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MOTIVAREA ALEGERII STUDIULUI

Poluarea mediului este o problema globald majora, care este in continua
cautare de solutii si rezolvari si care afecteaza solul, apa si aerul, avand un
impact negativ asupra calitatii vietii oamenilor, a biodiversivitatii si a
ecosistemelor. Un aspect important, care mi-a atras atentia si care reprezinta
subiectul principal al acestei teze, este poluarea apei potabile cu coloranti
chimici si toxici. Colorantii sunt substante chimice utilizate pe scara larga in
industriile textile, de vopsele, hartie, piele si alimentara. In urma proceselor
specifice fiecdrei industrii 1n parte, rezultd ape uzate, care de cele mai multe
ori contin si acesti coloranti si care ulterior sunt revarsate in retelele de ape
terane si supraterane, fara vreun tratament, in prealabil aplicat.

Colorantii au un impact important asupra apelor, afectand, in primul
rand, calitatea acestora, schimband proprietatile fizico-chimice, inclusiv
pH-ul, continutul de oxigen si turbiditatea. Biodiversitatea are si ea de suferit
intrucat substantele nocive ce ajung in apa dauneaza florei si faunei. Se
cunoagte ca anumiti coloranti pot fi cancerigeni, deci o data ajunsi in apa
potabild duc la probleme grave de sanatate pentru populatia care consuma
aceastd apa. De-a lungul timpului, din nevoia de a gasi noi metode de
solutionare a problemei relatate anterior, oamenii de stiintd au venit cu o
solutie inovatoare si eficientd, mai exact utilizarea nanoparticulelor
magnetice.

Datorita faptului ca studiile au aratat ca prezinta o eficientd ridicata in
captarea contaminantilor, ca sunt versatile si ca necesita costuri de exploatare
reduse, am decis ca in aceastd teza, nanoparticulele magnetice sa reprezinte
obiectul de studiu si pe care sd le folosesc in tratarea apelor Incircate cu
coloranti toxici.

INTRODUCERE

Stiinta la nivel nano reprezinta una dintre cele mai importante directii
ale cercetarii moderne, de aceea de-a lungul timpului, atentia cercetatorilor a
fost indreptata si spre nanoparticule, ale caror proprietati ofera posibilitatea
utilizarii acestora 1in diferite departamente, precum: biomedicind,
biotehnologie, inginerie termicd si energeticd, ingineria materialelor,
tehnologia de inregistrare, dezvoltarea vopselelor si pigmentilor, tehnologia



mediului, imprimarea cu jet de cerneald etc. (Wang et al., 2015)Odata ce s-a

descoperit multitudinea de proprietati fizice, chimice, optice si magnetice pe

care le poseda nanoparticulele s-au dezvoltat si aplicatiile acestora (Hyeon,

2003). Dintre aceste nanoparticule, cele mai remarcabile si folosite sunt

nanoparticulele magnetice, cunoscute sub acronimul NPM, datoritd

aplicatiilor lor foarte diverse si a  proprietatilor lor unice si versatile

(Colombo et al., 2012). Nanoparticulele magnetice reprezintd o categorie de

nanoparticule, care, in prezenta unui camp magnetic extern, pot fi usor

urmadrite, directionate sau manipulate. O data ce acest camp magnetic este
indepartat, NPM 1si pierd magnetizarea, riscul de agregare reducandu-se
considerabil, ceea ce reprezintd un avantaj fatd de utilizarea unui alt tip de
nanoparticule (Beveridge et al, 2011). Nanoparticulele magnetice sunt
compuse in principiu din elemente precum fier, cobalt, nichel si oxizi ai
acestora. De-a lungul timpului, din toate tipurile de NPM, cele ce prezintd in
componenta lor oxizi ai fierului au castigat atentia majoritatii cercetitorilor.
Magnetita — dintre toate tipurile de oxizi ai fierului, magnetita prezinta
cele mai interesante proprietati datorate prezentei cationilor de fier in stéri de
valentd 1I si III (Fe*" si Fe*"), in structurd de spinel invers. Cristalele cu

structurd de spinel cubic ce caracterizeazd magnetita Fe3Os (FeO*Fe203) i

conferd proprietati ferrimagnetice la temperaturi sub 858 K. (Gubin, 2009).
Fe>Os3— reprezintd doud faze magnetice, denumite hematita, romboedrica

(0-Fe203) si maghemita (y-Fe203), cu configuratii tetra si octaedrice. Oxidul
a-Fe,O3 este antiferromagnetic la temperaturi sub 950 K, iar la valori imediat
peste 260 K prezintd asa-numitul ferromagnetism slab in timp ce maghemita
este ferrimagnetica la temperaturi sub 620 °C. (Gubin, 2009). Hematita, cea
mai stabild faza cristalograficd a oxidului de fier, este un material foarte
atractiv datoritd nontoxicitatii sale si a multitudinei de aplicatii. Printre cele
mai intalnite metode chimice de sintetizare a nanoparticulelor magnetice se
regasesc:

»  Co-precipitarea chimica: Este o tehnica convenabild si foarte folosita in
sintetizarea de nanoparticule magnetice (oxizi metalici) in solutii apoase
ale sarurilor precursoare prin addugarea unei baze in atmosfera
preferabil inertd, la temperatura camerei sau temperaturi ridicate.
Reactia chimica care are loc la formarea nanoparticulelor de oxid de fier
se poate scrie astfel: (Faraji, 2010)

Fe2* + 2Fe3* + 80H™ - FE3O4 + 4H20 (2)
» Metoda sol — gel: Aceastd tehnica este utilizatd la scara largd intr-o
varietate de tehnologii. Metoda 1n sine presupune hidroliza si



condensarea unor oxizi metalici sau precursori, avand ca si rezultat
dispersia particulelor de oxid intr-un sol, care ulterior va fi uscat si
gelifiat prin indepartarea solventului sau prin reactii chimice.

» Descompunerea termicd: Descompunerea termicd a compusilor
organometalici (precursori nemagnetici) in solventi organici in fierbere
este o altd modalitate promitatoare pentru prepararea nanoparticulelor
magnetice, iar particulele rezultate prezintd o distributie de dimensiuni
foarte restransa. (Bichl, 2018) Precursorii cel mai des intalniti sunt
carbonati de fier sau acetilacetonatii de fier, iar acidul oleic, acizii grasi
sau hexadecilamina sunt printre cei mai utilizati surfactanti.

Curatarea apelor uzate este o preocupare majora la nivel global, avand
in vedere impactul semnificativ asupra sanatatii umane si a mediului.
Nanoparticulele magnetice (NPM) reprezintd o solutie inovatoare si eficienta
in acest domeniu datoritd proprietatilor lor unice, precum raport suprafata -
volum mare, comparabile ca dimensiuni cu cei mai multi dintre analitii de
interes si usurinta cu care sunt dispersate in solutii (Lu, 2007).

In aceastd tezi, ne-am stabilit ca si obiectiv si propunem si noi o
metodd de decontaminare a apelor incarcate cu coloranti, mai exact cu
Rodamind B. Rodamina B este un colorant sintetic, exploatat in mod
semnificativ in deosebi in industria textild, dar nu numai, datorita
caracteristicii sale fluorescente chiar si in concentratii foarte mici. inca din
1967 s-a pus problema toxicitatii colorantului Rodamina B, prin studiul
realizat de Panciera, M., alaturandu-se si studii mai actuale, precum cele ale
lui Rowinski, P.M. si Chrzanowski, M.M. (2011), Maryanti, S.A. et al.
(2014), Baldev, E. et al. (2013) si Sharma, J. et al. (2022).

CAPITOLUL 1. NANOPARTICULELE MAGNETICE S$I
COLORANTUL POLUANT - RODAMINA B

1.1. STUDIEREA SINTEZEI SI PROPRIETATILOR
NANOPARTICULELOR MAGNETICE

1.1.1. Sintetizarea nanoparticulelor de magnetita



Sinteza magnetitei nanometrice s-a efectuat prin metoda coprecipitarii
chimice (Massart, 1981). Au fost realizate solutii apoase de clorurad ferica,
FeCl3x 6H20 (3,622 g in 50 mL apa distilata) si clorura feroasa FeClox 4HO
(1,332 g in 50 mL apa distilatd) care s-au amestecat sub agitare magnetica
(800 rpm) la temperatura de circa 65 °C. Apoi a fost adaugata solutia de
hidroxid de sodiu 25% (50 mL), incélzita in prealabil la circa 80 °C si
picurata incet dintr-o pélnie de separare. Formarea ferofazei s-a constatat
vizual odata cu aparitia unei coloratii brun inchis care, in final s-a raspandit
in tot volumul mediului de reactie. S-a continuat agitarea magnetica pe plita
de incalzire timp de incd 30 minute.

In continuare, s-a lasat si se riceascd mediul de reactic pani la
temperatura camerei si ulterior, s-a asezat pe un magnet de laborator pentru
sedimentarea ferofazei din suspensie.

Principalele reactii, care au loc, se pot scrie astfel:

2FeCl, + 4H,0 - 4H* + 4CI~ + 2Fe(OH), 1.1
2FeClg + 6H,0 - 6H* + 6CI~ + 2Fe(OH); (1.2)
2FeCl; + FeCl, + 8NaOH - Fe;04 + 8NaCl + 4H,0 (1.3)

Figura 1.1.1. Sintetizarea nanoparticulelor magnetice: a) solutia rezultata din
amestecul de clorura ferica si clorura feroasa in apa distilata ; b) formarea ferofazei
(dupa adaugarea hidroxidului de sodiu).

Dupa scurgerea fazei lichide de deasupra ferofazei, separata la fundul
vasului, s-a procedat la trei spalari succesive cu cate 100 mL de apa distilata
fierbinte pentru inlaturarea oricaror impuritati, respectiv mici cantitati de



produsi de reactie intermediari (hidroxizi), de eventuali reactanti
nereactionati, precum si a clorurii de sodiu rezultata.

Fecl, -4H,0 a distilata 80° /._ 7
e e T, Aphdistilatiiance NaOH25%
PEAEee agitare magnetica

-
=
apadistilata 80°C produsi reziduali
—_—
’ 4

ule magnetice

pulbere uscata

<

analizarea proj

naneparticulelor magnetice

Figura 1.1.2. Reprezentarea schematica a sintetizarii nanoparticulelor
magnetice.

S-a masurat pH-ul ultimei ape de spalare a ferofazei si s-a gasit valoarea
de 7,5. Apoi pulberea umeda colectata ca produs final s-a uscat la cuptorul de
vid la 95 °C si a fost analizata prin metode adecvate.

1.1.2. Caracterizarea microstructurald si magnetica a pulberii de magnetita

Nanoparticulele sintetizate au fost analizate cu ajutorul microscopiei
electronice de transmisie (TEM). In urma analizei imaginilor captate, s-a
constatat faptul cd acestea prezintd diametre de la 9 pana la 14 nm (Figura
1.1.3).

in Figura 1.1.4 este prezentata diagrama de difractie a probei analizate,
investigatd cu ajutorul difractometriei cu radiatii X (XRD). Din punct de
vedere calitativ rezultatul analizei evidentiaza prezenta tuturor maximelor de



difractie, caracteristice planelor de cristalizare ale magnetitei (111), (220),
(311), (400), (511), (440), (620), (533) (Card No, ICSD 98-015-8505), fara
faza amorfa sau impuritati.

Figura 1.1.3 Rezultatul analizei TEM a pulberii de magnetita (reperul de scala de 20
nm).

Din punct de vedere cantitativ se poate calcula dimensiunea cristalitelor
cu ajutorul formulei lui Scherrer (Patterson, 1939) :

Dhi = % (1.4)
B c0s0 pq

unde D reprezinta dimensiunea medie a cristalitelor; K — factor de forma,
adimensional, apropiat de unitate (0,9); A — lungimea de unda a radiatiilor X
folosite;  — este semilargimea (largimea la jumatate din inaltime a varfului
aferent unghiului 20), exprimata in radiani; 8 — unghiul de difractie Bragg,
exprimat in radiani.

150 (311)

100 4

220) ! G aa0

50 (400)
{111) (422)
| | (620) (533)
0 20 30 40 50 60 70 80

Intensity (a.u.)

0

1

20 (degree)
Figura 1.1.4. Rezultatul analizei XRD efectuatd pe pulberea de magnetita
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Caracteristicile magnetice ale probei de magnetitd, analizate prin
intermediul magnetometrului cu proba vibranta, sunt prezentate in Figura
1.1.5.

Valoarea magnetizatiei de saturatie a probei (momentul magnetic total
maxim al probei) a ajuns la 68 emu/g pentru aproximativ 20000 Oe, cu o
banda 1ingustda de camp coercitiv (82,47 Oe), care caracterizeaza
comportamentul particulelor ca fiind unul superparamagnetic (in concordanta
cu Puscasu et al., 2016).

80 -
604
404 [
20

0

20
Céampul coercitiv 82,47 Oe

Magnetizatia (emu/g)

-40 4

a0 / | Magnetizatia de saturatie 68,32 emuig

-80 T T T T

-20000  -10000 0 10000 20000

Camp magnetic (Oe)
Figura 1.1.5. Curba de magnetizare obtinutd pentru nanoparticulele de magnetita

Analiza spectrald a magnetitei (Figura 1.1.6), prin tehnica FTIR,
surprinde vibratii ce corespund cristalelor de spinel de oxid de fier, intre
numerele de unda 400 cm! si 900 cm™'.

7.5
\ Fe;0,

Intensitate (u.a.)

o & -
PR E 3 iF

4.0
400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000 4400

Numar de unda (cm-1)

Figura 1.1.6. Spectrul de vibratie (FTIR) pentru magnetita
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Urmele de CO; si H>O, genereaza vibratiile de la 1679 cm'(deformatii ale
OH), 3640 cm™ si 3750 cm™! (vibratii de intindere ale OH) si la 2314 cm™!
(vibratii ale legaturii C-O) in concordantd cu Chaki et al., 2015, Ristic, et al,
2007, confirmand natura tipica a magnetitei,

1.2. STUDIEREA MOLECULEI DE RODAMINA B

1.2.1. Rezultatele modelarii cuantum-chimice a Rodaminei B

Molecula a fost modelatd atat in stare izolatd cat si hidratatd (cu programul
Spartan 18), rezultind volume de 475,91 A3 (stare izolats), respectiv 476,03
A3 (stare hidratatd), cu un moment dipolar relativ mic (Figura 1.2.1a si
1.2.2a), de 0,3 D in stare izolatd si respectiv 0,9 D in stare hidratata
(comparativ cu apa - 1,9 D).
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Figura 1.2.1. Structura optimizata a Rodaminei B: a) geometria si momentul dipolar
electric; b) orbitalul de frontiera HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital - Cel
mai nalt orbital molecular ocupat) si c) orbitalul de frontiera LUMO (Lowest
Unoccupied Molecular Orbital - cel mai de jos orbital molecular neocupat). Atomi de
Carbon - cenusiu inchis, atomi de Oxigen - cenusiu deschis.

Aceste structuri s-au evidentiat a fi stabile datoritd potentialului de ionizare

(PI) mare (Energia celui mai mare orbital molecular ocupat, Enomo, fiind de
7,97 eV pentru Rodamina B si respectiv 5,46 eV pentru molecula hidratata).
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Figura 1.2.2. Structura optimizata a Rodaminei B in stare hidratata: a) geometrie si
moment dipolar; b) orbitalul de frontierda HOMO si ¢) orbitalul de frontierda LUMO.

Duritatea chimicd (1,35 eV) ramane aceeasi si in mediu apos sugerand
persistenta poluantului 1n apele uzate.

1.3. CONCLUZII

Au fost sintetizate nanoparticule magnetice de Fe3Os prin metoda
coprecipitarii chimice, cu structurd cristalind tipicd confirmata prin
difractometria cu radiatii X, avand o find granularitate (diametrele de 9-14
nm, conform analizei TEM) care le confera proprietati magnetice remarcabile
de superparamagnetism (magnetizatia de saturatie de circa 68 emu/g si camp
coercitiv mic, de 82 Oe). Rezultatele sunt in concordanta cu cele publicate de
alti autori din acest domeniu.

Au fost evidentiate proprietitile de structurd chimicd stabila ale
moleculei de Rodamina B, ceea ce sugereaza ca este un poluant persistent in
mediu.
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CAPITOLUL 2. STUDIEREA INTERACTIUNII
NANOPARTICULELOR MAGNETICE CU MODELUL DE
APA UZATA DE RODAMINA B IN CONCENTRATII
DIFERITE

2.1. STUDIEREA INTERACTIUNII NANOPARTICULELOR
MAGNETICE CU RODAMINA B IN CONCENTRATIE DE 5 uM

2.1.1. Modelul experimental de apa incarcata cu Rodamina B

Studiile experimentale s-au efectuat pe modelul de apa uzata, incarcata
cu Rodamina B in concentratie de 5 uM (Figura 2.1.1) din care s-a lucrat cu
un volum de 10 mL.

Figura 2.1.1. Solutie de Rodamina B studiatd ca model de apa uzata

Inregistrarea spectrului in domeniul UV-Vis a evidentiat o bandi
ingusta si bine definita, in vizibil, cu maximul la lungimea de unda de 554
nm (Figura. 2.1.2) precum si un “umaér” in ultravioletul apropiat, la lungimea

de unda de 353 nm, in acord cu (Zaidan, & Yasin, 2016).
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Rodamina B 5 pM
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Figura 2.1.2. Spectrul electronic de absorbtie al Rodaminei B, 5 uM.
Absorbanta maxima este de 0,55.

Masuritorile s-au efectuat pe maximul benzii electronice de absorbtie
de la 554 nm. Modelul protocolului de lucru este o adaptare dupa cel descris
de Phoemphoonthanyakit, et al., (2009) pentru Rodamina 6G. Cantitatile de
nanoparticule magnetice testate pentru capacitatea de epurare au fost de 4 g/L
si 8 g/L.

2.1.2. Analiza spectralda a Rodaminei B 5 pM tratatd cu nanoparticule
magnetice

Pentru inregistrarea spectrelor electronice de absorbtie ale solutiilor de
Rodamina B a fost utilizat dispozitivul Shimadzu PharmaSpec, ce dispune de
eprubete din cuart cu diametru de 1 cm, si un soft specializat de achizitie si
procesare a datelor.

Rata de degradare a solutiei proba de Rodamind B a fost calculata
folosind urmatoarea formula de calcul (Ec. 2.1):

Rata de degradare (%) = 100-—>——~ (Ao A(t)) (2.1

unde A(t) reprezintd absorbanta la lungimea de unda de 554 nm pentru
solutia de Rodamina B, la momentul ¢ dupd un tratament cu nanoparticule
magnetice, UV-C si/sau apa oxigenatd (H20z), iar Ao reprezintd absorbanta la
momentul initial, .
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2.2. REZULTATELE INTERACTIUNII NANOPARTICULELOR
MAGNETICE CU RODAMINA B IN CONCENTRATIE DE 5 uyM

S-au analizat efectele nanoparticulelor magnetice care au fost
administrate in concentratiile de 4 g/L si apoi de 8 g/L, urmarindu-se
spectrele electronice de absorbtie precum si rata scaderii concentratiei
colorantului.

2.2.1. Interactiunea Rodaminei B 5 uM cu nanoparticulelor magnetice, in
lipsa iradierii UV si a apei oxigenate

Au fost Inregistrate spectrele electronice de absorbtie in domeniul
UV-Vis, pentru cele doud concentratii de nanoparticule magnetice (Fe3O4),
pentru durate de timp de 0-30-60-120 minute. S-a lucrat la temperatura
camerei pe un volum de solutie de 10 mL cu agitare mecanica. La timpi de
observare mai mari de 120 min, nu s-au evidentiat schimbari semnificative,
ceea ce este valabil si pentru celelalte experimente.

Conform cu Figura 2.2.1, spectrele Rodaminei B au scazut in intensitate
fara alte schimbari in forma spectrului electronic de absorbtie (normalizare
relativ la valoarea maximd a intensitatii benzii la momentul initial). Se
evidentiaza o scadere la circa 60% a intensitdtii benzii studiate pentru 4 g/L
nanoparticule magnetice si 120 minute timp de interactiune.

12 Rodamina B 5 uM, Fe,0,, 4 g/L
—0min
1 ——30 min
s 08 ——60 min
3 ' 120 min
o]
= 0.6
[}
g 0.4
0
< 02

0
300 350 400 450 500 550 600 650 700
Lungime de unda (nm)
Figura 2.2.1.Spectrele normalizate ale Rodaminei B 5 uM dupa interactiunea cu
nanoparticulele magnetice in concentratie de 4 g/L
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Figura 2.2.2. Scaderea exponentiald in timp a absorbantei in maximul de la 554
nm pentru 4 g/l MNP; y-absorbanta, t-timpul

Se poate presupune cd avem: (i) fie o cineticd de proces de tip
pseudo-ordin intéi, dacd domina procesul fizic de adsorbtie a Rodaminei B la
nanoparticulele magnetice; (ii) fie o cinetica de reactie de ordinul Intdi daca
dominad reactiile de degradare chimicd. Cresterea concentratiei de
nanoparticule magnetice la 8 g/ a condus la o comportare foarte
asemanatoare a sistemului Fe3Os-Rodamina B ca si in cazul precedent,
(Figura 2.2.3), constand tot in scaderea exponentiald a intensitatii in maximul
de la lungimea de undd de 554 nm, la aproximativ 58%, diferenta fiind mai
vizibild in Figura 2.2.4 unde, coeficientul de corelatiec exponentiald (y =
0,6566¢-%904) este R?, egal cu 0,862.

Rodamina B 5 uM, Fe;0,, 8 g/L
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Figura 2.2.3. Spectrele normalizate ale Rodaminei B dupa interactiunea cu
nanoparticulele magnetice in concentratie de 8 g/L
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Figura 2.2.4. Scaderea exponentiald in timp a absorbantei in maximul de la 554
nm lungime de unda pentru 8 g/ MNP; y-absorbanta, t-timpul.

2.2.2. Interactiunea Rodaminei B cu nanoparticulele magnetice, in prezenta
iradierii UV si a apei oxigenate

Experimentele prezentate In continuare au urmarit testarea efectului
combinat al NPM, radiatiilor UV-C (tub Pilips, 12 W, 10,5 - 42,2 J pentru 30
min-120 min) si H202 (10 si 20 mM) avand in vedere cd in toate aceste
situatii se genereaza radicali oxidril (OH) ce pot reactiona cu Rodamina B.

2.2.2.1 Influenta radiatiilor ultraviolete asupra interactiunii nanoparticulelor
magnetice cu Rodamina B 5 pM

. In Figura 2.2.5 se prezinti rezultatele privind rata de scidere a
concentratiei de Rodamina B 5 pM sub actiunea simultana a radiatiilor UV-C
si a nanoparticulelor magnetice. Valorile ratei de scadere a concentratiei
Rodaminei B 5 uM nu depasesc 30%, corespunzdtor la 4 g/ NPM (si
aproximativ 28 % pentru 8 g/ NPM) ceea ce pare surprinzator la prima
vedere, deoarece se stie ca sub actiunea radiatiilor ultraviolete se produce
fotoliza apei:

H>O +hv —-He + OH* (2.2)
si astfel se elibereaza radicali oxidril (OHe¢), care sunt foarte reactivi si pot
degrada moleculele organice din proba iradiatd (electronul neparticipant e
avand tendinta de a forma o pereche cu alt electron al altui sistem
atomic/molecular).
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Rodamina B 5 uM, Fe;0,, UV
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Figura 2.2.5. Influenta nanoparticulelor magnetice (4 g/L si 8 g/L) si radiatiilor
ultraviolete asupra Rodaminei B, 5 uM.

in acest context, insd, avem in vedere ca, ionii de fier de la suprafata
nanoparticulelor pot avea efect catalitic declansand reactii de tip Fenton, in
prezenta apei si a oxigenului dizolvat in aceasta, cu eliberare de radicali
oxidril, care pot reactiona cu Rodamina B

2.2.2.2. Influenta apei oxigenate asupra interactiunii Rodaminei B 5pM cu
nanoparticulele magnetice si radiatiile ultraviolete

Prin utilizarea a 4 g/L nanoparticule magnetice si 10 milimoli de apa
oxigenata (30%), sub actiunea radiatiilor UV-C, intensitatea din maximul
benzii de absorbtie a Rodaminei B 5uM a scézut in timp, dupa cum se vede
din Figura 2.2.6.

Rodamina B 5uM, Fe;0, 4g/L, UV,
10mM H,0,
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Figura 2.2.6. Influenta nanoparticulelor magnetice (4 g/L), a apei oxigenate (10
mM) si a radiatiilor ultraviolete asupra Rodaminei B, 5 pM.
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Spectrele de absorbtie au fost normalizate relativ la valoarea maxima
din proba initiald, netratata. Intensitatea In maximul benzii de la 554 nm a
scazut la circa 28% dupd 120 minute de interactiune cu 4 g/l NPM (Figura
2.2.6). Dupa cum se poate observa in Figura 2.2.7, dublarea cantitatii de
NPM (8 g/L) la acelasi volum de H»O, (10 mM) a condus la scaderea
intensitatii spectrului de absorbtie la doar 0,67.

Rodamina B 5uM, Fe,;0, 8g/L, UV,
10mM H,0,
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Figura 2.2.7. Influenta nanoparticulelor magnetice (8 g/L), a apei oxigenate (10
mM) si a radiatiilor ultraviolete asupra Rodaminei B, 5 pM.

Faptul ca dublarea cantitatii de Fe3Os—la aceeasi cantitate de apa
oxigenata, duce la un efect mai slab de scadere a concentratiei Rodaminei B,
sugereaza cd radicalii OH sunt mai mult atrasi in interactiuni cu NPM , astfel
ca raman mai putini radicali pentru interactiunea cu moleculele de colorant.
Un volum dublu de apd oxigenatd (20 mM) precum si adaugarea a 4 g/L de
nanoparticule magnetice a dus la o scadere remarcabild a coloratiei solutiei
de Rodamina B, intensitatea de la 554 nm scézand la aproximativ 0,18
(Figura 2.2.8). Dubland si cantitatea de nanoparticule magnetice (8 g/L) se
obtine o scadere mai mica a absorbantei in maximul de la 554 nm (La circa
0,49, Figura 2.2.9), ceea ce reprezintd o evolutie similarda cu cea din
experimentul precedent si corespunde la o concentratie de 2,3 pM.

Rodamina B 5uM, Fe,;0,4g/L, UV, 20mM
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Figura 2.2.8. Influenta nanoparticulelor magnetice (4 g/L), a apei oxigenate (20
mM) si a radiatiilor ultraviolete asupra Rodaminei B, 5 pM.
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Figura 2.2.9. Influenta nanoparticulelor magnetice (8 g/L), a apei oxigenate (20
mM) si a radiatiilor ultraviolete asupra Rodaminei B, 5 pM
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Figura 2.2.10. Rezultatele tratarii Rodaminei B (5 pM) cu nanoparticule magnetice (4
g/L), apd oxigenata (10 mM si 20 mM) si radiatii ultraviolete.
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Figura 2.2.11. Rezultatele tratdrii Rodaminei B (5 uM) cu nanoparticule magnetice (8
g/L), apa oxigenata (10 mM si 20 mM) si radiatii ultraviolete.
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in Figura 2.2.10 sunt grupate rezultatele pentru cazul tratirii Rodaminei
B cu 4 g/L nanoparticule magnetice. Rata scaderii concentratiei Rodaminei B
este amplificatd cel mai mult cind se administreazd 20 mM apa oxigenata,
depdsind 60% pentru toti timpii de interactiune considerati si ajungand la
84% pentru timpul cel mai lung de interactiune, de 120 de minute.

Pentru 8 g/L nanoparticule magnetice (Figura 2.2.11) eficienta
decolorarii Rodaminei B este de maxim de 50% pentru 120 de minute de
interactiune in prezenta a 20 mM apa oxigenata.

2.3. STUDIEREA INTERACTIUNII NANOPARTICULELOR
MAGNETICE CU RODAMINA B IN CONCENTRATIE DE 10 pM

Am urmarit raspunsurile unei solutii de Rodamina B 10 pM la tratarea
cu nanoparticule magnetice atat in absenta cat si In prezenta apei oxigenate si
a expunerii la radiatii ultraviolete.

Au fost testate aceleasi doud concentratii de nanoparticule de magnetita
(Fe304), de 4 g/L si de 8 g/L. Timpii de interactiune au fost, ca si in
subcapitolul anterior, de maxim 120 de minute.

Au fost mentinute si conditiile experimentale legate de iradierea cu
radiatii ultraviolete si administrarea de apa oxigenata.

2.3.1 Studierea interactiunilor Rodaminei B in concentratie de 10 uM cu
nanoparticulele magnetice

Dupa cum se prezintd in Figura 2.3.1 a, b, am inregistrat spectrele de
absorbtie pentru aceleasi intervale de timp pentru a urmari comparativ
evolutia intensitatii in maximul benzii de la 554 nm pentru concentratia de
Rodamina B de 10 pM, pentru 4 g/L si 8 g/L nanoparticule.

in ambele cazuri decolorarea se produce relativ puternic, pana aproape
de zero si, 1n plus, dupad 120 de minute de interactiune, maximul benzii se
deplaseaza semnificativ catre 475 nm.

Din Figura 2.3.2. se constata cd in ambele cazuri se ajunge la peste 90%
valoare a ratei de scadere a concentratiei Rodaminei B.

24



b 8g/LNPM
3 12 4g/LNPM ) 115 g/
A
i . 0.95 {
. 035 /i ——Omin :fi
"i 1 30 min o i
3 ! 075 | __ oo b
_;, 07 _E_ 0 min 1. "-T
|- 55 ——somn }
2 £ i
L 045 5
A Jo.3s
a
0.2
-0.05 "—\-._._f-/
250 0.05

Lungimea de unda (nm) Lungimea de unda (nm)

Figura 2.3.1. Influenta nanoparticulelor magnetice (NPM) asupra spectrului de
absorbtie al Rodaminei B 10 uM. a) 4 g/L nanoparticule magnetice b) 8 g/L
nanoparticule magnetice. Normalizare la valoarea absorbantei maxime la momentul
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Figura 2.3.2. Eficienta tratdrii cu nanoparticule magnetice a solutiei de
Rodamina B 10 pM.

Pentru a obtine noi date privind natura proceselor de interactiune, am
analizat comportarea sistemului Rodamina B 10 p M-NPM-apa oxigenata-
radiatii UV-C.
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2.3.2. Rezultatele tratarii Rodaminei B in concentratie de 10 uM cu
nanoparticule magnetice, apa oxigenata si radiatii UV-C

Am studiat mai intai raspunsul spectral al Rodaminei B 10uM Ila
actiunea nanoparticulelor magnetice si a radiatiilor ultraviolete, apoi
procedand si la addugarea de apa oxigenata, in aceleasi cantitati ca in seria de
experimente prezentate mai sus pentru Rodamina B 5 uM.

2.3.2.1. Influenta radiatiilor ultraviolete asupra interactiunii nanoparticulelor
magnetice cu Rodamina B 10 pM

Pentru solutia de Rodamina B 10 pM iradiatd cu radiatii ultraviolete si
tratatd cu 4 g/L NPM, scaderea intensitatii benzii de la 554 nm se observa ca
fiind aproximativ aceeasi dupa timpii de interactiune de 30, 60 si 120 de
minute (Figura 2.3.3) spre deosebire de cazul tratarii cu 8§ g/LL NPM, unde
scaderea este progresiva de la 30 la 60 de minute pentru ca, apoi, pana la 120
de minute sa rimana aproximativ neschimbata (Figura 2.3.4).

Rodamina B 10 uM
NPM 4g/L, UV-C

12

1

\ — 0 min
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0
300 350 400 450 S00 550 600 650 700

Lungimea de unda (nm)
Figura 2.3.3. Scaderea intensitatii absorbtiei la 554 nm lungime de unda pentru
solutia de Rodaminad B 10 pM iradiata cu radiatii ultraviolete si tratatd cu 4 g/LL NPM.

Scéaderea intensitatii din maximul de la 554 nm ajunge la circa 57%
(pentru 4 g/ NPM) si respectiv 52% (pentru 8 g/L).
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Figura 2.3.4. Scaderea intensitatii absorbtiei la 554 nm lungime de unda pentru
solutia de Rodaminad B 10 pM iradiata cu radiatii ultraviolete si tratatd cu 8 g/LL NPM.
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Figura 2.3.5. Rata decolorarii Rodaminei B 10 uM, tratata cu nanoparticule
magnetice (4g/L si 8 g/L) si cu UV-C.

Eficienta tratamentului ajunge la 45% si respectiv 57% (Figura 2.3.5).

2.3.2.2. Influenta apei oxigenate asupra interactiunii nanoparticulelor
magnetice cu Rodamina B 10 puM sub iradiere cu radiatii ultraviolete

Rezultatele obtinute sunt redate, intdi pentru tratarea cu nanoparticule
magnetice (4 g/L si 8 g/L), sub actiunea ultravioletelor, cu suplimentare de
10 mM de apa oxigenata si apoi cu suplimentare de 20 mM de apa oxigenata.
Din graficul prezentat in Figura 2.3.6 se vede ca adaugarea apei oxigenate a
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schimbat foarte putin, cu 2-4%, evolutia concentratiei colorantului studiat de
noi fatd de cazul anterior — corespunzator tratirii cu 4 g/L nanoparticule
magnetice (Figura 2.3.3). Pentru Rodamina B 10 pM tratatd cu 8 g/L
nanoparticule magnetice, suplimentarea cu 10 mM apd oxigenatd a adus
aproape la fel de putine schimbari cantitative (4-8%) la nivelul intensitatii
benzii de la 554 nm (Figura 2.3.7).

Rodamina B 10 puM

NPM 4 giL, UV-C, 10 mM H,0,
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Figura 2.3.6. Scaderea intensitatii de absorbtie a Rodaminei B 10 pM tratatd cu

4 g/L nanoparticule magnetice, UV-C si 10 mM apa oxigenata.
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Figura 2.3.7. Scéaderea intensitatii de absorbtie a Rodaminei B 10 pM tratatd cu
8 g/L nanoparticule magnetice, UV-C si 10 mM apa oxigenata.
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in graficele urmitoare se prezintd rezultatele studiului interactiunii
Rodaminei B 10 uM cu NPM, la adaugarea unei cantitdti duble - 20 mM, de
apa oxigenata si sub actiunea radiatiilor ultraviolete.

Conform cu cele prezentate in Figura 2.3.8, intensitatea benzii spectrale
de la 554 nm lungime de unda scade pana la aproximativ 0,39 pentru 120 de
minute de interactiune cu 4 g/ NPM si 20 mM apa oxigenata in timp ce,
pentru 8 g/ scaderea este mai mica, pana la circa 0,48 (Figura 2.3.9).
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Figura 2.3.8. Scaderea intensitatii de absorbtie a Rodaminei B 10 uM tratata cu
4 g/L nanoparticule magnetice, UV-C si 20 mM de apa oxigenata.
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Figura 2.3.9. Scaderea intensitatii de absorbtie a Rodaminei B 10 uM tratata cu
8 g/L nanoparticule magnetice, UV-C si 20 mM de apa oxigenata.
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Un rezultat similar s-a vazut si pentru Rodamina B 5 uM unde diferenta
intre raspunsul probei tratatd cu 4 g/ NPM si al celei tratate cu 8 g/LL NPM
era si mai mare — fapt atribuit capacitatii mai mari (a probei tratate cu o
cantitate mai mare de NPM) de atragere a radicalilor oxidril proveniti din
descompunerea apei oxigenate.

Absorbtia luminii in domeniul lungimilor de undd mai mici decat cea
din maximul caracteristic colorantului studiat a inregistrat unele cresteri
pentru timpul de interactiune de 30 de minute — sugerdnd prezenta unor
produsi de degradare intermediari care nu mai persistd dupa 60 de minute de
interactiune. In privinta unor astfel de transformari mentionam cele raportate
in literatura de specialitate.

Eficienta decolorarii, este cea mai mare pentru 4 g/ NPM si 10 mM
H>0,, de circa 61 %, in timp ce pentru 8§ g/l NPM este de 51 % - pentru
timpul cel mai lung de interactiune de 120 min.

Rezultate similare au raportat Khan et al., (2021), care au tratat
Rodamina B 10 uM cu nanoparticule de magnetitd dopatd cu cupru si cu apa
oxigenatd 10 mM si 100 mM; autorii mentionati au evidentiat rolul de
catalizator al NPM prin procesele de tip Fenton de degradare a Rodaminei.

2.4. CONCLUZII

Nanoparticulele de magnetitd utilizate pentru tratarea solutiilor de
Rodamina B luate ca modele de apa uzata industriald, au condus la rezultate
diferite, in functie de concentratiile lor (4 si 8 g/L) ca si in functie de
asocierea acestui tratament cu suplimentarea cu apd oxigenatd si de
expunerea probelor la radiatii ultraviolete.

Pentru Rodamina B 5 p M, interactiunea doar cu nanoparticulele
magnetice pe durata a 120 de minute rezulta intr-o eficienta a decolorarii de
circa 40% pentru 4 g/LL NPM si de circa 42% pentru 8 g/L NPM.

In prezenta apei oxigenate si sub actiunea radiatiilor ultraviolete s-a
obtinut o scadere a concentratiei de colorant de 84% pentru 4 g/LL NPM si 20
mM apa oxigenatd si respectiv de 50% pentru 8 g/L NPM si 20 mM apa
oxigenata (120 de minute sub actiunea radiatiilor UV-C).

Pentru Rodamina B 10 uM eficienta obtinutd cu 4 g/ NPM este de
94% similar cu cazul a 8 g/ NPM (95%). Faptul cd, prin addugare de apa
oxigenata (20 mM Hx0») si sub actiunea radiatiilor UV-C, se obtine 61%
(pentru 4 g/L) sau 51% (pentru 8 g/L), conduce la ipoteza ca radicalii oxidril
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nu doar ca degradeazd unele molecule de colorant dar si intrd in competitie
cu moleculele nedegradate (si eventual unii dintre produsii de degradare)
pentru ocuparea situsurilor de adsorbtie pe suprafata NPM. Aceastad
competitie pare sa fie mai accentuatd cand concentratia initiala de colorant
este mai mare.

Studiile pot fi continuate si in directia reutilizarii nanoparticulelor
magnetice extrase din apele incarcate cu Rodamina B.

In continuare prezentim rezultatele analizarii citotoxicitatii Rodaminei
B si a Rodaminei B degradate prin tratare cu nanoparticule magnetice asupra
unor culturi de celule in vitro.

CAPITOLUL 3. STUDIEREA UNOR BIOEFECTE ALE
RODAMINEI B SI RODAMINEI B DEGRADATE

Cunoscuta ca o structurd deosebit de stabild, molecula de Rodamina B,
cu multiplele sale utilizari in industria textild, in cosmetice, imprimerie, si
mai recent ca marker in biotehnologiile moleculare, devine subiect de interes
pentru cercetarile de ecobiologic care se axeazd pe diferite aspecte ale
toxicitatii sale. Se profileaza ingrijorarea cd impactul acestui colorant asupra
apelor din mediu se poate rasfrange asupra multor vietuitoare inclusiv asupra
oamenilor, cu atdt mai mult cu cét, inca din 1987, Rodamina B a fost inclusa
pe lista potentialilor carcinogeni de catre International Agency for Research
on Cancer (Cao et al., 2022).

Studii experimentale pe culturi celulare in vitro (Kaji et al., 1991) arata
cd Rodamina B in concentratii de ordinul zecilor de micrograme per mililitru
induce incetinirea proliferarii in culturi celulare dupéd 48 de ore de incubare.
S-a constatat ca unele celule sunt afectate, prezentdnd forma neregulata, cu
nuclee modificate in sensul degenerarii lor.

Tratarea apelor incarcate cu Rodamina B poate reduce nivelul
concentratiei de colorant prin inlaturarea sau descompunerea lui in produsi
mai simpli.

In acest capitol prezentim fintdi o descriere a reactivititii chimice
teoretice a produsilor de descompunere a Rodaminei B prin de-etilare si
clivarea cromoforului molecular pentru ca, in partea a doua, sd prezentam
rezultatele unui test de citotoxicitate efectuat pe culturi de celule.
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3.1. STUDIUL CUANTUM CHIMIC AL PRODUSILOR DE
DEGRADARE A RODAMINEI B

Studiile raportate de Liang et al., (2020), axate pe degradarea
Rodaminei B prin procese Fenton, propun cele doua cii de modificare: prin
de-etilare si prin ruperea cromoforului, cu mentiunea cd, ruperea
cromoforului este calea principald de fragmentare a Rodaminei B in compusi
mai simpli, cu cate un singur inel aromatic, ce se pot descompune apoi pana
la metan, amoniac, dioxid de carbon si apa.

Conform schemei ilustrative (Figura 3.1.1) si produsii intermediari
rezultati prin de-etilare sufera ulterior degradarea prin aceasta cale.
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Figura 3.1.1. Schema degradarii Rodaminei B prin actiunea radicalilor oxidril
rezultati in procesele de tip Fenton (Liang et al, 2020).

Prin tratarea Rodaminei B cu nanoparticule magnetice, datorita
oxigenului din apa si a ionilor de fier de la suprafata cristalelor de magnetita
se initiaza procese de tip Fenton prin care se elibereaza radicali de oxidril ce
reactioneaza cu moleculele de colorant.
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Analiza cromatografica, efectuatd de catre cercetatorii mentionati aici, a
compozitiei unei astfel de solutii a permis identificarea acidului benzoic, a
benziloxiaminei si a acidului ftalic (Figura 3.1.2).
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Figura 3.1.2. Produsii de degradare a Rodaminei B identificati prin
cromatografie (Liang et al., 2020).

3.1.1. Modelarea reactivitatii chimice a acidului benzoic

Au fost generate distributiile de densitate electronica 1n stare
fundamentald si excitatd precum si hartile potentialului electrostatic si a celui
de ionizare.

Electronii moleculari de cea mai mare importantd pentru reactivitatea
chimica sunt cunoscuti ca HOMO si LUMO.

In Figura 3.1.3 se poate vedea ca densitatea electronici este concentrata
la nivelul inelului aromatic din structura acidului benzoic aflat in stare
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fundamentald, stabild (orbitalul HOMO) dar, prin excitare energetica,
trecerea In starea mai putin stabild, are loc o redistribuire si catre gruparea
laterald de atomi a acidului benzoic (orbitalul molecular LUMO).

b

Figura 3.1.3. Orbitalii electronici moleculari de frontiera: a) HOMO; b)) LUMO

pentru acidul benzoic.

Potentialul de ionizare, PI, al unei molecule, reprezentdnd energia
necesara extragerii electronului cel mai periferic, poate fi aproximat ca
energia absolutd Enomo (PI=-Enomo) in timp ce afinitatea pentru electroni
(AE) a moleculei, respectiv energia necesara atragerii unui electron, poate fi
corelatd cu energia nivelului LUMO (AE= -Erumo (Kaya, S. si Kaya, C.,
2015).

Figura 3.1.4. Distributia spatiala a: a) potentialului electrostatic b) a
potentialului de ionizare pentru acidul benzoic.

Estimarea computationald a energiei orbitalilor de frontierd a condus la

-10,13 eV pentru Enomo si -0,53 eV pentru ELumo, iar momentul electric de
dipol calculat a fost de 2,25 D.
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3.1.2. Modelarea reactivitatii chimice a benziloxiaminei

In reprezentirile urmatoare se pot vedea orbitalii de frontiera si hartile
potentialului electrostatic si a celui de ionizare obtinute prin modelare
cuantum chimica pentru benziloxiamina.

in stare fundamentald, distributia spatialdi a densitatii electronice
(HOMO) cuprinde atat inelul aromatic cét si gruparea de atomi laterald a
benziloxiaminei - gruparea amida, CONH> (Figura 3.1.5a), in timp ce 1n stare
excitatd aceastd distributie (LUMO) este concentratd mai ales pe inelul
aromatic (Figura 3.1.5b).

a)

Figura 3.1.5. Orbitalii electronici moleculari de frontiera: a)HOMO; b)LUMO
pentru benziloxiamina.

In proximitatea atomului de oxigen din gruparea laterald amida
(CONH»), valoarea potentialului electrostatic atinge un varf de negativitate,
(coloratie rosiatica, Figura 3.1.6a), in timp ce distributia potentialului de
ionizare (Figura 3.1.6b) aratd, in mod uniform, valori pozitive de peste 10 eV
(Enomo fiind de -10,66 eV iar PI se poate asimila cu -Enomo).

e

Figura 3.1.6. Distributia spatiala a: a) potentialului electrostatic; b) a
potentialului de ionizare la benziloxiamina.
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3.1.3. Modelarea reactivitatii chimice a acidului ftalic

Modelarea cuantum chimica a moleculei de acid ftalic arata, in general,
o complexitate mai mare decat la compusii prezentati mai sus, atit in ceea ce
priveste orbitalii de frontiera cat si hartile de distributie ale potentialului
electrostatic si de ionizare.

Redistribuirea densitatii norului electronic intre starea fundamentald
(figura 3.1.7a) si cea excitata (figura 3.1.7b) este remarcabild, aceasta fiind
concentratd aproape exclusiv pe inelul aromatic in starea fundamentald, dar
migrand In mare parte catre cei doi substituenti carboxil, COOH, (de la
atomii de carbon C2 si C6) In stare excitata.

Figura 3.1.7. Orbitalii electronici moleculari de frontiera: a) HOMO (cel mai
inalt orbital electronic ocupat); b) LUMO (cel mai de jos orbital electronic neocupat)
pentru acidul ftalic

3L

T W

Figura 3.1.8. Distributia spatiald a: a) potentialului electrostatic; b) a
potentialului de ionizare la acidul ftalic.
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Potentialul electrostatic prezinta valori negative la nivelul oxigenilor O1,
02 si O3 (Figura 3.1.8a, zone marcate cu rosu) ceea ce indica disponibilitatea
pentru interactiuni de tip legaturi de hidrogen cu componente ale mediului
proximal cu caracteristici de posibili donori de electroni.

Distributia potentialului de ionizare (Figura 3.1.8b) aratd valori relativ
mari, corespunzator valorii de circa -10 eV a energiei orbitalului HOMO cu
exceptia situsurilor corespunzatoare atomilor de oxigen (coloratie albastra
mai putin intensa).

3.2. TESTAREA CITOTOXICITATII PE CULTURI DE CELULE

3.2.1 Materiale si metode

Au fost studiate efectele Rodaminei B 10uM si 5uM precum si a
Rodaminei B 10uM degradata si a Rodaminei B 5 uM degradate.

Solutiile de Rodamind B 10 pM si 5 pM degradate au rezultat prin
tratarea cu 8 g/L nanoparticule de magnetitd si 20 mM apa oxigenatd sub
iradiere UV-C timp de 120 de minute, (similar cu cazul prezentat in Liang et
al., (2020)), pentru care absorbanta luminii la 554 nm a scazut la circa 48% si
respectiv 0,49% fatd de momentul initial. Raportand la absorbanta solutiilor
initiale, de 1,1 si respectiv 0,55 avem absorbantele de 0,539 pentru Rodamina
B 10 uM degradata si respectiv 0,269 pentru Rodamina B 5 uM degradata.

Rezultatele studiului de degradare molecularda au fost discutate in
capitolul anterior.

Materialul biologic folosit in experimentele in vitro, pentru evaluarea
efectelor compusilor mentionati asupra proceselor celulare, a fost reprezentat
de culturi de celule sanatoase, respectiv fibroblasti pulmonari, linia V79-4
(ATCC CCL-93) de hamster chinezesc Cricetulus griseus (cu eficientd de
raspuns relativ mare si timp de regenerare scurt (12-14 ore)).

Celulele au fost cultivate in mediu DMEM (Dulbecco's Modified
Growth Medium, PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Germania) suplimentat
cu ser fetal bovin 10% (Euroclone S.p.A., Milan, Italia) si solutie de
antibiotic (penicilina 100 pg/ml si streptomicind 100 Ul/ml - Capricorn
Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Germania), cultivate in incubator (Binder
GmbH, Tuttlingen, Germania) la temperatura de 37 °C, in atmosferd umeda,
cu 5% COz (Freshney, 2006).
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Evaluarea impactului asupra viabilitatii celulare s-a efectuat prin metoda
colorimetricdi cu bromurda de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium (MTT), adaptatda dupd Mosmann (1983), Laville et al., (2004),
van Meerloo et al., (2011), metoda bazata pe capacitatea dehidrogenazelor
mitocondriale din celulele vii de a transforma substratul hidrosolubil galben
(MTT) in formazan, de culoare albastru inchis, insolubil in apa.

Cantitatea de formazan rezultata este direct proportionald cu numarul de
celule vii (Stockert et al., 2012). Celulele V79-4 au fost detasate cu tripsina/
EDTA, apoi numadrate si resuspendate in microplaci cu 96 de godeuri
(6,5%x103 celule/godeu) si mentinute in aceleasi conditii de temperaturd si
umiditate.

Dupa formarea monostratului (24 ore), celulele au fost expuse timp de
24 si 48 de ore la variantele de Rodamina B studiate, solutiile fiind adaugate
in mediul de culturd in urmatoarele volume: 10, 20, 40, 80 pl/ml.

Dupa finalizarea tratamentului, celulele au fost prelucrate conform
testului MTT iar absorbanta a fost masurata la 570 nm, cu ajutorul cititorului
automat de microplédci Biochrom EZ Read 400 (Biochrom Ltd. Cambridge,
UK). Viabilitatea celulelor a fost calculatd dupa formula:

Viabilitatea celulard (%) = Eproba/Emartor X 100 (3.1)

unde Epobs este extinctia (absorbanta) probei si Emaror este extinctia
martorului netratat.

Analiza statisticd. Toate variantele au fost analizate in triplicat, iar
rezultatele sunt prezentate ca valoare medie + deviatia standard (DevSt).

Diferenta dintre valorile medii a fost exprimata folosind testul t Student
(Cann, 2003).

3.2.2. Rezultate si discutii

Prezentam viabilitatea celulard dupa 24 de ore si dupa 48 de ore de la
administrarea solutiilor studiate.
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Figura 3.2.1. Influenta Rodaminei B 10 uM si 10u M degradata asupra
viabilitatii celulare la 24 de ore. Trendul variatiei este unul exponential (R2 de 0,993
si de 0,976 respectiv).
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Figura 3.2.2. Influenta Rodaminei B 5 uM si Sp M degradata asupra viabilitatii
celulare la 24 de ore. Trendul variatiei este unul exponential (R2 de 0,974 si de 0,993
respectiv).
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Se poate face presupunerea ca in solutiile cu Rodamina B degradatd au
fost prezenti produsii finali formati prin de-etilare si clivarea cromoforului
sub actiunea radicalilor OH. Acesti produsi finali nu mai contribuie la
coloratia solutiei nemaiavand cromoforul Rodaminei B.

Reactivitatea lor, mai redusa fatd de Rodamina B, (tdria chimica fiind
mai mare) este de asteptat sd contribuie mai putin la impactul solutiilor
degradate asupra culturilor de celule testate. Din graficele din figura 3.2.1 se
poate vedea ca, la 24 de ore, toxicitatea fatd de linia celulara studiata, duce la
scaderea viabilitatii fatd de martorul netratat pana la circa 61 % in cazul
Rodaminei B 10 pM.

Pentru Rodamina B 5 uM (Figura 3.2.2) scaderea viabilitatii este redusa
pana la circa 72%, dar nu proportional cu diminuarea concentratiei de
Rodamina B (de doua ori) — sugerand ca sensibilitatea celulelor studiate nu se
concretizeazd intr-un raspuns liniar doza-efect.
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Figura 3.2.3. Influenta Rodaminei B 10 uM si 10u M degradata asupra
viabilitatii celulare la 48 de ore.

Este evident cd la cresterea concentratiei de solutie administratd in
mediul de cultura celular efectul toxic se amplifica — viabilitatea scade de la
cca 89%, pentru 20 uL/mL panad la cca 61% pentru 80 pL/mL (in cazul
Rodaminei B 10 uM) si de la 94% (pentru 20 pL/mL) la 72% (pentru 80
pL/mL) in cazul Rodaminei B 5 uM.
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Similar si in cazul solutiilor care au fost supuse degradarii, viabilitatea
scade la 91 % pentru 20 pL/mL Rodamina B 10 uM degradata la 62% pentru
80 pL/mL (Fig. 3.2.1) in timp ce, pentru Rodamina B 5 pM degradata,
scaderea inregistratd pentru viabilitatea celulard este de la 97% pentru 20
pL/mL la 77 % pentru 80 uL/mL (Fig. 3.2.2).

Ipoteza care poate explica acest raspuns se bazeaza pe faptul c¢a in urma
degradarii au putut rezulta compusi care, nu contribuie la coloratie, dar
pastreaza potential toxic.

La 48 de ore au fost obtinute rezultatele prezentate in figurile 3.2.3 si
3.2.4. Scaderea viabilitatii ajunge la 47% si respectiv la 49% pentru
Rodamina B 10 pM si respectiv Rodamina B 10 uM degradata.

Rodamina B 5 p M si 5 yM degradata
48 de ore
110

100 @
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y =97,205e0.003x
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70 © 5 microM

Viabilitatea celulara (%)
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50
0 20 40 60 80

Concentratia(u L/mL}
Figura 3.2.4. Influenta Rodaminei B 10 uM si 10p M degradata asupra
viabilitatii celulare la 48 de ore.

in ambele cazuri avem un efect citotoxic mai putin pronuntat in culturile
celulare carora li s-a administrat Rodamina B degradata.

Aceasta este In concordantd cu rezultatele modeldrii computationale
asupra produsilor de degradare, ce coexistd in solutiile supuse degradarii cu
moleculele de Rodamina B neafectate, si ai cdror parametri de reactivitate
chimica indicd o stabilitate mai mare (reactivitate mai micd) decdt pentru
Rodamina B.

Astfel, influenta lor asupra celulelor vii este mai putin ddunatoare.
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3.3. STUDIUL MORFOLOGIEI CELULARE

3.3.1 Materiale si metode

Actiunea unor concentratii diferite de Rodamind B (10 uM si 5 pM)
precum si a formelor degradate ale acestora a fost evaluata prin identificarea
alterarilor la nivel citomorfologic (la fibroblastii pulmonari, de hamster, linia
V79-4) dupa 24 si 48 de ore de tratament), folosind un microscop inversat
Nikon Eclipse TS 100 echipat cu o camera digitala MshOt MS60.

3.3.2 Rezultate si discutii

Dupa cum se observa in Figura 3.3.1, tratamentul cu Rodamina B 10
uwM timp de 24 de ore a indus, in general, scaderea numarului de celule
aderate de suprafata placii de culturd intr-o manierd dependentd de dozi. In
plus, la concentratiile relativ mari testate (40 si 80 pL/ml) se constatd
acumularea unui numar mai mare de incluziuni rosiatice, atat sub forma unor
particule individualizate de mici dimensiuni (si), cat si formatiuni sferoidale
cu aspect granular (ga). La nivel celular se pot identifica alterari ale
morfologiei normale, pierderea conexiunii intercelulare, iar pseudopodele,
care asigurda jonctiunea dintre celule, au, uneori, aspectul unor filamente
foarte subtiri (ps). De asemenea, actiunea citotoxicd a Rodaminei B 10 uM
s-a materializat prin distrugerea membranei celulare conducand la
extravazarea continutului celular (ex). In cazul Rodaminei B 10 p M
degradate, modificarile identificate la microscop sunt de mai mica
amplitudine, in fotografiile selectate observandu-se prezenta unui numar mai
mare de granulari colorate. Prelungirea tratamentului pana la 48 de ore a avut
ca efect intensificarea efectelor citotoxice induse de Rodamina B 10 pM,
fenomenele fiind vizibile si in cazul Rodaminei 10 M degradate. Acest
acestui colorant prin mecanisme fiziologice specifice. Totusi, in cazul
Rodaminei B 10 p M (la 48 ore), comparativ cu Rodamina B 10 p M
degradata (48 ore), se observa diminuarea incluziunilor colorate, atat a celor
individuale cat si a formelor aglomerate (Figura 3.3.2).
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Yk £TE0 AU NG,
Figura 3.3.1. Aspecte morfologice ale fibroblastelor V79-4, tratate cu Rodamina
B 10 uM (RhB1) si Rodamina B 10 uM degradata (RhB 1 d) timp de 24 de ore,
evaluate prin microscopie fotonica (obiectiv 10%, rigld 100 um). Detaliu. ex —
material celular expulzat; ps — pseudopod filamentos; ga — aglomerari granulare; si —
incluziuni singulare.
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V79-4 cell line, 48 h treatment
Figura 3.3.2. Aspecte morfologice ale fibroblastelor V79-4, tratate cu Rodamina
B10 uM (RhB1)si Rodamina B10 uM degradata (RhB 1d) timp de 48 de ore, evaluate
prin microscopie fotonica (obiectiv 10x, rigla 100 pm).

Réspunsul celulelor la tratamentul cu Rodamina B 5 uM si Rodamina B
5uM degradatd, atdt dupa 24 cat si dupa 48 de ore de tratament, a fost
evidentiat de modificari citomorfologice de mai micd amploare, determinate
de folosirea unei concentratii mai mici de Rodamind B (Figura 3.3.3 si 3.3.4).
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V79-4 cell line, 24 h treatment
Figura 3.3.3. Aspecte morfologice ale fibroblastelor V79-4, tratate cu Rodamina

B 5 uM (RhB 2) si Rodamina B 5 uM degradata (RhB 2d) timp de 24 de ore, evaluate
prin microscopie fotonica (obiectiv 10x, rigla 100 pm).

Rezultatele reliefate de analizele la microscop sunt in concordantd cu
cele obtinute in cazul testului MTT, gradul de citotoxicitate exercitat de
Rodamina B crescand cu doza aplicata si cu prelungirea duratei de tratament.

Din literatura de specialitate am extras cateva exemple de studii de acest
fel. O serie de teste efectuate pe culturi de fibroblasti umani izolati de la
nivelul buzelor (celule KD) au demonstrat efectul citotoxic al Rodaminei B
aplicatd in dozd de 25 si 50 ng/mL, concretizat prin scaderea proliferarii
celulare, detasarea celulelor de substrat, inhibarea sintezei de colagen si
glicozaminoglican (Kaji et al., 1991a; Kaji et al.,1992a) ceea ce a indus
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perturbarea vindecarii ranilor de la nivelul buzelor si intarzierea repararii
tesutului lezat.
RhB2 RhB2d

40 pL. 20 pL. 10 pL Control

80 pL

V79-4 cell line, 48 h treatment
Figura 3.3.4. Aspecte morfologice ale fibroblastelor V79-4, tratate cu Rodamina

B 5 uM (RhB 2) si Rodamina B 5 uM degradatd (RhB 2d) timp de 48 de ore, evaluate
prin microscopie fotonica (obiectiv 10x, rigla 100 pm).

Studiul a fost realizat in contextul folosirii acestui colorant in cosmetica,
prin includerea sa in produse cu aplicabilitate la nivelul buzelor. in acelasi
context, s-a demonstrat cd Rodamina B a dus la scaderea atat a numarului de
celule endoteliale vasculare din aorta bovina (BAEC) cat si al celulelor
musculare netede vasculare din aorta murind (A10) dupa aplicarea unui
tratament de 72 de ore (Kaji et al., 1991b; Kaji et al., 1992b).

Discutand despre produsii de degradare ai Rodaminei B o atentie
deosebitd poate fi acordatd acidului benzoic, un compus natural din clasa
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fenolilor, care se produce si pe cale sinteticd pentru utilizari diverse in
industria alimentara si in cosmetica.

Toxicitatea acidului benzoic s-a evidentiat pe celule fibroblaste
epidermale umane ca si pe limfocite umane, tot prin testul de viabilitate MTT
(Akbaba et al, 2021). In contextul in care s-a aritat ci are efect
antimicrobian si antifungic si s-a evidentiat si capacitatea sa de a scidea
viabilitatea in unele culturi de celule canceroase (Kabakas et al., 2024), este
de asteptat sd poatd induce unele bioefecte si in celulele sdandtoase — cum a
fost si 1n studiul nostru.

Acidul ftalic prezinta toxicitate semnificativa (dupd cum arata studiile in
vitro si in vivo) la nivelul activitatii reproductive si poate fi un factor de
mutageneza si chiar poate fi luat ca biomarker de toxicitate (Bang et al., 2011)
pentru cei care lucreaza in medii in care sunt expusi la acid ftalic si la esterii
sdi (industria cosmeticelor, a parfumurilor, a ambalajelor pentru produse
alimentare, jucariilor, si chiar a unor ustensile medicale). De exemplu s-a
aratat ca administrarea repetatd de acid ftalic in hrana soarecilor si iepurilor
are efecte nedorite la nivelul sangelui.

3.3.3. Concluzii

Efectele toxice ale Rodaminei B au fost evidentiate in primul rand prin
testul de viabilitate asupra culturilor de celule in vitro din care au rezultat
scaderi ale numarului de celule viabile pana la circa 60% pentru Rodamina B
10 uM si la circa 70% pentru Rodamina B 5 pM.

Pentru Rodamina B 10 p M degradata si 5 p M degradatd scaderea
viabilitatii a fost cu 2-4% mai putin pronuntatd decat la solutiile initiale,
nedegradate. Se vede cd raspunsul citotoxic nu este proportional cu
concentratia initiala de colorant iar in solutiile degradate exista inca toxicitate
semnificativa.

Studiul morfologiei celulelor din culturile tratate cu solutii de colorant a
evidentiat modificari care, In general, au fost mai pronuntate la Rodamina B
10 pM fata de Rodamina B S pM : (i) acumularea unor incluziuni rosiatice,
(particule individualizate si formatiuni sferoidale cu aspect granular), mai
putine pentru concentratia de 5 pM fatd de 10 pM); (ii) subtierea filamentelor
de legaturda dintre celule si distrugerea membrane celulare; (iii) initierea
apoptozei (moartea celulard programata) in celule de dimensiuni mai reduse,
cu condensarea cromatinei nucleare, prin formare de corpi apoptotici in
vezicule individualizate si delimitate de membrana celulara.
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Aceste efecte citotoxice asupra caracteristicilor morfologice sunt mai
putin pronuntate la solutiile de colorant supuse degradarii prin tratament cu
nanoparticule magnetice, apa oxigenata si radiatiile ultraviolete.

CONCLUZII GENERALE

»  Nanoparticulele de magnetitd pentru tratarea modelelor de apa uzata de
Rodamina B au fost sintetizate in laborator iar, in urma caracterizarii
fizico-chimice, au prezentat proprietiti microstructurale si magnetice
comparabile cu cele raportate in literatura de specialitate axata pe
aplicatiile lor in stiintele vietii.

»  Valoarea remarcabila a magnetizatiei de saturatie (68 emu/g) precum si
valoarea foarte micd a cdmpului magnetic coercitiv (82 Oe) confirma
magnetizabilitatea reversibila la variatii pozitive si negative ale
campului magnetic extern.

»  Studierea reactivitatii chimice a Rodaminei B, realizatd prin modelare
cuantum-chimca computationald, a evidentiat proprietatile de structura
moleculara stabila, ceea ce confirma faptul ca este un poluant persistent
in apele uzate deversate In mediu de unitati industriale de productie de
textile, vopseluri, cosmetice si altele.

»  Studierea experimentala a efectelor tratarii cu nanoparticule magnetice a
apelor Incarcate cu Rodamina B a evidentiat rezultate diferite in functie
de concentratiile lor (4 si 8 g/L) dar nu in directd dependenta de acestea.

»  Efectele toxice ale Rodaminei B asupra culturilor de celule in vitro au
constat in scaderi ale viabilitdtii celulare pana la circa 60% pentru
Rodamina B 10 pM si la circa 70% pentru Rodamina B 5 pM.

»  Tratarea acestor culturi de celule cu Rodamina B 10 pM degradata si 5
UM degradaté a evidentiat scaderea viabilitatii cu 2-4% fata de solutiile
initiale, nedegradate. Se vede ca raspunsul citotoxic nu este proportional
cu concentratia initiald de colorant iar in solutiile degradate existd inca
toxicitate semnificativa.

»  Tratarea cu solutiile degradate de Rodamina B a condus la mai putine
astfel de modificari dar se constata ca toxicitatea celulard nu scade pe
masura decolorarii ca dovada ca produsii de degradare nu scad in mod
substantial toxicitatea solutiilor de colorant, dupd cum au sugerat si
rezultatele modelarii computationale a reactivitatii lor chimice.

48



»  Studiile vor fi continuate pentru optimizarea parametrilor de reactie in
scopul eficientizarii decolorarii solutiilor de Rodamina B cu costuri cat
mai reduse si cu efecte toxice cat mai diminuate.
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