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Rezumat

Prezenta teza investigheaza strategii de transformare a deseurilor provenite
din carapace de crustacee Imbatranite in pulberi functionale pe baza de
carbonati si evalueaza proprietdtile acestora fizico-chimice, structurale si
functionale, utilizdnd spectroscopia Raman si spectroscopia Raman
amplificata de suprafatd (Surface-Enhanced Raman Scattering — SERS) ca

principale instrumente analitice, completate de metode suplimentare precum
IR, SEM-EDX, XRD si DLS.

In cadrul acestei cercetari au fost investigate atat materiale biogene, cat si
medii acvatice. Lucrarea imbina caracterizarea biomaterialelor cu detectarea si
monitorizarea biomoleculelor poluante, precum antibioticele, colorantii si
pesticidele. Apele sunt monitorizate prin metode fizico-chimice, biologice,
instrumente tehnologice avansate, retele de monitorizare si alte abordari
complementare. De asemenea, SERS este prezentatd ca o metoda sensibild
pentru detectarea, monitorizarea si evaluarea adsorbtiei poluantilor din apele
uzate, precum si pentru caracterizarea apelor lacurilor hipersaline. Cercetarea
se concentreaza asupra materialelor biogene pe baza de carbonat de calciu
derivate din carapace de crustacee, valorificate ca resurse sustenabile si
multifunctionale in cadrul conceptului de economie circulara. Aproximativ 18
milioane de tone de deseuri provenite din carapace sunt generate anual la
nivel mondial, corespunzand unui volum de aproape 12 milioane de metri
cubi de material, suficient pentru a forma o masa comparabild ca suprafata cu
Lacul Tarnita din Romania, acoperit de un strat de carapace cu grosimea de 5-
6 metri.

Primul capitol prezinta fundamentele stiintifice ale cercetdrii, evidentiind
contaminarea apelor cu antibiotice, coloranti sintetici si metale grele. Datorita
persistentei si toxicitatii acestor compusi in mediul inconjurator, sunt necesare
metode analitice rapide si sensibile. Sunt prezentate si descrise atat tehnicile
spectroscopice, cat si alte metode relevante, subliniindu-se necesitatea
utilizarii lor in cadrul acestui studiu. Raman si SERS sunt identificate ca
tehnici eficiente datorita specificitdtii lor moleculare si capacitdtii de detectie la
nivel de urme. Aceasta sectiune exploreaza eficienta carbonatilor biogeni in
captarea contaminantilor din apa, utilizand SERS pentru caracterizarea
mecanismelor de adsorbtie la nivel molecular si pentru evaluarea
potentialului materialului in tratarea apelor uzate industriale.

Capitolul al doilea descrie aplicarea tehnicii SERS in monitorizarea apelor de
mediu. Un program de monitorizare desfasurat lunar, pe parcursul unui an,
asupra a doua lacuri hipersaline a evaluat parametri fizico-chimici (pH,
conductivitate electrica si salinitate) si i-a corelat cu datele spectrale Raman si
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SERS. Acest studiu, primul care utilizeaza SERS pentru monitorizarea de
mediu pe termen lung, a fost publicat in doud articole stiintifice (Biosensors),
acoperind atat sezonul rece, cat si sezonul cald turistic, acesta din urma
evidentiind impactul activitatilor antropice asupra proprietatilor apei.

Capitolul al treilea se concentreaza asupra prepararii si caracterizdrii
pulberilor biogene fine si asupra conversiei acestora In minerale fosfatice.
Acesta oferda o caracterizare complexa a carbonatului biogen, detaliind
proprietatile sale structurale, fizico-chimice si morfologice printr-o abordare
multi-analitica ce utilizeaza tehnicile Raman, IR, DLS, SEM-EDX si XRD. De
asemenea, capitolul investigheaza transformarea chimica a calcitului biogen
imbdtranit In minerale fosfatice, prezentand mecanismele de inlocuire
minerald si modificdrile rezultate la nivelul proprietatilor structurale si de
suprafata ale materialului.

Capitolul al patrulea dezvoltd in continuare utilizarea SERS ca metoda
avantajoasda pentru studiul poluantilor din apele naturale si introduce
utilizarea inovatoare a carbonatului biogen ca adsorbant. Studiile de caz au
inclus albastru de metilen, violet de cristal, doxiciclind hiclat si pesticidul
comercial pe baza de cupru Champ 77. Pulberile biogene obtinute prin
madcinare cu bile in conditii calibrate s-au dovedit adsorbanti eficienti pentru
acesti contaminanti. Un alt adsorbant biogen investigat a fost membrana
epidermicd de ceapa, utilizatda cu succes ca suport adsorbant biogen, iar
spectroscopia Raman a fost folositd pentru monitorizarea procesului de
adsorbtie a poluantilor.

In ansambluy, teza demonstreaza ci materialele biogene de origine marind pot
fi reutilizate In mod sustenabil ca resurse multifunctionale, avand rol de
adsorbanti pentru procese de remediere a mediului. Prin integrarea cercetarii
spectroscopice fundamentale cu aplicatii in conditii reale de mediu, lucrarea
aduce contributii originale In domeniul reutilizarii materialelor biogene,
captdrii poluantilor, protectiei resurselor de apa si dezvoltdrii strategiilor
specifice bioeconomiei circulare.
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Introducere
Cererea tot mai mare de productie industriald, urbanizarea accelerata si
intensificarea agriculturii din ultimul secol au generat provocdri majore pentru
sustenabilitatea mediului. Una dintre cele mai presante probleme este prezenta tot
mai accentuatd a poluantilor in sistemele acvatice, de la coloranti si metale grele pana
la reziduuri farmaceutice, precum antibioticele [1-3]. Acesti compusi sunt adesea
foarte persistenti, rezistenti la degradarea naturald si capabili sa se bioacumuleze in
organisme, reprezentand astfel riscuri semnificative pentru ecosisteme si sandtatea
umana [4-6]. In special, antibiotice precum doxiciclina si coloranti industriali precum
albastrul de metilen si violetul de cristal au fost detectati in mod repetat in apele de
suprafatd, sedimente si efluenti de ape uzate [7-10]. Acumularea acestor
contaminanti impune dezvoltarea unor strategii eficiente si rentabile pentru

detectarea, monitorizarea si eliminarea lor.

In acelasi timp, industria mondialad a produselor marine genereaza anual cantitati
uriase de deseuri biogene, in special sub forma de carapace de crustacee (crabi,
creveti si homari). Se estimeaza cd milioane de tone de astfel de deseuri sunt produse
anual, o mare parte dintre acestea fiind eliminate in depozite de deseuri sau in zone
costiere, generand presiuni suplimentare asupra mediului [11,12]. Cu toate acestea,
aceste asa-numite ,deseuri” reprezintd, de fapt, o resursa regenerabilda bogata in
carbonat de calciu (CaCOs), chitind, proteine si pigmenti carotenoidici, precum
astaxantina [13-15]. Aceste caracteristici unice transforma carapacele de crustacee in
materii prime atractive in cadrul bioeconomiei albastre, oferind oportunitati de
valorificare sub forma de carbonati biogeni functionali si alte produse cu valoare

addugata [16,17].
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Carbonatii biogeni derivati din carapace se regdsesc, de regula, sub diferite forme
polimorfe, inclusiv calcit, aragonit, vaterit si carbonat de calciu amorf (ACC) [18-20].
Microstructura lor ierarhicd si porozitatea conferd proprietati remarcabile de
adsorbtie, in timp ce componentele organice incorporate contribuie la bioactivitate si
la complexitatea chimica a materialului [21]. Ca urmare, pulberile obtinute din
carapace au fost propuse pentru aplicatii diverse, de la inginerie biomedicala si
sisteme de eliberare controlatd a medicamentelor pana la cataliza si remedierea
mediului [22-24]. Totusi, pentru valorificarea eficientd a acestor proprietati, este
esentiala Intelegerea modului in care procesdrile mecanice si chimice influenteaza
matricea mineral-organica. De exemplu, tehnici precum madcinarea cu bile pot creste
suprafata specifica si reactivitatea materialului, dar pot induce si amorfizare sau

tranzitii partiale de faza [25-27].

Un obiectiv central al acestei teze este explorarea transformarii deseurilor provenite
din carapace de crustacee Imbdtranite in pulberi functionale, cu accent pe
proprietatile lor fizico-chimice si pe interactiunea acestora cu poluantii din sistemele
acvatice. O atentie deosebitd este acordata caracterizarii spectroscopice, in special
prin spectroscopia Raman si spectroscopia Raman amplificata de suprafatd (SERS).
Spectroscopia Raman, bazata pe imprastierea inelasticd a luminii, reprezinta un
instrument puternic pentru investigarea modurilor vibrationale ale moleculelor,
oferind informatii detaliate atat despre fazele organice, cat si despre cele anorganice
[28-30]. In cazul carbonatilor biogeni, tehnica Raman permite identificarea benzilor
caracteristice calcitului si aragonitului, precum si a semnalelor provenite de la chitina
si carotenoizi [31,32]. Un avantaj important al spectroscopiei Raman este caracterul
sdau nedistructiv si necesitatea minima de pregatire a probelor, ceea ce o face deosebit
de potrivita pentru studiul materialelor naturale complexe [33]. In cercetirile de
mediu, SERS a fost aplicata pentru detectarea colorantilor, antibioticelor, pesticidelor
si metalelor grele, cu sensibilitate si selectivitate ridicate [34-36]. Astfel, combinarea

carbonatilor biogeni cu SERS ofera o strategie dubld promitatoare: materialele
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functioneaza ca adsorbanti pentru poluanti, iar SERS furnizeaza o platforma
performantd de detectie pentru monitorizarea interactiunilor si a eficientei proceselor

de eliminare.

Carapacele de crustacee imbatranite in conditii naturale au fost supuse unor
proceduri controlate de madcinare, obtinandu-se pulberi cu dimensiuni ale
particulelor si grade de cristalinitate diferite. Acestea au fost caracterizate printr-o
combinatie de tehnici: difractia de raze X (XRD) pentru evaluarea fazelor
cristalografice, spectroscopia in infrarosu cu transformatd Fourier (FT-IR) pentru
analiza grupdrilor functionale, imprastierea dinamica a luminii (DLS) pentru
determinarea distributiei dimensiunii particulelor si microscopia electronica de
baleiaj cu analiza prin spectroscopie de raze X cu dispersie de energie (SEM-EDX)

pentru investigarea morfologiei si compozitiei elementare.

Poluantii selectati ca studii de caz in aceasta teza reprezinta trei categorii importante:
(i) antibioticele (doxiciclind hiclat), utilizate pe scara larga in medicina veterinara si
umana si persistente in apele uzate [37,38]; (ii) colorantii (albastru de metilen si violet
de cristal), compusi sintetici utilizati In industria textild, a hartiei si in diagnosticarea
medicald, frecvent intalniti in efluentii industriali [39,40]; si (iii) fungicidele pe baza
de cupru, precum Champ 77, investigate datorita continutului lor de metale grele si
relevantei pentru mediu [41]. Prin focalizarea asupra acestor poluanti, studiul
abordeaza atat contaminanti farmaceutici, cat si industriali, reflectand scenarii reale

de poluare a apelor.

Prin integrarea caracterizarii fundamentale cu testarea aplicata iIn domeniul
mediului, aceastd cercetare contribuie atat la stiinta materialelor, cat si la ingineria
mediului. Ea demonstreaza modul in care resursele naturale considerate deseuri pot
fi transformate in materiale functionale si cum tehnicile spectroscopice avansate pot
aprofunda intelegerea proprietatilor si interactiunilor acestora. In acest fel, teza

sprijind eforturile globale de promovare a reutilizarii sustenabile a deseurilor
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biogene, dezvoltarea tehnologiilor ecologice de remediere si avansarea conceptului

de bioeconomie albastra.
Scopul si obiectivele tezei

Cererea crescanda pentru materiale sustenabile a determinat un interes sporit pentru
reutilizarea resurselor biogene marine. Carapacele de crustacee, un produs secundar
major al industriei produselor marine, reprezintd o sursa abundentd, dar insuficient
valorificatd, de biominerale, macromolecule organice si pigmenti. Aproximativ 18
milioane de tone sunt eliminate anual, generand presiuni asupra mediului si
ignorandu-se potentialul lor pentru aplicatii cu valoare addugata in remedierea

mediului, biomedicina si stiinta materialelor [42,43].

Prezenta teza investigheaza strategii de transformare a deseurilor provenite din
carapace de crustacee Imbdtranite In pulberi functionale pe baza de carbonati si
evalueaza proprietatile lor fizico-chimice, structurale si functionale, utilizand
spectroscopia Raman si spectroscopia Raman amplificatd de suprafatd (SERS) ca
instrumente analitice principale. Un obiectiv major este determinarea modului in
care macinarea calibrata cu bile si tratamentele ulterioare influenteaza cristalinitatea,
integritatea structurald si conservarea componentelor organice, permitand
reutilizarea acestor materiale ca sorbanti sustenabili cu cost redus si ca precursori
pentru sisteme functionale avansate. Spectroscopia Raman este evidentiata datorita
caracterului sdu nedistructiv si sensibilitatii fatd de componentele minerale si
organice, In timp ce SERS imbunatdteste detectarea la nivel de urme si monitorizarea

in timp real a proceselor de adsorbtie.

Testarile functionale efectuate in sisteme model de ape uzate continand albastru de
metilen, violet de cristal, doxiciclina hiclat si fungicide pe baza de cupru au permis
evaluarea eficientei adsorbtiei, a interactiunilor poluant-pulbere si a mecanismelor
de eliminare in conditii apropiate de cele reale [44—46]. Monitorizarea bazata pe SERS

ofera informatii mecanistice privind dinamica poluantilor si demonstreaza modul in
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care instrumentele spectroscopice pot ghida strategiile de remediere.

Dincolo de aplicatiile de mediu, teza exploreaza si implicatiile biomedicale ale
acestor materiale. Conservarea carotenoizilor si a componentelor matricei organice
sugereazd un potential pentru dezvoltarea biomaterialelor imbogatite cu
antioxidanti, in timp ce conversia carbonatilor biogeni in faze de fosfat de calciu,
precum brushitul si hidroxiapatita, evidentiazd adecvarea acestora pentru

substituenti ososi si platforme de administrare a medicamentelor [47,48].

In ansamblu, teza contribuie la dezvoltarea bioeconomiei albastre si la principiile
sustenabilitatii circulare prin transformarea deseurilor biogene marine in materiale
functionale. Prin integrarea analizei structurale, a remedierei mediului si a explorarii
biomedicale, aceasta ofera un cadru multidisciplinar pentru valorificarea
carbonatilor biogeni si pentru dezvoltarea tehnologiilor sustenabile dedicate
purificarii apei si aplicatiilor farmaceutice.

Perspective si aplicatii viitoare

Aceasta cercetare deschide mai multe directii pentru dezvoltari viitoare:

(o) Tratarea apelor: utilizarea carbonatului biogen macinat cu bile ca adsorbant
eficient din punct de vedere economic pentru indepartarea colorantilor,

antibioticelor si metalelor grele din apele uzate.

(o) Aplicatii biomedicale: dezvoltarea de sisteme pentru administrarea controlata
a medicamentelor si de materiale pentru grefe osoase pe baza fosfatilor de calciu
obtinuti prin conversia carbonatilor biogeni.

(0] Economie circulara: transformarea deseurilor provenite din industria
alimentara in produse cu valoare adaugata ridicata, in concordanta cu obiectivele
dezvoltarii sustenabile.

() Monitorizare spectroscopica: aplicarea spectroscopiei Raman si a
spectroscopiei Raman amplificate de suprafata (SERS) ca tehnici portabile, in timp

real, pentru monitorizarea mediului si analiza materialelor.
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Structura tezei

Prezenta tezd de doctorat dezvolta metode avansate bazate pe spectroscopia Raman si
spectroscopia Raman amplificata de suprafatd (SERS) pentru valorificarea materialelor
biogene de origine acvaticd ca adsorbanti eficienti pentru poluantii din apa. Materialele
pe baza de carbonat de calciu derivate din carapace de crustacee sunt investigate ca
resurse sustenabile 1n cadrul economiei circulare, imbinand caracterizarea structurala cu
strategiile de detectare si remediere a poluantilor.

Capitolul I prezinta fundamentele stiintifice privind contaminarea apelor cu poluanti
persistenti, precum antibioticele, colorantii sintetici si metalele grele. Spectroscopia
Raman si SERS sunt introduse ca tehnici analitice rapide si sensibile pentru detectia la
nivel de urme. Aceasta sectiune exploreaza eficienta carbonatilor biogeni in captarea
contaminantilor din ap4, utilizand SERS pentru caracterizarea mecanismelor de adsorbtie
la nivel molecular si pentru evaluarea potentialului materialului in tratarea apelor uzate
industriale.

Capitolul II descrie un program de monitorizare desfasurat pe parcursul unui an, bazat
pe tehnica SERS, aplicat asupra a doua lacuri hipersaline. Parametrii fizico-chimici (pH,
conductivitate electrica si salinitate) au fost corelati cu datele spectrale Raman si SERS
pentru evaluarea influentelor sezoniere si antropice. Studiul, publicat in doua articole din
revista *Biosensors*, demonstreaza fezabilitatea monitorizarii de mediu pe termen lung
utilizand SERS. Contributia mea s-a concentrat asupra colectdrii si analizei datelor.
Capitolul IIT se concentreaza asupra prepararii si caracterizarii pulberilor biogene
obtinute prin mdcinare calibrata cu bile si asupra functionalizarii acestora cu
nanoparticule de argint. Materialele au pastrat structura cristalind si pigmentii naturali,
prezentand in acelasi timp o suprafata specifica si o capacitate de adsorbtie crescute.
Integrarea lor cu nanoparticule metalice a permis dezvoltarea unor substraturi active
SERS pentru detectarea poluantilor la nivel de urme.

Capitolul IV investigheaza aplicarea acestor materiale in procesele de remediere a
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poluantilor. Studiile de caz includ albastru de metilen, violet de cristal, doxiciclina hiclat
si pesticidul pe bazd de cupru Champ 77. Pulberile biogene obtinute prin macinare cu
bile au demonstrat o capacitate eficienta de adsorbtie, in timp ce analiza SERS a oferit
informatii mecanistice privind interactiunile dintre poluanti si carbonat, precum si
asupra formarii , hot spot”-urilor plasmonice induse de cupru.

In ansamblu, teza demonstreazi ci deseurile biogene marine pot fi transformate in
materiale multifunctionale pentru remedierea mediului si pentru potentiale aplicatii
biomedicale sau veterinare, contribuind la gestionarea sustenabila a resurselor de apa si

la dezvoltarea bioeconomiei albastre.
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1. Materiale biogene si tehnici de caracterizare

1.1.1 Proprietatile fundamentale ale pulberilor biogene

Pulberile biogene sunt materiale naturale derivate din structuri biologice formate
prin biomineralizare sau prin asamblarea biopolimerilor, incluzand carapace, oase,
corali, frustule de diatomee, coji de ou si exoschelete de crustacee. In urma proceselor
naturale de alterare sau a prelucrarilor mecanice, precum madcinarea si mdcinarea cu
bile, aceste materiale sunt transformate in forme particulare fine, pastrandu-si in
acelasi timp caracterul hibrid organic—anorganic. Aceastd compozitie duala le
diferentiaza de mineralele exclusiv geologice si de compozitele sintetice si sta la baza
importantei lor tot mai mari iIn domenii precum remedierea mediului, stiinta
materialelor si aplicatiile biomedicale [49,50].

‘
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Figure 1.1.1 Spectre Raman reprezentative ale particulelor de pulbere biogena care evidentiaza
exclusiv pigmenti, exclusiv componenta minerala si prezenta simultand a componentei
minerale si a pigmentilor. Calcitul este identificat prin benzile sale caracteristice la 1084 cm™
(vibratia de intindere simetrica a gruparii COs>"), 712 cm™ (vibratia de deformare a gruparii
CO3?) si 280 cm™ (vibratii de retea cristalina). Benzile Raman caracteristice astaxantinei au fost
observate la 1512-1517 cm™ (vibratia de intindere C=C), 1154-1157 cm™! (vibratia de intindere

C-C) si 1004-1006 cm™ (gruparea CHs) [50].

Importanta pulberilor biogene deriva atat din caracterul lor sustenabil, cat si din
caracteristicile structurale mostenite de la materialele biologice din care provin. Chiar
si dupd pulverizare, aceste pulberi pot pastra polimorfi minerali componente
organice reziduale si motive structurale caracteristice proceselor de biomineralizare
[51]. Figura 1.1.1 prezinta spectre Raman reprezentative colectate de la diferite
particule ale pulberii biogene.

Materialele de origine marind, precum cochiliile de moluste, scheletele coralilor si
exoscheletele crustaceelor, se numdra printre cele mai studiate materiale biogene.
Acestea sunt, in general, bazate pe carbonat de calciu, fiind dominate de calcit si/sau
aragonit [52]. Performanta functionala a pulberilor biogene depinde in mare masura
de proprietatile lor fizice, in special de dimensiunea particulelor, morfologie,
suprafata specifica, porozitate si cristalinitate. Dimensiunea particulelor este
influentata atat de structura biologica initiald, cat si de metoda de procesare.
Materialele fragmentate natural pot avea dimensiuni cuprinse intre micrometri si
milimetri, In timp ce macinarea mecanica poate reduce particulele la dimensiuni
submicrometrice sau nanometrice [54]. Mdcinarea prelungita cu bile conduce, in
general, la reducerea dimensiunii cristalitelor, cresterea suprafetei specifice si sporirea
densitatii defectelor structurale. Aceste modificari favorizeaza o reactivitate chimica

mai ridicata si viteze mai mari de dizolvare, imbunatatind capacitatea de adsorbtie si



adecvarea materialului pentru obtinerea de compozite [55].

In ansamblu, proprietitile fizice combinate — dimensiunea particulelor, morfologia,
porozitatea, cristalinitatea, culoarea, densitatea, raspunsul optic si comportamentul
termic — definesc potentialul functional al pulberilor biogene. Acesti parametri
influenteazd interactiunile cu mediul, adaptabilitatea la diferite procese de prelucrare
si adecvarea pentru aplicatii de remediere a mediului, dezvoltarea de materiale
compozite si utilizari biomedicale.

Din perspectiva chimicd, pulberile biogene reprezinta sisteme intrinsec complexe.
Fazele lor minerale (carbonat de calciu, fosfat de calciu sau silice) coexista cu
macromolecule organice precum proteine, polizaharide, lipide si pigmenti. Elemente
in urme, inclusiv magneziul si strontiul, pot fi incorporate in reteaua cristalina,
modificand stabilitatea si solubilitatea materialului [56]. Aceasta chimie organica—
anorganicd interconectatd controleaza in ultimd instanta reactivitatea si performanta
functionald, pozitionand pulberile biogene ca materiale versatile si sustenabile la

interfata dintre biologie si stiinta materialelor.

1.1.2 Aplicarea carbonatilor biogeni in remedierea apelor uzate
monitorizata prin tehnici de spectroscopie Raman

Carbonatii biogeni derivati din cochilii, corali, coji de ou si exoschelete de crustacee
sunt biominerale naturale abundente, formate prin procese de mineralizare controlate
biologic. Atunci cand sunt procesati sub forma de pulberi, acesti materiali furnizeaza
o sursa regenerabila si cu cost redus de CaCOs reactiv, caracterizata prin porozitate
ierarhicd si functionalitate de suprafata care ii diferentiaza de analogii sintetici [57-
59]. Natura lor hibrida, mineral-organica, 1i face deosebit de potriviti pentru
remedierea apelor uzate.

Capacitatea lor de remediere este guvernata de chimia suprafetei si de reactivitatea
structurald. Gruparile carbonat si hidroxil faciliteazda schimbul ionic, atractia

electrostatica si precipitarea la suprafata, permitand adsorbtia poluantilor organici,
3



imobilizarea metalelor grele si neutralizarea efluentilor acizi. Procesul de macinare
imbunatdteste suplimentar performantele prin cresterea suprafetei specifice si a
densitatii defectelor structurale.

Spectroscopia Raman oferd un instrument nedistructiv si foarte specific pentru
caracterizarea acestor procese. Carbonatul de calciu prezinta o banda dominanta de
intindere simetrica v; in jurul valorii de 1085 cm™, impreund cu moduri vibrationale
de retea specifice polimorfilor, care permit diferentierea intre calcit, aragonit si vaterit
[60,61]. De asemenea, spectroscopia Raman detecteaza componentele organice
conservate, precum proteinele, chitina si pigmentii carotenoidici, reflectand structura
hibrida a pulberilor biogene.

In timpul interactiunii cu poluantii, spectroscopia Raman permite monitorizarea in
situ a modificarilor structurale si chimice. Deplasarea sau ldrgirea benzilor
carbonatului poate indica deformadri ale retelei cristaline sau procese de schimb ionic,
in timp ce aparitia unor noi caracteristici vibrationale evidentiaza precipitarea fazelor
secundare. Metalele grele, precum Pb?, Cd?* si Cu?, pot forma compusi metal-
carbonat detectabili prin modificdri in regiunea spectrald specifica carbonatului [62].
In mod similar, indepartarea fosfatilor conduce la formarea unor faze de fosfat de
calciu (de exemplu, brushit sau hidroxiapatita), insotite de aparitia unor benzi Raman
in intervalul 950-1000 cm™ [63]. Adsorbtia poluantilor organici, inclusiv a colorantilor
si compusilor farmaceutici, este confirmata prin aparitia benzilor lor vibrationale
caracteristice suprapuse peste semnalele carbonatului [64,65]. Aceasta dovada
spectroscopicd directa permite diferentierea dintre adsorbtia la suprafatd si
transformarile structurale ale materialului.

Spectroscopia Raman amplificatd de suprafata (SERS) creste si mai mult sensibilitatea
prin integrarea carbonatilor biogeni cu nanoparticule plasmonice (Ag sau Au). In
astfel de sisteme, carbonatul actioneaza ca sorbant, in timp ce nanoparticulele
metalice genereaza ,hot spot”-uri electromagnetice care amplifica semnalele Raman,

permitand detectarea la nivel nanomolar si oferind informatii privind configuratiile
4



de legare moleculara [66].

Tehnicile Raman permit, de asemenea, evaluarea stabilitatii structurale si a
posibilitdtii de reutilizare a materialelor. Conditiile acide pot induce dizolvarea
carbonatului, fenomen reflectat prin scaderea intensitatii benzii vi sau prin aparitia
caracteristicilor spectrale specifice bicarbonatului [67]. Ciclurile repetate de adsorbtie—
desorbtie pot modifica cristalinitatea sau reduce intensitatea semnalelor organice,
evidentiind importanta strategiilor de regenerare a materialului [68].

In ansamblu, carbonatii biogeni reprezinti alternative sustenabile la sorbantii
conventionali. Abundenta lor, biodegradabilitatea si chimia multifunctionala a
suprafetei, combinate cu monitorizarea prin tehnicile Raman si SERS, permit
realizarea simultand a proceselor de remediere si a analizelor la nivel molecular.
Aceastd integrare sustine dezvoltarea unor strategii eficiente si adaptabile pentru
tratarea apelor uzate, bazate pe materiale regenerabile.

1.1.3 SERS pentru evidentierea adsorbtiei poluantilor din apa

Spectroscopia Raman amplificata de suprafata (Surface-Enhanced Raman Scattering —
SERS) este o metoda de inaltd sensibilitate utilizata pentru detectarea poluantilor din
apa prin amplificarea semnalelor Raman cu ajutorul nanoparticulelor plasmonice, de
reguld din argint sau aur. Adsorbtia moleculelor pe aceste substraturi conduce la
intensificarea semnalelor moleculare care, In mod normal, sunt foarte slabe,
permitand astfel confirmarea legarii poluantilor la suprafata si furnizand informatii

privind orientarea moleculara si mecanismele de interactiune.
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Carbonatii biogeni functionalizati cu nanoparticule metalice actioneaza ca sisteme cu
dubla functionalitate, combinand capacitatea de adsorbtie cu amplificarea semnalului
prin intermediul , hot spot”-urilor electromagnetice. Colorantii organici (Figura 1.3.1
(a) si (b) prezinta spectrele Raman a doi dintre acestia), pesticidele si compusii
farmaceutici prezintd benzi vibrationale caracteristice dupa adsorbtie, in timp ce
masuratorile SERS realizate in functie de timp permit evaluarea cineticii adsorbtiei, in
paralel cu analiza UV-Vis. Desi metalele grele sunt inactive Raman, imobilizarea
acestora poate fi dedusa din modificdrile spectrale indirecte asociate formarii

complecsilor metal-carbonat.

Interpretarea corecta a rezultatelor necesita experimente de control si o dispersie
uniformd a nanoparticulelor pentru a asigura reproductibilitatea masuratorilor. In
ansamblu, SERS oferd sensibilitate ridicatd, specificitate moleculard si posibilitatea
monitorizdrii In timp real, ceea ce transformd materialele biogene functionalizate
pentru SERS in platforme promitatoare pentru detectarea si monitorizarea poluantilor

din apa.



2.SERS pentru analiza apelor de mediu
2.1Studiu de caz: Lacurile hipersaline de la Cojocna — monitorizarea echilibrului

organic/anorganic prin SERS

Zona statiunii Cojocna (judetul Cluj, Romania) cuprinde doua lacuri hipersaline (L1 si
L2), formate prin prabusirea unor vechi mine de sare si umplerea acestora cu apd
subterana. Desi sunt utilizate in mod traditional pentru balneoterapie, compozitia lor
moleculara a fost putin investigata. Molndr si colaboratorii (2024) au realizat un
studiu pilot de monitorizare prin SERS in sezonul rece (noiembrie-aprilie), cu scopul
de a minimiza influenta activitatilor turistice si de a evidentia variatiile naturale ale
sistemului [69].

Probele de apa au fost colectate lunar, in triplicat, atat de la suprafata (~15 cm), cat si
de la adancimea de un metru, fiind efectuate simultan masurdtori in situ ale pH-ului
si conductivitatii electrice. Studiul a pornit de la ipoteza ca caracteristicile spectrale
SERS, in special benzile asociate pigmentilor, reflecta activitatea microbiand, in timp
ce agregarea nanoparticulelor de argint (indusa de halogenuri) oferd informatii
despre compozitia anorganica a apei. Raportul dintre intensitatea benzii Ag—Cl la 245
cm™ si intensitatea benzii (-carotenului la 1512 cm™ (Ls/lis12) a fost utilizat ca
indicator semi-cantitativ al echilibrului dintre componentele anorganice si organice

din lacuri.

2.1.1. Ce se afla in apa? Componentele principale si amprentele lor spectrale
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Figure 2.1.1.1. Valorile pH-ului si ale conductivitatii electrice, masurate in situ, pentru apele
saline din Lacul 1 si Lacul 2, la adancimea de 1 metru (A, C) si la suprafata (B, D), in perioada
lunilor de iarnd, din noiembrie 2022 pana in aprilie 2023. Barele de eroare reprezinta un
procent din valorile méasurate. In toate graficele, legenda culorilor corespunde verde pentru
Lacul 1 si albastru pentru Lacul 2, conform indicatiilor din fiecare reprezentare. Barele de
eroare reprezintd 1,94% din valoarea masurata. Figura este preluata din articolul: Molnar, C.;
Drigla, T.D.; Barbu-Tudoran, L., Bajama, I, Curean, V., Cintd Pinzaru, S. Pilot SERS
Monitoring Study of Two Natural Hypersaline Lake Waters from a Balneary Resort during

Winter-Months Period.



Monitorizarea din sezonul rece (noiembrie 2022 — aprilie 2023) a evidentiat diferente
tizico-chimice clare intre Lacul 1 si Lacul 2 (Figura 2.1.1.1). Lacul 1 a prezentat in mod
constant valori mai ridicate ale pH-ului, indicand conditii mai alcaline, in timp ce
variatiile conductivitatii electrice au reflectat compozitii ionice distincte. Apele de
suprafata au fost usor mai variabile decat cele de la adancime, datoritd influentei
factorilor atmosferici, in timp ce straturile mai profunde au ramas relativ stabile.
Eroarea generala redusa (1,94%) confirma fiabilitatea masuratorilor (Molnar et al.,
2024). Spectrele Raman au evidentiat prezenta ionilor sulfat (979 cm™), efecte de
agregare asociate clorurilor si benzi caracteristice carbonatilor, in concordanta cu

natura hipersalind si bogatd in minerale a apelor investigate (Figura 2.1.1.2) [70].
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Figure 2.1.1.2. Spectrele SERS inregistrate din apele saline ale Lacului 1 si Lacului 2, prelevate
de la adancimea de 1 m (A) si de la suprafatd (B), pe parcursul perioadei de iarna de sase luni,

asa cum este indicat in fiecare spectru. Cu portocaliu este reprezentat, pentru comparatie,

spectrul SERS al 3-carotenului pur dizolvat in solutie de etanol, la o concentratie finala SERS
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de 0,27 pM. Figura este preluata din articolul: Molnar, C.; Drigla, T.D.; Barbu-Tudoran, L.;
Bajama, I.; Curean, V.; Cintd Pinzaru, S. Pilot SERS Monitoring Study of Two Natural
Hypersaline Lake Waters from a Balneary Resort during Winter-Months Period. Biosensors
2024, 14, 19. https://doi.org/10.3390/bios14010019, la care am contribuit partial la obtinerea si

caracterizarea spectrelor SERS ale apelor de mediu.

2.1.2 Evaluarea prin SERS a apelor hipersaline in cadrul programului de
monitorizare din sezonul estival
Rezultatele

Raman Analysis of Sulfate Analiza Raman de Sulfatii
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Figure 2.1.2.1 Spectre Raman ale apelor lacurilor, evidentiind intensitatea benzii sulfatului
la 981 cm™ in Lacul 1 (L1) si Lacul 2 (L2) pe parcursul monitorizarii din sezonul estival.

Molnar C., Maskari¢ K., Barbu-Tudoran L., Tamas T., Bajama I., Pinzaru S.C. SERS Detection
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of Environmental Variability in Balneary Salt Lakes During Tourist Season: A Pilot Study.
Biosensors (Basel). 1 octombrie 2025; 15(10):655. doi: 10.3390/bios15100655.

Spectrele SERS (Figura 2.1.2.1.) au evidentiat benzi caracteristice 3-carotenului la 1512
cm!, indicand prezenta cianobacteriilor [71,72]. Variabilitatea intensitatii acestor
benzi a reflectat activitatea sezoniera a cianobacteriilor, cu valori maxime observate in
lunile iulie si septembrie. In plus, banda Ag—Cl la 245 cm a fost utilizat ca indicator
al agregdrii nanoparticulelor induse de cloruri, fenomen influentat direct de

concentratiile ionice ale apei lacurilor [73,74].
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Figure 2.1.2.2. Spectre SERS reprezentative ale apelor din Lacul 1 (L1) si Lacul 2 (L2), evidentiind
benzile caracteristice (3-carotenului la 1512 cm™ si Ag—Cl la 245 cm™. Molnar C., Maskari¢ K.,
Barbu-Tudoran L., Tamas T., Bajama I., Pinzaru S.C. SERS Detection of Environmental Variability
in Balneary Salt Lakes During Tourist Season: A Pilot Study. Biosensors (Basel). 1 octombrie 2025;
15(10):655. doi: 10.3390/bios15100655.

Discutii
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Analizele combinate Raman si SERS au evidentiat faptul ca intensitatea semnalului
sulfatului se coreleaza puternic cu conductivitatea electricd (EC), confirmand
predominanta sulfatilor in aceste sisteme hipersaline. Lacul 2 (L2) a prezentat o
stabilitate verticald mai mare, In concordanta cu observatiile raportate pentru alte
lacuri athalasohaline bogate in sulfati. Detectarea carotenoizilor prin SERS a indicat
prezenta unor populatii active de cianobacterii, ale caror cresteri sezoniere au fost

asociate cu variatiile temperaturii si cu procesele de evaporare.

Banda Ag-Cl (245 cm™) a reflectat agregarea nanoparticulelor indusa de cloruri si
interactiunea acestora cu semnalele de origine microbiand, demonstrand
sensibilitatea tehnicii SERS atat fatda de componentele anorganice, cat si fata de cele
organice. La valori ridicate ale fortei ionice nu a fost observatd o corelatie liniard intre
salinitate si conductivitatea electrica, confirmand faptul cad aceasta din urma nu poate

fi utilizata singura ca indicator indirect al salinitatii.

Analiza comparativd a tendintelor din sezonul estival a evidentiat un comportament
sezonier similar pentru L1 si L2, insa cu diferente semnificative la niveluri ridicate de
salinitate, sugerand existenta unor influente specifice fiecirui sit. In ansambluy,
integrarea analizelor Raman/SERS cu masurdtorile de pH si conductivitate electrica
contribuie la imbundtatirea monitorizarii mediului si la dezvoltarea unor strategii de

management balnear fundamentate stiintific.

13
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Figure 2.1.2.3. Evolutia comparativa a salinitatii si conductivitatii electrice in Lacul 1 (L1) si
Lacul 2 (L2) pe parcursul monitorizdrii din sezonul estival, evidentiind divergente la
concentratii ridicate de saruri. Molnar C., Maskari¢ K., Barbu-Tudoran L., Tdmas T., Bajama
I, Pinzaru S.C. SERS Detection of Environmental Variability in Balneary Salt Lakes During
Tourist Season: A Pilot Study. Biosensors (Basel). 1 octombrie 2025; 15(10):655. doi:

10.3390/bios15100655.

2.1.3. Comparatie cu studiul anterior de monitorizare din sezonul rece

Acest studiu a investigat lacurile hipersaline de la Cojocna in timpul sezonului
turistic de vara (mai-octombrie 2023), caracterizat prin evaporare intensd,
productivitate microbiand crescuta si influentd antropica accentuata. In contrast,

Molnar si colaboratorii (2024) au monitorizat aceste lacuri in sezonul rece (octombrie
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2022-aprilie 2023), cand conditiile de mediu au fost mai stabile, iar impactul
activitdtilor turistice a fost minim [75]. Compararea acestor seturi de date evidentiaza

variabilitatea determinata atat de factorii sezonieri, cat si de activitdtile umane.

In sezonul rece, valorile pH-ului au variat intre 7,2 si 8,5, fiind usor mai ridicate in
Lacul 1 (L1). In timpul verii, pH-ul a prezentat o variabilitate mai mare (7,2-10,2), cu
ape de suprafatda mai alcaline si valori maxime de pana la 10,2 in L1, reflectand o
influenta mai puternica a factorilor de mediu [75,76]. In mod similar, valorile
conductivitatii electrice (EC) din timpul iernii (110-120 mS/cm) au fost relativ stabile,
in timp ce vara EC a atins 122,8 mS/cm in L1 si 120,8 mS/cm in L2, valorile mai
ridicate la suprafata fiind asociate proceselor de evaporare si activitdtii biologice

[75,77].

Analiza Raman a identificat in mod constant sulfatul (981 cm™) ca principal marker
anorganic. Desi L2 a mentinut concentratii mai ridicate de sulfati in ambele sezoane,
masurdtorile din timpul verii au evidentiat fluctuatii mai accentuate, in special la
mijlocul sezonului [75,78]. Rezultatele SERS au ardtat semnale stabile ale [3-
carotenului in timpul iernii, indicAnd prezenta persistenta a cianobacteriilor, in timp
ce vara au fost observate maxime pronuntate asociate infloririlor microbiene [75,79].
Banda Ag—Cl (245 cm™) a fost prezenta in ambele sezoane, insa a manifestat o
variabilitate mai mare vara, ca urmare a interactiunilor complexe dintre

componentele organice si cele anorganice [75,80].

Din punct de vedere statistic, conditiile din sezonul rece au generat corelatii mai
puternice si mai stabile, iIn timp ce datele din sezonul estival au prezentat o
variabilitate mai ridicata, dar si o sensibilitate mai mare la schimbadrile ecologice
[75,81]. In ansamblu, sezonul rece oferd un reper de baza stabil, in timp ce sezonul
estival amplificd dinamica proceselor fizico-chimice si biologice. Integrarea celor
doua seturi de date permite realizarea unei monitorizari mai complete a mediului si a

sistemelor balneare.
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3 Evaluarea structurala si functionala a pulberilor fine calibrate si

conversia acestora in minerale fosfatice
3.1 Macinarea cu bile a carbonatilor biogeni: transformari structurale, fizico-

chimice si functionale
Macinarea cu bile este un proces mecanic care reduce dimensiunea particulelor, creste
suprafata specifica si modificd cristalinitatea si reactivitatea materialului prin
impacturile repetate dintre corpurile de macinare si pulbere [25-27]. Prin controlul
timpului si frecventei de macinare pot fi obtinute pulberi reproductibile, adaptate
pentru aplicatii specifice [54].
Modificarile structurale sunt monitorizate utilizand spectroscopia Raman (vibratiile
carbonatilor), spectroscopia FT-IR (reziduuri organice), difractia de raze X (XRD)
pentru identificarea tranzitiilor de faza si microscopia electronica de baleiaj (SEM)
pentru analiza morfologiei [28-30,82-86].

Ball milling of biogenic carbonates: from waste

shells to functional powders for remediation and bio-
materials

Waste shell

- Reduced particle size
- Increased surface area
Applications in:
- Remediation
- Biomaterials

Figure 3.1.1. Reprezentare schematica a procesului de macinare cu bile aplicat carbonatilor
biogeni. Procesul conduce la reducerea dimensiunii particulelor, cresterea suprafetei specifice

si modificarea cristalinitatii, permitand transformarea deseurilor provenite din carapace in
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pulberi functionale destinate aplicatiilor de remediere a mediului, dezvoltarii biomaterialelor

si sintezei sustenabile de materiale.

Fragmentele de carapace au fost mdcinate pana la obtinerea unor pulberi fine
utilizand o moara Retsch Mixer Mill MM 400, in conditii controlate de frecventa si
timp. Au fost utilizate sase bile de macinare, procesul fiind realizat la frecvente
cuprinse intre 22 si 27 Hz, pentru durate de 12 sau 15 minute, rezultand patru grupe

de probe diferentiate in functie de frecventa si durata macinarii.

Rezultate si discutii
In mod surprinzator, in ciuda variatiilor frecventei si duratei de macinare,

microscopia opticd nu a evidentiat diferente semnificative in dimensiunea particulelor
intre cele patru grupe de pulberi. La toate nivelurile de marire (5%, 20x, 50x si 100x),
probele au prezentat morfologii comparabile, caracterizate prin particule cu forme
neregulate si distributii largi ale dimensiunilor, variind de la aproximativ 1-2 pum

pana la cateva sute de micrometri (Figura 3.1.2).

27Hz x 12min 27Hz x 15min

Figure 3.1.2. Imagini reprezentative obtinute prin microscopie optica cu ajutorul camerei
video a microscopului Raman, Inaintea efectudrii masuratorilor, evidentiind morfologia
pulberii biogene imbatranite obtinute in conditiile de macinare: 25 Hz timp de 12 min, 25 Hz

timp de 15 min, 27 Hz timp de 12 min si 27 Hz timp de 15 min, la mariri de 5x, 20x, 50x si
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100%, respectiv. Figura este preluata din: Bajama, I, Maskari¢, K,; Lazar, G.; Tamas, T,
Costinas, C.; Barbu-Tudoran, L.; Pinzaru, S.C. Aged Biogenic Carbonates from Crustacean
Waste: Structural and Functional Evaluation of Calibrated Fine Powders and Their
Conversion into Phosphate Minerals. Materials 2025, 18, 5119.
https://doi.org/10.3390/ma18225119

Analiza pulberilor imbatranite prin difractie de raze X (XRD)

Difractia de raze X (XRD) a fost utilizatd pentru evaluarea cristalinitdtii si a
compozitiei de fazd a celor patru pulberi obtinute prin macinare (Figura 3.1.3). Toate
probele au prezentat maxime dominante caracteristice calcitului (CaCOs) (Figura
3.1.3) la valori ale unghiului 20 de aproximativ 23,1°, 29,4°, 31,6° 36,1°, 39,4°, 43,1°,
47,5°, 48,5° si 57,5°, confirmand faptul ca aceastd faza minerala este predominanta. De
asemenea, au fost identificate reflexii de intensitate redusa atribuite aragonitului
(26,2° si 27,2°), precum si o banda largd in jurul valorii de 19,5°, asociata prezentei
chitinei reziduale. Nu au fost observate diferente semnificative intre diferitele conditii
de madcinare, ceea ce indicd pastrarea structurii cristaline a materialului dupa

procesare.
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Figure 3.1.3. (A) Difractogramele de raze X ale pulberilor biogene macinate in diferite
conditii, comparate cu modelul de calcit magnezian din fisierul PDF 01-089-1305 [23]. Sunt
prezente, de asemenea, maxime de intensitate redusa atribuite aragonitului (a) si chitinei (c).

(B) Detaliu al benzii principale de calcit la unghiul 20 = 29,4°, prezentat pentru a evidentia
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modificdrile subtile ale profilului benzii in functie de conditiile de madcinare. Figura este
preluata din: Bajama, I.; Maskari¢, K.; Lazar, G.; Tamas, T.; Costinas, C.; Barbu-Tudoran, L.;
Pinzaru, S.C. Aged Biogenic Carbonates from Crustacean Waste: Structural and Functional
Evaluation of Calibrated Fine Powders and Their Conversion into Phosphate Minerals.

Materials 2025, 18, 5119. https://doi.org/10.3390/ma18225119

Analiza pulberilor prin spectroscopie in infrarosu cu transformatd Fourier (FT-IR)
Spectroscopia FT-IR a fost utilizata pentru analiza grupdrilor functionale si a eventualelor

modificari chimice induse de procesul de mdcinare. Toate cele patru grupe de pulberi au
prezentat benzi caracteristice carbonatului de calciu, in principal calcitului si carbonatului
de calciu amorf (ACC) (Figura 3.1.5). Un umar spectral la 1483 cm™ a indicat prezenta
ACC si s-a suprapus partial cu benzile organice provenite de la proteinele si chitina
reziduale. In ansamblu, spectrele au confirmat compozitia hibridd mineral-organic a
materialului si nu au evidentiat diferente majore intre diferitele conditii de macinare.

Spectrele FT-IR ale tuturor celor patru pulberi au prezentat benzi caracteristice atat
componentelor anorganice, cat si celor organice (Figura 3.1.5). Semnale intense atribuite
grupdrilor carbonat au fost observate la 1401 cm™ (vibratia de Intindere asimetricd) si 873
cm™ (vibratia de deformare in afara planului), confirmand conservarea fazei de calcit. O
banda larga in intervalul 3600-3200 cm™ a fost asociatd vibratiilor de intindere O-H
provenite de la grupdrile hidroxil de suprafata sau de la apa adsorbitd, in timp ce benzile
din jurul valorii de 1650 cm™ au indicat prezenta chitinei si a proteinelor reziduale (banda

amida I), confirmand natura hibrida a materialului.
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Figure 3.1.4. Deconvolutia benzii FT-IR din domeniul spectral 1200-1600 cm™, care cuprinde
banda principala atribuita modului de vibratie vs de intindere asimetrica a gruparii carbonat
(COs%), cu maxim la 1401 cm™ (linie rosie), precum si contributia carbonatului de calciu amorf
(ACC) (linie verde), ale cdrui caracteristici spectrale se modifica in functie de timpul si frecventa
macindrii cu bile. In partea dreapts este prezentatd comparatia ariei benzii corespunzatoare
modului vs asim(CO32") pentru doua durate distincte de mdcinare, la frecventele de 25 Hz si 27
Hz. Cea mai mare arie a benzii a fost inregistratd pentru proba macinata la 27 Hz timp de 15
minute. Figura este preluata din: Bajama, I.; Maskari¢, K,; Lazar, G.; Tamas, T.; Costinas, C.;
Barbu-Tudoran, L.; Pinzaru, S.C. Aged Biogenic Carbonates from Crustacean Waste: Structural
and Functional Evaluation of Calibrated Fine Powders and Their Conversion into Phosphate

Minerals. Materials 2025, 18, 5119. https://doi.org/10.3390/ma18225119.

Spectroscopia micro-Raman a pulberilor imbatranite
Spectroscopia Raman (excitatie la 532 nm) a fost utilizata pentru analiza fazelor minerale

si a pigmentilor nativi prezenti in pulberile méacinate (Figurile 3.1.7). Benzile caracteristice
carotenoizilor, in special banda de intindere C=C situata la aproximativ 1513 cm™, au fost
conservate in toate pulberile analizate si au prezentat o corespondenta foarte buna cu

spectrele obtinute pentru carapacele proaspete si pentru astaxantina pura, indicand o
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stabilitate remarcabila a pigmentilor pe termen lung, in ciuda proceselor de imbdtranire a

materialului.
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Figure 3.1.5. Spectre micro-Raman excitate la 532 nm ale celor patru pulberi obtinute prin
madcinarea materialului biogen imbatranit in conditii diferite. (A) Spectre Raman brute
reprezentative (27 Hz timp de 15 min) si spectrul mediu corespunzdtor (linie rosie); se
observa particule cu semnal Raman de rezonantd puternic al carotenoizilor (linii negre) si
particule la care predomind benzile caracteristice calcitului (linie albastrd). (B) Spectru Raman
brut al unei particule de pulbere selectate aleatoriu, care evidentiaza simultan benzile
caracteristice calcitului si pigmentului astaxantind. (C) Comparatia semnalelor Raman pentru
cele patru pulberi obtinute la 25 Hz timp de 12 min, 25 Hz timp de 15 min, 27 Hz timp de 12
min si 27 Hz timp de 15 min, raportate la semnalul Raman de rezonanta al astaxantinei pure
(linie verde) si la semnalul materialului biogen proaspat (linie albastru deschis). (D) Detaliu al
domeniului spectral 900-1700 cm™ din spectrele medii brute ale celor patru pulberi,
comparate cu semnalul provenit de la un fragment de carapace imbatranitd (nemacinata) si
de la un fragment proaspdt (linie albastru deschis), sugerand o usoara ldrgire a benzii
caracteristice carotenoizilor. Figura este preluatd din: Bajama, I.; Maskari¢, K.; Lazar, G,;
Tamas, T.; Costinas, C.; Barbu-Tudoran, L.; Pinzaru, S.C. Aged Biogenic Carbonates from
Crustacean Waste: Structural and Functional Evaluation of Calibrated Fine Powders and

Their Conversion into Phosphate Minerals. Materials 2025, 18, 5119.
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https://doi.org/10.3390/ma18225119

Analiza prin imprastierea dinamica a luminii (DLS)
Distributia dimensiunii particulelor a fost analizata prin tehnica de Imprastiere

dinamica a luminii (Dynamic Light Scattering — DLS) pe dispersii netratate, pentru a
pastra polidispersitatea naturala a pulberilor obtinute prin madcinare cu bile.
Rezultatele (Figura 3.1.8) au evidentiat doua maxime dominante, situate in jurul
valorilor de ~255 nm si ~1290 nm, indicand coexistenta particulelor fine si a
agregatelor de dimensiuni mai mari. Un al treilea maxim, trunchiat, in apropierea

valorii de 5500 nm, a sugerat prezenta unor particule foarte mari, predispuse la

sedimentare.
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Figure 3.1.6. Analiza prin imprastierea dinamica a luminii (DLS) a pulberilor obtinute din
carapace de crab macinate in diferite conditii: (a) suprapunerea spectrelor DLS pentru toate
probele mdcinate la 27 Hz timp de 15 min, 25 Hz timp de 15 min, 25 Hz timp de 12 min si 27
Hz timp de 12 min; (b) diagrama cu coloane care evidentiaza dependenta intensitatii
maximelor de frecventa de macinare pentru o durata de 12 min si (c) pentru o duratd de 15
min. Figura este preluatd din: Bajama, I.; Maskari¢, K,; Lazar, G.; Tamas, T.; Costinas, C.;
Barbu-Tudoran, L. Pinzaru, S.C. Aged Biogenic Carbonates from Crustacean Waste:
Structural and Functional Evaluation of Calibrated Fine Powders and Their Conversion into

Phosphate Minerals. Materials 2025, 18, 5119. https://doi.org/10.3390/ma18225119.

3.2 Conversia calcitului biogen imbatranit in minerale fosfatice
Pulberile au fost tratate cu acid fosforic, conform stoechiometriei necesare conversiei
in hidroxiapatitd. Adaugarea acidului, picaturd cu picatura, pentru a preveni

pierderea de material, a declansat o reactie efervescenta. Microscopia optica a
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evidentiat formarea rapidd a cristalelor de brushit pe suprafata calcitului, proces care

s-a produs aproape instantaneu in conditii ambientale.

Figure 3.2.1. Reactia rapida de conversie la addugarea acidului fosforic in carbonatul biogen, cu
formarea instantanee a cristalelor de brushit (mineral hidratat de fosfat de calciu). Figura este
preluata din: Bajama, I; Maskari¢, K.; Lazar, G.; Tamas, T.; Costinas, C.; Barbu-Tudoran, L.;
Pinzaru, S.C. Aged Biogenic Carbonates from Crustacean Waste: Structural and Functional
Evaluation of Calibrated Fine Powders and Their Conversion into Phosphate Minerals. Materials

2025, 18, 5119. https://doi.org/10.3390/ma18225119.

Analiza FT-Raman a materialului initial si a produselor de conversie

Utilizand excitatia FT-Raman ne-rezonantd la 1064 nm, spectrele FT-Raman au permis
evidentierea clard atat a componentelor minerale, cat si a celor organice, cu un nivel
minim de fluorescenta. Dupa tratamentul cu acid fosforic, aparitia unor noi benzi
caracteristice fosfatilor la 986 si 879 cm™ a confirmat formarea brushitului
(CaHPO42H,O) (Figura 3.2.2B). In mod important, benzile caracteristice
carotenoizilor la 1151 si 1515 cm™ s-au pastrat in produsii de reactie, demonstrand
conservarea pigmentilor bioactivi pe parcursul transformarii. Compararea raportului
dintre intensitatea benzii fosfatului (986 cm™) si cea a carbonatului (1083 cm™) a
evidentiat o eficienta de conversie mai ridicata pentru probele supuse unor conditii
de macinare mai intense, reflectand reactivitatea crescuta a particulelor de dimensiuni
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mai mici. In ansamblu, brushitul a reprezentat faza predominanta in toate probele,
confirmand conversia cu succes a calcitului biogen imbatranit in fosfat de calciu,

concomitent cu pdstrarea componentelor organice.
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Figure 3.2.2. (a) Spectre FT-Raman ale pulberilor provenite din carapace de crustacee
imbatranite, obtinute in diferite conditii de frecventda si timp de madcinare; (b) spectrele
produselor de conversie, evidentiind benzile dominante ale brushitului (CaHPO,-2H,0O),
urme reziduale de calcit si benzile suplimentare caracteristice carotenoizilor, indicate n
figurd; (c) reprezentarea raportului dintre aria benzilor calcit/ACC in pulberile initiale si (d)
raportul fosfat/carbonat in produsul final, calculat utilizand banda HPOy la 986 cm™ si banda
carbonatului la 1083 cm™. Figura este preluatd din: Bajama, I.; Maskari¢, K.; Lazar, G.; Tamas,
T.; Costinas, C.; Barbu-Tudoran, L.; Pinzaru, S.C. Aged Biogenic Carbonates from Crustacean
Waste: Structural and Functional Evaluation of Calibrated Fine Powders and Their
Conversion into Phosphate Minerals. Materials 2025, 18, 5119.
https://doi.org/10.3390/ma18225119.

Analiza produsului de conversie prin difractie de raze X (XRD)
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Figure 3.2.3. Difractograme XRD ale pulberilor de calcit biogen dupa tratamentul cu acid
fosforic, comparate cu modelul de brushit (hidrogenortofosfat de calciu dihidrat) din fisierul
PDF 01-0720713 [36]. Varfurile marcate au fost atribuite chitinei (ch) si calcitului nereactionat
(c). Figura este preluata din: Bajama, I.; Maskari¢, K.; Lazar, G.; Tamas, T.; Costinas, C.;
Barbu-Tudoran, L.; Pinzaru, S.C. Aged Biogenic Carbonates from Crustacean Waste:
Structural and Functional Evaluation of Calibrated Fine Powders and Their Conversion into

Phosphate Minerals. Materials 2025, 18, 5119. https://doi.org/10.3390/ma18225119.

Analiza XRD (Figura 3.2.3) a confirmat transformarea calcitului biogen in brushit
(CaHPO42H,0), evidentiata prin disparitia maximelor caracteristice calcitului si
aparitia reflexiilor specifice brushitului, In concordanta cu datele de referinta ICDD.
Conversia s-a realizat eficient in toate probele prin schimb ionic intre calciu si fosfat,
conducand la formarea unei faze cristaline stabile, fara amorfizare semnificativa.
Prezenta unor maxime de difractie bine definite indica pastrarea unui grad ridicat de
cristalinitate, aspect avantajos pentru aplicatii biomedicale, precum materialele
destinate regenerdrii osoase. Aceste rezultate demonstreaza ca deseurile de calcit
biogen imbatranit pot reprezenta precursori sustenabili pentru obtinerea
biomaterialelor functionale pe baza de fosfati.

Analiza SEM-EDX
O analiza comparativa a rapoartelor elementare obtinute prin masurdtori EDX este
25



prezentatd in Figura 3.2.4. Datele evidentiazd rapoartele fosfor/calciu (P) si
calciu/carbon (Ca) pentru produsii de brushit obtinuti din pulberi macinate la
frecvente de 25 Hz si 27 Hz, pentru timpi de mdcinare de 12 si 15 minute. Valorile
raportului Ca au indicat o reducere semnificativa a continutului de carbonat,
reflectand diminuarea progresiva a calcitului rezidual pe parcursul reactiei. Aceste
rezultate demonstreaza cd, desi frecventa si durata macinarii au influentat gradul de
eliminare a carbonului rezidual, mecanismul general de formare a fosfatului a rdmas
constant, conducand la obtinerea unor produsi de brushit comparabili din punct de

vedere structural si compozitional.

Figure 3.2.4. Imagine SEM reprezentativd a mineralului fosfatic, impreuna cu spectrul EDX si
hartile de distributie elementara (suprapunere si distributii individuale pentru P, Ca si C)
corespunzatoare morfologiei mineralului fosfatic obtinut din pulbere biogena macinata la 25 Hz
timp de 12 minute. Figura este preluatd din: Bajama, I.; Maskari¢, K.; Lazar, G.; Tamas, T.; Costinas,
C.; Barbu-Tudoran, L.; Pinzaru, S.C. Aged Biogenic Carbonates from Crustacean Waste: Structural
and Functional Evaluation of Calibrated Fine Powders and Their Conversion into Phosphate

Minerals. Materials 2025, 18, 5119. https://doi.org/10.3390/ma18225119.

Concluzii
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In ciuda procesului indelungat de imbatranire, carotenoizii incorporati in matricea
minerald poroasa s-au conservat remarcabil, pastrandu-si potentialul bioactiv
concomitent cu reactivitatea minerala. Analizele combinate Raman, FT-IR, XRD, DLS
si SEM-EDX au demonstrat cd macinarea a indus doar modificari subtile si

controlabile, calcitul ramanand faza minerald predominanta.

Natura hibridd mineral-organica a pulberilor sustine utilizarea acestora in aplicatii de
adsorbtie a poluantilor si remediere a mediului. Conversia cu succes In brushit
demonstreaza, de asemenea, potentialul lor ca precursori pentru biomateriale
destinate aplicatiilor biomedicale. Un aspect deosebit de important este faptul ca
pigmentii carotenoidici au rdmas stabili chiar si dupa transformarea in fosfat de
calciu, sugerand posibilitatea dezvoltarii unor biominerale imbogatite cu antioxidanti.
In ansamblu, mécinarea calibratd cu bile permite valorificarea sustenabild a deseurilor
biogene marine imbatranite in materiale functionale, In concordanta cu principiile

economiei circulare si ale bioeconomiei albastre.

4 Analiza SERS pentru indepartarea antibioticelor, colorantilor si
metalelor din apele uzate tratate cu nanopulberi de carbonat
biogen

4.1 Controlul cantitativ prin SERS al apelor uzate si al proceselor de remediere

utilizand carbonat biogen

Monitorizarea poluantilor din apele uzate necesitd metode analitice care sa fie atat
sensibile, cat si capabile sd asigure cuantificarea acestora in conditii complexe de
mediu. Desi cromatografia conventionala si spectrometria de masa oferd rezultate
precise, acestea sunt adesea consumatoare de timp si costisitoare. Spectroscopia
Raman amplificata de suprafata (Surface-Enhanced Raman Scattering — SERS) s-a

impus ca o alternativda performanta, permitand detectarea cu sensibilitate si
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selectivitate ridicate, precum si controlul cantitativ al poluantilor atunci cand este

integrata cu substraturi pe baza de carbonat biogen [73,74].
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Fig. 4.1.1. Reprezentare grafica a conceptului de utilizare a tehnicii SERS ca instrument eficient

pentru managementul si remedierea apelor uzate prin utilizarea pulberilor de carbonat biogen.

Structura poroasda a acestor materiale oferd situsuri naturale de adsorbtie, iar
functionalizarea cu nanoparticule de argint sau aur introduce ,hot spot”-urile
plasmonice necesare amplificdrii semnalului SERS. Antibiotice precum doxiciclina
hiclat, o tetraciclina cu spectru larg care inhiba sinteza proteinelor bacteriene, pot
perturba comunititile microbiene esentiale din ecosistemele acvatice [68]. In mod
similar, colorantii sintetici, precum albastrul de metilen, reduc patrunderea luminii
si activitatea fotosintetica si pot genera amine aromatice toxice si chiar cancerigene.
Pentru evaluarea eficientei materialelor biogene, in acest studiu au fost selectati trei
poluanti reprezentativi:

Albastru de metilen — colorant sintetic model si fotosensibilizator.

Doxiciclind hiclat — antibiotic cu spectru larg, utilizat ca model pentru poluantii
farmaceutici persistenti.

Champ 77 (WG) — fungicid/bactericid pe baza de cupru, utilizat pentru inhibarea

dezvoltarii agentilor patogeni la culturile agricole.
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4.2 Adsorbtia doxiciclinei hiclat si a albastrului de metilen in carbonatul biogen

poros

Materiale si metode

Carbonatul biogen a fost obtinut din carapace de crab prin spdlare, uscare si macinare
cu bile de inalta energie, pentru obtinerea unei distributii uniforme a dimensiunii
particulelor. Doxiciclina hiclat (DOXY) si albastrul de metilen (MB) au fost selectate ca
poluanti model. Masurdtorile Raman au fost efectuate utilizand un spectrometru
Renishaw InVia Reflex echipat cu un laser de excitatie de 532 nm, initial pe DOXY
solid si pe solutii apoase de MB. Materialele utilizate sunt prezentate in Figura 4.2.1.
Pentru investigarea comportamentului de adsorbtie si eliberare, au fost preparate
tablete utilizand 3,68 g de carbonat biogen. Tabletele cu DOXY au continut
aproximativ 93 mg de antibiotic adsorbit, In timp ce tabletele DOXY+MB au
incorporat 52 mg de DOXY impreund cu albastru de metilen adsorbit. Analizele
Raman, FT-IR si XRD au confirmat ca in tabletele solide au fost detectate exclusiv
semnalele caracteristice calcitului, indicand adsorbtia eficientd a poluantilor in
matricea poroasa de carbonat biogen.

Cinetica eliberarii a fost monitorizata in apa distilata timp de sapte ore, prin
colectarea probelor din supernatant la intervale de 30 de minute pentru analiza
Raman. Modificarile benzilor Raman caracteristice DOXY si MB au fost utilizate

pentru cuantificarea profilurilor de eliberare, a capacitatii de retentie si a posibilelor




Figure 4.2.1 (a) Pulbere biogend proaspat preparatd; (b) cele trei solutii utilizate:
DOXY 10%, MB 10 si DOXY 10% + MB 1073; (c) tableta DOXY+MB si tableta DOXY;

(d) tableta dispersata in ap4d; (e) spectrometrul Raman Renishaw InVia Reflex.

Rezultate si discutii

Analiza tabletelor incarcate cu DOXY si MB prin spectroscopia in infrarosu cu
transformata Fourier (FT-IR)

Analiza FT-IR a fost realizatda pentru evaluarea caracteristicilor structurale si a
interactiunilor moleculare din tabletele alcatuite din carbonat biogen incarcat cu
doxiciclinda (DOXY) si albastru de metilen (MB). Carbonatul biogen netratat a
prezentat benzile caracteristice calcitului la 712, 873 si 1415 cm™, care au ramas
nemodificate iIn toate formularile de tablete, confirmand conservarea structurii
carbonatului dupa incdrcarea cu compusii activi Nu au fost observate benzi
vibrationale distincte corespunzatoare DOXY sau MB nici in tabletele care contineau
doar DOXY, nici in cele DOXY+MB, indicand faptul cd substantele active nu erau
accesibile la suprafata, ci erau incapsulate In matricea poroasa de carbonat.

Tableta DOXY+MB maruntita a prezentat doar variatii spectrale minore, sugerand o
expunere limitatd a compusilor incapsulati, fard aparitia unor semnale clare

caracteristice DOXY sau MB.
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Figure 4.2.2 Spectre FT-IR ale tabletelor de carbonat biogen incdrcate cu doxiciclina (D,
negru), doxiciclind in amestec cu albastru de metilen (D+MB, rosu) si amestecul maruntit
(D+MB maruntit, albastru). Benzile caracteristice de absorbtie sunt atribuite vibratiei de
intindere Ca-O la 562 cm™!, modului de deformare d al calcitului la 713 cm™, vibratiilor

grupadrii carbonat la 870 si 1037 cm™ si vibratiei de intindere asimetrica a COs?~1a 1396 cm™.

Eliberarea compusilor activi din tablete

Comportamentul de eliberare al doxiciclinei (DOXY) si al albastrului de metilen (MB)
din tabletele de carbonat biogen a fost investigat prin monitorizarea semnalelor lor
caracteristice SERS in solutie apoasa pe o perioada de 7-8 ore. DOXY a prezentat
benzi intense la 1333 si 1578 cm™, iar eliberarea rapidd din prima ora a indicat o
desorbtie eficientd din matricea poroasd de carbonat. In schimb, MB a prezentat un
semnal slab la 1623 cm™ pe intreaga duratd a experimentului, sugerand o eliberare
mai lenta.

In cazul tabletelor DOXY+MB, prezenta MB a influentat detectarea spectroscopica a
DOXY, suprimand semnalele acestuia in etapele initiale ale eliberdrii, in timp ce
benzile caracteristice DOXY au devenit vizibile abia dupa aproximativ 6 ore.

Intensitatea maxima a semnalelor a fost atinsd dupa aproximativ 35 de minute in
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suspensia de 10 mL si dupa aproximativ 60 de minute in suspensia de 5 mlL,

demonstrand dependenta cineticii de eliberare de volumul solutiei.
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Figure 4.2.3 (a) Evolutia intensitatii benzii SERS a doxiciclinei la 1333 cm™ in probe succesive
din solutia eliberatd pe parcursul experimentului de 7 ore cu tableta suspendatd in apa,
utilizand alicote de 10 pL solutie adaugate la 500 uL nanoparticule de argint (AgNPs). (b)
Evolutia intensitatii benzii SERS a sistemului DOXY+MB la 1324 cm™ in probe succesive din

solutia eliberatd in experimentul de 7 ore cu tableta suspendatd in apa.

Concluzii

Acest studiu demonstreaza potentialul carbonatului biogen derivat din carapace de
crab ca material multifunctional pentru adsorbtia si eliberarea controlata a
compusilor activi. Analiza FT-IR a confirmat incorporarea cu succes a doxiciclinei
(DOXY) si a albastrului de metilen (MB), concomitent cu pastrarea structurii de calcit
a suportului, indicdnd Incapsularea eficientd a compusilor in reteaua poroasd a
acestuia.

Monitorizarea prin SERS a evidentiat eliberarea dependentd de timp a ambilor
compusi, DOXY generand semnale mai intense decit MB. In sistemele incircate

simultan cu cei doi compusi, detectarea intarziata si de intensitate mai redusa a MB
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sugereazd existenta unor interactiuni competitive care influenteaza -cinetica

procesului de eliberare.

4.3 SERS multiplex pentru tratarea apelor uzate utilizand pulberi biogene cu
capacitate ridicata de adsorbtie pentru eliminarea amestecurilor reprezentative

de metale grele anorganice, antibiotice si coloranti

Prezenta simultana a antibioticelor, colorantilor si metalelor grele in apele uzate
reprezinta o provocare majora pentru mediu datoritd persistentei, toxicitatii si
interactiunilor reciproce dintre acesti contaminanti. Aceste substante 1si pot influenta
reciproc adsorbtia, mobilitatea si biodisponibilitatea, complicand atat monitorizarea,
cat si procesele de remediere. De exemplu, antibiotice precum doxiciclina pot forma
complecsi cu ionii metalici, In timp ce colorantii pot concura pentru situsurile

disponibile de adsorbtie.

Intelegerea acestor interactiuni este esentiald pentru proiectarea unor strategii
eficiente de tratare a sistemelor contaminate cu mai multi poluanti. In acest context,
materialele biogene obtinute din deseuri naturale reprezinta o alternativa sustenabila,
oferind structuri poroase adecvate pentru adsorbtia poluantilor si studiul
interactiunilor dintre acestia. Astfel de materiale sustin dezvoltarea unor tehnologii
ecologice pentru tratarea apelor uzate si permit evaluarea eficientei proceselor de
remediere.

Materiale si metode

Pulberile biogene au fost obtinute prin méacinare controlata cu bile la frecvente de 25
Hz si 27 Hz timp de 15 minute, pentru a evalua influenta frecventei de macinare
asupra proprietdtilor pulberilor. Ulterior, au fost preparate tablete compozite care
contineau 10% doxiciclind hiclat, albastru de metilen si fungicidul pe baza de cupru
Champ 77, reprezentand contaminanti din categoria antibioticelor, colorantilor si

metalelor grele. O atentie deosebitd a fost acordata obtinerii unei distributii omogene
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a compusilor activi In matricea poroasd de carbonat biogen. Tabletele au fost imersate
in apa, iar comportamentul de eliberare a fost monitorizat timp de 9 ore in conditii
controlate. Caracterizarea structurala a confirmat faptul ca aceasta abordare

combinatd permite corelarea cristalinitdtii pulberilor cu performanta de eliberare a

poluantilor.
Rezultate
——— Champ 77
— Methylene Blue
6 - —— Doxycycline hyclate
1622 Mixture of 3

1395
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Figure 4.3.1 Spectre SERS ale fungicidului Champ 77, albastrului de metilen, doxiciclinei
hiclat si ale amestecului acestora. Excitatie: 633 nm pentru Champ 77 si amestecul celor trei

compusi, respectiv 532 nm pentru albastru de metilen si doxiciclina.
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Figure 4.3.2 Spectre SERS ale solutiei eliberate din tableta formulata cu pulbere biogena
macinata la 25 Hz timp de 15 minute, incdrcata cu DOXY, MB si Champ 77. Excitatie: 633

nm.

Spectrele SERS ale doxiciclinei hiclat, albastrului de metilen (MB) si fungicidului
Champ 77, precum si ale amestecurilor acestora, sunt prezentate in Figurile 4.3.1 si
4.3.2. Experimentele de eliberare realizate utilizand pulberi macinate la 25 Hz si 27 Hz
timp de 15 minute au evidentiat semndturile vibrationale caracteristice ale
compusilor, doxiciclina fiind monitorizata prin benzile de la 1333 cm™ (25 Hz) si 1345

cm! (27 Hz) pe parcursul experimentului de eliberare desfasurat timp de 9 ore.

Doxiciclina a prezentat benzi intense la 1085, 1153, 1262, 1436, 1578 si 1623 cm™, in
timp ce albastrul de metilen a evidentiat un maxim dominant la 1623 cm™, insotit de
benzi secundare in jurul valorilor de 1396 si 1436 cm™. In prezenta fungicidului
Champ 77, benzile doxiciclinei au prezentat variatii de intensitate si usoare deplasari
spectrale, sugerand interactiuni cu speciile de cupru, in timp ce spectrul albastrului
de metilen a ramas practic neschimbat. Spectrele obtinute pentru probele macinate la
25 Hz au fost mai bine definite si au prezentat intensitati mai mari comparativ cu cele

madcinate la 27 Hz, indicand o calitate superioard a semnalului si o accesibilitate
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crescuta a situsurilor active, desi interactiunile moleculare dintre compusi au ramas

similare pentru ambele conditii de macinare.

4.4 Adsorbtia albastrului de metilen pe un alt material biogen si adsorbtia
albastrului de metilen si a violetului de cristal pe patru tipuri de pulberi

obtinute in conditii diferite

4.4.1. Tehnici de spectroscopie Raman pentru monitorizarea indepartarii albastrului
de metilen din apele uzate utilizand o membrana biologica

Membranele epidermice de ceapa reprezintd materiale biogene simple, usor
accesibile, cu potential de utilizare in aplicatii de remediere a mediului si biosenzori.
Bogate in celuloza, hemicelulozd si pectind, aceste structuri biologice prezinta
caracteristici moleculare specifice care faciliteaza atat caracterizarea structurald, cat si
studiile de adsorbtie. Cercetari anterioare au demonstrat eficienta biomaterialelor
derivate din ceapd si a formelor lor carbonizate in aplicatii de indepartare a
colorantilor si filtrare.

In aceastd lucrare, membranele de ceapé au fost investigate ca platforma sustenabila
si cu cost redus pentru adsorbtia albastrului de metilen din apele uzate, oferind
totodata informatii privind stabilitatea structurala si proprietatile de adsorbtie ale
materialelor biologice de origine vegetala.

Metodologie
Pregatirea probelor

Bulbii proaspeti de ceapa au fost decojiti pentru izolarea membranei epidermice
interne, care a fost spdlata cu apa distilata, uscata la aer si taiata in fragmente
uniforme pentru asigurarea reproductibilitdtii experimentelor. Membranele (0,656 g)
au fost imersate in 30 mL solutie de albastru de metilen (MB) cu concentratia de 1 x

10* M, in conditii ambientale, pentru a permite adsorbtia colorantului pe structura
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bogatd in celuloza si pectind. Membranele au fost prelevate la intervale prestabilite
(12 h, 23 h, 36 h, 74 h si 7 zile) si uscate usor 1nainte de analizd, pentru monitorizarea
in timp a comportamentului de adsorbtie si a interactiunilor dintre colorant si

material.

Rezultate

Microscopia optica a evidentiat modificari morfologice progresive ale membranei de
ceapa In timpul expunerii la albastru de metilen. Dupa 12 ore, membrana si-a pastrat
structura celulard uniformd, in timp ce dupd 23 de ore au fost observate primele
agregari ale colorantului la suprafata, indicind debutul procesului de adsorbtie.
Dupa 74 de ore s-a constatat o acumulare mai pronuntata a pigmentului la nivelul
jonctiunilor celulare, iar dupa 7 zile membrana a prezentat o colorare uniforma si
intensd. Aceste observatii confirma adsorbtia progresiva a albastrului de metilen, cu o

acumulare semnificativa dupa perioade indelungate de expunere.
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Figure 4.4.1.1. Imagini ale membranei de ceapa obtinute prin microscopie optica

utilizand obiective de 5%, 20x si 100, pentru timpi de expunere de 12 h, 23 h, 74 hsi 7

zile.
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Fig. 4.4.1.2 Evolutia in timp a intensitatii benzii Raman a albastrului de metilen la 1623 cm™,
masuratd dupa 12 h, 23 h, 36 h, 74 h si 7 zile de incubare in suspensia contindand membrana

biogena.

Figure 4.4.1.2 ilustreaza evolutia In timp a benzii Raman caracteristice albastrului de
metilen (MB) la 1623 cm™ in timpul incubarii in suspensia cu membrana biogena.
Banda de la 1623 cm™, atribuita vibratiei de intindere a legaturilor aromatice C-C ale
MB, a prezentat o scadere progresiva a intensitatii in timp. Aceasta tendinta reflecta
diminuarea treptata a amplificdrii SERS, pe masura ce moleculele de MB, initial
adsorbite la suprafata membranei si accesibile ,hot spot”-urilor plasmonice, au
devenit din ce In ce mai imobilizate in matricea membranei. Aceste rezultate confirma
faptul ca tehnica SERS poate monitoriza eficient interactiunile dintre colorant si
membrand si poate furniza informatii privind redistribuirea si stabilizarea dinamica a

moleculelor in structurile biogene.

Adsorbtia violetului de cristal si a albastrului de metilen pe carbonatul biogen
Violetul de cristal (CV) si albastrul de metilen (MB) sunt coloranti cationici utilizati pe
scara larga, caracterizati prin persistenta ridicatd in mediu si toxicitate potentiald,

ceea ce face ca indepartarea lor din apele uzate sa reprezinte o provocare importanta.
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Pentru evaluarea procesului de adsorbtie a colorantilor, a fost preparatd o solutie
mixta continand 0,8 x 10> M MB si 0,4 x 10 M CV, care a fost combinatd cu suspensii
de carbonat biogen obtinute in diferite conditii de macinare (25 si 27 Hz, timp de 12 si
15 minute). In fiecare experiment au fost utilizate 0,5 g de pulbere, corespunzand la
aproximativ 0,816 mg CV si 0,00128 mg MB per proba.

Amestecurile au fost mentinute in conditii statice, la temperatura camerei, pentru a
reproduce sisteme pasive de remediere. Analizele spectroscopice efectuate Inainte si
dupd tratament au fost utilizate pentru evaluarea eficientei adsorbtiei si a
interactiunilor dintre coloranti si carbonatul biogen.

Rezultate
In prima zi, toate probele au prezentat benzi Raman intense caracteristice albastrului

de metilen si violetului de cristal, confirmand prezenta moleculelor de colorant
adsorbite pe suprafata carbonatului biogen. Reducerea pronuntata a intensitatii
semnalelor observata in cea de-a doua zi a indicat o adsorbtie eficientd a colorantilor
si posibile procese de degradare, performanta adsorbtiei imbunatatindu-se odata cu
cresterea frecventei si duratei macinarii.

Pulberea procesata la 27 Hz timp de 15 minute a prezentat cea mai puternica
diminuare a semnalului, in concordantd cu o adsorbtie superioard determinata de
cresterea suprafetei specifice si reducerea dimensiunii particulelor. In schimb, proba
macinatd la 25 Hz timp de 12 minute a pdstrat semnale ale colorantilor usor mai
intense. Aceste rezultate demonstreaza eficienta pulberilor de carbonat biogen in
indepdrtarea colorantilor organici si evidentiaza importanta conditiilor de macinare

in optimizarea performantei procesului de adsorbtie.
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Figure 4.4.2.1. Spectre SERS ale amestecurilor de albastru de metilen si violet de cristal
inregistrate pentru patru loturi diferite de pulberi de carbonat biogen preparate in conditii
calibrate de macinare cu bile: (a) 25 Hz x 12 min, (b) 25 Hz x 15 min, (c) 27 Hz x 12 min si (d)
27 Hz x 15 min. In fiecare reprezentare sunt comparate spectrele inregistrate dupa 1 zi

(negru) si dupa 2 zile (rosu) de expunere.

Concluzii si perspective
Aceastd teza a demonstrat ca carapacele de crustacee imbatranite reprezinta o sursa

valoroasa de carbonati biogeni, cu un potential semnificativ pentru aplicatii in
domeniul protectiei mediului si biomedical. Desi sunt considerate in mod obisnuit
deseuri, aceste materiale 1si pastreaza compozitia complexa alcatuita din carbonat de

calciu, matrice organica si pigmenti carotenoidici, care rdman stabili chiar si dupa
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perioade indelungate de depozitare. Analizele spectroscopice si structurale au
confirmat conservarea fazei de calcit si persistenta carotenoizilor, evidentiind rolul
protector al matricei organo-minerale si conferind materialului o valoare functionala
suplimentard asociata proprietatilor antioxidante.

Maicinarea controlata cu bile a indus modificari favorabile, incluzand reducerea
dimensiunii particulelor si cresterea suprafetei specifice, fard a compromite
integritatea fazei minerale. Aceste transformari structurale au imbunatatit capacitatea
de adsorbtie si reactivitatea materialului, demonstrand ca procesarea mecanica
permite adaptarea eficientd a carbonatilor biogeni pentru aplicatii specifice.
Conversia cu succes a pulberilor mdcinate in brushit a confirmat suplimentar
potentialul acestora ca precursori pentru biomateriale, iar detectarea componentelor
organice conservate sugereaza posibilitatea dezvoltdrii unor materiale fosfatice
multifunctionale cu bioactivitate imbunatatita.

Performanta de mediu a pulberilor a fost validata prin studii de adsorbtie asupra
colorantilor, antibioticelor si compusilor pe bazd de cupru. Rezultatele au demonstrat
o Indepdrtare eficienta a poluantilor, insotita de dovezi spectroscopice privind
interactiunile moleculare, conditiile de macinare influentand eficienta adsorbtiei prin
modificarea suprafetei specifice. Aceste rezultate sustin utilizarea carbonatilor
derivati din carapace de crustacee ca sorbanti sustenabili, cu cost redus, pentru
tratarea apelor uzate si monitorizarea poluantilor.

In ansamblu, aceastd lucrare aduce contributii atat stiintifice, cat si practice,
demonstrand rezistenta structurala a carapacelor imbatranite, posibilitatea ajustarii
proprietatilor acestora prin procesare mecanica si aplicabilitatea lor multifunctionala
ca adsorbanti si precursori pentru biomateriale. Desi sunt necesare studii
suplimentare pentru evaluarea scalabilitatii si a performantei in sisteme complexe,
rezultatele obtinute stabilesc o baza solidd pentru valorificarea circulard a deseurilor
provenite din carapace. In concluzie, carapacele imbatranite de crustacee pot fi

reinterpretate ca o resursa stabila si adaptabild, capabild sd sustina dezvoltarea de
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materiale sustenabile, remedierea mediului si viitoare inovatii In domeniul

biomedical.
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