substante
biologice la proiectarea lor. Astfel de senzori pot fi utilizati in mod continuu pentru sute de
masuratori, ceea ce reprezintd un avantaj excelent.

Selectivitatea senzorilor este determinatd exclusiv de valorile inregistrate pentru analit si pentru
posibile interferente si nu depinde de raportul dintre concentratia posibilei substante interferente
si concentratia analitului care urmeaza sa fie determinat. Diferentele dintre valori de 0,2 s sau mai

mari indica faptul ca senzorii sunt selectivi. Selectivitatea nu este influentata de concentratiile
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analitului si ale posibilelor analiti de interferentad din amestec. Selectivitatea ridicatd a acestor
senzori a fost demonstrata in mai multe randuri [19-21].

2.2.2. Metoda stocastica

Metoda stocastica este utilizata pentru screeningul probelor in vederea identificarii diferitelor
tipuri de analiti, biomarkeri si substante periculoase. Senzorul stocastic, impreund cu electrodul de
referintd (care, in multe cazuri, este un electrod de referintd Ag/AgCl) si cu electrodul auxiliar
(care poate fi realizat din Pt sau C), formeaza celula electrochimica care este introdusa in proba ce
urmeaza sa fie masuratd. Se alege ca tehnica cronoamperometria la potential constant. Potentialul
aplicat este optimizat pentru a obtine citiri fiabile ale valorilor torr ale analitilor. Dupd aplicarea
potentialului, se obtine diagrama. Analitii de interes sunt identificati in functie de semnaturile lor,
iar valorile ton corespunzatoare sunt citite si introduse in ecuatiile de calibrare pentru a putea
determina concentratia analitului.

2.3. GC-ECD

Cromatografia in faza gazoasd este o tehnica analitica utilizata pentru separarea, identificarea
si cuantificarea compusilor volatili dintr-un amestec, folosind o fazd mobild gazoasa si o faza
stationard. Cromatografia in faza gazoasd separd compusii pe baza distributiei lor intre faza
stationard si faza mobild. Faza stationara poate fi un adsorbant solid (cromatografie gaz-solid,
GSC) sau un lichid aplicat pe un suport inert (cromatografie gaz-lichid, GLC). Faza mobila este
un gaz purtator inert, precum heliu, azot sau hidrogen, care transportd proba vaporizatd prin
coloana. Separarea are loc deoarece compusii diferiti interactioneazd in mod diferit cu faza

stationard, ceea ce duce la timpi de retentie distincti pentru fiecare component.
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Detectorul cu captura de electroni (ECD) a fost utilizat in analizele din prezenta teza datorita
ridicata, care sunt capabile sd capteze electroni. Aceastd sensibilitate face ca ECD sa fie ideal
pentru detectarea cantitdtilor infime de compusi chimici, cum ar fi compusii halogenati, dintr-o
proba. Selectivitatea ECD il face deosebit de util in domenii care necesitd monitorizarea si analiza
riguroasd a urmelor de compusi toxici , cum ar fi testarea mediului si analiza reziduurilor de

pesticide.
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CAPITOLUL 3

Banda stocastica 2D pentru determinarea Pb(II) si Cd(II) in
namolul sapropelic [104]

3.1. Introducere

Este bine cunoscut faptul cd majoritatea metalelor grele sunt cancerigene si nu sunt
biodegradabile [32, 40]. S-a observat o legatura intre expunerea la cadmiu (Cd) si mai multe tipuri
de cancer, precum cel de san, de plamani, de prostatd, de pancreas si de rinichi, iar influenta Cd
asupra sanatatii cardiace, care se manifesta prin modificari biochimice si fiziologice semnificative,
a fost, de asemenea, semnalatd [35]. Expunerea la plumb (Pb) reprezinta o preocupare pentru
sandtatea publica datorita persistentei sale indelungate, fiind admisd la niveluri mai mici de 10
umol L' [28]. Plumbul are efecte toxice asupra multor organe, cum ar fi ovarele (scaderea masei
ovariene), creierul (tulburdri de comportament, tulburari de memorie, lipsd de atentie, depresie,
anxietate), rinichii (inflamatie, leziuni glomerulare, alterarea celulelor epiteliale tubulare renale)
si plamanii (inflamatie, tromboza, tumori pulmonare) [28]. Cd si Pb tind sa se bioacumuleze in
mediile acvatice, precum si in sedimentele acvatice si in namolul sapropelic [22].

Pand in prezent, pentru determinarea Cd si Pb din diverse matrice au fost propuse
spectroscopia de absorbtie atomicd cu flacard [42], chemosenzorii de fluorescentd, biosenzorii
[53], precum si diverse metode electrochimice bazate pe senzori electrochimici [43, 26, 36, 29, 33,

42,25, 39].
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Desi metodele spectroscopice de analizd sunt extrem de fiabile, ele nu pot fi utilizate pentru
analiza la fata locului, iar probele necesita o prelucrare intensa inainte de determinarea Pb si Cd,
ceea ce, in unele cazuri, diminueaza precizia analizei. Metodele electrochimice de analizd
reprezintd o alternativa buna la metodele spectroscopice, in special datorita prelucrarii minime a
unei analize amperometrice sau voltametrice, afectand acuratetea rezultatelor [38, 31, 41].

Senzorii stocastici reprezintd o noud clasa de senzori capabili sa efectueze analize calitative
si cantitative fiabile [38]. Precizia se imbunatateste prin utilizarea acestora, deoarece raspunsul lor
nu este influentat de complexitatea matricei; concentratii extrem de scazute de analit pot fi
determinate cu precizie in matrici complexe.

Datoritd importantei determindrii la fata locului a calitdtii namolului sapropelic, exista o
nevoie reald de a dezvolta un dispozitiv portabil capabil sd monitorizeze ionii Cd(II) si Pb(II) din
namol, inainte de utilizarea acestuia in tratamente cosmetice si medicale.

In aceasta lucrare s-a propus o banda stocasticd 2D pentru determinarea simultan la fata
locului, in timp real, a ionilor Cd(II) si Pb(II). Noutatea acestei benzi stocastice fata de alti senzori
bazati pe grafen [23, 24, 30, 34, 36, 37] consta in principiul de recunoastere a celor doua metale
(modul stocastic, care permite recunoasterea si cuantificarea moleculard fiabild), precum si in
designul sau , electrodul de lucru a fost proiectat prin imobilizarea grafenului pe matase (folosind
tehnica plasmei reci) si modificat cu a-ciclodextrind, fiind insotit de un electrod de referinta
(Ag/AgCl) si de un electrod auxiliar (fir de carbon). Noutatea este datd si de determinarea

simultana in situ a Cd(II) si Pb(II) in probele namolul sapropelic.
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Figura 3.1. Reprezentare schematica a benzilor de detectare stocastice si a configuratiei

experimentale pentru analiza ndmolului.

Imaginile obtinute prin microscopie electronica de baleiaj (SEM) dupd modificarea
matasii cu grafen (Figura 3.2.a) si dupa modificarea cu a-CD (Figura 3.2.b) au demonstrat ca

procesele de acoperire si modificare au fost realizate cu succes.

Figura 3.2. Morfologia SEM a) a materialului de grafen depus pe matase; si b) a grafenului modificat cu

o-CD.
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3.2. Metoda stocastica

Ca tehnica a fost aleasa cronamperometria. Valoarea optima a potentialului de lucru a fost
determinatd astfel Incat sd se obtind o valoare pentru tofr care sd poata fi cititd in mod fiabil atat
manual, cat si automat. Valoarea optima a fost de 0,125 V; la valori mai mici ale potentialului
(inclusiv valori negative), nu s-a observat nicio extractie a analitului in canal (nu s-a obtinut niciun
semnal); in timp ce, prin aplicarea unor valori mai mari de 0,125 V, valorile torr se situau 1n
intervalul ns, imposibil de citit iIn mod fiabil. La un potential de 0,125 V, ionii Cd(II) si Pb(Il) au
fost extrasi din solutie in interfata membrand-solutie, apoi 1n canal, blocandu-l, in timp ce
intensitatea curentului a devenit 0 (intervalul de timp corespunzitor interactiunii analitului cu
canalul, notat tos, poate fi citit din diagrama si reprezintad parametrul utilizat pentru identificarea

calitativa) (Etapa 1) (Schema 3.1.).
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Schema 3.1. Mecanismul de generare a curentului in modul stochastic.

In etapa 2 (Schema 3.1), in interiorul canalului au loc procese redox pe parcursul unei

anumite perioade de timp numitd ton, masuratd in diagrama intre doud valori consecutive toff;

Metoda regresiei liniare a fost utilizatd pentru determinarea parametrilor a si b ai ecuatiei de

calibrare, iar aceasta ecuatie a fost utilizatd pentru determinarea concentratiei ionilor Cd (II) si Pb

(IT) din namolul sapropelic.

Caracteristicile de raspuns ale benzii de detectare stocastice propuse sunt prezentate in Tabelul

3.1.

Tabelul 3.1. Caracteristicile de raspuns ale benzii de detectare stocastice pentru determinarea Cd>*

si Pb?", atunci cind s-au utilizat solutii standard si ndmol sapropelic.

Intervalul de Sem{létur Sensibilitate Limit? de
Tipul solutiei | concentratie de |Ecuatia de calibrare si r* a determinare
-1 -1 ot
lucru (mol L") tor 5) |5 ML el L)
Cd2+
_ 6 -
Solutii standard [1,0x 107 _ 1,0x 10 Vlon = 012+ 2,96 10° G|y 2.96x 1 1,0 10
’ r=0,9997
17 | 1/ton = 0,13 + 3,00x 106 C; 17
1077 _ 10| I/ton =0, , ; 6 10
Sapropel 1,0x 1,0x 10,9996 1,1 3,00x 10 1,0x
Pb**
_ 8 -
Solutii standard | 1,0x 107" -1 0 10| Vln =010+ 6,80x 107G ¢ 169 108 | 1 0x 107
’ r=0,9541
_ 8 -
Sapropel 1,0x 1977 _1,0% 107 Vion= 0,11+ 6,74x 10° C; 0,6 6,74x 108 1,0x 107

=0,9544

* <ton>=5; <Cion>=mol L.
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S-au obtinut valori diferite pentru cei doi ioni, indiferent daca calibrarea s-a efectuat
folosind solutii standard sau ndmol. Intervalul de concentratie de lucru, precum si limitele de
determinare sunt aceleasi pentru ambii ioni, facind posibild analiza acestora in namol de la
ridicate pentru ambii ioni. Nu s-au inregistrat diferente semnificative intre calibrarile efectuate

folosind solutii standard si namol in ceea ce priveste ecuatiile de calibrare si sensibilitatea.

In timp ce ceilalti senzori raportati pana in prezent au limite de determinare de nmol L'
[9-16], in lucrarea de fata, Cd (II) si Pb (II) pot fi analizati in mod fiabil pana la concentratii de
0,01 fmol L-!. Limita de determinare foarte scazuta este specifica senzorilor stocastici si

reprezinta un avantaj al acestei clase de senzori [38].

Au fost proiectate si utilizate zece benzi de detectare stocastice pentru calibrarea

ege vyt
PR

1o iw e

g eyt

variatii de 0,07% si 0,05% pentru determinarea Cd (II) si Pb (II), ceea ce demonstreaza
stabilitatea in timp a benzilor propuse. Doua loturi de cate zece benzi de detectare au fost

depozitate la temperatura camerei, in cutii de plastic. Timp de 10 saptamani s-a prelevat din

1o iwy e
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obtinute au fost comparate dupa 8 saptamani, cand s-au inregistrat variatii de 0,03% si 0,04%

pentru determinarea Cd (II) si Pb (II), demonstrand ca benzile de detectare sunt stabile in timp.
3.3. Selectivitatea senzorului stocastic

Selectivitatea senzorilor stocastici este datd de diferentele dintre valorile tofr inregistrate
pentru diferiti analiti dintr-un amestec; o diferenta de cel putin 0,2 s indica selectivitatea. loni

precum Cr**, Fe**, Hg,?**, Cu?*, Zn?" au fost verificati ca potentiale surse de interferenta.

Tabelul 3.2. Selectivitatea benzilor de detectare stocastice (N=10).

Semnatura, s
Pb2+ Cd2+ Cr3+ Fe3+ Hg22+ Cu2+ Zn2+
0,6+0,1 1,1+0,1 1,8+0,1 1,5+0,1 24+0,1 2,0£0,1 2,7+0,1

Rezultatele prezentate in Tabelul 3.2 au demonstrat cd nu exista interferente din partea

Cr**, Fe’*, Hgy?", Cu?" si Zn?>" asupra determindrii ionilor Cd** si Pb?".

3.4. Validarea benzilor de detectare stocastice ultrasensibile utilizate pentru determinarea

ionilor Cd** si Pb?* in niimolul sapropelic

Toate probele au fost analizate la fata locului folosind senzorul proiectat,
minipotentiostatul portabil si smartphone-ul. lonii de Cd si Pb au fost identificati in diagrama
obtinutd dupa scanarea probei de ndmol, pe baza valorilor to (Figura 3.3, Tabelul 3.1), iar
ulterior, valorile ton necesare pentru determinarea cantitativa au fost citite si substituite in

ecuatiile de calibrare pentru a obtine concentratia ionilor de Cd si Pb (Figura 3.3.).
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Figura 3.3. Diagrama obtinutd pentru screeningul namolului sapropelic folosind banda

stocastica 2D. Identificarea Pb (II) si Cd (II) pe baza valorilor tofr, precum si citirea valorilor ton

utilizate pentru determinarea concentratiilor.

Rezultatele obtinute pentru determinarea ionilor de Cd si Pb in probele de namol

sapropelic prelevate din Lacul Techirghiol, utilizand benzile de detectare stocastice, au fost

comparate cu cele obtinute prin metoda standard de referintd ICP-MS (Tabelul 3). ICP-MS este o

metoda multielementara cu un interval analitic larg si limite de detectare foarte scazute.

Tabelul 3.3. Determinarea ionilor Cd (II) si Pb (II) din ndmolul sapropelic (N=10).

ng Cd/g de proba Testul t
Continut Benzi de detectare ICP-MS al lui
stocastice Student
Sapropel 127,05 + 0,08 127,00 £ 0,15 1,76
ng Pb/g de proba
Sapropel 147,46 + 0,05 | 145,90 + 0,12 2,20
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Compararea rezultatelor a fost realizata prin testul t pereche (Student), aplicat valorilor

determindrii de Cd si Pb obtinute prin metoda propusa si metoda standard de referinta ICP-MS,

la un nivel de incredere de 99,00%, pentru care valoarea teoretica a lui t din tabele este de 4,032.

Valorile calculate (Tabelul 3.3) sunt mai mici decat valoarea teoretica din tabel, ceea ce

demonstreaza cd nu exista o diferenta statistic semnificativa Intre rezultatele obtinute prin cele

doua metode.

Au fost efectuate, de asemenea, teste de recuperare a ionilor de Cd si Pb din namol

sapropelic, pentru a confirma validarea metodei. S-au addugat cantitati cunoscute de Cd si Pb in

probele de namol sapropelic, iar concentratiile determinate pentru cei doi ioni au fost comparate

cu concentratiile teoretice. Rezultatele testelor de recuperare sunt prezentate in Tabelul 3.4.

Tabelul 3.4. Recuperarea ionilor Cd (IT) si Pb (II) din ndmolul sapropelic (N=10).

%, Recuperarea ionilor

Proba Cd(n)

Pb(1l)

Sapropel 99,15 £ 0,07

99,93 £ 0,06

S-au obtinut valori ridicate pentru recuperarea ionilor Cd (II) si Pb (II) din ndmol sapropelic,

ceea ce demonstreaza acuratetea testului de screening pentru determinarea celor doi ioni din

namolul sapropelic.
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CAPITOLUL 4

Screeningul preliminar al poluantilor organici persistenti
din apa si namolul Lacului Techirghiol folosind GC-ECD
[105]

4.1. Introducere

Lacul Techirghiol, situat pe litoralul Marii Negre, este cel mai mare lac sarat din Romania,
cu o lungime totald de 7.500 m, o addncime maxima de 9 m si o salinitate de peste 80 mg/L'.[64]
Contaminarea acestuia poate avea loc prin deversarea ilegald a apelor care contin pesticide
provenite din zonele agricole din jurul lacului.

Poluantii organici persistenti (POP), categoria din care fac parte pesticidele
organoclorurate (OCP) si bisfenolii policlorurati (PCB), se caracterizeazd prin rezistentd la
degradarea biotica si abiotica, lipofilicitate ridicata, volatilitate si capacitate de transport la distanta
prin curenti de aer si apa. Acumularea lor in ecosisteme acvatice si sedimente poate conduce la
concentratii ce depdsesc pragurile de risc pentru sanatate, provocand efecte hepatotoxice,
neurotoxice, perturbatoare endocrine, cardiovasculare si carcinogene.

Principala problema este ca aceste substante se acumuleaza pana la niveluri care pot crea probleme
atat pentru mediul marin si lacustru, cét si pentru sdnatatea persoanelor care utilizeaza apa sau
namolul provenit din aceste surse.

Pesticidele organoclorurate se numara printre primele mijloace eficiente de combatere a

daundtorilor si agentilor patogeni ai plantelor, dar pot suferi bioacumulare si bioconcentrare. [44]
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Cel mai cunoscut si cel mai utilizat pesticid din lume este diclorodifeniltricloretanul, care a fost
deseori identificat in unele ape si in probe de ndmol sapropelic la diferite adancimi. [44]
Namolul este utilizat in mod regulat in diferite proceduri terapeutice [45-49]; prin urmare, este
important ca acesta sd fie lipsit de pesticide, care pot provoca efecte nedorite in timpul si dupa
tratament.
Prezenta lucrare isi propune sa prezinte rezultatele unei analize preliminare a continutului de
compusi bisfenolici policlorurati si de pesticide organoclorurate din apa si namolul din Lacul
Techirghiol, utilizdnd cromatografia de gaze cu un detector de capturd de electroni (ECD).
analitul electronegativ , care este capabil sa capteze electroni. Aceasta sensibilitate face ca ECD
sa fie ideal pentru detectarea urmelor de compusi chimici, cum ar fi compusii halogenati, intr-o
proba.

Pentru atingerea obiectivelor lucrarii, au fost colectate probe de ndmol Tmpreund cu apa
din zona adiacenta de exploatare a lacului Techirghiol si prelucrate pentru separarea si

determinarea compusilor organici persistenti utilizand un sistem GC- ECD.
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Schema 4.1. Harta Lacului Techirghiol cu indicarea locului de unde au fost prelevate probele.

4.1.1. Determinarea pesticidelor organoclorurate si a bisfenolilor policlorurati

Pentru determinarea acestor compusi, s-a utilizat un cromatograf de gaze Perkin Elmer
Clarus 500 (PerkinElmer, Inc., Shelton, CT, SUA), cuplat cu un sistem de detectare prin captura
de electroni.

Tabelul 4.1. Limitele de detectare determinate pentru poluantii analizati in apa Lacului

Techirghiol.
Nr. Compus LOD (ugL"
1 HCB 0,0002
2 Lindan 0,0003
3 Heptaclor 0,0001
4 Aldrin 0,0002
5 p,p'DDE 0,0001
6 Dieldrin 0,0001
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7 Endrin 0,0002
8 p,p'DDD 0,0002
9 p,p'DDT 0,0001
10 PCB28 0,0004
11 PCB52 0,0003
12 PCB101 0,0005
13 PCB118 0,0003
14 PCB153 0,0005
15 PCB138 0,0007
16 PCB180 0,0002

Limita de detectare (LOD) pentru poluantii analizati in namolul din Lacul Techirghiol s-a situat in

intervalul 0,0001 - 0,0003 pg/kg de namol liofilizat pentru OCP-uri, iar pentru PCB-uri, valorile

s-au situat 1n intervalul 0,0002 - 0,0007 pg de namol liofilizat (Tabelul 4.2.).

Tabelul 4.2. Limitele de detectare stabilite pentru poluantii analizati In ndmolul din Lacul

Techirghiol.

Nr. Compus LOD pg/kg de namol liofilizat
1 HCB 0,0002
2 Lindan 0,0003
3 Heptaclor 0,0001
4 Aldrin 0,0002
5 p,p'DDE 0,0001
6 Dieldrin 0,0001
7 Endrin 0,0002
8 p,p'DDD 0,0002
9 p,p'DDT 0,0001
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10 PCB28 0,0004
11 PCB52 0,0003
12 PCB101 0,0005
13 PCBI18 0,0003
14 PCBI53 0,0005
15 PCB138 0,0007
16 PCB180 0,0002

Validarea metodei a inclus evaluarea timpului de retentie (RT), a liniaritatii (R?) si a limitelor de
detectare (LOD) pentru fiecare compus. Au fost intocmite curbe de calibrare pentru toti analitii,
care au prezentat o liniaritate excelenta (R? > 0,9587 pentru OCP-uri, R? > 0,9734 pentru PCB-
uri). Pentru a asigura acuratetea si precizia, au fost incluse martori de procedura, probe imbogétite
si standarde interne. Recuperarile au variat intre 85 si 110%, indicand o performanta acceptabila a

metodei.

Tabelul 4.3. Determinarea pesticidelor organoclorurate in probe de apa prelevate din apropierea

namolului din Lacul Techirghiol (N=3).

Nr. proba Compus Concentratie,
PCB pg/kg de namol liofilizat
1 PCB28 0,050+0,006
2 PCB52 0,040+0,008
3 PCB101 0,0003 £ 0,0002
4 PCBI118 0,0010 + 0,0006
5 PCB153 0,0010 £+ 0,0008
6 PCB138 0,0010 + 0,0005
7 PCB180 0,0003 + 0,0001
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Tabelele 4.3 si 4.4 prezinta rezultatele obtinute prin metoda cromatografiei de gaze pentru
determinarea pesticidelor organoclorurate si a bisfenolilor policlorurati in probele de apa prelevate
din Lacul Techirghiol.

Tabelul 4.4. Determinarea continutului de bisfenoli policlorurati in probele de apa prelevate din

zona adiacenta namolului din Lacul Techirghiol (N=3).

Nr. proba Compus Concentratia OPC, ug L'
1 Hexaclorbenzen 0,42+0,14
2 Lindan 9,06 +0,32
3 Heptaclor 11,71+0,21
4 Aldrin 13,85+0,11

p.p'-
> diclorodifenildicloretilena 4,65+0,22
6 Dieldrin 10,73 £0,17
7 Endrin 6,98+0,10
8 p.p'-diclorodifenildicloretan 34,95+0,18
9 p.p'-diclorodifeniltricloretan 14,02 + 0,22

Concentratiile de pesticide organoclorurate, care reprezinta valoarea medie a trei masuratori, s-au
situat in intervalul 0.42 - 34.95 pg /L', ceea ce poate constitui un semnal de alarma, avand in
vedere cd limita admisa in apele marine conform reglementarilor nationale este de 0,1 pg/ L
Ipentru fiecare compus. Abaterile standard fatd de medie sunt prezentate in tabel.

Concentratiile medii ale bisfenolilor policlorurati sunt cu mult sub 1 pg/L! variind intre 0,003 si
0,02 pug/L!. Abaterile standard fatd de medie sunt prezentate in tabel. Cromatogramele obtinute
pentru separarea si determinarea bisfenolilor policlorurati din apa din Lacul Techirghiol si,
respectiv, din proba de control, sunt prezentate in figurile 4.1 si 4.2.

Varfurile obtinute pentru compusii analizati in proba de apa (Figura 4.1) si in probele martor

(Figura 4.2) au fost comparate la acelasi timp de retentie pentru a determina concentratia
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poluantilor din apa si ndmolul lacului Techirghiol. S-a observat o separare foarte bund a acestor
compusi folosind metoda cromatografica de analizd propusa, intrucat toate varfurile sunt bine
definite si s-a obtinut o rezolutie buna.

Tabelul 4.5 prezinta rezultatele obtinute pentru determinarea compusilor de bisfenoli policlorurati
in proba de ndmol prelevatd din Lacul Techirghiol (N=3).

Tabelul 4.5. Determinarea continutului de bisfenoli policlorurati in probele de ndmol prelevate

din Lacul Techirghiol (N=3).

Nr. Compus Concentratia,
PCB pg/kg de namol liofilizat
1 PCB28 0.050+0.006
2 PCB52 0.040+0.008
3 PCB101 0.0003+0.0002
4 PCB118 0.0010£0.0006
5 PCB153 0.0010+0.0008
6 PCB138 0.0010+0.0005
7 PCB180 0.0003+0.0001

Au fost inregistrate valori foarte scazute pentru concentratiile de PCB: in probele de namol s-au
constatat valori medii ale celor trei determindri cuprinse intre 0,0003 si 0,05 PCB ng/kg de ndmol
liofilizat. Abaterile standard au fost foarte mici. Desi apa din lac contine cantitati usor mai mari de

PCB, se pare cd PCB-urile nu au avut timp sa se acumuleze in namol.
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Figura 4.1. Cromatograma care ilustreaza separarea si determinarea bisfenolilor policlorurati

din apa din vecindtatea namolului din Lacul Techirghiol.
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Figura 4.2. Cromatograma care ilustreaza separarea si determinarea bisfenolilor policlorurati
pentru probele de control.
Tabelul 4.6 prezinta concentratia de pesticide organoclorurate din probele de ndmol, determinata

prin cromatografie de gaze cuplata cu un detector de captura de electroni.
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S-a constatat ca probele de namol contin pesticide organoclorurate in concentratii cuprinse intre
0,0002 s1 6,35 pg/kg de namol liofilizat, limitele in apa de mare si in substratul sedimentar marin
fiind de 1 ug L-'si, respectiv, 1 pg/kg de namol liofilizat, pentru fiecare compus. Concentratiile de
compusi policlorurati de bifenil (OCP) din ndmol sunt mai mici decat cele din apa lacului
Techirghiol, ceea ce dovedeste ca nici acesti compusi nu se acumuleazad in namol.

Se observa o usoara contaminare cu compusi de bisfenoli policlorurati atit in apa lacului, cét si in
namol, care pot dduna sandtdtii umane, desi se incadreazd sub limita stabilitd de autoritatile
nationale. In ceea ce priveste pesticidele organoclorurate, s-au constatat concentratii semnificative
in apa din Lacul Techirghiol, in timp ce concentratia acestora in namol s-a incadrat in limitele
stabilite de autoritdtile nationale (sunt permise concentratii mai mici de 0,1 pg/kg [50]), cu exceptia
lindanului si a aldrinului, care depdsesc aceste limite.

Tabelul 4.6. Determinarea continutului de pesticide organoclorurate in probele de namol prelevate

din Lacul Techirghiol (N=3).

Nr. probd Compus Concentratia d(;ioofiif;,a ixg/kg de namol

1 Hexaclorbenzen 0,0003 = 0,0001

2 Lindan 6,35+0,21

3 Heptaclor 0,0002+0,0001

4 Aldrin 1,12+0,11

5 p.p'-diclorodifenildicloretilena 0,0002+0,0001

6 Dieldrin 0,0002+0,0001

7 Endrin 0,0003 £+ 0,0001

8 p.p'-diclorodifenildicloretan 0,030 + 0,009

9 p.p'-diclorodifeniltricloroetan 0,0002+0,0001

Pesticidele identificate in cadrul acestui studiu au fost raportate anterior si de Oros et al. [50],

precum si de Lazar et al. [51] In Marea Neagra si zona Inconjuratoare, demonstrand ca zona de
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coastd se confruntd cu o poluare difuza provenitd din zonele agricole in care au fost utilizate
pesticidele, o sursd importanta fiind si inundatiile din ultimii ani din bazinele hidrografice ale
paraurilor Valea Biruinta si Valea Urlichioi. Practic, calitatea apei si a ndmolului din Lacul
Techirghiol este puternic influentatd de activitdtile umane, precum agricultura si lucrarile

hidrotehnice desfasurate in bazinul sau hidrografic [52, 53].
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CAPITOLUL 5

Determinarea acidului humic in namolul si apa din Lacul
Techirghiol si n[molul din Marea Moarta

5.1. Analiza rapida a acidului humic in probele de ndmol si
apa [106]

5.1.1. Introducere

Acidul humic este una dintre cele mai importante componente ale namolului, avand un spectru
larg de activitate farmacologica . Pana in prezent, pentru determinarea acidului humic in probele
de namol a fost propusd o metoda de analiza spectrofotometrica , in timp ce pentru determinarea
acidului humic in Ingrasaminte a fost dezvoltata o metoda de cromatografie lichida . Atat metoda
de analiza spectrofotometrica, cat si cea cromatografica lichida necesita o etapd de pregatire
indelungata si laborioasa a probelor inainte de determinarea acidului humic, cu derivatizari in cazul
cromatografiei lichide, consumabile de Tnalta puritate analitica, in timp ce durata analizei este mare
si intervalul de concentratii de lucru este limitat, probele necesitdnd, Tn majoritatea cazurilor, etape
de preconcentrare.

Existd o nevoie de dezvoltare a unor metode de analizd rapide si fiabile pentru determinarea
acidului humic 1n probele de ndmol, avand in vedere actiunile sale terapeutice. Electroanaliza este
o metodd extrem de fiabild, bazata pe utilizarea diferitelor tipuri de senzori, care sunt usor de
utilizat pentru analiza directd a diferitilor analiti din matrici simple pana la complexe. Senzorii

stocastici reprezintd o abordare moderna in electroanaliza substantelor organice si anorganice.
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.....

cantitativ, substante din matrici simple pana la complexe, la niveluri de concentratie foarte scazute.
Prin urmare, a fost propus un senzor stocastic pentru determinarea acidului humic in probele de
namol. Noutatea lucrarii constd in proiectarea senzorului stochastic 2D utilizat pentru determinarea
acidului humic in namol, precum si in electroanaliza acidului humic din probele de ndmol prelevate
din lacul Techirghiol si din Marea Moartd, dar si din apa prelevatd din Lacul Techirghiol. S-a
utilizat o solutie de heptakis (2,3,6-tri-O-metil)-beta-ciclodextrind (1x10mol L") pentru a
modifica suprafata unui electrod serigrafiat, a carui suprafata activa a fost acoperitd cu nanotuburi
de carbon cu perete unic (SWCNT). Utilizarea ciclodextrinei a facilitat formarea unor canale foarte

stabile, necesare pentru masuratorile stocastice.
5.1.2. Proiectarea senzorului stocastic 2D

Pe suprafata electrozilor serigrafiati , a caror suprafata este acoperitd cu SWCNT , s-a
adaugat o picaturd dintr-o solutie de concentratie 10~ mol L! heptakis (2,3,6-tri-O-metil)-beta-
ciclodextrina. Proiectarea electrodului serigrafiat este prezentata in Figura 5.1. Electrodul a fost
lasat sa se usuce sub o sticld timp de 2 ore. Cand nu era utilizat, electrodul a fost pastrat la

temperatura camerei.

n + —
Auxiliary electrode Pe—

t(s)

Figura 5.1. Reprezentare schematica a senzorului stocastic 2D.
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5.1.3. Metoda stocastica

Pentru detectarea stocastica a fost aleasd o tehnica cronoamperometrica, masuratorile
valorilor ton $1 tofr fiind efectuate la un potential constant de 100 mV fata de Ag/AgCl. O picatura
din solutia contindnd acid humic a fost adaugata pe suprafata celulei cu electrod stocastic 2D.
Diagramele au fost inregistrate pentru diferite solutii care contineau acid humic, iar valorile tofr ale
acidului humic si a lui ton au fost determinate (Figura 5.1). Ecuatiile de calibrare au fost determinate
pe baza rezultatelor metodei de regresie liniard. Au fost addugate probe de namol si apa pe
suprafata celulei cu electrod stochastic 2D. Valorea toff a acidului humic a fost utilizata pentru
identificarea acestuia in diagramd. Concentratiile necunoscute de acid humic au fost determinate
prin introducerea valorilor lui 1/to, obtinute Tn urma masuratorilor probelor in ecuatia de calibrare.
Semnalul este preluat cu ajutorul unui smartphone prin Bluetooth de la instrumentul de masurare,

facilitand analiza rapida a acestuia si determinarea rapida a concentratiei de acid humic.

5.1.4. Caracteristicile de raspuns ale senzorului stocastic 2D utilizat pentru determinarea

acidului humic

Atunci cand s-a aplicat un potential de 100 mV, acidul humic a patruns in canal si 1-a blocat pana
cand a ajuns in interior (curentul scade la 0 A), timpul necesar pentru aceasta etapa se numeste tosr
si i se atribuie valoarea sa caracteristica. In interiorul canalului au loc procese redox, iar timpul
necesar pentru aceastd etapa este atribuit valorii ton utilizate pentru determinarea cantitativa a

acidului humic (Figura 5.1).

Senzorul stochastic propus a fost utilizat intr-un interval de concentratie liniar cuprins intre

1x10 "g/mL si 1x10°g'mL, cu o sensibilitate de 1,61x10°'¢" mL si o limitd de cuantificare de
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1x10"8g mL!. Intervalul larg de concentratii liniare faciliteaza determinarea acidului humic atat
in probele cu concentratii foarte scazute de acid humic, cat si in probele cu continut ridicat de acid

humic; preconcentrarea nu va fi necesara daca se utilizeaza senzorul propus. Ecuatia de calibrare

a fost:

1/ton = 0.05(£0.02) + 1.61(£0.03)x10° Chymic acid, cu o valoare r de 0,9999, in urma efectudrii a 10

masuratori. Valoarea ton a fost cititd in s, iar concentratia, C, g mL-!. Semnatura acidului humic a

fost de 0,9 s.
5.1.5. Electroanaliza acidului humic in probele de nimol si apa

Probele de ndmol si apd au fost utilizate asa cum au fost prelevate din lacul Techirghiol si din
Marea Moarta. Masuratorile au fost efectuate si la fata locului, in lacul Techirghiol si in Marea

Moarta. Au fost inregistrate diagrame (Figura 5.2.), iar citirile valorilor tosr au fost efectuate pentru

a identifica acidul humic 1n diagrama.

o
i

Current (nA)

T
300 350

Time (s;k
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Current (nA)

Time (s)n

Figura 5.2. Exemple de diagrame obtinute la utilizarea senzorului stochastic 2D pentru analiza

probelor de a) namol si b) apa.

Folosind valorile to, introduse in ecuatia de calibrare, s-au determinat concentratiile de acid
humic din probele de namol si apd. Tabelul 1 prezintd rezultatele obtinute folosind metoda

stocastica propusa, precum si o metoda de analizd HPLC [3].

Tabelul 5.1. Determinarea acidului humic in probele de ndmol si apa (N=10).

Acid humic
Proba Metoda stocastica 2D HPLC [4]
SWCNT/TRIMEB
Apa din lacul Techirghiol* 32,54+0,02 31,97+ 1,32
Noroi din lacul Techirghiol** 483,43+0,05 484,02 £ 1,76
Namol din Marea Moarta** 741,91+0,04 743,20 + 1,95

*pg/mL; **pg acid humic/g namol

S-a observat o corelatie foarte buna intre rezultatele obtinute folosind ambele metode de analiza a

acidului humic. Aceste corelatii au fost demonstrate si prin testul t pereche (Student) la un nivel

de incredere de 99%, pentru fiecare tip de proba analizatd. La acest nivel de incredere, valoarea
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din tabel era de 4,13. Valoarea obtinuta pentru probele de ndamol a fost de 3,20, iar pentru proba
de apa de 1,93. Toate valorile inregistrate au fost mai mici decat valoarea din tabel, ceea ce
demonstreaza ca nu exista o diferentd semnificativd intre rezultatele obtinute prin cele doua
metode: metoda stocastica si HPLC, atunci cand sunt utilizate pentru determinarea acidului humic

in probele de ndmol si apa.

Recuperarea acidului humic din probele de ndmol si apa a fost efectuatd ca o a doua etapa de

validare. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 5.2.

Tabelul 5.2. Recuperarea acidului humic din probele de namol si apa (N=10).

Proba %, Recuperare Acid humic

Apa din lacul Techirghiol 99,98+0,01

Sapropel din lacul 98,93 £ 0,03
Techirghiol

Sapropel din Marea Moarta 98,20+0,03

S-au obtinut valori ridicate ale recuperarii si valori foarte scazute ale RSD (%), ceea ce
demonstreaza acuratetea si fiabilitatea metodei de analizd electroanalitica propuse, bazatd pe
utilizarea unui electrod stocastic 2D pentru determinarea acidului humic in probele de namol si
apa.

Metoda propusa, utilizatd pentru determinarea acidului humic in probele de namol si apa, a fost

evaluatd, de asemenea, din punct de vedere al caracterului ecologic, al practicabilititii si al
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aplicabilitatii. Indicatorii de caracter ecologic au fost determinati utilizand abordarea si software-

ul AGREE, urmand cele 12 criterii prevazute in cadrul acestei abordari.

. Sample treatment

. Sample amount

. Device positioning

. Sample prep. stages
. Automation, miniaturization
. Derivatization

. Waste

. Analysis throughput
. Energy consumption
10. Source of reagents
11. Toxicity

12. Operator's safety

Lo~V WwN =

Figura 5.3. Rezultatele analizei AGREE pentru electroanaliza acidului humic din probele de

namol si apd, luind in considerare o contributie egald a tuturor criteriilor.

Pentru evaluarea metodei din punct de vedere al caracterului practic si al aplicabilitatii s-au utilizat
indicele de aplicabilitate Blue (BAGI) si un software. Cele zece criterii luate in considerare in
aceastd metoda sunt: tipul de analiza, numarul de analiti determinati simultan, tehnica analitica si
instrumentele analitice necesare, numarul de probe care pot fi prelucrate simultan, pregatirea
probei, numarul de probe care pot fi analizate pe ord, tipul de reactivi si materialele d utilizate in
metoda analiticd, necesitatea preconcentrarii, gradul de automatizare, cantitatea de proba.

Rezultatele indicelui BAGI sunt prezentate in Figura 5.4.
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A

Figura 5.4. Pictograma indicelui BAGI obtinuta atunci cand s-a utilizat electroanaliza pentru

determinarea acidului humic 1n probe de namol si apa.

Conform BAGI, 10 puncte — care reprezinta numarul maxim de puncte — corespund culorii albastru
inchis, albastru deschis corespunde pentru 5 puncte, iar albul corespunde pentru 2,5 puncte.
Pictograma (Figura 5.4.) arata ca 8 din cele zece criterii au fost evaluate cu 10 puncte : analiza este
calitativa si de confirmare, pentru analiza s-au utilizat un smartphone si un instrument portabil,
probele pot fi masurate simultan, nu este necesara pregétirea probelor, se pot analiza peste 10 probe
pe ord, toti reactivi sunt disponibili, nu este necesara preconcentrarea, cantitatea de proba necesara

pentru analiza este mai mica de 100 pL.

5.2. Senzor electrochimic pentru determinarea acidului humic in probe de
namol sapropelic si apa [107]

5.2.1. Introducere

Namolul sapropelic din Lacul Techirghiol, precum si namolul din Marea Moarta, sunt bine

cunoscute pentru proprietatile lor cosmetice si terapeutice, majoritatea acestor proprietati fiind
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asociate cu prezenta acidului humic in compozitia lor. Determinarea acidului humic in ndmolul
sapropelic si 1n apele care contin acid humic este necesard inainte de utilizarea acestora ca agenti
terapeutici, deoarece poluantii pot afecta concentratia acestuia; s-a Inregistrat o scadere a

concentratiei de acid humic in probele de ndmol sapropelic si apd poluate [58-60].

Pana in prezent, au fost propuse metode de analiza spectrometrica [57, 61, 62], metode de
analiza electrochimica calitativa [62], o metoda de analiza stocastica [63], precum si metode de
analizd cromatograficd [64] pentru determinarea acidului humic din probe de namol si apa. Cu
exceptia metodei stocastice de analiza, toate celelalte metode propuse pana in prezent au necesitat
o prelucrare laborioasi a probei inainte de analizi. Imbunititirea limitelor de determinare si de
acidului humic in probele de namol sapropelic si de apa. Utilizarea senzorilor electrochimici cu o
suprafatd activd bazatd pe nanomateriale poate facilita scaderea limitelor de determinare si

Noutatea acestei lucrari consta in determinarea acidului humic prin utilizarea unui senzor
electrochimic bazat pe modificarea nanotuburilor de carbon cu perete unic cu heptakis (2,3,6-tri-

O-metil)-beta-ciclodextrina, ceea ce a crescut sensibilitatea masuratorilor.

5.2.2. Proiectarea senzorului electrochimic
Senzorii serigrafiati DRP-110 SWCNT au fost modificati cu o solutie de heptakis(2,3,6-
tri-O-metil)-beta-ciclodextrind (1x10mol L'). S-au adaugat 20 pL din aceastd solutie pe

suprafata senzorului DRP-110 SWCNT si s-a lasat sa actioneze timp de 3 ore la temperatura
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camerei panad la utilizarea pentru masuratori. Senzorii modificati au putut fi pastrati la temperatura
camerei timp de mai mult de o luna.
5.2.3. Caracteristicile de raspuns ale senzorului electrochimic

Pentru toate masurdtorile efectuate cu ajutorul senzorului electrochimic de unica folosinta
propus s-a utilizat metoda DPV. Caracteristicile de raspuns ale senzorilor sunt prezentate in

Tabelul 5.3.

Tabelul 5.3. Caracteristicile de raspuns ale senzorului electrochimic

Intervalul de concentratie de lucru (g mL ") 1.00x107* - 1.00x10°®
Ecuatia de calibrare (<I>=pA, <Cya >=g ™) I1=110.08 +5.31x10"" x Cya
Coeficientul de corelatie 0,9976
Sensibilitate (A g"™! mL) 5,31x10™"

Limita de cuantificare (g mL ") 1,00x1014
Limita de determinare (g ml ") 3.00x10°13
Numar de puncte de date 7

S-a inregistrat un interval larg de concentratii de lucru (Fig. 5.1) pentru determinarea acidului
humic, ceea ce a facut posibild determinarea acestuia fara o etapa de preconcentrare. Limita de
cuantificare a fost determinatd in conformitate cu recomandarile [IUPAC [56], ca fiind cea mai
mica concentratie din intervalul de concentratii de lucru ; limita de cuantificare este de 10fg mL-!
mai mica decat cele raportate anterior. Limita de determinare stabilita a fost de 3fg mL! mult mai

mica decat limitele de detectare raportate [57-62] pana in prezent.
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345 (A)

0.00E+00 2.00E-09 4.00E-09 6.00E-09 8.00E-09 1.00E-08
Concentration (g mL")

10%g mL?

Current (1A)
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0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000 1.200
Potential (V)

Fig. 5.5. (A) Voltamograme cu impulsuri diferentiale obtinute pentru calibrarea senzorului (viteza de
scanare de 0,05 V *); (B) graficul de calibrare al senzorului de unica folosinta utilizat pentru
determinarea acidului humic

Reproductibilitatea proiectarii senzorilor a fost determinata dupa cum urmeaza: au fost
fabricati zece senzori conform procedurii descrise mai sus; pentru fiecare dintre senzori s-a
determinat sensibilitatea si s-a raportat abaterea standard relativa fata de valoarea medie. S-a
inregistrat o abatere standard relativa de 1,74%, ceea ce demonstreaza reproducibilitatea buna a
proiectarii senzorului. Pentru a evalua stabilitatea in timp, sensibilitatea a fost masurata pe o
perioada de 30 de zile, cand s-a nregistrat o abatere standard relativa de 2,15%, ceea ce

demonstreaza stabilitatea buna in timp a senzorului propus.

5.2.4. Selectivitatea senzorului electrochimic

Selectivitatea senzorului electrochimic propus a fost determinata utilizand metoda solutiei
mixte: madsuratorile solutiilor care contin atit acid humic, cat si posibilul interferent vor fi
comparate cu cele obtinute pentru o solutie care contine doar acid humic; in ambele solutii, acidul
humic va avea aceeasi concentratie, in timp ce concentratia interferentului va fi de zece ori mai

mare decit cea a acidului humic. Estradiolul, NH4" si Fe** au fost studiati ca posibili interferenti.
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Au fost determinate constantele de selectivitate amperometrice; valorile acestora sunt prezentate

in Tabelul 5.4.

Tabelul 5.4. Coeficienti de selectivitate amperometrica

Kse1”
Estradiol NH4* Fe?*
1,20x 10" 1,00x 10" 1.03 x 10

Toate valorile Inregistrate pentru coeficientul de selectivitate amperometrica au fost de
ordinul de marime 10, dovedind ca senzorul de unica folosinta propus este selectiv fatd de

substantele testate.

5.3. Validarea senzorului electrochimic de unica folosinta pentru determinarea acidului
humic in probe de nimol si apa

Pentru validarea metodei au fost utilizate probe de namol si apa prelevate din Lacul
Techirghiol si din Marea Moarta. Probele nu au fost supuse niciunei pregatiri inainte de efectuarea
masuratorilor. Rezultatele obtinute privind continutul de acid humic din probe au fost comparate

cu cele obtinute prin metoda HPLC propusa anterior de Brondi et al. [93] (Tabelul 5.5).

Tabelul 5.5. Determinarea acidului humic in probele de namol si apa (N=10)

Acid humic
Proba
Senzor de unica folosinta HPLC [11]
Apa din lacul Techirghiol* 31,12+0,13 31,97 £ 1,32
Namol din Lacul Techirghiol** 484,97+0,21 484,02+1,76
Namol din Marea Moarta** 742,98 + 0,35 743,20 + 1,95

*pg/mL; **pg acid humic/g ndmol
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Voltamogramele DPV obtinute pentru determinarea acidului humic in probele de namol si
apa sunt prezentate in figura 5.6.
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Figura 5.6. Voltamogramele cu impuls diferential obtinute pentru (A) probele de apa si (B)
namol

Exista o bund corelatie intre rezultatele obtinute folosind metoda propusa, bazata pe

utilizarea unui senzor electrochimic de unica folosinta, si metoda HPLC [64].

Au fost utilizati senzori stocastici si electrochimici pentru determinarea acidului humic in probele
de namol prelevate din Lacul Techirghiol si din Marea Moarta, precum si din apa Lacului
Techirghiol. Senzorii s-au dovedit a fi extrem de fiabili pentru determinarea acidului humic in
probele mentionate. Datoritd portabilitatii instrumentelor, acestea pot fi utilizate pentru
determinarea concentratiei de acid humic din ndmolul si apa marilor si lacurilor, Tn scopul stabilirii

calitatii acestora si a stabilirii dacd indeplinesc conditiile pentru tratamentele prescrise de catre

medici.
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CAPITOLUL 6

Determinarea ultrasensibila si rapida a acidului fulvic in
namolul sapropelic si in apa Lacului Techirghiol [64]

6.1. Introducere

Acidul fulvic este un compus organic humic cu proprietati antioxidante si antiinflamatorii,
utilizat In tratamentul bolilor neurodegenerative [65]. Acidul fulvic are, de asemenea, un potential
terapeutic important in bolile inflamatorii cronice, precum bolile cardiovasculare si colita, precum
si n diabet [66]. Ndmolul sapropelic [69] si apa din Lacul Techirghiol reprezinta surse importante
de acid fulvic natural; efectele lor terapeutice au fost studiate inca din vremuri stravechi. Desi in
jurul lacurilor si al locurilor in care s-a format namolul sapropelic au fost construite clinici, este
esential sa se controleze calitatea apei si a ndmolului In ceea ce priveste componentele care
contribuie la sanatatea pacientilor [70].

Pana in prezent, au fost propuse urmatoarele metode pentru cuantificarea acidului fulvic in
diferite matrice: metode cromatografice [71, 72], extractie/preconcentrare la punctul de intunecare
utilizand surfactanti neionici si cationici cu detectare UV prin injectie In flux [73], metode
spectrofotometrice [74, 75] si 0 metoda potentiometrica bazata pe un electrod selectiv de ioni [75].
Aceste metode sunt costisitoare si nu pot fi utilizate pentru determinarea la fata locului a acidului
fulvic. In plus, limitele lor de cuantificare sunt mai mari decat concentratia de acid fulvic din
diferite probe marine, precum namolul sapropelic, apa de mare etc.

Pentru determinarea acidului fulvic a fost propusa o metoda de analiza electrochimica

bazata pe utilizarea unui electrod serigrafiat pe baza de oxid de grafen [76]. Senzorii electrochimici
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pot fi utilizati in testele de screening ale probelor marine cu o fiabilitate mult mai bund, precum si
metoda electrochimica propusd pand in prezent [78] a avut, din pacate, o limitd de determinare
ridicata (0,27 pg L™).

de utilizare pentru analiza la fata locului, raméine metoda principala pentru analiza rapida si ieftina
la fata locului a substantelor din mediul marin [77, 78]. Senzorii stocastici reprezintd o noud clasa
de senzori capabili sa efectueze analize calitative si cantitative [79, 80]; matricea nu influenteaza
raspunsul senzorilor stocastici si nu este necesara pregatirea probei, lucru ce faciliteaza o analiza
la fata locului, in timp real, a acidului fulvic.

In aceasta lucrare se propune un senzor stocastic pentru determinarea acidului fulvic in
namolul si in apa Lacului Techirghiol; vor fi investigate sensibilitatea, limita de cuantificare si
selectivitatea senzorului, precum si reproductibilitatea acestuia atunci cand este utilizat pentru
determinarea acidului fulvic in ndmol si in apa lacului Techirghiol. Noutatea lucrarii consta in
utilizarea unui senzor stocastic bazat pe pasta de oxid de grafen redus, decorata cu nanoparticule
de aur si paladiu si modificata cu chinind, pentru determinarea ultrasensibild, rapida si la fata
locului a acidului fulvic din probele de analizat. Utilizarea acestuia va facilita controlul calitétii in
timp real al celor doua resurse naturale, iar avand in vedere ca rezultatele pot fi transmise in timp
real catre o baza de date specializata folosind smartphone-ul implicat n achizitia si prelucrarea
datelor, se poate obtine o harta privind concentratia acestuia, facand posibila luarea imediata a
deciziilor cu privire la posibilitatea utilizarii apei si a ndmolului in scopuri terapeutice sau

colectarea acestora pentru extragerea acidului fulvic in laboratoare specializate.
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In timp ce oxidul de grafen redus este o matrice foarte buna, capabild si mentini canalele
implicate in determindrile stocastice intr-o forma constantd, nanoparticulele de aur si paladiu
contribuie la conductivitatea grafenului, iar chinina asigura canalele necesare pentru dezvoltarea
curentd a senzorilor stochastici. Oxidul de grafen joaca un rol important in nanotehnologie datorita
proprietdtilor sale fizico-chimice reglabile si aplicatiilor interdisciplinare in analiza biomedicala,
fiind utilizat si pentru dezvoltarea de senzori portabili pentru monitorizarea continua a
biomarkerilor. Atit nanoparticulele de paladiu, cat si cele de aur s-au dovedit a imbunatati
conductivitatea matricilor de grafen. Chinina (QN) este un nou modificator propus pentru
proiectarea senzorilor electrochimici [85, 86]. Forma in V a chininei favorizeaza, de asemenea,
formarea canalelor necesare pentru generarea semnalului stocastic.

6.2. Proiectarea senzorului stochastic

50 mg de pulbere de oxid de grafen redus@Pd si 10 pL de nanoparticule de Au au fost
amestecate cu 20 pL de ulei de parafinad pentru a forma o pasta, la care s-au adaugat 50 pL de
solutie de chinind (1 x 10-3 mol L") pentru a obtine pasta modificatd. Contactul dintre pasta
modificatd si circuitul extern s-a realizat cu ajutorul unui fir de Ag. Pasta a fost plasata in tubul
imprimat 3D din plastic (Schema 1); materialul plastic al tubului este neconductiv si neporos.

Diametrul interior al electrodului de lucru a fost de 5 pm.
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Ag wire

AuNPs
@ modifier
2 paraffin oil

modified paste

Schema 6.1. Proiectarea senzorului stocastic.

Pentru toate determinarile, un minipotentiostat sensit/BT (PalmSens, Houten, Olanda) a
fost conectat la un smartphone capabil sd transmita graficele si rezultatele prelucrate ale

masuratorilor prin conexiune wireless catre o baza de date specializata.

Ca tehnica a fost aleasa cronoamperometria. Valoarea optima a potentialului de lucru a fost
determinatd astfel incat sa se obtina o valoare pentru tofr care sa poata fi cititd Th mod fiabil atat
manual, cat si automat. Valoarea optima a fost de 125 mV; la valori mai mici ale potentialului
(inclusiv valori negative), nu s-a observat nicio extractie a analitului in canal (nu s-a obtinut niciun
semnal); in timp ce, prin aplicarea unor valori mai mari de 125 mV, valorile tofr se situau In
intervalul ns, imposibil de citit cu precizie. La un potential de 125 mV, acidul fulvic a fost extras
din solutie in canal, blocandu-1, in timp ce intensitatea curentului a devenit 0 (timpul necesar pentru
a intra n canal se numeste semnatura acidului fulvic si se citeste In diagrama ca tof) (etapa 1,

Schema 2). In a doua etapa, in interiorul canalului au loc procese redox pe parcursul unei anumite
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perioade de timp numita ton, masuratd in diagrama intre doua valori consecutive ale lui tofr (Schema
2); aceastd valoare este legatd de concentratia acidului fulvic prin urmatoarea ecuatie:

l/ton = 0.27 + 1.97 X 108 CFulvic acid (I‘=O.9991), <ton> =S, < CFulvic acid = = g mL_l.

Current (pA)

Time (s)

Schema 6.2. Mecanismul de generare a curentului in senzorii stocastici.

Metoda regresiei liniare a fost utilizatd pentru determinarea parametrilor ecuatiei de
calibrare de mai sus, iar aceasta ecuatie a fost utilizata pentru determinarea concentratiei de acid
fulvic in ndmol si in apa din Lacul Techirghiol.

Caracterizarea comportamentului electrochimic a fost realizatd utilizind doua abordari:
voltametria ciclicd (CV) si spectroscopia de impedanta electrochimica (EIS), atat pe electrozi
neacoperiti (rGO@Pd-AuNPs), cat si pe electrozi modificati (QN/rGO@Pd-AuNPs). Metoda CV
a fost utilizata pentru a evalua raspunsul electrochimic al QN/rGO@Pd-AuNPs. Voltamogramele
ciclice prezentate in Figura 1a au fost obtinute Intr-o solutie de 5.0 x 103 mol L'K3[Fe(CN)s] (0.1
mol L' KCI) intr-un interval de potential cuprins intre -0,6 si 1,0 V, la o viteza de scanare de 0,1
V s71, utilizaind rGO@Pd-AuNPs si QN/rGO@Pd-AuNPs ca electrozi de lucru. Senzorul modificat

prezinta o conductivitate mai mare in comparatie cu senzorul nemodificat. Rezultatele indica faptul
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ca modificarile cu QN Tmbunatatesc raspunsul electrochimic. In consecinta, se poate presupune ca

modificarea a fost implementatd cu succes, conducand la un rezultat electrochimic imbunatatit.

b)
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Figura 6.1. a) Curbe CV inregistrate folosind rGO@Pd-AuNPs (linia neagra) si QN/rGO@Pd-

AuNPs (linia rosie) intr-o solutie de 5.0 x 1073 mol L-! K3[Fe(CN)s] (0.1 mol L' KCI) (conditii

de lucru: potential de pas 0,025 V; viteza de scanare 0,1 V s7);
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b) EIS inregistrat pentru rGO@Pd-AuNPs (linia neagrad) si QN/rGO@Pd-AuNPs (linia rosie)
intr-o solutie de 5.0 x 10~ mol L'! K3[Fe(CN)s] (0.1 mol L' KCI) conditii de lucru: interval de

frecventa: 10° - 10-' Hz). Insertie: circuitul echivalent al lui Randles.

Evaluarea interfetelor electrozilor neacoperiti si modificati folosind metoda EIS a fost
realizatd intr-un interval de frecventa cuprins intre 10° - 10-! Hz. Studiile au fost efectuate intr-o
solutie de 5.0 x 1073 mol L' Ks[Fe(CN)¢] si 0,1 mol “"'de KCI. Figura 6.1b ilustreaza diagramele
Nyquist pentru rGO@Pd-AuNPs (reprezentate cu negru) si QN/rGO@Pd-AuNPs (reprezentate
cu rosu). Circuitul echivalent Randles, prezentat in insertia din Fig. 6.2b, a fost selectat pentru a
se potrivi cu datele EIS si pentru a determina valorile rezistentei de transfer de sarcina
electronica (Rct). W reprezintd impedanta Warburg, CPE semnifica elementul de faza constanta,
iar R; reprezintd rezistenta electrolitului. Diagrama Nyquist releva diferente semnificative, in
special in procesele de difuzie si transport de electroni. Analiza datelor EIS a aratat ca valoarea
masurati a lui Ree pentru electrodul nemodificat rGO@Pd-AuNPs a fost egali cu 2202 Q. in
urma modificarii rGO@Pd-AuNPs cu QN, valoarea Reia scazut la 567,4 Q, fapt atribuit
conductivitatii mai ridicate a materialului, ceea ce a dus la o rata Tmbunatatita de transfer de
electroni la interfetele QN/rGO@Pd-AuNPs. Rezultatele EIS se coreleazd corespunzator cu

valorile CV.

Comportamentul electrochimic al acidului fulvic a fost studiat intr-o solutie de acid ulvic
de concentratie 5 x 103 g mL! contindnd PBS cu pH 7,4, utilizand spectroscopia ciclica
voltammetrica (CV) cu QN/rGO@Pd-AuNPs la viteze de scanare diferite, cuprinse intre 0,01 V

s'5i0,1 Vs, asa cum se aratd in Figura 6.2a. La electrodul modificat cu QN/rGO@Pd-AuNPs
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se observa o reactie de reducere ireversibila a acidului fulvic. CV-ul prezinta un varf de reducere

cu o intensitate a curentului inregistrata de 0,5 pA, la aproximativ -0,29 V.
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Figura 6.2. a) CV-uri obtinute la diverse viteze de scanare incepand de la 0,01 V/s pentru o

solutie de 5.0 x 103 g mL-! acid fulvic in tampon fosfat salin cu pH 7.4, utilizind electrodul

QN/rGO@Pd-AuNPs; b) dependenta liniara a curentului de varf catodic 1n functie de radacina

patratd a lui v (Ip. vs v'?); ¢) dependenta liniara a logaritmului curentului de varf catodic in

functie de logaritmul lui v (log Ipc vs log v).

Am examinat cu atentie corelatiile dintre curentul de varf catodic (Ipc) si radacina patrata

a vitezei de scanare (v1/2), precum si dintre logaritmul curentului de varf catodic (log Ipc) si

logaritmul vitezei de scanare (log v). Ecuatia de regresie demonstreaza ca curentii de varf

catodici prezintd o corelatie liniard cu radacina patrata a vitezei de scanare: Ip. = 0,07 - 2,61 x

v!12, R2=0.9926 (Figura 6.2.b). Ecuatia de regresie derivata din graficul log Ip. in functie de log

v este urmatoarea: log Ip. = 0,53 + 0,63 x log v, R? = 0,9723. Valoarea pantei este 0,63, ceea ce

este peste valoarea teoretica de 0,5, indicand un proces mixt de difuzie-adsorbtie care are loc la

suprafata electrodului.(Figura 6.2.c).
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6.2.1. Caracterizarea prin SEM a suprafetei active a senzorului stocastic

S-a utilizat microscopia electronica de baleiaj (SEM) pentru a evalua morfologia senzorilor
stocastici (Figura 6.3). Figura 6.3a prezinta o texturd de suprafata eterogena si aspra,
caracteristica distributiei neregulate a particulelor de grafit in matricea pastei. Imaginea SEM a
pastei de grafen modificata cu chinind, prezentata in Figura 6.3b, prezinta o modificare
semnificativa a morfologiei suprafetei in comparatie cu cea nemodificatd. Figura 6.3b prezinta o
suprafata cu o dispunere densa si impletita a chininei, formand o structurd conductiva poroasa si

interconectata, pe care se pot observa canale bine definite.

Figura 6.3. Imagini SEM ale (a) rGO@Pd-AuNPs, (b) QN/rGO@Pd-AuNPs.

6.3.Caracteristicile de raspuns ale senzorului stocastic

Caracteristicile de raspuns ale senzorului stocastic propus sunt prezentate in Tabelul 6.1.
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Tabelul 6.1. Caracteristicile de raspuns ale senzorului stochastic utilizat pentru determinarea

acidului fulvic, atat in cazul utilizarii solutiilor standard cat si in cazul utilizarii namolului si a apei

din Lacul Techirghiol.
Intervalul de Semnatura| Sensibilitate lelt? de
Tipul solutiei | concentratie de |Ecuatia de calibrare si r* ; } determinare
lucru (g mL") tr (5) | (s/gml) (gml")
_ 8O
Solutii etalon 5.0 x10715-5.0x10-q /ten =027 + LITXAOTC g 411 9700108 | 5.0x10719
’ r=0.9991
1/ton=0.30+ 1.95 x 108 C;
15 6| L/ton ; 8 15
Sapropel 5.0x107"°-5.0x10 =0.9991 0.4 1.95 % 10 5.0x10
Apa din lacul 15 6| /ton=0.26 + 1.97 x 103 C; g s
Techirghiol 5.0x107°-5.0x10 =0.9991 0.4 1.97 x 10 5.0x10

* <ton > = 8; <Cacid fulvic > = g mL.

Valoarea caracteristica determinata pentru acidul fulvic este de 0,4 s. Prin schimbarea

tipului de solutie utilizata pentru calibrare, s-au inregistrat mici modificari nesemnificative

pentru termenul liber al ecuatiei de calibrare si, de asemenea, pentru sensibilitate atunci cand

calibrarea a fost efectuatd folosind probe de namol. S-a inregistrat o sensibilitate ridicata pentru

un interval liniar larg de concentratie: 5.0 x 10715-5.0 x 10® g mL"!. S-a determinat o limita de

determinare de 5fg mL"!, iar valoarea acesteia nu a fost influentata de tipul de solutie utilizat

pentru calibrarea senzorului stocastic propus.
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Tabelul 6.2. Alte metode utilizate pentru determinarea acidului fulvic.

Limita de determinare
Metoda/Instrument Referinta
(g/mL)
Electroanalizd/Electrod serigrafiat
0.27 pg L! [9]
pe baza de oxid de grafen
Extractie alcalina 15.3 mg mL! [16]
Extractie la punctul de
intunecare/preconcentrare prin
5 ng mL! [5]
injectie in flux — metoda de
detectare UV
Metoda de analiza
135 ug mL! [7]
spectrofotometrica
Metoda stocastica 5.0x1071 g mL! Aceasta lucrare

Limitele inferioare de determinare au fost obtinute prin utilizarea senzorilor stocastici

propusi, comparativ cu limitele de determinare raportate anterior (Tabelul 6.2).

Au fost proiectati si utilizati zece senzori stocastici pentru calibrarea senzorului propus pe

obtinute, iar o valoare de 0,02% a demonstrat ca proiectul este precis. Calibrarile au fost
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variatie de 0,09% — iar aceasta valoare a demonstrat ca senzorul stocastic propus este stabil in

timp.

6.4. Selectivitatea senzorului stochastic

Selectivitatea senzorilor stocastici este datd de diferentele dintre valorile semnaturilor
inregistrate pentru diferiti analiti dintr-un amestec; o diferenta de cel putin 0,2 s indica
selectivitatea. Acidul humic, estradiolul si heparina au fost alese ca substante principale care pot
interfera. Valorile semnaturilor acestora sunt: acid humic (1,0 s), estradiol (2,5 s) si heparina (1,8
s). Au fost inregistrate diferente mai mari de 0,2 s intre semnaturile acidului fulvic si cele ale
acidului humic, estradiolului si heparinei, ceea ce demonstreaza cd senzorul propus este selectiv

fata de acesti compusi.

6.5. Validarea senzorului stocastic ultrasensibil atunci cind este utilizat pentru determinarea
acidului fulvic in nimol si in apa din Lacul Techirghiol
Toate probele au fost analizate la fata locului folosind senzorul proiectat,
minipotentiostatul portabil si smartphone-ul. Acidul fulvic a fost identificat in diagrame pe baza
valorii tofr (Figura 6.4, Tabelul 1), iar ulterior, valoarea ton a fost citita si substituitd in ecuatia de

calibrare pentru a obtine concentratia de acid fulvic (Figura 6.3).
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Figura 6.4. Diagrama obtinuta pentru screeningul sapropelului.

Rezultatele obtinute pentru cele trei probe analizate (ndmolul din Marea Moarta si din
Lacul Techirghiol, precum si apa din Lacul Techirghiol) au fost comparate cu cele obtinute

folosind metoda cromatografica propusa de Aoyama [70] (Tabelul 6.3).

Tabelul 6.3. Determinarea acidului fulvic in sapropelul din Marea Moarta, din Lacul Techirghiol
si in apa din Lacul Techirghiol, utilizand senzorul stochastic si metoda HPLC in faza inversa

(N=10).
3 Metoda Acid fulvic
Proba stochastica/HPLC ng mL"
Senzor stochastic 4
Sapropel din Marea Moarta 2,07+0,03
HPLC 1,76 + 0,32
Senzor stochastic 4
Sapropel din Lacul Techirghiol 3,28+0,04
HPLC 3,00+0,43
Apa din Lacul Techirghiol Senzor stochastic 2,96 £ 0,02
HPLC 2,20+0,55
Testul t pentru esantioane 3.021
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Au fost utilizate teste t pereche (Student) pentru a compara rezultatele obtinute folosind
metoda propusa pentru determinarea acidului fulvic si metoda HPLC propusa anterior de
Aoyama [70] la un nivel de incredere de 99,00%, pentru care valoarea teoretica t din tabel este
4,032. Valoarea calculata a fost de 3,021 (mai mica decat valoarea teoretica din tabel), ceea ce
demonstreaza cd nu exista o diferenta statistic semnificativa intre rezultatele obtinute prin cele

doua metode.

De asemenea, au fost efectuate teste de recuperare pentru a confirma validarea metodei.
S-au addugat cantitati cunoscute de acid fulvic la cele trei probe, iar concentratia determinata de
acid fulvic a fost comparata cu concentratia teoretica a acidului fulvic. Rezultatele testelor de

recuperare sunt prezentate in Tabelul 6.4.

Tabelul 6.4. Teste de recuperare pentru determinarea acidului fulvic in sapropelul din Marea
Moartd, din Lacul Techirghiol si din apa din Lacul Techirghiol (N=10).

Proba %, Recuperare acid fulvic
Sapropel din Marea Moarta 99,96+0,03
Sapropel din Lacul Techirghiol 99,95+0,03
Apa din Lacul Techirghiol 99,98 + 0,02

S-au obtinut valori ridicate pentru recuperarea acidului fulvic in cele trei probe, ceea ce
demonstreaza Inca o data cd acidul fulvic poate fi determinat cu acuratete in cele trei tipuri de

probe.

Senzorul stocastic propus poate fi utilizat in mod precis pentru determinarea acidului
fulvic din namolul sapropelic din Marea Moartd, din Lacul Techirghiol si in apa din Lacul

Techirghiol. Caracteristicile de rdspuns nu se modifica semnificativ atunci cand calibrarea se
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efectueaza in diferite solutii (solutii standard, ndmol, apa din Lacul Techirghiol), ceea ce

demonstreaza cd matricea nu influenteaza determindrile.
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CAPITOLUL 7

Determinarea estradiolului in apa lacului si in probele de
namol [108]

7.1. Introducere

Estradiolul (E2) este cunoscut ca un regulator bioactiv cheie in procesele fiziologice feminine,
inclusiv ovulatia, cresterea, ciclul reproductiv, sdndtatea mentala si metabolismul [88]. Exista
dovezi ca receptorii pozitivi la E2 in cazul cancerului de san prolifereaza ca raspuns la estrogen
[89]; de asemenea, s-a recomandat o reducere a terapiei cu E2 pentru femeile care urmeaza o
ovariectomie bilaterald din indicatii benigne. Sinapsele glutamatergice mediaza transmisia
sinapticd rapida 1n sistemul nervos central, procesele fiind influentate de prezenta E2. De
asemenea, a fost identificat un receptor de E2 si a fost analizata expresia genica [89]. E2 contribuie
la imbunatatirea starii de sanatate a femeilor, in special atunci cand se instaleaza menopauza
precoce, prin prevenirea bolilor cardiovasculare care pot aparea [90]. De asemenea, inducerea

pubertatii se realizeaza cu ajutorul E2 la persoanele cu sindromul Turner [91].

Namolul si apele asociate din lacuri si mare pot constitui o sursa buna de E2 (E2 se afla de obicei
in ordinul de marime de ng/g pentru probele de apa si in ordinul de marime de ng/g pentru probele
de namol), prin urmare prezenta si concentratiile de E2 trebuie determinate cu precizie. Pentru
determinarea E2, metodele recente de analiza includ metode electrochimice de analiza [88, 94,

95], metode optice de analiza [88, 95, 96] si 0 metodd de analizd bazata pe rezonanta plasmonica
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de suprafata (SPR) [97]. Senzorul voltammetric bazat pe nanoparticule de Au a prezentat o limita
de determinare de 500 nmol L-!, in timp ce, prin utilizarea SPR, s-a atins o limitd de determinare
de 40 nmol L. Senzorii bazati pe fibra opticd [96], precum si cei pe chemiluminiscentd [95], au

redus limitele de determinare la nivelul pmol L-!.

Utilizarea senzorilor electrochimici a facilitat atingerea unor limite de determinare scazute si a
unei analize rapide, la un cost redus pe analiza [98-102]. In plus, introducerea senzorilor stocastici
ca noi instrumente pentru analiza probelor precum apa si ndmolul a facut posibild atingerea unor
limite de determinare mai scdzute si a unor intervale de concentratie de lucru mai largi, facilitand
determinarea concentratiilor foarte mici in matrici complexe [103]; de asemenea, acestia sunt
rentabili, facilitind determinarea unuia sau a mai multor compusi in matrici complexe, fara nicio

pregatire prealabila a probei.

Prezenta lucrare propune un senzor stocastic pentru determinarea E2 in ndmol si in probele asociate
de lac/mare. Noutatea acestei lucrari consta in utilizarea unui senzor stocastic pentru determinarea
E2, precum si 1n realizarea senzorului stochastic bidimensional de unica folosinta, care se bazeaza
pe depunerea de nanoparticule de aur pe un material ceramic, urmata de modificarea acestuia cu o
solutie contindnd Zn(II)protoporfirina IX (ZnPPIX). Rolul ZnPPIX a fost acela de a asigura nano-
canalele necesare pentru obtinerea semnalului stochastic, deoarece moleculele de ZnPPIX

formeaza agregate moleculare care prezinta nano-canale.
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7.2. Proiectarea senzorului stochastic 2D serigrafiat

Electrodul 2D serigrafiat a fost imprimat in laborator si cuprinde suprafata activa — un cerc
cu diametrul de 4 mm acoperit cu nanoparticule de Au (depozitate folosind tehnologia cu plasma
rece) , un semicerc format din Au — ca contraelectrod, si un semicerc format din cerneald Ag/AgCl
ca electrod de referintd. Pe partea superioara a suprafetei active a electrodului serigrafiat s-au
addugat 20 pL dintr-o solutie de ZnPPIX 1073 mol L' (obtinutd prin dizolvarea ZnPPIX in

dimetilformamida) (Schema 7.1).

Modification of nanoAu
with ZnPPIX
EmStat Pico

Data aquisition

nanoAu
Au counter
electrode
Ag/AgCI
2D disposable
screen-printed
a c stochastic sensor

Schema 7.1. a. Electrod serigrafiat 2D; b. Modificarea electrodului serigrafiat 2D; c. Configurarea

masuratorilor folosind senzorul stochastic serigrafiat 2D.

Pentru adsorbtia ZnPPIX pe suprafata senzorului, dupa adaugarea solutiei de ZnPPIX,

senzorul a fost lasat timp de 3 ore la temperatura camerei, acoperit cu hartie de aluminiu

.....
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stabilit ca grosimea stratului de ZnPPIX este de 3 nm. Ulterior, senzorul a fost conectat la EmStat

Pico, iar achizitia datelor s-a realizat cu ajutorul unui smartphone Samsung pliabil (Schema 7.1).

7.3. Metoda stocastica

S-a aplicat un potential de 125 mV fata de Ag/AgCl (electrod de referintd) in cadrul unei
tehnici cronoamperometrice. Aceasta valoare a potentialului a fost optimizata: valorile mai mici
de 125 mV pentru potentialul aplicat nu vor genera niciun semnal stochastic (moleculele nu pot fi
extrase 1n canale), in timp ce pentru valori mai mari de 125 mV, semnaturile erau mai mici de 0,01
s, ceea ce facea ca citirea sa nu fie precisa. S-a analizat forma curentului si s-au determinat valorile
ton $1 toft. Dezvoltarea actuala a senzorilor stocastici se bazeaza pe conductivitatea nanocanalelor:
prin aplicarea potentialului de 125 mV fata de Ag/AgCl, moleculele din solutie sunt extrase una
cate una din solutia din interiorul nanocanalului — in prima etapd, moleculele pot bloca partial sau
total nanocanalul, determinand scaderea valorii curentului la zero pana cand molecula patrunde in
interiorul nanocanalului; 1n interiorul canalului au loc procese redox, molecula isi poate schimba

sarcina i starea de oxidare . (Schema 7.2).
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Current (A)

\ Time (s)
t(.H]

Schema 7.2. Citirea valorilor tofr si ton pe diagrama Inregistrata, obtinutd cu ajutorul senzorului

stochastic 2D de unica folosinta, serigrafiat.

S-a utilizat metoda regresiei liniare pentru a determina parametrii ecuatiei de calibrare:
1/ton = f(Cg2). Probele de ndmol si apd au fost adaugate pe suprafata senzorului stocastic 2D,
imprimat serigrafic. Valoarea toif a E2 a fost utilizata pentru identificarea acestuia in diagrama
(Schema 7.2), iar valoarea imediatd a lui ton a fost citita si substituita in ecuatia de calibrare pentru
a obtine concentratia de E2. Toata achizitia de date s-a realizat folosind un smartphone Samsung
pliabil, capabil sd@ mdsoare automat valorile semnaturii si sd le compare cu valoarea torr E2, precum
si sd madsoare automat valoarea ton §1 88 0 converteascd in concentratia de E2. Toate masurdtorile

au fost efectuate la 25° C; nu s-a observat nicio modificare a parametrilor senzorilor (sensibilitate,

interceptare) Intr-un interval de temperatura cuprins intre 18° C si 32° C.
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7.4. Caracterizarea suprafetei senzorului stocastic 2D serigrafiat

Caracterizarea suprafetei a fost realizata folosind urméatoarele instrumente de analiza a suprafetei:
spectroscopia fotoelectronicd cu raze X (XPS), microscopia electronica de baleiaj (SEM) si

cartografierea SEM-EDS.

Figura 7.1. a) si b) prezintd spectrele de scanare largd ale senzorilor neacoperiti $i, respectiv,
modificati. Aparitia unui varf'la 1022 eV in spectrul senzorului modificat sugereaza prezenta unui

compus de Zn, indicand astfel modificarea senzorului cu ZnPPIX.

300E 405

£ ameas

A|
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Figura 7.1. Spectrele cu scanare larga ale electrodului 2D serigrafiat neprelucrat (a) si modificat
(b).

Prin compararea spectrelor XPS de inaltd rezolutie ale senzorilor neacoperiti si modificati, se
observa prezenta picurilor de Zn si N 1n senzorul modificat, impreuna cu o crestere semnificativa
a numadrului de impulsuri Cls In comparatie cu senzorul neacoperit. Deoarece acesti atomi sunt
constituenti ai ZnPPIX (Cs4 H3z N4 O4 Zn), aceste rezultate experimentale confirma prezenta
protoporfirinei de zinc pe senzorul modificat. In ceea ce priveste senzorul modificat, numérul mai
mic de impulsuri de aur (provenind de la contactul electric subiacent) se datoreaza atenuarii

semnalului XPS care trece prin stratul de ZnPPIX.

Figura 7.2. prezinta imaginile SEM ale electrozilor neacoperiti (a), (b) si modificati (¢), (d). La
compararea celor doi, electrodul nemodificat prezinta o suprafata de aur in mare parte plana, care
contine si cateva particule de aur mai mari, in timp ce electrodul modificat prezinta, in plus,
numeroase agregate moleculare de molecule de ZnPPIX; nano-canalele sunt, de asemenea, vizibile

in Figura 2 (c¢).

HFW m det mag O|WD  HFW

4 | HY rr  det mag O WD det ma
10.00kV 13 pA ETD 1000x 7.0mm 414 um 0.00kV 13pA ETD 1000x |6.9mm 414 um
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HFW

v curr

det mag O WD
10.00kV 13 pA ETD 20000x 6.9 mm 20.7 ym

Figura 7.2. Imagini SEM pentru electrodul neacoperit la mariri de 1000x (a) si 20000x (b), si

pentru electrodul modificat la mariri de 1000% (¢) si 20000% (d).

Compozitia chimica a suprafetei active a senzorului a fost determinata prin analizd SEM-EDS pe
acelasi sistem utilizat pentru microscopia SEM. Figura 7.3 prezinta o hartda EDS tipica (a) si un
spectru (b) pentru suprafata initiald, nemodificatd, de nano Au, in timp ce compozitia chimica
masurata este prezentatd in Tabelul 7.1. Din ambele se poate observa ca, asa cum era de asteptat,
suprafata era alcatuita dintr-o singurd masa omogena de aur, fiind detectate doar cantitati mici de

alti contaminanti.
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Full scale counts: 135222 Extracted Spectrum
Integral Counts: 4435259

150K

100K —

50K—

Au

(a) (b)

Figura 7.3. Harta EDS (a) si spectrele (b) ale suprafetei nanoAu nemodificate.

Tabelul 7.1. Compozitia chimicd a suprafetei nanoAu nemodificate.

Element Tipul de linie | Greutate (%) Atom (%) Greutate
normata (%)

C K 0,30 4,07 0,30

0 K 1,06 10,96 1,06

Al K 0,42 2,56 0,42

Au M 98,23 82,41 98,23

Intre timp, Figura 7.4 contine o hartd EDS tipici (a) si un spectru (b) pentru suprafata modificata
de nano Au, dupa depunerea ZnPPIX. Compozitia chimicd masuratd este prezentata si in Tabelul
7.2. La fel ca nainte, suprafata era alcatuita dintr-o singura masa omogena de aur, impreuna cu
cantitdti mici de contaminanti; cu toate acestea, prezenta zincului, precum si cresterea detectata a

atomilor de carbon, confirma depunerea cu succes a solutiei de ZnPPIX.
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Full scale counts: 27249
Integral Counts: 1919469
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Figura 7.4. Harta EDS (a) si spectrele (b) ale suprafetei de nanoAu modificate cu
ZnPPIX.

Tabelul 7.2. Compozitia chimica a suprafetei de nanoAu dupa modificarea acesteia cu

ZnPPIX.
Element Tipul liniei Greutate (%) | Atom (%) Greutate
normata (%)

C K 491 41,66 491

) K 0,99 6,29 0,99

Al K 0,63 2,38 0,63

Zn L 1,20 1,88 1,20

Au M 92,27 47,79 92,27

7.5. Caracteristicile de raspuns ale senzorului stochastic 2D, serigrafiat, atunci cind este

utilizat pentru determinarea estradiolului

Semnatura E2 a fost de 0,5 s. Senzorul poate fi utilizat intr-un interval larg de concentratii de lucru,
de la 5x107'® pana la 5x102 g mL"!, cu o sensibilitate de 3.01x10® s'g’'mL, si o limitd de
determinare (care, conform liniilor directoare [IUPAC, reprezintd cea mai micd concentratie din

intervalul de concentratii de lucru) de 5x10°'® g mL-'. Ecuatia de calibrare a fost:
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1/ton = 0.50(£0.03) + 3.01(x0.02)x108Cg2, cu o valoare r de 0,9998, in urma efectudrii a 10

masurdtori. Valoarea ton a fost cititd in s, iar concentratia, Cgz in g mL™!.

Selectivitatea senzorului propus a fost determinatd in comparatie cu alti ioni/compusi posibili
prezenti in probele de ndmol si in probele de apa asociate, precum: Fe3*, Ca?", Mg?*, acid humic,
acid fulvic. Deoarece criteriul de selectivitate pentru senzorii stocastici este o diferenta de 0,2 s
intre semndtura E3 si semnatura inregistratd pentru posibilele interferente, au fost analizate
semndturile Fe**, Ca?*, Mg?", acidului humic, acidului fulvic, estriolului si etinilestradiolului

(Tabelul 7.3).

Tabelul 7.3. Semnaturi obtinute pentru estradiol si posibile interferente.

Analit Semnatura (s)
Estradiol 0,5
Fe’* 0,9
Ca?* 1,3
Mg?>* 1,1
Acid humic 2.3
Acid fulvic 1,7
Estriol 2,7
Etinilestradiol 3,2

Rezultatele obtinute pentru semnaturile Fe3*, Ca?*, Mg?*, acid humic, acid fulvic, estriol si

etinilestradiol au demonstrat ca senzorul stocastic 2D, serigrafiat, propus este selectiv.

Prin compararea acestor rezultate cu cele obtinute folosind alti senzori electrochimici si optici
propusi anterior pentru determinarea E2 [88,94-96], s-a inregistrat o limitd inferioara de
determinare mai micd atunci cand s-a utilizat senzorul stocastic 2D, imprimat serigrafic; de

asemenea, intervalul de concentratie de lucru a fost mai larg, iar sensibilitatea masuratorilor mai
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mare. S-a Inregistrat o selectivitate mai mare prin utilizarea senzorului stocastic 2D imprimat

serigrafic.

7.5.1. Determinarea estradiolului in probe de apa de suprafata si in probele de namol

asociate

Au fost utilizate probele de ndmol si apd prelevate direct din lacul Techirghiol si din Marea Moarta.
Masurdtorile au fost efectuate la fata locului, in lacul Techirghiol si in Marea Moartd. Au fost

inregistrate diagramele (Figura 7.4) si s-au efectuat citirile valorilor tofrpentru a identifica E2.
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Figura 7.4. Diagrame obtinute la utilizarea senzorului stochastic 2D, serigrafiat, pentru analiza

a) probelor de apa b) a probelor de namol.

Rezultatele obtinute cu ajutorul senzorului stocastic 2D de unica folosinta, imprimat

serigrafic, pentru determinarea E2 in apa si ndmolul din Techirghiol si in ndmolul din Marea

Moarta au fost comparate cu cele obtinute folosind un kit ELISA (Tabelul 7.4).

Tabelul 7.4. Determinarea estradiolului in probele de namol si apa (N=10).

Estradiol
Proba - — .
Senzor stochastic 2D de unica Kit ELISA
folosinta, imprimat serigrafic
Apa din lacul Techirghiol* 2,51+0,01 2,00 £ 0,50
Namol din lacul Techirghiol** 3,11+0,02 3,00+0,20
Namol din Marea Moarta** 2,25+0,03 2,10+0,25

*ng/mL; **ng E2/g namol

Recuperarea E2 din probele de ndmol si din probele de apa asociate a fost realizata ca o a doua
etapd de validare. S-au adaugat cantitati cunoscute diferite de E2 la 10 probe de namol si la 10
probe de apa, iar determindrile concentratiilor inainte si dupa addugarea acidului humic au fost
efectuate.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 7.5.

Tabelul 7.5. Recuperarea estradiolului din probele de namol si apa (N=10).

Proba %, Recuperare, Estradiol
Apa din lacul Techirghiol 99,98 £ 0,02
Néamol din lacul Techirghiol 99,95 + 0,02
Namol din Marea Moarta 99,02 + 0,05
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Rezultatele prezentate in Tabelul 7.5 au demonstrat ca E2 a fost recuperat cu valori apropiate de
100,00% si cu abateri standard relative mai mici de 0,10%.

Atat prima, cat si a doua etapd de validare au demonstrat ca senzorul stocastic 2D de unica
folosinta, realizat prin serigrafie, poate fi utilizat in mod fiabil pentru determinarea E2 in probele
de namol si in probele de apa asociate.

Senzorul stocastic 2D, realizat prin serigrafie, a fost proiectat, caracterizat si validat pentru
determinarea estradiolului in probe de ndmol prelevate din Lacul Techirghiol si din Marea Moarta,

precum si din apa lacului Techirghiol.
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Concluzii

Concluzii generale

Pentru determinarea substantelor poluante, precum metalele grele din apa si namol, inainte

de utilizarea acestora in orice scop terapeutic, precum si pentru determinarea citorva compusi
activi cu actiune terapeutica, cum ar fi acidul humic, estradiolul si acidul fulvic, au fost propusi
senzori electrochimici si stocastici ultrasensibili.
De asemenea, a fost dezvoltatd o metoda de screening a apei si a namolului pentru identificarea
poluantilor organici persistenti, in vederea stabilirii prezentei acestora in probele de analizat. Toate
instrumentele si metodele au fost caracterizate si validate folosind probe reale colectate din Lacul
Techirghiol si din Marea Moarta.

Senzorii stocastici au fost utilizati in mod fiabil pentru testul de screening la fata locului al
ndmolului sapropelic, in scopul evaluarii gradului de contaminare a acestuia cu Cd si Pb.
Caracteristicile de raspuns nu se modificd semnificativ atunci cand calibrarea se efectueaza
folosind solutii standard si namol sapropelic. Principalele avantaje ale senzorilor stocastici sunt
analiza la fata locului a Cd si Pb din namolul sapropelic si faptul ca nu este necesara prelucrarea
probelor, precum si posibilitatea de a determina cu acuratete Cd si Pb la concentratii extrem de
mici in ndmol, ajutand autoritatile competente sa evalueze daca namolul sapropelic este contaminat
sau nu si dacd poate fi utilizat in sigurantd pentru proceduri cosmetice si terapeutice.

S-a efectuat o analiza de screening a poluantilor organici persistenti (bisfenoli policlorurati si
pesticide organoclorurate) din apa si ndmolul lacului Techirghiol, utilizdnd cromatografia de gaze
cu un detector cu captura de electroni, pentru a determina o posibild contaminare a apei lacului si

a namolului cu poluanti organici persistenti. Rezultatele trebuie sa atragd atentia autoritatilor
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asupra prezentei acestor contaminanti, deoarece acestia pot influenta sandtatea populatiei care
utilizeaza aceste reusrse naturale in scopuri terapeutice. Prin urmare, trebuie efectuat un control
periodic al calitatii apei si a namolului din Lacul Techirghiol , utilizdnd un astfel de test de
screening, pentru a evita acumularea de contaminanti Tnainte de utilizarea apei si a ndmolului in
scopuri terapeutice. De asemenea, trebuie efectuate determindri suplimentare folosind GC-MS
pentru a confirma prezenta pesticidelor.

Au fost utilizati senzori stocastici si electrochimici pentru determinarea acidului humic in
probele de namol prelevate din Lacul Techirghiol si din Marea Moarta, precum si din apa Lacului
Techirghiol. Senzorii s-au dovedit a fi extrem de fiabili pentru determinarea acidului humic in
probele mentionate. Datoritda portabilitatii instrumentelor, acestea pot fi utilizate pentru
determinarea concentratiei de acid humic din ndmolul si apa marii si a lacurilor, in scopul evaluarii

calitatii acestora si al stabilirii dacad sunt adecvate pentru tratamentele prescrise de medici.

Un senzor stochastic a fost utilizat pentru determinarea acidului fulvic in namolul
sapropelic provenit din Marea Moartd, din Lacul Techirghiol si din apa din Lacul Techirghiol.
Caracteristicile de raspuns nu se modificd semnificativ atunci cand calibrarea se efectueaza in
diferite solutii (solutii standard, namol, apad din Lacul Techirghiol), ceea ce demonstreaza ca
matricea nu influenteaza determindrile.

Principala caracteristicd a senzorului stocastic propus este utilizarea sa ca instrument ultrasensibil
pentru screeningul la fata locului al ndmolului sapropelic din Marea Moartd si din Lacul
Techirghiol, precum si al apei din Lacul Techirghiol, in vederea determinarii in timp real a
concentratiei de acid fulvic; acest lucru va ajuta autoritatile competente sa afle dacd namolul

sapropelic si apa prezintd caracteristicile necesare pentru utilizarea in scopuri terapeutice. In plus,
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avand in vedere posibilitatea utilizarii senzorului stocastic pentru analiza mai multor analiti,
Senzorul poate fi calibrat pentru mai multe substante de interes terapeutic prezente in namol si apa
facand posibil un control complet al calitatii.

De asemenea, a fost proiectat, caracterizat si validat un senzor stocastic 2D de unica folosinta,
realizat prin serigrafie, pentru determinarea estradiolului in probe de namol prelevate din Lacul
Techirghiol si din Marea Moarta, precum si din apa Lacului Techirghiol. Instrumentul utilizat
pentru toate mdsuratorile, precum si smartphone-ul, au permis determinarea la fata locului a
estradiolului in probele de ndmol si in probele de apd asociate. Prin urmare, caracteristicile sale
constau in utilizarea pentru determinarea estradiolului in ndmol si in apele marii/lacurilor, cu
scopul de a stabili continutul de estradiol si de a preveni utilizarea namolului si a apei din

lacuri/mari in cazul in care efectele terapeutice ar putea afecta sdnatatea populatiei.
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Contributii originale

Metodele moderne de utilizare a senzorilor stocastici 2D combinate pentru analiza simultana
la fata locului, in timp real, a ionilor Cd(II) si Pb(II), comparativ cu alti senzori bazati pe materialul
grafen, constau in principiul de recunoastere a celor doud metale (modul stocastic, care permite
recunoasterea si cuantificarea moleculara precisd), precum si in designul sau , electrodul de lucru,
a fost proiectat prin imobilizarea grafenului pe matase (folosind tehnica plasmei reci), si modificat
cu a-ciclodextrind, fiind insotit de un electrod de referinta (Ag/AgCl) si de un electrod auxiliar (fir
de carbon). Grafenul a fost modificat cu a-ciclodextrina (a-CD), deoarece a-CD dispune de canalul
necesar pentru determinarile stocastice. Grafenul are rolul de matrice pentru electrodul de lucru
proiectat pe banda de detectare si poate mentine canalul a-ciclodextrinei intr-o stare optima.

Pentru determinarea acidului humic in probele de ndmol sapropelic a fost propus un senzor
stocastic. Noutatea constd in proiectarea senzorului stocastic 2D utilizat pentru determinarea
acidului humic in namol, precum si in electroanaliza acidului humic din probele de ndmol prelevate
din lacul Techirghiol si din Marea Moartd, precum si din apa prelevatd din Lacul Techirghiol. S-a
utilizat o solutie de heptakis (2,3,6-tri-O-metil)-beta-ciclodextrind (X! “'mol ') pentru a modifica
suprafata unui electrod serigrafiat, a carui suprafata activa a fost acoperita cu nanotuburi de carbon
cu perete unic (SWCNT). Utilizarea ciclodextrinei a facilitat formarea unor canale foarte stabile,
necesare pentru masuratorile stocastice.

Noutatea senzorului electrochimic de unicd folosinta utilizat pentru determinarea acidului
humic consta in designul sdu, care foloseste nanotuburi de carbon cu perete unic modificate cu o
noud ciclodextrind: heptakis (2,3,6-tri-O-metil)-beta-ciclodextrind, care a sporit sensibilitatea

masurétorilor, aducand limita de detectare pentru determinarea acidului humic la fg ™",
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Un avantaj al senzorului stocastic conceput pentru namolul sapropelic consta in designul sau:
senzorul se bazeaza pe o pasta de oxid de grafen redus, decorata cu nanoparticule de aur si paladiu
s1 modificatd cu chinina, pentru determinarea ultrasensibild, rapida si la fata locului a acidului
fulvic in ndmolul sapropelic si in apa din Lacul Techirghiol. Utilizarea sa a facilitat controlul
calitdtii in timp real al namolului si al apei; avand in vedere ca rezultatele pot fi transmise imediat
catre o baza de date specializata folosind smartphone-ul implicat in achizitia si prelucrarea datelor,
se poate obtine o hartd a concentratiei acestuia, facand posibila luarea imediata a deciziilor cu
privire la posibilitatea utilizarii apei si a ndmolului in scopuri terapeutice sau la prelevarea acestora
pentru extragerea acidului fulvic in laboratoare specializate.

De asemenea, pentru determinarea estradiolului in namolul sapropelic si in probele asociate ,
noutatea este legata de constructia senzorului stochastic 2D de unica folosinta, care se bazeaza pe
depunerea de nanoparticule de aur pe un material ceramic, urmata de modificarea acestuia cu o
solutie contindnd Zn(II)protoporfirina IX (ZnPPIX). Rolul ZnPPIX a fost acela de a asigura nano-
canalele necesare pentru obtinerea semnalului stocastic, intrucat moleculele de ZnPPIX formeaza
agregate moleculare care prezinta nanocanale.

Perspective viitoare
Noile dispozitive dezvoltate in cadrul acestei teze au fost validate pentru determinarea a
doud metale grele, a poluantilor organici persistenti si a trei substante active foarte importante:
acidul fulvic, acidul humic si estradiolul. In primul rand, aplicarea lor in analiza la fata locului va
aduce beneficii in domeniul terapeutic, deoarece acestea vor permite identificarea in timp real a
faptului dacd ndmolul si apa sunt conforme si daca prezintd concentratiile necesare de acid fulvic,

acid humic si estradiol pentru a imprima actiunea terapeutica urmarita.
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Extinderea masuratorilor cu ajutorul senzorilor de detectare pentru mai multe metale grele
va facilita realizarea unei harti in timp real privind calitatea ndmolului si a apei. De asemenea, este
absolut necesara dezvoltarea unor senzori de detectare si pentru poluantii organici persistenti. Este
necesard extinderea listei la alte substante de importanta terapeutica, iar acest lucru se va realiza

in continuare folosind conceptul benzilor de detectare pentru proiectarea senzorilor stocastici.
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