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Introducere

Aceasta teza prezintda aplicatii practice ale spectroscopiei vibrationale Tn domeniul
medical si farmaceutic, folosind cu precadere metode analitice bazate pe spectroscopia Raman
amplificata la suprafata, SERS. Rezultatele stiintifice prezentate in cadrul tezei sunt obtinute in
urma activitatii de cercetare realizata atat in cadrul Universitatii Babes-Bolyai Cluj-Napoca, sub
indrumarea Prof. Dr. Vasile Chis si a Conf. Dr. Nicolae Leopold, cat si in colaborare cu
Universitatea Tehnica Minchen (TUM), Catedra de Chimie Analitica, sub indrumarea Dr.
Christoph Haisch si a Dr. Natalia P. Ivleva.

n prima parte este introdus stadiul actual al cercetérii privind subiectele dezvoltate. Se
motiveaza totodata alegerea acestei ramuri a spectroscopiei aplicative si se subliniaza
inovativitatea si originalitatea activitatii de cercetare intreprinse pentru detectia la nivel de
urme a compusilor moleculari selectati si la nivel celular a microorganismelor raspunzatoare de
infectiile urinare.

A doua parte descrie metodologia experimentald si fundamentele teoretice utilizate in
sinergie pentru atingerea obiectivelor propuse. Urmatoarele trei capitole urmaresc descrierea
detaliata a aplicatiilor bazate pe SERS si evidentierea avantajelor acestor abordari, respectiv a
informatiei molecular-structurale cu un continut ridicat obtinute.

n capitolul trei sunt prezentate doua studii teoretice si experimentale privind compusi
moleculari cu un continut ridicat de azot, melamina si zidovudina. Metodele spectroscopice
utilizate sunt spectroscopia cu transformata Fourier in infrarosu, spectroscopia Raman si SERS.
Din punct de vedere teoretic s-au utilizat calcule DFT la un nivel B3LYP/6-31G(d), respectiv
B3LYP/6-311++G(d,p), atat in stare de gaz, cat si simuland interactiuni cu apa ca solvent. De
asemenea, s-a explicat prin calcule MEP adsorptia compusilor investigati la suprafata de Ag.

Capitolul patru este dedicat metodelor noi de sinteza a substratelor SERS-active, mai
exact descrie un substrat de argint preparat prin expunere a unei placute TLC la laser si a unui
substrat nou de aur, realizat prin reducerea sarii de aur cu un polimer, astfel obtindnd
nanoparticule cu o biocompatibilitate ridicata.

n ultimul capitol sunt prezentate rezultatele obtinute in cadrul stagiului de sase luni la
Universitatea Tehnicd Miinchen, Catedra de Chimie Analiticd. Tn acest studiu se urméreste
detectia cat mai rapida, eficienta si necostisitoare a microorganismelor ce cauzeaza infectiile
urinare (E. coli si P. mirabilis).



Analiza teoretica si vibrationala a compusilor cu continut ridicat de azot

Melamina este un compus molecular cu un continut ridicat de azot utilizat pentru a

frauda calitatea proteica a produselor alimentare, mai ales a laptelui praf sau a altor produse

derivate din lapte. De aceea s-a impus la nivel european ca limita permisa pentru melamina in

laptele praf sa fie de 1 mg/kg iar in altfel de produse de maxim 2.5 mg/kg. Metodele

conventionale de analiza ultrasenzitivd a melaminei sunt spectrometria de masa , cromatografia
lichida de Tnalta performanta [1], cromatografia gazoasa sau lichida cat si electroforeza capilara
[2]. Acestea permit Intr-adevar atingerea limitelor de detectie de ordinul partilor pe milion sau
chiar pe miliard. Totusi, costurile necesare sunt ridicate, iar aparatele sunt statice, nu pot

ajunge in teren si totodata analiza depinde de personal foarte specializat. De aceea, in acest

studiu se propune o metoda alternativa de detectie, SERS, care este la fel de senzitiva, dar cu
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Fig.1. Structura B3LYP/6-311++G(d,p)
optimizata a melaminei neutre.

Fig.2. Structura partial optimizata a
clusterului de 10 molecule de
melamina.

avantajele de a fi mult mai ieftina, versatila si mobila, deci
ideala in activitati de cercetare desfasurate in teren.

Structura optimizata prin calcule DFT la nivelul de
teorie B3LYP/6-311++G(d,p) a melaminei in stare neutra
este inclusa Tn Figura 1. S-a constatat ca forma neutrad a
moleculei este neplanara datorita unor mici deviatii ale
atomilor de carbon si azot din inelul de triazina.
Consideram aceasta structura ca fiind cea reala, chiar daca
alte studii teoretice indica o planaritate a formei neutre a
melaminei [3]. Geometria de start a calculelor noastre a
fost structura determinata experimental prin difractie de
raze X, publicata de Varghese [4]. Pentru o reproducere
acurata a spectrelor vibrationale a melaminei, s-a conceput
un cluster format din 10 molecule, unele fixe, altele avand
posibilitatea de a vibra, care sa reprezinte celula
elementara a structurii cristaline a melaminei. Figura 2
prezintd structura partial optimizata prin calcule B3LYP/6-
31G(d) a clusterului descris.

Spectrele inregistrate experimental SERS si Raman
ale melaminei, alaturi de spectrul Raman calculat pentru
clusterul de molecule de melamina sunt expuse in Figura 3.
Utilizarea modelului de cluster in calcularea DFT a
frecventelor Raman s-a dovedit o solutie buna in prezicerea
acuratda a numerelor de unda regasite in spectrul



experimental.
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Fig.3. Spectrul Raman al clusterului, spectrul FT-Raman al melamine pulbere si spectrul SERS la pH 8 al
melaminei.

Deoarece la valori pH acide s-a dovedit prin calcule pK, prezenta predominanta a speciei
protonatd a melaminei, am investigat atat SERS cat si cu ajutorul calculelor DFT aceasta zona de
pH a solutiei apoase de melamina. Figura 4 prezinta spectrul SERS inregistrat la pH 4 al solutiei,



iar Figura 5 arata monitorizarea raspunsului SERS al solutiei la diferite valori ale pH-ului (laserul
utilizat:532 nm).
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melaminei s-a realizat cu succes prin metode spectroscopice si calcule teoretice DFT. Limita de
detectie obtinuta pentru melamina in solutie apoasa este 32.4 ug/ml.

Zidovudina este o moleculd cu relevanta farmaceutica, fiind membru al clasei de
inhibitori ai transcriptazei inverse, utilizati in tratarea SIDA (Sindromul Imunodeficientei
Dobandite). Totodata, zidovudina este folosita si in radio terapia cancerului, fiind capabila sa
opreasca inmultirea celulelor canceroase [5]. Structura moleculara a zidovudinei neutre
optimizata la nivelul B3LYP/6-31G(d) de teorie este prezentata in Figura 7.
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Fig.7. Structura moleculara optimizata la nivelul B3LYP/6-31G(d) de teorie a zidovudinei, cea heutra

zidovudinei in forma neutra, in gaz. (prezentd predominant la pH
cuprins intre 5-9) si cea

deprotonata (la pH mai mare sau egal cu 12).

Privind detectia SERS a zidovudinei s-a obtinut o limit3 de detectie de 10°M (vezi Figura
8) la excitarea cu laserul 532 nm. Spectrele SERS inregistrate pentru cele doua specii moleculare
sunt ilustrate in Figura 9. Cele mai intense benzi vibrationale in SERS sunt caracteristice grupului
carbonil, prezente intre 1640-1660 cm™ si ale grupului azida de la 2111 cm™. Amplificarea la
suprafata SERS poate fi observata si in cazul vibratiei de ,respiratie” a inelului aromatic (789-
793 cm™). Aceste observatii spectroscopice cuplate cu calculul MEP (vezi Figura 10) au dus la o
intelegere completa a modului de adsorbtie la suprafata de Ag a zidovudinei. Zidovudina
interactioneaza cu suprafata de Ag prin atomii de oxigen ai inelului timina. Astfel, acest inel
adopta o pozitie apropiata de cea perpendiculara la suprafata, concluzie sustinuta si de regulile
de selectie SERS.

Un aspect important legat de zonele reactive ale moleculei de zidovudina (evidentiate
prin ,maparea” potentialului electrostatic- studiul MEP) este faptul ca prin interactiuni cu



metale ionice sau cu suprafete cu sarcind, activitatea biologica a zidovudinei poate fi

imbunatatita [6].
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Fig.10. Potentialul electrostatic 3D al zidovudinei calculat la nivelul B3LYP/6-311++G(d) de teorie.



Sinteza de noi substrate SERS-active

Prepararea in situ a unui substrat de Ag si detectia SERS in urma separarii
prin cromatografie pe filme subtiri

Dezvoltarea de abordari inovative in domeniul senzorilor SERS reprezinta un obiectiv
urmarit de cercetarea actuala datorita potentialului ridicat al SERS in ceea ce priveste
specificitatea si ultra sensitivitatea caracteristice metodei. n general se urméreste sintetizarea
de noi substrate SERS-active sub forma nanoparticulelor (NP) sau a filmelor subtiri [7-13] care
sa fie caracterizate printr-o rugozitate cat mai ridicata.

Tn cadrul acestui studiu propunem dezvoltarea unui sistem simplu, care cupleazd SERS
cu metoda de separare cromatografica pe filme subtiri (TLC). Ca molecule de test s-au ales
cromofori cu semnal SERS cunoscut si des utilizate in detectia SERS la nivel molecular [14-16].
Sinergia dintre aceste doua metode a mai fost utilizata cu succes [17-19], insa noutatea
sistemului propus Tn acest studiu consta in simplificarea metodologiei o datd cu exploatarea
senzitivitatii SERS la maxim. Placutele utilizate pentru separarea de mixturi binare de cromofori
au fost tratate in prealabil cu o solutie de azotat de Ag pentru a obtine rapid si eficient prin
iradierea cu laser substrate SERS-active in situ, de mici
dimensiuni (<1 mm) si localizate preferentiala in
punctele de separare a cromoforilor. Protocolul de
preparare a probelor a fost optimizat in urma
monitorizarii a diferitelor metode de creare a
substratului in situ (prin aplicarea solutiei de azotat de
Ag doar local, prin utilizarea a timpi de iradiere
diferiti, a cromofori diferiti precum si in concentratii
diferite). Cea mai rapida si eficienta procedura si cea
propusa de noi in acest studiu este pretratarea
plicutelor TLC cu azotat de Ag (102 M), separarea
cromoforilor prin introducerea verticala a placutei
intr-o solutie de apa cu etanol (2:3) si iradierea laser
exact pe punctele de separare a celor doi cromofori
timp de circa 15 s.

Figura 11 prezinta sistemul de detectie utilizat pentru

Fig.11. Imagine cu sistemul de detectie folosit identificarea SERS a cromoforilor separati prin TLC din
pentru identificarea cromoforilor separati din mixturi binare (laserul utilizat: 532 nm). Figurile 12 si
mixturi binare. 13 prezinta spectrele SERS inregistrate de la 2 mixturi
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continand complexul metalic Cu(ll) al 4-(2-pyridylazo)resorcinol-ului [Cu(PAR),] in concentratie
10°M si bixina (5x10™*M), respectiv cresil violet (10°M). Identificarea cromoforilor s-a ficut cu
mare precizie pe baza raspunsului spectroscopic, prin consultarea totodata a altor studii SERS

pe acesti compusi.

Sistemul de detectie propus poate fi utilizat cu succes intr-o arie larga de aplicatii
biomedicale — pentru detectia de medicamente, substante poluante, aditivi alimentari, etc.

1337

1337

1279

>, 2
== k7
75
5 15
= =
. o
@ 4
L 3 L]
n 2 2 *
Bixine Cresyl Violet

! | ! I ' 1 ' I ' I ! I M I T T T T T T

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Raman Shift / cm™ Raman Shift / cm”

Fig.13. Spectrele SERS ale Cu(PAR), si cresil violet

Fig.12. Spectrele SERS ale Cu(PAR), si bixina
inregistrate dupa separarea TLC a mixturii lor.

inregistrate dupa separarea TLC a mixturii lor.
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Sinteza de nanoparticule de aur reduse cu polietilen glicol

Nanoparticulele (NP) au diverse aplicatii ce depind de dimensiunea, distributia si
stabilitatea lor [20-21]. Dimensiunea NP poate fi controlata prin adaugarea a diferite cantitati,
respectiv in diferite concentratii de saruri metalice la sinteza lor. Suspensiile coloidale sunt
influentate de temperatura, agregare, iradierea cu lumina, dar si de ionii de Cl [22] sau valoarea
pH-ului [23]. Pe langa stabilitatea lor, Tn anumite aplicatii biomedicale, este important ca NP sa
detina un grad redus de toxicitate, respectiv sa fie cat mai biocompatibile.

De regulda, metodele conventionale de sinteza a NP necesitd pe langa sarea metalica
pentru a avea loc reactia de reducere si anumiti stabilizatori sau agenti de agregare (NaOH,
NaCl, etc.). Ceea ce propunem in acest studiu este o sinteza de NP de Au cat mai simpla, rapida
si lipsita de agenti stabilizatori sau de agregare, astfel incat biocompatibilitatea obtinuta sa fie
maxima. Astfel, s-a dezvoltat sinteza NP de Au prin reducerea cu polietilen glicol (PEG), fara a fi
necesara tiolarea polimerului sau adagarea de alti agenti la sinteza. Solutia coloidala se obtine
prin aducerea la temperatura de fierbere a solutiei de sare de Au si prin adaugarea fie rapida,
fie lenta a agentului reducator, PEG. Astfel, folosind PEG cu lant de diferite dimensiuni si
totodata modificand viteza de addugare a PEG-ului, s-au sintetizat NP de Au de diferite
dimensiuni. S-a observat cd la o adaugare lentd a PEG-ului, NP tind prin nucleare sa aiba
dimensiuni mai mari (aprox. 60 nm), iar la adaugarea rapida se obtin NP de dimensiuni mici (7-
20 nm). Tn functie de aplicatia in care se folosesc NP biocompatibile sintetizate, se alege un
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Fig.14. Spectrele de absorptie UV-Vis pentru coloizi sintetizati cu maximului de absorptie in raport
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procedurii raportate de Haiss et al. [24]. Prin investigarea NP sintetizate prin microscopie
electronica in transmisie-TEM (vezi Figura 15) s-au putut confirma rezultatele obtinute privind
diametrul NP.
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Fig.15. Imagini TEM ale NP de Au sintetizate prin reducerea cu PEG 200 metoda rapida (A), cu PEG 8000
metoda rapida (B), cu citrat de sodiu (C) si cu PEG 200 metoda lenta (D).

Distributia diametrului NP pentru sinteza cu PEG 200 rapida (r), respectiv lenta (s) este
prezentata in Figura 16, in urma masuratorilor de imprastiere dinamica a luminii.

Activitatea SERS a coloizilor preparati a fost testata cu ajutorul analitilor comuni in astfel
de experimente (cristal violet, rodamina, albastru de metil, etc. ) dupa cum este ilustrat in
Figura 17. Factorul de amplificare SERS obtinut a fost comparabil cu cel al coloizilor preparati
prin reducerea cu citrat de sodiu, precum se poate observa in Figura 18. Avantajul folosirii
coloizilor redusi cu PEG, mai ales in aplicatii biomedicale consta in toxicitatea considerabil
redusa fata de cea a coloizilor pe baza de citrat. Mai mult, functionalizarea NP PEG-ilate se
poate face foarte usor cu o gama larga de medicamente sau markeri.
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Detectia bazata pe SERS a uropatogenilor

Detectia si identificarea precoce a germenilor uropatogeni este o necesitate stringenta
avand in vedere consecintele generate de acestea asupra organismelor infectate. Detectia
precoce impiedica instalarea unor modificari patologice reno-urinare care pot avea consecinte
ireversibile.

Metodele bacteriologice uzuale prezinta impedimentul ca identificarea se face pe medii
de cultura care necesita minim 24 de ore pentru identificarea germenilor uropatogeni. Teza de
fata prezinta un studiu la Universitatea Tehnica din Minchen si prezinta o metoda inovativa
pentru identificarea la nivel unicelular a microorganismelor ce cauzeaza infectiile bacteriene
intr-o perioada de cateva minute prin metoda spectroscopica Raman. Astfel clinicianul poate
diagnostica rapid afectiunea si aplica o terapie adecvata.

Infectiile tractului urinar (ITU) reprezinta prezenta microorganismelor patogene in
tractul urinar al pacientului. Testarea prezentei diferitelor microorganisme in probe de urina
pentru a diagnostica ITU reprezintd o analizd de rutind deoarece ITU sunt cele mai comune
infectii intalnite la pacienti. Mai exact, peste 50% din femei si 13% din barbati se confrunta cel
putin o data in viata cu un episod de infectii ale tractului urinar [25]. Cel mai intalnit uropatogen
ramane Escherichia coli, alaturi de entrococi, Pseudomonas aeruginosa si Proteus mirabilis. ITU
pot cauza sarcini premature sau chiar decesul fatului pentru pacientele insarcinate, dar
totodatd o serie de boli renale, mai ales la copii. In majoritatea cazurilor, persoanele
susceptibile la ITU sunt cele Tn varsta, femeile (mai ales in perioada sarcinii) si copiii. Datorita
implicatiilor importante de ordin medical si financiar, diagnosticarea ITU cat mai eficienta si mai
rapida conduce imediat la o imbunatatire a calitatii vietii subpopulatiilor predispuse acestor
infectii.

Diagnosticarea ITU reprezinta un proces cu mai multi pasi: determinarea concentratiei
uropatogenilor prezenti, identificarea tipului de uropatogen (de regula un singur tip cauzeaza
infectia, nu mai multe tipuri de microorganisme simultan), precum si susceptibilitatea
uropatogenului la diferite antibiotice (asa numita antibiograma) in vederea tratarii infectiei.
Astfel de investigatii necesita in mod conventional cultivarea repetata a microorganismelor
colectate din proba de urina, ce poate dura pana la 48 de ore pentru ca acele colonii sa creasca,
sa fie cuantificate si mai apoi expuse antibioticelor pentru antibiograma. Dat fiind ca pacientul
nu poate sa ramana fara un tratament provizoriu in toata aceasta perioada, de regula medicul i
prescrie antibiotice de spectru larg inainte de a putea consulta rezultatele antibiogramei.
Aceasta practica are multe efecte nedorite, atat pe termen scurt cat si pe termen lung: tratarea
ineficienta ce duce la revenirea infectiei sau agravarea acesteia, cresterea rezistentei la
antibiotice a unui numar tot mai mare de tulpini de uropatogeni, precum si costuri medicale
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ridicate [26-27]. De aceea este imperios necesara o metoda rapida si precisa de diagnosticare a
ITU si de verificare a susceptibilitatii uropatogenilor la antibiotice. Gasirea unei solutii
imbunatatite fatd de cea actuald ar asigura beneficii semnificative in domeniul serviciilor de
sanatate, dar si in calitatea vietii persoanelor cu o sensibilitate ridicata la aceste infectii.

Metodele traditionale utilizate in detectia rapida si senzitiva a bacteriilor sunt bazate pe
reactia de polimerizare in lant (PCR). Acestea necesitd o varietate de tulpini pentru calibrare in
prealabil (specii care pot sau nu fi disponibile) si prezinta probleme privind contaminarea,
interpretarea complexa a rezultatelor, precum si costuri extrem de ridicate. Spectrometria de
masa este o alternativa propusa in detectia bacteriilor fara a fi necesara cultivarea lor [28].
Totusi, la fel ca si abordarea PCR, spectrometria de masa depinde de cunoasterea initiala a
patogenului studiat, presupune o analizd complexa si costuri ridicate.

fn ultimii ani s-au dezvoltat noi metodologii care includ aplicatii promititoare ale
spectroscopiei Raman pentru diagnosticarea ITU [29]. Spectroscopia vibrationala, precum
Raman sau SERS (efectul Raman amplificat la suprafatd) au fost testate cu succes in detectia
bacteriilor cu o pregdtire minimala a probei [30-32]. Clasificarea bacteriilor la nivel de tulpina
este posibila cu mare precizie si cu un timp de analiza semnificativ redus folosind SERS [33-35].
Recent, pana si susceptibilitatea bacteriilor la anumite antibiotice a fost realizata cu ajutorul
spectroscopiilor Raman si SERS [29, 36]. Practic, o analiza bazata pe SERS presupune expunerea
unui volum foarte redus de proba (circa 10 pl) pe o sticla de microscop tratata chimic astfel
incat sa asigure fixarea microorganismelor prin forte electrostatice, iar mai apoi, inregistrarea
de spectre SERS cu ajutorul unui laser cu lungimea de unda 633 nm. Procesarea datelor
spectrale obtinute este minima: se reduce la indepartarea zgomotului de fundal si la o
normalizare pentru compararea eficienta a rezultatelor. Dezvoltarea metodologiei de detectie
SERS a uropatogenilor pentru o scanare si monitorizare rapida a probelor de urina si o
diagnosticare precisa a infectiilor tractului urinar este de real interes in clinici, care se confrunta
zilnic cu mii de probe de investigat si cu tot mai multe complicatii induse de actuala practica
medicala.

Procedura standard de diagnosticare presupune o serie de procedee ce pot dura de la
24 ore pana la cateva zile. Mai intai are loc cultivarea microorganismelor prelevate din probe de
urind Tn scopul estimarii concentratiei patogenilor prezenti in urina. Apoi se recurge la
monitorizarea in timpul tratarii cu diferite antibiotice pentru a obtine asa-numita antibiograma.
Luand in vedere acest parcurs indelung pana la gasirea unui tratament potrivit infectiei de la caz
la caz, este evident ca exista un interes real de a dezvolta o tehnica rapida, eficienta si de
incredere care sa ofere solutii in termen de maxim cateva ore. Astfel, costurile materiale dar si
cele legate de personalul pregatit medical sa realizeze aceste procedee anevoioase ar fi
considerabil reduse, iar cresterea rezistivitatii patogenilor la antibiotice nu ar mai fi incurajata.
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Pana in acest moment nu s-a dezvoltat un procedeu alternativ de diagnosticare a ITU
desi detectia si identificarea microorganismelor Gram-negative si Gram-pozitive a fost
optimizata in decursul ultimilor ani, ajungandu-se pana la precizia speciei si reusindu-se
inregistrarea spectrelor vibrationale la nivel de singura celula bacteriana. Ceea ce se propune
in cadrul acestui proiect este combinarea sensitivitatii spectroscopiei SERS cu analiza PCA in
scopul diagnosticarii precise si impartiale a ITU.

Spectroscopia SERS este utilizata cu success in ultimii ani de mai multe grupuri de
cercetare cu experienta in domeniu in vederea obtinerii de informatii cat mai precise si mai
complexe legate de microorganisme unicelulare, mai ales a celor patogene [37-44]. De ce este
SERS o tehnica ideala de investigare a probelor biologice complexe? Printre avantajele acestei
metode spectroscopice se numara ultrasenzitivitatea, permitand detectia la nivel de o singura
molecula [14, 16, 32].

n Figura 19 este ilustrat modul de fixare a probei biologice pe sticla de microscop si volumul
minim necesar pentru investigare (circa 10 ul). Pentru a explica pe scurt procedura, sticla de
microscop este tratata chimic in prealabil, obtinandu-se o protonare a gruparilor terminale
disponibile prin silanizarea initiala a sticlei. Prin protonare, se obtine o sarcina electropozitiva

PO

permanentd care este utilizata
pentru a atrage electrostatic

PO -
bacteriile continute in proba de
interes. Suprafata bacteriilor

este negativda si de aceea
fixarea lor pe suprafata sticlei

are loc in doar cateva minute,

foarte eficient. In urma fixarii,

se adauga coloidul peste proba
Fig.19. Probe biologice aplicate pe sticla de microscop sub forma de

iar apoi se finregistreaza
picdturi cu volum de circa 10 ul si insertie cu imaginea microscopica spectre SERS de la
(obtinuta cu obiectiv de 100x) a unei probe. Se pot distinge cu . i o
e . ) . e . microorganisme individuale,
usurinta microorganismele E. coli sub forma alungita si translucide,
deci la nivel unicelular.

prezente in proba investigata.
Exemple de spectre SERS ale

unei singure bacterii Gram-negative sunt ilustrate in Figura 20.

Elementul inovator al acestei proceduri experimentale este lipsa unui receptor la suprafata
sticlei de microscop care sa asigure fixarea microorganismelor prin legaturi covalente sau tintire
specifica tipului de patogen prin utilizarea anticorpilor. Spre deosebire de procedeele propuse
in literatura pana in prezent, detectia uropatogenilor are loc in acest caz fara a fi necesara
utilizarea acestor receptori specifici [38, 43-45]. Mai mult, prin imobilizarea NP de Ag folosite ca
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substrat SERS doar pe baza interactiunilor electrostatice, reproductibilitatea rezultatelor
inregistrate va fi imbunatatita. Acest fapt se datoreaza controlului castigat prin imobilizare
asupra distantei dintre NP. Acest factor a fost deja investigat si s-a dovedit hotarator in ceea ce
priveste efectul SERS ca si concept fundamental [46-47].
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Fig.20. Spectre SERS inregistrate pe cate o singura celula bacteriana pentru 4 specii diferite.
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PCA este o tehnica statistica utilizata pentru simplificarea seturilor de date complexe si
determinarea variabilelor cheie dintr-un set de date multidimensional care explica cel mai bine
diferentele in observatiile experimentale. Spectrele obtinute au fost introduse in aplicatia soft
Unscrambler 9.1 (CAMO, Norvegia) pentru analiza PCA. Mai intai, analiza PCA s-a realizat pe
spectrele neprocesate. Apoi, s-a aplicat analiza PCA pe spectrele de prima si cea de-a doua
derivata; din experienta noastra aceste spectre pot oferi rezultate mai precise, contribuind la
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eliminarea efectelor de imprastiere, precum semnalul de fundal datorat fluorescentei sau cel
datorat SERS [48].

Pe baza analizei SERS-PCA a spectrelor obtinute de la uropatogeni s-a realizat identificarea
precisa la nivel de specie a microorganismelor (vezi Figura 21). Intervalul spectral de interes
este cel cuprins intre 500-1800 cm™, zon3 in care se poate diferentia amprenta spectral3 a
fiecarui uropatogen. Astfel, folosind diferiti algoritmi de analiza multivariata, s-a dezvoltat un
model statistic de identificare precisa a uropatogenilor E. coli si P. mirabilis cu precizie de 60%.
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Fig.21. Rezultatele analizei PCA pentru doua specii de uropatogeni (E. coli si P. mirabilis). Cele doua grupuri
corespunzatoare fiecare unui tip de uropatogen au fost complet separate, diferentierea pe baza spectrelor SERS fiind
realizata cu o precizie de 60%.
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Concluzii

Obiectivul acestei teze de doctorat de a utiliza cu succes metode teoretice de calcul DFT
si spectroscopice pentru a dezvolta aplicatii biomedicale bazate in special pe SERS a fost atins
dupa cum ilustreaza rezultatele sumarizate mai jos.

Un studiu teoretic si vibrational al compusilor cu un continut ridicat de azot (melamina si
zidovudina) a fost realizat in prima parte a tezei. Investigarea complexa a proprietatilor
structurale, vibrationale si a mecanismului de adsorbtie al acestora a dus la o intelegere
completa a comportamentului acestora si la detectia lor SERS la nivel de urme.

in cea de-a doua parte a tezei s-a dezvoltat posibilitatea de a prepara substrate SERS-
active prin doua metode inovative. SERS a fost cuplata cu TLC in scopul detectiei ultra senzitive
a unor cromofori uzuali si a optimizarii unui sistem simplu si eficient de analiza a mixturilor
binare dupa separarea pe placuta TLC. O metoda de sinteza noua a NP de Au prin reducerea cu
PEG de diferite dimensiuni a fost dezvoltata urmarind o biocompatibilitate cat mai ridicata,
potrivitd aplicatiilor biomedicale. Metoda propusa permite prin simpla modificare a cantitatii,
respectiv a lungimii lantului de PEG ales, prepararea de NP de diferite dimensiuni in functie de
scopul aplicativ urmarit.

in ultima parte a tezei este descrisdi metoda de detectie optimizatd in stagiul de
mobilitate de la TUM pentru identificarea uropatogenilor comuni la nivel unicelular. Prin
cuplarea continutului ridicat de informatie structurala al spectrelor SERS obtinute pe diferite
specii de uropatogeni cu analiza multivariata PCA, s-a dezvoltat un model statistic de
identificare si discriminare a microorganismelor cu o precizie de 60%.
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