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INTRODUCERE

Chimia electroanalitica joaca un rol foarte important in protectia mediului inconjurator, in particular,
senzorii electrochimici prezintd un mare interes pentru monitorizarea poluantilor prioritari pe teren, precum
si pentru rezolvarea altor necesitati de mediu. Ei trebuie sd fie sensibili si selectivi fatd de speciile
electroactive, rapizi, precisi, compacti, portabili si avand un cost redus. Aceste caracteristici au avut deja un
puternic impact si asupra descentralizarii analizei clinice. Cu toate ca prezintd un mare potential pentru
monitorizdri de mediu, aplicatiile senzorilor electrochimici pentru controlul poludrii sunt incd in stadiu
incipient.

Teza de doctorat intitulati: METODE SI METODOLOGII iN DETERMINARI ANALITICE
CU APLICATII iN EVALUARI DE MEDIU SI SANATATE aduce o contributie importanti la
dezvoltarea cunostintelor din domeniul metodelor analitice de mediu si sanatate, urmarind elaborarea de noi
senzori electrochimici. Tema tezei se integreaza in domeniul dezvoltérii de noi metode pentru analizele de
mediu precum si al elaborarii de senzori electrochimici bazati pe electrozi modificati, cu aplicabilitate in
laboratoarele de analize de mediu §i sanatate. Acest domeniu este de interes major in cercetarea
internationala. Studiul propus a urmarit obtinerea unor senzori amperometrici cu aplicabilitate in domeniul
mediului si sdnatatii, bazati pe electrozi modificati cu filme polimerice, sensibili la poluanti, precum ionii de
metale grele, (in special, ionii de mercur, cupru, plumb, cadmiu si fier(Il)), compusi fenolici si glucoza.

Teza de doctorat se incadreaza in cercetarea globala privind sistemele macromoleculare de tip gazda,
create prin polimerizarea unor monomeri derivati de azulend sau adsorbtia derivatilor de piren. Sistemele
studiate pentru realizarea de electrozi modificati chimic (CME) au la baza Na’, Na-Bis(carboximetil)-L-lisin
amida acidului 11-pirol-1-il-undecanoic acid (pirol-NTA), tetrafluoroboratul de (11-pirolil-1-undecil) trietil-
ammoniu  (pirol-amoniu), 4-azulen-1-il-2,6-bis(2-tienil) piridina, etilendi-aminotetra-N-(3-pirol-1-il)
propilacetamida si tetrametilpiperidinil-piren (TEMPO-piren). Aceste molecule sunt relevante Tn chimia
supramoleculara, fiind capabile sd lege selectiv anumite specii organice sau anorganice. Ele prezinta
proprietati de recunoastere pe baza carora, dupa electropolimerizare sau adsorbtie, se poate obtine un film
subtire cu proprietati senzoriale. Transpozitia proprietatilor de recunoastere de la un sistem omogen la unul
heterogen are in vedere urmatoarele avantaje: utilizarea unei cantitati semnificativ mai mici de ligand in
comparatie cu acelasi sistem in stare omogend, posibilitatea de automatizare a metodei de analiza Intr-un
flux tehnologic (sistem on-line), miniaturizarea sistemului de detectie.

Tn cadrul tezei, s-au realizat noi electrozi modificati, precursorii unor echipamente si aparate de inalta
precizie, ce pot fi folositi pentru analiza metalelor grele din probe reale de mediu (apé, sol si sedimente),
precum si a unor molecule de interes in biologie si sanatate (glucoza, fenoli). Teza se bazeaza pe sinergia
laboratoarelor de cercetare unde s-au realizat experimentele: laboratorul de electrochimie organica din
Departamentul de Chimie anorganica, chimie fizica si electrochimie din cadrul Universitatii Politehnice din

Bucuresti (UPB), laboratoarele de analiza instrumentala de la Institutul National de Cercetare si Dezvoltare




pentru Ecologie Industriala (INCD ECOIND), precum si laboratorul CNRS 2619 "Microbiocapteurs® de la
Universitatea Joseph Fourier (UJF), din Grenoble, Franta. In ultimul laborator mentionat, s-au realizat
studiile experimentale cu privire la elaborarea de biosenzori electrochimici pe parcursul a doud stagii
doctorale desfasurate in perioada martie — iulie 2012 si aprilie — iulie 2013.

Activitatile de cercetare din cadrul tezei au fost compatibile cu specificul laboratoarelor unde s-au
desfasurat experimentele, ele fiind legate de: sinteza si caracterizarea unor liganzi (pirol-NTA, pirol-
amonium si TEMPO-piren), realizarea de senzori electrochimici (UPB, UJF), testare pe probe reale de sol a
senzorilor electrochimici realizati (UPB), evaluarea continutului de ioni metalici din probe reale de sol, apa
si sedimente utilizadnd metode clasice si moderne de analiza (INCD ECOIND).

Obtinerea de electrozi modificati pe baza de polimeri conductori pentru recunoastere, subiect ce
reprezinta obiectivul principal al tezei, este o preocupare majora in cercetdrile desfasurate in prezent la nivel
mondial. Electrozii modificati chimic (Chemically Modified Electrodes, CME) au suscitat un interes
constant de-a lungul timpului, cercetatorii incercand sa inteleagd si sda controleze natura chimica a
electrozilor in asa fel incat acestia sa raspunda unor criterii analitice de performanta cat mai ridicate.

Electrozii modificati chimic, CME, si-au gasit numeroase aplicatii In conversia si stocarea energiei,
electronicd moleculard, display-uri electronice, protectie anticoroziva, electroanalizd si electrosinteza
organicd selectivd. Trasatura caracteristicd a electrozilor modificati chimic este aceea cd suprafata
electrodului este acoperita cu un film foarte subtire de compus chimic (de la un monostrat molecular la
multistraturi de cativa micrometri grosime). Aceastd modificare confera electrodului proprietatile chimice,
electrochimice, optice, electrice, de transport, etc. ale substantei imobilizate pe suprafata lui. Astfel,
cazul electrozilor ion-selectivi, care se axeaza in special pe partitia si proprietdtile de schimb ionic ale
membranelor electrodice.

In dezvoltarea senzorilor chimici, o etapd importanti a constituit-o obtinerea si utilizarea de polimeri
conductori. Acestia prezintda o conductivitate mixtd, ionica si electronicd, prin urmare se comportd ca
traductori ionici $i electronici. Datoritd acestei proprietati, polimerii conductori promit obtinerea si
dezvoltarea de senzori electrochimici robusti, reproductibili, usor de realizat si Intretinut, proprietati care
sunt de dorit pentru aplicatii punctuale, cum ar fi monitorizarea on-line a proceselor de analiza si determinari
clinice. Acest tip de senzori poate oferi performante analitice ridicate, cum ar fi o limita de detectie ridicata
la costuri reduse, existand si posibilitatea miniaturizarii electrozilor si de automatizare a determinarilor.

In acest context, este pe deplin justificatd tema tezei de doctorat: , METODE SI METODOLOGII iN
DETERMINARI ANALITICE CU APLICATII iN EVALUARI DE MEDIU SI SANATATE” care si-
a propus sa pund la punct noi metote bazate pe senzori electrochimici in vederea unor aplicatii in
laboratoarele de analiza de mediu si sdnatate, sa testeze aceste metode pe probe reale si sd evalueze poluarea
cu metale grele din sol, apa si sedimente in zone de interes stabilite prin programe nationale, n paralel cu

metodele clasice utilizate Tn pezent




Scopul definit al acestei teze de doctorat este de a efectua studii in vederea gasirii de noi metode si
metodologii pentru determindri analitice utilizate In domeniul medical si al mediului (determinari de
glucoza, compusi fenolici si ioni de metale grele). Aceste cercetari sunt necesare si oportune si au condus la
o examinare complexa si comparativa a metodelor utilizate in prezent in laboratoarele de analize de mediu si
sdnatate. Au fost puse in evidenta performantele noilor metode propuse spre utilizare, bazate pe folosirea de
electrozi modificati.

In vederea atingerii scopului propus, activitatea de cercetare a fost structurati pe urmaitoarele
obiectivele majore:
- evaluarea continutului de ioni metalici (metale grele indeosebi) din probe reale de sol, apa si sedimente,
prin metode conventionale recunoscute ca spectroscopia de absorbtie atomica (AAS);
- stabilirea metodologiei pentru detectia ionilor metalici, folosind metode moderne ce se impun a fi
implementate in Romania, ca de exemplu spectrometria de emisie optica cu plasma cuplata inductiv, cuplata
cu generator de hidruri in flux (FIAS-ICP-EOS) pentru analiza ionilor metalici;
- punerea la punct a unor metode noi de analiza a ionilor metalici si a unor molecule de interes biologic,
bazate pe electrozi modificati chimic (CME) pentru determinari de mediu si sdnatate;
- optimizarea conditiilor de lucru pentru realizarea de senzori performanti utilizati pentru aplicatii in
domeniul mediului si in cel medical;
- testarea senzorilor realizati pe probe reale de ape, sol si sedimente;
- compararea rezultatelor obtinute prin metodele noi propuse cu cele obtinute prin metodele clasice de
determinare.

Teza de fata este structurata in doua parti (I si II) grupate 1n 10 capitole.
PARTEA | - Cercetarea bibliografica, contine un studiu de literaturd cu privire la metodele conventionale si
moderne pentru analiza ionilor metalici si a unor specii de interes biologic utilizate in laboratoarele de mediu
si sandtate. Prima parte este sistematizata in trei capitole dupa cum urmeaza:
Capitolul 1. Metode moderne pentru determinarea metalelor grele;
Capitolul 2. Metode moderne pentru determinari analitice specifice probelor biochimice;
Capitolul 3. Tehnici experimentale folosite in studiile efectuate.

PARTEA a ll-a,,Contributii originale”, contine rezultatele cercetarilor proprii, prezentate in sapte
capitole, cu urmatorul continut:
Capitolul 4. Detalii experimentale privitoare la studiile efectuate;
Capitolul 5. Evaluari analitice de metale grele prin AAS, din probe reale prelevate din zona unei platforme
industriale;
Capitolul 6. Evaluari de mercur prin AAS din probe reale din Bazinul Hidrografic Olt;
Capitolul 7. Elaborarea unor metode si metodologii de analiza a mercurului i compararea acestora cu cele

conventionale;




Capitolul 8. Realizarea unei metode bazate pe electrozi modificati cu enzime pentru determindri analitice de
fenoli si glucoza;

Capitolul 9. Realizarea unei metode bazate pe electrozi modificati cu filme complexante de poli(4-azulen-1-
i1-2,6-bis(2-tienil)piridind) pentru determinari voltametrice de ioni de plumb si cadmiu;

Capitolul 10. Realizarea unei metode bazate pe electrozi modificati cu nanotuburi de carbon MWCNT si
tetrametilpiperidinil-piren (TEMPO-piren) pentru analiza ionilor de fier(Il).

La sfarsitul lucrdrii sunt prezentate concluziile generale ale tezei de doctorat, din care rezulta ca
scopul si obiectivele stabilite au fost integral indeplinite. Astfel, au fost obtinuti noi electrozi modificati care
au fost testati pentru detectia ionilor metalici (indeosebi ioni de metale grele) si a unor specii de interes
biologic (glucoza si fenoli), s-a realizat analiza unor probe reale de sol folosind acesti electrozi modificati, s-
au comparat rezultatele astfel obtinute cu cele obtinute prin metodele analitice conventionale. Folosind
metodele analitice conventionale, s-a realizat evaluarea poludrii cu metale grele a probelor reale de sol, apa
si sedimente, ceea ce este o preocupare prezenta a laboratoarele de mediu.

Elaborarea de noi senzori electrochimici robusti, reproductibili, usor de realizat si intretinut,
proprietati care sunt de dorit pentru aplicatii punctuale, cum ar fi monitorizarea on-line a proceselor de
analizd i determindri clinice, oferd performante analitice ridicate, limitd de detectie cat mai scazutad la
costuri reduse, existand si posibilitatea miniaturizarii electrozilor si de automatizare a determinarilor. De
asemenea, determinarea permanenta a poluantilor chimici, In vederea ludrii unor masuri corespunzatoare de
reducere a lor, este permanent necesard, deoarece semnaleaza pericolele iminente de poluare a mediului

inconjurator.

CONTRIBUTII ORIGINALE

CAPITOLUL 4.
DETALII EXPERIMENTALE REFERITOARE LA STUDIILE EFECTUATE

4.1. APARATURA FOLOSITA

4.1.1. Aparatura pentru AAS
Masuratorile pentru detectia mercurului au fost efectuate cu ajutorul unui spectrometru de absorbtie
atomica, AAS Unicam. Probele au fost analizate prin AAS in conformitate cu metoda descrisa in SR I1SO
11466:1999 si SR EN 1483: 2007 [6, 7].
lonii de Cu, Ni si Cd au fost determinati folosind un spectrometru de absorbtie atomica ATI
UNICAM 929 SOLAAR, echipat cu o flacara aer-acetilena. Concentratiile de metale grele din apa,
sedimente si sol au fost evaluate folosind aparatura precizata in standardele din legislatia de mediu.

Lungimile de unda la care s-au analizat Cu, Cd si Ni au fost 324,8, 228,8 si respectiv 232.0 nm.




In paralel analizele de probe reale au fost realizate cu spectrometrul de absorbtie atomica Graphite

Furnace de la Analytik Jena ZeEnit 650, Autosampler MPEGO.

4.1.2. Aparatura pentru FIAS-ICP-EQOS

Studiile pentru mercur au fost efectuate cu spectrometru ICP —EOS, tip OPTIMA 5300 DV, Perkin
Elmer, dotat cu doi detectori (UV si VIS), cu determinare simultana a elementelor, citirea plasmei atat axial
cat si radial In cadrul aceleasi metode cuplat cu generator de hidruri in flux , FIAS 400 Perkin Elmer.

Cantarirea reactivilor s-a realizat cu Balanta analitica Kern ABT 220-50M, iar incubarea probelor a

fost realizata cu ajutorul bai de apa Bandelin Sonorex.

4.1.3. Aparatura pentru pentru studii electrochimice si formare de filme

Investigatiile electrochimice au fost realizate in mediu de argon folosind un potentiostat AUTOLAB
100 (EcoChemie, Utrecht, The Netherlands) sau un PGSTAT 12 AUTOLAB, iar masuratorile
amperometrice au fost realizate cu un potentiostat Tacussel PRG-DL.

Experimentele electrochimice au fost efectuate folosind un sistem conventional de trei electrozi.
Pentru mediu apos ca electrod de referinta s-a folosit un electrod saturat de calomel, iar o foaie de platina ca
si contraelectrod. Pentru mediul organic (in electrolitul pe baza de acetonitril) au fost utilizati ca referinta
electrozii de Ag/Ag* (AgNO; 10 mol L™ in CHsCN + 0,1 mol L™ LiClO,, respectiv 0,1 mol L™ TBAP).
Electrozii de lucru au fost discuri de carbon vitros (3 si 5 mm) si platina (5 mm) modificati in functie de
scop cu diferite substraturi: poli(pirol-NTA), poli(pirol-amonium), poli(etilendiaminotetra-N-(3-pirol-1-
il)propilacetamida) (poliL1), 4-azulen-1-il-2, 6 - bis (2-tienil) piridina (poliL) si TEMPO-piren. Tnainte de
utilizare electrozii de carbon vitros au fost curatati cu pasta diamantata de 200 um pe pasla electrodica si au
fost clatiti ulterior cu acetona si etanol.

Pentru a masura pH-ul a fost utilizat pH-metrul Denver Instrument model 220.

Masuratorile spectrofotometrice au fost realizate cu ajutorul unui spectrofotometru UV/Vis UV-2550
(Shimadzu, Japan).

Morfologia electrozilor de carbon vitros modificati cu nano-CaCOg3 a fost evaluatd cu ajutorul unui
microscop Keyence laser 3D.

Faza solida a CaCOs; a fost caracterizatd prin urmatoarele metode: Spectroscopie de infrarosu cu
transformata Fourier (FT -IR), folosind un spectrofotometru Perkin-Elmer, difractie de raze X (XRD) cu un
difractometru Bruker D8 Advance, iar distributia dimensiunii particulelor a fost determinata prin Dynamic
Light Scattering (DLS) cu Mastersizer 2000 cu o unitate de dispersie semi-automatda Hydro2000MU,
Malvern Instruments. Aparatul a fost prevazut cu un dispersor in camp ultrasonic care sparge aglomeratele

neconsolidate de particule.

4.2. REACTIVI
4.2.1. Reactivi pentru AAS
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Pentru masuratorile prin AAS cu vapori reci) au fost folosite solutii Merck de SnCl, 10% si acid
azotic concentrat. Probele au fost analizate prin AAS in conformitate cu metoda descrisa in SR ISO
11466:1999 si SR EN 1483: 2007 [6, 7].

Pentru detectia de metale grele din probe reale toti reactivii folositi au fost de puritate analitica. Toate
solutiile au fost preparate cu apa distilata deionizatd sau dublu deionizatd. Toti reactivii au fost cunoscuti,
astfel incat utilizarea lor sa nu afecteze precizia de determinare, acid azotic 65% (Merck, Germania), acid
clorhidric 38% (Merck, Germania); solutiile standard de metale stoc continand 1000 mg de metal / ml
(Titrisol-Merck , Germania).

4.2.2. Reactivi pentru FIAS-ICP-EOS

Pentru trasarea curbei de etalonare a mercurului si analiza probelor reale de apa prin FIAS-ICP-EOS
au fost folosite solutii de puritate Merck (solutie standard de mercur 1000 mg Hg / 1, acid clorhidric (37%),
borohidrura de sodiu (> 96%), hidroxid de sodiu, dicromat de potasiu, acid azotic (65%), acid sulfuric
(98%), permanganat de potasiu, persulfat de potasiu, clorhidrat de hidroxilamind), precum si argon

99,996% si azot 99,999% de la Linde-Gaz. Toate solutiile apoase au fost preparate in apa ultra pura.

4.2.3. Reactivi pentru pentru studii electrochimice si formare de filme

4.2.3.1. Reactivi utilizati pentru prepararea electrozilor enzimatici
Glucozoxidaza marcatd cu histidina a fost sintetizata asa cum s-a descris in literatura [8].
Nanoparticulele de CaCOj3; (nano-CaCOs3) cu diferite structuri morfologice (Tabelul 4.1.) au fost preparate
prin precipitare reactivd In camp gravitational inalt [9] sau prin precipitare ultrasonicd folosind aditivi
organici [10, 11]. Toti ceilalti reactivi au fost de puritate analitica si s-au utilizat ca atare fara o purificare
suplimentara. NaoHPO,4, NaH,PO4, au fost luate de la Sigma in timp ce hidrochinona, glucoza si CuCl; au
fost furnizate de Prolabo. Toate solutiile apoase au fost preparate in apa distilatd deionizata. Solutia de
glucoza a fost preparata zilnic si depozitatd peste noapte pentru a atinge echilibru mutarotational inainte de
utilizare. Solutiile fenolice (de catecol) au fost preparate zilnic in solutie de tampon fosfat (PBS) 0,1 M.
LiClOy a fost de provenienta Fluka, iar acetonitrilul (pentru HPLC) RATHBURN.
Tabelul 4.1. Caracteristicile probelor de CaCO3;

PROBA d (0,1) d (0,9) Das
P1 0,22 pm 0,34 m 6,64
P2 0,23 pm 0,42 m 4,4
P3 0,20 pm 0,34 m 4,27
P4 0,21 pm 0,70 m 15,9
P5 0,45 pm 1,56 m 3,15
P6 0,45 pm 1,55 m 6,62
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4.2.3.2. Reactivi utilizati pentru CME pe baza de compusi azulenici pentru detectia ionilor de

metale grele

Acetonitrilul (Rathburn, pentru HPLC grad S) si percloratul de tetra n—butilamoniu (TBAP), (Fluka,
puriss) au fost folositi ca atare. Sarea disodica a acidului etilendiaminotetraacetic (EDTA) a fost
achizitionata de la firma Roth. Fe (NOs)s; 9H,0, Co (NO3), 6H,0, Ni (NOs3), 6H,0, Zn (NO3), 6H,0, Cu
(OAC), H20 si Hg (OAC), cu puritatea analitica de la Sigma Aldrich au fost folosite surse de ioni metalici
pentru studiul interferentelor. Nitratul de plumb, Pb (NO3), 2H,0 (VWR, pa, > 99.5%) si nitratul de cadmiu,
Cd (NO3), 4H20 (Merck, > 99%) au fost folosite ca atare. Apa distilata a fost obtinuta de la un sistem de
purificare a apei Elgastat (5 MQ cm). Flacoanele de sticla au fost spalate cu KMnO4 — HySQOy, clatite cu o
solutie de H,SO4 — H20; 51 apoi inainte de folosire curdtate cu apa distilata pentru evitarea contamindrii.

Sinteza de 4-azulen-1-il-2,6-bis (2-tienil) piridina (L) a fost efectuata conform procedurii descrise in
literatura [12].

4.2.3.4. Reactivi utilizati pentru prepararea electrozilor pe baza de TEMPO-piren

Toti reactivii folositi au fost de calitate analitica fiind achizitionati de la firme recunoscute, astfel
ncat utilizarea lor sa nu afecteze precizia de determinare: 4-amino Tempo si FeClO,4 au fost procurate de la
SIGMA-ALDRICH, iar TEMPO - pirenul a fost sintetizat in laborator si verificat analitic Tn prealabil.
Toate solutiile au fost preparate in acetonitril (pentru HPLC) de la RATHBURN si 0,1 mol . L TBAP (de
la Fluka).

Nanotuburile de carbon cu pereti multipli (MWCNT) utilizate au fost de calitate comerciald
(diametru 9,5 nm, puritate > 95%,) obtinuta de la Nanocyl fara alte etape de purificare si s-au preparat
suspendat in solutie de 1-metil-2-pirolidona, anhidra (NMP) de puritate 99 % (SIGMA-ALDRICH)

4.3. MODUL DE LUCRU PENTRU STUDIILE EFECTUATE

4.3.1. Modul de lucru pentru AAS

Probele reale de sol au fost colectate si preparate conform metodei standard. Tn prealabil le-a fost
determinat continutul de substanta uscata, dupa care acestea au fost mineralizate, dupa metoda standardizata,
SR ISO 11466:1999 [6]. Solutiile de sol, astfel preparate au fost analizate prin AAS in conformitate cu
metoda descrisa in SR ISO 11466:1999 si SR EN 1483: 2007 [6, 7] si prin ASV, iar rezultatele au fost
exprimate in mg / kg fata de substanta uscata (S.U.).

Determinarea metalelor grele din sedimente si soluri a fost efectuatd in conformitate cu 1SO
11466/1999 si 1ISO 11047/1999.

4.3.2. Modul de lucru pentru FIAS-ICP-EQOS

4.3.2.1. Pregitirea probelor pentru FIAS-ICP-EOS
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In sistemul de generare de hidruri, hidrogenul care este format si introdus in plasma poate schimba
caracteristicile si stabilitatea plasmei daca nu este continuu descarcat in plasma. Pentru a preveni aceasta
problemad, producerea continua de hidrogen a fost garantatd de solutia purtatoare de acid clorhidric care a
fost amestecatd in continuu cu agentul de reducere, in timpul masurarilor. Vaporii generati au fost uscati

inainte de a fi introdusi In plasma evitand interferentele dintre apa si vaporii acizi.

4.3.2.2. Metoda de determinare FIAS-ICP-EOS

S-a adus spectrometrul Tn parametrii de lucru. S-a aprins plasma si s-a lasat sa se stabilizeze minim
10 minute. S-a creat metoda de lucru, in care s-a introdus ca element de analizat Hg. S-au selectat lungimile
de unda si s-au introdus concentratiile etaloanelor utilizate la trasarea curbei de etalonare. Lungimea de unda
a Hg la care s-au realizat experimentele este 194,168 nm.

S-au selectat parametrii plasmei (debit argon, debit aer, volum de lichid aspirat, timp de citire, numar
de replici), s-a creat fisierul de date pentru probele determinate, fisier care contine denumirea probei,
volumul luat in lucru, volumul balonului cotat, dilutiile utilizate si fisierul de rezultate.

Din solutia de 5mg/L mercur s-au luat 2 mL, s-a adaugat 1 mL solutie K,Cr,0O7 si s-a adus la balon
cotat de 100 mL. S-a obtinut o solutie de mercur de concentratie 0,1mg/L (solutia de lucru).

Pentru trasarea curbei de etalonare s-a procedat astfel : curba de etalonare s-a trasat pe domeniul
1-18ug/L (0,5 mL; 1,5 mL; 3 mL;45mL; 6 mL; 7,5 mL si 9 mL din solutia de lucru de 0,1mg/L s-au
adus la balon cotat de 50 mL). Tn fiecare balon s-au addugat, inainte de a fi adus la semn céte 0,5 mL solutie
de stabilizare (0,5% K,Cr,O7 in HNO3 concentrat); 0,5 mL H,SO,4 concentrat; 0,5 mL HNO; concentrat; 0,5
mL solutie 5% KMnO, si 1 mL solutie 4% K,S,0g. Acest amestec s-a incalzit la 50°C timp de o ord 1intr-0
baie ultrasonicd. O altd etapa inaintea generdrii atomilor de mercur a fost decolorarea solutiei obtinute cu
solutie 10% clorhidrat de hidroxilamina (3-4 picaturi), apoi balonul cotat in care se gaseste proba astfel
tratatd s-a adus la semn cu apa ultrapura. Probele s-au citit imediat ce au fost decolorate.

Probele de apa potabila au fost tratate la fel ca solutiile de etalonare. Pentru generarea de hidruri s-a
folosit solutia reducatoare: NaBH, 0,3%(m/V) in NaOH 0,5%(m/V); solutia purtatoare utilizata este acid

clorhidric 3%.

4.3.3. Modul de lucru pentru studii electrochimice si formare de filme

4.3.3.1. Modul de lucru pentru studiile realizate pe electrozi modificati cu nano-CaCOj; pentru
detectia glucozei si catecolului

S-a preparat o suspensie coloidala de nano-CaCOs, prin dispersarea de nano-CaCOg in apa deionizata
sub agitare peste noapte. O anumita cantitate (20 uL) de amestec de nano-CaCOs in suspensie in apa s-a pus
pe suprafata unui electrod. Electrodul a fost uscat in etuva timp de 5 minute. Aceastd procedura a condus la
un film aderent de nano-CaCQOj3. Procedura s-a repetat de cateva ori in functie de numarul dorit de straturi

depuse.
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O picatura de pirol NTA (4 mol /L) in acetonitril respectiv pirol — amoniu (3 mol /L) a fost pusa pe
suprafata electrodului astfel preparat, care s-a uscat la temperatura camerei timp de 20 minute. Apoi
electrodul a fost imersat in solutia de electropolimerizare contindnd 0,1 M LiClO4 in acetonitril si polarizat
la+ 0,9V vs. Ag/AgCl. Pentru a se evalua permeabilitatea filmului electroactivitatea pirolului a fost distrusa
prin baleiajul electrodului intre 0 V si 1,2 V cu o viteza de baleiaj de 0,1 V/ s timp de 10 cicluri si in final
electrodul a fost spalat cu apa distilata.

Pentru a se dizolva particulele de CaCOj electrozii au fost mentinuti sub agitare in solutii acide (HCI,
pH = 2), timp de o ora si apoi au fost spalati sub agitare cu LiClO4 Tn apd 0,1 mol / L, timp de o jumatate de
ora.

Pentru a se imobiliza enzima (glucoz-oxidaza histidinilata, respectiv PPO-biotina) electrozii
modificati obtinuti (Tnainte sau dupa tratamentul cu acid au fost imersati succesiv sub agitare in solutii de
Cu?* 10 mol/L in tampon acetat (0,1 mol / L), la pH = 4,8 timp de 20 minute, NaCl 0,5 mol/ L timp de 5
minute si tampon (pH = 7) fosfat (0,1 mol / L) si uscati la temperatura camerei. Apoi pe suprafata acestor
electrozi s-a depus 20 pL de solutie apoasa de GOX-histidina (2 mg/ mL) si au fost lasati sa se usuce timp
de 15 minute la temperatura camerei. Electrozii au fost apoi clatiti sub agitare in solutie tampon (pH = 7)
fosfat (0,1 mol/ L), timp de 5 minute pentru a se Indeparta enzima care nu a fost imobilizata bine.

Electrozii astfel pregétiti au fost stocati in solutie de tampon (pH = 7) fosfat (0,1 mol/ L).

Masuratorile de permeabilitate ale filmelor depuse s-au realizat folosind metoda ADR in solutii

continand ca sonda redox hidrochinona 10”° mol.L™ in tampon fosfat 0,1 mol. L™,

4.3.3.2. Modul de lucru pentru studiile realizate pe electrozi modificati cu poliL. pentru detectia
metalelor grele

Electrozii modificati au fost preparati in conformitate cu procedura descrisad in [13], prin oxidare la
potential controlati (CPE). Electropolimerizarea fost efectuati la 0,85 V vs Ag/ Ag *, pani la 1,5 mC
incarcare de polimerizare (ceea ce corespunde la o concentratie de suprafata a monomerului I' = 10°® mol
cm®). Semnalul caracteristic al filmului polyL a fost evidentiat prin voltametrie ciclica in solutie de transfer
(CHsCN + 0,1 mol L™ TBAP). Apoi electroactivitatea matricei polipirolului a fost distrusa in timpul celor
15 cicluri intre —0,2 V si +1,2 V intr-o solutie tampon de acetat (pH = 4,5), in scopul de a obtine

voltamogramele curate In regiunea potentialului pozitiv.

Acumularea ionilor metalici n circuit deschis si procedurile voltametrice de detectie

Acumularea ionilor metalici in filmele de polyL a fost efectuatd in circuit deschis prin imersarea
electrodului modificat timp de 10 min (cu exceptia altor specificari) in 30 ml solutie tampon de acetat agitat
ce continea cationi metalici. Electrodul a fost apoi, foarte bine spalat cu apa purificata pentru a elimina
surplusul de ionii de la suprafata. Ulterior acesta a fost transferat intr-o celula electrochimica care continea

0,1 mol L™ solutie tampon de acetat, si caracterizat in conditii pasive prin voltametrie puls diferentiald
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(DPV). Inainte de a inregistra curbele DPV, ionii de metal acumulati au fost redusi prin polarizarea
electrodului modificat la —1,2 V timp de 1 min pentru a asigura reducerea completa a ionilor metalici
capturati. Cu exceptia altor specificatii, fiecare determinare a ionului metalic a fost efectuatd cu un electrod
modificat proaspat preparat.

Experimentele DPV au fost efectuate la 10 mV s™ cu amplitudine de 50 mV si perioade de puls de 0,2 s.
Solutiile au fost degazate sub atmosferda de Ar pentru 20 min inainte de fiecare masurdtoare §i s-au

mentinute sub atmosferd de Ar pe parcursul intregului experiment realizat la 25 °C.

4.3.3.3. Modul de lucru pentru studiile realizate pe electrozi modificati cu TEMPO-piren
pentru detectia fierului(II)

Pentru modificarea electrozilor de carbon vitros (diametru de 3 mm) utilizati pentru detectia
fierului(l1), s-a pregatit o suspensie de 100 mg nanotuburi de carbon cu pereti multipli (MWCNT) intr-un
mL de 1-metil-2-pirolidona, anhidra (NMP). 20 microL din aceasta suspensie au fost pusi pe fiecare electrod
de carbon vitros, care a fost lasat sa se usuce la vid In atmosfera de azot lichid. Electrozii astfel modificati au
fost imersati timp de 30 minute ntr-o solutie de 1 mM TEMPO-piren CH3CN dupa care au fost clatiti cu
acetonitril. Ulterior pe acesti electrozii s-au trasat voltamograme ciclice intre —0,6 V si +0,6 V in solutie de
CHsCN + 0,1 mol . L™ TBAP si treptat s-a addugat solutie de fier de diferite concentratii (0,02 mmol . L™ si
50 mmol . L.

Experimentele de voltametrie ciclicd (CV) au fost efectuate la diferite viteze de baleiaj In functie de
studiul efectuat, in general la 0,1 V/ s sau 0,02 V/s. Voltamogramele pe electrod disc-rotitor au fost

inregistrate la 20 mV s™ cu o viteza de rotatie variind intre 250 si 1500 rpm.

CAPITOLUL 5.
EVALUARI ANALITICE DE METALE GRELE PRIN AAS DIN PROBE REALE

DIN ZONA UNEI PLATFORME INDUSTRIALE

5. 1. Scopul studiului

Acest studiu a fost realizat n scopul de a determina gradul de poluare cu metale grele din apa,
sedimente si sol, din zona platformei industriale Ramnicu Véalcea, Roménia. Probe de apa si sedimente au
fost colectate din trei locatii diferite, din raul Olt, in doua campanii, in februarie si iunie 2010. Probele de sol
au fost colectate din opt puncte diferite, n aceleasi perioade ca si celelalte probe. Pentru toate probele au
fost analizate concentratiile de nichel, cupru si cadmiu.

Rezultatele obtinute pentru de apa si sedimente au fost comparate [13] cu Normele privind
clasificarea calitatii apelor de suprafata cu scopul stabilirii starii ecologice a corpurilor de apa. Probele de
sol au fost comparate cu valorile de referinta pentru elemente chimice urme in sol.

5.2. Evaluarea continutului de metale grele din apa
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Probele reale de apa au fost colectate din raul Olt, un punct in amonte si doua puncte aval de zona
industriald (platforma). Distribuirea acestor puncte a fost conditionata de caracteristice hidro-geografice din
bazinul raului Olt: fluxul, efluenti, baraje, etc

Apele uzate rezultate de pe platforma industriala, dupa un tratament specific, sunt deversate in raul
Olt prin doi efluenti. Concentratile maxime de poluanti din probele analizate au fost: nichel 0,31 mg/L,
cupru 0,09 mg/ L, cadmiu 0,084 mg / L.

Concentratiile de nichel si cadmiu in amonte de platforma industriala (punctul PO) au fost sub limita
ceruta de legislatia romaneasca de mediu pentru apele de suprafata, valori care sunt similare cu valorile din
legislatia europeana. Dupa concentratia de cupru apa de suprafata s-a incadrat in clasa a 3-a de calitate la
distanta de aproximativ 8-10 km de deversare a apelor uzate industriale si la aproximativ 12 km de PO
(punctul C), unde concentratiile de cupru si cadmiu s-au incadrat sub limitele legislatiei de mediu pentru
apele de suprafata, iar dupa concentratia de nichel apa a fost repartizata la clasa a 4-a de calitate. Pentru
sectiunea din aval de platforma industriala, (punctul M), la aproximativ 12 km de sectiunea C, metalele grele
(nichel, cadmiu) au avut concentratii sub limitele legislatiei nationale pentru apele de suprafata, iar dupa
concentratia de cupru apa s-a incadrat in clasa a 3-a de calitate, ca si in punctual anterior analizat. Tn multe
cazuri, concentratiile au fost aproape de limita de detectie a metodei. Pentru studiile viitoare in raul Olt se
recomanda sa se examineze daca metoda AAS este adecvata pentru determinarea acestor metale. Se propune
ca studiile viitoare sa se realizeze prin metoda ICP-EQOS.

Concentratia de cupru mai mare la punctul (M) se poate datora tratamentelor agricole (pesticide cu
continut de cupru) prin transportul sarurilor de cupru in raului Olt cu ajutorul apei de ploaie de la podgoriile
invecinate [14]. Studiile anterioare similare au aratat ca concentratiile de Ni, Cu si Cd din r&ul Olt variaza n

acelasi interval ca Tn studiul de fata [15, 16 si 17].

5.3. Evaluarea continutului de metale grele din sedimente

Pentru a evalua gradul de contaminare a sedimentelor, au fost colectate probe din stratul superior de
sedimente ale zonei studiate in trei puncte: PO, C, M.

Concentratia de metale in sedimente a variat in functie de punctele de prelevare a probelor si de
campaniile de prelevare. Concentratia de metale Tn sedimente a variat intre: 10.5-116.36 mg / kg S.U. pentru
nichel, 6,24 - 98,68 mg / kg S.U. pentru cupru si 2,1 - 2,93 mg / kg S.U. pentru cadmiu. Valorile limita
standard impuse de autoritatile de mediu [14] pentru aceste trei metale Tn sediment sunt: 35 mg / kg S.U.,
40,0 mg / kg S.U. si respectiv 0,8 mg / kg S.U. Nivelul de cupru si nichel din probele de sedimente a variat
destul de mult in timp. Variatia nivelului cadmiului din sedimente nu a fost semnificativa, in comparatie cu
nivelul de cupru si nichel. Cea mai mare concentratie de metale grele in sedimente a fost la punctul de PO,

unde cuprul si nichelul au atins nivelul maxim Tn luna februarie, in timp ce cadmiul a fost maxim n iunie.
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In proba S-PO / | concentratiile de nichel a fost de 3,0 ori mai mare decét valoarea din iarna, in timp
ce pentru cupru si cadmiu de 2,5 si respectiv 2,6 ori. In probele S-PO / 1 si SC / Il concentratia de cadmiu a
fost de 3,0 si respectiv 2,5 ori mai mare fata de valoarea din iarna.

Din datele indicate s-a concluzionat ca in sedimente concentratiile de metale grele din punctul
amonte (PO) sunt mai mari in comparatie cu punctele din aval (C, M). Asta inseamna ca 0 sursa importanta
de poluarea cu metale grele provine din amontele platformei industriale. Sursele de poluare pot fi orasul
Ramnicu Valcea si activitatile industriale situate in partea superioara a raului Olt. O alta explicatie pentru
concentratiile mai mici de metale grele din punctele C si M este existenta barajului Govora care retine

cantitati importante de sedimente.

Evaluarea indicelui de geo-acumulare

Indicele de geo-acumulare Igeo a fost introdus pentru prima data de catre Muller Tn 1969 [18]. lgeo
este un indice cantitativ care indica contaminarea cu metale grele Tn sedimentele acvatice si a fost utilizat pe
scara larga in scopul de a evalua gradul de contaminare cu metale grele al sedimentelor de suprafata.
Formula de calcul este urmatoarea (ecuatia 5.1):

lgeo = 1092 [(Cn / (KxBn)] (ecuatia 5.1)

unde, Cn este concentratia de metale grele masurata in sedimente; Bn este valoarea de fond normata (care
este pentru Cd, Ni si Cu de 0,8, 35, 40 mg / kg, respectiv). K este matricea pentru factorul de corectie de
fond, care tine seama de variatia urmelor de metal in suporturi din cauza efectelor litogene (K = 1,5). lgeo
ofera un sistem de clasificare a gradului de poluare, in comparatie cu fondul, Tabelul 5.4, [19, 20 si 21].
Rezultatele clasificarii sedimentelor sunt prezentate in tabelul 5.5. si au sugerat pentru sedimentele din raul

Olt o poluare moderata cu nichel si cadmiu, si de la nepoluat pana la poluat moderat pentru cupru.

Tabelul 5.4. Clasele Iy, cu privire la calitatea sedimentelor

Valori lgeo Clasa de poluare (Cp) Nivel de poluare
conform lge,
<0 0 Nepoluat
0-1 Nepoluat pana la poluat

1 moderata
1-2 2 Poluat moderat
Poluat moderat pana la
2-3 3 .
puternic poluat
3-4 4 Puternic poluat
5
6

Puternic poluat pana la
4-5 .

foarte puternic poluat
>5 Foarte puternic poluat

5.4. Evaluarea continutului de metale grele din sol
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n scopul de a investiga poluarea solului cu metale grele din zona industriala Ramnicu Valcea au fost
colectate probe de sol de pe o suprafata de 2 km? Punctele de colectare sunt situate la aproximatic 50 m de
instalatiile cu risc de poluare accidentala. Acestea sunt instalatiile de prelucrare catalizatori, reactoare
catalitice, catalizatori si depozite de deseuri.

Rezultatele obtinute au aratat ca poluarea solului a depins de debitul de ape uzate industriale al
platformei chimice. Valorile de metal in sol sunt comparabile cu rezultatele indicate de alte studii [22, 23, 24
si 25].

Tablul 5.5. Valorile I, de clasificare a probelor de sedimente (S) din locatiile PO, C, M

Probe Nichel Cupru Cadmiu
reale mMa/kg | lgeo | Cp* | mg/kg | lgeo | Cp* | MO/Kg | lgeo | Cp*
S.U. S.U. S.U.

S-PO/I 116.4 1.1 2 98.7 0.7 1 2.1 0.8 1
S-PO/II 38.9 04| O 43.6 -05| 0 2.9 1.3 2
S-C/l 41.1 -0.4 0 44.3 -0.4 0 2.1 0.8 1
S-C/11 19.3 -15 ] 0 6.2 33| 0 2.8 1.2 2
S-M/I 214 13 0 18.1 171 0 <1.0** | -03 | O
S-M/1I 10.5 23| 0 <1.0** | -58 | O <1.0** | -03 | O

* Clasa de poluare (Cp) conform lge ; ** limita de detectie a metodei

Clasa de poluare: 2 - poluat moderat; 1 - nepoluat pana la poluat moderat; 0 - nepoluat.

CAPITOLUL 6.
EVALUARI DE MERCUR PRIN AAS DIN PROBE REALE DIN BH OLT

6.1. Scopul si obiectivele studiului

In acest capitol sunt prezentate rezultatele privitoare la urmarirea calitatii apei si sedimentelor din
Bazinul Hidrografic Olt (BH Olt) si a solului din vecinatatea BH Olt. Indicatorul de calitate urmarit,
concentratia de mercur a fost determinat prin metoda spectrometriei de absorbtie atomica cu vapori reci
(AAS).

Obiectivele studiului au fost:
- Prelevarea de probe de sol, apa/sediment din BH Olt , de la izvoare si pana la varsare in Dundre, in trei

luni diferite. Punctele de prelevare s-au stabilit in functie de sursele de poluare identificate.

- Evaluarea poluarii (acumularii) cu mercur in ecosistemele sol, apa/sediment in BH Olt

ey .

raului Olt.

6.2. Determinari de mercur din probe de apa din BH Olt
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In figura 6.2. sunt reprezentate valorile concentratiilor de mercur determinate in probele de apa
prelevate din BH Olt in august, septembrie si noiembrie 2012. Asa cum se vede in aceastd figura,
concentratia de mercur depaseste limita impusa conform Ordinului 161/2006 [29] in zona localitatilor

Sancraieni, Zarnesti, Codlea, Slatina si Ramnicu Valcea.
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Figura 6.2. Variatia concentratiei de mercur pentru probele de apa recoltate din BH Olt

6.3. Determinari de mercur din probe de sedimente din BH Olt
Probele de sediment (Figura 6.3), recoltate din BH OIlt din aceleasi puncte ca si probele de apa,
depdsesc limita admisa conform ordinului 161/2006 in zona localitdtilor de unde s-au prelevat probele in
perioada investigatd. Concentratii de mercur mai mari fatd de limita admisd conform legislatiei in vigoare,
pentru probele de sediment s-au intalnit 1in localitatile Santimbru, Zarnesti, Codlea, Fagaras , Slatana si

Ramnicu Valcea.

Evaluarea indicelui de geo-acumulare

Indicele de geo-acumulare (Igeo) este un indice cantitativ de evaluare a contaminarii cu metale grele
in sedimente acvatice [18] si a fost utilizat pentru a evalua gradul de contaminare cu metale grele din
sedimentele de suprafata. S-a calculat cu formula (5.1):

lgeo = 10g2[( Cn /( KxBn )] (5.1)
unde, Cn este concentratia de metale grele masurata in sedimente, Bn este continutul standard. Bn pentru
Hg este 0.3 mg/ kg . K este matricea de fond - factor de corectie care tine cont de variatia de urme de metal
in materialele de fond ca urmare a efectelor litogenice (K = 1,5). Igeo permite o clasificare dupa gradul de
poluare.

Rezultatele monitorizarii mercurului din sedimente (continutul mercurului din sedimentele recoltate
din BH Olt, indicele de geoacumulare calculat precum si clasa de poluare) sunt prezentate in tabelul 6.6. In
general in perioada investigatd, multe din probele analizate s-au incadrat in clasa 0 de poluare conform
indicelui de geo-acumulare §i au avut un nivel de poluare “Nepoluat”. Exceptie au facut probele recoltate in
aval de mina de mercur Santimbru care s-au Tncadrat in clasa de poluare 2 respectiv 3 avand un nivel de
“moderat poluat pana la puternic poluat” si respectiv “moderat poluat “, probele din aval de Zarnesti ( clasa
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1) cu nivel de poluare “Nepoluat pana la moderat poluat”, probele din amonte si aval Slatina ( clasa de
poluare 2) cu nivel de “moderat poluat” si 1 la a doua recoltare ( nivel de poluare “Nepoluat pana la moderat
poluat” , probele din amonte de Platforma Industriala investigatd — Priza Olt Nr.2, amonte de Priza Olt si
Paraul Sarat ( clasa de poluare 2) cu nivel de “moderat poluat”, probele aval de Platforma industriala
investigatd, Sectiuneca Cremenari ( clasa de poluare 1), cu nivel de poluare “Nepoluat pana la moderat

poluat”.

_ DO2012august
1.8 @2012 scpiembric
1.5 2012 noiembrie

Limnidfa maxima aduiisa
conform ordinuiui 1612000

Concentratia de mercur
(mg/kg s.u.)
=]
2

0.3
PO I Y | i

DENUMIREA PROBELORDE SEDIMENT

Figura 6.3. Variatia concentratiei de mercur pentru probele de sediment recoltate din BH Olt.

CAPITOLUL 7.
ELABORAREA UNOR METODE SI METODOLOGII DE ANALIZA A
MERCURULUI SI COMPARAREA ACESTORA CU CELE CONVENTIONALE

7.1. Elaborarea unei metodologii bazate pe metoda FIAS-ICP-EOS pentru detectia

mercurului si compararea acesteia cu metoda AAS cu vapori reci

7.1.1. Scopul utilizarii metodei FIAS-ICP-EOS

Determinare a mercurului din apa potabila s-a realizat cu metoda FIAS-ICP-EOS cu scopul de a
dovedi ca aceasta metoda (metoda standardizata SR EN ISO 11885/2009) [26] este adecvata si pentru acest
metal si respecta cerintele impuse de legislatia nationala de mediu.
La nivel national concentratia de mercur este normata in :
-Legea nr. 458/2002 privind calitatea apei potabile, modificatd si completata de Legea nr. 311/2004,
concentratia maxima admisa de mercur fiind de 1pg/L
-HG 1020/2005 pentru aprobarea normelor tehnice de exploatare si comercializare a apelor minerale
naturale, concentratia maxima admisa de mercur fiind de 1pg/L;
-HG352/2005 — NTPA 001- valori limita de reancarcare cu poluanti a apelor uzate industriale §i urbane

evacuate in receptori naturali, concentratia maxima admisad de mercur fiind de 0,05pug/L;
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-HG 100/2001 — NTPA 013- Norme de calitate pe care trebuie sa le indeplineasca apele de suprafata pentru
potabilizare, concentratia maxima admisd de mercur fiind de 1pg/L;
-Ordinul 161/2006 — aprobarea normativului privind clasificarea apeolor de suprafatd in vederea starii

ecologice a corpurilor de apa, concentratia maxima admisa de mercur fiind de 0,1pg/L

7.1.2. Parametrii analitici obtinuti prin FIAS-ICP-EOS
Tn metoda de determinare a mercurului din probe de apa prin FIAS-FIAS-ICP-EOS au fost validati
urmatorii parametri:
1. Selectivitate/Specificitate
2. Exactitate = recuperare
3. Precizie:- repetabilitate
- reproductibilitate interna (precizia intermediara)
- precizia instrumentului
. Sensibilitate
. Limita de detectie

. Limita de cuantificare

~N o o1 b~

. Domeniu de lucru. Liniaritate
7.1.4. Aplicatii ale metodelor FIAS-ICP-EOS si AAS pentru detectia mercurului din probe reale
de apa
In prezent in laboratoarele de analizd de mediu din tard pentru detectia mercurului din robe reale se
foloseste in general spectroscopia de absorbtie atomica cu generare de vapori reci (AAS). In acest capitol
sunt prezentate rezultatele obtinute in cadrul tezei privitoare la aplicarea metodei FIAS-ICP-EOS, propusa
spre validare in laboratoarele de analiza de mediu. Aceasta metode moderna de analiza propusa s-a utilizat
n scopul testarii performantelor ei in raport cu metoda AAS cu vapori reci, folosita in mod curent in aceste
laboratoare, Tn vederea introducerii ei in practica de lucru in conditiile respectarii cerintelor impuse de
legislatia nationala de mediu
Pentru aceasta s-au trasat curbe de etalonare ale mercurului pentru ambele metode de analiza (AAS si
FIAS-ICP-EOS) si s-au calculat parametrii de performantd ai metodelor. Din Tabelul 7.5. se observa ca
parametrii de performantd obtinuti pentru metoda FIAS-ICP-EQOS respecta cerintele legislatiei in vigoare si
sunt mai performanti fata de parametrii metodei AAS. Limita de detectie a metodei ICP EOS fiind 0,1
respectiv 0,21 pg/L fata de AAS care are o limita de detectie a mercurului din apa potabila de 1 pg/L.
Tn urma rezultatelor experimentale pe probe reale s-a obtinut o marja de eroare a metodei de pana la 20
% ceea ce indica faptul cd metoda poate fi utilizatd 1n determindri analitice pe probe reale pentru

concentratii pornind de la 0,1 pg/L (Tabelul 7.6.).

21




Tabelul 7.5. Compararea parametrilor de performanta ai mercurului determinat prin AAS si FIAS-ICP-EOS

Parametrii de performanta Metoda utilizatd
FIAS-ICP-EQOS

Lungimea de unda (nm ) 194,168 253,562 253,7

Limita de detectie , LOD 0.1 0,21 1

(ng/L)

Panta dreptei de regresie

(Sensibilitatea) 13817 17104 0,56
- 2 0,998

Coeficientul de corelare, R 0,9998 0,9996

Tabelul 7.6. Determinari de mercur (in pg/L) din probe reale prin AAS si FIAS-ICP-EOS

Metoda utilizata

Proba FIAS-ICP-EOS AAS
194,168 | 253,562 253,7
Py 3.463 3.480 2,988
P2 4.386 4.496 4,35
Ps3 6.253 6.155 5,621
P4 3.604 3.664 2,892
Ps 24 - 22,5

Ps 22,96 - 28

7.2. Elaborarea unei metode pentru determinarea continutului de mercur din probele reale prin
voltametrie de stripping anodic (ASV) pe electrozi modificati si comparea acesteia cu metoda AAS cu

vapori reci

7.2.1. Masuratori folosind metoda AAS

Determinarea mercurului din solutiile de sol a fost realizata mai Tntai prin metoda standard AAS cu
vapori reci (SR ISO 11466:1999 si SR EN 1483:2007) [6, 7]. Rezultatele au avut un grad mare de
imprastiere, fiind cuprinse intre 0,66 si 311 mg / kg DW. Continutul de mercur este in general mai mare la al
doilea nivel de adancime (I1) fata de primul nivel (I). De exemplu: P2 (11),> P2 (1), P2 (11)> P2 (1), n iunie si
septembrie.

Evolutia in timp a continutului de mercur din probele cu mai putin de 25 mg / kg S.U. a fost
prezentata in detaliu Tn figura 7.2. Nici o tendinta clard nu poate fi pusa in evidentd. Cu toate acestea,
rezultatele arata ca poluarea este persistenta, dar nici o variatie sistematica nu poate fi observata. Linia rosie

orizontala marcheaza limita adrmisa in conformitate cu legislatia in viguare.

22




7.2.2.Masuratori prin ASV
Rezultatele pentru determinarea mercurului din solutiile de sol obtinute prin metoda Spectroscopiei
de absorbtie atomica cu vapori reci (AAS) au fost comparate cu cele obtinute folosind noua metoda propusa:

voltametrie de stripping anodic pe electrozi modificati chimic.
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Figura 7.2. Rezultate obtinute pentru Hg prin AAS cu vapori reci pentru probele reale de sol prelevate in luna

martie, iunie si septembrie

Electrozii modificati au fost preparati in conformitate cu procedura descrisa in [27], prin oxidare la
potentialul controlat (CPE). Electropolimerizarea fost efectuati la 0.85 V vs Ag / Ag *, pani la 1,5 mC
sarcina de polimerizare (ceea ce corespunde la o concentratie de suprafata a monomerului I' = 10® mol cm™
%), Reprezentarea grafica a curbei de calibrare este prezentatd in figura 7.5. Domeniul de liniaritate al curbei
de calibrare s-a obtinut in intervalul de concentratie 107 pani la 8 x 107 mol L™ cu un coeficient de corelare
de 0,997 (Figura 7.5). Acest domeniu poate fi folosit pentru detectarea de Hg (I1). In paralel au fost studiate

unele efecte de interferenta (si s-au obtinut curbe de calibrare pentru cupru, plumb si cadmiu).
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Figura 7.5. Curba de calibrare conform masuritorilor DPV inregistrate cu electrozi modificati ClpoliL1 (I' = 10°® mol
cm?) in functie de concentratia de Hg(IT) din solutia de acumulare (tampon acetat, pH = 4,5, timp de acumulare 20

minute, reducere timp de 3 minute la—1.8 V). Inserat:domeniul liniar de concentratie al curbei de calibrare.

Probele de sol au fost prelucrate si analizate in mod similar cu solutiile folosite pentru calibrare.
Solutiile de sol s-au diluat cu tampon acetat si s-a ajustat pH-ul la 4,1. Electrodul modificat, C|polyL1 s-a

mentinut timp de 20 minute sub agitare continua in solutia ce contine proba de sol. Apoi electrodul a fost
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bine spalat cu apa bidistilata, transferat in celula electrochimica continand solutie de tampon acetat 0,1 mol
L™, si polarizat la-1.8V pentru 3 min. Caracterizarea a fost efectuatd in conditii neagitate prin voltametrie
puls diferentiala (DPV) in aceleasi conditii ca si cele stabilite pentru curba de calibrare. Un exemplu este
prezentat in figura 7.6. Metale Pb si Cu au fost puse in evidentd la potentialul lor specific stabilit in
experimente anterioare realizate pentru fiecare dintre acesti ioni. Folosind curba de calibrare a fost estimata
concentratia de Hg(II) din probe. Acesta a fost comparatd cu valorile obtinute prin metoda standard AAS.
Curentul de pic DPV corespunde concentratie de 7,15 x 107 mol L™, care reprezintd 143 mg / | sau
230 mg Hg(ll) / kg substanta uscata (S.U.). Aceasta valoare reprezinta 74% din valoarea obtinuta prin
analiza AAS cu vapori reci. Rezultatele metodei propuse au o eroare de 26% fata de metoda standard.
Rezultatele obtinute prin cele doua metode utilizate (AAS si electrozi modificati cu polyL1) au fost similare.

Diferentele observate pot fi atribuite la diferite speciatii de mercur in aceste probe.
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Cu: E2 = -0,149V, i2 = (1,530-0,5)pA = 1,300uA

2.0x107 - Hg: E3 = +0,270V, i3 = (1,146-0,73)uA = 0,416A
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Figura 7.6. Curba DPV inregistrata pe electrod modificat C | polyL1 pentru solutia de proba de sol P2 Il septembrie

(tampon acetat, pH 4,5, acumulare timp de 20 minute, 3 minute reducere la-1.8 V).

CAPITOLUL 8.
REALIZAREA UNEI METODE BAZATE PE ELECTROZI MODIFICATI CU
ENZIME PENTRU DETERMINARI ANALITICE DE FENOLI SI GLUCOZA

8.1. Optimizarea conditiilor de lucru

Studiile experimentale pentru detectia glucozei si catecolului au fost realizate pe electrozi modificati
cu nano-CaCOs si diferiti polipiroli obtinuti prin electropolimerizare din No’,Na-Bis(carboximetil)-L-lisin
amida acidului 11-pirol-1-il-undecanoic acid (pirol-NTA) (Schema 8.1.) [30] si tetrafluoroborat de (11-
pirolil-1-undecil)trietil-amoniu (pirol-amoniu) [31]) (Schema 8.2.)

Schema 8.1.Structura monomerului pirol-NTA
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Schema 8.2.Structura monomerului pirol-amoniu

S-au realizat un numar mare (peste 100) de experimente pentru a obtine conditiile optime de formare
a filmelor pornind de la acesti monomeri. Conditiile experimentale au fost modificate pe parcursul studiilor
si s-a variat: modul de depunere al CaCOs, tipul de carbonat de calciu depus, numarul de straturi depuse pe
suprafata electrodului, cantitatea de suspensie de CaCOj3 respectiv de monomer pirolic depusad si modul de
uscare al electrozilor. Tn Tabelul 8.1. sunt trecute conditiile experimentale optimizate rezultate din
experimentele realizate.

Toate filmele obtinute au fost caracterizate din punct de vedere al permeabilitatii lor si al raspunsului

cronoamperometric la molecule de interes biologic (glucoza sau catecol).

8.4. Calculul permeabilitatii filmelor de polipirol-NTA si nano-CaCO3
CaCOg prin dizolvarea ulterioara a metricii de carbonat, s-a realizat polimerizarea monomerului prin
electroliza la potential controlat (CPE) (2.58 mC/ Cm'z) pe electrozi modificati in prealabil cu nano-CaCQOs.
Au fost studiati electrozi modificati cu particulele de nano-CaCOj3 de diferite marimi si structuri (tabelul 8.4)
pentru a identifica structura de CaCO3 care conduce la filme cu permeabilitate mai mare.

Prin trasarea 1/1;m in functie de inversul radacinii patrate a viterzei de rotatie a electrodului () se
obtine o linie dreapta (Figura 8.4.), cu ecuatia de mai jos, a carei ordonata la origine depinde de coeficientul

de permeabilitate Py, (Pm =KDm/d)

1 1 L, 8
= Ty “ 1VLFSD_KC,
0.62nFSD3v7eC, 12

lirm

Tablul 8.4. Caracterizarea probelor de CaCO;

Proba Caracteristici

Structura polimorfa dss d(0.1) d(0.9)

(um) (um) (um)

P1 | Aragonit 6.64 0.22 0.34
P2 | Aragonit + Calcit (urme) 4.40 0.23 0.42
P3| Aragonit + Calcit (urme) 4.27 0.2 0.34
P4 | Aragonit + Calcit (urme) 15.90 0.21 0.70
P5 | vaterit + Calcit (15%) 3.15 0.45 1.56
P6 | Calcit + Vaterit (40%) 6.62 0.45 1.35
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Figura 8.4. Curbele Koutecky-Levich obtinute

70x10"
din curentii stationari ai curbelor curent-potential (20

25x10* mV.s™) in hidrochinoni (1 mM) in solutie de tampon (0.1

mol.L™) fosfat (pH = 7) pe electrod disc rotitor de carbon

N {A'1)

80x10*- vitros (RDE)de diametru 3 mm, modificat cu particule

1 de nano-CaCO; si poli(pirol-amoniu) polimerizat la
35x10°

potential constant (2.58 mC.cm™) (a) si dupa tratarea cu

0,036 0,048 0,060  acid (b).
112 112 142
w .5 .rad

Tabelul 8.5. Permeabilitatea (P, in cm.s™pentru filmele depuse pe electrozii modificati cu nano- CaCOjs si poli(pirol-

amoniu) inainte si dupd tratamentul cu acid folosind ca sonda hidrochinona (102 M) in LiCIO, (0.1 M)

Pm pentru matricea
Probe de niino-Cacogl poli(pirol-amoniu) RP*
CaCOs; Inainte de Dupa tratamentul
tratamentul cu acid cu acid
7 -2
P1 0.96 10 1.96 10 2.04
7 -2
P2 1.44 10 3.9110 2.12
-2 -2
P3 0.82 10 1.75 10 2.13
7 -2
P4 1,58 10 5.33 10 3.37
2 Z
PS5 1.94 10 3.13 10 1.61
2 Z
P6 3.09 10 5.97 10 1.93

*RP = raportul dintre permeabilitatile inainte §i dupad tratamentul cu acid

Tn Tabelul 8.5 sunt pezentate valorile de permeabilitate ale filmelor depuse pe electrozii de carbon
vitros modificati cu poli(pirol-amoniu) si diferite tipuri de nanoparticule de CaCOj3 in solutie apoasa
(tampon 0,1 mol L.™ fosfat pH = 7), inainte si dupi tratamentul cu acid. Valorile permeabilitatiilor au fost
obtinute din curbele Koutecky-Levich in aceleasi conditii cu cele descrise in figura 8.4. Fiecare valoare a
permeabilitatii este media a 3 masuratori pe electrozi modificati pregatiti In conditii identice.

Din analiza rezultatelor din Tabelul 8.5 rezulta ca permeabilitatea filmului de polimer obtinut prin
electropolimerizarea de pirol-NTA depinde de structura de CaCOj folosit, iar dizolvarea de CaCO3 in mediu

acid duce la o crestere a permeabilitdtii filmului de polimer.

8.5. Caracterizarea CME cu polipirol-NTA si nano-CaCO3;
Cavitdtile formate in matricea polimerului dupa dizolvarea nano-CaCO3 au fost analizate folosind un
microscop de scanare cu laser 3D. In figura 8.5. se observa ci nanoparticulele de CaCO; au fost dizolvate

dupa tratamentul cu acid al sistemului elaborat. Suprafata electrodului electrogenerat este mai uniforma si
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prezinta o rugozitate medie de 400 nm (Figura 8.5. A). Dupa dizolvarea cu acid, imaginea suprafetei
electrodului prezinta cavitati in distributia dimensiunilor esantionului de nano-CaCOs;. Astfel, rugozitatea
medie a crescut la 800 nm (Figura 8.5. B)

Prima parte a curbei de librare este liniara pentru un domeniu de concentratii de glucoza cuprins intre
1,4.10° et 4,92.10° mol.L™* si ne permite sa determindm sensibilitatea. Aceasta se determina de panta partii
liniare a curbelor de calibrare, care este 0,957 mA mol™ L cm™ pentru electrodul fnainte de tratament cu acid
(Figura 8.8. a) si 0,277 mA mol™ cm L™ dupa tratamentul cu acid (Figura 8.8.b). Deoarece sensibilitatea
caracterizeaza cinetica difuzie a analitului/ substratului, cresterea de 72% obtinutd aratd ca aceste
nanoparticule asistate de filme de poli(pirol-NTA) pe electrozi sunt deosebit de adecvate pentru realizarea de

biosenzori electrochimici (Tabelul 8.6.).

=Dy 10.0 20.0 30.0 0. Opm 10.0 20.0 30.0

Figura 8.5.Imagini microscopice 3D ale electrozilor de carbon vitros modificat cu nano-CaCOs-polipirol-NTA (A), si

dupa tratamentul acestui electrod astfel modificat cu acid clorhidric (B).

8.6.1. Aplicatii ale CME cu polipirol-NTA si nano-CaCOj; pentru detectia glucozei

Partea a doua curbelor de calibrare (platoul) obtinute ne permite sa determinam valoarea maxima a
curentului catalitic. Astfel, se observa o crestere de doud ori a densitatii curentul maxim (Jyax) dupd
dizolvarea nanoparticulelor. Deoarece Jmax este direct proportional cu cantitatea de unitati bioreceptoare
imobilizate, nanoparticulele asistate de filmul polimeric ofera, de asemenea, o suprafatd specifica mai mare
de polimer care permite imobilizarea unei cantitdti mai mari de unitati receptoare (GOX) (Figura 8.6.).

Mai mult decat atat, constanta aparentd Michaelis-Menten (KM), determinata prin trasarea curbei de
liniaritate Lineweaver-Burk [30] pentru aceastd configuratie pentru biosenzorul de glucozi este K,'’=
23.10°® mol L, valoare care este apropiata de valoarea raportati pentru GOX in solutie (K5°P = 33.10°mol
LY [29]. Aeasta reflecta o aducere optima de glucoza si oxigen 1n solutie la enzima si o difuzie excelenta de

H,O, catre substratul enzimatic generat pe electrod. (R? = 0,9966).

8.6.2. Aplicatii ale CME cu polipirol-NTA si nano-CaCO; pentru detectia catecolului
Electrozii modificati cu nano-CaCOj si poli(pirol-NTA) au fost testati si pentru detectarea
catecolului dupa imobilizarea altei enzime, specifice detectiei de fenoli. Enzima folosita pentru realizarea

acestor biocaptori utilizati pentru detectia catecolului a fost PPO-biotina (Figura 8.9. si Figura 8.10.).
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Figura 8.7.Raspunsul anodic al electrozilor
enzimatici (nano-CaCO3 / poli(pirol-NTA) /His-GOX)
detectatd pe
si pe
si dupd (c)

in functie de concentratia de glucoza
suprafata electrodului de platind curat (a)
electrodul astfel modificat Tnainte (b),

tratamentul cu acid.
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Figura 8.9.Raspunsul catodic al electrozilor
enzimatici (nano-CaCO3 / poli(pirol-NTA) /PPO-
Biotina) in functie de concentratia de catecol obtinut
pe electrod cu suprafata astfel modificata Tnainte (a),
si dupa (b) tratamentul cu acid ; solutie tampon 0,1
mol. L fosfat (pH = 7,0) ; potentialul aplicat este -0.2
V vs SCE.
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Figura 8.8. Curbe de calibrare pentru detectarea
glucozei utilizand pentru imobilizare GOX-histidina cu
ajutorul nano-CaCO3 /
poli(pirol-NTA) /His-GOX inainte (a) si dupa (b)
tratamentul cu acid (HCI, pH = 2) in solutie tampon 0,1

sistemului de afinitate

mol. L™ fosfat (pH = 7,0). Potentialul aplicat este 0.7
V vs SCE.
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Figura 8.10. Curbe de calibrare in solutie
tampon 0,1 mol. L™ fosfat (pH = 7,0)pentru detectarea
catecolului utilizand un electrod modificat cu nano-
CaC0a3 / poli(pirolul-NTA) /PPO-Biotina inainte (a) si
dupi (b) tratamentul cu acid (HCI, pH = 2). Potentialul
aplicat este -0.2 V vs SCE.




CAPITOLUL 9.

REALIZAREA UNEI METODE BAZATE PE ELECTROZI MODIFICATI CU
FILME COMPLEXANTE DE POLI(4-AZULEN-1-1L-2,6-BIS(2-
TIENIL)PIRIDINA) (POLIL) PENTRU DETERMINARI VOLTAMETRICE DE
IONI DE PLUMB SI CADMIU

Electrozii modificati C|poliL au fost utilizati pentru a determina ionii de Pb(ll) si Cd(II) din solutii
apoase, folosind metoda de preconcentrare chimica-redizolvare anodica in cele mai bune conditii
experimentale gasite in prealabil (pH 5,5, timp de pre-concentrare de 10 minute, potential de depunere -1.2
V si timp de reducere 1 min).

Pentru a obtine curbele de calibrare au fost inregistrate curbele DPV la diferite concentratii de ioni
metalici folosind electrozi proaspat preparati. Au fost obtinute domenii liniare ale curbelor de calibrare n
intervalul de concentratii de la 10 la 107 la mol L™ pentru Pb(Il) (Figura 9.7B), si de la 4x10® 1a 10°® mol
L™ pentru Cd(I1) (Figura 9.8), cu coeficientii de corelare de 0.996 pentru plumb si 0.999 pentru cadmiu.
Limitele de detectie (LOD) au fost calculate folosind relatia LOD = ksm™[28], unde k = 3, s = abaterea
standard a valorilor curentilor de pic a fondului (ludnd in considerare 20 curbe) si m = panta curbei de
calibrare pentru ionii de Pb(II) si Cd (1l), respectiv. Limitele de cuantificare (LOQ) au fost calculate folosind
aceeasi relatie ca si pentru LOD, dar cu k = 10. Valorile LOD si LOQ au fost de 7x10™° mol L™ §i 10° mol
L, respectiv, pentru ionii de plumb, si 10® mol L™ si de 3,5x10® mol L™, respectiv, pentru ionii de

cadmiu.

0% |A B ¥ =0.062+5.$4E6 X
R = 0908

1x10°

g T
5x10°
40 09 08 07 06 41 40 08 08
E (V) E(V)

Figura 9.7. Curbe DPV finregistrate cu electrozi Figura 9.8. Curbe DPV inregistrate cu
modificati C|poliL pentru diferite concentratii (nM) de electrozi modificati ClpoliL pentru diferite
ioni Pb(ll), de jos in sus: 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 20, 40, 60, concentratii (uM) de ioni Cd(ll), de jos in sus:
80, 100. |Inserat: A) detaliu al domeniului de 0.04, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8, 1. Inserat:
concentratii  1-10 nM; B) curba de calibrare curba de calibrare corespunzatoare pentru ionii
corespunzatoare pentru ionii de Pb* in domeniul de de Cd** in domeniul de concentratii 0.04 to 1
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concentratii 1 to 100 nM. uM.

9.4. Experimente de reproductibilitate si precizie a masuratorilor

S-a studiat posibilitatea de a refolosi acelasi electrod modificat ClpoliL Tn mai multe analize de ioni
de Pb(II) si Cd(ll). Dupa electropolimerizarea prin EPC la +1.6 V/(Ag/Ag®) in solutie ce contine 3mM L,
0,1 M TBAP, CH3CN pe disc de carbon vitros (3 mm in diametru), electrodul modificat rezultat a fost clatit
cu acetonitril si imersat in solutie apoasa de tampon de acetat cu pH 5,5, in scopul de a echilibra electrodul
modificat cu mediul de complexare. Acest lucru a fost realizat prin ciclari succesive in aceasta solutie intre -
0.9 Vi 0.6 V (15 cicluri). Apoi electrodul modificat a fost tinut timp de 10 minute sub agitare la 25 °C n
solutia de pre-concentrare ce contine 5x10° mol L™ ioni de Pb(ll) sau Cd(l1) in tampon acetat la pH 5,5.
Dupa etapa de pre-concentrare, electrodul modificat a fost cu atentie clatit cu apa si transferat intr-o solutie
de tampon acetat fara ioni metalici, unde ionii metalici complexati au fost redusi (la -1.2 V timp de 1 minut),
Tnainte de a inregistra curentul de redizolvare corespunzator folosind voltametria cu puls diferential. Dupa
determinarea plumbului sau cadmiului, regenerarea electrodului C|poliL fara metale a fost realizata prin
imersarea electrodului timp de 15 min, in solutie apoasd de EDTA10™ mol L™. Zece masuratori consecutive
au fost efectuate cu electrod aceeasi modificat. Teste similare au fost efectuate cu un electrod modificat
imersat in solutii care contin concentratii mai mici de Pb(11) sau Cd(I1) in tampon de acetat (pH 5,5).

Abateri relative standard de 2,5% si 3,8% au fost obtinute pentru analiza Pb(ll) din solutia de
acumularea ce contine 5x10° mol L™ si 5x10° mol L, respectiv. Pentru analiza ionilor de Cd(l1), deviatiile
standard au fost de 3,4% si 5%. Aceste rezultate releva clar faptul ca electrozii C|poliL pot fi folositi pentru
mai multe masuratori.

n paralel, au fost efectuate alte masurétori in aceeasi solutie de 5x10™> mol L™ Pb(lI) folosind 10
electrozi C|poliL nou obtinuti de dimensiuni similare. Rezultatele aratda o buna reproductibilitate a procesul

de obtinere a electrozilor modificati C|poliL (deviatia relativa standard a fost de 1%).

9.6. Determinarea ionilor de plumb din probe reale folosind CME cu poliL

Pentru a evalua acuratetea metodei in aplicatii practice, electrozi de carbon vitros modificati cu filme
de poliL au fost utilizati pentru a determina Pb?* in probele de apa. Probele de apa au fost luate din fluviul
Dunare (teritoriul romanesc, in trei puncte de colectare: 1, 2, si 3) si raul Dambovita (doud puncte de
colectare: Ciurel si Glina). Apa de la robinet, din laboratorul nostru a fost, de asemenea, testata in aceleasi
conditii. Toate probele au fost analizate, fara pre-tratament.

Rezultatele electrochimice experimentale pentru determinarea plumb(ll) folosind noii electrozi

modificati ClpoliL (Tabelul 9.2.) sunt bine corelate cu cele obtinute prin teste paralele folosind metode
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recunoscute ca Spectrometria de Absorbtie Atomica cu Cuptor de Grafit (GFAAS). Rezultatele din Tabelul
9.1 indica faptul ca electrodul modificat C|poliL poate fi folosit pentru a estima mai usor nivelurile de ioni
Pb(I1) in analiza probelor practice. Valorile obtinute din raul Dambovita sunt foarte scazute fiind situate sub

limitele de detectie (rezultatele nu sunt prezentate in acest tabel).

Tabelul 9.2. Concentratia de plumb (ug L™) gasita in probele apoase de mediu folosing voltametria de redizolvare
anodica cu electrozi modificati ClpolL"" (ASV pe C|poliL) si GFAAS

Proba ASV pe C|poliL GFAAS
Apa de la robinet 2.890+1.5 3.110
Fluviul Dunare 1 0.447+3.1 0.488
Fluviul Dunare 2 0.642+1.7 0.611
Fluviul Dunare 3 0.514+2.5 0.537

@ \alori medii din trei determinari experimentale + S.D in %.

CAPITOLUL 10.
REALIZAREA UNEI METODE BAZATE PE CME CU NANOTUBURI DE CARBON MWCNT $I
TETRAMETILPIPERIDINIL-PIREN (TEMPO-PIREN) PENTRU ANALIZA
IONILOR DE FIER(II)

10.1. Optimizarea conditiilor de lucru

Studiile experimentale pentru detectia ionilor de fier(II) s-au realizat initial pe electrozi de carbon
vitros (@ = 3 mm) in prezenta de diferiti derivati de TEMPO (Schema 10.1) notati 4-amino TEMPO (1) si
TEMPO-piren (2) si ulterior pe electrozi modificati nanotuburi de carbon cu pereti multipli (MWCNT) si
TEMPO-piren.

S-a efectuat caracterizarea electrochimica a acestor compusi prin voltametrie ciclica (Figura 10.1).

NH»
HSCQCHg O-N O‘
HeC™ "N “CHy

o) o)

Schema 10.1. Structurile moleculelor de 4-amino TEMPO (1) si TEMPO-piren (2)

ZT

10.2. Detectia ionilor de fier(Il) pe electrozi de carbon vitros in solutie de TEMPO-piren
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Dupa optimizarea conditiilor de lucru, experimentele au fost continuate pe monomerul sintetizat
(TEMPO-pirenul) in doi solventi (acetonitril si dimetilhidrofuran) in prezenta de TBAP de concentratie 0,1

M.

0.00004 - Pyrene

—

0.00003 ~——— 100 mV/s
| =——100 mV/s

0.00002 4

< 0.00001

0.00000

-0.00001 4

T T T T T T T T T T )
0.6 04 -02 00 02 04 06 08 1.0 12 14
E(V)

Figura 10.1. Voltamograme ciclice ale ale solutiilor de 4-amino TEMPO (TEMPO)
si TEMPO-piren (Pyrene) ih 0,1 M TBAP, diclormetan

10.2.1. Experimente pentru detectia ionilor de fier in acetonitril

Tn figura 10.5. sunt ilustrate voltamogramele ciclice realizate in aer pentru realizarea curbei de
calibrare a Fe(11) in domeniul de liniaritate 0,002 - 0,3 uM Fe(II) in solutie de TEMPO-piren (0,1 mM). La
nivelul semnalului specific pentru TEMPO se observa a usoara scadere a curentului de pic anodic odatd cu
adaugarea solutiei de fier. Totodata se observa formarea unui nou pic in zona potentialului de -0,4 V, astfel
trasarea curbei de etalonare s-a realizat pentru curentul de pic catodic inregistrat in zona potentialului de
reducere (E =-0,4 V).

) L
-9.0 1 i o 100 200 .4 300

. ) LR 03 00 03 0.6
0.0 ., 05 +
E (V) vs Ag/Ag E[V] vs Ad/Ag

-0.5
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Figure 10.5. Voltamograme ciclice (v = 0,1 V.s™) Figure 10.6. Voltamograme ciclice (v = 0,1

pe electrod de carbon vitros (@ = 3 mm), in solutie de V.s™1) pe electrod de carbon vitros (@ = 3 mm) in
TEMPO-piren 0.1 mM in CHsCN si TBAP 0,1 mol.L™ solutie de TEMPO-piren 0.1 mM in DMF si TBAP
pentru diferite concentratii de Fe(ll): 2 - 300 uM.L™. 0,1 mol.L™ la concentratii crescatoare de fier(Il):
Inserat: Curba de etalonare corespunzatoare Fe** fin 0,002 - 0,3 uM; Inserat: dreapta de -calibrare
intervalul 2 - 300 pM.L™* corespunzatoare aceestor adausuri

10.2.2. Experimente pentru detectia ionilor de fier in DMF

Experimentele de voltamogramele ciclice 1n solutia de DMF si TBAP 0,1 M s-au realizat in aceleasi
conditii ca si cele din subcapitolul anterior (Figura 10.6.). Curba de calibrare a ionilor de Fe(ll) pentru DMF
este imersata figurii 10.6.

La nivelul semnalului specific pentru TEMPO se observa o usoara scadere a curentului de pic anodic
odata cu adaugarea solutiei de fier. Tot in aceasta figura se observa formarea unui pic reversibil care poate fi
atribuit sistemului Fe** / Fe®* . Trasarea curbei de etalonare s-a realizat pentru curentul de pic catodic

inregistrat In zona potentialului de reducere (E =-0,08 V) (Figura 10.6. B imersata)..

10.3. Detectia ionilor de fier(II) pe electrozi modificati cu matricea MWCNT/TEMPO-piren
10.3.1. Experimente realizate in aer

1001 é Figure 10.10. Voltamograme ciclice (v =20

g 0 r’”\—_’-_/" ‘—‘__ . mV.s™) in aer pe electrodul de carbon vitros (@ =
= i";ﬁ_/'r_ ? ’ 3 mm) modificat cu matricea MWCNT / TEMPO-
=100 1 piren in solutie de CH;CN si TBAP 0,1 mol.L™ la
-2004 i concentratii de fier(Il) in solutie in domeniul: 3,9 .

108M - 2,6.10°M

0.8 -04 0.0 . 0.4
E[V] vs Ag/Ag

10.3.2. Experimente realizate sub argon (in camere cu manusi)
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Figura 10.15. Voltamograme ciclice (v =20 mV.s Figure 10.19. Curbele de etalonare ale ionului
') in atmosfera de argon pe electrodul de carbon vitros (& de Fe(Il) obtinute pe un electrod de carbon vitros, n
= 3 mm) modificat cu MWCNT / TEMPO — piren, in atmosfera de argon (@ =3 mm) la E = -0,45V vs.
solutie de CHsCN si  TBAP 0,1 mol.L™" pe domeniul Ag/Ag™ modificat cu matricea MWCNT / TEMPO-
concentratiilor ionilor de fier(Il) 2. 10° M - 2,6 .10° M piren in solutie de CH;CN si TBAP 0,1 mol.L™.

S-au pregatit 3 electrozi 1n aceleasi conditii (20 pL MWCNT , uscare sub vid in atmosfera de azot
lichid, 30 minute in solutie de TEMPO-piren 0,1 mM) si s-au testat conform modului de lucru descris in

capitolul 4. Experimentele obtinute au aratat ca rezultatele sunt reproductibile (Figural0.19)

I11. CONCLUZII FINALE

Teza de doctorat METODE SI METODOLOGII iN DETERMINARI ANALITICE CU
APLICATII iIN EVALUARI DE MEDIU SI SANATATE reuneste studii originale efectuate in vederea
realizarii de senzori electrochimici, a testarii acestora in domeniul mediului (detectia de metale grele si de
compusi fenolici dintre care s-a ales catecolul) si al sanatatii (detectia glucozei), obtinerii si caracterizarii de
noi materiale cu proprietati interesante (catalitice sau de recunoastere) cum ar fi TEMPO-pirenul.

Directiile de cercetare abordate au vizat:

1. Evaluarea continutului de metale grele din probe reale de sol, apa si sedimente

2. Validarea unei noi metode de detectie (FIAS-ICP-EOS) a ionilor de mercur din probe de apa,

precum si compararea rezultatelor obtinute prin aceastd metodd pe probe reale cu cele obtinute
prin AAS cu vapori reci

3. Realizarea de senzori bazati pe electrozi chimic modificati (CME) pentru detectia ionilor de

metale grele din probe de mediu

4. Realizarea de noi biosenzori bazati pe CME cu diferite tipuri de nanostructuri de CaCOj3 pentru

detectia glucozei din probe biochimice

Prin analiza de metale grele din apa, sedimente si sol din zona unei platforme industriale s-a putut
determina gradul de poluare al acestora asupra factorilor de mediu investigati. Astfel, prin metoda AAS a

fost evaluat cotinutul de metale grele din apa, sedimente si sol din zona unei platforme industriale.
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Rezultatele analizelor pentru apa si sedimente au fost comparate cu prescriptiile legale prevazute in Normele
privind clasificarea calitdtii apelor de suprafata Tn vederea stabilirii stirii ecologice a corpurilor de apa.
Probele de sol au fost comparate cu valorile de referintd pentru elementele chimice urme. In sectiunea
amonte a platformei, concentratiile de metale grele in sedimente au depasit limitele impuse de legislatia
nationala. In sectiunile aval concentratiile de nichel, cupru si cadmiu au fost, in general, in limitele impuse
de legislatia nationald. Concentratiile de metale grele din apa au fost mai mici decat limitele impuse de
legislatia nationala si europeana. S-a observat ca gradul de poluare cu metale grele depinde de debitul de ape
uzate industriale al platformei chimice. In cazul probelor de sol, concentratiile de nichel, cupru si cadmiu nu
au depasit valorile limita ale legislatiei de mediu.

Evaluarea continutului de mercur din BH OIlt in vecinatatea surselor industriale de poluare a
condus la concluzii asupra poluarii cu mercur in ecosistemele apa/sediment si sol. In scopul determinarii
impurificarii cu mercur induse de activitatile industriale desfasurate in BH Olt s-au recoltat probe de apa si
sedimente din 36 de puncte de recoltare. Rezultatele obtinute in urma analizelor de mercur efectuate prin
metoda AAS cu vapori reci au aratat ca mercurul din probele de ape si sedimente colectate din bazinul
hidrografic Olt are concentratii diferite, in functie punctul de recoltare a probelor si de perioada de recoltare.
In perioada investigatd in anumite cazuri concentratiile de mercur au depasit limitele admise, conform
indicelui de geo-acumulare calculat. Pentru probele de sol s-a constatat o poluare istorica datorita
functionarii electrolizoarelor cu catod de mercur. O poluare similard s-a observat si in zonele miniere si
industriale din vecinatatea bazinului hidrografic Olt. Calitatea apelor raului OIt in aval de platformele
industriale a fost influentatd de calitatea efluentilor reziduali deversati, de regimul de functionare a
hidrocentralelor cat si de cantitatea de precipitatii inregistratd in aceasta perioada.

Studiile si experimentele efectuate in scopul de a valida §i aplica metoda FIAS-ICP-EOS pentru
determinarea mecurului din probe reale de ape, in laboratoarele de analiza de mediu din tara., au aratat ca:

- metoda propusa spre validare pentru determinarea cantitativa a mercurului din probe de apa FIAS-
ICP-EOS este specifica, selectiva, liniard, precisa si exacta;

- limita de detectie a ionilor de mercur obtinutd (0,1 pg/L) la lungimea de unda de 194,168 nm se
incadreaza in criteriile de acceptare a unei metode analitice de determinare a mercurului impuse de
legislatia nationald de mediu;

Rezultatele obtinute prin folosirea metodei de voltametrie de stripping anodic aplicata pe electrozi
modificati cu filme de polimeri pentru detectia ionilor de mercur din probe reale de sol, au fost apropiate de
cele obtinute prin metoda traditionald (Spectroscopie de absorbtie atomicd). Este posibila o diminuare a
diferentelor senalate printr-o investigare mai atenta a interferentelor si realizarea unui studiu de speciatie a
mercurului. Aplicarea metodei de voltametrie de stripping anodic aplicata pe electrozi modificati cu filme de
polimeri este promitatoare pentru analiza Hg (II), deoarece permite o evaluare la costuri mici, cu potential

pentru masurdtori descentralizate.
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Pentru realizarea de biocaptori a fost prezentati o alternativa eleganta de CME pe baza de
nanoparticule CaCOs; si filme de poli(pirol-NTA) electrogenerate. Filmul polimeric format pe suprafata
electrozilor modificati cu nano-CaCOs, dupa dizolvarea acestora a devenit foarte poros, cu proprietiti de
permeabilitate imbunatatite. Pentru a demonstra cresterea clara a permeabilitatii au fost testate doud filme de
polipirol N-substituite electrogenerate prin metode potentiostatice utilizand o sonda redox (hidrochinona).
Pentru a evalua aceastd abordare ca aplicatie in domeniul biosenzorilor au fost realizate doud tipuri de
biosenzori: unul pentru detectia glucozei construit prin imobilizarea gruparilor histidinice ale glucoz-
oxidazei prin interactiuni coordinative cu matricea nano-CaCO3/poli(pirol-NTA) /Cu®, iar cel de-al doilea
pentru detectia catecolului prin imobilizarea enzimei, PPO-Biotina in matricea nano-CaCOs/poli(pirol-NTA)
ICu?*. Aceasta configuratii clasice pentru senzorii de glucoza au aratat ca Imbunatatirea permeabilitatii este
beneficica pentru realizarea de biosenzori enzimatici. Aceste rezultate sunt promitatoare pentru dezvoltarea
de noi nanostructuri functionale 3D pentru biosenzori capabili sa imobilizeze o cantitate mare de unitéti
receptoare permitand difuzia optima a analitilor si substraturilor de-a lungul structurilor.

S-a abordat realizarea de senzori electrochimici pentru detectia electroanalitica a ionilor de plumb
si cadmiu, pe bazd de CME cu 4-azulen-1-il-2,6-bis (2-tienil) piridind (C|polyL). Acest monomer de
poliazulena are proprietati de complexare cu o mare afinitate fata de ionii de Pb (II) in comparatie cu alti
ioni metalici din apa. Pentru electrozii modificati cu ClpolyL s-au obtinut limitele de detectie de 7.10™° mol
L™ pentru Pb(Il) si 10® mol L™ pentru Cd(II). Cele mai bune proprietatile de detectie electrochimice ale
acestor noi electrozi modificati fatd de ionii de plumb au fost confirmate prin analiza unor probe reale.
Rezultatele obtinute au fost in concordanta cu cele obtinute prin metode standard, cum ar fi spectrometria de
absorbtie atomica cu cuptor de grafit. Metoda propusa este simpla si adecvata pentru analiza de rutind a
probelor din mediu.

Metoda de voltametrie ciclica pe bazid de CME cu nanotuburi de carbon (MWCNT) si TEMPO-
piren a fost utilizatd pentru detectia electroanalitica a ionilor de fier(Il). Limita de detectie a fierului(Il)
obtinuta a fost de 1,96.10° mol L™, iar domeniul de liniaritate a fost cuprins intre: 5.1697 . 10® [M .L™"] si
2,65.10° [M .L1.

Studiile si cercetdrile elaborate in vederea gasirii de noi metode si metodologii pentru determinarile
analitice utilizate in domeniul medical si al mediului (determinari de glucoza, compusi fenolici si de ioni
metalici), au permis o analizd complexa si comparativa a metodelor utilizate in prezent in laboratoarele de
analize de mediu si sandtate. Au fost puse in evidentd performantele noilor metode propuse spre utilizare,

bazate pe folosirea de electrozi modificati.
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