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Detectarea si cuantificarea TBZ-1ui utilizand SPR-SERS a nanoparticulelor de
metale nobile obtinute in laborator si explicarea mecanismului de adsorbtie pe
suprafata metalica in diferite conditii de concentratie si pH. Testarea tehnicii de
detectare a TBZ-lui in fructele si legumele congelate achizitionate de pe piata si
evaluarea limitei de detectie si capacitatea de cuantificare
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Rezumatul etapei

In cadrul acestei etape de executie a proiectului a fost investigat pesticidul tiabendazol
(TBZ) utilizand metoda SPR-SERS. Tn acest scop, nanoparticulele de metale nobile au fost
obtinute in laborator prin doua metode diferite de sinteza.

S-au obtinut spectrele Raman si SERS ale TBZ in diferite conditii de concentratie si pH,
precum si spectrele de amprenta. Spectrele SERS nregistrate au fost ulterior interpretate pe baza
datelor existente in literatura.

S-a dezvoltat metoda pentru detectia TBZului in fructe si legume congelate prin
spectroscopie Raman, iar rezultatele au fost comparate cu cele obtinute prin SERS aceasta din
urma dovedindu-se, asa cum era de asteptat, o metoda mult mai sensibila pentru detectia TBZ.
Astfel, pe baza comparatiei semnalului SERS, s-a demonstrat ca se poate detecta nivelul TBZului
in fructe si legume congelate, intr-o concentratie aflata sub limitele de concentratie admise de
legislatie pentru TBZ. Aceste rezultate scot in evidenta eficienta acestei abordari, care este rapida,
ieftind si foarte sensibild pentru monitorizarea TBZului in fructele si legumele congelate.

S-a dezvoltat si optimizat metoda UHPLC-PDA de separare, identificare si cuantificare a
TBZului din probe de fructe si legume congelate. S-au stabilit parametrii de validare a metodei de
cuantificare TBZului din probe de fructe si legume congelate utilizind UHPLC-PDA si s-a
intocmit ,,Raportul de validare a metodei UHPLC-PDA pentru cuantificare a TBZului”.

S-a optimizat o metoda de extractie a urmelor de pesticide din probe de fructe si legume
congelate. S-a dezvoltat metoda de detectie, separare si identificare pentru cuantificarea urmelor
de pesticide din fructe si legume congelate prin tehnica GC-ECD (cromatografia de gaze cu
detector cu captura de electroni). S-au stabilit parametrii de validare a metodei de cuantificare a
pesticidelor organoclorurate din fructe si legume congelate utilizind GC-ECD si s-a intocmit
,»Raportul de validare a metodei de cuantificare a pesticidelor organoclorurate din fructe si legume
congelate utilizand GC-ECD”.

Pentru fiecare activitate, In continuare sunt prezentate rezultatele obtinute:

3.1. Obtinerea spectrelor Raman si SERS ale pesticidului TBZ in diferite conditii de pH si
concentratie

Masuratorile au fost realizate pe TBZ pudra (puritatea analitica 99%), achizitionat de la
Sigma Aldrich cat si solutii etanolice. Prepararea solutiilor de TBZ s-a efectuat cu etanol de
puritate anlaitica 99.9%. Toate spectrele Raman si SERS al TBZ au fost inregistrate, la temperatura
camerei, cu un spectrometru confocal Renishaw InVia Reflex Raman folosind liniile laser 532 nm
si 785 nm si cu un un mini-spectrometru Advantage 532 (DeltaNu, SUA) cu o linie de excitatie de
532 nm furnizata de un laser Nd:YAG, cu o putere de iesire de 40 mW. Rezolutia spectrald a fost
8 cm.

Tn spectrul Raman al probei solide se remarca prezenta benzilor specifice TBZ-lui. Probele
SERS pe diferite concentratii au fost obtinute prin adaugarea a 10 pl solutie de TBZ la 490 pl
coloid de argint. In cadrul acestei analize a fost utilizata solutia coloidala de argint preparati prin
metoda Leopold and Lendl. A fost analizata influenta pH-ului solutiilor de TBZ asupra spectrelor
SERS

In concluzie, se constati ca TBZ-ul poate fi detectat rapid prin intermediul spectroscopiei
Raman la nivel de concentratie de milimoli, in timp ce, investigatiile SERS permit detectia
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TBZului la un nivel mult mai scazut, de ordinul micro- nanomolar, daca se utilizeaza nanoparticule
coloidale Ag ca substrat de imbunatatire.

Activitatea 3.2. Pregdtirea in laborator a nanoparticulelor de metale nobile cu rezonantd
plasmonicd in intervalul vizibil si NIR

Ca substrat metalic pentru masuratorile SERS s-au folosit solutii coloidale de argint
preparate prin metoda Lee si Meisel, si, respectiv, prin metoda Leopold si Lendl, prezentand o
absorbtie la 420 nm si respectiv 418 nm.

Activitatea 3.3. Identificarea speciilor absorbite pe suprafata nanoparticulelor de metale
nobile si a grupurilor functionale implicate in interactiunea TBZ-NPs

In cadrul acestei activititi pe baza literaturii de specialitate au fost identificate speciile
absorbite pe suprafata nanoparticulelor de metale nobile si a grupurilor functionale implicate in
interactiunea TBZ-NPs.

Activitatea 3.4. Obtinerea profilului de excitare SERS al speciilor adsorbite: - set de date
experimentale SERS ale speciilor TBZ adsorbite

In cadrul acestei activitati, coloidul de AgNPs a fost utilizat pentru identificarea si
caracterizarea SERS a pesticidului TBZ. Spectrele au fost achizitionate folosind diferite suprafete
de Ag coloidal si diferite linii de laseri. Caracteristicile spectrale observate au fost foarte
aseminitoare in toate spectrele, subliniind buna reproductibilitate. In consecinti, benzile
principale caracteristice TBZ pot fi detectate in spectrele SERS si atribuite unor vibratii specifice..

Activitatea 3.5. Construirea unor curbe de calibrare pentru estimarea cantitativd a TBZ-lui in
diferite conditii de concentratie si pH pe baza semnalelor corespunzdtoare SERS

Pe baza spectrelor de dependenta de concentratie ale solutiilor de TBZ, ecuatiile de regresie
liniard, obtinute, cu laserul 532 nm, la pH 5, pentru cele mai intense trei benzi SERS, si anume
778, 1005 si 1571 em™ au fost construite curbele de calibrare.

Forma spectrald SERS sugereaza ca scdderea concentratiei sau modificarea pH-lui solutiei
n domeniul pH 2-9 nu afecteaza orientarea speciilor adsorbite in raport cu suprafata Ag. Forma
spectrald a TBZ la o concentratie de 2*10~" mol I (0,2 uM) este inca in concordantd cu amprenta
principald a TBZ. Prin urmare, sugeram limita de detectie SERS a TBZ in solutie etanolica 107
mol I,

Activitatea 3.6. Obtinerea datelor SERS ale probelor de fructe si lequme congelate organice
(férd pesticide)

In aceasta activitate au fost inregistrate spectrele SERS ale probelelor de fructe si legume
congelate, folosind o abordare simpla de scufundare a acestora n etanol sau in solutie ethanol +
apa (50/50 (v/v)) si folosind supernatantul.

Probele de fructe denumite bio au fost cumparate din magazinele din Cluj-Napoca; probele
denumite forest au fost obtinute prin colectare directa din zona de munte si sunt considerate de
asemenea probe bio. Extractele de fructe au fost preparate prin scufundareaa 1 g fruct in 1.5 ml
etanol de puritate analitica. La 24 de ore dupa imersare, 10 pl din solutia supernatanta rezultata s-
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a adaugat la 490 pl de coloid de Ag; solutia obtinuta s-a folosit pentru masuratori SERS, fara nicio
filtrare anterioara a extractului.

Extractele de legume au fost preparate prin scufundarea a 1 g legume in 2 ml solutie etanol
+ apa. La 24 de ore dupa imersare, 10 pl din solutia supernatanta rezultata s-a adaugat la 500 pl
de coloid de Ag. Solutia obtinuta s-a folosit pentru masuratori SERS, fara nicio filtrare anterioara
a extractului.

Activitatea 3.7. Obtinerea si interpretarea datelor SERS ale probelor de fructe si legqume
organice si ale probelor contaminate articial cu TBZ

Au fost inregistrate spectrele SERS ale probelor de legume si fructe bio/eco/organic tratate
cu TBZ.

Probele tratate cu TBZ au fost ficute prin adiugarea unei solutii de concentratie 103 M de
TBZ la solutia de extract in proportie de 1/1 (v/v). Pentru masuratorile SERS a probelor
contaminate artificial cu TBZ a fost folosita 10 pl de solutie astfel obtinuta a fost depusa pe 500
pl de AgNPs.

Benzile principale a TBZ-lui au fost observate in spectrul SERS al extractului tratat cu
TBZ.

Activitatea 3.8. Determinarea limitei de detectie SERS: - determinarea limitei de detectie a TBZ-
lui In probe congelate

REGULAMENTUL (UE) 2021/1807 AL COMISIEI din 13 octombrie 2021, stabileste
nivelurile maxime de reziduuri de TBZ (mg/kg) in fructele si legumele proaspete sau congelate.
Limita admisa pentru fructe de padure si fructe mici este de 0,01 mg/kg, adica 50 uM.

Pentru determinarea limitei de detectie SERS a TBZ in probele de extracte se urmareste
intensitatea semnalelor de la 785, 887, 1011, 1196 si 1577 cm™. Se observa posibiltatea de detectie
a TBZ pana la concentratii de 107 M.

Activitatea 3.9. Obtinerea si interpretarea datelor SERS privind probele de fructe si lequme
achizitionate

Probele de fructe conventionale si bio alaturi de probele de legume conventionale au fost
achizitionate din mai multe magazine din Cluj. Probe bio de legume au fost colectate de la o ferma
ecologica din Cluj, iar probele forest au fost colectate din padure. Masuratorile SERS au fost
efectuate pe extractele de fructe si legume, folosind un coloid de argint si o linie de laser 532 nm.

Datele SERS obtinute in cadrul acestui proiect au fost transformate in valori numerice,
obtinandu-se un set de date experimentale, utilizat ulterior pentru crearea unei: ,,Baza de date a
rezultatelor SERS a produselor congelate investigate”, pentru a facilita stocarea intr-un mod
organizat a rezultatelor, precum si utilizare ulterioara mult mai usoara.

Activitatea 3.10. Optimizarea metodei de extractie pentru biocidele studiate: - 1 metodd de
extractie optimizatd

In cadrul acestei activititi, metoda de extractie a pesticidelor din fructe si legume congelate,
dezvoltata si optimizata in cadrul activitatii 2.11., a fost adaptata si optimizata pentru conditiile de
analiza UHPLC-PDA, dupa cum urmeaza:

» Dupa efectuarea extractiei QUEChERS din fructe si legume, din faza organica s-a
colectat 1 mL de extract si s-a adus la sec sub flux de azot;
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» Extractul adus la sec a fost reconstituit intr-o solutie de 500 ul acetonitril/apa (10/90
(v/v)), solutie similara cu conditiile de analiza UHPLC-PDA;

> Filtrarea extractului prin de filtru de nylon de 0.45 pum finainte de analiza UHPLC,
pentru indepartarea posibililor interferenti care ar putea ingreuna analiza pesticidelor din fructe si
legume.

Activitatea 3.11. Optimizarea metodei de extractie pentru compusii organoclorurati studiati: -
1 metodd de extractie optimizatd

In cadrul acestei activititi a fost optimizatd o metodi de extractic QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) pentru determinarea simultand a pesticidelor
organoclorurate selectate in fructe si legume cu continut ridicat de apa (congelate) pentru analiza
cromatografica GC-ECD.

Activitatea 3.12. Validarea metodei UHPLC-DAD pentru cuantificarea biocidelor: - 1 metodd
validatd UHPLC

Tn cadrul acestei activitati, a fost o dezvoltati si optimizati o metoddi UHPLC-PDA,
sensibild si precisd pentru determinarea reziduurilor de TBZ in probe congelate de fructe si legume.
In acest scop au fost optimizate conditiile cromatografice, fiind studiate diferite faze mobile, cum
ar fi metanol: apa, acetonitril: apa, in diferite rapoarte. In functie de sensibilitate si selectivitate s-
a constatat ca elutia in conditii de gradient cu faza mobila apa (A): acetonitril (B) a fost cea mai
buna faza mobila pentru metoda dezvoltata. Sistemul a rulat cu urmatorul program de elutie: 0-2
min, 10% B; 2-7 min gradient linear de la 10-35% B si mentinut pina la 10 min; in final s-a revenit
la 10% B de la 10-12 si s-a mentinut timp de 4 minute pentru re-echilibrarea coloanei la conditiile
initiale de solvent. Debitul de elutie de 500 pl/min a fost cel mai potrivit pentru o buna elutie a
peak-urilor. Coloana Hypesyl GOLD C18 (4,6 x 150 mm, 5 um) utilizata cu un volum de injectie
de 10 pL, au fost optime pentru elutia compusilor intr-un timp scurt. Detectia s-a realizat la
lungimea de unda A = 302 nm.

In concluzie, utilizarea metodei QUEChERS urmati de HPLC-PDA s-a dovedit a fi una
dintre cele mai bune combinatii pentru determinarea reziduurilor de TBZ in matrici complexe ca
fructele si legumele congelate. Aceasta ofera rezultate cu grad ridicat de recuperare, consum redus
de solventi, timp scurt de analiza, precizie si acuratete, fiind fezabild pentru analiza de rutina a
probelor congelate de fructe si legume, pentru asigurarea calitdtii, precum si pentru determinarea
riscurilor potentiale datorate reziduurilor de pesticide din citrice, ceea ce poate ajuta la asigurarea
protectiei sdnatatii publice, precum si la consolidarea agro-comertului.

Activitatea 3.13. Validarea metodei GC-ECD pentru cuantificarea compusilor organoclorurati:
- 1 Raport de validare a metodei

Identificarea si cuantificarea pesticidelor organoclorurate individual nu este suficienta, este
esentiald studierea fiabilitatii tehnicii. Validarea unei metode cromatografice este unul dintre
elementele de baza in sistemele calitatii care asigurd eficienta si adecvarea acesteia la scopul
propus. In cadrul acestei activitati au fost evaluate performantele si aplicabilitatea metodei in
detectia urmelor de pesticide organoclorurate din probe de fructe si legume congelate utilizand
tehnica GC-ECD. Pe parcursul validarii metodei au fost urmariti urmatorii parametrii:
selectivitatea, domeniul de lucru si liniaritatea, sensibilitatea, limita de detectie (LOD) si limita de
cuantificare (LOQ), repetabilitatea, precizia si acuratetea metodei.
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Tn concluzie, metodologia propusi a fost validatd in termeni de selectivitate, liniaritate,
precizie si acuratete. Datele obtinute au demonstrat reproductibilitatea si stabilitatea buna a
procedurii in intervalul de concentratie testat pana la 200 pg/kg, cu abateri standard relative (RSD)
mai mici de 10%. Metodologia propusa este aplicabila pentru detectarea si monitorizarea
pesticidelor selectate nu numai in fructe si legume cu continut ridicat de apa, ci si in probele care
contin cantitati mari de pigmenti si coloranti.

Activitatea 3.14. Diseminare rezultatelor: 1 articol ISl si 1 conferintd internationald

Rezultatele obtinute au fost diseminate prin:
1. Actualizarea paginii web al proiectului: https://www.itim-cj.ro/PNCDI/rapiddettbz/
2. Articol ISI:

e Pregitirea si trimiterea spre publicare la revista Food Chemistry, jurnal care apartine
quartilei (Q1), a unui articol ISI cu titlul: « Testing the SERS detection on Thiabenazole
in frozen food products: the case of blueberries and their extracts”, Autori: Miiller
Molnér Csilla, Camelia Berghian Grosan, Dana Alina Magdas, Simona Cinta-Pinzaru.

3. Participarea cu 2 prezentari (de tip poster) la conferinte internationale:

e Cs. Miller Molnér, C. Berghian-Grosan, S. Cinta Panzaru, D. A. Magdas
“Rapid detection of Thiabendazole pesticide in frozen fruits and vegetables
commercialized in Romanian stores”
The 6" edition of International Conference on Analytical and Nanoanalytical Methods
for Biomedical and Environmental Sciences (IC-ANMBES 2022), 8-10 lunie , 2022,
Brasov, Roméania.

e Cs. Miller Molnér, C. Berghian-Grosan, S. Cinta Panzaru, D. A. Magdas
“SERS detection of Thiabendazole pesticide in frozen fruits and vegetables ”

10" International Conference, AGRICULTURE AND FOOD, 16-19 August 2022,
Burgas, Bulgaria.

4. Organizarea unui Workshop

e Programul complet este la urmitorul link:
http://ro.itim-cj.ro/wp-content/uploads/2022/09/Workshop-on-Food-Control-6-
oct2022.pdf

Workshop-ul cu titlul:” Workshop on nano-biosensing with portable/handheld Raman
systems: From food products, toxins, safety and molecular contaminants to knowledge
transfer to economic partners - With practical demos!” s-a desfasurat in cadrul a patru proiecte

de cercetare, intersectate datorita utilizarii acelorasi metode analitice prin spectroscopie Raman si
SERS.

Toate activitatile acestei etape au fost realizate cu succes!

Director Proiect,
Dr. Molnar Csilla

\ \\


https://www.itim-cj.ro/PNCDI/rapiddettbz/
javascript:popupwnd('http://www.thisisbrasov.com/','no','no','no','no','no','no','','','1000','600')
http://ro.itim-cj.ro/wp-content/uploads/2022/09/Workshop-on-Food-Control-6-oct2022.pdf
http://ro.itim-cj.ro/wp-content/uploads/2022/09/Workshop-on-Food-Control-6-oct2022.pdf

