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INTRODUCERE

Spectroscopia Raman a luat un real avant in zilele noastre in fata altor metode pentru
monitorizarea on-line a reactiilor chimice, analize alimentare, farmaceutice si chimice si de
asemenea pentru diverse alte aplicatii de zi cu zi. Spectroscopia Raman ofera informatii detaliate
asupra vibratiilor moleculare [1or08]. Tntrucat aceste vibratii depind foarte strans de tiria si tipul
legéturilor chimice, spectroscopia Raman e utila nu doar in identificarea moleculelor dar si in
studiul interactiunilor intra- §i intermoleculare. Spectroscopia vibrationald serveste la elucidarea

structurilor si a proprietatilor fizico-chimice a compusilor investigati.

Pentru o intelegere corectd a spectrelor Raman si IR atit ale moleculei cat si ale
complecsilor in care aceasta intervine este esentiald o atribuire corecta a spectrelor vibrationale.
[Chi07]. Tn acest scop, metodele mecanicii cuantice moleculare, mergand de la cele
semiempirice pana la cele de tip "Density Functional Theory" (DFT) sunt foarte utile, fiecare
metoda avand propriile avantaje [Chi05]. Calculele semiempirice sunt rapide si in anumite
circumstante pot furniza rezultate teoretice de buna calitate, avand astfel avantajul de a putea

trata sisteme moleculare cu un numér mare de atomi.

Aditivii alimentari reprezintd cea mai noud provocare in materie de nutritie. Aditivul
alimentar reprezintd orice substanta care nu este consumata ca aliment in sine si nu este folosita
ca ingredient constituent al unui aliment, care are sau nu valoare nutritivd §i care se adauga
intentionat, cu un scop tehnologic (incluzand modificéari organoleptice) in timpul producerii,
procesdrii, prepararii, tratarii, impachetdrii, ambalarii, transportului si stocérii unui aliment,
devenind un component sau afectand Tntr-un fel caracteristicile alimentelor la care se adauga.
Acest termen nu include substantele contaminante sau pe cele addugate pentru a imbunatéti sau
mentine calitdtile nutritive si nici clorura de sodiu (Codex Alimentarius FAO-WHO).

Teza este structuratd pe patru capitole. In capitolul inti sunt descrise pe scurt metodele
experimentale (IR, Raman, SERS) folosite pentru determinarea structurilor investigate in partea

experimentald a acestei teze.

Capitolele doi, trei si patru sunt dedicate caracterizérii fizico-chimice a trei substante
folosite ca aditivi alimentari.

Capitolul al doilea are ca tema caracterizarea fizico-chimicad a moleculei benzoat de sodiu
E 211. Benzoatul de sodiu este folosit ca si conservant in industria alimentara si farmaceutica. In
industria alimentard benzoatul de sodiu se foloseste la prepararea produselor din carne, lapte,
produse de panificatie, dulciuri, sucuri.

Capitolul al treilea contine rezultate originale obtinute prin studiul moleculei glutamat de
sodiu E 621 (MSG, monosodium glutamate, monosodium L-glutamate). Acest studiu reprezinta
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0 imbinare a rezultatelor experimentale obtinute cu ajutorul metodelor spectroscopice
vibrationale cu rezultatele teoretice bazate pe formalismul DFT. Glutamatul de sodiu este un
potentator de aroma larg utilizat in industria alimentara datorita gustului irezistibil pe care 1l ofera
alimentelor: gustul ,.cirnos™, savuros, delicios, acel ceva care nu te lasi sa te opresti. Glutamatul
de sodiu a dat nastere celui de-al 5-lea gust ,,umami” [Wei84].

Capitolul al patrulea este dedicat studiului unui colorant important in industrie, annatto
E 160b [Ram10]. Annatto este un colorant natural orange/galben din clasa carotenoidelor, extras
din pericarpul fructului unei plante, Bixa orellana L [Bit05]. In semintele de annatto au fost
detectate mai multe carotenoide, cele mai importante fiind bixina si norbixina. Un procent de 80-
90% din totalul carotenoidelor il reprezintd bixina [Diall]. Datoritd intensitatii culorii,
stabilitatii ridicate i spectrului larg de tonalitdti de culoare (de la galben la rosu), extractul de
annatto este larg utilizat in industria alimentard, farmaceutici si a cosmeticelor [Alv06].
Extractul de annatto este cunoscut ca E-160b, annatto, annatto extract, bixin/bixin,
norbixin/norbixina, Natural Orange 4. In industria alimentari este folosit ca si colorant in
industria cdrnii si a pestelui, branzeturilor, pastelor fdinoase, dulciurilor, snacks-urilor, etc.
[Sil08]. Colorantii, atat cei naturali cat si cei sintetici, sunt indispensabili in multe ramuri ale

industriei, culoarea produselor fiind un factor “cheie” in industrie.

Deoarece se stie ca existd o tendintd de optimizare a unei noi metode de analizd a
produselor alimentare, farmaceutice si cosmetice, am considerat cd o lucrare care aduce in prim-
plan problema aditivilor alimentari nu poate fi decét binevenita [Bit05]. Tn plus, lucrarea este un
argument la ceea ce in ultimii ani a devenit evident §i anume faptul cd numai o abordare

interdisciplinara a cercetarii asigurad succes.

Scopul prezentului studiu a fost de a caracteriza vibrational cele trei substante (patru
molecule) prezentate mai sus si apoi de a investiga afinitatea de adsorbtie pe suprafata
nanoparticulelor metalice in vederea detectiei la concentratii scazute, utilizind tehnica SERS. In
final, preconizdm implementarea tehnicii in vederea monitorizarii acestor substante in produse

alimentare.



Capitolul I1. Caracterizarea fizico-chimici a moleculei benzoat de sodiu - E 211

Structura moleculard a moleculei benzoat de sodiu este prezentatd in Figura II.1.
Molecula benzoat de sodiu poate exista sub mai multe forme in functie de pH, valoarea pKa a
moleculei fiind 4.2.

Figura 11.1. (a) Structura moleculara a benzoatului de sodiu; (b) Forma anionica a benzoatului; (C)
Structura moleculara a acidului benzoic (benzoat).

I1.1 Metode experimentale si teoretice

Pentru misuritorile noastre am folosit benzoat de sodiu sub formi comerciald si sub
forma pura. Benzoatul de sodiu de puritate 99% a fost achizitionat de la SigmaAldrich. in ceea
ce priveste benzoatul de sodiu comercial, nu a fost accesibil nici un certificat de puritate
analitica.

Solutiile de benzoat de sodiu au fost preparate folosind apa distilata.

Ca substrat metalic pentru masuratorile SERS, s-a folosit coloidul de argint preparat prin
reducerea azotatului de argint cu citrat de sodiu, conform metodei Lee-Meisel [Lee82]. Probele
SERS au fost obtinute prin addugarea a 0.1 ml solutie de benzoat de sodiu, de diferite

concentratii, la 3.5 ml coloid de argint, concentratiile probelor SERS finale fiind intre 2.8x107 si



2.8x10™ M. Valorile acide sau bazice ale pH-ului au fost ajustate prin adiugarea solutiilor de
HCI sau de NaOH (10 M).

Pentru obtinerea spectrului FT-Raman s-a utilizat un spectrometru Bruker IFS 120 HR,
cu modul Raman FRA106 integrat si o rezolutie de 1 cm™. Ca si sursi de excitare s-a folosit un
laser Nd-YAG care emite la 1064 nm. Sistemul de detectie utilizat a fost un detector cu Ge, care
functioneazd la temperatura azotului lichid, iar spectrul a rezultat prin medierea a 1000 de
scanari.

Spectrul micro-Raman si spectrul SERS pe coloid de argint au fost inregistrate cu un
spectrometru Dilor Labram. Acesta foloseste ca si sursd de excitare un laser ion-argon
comercializat de firma Spectra Physics si care emite la 514.5 nm. Spectrele au fost inregistrate
cu o rezolutie de 2 cm™. Detectia semnalului Raman a fost obtinut cu o camerd CCD (Model
Photometric 9000), in timp ce puterea laserului a variat intre 100 si 250 mW.

Optimizarea geometriilor moleculare (Figura 11.1.) si calculul frecventelor de vibratie
s-au realizat folosind metode DFT la nivelul de teorie B3LYP/6-31G(d).

I1. 2 Spectrele Raman ale benzoatului de sodiu in forma policristalini

Comparénd spectrul FT-Raman al benzoatului de sodiu pur (Figura 11.2.a) cu spectrul
micro-Raman (Figura I1.2.b) al benzoatului de sodiu industrial si cu spectrul micro Raman al
substantei pure (Figura I1.2.c) se observd o buna concordanta in ceea ce priveste pozitia benzilor

si intensitatea relativa a acestora.
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Figura 11.2. Spectrul (a) FT-Raman al benzoatului de sodiu pur; (b) micro-Raman al benzoatului de sodiu
industrial (de puritate necunoscutd); (c) micro-Raman al benzoatului de sodiu pur. Linia de excitare a
laserului: (a) 1064 nm, 1 W; (b) 514.5 nm, 25 mW; (c) 514.5 nm, 100 mW
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Spectrul micro-Raman al benzoatului de sodiu industrial prezintd o fluorescentd slaba
datoritd impuritétilor prezente in proba (Figura I1.2.b).

Spectrele Raman prezintd benzi atribuite vibratiilor anionului carboxilat (COQO’) si benzi
caracteristice vibratiilor inelului aromatic.

Peak-ul de intensitate medie de la 1415 cm™ este atribuit modului de alungire (strech)
simetricd al anionului carboxilat vy(COO").

Vibratiile corespunzitoare inelului benzenic sunt reprezentate in spectre prin prezenta
unei benzi foarte intensd de la 1007 cm™ atribuita vibratiei de respiratie a inelului aromatic, 0
banda de intensitate medie la 1604 cm™ atribuita vibratiei de alungire (strech) a inelului
benzenic, o bandi de intensitate slaba la 3201 cm™ si o bandi intensa la 3072 cm™, care au fost
atribuite modurilor de alungire ale gruparilor C-H din inelul aromatic [Boe90, Baj97].

Tn concluzie, spectrele FT-Raman si/sau micro-Raman ale benzoatului de sodiu pur si

impur pot fi folosite pentru identificarea benzilor marker ale moleculei.

11.3 Spectrele Raman ale benzoatului de sodiu in solutie apoasi
Comparand spectrul FT-Raman al benzoatului de sodiu in stare solidd policristalina cu
spectrul micro-Raman al solutiei de benzoat de sodiu se observa modificdri in pozitia si

intensitatile relative ale benzilor (Figura I1.3.).
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Figura 11.3. (a) Spectrul FT-Raman al benzoatului de sodiu pur sub forma policristaling; (b) Spectrul

Raman al solutici 1 M de benzoat de sodiu pur. Linia de excitare a laserului: (a) 1064 nm,
1W; (b) 514.5 nm, 200 mW



In spectrul Raman al solutiei de benzoat de sodiu se observa o largire a benzilor si o
deplasare spre rosu (energii mai mici) a pozitiei acestora, in comparatie cu spectrul Raman al
substantei in stare policristalind. Aceste modificéri pot fi puse pe seama bine cunoscutelor efecte
de solvent.

Umirul de la 1415 cm™ din spectrul FT-Raman al benzoatului de sodiu in stare solidd
devine un peak intens la 1383 cm™ in spectrul Raman al solutiei (Figura 11.3.b) si este deplasat
semnificativ spre rosu, cu 32 cm™, sugerand schimbari in distributia electronica a anionului

carboxilat si o posibild protonare a acestui grup.

11.4 Spectrele Raman la diferite concentratii

Spectrul Raman al solutiei benzoatului de sodiu pur a fost inregistrat pentru diferite
concentratii, de la 1 M pana la 10° M. Pe misuri ce concentratia scade se observi o scadere in
intensitate a semnalului Raman, iar la 102 M semnalul devine foarte slab. Figura I1.4. prezinta
aceste spectre la concentratii diferite. Astfel, in conditiile experimentale date, limita de detectie

Raman este de 102 M pentru substanta benzoat de sodiu.
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Figura I1.4. Spectrele micro-Raman ale solutici de benzoat de sodiu pur la diferite concentratii. Linia de
excitare a laserului: 514.5 nm, 200 mW

11.5 Spectrele micro-Raman la diferite valori ale pH-ului
Analizand spectrele micro-Raman (Figurile I1.5. 51 I1.6.) ale solutiilor de benzoat de sodiu

la diferite valori bazice si acide ale pH-ului, putem sublinia faptul ca spectrele arata tranzitia de



la forma moleculard anionica deprotonata la forma moleculard nedisociatd (neutrd) a moleculei

de benzoat.
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Figura 11.5. Spectrele micro-Raman a solutiei 10™ M de benzoat de sodiu la diferite pH-uri bazice. Linia
de excitare a laserului: 514.5 nm, 100 mW
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Figura 11.6. Spectrele micro-Raman ale solutici 10™ M de benzoat de sodiu la diferite pH-uri acide. Linia
de excitare a laserului: 514.5 nm, 100 mW

La valori bazice ale pH-ului (Figura 11.5), mai exact intre pH=7 si pH=13, nu se pot

observa schimbari structurale majore, spectrele fiind atribuite formei moleculare anionice a

benzoatului.



Schimbarile majore in forma benzilor si in intensitatile relative ale acestora apar la valori
sub 5 ale pH-ului. La trecerea de la valori neutre la valori acide ale pH-ului, intensitatile relative
ale benzilor datorate vibratiilor de intindere a anionului carboxilat scad si devin mai largi (1598,
1387 cm™). La pH= 4 (Figura 11.6) apare o noua bandai situata la 792 cm™ in spectrul Raman al
solutiei, care poate fi datoratd vibrafiei de bending simetric in afara planului a anionului
carboxilat (Figura 11.6.). Cel mai probabil la pH=4, formele moleculare anionice ale benzoatului
coexistd in solutie cu formele moleculare neutre (pKa=4.2). Spectrul Raman la pH=3 este in

principal atribuit formei moleculare nedisociate a benzoatului de sodiu (Figura 11.1.c).

11.6 Spectrul SERS al moleculei benzoat de sodiu
Spectrul SERS al benzoatului de sodiu este prezentat in Figura I1.7.b., comparativ cu

spectrul Raman la pH=7, Figura 11.7.a., al solutiei de benzoat.
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Figura 11.7. Spectrul (a) micro-Raman al solutiei (2x10™ M) comparativ cu (b) Spectrul SERS al
solutiei (2.8x10™ M) benzoat de sodiu la pH 7. Linia de excitare a laserului: 514.5 nm, 200 mwW

Comparand spectrul Raman al benzoatului in solutie cu spectrul SERS, se observa
diferente in pozitiile benzilor si in intensititile relative ale acestora. Astfel, banda de la 834 cm™
este considerabil amplificatd si corespunde deformarii simetrice in plan a grupérii carboxilat,

foarte probabil adsorbit perpendicular pe suprafata metalici. Din punct de vedere teoretic,
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molecula de benzoat poate interactiona cu suprafata de argint prin grupul functional carboxilat,
sau prin electronii © delocalizati ai inelului benzenic.

Deoarece vibratia de respiratie a inelului benzenic are o intensitate relativi mare in
spectrele SERS, o orientare pland pe suprafata de argint este exclusd, conform regulilor de
selectie SERS. De asemenea, vibratia de alungire a gruparii C-H a inelului benzenic este un
argument puternic pentru determinarea orientdrii inelelor aromatice.

Pe de alta parte, posibilitatea de chemisorbtie a benzoatului prin gruparea carboxilat este
sustinutd de prezenta perechilor de electroni liberi ai atomilor de oxigen (Figura 11.1). Tn acest
caz, in conformitate cu regulile de selectie SERS, vibratiile ce au loc perpendicular pe directia
suprafetei metalice vor aparea amplificate. Aceastd presupunere este sustinutd de benzile
observate n spectrul SERS din Figura Il. 7. Cea mai intensa banda observata in spectrul SERS la
997 cm™ este datorati respiratiei inelului benzenic [Peic07]. Aceastd vibratie total simetricd are
loc in planul moleculei, astfel amplificarea acesteia este posibila doar dacd molecula este

orientata perpendicular pe suprafata metalica (Figura 1. 7).

11.7 Spectrele SERS la diferite concentratii

Prin scaderea concentratiei benzile scad in intensitate in spectrul SERS, asa cum este

prezentat Tn Figura 11.8.
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Figura I1. 8. Spectrele SERS ale moleculei benzoat de sodiu la diferite concentratii. Linia de excitare a
laserului: 514.5 nm, 200 mW

Se poate observa insd un spectru bine rezolvat si la concentratia de 2.8x10* M fara
modificari semnificative in forma spectrelor in domeniul de concentratii studiat: 2.8x10° M -

2.8x10* M
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CONCLUZzII

Spectrele FT-Raman si micro-Raman ale benzoatului de sodiu pur si de puritate
necunoscuti (industrial) in stare policristalina au fost inregistrate cu succes si au fost identificate
benzile marker .

Spectrele Raman ale benzoatului de sodiu prezinta benzi atribuite vibratiilor anionului
carboxilat (COO) si benzi caracteristice vibratiilor inelului aromatic.

Spectrele Raman ale benzoatului de sodiu in solutie prezintd o largire a benzilor datorita
efectului de solvent. In spectrul Raman al solutiei de benzoat de sodiu apare o bandi nous,
intensd, la 1383 cm™, datorita vibratiei de deformare a gruparii carboxilat COO".

Limita de detectie Raman pentru benzoatul de sodiu in solutie este 102 M.

Analizand spectrul Raman al benzoatului de sodiu in solutie la valori bazice si acide ale
pH-ului, s-a pus in evidenta tranzitia de la forma anionicd la cea nedisociata a moleculei la
valoarea pH=4.

Molecula benzoat de sodiu este chemisorbita pe suprafata metalicd prin electronii
neimperecheati ai atomilor de oxigen, geometria de adsorbtie a moleculei fiind perpendiculard pe
suprafata metalica.

Spectrele Raman si SERS ale benzoatului de sodiu pot servi drept referinta pentru

aplicatiile spectroscopice Raman viitoare in cadrul analizelor asupra produselor alimentare.
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Capitolul I11. Caracterizarea fizico-chimici a moleculei glutamat de sodiu (MSG) -
E 621

Glutamatul de sodiu, sarea de sodiu a acidului glutamic, este probabil cel mai comun aditiv
alimentar. Glutamatul de sodiu, celebrul E621, este larg utilizat in industria alimentara datorita
gustului irezistibil pe care il oferd alimentelor: gustul ,.cdrnos™, savuros, delicios, acel ,,ceva” care
nu te lasd si te opresti. Glutamatul de sodiu a dat nastere celui de-al 5-lea gust ,,umami” [Wei84].
Aditivul alimentar E 621 se giseste in aproape fiecare aliment de pe rafturile magazinelor, in
special mezeluri, snack-uri, produse instant (supe, ciorbe instant, piure instant, etc.), dulciuri,
condimente si sosuri (ketchup, dressing-uri, etc), bauturi ricoritoare, etc.. Glutamatul monosodic
este sarea de sodiu a acidului glutamic, unul dintre cei 20 de aminoacizi naturali. Acidul glutamic
este un aminoacid neesential (contine gruparile -NH> si —-COOH) si alaturi de acidul aspartic este
cel mai important neurotransmitdtor in sistemul nervos al mamiferelor. Sarcina electricd a
moleculei MSG depinde drastic de pH (Figura 111.1).

pKa;=2.2 pKa ,=4.25 pKas=9.67
EEE—— L >

Figura I11.1. Cele patru forme izoelectrice ale acidului glutamic: (a) forma izoelectrica (+1), (b) forma
izoelectrica (0) sau forma de zwitterion; (¢) forma izoelectrica (-1); (d) forma izoelectrica (-2); determinate
de cele trei valori ale pKa-urilor.

II1.1 Metode experimentale si teoretice
Pentru masurétori s-a folosit glutamat de sodiu (MSG) comercial folosit in industria

alimentara. Solutia de MSG a fost preparatd cu o concentratie intre 102 si 5 M. pH-ul solutiei a
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fost ajustat prin adaugare de HCl s NaOH de concentratie 10" M. Coloidul de argint a fost
preparat dupa reteta existentd in literaturd [Lee82]|. Probele SERS au fost obtinute adaugéand cativa
microlitri de solutie de MSG de diferite concentratii pe 3 ml de coloid de argint. Concentratia

finala a probelor SERS este intre 9.9x10™* M — 6.6x10°M.

Pentru inregistrarea spectrelor de absorbtie am folosit spectrofotometrul UV-VIS-NIR
(Perkin-Elmer Lambda 19) cu o vitezd de scanare 240 nm min™. Pentru obtinerea spectrului FT-
Raman s-a utilizat un spectrometru Bruker IFS 120 HR, cu un modul Raman FRA106 integrat si o
rezolutie de 1 cm™. Ca si sursd de excitare s-a folosit un laser Nd-YAG care emite la 1064 nm.
Sistemul de detectie utilizat a fost un detector cu Ge, care functioneaza la temperatura azotului
lichid, iar spectrul a rezultat prin medierea a 500 de scandri. Spectrul micro-Raman si spectrul
SERS pe coloid de argint au fost inregistrate cu un spectrometru Horiba-Jobin-Yvon, model
LabRam. Acesta foloseste ca si sursa de excitare un laser ion-argon comercializat de firma Spectra
Physics si care emite la 514.5 nm. Spectrele au fost inregistrate cu o rezolutie de 5 cm™. Detectia
semnalului Raman s-a realizat cu o camerd CCD Peltier, in timp ce puterea laserului a variat intre
200mW.

Optimizarea geometriilor moleculare si calculul frecventelor de vibratie s-au realizat cu
programul Gaussian 03 [Gau03]. in general au fost utilizate doud metode bazate pe teoria
functionalei de densitate (DFT). Prima metodd utilizeazd combinatia functionalei de schimb
propusd de Becke B [Bec92], cu functionala de corelare propusd de Perdew si Wang [Per91,
Per92] iar in cazul metodei a doua s-a utilizat functionala hibrida B3LY, aceasta fiind compusa din
functionala de schimb a lui Becke cu trei parametri [B3] [Bec93] in combinatie cu functionala de

corelare propusa de de Lee, Yang si Par (LYP) [Lee88].

111.2 Optimizarea geometriei.

Structura moleculara a MSG este prezentata in Figura II1.2.a. Optimizarea geometriilor
moleculare (Figura I11.2.) si calculul frecventelor de vibratie s-au realizat folosind metode DFT.

Calculele teoretice permit o atribuire completd a spectrelor Raman obtinute experimental
[Chi07].

Pentru a obtine informatii despre structura cristalind a MSG-ului atat in formad de
monohidrat cat si in cea anhidra, structurile lor au fost optimizate folosind diferite metode
teoretice (BPW91/6-311++G**, B3PW91/LANL2DZ, B3LYP/6-311++G**,
B3LYP/LANL2DZ). Cele doud forme ale MSG (monohidrat si anhidru) poseda geometrii
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Figura I11.2. Structura moleculara a moleculei MSG (a), structura moleculara a moleculei MSG (acid
glutamic) forma de monohidrat optimizata prin metoda B3LYP/LANL2DZ (b) si (¢) structura moleculara
a MSG (acid glutamic) anhidru optimizatd prin metoda B3LYP/LANL2DZ si schema de numerotare a
atomilor (b) si (¢).

111.3 Spectrul Raman al moleculei MSG solid policristalin

Figura II1.3.b prezintd regiunea de _fingerprint” de la 1700 cm™ la 150 cm™. Peak-ul
foarte slab de la 1682 cm™ este datorat vibratiei de alungire a legiturii C=0O a gruparilor
carboxil. Banda slabi de la 1637 cm™ este atribuitd modului de deformare (bending) asimetrica a
grupdrii NHs*, in timp ce peak-ul de intensitate slaba de la 1624 cm™ corespunde vibratiei de
alungire asimetricd a gruparilor COO". Peak-ul adiacent slab de la 1604 cm™ este atribuit
modului de deformare NH;" iar cel de la 1571 cm™ este atribuit modului de alungire a legaturii
necovalente COO'Na’. Modurile de alungire v(C-C) sunt de asemenea observate la 1002 cm™ si

942 cm™ si sugereaza forma complet ionizatd a moleculei MSG [Dol74].

Deoarece benzile caracteristice structurii de zwitterion (Figura 111.4.) sunt prezente in
spectrul Raman, este pusa in evidenta prezenta structurii zwitterionice a moleculei MSG in stare

solida.
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Figura 111.3. Spectrul FT-Raman al moleculei MSG in regiunea spectrali (a) 3600-68 cm™ si (b) 1700-
1000 cm. Linia de excitare laser: 1064 nm, 1000mW
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Figura 111.4. Forma de zwitterion a moleculei MSG

I11.4. Spectrele Raman ale moleculei MSG in solutie

Comparénd spectrul Raman al moleculei MSG in solutie apoasda (1M) (Figura I1L1.5.) cu
spectrul FT-Raman al moleculei MSG in stare solidd policristalind, se poate observa un

background mai slab, cu intensitatile relative ale benzilor usor schimbate.
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Figura I11.5. Spectrul Raman al moleculei MSG 1in stare policristalind (a) comparativ cu spectrul Raman
al MSG in solutie apoasd de concentratic 1M (b). Linia de excitare laser: 1064 nm, 1000mw

Astfel, intensitatea benzii corespunzatoare alungirii simetrice a gruparilor COO™ (banda
de la 1407 cm™ in spectrul Raman al solutiei, este usor crescutd iar banda corespunzatoare
modurilor de deformare (bending) ale gruparilor CH; (peak-ul de la 1439 cm™ in spectrul Raman
al solutiei) este mai slaba. Tn spectrul Raman al solutiei se observa deplasiri mici spre albastru
ale numerelor de unda si largirea benzilor datorita bine-cunoscutului efect de solvent. Modurile
C-C de intindere observate la 1002 cm™ si 942 cm™ n spectrul FT-Raman al moleculei MSG 1in
stare solida, devin mai largi in solutie (931 cm’, respectiv 994cm™) avand aceeasi atribuire

[Eds37], sugerand prezenta formei complet ionizate a moleculei [Dol74].

Dupa cum se observd in Figura IIL.6., spectrele Raman dependente de concentratie
demonstreaza faptul ca este posibild inregistrarea spectrelor Raman de mare calitate a solutiei

apoase de MSG la nivele de concentratie relativ mari, pana la 102 M.
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Figura I11.6. Spectrul FT-Raman al moleculei MSG in solutie la diferite concentratii in regiunca
spectrali (a) 200 cm™ -1800 cm™ si (b) 1800 cm™-3600 cm™. Linia de excitare laser: 1064 nm, 1000mW

I11.5 Spectrele Raman la diferite valori ale pH-ului

Analizdnd spectrul Raman la valori bazice ale pH-ului (Figura I11.7) se observa ca

spectrul nu prezinta modificari pentru diferite valori ale pH-ului.
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Figura I11. 7. Spectrele Raman ale solutiei de MSG de concentratie 5 mol I"* la diferite valori bazice ale
pH -ului. Linia de excitare laser: 514.5 nm, 200 mW.
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Figura I11.8. Spectrele Raman ale solutiei MSG de concentratie 5 mol I'* la diferite valori acide ale pH -
ului. Linia de excitare laser: 514.5 nm, 200 mW.

La valori acide ale pH-ului in spectrul Raman (Figura II1.8.) se observa ca benzile care
sunt datorate formei complet ionizate a moleculei MSG sunt deplasate spre numere de undd mai
mici. Astfel banda de la 934 corespunzatoare vibratiei v(C-C) este deplasatd la pH=4 la valoarea
931 cm™ iar la pH=2 este la 915 cm™. Banda de la 997 cm™ la pH=6 este la 994 cm™ la pH=4 si
la 992 cm™ la pH=2. Aceste modificiri demonstreaza protonarea moleculei prin protonarea celor

doua grupari carboxil din structura moleculei.
Forma protonati a moleculei MSG predomina la valori scizute ale pH-ului.
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111.6 Spectrul SERS al moleculei MSG

Spectrul SERS al MSG-ului (9.9 10 M) este prezentat in Figura I11.9 in comparatie cu
spectrul Raman al solutiei (1 M) la pH 6. Intre cele doud spectre se observa diferente majore in
ceea Ce priveste pozitille si intensitdtile benzilor, ceea ce demonstreazd ci moleculele sunt

chemiadsorbite pe suprafata metalica.

Raman Intensity

1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 200
-1
Wavenumber/cm

Figura 111.9. Spectrul Raman (a) al MSG comparativ cu spectrul SERS (b) al MSG la pH=6 si (¢c)
orientarea propusd pentru molecula de MSG pe suprafata de argint. Parametrii: 514.5 nm, 200 mW.

Banda de intensitate medie observatd in spectrul SERS la 1643 cm™ (inexistenta in
spectrul Raman al solutiei) datoratd modului de deformare bending asimetric al gruparii NHz"
este Tn special datoratd gruparii NHy, care foarte probabil este in apropiata vecindtate a
particulelor de Ag, cu o orientare perpendiculard a scheletului moleculei MSG pe suprafatd

(Figura 111.9.c) [PeiO7].

O alta bandd puternicd este de asemenea prezenta in spectrul SERS la 1393 cm™
(deplasata spre rosu fatd de pozitia de la 1407 cm™ in spectrul Raman) atribuitd modului de

alungire v5(COO).

Deoarece benzile v(C-C) de la 1012, 975, 928 cm™ caracteristice formei complet ionizate
a moleculei MSG sunt amplificate semnificativ, foarte probabil molecula este perpendicular
adsorbita pe suprafata de argint, adsorbtia realizindu-se prin atomii de oxigen ai gruparii

carboxil si prin atomii de azot ai grupérii amino.
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111.7 Spectrele SERS la diferite concentratii

Analizand spectrul SERS dependent de concentratie a MSG (Figura I11.10), se observa ca

limita de detectie SERS in conditiile noastre experimentale este 6.6x10°M.
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Figura 111.10. Spectrul SERS al MSG la diferite concentratii. Parametrii: 514.5 nm, 200 mW

111.8 Spectrele SERS la valori bazice ale pH-ului.
Figura I11.11. prezinta spectrele SERS ale MSG la diferite valori bazice ale pH-ului.

In spectrul SERS al MSG la pH 7, formele si intensitatile benzilor de la 1011, 975 si 929
cm™ se modifica, sugerdnd deprotonarea moleculei (Figura II1.11). Banda de intensitate medie,
de la 1643 cm™, datorata vibratiei de deformare a gruparii NHs*, creste in intensitate spre valori

bazice ale pH-ului, ceea ce demonstreazi deprotonarea gruparii NHs".
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Figura I11.11.Spectrele SERS ale MSG la diferite valori bazice ale pH-ului. Parametrii: 514.5 nm,
200mw

Concluzii

Geometria moleculei MSG a fost evaluata si optimizatd pentru prima datd cu metodele
BPW91/6-311++G**, BPW91/LANL2DZ, B3LYP/6-311++G** si B3LYP/LANL2DZ. Cele

doud forme ale MSG (monohidrat si anhidru) posedad geometrii diferite care pot fi explicate prin

Rezultatele furnizate de spectrul FT-Raman sunt in concordantd cu structura

zwitterionicd a MSG-ului 1n starea solida.

Analizdnd spectrele Raman si SERS ale moleculei MSG in solutie s-au putut evidentia
trei modificari in structura moleculara, mergand de la valori ale pH-ului bazic spre cele acide. La

valori joase ale pH-ului este dominanta forma protonata a MSG.

Spectrele SERS ale moleculei MSG au fost inregistrate la concentratii mici pand la 10°
M. A fost observatd o interactiune chimicd puternicd a MSG-ului cu particulele coloidale,
implicand o adsorbtie prin perechea de electroni neparticipanti ai atomului de azot si ai atomilor
de oxigen ai gruparii carboxil.

Spectrele Raman si SERS ale moleculei glutamat de sodiu au fost inregistrate la diferite
concentratii si pot servi drept referintd pentru aplicatiile spectroscopice Raman viitoare in cadrul

analizelor asupra produselor alimentare.
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Capitolul 1V. Caracterizarea fizico-chimici a moleculelor bixinid si norbixini
(annatto)-E 160b

In semintele de annatto au fost detectate mai multe carotenoide cele mai importante fiind
bixina si norbixina. Un procent de 80-90% din totalul carotenoidelor il reprezinti bixina
[Diall], [Pre80], [Bal06], [Rib05], [GOM10]. Annatto si derivatii sdi, bixina gi norbixina, sunt
carotenoide cu poliene cu lant lung conjugat. Structura centrald a acestor molecule este aceeasi

cu cea a 3 carotenului (Figura IV.1).

(b)

Figura IV.1. Structura moleculard optimizatd a bixinei (a), norbixinei (b) si p-carotenului (c)
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IV.1 Metode experimentale si teoretice

Substante chimice folosite: coloid hidroxilamina [Le003], etanol de puritate 99.6 %, apa
distilata, bixina (de concentratie 4-4.40 %) si norbixina (de concentratie 2.48-2.81 %). Ajustarea
in domeniul de pH bazic s-a realizat adaugénd la proba SERS solutie de NaOH (de conc. 1%),
iar ajustarea in domeniul de pH acid s-a realizat adidugand la proba SERS solutie de HCI (de

conc. 1%).

Spectrele SERS au fost obtinute cu un spectrometru Raman DeltaNu Advantage 532
(DeltaNu, Laramie, WY) echipat cu un laser cu dubla frecventda NdY AG, care emite la 532 nm.

Puterea laserului este 14 mW si rezolutia spectrald de 10 cm™.

Optimizarea geometriilor moleculare si calculul frecventelor de vibratie s-au realizat cu

programul Gaussian 03 [Gau03] folosind metode DFT.

IVV.2 Optimizarea geometriei

Folosind metodele DFT s-au realizat optimizarae geometriei (Figura IV.1.), calculul

frecventelor de vibratie si potentialele moleculare electrostatice (MEP) (Figura IV.6, 1V.7.)

Potentialele moleculare electrostatice au fost folosite pentru interpretarea si prezicerea
comportamentului reactiv pentru o varietate de sisteme chimice atat in reactii electrofilice cét si
nucleofilice, pentru studierea proceselor de recunoastere biologica si pentru studiul interactiunii
prin legéturi de hidrogen [Pol91]. Regiunile negative ale potentialului electrostatic molecular
V(r) au fost asociate cu reactivitatea electrofilica si cele pozitive cu reactivitatea nucleofilica.

Pentru moleculele bixina si norbixinad cea mai negativa valoare V(r) a fost asociatd cu
atomul 021 si 024 (vezi in Figura IV.1. a si b schema de numerotare a atomilor pentru cele doua
molecule), cu o valoare n jur de —0.11043 u.a. respectiv —0.10369 u.a., iar valoarea cea mai
pozitivd a potentialului electrostatic molecular a fost asociatd cu atomul H23, in jur de 0.12922
u.a. pentru bixina si cu atomii H23 si H56 in jur de 0.12880 u.a. pentru norbixina.

IV. 3 Spectrele Raman ale bixinei si norbixinei

Analizand spectrele Raman se observa benzile marker: banda cea mai intensa de la 1527
cm™ atribuita vibratiei de alungire v(C=C) si banda de la 1155 cm™ atribuita vibratiei v(C-C)
pentru norbixina, respectiv 1525 cm *si 1153 cm ™ atribuite tot vibratiilor de alungire v(C=C) si

v(C-C) si pentru bixina.
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Figura I1V.2. Spectrele Raman ale bixinei si norbixinei. Parametrii: 532 nm, 14mW, rezolutie 10 cm™

IVV.4 Spectrele SERS ale bixinei si norbixinei

Figura IV.3. prezinta spectrele SERS ale bixinei si norbixinei care de asemenea prezintd

profile spectrale asemanétoare.
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Figura IV.3. Spectrele SERS ale bixinei si norbixinei. Parametrii: 532 nm, 14mW, rezolutie 10 cm™
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Figura IV.4. prezintd comparativ spectrele SERS, Raman si Raman calculat pentru
bixind. Se observa o buni corelare intre spectrul Raman calculat i spectrul Raman experimental.
Analizand comparativ spectrele Raman si SERS ale bixinei (Figura I'V.4) se observa ca spectrul
SERS prezintd mici modificdri in ceea ce priveste pozitia §i intensitatea benzilor. Diferentele
dintre spectrul Raman si SERS nu sunt semnificative, ceea ce aratd ca molecula este adsorbitd
astfel incat toti atomii moleculei sunt in imediata vecindtate a suprafetei, posibilitatea de
adsorbtie a moleculei bixina fiind prin atomii de oxigen dar de asemenea si prin electronii t din

lantul de carbon, ipoteza sustinuta si de harta MEP calculatd (Figura IV.6).
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Figura 1V.4 Spectrele SERS, Raman gi Raman calculat pentru bixind. Parametrii: 532 nm, 14mW,
rezolutie 10 cm™

Figura IV.5. prezintd spectrele SERS, Raman si Raman calculat pentru norbixina. Se
observd o bund corelare intre spectrul Raman calculat si spectrul Raman experimental. De
asemenea profilul Raman este aseménitor cu profilul SERS astfel ca si in cazul norbixinei
presupunem ca toti atomii sunt in imediata vecindtate a suprafetei metalice, ipotezd sustinutd si

de harta MEP calculata (Figura IV.7)
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Figura 1V.5. Spectrele SERS, Raman si Raman calculat pentru norbixina. Parametrii: 532 nm, 14 mW,
rezolutie 10 cm™
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Figura 1V.6. Potentialul electrostatic mapat pe suprafata 3D calculat pentru molecula de bixina
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Figura V.7 Potentialul electrostatic mapat pe suprafata 3D calculat pentru molecula de norbixina

IV.5 Identificarea aditivului alimentar annatto-E160b (bixinei si norbixinei) in

produse alimentare.

Comparand spectrul SERS al extractului de annatto (bixina si norbixind) cu spectrul

SERS al margarinei (Figura IV.8.) se observa cd spectrul corespunzédtor margarinei prezintd in

mod evident prezenta aditivului alimentar annatto (bixina si norbixina).
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Figura 1V.9. Curba de calibrare obtinuta prin spectroscopic UV/VIS pentru bixina.

Rezultatele de mai sus aratd cd spectroscopia SERS are un potential foarte mare in
evaluari calitative. Folosirea spectroscopiei SERS ca si metoda cantitativd este insa dificila.
Astfel, am apelat la metoda absorbtiei UV-VIS, o metodd excelentd pentru determinari

cantitative, dar cu putine informatii calitative.

Pe baza curbei de calibrare UV/VIS (Figura IV.9) s-a calculat concentratia de bixind
dintr-o proba de 0.2 g de margarind. Valoare obtinutd pentru concentratia de margarina studiatd a

fost de 0.546mg/100g margarina.
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CONCLuUzII
Spectrele Raman ale bixinei si norbixinei au profile asemanitoare datoritd structurii

moleculare foarte aseménétoare.

Spectrul Raman al bixinei s§i norbixinei prezinta benzile marker caracteristice
carorenoidelor: banda cea mai intensa de la 1525 cm™ atribuitd vibratiei de alungire v(C=C) si
banda de la 1153 cm™ atribuita vibratiei v(C-C) pentru bixina, respectiv benzile de la 1527 cm ™

si 1155 cm ™ atribuite tot vibratiilor de alungire v(C=C) si v(C-C) si pentru norbixina.

Spectrele Raman teoretice si Raman experimental ale moleculelor de bixina si norbixina

sunt intr-o buni corelare.

Spectrele SERS ale bixinei si norbixinei nu prezinta diferente semnificative comparativ
cu spectrele Raman, moleculele fiind adsorbite pe suprafata metalica astfel incat toti atomii sunt
in imediata vecindtate a suprafetei, posibilitatea de adsorbtie fiind prin atomii de oxigen dar de

asemenea §i prin electronii & delocalizati ai lantului de carbon.

Folosind in mod complementar spectroscopia SERS si spectroscopia UV-VIS, s-a evaluat
concentratia de annatto dintr-o probd de margarind, valoarea determinatd fiind 0.546 g

annatto/100 g margarind.

Spectrele Raman si SERS pot servi drept referintd pentru aplicatiile spectroscopice

Raman viitoare in cadrul analizelor asupra produselor alimentare.
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CONCLUZII GENERALE

= in aceasta lucrare au fost studiate prin spectroscopie vibrational trei substante de interes
in industria alimentard: benzoat de sodiu (E 211), glutamat de sodiu (E 621), annatto (E
160b).

» Folosind metodele DFT s-a obtinut optimizarea geometriei moleculare si calculul
frecventelor de vibratie pentru toate cele trei substante. S-a observat o buna concordantd

intre valorile teoretice si valorile obtinute experimental.

=  Geometria moleculei de glutamat de sodiu (MSG) a fost evaluata si optimizatd pentru
prima data cu metodele BPW91/6-311++G**, BPW91/LANL2DZ, B3LYP/6-311++G**
si BBLYP/LANL2DZ. Am demonstrat ca cele doud forme ale moleculei MSG (MSG

monohidrat si MSG anhidru) posedd geometrii diferite care pot fi explicate prin

= Comparand spectrul FT-Raman al benzoatului de sodiu pur, cu spectrul micro-Raman al
benzoatului de sodiu industrial se observad o bund concordanta in ceea ce priveste pozitia

benzilor si intensitatea relativa a acestora.

= Analizand spectrele Raman ale benzoatului de sodiu se observa cé acestea prezintd benzi
atribuite vibratiilor anionului carboxilat (COO") si benzi caracteristice vibratiilor inelului

aromatic.

= Spectrul Raman al bixinei §i norbixinei prezintd benzile marker caracteristice
carorenoidelor: banda cea mai intensd de la 1525 cm™ atribuitd vibratiei de alungire
W(C=C) si banda de la 1153 cm™ atribuiti vibratiei v(C-C) pentru bixind, respectiv
benzile de la 1527 cm ™ si 1155 cm ™ atribuite tot vibratiilor de alungire v(C=C) si v(C-C)

s1 pentru norbixin.

= Au fost inregistrate spectrele Raman si SERS la diferite valori ale pH-ului si s-au pus n

evidenta formele protonate si deprotonate ale moleculelor.
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La pH=4, formele moleculare anionice ale benzoatului coexista in solutie cu formele
moleculare neutre (pKa=4.2) iar spectrul Raman la pH=3 este in principal atribuit formei

moleculare nedisociate a benzoatului de sodiu.

Analizdnd spectrele Raman si SERS ale moleculei MSG in solutie S-au putut evidentia
trei modificari in structura moleculard a MSG, mergand de la valori ale pH-ului bazic
spre cele acide. La valori joase ale pH-ului este dominantd forma complet protonata a
MSG.

Molecula de benzoat de sodiu este chemisorbitd pe suprafata metalicd, geometria de
adsorbtie a moleculei fiind perpendiculara pe suprafatd. Adsorbtia moleculei pe suprafata

metalica se realizeaza prin electronii neimperecheati ai atomilor de oxigen.

A fost observatd o interactiune chimicd puternica a moleculei MSG cu particulele
coloidale la valori micromolare ale concentratiei, implicand o adsorbtie prin perechea de

electroni neparticipanti ai atomului de azot si ai atomilor de oxigen ai grupdrii carboxil.

Moleculele de bixind si norbixina sunt adsorbite pe suprafata metalica astfel incét toti
atomii sunt in imediata vecinatate a suprafetei, posibilitatea de adsorbtie fiind prin atomii

de oxigen dar de asemenea si prin electronii & delocalizati ai lantului de carbon.

Folosind spectroscopia UV-VIS complementar cu spectroscopia SERS, s-a evaluat
concentratia de annatto dintr-o probd de margarind, valoarea determinatd fiind 0.546 g

annatto/100 g margarind.

Aceastd lucrare este o abordare interdisciplinard care demonstreaza posibilitatea
caracterizdrii fizico-chimice prin metode spectroscopice vibrationale a moleculelor de tip

aditiv alimentar precum si detectia acestora in produse alimentare.

Tn acest studiu s-a realizat o colectie de 31 de spectre care constituie 0 valoroasi baza de
date ce poate servi ca referintd in studii spectroscopice viitoare in analiza produselor

alimentare, farmaceutice si cosmetice.
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