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PROCEDEU DE REALIZARE A UN
PENTRU DETERMINARE NITRITILOR DIN SOL

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unui senzor electrochimic miniaturizat
bazat pe un material electrosenzitiv pentru determinarea sensibild a nitritilor din sol.

Determinarea cantitativd a concentratiei de nitrit din sol, din apele de suprafata si de
adancime, prezintd un interes deosebit de crescut datoritd potentialului toxic al acestuia, al
poludrii si contamindrii, atdt pentru industria alimentara cat si pentru controlul proceselor de
remediere. Nitritii si respectiv nitratii reprezintd compusii rezultati in procesui de nitrificare care
are loc in sol, proces ce constd in oxidarea biologicé a ionilor de amoniu (NH4") imobili la nitrat
foarte mobil, prin intermediul nitritilor. Procesul de nitrificare este realizat in principal de
microorganisme precum Nitrosomonas sp. si Nitrobacter sp. prezente in populafia microbiand a
solului.

in sistemele agricole, utilizarea ingrisimintelor chimice pe baza de azot este foarte
importanta pentru cresterea plantelor, dar nitrificarea rapidd si nereglementatd are ca rezultat
levigarea nitratilor i scdderea disponibilititii azotului pentru cresterea plantelor, crescand in
acest fel scurgerea de azot (N) si poluarea mediului. Utilizarea ingrasamintelor chimice a crescut
de 4 ori in ultimii 50 de ani, acest lucru ducand la cresterea pierderilor de azot din sistemele
agricole, si astfel conducand la o incércdtura poluantd mai mare.

Excesul de nitriti in mediu are ca rezultat, de asemenea, eutrofizarea diferitelor corpuri de
apa si cresterea algelor toxice. Contaminarea cu nitriti a apelor subterane si de suprafata
reprezintd preocuparea majora asociata cu procesul de nitrificare. Astfel, detectarea nitritilor, ca
indicator al procesului de nitrificare este foarte importanta pentru aplicatiile de mediu si agricole.

Pentru a reduce efectul procesului de nitrificare asupra poludrii mediului au fost abordate
si dezvoltate diferite strategii pentru gestionarea aplicarii ingragamintelor, cu scopul de a facilita
absorbtia rapida a azotuluisi de a minimiza levigarea si denitrificarea nitratului. Astfel, pentru
alegerea unei strategii adecvate este foarte importanta si necesara monitorizarea concentratiei de
nitrit din sol.

Metodd traditionald de determinare a nitritilor este reprezentatdi de metoda
spectrofotometricd, pe baza reactiei Griess, cu sulfanilamidd si N-1-naftilendiamini. Aceastd
metoda necesitd un control atent al pH-ului fiecarei etape a procesului de detectie, pocesul fiind
de asemenea afectat de speciile interferente din matricea probei. Mai mult de atit, reactivii
utilizati au efecte potential cancerigene. In laboratoarele standard pentru testarea solului, pentru

masurarea nitritilor se folosesc diferite analizoare automate si solutii de extractie a nitritului din
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sol. Metoda standard de extractie a analitului din probd de sol se bazeazi pe utilizarea unei
solutii de 1-2 M KCl drept extractant.

Numeroase teste analitice propuse pentru cuantificarea nitritilor cuprind tehnici
sofisticate, cum ar fi cromatografia ionicd, chemiluminiscenta, spectrofotometria, polarografia,
electroforeza capilard, cromatografia in gaz cuplatd cu spectrometria de masa (GC-MS) sau
spectroscopia de fluorescentd. Majoritatea acestor tehnici analitice prezintd limitdri importante,
precum: etape de pretratare a probelor, susceptibilitate la interferente ale matricei, limite de
detectie insuficiente, timp crescut de analiza, portabilitate redusa si incapacitate de a determina
in timp real nitritii direct in sol.

Astfel, metodele electrochimice de detectie reprezintd alternative foarte convenabile
pentru determinarea nitritilor, precum si a unei varietiti mari de analiti din mediu, prezentdnd
numeroase avantaje fati de metodele amintite mai sus, atdt in ceea ce priveste costul, cét si
timpul de analizi. Nitritii sunt specii electroactive care pot fi oxidate direct la suprafata unui
electrod de platind polarizat la cca. +0,9 V vs Ag/AgCl. Desi existd electrozi comerciali ion-
selectivi pentru nitriti si nitrati, acestia nu sunt suficient de robusti si nu sunt caracterizati prin
limite de detectie suficient de coborite. Din moment ce potentialul de oxidare a nitritului este
ridicat, multi alti compusi electroactivi prezenti in mediul complex pot interfera in analiza
nitritilor.

in literatura de specialitate sunt prezentate metode de determinare electrochimici a
nitritului, atat prin reducerea cat si prin oxidarea acestuia. Cele mai multe metode electrochimice
raportate implicd oxidarea anodicd directd a nitritului la suprafata diferitelor tipuri de electrozi
solizi, cum ar fi cdrbune sticlos, platina, diamant, aur si oxizi ai metalelor tranzittionale.
Utilizarea acestor tipuri de senzori este limitatd deoarece numeroase specii electroactive
interferente pot otrdvi (pasiva) suprafata electrodului, ceea ce duce la scdderea sensibilitatii si
acuratetei detectiei de nitriti.

Brevetul WO1995/000842A1 descrie realizarea unui dispozitiv ce conttine un senzor
electrochimic pe bazd de electrod donor de hidrogen, hidrurd de paladiu pentru determinarea
contaminantilor sau a poluantilor dintr-o proba lichida, in special, dar nu exclusiv, a substantelor
azotate sau care contin oxizi de azot, nitrati, amoniac, amoniu sau fosfati, azine si dimetilsulfura.
Sistemul descris de autori contine trei unitdti electronice incorporate intr-un dispozitiv, un
potentiostat, un generator de unde ti o unitate de conditionare. Potentiostatul 51 generatorul de
unda asigurd mentinerea potentialului electrodului de lucru, intr-un domeniu de potential cuprins
intre -1.8 si +1 V, fata de electrodul de referintd, cu o scanare liniar a potentialului de 1 pana la
300 mV/sec. Dispozitivul descris este complex si complicat, neputdnd fi operat si controlat de un

simplu tehnician, necesitind personal specializat. De asemenea, electrozii sunt afectati de
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procesele de oxidare ale compusilor din matricea de analiza, necesitdnd reconditionare dupa o
perioada de timp.

Brevetul US2013/8444937B2 descrie determinarea in-situ a concentratiei ionilor de nitrat
din solutie de sol cu ajutorul unui electrod ion-selectiv pentru nitrat §i o sonda optica (UV) cu
fibra optica (UV). Sonda in-situ consté dintr-un tub cu un capit distal poros care este imersat in
sol pentru a extrage solutia solului. In aceasta sonda poate fi introdus electrodul ion-selectiv
pentru nitrat sau sonda optica cu transflexie capabild sa mésoare absorbanta in intervalul 235-240
nm. Sonda scufundati cu transflexie permite semnalului luminos de intrare sa treacé prin solutia
de masurare pentru a fi misurat un semnal de iesire. Pentru lumina de intrare a fost utilizati ca
sursd o lampa cu deuteriu, iar un spectrometru optic a fost utilizat pentru masurarea semnalului
de iesire. Dezavantajele acestui dispozitiv sunt reprezentate de metoda laborioasi de extragere a
solutiei solului, afectarea determinarilor optice de cétre matricea solului, precum si de metodele
laborioase de realizare a sondelor si a determinarilor propriu-zise.

Brevetul US8609425B2/2013 descrie determinarea cantitativa a ionilor de nitrat/nitrit din
mai multe tipuri de probe de apa prin reducerea fotochimica cu clorurd de amoniu (NH4Cl) si
acid etilendiaminotetraacetic (EDTA), fard utilizarea de materiale toxice precum cadmiul si
hidrazina. Astfel, proba de apa amestecaté cu o solutie tampon care include séruri de amoniu §i
EDTA este trecutd printr-un tub de politetrafluoroetilend (PTFE), tub iradiat cu ajutorul unei
lampi de mercur de joasd presiune, operatd la o lungime de undd de 254 nm. Astfel, are loc
conversia fotochimica a ionilor de nitrat si nitriti (NOx) in specii detectabile, iar concentratia de
azot generati este determinata prin diazotare folosind sulfanilamida, urmata de cuplarea cu N-(1-
naftil)etilendiamina, producand un compus colorat care este detectat la o lungime de unda de 540
nm folosind un colorimetru. Aceasta metoda este foarte laborioasd, conducand la determinarea
unel concentratii totale de nitrafi/nitriti si nu la o determinare a fiecarui compus in parte.

in literatura este descris un numir redus de dispozitive analitice bazate pe electrozi de
lucru din diferite materiale [M. Badea, A. Amine, G. Palleschi, D. Moscone, G. Volpe, A.
Curulli, J. Electroanal. Chem. 2001, 509, 66-72; M. Badea, A. Amine, M. Benzine, A.
Curulli, D. Moscone, A. Lupu, G. Volpe, G. Palleschi, Microchim. Acta 2004, 147, 51-58]
sau pe electrozi modificati cu diferite nanomateriale si nanomateriale compozite [S.-J. Li, G.-Y.
Zhao, R.-X. Zhang, Y.-L. Hou, L. Liu, H. Pang, Microchim. Acta 2013, 180, 821-827; B.
Thirumalraj, S. Palanisamy, S.-M. Chen, D.-H. Zhao, J. Colloid Interface Sci. 2016, 478,
413-420; H. Yu, R. Lij, K.-I. Song, Microchim. Acta 2019, 186, 624] pentru determinarea
nitritului in ape de rdu sau produse alimentare.

Cu toate acestea, aplicarea acestor senzori este limitatd, deoarece diferite specii otrivesc

suprafata electrozilor si prin urmare scad sensibilitatea si acuratetea determinarii nitritilor. De
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asemenea, senzorii electrochimici raportati pand acum opereazd la o valoare ridicatd a
potentialului de lucru, oxidarea nitritului realizdndu-se impreund cu alte specii interferente din
matricea analizata.

in acest sens, pentru a preveni otravirea suprafetei electrosensibile si pentru a minimiza
efectele speciilor interferente este necesard realizarea unui material electrosensibil care sa
permitd determinarea rapida si sensibild a nitritilor din solutia solurilor, prin operare la un
potential scazut.

Problema tehnicd pe care o rezolvd aceastd inventie constd in realizarea unui senzor
electrochimic miniaturizat, modificat cu un material electrosenzitiv obtinut prin incorporarea
unui nanomaterial alotrop de carbon (de tip 2D), anume nanotuburi de carbon cu pereti multipli
(MWCNT) intr-un polimer cu masd moleculard mica, chitosan. Acest material a fost depus pe
suprafata electrodului de lucru realizat din pastd de carbune imprimata pe suport ceramic sau
PVC, permitdnd determinarea sensibild a nitritului din probe de sol, pe baza utilizdrii detectiei
electrochimice.

Procedeul de realizare a materialului electrosensibil a constat in amestecarea unei
cantitdti de 0,2....15 mg MWCNT cu o solutie de chitosan cu masd moleculard scizutd de
concentratie 0,02...5% realizatd in acid acetic de concentratie 0,5......10%. Dupa ce acest
amestec a fost ultrasonat, intr-o baie de ultrasonare, timp de 10.....160 minute, un volum de
2...20 pL a fost depus pe suprafata electrodului de lucru din pasta de cdrbune. Senzorul astfel
obtinut a fost uscat timp de 20....100 minute in etuva, la o temperatura de 50....130 °C.

Metoda de determinare a nitritului din probe de solutie de sol conform inventiei consti in
utilizarea unei platforme electrosenzitive, procesul de oxidare a nitritului la suprafata senzorului
fiind monitorizat direct prin detectie electrochimica.

in general, senzorii electrochimici bazati pe alte tipuri de electrozi de lucru (platina,
carbon, aur, etc) prezintd inconvenientul cd permit oxidarea nitritului la valori ridicate ale
potentialului aplicat, permitdnd in acelasi timp oxidarea altor compusi interferenti din matricea
probei analizate. Pentru a depasi acest dezavantaj se foloseste un nanomaterial, incircat cu
sarcind electricd pozitivd care avantajeazd captarea si oxidarea ionilor de nitrit la suprafata
senzorului electrochimic, la o valoare scizutd a potentialului aplicat, evitind astfel oxidarea
speciilor interferente.

Detectia electrochimica a nitritului este realizatd amperometric prin masurarea curentului
rezultat in urma reactiei de oxidare a acestuia la suprafata senzorului polarizat la -0,2V....+0,7 V,
in tampon acetat-fosfat pH 3,5.....8.

Procedeul de obtinere a platformei electrosenzitive si metoda de analiza pot fi utilizate

pentru determinarea concentratiei ionilor de nitrit din orice tip de sol, cu pH-ul variind de la
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mediul acid, la neutru si respectiv pana la bazic. Avand in vedere variabilitatea solurilor si a pH-
ului acestora, pentru aplicarea metodei de analiza este necesara realizarea graficului de calibrare
pentru fiecare domeniu de pH. Graficul de calibrare pentru nitrit se realizeaza prin plasarea
senzorului electrochimic modificat conform inventiei intr-o celuld electrochimicid ce contine
tampon acetat-fosfat cu pH 3,5....8, inregistrandu-se semnalul de baza al senzorului pentru valori
ale potentialului aplicat de la -0,2 V....+0.7 V fatd de electrodul de referintd din Ag. Dupa
stabilizarea semnalului de bazi, se efectueazi aditii succesive a unor solutii de nitrit de sodiu de
concentratii diferite si se inregistreazd semnalul analitic corespunzitor fiecarei concentratii
addugate. Graficul de calibrare se obtine prin reprezentarea grafica a diferentei dintre semnalul
analitic inregistrat pentru fiecare concentratie de nitrit (Ino2) si semnalul electrochimic inregistrat
pentru linia de bazd (Iblank), anume Ino2-Ibiank, in functie de concentratia nitritului de sodiu
standard utilizat, graficul obtinut corespunzind unei ecuatii matematice cu 2 parametrii.

Analiza unei probe de solutie a solului ce contine o cantitate necunoscuti de nitriti se
realizeazad prin inregistrarea intr-o priméd fazd a pH-ului. Dupé inregistrarea valorii de pH, pe
suprafata senzorului realizat conform inventiei, se plaseazd un volum de 50....500 pL solutie
tampon fosfat-acetat si se inregistreazd semnalul de baza prin polarizarea senzorului la o valoare
de potential de -0,2 V....+0,7 V. Dupa inregistrarea semnalului de baza, notat cu Iplank, suprafata
senzorului se spald cu apa distilatd si senzorul este introdus in solutia solului, inregistrandu-se
semnalul corespunzitor concentratiei de nitriti aflatd in proba analizati, semnal notat cu Ino>.
Concentratia de nitriti este calculata prin interpolarea diferentei Inoz-Iviank pe graficul de calibrare
corespunzator pH-ului solului.

Regenerarea suprafetei active a senzorului modificat conform inventiei cu nanomaterialul
electrosenzitiv se realizeaza printr-un procedeu simplu, anume prin imersarea senzorului utilizat
in detectia nitritilor din solutia solului in tampon fosfat-acetat cu pH 3...8 si efectuarea unui
numdr de 5...20 cicluri de scanare a potentialului in domeniul +1,5.....-1,5 V vs Ag/AgCl, cu o
vitezd de scanare de 20..200 mV/sec utilizdnd un potentiostat/galvanostat, pana la disparitia
picului anodic corespunzitor oxidarii nitritilor.

Avantajele acestei inventii sunt urméitoarele:

- Platforma electrosenzitivd este usor de realizat, si anume filmul de polimer cu masi
moleculard mica, chitosan, in care sunt incorporate nanotuburile de carbon cu pereti multiplii
(MWCNT) se depune pe suprafata activd a unui electrod de lucru serigrafiat din pastd de
carbune;

- Procedeul de obtinere al filmului polimeric incorporand nanotuburile de carbon cu pereti

multiplii este simplu, reproductibil si ieftin;
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- Metoda de analizd a nitritilor utilizind senzorul miniaturizat si flexibil modificat cu
nanomaterialul electrosenzitiv este sensibild si precisd, fard a fi afectatd de alte specii
interferente.

- Procedeul de regenerare a suprafetei active a senzorului miniaturizat obtinut conform
inventiei este simplu de realizat, putand fi usor controlat.

- Metoda de determinare a nitritilor bazatd pe detectia electrochimicd utilizdnd senzorul
electrochimic miniaturizat realizat conform inventiei poate fi utilizat pentru probe complexe

de solutie de sol, nefiind necesare etape suplimentare de purificare a acestora.

in continuare, referitor la Figurile 1...6 este prezentat modul de aplicare a inventiei pentru
determinarea nitritului din solutia solului.

Figura 1 prezintd stabilitatea stratului de nanomaterial la suprafata activé a electrodului
de lucru determinatd prin inregistrarea a unui numar de 20 voltamograme ciclice intr-o solutie de
tampon acetat de concentratie 0,1 M, pH S contindnd nitrit de sodiu de concentratie 1 mM, cu o
vitezd de scanare a potentialului de 50 mV/sec. Se observd cd stratul de nanomaterial depus pe
suprafata electrodului de lucru prezintd o stabilitate ridicatd, demonstratd de suprapunerea
voltamogramelor inregistrate si mentinerea picului de oxidare atribuit oxidérii nitritului la
aceeasi valoare de potential anodic, fird scaderea intensitdtii curentului anodic.

Pentru determinarea cu acuratete a nitritului in soluri cu diferite valori ale pH-ului, este
necesard optimizarea potentialului de lucru cu senzorul dezvoltat conform inventiei. in Figura 2
sunt reprezentate voltamogramele inregistrate pentru senzorul electrochimic dezvoltat conform
inventiei, introdus in solutii de tampon acetat de concentratie 0,1 M, cu valori ale pH-ului de 4 si
respectiv 5, si tampon fosfat salin cu concentratia de 0,1 M, cu valori ale pH-ului de 6 si
respectiv 7, continand nitrit de sodiu in concentratie de 1 mM.

Folosind valorile de potential optime a fost realizatd calibrarea senzorului redatd in
Figura 3 si au fost obtinute dreptele de calibrare pentru nitrit din Figura 4, utilizind senzorul
electrochimic miniaturizat realizat conform inventiei si detectia amperometrica pentru diferite
valori de pH. Astfel, determinarea nitritului se poate realiza intr-un domeniu de concentratii
cuprins intre 0,015....3,45 mM, cu o sensibilitate specifici de 100.....205 mA-M1-em? si o
limitd de detectie de 0,5...14,9 pM analit. Limita de cuantificare a nitritului utilizind senzorul
realizat conform inventiei este de 3.....9 uM.

Figura § prezintd regenerarea suprafetei senzorului electrochimic utilizat pentru detectia
nitritului, prin realizarea a 12 cicluri de scanare a potentialului in domeniul cuprins intre -1,2 V
si +1 V vs Ag/ACI, cu o vitezd de scanare de 50 mV/sec. Se observd cid picurile anodice si

catodice corespunzitoare oxiddrii nitritului si respectiv reducerii produsului de reactie, scad in
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intensitate pand la disparitia acestora, demonstrand regenerarea suprafetei senzorului modificat
cu nanomaterialul realizat conform inventiei.

Figura 6 prezintd studiile de selectivitate realizate cu senzorul dezvoltat conform
inventiei in tampon fosfat-acetat pH 4,5....8, 1n prezenta unor compusi potential interferenti in
concentratii de 10....250 uM, la potentialele de polarizare optimizate. Raspunsul amperometric
inregistrat pentru aditii succesive de nitrit de sodiu §i respectiv specii interferente a fost exprimat
ca procent din semnalul inregistrat in doar pentru 10...200 puM nitrit de sodiu. Se observd cd in
prezenta speciilor interferente raspunsul amperometric al senzorului realizat conform inventiei
nu prezintd o variatie semnificativd, senzorul prezentidnd cea mai mare valoare a intensitatii
curentului inregistrat pentru aditia analitului de interes, nitrit de sodiu. Prin aceasta se
demonstreazd ca senzorul dezvoltat conform acestei inventii prezintd o selectivitatea ridicatd

pentru detectia nitritului din solutia solului.

In continuare sunt prezentate doud exemple de realizare a senzorului miniaturizat

electrochimic conform descrierii inventiei.

Exemplul 1

Un amestec de chitosan cu masd moleculard mica si concentratie 0,5% realizat in acid
acetic 2%, incorpordnd nanotuburi de carbon cu pereti multiplii (MWCNT) in concentratie de 5
mg/mL a fost depus pe suprafata unui electrod de lucru din pastd de cdrbune depus pe suport
flexibil de PVC, prin plasarea pe suprafata electroactivd a acestuia a unui volum de 10 pL
amestec. Senzorul astfel modificat a fost uscat in etuvd pentru 60 minute, la o temperaturad de
65°C. Sensibilitatea senzorului electrochimic bazat pe filmul polimeric incorporand MWCNT
pentru detectia nitritului este de 25,68 pA/mM pentru pH 5, de 16,07 pA/mM pentru pH 6 si
respectiv 13,96 pA/mM pentru pH 7.

Exemplul 2

Un amestec de chitosan cu masd moleculard micd si concentratie 1% realizat in acid
acetic 2%, Incorpordnd 1 mg/mL nanotuburi de carbon cu pereti multiplii (MWCNT) a fost
depus pe suprafata electrodului de lucru din pastd de carbune realizat pe suport ceramic, prin
plasarea pe suprafata electroactiva a acestuia a unui volum de 10 pL. amestec. Senzorul modificat
cu aceasta compozifie de nanomaterial a fost uscat in etuva pentru 45 minute la o temperatura de
65 °C. Sensibilitatea senzorului electrochimic astfel realizat pentru detectia nitritului este 11,52

HA/mM pentru pH 5, pentru pH 6 este 2,01 pA/mM si respectiv 1,03 pentru pH 7.
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REVENDICARI

1.

Procedeu de obtinere a unui senzor electrochimic miniaturizat pentru determinarea selectiva
a nitritului din solutia solului bazatd pe un material electrosenzitiv, caracterizat prin aceea
cd o solutie de chitosan cu masa moleculara micad de concentratie 0,02...5% preparat in acid
acetic 0,5...10% se amestecd cu nanotuburi de carbon cu pereti multipli de concentratie
0,2....15 mg/mL pand la obtinerea unei solutii omogene, care se depune pe suprafata
electrodului de lucru din pastd de cdrbune al unui senzor serigrafiat realizat pe suport din
material ceramic sau PVC, prin pipetarea a 2...20 pL si se usuca la o temperaturd de 50...130
°C, timp de 20...100 minute in etuva, senzorul obtinut pastrandu-se la temperatura camerei in

exicator pana la utilizare.

Senzor electrochimic realizat conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea ca, poseda o
componentd electroactivd formatd dintr-o matrice polimericd de chitosan ce incorporeazi
nanotuburi de carbon cu pereti multiplii, depusa fizic pe suprafata activd a electrodului de

lucru din pasta de cérbune al unui senzor serigrafiat realizat pe suport ceramic sau PVC.

Metoda de analiza a nitritilor din solutia solului, caracterizati prin aceea ci senzorul
electrochimic conform revendicdrii 2, se plaseaza in solutia solului, se polarizeaza la un
potential in intervalul +0,4...40,7 V vs Ag/AgCl, corespunzitor pH-ului solutiei solului, se
inregistreaza valoarea curentului anodic, care se interpoleaza pe curba de calibrare, raspunsul
amperometric al senzorului electrochimic fiind direct proportional cu concentratia nitritului

din proba analizata.
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