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INTRODUCERE

Viata noastrd se afld intr-o continud schimbare, la fel ca si asteparile si
perspectivele noastre asupra modului de trai. Omenirea este intr-o permanenta incercare de
a se adapta noului stil de viata alert, puternic influentat de catre evolutia rapidd a
tehnologiilor informationale. In acelasi timp, cautim si incercam sa dezvoltim noi metode
si instrumente mai rapide, dar si mai blande cu mediul, cu scopul final de a ne imbunatati
calitatea vietii. Printre acestea se numara si metodele spectroscopice vibrationale, care au
atras deja un interes considerabil si sunt utilizate cu succes in numeroase domenii de
cercetare, printre care medicina, industria farmaceutica si chiar in domeniul asigurarii

calitdtii alimentelor, tocmai datoritda multiplelor avantaje, in detrimentul metodelor clasice.

Aceasta teza a fost gandita ca un prim pas facut inspre construirea si fabricarea de
senzori miniaturizati, de finaltd sensibilitate si Specificitate, cu posibile aplicatii n
imbunatatirea calitatii vietii. Un parametru foarte important pentru obtinerea unor astfel de
dispozitive cu proprietati senzoristice este reproductibilitatea. Pentru a obtine rezultate
reproductibile, este obligatorie o optimizare a procedurilor si metodelor experimentale,
precum si a parametrilor experimentali. Scopul acestei tezei a fost acela de optimizare a
parametrilor fizico-chimici a unor filme nanometrice de aur, dar si a unor sisteme

biomoleculare cu aplicatii in imbunatatirea calitatii vietii.

Prima etapa a fost depunerea de filme metalice subtiri, cu terase atomice, care vor
servi drept substrat pentru fabricarea de senzori si biosenzori. Doi parametrii
experimentali au fost variati si optimizati, iar proprietatile structurale si morfologice ale
filmelor de aur depuse au fost evaluate prin masurdtori de difractie de raze X si prin

microscopia de scanare prin efect tunel.

Urmatoarea etapd descrisd in aceastd teza a constat in investigarea a doud
antibiotice (trimetoprim si sulfametoxazol) atat din punct de vedere teoretic, utilizand
teoria functionalei de densitate (DFT), cat si prin spectroscopiile IR, Raman si Raman
amplificata de suprafatda (SERS). Doua modele teoretice au fost utilizate pentru a modela
interactiunea moleculei de trimetoprim cu suprafata de argint, aceasta interactiune avand
loc prin inelul de pirimidina, care se afla perpendicular pe aceasta. Rezultatele sugercaza
ca profilul spectrului experimental SERS este bine reprodus prin combinarea celor doua

modele teoretice folosite. Cel de-al doilea antibiotic studiat, sulfametoxazol, a fost



caracterizat prin spectroscopie FTIR/ATR, FT-Raman si SERS. Pentru o atribuire corecta
a modurilor de vibratie ale moleculei studiate, tehnicile spectrosopice mai sus mentionate
au fost folosite impreuna cu modelarea teoretica DFT. Accentul s-a pus pe studierea
modului Tn care molecula interactioneaza cu suprafata nanoparticulelor de argint. S-a
determinat calitativ geometria moleculei in apropierea suprafetei de argint, pe baza
calculelor realizate pe molecula absorbita pe un sistem slab, cu rol in simularea suprafetei
de Ag(111).

Ultimul scop al acestei teze a constat in aplicarea spectroscopiilor Raman si SERS
cu scopul de a caracteriza doua specii de bacterii Gram-pozitive si discriminarea lor pe
baza rezultatelor spectroscopice si a analizei componentelor principale (PCA). Speciile
studiate au fost Lactobacillus casei si Listeria monocytogenes. Spectrele Raman sunt
foarte asemanatoare, aproape identice, iar discriminarea lor s-a putut face doar pe baza
analizei statistice a spectrelor inregistrate. In cazul caracterizarii prin SERS, doua metode
de preparare a probelor au fost testate si comparate. S-au urmarit diferentele spectrale
dintre cele doua specii, benzile spectrale comune si identificarea siteurile SERS active, in
functie de metoda de preparare aplicata. Discriminarea s-a realizat cu succes si n cazul

analizei SERS, iar componentele care au participat la discriminare au fost identificate.



Depunerea de filme subtiri de aur folosind tehnica de epitaxie Tn fascicul

molecular

Aurul (Au) este un metal foarte cunoscut, cu o plaja variata de posibile aplicatii,
datorita proprietatilor sale. Principalele sale avantaje, cum ar fi inertia chimica,
temperatura joasa la care poate fi procesat si conductivitatea electrica fac din acest metal
unul dintre cele mai utilizate materiale in fabricarea de sisteme microelectromecanice,
cum ar fi MEMS si NEMS [1]. Proprietatile optice neobisnuite ale filmelor ultrasubtiri de
Au (< 10 nm) evaporate pe substraturi transparente, cum ar fi mica sau cuart fac din aceste
filme baza perfecta pentru construirea de senzori optici [2]. Majoritatea acestor senzori se
bazeaza pe afinitatea chimicd a numeroase molecule fatd de suprafata de Au si au

proprietatea de auto-asamblare.

Interesul fata de optimizarea parametrilor de depunere cu scopul de a obtine filme
de Au cu terase atomice si rugozitate mica, de efectul tratamentului termic asupra filmelor
depuse, dar si fatd de proprietitile de suprafata ale lor este inca prezent in randul
grupurilor de cercetare. Siliciul (Si) este un substrat de interes pentru depunerea de filme
subtiri de Au. Ca si carbonul si germaniul, la temperatura camerei Si are structura
cristalina de diamant, cu atomii legati prin legaturi covalente de 0.5431 nm. Celula

elementara a Si contine 8 atomi, iar reteaua cristalina este de cub cu fete centrate.
Detalii experimentale

Filmele de Au au fost depuse pe substraturi de Si(111) care au dezvoltat
reconstructia 7x7, folosind un sistem MBE care opereaza in vid ultrainalt UHV Lab-10
MBE, cuplat cu un echipament UHV SPM care poate sa opereze la diferite temperaturi.
Ambele facilitati au fost achizitionate de la firma Omicron GmbH din Germania si
instalate intr-o camera curata de clasa 100 000, din cadrul Departamentului de Fizica

Moleculara si Biomoleculara, INCDTIM Cluj-Napoca.

Substraturile de Si(111) pe care s-au efectuat toate depunerile de Au au fost
achizitionate de la Insitutul de Tehnologie a Materialelor Electronice din Varsovia,
Polonia. Toate sunt dopate cu P si au dimensiunile de 3 mm x 13 mm, iar in grosime 0.5
mm. Materialul de Au (puritate de 99.9995 %) a fost cumparat sub forma de bucati de
diferite dimensiuni de la Premion, Alfa, Germania. Materialul a fost pus intr-un creuzet de

PBN 1in interiorul unei celule de efuzie MBE si incilzit la temperatura de 1240 ‘C, pentru



filmele de Au depuse la diferite temperaturi ale substratului, pe cand in cazul modificarii
ratei de depunere, temperatura de incalzire a Au a fost variata in intervalul 1190 — 1300
“C. Pentru optimizarea temperaturii substratului si a ratei de depunere, patru filme de Au
au fost depuse la temperaturi ale substratului care au variat in intervalul 480 - 630 ‘C, si
alte patru filme de Au au fost depuse la rate de depunere din intervalul 0.15 — 4.3 nm/min.
Dupa depunerea propriu-zisa, toate filmele au fost supuse unui tratament termic. Acesta s-
a facut timp de 60 de minute, la temperatura de depunere, si a fost urmat de o racire

controlatd, cu o rati de 13 'C-min" pana s-a ajuns la temperatura camerei.

Caracterizarea STM a filmelor tratate termic s-a facut ex situ cu un VT-SPM, iar
imaginile STM au fost vizualizate cu ajutorul programului specializat SPIP (Scanning

Probe Image Processor (SPIP) 6.0.10 Image Metrology ApS, Lyngby, Danemarca).

Reconstructia 7%7 a substratelor de Si(111) a fost evaluata folosind imagini STM
(Fig. 1) si masuratori de RHEED (Fig. 2).

Figura 1. a) Imaginea STM a reconstructiei 7X7
a Si(111) obtinuta la o diferenta de potential de
—2V si un curent de tunelare de 0.3 nA; b)
Celula elementara pentru Si(111) 7x7.

Figura 2. Imaginea RHEED pentru
Si(111) obtinuta dupa curdtarea
substratului.

& Influenta temperaturii substratului asupra proprietitilor structurale si

morfologice ale filmelor de Au/Si(111)

Scopul a fost acela de a depune filme subtiri de Au potrivite pentru studii STM si
AFM de rezolutie moleculara. De aceea, filmele depuse trebuie sa aiba o rugozitate cat
mai mica si sa prezinte terase atomice. Am investigat modul de variatie a morfologiei

filmelor depuse la temperaturi variabile ale substratului. Patru filme de Au, cu o grosime

e



de 100 nm au fost obtinute la 480 ‘C (film 1), 530 "C (film 2), 580 "C (film 3) si 630 'C
(film 4), si o rata de depunere de 1.6 nm/min.
e Masuritori de difractie de raze X
Orientarea filmelor a fost studiata prin difractie de raze X (XRD) in geometria
Bragg-Brentano (6-26 n intervalul 10°- 90°), cu un pas de scanare de 0.02° cu 0.8 s/pas.
Figura 3 prezinta difractogramele normalizate ale filmelor depuse la patru temperaturi

diferite ale substratului. Se observa ca

difractogramele filmelor depuse la o
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Figura 3. Difractograma de raze X pentru filmele prezinta doar  doud  peak-uri
subtiri de Au/Si(111) depuse la temperaturi corespunzand directiei (111). Acest

diferite ale substratului. o ) .
lucru este un indiciu a orientarii
preferentiale a cristalitelor, paralel cu substratul [3]. O data cu cresterea temperaturii la
630 'C, in difractograma apare peak-ul corespunzitor planului  (200), sugerand o
modificare a orientdrii preferentiale a cristalitelor si implicit inducerea de defecte in film.
Acest lucru influenteaza nucleatia si cresterea filmelor subtiri, pentru ca n final sa duca la
degradarea cristalinitatii [4-9].
Calcularea dimensiunii medii a cristalitelor s-a facut pe baza formulei lui Scherrer
[10], iar defectele de retea (microstrain €) a filmelor au fost determinate folosind formula
din [11, 12]. Pozitia si FWHM a peak-ului Au(111) au fost determinate prin fitarea datelor
experimentale cu o functie Lorentziana. In urma calculelor efectuate, dimensiunea medie a
cristalitelor pentru filmul depus la cea mai mica temperatura a substratului (480 °C) este
40 nm. Valuarea maxima de 112.46 nm este atinsa la temperaturi ale substratului de ~ 550

°C. O data cu cresterea dimensiunii cristalitelor, defectele de retea scad si ating valuarea
minima de 0.31 la temperatura de 580 °C (Tabelul 1). Se poate observa ca filmul 3 are



valoarea cea mai mare in cazul dimensiunii medii ale cristalitelor si valoarea minima a

imperfectiunilor de retea.

Tabel 1
Parametrii structurali calculati pe baza difractogramelor de raze X

dFeIrI)r:s su-LZ?aE)tirlitiu(rc’a(I:) B (grade) 260 (grade) D (nm) ex 107
1 480 0.21 38.24 40.0 0.86
2 530 0.09 38.24 92.9 0.37
3 580 0.07 38.18 112.46 0.31
4 630 0.24 38.23 354 0.98

e Caracterizarea STM a filmelor subtiri de Au

Tabelul 2 prezinta parametrii folositi pentru depunerea acestor filme de Au. Un
parametru foarte important pentru descrierea calitatii si a rugozitatii filmelor obtinute este
root mean square (RMS) care are valori sub 1 nm in cazul filmelor care au suprafata

formata de terase atomice [13].

Tabel 2
Parametrii folositi pentru depunerile filmelor de Au
Film Temperatura Rata de depunere
depus substratului ('C) (nm/min) RMS (nm)
1 480 16.98
2 530 16 1.94
3 580 0.32
4 630 2.09

Imaginile STM 3D pe baza cérora s-a facut calculul RMS sunt in Fig. 4, iar Fig. 5

arata morfologia filmelor depuse la scara atomica.

(@) (b) (d)
Figura 4. Imagini 3D STM (1.2 um x 1.2 um) a filmelor de Au depuse la diferite temperaturi ale
substratului. Imaginile STM au fost obtinute la o diferenta de potential de 1.6V si un curent de

tunelare de 0.3 nA.



Filmele depuse au o orientare 2D, dupa cum se observa in Fig. 4. Filmul 1 este
caracterizat prin terase discontinue si indltimi neregulate, cu o inaltime maxima de =150
nm. Se poate observa cd insulele tind sd se uneascd pentru formarea unei suprafete
continue, dar acest proces este incomplet, din cauza energiei insuficiente furnizate de catre
substrat in timpul depunerii si a procesului termic. In cazul filmului 2, inaltimea maxima
este de ~4 nm, cu terase intinse, separate in principal prin pasi monoatomici. O observatie
interesanta este legatd de insula cu indltimea maxima prezenta in Fig. 4 (b), care este o
urmare a existentei locurilor de nucleatie. Temperatura de 580 'C pare potrivitd pentru
formarea de terase atomice fine, cu pasi atomici de 3A in iniltime, aceasta valoare fiind in
concordanta cu [14]. Cresterea acestui film este strat cu strat si se poate vedea in Fig. 4 (C).
Ultimul film a fost depus si tratat termic la 630 ‘C si are iniltimea maximd de ~ 10 nm.
Suprafata lui este formatd din terase line separate de spatii adanci in domeniul zecilor de
straturi atomice. Acest lucru este incompatibil cu rezolutia moleculara a experimentelor de
STM [15, 16]. Prin compararea celor 4 filme se poate observa asemanarea in ceea ce
priveste forma si diametrul insulelor pentru filmele 2 si 4. Acest fenomen a fost observat si

de catre Lussem et al. [17] in timpul depunerii de Au pe mica.

Morfologia filmelor subtiri depuse se poate observa in Fig. 5. De departe, filmul 3
are terase atomice line, cu indltimea maxima de = 0.8 nm. Filmul 1 pare a fi cel mai afectat
de temperatura joasd de depunere, iar suprafata lui prezintd forme neregulate cu Tnaltimi
diferite. Spatiile mari si terasele incomplete pot fi cel mai bine observate in cazul filmului
4, fiind un rezultat al temperaturii mari de depunere. Iniltimea maxima a acestui film este

comparabild cu iniltimea filmului 3 (= 0.7 nm). In final, suprafata filmului 2 prezinta

\

numeroase terase intinse dar incomplete, cu indltimea maxima de ~ 3.8 nm.

| ©

(b) (d)
Figura 5. Imagini 3D STM (300 nm x 300 nm) a filmelor de Au depuse la diferite temperaturi ale
substratului. Imaginile STM au fost obtinute la o diferenta de potential de 1.6 V si un curent de

tunelare de 0.3 nA.




Tn concluzie, acest studiu a avut ca scop determinarea influentei temperaturii
substratului asupra proprietatilor structurale si morfologice ale filmelor subtiri de Au
depuse prin tehnica de MBE. Difractia de raze X a aritat ci filmul depus la 580 C
prezinta peak-uri corespunzand directiei (111) si prin urmare, cristalitele au orientarea
preferentiald dupa directia (111), paralel cu substratul. Orientarea cristalografica (111) este
de asemenea indicata de valoarea maxima calculata a cristalitelor in cazul filmului 3 si de
concentratia micd a defectelor de retea. Masurdtorile STM au ardtat ca filmul depus la 580
'C prezintd un compromis bun dintre terase line de Au, aflate pe suprafete mai mari de 100
nm, si rugozitate minimd, o conditie absolut necesard pentru a efectua experimente de

STM.

& Influenta ratei de depunere asupra proprietitilor structurale si morfologice ale

filmelor de Au/Si(111)

Un alt parametru care are o mare influenta asupra calitatii si a orientarii cristaline a
filmelor subtiri este rata de depunere. Patru rate de depunere au fost testate: 0.15 nm/min
(film 5), 0.8 nm/min (film 6), 1.6 nm/min (film 7) si 4.3 nm/min (film 8). Toate filmele au

fost depuse la o temperatura optima a substratului de 580 C [18].

e Masuritori de difractie de raze X

Proprietatile structurale ale filmelor subtiri au fost studiate pe baza masuratorilor

XRD. Figura 6 prezintd difractogramele

normalizate a celor 4 filme depuse la
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Figura 6. Difractograma de raze X pentru Prezenta peak-ului substratului

filmele subtiri de Auw/Si(111) obtinute la

o sugereaza ca filmele depuse au o
diferite rate de depunere.

grosime micd. Filmul 7 obtinut la o ratd

de depunere de 1.6 nm/min prezinti un singur peak corespunzitor directiei (111). In



difractograma acestui film nu exista alte peak-uri ale Au care sa sugereze orientarea dupa
alte plane cristalografice. In concluzie, cristalitele acestui film sunt orientate preferential
dupa planul substratului [46]. La o rata de depunere de 4.3 nm/min, s-a observat o crestere
policristalind. In timpul depunerii, particulele de energii mari la rate mari de depunere
induc defecte in filme. Nucleatia si cresterea filmelor subtiri sunt afectate, ducand in final
la degradarea cristalinitatii [19]. Latimea peak-ului (111) depinde de rata de depunere

(Tabelul 3) si duce la modificari in dimensiunea cristalitelor.

Tabel 3
Parametrii structurali calculati pe baza difractogramelor de raze X

dFeIpl)r:s Rata(:;/d”el?:)nere B (grade) 20 (grade) D (nm) gx 107
5 0.15 0.09 38.24 96.49 0.36
6 0.8 0.08 38.17 104.11 0.33
7 1.6 0.07 38.18 112.46 0.31
8 4.3 0.08 38.17 102.71 0.34

Prin aplicarea formulei lui Scherrer, s-a gasit ca dimensiunea medie a cristalitelor
in cazul filmului 5 este de 96.49 nm. O datd cu cresterea ratei de depunere are loc o
crestere si a dimensiunii medii a cristalitelor pana la valoarea maxima de 112.46 nm in
cazul filmului 7. La rate de depunere mai mari are loc o usoara scadere a dimensiunii de
cristalit pana la o valoare de 102.71 nm. Parametrul care indicad defectele din retea atinge o
valoare minimd in cazul filmului 7. Scaderea defectelor de retea indicd o scadere a
concentratiei de imperfectiuni in reteaua filmelor de Au. Cea mai mica valoare pentru € si
valoarea maxima a dimensiunii medii a cristalitelor au fost atinse la o rata de depunere de
1.6 nm/min. La aceeasi valoare a ratei de depunere filmul de Au are cea mai bund

cristalinitate.

o Caracterizarea STM a filmelor subtiri de Au

Tabelul 4 cuprinde parametrii folositi pentru obtinerea filmelor de Au, dar si

valorile RMS.

10



Tabel 4

Parametrii folositi pentru depunerile filmelor de Au

Film Rata de depunere Temperatura substratului
) o RM
depus (nm/min) (O S (hm)
5 0.15 0.19
6 0.8 1.41
7 1.6 580 0.02
8 4.3 0.73

Imaginile STM 3D (Fig. 7) ale filmelor de Au au fost obtinute prin aplicarea unei

tensiuni de 1.6V intre fiecare proba si varful STM, detectand un curent de 0.3 nA. Toate

filmele au o orientare 2D, independent de rata de depunere folosita. Grosimea filmelor este

direct proportionald cu rata de depunere. Topografia suprafetelor filmelor variaza foarte

mult de la un film la altul. Tn timp ce filmul 5 obtinut cu cea mai mic rati de depunere are

terase atomice incomplete si doar cateva monostraturi de Au, filmul 8, depus cu cea mai

mare ratd de depunere prezintd multiple terase incomplete si tinde sa formeze pe suprafete

mari mari site-uri de nucleatie, acest fenomen fiind foarte cunoscut in literatura [20, 21].

Figura 7. Imagini 3D reprezentative de STM pentru filmele
de Au/Si(111) la rate de depunere de (a) 0.15 nm/min; (b)
0.8 nm/min; (c) 1.6 nm/min; (d) 4.3 nm/min.

Filmul depus la 0.8
nm/min are cea mai mare
rugozitate datd de valoarea mare
a RMS. Filmul obtinut la rata de
depunere de 1.6 nm/min are
terase atomice line si o Indltime
maxima de 0.05 nm. Modul de
crestere al acestui film este de

strat cu strat.

Prima etapa de crestere
in cazul filmelor care au o
grosime mai micd de 100 nm
constd in nucleatia clusterilor
semisferici de Au pe Si(111)

[20]. Tn acest caz este posibil si

un amestec Intre atomii de Au si atomii de Si de suprafata [22].

11



Tn concluzie, utilizand difractia de raze X si masuratori de STM s-a determinat
influenta ratei de depunere asupra proprietatilor structurale si morfologice a filmelor de
Au depuse prin MBE.

Difractogramele filmelor obtinute au indicat faptul ca rata de depunere de 1.6
nm/min este optima pentru obtinerea unor filme cu o singura orientare cristalina, similara
cu cea a substratului. Pe baza masuratorilor de XRD s-a determinat ca cristalitele ating o
valoare maxima de 112.46 nm pentru o ratd de depunere de 1.6 nm/min. Defectele de retea
ating o valoare minima la 1.6 nm/min, iar imperfectiunile de retea par sa fie cele mai
putine.

Topografia si rugozitatea suprafetelor filmelor de Au/Si(111) au fost evalute prin
investigatii de STM. Filme subtiri de Au cu terase atomice line si rugozitate minima pe
substrat de Si(111) pot fi obtinute cu o rata de depunere optima de 1.6 nm/min.

Principalul rezultat al acestui studiu consta in gasirea valorii potrivite pentru rata
de depunere, permitind obtinerea unor filme subtiri de Au de inalta calitate, cu terase

atomice line, potrivite pentru fabricarea de dispozitive moleculare si electronice.

Studii teoretice si spectroscopice a unor antibiotice

@ Trimetoprim

Trimetoprim (TMP), cu structura chimicad aratatd in Fig. 8, este un antibiotic
—_— cunoscut in principal in profilaxia si
2 e tratamentul infectiilor tractului urinar
[23, 24]. Acest studiu raporteaza
investigatii  structurale ale TMP
utilizand  metode  spectroscopice

vibrationale (IR, Raman si SERS),

precum si calcule bazate pe teoria

Figura 8. Geometria optimizata la nivelul de teorie functionalei de densitate (DFT) [25].
B3LYP/6-31G(d) a moleculei de trimetoprim. ’ _
De asemenea, doua modele teoretice

au fost utilizate pentru a modela interactiunea moleculei de trimetoprim cu suprafata de
argint. Dupa cunostintele noastre atribuirea modurilor normale de vibratie a moleculei de
TMP prin spectroscopie IR si Raman cuplate cu calcule cuantice nu a fost pana acum

raportata.
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Detalii experimentale

Spectrul FTIR pe TMP sub forma de pudra a fost inregistrat la temperatura camerei
pe un spectrometru Vertex 70 (Bruker, Germania) echipat cu detector DTGS. Spectrul FT-
Raman a fost obtinut pe un sistem Raman Bruker FRA 106/S echipat cu un detector de Ge
racit cu LNj. Linia laser folosita a fost de 1064 nm, iar puterea laserului pe proba a fost de
350 mW. Toate spectrele au fost obtinute cu o rezolutie de 2 cm™ prin Tnsumarea a 200 de
acumulari. Spectrul SERS a fost inregistrat pe un spectrometru DeltaNu Advantage
(DeltaNu, Laramie, WY) folosind un laser HeNe ce emite la 632.8 nm. Puterea laserului

pe proba a fost de 3 mW si rezolutia spectrala de = 10 cm™,

Toate substantele chimice folosite au fost de calitate analiticd. Coloidul de Ag
folosit in masurdtorile SERS a fost preparat prin reducerea Ag® cu hidroxilamini

hidroclorida [26]. Imediat dupa prepararea coloidului, pH-ul a avut valoarea de 10.

Geometria moleculei si a celor 2 complecsi a fost optimizatd, iar spectrele
vibrationale au fost calculate utilizdnd software-ul Gaussian 09 [27], prin aplicarea
metodei DFT, a functionalei hibride B3LYP si a setului de baza standard 6-31G(d) [28,
29]. Tn cazul clusterului Agg, optimizarea s-a realizat folosind combinatia
B3LYP/DGDZVP potrivita pentru optimizarea modelelor de Ag [30]. Simetria sistemelor
nu a fost restrictionata pe durata optimizarii de geometrie. Frecventele vibrationale au fost
calculate pe geometriile optimizate pentru ca sd nu existe nici o frecventa imaginara.
Atribuirea benzilor experimentale s-a facut prin observarea frecventelor si a intensitatii
benzilor din spectrele experimentale si corelarea lor cu frecventele calculate teoretic.
Activitatile Raman calculate (S;) au fost transformate in intensitati relative Raman (l;)
folosind ecuatia din [31]. Numerele de unda calculate au fost scalate cu un factor de
scalare de 0.9614 [32]. Atribuirea benzilor spectrale s-a facut printr-o inspectie vizuala a

modurilor folosind programul GaussView 5.0 [33].
Spectrele IR ale moleculei de TMP

Spectrele IR experimentale si calculate ale moleculei de TMP, pe domeniul 600-
3600 cm™ pot fi vizualizate in Fig. 9, iar atribuirea celor mai intense benzi spectrale sunt
prezentate in Tabelul 5. In regiunea de numere de unda mari, benzile de la 3468 si 3313
cm™ au fost atribuite vibratiilor de intindere din interiorul gruparii amino N3H,, benzile

calculate fiind la 3567 si 3451 cm™. Urmitoarea regiune a spectrului IR este alcituitd din
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benzi atribuite vibratiilor de Intindere simetrice si asimetrice ale gruparilor C28H3, C29H3

'y
L4

Experimental FTIR spectrum

1124

Absorbance

Calculated IR spectrum

— T /T T T T T T 1 T
3600 30001800 1600 1400 1200 1000 800 600

Wavenumber / cm’”

Figura 9. Spectrul FTIR experimental (sus)
si spectrul IR calculat (jos) al moleculei de
trimetoprim.

si C14H,.

Cea mai intensa banda din spectrul
FTIR este la 1124 cm™ i corespunde
intinderii C-O. Alte benzi intense sunt
localizate la 1457, 1420, 1235, 1000 si 797
cm™. Benzile de la 1457 si 1235 cm™ provin
in principal de la vibratiile de bending din
gruparea N3H; si din inelul benzenic. Banda
de la 1457 cm™ este foarte bine reprodusa de
calculele cuantice, atat intensitatea cat si
pozitia sa in spectru. Banda de la 1420 cm™
a rezultat prin combinarea deformarii in plan
in cadrul inelului benzenic si a deformarii de
tip bending a grupdrilor metil si metilen.

Vibratiile de intindere CO sunt reprezentate

in spectru prin banda de la 1000 cm™ iar deformarile de tip bending in afara planului a

inelului de pirimidini dau nastere benzii IR de la 797 cm™. Spectrul FTIR contine de

asemenea si un dublet reprezentat de benzile de la 1631 si 1653 cm™, care presupun

deformarea de tip bending in gruparea N3H,, iar prezenta lor poate fi explicata pe baza

diferitelor aranjamente pe baza de legaturi de H care au loc in molecula in stare solida

[34]. Aceste benzi au o singurd banda corespondenta in spectrul calculat, iar aceasta este

localizatd la 1604 cm™. Diferenta de intensitate dintre benzile experimentale si cea

calculata poate fi explicata pe baza diferentei de stare de agregare pe care S-au inregistrat

spectrele IR: proba solida (spectrul experimental) si stare gazoasa (spectrul teoretic).

Tabel 5
Cateva benzi FTIR selectate, impreuna cu benzile IR calculate ale TMP
Numere de unda Numere de unda calculate
experimentale (cm™) (cm™) Atribuirea benzilor
FTIR B3LYP/6-31G(d)
3468 3567 Vasym(N3H,)
3313 3451 Veym(N3H)
3112 3065 v(C8H)
3033 v(C30Hs,)
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2981 2990 Vasym(C29H3)

2929 2967 Vasym(C28H3)

2902 2920 Veym(C29Hs3)

2834 2870 Veym(C14H,)

1653* 1604 S(N3Hy)+v(ring 2)

1631 1604 S(N3H,)+v(ring 2)

1589 1572 ©(C14H,)+v(ring 1)

1560 1549 v(ring 2, CC, CN)+3(H11NC)+38(H12NC)

1507 1487 S(C30H3)+ Sié)c(:rzirg]é—l:al_))+5(C28H3)+
1473 d(C29H3)+6(C28Hs)

1457 1443 O(N3H,)+v(N3C2)+ip(ring 2)

ip(ring 1)+

1420 1406 5(C28H3)+F6)§C3?)Hz)+r(C14H2)

1355 1353 ®(C14H,)+p(N3H,)+v(ring 2)

1325 1329 v(ring 1)+ v(C170)+ v(C190)+v(C200)
1287 ®(C14H,)+v(ring 1)+p(N6H,)+ip.(ring 2)

1264 1261 ip(ring 2)+o(C14H,)+p(N3H,)+p(N3H,)

1235 1216 ip(ring 1)+Vaym(026C,)+w(C29H3)

1188 1183 ®(C30H;)+1(C14H,)

1124 1106 Vasym(O25C2)+Vasym(027C,)

1000 1033 v(C280)+v(C300)

967 1004 v(C290)

926 964 v(ring2 CH)+p(C14H,)

908 944 P(CL4H;)+Va5ym(025C;)+Vaeym(027C5)
881 y(ring 1 C18H)

830 851 v(ring 1 C16H)

797 805 y(ring 2)

712 728 y(ring 2)+p(C14H,)

676 691 y(ring 1)

“dublet cu 1631 cm™.
v-stretching, 6-bending, p-rocking, t-twisting, m-wagging, y-out of plane bending, ip.-in plane,
ringl: inelul benzenic (C15-C16-C17-C19-C20-C18), ring2:pirimidina (N1-C2-N4-C5-C7-C8).

Spectrele Raman ale moleculei de TMP

Figura 10 prezintd spectrele teoretice si experimentale ale TMP, iar in Tabelul 6
sunt atribuite cele mai importante benzi vibrationale. Dupd cum se poate observa exista o
bund corelatie intre benzile Raman calculate si cele experimentale. Diferentele care apar
pot fi o consecintd a anarmonicitatii si a tendintei generale a metodelor cuantice de a

supraestima constantele de fortd in cazul geometriilor de echilibru. Cu toate acestea,
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rezultatele teoretice reproduc in mare masura datele experimentale si permit atribuirea

modurilor de vibratie.

Analizand Fig. 10 si Tabelul 6 se poate observa ca benzile rezultate in urma

Raman intensity

007

782

Experimental FT-Raman
spectrum

1480
!

Calculated Raman
spectrum

1603,

—
3500

T /
3000

T T
1500 1000

1
Wavenumber / cm

Figura 10. Spectrul experimental FT-
Raman (sus) si spectrul Raman calculat
(jos) a moleculei de trimetoprim.

intinderilor simetrice si asimetrice din gruparile
amino domind regiunea 3400-3600 cm™,
singura banda prezenta in spectrul FT-Raman
fiind la 3470 (calc. 3452 cm™) si corespunde
N3Hs,.
Urmatoarea regiune a spectrului (2800-3100

intinderii  simetrice Tn  gruparea
cm™) este alcituitd din benzi provenite de la
intinderile CH din gruparea metil si de la inelul
benzenic si pirimidina.

Vibratiile de intindere ale inelului
benzenic si cel de pirimidind, in combinatie cu
vibratiile de torsiune din gruparea metilen si
deformarea de tip bending din gruparea amino
dau nastere la benzile din domeniul 1570 - 1650

-1 .. o < q: < .
cm™. Cea mai intensd banda din aceasta regiune

este la 1600 cm™ (calc. 1589 cm™) si corespunde intinderilor de tip C-C in inelul benzenic.

Deformatiile care au loc in gruparile de tip metil sunt localizate intre 1130 si 1190 cm?,

iar vibratiile de intindere n gruparea metoxi se afla intre 990 si 1110 cm™. Alte deformatii

in afara planului se mai gisesc la 927 cm™ (calc. 965 cm™), corespunzand la deformarea

pirimidind-CH, dar si la 832 cm™ (calc. 880 cm™) rezultind din deformatia benzen-CH.

Numerele de unda joase din spectrul Raman sunt dominate de deformadrile in plan din

inelul benzenic si pirimidina, la 751 (calc. 756 cm™) si 741 cm™ (calc. 728 cm™). A doua

banda ca si intensitate din spectrul FT-Raman ia nastere in urma vibratiei de respiratie a

inelului de pirimidina si este la 782 cm™ (calc. 801 cm™).
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Tabel 6

Cateva benzi selectate FT-Raman si SERS, impreuna cu benzile Raman calculate ale TMP

Numere de unda

Numere de unda

expei[:lr;n_?)n tale te(c;ﬁ'ﬂ;:e Atribuirea benzilor
FT-Raman SERS B3LYP/6-31G(d)
3567 Vasym(NBHZ)
3551 Vasym(N6H,)
3470 3452 Veym(N3H>)
3440 Veym(N6H>)
3109 3083 v(C18H)
3059 3065 v(C8H)
3007 3035 v(C28Hs)
2988 Vasym(C29H3)
2938 2967 Vasym(C28H3)
2906 2922 Veym(C29Hs3)
2832 2870 Veym(C14H,)
1643 1647 1603 v(ring 2)+3(N3H,)
1600 1600 1589 v(ring 1)
1561 1571 v(ring 1)+t(C14Hy)
1548 v(ring 2, CC, CN)+8(H11NC)+5(H12NC)
1506 1503 1487 5(C30H3)++ﬁgc(ﬁag"f; 5(C28H;)
1453 1461 1474 8(C29Ha)+3(C28Hs)
1460 p(C29H2)+3(C30Hs)
1429 1406 1427 S(C29Hs;)
1406 ip(ring 1)+
8(C28H3)+5(C30H;)+1(C14H,)
1355 1367 1353 o(C14H,)+p(N3H,)+v(ring 2)
1325 1330 1328 v(ring 1)+ v(C170)+ v(C190)+v(C200)
1309 S(N1C8H)+5(C7C8H)
1283 1288 m(C14H2)+v(CE ICp}(Ir ir;ggz )1)+p(N6H2)
1266 1261 ip(ring 2)+m(C14H,)+p(N3H,)+p(N3H,)
1225 1227 1216 ip(ring 1)+Vas;m(026C,)+m(C29Hs)
1188 1184 ®(C30Hs3)
1180 1173 p(C28H3)+ p(C29Hs,)
1142 1152 1137 p(C30H3)
1126 p(N6H,)+v(ring 2 CC CN)+ip(ringl CH)
1105 Vasym(O25C2)HVa5ym(027C;)
1044 1031 1033 v(C280)+v(C300)
995 993 1004 v(C290)
927 926 965 y(ring2 CH)+p(C14H,)
905 903 943 P(CL4H,)+V45ym(025C;) +v4aeym(027C;)
832 880 v(ring 1 C18H)
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851 y(ring 1 C16H)

782 777 801 breathing (ring 2)
Veym(C190C29)+ ip(ring 1

i 792 ol +)v(riFr)1(g zgcc)C)

751 747 756 y(ring 1)

741 728 y(ring 2)+p(C14H,)

674 698 691 y(ring 1)

628 662 y(ring 1)+p(C14H,)

596 591 607 t(ringl C16H C18H)+ip(ring2)

584 589 ip(ring2)+ip(ringl)

562 553 Q(N6H,)

527 525 526 p(NBH,)+m(N3H,)

495 488 Q(N3H,)
465 p(N3H,)

440 446 ®(N3H;)+y(CH ring2)
420 Ip(ring 1)

376 370 394 3(C170C)+p(C14H,)

322 332 §(C200C30)+8(C170C28)+8(C190C29)
285 p(C28Hs)
272 p(C300C20)+p(C28Hy)

228 250 ip(C5C7C14H,)

v-stretching, 8-bending, p-rocking, t-twisting, w-wagging, y-out of plane bending, ringl: inelul
benzenic (C15-C16-C17-C19-C20-C18), ring2:pirimidind (N1-C2-N4-C5-C7-C8), ip.-in plane

Spectrul SERS al moleculei de TMP

Prin compararea spectrelor Raman si SERS (Fig. 11) a moleculei studiate se pot
observa modificdri semnificative in pozitia si intensitatea relativd a benzilor. Aceste
diferente se pot datora interactiunii moleculei cu suprafata de Ag. Astfel, cele mai siftate
benzi SERS sunt cele observate la 698, 1406, 1031 si 1152 cm™. Banda la 698 cm™ este
siftata cu 24 cm™ si corespunde vibratiei de bending a inelului benzenic. O alti banda care
corespunde vibratiei de Intindere tot a inelului benzenic si care apare amplificatd este
localizata la 1600 cm™. Banda de la 1406 cm™ este spre numere de undi mai mici fata de
corespondenta sa din spectrul FT-Raman si este atribuitd deformatiei de bending in
gruparea C29Hs;. Vibratia acestei grupari metil combinata cu deformarea gruparii C28H;
produc banda SERS de la 1461 cm™, care apare siftata spre numere de undid mai mari in
comparatie cu pozitia sa in spectrul FT-Raman. O alta banda atribuita intinderii O27-CHs
este deplasata de la 1044 cm™in spectrul FT-Raman la 1031 cm™ in spectrul SERS. De
departe cele mai amplificate benzi in spectrul SERS sunt cele de la 777 si 1647 cm™
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Prima dintre acestea este siftatd cu 5 cm™ spre numere de unda mai mici, in comparatie cu
spectrul FT-Raman si reprezinta respiratia inelului de pirimidina, pe cand cea de-a doua
banda este o combinatie dintre intinderea din pirimidina si deformatia de tip bending din

N3H,.

Si aceasta apare in spectrul SERS la

valori mai mari ale numerelor de unda
SERS

~
=
=

fata de spectrul FT-Raman. Amplificarea
acestor doud benzi sugereazd ca atat
inelul de pirimidina cat si cele doua
grupdri amino din molecula studiata sunt
localizate in apropierea suprafetei de Ag.

In spectrul SERS exista si benzi atribuite

Raman intensity

inelului benzenic si a grupdrilor de tip

metoxi. Deoarece amplificarea lor nu este

FT-Raman semnificativa, putem concluziona ca

©
=
o

aceastd zonda a moleculei se afld la

distantd mare de suprafata de Ag. In

T T

T o o conformitate cu regulile de selectie SERS
Wavenumber / cm’” [35, 36], modurile normale de vibratie

Figura 11. Spectrele SERS (sus) si FT-Raman care prezintd o modificare in componenta
(jos) ale moleculei de trimetoprim. perpendiculara pe suprafati a
polarizabilitatii apar amplificate.
Teoretic, interactiunea moleculei de TMP cu suprafata de Ag se poate face prin perechea
de electroni liberi din atomii de N si O, dar si prin electronii de tip 7 a celor doud inele.
Absorbtia moleculei de TMP pe suprafata de Ag este dedusa pe baza cétorva benzi de tip
marker. Luand n considerare spectrul SERS, inelul de pirimidina pare sa fie orientat
perpendicular pe suprafata de Ag, in timp ce inelul benzenic este paralel cu suprafata de

Ag.

Pe baza modelelor propuse de Schatz et al. [37] am folosit un cluster de 20 de atomi de
Ag pentru a simula suprafata de Ag. In continuare este prezentati o analizi detaliati a
interactiunii dintre TMP si cluster, folosind calculele de tip DFT. Pentru simulari s-au

folosit doud configuratii: un complex de tipul suprafatd (S) si un complex de tipul vertex
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(V) (Fig. 12). Complexul S presupune interactiunea moleculei cu una din cele 4 fete ale
tetraedrului, iar complexul V consta in legarea moleculei de unul dintre atomii de Ag din

varf. Aceste doud configuratii au fost alese datorita diferitelor medii chimice locale [37].

@ d
9 9 b
9 2 ] J§ " j) J 9 ‘*'
233 2 %2% 22%°14¢3
5 3 2 j‘i 29 9 gy
j é ) J % 9 J?J }J
JJ‘\ # JJ ,f ‘J '
9 o &%
3 3335
(a) Surface S-complex (b) Vertex V-complex

Figura 12. Geometriile optimizate ale celor doi complecsi de TMP-Ag20.

In cazul complexului V distanta calculata dintre atomul N1 a inelului de pirimidina
si cel mai apropiat atom de Ag este de 2.42 A, pe cind in cazul complexului S este de 2.51

A. Spectrele Raman calculate sunt comparate cu spectrul experimental SERS si sunt

prezentate in Fig. 13.

Pe baza atribuirii  benzilor
prezente Tn spectre se poate observa o
diferenta intre pozitiile benzilor calculate
pentru cei doi complecsi. Majoritatea

benzilor vibrationale situate peste 1040

Intensity

cm™in spectrul calculat al complexului V

sunt deplasate spre numere de unda mai

mari. Diferenta de pozitie dintre doua

benzi in spectrele celor doi complecsi este

intre 8 si 59 cm™. Cea mai mare diferenta

T v T T T T T T T T T T T T A .o . . .
1600 1400 1200 1000 80O 60O 400 200 apare in cazul benzii rezultate din vibratia
Wavenumber / cm’™

de ntindere n inelul benzenic. Tn spectrul
Figura 13. Spectrele Raman calculate pentru

(a) complexul S de TMP-Agy, (b) complexul
V de TMP-Agy si (c) spectrul SERS cm™, pe cand in complexul V apare la
experimental.

Raman al complexului S apare la 1526

1585 cm™. Cea mai mica variatie este

pentru modul de vibratie care e o combinatie intre miscarea de rocking din C30H3 si 2
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vibratii de bending (027C30H37 si O27C30H38). Aceasta banda este localizata la 1127

cm* sila 1135 cm?, in spectrul Raman al complexului S si al complexului V.

Tn cazul benzilor comune spectrelor Raman a celor 2 complecsi, si care sunt siftate
spre numere de unda mai mici, variatia in pozitia lor este in intervalul 4 - 55 cm™. Cea mai
mare variatie in pozitie este in cazul benzii de la 1399 cm™ in spectrul complexului S si
care apare la 1344 cm™ in spectrul Raman al complexului V. Acest mod de vibratie este o
combinatie a deformarii de tip wagging si bending in gruparea metilen. Cea mai mica
diferenta de pozitie este in cazul benzii de la 1436 cm™ in spectrul Raman al complexului

S, aceastd banda situandu-se la 1432 cm™ n spectrul Raman al complexului V.

Diferente apar si in cazul intensitatii relative ale benzilor. Cea mai intensd banda a
complexului S are cea mai mica intensitate in cazul complexului V si invers. Cele mai
intense benzi din spectrul Raman al complexului V sunt la 577 si 402 cm™, reprezentand
vibratii de tip wagging in gruparile N6H, si N3H,. Schatz si colegii lui [37, 38] au gasit ca
intensitatile benzilor sunt sensibile la tipul functionalei alese in calcul, de aceea ei nu ai
atribuit nici o semnificatie fizici acestei diferente in intensititile benzilor. In cazul

complexului S cele mai intense benzi sunt prezente la 763, 1526 si 1127 cm™.

Prezenta unor benzi in spectrul Raman al complexului V ar putea sugera existenta
unui transfer de sarcind intre molecula de TMP si clusterul Agyo. Atomii de Ag implicati
in aceste vibratii sunt cei aflati in apropierea moleculei, impreund cu atomii C2, C5, C7 si
N4 din inelul de pirimidind si care sunt orientati perpendicular spre complexul V. Aceste
benzi sunt localizate la 363, 789 si 974 cm™ si toate sunt rezultatul vibratiei de intindere
dintre un atom de N si unul de Ag din varful clusterului. Ca si observatie, in zona 230-210
cm™ din spectrul SERS al TMP st din spectrele Raman calculate a celor doi complecsi nu
am obtinut benzi atribuite vibratiei de intindere Ag-N. Tn plus nici Schatz et al. [37] nu a
observat benzi Raman in aceastd regiune in spectrele calculate de ei. Spectrul SERS
experimental ar putea fi vazut ca o combinatie a celor doua spectre Raman calculate. La
numere de unda mari (1650-1300 cm™), profilul spectrului SERS este bine reprodus de
catre spectrul Raman al complexului V, in timp ce domeniu numerelor de unda mici este
bine reprodus, atat pozitia benzilor cat si intensitatea lor de catre spectrul Raman al

complexului S.
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Gradul de asociere dintre benzile din spectrul SERS si spectrele celor doi
complecsi a fost evaluat pe baza coeficientilor de corelare (Fig. 14). Coeficientul de
corelare in cazul complexului V este de 0.999, si de 0.997 pentru complexul S. Aceste
valori ar putea sugera o asemdnare mai mare intre pozitia benzilor din spectrul

complexului V si pozitia benzilor in spectrul experimental SERS.

: R*=0.997
K 0999 1500 .
1500

1000 A
1000

S-complex theoretic
wavenumbers

3]
o
=1

500

W-complex theoretic wavenumbers

T v v
0 s00 1000 1500 0 500 1000 1500
SERS experimental wavenumbers SERS experimental wavenumbers

Figura 14. Gradul de corelatie dintre numerele de unda din spectrul SERS si numerele de unda
teoretice obtinute pentru complexul V (stanga) si complexul S (dreapta).

Tn concluzie, spectrele FTIR, FT-Raman si SERS au fost inregistrate, iar benzile
au fost atribuite pe baza calculelor DFT. Corelatia buna gasita intre datele experimentale si

teoretice demonstreaza o atribuire bund pentru toate modurile de vibratie ale moleculei.

Pe baza rezultatului experimental SERS, s-a putut face o interpretare calitativa a
procesului de interactiune dintre moleculd si suprafata de Ag. S-a stabilit ca inelul de
pirimidina este orientat pe directia perpendiculara pe suprafata de Ag, iar inelul benzenic

se afld paralel cu suprafata de Ag.

Doua modele alcatuite din 20 de atomi de Ag au fost utilizate pentru a simula
interactiunea dintre molecula studiata si coloidul de Ag. Spectrele calculate Raman a celor
doud posibile configuratii au fost comparate cu rezultatele SERS, si o corelatie intre

pozitiile benzilor in cele 3 spectre a fost posibila.

Rezultatele au aratat ca profilul spectrului experimental SERS este bine reprodus

prin combinarea celor doua modele.

& Sulfametoxazol

Sulfametoxazol (4-amino-N-(5-metilisoxazol-3-il)-benzensulfonamida) (SMX), cu
structura chimica prezentatda in Fig. 15, este un binecunoscut antibiotic din clasa

sulfonamidelor, si este utilizat In principal in tratarea infectiilor tractului urinar.
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Chiar daca aceasta clasa de

:Cafbm medicamente a fost de mare interes
Oxygen

@ Nitrogen € stiintific datoritd spectrului larg de
& Sulphur o . .

2 Hydrogen activitate antibacteriana  [39-42],

absorbtia moleculei de SMX pe o

suprafata coloidala de Ag nu a fost
Figura 15. Geometria optimizatd a moleculei de niciodatd investigata. In plus, exista
SMXn aps. foarte putine mentiondri in literaturd
care sa faca referire la corelarea datelor teoretice cu rezultatele experimentale pe aceasta
moleculd [43-46]. Cel mai recent studiu spectroscopic (atat teoretic cat si experimental) a
moleculei de SMX a fost raportat de catre Chamundeeswari et al. [47]. Principalul scop
al acestui studiu [48] a fost de a explica modul de interactiune a acestei molecule cu
suprafata de Ag, prin corelarea tehnicii SERS cu metode cuantice DFT.
Detalii experimentale
Spectrul FTIR/ATR a moleculei de SMX sub forma de pudra s-a facut la
temperatura camerei pe un spectrometru FTIR Jasco 4100 cuplat cu un modul ATR.
Rezolutia spectrali a fost de 2 cm™ si numirul de achizitii de 30. Spectrul FT-Raman a
fost inregistrat pe un spectrometru Bruker FRA 106/S cu modul Raman echipat cu detector
de Ge, racit cu LN,. Sursa de excitare a fost un laser Nd:YAG cu lungimea de unda de

1064 nm si cu o putere pe proba de 330 mW. Spectrul a fost inregistrat cu o rezolutie de 2

cm™ prin acumularea a 150 de achizitii.

Spectrele SERS si Raman in solutie apoasda au fost achizitionate folosind un
spectrometru DeltaNu Advantage (DeltaNu, Laramie, WY) cu un laser Nd:YAG care

emite la 532 nm. Puterea totali a laserului a fost de 40mW si rezolutia spectrald de 8 cm™.

Medicamentul a fost cumparat de la compania Sigma-Aldrich (>99% puritate) si a
fost folosit ca atare in toate experimentele realizate. La temperatura camerei SMX exista
sub forma de pudri si este foarte putin solubil in api la pH 7 si in solventi organici. Tn
schimb este solubil in hidroxizii metalelor alcaline [49]. Spectrele experimentale au fost
achizitionate la pH 10, cand dizolvarea totald a compusului este posibila. Concentratia
finala a solutiei apoase de SMX, folosita pentru inregistrarea spectrelor Raman, a fost de

7.2:10% M, iar probele SERS au avut o concentratie de 3.4-10™ M. Aceste concentratii au
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fost alese in asa fel incat sa fie posibila obtinerea unor spectre Raman si SERS de rezolutie
inalta si cu un raport semnal/zgomot cat mai bun.

Ca si substrat SERS s-a folosit coloid de Ag preparat dupa metoda Lee-Meisel
[50]. Proba SERS a fost pregatita prin amestecarea a 500 pl coloid de Ag cu 25 pl solutie
de SMX si cu 15 pl solutie NaOH 1M. Influenta diferitelor saruri cu diferite concentratii
asupra semnalului SERS si asupra stabilitatii coloizilor a fost studiata [51] si s-a gasit ca
cel putin doua efecte au loc [52]. Unul dintre efecte se refera la modificari care tin de
chimia suprafetelor, denumit si “activarea” cu anioni, care duce la o amplificare
suplimentard a semnalului dat de molecula [52]. Reproductibilitatea spectrelor SERS
obtinute in acest studiu a fost confirmata prin testarea repetatd a probei SERS preparata.
Nu s-a observat nici o modificare semnificativd in rezultatele experimentale, sugerand
formarea unui complex stabil molecula-suprafatd de Ag.

Toate calculele de optimizare a geometriei moleculei si calculul spectrelor
vibrationale s-au facut utilizand software-ul Gaussian 09 [27]. S-au aplicat metode de
calcul DFT, functionala hibrida B3LYP in combinatie cu setul de baza standard 6-31G(d)
[28, 29]. Frecventele vibrationale au fost calculate pe geometria optimizatd a moleculei
pentru a impiedica obtinerea unor frecvente imaginare. Spectrul Raman a solutiei de SMX
a fost calculat utilizidnd Polarizable Continuum Model (PCM) [53] implementat n
Gaussian 09, apa fiind solventul luat in considerare pentru efectuarea calculelor.
Atribuirea benzilor experimentale s-a facut prin compararea si corelarea 1:1 a numerelor
de unda si a intensitatilor benzilor din spectrele experimentale cu frecventele calculate
teoretic. Activitdtile Raman calculate au fost convertite in intensitati Raman relative pe
baza formulei raportate n [31]. Pentru plotarea spectrelor IR si Raman calculate in faza
gazoasd si lichidd, s-au folosit functii Lorentziani cu HWHM de 2 cm™ si 8 cm™
Numerele de unda calculate au fost scalate neuniform folosind o procedura bazatd pe 9

parametrii, recent propusa de Borowski [54].

Absorbtia moleculei de SMX pe o un model periodic de tip slab care simuleaza
suprafata de Ag a fost redata folosind software-ul VASP [55-57] si functionala de corelare
si schimb GGA PBE [58]. Un set de baza cu unde plane si cu o valoare a energiei de cut-
off de 450 eV a fost folosita, iar interactiunea electronilor a fost reprezentata prin metoda
PAW (projector augmented-wave) a lui Blochl [59] implementata in programul VASP
[60]. Suprafata de Ag(111) a fost modelata pe baza structurii propusa de Ge et al. [61].
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Lungimea vectorilor celulei, a si b a fost setatd la 20.16 A cu un unghi intre vectori de
92.9° si ¢ = 38.10 A. S-au luat in considerare doui straturi de atomi de Ag, cu un numdr
total de 60 de atomi de Ag/strat. Tn timpul calculelor atomii de tip slab din structura
internd au fost tinuti ficsi n pozitia lor de bulk, in timp ce atomilor de Ag din stratul de
deasupra, precum si moleculei li s-a permis sa se relaxeze. Substratul de Ag(111) a fost
ales deoarece este unul dintre cele mai utilizate suprafete pentru absorbtia de molecule
[62]. Dimensiunea sistemului optimizat rezultat a fost redus la 70 de atomi (42 atomi de
Ag) pentru o noua optimizare cu software-ul Gaussian, pas necesar Tnaintea calculelor de

frecvente. Pentru atomii de Ag s-a folosit setul de baza si potentialul de tip CRENBS [63].

Rezultate si discutii

Sulfametoxazol poate sa fie in diferite stari de protonare in functie de pH-ul
mediului. Pe baza spectroscopiei UV, Zhou et al. [64] a obtinut o valoare de 5.6 pentru
pK,, pe cand Boreen et al. [65], prin titrare spectrofototermicd, a gasit ca SMX poate sa
existe sub forma de trei specii diferite cu valori ale pK, de 1.6 si 5.7. Utilizadnd programul
ACD/pKa DB (Advanced Chemistry Development, Inc.) [66] pentru calculul pK, am
obtinut valori de 1.39 si 5.81, In conformitate cu datele raportate anterior. Tn cazul

experimentelor noastre molecula de SMX s-a aflat sub forma neutra.

In ceea ce priveste calculele DFT, este important de amintit ca, spre deosebire de
studiul lui Chamundeeswari et al. [47], calculele s-au efectuat pe geometria moleculei
extrasa din structura cristalina raportata de Price et al. [67]. Tn cazul conformerului in stare
solida, gruparea NH este in pozitia Cis cu atomul de N in heterociclu, iar configuratia trans
a fost utilizata in ref. [47]. Cu apa drept solvent, calculele noastre pe baza combinatiei
B3LYP/6-31G(d) au aratat cd molecula in starea cis este cu 2.9 kcal/mol (AG=-2.16
kcal.mol) mai stabila decat cea trans. Aceasta diferentd in energie inlaturd orice
contributie semnificativa a conformerului trans la proprietatile moleculei. De aceea, la
temperatura camerei, populatia relativd Boltzmann este de 97.5 % si 2.5 %, pentru

conformerul cis si trans.

Pentru calcularea spectrelor IR si Raman in stare solida, am folosit un model
capabil sd includa cele mai importante interactiuni de H care au loc atunci cadnd moleculele
se afla in stare solida. De aceea, un cluster de trei monomeri de SMX a fost scos din datele
de raze X [67] si apoi optimizat la nivelul de teorie B3LYP/6-31G(d). Spectrele

vibrationale simulate au fost obtinute dupa o convolutie a numerelor de unda calculate cu
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0 Lorentziana, dupa cum este descris in sectiunea cu detaliile computationale. Folosind
aceasta procedura am obtinut spectrele simulate si raportate in Figs. 16-18. Atribuirea

modurilor vibrationale experimentale si calculate sunt listate in Tabelul 7.
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Figura 16. Spectrul teoretic IR (a) si Raman shift / cm’”

experimental FTIR/ATR (b) a moleculei

de SMX. Figura 17. Spectrul teoretic Raman (a) si

FT-Raman experimental (b) a moleculei
de SMX.

SMX in stare solida are trei forme polimorfice [68]. Prin compararea spectrului
nostru FTIR/ATR cu cele obtinute in literaturad [47, 68, 69], am concluzionat cd molecula
de SMX este prezenta in forma l. Spectrele noastre vibrationale (Fig.16 and Fig. 17) sunt
foarte asemandtoare cu cele raportate in [45], iar modurile normale de vibratie au aceeasi
atribuire pentru majoritatea benzilor. Cu toate acestea, potrivit rezultatelor actuale,
dubletul observat la 1143 si 1155 cm™ (modul Q11 din Tabelul 7) a fost reatribuit
intinderii simetrice din gruparea sulfonil, cuplata cu vibratia de intindere C-SO,. Alte
diferente intre atribuirile raportate in acest studiu si cele dintr-un studiu anterior [47] sunt
observate pentru modurile de vibratie Q2, Q7, Q8, Q12 si Q15. Este important de
mentionat ca spectrul Raman a fost obtinut prin calculele efectuate pe un trimer de
molecule de SMX care poate sd pund in evidentd Intr-o manierd rezonabila, cele mai

importante interactiuni intermoleculare care au loc in stare solida. De aceea, aceste noi
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atribuiri sunt mai de ncredere decat cele raportate pana acum in literaturd. Dubletul de la
1143 si 1155 cm™ se poate observa si In spectrele Raman si SERS, dar siftat spre valori
mai mici cu ~ 30 cm™. Interactiunea moleculei de SMX cu suprafata de Ag ar trebui si
aiba loc prin gruparea SO, iar acest lucru este sprijinit de noua atribuire a dubletului.
Aceasta atribuire este in concordanta cu rezultatele gasite de catre Lai et al. [39], desi in

studiul lor benzile nu erau rezolvate.

Trebuie mentionat ca prin folosirea unui trimer pentru calculele cuantice si a unei
proceduri de scalare neuniforme [54], vibratiile de intindere de tipul XH (X=C,N) sunt
mult mai bine reproduse decat in ref.[47] (vezi Q23-Q27).

La o privire mai in detaliu asupra 8(NH>), se poate observa ca se formeaza doua
benzi in spectrele Raman, la 1636 si 1616 cm™. Pe de alta parte in spectrul FTIR/ATR
apare o singurd banda larga la 1617 cm™. Dupa cum se poate observa in Tabelul 7, banda
de la 1636 cm™ este atribuita legiturilor de H din NH,, iar peak-ul de la 1616 cm™

corespunde vibratiilor din gruparea liberd amino.

O atentie sporita trebuie acordata benzii de la 1596 cm™ din spectrul FTIR/ATR si
benzii de la 1591 cm™ din spectrul Raman. Conform calculelor, benzile au rezultat din
doua moduri vibrationale care reprezintd in principal vibratii de intindere C=C, primul
dintre ele fiind asociat cu vibratiile din interiorul inelului de benzenamida, iar al doilea cu
deformarile din inelul de isoxazol. Atribuirea este in conformitate cu lucrarea lui Lai et al.
[39]. Pe de alta parte, fiecare dintre modurile Q16 si Q17 este impartit in doua benzi
asociate cu deformdrile din inelul de isoxazol. Modul de vibratie Q10 este la 1091 cm™ si
corespunde unei vibratii aproape identice cu cea care genereaza dubletul Q11, dar de o

intensitate mai mica.
Absorbtia moleculei de SMX pe suprafata de Ag

Spectrul SERS al moleculei de SMX este prezentat in Fig. 18, Tmpreuna cu
spectrul Raman experimental in solutie apoasd si cu spectrul Raman teoretic calculat
utilizand modelul PCM, solventul considerat fiind apa. Spectrul SERS si spectrul Raman
in solutie apoasa nu prezinta asemanari evidente. Diferente la fel de mari au fost observate
si de catre Lai et al. [39]. Largirea semnificativd a benzilor SERS, in comparatie cu
echivalentul lor din spectrul Raman poate fi pusd pe seama diferitelor orientari a

moleculelor de SMX pe suprafata metalica. Dupa cum indica si datele din literatura [41,
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42], prezenta benzilor SERS de la 1600 si 1115 cm™ cu o intensitate mare indicd
concentratia mica (sub 1 pg-ml™) de molecule de SMX absorbite pe suprafetele de Ag

coloidal.

Dupa regulile de selectie SERS [35, 36], modurile normale de vibratie care isi
modifica componenta perpendiculara pe suprafata a polarizabilitatii, apar amplificate n
spectrul SERS. Teoretic, interactiunea moleculelor de SMX cu suprafata de Ag poate avea
loc prin electronii liberi ai atomilor de O, S si N, dar si prin electronii 7 delocalizati ai

celor douad inele.

Spectrul Raman calculat al moleculei de SMX absorbita pe atomii de Ag de tipul
slab a fost simulat doar pentru a clarifica modul de interactiune al moleculei cu suprafata
metalica, dar si diferentele in pozitiile benzilor Raman. Aceste valori sunt trecute in

Tabelul 7.

~

~
3

Spectrul SERS al moleculei de SMX contine
benzi de intensitate mare in zona 1500-1630 cm™.
Banda de la 1526 cm™ corespunde unei
combinatii dintre vibratiile de intindere din inelul
de benzenamida, intinderea C-NH> si miscarea de

intindere C=N din isoxazol (modul Q18). Banda

Intensity / a.u.

corespunzatoare din spectrul Raman calculat in
apa se afla la 1498 cm?, iar in spectrul

complexului SMX@Ag slab a fost preconizata la

1545 cm™, fiind observati si experimental.

Urmitoarea banda de la 1589 cm™ corespunde

360 l 660 960 l 12IOO ' 15IOOI HISOIOOI33IOO . . . . .
Raman shift / cm’ modului de vibratie Q19. Aparitia ei a fost
. o 1 .
Figura 18. (a) Spectrul Raman teoretic al preconizata la 1580 cm™ pentru complex, iar

moleculei de SMX n mediul apos, (b)  deplasarea la un numér de undi mai mic in raport
spectrul Raman experimental in solutie
apoasi si  (c) spectrul SERS cu pozitia din spectrul Raman al moleculei in

experimental. solutie este reprodusa cantitativ. A treia banda
(1629 cm™) apare in urma deformatiei din gruparea NH, (modurile Q20 si Q21).
Localizarea sa in spectru la numere de unda mai mari fatd de cum apar in mod normal
vibratiile gruparii amino, ar putea fi influentatd de interactiunea sa cu suprafata sau cu

moleculele de solvent [34]. Banda de intensitate medie de la 1114 cm™ din spectrul SERS
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este atribuita vibratiei de intindere din gruparea sulfonil in combinatie C-SO,, sugerand
apropierea acestei grupari functionale de suprafata metalica. Dupa cum se poate observa in
Figs. 17-18, aceastd banda este deplasatd cu mai mult de 30 cm™ spre numere de unda mai
mici fata de spectrul Raman al SMX in stare solida si formeaza un dublet la 1141 si 1155
cm™. Un comportament asemanitor al acestor benzi a fost observat si 1In cazul altor
medicamente din grupa sulfonamidelor [40]. Potentialul electrostatic molecular (MEP)
poate oferi informatii utile referitoare la modul de interctiune a unei molecule cu
nanoparticulele de Ag [70, 71]. In cazul moleculei de SMX, MEpul calculat sugereaza c
cea mai mai densitate de electroni este localizata in principal pe atomii de O din fruparea

sulfonil si pe attomii de O si N din inelul de isoxazol.

Punand cap la cap toate rezultatele Raman si SERS obtinute si ludnd in considerare
si MEP-ul calculat al moleculei, am presupus ca SMX este absorbita pe suprafata metalica
in forma sa neutrd, cu gruparea sulfonil in aproprierea suprafetei si cu inelul de isoxazol
orientat cu una din marginile sale spre suprafata de Ag, iar inelul de benzenamida inclinat

spre suprafata.

Aceste concluzii au fost deduse din analiza spectrului SERS si sunt in mare masura
sprijinite de catre calculele DFT facute pe molecula de SMX absorbita pe un model de tip
slab alcatuit din atomi de Ag, folosit pentru a simula suprafata de Ag(111). Rezultatul

simularii este prezentat in Fig. 19.

Simularea a fost realizatd in doi pasi: (i)
molecula a fost optimizatdi pe un sistem

periodic slab compus din 120 atomi de Ag, iar

stratul superior de atomi de Ag a fost ldsat liber

o 4081A !
29008 141654

s - pe durata optimizarii. (if) Apoi pentru 0 noua
\“ \V‘ J (" A',,’ ﬂ " ,'./0\"07/

e slab a fost redus la 42 atomi de Ag, si toti

optimizare cu functionala B3LYP, sistemul

atomii au fost tinuti ficsi.
Figura 19. Structura optimizata a

moleculei de SMX absorbitd pe Dupa cum se poate observa in Fig.19,
suprafata de Ag(111). gruparea SO, se leaga asimetric de suprafatd,
iar cea mai mica distantd dintre atomul de O si stratul de sus al sistemului de Ag este de

2.994 A, pe cand cel de-al doilea atom de O se afli la o distantd de 4.165 A. Distantele
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dintre centrele inelelor de benzenamida, isoxazol si stratul superior de Ag sunt de 4.175 A
si 6.103 A. Mai mult, unghiul diedru dintre planul definit de inelul de benzenamidi si
stratul superior de Ag este de 13.01°, pe cand inelul de isoxazol face un unghi diedru de
71.45 cu suprafata de Ag.

Energia de absorbtie a moleculei de SMX pe suprafata Ag(111) a fost estimata pe
baza calculelor periodice dupd formula Eags=Ecomplex-Esiab-Esmx. Valoarea calculata a
energiei este de -17.6 kJ/mol fara a lua in considerare corectia de dispersie, si valoarea de
-89.1 kJ/mol, cand este inclusa corectia in formalismul Grimme DFT-D3 [72]. Acest
rezultat este in concordantd cu calculele similare realizate pe alte sisteme, dupa cum
sugereaza de exemplu si Reckien et al. [62] in cazul moleculei de formamida absorbita pe

Ag(111).

Tn concluzie, spectrele FTIR, FT-Raman, Raman pe solutie apoasd si SERS a
moleculei de sulfametoxazol au fost atribuite pe baza spectrelor calculate la un nivel de
teorie DFT. Folosind modele potrivite in cadrul calculelor s-a obtinut o corelatie buna
intre rezultatele experimentale si cele teoretice, sugerand o atribuire de incredere a
modurilor vibrationale a moleculei studiate. In comparatie cu studiul lui Chamundeeswari

et al. [47], sase moduri de vibratie au fost reatribuite Tn urma noilor rezultate teoretice.

Pe baza rezultatelor SERS experimentale si pe baza distributiei MEP, s-a reusit sa
se simuleze calitativ interactiunea moleculd-suprafatd metalicd. S-a stabilit ca gruparea
sulfonil este principala responsabila pentru interactiunea cu suprafata de Ag. Mai mult,
inelul de isoxazol este orientat cu una din muchiile sale spre Ag, iar inelul de benzenamida
este inclinat fatd de suprafatd. Rezultatele experimentale au fost sustinute de calculele
DFT realizate pe un complex alcdtuit din molecula de SMX absorbitd pe o suprafata de

Ag(111) de tipul slab.
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Tabel 7 Cateva benzi selectate din spectrele FTIR/ATR, FT-Raman, Raman si SERS, impreuna cu benzile calculate ale SMX

Numere de unda experimentale Numere de unda calculate
(cm™) (cm™)
Modul TR ;
ETIR/ Raman Raman Atribuirea benzilor
Raman Raman agq. SERS IR Raman SMX@Ag
ATR a
slab
Q1 - 501 - 527 - 502 493 534 ®(SO,)+y(CH,ringl)
Q2 - 545 - 579 - 554 - 585 ®(SO2)+8(CCC,ringl)
Q3 - 631 633 631 - 648 642 644 3(CCC,ringl)
v(CC,CN,ring2)+y(CC,ringl)
4 2 7 - - 7 7
Q 68 68 686 68 678 683 V(CS)+5(CCC.ringl)
Q5 827 829 830 834 811 811 821 806 ip(ring2)+y(CH)+v(NS)
839 841 843 842 845 848 y(ringl,CH)
Q6 884 885 888 - 898 898 883 914 V(SN)+ d(ring1)+4(ring2)
Q7 927 925 945 943 921 921 943 - §(ring2)+p(CHs)
Q8 1014 1011 1009 1006 1022 1023 1018 1008 d(ringl)
Q9 1027 1026 - - 1038 1038 1033 1049 3(ring2)+p(CHz)
Q10 1091 1091 1086 1076 1090 1088 1084 1087 Veym(SO2)+v(C-SO,)+56(CCC,ring2)
1143 1141 1135 1134
QUL ler e 1123 1114 [0 a3 1126 1132 Veym(SO2)+v(C-SOy)
Q12 1188 1188 - 1175 1187 1187 1181 1181 8(CH,ring1)+v(CC,ringl)

vas(SO2)+v(CO,ring2)+3(C19N17H)

13 1266 1266 1275 1263 1263 1266 1271 1272
Q +p(CHs)
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v(C-NH; HB)+v(CC,ringl)

Q14 1303 1303 - 1303 1303 1301 1297 1302 W(CCoringl)
Q15 1313 1313 - 1334 1324 1325 1340 1341 V(CC,ringl)+ va5(SO2)+3(NH)
1364 1369 1388 1387 :
Q16 1382 1380 - - 1400 1401 1409 1442 v(C=N,ring2)+3(CHz)
1439 1434 1415 1416 1438 1440 .
QU Lo 145 146a 1455 Laco 1a61 1468 1475 V(CN)+v(CC,ring2)+5(CHa)
1496 1495 . :
Q18 1501 1508 1501 1526 1498 1545  v(CC,ringl)+v(C-NH)+v(C=N,ring2)
1501 1502
1580 1580 v(CC,ringl)+6(NHy)
Q19 1596 1591 1599 1589 1502 1589 1595 1580 V(CC.ring2) ~v(C=N.ring2)
Q20 1617 1616 1618 - 1612 1612 - 1614 d(NHy)
1629 1629
Q21 - 1636 1641 1629 1639 1639 1630 1614 3(NH; HB)
Q22 - 2930 2932 2920 2931 2931 2935 - Vsym(CHs3)
3055 3068 :
Q23 - 3066 3070 - 3082 3091 - v(CH,ring1)
3090
3184 v(CH)
Q24 3144 3144 3194 3194 3180 V(NH)
Q25 3298 3299 - - 3340 3340 - - vsym(NH2) HB
Q26 3377 3379 - - 3384 3384 3378 - vsym(NH3) non-HB
Q27 3467 - - - 3492 3492 3520 - Vasym(NH2) HB

v-stretching, 3-bending, p-rocking, ®-wagging, y-out of plane bending, ip.-in plane, ringl: benzene ring, ring2: isoxazole ring, HB-hydrogen
bonded. Italic is used when the values for the solvated SMX in water differ from those resulted from calculations on SMX trimer.
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Caracterizarea si discriminarea speciilor de bacterii Gram -
pozitive utilizand spectroscopiile Raman si SERS

Bacteriile reprezinta un domeniu mare in cadrul microorganismelor procariotice si
se ntélnesc peste tot. Pe baza proprietatilor lor de a se colora, bacteriile se clasifica in
bacterii Gram-pozitive si Gram-negative, principalele diferente dintre cele doua tipuri se
afla la nivelul componentelor peretelui celular.

O bacterie Gram-pozitiva are un perete celular gros, format din mai multe straturi
de peptidoglican (pana la 80 nm in grosime). Acest strat mai este numit si mureinad si
inconjoara membrana citoplasmatica. Stratul de peptidoglican are structura asemanatoare
unui exoscheleton care permite difuzia metabolitilor in interiorul bacteriei si are un rol
esential pentru structura, reproducerea si supravietuirea bacteriei. Reprezintd ~ 40-80%
din greutatea in stare uscatd a peretelui celular [73], si contine acizi teicoici si
polizaharide, toate aceste componente fiind in mod normal inconjurate de un strat de
suprafata paracristalin (S-layer) alcatuit din proteine [74]. Contine putini aminoacizi, nu
existd deloc lipide dar exista cantitdti mari de zaharuri si aminozaharuri [75], cum ar fi

glucoza, ramnoza, glucozamina si acid muramic.

Ambele bacterii din acest studiu sunt Gram-pozitive, au forma de bastonase si
apartin speciilor Lactobacillus (Lactobacillus casei ATCC 393) si Listeria (Listeria
monocytogenes ATCC 19115).

Lactobacillus casei (L. casei) este o bacterie Gram-pozitiva care traieste in mediul
anaerob si care este recunoscuta pentru proprietdtile sale benefice pentru corpul uman
[76]. Este un microorganism nepatogen care protejeaza organismul uman de diferite boli
prin producerea de acid lactic. World Health Organization si Food and Agriculture

Organization a Natiunilor Unite a clasificat L. casei in randul probioticelor.

Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) este unul dintre cei mai periculosi

patogeni intalniti In produse alimentare, si care declanseaza boala numita listerioza.

Tn ultimii ani, un continuu interes s-a aratat inspre dezvoltarea unor noi metode mai
rapide si mai sensibile pentru detectia microorganismelor. Printre aceste noi proceduri o
mare atentie si popularitate au primit metodele moleculare, printre care si tehnicile de
spectroscopie vibrationala. Printre avantajele lor se numara o acuratete mai mare a

rezultatelor, prepararea minima a probelor si abilitatea de achizitie si de testare a probelor
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in conditii in-vivo, fara a fi necesara folosirea de markeri [77]. Toate aceste avantaje au
facut din spectroscopiile IR si Raman candidate de bazd pentru identificarea si
discriminarea tipurilor de bacterii la nivel de specii. Un interes crescut a fost catre SERS,
datoritd catorva avantaje pe care le are fata de tehnica Raman, cum ar fi posibilitatea de
detectie la nivel de o singurd molecula si concentratia micd a probei ce urmeaza a fi
analizatad. Metodele vibrationale pot fi folosite in mod independent sau Tnh combinatie cu
tehnici statistice de analizd pentru detectia si caracterizarea oricdrui tip de bacterie,

datorita fingerprintului spectral pe care 1l are fiecare astfel de bacterie.

Scopul acestui studiu a fost de a identifica si caracteriza doua specii de bacterii
Gram-pozitive (L. casei ATCC 393 si L. monocytogenes ATCC 19115), folosind
spectroscopiile Raman si SERS. Primul pas a constat in optimizarea parametrilor
experimentali pentru a obtine spectre reproductibile si de inaltd rezolutie. A doua etapa a
constat In combinarea metodelor spectroscopice si a analizei componentelor pricipale

(PCA) pentru a testa posibilitatea de discriminare a celor doua bacterii.
Detalii experimentale

Cultivarea bacteriilor. L. casei ATCC 393 a fost cumpdratd in forma liofilizata
(Microbiologics, Minnesota, USA) si crescutd in mediu de MRS (Oxoid, UK). Culturile
inoculate sunt obtinute Tn mod curent din celule uscate si inghetate suspendate in 5 mL
MRS si incubate in conditii aerobice la 37 °C (24 h). Apoi bacteriile sunt din nou cultivate
Tn 95 mL MRS si incubate in aceleasi conditii descrise mai sus [78]. Culturile inoculate au
fost crescute pentru 24 h in pahare Erlenmeyer care contineau 100 mL MRS, tot amestecul
aflandu-se pe un shaker (Heidolph Unimax 1100, Germany) la 37 °C. L. monocytogenes
ATCC 19115 a fost cultivata pe placi de tip agar Oxford (Sifin, Germany) la 4°C. O
singurd colonie de L. monocytogenes a fost inoculatd intr-un tub cu diferiti nutrienti
necesari cresterii bacteriilor (TSBYE) (Difco Laboratories) si incubate din nou pentru 24 h
la 35 °C.

Cresterea celulara a fost monitorizata prin spectroscopie UV (Nanodrop ND-1000
Spectrofotometru, Nanodrop Technologies, USA) si s-a masurat densitatea opticad a
bacteriilor la 600 nm. Concentratia L. casei a fost de 10 CFU/mI (O.D. = 0.95), iar
concentratia L. monocytogenes a fost de 10** CFU/ml (0.D. = 0.7).
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Sinteza coloidului. Nanoparticulele de Ag (AgNPs) au fost obtinute utilizand metoda de

sinteza propusa de Leopold si Lendl [26].

Instrumentatie. Imaginile AFM s-au facut folosind un microscop AFM comercial NT-
MDT NTEGRA Spectra (Rusia) la temperatura camerei. Imaginile au fost obtinute la
temperatura camerei, Tn modul contact-intermitent, folosind un cantilever de Si (NSG30-
A, NT-MDT). Imaginile au fost prelucrate folosind programul Nova v1.1.0.1837 (NT-
MDT).

Spectrele Raman si SERS ale bacteriilor au fost obtinute pe un microscop
conventional Renishaw inVia Raman Microscope echipat cu un laser HeNe (632.8 nm) cu
o putere totala de 50 mW. Pentru a evita fotodegradarea probelor, s-au folosit filtre pentru
a reduce puterea laserului pe proba, toate experimentele prezentate fiind obtinute la o
putere laser n intervalul 0.05 — 2.5 mW. Spectrometrul a fost calibrat folosind un substrat
de Si, a fost focusat sub obiectivul de 50x, iar spectrul colectat a avut banda specifica Si la
521 cm™.

Pentru masuratorile Raman si SERS, 2 ml de cultura de bacterii au fost centrifugati
la 6000 rpm, timp de 10 min, iar mediul de cultura a fost indepartat. Pelletul ramas a fost
spalat de trei ori cu 2 ml de apa MilliQ (rezistivitate 18 MQ-cm™) si centrifugat n
conditiile prezentate mai sus. Pelletul de L. casei a fost resuspendat in 1 mL apa MilliQ si
pelletul de L. monocytogenes a fost resuspendat in 250 ul apa MilliQ pentru toate
masuratorile. Probele SERS preparate cu coloid a priori au fost obtinute prin amestecarea
a 500 pl de coloid de Ag preparat anterior cu 5 ul de bacterie. Probele in situ SERS au fost

preparate dupa protocolul descris de catre Zhou et al. [79].

Toate experimentele spectroscopice s-au efectuat pe 5 pl de bacterie spalata /
amestec SERS, care au fost puse pe discuri de MgF; si focusate sub obiectivul de 50x.
Fiecare spectru Raman este rezultatul a 10 acumulari, fiecare acumulare obtinutd in
decursul a 10 s. Fiecare spectru SERS a fost obtinut prin insumarea a trei acumuldri,

fiecare acumulare Inregistrata in 5 s.

Toate rezultatele au fost colectate folosind programul WIRE. Spectrele Raman au
fost colectate Tn domeniul spectral 400 - 1800 cm™, iar spectrele SERS pe domeniul 600 -
1700 cm™. Background-ul a fost indepértat prin insumarea si medierea a cinci spectre

obtinute in aceleasi conditii experimentale. Urmatorul pas a constat In normalizarea
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fiecarui spectru, la peak-ul cu cea mai mare intensitate. Tuturor spectrelor SERS li s-a

aplicat o corectie in 10 puncte si o corectie de indepartare a zgomotului FFT Tn 5 puncte.

Analiza chemometrica. PCA este o tehnicad multivariata folosita pentru a analiza structura
inerentd a datelor, prin reducerea dimensionalitatii setului de date si gdsirea unui set
alternativ de coordonate, denumite componente principale (PC) [77, 80, 81]. Prin plotarea
graficului PC-loadings in functie de variabilele folosite, se va pune in evidentd zonele in
care apar diferente in setul de date. In acest studiu s-a efectuat PCA pe toate spectrele
Raman si SERS a celor doua tipuri de bacterii, cu scopul de a le discrimina, pe baza
structurii inerente a setului de informatii spectrale. Pentru realizarea PCA s-a folosit

programul Unscrambler X 10.0 (CAMO Software, Norvegia) pe spectrele neprocesate.
Rezultate si discutii

Viabilitatea bacteriilor spalate a fost evaluatd prin imagini de AFM, si sunt

prezentate In Figs. 20 si 21.

AR EENENL

Figura 20. Imagini AFM ale bacteriei L. Figura 21. Imagini AFM ale bacteriei L.
casei pe suprafata de (a) 50 um x 50 pm; monocytogenes pe suprafata de (a) 100 um
(b) 20 pm x 20 pm; (c) 10 pm x 10 pm si x 100 pum; (b) 50 pm x 50 pm; (¢) 20 pm x
(d) 5 um x 5 pm. 20 pum and (d) 10 pm x 10 pm.

Spectrele Raman ale bacteriilor L. casei si L. monocytogenes

Spectrele tipice Raman a unor bacterii ofera informatii legate in primul rand de
componentele peretelui celular si de componentele citoplasmatice. Concentratia micd de P
din peretele celular al L. casei indica lipsa de acizi teicoici [75]. Caracterul anionic al
peretelui L. casei este dat de acizii lipoteicoici (LTA) [74], alcatuiti din radicali de
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poli(glicerofosfat), substituiti cu reziduri de esteri de D-alanil [82]. Chiar daca in general
peretele celular al bacteriei L. casei este protejat de 0 membrana de tipul S-layer, studiul
lui Vadillo-Rodriguez et al. [83] a scos la iveala faptul L. casei ATCC 393 nu e imbracata
in S-layer, dar in schimb are un perete bogat in polizaharide [84]. Peretele celular al
bacteriei L. monocytogenes are componentele tipice bacteriilor Gram-pozitive. Spectrele

Raman ale celor 2 bacterii sunt prezentate in Fig. 22 si sunt foarte asemanatoare.

Benzile din regiunea 1690 cm™ -

—— L. monocytogenes
——L. casei

1770 cm™ sunt de obicei atribuite vibratiilor
de tipul C=0 din esteri, dupa cum a propus
si Maquelin et al. [85] si Lu et al. [86].

Banda corespunzatoare amidei [ din

Intensity / a.u.

"‘ |
: il |“I componenta lipidelor nesaturate apare de
| - (T obicei la 1650 cm™ [77, 87, 88]. Tn cazul
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Raman shift/ cm” 11 este la 1260 cm™ (1262 cm™ in cazul L.

nostru, apare la 1659 cm™, pe cand amida

Figura 22. Spectrele Raman ale bacteriilor L. monocytogenes), dupa cum a observat si
monocytogenes (sus) si L. casei (jos). Gaus et al. [87] si Mobili et al. [89].

Vibratiile din structura adeninei dau nastere la benzile prezente la 707 cm™ (706 cm™ in
spectrul L. monocytogenes), 1325 si 1387 cm™. Ultimele doud benzi pot proveni si de la
vibratiile din interiorul bazelor ADN de guanina, tirozin si uracil (banda 1325 cm™), sau
de la timina (banda de la 1387 cm™). Aceste benzi au fost atribuite pe baza rezultatelor
furnizate de catre Gaus et al. [87]. Toate moleculele care furnizeaza benzi Raman sunt
componente tipice bacteriilor Gram-pozitive [73]. Dupa cum am precizat mai devreme,
cele doud spectre Raman sunt foarte asemandtoare, discriminarea celor doud specii de
bacterii putdndu-se face doar aplicand si analiza PCA.

Spectrele SERS ale bacteriilor L. casei si L. monocytogenes

Rezultatele SERS pentru L. casei si L. monocytogenes, obtinute cu coloid a priori,

dar si cu in situ AgNPs sunt prezentate in Figs. 23 si 24.
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Figura 24. Spectrele SERS ale bacteriilor L.
monocytogenes (sus) si L. casei (jos) folosind
metoda de sinteza in situ.

Figura 23. Spectrele SERS ale bacteriilor L.
monocytogenes (sus) si L. casei (jos) folosind
coloid de Ag preparat a priori.

Spectrele SERS obtinute pot fi analizate din mai multe puncte de vedere: (i) in
functie de diferentele spectrale cauzate de metodele de preparare diferite; (i) prin
compararea fingerprintului spectral al celor doud specii de bacterii, dar si (iii) prin gasirea
asemandrilor sau a diferentelor dintre rezultatele raportate aici si cele raportate de catre
Mircescu et al. [90] Tn ceea ce priveste viabilitatea folosirii acestei metode de sinteza in
situ de AgNPs pentru detectia si discriminarea speciilor si a tipurilor de microorganisme.
Toate spectrele SERS contin cateva benzi comune, independent de metoda de preparare a
probelor. Ambele spectre SERS ale L. casei, prezintd benzi la 657 cm™, 730 cm™, 1050
Cm'l, 1332 Cm'l, 1455 Cm'l, 1588 cm™ si 1626 Cm'l, cu foarte mici diferente 1n pozitia lor.

Acest lucru este valabil si pentru spectrele SERS ale L. monocytogenes.

Aceste benzi vibrationale sunt bine definite Tn ambele tablouri spectrale, cu mici
variatii In pozitia si intensitatea lor. Aceste diferente ar putea fi legate de efectele de
imprastiere intdlnite Tn mod frecvent in cazul experimentelor SERS, dupa cum explica si

Mircescu et al. [90]. O alta explicatie ar putea fi legata de siteurile de absorbtie a AgNPs.
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Cele mai mari diferente in intensitatea benzilor sunt in cazul L. casei, benzile respective
rezultdnd din vibratiile care au loc 1n interiorul bazelor ADN, in principal adeninei
(benzile de la 730, 1050, 1332/1331 cm™) [90-94] sau deformatiilor CH, din lipidele
saturate (banda de la 1455/1459 cm™) [90, 91]. Aceasta ultima banda a fost observata si de
catre Prucek et al. [95] 1a1456 cm™ in spectrele SERS ale altor bacterii Gram-pozitive si a
fost atribuita vibratiilor COH din oligozaharide. O explicatie ar putea fi legatd de
posibilitatea mai mica a AgNPs preparate anterior de a intra in interiorul celulei, in
comparatie cu nanoparticulele sintetizate in situ. Ar trebui mentionat si faptul ca banda de
la 1050 cm™ a fosr atribuitd de unii autori vibratiei de intindere C-O din molecula de
glucoza [96]. Aceasta atribuire ar putea fi valabila, tinand cont ca peretele celular al lui L.
casei este alcatuit din cantitati mari de zaharuri si aminozaharuri. Intensitatea benzilor din
spectrele SERS ale L. monocytogenes sunt comparabile. Majoritatea benzilor prezente in
aceste spectre provin de la componentele peretelui celular: banda de la 1145 cm™ este
rezultatul deformarilor CC, CO, COH din carbohidrati [97] sau a intinderii C-C din lipide
[93]; banda de la 1221 cm™ poate fi atribuiti amidei Il [98], pe cand banda de la
1291/1293 cm™ ia nastere din deformatiile CH din proteine [98]. Urmitoarea banda, de la
1363/1359 cm™ provine de la deformarile CH a proteinelor sau de la intinderile simetrice
v(COO) [93, 99], iar benzile de la 1428/1427 cm™ si 1449 cm™ sunt deformari CH, ale
lipidelor saturate [91]. O singura banda de la 1620/1630 cm™ a fost atribuitd interactiunii
bazelor ADN cu AgNPs [91]. In concluzie, nanoparticulele interactioneaza in principal cu
bazele codului genetic din interiorul celulei, in cazul L. casei, si cu partile componente ale

peretelui celular, in cazul L. monocytogenes.

Pe de alta parte, rezultatele in situ SERS au prezentat cateva asemanari, dar si
deosebiri, cu spectrele SERS obtinute de Mircescu et al. [90]. Asemanarile sunt legate de
prezenta in aceeasi zona spectrald a vibratiilor provenite de la nucleobaze. Acest lucru se
poate explica prin asemdndrile foarte mari dintre codul genetic al bacteriilor Gram-
pozitive si Gram-negative. Spectrele SERS ale E. coli prezinta numeroase benzi asociate
cu bistratul fosfolipidic, aflat la exteriorul stratlui de peptidoglican, substratul SERS fiind
in apropiere de aceastd membrand. Spectrele prezentate in acest studiu sunt alcatuite in
principal din benzi care provin de la interactiunea AgNPs cu stratul de peptidoglican, cu
acizii lipoteicoici sau cu glucoza, aceasta din urma in cazul L. casei, a carui strat exterior

este alcatuit din = 43 % glucoza [75].
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Discriminarea bacteriilor L. casei si L. monocytogenes pe baza analizei

componentelor principale

Diferentele spectrale dintre cele doud specii de bacterii Gram-pozitive au fost
evaluate in spatiul PC folosind metoda PCA. Zece spectre Raman ale L. casei si 23 spectre
Raman ale L. monocytogenes in domeniul spectral 420 — 1788 cm™au fost folosite pentru
discriminarea PCA. Tn cazul spectrelor SERS a priori, PCA a fost aplicat pe 148 de
spectre SERS ale L. casei si 62 de spectre SERS ale L. monocytogenes in intervalul 600 —
1700 cm™. Pentru analiza PCA pe probele in situ SERS s-au folosit 83 de spectre SERS
ale L. casei si 11 spectre SERS ale L. monocytogenes, in acelasi domeniu spectral ca si
probele SERS mentionate anterior. Toate masuratorile au fost preprocesate folosind o
corectie de tipul Multiplicative Scatter Correction (MSC) si prima derivata in 10 puncte

pentru reducerea zgomotului.

e Rezultatele PCA pe spectrele Raman

Figura 25 prezinta analiza componentelor principale (PC-2 vs PC-1) obtinuta pe
spectrele Raman ale bacteriilor L. casei si L. monocytogenes. Cele doua bacterii sunt
separate exemplar dupd PC-1, si care explicd 23 % din varianta totala a setului de

masuratori.
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Figura 25. Scorul PCA obtinut pe spectrele Figura 26. Graficul PC-loadings corespunzator
Raman ale bacteriilor of L. monocytogenes and L. rezultatelor PCA din Figura 25.
casei.

Graficul PC-loadings este in Fig. 26 si are rolul de a furniza informatii referitoare la
zonele din spectrele Raman dupad care s-a facut discriminarea speciilor de bacterii.
Diferentierea a fost posibila in principal pe baza regiunii spectrale 1600-1800 cm™, dar si

zona 1300 — 1400 cm™ a participat la discriminare. Cea mai mare contributie este corelata
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cu banda localizata la 1700 cm™. Alte contributii au provenit si de la banda 1759 cm? si

cea de la 1768 cm™.
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Figura 27. Scorul PCA obtinut pe spectrele
SERS cu coloid preparat a priori.
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Rezultatele PCA pe spectrele SERS cu coloid de Ag preparat anterior

Graficul PCA (PC-2 vs PC-3) din
Fig. 27 a fost obtinut prin plotarea
spectrelor SERS cu coloid preparat a
priori. Se poate observa o separare clara
de-a lungul PC-3, dar si dupa PC-2 a
spectrelor SERS obtinute pe bacteriile
studiate. Tn cazul componentei PC-3 si
PC-2, (Fig. 28 (a) si (b)), discriminarea se
face in zonele 700-750 cm™, 1200-1400
cm™, dar si la banda de la ~1490 cm™.
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Figura 28. Graficele PC-loadings corespunzatoare rezultatelor PCA din Figura 27.
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Figura 29. Scorul PCA obtinut pe spectrele SERS
utilizand metoda de sinteza in Situ.
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Rezultatele PCA pe spectrele SERS in situ

Graficul cu scorurile PCA (PC-
4 vs PC-3) efectuate pe spectrele SERS

in situ sunt prezentate in Fig. 29.

Separarea dintre L. casei si L.
monocytogenes se face de-a lungul
componentelor PC-4 si PC-3, si explica
1 % si 5 % din varianta totala a setului

de masuratori. Dupd cum se poate



observa si din graficele PC-loadings plots (Fig. 30 (a) si (b)), diferentele spectrale care
participa la discriminarea dintre specii sunt localizate la nivelul benzii SERS de la 731 cm’

! dar si a benzilor din regiunea spectrald 1145 — 1500 cm™.
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Figura 30. Graficele PC-loadings corespunzatoare rezultatelor PCA din Figura 29.

Tn concluzie, doui specii de bacterii Gram-pozitive au fost caracterizate si
discriminate cu succes pe baza spectrelor Raman si SERS, in combinatie cu metoda
statistica PCA. Spectrele Raman ale L. casei si L. monocytogenes prezentau caracteristici
foarte asemanatoare, atat In pozitia benzilor, cét si in intensitatea lor. Benzile prezente in
spectrele Raman provin 1n principal de la bazele ADN, dar si de la componentele stratului
de peptidoglican. Diferentele dintre tablourile spectrale Raman ale celor doud bacterii au
fost observate doar dupa aplicarea metodei PCA pe rezultatele experimentale, iar

discriminarea s-a facut cu succes.

In cazul analizei SERS, s-au testat si comparat doui metode de preparare a
probelor: prima metoda a constat in amestecarea fiecarei specii de bacterie cu coloid de
Ag preparat anterior, iar a doua metoda a fost preluata din literatura si a constat in sinteza
in situ de nanoparticule de Ag. Indiferent de metoda de preparare, toate tablourile spectrale
au continut benzi comune. Cele mai mari diferente in intensitate s-au observat in cazul
spectrelor pe L. casei, aceste benzi provenind de la vibratiile bazelor ADN sau a lipidelor
saturate. Spectrele SERS ale L. monocytogenes au prezentat foarte multe asemanari, fiind
compuse din benzi provenite de la vibratiile din componentele peretelui celular, sugerand
interactiunea nanoparticulelor de Ag cu stratul de peptidoglican. Si spectrele SERS au fost
supuse analizei componentelor principale, demonstrandu-se fezabilitatea spectroscopiei

SERS in combinatie cu PCA Tn discriminarea celor doua specii de bacterii Gram-pozitive.
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CONCLUZII GENERALE

Scopul acestei tezei a fost acela de optimizare a parametrilor fizico-chimici a unor
filme nanometrice de aur, dar si a unor sisteme biomoleculare cu aplicatii in imbunatatirea
calitatii vietii.

Tn prima parte de rezultate stiintifice s-au optimizat cu succes doi parametrii
experimentali (temperatura substratului si rata de depunere) pentru obtinerea de filme
subtiri de Au cu terase atomice, cu posibile aplicatii in fabricarea de senzori si biosenzori.
O temperatud a substratului de 580 'C si o ratd de depunere de 1.6 nm/min duc la obtinerea
unor filme epitaxiale, cu orientare preferentiald a cristalitelor dupa planul substratului si cu

un numar minim de defecte de retea.

A doua parte s-a focusat pe investigatii structurale, folosind metode spectroscopice
cuplate cu metode teoretice de simulare, a doud cunoscute antibiotice: trimetoprim si
sulfametoxazol. De asemenea, S-au propus doua tipuri de modele teoretice pentru
simularea suprafetei de Ag si pentru a elucida modul de interactiune al moleculelor
studiate cu suprafata metalicad, din cadrul experimentelor SERS. Au rezultat trei
complecsi, care au fost studiati pe baza spectrelor calculate Raman: doi complecsi cu
trimetoprim (complexul vertex si complexul suprafatd), si un complex alcatuit din
molecula de sulfametoxazol si o suprafata de Ag(111). Spectrele Raman calculate a celor
trei complecsi au fost de asemenea comparate cu rezultatele SERS experimentale. Spectrul
SERS al moleculei de trimetoprim este o combinatie a celor doud modele teoretice
aplicate, fiind totusi mai bine corelat cu complexul vertex. Tn cazul moleculei de
sulfametoxazol, rezultatele teoretice au oferit informatii cantitative legate de comportarea

moleculei in apropierea suprafetei metalice.

.....

discriminare a doua specii de bacterii Gram-pozitive folosind spectroscopiile Raman si
SERS, in combinatie cu metoda statistici PCA. La prima vedere, spectrele Raman ale L.
casei si L. monocytogenes prezentau caracteristici foarte asemanatoare. Discriminarea
celor doud specii s-a facut totusi cu succes prin utilizarea analizei componentelor
principale. Tn cazul analizei SERS, s-au testat si comparat doui metode de preparare a
probelor: prima metoda a constat in amestecarea fiecarei specii de bacterie cu coloid de
Ag preparat anterior, iar a doua metoda a fost preluata din literatura si a constat in sinteza
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in situ de nanoparticule de Ag. Indiferent de metoda de preparare, toate tablourile spectrale
au continut benzi comune. Cele mai mari diferente in intensitate s-au observat in cazul
spectrelor pe L. casei, aceste benzi provenind de la vibratiile bazelor ADN sau a lipidelor
saturate. Spectrele SERS ale L. monocytogenes au prezentat foarte multe asemanari, fiind
compuse din benzi provenite de la vibratiile din componentele peretelui celular, sugerand
interactiunea nanoparticulelor de Ag cu stratul de peptidoglican. Si spectrele SERS au fost
supuse analizei componentelor principale, demonstrandu-se fezabilitatea spectroscopiei

SERS in combinatie cu PCA in discriminarea celor doud specii de bacterii Gram-pozitive.
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