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MOTIVAREA ALEGERII STUDIULUI

Poluarea mediului este o problemă globală majoră, care este în continuă
căutare de soluții și rezolvări și care afectează solul, apa și aerul, având un
impact negativ asupra calității vieții oamenilor, a biodiversivității și a
ecosistemelor. Un aspect important, care mi-a atras atenția și care reprezintă
subiectul principal al acestei teze, este poluarea apei potabile cu coloranți
chimici și toxici. Coloranții sunt substanțe chimice utilizate pe scară largă în
industriile textile, de vopsele, hârtie, piele și alimentară. În urma proceselor
specifice fiecărei industrii în parte, rezultă ape uzate, care de cele mai multe
ori conțin și acești coloranți și care ulterior sunt revărsate în rețelele de ape
terane și supraterane, fără vreun tratament, în prealabil aplicat.

Coloranții au un impact important asupra apelor, afectând, în primul
rând, calitatea acestora, schimbând proprietățile fizico-chimice, inclusiv
pH-ul, conținutul de oxigen și turbiditatea. Biodiversitatea are și ea de suferit
întrucât substanțele nocive ce ajung în apă dăunează florei și faunei. Se
cunoaște că anumiți coloranți pot fi cancerigeni, deci o dată ajunși în apa
potabilă duc la probleme grave de sănătate pentru populația care consumă
această apă. De-a lungul timpului, din nevoia de a găsi noi metode de
soluționare a problemei relatate anterior, oamenii de știință au venit cu o
soluție inovatoare și eficientă, mai exact utilizarea nanoparticulelor
magnetice.

Datorită faptului că studiile au arătat că prezintă o eficiență ridicată în
captarea contaminanților, că sunt versatile și că necesită costuri de exploatare
reduse, am decis ca în această teză, nanoparticulele magnetice să reprezinte
obiectul de studiu și pe care să le folosesc în tratarea apelor încărcate cu
coloranți toxici.

INTRODUCERE

Știința la nivel nano reprezintă una dintre cele mai importante direcții
ale cercetării moderne, de aceea de-a lungul timpului, atenția cercetătorilor a
fost îndreptată și spre nanoparticule, ale căror proprietăți oferă posibilitatea
utilizării acestora în diferite departamente, precum: biomedicină,
biotehnologie, inginerie termică și energetică, ingineria materialelor,
tehnologia de înregistrare, dezvoltarea vopselelor și pigmenților, tehnologia
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mediului, imprimarea cu jet de cerneală etc. (Wang et al., 2015)Odată ce s-a
descoperit multitudinea de proprietăți fizice, chimice, optice și magnetice pe
care le posedă nanoparticulele s-au dezvoltat și aplicațiile acestora (Hyeon,
2003). Dintre aceste nanoparticule, cele mai remarcabile și folosite sunt
nanoparticulele magnetice, cunoscute sub acronimul NPM, datorită
aplicațiilor lor foarte diverse și a proprietăților lor unice și versatile
(Colombo et al., 2012). Nanoparticulele magnetice reprezintă o categorie de
nanoparticule, care, în prezența unui câmp magnetic extern, pot fi ușor
urmărite, direcționate sau manipulate. O dată ce acest câmp magnetic este
îndepărtat, NPM își pierd magnetizarea, riscul de agregare reducându-se
considerabil, ceea ce reprezintă un avantaj față de utilizarea unui alt tip de
nanoparticule (Beveridge et al, 2011). Nanoparticulele magnetice sunt
compuse în principiu din elemente precum fier, cobalt, nichel și oxizi ai
acestora. De-a lungul timpului, din toate tipurile de NPM, cele ce prezintă în
componența lor oxizi ai fierului au câștigat atenția majorității cercetătorilor.

Magnetita – dintre toate tipurile de oxizi ai fierului, magnetita prezintă
cele mai interesante proprietăți datorate prezenței cationilor de fier în stări de
valență II și III (Fe2+ și Fe3+), în structură de spinel invers. Cristalele cu
structură de spinel cubic ce caracterizează magnetita Fe3O4 (FeO*Fe2O3) îi
conferă proprietăți ferrimagnetice la temperaturi sub 858 K. (Gubin, 2009).

Fe2O3– reprezintă două faze magnetice, denumite hematita, romboedrică
(α-Fe2O3) și maghemita (γ-Fe2O3), cu configurații tetra și octaedrice. Oxidul
α-Fe2O3 este antiferromagnetic la temperaturi sub 950 K, iar la valori imediat
peste 260 K prezintă așa-numitul ferromagnetism slab în timp ce maghemita
este ferrimagnetică la temperaturi sub 620 oC. (Gubin, 2009). Hematita, cea
mai stabilă fază cristalografică a oxidului de fier, este un material foarte
atractiv datorită nontoxicității sale și a multitudinei de aplicații. Printre cele
mai întâlnite metode chimice de sintetizare a nanoparticulelor magnetice se
regăsesc:
 Co-precipitarea chimică: Este o tehnică convenabilă și foarte folosită în

sintetizarea de nanoparticule magnetice (oxizi metalici) în soluții apoase
ale sărurilor precursoare prin adăugarea unei baze în atmosferă
preferabil inertă, la temperatura camerei sau temperaturi ridicate.
Reacția chimică care are loc la formarea nanoparticulelor de oxid de fier
se poate scrie astfel: (Faraji, 2010)

Fe2+ + 2Fe3+ + 8OH− →→→ Fe3O4 + 4H2O (1)
 Metoda sol – gel: Această tehnică este utilizată la scară largă într-o

varietate de tehnologii. Metoda în sine presupune hidroliza și
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condensarea unor oxizi metalici sau precursori, având ca și rezultat
dispersia particulelor de oxid într-un sol, care ulterior va fi uscat și
gelifiat prin îndepărtarea solventului sau prin reacții chimice.

 Descompunerea termică: Descompunerea termică a compușilor
organometalici (precursori nemagnetici) în solvenți organici în fierbere
este o altă modalitate promițătoare pentru prepararea nanoparticulelor
magnetice, iar particulele rezultate prezintă o distribuție de dimensiuni
foarte restrânsă. (Biehl, 2018) Precursorii cel mai des întâlniți sunt
carbonați de fier sau acetilacetonații de fier, iar acidul oleic, acizii grași
sau hexadecilamina sunt printre cei mai utilizați surfactanți.

Curățarea apelor uzate este o preocupare majoră la nivel global, având
în vedere impactul semnificativ asupra sănătății umane și a mediului.
Nanoparticulele magnetice (NPM) reprezintă o soluție inovatoare și eficientă
în acest domeniu datorită proprietăților lor unice, precum raport suprafață -
volum mare, comparabile ca dimensiuni cu cei mai mulți dintre analiții de
interes și ușurința cu care sunt dispersate în soluții (Lu, 2007).

În această teză, ne-am stabilit ca și obiectiv să propunem și noi o
metodă de decontaminare a apelor încărcate cu coloranți, mai exact cu
Rodamină B. Rodamina B este un colorant sintetic, exploatat în mod
semnificativ în deosebi în industria textilă, dar nu numai, datorită
caracteristicii sale fluorescente chiar și în concentrații foarte mici. Încă din
1967 s-a pus problema toxicității colorantului Rodamina B, prin studiul
realizat de Panciera, M., alăturându-se și studii mai actuale, precum cele ale
lui Rowiński, P.M. și Chrzanowski, M.M. (2011), Maryanti, S.A. et al.
(2014), Baldev, E. et al. (2013) și Sharma, J. et al. (2022).

CAPITOLUL 1. NANOPARTICULELE MAGNETICE ȘI
COLORANTUL POLUANT - RODAMINA B

1.1. STUDIEREA SINTEZEI ȘI PROPRIETĂȚILOR
NANOPARTICULELOR MAGNETICE

1.1.1. Sintetizarea nanoparticulelor de magnetită
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Sinteza magnetitei nanometrice s-a efectuat prin metoda coprecipitării
chimice (Massart, 1981). Au fost realizate soluții apoase de clorură ferică,
FeCl3× 6H2O (3,622 g în 50 mL apă distilată) și clorură feroasă FeCl2× 4H2O
(1,332 g în 50 mL apă distilată) care s-au amestecat sub agitare magnetică
(800 rpm) la temperatura de circa 65 °C. Apoi a fost adăugată soluția de
hidroxid de sodiu 25% (50 mL), încălzită în prealabil la circa 80 °C și
picurată încet dintr-o pâlnie de separare. Formarea ferofazei s-a constatat
vizual odată cu apariția unei colorații brun închis care, în final s-a răspândit
în tot volumul mediului de reacție. S-a continuat agitarea magnetică pe plita
de încălzire timp de încă 30 minute.

În continuare, s-a lăsat să se răcească mediul de reacție până la
temperatura camerei și ulterior, s-a așezat pe un magnet de laborator pentru
sedimentarea ferofazei din suspensie.

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

2FeCl2 + 4H2O → 4H+ + 4Cl− + 2Fe OH 2 (1.1)
2FeCl3 + 6H2O → 6H+ + 6Cl− + 2Fe(OH)3 (1.2)

2FeCl3 + FeCl2 + 8NaOH → Fe3O4 + 8NaCl + 4H2O (1.3)

Figura 1.1.1. Sintetizarea nanoparticulelor magnetice: a) soluția rezultată din
amestecul de clorură ferică și clorură feroasă în apă distilată ; b) formarea ferofazei

(după adăugarea hidroxidului de sodiu).

După scurgerea fazei lichide de deasupra ferofazei, separată la fundul
vasului, s-a procedat la trei spălări succesive cu câte 100 mL de apă distilată
fierbinte pentru înlăturarea oricăror impurități, respectiv mici cantități de
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produși de reacție intermediari (hidroxizi), de eventuali reactanți
nereacționați, precum și a clorurii de sodiu rezultată.

Figura 1.1.2. Reprezentarea schematică a sintetizării nanoparticulelor
magnetice.

S-a măsurat pH-ul ultimei ape de spălare a ferofazei și s-a găsit valoarea
de 7,5. Apoi pulberea umedă colectată ca produs final s-a uscat la cuptorul de
vid la 95 °C și a fost analizată prin metode adecvate.

1.1.2. Caracterizarea microstructurală și magnetică a pulberii de magnetită

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

În Figura 1.1.4 este prezentată diagrama de difracție a probei analizate,
investigată cu ajutorul difractometriei cu radiații X (XRD). Din punct de
vedere calitativ rezultatul analizei evidențiază prezența tuturor maximelor de
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difracție, caracteristice planelor de cristalizare ale magnetitei (111), (220),
(311), (400), (511), (440), (620), (533) (Card No, ICSD 98-015-8505), fără
fază amorfă sau impurități.

Figura 1.1.3 Rezultatul analizei TEM a pulberii de magnetită (reperul de scală de 20
nm).

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

Dhkl = k
 cos hkl

(1.4)

unde D reprezintă dimensiunea medie a cristalitelor; K – factor de forma,
adimensional, apropiat de unitate (0,9); λ – lungimea de undă a radiațiilor X
folosite; β – este semilărgimea (lărgimea la jumătate din înălțime a vârfului
aferent unghiului 2θ), exprimată în radiani; θ – unghiul de difracție Bragg,
exprimat în radiani.

Figura 1.1.4. Rezultatul analizei XRD efectuată pe pulberea de magnetită
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Caracteristicile magnetice ale probei de magnetită, analizate prin
intermediul magnetometrului cu probă vibrantă, sunt prezentate în Figura
1.1.5.

Valoarea magnetizației de saturație a probei (momentul magnetic total
maxim al probei) a ajuns la 68 emu/g pentru aproximativ 20000 Oe, cu o
bandă îngustă de câmp coercitiv (82,47 Oe), care caracterizează
comportamentul particulelor ca fiind unul superparamagnetic (în concordanță
cu Pușcașu et al., 2016).

Figura 1.1.5. Curba de magnetizare obținută pentru nanoparticulele de magnetită

Analiza spectrală a magnetitei (Figura 1.1.6), prin tehnica FTIR,
surprinde vibrații ce corespund cristalelor de spinel de oxid de fier, între
numerele de undă 400 cm-1 și 900 cm-1.

Figura 1.1.6. Spectrul de vibrație (FTIR) pentru magnetită
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Urmele de CO2 și H2O2 generează vibrațiile de la 1679 cm-1(deformații ale
OH), 3640 cm-1 și 3750 cm-1 (vibrații de întindere ale OH) și la 2314 cm-1

(vibrații ale legăturii C-O) în concordanță cu Chaki et al., 2015, Ristic, et al,
2007, confirmând natura tipică a magnetitei,

1.2. STUDIEREA MOLECULEI DE RODAMINĂ B

1.2.1. Rezultatele modelării cuantum-chimice a Rodaminei B

Molecula a fost modelată atât în stare izolată cât și hidratată (cu programul
Spartan 18), rezultând volume de 475,91 Å3 (stare izolată), respectiv 476,03
Å3 (stare hidratată), cu un moment dipolar relativ mic (Figura 1.2.1a și
1.2.2a), de 0,3 D în stare izolată și respectiv 0,9 D în stare hidratată
(comparativ cu apa - 1,9 D).

a)
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b)

c)
Figura 1.2.1. Structura optimizată a Rodaminei B: a) geometria și momentul dipolar
electric; b) orbitalul de frontieră HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital - Cel

mai înalt orbital molecular ocupat) și c) orbitalul de frontieră LUMO (Lowest
Unoccupied Molecular Orbital - cel mai de jos orbital molecular neocupat). Atomi de

Carbon - cenușiu închis, atomi de Oxigen - cenușiu deschis.

Aceste structuri s-au evidențiat a fi stabile datorită potențialului de ionizare
(PI) mare (Energia celui mai mare orbital molecular ocupat, EHOMO, fiind de
7,97 eV pentru Rodamina B și respectiv 5,46 eV pentru molecula hidratată).
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a)

b)
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c)
Figura 1.2.2. Structura optimizată a Rodaminei B în stare hidratată: a) geometrie și
moment dipolar; b) orbitalul de frontieră HOMO și c) orbitalul de frontieră LUMO.

Duritatea chimică (1,35 eV) rămâne aceeași și în mediu apos sugerând
persistența poluantului în apele uzate.

1.3. CONCLUZII

Au fost sintetizate nanoparticule magnetice de Fe3O4 prin metoda
coprecipitării chimice, cu structură cristalină tipică confirmată prin
difractometria cu radiații X, având o fină granularitate (diametrele de 9-14
nm, conform analizei TEM) care le conferă proprietăți magnetice remarcabile
de superparamagnetism (magnetizația de saturație de circa 68 emu/g și câmp
coercitiv mic, de 82 Oe). Rezultatele sunt în concordanță cu cele publicate de
alți autori din acest domeniu.

Au fost evidențiate proprietățile de structură chimică stabilă ale
moleculei de Rodamină B, ceea ce sugerează că este un poluant persistent în
mediu.
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CAPITOLUL 2. STUDIEREA INTERACȚIUNII
NANOPARTICULELOR MAGNETICE CU MODELUL DE
APĂ UZATĂ DE RODAMINA B ÎN CONCENTRAȚII

DIFERITE

2.1. STUDIEREA INTERACȚIUNII NANOPARTICULELOR
MAGNETICE CU RODAMINA B ÎN CONCENTRAȚIE DE 5 µM

2.1.1. Modelul experimental de apă încărcată cu Rodamina B

Studiile experimentale s-au efectuat pe modelul de apă uzată, încărcată
cu Rodamina B în concentrație de 5 µM (Figura 2.1.1) din care s-a lucrat cu
un volum de 10 mL.

Figura 2.1.1. Soluție de Rodamina B studiată ca model de apă uzată

Înregistrarea spectrului în domeniul UV-Vis a evidențiat o bandă
îngustă și bine definită, în vizibil, cu maximul la lungimea de undă de 554
nm (Figura. 2.1.2) precum și un “umăr” în ultravioletul apropiat, la lungimea
de undă de 353 nm, în acord cu (Zaidan, & Yasin, 2016).
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Figura 2.1.2. Spectrul electronic de absorbție al Rodaminei B, 5 µM.
Absorbanța maximă este de 0,55.

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

2.1.2. Analiza spectrală a Rodaminei B 5 µM tratată cu nanoparticule
magnetice

Pentru înregistrarea spectrelor electronice de absorbție ale soluțiilor de
Rodamină B a fost utilizat dispozitivul Shimadzu PharmaSpec, ce dispune de
eprubete din cuarț cu diametru de 1 cm, și un soft specializat de achiziție și
procesare a datelor.

Rata de degradare a soluției probă de Rodamină B a fost calculată
folosind următoarea formulă de calcul (Ec. 2.1):

Rata de degradare % = 100 A0−A t
A0

(2.1)
unde A(t) reprezintă absorbanța la lungimea de undă de 554 nm pentru
soluția de Rodamină B, la momentul t, după un tratament cu nanoparticule
magnetice, UV-C și/sau apă oxigenată (H2O2), iar A0 reprezintă absorbanța la
momentul inițial, t0.
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2.2. REZULTATELE INTERACȚIUNII NANOPARTICULELOR
MAGNETICE CU RODAMINA B ÎN CONCENTRAȚIE DE 5 μM

S-au analizat efectele nanoparticulelor magnetice care au fost
administrate în concentrațiile de 4 g/L și apoi de 8 g/L, urmărindu-se
spectrele electronice de absorbție precum și rata scăderii concentrației
colorantului.

2.2.1. Interacțiunea Rodaminei B 5 µM cu nanoparticulelor magnetice, în
lipsa iradierii UV și a apei oxigenate

Au fost înregistrate spectrele electronice de absorbție în domeniul
UV-Vis, pentru cele două concentrații de nanoparticule magnetice (Fe3O4),
pentru durate de timp de 0-30-60-120 minute. S-a lucrat la temperatura
camerei pe un volum de soluție de 10 mL cu agitare mecanică. La timpi de
observare mai mari de 120 min, nu s-au evidențiat schimbări semnificative,
ceea ce este valabil și pentru celelalte experimente.

Conform cu Figura 2.2.1, spectrele Rodaminei B au scăzut în intensitate
fără alte schimbări în forma spectrului electronic de absorbție (normalizare
relativ la valoarea maximă a intensității benzii la momentul inițial). Se
evidențiază o scădere la circa 60% a intensității benzii studiate pentru 4 g/L
nanoparticule magnetice și 120 minute timp de interacțiune.

Figura 2.2.1.Spectrele normalizate ale Rodaminei B 5 M după interacțiunea cu
nanoparticulele magnetice în concentrație de 4 g/L
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Figura 2.2.2. Scăderea exponențială în timp a absorbanței în maximul de la 554
nm pentru 4 g/L MNP; y-absorbanța, t-timpul

Se poate presupune că avem: (i) fie o cinetică de proces de tip
pseudo-ordin întâi, dacă domină procesul fizic de adsorbție a Rodaminei B la
nanoparticulele magnetice; (ii) fie o cinetică de reacție de ordinul întâi dacă
domină reacțiile de degradare chimică. Creșterea concentrației de
nanoparticule magnetice la 8 g/L a condus la o comportare foarte
asemănătoare a sistemului Fe3O4-Rodamina B ca și în cazul precedent,
(Figura 2.2.3), constând tot în scăderea exponențială a intensității în maximul
de la lungimea de undă de 554 nm, la aproximativ 58%, diferența fiind mai
vizibilă în Figura 2.2.4 unde, coeficientul de corelație exponențială (y =
0,6566e-0.004x) este R2, egal cu 0,862.

Figura 2.2.3. Spectrele normalizate ale Rodaminei B după interacțiunea cu
nanoparticulele magnetice în concentrație de 8 g/L
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Figura 2.2.4. Scăderea exponențială în timp a absorbanței în maximul de la 554
nm lungime de undă pentru 8 g/L MNP; y-absorbanța, t-timpul.

2.2.2. Interacțiunea Rodaminei B cu nanoparticulele magnetice, în prezența
iradierii UV și a apei oxigenate

Experimentele prezentate în continuare au urmărit testarea efectului
combinat al NPM, radiațiilor UV-C (tub Pilips, 12 W, 10,5 - 42,2 J pentru 30
min-120 min) și H2O2 (10 și 20 mM) având în vedere că în toate aceste
situații se generează radicali oxidril (OH) ce pot reacționa cu Rodamina B.

2.2.2.1 Influenta radiațiilor ultraviolete asupra interacțiunii nanoparticulelor
magnetice cu Rodamina B 5 µM

. În Figura 2.2.5 se prezintă rezultatele privind rata de scădere a
concentrației de Rodamina B 5 µM sub acțiunea simultană a radiațiilor UV-C
și a nanoparticulelor magnetice. Valorile ratei de scădere a concentrației
Rodaminei B 5 µM nu depășesc 30%, corespunzător la 4 g/L NPM (și
aproximativ 28 % pentru 8 g/L NPM) ceea ce pare surprinzător la prima
vedere, deoarece se știe că sub acțiunea radiațiilor ultraviolete se produce
fotoliza apei:

H2O +h H• + OH• (2.2.)
și astfel se eliberează radicali oxidril (OH•), care sunt foarte reactivi și pot
degrada moleculele organice din proba iradiată (electronul neparticipant •
având tendința de a forma o pereche cu alt electron al altui sistem
atomic/molecular).
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Figura 2.2.5. Influența nanoparticulelor magnetice (4 g/L și 8 g/L) și radiațiilor
ultraviolete asupra Rodaminei B, 5 µM.

În acest context, însă, avem în vedere că, ionii de fier de la suprafața
nanoparticulelor pot avea efect catalitic declanșând reacții de tip Fenton, în
prezența apei și a oxigenului dizolvat în aceasta, cu eliberare de radicali
oxidril, care pot reacționa cu Rodamina B

2.2.2.2. Influența apei oxigenate asupra interacțiunii Rodaminei B 5µM cu
nanoparticulele magnetice și radiațiile ultraviolete

Prin utilizarea a 4 g/L nanoparticule magnetice și 10 milimoli de apă
oxigenată (30%), sub acțiunea radiațiilor UV-C, intensitatea din maximul
benzii de absorbție a Rodaminei B 5µM a scăzut în timp, după cum se vede
din Figura 2.2.6.

Figura 2.2.6. Influența nanoparticulelor magnetice (4 g/L), a apei oxigenate (10
mM) și a radiațiilor ultraviolete asupra Rodaminei B, 5 µM.
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Spectrele de absorbție au fost normalizate relativ la valoarea maximă
din proba inițială, netratată. Intensitatea în maximul benzii de la 554 nm a
scăzut la circa 28% după 120 minute de interacțiune cu 4 g/L NPM (Figura
2.2.6). După cum se poate observa în Figura 2.2.7, dublarea cantității de
NPM (8 g/L) la același volum de H2O2 (10 mM) a condus la scăderea
intensității spectrului de absorbție la doar 0,67.

Figura 2.2.7. Influența nanoparticulelor magnetice (8 g/L), a apei oxigenate (10
mM) și a radiațiilor ultraviolete asupra Rodaminei B, 5 µM.

Faptul că dublarea cantității de Fe3O4–la aceeași cantitate de apă
oxigenată, duce la un efect mai slab de scădere a concentrației Rodaminei B,
sugerează că radicalii OH sunt mai mult atrași în interacțiuni cu NPM , astfel
că rămân mai puțini radicali pentru interacțiunea cu moleculele de colorant.
Un volum dublu de apă oxigenată (20 mM) precum și adăugarea a 4 g/L de
nanoparticule magnetice a dus la o scădere remarcabilă a colorației soluției
de Rodamina B, intensitatea de la 554 nm scăzând la aproximativ 0,18
(Figura 2.2.8). Dublând și cantitatea de nanoparticule magnetice (8 g/L) se
obține o scădere mai mică a absorbanței în maximul de la 554 nm (La circa
0,49, Figura 2.2.9), ceea ce reprezintă o evoluție similară cu cea din
experimentul precedent și corespunde la o concentrație de 2,3 µM.

Figura 2.2.8. Influența nanoparticulelor magnetice (4 g/L), a apei oxigenate (20
mM) și a radiațiilor ultraviolete asupra Rodaminei B, 5 µM.



23

Figura 2.2.9. Influența nanoparticulelor magnetice (8 g/L), a apei oxigenate (20
mM) și a radiațiilor ultraviolete asupra Rodaminei B, 5 µM

Figura 2.2.10. Rezultatele tratării Rodaminei B (5 µM) cu nanoparticule magnetice (4
g/L), apă oxigenată (10 mM și 20 mM) și radiații ultraviolete.

Figura 2.2.11. Rezultatele tratării Rodaminei B (5 µM) cu nanoparticule magnetice (8
g/L), apă oxigenată (10 mM și 20 mM) și radiații ultraviolete.
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În Figura 2.2.10 sunt grupate rezultatele pentru cazul tratării Rodaminei
B cu 4 g/L nanoparticule magnetice. Rata scăderii concentrației Rodaminei B
este amplificată cel mai mult când se administrează 20 mM apă oxigenată,
depășind 60% pentru toți timpii de interacțiune considerați și ajungând la
84% pentru timpul cel mai lung de interacțiune, de 120 de minute.

Pentru 8 g/L nanoparticule magnetice (Figura 2.2.11) eficiența
decolorării Rodaminei B este de maxim de 50% pentru 120 de minute de
interacțiune în prezența a 20 mM apă oxigenată.

2.3. STUDIEREA INTERACȚIUNII NANOPARTICULELOR
MAGNETICE CU RODAMINA B ÎN CONCENTRAȚIE DE 10 µM

Am urmărit răspunsurile unei soluții de Rodamina B 10 µM la tratarea
cu nanoparticule magnetice atât în absența cât și în prezența apei oxigenate și
a expunerii la radiații ultraviolete.

Au fost testate aceleași două concentrații de nanoparticule de magnetită
(Fe3O4), de 4 g/L și de 8 g/L. Timpii de interacțiune au fost, ca și în
subcapitolul anterior, de maxim 120 de minute.

Au fost menținute și condițiile experimentale legate de iradierea cu
radiații ultraviolete și administrarea de apă oxigenată.

2.3.1 Studierea interacțiunilor Rodaminei B în concentrație de 10 µM cu
nanoparticulele magnetice

După cum se prezintă în Figura 2.3.1 a, b, am înregistrat spectrele de
absorbție pentru aceleași intervale de timp pentru a urmări comparativ
evoluția intensității în maximul benzii de la 554 nm pentru concentrația de
Rodamina B de 10 µM, pentru 4 g/L și 8 g/L nanoparticule.

În ambele cazuri decolorarea se produce relativ puternic, până aproape
de zero și, în plus, după 120 de minute de interacțiune, maximul benzii se
deplasează semnificativ către 475 nm.

Din Figura 2.3.2. se constată că în ambele cazuri se ajunge la peste 90%
valoare a ratei de scădere a concentrației Rodaminei B.
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Figura 2.3.1. Influența nanoparticulelor magnetice (NPM) asupra spectrului de
absorbție al Rodaminei B 10 µM. a) 4 g/L nanoparticule magnetice b) 8 g/L

nanoparticule magnetice. Normalizare la valoarea absorbanței maxime la momentul
inițial.

Figura 2.3.2. Eficiența tratării cu nanoparticule magnetice a soluției de
Rodamina B 10 µM.

Pentru a obține noi date privind natura proceselor de interacțiune, am
analizat comportarea sistemului Rodamina B 10 M-NPM-apă oxigenată-
radiații UV-C.
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2.3.2. Rezultatele tratării Rodaminei B în concentrație de 10 µM cu
nanoparticule magnetice, apă oxigenată și radiații UV-C

Am studiat mai întâi răspunsul spectral al Rodaminei B 10µM la
acțiunea nanoparticulelor magnetice și a radiațiilor ultraviolete, apoi
procedând și la adăugarea de apă oxigenată, în aceleași cantități ca în seria de
experimente prezentate mai sus pentru Rodamina B 5 μM.

2.3.2.1. Influența radiațiilor ultraviolete asupra interacțiunii nanoparticulelor
magnetice cu Rodamina B 10 µM

Pentru soluția de Rodamina B 10 µM iradiată cu radiații ultraviolete și
tratată cu 4 g/L NPM, scăderea intensității benzii de la 554 nm se observă ca
fiind aproximativ aceeași după timpii de interacțiune de 30, 60 și 120 de
minute (Figura 2.3.3) spre deosebire de cazul tratării cu 8 g/L NPM, unde
scăderea este progresivă de la 30 la 60 de minute pentru ca, apoi, până la 120
de minute să rămână aproximativ neschimbată (Figura 2.3.4).

Figura 2.3.3. Scăderea intensității absorbției la 554 nm lungime de undă pentru
soluția de Rodamină B 10 µM iradiată cu radiații ultraviolete și tratată cu 4 g/L NPM.

Scăderea intensității din maximul de la 554 nm ajunge la circa 57%
(pentru 4 g/L NPM) și respectiv 52% (pentru 8 g/L).
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Figura 2.3.4. Scăderea intensității absorbției la 554 nm lungime de undă pentru
soluția de Rodamină B 10 µM iradiată cu radiații ultraviolete și tratată cu 8 g/L NPM.

Figura 2.3.5. Rata decolorării Rodaminei B 10 µM, tratată cu nanoparticule
magnetice (4g/L si 8 g/L) și cu UV-C.

Eficiența tratamentului ajunge la 45% și respectiv 57% (Figura 2.3.5).

2.3.2.2. Influența apei oxigenate asupra interacțiunii nanoparticulelor
magnetice cu Rodamină B 10 µM sub iradiere cu radiații ultraviolete

Rezultatele obținute sunt redate, întâi pentru tratarea cu nanoparticule
magnetice (4 g/L și 8 g/L), sub acțiunea ultravioletelor, cu suplimentare de
10 mM de apă oxigenată și apoi cu suplimentare de 20 mM de apă oxigenată.
Din graficul prezentat în Figura 2.3.6 se vede că adăugarea apei oxigenate a



28

schimbat foarte puțin, cu 2-4%, evoluția concentrației colorantului studiat de
noi față de cazul anterior – corespunzător tratării cu 4 g/L nanoparticule
magnetice (Figura 2.3.3). Pentru Rodamina B 10 µM tratată cu 8 g/L
nanoparticule magnetice, suplimentarea cu 10 mM apă oxigenată a adus
aproape la fel de puține schimbări cantitative (4-8%) la nivelul intensității
benzii de la 554 nm (Figura 2.3.7).

Figura 2.3.6. Scăderea intensității de absorbție a Rodaminei B 10 µM tratată cu
4 g/L nanoparticule magnetice, UV-C și 10 mM apă oxigenată.

Figura 2.3.7. Scăderea intensității de absorbție a Rodaminei B 10 µM tratată cu
8 g/L nanoparticule magnetice, UV-C și 10 mM apă oxigenată.
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În graficele următoare se prezintă rezultatele studiului interacțiunii
Rodaminei B 10 μM cu NPM, la adăugarea unei cantități duble - 20 mM, de
apă oxigenată și sub acțiunea radiațiilor ultraviolete.

Conform cu cele prezentate în Figura 2.3.8, intensitatea benzii spectrale
de la 554 nm lungime de undă scade până la aproximativ 0,39 pentru 120 de
minute de interacțiune cu 4 g/L NPM și 20 mM apă oxigenată în timp ce,
pentru 8 g/L scăderea este mai mică, până la circa 0,48 (Figura 2.3.9).

Figura 2.3.8. Scăderea intensității de absorbție a Rodaminei B 10 µM tratată cu
4 g/L nanoparticule magnetice, UV-C și 20 mM de apă oxigenată.

Figura 2.3.9. Scăderea intensității de absorbție a Rodaminei B 10 µM tratată cu
8 g/L nanoparticule magnetice, UV-C și 20 mM de apă oxigenată.
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Un rezultat similar s-a văzut și pentru Rodamina B 5 µM unde diferența
între răspunsul probei tratată cu 4 g/L NPM și al celei tratate cu 8 g/L NPM
era și mai mare – fapt atribuit capacității mai mari (a probei tratate cu o
cantitate mai mare de NPM) de atragere a radicalilor oxidril proveniți din
descompunerea apei oxigenate.

Absorbția luminii în domeniul lungimilor de undă mai mici decât cea
din maximul caracteristic colorantului studiat a înregistrat unele creșteri
pentru timpul de interacțiune de 30 de minute – sugerând prezența unor
produși de degradare intermediari care nu mai persistă după 60 de minute de
interacțiune. În privința unor astfel de transformări menționăm cele raportate
în literatura de specialitate.

Eficiența decolorării, este cea mai mare pentru 4 g/L NPM și 10 mM
H2O2, de circa 61 %, în timp ce pentru 8 g/L NPM este de 51 % - pentru
timpul cel mai lung de interacțiune de 120 min.

Rezultate similare au raportat Khan et al., (2021), care au tratat
Rodamina B 10 µM cu nanoparticule de magnetită dopată cu cupru și cu apă
oxigenată 10 mM și 100 mM; autorii menționați au evidențiat rolul de
catalizator al NPM prin procesele de tip Fenton de degradare a Rodaminei.

2.4. CONCLUZII

Nanoparticulele de magnetită utilizate pentru tratarea soluțiilor de
Rodamina B luate ca modele de apă uzată industrială, au condus la rezultate
diferite, în funcție de concentrațiile lor (4 și 8 g/L) ca și în funcție de
asocierea acestui tratament cu suplimentarea cu apă oxigenată și de
expunerea probelor la radiații ultraviolete.

Pentru Rodamina B 5  M, interacțiunea doar cu nanoparticulele
magnetice pe durata a 120 de minute rezultă într-o eficiență a decolorării de
circa 40% pentru 4 g/L NPM și de circa 42% pentru 8 g/L NPM.

În prezența apei oxigenate și sub acțiunea radiațiilor ultraviolete s-a
obținut o scădere a concentrației de colorant de 84% pentru 4 g/L NPM și 20
mM apă oxigenată și respectiv de 50% pentru 8 g/L NPM și 20 mM apă
oxigenată (120 de minute sub acțiunea radiațiilor UV-C).

Pentru Rodamina B 10 M eficiența obținută cu 4 g/L NPM este de
94% similar cu cazul a 8 g/L NPM (95%). Faptul că, prin adăugare de apă
oxigenată (20 mM H2O2) și sub acțiunea radiațiilor UV-C, se obține 61%
(pentru 4 g/L) sau 51% (pentru 8 g/L), conduce la ipoteza că radicalii oxidril
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nu doar că degradează unele molecule de colorant dar și intră în competiție
cu moleculele nedegradate (și eventual unii dintre produșii de degradare)
pentru ocuparea situsurilor de adsorbție pe suprafața NPM. Această
competiție pare să fie mai accentuată când concentrația inițială de colorant
este mai mare.

Studiile pot fi continuate și în direcția reutilizării nanoparticulelor
magnetice extrase din apele încărcate cu Rodamină B.

În continuare prezentăm rezultatele analizării citotoxicității Rodaminei
B și a Rodaminei B degradate prin tratare cu nanoparticule magnetice asupra
unor culturi de celule in vitro.

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

Cunoscută ca o structură deosebit de stabilă, molecula de Rodamină B,
cu multiplele sale utilizări în industria textilă, în cosmetice, imprimerie, și
mai recent ca marker în biotehnologiile moleculare, devine subiect de interes
pentru cercetările de ecobiologie care se axează pe diferite aspecte ale
toxicității sale. Se profilează îngrijorarea că impactul acestui colorant asupra
apelor din mediu se poate răsfrânge asupra multor viețuitoare inclusiv asupra
oamenilor, cu atât mai mult cu cât, încă din 1987, Rodamina B a fost inclusă
pe lista potențialilor carcinogeni de către International Agency for Research
on Cancer (Cao et al., 2022).

Studii experimentale pe culturi celulare in vitro (Kaji et al., 1991) arată
că Rodamina B în concentrații de ordinul zecilor de micrograme per mililitru
induce încetinirea proliferării în culturi celulare după 48 de ore de incubare.
S-a constatat că unele celule sunt afectate, prezentând formă neregulată, cu
nuclee modificate în sensul degenerării lor.

Tratarea apelor încărcate cu Rodamina B poate reduce nivelul
concentrației de colorant prin înlăturarea sau descompunerea lui în produși
mai simpli.

În acest capitol prezentăm întâi o descriere a reactivității chimice
teoretice a produșilor de descompunere a Rodaminei B prin de-etilare și
clivarea cromoforului molecular pentru ca, în partea a doua, să prezentăm
rezultatele unui test de citotoxicitate efectuat pe culturi de celule.
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3.1. STUDIUL CUANTUM CHIMIC AL PRODUȘILOR DE
DEGRADARE A RODAMINEI B

Studiile raportate de Liang et al., (2020), axate pe degradarea
Rodaminei B prin procese Fenton, propun cele două căi de modificare: prin
de-etilare și prin ruperea cromoforului, cu mențiunea că, ruperea
cromoforului este calea principală de fragmentare a Rodaminei B în compuși
mai simpli, cu câte un singur inel aromatic, ce se pot descompune apoi până
la metan, amoniac, dioxid de carbon și apă.

Conform schemei ilustrative (Figura 3.1.1) și produșii intermediari
rezultați prin de-etilare suferă ulterior degradarea prin această cale.

.
Figura 3.1.1. Schema degradării Rodaminei B prin acțiunea radicalilor oxidril

rezultați în procesele de tip Fenton (Liang et al, 2020).

Prin tratarea Rodaminei B cu nanoparticule magnetice, datorită
oxigenului din apă și a ionilor de fier de la suprafața cristalelor de magnetită
se inițiază procese de tip Fenton prin care se eliberează radicali de oxidril ce
reacționează cu moleculele de colorant.
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Analiza cromatografică, efectuată de către cercetătorii mentionați aici, a
compoziției unei astfel de soluții a permis identificarea acidului benzoic, a
benziloxiaminei și a acidului ftalic (Figura 3.1.2).

Figura 3.1.2. Produșii de degradare a Rodaminei B identificați prin
cromatografie (Liang et al., 2020).

3.1.1. Modelarea reactivității chimice a acidului benzoic

Au fost generate distribuțiile de densitate electronică în stare
fundamentală și excitată precum și hărtile potențialului electrostatic și a celui
de ionizare.

Electronii moleculari de cea mai mare importanță pentru reactivitatea
chimică sunt cunoscuți ca HOMO și LUMO.

În Figura 3.1.3 se poate vedea că densitatea electronică este concentrată
la nivelul inelului aromatic din structura acidului benzoic aflat în stare
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fundamentală, stabilă (orbitalul HOMO) dar, prin excitare energetică,
trecerea în starea mai puțin stabilă, are loc o redistribuire și către gruparea
laterală de atomi a acidului benzoic (orbitalul molecular LUMO).

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

pentru acidul benzoic.
Potențialul de ionizare, PI, al unei molecule, reprezentând energia

necesară extragerii electronului cel mai periferic, poate fi aproximat ca
energia absolută EHOMO (PI=-EHOMO) în timp ce afinitatea pentru electroni
(AE) a moleculei, respectiv energia necesară atragerii unui electron, poate fi
corelată cu energia nivelului LUMO (AE= -ELUMO (Kaya, S. și Kaya, C.,
2015).

Figura 3.1.4. Distribuția spațială a: a) potențialului electrostatic b) a
potențialului de ionizare pentru acidul benzoic.

Estimarea computațională a energiei orbitalilor de frontieră a condus la
-10,13 eV pentru EHOMO și -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 reactivității chimice a benziloxiaminei

În reprezentările următoare se pot vedea orbitalii de frontieră și hărțile
potențialului electrostatic și a celui de ionizare obținute prin modelare
cuantum chimică pentru benziloxiamină.

În stare fundamentală, distribuția spațială a densității electronice
(HOMO) cuprinde atât inelul aromatic cât și gruparea de atomi laterală a
benziloxiaminei - gruparea amidă, CONH2 (Figura 3.1.5a), în timp ce în stare
excitată această distribuție (LUMO) este concentrată mai ales pe inelul
aromatic (Figura 3.1.5b).

Figura 3.1.5. Orbitalii electronici moleculari de frontieră: a)HOMO; b)LUMO
pentru benziloxiamină.

În proximitatea atomului de oxigen din gruparea laterală amidă
(CONH2), valoarea potențialului electrostatic atinge un vârf de negativitate,
(colorație roșiatică, Figura 3.1.6a), în timp ce distribuția potențialului de
ionizare (Figura 3.1.6b) arată, în mod uniform, valori pozitive de peste 10 eV
(EHOMO fiind de -10,66 eV iar PI se poate asimila cu -EHOMO).

Figura 3.1.6. Distribuția spațială a: a) potențialului electrostatic; b) a
potențialului de ionizare la benziloxiamină.
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3.1.3. Modelarea reactivității chimice a acidului ftalic

Modelarea cuantum chimică a moleculei de acid ftalic arată, în general,
o complexitate mai mare decât la compușii prezentați mai sus, atât în ceea ce
privește orbitalii de frontieră cât și hărțile de distribuție ale potențialului
electrostatic și de ionizare.

Redistribuirea densității norului electronic între starea fundamentală
(figura 3.1.7a) și cea excitată (figura 3.1.7b) este remarcabilă, aceasta fiind
concentrată aproape exclusiv pe inelul aromatic în starea fundamentală, dar
migrând în mare parte către cei doi substituenți carboxil, COOH, (de la
atomii de carbon C2 și C6) în stare excitată.

Figura 3.1.7. Orbitalii electronici moleculari de frontieră: a) HOMO (cel mai
înalt orbital electronic ocupat); b) LUMO (cel mai de jos orbital electronic neocupat)

pentru acidul ftalic

Figura 3.1.8. Distribuția spațială a: a) potențialului electrostatic; b) a
potențialului de ionizare la acidul ftalic.
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Potențialul electrostatic prezintă valori negative la nivelul oxigenilor O1,
O2 și O3 (Figura 3.1.8a, zone marcate cu roșu) ceea ce indică disponibilitatea
pentru interacțiuni de tip legături de hidrogen cu componente ale mediului
proximal cu caracteristici de posibili donori de electroni.

Distribuția potențialului de ionizare (Figura 3.1.8b) arată valori relativ
mari, corespunzător valorii de circa -10 eV a energiei orbitalului HOMO cu
excepția situsurilor corespunzătoare atomilor de oxigen (colorație albastră
mai puțin intensă).

3.2. TESTAREA CITOTOXICITĂȚII PE CULTURI DE CELULE

3.2.1 Materiale și metode

Au fost studiate efectele Rodaminei B 10µM și 5µM precum și a
Rodaminei B 10µM degradată și a Rodaminei B 5 µM degradate.

Soluțiile de Rodamină B 10 µM și 5 µM degradate au rezultat prin
tratarea cu 8 g/L nanoparticule de magnetită și 20 mM apă oxigenată sub
iradiere UV-C timp de 120 de minute, (similar cu cazul prezentat in Liang et
al., (2020)), pentru care absorbanța luminii la 554 nm a scăzut la circa 48% și
respectiv 0,49% față de momentul inițial. Raportând la absorbanța soluțiilor
inițiale, de 1,1 și respectiv 0,55 avem absorbanțele de 0,539 pentru Rodamina
B 10 µM degradată și respectiv 0,269 pentru Rodamina B 5 µM degradată.

Rezultatele studiului de degradare moleculară au fost discutate în
capitolul anterior.

Materialul biologic folosit în experimentele in vitro, pentru evaluarea
efectelor compușilor menționați asupra proceselor celulare, a fost reprezentat
de culturi de celule sănătoase, respectiv fibroblaști pulmonari, linia V79-4
(ATCC CCL-93) de hamster chinezesc Cricetulus griseus (cu eficiență de
răspuns relativ mare și timp de regenerare scurt (12-14 ore)).

Celulele au fost cultivate în mediu DMEM (Dulbecco's Modified
Growth Medium, PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Germania) suplimentat
cu ser fetal bovin 10% (Euroclone S.p.A., Milan, Italia) şi soluţie de
antibiotic (penicilină 100 μg/ml și streptomicină 100 UI/ml - Capricorn
Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Germania), cultivate în incubator (Binder
GmbH, Tuttlingen, Germania) la temperatura de 37 °C, în atmosferă umedă,
cu 5% CO2 (Freshney, 2006).
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Evaluarea impactului asupra viabilității celulare s-a efectuat prin metoda
colorimetrică cu bromură de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium (MTT), adaptată după Mosmann (1983), Laville et al., (2004),
van Meerloo et al., (2011), metodă bazată pe capacitatea dehidrogenazelor
mitocondriale din celulele vii de a transforma substratul hidrosolubil galben
(MTT) în formazan, de culoare albastru închis, insolubil în apă.

Cantitatea de formazan rezultată este direct proporţională cu numărul de
celule vii (Stockert et al., 2012). Celulele V79-4 au fost detașate cu tripsină/
EDTA, apoi numărate și resuspendate în microplăci cu 96 de godeuri
(6,5×103 celule/godeu) și menținute în aceleași condiții de temperatură și
umiditate.

După formarea monostratului (24 ore), celulele au fost expuse timp de
24 și 48 de ore la variantele de Rodamină B studiate, soluțiile fiind adăugate
în mediul de cultură în următoarele volume: 10, 20, 40, 80 µl/ml.

După finalizarea tratamentului, celulele au fost prelucrate conform
testului MTT iar absorbanța a fost măsurată la 570 nm, cu ajutorul cititorului
automat de microplăci Biochrom EZ Read 400 (Biochrom Ltd. Cambridge,
UK). Viabilitatea celulelor a fost calculată după formula:

Viabilitatea celulară (%) = Eprobă/Emartor x 100 (3.1)

unde Eprobă este extincția (absorbanța) probei și Emartor este extincția
martorului netratat.

Analiza statistică. Toate variantele au fost analizate în triplicat, iar
rezultatele sunt prezentate ca valoare medie ± deviația standard (DevSt).

Diferența dintre valorile medii a fost exprimată folosind testul t Student
(Cann, 2003).

3.2.2. Rezultate și discuții

Prezentăm viabilitatea celulară după 24 de ore și după 48 de ore de la
administrarea soluțiilor studiate.
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Figura 3.2.1. Influența Rodaminei B 10 µM și 10µ M degradată asupra
viabilității celulare la 24 de ore. Trendul variației este unul exponențial (R2 de 0,993

și de 0,976 respectiv).

Figura 3.2.2. Influenta Rodaminei B 5 µM și 5µ M degradată asupra viabilității
celulare la 24 de ore. Trendul variației este unul exponențial (R2 de 0,974 și de 0,993

respectiv).
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Se poate face presupunerea că în soluțiile cu Rodamina B degradată au
fost prezenți produșii finali formați prin de-etilare și clivarea cromoforului
sub acțiunea radicalilor OH. Acești produși finali nu mai contribuie la
colorația soluției nemaiavând cromoforul Rodaminei B.

Reactivitatea lor, mai redusă față de Rodamina B, (tăria chimică fiind
mai mare) este de așteptat să contribuie mai puțin la impactul soluțiilor
degradate asupra culturilor de celule testate. Din graficele din figura 3.2.1 se
poate vedea că, la 24 de ore, toxicitatea față de linia celulară studiată, duce la
scăderea viabilității față de martorul netratat până la circa 61 % în cazul
Rodaminei B 10 µM.

Pentru Rodamina B 5 µM (Figura 3.2.2) scăderea viabilității este redusă
până la circa 72%, dar nu proporțional cu diminuarea concentrației de
Rodamina B (de două ori) – sugerând că sensibilitatea celulelor studiate nu se
concretizează într-un răspuns liniar doză-efect.

Figura 3.2.3. Influența Rodaminei B 10 µM și 10µ M degradată asupra
viabilității celulare la 48 de ore.

Este evident că la creșterea concentrației de soluție administrată în
mediul de cultură celular efectul toxic se amplifică – viabilitatea scade de la
cca 89%, pentru 20 µL/mL până la cca 61% pentru 80 µL/mL (în cazul
Rodaminei B 10 µM) și de la 94% (pentru 20 L/mL) la 72% (pentru 80
L/mL) în cazul Rodaminei B 5 µM.
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Similar și în cazul soluțiilor care au fost supuse degradării, viabilitatea
scade la 91 % pentru 20 µL/mL Rodamina B 10 µM degradată la 62% pentru
80 µL/mL (Fig. 3.2.1) în timp ce, pentru Rodamina B 5 µM degradată,
scăderea înregistrată pentru viabilitatea celulară este de la 97% pentru 20
µL/mL la 77 % pentru 80 µL/mL (Fig. 3.2.2).

Ipoteza care poate explica acest răspuns se bazează pe faptul că în urma
degradării au putut rezulta compuși care, nu contribuie la colorație, dar
păstrează potențial toxic.

La 48 de ore au fost obținute rezultatele prezentate în figurile 3.2.3 si
3.2.4. Scăderea viabilității ajunge la 47% și respectiv la 49% pentru
Rodamina B 10 µM și respectiv Rodamina B 10 µM degradată.

Figura 3.2.4. Influența Rodaminei B 10 µM și 10µ M degradată asupra
viabilității celulare la 48 de ore.

În ambele cazuri avem un efect citotoxic mai puțin pronunțat în culturile
celulare cărora li s-a administrat Rodamina B degradată.

Aceasta este în concordanță cu rezultatele modelării computaționale
asupra produșilor de degradare, ce coexistă în soluțiile supuse degradării cu
moleculele de Rodamina B neafectate, și ai căror parametri de reactivitate
chimică indică o stabilitate mai mare (reactivitate mai mică) decât pentru
Rodamina B.

Astfel, influența lor asupra celulelor vii este mai puțin dăunătoare.
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3.3. STUDIUL MORFOLOGIEI CELULARE

3.3.1 Materiale și metode

Acțiunea unor concentrații diferite de Rodamină B (10 M și 5 M)
precum și a formelor degradate ale acestora a fost evaluată prin identificarea
alterărilor la nivel citomorfologic (la fibroblaștii pulmonari, de hamster, linia
V79-4) după 24 și 48 de ore de tratament), folosind un microscop inversat
Nikon Eclipse TS 100 echipat cu o cameră digitală MshOt MS60.

3.3.2 Rezultate și discuții

După cum se observă în Figura 3.3.1, tratamentul cu Rodamină B 10
M timp de 24 de ore a indus, în general, scăderea numărului de celule
aderate de suprafața plăcii de cultură într-o manieră dependentă de doză. În
plus, la concentrațiile relativ mari testate (40 și 80 µL/ml) se constată
acumularea unui număr mai mare de incluziuni roșiatice, atât sub forma unor
particule individualizate de mici dimensiuni (si), cât și formațiuni sferoidale
cu aspect granular (ga). La nivel celular se pot identifica alterări ale
morfologiei normale, pierderea conexiunii intercelulare, iar pseudopodele,
care asigură joncțiunea dintre celule, au, uneori, aspectul unor filamente
foarte subțiri (ps). De asemenea, acțiunea citotoxică a Rodaminei B 10 M
s-a materializat prin distrugerea membranei celulare conducând la
extravazarea conținutului celular (ex). În cazul Rodaminei B 10  M
degradate, modificările identificate la microscop sunt de mai mică
amplitudine, în fotografiile selectate observându-se prezența unui număr mai
mare de granulări colorate. Prelungirea tratamentului până la 48 de ore a avut
ca efect intensificarea efectelor citotoxice induse de Rodamina B 10 M,
fenomenele fiind vizibile și în cazul Rodaminei 10 M degradate. Acest
răspuns poate fi datorat imposibilității celulelor de a neutraliza acțiunea
acestui colorant prin mecanisme fiziologice specifice. Totuși, în cazul
Rodaminei B 10  M (la 48 ore), comparativ cu Rodamina B 10  M
degradată (48 ore), se observă diminuarea incluziunilor colorate, atât a celor
individuale cât și a formelor aglomerate (Figura 3.3.2).
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Figura 3.3.1. Aspecte morfologice ale fibroblastelor V79-4, tratate cu Rodamina
B 10 M (RhB1) și Rodamina B 10 M degradată (RhB 1 d) timp de 24 de ore,
evaluate prin microscopie fotonică (obiectiv 10×, riglă 100 µm). Detaliu. ex –

material celular expulzat; ps – pseudopod filamentos; ga – aglomerări granulare; si –
incluziuni singulare.
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Figura 3.3.2. Aspecte morfologice ale fibroblastelor V79-4, tratate cu Rodamina
B10 M (RhB1)și Rodamina B10 M degradată (RhB 1d) timp de 48 de ore, evaluate

prin microscopie fotonică (obiectiv 10×, riglă 100 µm).

Răspunsul celulelor la tratamentul cu Rodamină B 5 M și Rodamină B
5 M degradată, atât după 24 cât și după 48 de ore de tratament, a fost
evidențiat de modificări citomorfologice de mai mică amploare, determinate
de folosirea unei concentrații mai mici de Rodamină B (Figura 3.3.3 și 3.3.4).
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Figura 3.3.3. Aspecte morfologice ale fibroblastelor V79-4, tratate cu Rodamina
B 5 M (RhB 2) și Rodamina B 5 M degradată (RhB 2d) timp de 24 de ore, evaluate

prin microscopie fotonică (obiectiv 10×, riglă 100 µm).

Rezultatele reliefate de analizele la microscop sunt în concordanță cu
cele obținute în cazul testului MTT, gradul de citotoxicitate exercitat de
Rodamina B crescând cu doza aplicată și cu prelungirea duratei de tratament.

Din literatura de specialitate am extras câteva exemple de studii de acest
fel. O serie de teste efectuate pe culturi de fibroblaști umani izolați de la
nivelul buzelor (celule KD) au demonstrat efectul citotoxic al Rodaminei B
aplicată în doză de 25 și 50 µg/mL, concretizat prin scăderea proliferării
celulare, detașarea celulelor de substrat, inhibarea sintezei de colagen și
glicozaminoglican (Kaji et al., 1991a; Kaji et al.,1992a) ceea ce a indus
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perturbarea vindecării rănilor de la nivelul buzelor și întârzierea reparării
țesutului lezat.

Figura 3.3.4. Aspecte morfologice ale fibroblastelor V79-4, tratate cu Rodamină
B 5 M (RhB 2) și Rodamină B 5 M degradată (RhB 2d) timp de 48 de ore, evaluate

prin microscopie fotonică (obiectiv 10×, riglă 100 µm).

Studiul a fost realizat în contextul folosirii acestui colorant în cosmetică,
prin includerea sa în produse cu aplicabilitate la nivelul buzelor. În același
context, s-a demonstrat că Rodamina B a dus la scăderea atât a numărului de
celule endoteliale vasculare din aorta bovină (BAEC) cât și al celulelor
musculare netede vasculare din aorta murină (A10) după aplicarea unui
tratament de 72 de ore (Kaji et al., 1991b; Kaji et al., 1992b).

Discutând despre produșii de degradare ai Rodaminei B o atenție
deosebită poate fi acordată acidului benzoic, un compus natural din clasa
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fenolilor, care se produce și pe cale sintetică pentru utilizări diverse în
industria alimentară și în cosmetică.

Toxicitatea acidului benzoic s-a evidențiat pe celule fibroblaste
epidermale umane ca și pe limfocite umane, tot prin testul de viabilitate MTT
(Akbaba et al., 2021). În contextul în care s-a arătat că are efect
antimicrobian și antifungic și s-a evidențiat și capacitatea sa de a scădea
viabilitatea în unele culturi de celule canceroase (Kabakas et al., 2024), este
de așteptat să poată induce unele bioefecte și în celulele sănătoase – cum a
fost și în studiul nostru.

Acidul ftalic prezintă toxicitate semnificativă (după cum arată studiile in
vitro și in vivo) la nivelul activității reproductive și poate fi un factor de
mutageneză și chiar poate fi luat ca biomarker de toxicitate (Bang et al., 2011)
pentru cei care lucrează în medii în care sunt expuși la acid ftalic și la esterii
săi (industria cosmeticelor, a parfumurilor, a ambalajelor pentru produse
alimentare, jucăriilor, și chiar a unor ustensile medicale). De exemplu s-a
arătat că administrarea repetată de acid ftalic în hrana șoarecilor și iepurilor
are efecte nedorite la nivelul sângelui.

3.3.3. Concluzii

Efectele toxice ale Rodaminei B au fost evidențiate în primul rând prin
testul de viabilitate asupra culturilor de celule in vitro din care au rezultat
scăderi ale numărului de celule viabile până la circa 60% pentru Rodamina B
10 M și la circa 70% pentru Rodamina B 5 M.

Pentru Rodamina B 10 M degradată și 5 M degradată scăderea
viabilității a fost cu 2-4% mai puțin pronunțată decât la soluțiile inițiale,
nedegradate. Se vede că răspunsul citotoxic nu este proporțional cu
concentrația inițială de colorant iar în soluțiile degradate există încă toxicitate
semnificativă.

Studiul morfologiei celulelor din culturile tratate cu soluții de colorant a
evidențiat modificări care, în general, au fost mai pronunțate la Rodamina B
10 M față de Rodamina B 5 M ꞉ (i) acumularea unor incluziuni roșiatice,
(particule individualizate și formațiuni sferoidale cu aspect granular), mai
puține pentru concentrația de 5 M față de 10 M); (ii) subțierea filamentelor
de legătură dintre celule și distrugerea membrane celulare; (iii) inițierea
apoptozei (moartea celulară programată) în celule de dimensiuni mai reduse,
cu condensarea cromatinei nucleare, prin formare de corpi apoptotici în
vezicule individualizate și delimitate de membrana celulară.
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Aceste efecte citotoxice asupra caracteristicilor morfologice sunt mai
puțin pronunțate la soluțiile de colorant supuse degradării prin tratament cu
nanoparticule magnetice, apă oxigenată și radiațiile ultraviolete.

CONCLUZII GENERALE

 Nanoparticulele de magnetită pentru tratarea modelelor de apă uzată de
Rodamină B au fost sintetizate în laborator iar, în urma caracterizării
fizico-chimice, au prezentat proprietăți microstructurale și magnetice
comparabile cu cele raportate în literatura de specialitate axată pe
aplicațiile lor în științele vieții.

 Valoarea remarcabilă a magnetizației de saturație (68 emu/g) precum și
valoarea foarte mică a câmpului magnetic coercitiv (82 Oe) confirmă
magnetizabilitatea reversibilă la variații pozitive și negative ale
câmpului magnetic extern.

 Studierea reactivității chimice a Rodaminei B, realizată prin modelare
cuantum-chimcă computațională, a evidențiat proprietățile de structură
moleculară stabilă, ceea ce confirmă faptul că este un poluant persistent
în apele uzate deversate în mediu de unități industriale de producție de
textile, vopseluri, cosmetice și altele.

 Studierea experimentală a efectelor tratării cu nanoparticule magnetice a
apelor încărcate cu Rodamină B a evidențiat rezultate diferite în funcție
de concentrațiile lor (4 și 8 g/L) dar nu în directă dependență de acestea.

 Efectele toxice ale Rodaminei B asupra culturilor de celule in vitro au
constat în scăderi ale viabilității celulare până la circa 60% pentru
Rodamina B 10 M și la circa 70% pentru Rodamina B 5 M.

 Tratarea acestor culturi de celule cu Rodamina B 10 M degradată și 5
M degradată a evidențiat scăderea viabilității cu 2-4% față de soluțiile
inițiale, nedegradate. Se vede că răspunsul citotoxic nu este proporțional
cu concentrația inițială de colorant iar în soluțiile degradate există încă
toxicitate semnificativă.

 Tratarea cu soluțiile degradate de Rodamină B a condus la mai puține
astfel de modificări dar se constată că toxicitatea celulară nu scade pe
măsura decolorării ca dovadă că produșii de degradare nu scad în mod
substanțial toxicitatea soluțiilor de colorant, după cum au sugerat și
rezultatele modelării computaționale a reactivității lor chimice.
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 Studiile vor fi continuate pentru optimizarea parametrilor de reacție în
scopul eficientizării decolorării soluțiilor de Rodamină B cu costuri cât
mai reduse și cu efecte toxice cât mai diminuate.
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