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INTRODUCERE

Teza este structurati pe trei capitole. In primul capitol este descrisa importanta cerectarii in
domeniul gasirii unor technici pentru detectia, monitorizarea $i caracterizarea unor substante
toxice, nocive in controlul alimentelor si sunt descrise pe scurt metodele experimentale (FT-
Raman, SERS) si teoretice (DFT) folosite pentru determinarea structurilor investigate in partea
experimentala a acestei teze.

Capitolul al doilea are ca tema caracterizarea fizico-chimica a moleculei de tiabenedazol.
Acest aditiv alimentar a fost investigat in stare solidd si sub forma de solutie prin metodele
spectroscopice Raman si SERS. Folosind metodele DFT s-a obtinut optimizarea geometriei
moleculare si calculul frecventelor de vibratie. Cunoscut ca si E233 in Europa, tiabendazolul este
folosit pe scara largd ca si conservant in industria alimentard, pentru fructe si legume. Este
ardtatd cd TBZ se pote fi detectat rapid prin spectroscopia Raman (la nivel de concentratie
milimolara) si SERS (de la micro -la nivel de picomol) utilizdnd nanoparticule coloidale de Ag,
si un, spectrometru portabil compact, mini - Raman. Datele vibrationale au fost folosite pentru a
detecta TBZ din citrice si banane tratate.

Capitolul al treilea contine rezultate originale obtinute prin studiul unor biotoxine ce apar
in zone de aquacultura si care pot ajunge in peste si alte produse marine. Studiile detaliate sunt
concentrate asupra moleculei de acid domoic. Acest studiu reprezintd o imbinare a rezultatelor
experimentale obfinute cu ajutorul metodelor spectroscopice vibrationale cu rezultatele din
literaturd. Aceasta neurotoxind naturald a fost caracterizata si detectata prin metoda SERS, atat
in apd pura cat si In apa de mare. Trei scheme diferite de detectare de acid domoic in apa de mare
a fost descris, prin dizolvarea in apa de mare a acidului cristalin, prin diluarea solutiei de apa
pura cu apa de mare sau prin utilizarea unor nanoparticule functionalizate (animo-AgNPS).
Specificitatea dependentei de semnal a metodei utilizate a fost discutatd in toate cazurile. Acest
capitol a demonstrat orientarea si legarea acidului domoic pe suprafata metalica, si detectarea
acestei toxine marine in apd de mare, respectiv in tesut de peste, utilizdnd tehnica SERS, la

concentratii mai mici decat metodele actuale utilizate.



CAPITOLUL 1. Importanta cercetarii si stadiul actual in domeniul detectiei,
monitorizirii si caracterizarii unor substante toxice, nocive in controlul

alimentelor

1.1. Controlul calitatii alimentelor si probleme actuale din domeniu

Tn toate tarile industria alimentard are responsabilitatea de a indeplini conditiile privind
calitatea produselor alimentare si cerintele de reglementare privind siguranta. Lanturile
alimentare pot fi la fel de scurte ca de la gradina pana la masa familiei, sau lungime de mii de
kilometri, cu multi intermediari. Sistemele de conservare, prelucrare si ambalare a produselor
alimentare pot fi minime sau foarte sofisticate, dar asigurarea calitatii si sigurantei alimentare in
toate situatiile trebuie sa fie constant. Industria trebuie sa joace rolul sau 1n asigurarea calitatii si
sigurantei alimentare prin aplicarea de asigurare a calitatii si a sistemelor de siguranta alimentara
bazata pe risc, utilizind cunostintele stiintifice actuale. Punerea in aplicare a unor astfel de
controale 1n 1Intreaga productie, manipulare, prelucrare si comercializare conduce la
de productie si a risipei. [1]

Analiza rapidd a compozitiei chimice este de importantd majord. Tehnicile principale
utilizate de organismele acreditate sd controleze si sd monitorizeze produsele alimentare sunt:
Cromatografia de lichide (LC), [2-4] cromatografia de gaze cuplata cu spectrometria de masa
(GC-MS), la care se adaugad analize micro-biologice si fizico-chimice clasice (densitate, pH,
culoare, concentratii) si organo-leptice. Aceste tehnologii acoperd domenii largi de analize, dar
sunt de asemenea tehnici costisitoare, necesitd timp semnificativ de preparare a probelor si
analiza relativ lunga, fiind legate de laborator.

Spectroscopia Raman a luat un real avant in zilele noastre in fata altor metode pentru
monitorizarea a reactiilor chimice, analize alimentare, farmaceutice si chimice si de asemenea
pentru diverse alte aplicatii de zi cu zi. Spectroscopia Raman ofera informatii detaliate asupra
vibratiilor moleculare. Intrucat aceste vibratii depind de tiria si tipul legaturilor chimice,

spectroscopia Raman e utila nu doar in identificarea moleculelor ci si n studiul interactiunilor



intra- si intermoleculare. Spectroscopia vibrationald serveste la clucidarea structurilor si a
proprietatilor fizico-chimice ale compusilor investigati.

Preocuparile (mai ales din ultimii ani) privind analiza produselor alimentare, necesita
elaborarea unor metode rapide si exacte de determinare a aditivilor alimentari si a substantelor
toxice, iar una dintre aceste metode o poate constitui spectroscopia vibrationald in special prin

ramura ei Spectroscopie Raman Ultrasenzitiva - SERS.

I.2. Technici vibrationale in controlul calitatii alimentelor

1.2.1. Spectroscopia Raman

Spectroscopia Raman este bazatd pe fenomenul imprastierii a luminii in domeniul UV-VIS
si IR apropiat. Spectroscopia Raman este o technicd nedistructiva, ce putem aplica pe substante
solide, lichide sau pe gaze, dar este un process “slab”, sectiunea eficace de imprastiere este 103
—10"%® cm?¥molecula.

Daca asupra moleculei cade o unda electromagnetica, dimensiunea moleculei fiind mica, in
comparatie cu lungimea de undd a radiatiei, campul electric al undei actioneaza asupra
electronilor moleculei, deplasandu-i din pozitia de echilibru. Ia nastere un moment de dipol indus
u, care intr-o prima aproximatie este dat de ralatia:

- -
u=akE

,n care a este tenzorul polarizabilitatii, depinde de structura si natura legaturilor molecular,
E este intensitatea campului electric al undei incidente.

_EO{ 0 cos?2 T 9a; | o/ 1 2 1 2 —
w =EX afcos2zvt+ > ~ | | 508 n(v0+vk)t+2cos a(ve-vot| }
0

k=1 k
Se observa cd momentul de dipol variaza in timp, ceea ce duce la emisie de radiatie, cu
frecventa vo - Difuzia Rayleigh si cu frecvente (vo+vy) - difuzia Raman anti-Stokes si (vo-vi) -
difuzia Raman Stokes. [5-12]



1.2.2. Spectroscopia SERS (Surface Enhanced Raman Spectroscopy)

Spectroscopia SERS datoritd amplificarii semnalului Raman, in raport ca a celui obisnuit,
de 10*- 10° ori, a devenit una dintre technicile cele mai utilizate in studiul moleculelor adsorbite.
Suportul pentru obtinerea fenomenului SERS este metalic, cele mai utilizate metale fiind
argintul, aurul si cuprul.

Intensitatea difuziei Raman obisnuite, pentru o molecula liberd, este determinata de
momentul de dipol indus al tranzitiei, y, care depinde de intensitatea campului electric E si de
poalrizabilitatea tranzitiei o (u=0E). SERS-ul poate fi determiant fie de cresterea campului
electric, fie de crestereea polaizabilitétii, si de aici devine doua teorii distincte pentru explicarea
mecanismului de amplificare:

e teoria electromagnetica, care presupune cresterea cdmpului electric in locul in care
este adsorbita molecula

e teoria chimica, care implica cresterea polarizabilitatii datoritd formarii unui
complex molecula-metal, care va prezenta o noud bandd de absorbtie, fatd de
molecula neadsorbitd, in domneiul de frecvente al radiatiei exciatatoare, adica se va
induce un fenomen Raman rezonant in urma cadsorbtiei.

Tn cazul SERS-lui moleculele adsorbite se afla atit in influenta campului electric al
radiatiei excitatoare cat i sub cea a campului plasmonic. De asemenea liniile Raman Stokes ale
moleculei fiind si ele la frecvente apropiate de cea a radiatiei excitatoare vor fi si ele in rezonanta

cu plasmonul de suprafatd. Pentru intensitatea semnalului SERS putem scrie:

lsgrs = Nl (v, )|A(VL)|2|A(VS )|20§ERS
in care N’ — numarul moleculelor adsorbite, I(v.) - Intensitatea radiatiei laser excitatoare, de
frecventd vi|, A(vy|® intensitatea cAmpului plasmonic excitat de radiatia excitatoare, |A(vs)[

. . n . . . .. - R .
intensitatea campului plasmonic excitat de radiatia Stokes, de frecventa vs o sgrs sectiunea de

imprasiere SERS, care este mai mare decat cea a difuziei Raman normale. [11-20]



L.2.3. Rolul metodelor teoretice in domeniu. Principiile de bazd ale metodelor
DFT

Pentru o intelegere corectd a spectrelor Raman este esentiald o atribuire sigurd a tuturor benzilor
din spectrele experimentale. Tn acest scop, metodele mecanicii cuantice moleculare oferd date
complementare celor obtinute pe cale experimentala. Corelarea rezultatelor teoretice cu cele
obtinute prin metode spectroscopice experimentale are ca scop determinarea exacta a structurilor
moleculare, a proprietatilor moleculare si o analizd corectd a spectrelor vibrationale. O foarte
buna corelare intre modurile normale de vibratie experimentale si calculate ne ofera siguranta
uneli atribuiri corecte a frecventelor de vibratie.

Tn cadrul metodelor DFT, se folosesc in mod obisnuit diferite combinatii de functionale
de schimb si corelare. Printre acestea, combinatia B3LYP este folosita cel mai mult deoarece si-a
dovedit abilitatile in reproducerea mai multor proprietati moleculare, inclusiv spectrele
vibrationale. S-a aratat ca folosirea combinata a functionalei B3LYP cu setul de baza standard 6-
31G(d) reprezintd un compromis excelent intre acuratetea si eficienta computationala in calculul

spectrelor vibrationale pentru molecule mari si medii. [21-24]



Capitolul Il. Technici vibrationale aplicate in controlul si monitorizarea

calitatii fructelor

I1.1. Aditivi alimentari — De ce sunt necesari?

Prin aditiv alimentari ,,se intelege orice substanta care in mod obisnuit nu este consumata
ca aliment in sine si care in mod obisnuit nu este folosita ca ingredient caracteristic al
alimentatiei, indiferent daca are sau nu valoare nutritivd, a carei adaugare intentionatd in
alimente in scop tehnologic in procesul de fabricare, prelucrare, preparare, tratare, ambalare,
transport sau depozitare a acestor alimente are drept rezultat sau este de asteptat sa aiba drept
rezultat transformarea directd sau indirecta a acestuia sau a produselor sale secundare intr-0
componenta a produselor alimentare respective.” Aditivii alimentari sunt autorizate la nivelul UE
pentru toate cele cincisprezece state membre, precum si pentru Norvegia si Islanda.

In Uniunea Europeana sunt stabilizate cantititile maxime de anume aditivi alimentari, ce
poate sa foloseasca un producator pentru a conserva, a depozita, pentru a imbundtéti calitatiile
ale unui produs alimentar etc. Insi EU a decis ci fiecare aditiv autorizat si fie semnalat pe
etichete, sau ambalaje, prin codul binecunoscut: E numar. Decizia a fost luatd in ideea de a avea
0 legislatie si o reglementare foarte precise a aditivilor si pentru a facilita informarea

consumatorilor. [25-27]

11.2. Studiul de caz: Tiabendazolul (E233)

Tiabendazol are formula chimica CioH;N3S ([2-(4-thiazolyl)benzimidazole]), masa
molecularda 201,25 g/mol, si prezintd sub forma de pulbere alba cristalina, este o substantd
chimicd, un fungicid special i un antiparazitar, utilizatd pe scard lungd in tratamentul legumelor
si fructelor, pentru a preveni mucegai, mana, putregai, petele cauzate de diferite ciuperci si alte
boli pentru transport si depozit. [28]

TBZ este, de asemenea, utilizat ca si un aditiv alimentar, un conservant cu numarul
E233 (cu numdr de INS 233). De exemplu, acesta se aplicd in mare masurd la banane pentru a
asigura prospetimea, si este un ingredient comun 1n ceard, aplicate pentru pieile de fructe citrice.

Se poate folosi numai pe suprafata fructelor..



Tn regulamentul Uniunii Europene nivelul maxim de TBZ este 6 mg/kg, in cazul citricelor

(portocale, lamaie, grapefruit, mandarine etc.), si 3 mg/kg, in cazul de banane. [29]

11.2.1. Spectrul Raman al Tiabendazolului

Spectrul Raman al TBZ policristalin solid este prezentat in comparatie cu spectrul teoretic

in regiunea numerelor de unda mari Fig.1, si in regiunea numerelor de unda mici, respectiv la

Fig.2. O foarte buna corelare intre modurile normale de vibratie experimentale si cele calculate

ne ofera siguranta unei atribuiri corecte a

frecventelor de vibratie.
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Fig.1. Spectre Raman al TBZ (a) experimental si (b)
theoretical, (c) al unei forme protonata calculata teoretical
n regiunea lungimilor de unde mari.

Excitare (a): 1064 nm, 350 mW.

Fig.3. prezintd o serie de spectre Raman ale
tiabendazolului 1n solutia apoasa la doud concentratii
diferite (10 mol I* si 10 mol I™Y) si la diferite valori
ale pH-ului.

Spectrul Raman al tiabendazolului in solutia
apoasa la pH 7 prezinta aceeasi pozitie a benzilor (in

limita efectul solventului 2-3 cm™) ca si in spectrul

teoretical in regiunea lungimilor de unde mici.
Excitare (a): 1064 nm, 350 mW.
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Fig.3- Spectrelel Raman ale TBZ in solutie
apoasa la diferite valori ale pH-ului, la doua

concentratii diferite: 10-2 mol I-1 (rosu) si 10° mol I

Y(negru) 10



Raman solid, in timp ce spectrul la pH 4 si la pH 2 este diferit. Banda la 1579 ¢cm™ (pH7)
decreste la pH4 si dispare la pH2. In schimb o banda noua se observa la 1601 cm™, carui
intensitate creste cu scaderea pH-ului.

Presupunem ca probabil o protonare a atomului N din inelul 2 este responsabila pentru
aparifia bandei noua la 1601 em™. Cu scaderea pH —ului se observa o noua banda crescatoare la
1634 cm™, deci putem face aceeasi presupunere cu atomul N, atribuit modului de vibratie
bending 8(N-H), dupd protonare. Sustine aceastd teorie deplasarea benziide la 1279 cm™, in
spectrul Raman a TBZ-ului neutru, la 1268 cm™ in conditii acide ale pH-lui

In concluzie spectrul Raman in solutia apoasa reveld forma protonati a moleculei. S-a
aratat ca inregistrarea spectrelor Raman in solutie apoasa folosind un instrument Raman portabil,
permite diferentierea a doua specii distincte in solutie apoasa al TBZ la 102 mol I'*, forma neutra
si respectiv protonatd. Comportamentul protondrii, asa cum arata in spectrul Raman, este aceeasi
la 10° mol I concentrare, cu toate ci semnalul Raman obisnuit este foarte slab. Insd, acest
interval de concentratii este nesatisfacator pentru aplicatii de detectii sensibile. De aceea, am

utilizat SERS pentru a stabili algoritmul optim de detectare a urmelor de TBZ.

11.2.2. Spectrul SERS al tiabendazolului pe nanoparticulele coloidale de
argint
Spectrul SERS in comparatie cu spectrul Raman al solutiei de TBZ, la pH7 este prezentata
la Fig.4.
Semnalul SERS al TBZ in solutie
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Fig.4. Spectrul Raman (b) comparat cu spectrul SERS (a)al
solutiei TBZ Excitare 532 nm, 40 mW
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orientare verticala (stand-up) pe suprafata nanoparticulelor de argint, sau prin electronii a

inelului , rezultand o orientare planara pe suprafata coloidului de argint.

In spectrul SERS al solutiei de TBZ se observi o largire a benzilor si o deplasare spre rosu

(energii mai mici) a pozitiei acestora, in comparatie cu spectrul Raman, sugerand o orientare

inclinata spre paralel a scheletului molecular, fata de suprafata de argint, caz in care sistemul de

electroni & ai inelului 3 este susceptibil pentru interactia cu suprafata de metal.

11.2.2.1.Dependenta de concentratie a spectrului SERS

Limita de detectie SERS a TBZ 1in solutie apoasd a fost determinata la 10™ mol I,

folosind un spectrometru mini-Raman.
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O detectie la concentratii chiar mai mici cu
trei ordine de marime s-a obtinut 1n cazul
solutiilor de TBZ dizolvata in etanol, asa cum
este ardtat in Fig.5, domeniul de concentratie
pentru limita de detectie fiind pana la 0.06 pM.

Semnalul SERS proeminent a fost incd
obtinut la 6.65*10™ mol I""; si proba a fost inca
SERS activa chiar si dupa 24 de ore de la
preparare (Fig.6). Concentratii mai mari (6.67
umol 1) activeaza  puternic  agregarea

nanoparticulelor,  rezultind  macro-agregate

vizibile in partea de jos a cuvei cu proba, si in consecintd, diminuarea a intensitdtii absolute

SERS 1in timp (A fost utilizata si linia laser 1064 nm pentru masuratori FT-SERS, (Fig.7.). Benzi
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Fig.6. Spectrul SERS al solutiei TBZ-etanol la diferite concentratii, precum este indicat in fiecare spectru (stanga).

Excitatare: 532 nm, 40 mW.
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Fig.7. Spectrul FT-SERS al solutiei TBZ-

etanol la concentratia 6.67*10-6 mol I-1 Th comparatie

cu spectrul

FT-Raman.

Excitare: 1064 nm, 350 mW

SERS foarte bine rezolvate se observd la

concentratia 6,67*10° mol 1.

Conform regulilor de selectie SERS [79],
modurile  vibrationale cu  componenta
polarizabilitatii perpendiculare pe suprafata,

fi n SERS. Din cauza

.....

vor amlificate

FT-Raman, in intervalul de numere de unde

mici, se observa o banda puternicd SERS la 236 cm”
! de asemenea vizibild si in regiunea anti-Stokes si
este atribuitd cu modul stretching al legaturii de Ag-

N a TBZ chemisorbed prin atomul de N.

O altd banda distinctd se observa la 784 cm™, care a fost greu de observat in spectrul SERS

al solutie apoasa al TBZ, sugereaza puternic ca atomul S este implicat in adsorbtie in cazul

solutiei de etanol al TBZ.

Raman intensity/arb.units

Semnalul SERS al solutiei de TBZ - etanol (Figura.2.14), precum si experimentul FT-

SERS (Figura.2.15) confirmd chemisorptia de TBZ
dizolvat in etanol atit prin atomul N cat si prin S,
rezultand o orientare verticald al scheletului molecular

de TBZ pe suprafata de nanoparticule de Ag.

11.2.2.2. Dependenta de pH a spectrului

SERS
Fig.8. prezinta spectrul SERS al moleculei TBZ

la diferite valori ale pH-ului.
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/ "J \ g
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Wavenumbersicm’’

Fig.8. Spectrul SERS al TBZ la diferite
valori ale pH-ului
Excitare: 532 nm, 40 mW

In regiunea bazica a pH-ului se modifica spectrul,
probabil datoritd interactiunii cu ioni de citrat din

solutia argint coloidal. Intensitatea absoluta a benziilor

Tn mediul pH bazic este mult mai mare decat in mediul pH
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acid.

Banda SERS cea mai intensad in mediul pH acid este mult mai bine rezolvata in mediul pH
bazic. (Fig.8.). Intensititiile relative ale benzilor la 1584 cm™ si la 1545 cm™ se schimbi cu
decresterea pH-lui. La pH 2 benzile cele mai intense sunt observate la 1545 cm™ si 1580 cm™
lungimi de unda, care este probabil legata la modul de streching al ringului complex, dupa
protonare si adsorbtia la suprafata de argint. Banda SERS la 1378 cm™ , la pH 2, este mai slaba
decat banda la 1545 cm™ dacid comparim cu intensititiile relative ale acestorala pH 7.
Presupunem ca acasta banda corespunde cu banda larga de la 1381 cm™, in conditii neutru-bazic,
si este atribuita cu modul stretching si bending al complexului C-N si C-C, al ringurilor.

Tn plus, specii protonate presupuse din spectrele Raman al solutiei apoase de TBZ,
confirmate prin spectrul calculat teoretical releva o banda noud N-H dupa protonare la 1643 cm’
! care este observata si in spectrul SERS ca un peak intens la pH 2, in timp ce la valori pH peste

4, apare o deplasare slaba 1n regiunea 1705 cm™*-1698 cm™.

11.2.3. Detectia SERS a tiabendazolului in coaja fructelor
Probele de fructe (portocale, lamai, lamai bio, grapefruits si banane ) au fost selectate

aleatoriu din magazinele din Romania. Toate probele

au fost spalate clasic, sub jet de apa, apoi preparte

]
A Z pentru masurdtori SERS prin imersarea unei bucati
TBZ 1.96*10°M VA P A e . .. . .
2 B il W cantarite de coaja fiecarei specii in 100 ml de apa
g S nran‘(]p A \
- — ,-’\-"“/ L AV distilatd. 10 pl din solutia astfel obtinuta a fost
‘g T 2L % ) utilizata apoi pentru masuratorile SERS (Fig.9).
g o PR WY Semnalul SERS specific al TBZ a fost
¥ £ NG identificat cu succes la pH 7din probele de apa, in
3000 i, lemon I ) ]
B j care au fost imersate probele de coaja de fructe.
| A A A . . . - A
Y e A" S WL Studiul a fost extins si asupra unor probe de lamaie
Y’ banana v \
r‘ . . ., . . . .
,b10” achizitionat de la un magazin de specialitate
oo 2000 1060
Wavenumber/cm’' de tip ,,bio

Semnalul SERS, obtinut la aceste cinci probe,
Fig.9. Spectrul SERS al probelor de apa

colectatd dupi imersarea probelor de fruct in a dezvaluit aceleasi benzi SERS ca si n spectrul SERS
comparatie cu spectrul SERS al TBZ-lui.

al TBZ in forma neutra, precum si unele alte contributii
Excitare: 532 nm, 40 mW
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mici din esantionul complexului din intervalul numerelor de unda 1600 em™ - 1700 cm™.

O dependenta de timp a eliberarii tiabendazolului din coaja fructului a fost de asemenea
studiatd, prin studierea solutiei rezultate dupa imersarea probei timp de 15 minute, 30 de minute,
1 ora si 24 de ore. Dependenta semnalului SERS de timpul de imersare este prezentatd in
(Fig.10)

Dupa imersarea de 15 minute TBZ a fost

detectabil foarte usor din solutia astfel obtinuta.

Imersarea mai lunga a rezultat intr-un semnal SERS mai
intens. Luand in considerare specificitatea dependentei
de concentratic a semnalului SERS, semnalul SERS
tipic al TBZ neutral la concentratia 10° mol I™* a fost

identificata si in cazul solutiei obtinutd dupa 24 de ore

Intensitylarb.units

imersare. Aceste rezultate sunt suportate prin calcularea
raportului intetnsitagii relative, r=Ij3g0/l4gs, @ benzilor

observate la 1389 cm™ si 484 cm™. Acest raport este mai

mare decat unu (r>1) numai la concentratia SERS de 10

5 1A . .. . .. .
Wavenumbaricm’ mol I, in timp ce la concentatii mai mici, r este mai

Fig.10. Spectrul SERS al probei de apa colectas ~~ MiC decat unu (r<1). Acest rezultat aratd clar ca spdlarea

dupd imersarea fructelor dupd 15 min. (negr). - fiyyetelor cu apd curenta nu elimind complet TBZ din

dupa 30 min. (verde), dupa 1 ora (portocaliuy),
dupi 24 de ore (marou). coaja fructelor, pentru ca o concentartie mai mare de TBZ

Excitare: 532 nm, 40 mW a fost obtinutd din probd la imersare pe timp mai lung.
Numai in cazul bananclor a fost r<l, ceea ce arata o
concentratie mult mai mica (foarte probabil 1,96*10° mol I'") de TBZ extras din banana. Printre
citrice, portocalele arata nivelul cel mai mare de TBZ in coaja.

Spectrul SERS obtinut din proba de imersarea a cojii de fructe 1n apa distilata aratd aceleasi
benzi SERS la fel ca si in spectrul TBZ-lui in forma neutrd, desi au fost observate si alte
contributii mici de semnale de la proba intre 1545 cm™-1640 cm™. in afard de acestea a fost
observat un background intens Raman, probabil datorita altor impuritati sau specii fluorescente
din coaja (de exemplu beta-caroten) de la fructe. Insa TBZ a fost detectat Tn mod clar in doar 8

secunde masuratoare in toate cazurile studiate. Luand in considerare greutatea moleculard a

TBZ-1ui (201,249 g/mol), si cantitatea probei SERS de 10 pl, se poate estima usor cantitatea de
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tiabendazol din coaja respectiva extrasa in 100 ml de apa distilata. Rezultatul aratd ca este vorba
de 0,394 mg TBZ obtinute din o bucata de coaja de aproximativ 5 g. Acasta cantitatd colectata de
la o bucata de coaja de fruct este mai mare, in mod evident, decat cantitatea permisa de catre
Uniunea Europend de 6 mg/kg, in cazul citricelor (portocale, lamaie, pomelo, grapefruit,
mandarin etc) si 2 mg/kg in cazul bananelor. Tn experimentul nostru noi am folosit numai o

bucata din coaja fructelor, de aproximativ 5 g, care a furnizat 78 mg/kg de TBZ.

11.3. Concluzii

A fost raportatd pentru prima datd o caracterizare vibrationald Raman completa teoretic si
experimental pentru molecula de TBZ, intr-un interval larg de concentratii si valori ale pH-ului.
Am aratat ca TBZ pote fi detectata rapid in solutie apoasd cu ajutorul spectroscopiei Raman la
nivel de milimolar si respectiv SERS de la micro -la nivel picomolar, utilizdnd nanoparticule
coloidale de Ag, si un spectrometru portabil compact, de tip mini — Raman.

Am propus de asemenea, un mecanism de adsorbtic a moleculei TBZ pe suprafata
nanoparticulelor de Ag. Pentru TBZ dizolvat in etanol s-a concluzionat un comportament SERS
diferit, comparativ cu cel al dizolvarii in apa. In cazul etanolului limita de detectie a fost de trei
ordine de marime mai mare, pana la nivel de picomol. TBZ adsoarbe pe nanoparticule de Ag prin
atomii de S si N al inelelor 1 si 2, rezultand o orientare verticald, cand etanolul este folosit ca
solvent si o orientare inclinata, spre paralela cu suprafata de argint, in cazul dizolvarii In apa
distilatd. Speciile protonate presupuse din spectrele Raman de solutie apoasa au aratat benzi noi
de N-H la 1643 cm™ si o schimbare mica in vibratiile. in concluzie spectrul Raman in solutia
apoasa releva forma protonata a moleculei. S-a aratat ca inregistrarea spectrelor Raman in solutie
apoasd, folosind un instrument Raman portabil, permite diferentierea a doua specii distincte in
solutie apoasa al TBZ la 10 mol I"Y, forma neutra si respectiv protonatd. Datele vibrationale au
fost folosite pentru a detecta TBZ din coaja citricelor si bananelor tratate, folosind un algoritm
simplu, prin imersarea fructului in apa si analiza SERS a solutiei astfel obtinute. Semnalul SERS
obtinut a permis evaluarea cantitatii de TBZ existent in coaja si implicit a nivelului de TBZ
exprimat in mg/kg aplicat. Pe baza intensitatii benziilor specifice SERS, r=I13g9/l4g4 in functie de
concentratie am detectat rapid nivelul TBZ-lui in fructe

O cantitate totala de 0,394 mg TBZ a fost calculata dintr-0 proba de 5 g coaja de citrice

ceea ce duce la o valoare estimata de 78 mg/kg de TBZ, de 13 ori mai mare decat nivelul maxim
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permisd de normele in vigoare. Pe baza semnalului SERS, cel mai ridicat nivel de TBZ a fost
dedus Tn portocale, in timp ce in grapefruit, in lamaie si in lamiie ,,bio” a fost gasit acelasi nivel.
Numai pentru banane raportul SERS a fsot r < 1 sugerand cel mai scazut nivel , intre limitele
permise. Rezultatele au fost publicate in Food Chemistry si respectiv in Spectroscopy Europe, un
jurnal larg mediatizat in domeniul spectroscopiei. Ca urmare, impactul asupra publicului si mass-
mediei a fost pe masurd, cu emfaza pe importanta rezultatelor pentru informarea publicului larg.

(http://www.tvrplus.ro//editie-telejurnal-150122, http://adevarul.ro/news/eveniment/fructele-bio-o-pacaleala-toxica-

1 527a8c32c7b855ff56c5907b/index.html)
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Capitolul III: Caracterizarea vibrationala si monitorizarea unor

biotoxine din produse de aquacultura

[11.1. Biotoxine marine

Una dintre toxine daunatoare este acidul domoic (DA), care provoaca boli grave, de DA
este toxinul responsabild pentru sindromul otravire amnesica crustacee (Amnesic shellfish
poisoning, ASP). ASP este o boald noua descoperita, intratd in lexiconul de sanatate publica in
1987. [31] Simptomele ASP includ varsaturi, greata, diaree si crampe abdominale in termen de
24 de ore de la contactarea bolii In cazurile mai severe, simptomele neurologice dezvolti in 48
de ore si includ dureri de cap, ameteli, confuzie, dezorientare, si pierdera de memorie scurta,

slabiciune musculard, convulsii, secretii, aritmii

R aal W cardiace, coma si eventual moarte.
outes o hf
Domoic acid Toate crustacee si pestii pot acumula
Marne mammal P a T 4 bae: < I - . T
\ L aceastd toxind fara efecte negative parente. In

S~ [ O . o
o >aliy, | M @ crustacee toxinele acumuleazd in principal in

‘-—5‘- |
ey TR Tlam L 4 . . e A
= iy < .v glandele digestive, la peste se acumuleaza in
Seatup tesuturi. DA produce, de asemenea, mortea de
A —— =" — . . . . . . .
Harmiul e - sute de pasari marine, mamifere si pesti in diferite

bicoms [MABs) - e Pseudo Mitzschin

Pad tide - Imicroscegic algae|

Fig.11. Ruta acidului domoic de la alge la om. parti ale lumii (Fig.11). In Uniunea Europeand a

stabilit un nivel permis de 20 mg DA / kg la
crustacee si in peste. [32]

Existd o serie de metode de a detecta DA in alge si in produsele alimentare. Dar aceste
metode sunt foarte sensibile, costisitoare i au nevoie de mult timp pentru a realiza, necesitd
prepararea unei proba complexa, sau necesitd sacrificiu de animale sau utilizarea de reactivi
costisitoare. Timpul este foarte important Tn detectarea acidului domoic, deoarece acesta poate fi

gasita in alimente perisabile.
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111.2. Acidul domoic

Acidul domoic (DA), C1sH21NOg, (greutate moleculara 311,3303 g/mol) este o neurotoxina
cu rol excitator, este un amino-acid produs in mod natural de alge microscopice, mai exact de
diatomee Pseudo — nitzschia (fig.1). Aceasta alga a fost identificata pentru prima data din alge
marine rosii “Chondria Armata” ("domoi" in japonezd) si a fost denumitd astfel de catre

Takemoto si Daigo, la sfarsitul anilor 1950. [33, 34]

Takemoto si Daigo [33, 34] elucidat structura

N " 0 moleculara a acidului domoic: este un aminoacid

tribazic, legat structural pentru acidul glutamic si

- o continind un inel de prolind. Structura moleculard este
HN—, prezentatd 1n Fig.12

""7;‘_0
HO

Fig.12. Structura molecularda a DA

II1.2.1. Spectrul Raman si SERS al apei de mare

Spectrul Raman al apei de mare (Fig. 13) prezintd trei benzi principale. Doud dintre
acestea sunt datorate vibratiilor bending H-O-H (1641 cm™) si stertching O-H (3000-3200 cm™)
ale apei. Singura componentd chimicd ce se

distinge in spectrul Raman este sulfatul, prin

30000

25000

prezenta unei benzi stretching S-O (981 cm™) a

20000

ionului SO4%. Se observi o buni corelare intre
15000 -

valorile experimentale obfinute prin masurarea

10000

spectrelor Raman ale apei de mare din zonele

Raman intensity/arb.units

5000 —

studiate si cele din literatura.

T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000

Wavenumber/cm™

Fig.13. Spectrul Raman al apei de mare
Excitare: 532 nm; 20 spectre, 15 sec, slit 100
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Intensity/arb.units

Semnalul SERS al apei de mare (Fig.14)
furnizeaza informatii complexe si bogate intr-o maniera
simultand, privind prezenta unor componente
anorganice (fosfati, nitrati, nitri{i, amonia, carbonati,

sulfati, etc) precum §i specii organice  si

microorganisme

T T T
1500 2000 2500

Wavenumber/cm™

Masuratorile releva benzi SERS foarte bine

Fig.14. Spectrul SERS al apei de mare . X
rezolvate, inguste si exacte, pentru apa de mare

Excitare: 532 nm; 10 spectre, 3 sec, slit 50

colectata din zona ,,sdlbatica” precum si pentru apa din

aquacultura, fara nici o pregatire chimica al probelor de apa, folosind ca substrat metalic un
coloid de argint, si o achizitie Raman de 3 secunde.

Semnalul SERS arata informatii simultane despre prezenta nitratilor, sulfatilor, ionului
amoniu, carbonatilor si fosfatilor precum si despre salinitate. Cele mai semnificative benzi SERS
se observa la: 2958 cm'l, 2931 Cm'l, 1502 Cm'l, 1269 Cm'l, 1146 cm'l, 216 cm™. Prezenta
cloridelor in sistemul SERS este dovedita prin observarea benzii intense la 216 cm™, datoritd
legéturii noi formate in sistemul SERS (Ag-Cl). Semnalul SERS al apei de mare arata diferente
semnificative n pozitia si in intensitdtiile realative ale benzilor, comparand cu spectrul Raman,
sugerand un proces puternic de chemisorbtie. Teorectic, din apa de mare ar putea adsorbi pe

suprafata metalica o multime de componente atat organice cat si anorganice, intr-un mecanism

concurential.

II1.2.2. Spectrul Raman si SERS al apei din aquacultura

Fig.15. prezinta spectrul Raman al apei de mare in comparatie cu spectrul Raman al apei
din aquacultura., in timp ce Fig.16 prezinta spectrele SERS al celei doua ape.

Banda la 438 cm™ din spectrul Raman al apei de mare este deplasatd la numere de unde
mari, la 453 cm™, in timp ce banda de la 1641 cm™ este deplasat la numere de unde mai mici la
1635 cm™, in spectrul Raman al apei din aquaculturd. Apare o bandd noud, in cazul apei din

! care nu are corespondent in spectrul Raman al apei de mare.

aquacultura, la 1099 cm
Comaparand cele doud spectre Raman acestea nu evidentiaza diferenfe semnificative pentru

scopuri analitice.
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In cazul spectrelor SERS al celor doud ape, se remarca diferente semnificative (Fig.16).
Acest experiment demonstreaza clar modificarile de compozitie chimica ale apei din zona de
aquaculturd. Cele mai intense benzi au fost observate la 1363 cm™, 1508 cm™, si 610 cm™, benzi
SERS caracteristice excesului de nitrat in apa de mare, precum si unei modificari in ce priveste
tipul si concentratia de micro-organisme.

In scopul detectarii unor posibile biotoxine in apa de mare, aceste spectre SERS vor fi

utilizate ca spectre de referinta.

20000 24000
2
£ 15000 =
5 5
s £ 16000
£ >
2 =
% 10000 - a
£ £
c
] I
£ 5000 § 8000+
& T x
04
T T T T T T 0 T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 1000 1500
o ’ C ; Wavenun:lber/cm'1 . .
Fig.15. Spectrul Raman al (a) apei de mare in comparatie Fig.16. Spectrul SERS al (a) apei de mare in comparafie cu
cu al (b) apei din aquacultura I al (b) apei din aquacultura

11.2.3. Spectrul FT-Raman al acidului domoic

on- : ﬁ ; Fig.17 prezinta spectrul FT - Raman
J-CHs
£ " t i 1 al acidului domoic solid. Banda Raman cea
g 0 X ‘ -\_’< \OH
% 012 LI :"\l" mai intensa este atribuitd vibratiei de
010 4 H H
R TR WE P on stretching a legaturii duble C=C de la 1649
I f ; . _ -
s =14 ’a 1y cm™ (1650 cm™ in literatura de specialitate)
Tadd L 2.8 _
w‘__.""ﬁ"\”!'-.._ ; ‘ \ﬁﬁ'\’iﬁf TRl ;i;,_::W [33], care este banda marker Raman
s Tome o w0 0 (fingerprint) a acidului domoic (DA).
Wavenumbericm '

Figura.17. Spectrul FT-Raman al acidului domoic

Excitare: 1064 nm, putere 1 W, rezolutia spectrald 2 cm™, 100

scanari.
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111.2.4. Spectrul SERS al acidului domoic

Spectrul SERS al solutiei apoasd DA, la concentratia 3,3 * 10 mol I'1, este prezentata in
Fig.18.

Semnalul SERS al solutiei apoase DA, la

k| 3,3 * 10 mol I"* concentratie si la pH 5.5, aratd

'-E wai | 93 g i diferente in pozitiile benzilor si in intensitatiile
\ ' ! pozi > !
2 0 4 5 2 ‘— ™
£ | N g/ relative, in comparatie cu spectrul FT - Raman al
: | | parat P
£ mowd | Ml e I ) . )
$ ot I W+ | DA solid, sugerand un proces puternic de
mod || , || chemisorbtie al DA pe nanoparticulele de argint.
P | '\ I| ‘\-""‘ | .o - . .
ol = A Prezenta benzii SERS la 223 cm™, indici
32‘00 ZBIOO ” 15‘00 1200 84])0 400

L formarea legaturii Ag —O care nu apare in
spectrul Raman normal. Acest fapt demonstreaza

Fig.18. Spectrul SERS al acidului domoic in solufie apropierea grupdrii de carbonil la suprafata de

o argint. Valori similare sunt raportate in literatura de
specialitate [34] pentru numerele de unda atribuite a vibratiei SERS v(Ag - O).

Comparativ cu spectrul FT-Raman normal cea mai prominenta banda SERS a fost
observatd la 1584 cm™ si atribuitd vibratiei de stretching a legaturii duble C = C. Largirea benzii
fingerprint din spectrul SERS este datoratd probabil, din cauza unui set divers de orientari
moleculare pe suprafata de argint, care este posibil deoarece DA are o dubla legitura conjugata
in ringul scheletal al structurii moleculare, cu trei grupari carboxilice distincte (COOH) la
periferia moleculei, si are, de asemenea, un grup imino (NH); prin fiecare se poate lega la
suprafata metalului [35-39].
suprafata metalului. Conform Falk si colab.[40], DA existd in cinci stari protonate distincte, a
caror proportie este puternic dependentd de pH, unde grupul imino > NH sau cele trei grupuri
carboxilice sunt sensibile in solutii apoase. Avand in vedere ca solutia de DA are o valoare de pH
5.5, unde este prezent un singur anion — COO[41], forma adsorbita cea mai probabila ar fi prin
intermediul acestui grup functional. In consecintd ne-am asteptat la o noui bandi SERS

corespunzitoare conjugatei DA - Ag la aproximativ 216 - 222 cm™. Tntr-adevar, in Figura.18, se

observa o banda la 223 cm™, ce confirma presupunerea noastrd de adsorbtie.
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111.2.4.1. Spectrul SERS de dependenta de concentratie al acidului domoic in

apd purd i in apd de mare

Spectrul SERS al DA 1in solutie apoasa a fost
inregistrat pentru diferite concentratii, de la 10 mol
I 1a 10° mol I* in cazul solutiei cu api purd
(Figura.Ill.15), iar in cazul solutiei cu apa de mare a
fost realizat cu un ordin de marime mai mic pana la
3,3 * 10 mol I"* (Fig.19). Cu scaderea concentratiei
se observa diferente in intensitatea relativa a benzilor,

Tn ambele cazuri, sugereaza o reorientare pe suprafata

de nanoparticulelelor de argint.
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Fig.20. Spectrul SERS al acidului domoic in apa de

mare la diferite concentratii.

in Spectru| Fig.19. Spectrul SERS al acidului domoic in apa

SERS cu pura la diferite concentratii.

apa de mare, la 1651 cm™ si 1622 cm™ la concentratii
mai mici de 3,3 * 10° mol I"* la 10® mol I, in timp ce
benzile de la 1505 cm™ si 1271 cm™ sunt crescute
dramatic, sugerand o interactiunea a acidului domoic cu
unele componente al apei de mare sau o modificare
structurala a moleculei din cauza diferitei pH de apa de

mare (7.5).

In spectrul SERS al DA in solutia cu api de mare
(Fig.20) in intervalul numerelor de unde mari este

dominat complet semnalul SERS de la apa de mare

(3600 cm™ - 1800 cm™).

Un studiu anterior privind semanlul SERS pe DA

[41], in solutie apoasd aratd ca toxina a fost detectabild la concentratia de 2.5 10°mol I* (7.8

pg/ml). Cu metoda SERS actuald am demonstrat posibilitatea de a detecta DA in solutie de apa
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purd la 3.3 * 107 mol I* (0.1 pg/ml ), si in solutie de apa de mare la 3.3 * 10® mol I (0.01
pg/ml ). Am ajuns la o limitd de detectie de 78 ori mai mare decat raportul SERS precedent, si

chiar mai mare (780 de ori ), atunci cand apa de mare a fost utilizata ca solvent.

111.2.4.2. Spectrul SERS al acidului domoic pe nanoparticulele amino-

functionalizate de argint

Prin interactiunea cu receptorii din amino-acizi, DA isi exercitd efectul neuroexcitatoriu la
nivelul organismelor in care este incubat. [42], de aceea, ne-am propus si studiem posibilitatea
de a detecta DA, prin metoda SERS, bazatd pe afinitatea sa fatad de gruparea functionala amino.
Este cunoscut in general faptul cd un marker SERS contine un substrat SERS (de obicei
nanoparticule unui metal nobil) si un reporter Raman adsorbit (o specie molecularda Raman cu
sectiune de imprastiere ridicatd) [43]. Pentru a testa capacitatea de a capta DA la markerul SERS,
am folosit 4 - aminothiophenol (4-ATP) chemisorbit pe suprafata de Ag, drept,,SERS tag”(tinta
SERS). Este bine cunoscut faptul ca 4 - ATP interactioneaza puternic cu suprafetele de argint sau
aur si conjugatele Ag—ATP, prezinta semnale SERS foarte puternice [43-46] ale ATP
chemisorbit prin atomul S, confirmat prin banda noua SERS la aproximativ 212 cm™ si atribuita
modului vibratiional Ag-S. [46]

Studii foarte recente au aratat ca interactiunea p-ATP cu fotonii laserului incident [47]

poate sa genereza un proces fotochimic cu aparitia

unor specii chimice noi, cum ar fi p,p' -

. 53; 5 dimercaptoazobenzene, care prezinta un semnal

é 'fi‘yg . 3 SERS total diferit. Modurile noi "b2" la 1142 cm™,

el g %f” . F | . 1388 cm™ si 1432 cm™ observate in spectrul SERS

% o _/llg w U',rﬁ%ﬁg? al ATP-lui, atribuite cu p,p'-dimercaptoazobenzene,

- P e g o g s;o atunci cand puterea laserlui aplicata a fost mare (cca
1 ,r':_ﬁff..__wr...dz__J_.\“_f.,f?_ 10 mW). [47]

1800 1600 1400 1200 000 800 600 400 A o . .
Tinand seama de conditiile specifice de mediu

Wavenumber/cm™

pentru a obtine un semnal SERS reproductibil de la

Figura.21. Spectrul FT-Raman al 4-ATP pura (a), SERS al 4-ATP pe Ag’ am InregIStrat SpeCtre SERS in cazul

4-ATP (b)
si SERS DA pe amino-AgNPs marker (c).
Excitatie: 1064 nm a); 532 nm b) si c).
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solutiei DA adaugati pe complexul conjugat Ag-ATP. Intr-adevar, dupd masuritori SERS
intermediare ale sistemului ATP-Ag s-a concluzionat ca sistemul SERS obtinut este un complex
de tip amino-AgNPs, adica particule de Ag functionalizate cu gruparea amino. Obftinerea
semnalului SERS (ceea ce insemana expunere sub laser) demonstreaza ca este posibila pastrarea
identitatii markerului si prevenirea proceselor fotochimice daca se utilizeaza puteri laser scazute
(1-5 mW). Doar in acest caz, dupa adaugarea DA, markerul SERS 1si pastreaza disponibilitatea
pentru interactiune cu DA. In cazul adsorbtiei ATP pe NPs la puteri laser mari, in urma
proceselor fotochimice induse de laser, moleculele adiacente de ATP se angajeaza in legaturi
intermoleculare cu formarea p,p'-dimercaptoazobenzenului, specie care nu mai are grupari amino
disponibile pentru captarea acidului domoic. Tn cazul complexului SERS (AgNPs-ATP) proaspit
preparat, fara expunere laser si deci fara colectarea semnalului SERS intermediar al markerului,
la adaugarea solutiei de DA, rezulta un semnal SERS specific al DA captat pe markerul SERS
(Fig. 21)

Interactiunea dintre orice grupari carboxilat cu amino-NPs (markeri SERS) este clar
evidentiatd ca o modificare drastica in regiunea spectralda SERS de 1600 cm™- 1700 cm™, unde
deformarea grupirii amino (de la ATP) si grupurile carboxilat prezintd benzi specifice. in
spectrul SERS al 4-ATP absorbita pe suprafata de Ag, s-a observat cateva benzi foarte intense si
medii la 1079 c¢cm?, 1176 cm?, 1597 Cm-l, ce depind in mod semnificativ de conditiile
experimentale (putere laser mare, generand reactie fotochimicd in comparatie cu putere de laser
mici). Domeniul spectral intre 1600 cm™ - 1700 cm™ este liber de benzi.

Pentru a realiza rapoarte molare de 1:1

pentru ATP : DA, am pregatit o proba SERS de

23080 4.16*10" mol I DA
4-ATP din 100 ul de Ag coloidal si 10 ul de 4 - . "M‘ift‘ ik e J'
ATP (4,5%10° mol I™"), iar in final am adaugat 50 § el ' H X% f
pl de solutie apoasa de DA (respectiv cu solutie % mwi;) l _—n }
cu apd de mare), la concentratia 10° mol I, = ‘I":‘JEL A'W\Wiﬂ ) |
Raportul molar final de SERS a fost CDA/C4- ,,Lvd‘:':;:\“" L:iv:w:w/

ATP:O,gg aop 2008 1860 1200 ata a0

Wavenumbericm '

Am Tnregistrat spectrul FT - Raman al 4--
ATP-lui pur si am comparat cu semnalul SERS Fig.22. Spectrul SERS al DA pe AgNPs cu DA

dizolvata in apa distilatd (a) si in apa de mare (b).

corespunzator pe nanoparticule de Ag, pentru a
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verifica identitatea speciilor de 4-ATP absorbite (marker SERS). Dupa adaugarea acidului
domoic, spectrul SERS al markerului a relevat diferente semnificative in regiunea 1580 - 1700
cm™. (Fig.111.19) . Banda de la 1579 cm™ se extinde si se observa in jurul 1648 cm™ un umar
prominent. Diferentele observate detaliate sugereza ca DA legat pe grupe functionale de 4-ATP

ar trebui sd interactioneze cu markerul SERS.

Tn cazul apei de mare (Fig .22 ), su-a observat diferente semnificative. Aparitia unor noi
benzi la 1645 cm™ si 1617 cm™, precum si in domeniul numerelor de unde mici la 219 cm™ si
149 cm™, a demonstrat posibilitatea de a identifica biotoxina, exploatand specificitatea SERS a
nanoparticulelor de argint amino- functionalizate. Specificitatea semnalului este observatd nu
numai Tn regiunile spectrale ce definesc marginile domeniul spectral de achizitie Raman, care nu
este, de obicei, foarte potrivit pentru echipamente portabile, ci si in regiunea de fingerprint,

utilizatd in mod obisnuit pentru monitorizari Raman cu echipamente compacte.

111.2.4.3. Detectare SERS al acidului domoic pe tesutul de peste

Probele pentru masuratori SERS au fost pereparate prin inghetarea probei de peste la -20
°C, si pusd apoi In nitrogen lichid citeva minute. Pentru mapping prin microscopie Raman, aceste
probe inghetate au fost taiate imediat la 40 pm in sectiuni subtiri cu un microtome (Cryostat
Frigocut 2800E, at -25 °C, si depuse
apoi pe o lama de de CaF, pentru
microscopie Raman (pentru a evita 200
fluorescenta), si masurate imediat

Spectrul Raman al probei de 600 -

peste este aratata pe Fig. 23. Pentru

Intensity/arb.units

interpretarea spectrului Raman, am _

apelat la comparatia cu un spectru

de referintd, al colagenului, o

e . . 3000 1500 1000 500
proteind  abundentd in  toate

Wavenumbersicm '

Fig.23. Spectrul SERS al tesutului de peste
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tesuturile animale (s1 umane).

Se observa ca benzile specifice ale proteinelor, amida I (1658 cm™) si amida III (1267 cm”
1), respectiv vibratiile specifice gruparilor -CH,, -CHs, de la 1447 cm?, 2987 cm™ si 2935 cm™
atat din proteine cat si lipide sunt observate fara ambiguitate (ca si in cazul proteinelor, in cazul
de fata, colagen). O alta banda caracteristica este observata la 1001 em™ siin general atribuita in
literatura vibratiei stretching a ringului phenyl din phenylalanina. Banda de la 317 cm™ este
datorata suportului de CaF,. Benzile complexe din regiunea 1300-1400 cm™ sunt contraversat
atribuite In literaturd, dupa unii autori acizilor nucleici, dupd alti autori gruparilor heme din
proteine hemice.

Pe tesutul de peste am adaugat citeva picaturi de acid domoic dizolvata in apa purd, si dupa
cateva minute am facut masuraturile pe diferite adancimi. Spectrul mediat este aratat in

Spectrul SERS al tesutului prezintd diferente

drastice fatd de semnalul Raman, ceea ce sugereaza o

“1 A 1 puternicad incubare a nanoparticulelor in tesut si
g \ respectd un proces de chemisorptie al unor molecule
[ W V]
g ’ \ L specifice din structura tisulard. Se observa ca domina
£ "1 . 1 . . T
3 \ benzile de la 1328 cm™ si 719 cm™, de obicei atribuite
E = b . A . - « . A .
£ Ry /AW | in literatura SERS bazelor purinice (in special
adeninei) din acizii nucleici. Spectrul SERS al tesutului
cu DA prezinta o amprenta spectrald distincta.
Sunt observate fard ambiguitate benzile SERS
Wavenumberiem'” caracteristice ale acidului domoic (Fig. 24), ceea ce ne
Fig.24. Spectrul SERS al tesutului de . . . . . .
peste (a), spectrul SERS al tesutului de peste permlte sa concluziondam ca tehnica SERS este capablla
intoxivat cu DA (b), spectrul SERS al DA dizolvat
in apd puri (c), sa detecteze si sa diferentieze aceasta biotoxind in

tesutul de peste. Aceste rezultate deschid noi perspectie
in dezvoltarea tehnicii pentru aplicatii curente, in care evident, vor fi necesare baze de date SERS
specifice pentru tesuturile sandtoase. De aceea ideile dezvoltate in aceastd teza deschid noi

directii de cercetare aplicatd, de interes curent.
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111.2.3 Concluzii

Am obtinut si am caracterizat in premierd, semnalul SERS al acidului domoic, atat in apa
purd cét si apd de mare si am atins limita de detectie la concentratie de 0,33 nmol 1™ (0,33 ppb) in
apa distilatd si respectiv 0,033 nmol 1™ (0,033 ppb) in apa de mare, concentratii mult mai mici
decat nivelul acceptat de reglementarile actuale. Trei scheme diferite de detectare a acidului
domoic (DA) in apa de mare au fost descrise, prin dizolvarea in apa de mare a probei cristaline,
prin diluarea solutiei de apa pura cu apa de mare sau prin utilizarea unor markeri SERS de tip
animo-AgNPs (asa cum este rezumat grafic in figura de mai jos)

Specificitatea dependentei de semnal a metodei utilizate a fost discutatd in toate cazurile.
Pentru a proba tehnica SERS si a obtine semnal de inalta calitate am folosit nanoparticule atat
pure cat si amino - functionalizate. Dependenta de concentratie a spectrelor SERS a relevat
diferente semnificative in semnalul acidului domoic adsorbit, dependent puternic de conditiile de
mediu. DA a fost detectat la concentratie de 4,16*10" mol I in cazul utilizarii nanoparticulelor
functionalizate, o limita de detectic cu 5 ordine de marime mai mica decat in cazul
nanoparticulelor pure de Ag.

Utilizarea metodei SERS pentru a detecta biotoxinei demonstreaza posibilitatea de a oferi
modalitati alternative de a inlocui metodele actuale costisitoare si consumatoare de timp In
analizele cu scop de monitorizarea permanenta. Acest lucru a demonstrat orientarea si legarea
acidului domoic pe suprafata metalica, si detectarea acestei toxine marine in apa de mare,
utilizand SERS la concentratii mai mici decit metodele actuale utilizate.

Specificitatea detectiei DA pe amino-AgNPs este semnificativd si neambigud, nu numai la
marginea domeniul spectral, ci si de asemenea si in intervalul spectral asa-numit ,,fingerprint”,
care de obicei este foarte potrivit pentru orice echipament Raman portabil. Prin urmare,
rezultatele au furnizat informatii valoroase pentru punerea in aplicare a metodei ca o variantd
usoard de implementat in situ, rapida si ieftina pentru programele marine de monitorizate,

folosind aparate portabile si nanoparticule de Ag coloidale.
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Concluzii generale

Teza aduce in premiera rezultate originale in sprijinul implementarii
tehnicilor spectroscopice vibrationale, in particular SERS, in controlul
calitatii alimentelor.

S-a detectat in premiera prezenta tiabendazolului in coaja citricelor si
bananelor utilizand tehnica SERS, iar studiul a fost extins chiar si
pentru probe de citrice achizitionale din asa numitele magazine ,,bio”.
S-a aratat ca nivelul TBZ detectat a depasit de 13 ori valorile maxime
admise de reglementarile in vigoare. Acest lucru a fost posibil numai pe
baza unei caracterizari riguroase a meloculei in cauza, atat din punct de
vedere teoretic cat si experimental.

Astfel de studii pot fi cu certitudine implementate in aplicatii curente
daca exista o baza de date de spectre vibrationale corespunzatoare
precum si expertiza (know how) pentru monitorizari curente.

In ce priveste translatarea spectroscopiei vibrationale catre aplicatii
curente in programele de monitorizare din aquacultura, studiile noastre
demonstreaza posibilitatea detectiei si monitorizarii unor biotoxine atat
in apa de mare cat si in produsele de aquacultura (seafood) si deschid
noi perspectie in domeniu.
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{i multumesc in mod cu totul special doamnei Conf. Dr. Simona Cinti Panzaru, cine mi-a
ghidat constant pasii de cercetare, pentru ca mi-a cedat din experienta sa si mi-a dezvaluit tainele

unui domeniu atét de frumos al cercetarii, spectroscopia vibrationala.

De asemenea, doresc sa-i adresez multumiri alese si recunostinta domnului Prof. Dr. Vasile
Chis pentru importante sugestii, indrumari si completari stiintifice si totodata pentru

promptitudinea si profunzimea sfaturilor acordate.

As dori sa va aduc multumiri intregului colectiv al Universitatii Friedrich-Schiller, IPHT,
Jena, Germania, si in mod special pentru domnului Prof. Dr. Jurgen Popp, pentru sprijinul

profesional si financiar acordat in realizarea acestei teza.

Nu din ultimul rand, doresc sd multumesc celor mai importante persoane din viata mea,
sotului meu Ferencz, parintii mei si sorei mele, care mi-au fost alaturi neconditionat cu sprijinul

si dragostea lor.

Aceasta lucrare a fost posibilia prin sprijinul financiar oferit prin Programul Operational
Sectorial Dezvoltarea Resurselor Umane 2007-2013, cofinantat prin Fondul Social European,
in cadrul proiectului POSDRU/107/1.5/8/76841, cu titlul ,Studii doctorale moderne:

internationalizare i interdisciplinaritate ”.
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