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INTRODUCERE

Teza ,Detectia si analiza unor poluanti prin metode spectroscopice asistate de
nanostructuri plasmonice” este structuratd in doud parti, prima parte fiind realizatd pe baza
literaturii de specialitate si avdnd un caracter monografic. Partea a doua a tezei cuprinde
contributii originale legate de prezentarea studiilor experimentale si teoretice efectuate si a
rezultatelor obtinute care au condus la indeplinirea obiectivului enuntat mai sus.

Capitolul 1 prezintda nanoparticulele de metale nobile din punctul de vedere al
proprietdtilor lor electronice, optice si chimice, cu accent pe prezentarea rezonantei
plasmonice de suprafata. Sunt trecute in revista principalele idei si teorii stiintifice care stau
la baza intelegerii fenomenului de rezonantd plasmonicd (teoria lui Mie, teoria lui Gans si
teoria Maxwell-Garnet) si care ofera explicatii adecvate diferitelor efecte observate, cum sunt
culoarea coloizilor, modul in care dimensiunile metalului influenteaza proprietatile fizice si
chimice ale nanoparticulelor, comparativ cu cele ale atomilor individuali sau ale metalelor
macroscopice.

Capitolul 2 prezinta principalele metode spectroscopice utilizate in investigarea
interactiunii dintre molecule i nanoparticulele plasmonice: spectroscopia de rezonanta
plasmonica de suprafata, spectroscopia de fluorescenta, spectroscopia Raman si SERS.

Capitolul 3 prezinta detectia ionilor de zinc din apa prin utilizarea metodei de
,reaprindere” a fluorescentei. In prima etapa se utilizeazd nanoparticule de aur de forma
aproximativ sfericd si diametru de aproximativ 18 nm ca substrat care stinge fluorescenta
moleculelor de rodamind B adsorbite pe suprafatd. Nanoparticulele respective au fost
preprate folosind metoda Turkevich-Frens si au fost caracterizate folosind masuratorile de
extinctie UV-vis si microscopia electronicd de transmisie (TEM). Am demonstrat cd in
prezenta nanoparticulelor de aur are loc o stingere (inhibare) puternicd a fluorescentei
moleculelor de RhB prin mecanismul transferului energetic rezonant de fluorescentd (FRET).

In schimb in prezenta ionilor de zinc (acetat de zinc) s-a observat un fenomen de



,reaprindere” a fluorescentei moleculelor de RhB datoritd detasdrii moleculeor de RhB de pe
suprafata nanoparticulelor de catre ionii de zinc.

Capitolul 4 prezinta rezultate de detectic moleculara prin metoda SERS. Se
elaboreaza o metoda pentru realizarea unor nanostructuri de aur de forma neregulata care
constituie un substrat adecvat pentru SERS. Am realizat ca prin incubarea coloidului de aur
(preparat cu metoda standard, Turkevich-Frens) cu acetat de zinc la temperatura camerei,
rezulta retele de nanofire de aur prin asocierea (lipirea) nanoparticuleor si fuzionarea lor.
Rezonantele plasmonice ale retelelor de nanofire au fost inregistrate prin spectroscopia de
extinctie UV-Vis-NIR, structurarea lor spatiala prin microscopia electronica de transmisie
(TEM), structura lor cristalind prin difractie de raze X (XRD) iar compozitia prin EDX.
Substantele poluante utilizate ca analiti au fost doi coloranti organici, fucsina bazica si
albastrul de metilen, intens folosite in industrie sau medicina, a cédror prezenta in apele
reziduale este des intalnitd. Masuratorile SERS au fost efectuate in domeniul infrarosu
apropiat, la 785 nm excitatie laser (NIR-SERS).

Capitolul 5 prezinta analiza teoretica a rezonantelor plasmonice ale nanoparticulelor
de aur asamblate in forma liniara, din punctul de vedere al simuldrii spectrului si cdmpului
electromagnetic apropiat de la suprafata nanoparticulei. Studiul se bazeaza pe metoda FDTD,
adica rezolvarea numericd a ecuatiilor lui Maxwell prin metode diferentiale si iterarea in timp.
Spectrele LSPR simulate, corespunzatoare unui numar crescator de nanoparticule in lant, cu o
distantd constantd intre particule de 0.5 nm, au fost comparate cu spectrul de extinctie
experimental, obtinut pentru un coloid de aur avand GNPs cu diametrul de aproximativ 20nm
si cu spectrele obtinute dupd adaugarea unei solutii de pluronic, care a indus un anumit stadiu
de agregare al GNPs.

Capitolul 6 cuprinde concluziile finale ale tezei, care evidentiaza importanta si
originalitatea rezultelor obtinute si perspectiva continudrii studiilor mele. In final prezint lista
lucrarilor stiintifice publicate pe baza studiilor efectuate.

Teza se incheie cu doua anexe. Prima anexa face o trecere In revista a caracteristicilor
tehnice ale echipamentelor utilizate in cadrul prezentei teze. A doua anexa, realizata pe baza
literaturii de specialiatate, face o trecere in revista a metodelor actuale de sinteza si fabricare

de nanoparticule si nanostructuri plasmonice.



PARTEAI
CONSIDERATII GENERALE ASUPRA PROPRIETATILOR FIZICO-CHIMICE SI
APLICATIILOR NANOPARTICULELOR PLASMONICE iN CERCETARI
SPECTROSCOPICE

Capitolul 1
Proprietati fizico-chimice ale nanoparticulelor metalice

1.1. Introducere

Primele nanoparticulele de aur se pare ci au fost produse inca din secolele V- IV 1.C.
in Egipt si China. Una dintre cele mai cunoscute dovezi ale utilizarii nanoparticulelor metalice
in antichitate este o piesd de muzeu cunoscutd sub denumirea de cupa Lycurgus, care se
presupune ci a fost confectionati de romani in sec. V-IV 1.C. [1]. In Evul Mediu, solutiile
continand nanoparticule de aur suspendate in mediu apos (coloizi de aur ) au fost folosite atat
in scopuri estetice, ca si coloranti pentru vitralii, obiecte ceramice si portelanuri dar si in
scopuri curative, pentru tratarea bolilor de inima, a dizenteriei, epilepsiei, a tumorilor sau
diagnosticarea sifilisului [1]. Tn secolul al XIX-lea, Michael Faraday a explicat culoarea rosie
a coloidului de aur prin prezenta unor agregate de atomi de aur in solutie. La inceputul sec.
XX, proprietatile optice ale nanoparticulelor sferice au fost explicate teoretic pentru prima

oard de catre Mie [2].

1.2. Structura electronica

Metalele prezinta o structurd electronica formatd din benzi de energie a caror existenta
este determinatd de legile mecanicii cuantice. Particulele cu dimensiuni de ordinul
nanometrilor au proprietati care fac trecerea de la cele corespunzitoare scarii atomice la cele
corespunzatoare scdrii macroscopice. Proprietdtile nanoparticulelor cu diametre pana la 20 nm
pot fi explicate folosind regulile mecanicii cuantice [3], valabile atunci cand lungimea de
undd de Broglie a electronilor de valenta are acelasi ordin de marime cu dimensiunea
particulelor. Acestea se comportd din punct de vedere electronic ca si cutii cuantice zero-
dimensionale. Electronii liberi ,,pringi” in astfel de ,cutii cuantice” au asociate unde

electronice staionare cu nivele energetice discrete [1]. Astfel, spectrul energetic electronic al
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particulelor metalelor nobile prezinta o comportare discreta, in contrast cu spectrul energetic
continuu al metalului macroscopic
1.3. Rezonanta plasmonica

Proprietatile electronice ale clusterilor sunt strans legate de proprietatile optice ale
acestora. De exemplu, electronii liberi ,,pringi” in cutii cuantice prezintd o frecventd de
oscilatie colectiva caracteristica de rezonanta a plasmei, determinand aparitia asa — numitei
benzi de rezonanta plasmonica [1]. Aceasta banda, observata la particulele metalelor nobile cu
diametre mai mari decat 2 nm se afla in domeniul vizibil si se datoreaza unui fenomen numit
rezonantd plasmonicd de suprafatd (SPR). Fenomenul reprezintd o miscare coerenta a
electronilor din banda de conductie, care ocupa stari energetice aflate imediat deasupra
nivelului Fermi, ca urmare a interactiunii cu un cAmp electromagnetic [4]. In interiorul
particulei va apare un camp rezonant amplificat care Tn cazul particulelor mici este omogen in
tot volumul, Tn timp ce, In exteriorul acesteia, este produs un camp dipolar. Drept urmare va
apare o puternicd mprastiere a luminii, benzi intense de absorbtie plasmonica de suprafata si

o amplificare a campului proxim aflat in imediata vecinatate a suprafetei particulei [5].

o extinctie

=
> P

L/
> w1 absorbtie
=GR ' : / :
lumina incidenta \
/ s detector

)

imprastiere

Fig.1. Modelul schematic al interactiunii luminii cu o nanoparticuld, rezultand

efectele de absorbtie si imprastiere.

Largimea benzii, inaltimea peak-ului si pozitia maximului de absorbtie depind de
materialul din care este confectionatd particula, dimensiunile si forma acesteia precum si de
functia dielectricd a mediului inconjurator [6]. Pentru explicarea teoreticd a modului in care
rezonanta plasmonica de suprafatd este influentatd de acesti factori, au fost propuse de-a

lungul timpului mai multe teorii: teoria lui Mie, teoria lui Gans si teoria Maxwell — Garnett.



1.4. Proprietati de luminiscenta

Fotoluminiscenta aurului si cuprului macroscopic a fost observata pentru prima data
de Mooradian [7], care a stabilit si faptul ca eficienta cuantica a fotoluminiscentei metalelor
nobile macroscopice este foarte mica, de obicei de ordinul 10™°. Ulterior au studiat efectul
neregularitatilor de pe o suprafata asupra proprietatilor de fotoluminiscenta ale metalelor
nobile. S-a observat ca luminiscenta a fost amplificata cu cateva ordine de marime pe
suprafete metalice rugoase, fenomen cunoscut ca si lightning rod effect. Explicatia originii
fotoluminiscentei a fost atribuita recombinarii radiative a perechilor electron — gol [8].
Electronii si golurile se pot relaxa prin imprastierea cu fononi dar apoi se recombina radiativ

pentru a da nagstere luminiscentei observate.

1.5. Proprietati chimice

Folosirea metalelor in activitatea practica s-a bazat foarte mult timp pe proprietatile
formei macroscopice ale acestora. Aurul a fost utilizat la confectionarea bijuteriilor,
ornamentelor, a monedelor si a unor dispozitive nu numai datorita proprietatilor estetice ci
mai ales datoritd reactivitatii chimice scazute si rezistentei mari la oxidarea pe suprafata.
Originea reactivitatii chimice a metalelor este legata de potentialele lor standard de reducere.
Metalele sunt de obicei electropozitive si au tendinta de a pierde un numar mai mare sau mai
mic de electroni, in functie de energia de ionizare corespunzatoare. Potentialul de reducere
este deci legat de natura electropozitiva a metalului. Atunci cand dimensiunile se apropie de
nanoscard, desi la nanoparticulele de aur se mentine rezistenta la oxidarea pe suprafata,
reactivitatea chimica creste si se observa o comportare cataliticd maritd, nanoparticulele fiind

in acest timp excelente substante catalizatoare, adsorbanti §i senzori

Capitolul 2

Metode de investigare spectroscopica a interactiunii dintre molecule si

nanoparticulele plasmonice

2.1 Spectroscopia de rezonanta plasmonica de suprafata (SPR)

Spectroscopia SPR este o tehnicd moderna de detectie a unor specii de molecule
chimice sau biologice. Pentru detectia bazatd pe folosirea suprafatelor metalice se folosesc
plasmonii ce apar pe suprafetele ce separa un metal de un dielectric. Plasmonii de suprafata

pot fi excitati cu ajutorul electronilor sau a fotonilor. Atunci cand plasmonii se cupleaza cu un



foton, particula rezultatd se numeste polariton iar fenomenul de excitare a plasmonilor de
suprafatd prin intermediul luminii se numeste rezonantd plasmonicd de suprafatd (SPR).
Exista doua tipuri de rezonante plasmonice de suprafata care pot fi folosite pentru detectie :

a) rezonanta plasmonicd de suprafatd bazatd pe plasmoni — polaritoni de suprafata
(SPP) conventionali (nelocalizati) ce se propaga pe suprafete plane;

b) rezonanta plasmonicd de suprafatd localizata (LSPR), bazatd pe existenta
plasmonilor care se propaga pe structurile metalice caracterizate prin dimensiuni de ordinul
nanometrilor.

Senzorii LSPR functioneaza pe baza excitarii plasmonilor care nu se propaga si care
existd pe suprafetele nanoparticulelor metalice sau in jurul nanogolurilor sau nanocavitatilor
din filmele metalice subtiri. Pozitia spectrala si marimea LSPR depinde de dimensiunea,
forma, compozitia si mediul dielectric local. Nanoparticulele metalelor nobile determina
aparifia LSPR atunci cand frecventa fotonilor incidenti este rezonanta cu oscilatia colectiva a
electronilor de conductie confinati in volumul nanoparticulelor [9], asa cum s-a aratat in
capitolul 1. Frecventa de oscilatie colectiva a electronilor din interiorul nanoparticulei, numita
frecventd de rezonantd plasmonica localizata de suprafatd (frecventd LSPR) este sensibila la
schimbarile mediului dielectric local [10]. Cercetarile tipice bazate pe LSPR detecteaza
schimbari ale mediului local prin masurarea deplasarii lungimii de unda LSPR desi este
posibila detectia LSPR si prin separarea unghiurilor [11].

Cea mai simpld metoda de detectie LSPR este spectroscopia de absorbtie 1n ultraviolet
si vizibil (UV-vis). In acest caz se misoara spectrul de extinctie (absorbtie plus impristiere)
al nanoparticulelor, inregistrand dependenta de lungimea de unda a intensitatii luminii care
trece prin proba. Determindrile cantitative se bazeaza pe legea Beer — Lambert, care are

urmatoarea expresie:
A=¢-c-d 1)
unde A — reprezinta absorbtia masurata, € — coeficientul de extinctie, ¢ — concentratia probei

iar d — drumul optic prin proba.
2.2. Spectroscopia de fluorescenta

Spectroscopia de fluorescentd se bazeaza pe modificarea caracteristicilor fluorescentei

datorate prezentei nanoparticulelor metalice.
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Nanoparticulele metalelor nobile au proprietatea de a interactiona cu moleculele
substantelor fluorescente aflate in apropierea acestora. Pentru explicarea interactiunilor care
pot sd apard este necesard descrierea mecanismului fenomenului de fluorescenta.

Intensitatea fluorescentei poate fi scazuta printr-0 mare varietate de procese. Astfel de
descresteri se numesc inhibari si pot fi produse prin diferite mecanisme. Inhibarea dinamica
(prin ciocnire) apare atunci cand substata fluorescenta aflatd in stare excitatd este dezexcitata
in urma contactului cu alte molecule din solutie, numite inhibitori. Inhibarea poate fi insa si
rezultatul formarii unui complex nonfluorescent intre substanta fluourescenta si inhibitor.
Cand acest complex absoarbe lumina, se reintoarce imediat in starea fundamentald, fara
emisie de fotoni, procesul fiind numit inhibare statica. Un alt proces important care apare in
starile excitate este transferul energetic de rezonantd (RET). Acest proces apare atunci cand
spectrul de emisie al substantei fluorescente (numita donor) se suprapune peste spectrul de
absorbtie al unei alte molecule (numita acceptor) care poate fi o substantd nonfluorescenta.
RET nu implicd emisia luminii de catre donor care sd fie absorbita de catre acceptor ci

implica o interactiune dipol-dipol intre donor si acceptor[12].

2.2.2. Detectia moleculelor bazata pe fluorescenta

Spre deosebire de spectroscopia LSPR de transmisie in care absorbtia luminii este
masuratd ca diferentd Intre intensitatea luminii ce trece printr-o solutie de referintd si
intensitatea luminii ce trece prin probd, spectroscopia de fluorescentda masoard direct
intensitatea luminii. Existd mai multe modalitati de detectie a moleculelor chimice sau
biologice prin detectia de fluorescentd, determinate de proprietatea de fluorescentd care se
modifica dupa interactiunea cu analitul: intensitatea luminii, spectrul de excitare, anizotropia

sau timpul de viatd al probei detectate.

2.2.3. Interactiunea nanoparticule metalice - molecule fluorescente

Interactiunea dintre substantele fluorescente si suprafetele sau nanoparticulele metalice
poate avea multiple efecte: cresterea sau scaderea constantei de emisie, cresterea
randamentului cuantic al cromoforilor cu randament cuantic scazut, scaderea timpului de viata
sau orientarea radiatiei emise (de obicei izotropd) pe anumite directii. Aceste efecte nu apar
din cauza reflexiei fotonilor emisi ci sunt rezultatul interactiunii dintre moleculele
fluorescente si electronii liberi din metal.

Inhibarea flourescentei de catre nanoparticulele metalice se poate realiza prin doua

mecanisme: inhibarea prin ciocnire si prin transfer energetic rezonant (RET). Ambele
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mecanisme reprezintd modalitafi neradiative de transfer spre starea fundamentald, in cursul

carora proprietatile spectrale ale substantei fluorescente se modifica.

2.3. Spectroscopia Raman si SERS
2.3.1. Efectul Raman

Efectul Raman apare la iradierea cu lumind monocromaticd produsd de laser a unui
sistem molecular. Presupunand ca laserul emite lumina de frecventa vy, astfel incat energia
fotonilor hvg sa fie considerabil mai mica decat distanta dintre nivelul electronic fundamental
si primul nivel electronic excitat, majoritatea fotonilor vor traversa proba fara a interactiona
cu moleculele acesteia. O mica parte din lumina va fi Tnsa imprastiata in toate directiile. Un
exemplu de diagrama cu nivelele energetice si cu procesele de Tmprastiere pe molecule este

reprezentatd in figura urmatoare (Fig. 2).

Scattering Luminescence
V=g
vbraf 1 uEE i
g =gt} E 1
E.| * — reaxsiicn —
virtual siates
i | g E
= § E
E § Fluorescence 2
| ]
¥ T i
b |
= i a = = 3 - '-'j_
£ E £ = E = = =
-3
t Y .
1 | [ ] [ ] o
1 ¥ g by 1 -
Stokes Anh-Stokes

Rarman Fayleigh Raman

Fig. 2. Exemplu de diagrama cu nivele energetice reprezentand, in partea stanga, procesele de imprastiere a

luminii de catre molecule ( Rayleigh si Raman ) si, in partea dreapta,un proces de fotoluminiscenta [13]

Atunci cand energia luminii emise este aceeasi cu cea a fascicului incident (hvg) iar
starea finala a moleculei este aceeasi cu cea initiala (Eg, v = 0), procesul se numeste
imprastiere Rayleigh. Existd insa situatia in care, aflate initial Tn stare vibrationala

fundamentald Eg si excitate In aceeasi stare virtuald, moleculele emit in urma dezexcitarii o
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energie mai micd decit cea a fotonilor incidenti, avand expresia h(vo — ), proces numit
Tmprdstiere Stokes — Raman, care va avea ca rezultat aparifia unor benzi de frecventd mai
mica, numite benzi Stokes — Raman. Dacd dupa dezexcitarea din starea virtualda, moleculele
vor emite lumind avand energia h(vo + v,) mai mare cu hv, decét cea a fotonului incident in
timp ce se intorc la starea finala v = 0 a lui Eo, procesul se numeste imprastiere anti — Stokes -

Raman.

2.3.2. Efectul SERS: Surface-Enahnced Raman Scattering

In anul 1974 Fleischman si colaboratorii sdi au observat pentru prima dati o
amplificare a semnalului Raman mprastiat de moleculele de piridind adsorbite pe suprafata
rugoasa a unui electrod de argint [ 14].

In anul 1977, Jeanmaire si Van Duyne au reluat experimentul si au demonstrat ci
intensitatea semnalului de imprastiere Raman poate fi mult amplificata atunci cand moleculele
sunt plasate pe sau 1n apropierea unui substrat rugos din material nobil obtinut prin procese

repetate de oxido-reducere [15].

2.3.3. Spectroscopia Raman si SERS

Spectroscopia bazata pe imprastierea Raman amplificata de suprafatd (SERS) este din
ce In ce mai utilizatd deoarece un spectru SERS furnizeazd mai multe informatii despre
structura moleculara si mediul inconjuritor decét orice alti tehnica spectroscopica. in plus,
datorita celor doud mecanisme (electromagnetic si chimic) se obtin amplificari mari (106) ale
semnalului Raman n cazul in care moleculele sunt adsorbite pe substrate metalice specifice,
in unele cazuri obtinandu-se detectia unei singure molecule [16].

Punctele particulare cu configuratii geometrice adecvate (muchii, varfuri, praguri,
defecte, adancituri sau cavitati) beneficiaza de factori de amplificare Raman de natura
electromagnetica de 10 - 10%si pot realiza detectia unei singure molecule [17].

Posibilitatea detectiei unei singure molecule este unul dintre avantajele cele mai
semnificative ale detectiei SERS nu numai prin limita de detectie foarte scazuta ci mai ales

prin faptul cd molecula respectiva poate fi identificatd prin spectrul ei Raman.
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PARTEA all-a

CONTRIBUTII PERSONALE PRIVIND DETECTIA UNOR POLUANTI PRIN
METODE SPECTROSCOPICE ASISTATE DE NANOPARTICULE PLASMONICE

Capitolul 3

. . . + . 1% . . .o .
Detectia ionilor de Zn* din apa prin metoda ,,reaprinderii” fluorescentei

3.1. Introducere

In primele capitole am trecut in revista proprietitile nanoparticulelor metalelor nobile
precum si metodele spectroscopice care exploateaza aceste proprietati. Datorita avantajelor pe
care acestea le prezintd, ne-am propus In continuare sa aplicdim metodele descrise pentru
detectia unor specii diferite de contaminanti existenti in apa. In acest capitol, prezentim un
nanosenzor sensibil folosit pentru detectia ionilor de Zn** in apa [18]. Conceptul este bazat pe
o stingere pronuntatd a fluorescentei colorantului, produsa de adsorbtia Rodaminei B (Rh B)
pe suprafata GNPs prin interactiune electrostatici. In plus, in prezenta ionilor de Zn** n
solutie, moleculele de RhB pot fi indepartate de suprafata metalului iar fluorescenta poate fi
reaprinsi. In acest mod nanoparticulele de aur invelite in rodamina pot fi folosite ca un senzor

. . . . . +
eficient de reaprindere a fluorescentei pentru detectia ionilor de Zn** .

3. 2. Partea experimentala

a) Substante chimice folosite. Acidul tetracloroauric (HAuCl4-4H,0, 99.99%), citratul
de sodiu (CgHsNazOy) si acetatul de zinc ((C;H302)2Zn) au fost achizitionate de la firma
Aldrich. Rodamina B (C2gH31CIN,O3) a fost obtinuta de la firma Sigma.

Sinteza nanoparticulelor de aur. Nanoparticulele sferice de aur au fost obtinute prin
reducerea HAUCI, cu citrat de sodiu in apa, folosind metoda Turkevich-Frens [19].

b) Prepararea solutiilor. Solutia stoc de rodamind B, de concentratie 5-10™ M a fost
preparata prin dizolvarea pudrei de RhB in apd deionizata si aceastd solutie a fost diluata
gradat pind cand s-a ajuns la solutia de concentratie 1.87 10° M. Aceeasi metoda a fost
folositd pentru a obtine solutii de acetat de zinc de concentratii diferite. Probele pentru
imagini TEM au fost obtinute prin depunerea catorva picaturi de solutie pe grile de cupru

invelite Tn carbon, urmate de uscare la temperatura camerei.
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Metode de caracterizare. Masuratorile de absorbtie UV-Vis au fost realizate folosind
un spectrofotometru Jasco V-670. Imaginile TEM au fost obtinute folosind un microscop
JOEL model JEM 1010. Spectrele de fluorescentd au fost Tinregistrate folosind un
spectrofluorimetru Jasco LP-6500. Toate masuratorile de fluorescenta au fost realizate in
aceleasi conditii, folosind o banda de excitare de 1 nm si una de emisie de 3 nm iar lungimea

de unda de excitare a fost setatd la 532 nm.

3. 3. Rezultate privind detectia ionilor de Zn*" din apa prin metoda “reaprinderii”
fluorescentei moleculelor de RhB

a) Caracterizarea spectroscopicd a interactiunii dintre moleculele de RhB si

nanoparticulele de aur
Spectrul de absorbtie UV-Vis al moleculelor de RhB prezinta o banda de absorbtie

principald la 556 nm, caracteristica tranzitiilor electronice @ - ° si 0 banda mai slaba la 520

nm datorata tranzitiei vibronice de ordinul intai (vezi Fig. 3A, curba a).
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Fig. 3.A. Spectre UV-Vis de absorbtie ale solutiei de RhB 10™° M (a), coloidului de aur (b) si ale amestecului
format din 1000 pl coloid si 1000 pl de solutie de RhB (c).
Imaginea inserata prezinta fotografiile solutiei de RhB pure si a amestecului acesteia

cu coloid. Imagini TEM ale GNPs (B) si respectiv ale amestecului RhB&GNPs (C) [18].
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Solutia coloidalda de GNPs invelite in citrat prezintd o banda de extinctie bine definita
la 521 nm ( Fig.3A, curba B), atribuitd rezonantei plasmonice de suprafatd (SPR) a
nanoparticulelor sferice individuale cu diametrul 18+2 nm, asa cum s-a stabilit prin imaginile
TEM ( imaginea reprezentativa TEM din figura 3B). Dupa adaugarea unui volum de 1ml de
solutie de RhB de concentratie 10° M unui volum egal de coloid (1 ml), am observat o banda
plasmonicd nou aparutd la aproximativ 639 nm ( Fig. 3A, curba c). Aceastd noud banda,
impreund cu schimbarea drastica a culorii amestecului de la culoarea initiala, rosu, la albastru
— violet (imaginea inseratd din Fig.3) reprezintd dovada aparitiei unor agregate mici si
cuplajul electromagnetic al nanoparticulelor ( Fig. 3A, curba c¢). Banda plasmonica descreste
si se deplaseaza usor spre rosu ca rezultat al schimbarii constantei dielectrice a mediului din
jurul nanoparticulelor [20]. Agregarea indusda a GNPs invelite in citrat a fost confirmata
ulterior de analiza TEM. Imaginile TEM inregistrate Tnainte (Fig. 3B) si dupd adaugarea
moleculelor de RhB (Fig. 3C) dovedesc clar agregarea partiala a GNPs in forma unor lanturi
liniare sau ramificate, aparute ca rezultat al adsorbtiei colorantului. Am studiat de asemenea
fluorescenta moleculelor de RhB in prezenta unei concentratii de GNPs. Asa cum se poate
observa in Fig. 4, moleculele libere de RhB 1in solutie prezinta o bandd de emisie de
fluorescentd centrata la 577 nm care se suprapune destul de bine peste banda de absorbtie a
GNPs — conditie necesara pentru un transfer energetic rezonant eficient. Intr-adevir, este de
asteptat ca energia starii excitate a substantei fluorescente sa fie transferatd nanoparticulei
printr-un proces ne-radiativ, numit transfer energetic rezonant (RET) sau transfer energetic
rezonant de fluorescentd (FRET). FRET apare doar atunci cand existd o suprapunere
suficientd a benzii de absorbtie a acceptorului (aici GNPs) si banda de fluorescentd a
donorului (in cazul nostru, moleculele de RhB) iar molecula este in cea mai apropiatd
vecindtate, stiind cd eficienta FRET depinde de inversul puterii a sasea a distantei dintre donor
si acceptor. FRET apare in urma unei interactiuni dipol-dipol indus, cand molecula de
colorant schimba energie cu o nanoparticuld de aur care are o lungime de unda de rezonanta
similard, fara a fi necesara emisia unui foton [21]. Intensitatea de fluorescentd a rodaminei B
este inhibatd puternic dupa addugarea de GNPs de diferite concentratii , asa cum se poate

vedea in Fig. 4.
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Fig. 4. Evolutia spectrelor de fluorescenta ale solutiei de RhB odata cu cresterea volumelor de GNPs adaugate:
200 pl (b), 400 pl (c), 600 pl (d), 800 pl (e) si 1000 pl (f). Graficul inserat in dreapta sus reprezinta relatia dintre
raportul (FO/F) si concentratia de GNPs. Lungimea de unda de excitare: 532 nm [18].

Trasand graficul raportului (Fo/F) in functie de concentratia GNPs, unde Fo si F
reprezintd intensitatea de fluorescenta a solutiei de RhB 1n absenta si respectiv in prezenta
GNPs, s-a obtinut un grafic oblic (vezi imaginea inserata din Fig. 4), din forma caruia am
putut obtine informatii despre mecanismul de inhibare a fluorescentei. Graficul obtinut nu este
in forma de linie dreaptd, ceea ce indicad faptul ca moleculele de RhB prezinta o inhibare mai
puternica decat aceea rezultatd dintr-un mechanism static pur [12]. Posibilitatea unui
mechanism de inhibare dinamic, rezultat ca urmare a ciocnirii dintre molecula de RhB si GNP
trebuie exclusd, datoritda unei intractiuni puternice si permanente dintre molecule si
nanoparticule.

Deviatia de la forma liniara poate fi modelata folosind forma extinsa a ecuatiei Stern-
Volmer, asa cum este prezentatd in Ref. 29, unde K reprezintd constanta de legare la echilibru,
Qtot este concentratia totald de site-uri active pentru inhibitori de pe nanoparticula si § este
factorul intensitdtii de fluorescenta a colorantului (f = F / cRhB):

Py, K
F KF
1+—
)
Deviatia in sus de la forma liniard standard poate fi explicata prin faptul ca o parte

dintre moleculele de RhB sunt prinse intre nanoparticule Tn timpul procesului de agregare.
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Intr-adevar, se poate presupune ci rata de descrestere ne-radiativa a moleculelor localizate in
spatiul dintre nanoparticule ar trebui sa fie mai mare decat cea a moleculelor adsorbite direct
pe suprafata nanoparticulelor individuale. In plus, spectrele RhB si ale agregatelor formate din
GNPs se suprapun complet, ceea ce duce la cresterea eficientei de transfer energetic a
sistemului. Acest lucru explicd inhibarea staticd acceleratd in functie de de concentratia de
GNPs si existenta unui mecanism de transfer energetic de rezonantd non-Foster de la

moleculele de RhB la GNPs [18].

b) Reaprinderea fluorescentei pentru detectia ionilor de Zn*, bazati pe sisteme de GNPs
Tnvelite in RhB

GNPs finvelite in RhB pentru detectia ionilor de Zn?* prin ,reaprinderea” emisiei de
fluorescentd a moleculelor de RhB.

Asa cum s-a mentionat anterior, in timp ce moleculele libere de RhB sunt foarte

fluorescente in solutie, emisia de fluorescentd a RhB adsorbitd pe suprafata GNPs este
inhibata prin transfer energetic.
Totusi, asa cum se poate observa in Fig. 5, in prezenta ionilor de Zn®* , intensitatea de
fluorescentd a moleculelor de RhB creste gradat pe masura ce creste concentratia de ioni de
zinc addugati. Acest lucru poate fi explicat prin faptul ca moleculele de RhB sunt eliberate de
pe suprafata GNPs, recuperandu-si fluorescenta si dovedind cu succes faptul ca la senzorul
folosit ,,se reaprinde” fluorescenta in prezenta ionilor de Zn*".
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Fig. 5. Reaprinderea emisiei de fluorescenta a sistemului de GNPs invelite in RhB dupa addugarea de ioni de
Zn** de diferite concentratii: 1 mM (b), 5 mM (c), 12.5mM (d) si 25mM (e). Imaginea inserati arati graficul
liniar al raportului de fluorescenta (F/Fg) Tn functie de concentratiile ionilor de zinc. Lungimea de unda de

excitare: 532 nm [18].

18



Meritd mentionat faptul ca reaprinderea semnalului fluorescent reprezintd un grafic
liniar in functie de concentratia ionilor de Zn**, intr-un domeniu larg de concentratii (vezi
imaginea inseratd din Fig. 5). Eliberarea moleculelor de RhB de pe suprafata GNPs dupa
amestecarea GNPs invelite Tn RhB cu acetat de zinc a fost studiata ulterior prin spectroscopie

UV-Vis si analize TEM.
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Fig. 6 A. Spectre de extinctie UV-Vis inregistrate Tnainte (curba a) si dupa (curba b) desprinderea moleculelor de
RhB de pe suprafata GNPs. B. O imagine TEM reprezentativa a agregatelor de GNPs aparute dupa desprinderea
RhB [18].

Spectrul de extinctie indicd o separare spectrald a benzii moleculelor de RhB la 556
nm de banda plasmonica deplasata spre rosu corespunzatoare agregatelor de GNPs (vezi Fig.
6). Odata cu cresterea concentratiei de ioni de zinc addugatd in solutie, benzile plasmonice
cresc de asemenea in intensitate si caracterizeaza agregate din ce in ce mai mari [18].

Imaginea TEM din Fig. 6 prezintd agregate de GNPs de diferite dimensiuni si forme
comparativ cu acelea prezente initial n solutie, ca rezultat al schimbarii dramatice a sarcinii

de pe suprafata GNPs dupa inlocuirea chimica a moleculelor de RhB cu ioni de Zn*.
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Capitolul 4
Detectia unor poluanti organici in apa

prin metoda SERS

4. 1. Introducere

Monitorizarea ecosistemelor acvatice, al apelor deversate si al apei potabile a devenit o
provocare majord In ultimile decenii, de vreme ce cantitatea de poluanti industriali a crescut
odatd cu cresterea timpului. In special detectia rapida si sensibild a colorantilor organici
existenti in apele curgatoare a atras atentia in ultimii ani deoarece unii coloranti sintetici sunt
destul de toxici i de daunatori pentru oameni [22-24]. Acesta este cazul substantelor fucsina
bazica si albastru de metilen, doi coloranti organici folositi pe scara larga in industrie.

SERS este o metodd cu o mare specificitate si sensibilitate pentru identificarea
moleculard, care permite o detectie ultrasensibila, chiar si a unei singure molecule si
furnizeaza informatii structurale despre speciile moleculare pe baza amprentei Raman
vibrationale unice [25-28]. Provocarea cea mai criticd care permite o masuratoare SERS
sensibild este, din aceasta cauza, proiectarea unui substrat SERS robust, ieftin, reproductibil,
deosebit de eficient pentru detectia unor cantitdti infime de diferiti poluanti .

In acest studiu am descris 0 metoda simpld, rapida si ieftind de activare SERS a unor
nanoparticule de aur sferice, cu diametrul de 18 nm, prin adaugarea unei solutii de acetat de
zinc intr-o solutie de nanoparticule de aur dispersate. S-a obtinut o structura stabila de aur in
forma unor retele la temperatura camerei in prezenta ionilor de zinc. Am demonstrat ca
platforma obtinuta poate fi folositd ca substrat NIR-SERS pentru monitorizarea unor cantitati
infime de coloranti organici in solutii apoase, in cazul nostru fucsina bazica si albastru de
metilen. Sensibilitatea mare, pretul scazut, raspunsul rapid si disponibilitatea arhitecturii
plasmonice obtinute de a fi folositd in NIR o transforma intr-un candidat promititor pentru

aplicarea in detectia SERS a moleculelor organice [29].

4. 2. Partea experimentala

a) Substante chimice Acidul tetracloroauric (HAUCl4-:3H,0, 99.99%), citratul de
sodiu (CgHsNazO7-2H,0) si acetatul de zinc ((CaH302)2Zn), albastrul de metilen
(C16H18CIN3S) si p-aminotiofenolul  (p-ATP) au fost achizitionate de la firma Sigma -
Aldrich. Fucsina bazica (CyHi9N3- HCI) a fost procurata de la firma Merk.
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b) Prepararea substratelor SERS sub formd de retea de nanofire de aur . Coloidul
de aur a fost preparat folosind metoda  Turkevitch- Frens [30]. Pentru prepararea
nanostructurilor de aur, un volum de 500 pL de solutie coloidald de nanoparticule sferice de
aur a fost incubat timp de 10 minute la temperatura camerei cu 500 pL de solutie apoasa de
acetat de zinc de concentratie 15 x 10 M.

¢) Metode de investigare Spectrele LSPR au fost masurate folosind o cuva din cuart
cu grosimea de 2mm si un spectrofotometru cu rezolutia spectrala de 1 nm. Imaginile TEM au
fost Tnregistrate folosind un microscop electronic de transmisie (TEM), model JEOL JEM
1010. Pentru masuratorile TEM probele au fost preparate prin depunerea unei picaturi de
dispersie coloidala pe grile de cupru invelite in carbon, urmatd de uscare la temperatura
camerei. Structura cristalind a fost caracterizatd folosind un difractometru Shimadzu XRD
6000 cu radiatie Cu Ka (A=1.54 A). Compozitia elementard a fost testatd folosind un
microscop electronic de scanare JEOL JSM 5600LV (SEM) echipat cu un detector de raze X
cu energie dispersiva (EDX) cu cuantificare elementara standard in pachetul software INCA
200 (Oxford Instruments). Masuratorile NIR-SERS au fost finregistrate folosind un
spectrometru Raman portabil (Sisteme Raman R3000 CN de la Ocean Optics), echipat cu un
laser cu dioda avand lungimea de unda de 785 nm, cuplat cu o sonda cu fibrd opticad avand
diametrul interior egal cu 100 mm. Puterea laserului a fost setatd la 100 mW iar timpul de

integrare la 30 s cu o singura incarcare pentru fiecare masuratoare.

4. 3. Rezultate privind detectia albastrului de metilen si a fucsinei bazice prin
SERS utilizind ca substrat plasmonic retele de nanofire de aur

Caracterizarea optica si morfologicd a nanostructurilor de aur in formd de retele.

Formarea nanostructurilor de aur coloidale in formd de retele a fost monitorizatd
combinand spectroscopia de extinctie UV-Vis-NIR, imaginile TEM, masuratorile XRD, EDX
si spectroscopia Raman. Solutia coloidala preparatd asa cum s-a aratat anterior are culoarea
rosu-inchis iar spectrul de extinctie prezinta o banda plasmonica dominanta la 520 nm ( Fig.
7a) care reprezintd caracteristica distinctiva a rezonantei plasmonice dipolare a
nanoparticulelor de aur individuale sferice cu un diametru mediu de 18 nm ( Fig. 8A,
imaginea inseratd) [30, 31]. Imediat dupa adaugarea solutiei de acetat de zinc in dispersia de
nanoparticule de aur, culoarea solutiei coloidale se schimba din rosu-inchis in albastru.
Deoarece culoarea coloidului de aur depinde foarte mult de morfologia nanoparticulelor , o
astfel de evolutie a culorii trebuie corelatd cu transformarile morfologice ale acestora, care se

modifica din solutie formata din nanoparticule individuale in nanoparticule interconectate.
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Fig. 7. Spectrul de extinctie UV-vis-NIR al nanoparticulelor de aur coloidal: (a) inainte de addugarea solutiei de
acetat de zinc si (b) dupd adaugarea solutiei de acetat de zinc. Imaginea inseratd prezintd spectrele de extinctie

corespunzatoare normalizate [29].

Spectrul de extinctie reprezentativ care demonstreazd modificarea morfologiei
nanoparticulelor de aur este reprezentat in Figura 7b. Comparat cu spectrul original al
nanoparticulelor de aur sferice dispersate, banda rezonantei plasmonice de la 520 nm a fost
considerabil atenuata si, in plus, apare o noud banda plasmonica larga, cu maximul la 667 nm.

Asa cum au aratat imaginile TEM realizate ulterior, aceasta a doua banda, deplasata spre
rosu, corespunde unei rezonante plasmonice care se produce pe nanoparticule de aur
interconectate sub forma unor nanostructuri, aga cum sunt prezentate in imaginile TEM

(figurile 8 A, B).
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Fig. 8. (A) O imagine TEM reprezentativa a nanostructurilor de aur coloidal in forma de retea. (B) Fotografie
maritd a imaginii TEM care prezinta reteaua de aur. Imaginea inserata este o imagine reprezentativa a
nanoparticulelor de aur sferice din coloid. Scari de reprezentare: 200 nm pentru imaginea A, 50 nm pentru

imaginea B si respectiv 100 nm pentru imaginea inserata [29].

Caracterizarea XRD si EDX

Structura cristalind a nanomaterialelor reprezintd un factor important in intelegerea
formarii nanostructurilor anizotrope. Din aceasta cauza, urmatorul pas al studiului nostru a
fost caracterizarea structurii cristaline a nanostructurilor preparate, prin masuratori bazate pe

difractie de raze X (XRD).
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Fig. 9.(A) Spectru XRD al nanostructurilor de aur in forma de retele obtinute. (B) Analiza EDX care
arata inalta puritate a aurului ( procent atomic de 95.48%) cu urme infime de Zn ( procent atomic de 4.52%)

[29].

Spectrul XRD din fig. 9 A furnizeaza clar dovada structurii cristaline a retelelor de aur

astfel preparate. Analizele de raze X dispersate energetic (EDX) (Fig.9 B) prezinta peak-urile
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caracteristice ale Au (2.12 keV si 9.71keV) si ale Zn (1.01 keV si 8.63 keV), confirmind
prezenta acestor doud elemente n nanostructurile in forma de retea. Totusi, diferenta notabila
dintre intensitdtile peak-urilor atribuite celor doud elemente demonstreaza clar ca
nanostructurile fabricate prin metoda descrisa sunt alcatuite din aur de mare puritate (procent

atomic de 95.48%) cu urme foarte mici de zinc ( procent atomic de 4.52%) [29].

Caracterizarea Raman

In afara de spectroscopia de extinctie UV-vis-NIR, masuritorile TEM si XRD, o
dovada a activarii nanoparticulelor de aur pentru SERS a rezultat de asemenea din
masuratorile Raman.

Studiile anterioare demonstreaza aplicabilitatea moleculelor de citrat de sodiu folosite
pentru stabilizarea nanoparticulelor ca si proba internd Raman [32-34]. Tinind cont de acest
lucru, prima evaluare a activitdtii SERS a nanostructurilor de aur in formd de retele a fost
realizatd folosind acest tip de moleculd. Spectrul a din Fig. 10A este spectrul SERS al
nanostructurilor de aur in forma de retele. Pentru comparatie a fost reprezentat de asemenea
spectrul Raman al citratului de sodiu solid ( spectrul b din figura 10A ). Prezenta acelorasi
caracteristici spectrale in ambele spectre Raman si SERS identifica clar prezenta moleculelor
de citrat pe suprafata retelei de aur. Banda proeminenta de la 1018 cm™ observata in spectrul
SERS corespunde intinderii legaturii C-O a alcoolului tertiar [32-34]. Benzile dintre 1300 si
1500 cm™ se datoreaza modului de intindere al carboxilatului simetric iar cele aflate intre 800
si 1000 cm™ se datoreaza modurilor de intindere C-COO si C-OH [32-34].

Prezenta unui invelis de citrat slab legat de suprafata nanostructurii de aur este extrem
de important pentru aplicabilitatea lor ulterioara ca si platforme SERS deoarece moleculele de
citrat pot fi usor inlocuite de moleculele de analit. Acest lucru permite in schimb absorbtia
eficientd a analitului si simplificd prepararea probei. In acest scop, in etapa urmitoare a
studiului nostru am ales para-aminotiofenolul (p-ATP) ca si analit Raman extern pentru a
forma un monostrat auto-asamblat pe suprafata metalului prin legatura dintre radicalul tiol si

aur.
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Fig. 10. (A) Spectrul NIR-SERS al moleculelor de citrat adsorbite pe nanostructuri de aur in forma de retele (a)
si spectrul Raman normal al citratului de sodiu solid (b). (B) Spectrul NIR-SERS al moleculelor de p-ATP de

concentratie 10 x 10 % M, adsorbite pe nanostructurile de aur in forma de retele [29].

Asa cum s-a aratat in figura 10B, spectrul SERS de calitate foarte buna al p-ATP a fost
Tnregistrat folosind o lungime de unda de excitare in NIR a laserului, ceea ce demonstreaza
clar faptul cd moleculele de citrat folosite pentru stabilizarea nanoparticulelor nu pot
impiedica adsorbtia moleculelor de p-ATP. Tn plus, spectrul SERS al p-ATP din figura 10B
nu prezinta caracteristicile spectrale ale citratului , ceea ce indicd faptul ca moleculele de
citrat au fost tnlocuite de moleculele de p-ATP. Benzile intense de la 1080 cm™si 1588 cm™,
impreuni cu benzile mai putin intense de la 395 cm™ si 1171 cm™ sunt atribuite modurilor de
vibratie a; ale p-ATP si anume vibratia de intindere C-S, modul de intindere C-C, vibratia de

indoire C-C-C si modul de indoire C-H, asa cum apar atribuite in literatura [35, 36].
Aplicarea nanostructurilor de aur in forma de retele la detectia SERS

Conform rezultatelor anterioare am prevazut faptul cd astfel de substrate SERS ar
putea fi folosite in studiile unor diferite medii acvatice, in special la captarea si identificarea
poluantilor, a produselor farmaceutice si a altor substante chimice. In perspectiva unor astfel
de aplicatii am demonstrat in studiul nostru posibilitatea de a folosi nanostructurile de aur in
forma de retele ca si substrate NIR-SERS pentru monitorizarea unor cantitdti infime de
poluanti, in cazul nostru fucsini bazica si albastru de metilen. In fig. 11A apar spectrele NIR-

SERS ale moleculelor de albastru de metilen in solutie la concentratiile finale de 3 x 10° si5
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x 107 M. Benzile caracteristice ale moleculelor de albastru de metilen au fost obtinute pentru
ambele concentratii. In special, benzile vibrationale de la 445, 1385, 1539 si 1615 cm™ sunt
atribuite ntinderii scheletice C-N-C, deformarii plane a inelului C-H, intinderii asimetrice C-
C si impletirii inelului C-C, asa cum s-a ardtat in alte studii din literatura [37, 38].

Pentru a investiga stabilitatea nanostructurilor de aur in forma de retele obtinute in
prezenta moleculelor de albastru de metilen, am comparat spectrele de extinctie opticd ale
nanostructurilor de aur coloidal inainte si dupa incubarea cu albastru de metilen. Fig. 11B
prezintd spectrele de extinctie ale nanostructurilor de aur coloidale inainte (curba a) si dupa
adaugarea solutiei de albastru de metilen (curba b). Comparat cu spectrul initial al
nanostructurilor de aur in forma de retele, s-a constatat o sciddere a intensitdtii benzii

plasmonice simultan cu o deplasare spre rosu de 2nm in prezenta solutiei de albastru de

metilen.
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Fig. 11. (A) Spectrele NIR-SERS ale moleculelor de albastru de metilen de concentratii diferite, adsorbite pe
nanostructuri de aur in forma de retele: (a) 3x10° M, (b) 5x10” M. (B) Spectrede extinctie UV-vis-NIR ale
nanostructurilor de aur coloidal in forma de retele: (a) inainte de adaugare a solutiei de albastru de metilen si (b)
dupa adaugarea solutiei de albastru de metilen de concentratie 3-10° M. (C) Spectrele NIR-SERS ale
moleculelor de fucsina bazica de diferite concentratii, adsorbite pe nanostructurile de aur in forma de retele: (a)
2x10"° M, (c) 2x10” M. (b) Spectrul NIR-SERS al moleculelor de fucsina bazici de concentratie 2x10° M

adsorbite pe nanoparticulele de aur sferice din coloid [29].
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Conform analizelor noastre SERS, o explicatie posibila este aceea cd moleculele de
albastru de metilen sunt imobilizate pe suprafata retelei de aur, conducand la modificarea
sarcinii electrice de pe suprafata nanostructurilor, care induce la randul sau o scadere a
intensitatii benzilor de extinctie. Deplasarea benzilor plasmonice poate fi legata de
modificarea indicelui de refractie a mediului care inconjoard nanostructurile, datoritd
adsorbtiei moleculelor de albastru de metilen pe suprafata retelei de aur.

Este important s3 mentionam faptul ca platforma noastra SERS nu este limitatd doar la
moleculele de albastru de metilen. Ea poate fi folositd si pentru alti poluanti care ar putea fi
detectati cu succes la concentratii foarte mici. De exemplu, in figura 12C, spectrele a si ¢ sunt
spectrele NIR-SERS obtinute pentru moleculele de fucsina bazica in solutie, la concentratiile
finale 2x10° M si 2x107 M. Spectrele prezintd benzile caracteristice vibrationale al fucsinei
bazice. Prin urmare, benzile vibrationale de la 415, 1171, 1380 si 1584 cm™ sunt atribuite
deformatiei in afara planului a inelului benzen, deformarii legaturii C-H, Tntinderii gruparii N-

fenil si intinderii plane si deformarii inelului, conform studiilor anterioare [39].
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Fig. 12. Spectrele SERS ale: (A) albastrului de metilen si (B) fucsinei bazice la o concentratie de 3x10®
M, colectate pentru probe diferite de substrate de aur. Grafice care aratd corelatia dintre intensitatea medie a
benzilor SERS caracteristice selectate si concentratia moleculelor proba din solutie: (C) albastru de metilen
(4450m'1) si (D) fucsina bazica (1171 cm’l). Imaginile inserate prezintd relatia liniard in domeniile de

concentratii de la 10" 1a10°® sidela 10 la 10 M pentru albastru de metilen si respectiv fucsind bazica [29].
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Reproductibilitatea semnalului SERS este o cerintd majord pentru orice aplicare
analitica a platformei SERS. Pentru a verifica reproductibilitatea semnalului SERS, cateva
probe au fost preparate urmand aceeasi metoda iar spectrele SERS au fost inregistrate in
conditii identice. Figurile 12 A, B demonstreazd faptul cd intensitatea, pozitia spectrald si
largimea benzilor SERS sunt aproape constante de la o proba la alta pentru ambele molecule.
Reproductibilitatea intensitdtii semnalului a fost cuantificatd prin calcularea mediei valorilor
deviatiei standard relative (RSD), calculate pentru cateva benzi vibrationale Raman selectate.
Am gasit o valoare medie de aproximativ 11%, care poate fi consideratd in domeniul valorilor
tipice RDS pentru masuratori SERS [40], indicand faptul ca substratele fabricate sunt
competitive pentru aplicatii analitice.

Pentru a evalua limita de detectie (LOD), nanostructurile de aur in forma de retele au
fost incubate cu solutii de albastru de metilen sau fucsina bazica cu concentratii din ce in ce
mai mici (10° pand la 10® M) si testate pentru stabilirca LOD in aceleasi conditii
experimentale, aceeasi putere a laserului si acelasi timp de integrare. Pentru a certifica
siguranta valorilor LOD, masuratorile s-au realizat de cate trei ori, adicd pentru fiecare
concentratie nominala intensitatea SERS a fost mediata pentru masuratorile efectuate pe trei
substrate. Figurile 12 C, D indica intensitatea medie a benzilor SERS selectate ca functie de
concentratiile de albastru de metilen si respectiv de fucsina bazica. Barele de erori din Fig. 12
C, D reprezinta RSD calculate pentru variatiile intensitatii semnalului.

Figurile inserate din Fig. 12 C, D indica o relatie liniard in domeniul de concentratii
de la 107 1a 10 si de la 10® la 10° M pentru albastru de metilen si respectiv fucsina bazici,
cu un coeficient de regresia liniar (R?) de 0.99. Din curba liniard de calibrare, am gasit LOD
pentru platforma noastra SERS de 4x107 M pentru albastru de metilen si 3x108 M pentru
fucsind bazica. Valorile pentru LOD indica faptul c@ nanostructurile de aur in forma de retea
obtinute reprezintd platforme SERS promitdtoare pentru analize cantitative ale poluantilor

organici [29].
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Capitolul 5

Simularea rezonantelor plasmonice localizate in lanturi de nanoparticule de aur

5. 1. Introducere

Studiile experimentale prezentate Tn capitolele anterioare s-au bazat pe folosirea
nanoparticulelor si a nanostructurilor de aur si pe interactiunea dintre acestea si lumina. De
exemplu, studiile anterioare au demonstrat potentialul catorva mici agregate formate din
cateva nanoparticule de a fi folosite ca substrate SERS eficiente, datorita cdmpului electric
intens care apare in golurile dintre particule, numite “hot-spoturi” [41- 46]. Exista insa o
intelegere insuficienta In ceea ce priveste numarul optim de NPs cuplate si de goluri dintre
particule care si asigure o activitate SERS maximi. In primul rind, este important si se
inteleagd dacd ansamblurile dimerice sau trimerice pot fi substantial mai eficiente ca si
substrate SERS decat lanturile liniare care contin cateva NPs (mai mult de 4). Un raspuns la o
astfel de Tntrebare este relevant din punct de vedere experimental, in special din cauza faptului
ca lanturile mai lungi sunt mai greu de fabricat, de stabilizat sau de directionat in aplicatii de
biodetectie. In al doilea rand, o pozitie spectrald previzibild a benzii LSPR corespunzitoare
unui aranjament de nanoparticule ar fi de ajutor pentru selectarea liniei laser potrivite pentru
excitare, pentru a optimiza amplificarea electromagnetica in SERS. Din aceastd cauza, sunt de
dorit o Intelegere mai buna si o optimizare rationald a proprietatilor plasmonice colective a
lanturilor liniare in functie de numarul si distanta dintre nanoparticule.

In acest capitol voi prezenta o analiza teoretici despre proprietatile plasmonice ale
campului apropiat si a celui indepartat al nanoparticulelor de aur ansamblate in forma liniara.
Studiul se bazeaza pe simulari FDTD electromagnetice prin rezolvarea numerica a ecuatiilor

lui Maxwell prin iterare numerica in timp [47].

5.2 Sectiunea teoretica si experimentala
Metoda FDTD

Pentru a descoperi proprietatile optice ale cdmpului apropiat sau indepartat ale
nanoparticulelor metalice trebuie rezolvat un set de patru ecuatii diferentiale partiale,
cunoscute ca si ecuatiile lui Maxwell, ce descriu componentele magnetica si electrica ale
undei electromagnetice care interactioneazd cu sarcinile cvasi-libere existente in NPs
metalice. FDTD este una dintre cele mai populare metode numerice de rezolvare a ecuatiilor
lui Maxwell pentru un aranjament complex al nanoparticulelor care nu poate fi abordat

analitic. Tn studiul pe care I-am realizat am utilizat un program comercial de la Lumerical [48]
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pentru a investiga proprietdtile rezonantei plasmonice al lanturilor liniare de NPs de aur.
Abordarea metodei FDTD presupune o divizare a spatiul fizic in celule cubice mici, celulele
Yee (Fig. 13a). Pornind cu cateva valori presupuse, sunt calculate cu ajutorul ecuatiilor lui
Maxwell campurile electrice pe muchiile unui cub iar cAmpurile magnetice prin fete. Dupa ce
s-au gasit valorile in aproximatia de ordinul intdi, acestea s-au introdus in ecuatiile lui
Maxwell pentru a obtine aproximatia de ordinul al doilea iar procesul a fost continuat pana

cand s-au obtinut rezultate convergente.
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Fig. 13. (A) Reprezentarea celulei Yee; (B) Reprezentarea conditiilor de limita, a sursei

si a monitoarelor folosite In simularile realizate [47].

In toate simulirile noastre am folosit o celuld de 0.5nm deoarece am aflat ci aceasta e
suficient de mica pentru a satisface criteriile de convergenta, raspunsul campului indepartat
fiind identic cu simularile avand celula de 0.2 nm sau chiar de 0.1 nm. Pentru a modela
permitivitatea complexa a aurului, am folosit datele experimentale ale lui Johnson si Christy
[49]. Sursa a fost un Total Field Scatter Field (TFSF), care foloseste unde plane, potrivita
pentru probleme care privesc imprastierea pe particule mici. Am folosit monitoare de putere
aranjate astfel incat s-au format mici cutii, una n interiorul sursei TFSF pentru calcularea
coeficientilor de absorbtie iar cealaltda care contine sursa pentru coeficientul de Tmprastiere
(Fig. 13 B).

Pentru a testa atat raspunsul plasmonic transversal cat si cel longitudinal al lantului de
NPs, unda plana incidentd a fost considerata fie polarizata paralel cu axa pe care sunt situate

particulele, fie perpendiculara pe aceasta (Fig. 14).

: {
A *E“ B & 'ﬁ
Fig. 14. Cele doua polarizari ale undei incidente: (A) camp electric paralel cu axa pe care sunt situate particulele

si (B) camp electric perpendicular pe axa particulelor [47].
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Simularile numerice au fost realizate pe lanturi avand numere diferite de sfere pentru
fiecare polarizare prezentata anterior iar rezultatele au fost combinate astfel incat s descrie

spectrul LSPR “nepolarizat”.

5.3 Partea experimentala: sinteza si caracterizarea nanoparticulelor de aur

Tn acest studiu s-au sintetizat nanoparticule de aur sferice folosind metoda Turkevitch-
Frens [50], bazata pe reducerea HAuCl, existente in apa cu citrat de sodiu. Pentru a induce
asamblarea nanoparticulelor de aur, ImL de solutie coloidald apoasd a fost amestecatd cu
500uL de etanol. S-a adaugat de asemenea polimer pluronic F127, 0.2mM, la diferite
perioade de timp (0, 15, 30, 50s) solutiei coloidale astfel preparate, pentru a stabiliza
agregatele formate in solutie.

Spectrele de extinctie ale solutiilor coloidale aflate in diferite stadii de agregare au fost
nregistrate folosind un spectrometru Jasco V-670 UV-Vis-NIR cu o largime a fantei de 2 nm
si o rezolutie spectrald de 1 nm. Ansamblurile de NPs au fost examinate folosind un

microscop electronic de tip JEOL 100 U, care functioneaza cu o tensiune de accelerare de 100

kV.

5.4 Comparatie cu spectrele experimentale si discutia rezultatelor

Fig. 15 A prezintd o secventd a unor spectre LSPR simulate, corespunzatoare unui
numir crescator de nanoparticule in lant, cu o distantd constanti intre particule, de 0.5 nm. In
timp ce se pot observa deplasari spre rosu importante ale benzii LSPR atribuite cuplajului
longitudinal, apar doar deplasdri minore spre rosu ale benzilor LSPR atribuite polarizarii
transversale, comparativ cu spectrul NPs individuale.

Un alt aspect interesant este acela cd pozitia spectrala a benzii LSPR atribuite NPS
cuplate longitudinal poate fi descrisd de o functie sigmoidala y(x):

y=4; +(A4; —A4)/(1+ (x/%)7)
unde y si X reprezinta pozitia spectrala si respectiv numarul NPs in lant.

in ecuatia anterioard, A1, Ay, Xo i p sunt parametrii de ajustare. Valoarea A, = 739 nm
este obtinutd dintr-o simulare considerdnd un lant infinit, In timp ce alti parametrii pot fi
obtinuti prin fitare, considerand y = 616 nm pentru x = 2 (A1 =525 nm, Xo = 2.601 si p = 1.04
iar coeficientul de corelare R = 0.982) [47]. Pe baza acestei ecuatii este posibil sa se prezica
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lungimea de unda la care un lant compus dintr-un anumit numar de sfere prezintd maximul
LSPR.
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Fig. 15. (A) Spectre LSPR simulate ale NPs de aur cu diametrul de 20 nm avand distanta dintre particule de 0.5
nm, inconjurate de apa (n = 1.33) si compuse din 1 (a-negru), 2 (b-rosu), 3 (c-verde), 4 (d-albastru) si 5 (e-cyan)

Nps. (B) Pozitia spectrald a LSPR ca functie de numarul de particule din lant [47].

Analiza imaginilor TEM 1inregistrate dupa stabilizarea solutiei coloidale este metoda
obisnuitd de a obtine o histograma a distributiei monomerilor, dimerilor, trimerilor, etc.
existenti in solutia coloidald (Fig. 16 C). Totusi, metodele alternative de furnizare a unor
informatii similare despre dimensiunea lanturilor si despre distributia lor intr-o solutie

coloidala obtinute din spectrele lor LSPR sunt foarte utile.
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Fig. 16. (A) Spectre de extinctie normalizate inregistrate pentru solutii coloidale cu diferite grade de agregare.
Masuratorile au fost realizate la diferite intervale de timp dupa addugarea unei solutii polimerice (Os - albastru,
15s — negru, 30s — rosu si 50s — verde). Pentru comparatie s-a introdus si spectrul solutiei non-agregate, aparut in
culoarea cyan. (B) Imagini TEM reprezentative ale lanturilor formate in solutie. (C) Histograma a distributiei

lungimilor lanturilor in solutie, imediat dupa addugarea de pluronic [47].
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Rezultatele obtinute demonstreaza faptul ca spectrul LSPR compozit obtinut
experimental, Inregistrat pentru o solutie coloidald avand un anumit grad de agregare poate fi
analizat cu o metoda de tip ,,Incercare si eroare”, bazata pe combinatia liniara dintre spectrele
teoretice calculate anterior pentru lanturi de diferite lungimi. Intr-adevir, analiza spectrului
experimental (Fig. 16 A, spectrul b) furnizeaza procentele monomerilor, dimerilor, trimerilor

etc. (datele din tabelul 1), care coincid cu cele din histograma furnizata de imaginile TEM.

NPs/
chain
1 2 3 4 5 6 |7 > 7
Samp
/method
b TEM | 325 | 236 | 146 |7 56 |- - 16.5

Fit 282 (25 |91 |45 |34 |09 |08 |28
c | Fit 24 1398 121|123 |6 06 |06 |26
d | Fit 06 [226 (142|149 (162 |34 |26 |25
e | Fit 04 |175 |11 11.7 | 125 | 7 18.6 | 21.2

Tabelul 1 Procentajul lanturilor de lungimi diferite care se gasesc in solutiile coloidale aga cum se obtin din TEM

(proba b) sau din metoda de tipul ,,incercare si eroare” (probele b,c,d,e) [47].

Din aceasta cauza putem folosi rezultatele furnizate de metoda ,,incercare si eroare” ca
un prim indicator pentru compozitia probelor agregate c, d si e (spectrele corespunzatoare
sunt prezentate in fig. 16A) pentru care nu sunt prezentate inagini TEM.

Fig. 17A prezintd spectrele experimentale impreund cu spectrele reconstruite prin
combinatia liniard a spectrelor simulate anterior, pentru lanturi de diferite lungimi (vezi Fig.
15A). Asa cum se poate observa, spectrele reconstruite caracterizeaza mult mai bine rezolutia
spectrald a benzilor transversald si longitudinald comparativ cu spectrele experimentale, care

prezintd benzi mult mai largi.
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Fig. 17. (A) Spectre experimentale (linia continud) impreuna cu spectre teoretice reconstruite printr-o combinatie
liniard a spectrelor simulate anterior pentru lanturi de diferite lungimi. (B) Spectre LSPR simulate ale lanturilor

compuse din trei nanoparticule de aur cu diametrul de 20 nm, pentru diferite distante intre particule: 0.5 nm (a —
negru), 1 nm (b — rosu), 2 nm (¢ — verde), 5 nm (d-albastru), 10 nm (e — cyan), 15 nm (f — magenta), 20 nm (g —

galben) si, ca spectru de referintd, sfere izolate singulare (h — oliv) [47].

Asa cum se poate vedea In fig. 17 B, banda LSPR se deplaseaza spre albastru si isi
micsoreaza treptat intensitatea pe masura ce distanta dintre particule creste de la 0.5 nm la 20
nm [47]. Tn plus, se poate observa faptul ci pentru distante mai mari de 15 nm, profilul
spectrului de extinctie este aproape identic cu acela al NPs izolate. Limita de 0.5 nm Intre NPs
este cea mai micd posibild pe care o putem simula datorita restrictiilor computationale. Totusi,
n cazul unei distante de separare mai mici, contributia unui efect de tunelare cuantic creste iar
teoria electrodinamica clasica nu mai furnizeaza o aproximare exacta [51, 52].

in simularile anterioare lanturile au fost considerate perfect aliniate. Totusi, asa cum se
poate observa in imaginea TEM, ar putea exista niste deviatii de la structura in forma de lant

liniar. Din aceasta cauzd s-au realizat o serie de simuldri pentru a releva raspunsul optic al

unor lanturi care nu sunt aliniate perfect si pentru a estima contributia lor la spectrele de

ansamblu inregistrate pentru solutia coloidala
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Fig. 18. ( A) Reprezentare schematica de sus a geometriei lanturilor, cu diferite unghiuri intre NPs adiacente. (B)
Spectre de extinctie simulate, obtinute cu lanturi de 5 sfere avand diferite unghiuri (0°- a, 10° - b,20° - ¢ si 30° -

d) intre NPs in apa (n = 1.33), cu o distanta intre particule egald cu 0.5 nm [52].

Pentru simulare am considerat o variatie graduald a unghiului de deviatie in intervalul
0-30° , mentinand distanta dintre particule fixatd la 0.5 nm. Spectrele calculate pentru
unghiuri de deviatie de 0°, 10° 20° si 30° sunt reprezentate in fig. 18 B. Odata cu cresterea
unghiului, rezonanta plasmonicd de suprafatd longitudinala principala descreste in intensitate
si se deplaseazd spre albastru, relevand o a doua rezonantd multipolard localizata in
domeniul infrarosu. Se poate concepe ca astfel de efecte pot explica cel putin partial
caracteristica larga a spectrelor experimentale cand se compara cu spectrele reconstruite

generate doar de structura in forma de lant liniar.

5.5 Calculul teoretic al pozitiei, formei si a cAmpului electromagnetic al rezonantelor

plasmonice generate de lanturi de nanoparticule

In afara de proprietatile optice de cAmp indepartat ale lanturilor de NPs de aur, am fost

. . . e A . . 2 .
interesati si de analiza intensititii cAmpului electric (E®) la suprafata NPs intr-un plan
perpendicular pe directia de propagare a undelor, directie care contine centrele NPs. in fiecare
dintre simuldrile urmatoare am considerat lumina polarizata paralel cu axa pe care sunt situate

particulele. Hartile reprezinta distributia valorilor logaritmice ale intensititii campului

2 2 2
electric, normalizate la campul incident Eﬂ', considerat egal cu unitatea ('09(E /EO )).
Asa cum se poate vedea in figura 19, cea mai mare intensitate a cdmpului este

intotdeauna localizatd in mijlocul lantului, fie in golul central in cazul lanturilor compuse
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dintr-un numar par de sfere, fie in interstitiul dintre sfera centrala si cele doud vecine ale sale

pentru lanturi compuse dintr-un numar impar de sfere.
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Fig. 19. Harti ale amplificérii campului electric ( IOQ(E / Eo ) in planul XOY pentru lanturi compuse din
diferite numere de NPs. O reprezentare a sectiunii transversale a amplificarii cimpului este data pentru fiecare

harta [47].

Fig. 20 A prezinta un grafic al factorului de amplificare maxim (Iog(EZ/ E¢ )) pentru
intensitatea campului electric, ca functie a numadrului diferit de sfere. Putem observa ca
amplificarea maxima este atinsa pentru un lant compus din patru nanoparticule. Acest lucru
poate fi explicat ludnd in consideratie faptul ca minimul coeficientului de amortizare pentru
aur coincide cu lungimea de unda LSPR pentru lantul de patru nanosfere (655 nm), asa cum
se poate observa in fig. 20 B [47]. Pentru comparatie am considerat lanturile intr-un mediu
inconjurdtor cu indice de refractie n=1 (aer). Spre deosebire de lanturile dispersate in apd, in
cazul aerului, amplificarea cimpului creste pana la o valoare de saturatie. Pentru un numar
infinit de sfere, nivelul de saturatie in apa este cel mai mic dintre lungimile lanturilor
simulate, in timp ce pentru aer este cel mai mare. Aceastd observatie poate fi atribuitd faptului
ca peak-ul de extinctie pentru lantul infinit de sfere in aer este la 620 nm, in timp ce functia de

amortizare inca descreste la aceasta lungime de unda.
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Fig. 20. (A) Grafic al maximului intensitatii logaritmice ca functie a numarului de sfere din lant. Sferele au

diametrul de 20 nm si sunt separate prin distante de 0.5 nm. Patratele negre corespund apei (n=1.33) iar

a aurului (linia neagra- Johnson si Christy) respectiv fitarea acestora prin programul FDTD (linia rosie). Sunt
reprezentate de asemenea pozitiile LSPR pentru lanturi cu diferite numere de NPs in apa (liniile punctuate

vertical negre) si in aer (liniile verticale punctate albastre) [47].

Figura 21 reprezintd cateva exemple de distributii logaritmice ale intensitatii campului
electric In cazul trimerilor cu diferite distante separatoare intre NPs. Observam ca pentru
d=0.5 nm, se obtine o valoare a lui E2/E02= 104.6, care furnizeazd o amplificare
electromagneticd de aproximativ 109 ca si substrat SERS, ceea ce reprezintd un rezultat
promitator pentru aplicatii [47].

d=0.5nm  d=1nm d=2nm d=5nm _ d=10nm _ d=15nm

v (nm)
I0g(E*/E3)

Fig. 21. Harti ale distributiei logaritmice ale intensitatii cimpului electric ce inconjoara lanturile de 3 nanosfere
de aur, cu diametrul de 20 nm Intr-un mediu cu n=1.33, pentru distante diferite Tntre particule: 0.5, 1, 2, 5, 10, 15,

20 nm. Toate diagramele au fost calculate la lungimea de unda LSPR [47].
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Capitolul 6
Concluzii finale si perspective

Concluzii finale

Studiile experimentale si teoretice efectuate in cadrul acestei teze de doctorat m-au
condus la formularea urmatoarelor concluziii finale:
1. Am identificat si caracterizat un senzor de fluorescentda hibrid ,,nanoparticula-
moleculd” format din nanopaticule de aur acoperite cu molecule de RhB care poate functiona
ca transductor spectroscopic al prezentei ionilor de zinc in solutie. La modul concret, am
validat un mecanism de transductie bazat pe comutarea emisiei de fluorescenta a RhB din
starea ,,stins” (atunci cand molecula este adsorbita pe nanoparticule si in solutie nu se afla
ioni de zinc) in starea ,,reaprins” (atunci cand in solutie se introduc ioni care deplaseaza
molecula de RhB de la suprafata nanoparticulei).
2. Am calibrat senzorul de fluorescenta hibrid ,,nanoparticula - moleculd” gésind o
dependentd liniard intre intensitatea fluorescentei si concentratia ionilor de Zn®* pentru un
domeniu larg de concentratii.
3. Metoda SERS, desi foarte cunoscuta in literatura pentru capacitatea ei de a pune in
evidentd prin spectre vibrationale Raman cantitati extrem de reduse de molecule organice,
ridicd Inca probleme legate de fiabilitatea substratelor plasmonice. Astfel, producerea de
substrate plasmonice care sd fie active iIn domeniul infrarosu apropiat (NIR), acolo unde
background-ul de fluorescenta al majoritatii contaminantilor organici este redus si care sa fie
stabile in timp si sa asigure masuratori reproductibile este inca nerezolvata. La modul concret,
in cadrul celui de-al doilea studiu, noi am reusit sa producem s§i sa testam un substrat
plasmonic nou, care s-a dovedit a fi foarte activ SERS la lungimea de unda a laserului din
domeniul NIR la 785 nm. Acest substrat consta in retele tridimensionale de nanofire de aur pe
care le-am construit pornind de la ingredientele de baza utilizate in studiul anterior prin
controlul asamblarii si fuzionarii nanoparticuleor de aur in prezenta unei concentratii specifice
de 1oni de zinc 1n solutie.
4. Substratul astfel fabricat a fost validat ca substrat SERS eficient pe trei specii
moleculare (para-aminotiofenol, fucsina bazica, albastru de metilen), stabilindu-se limita de
detectie in domeniul 3x10° M.
5. Tn cadrul celui de-al treilea studiu am implementat metoda de simulare FDTD care ne-
a permis sa analizdm teoretic interactiunea luminii cu retele de nanoparticule de aur asamblate
liniar si neliniar. La modul concret, am obtinut spectrele de rezonanta plasmonica si valorile

cdmpului electromagnetic apropiat la suprafata nanoparticulelor corespunzatoare unui lant
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format dintr-un numar crescator de nanoparticule si le-am comparat cu spectrul de extinctie
experimental.

6. Am stabilit o formuld empirica care permite calcularea directd a pozitiei benzii LSPR
in functie de numarul particulelor din lant.

7. Cu directa relevantd pentru SERS, am descoperit faptul ca factorul maxim de
amplificare locald a campului se obtine pentru un lant format dintr-un numar de patru
nanoparticule si cd odatd cu cresterea distantei dintre nanoparticule amplificarea campului
scade iar rezonantele se deplaseazd spre albastru si scad in intensitate, pana cand se ajunge la

cazul limita al rezonantei plasmonice a unei singure nanoparticule.

Perspective

1. Extinderea studiului in cazul senzorului de fluorescentd hibrid ,,nanoparticuld-molecula
pentru detectia specifica a altor tipuri de ioni metalici;

2. Extinderea studiului in cazul retelelor de nanofire de aur pentru implementarea detectiei
SERS multiplexata (detectia si identificarea simultand a mai multor poluanti organici) ;

2. Transferul rezultatelor acestor studii de laborator Tn produse dispozitive senzoristice pentru

utilizéri in situatii reale.
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