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 3 

 

 Introducere 

 

Tehnicile utilizate, spectroscopia Raman şi IR, împreună cu tehnici derivate (micro-

Raman, confocal-Raman, surface enhanced Raman (SERS), Raman rezonant (RR), sau 

combinate (SERRS), combinate cu spectroscopia de absorbţie IR, oferă informaţii valoroase 

despre structura, proprietăţile, dinamica, identitatea anumitor specii moleculare în diferite 

medii biologice precum şi disponibilitatea acestora de a interacţiona cu alte specii sau de a fi 

absorbite pe nanostructuri de metal nobil. 

Tehnicile spectrale vibraţionale oferă o serie de avantaje în contextul cercetării 

actuale, datorită sensibilităţii deosebite, putând fi modalităţi ideale pentru realizarea unor 

instrumente foarte rapide, neinvazive şi convenabile ca preţ, pentru o diagnosticare precoce a 

boli, deoarece prepararea probelor şi măsurătorile sunt foarte simple, iar timpul de achiziţie 

este foarte scurt. 

Lucrarea actuală abordează studii experimentale originale asupra unor structuri 

moleculare utilizate în formularea farmaceutica (paracetamol-comercial) şi respectiv al unor 

sisteme biologice complexe (ţesuturi de colon uman) cu ajutorul tehnicilor spectroscopice 

vibraţionale. Sunt analizate câteva specii moleculare cu efecte antipiretice şi analgezice în 

diferite formulări farmaceutice pentru a testa potenţialul tehnicilor în monitorizarea şi detecţia 

acestor specii în condiţii fiziologice. 

Activitatea biologică şi proprietăţile farmaceutice ale medicamentelor depind puternic 

de structura lor. În urma experimentelor efectuate s-a constatat că paracetamolul luat în 

supradoză, poate cauza necroză hepatică atât la oameni cât şi la animalele folosite în cadrul 

unor experimente [1, 2]. Alcoolul constituie o premisă favorabilă pentru distrugerea ficatului, 

distrugere cauzată şi de doze terapeutice mari de paracetamol [3]. Din cauza acestor efecte 

secundare toxice, paracetamolul a fost subiectul multor studii toxicologice [4, 5]. În contrast 

cu aspirina, paracetamolul se crede că acţionează în mod aproape exclusiv asupra sistemului 

nervos central, cu efecte periferice scăzute.  

Pornind de la ideea că evoluţia bolilor este însoţită de modificări în ceea ce priveşte 

chimia/biochimia celulelor, ţesuturilor, organelor sau fluidelor corpurilor, spectroscopia 

vibraţională ar putea fi cea mai potrivită metodă convenţională pentru detecţia ultrasenzitivă a 

acestor schimbări, care ar trebui detectate înainte ca manisfestările morfologice şi sistemice să 

permită diagnosticarea clinica prin metode convenţionale. De exemplu, cancerul de colon, 

care face subiectul acestei lucrări, se depistează pe baza tehnici imagistice anatomice, precum 

endoscopia, tehnica ultrasenzitivă, urmate de examinări histopatologice ale biopsiei.      
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Aceste metode convenţionale de diagnosticare se aplică adesea după ani de zile de la faza 

incipientă a bolii, ceea ce generează o întârziere nerecuperabilă în aplicarea unui tratament 

eficace. Dacă este detectată în stadiu incipient această boală este una dintre cele mai uşor 

vindecabile forme de cancer cu o rată de supravieţuire de 90%, de aceea depistarea în fază 

incipientă şi supunerea la o schemă de tratament adecvat, ar salva multe vieţi.  

 

Capitolul 2. Studii Raman şi SERS asupra moleculei de Paracetamol 

 

 

2. 1. Caracterizarea fizico-chimica şi diferenţierea speciilor de paracetamol (sinus 

şi normal) 

  Structura moleculară a paracetamolului (C8H9NO2) este prezentată în Fig. 2.1, acesta 

fiind indicat pentru scăderea nivelului durerii de la mediu pană la moderat, pentru reducerea 

febrei, fiind o componentă importantă a nenumărător analgezice pentru tratarea răcelilor şi 

gripei. 

OO

N CH
3

H

H
 

Fig. 2.1. Structura moleculara a paracetamolului. 

 

Este cunoscut faptul că alcoolul constituie o premisă favorabilă pentru distrugerea 

ficatului, distrugere cauzată şi de doze terapeutice mari de paracetamol [6]. Din cauza acestor 

efecte secundare toxice, paracetamolul a fost subiectul multor studii toxicologice [7, 8]. 

Studiile anterioare arată că folosirea pe termen lung, chiar zilnică a paracetamolului, 

este independent asociată cu un risc crescut de boli renale [9] şi provoacă o inhibiţie specifică 

imediată şi ridicată a sintetizării DNA-ului replicativ [10].  

Paracetamolul poate cristaliza în trei forme polimorfice diferite cunoscute ca forma I, 

II şi III [11-16]. Forma monoclinică (forma I) este forma comercială obişnuită [17, 18], forma 

II a fost identificată prin recristalizare dintr-o soluţie etanolică şi corespunde unei forme 

ortorombice [19] şi forma III a fost menţionată ca fiind o formă foarte instabilă, care nu poate 

fi studiată tocmai din cauza acestei instabilităţi. Polimorfii metastabili ai paracetamolului sunt 

de un interes industrial special deoarece forma I comercială necesită conectori pentru 

formarea tabletei [20, 21]. Forma I a paracetamolului este stabilă la temperatură şi presiune 
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ambiantă [22, 23], în timp ce forma ortorombică a paracetamolului este potrivită pentru 

compresia directă a tabletelor şi poate fi întrucâtva mai mult solubilă, dar a fost cristalizată 

doar în cantităţi extrem de mici şi singura formă disponibilă din punct de vedere comercial 

este forma monoclinică a paracetamolului, modificarea cea mai stabilă din punct de vedere 

termodinamic[24-26]. 

Numeroase studii IR [27-31] şi Raman [32, 33] au fost deja înregistrate pentru a 

caracteriza şi identifica cele trei forme metastabile ale paracetamolului, tranziţiile dintre 

acestea şi comparaţia dintre tablete şi soluţii [34]. 

Lucrarea de faţă, propune caracterizarea vibraţională Raman a două tablete diferite de 

paracetamol (normal şi sinus), pentru a distinge modul de acţiune variat cu privire la valorile  

pH-ului, maniera de adsorbţie pe suprafeţele metalice de argint, de a verifica posibilitatea de 

monitorizare a ambelor specii farmaceutice folosind spectroscopia SERS. 

 

2. 2. Prepararea experimentală a soluţiilor şi suprafeţelor  

Doua tipuri comerciale de paracetamol tablete (Europharm), simplu şi sinus 

(conţinutul de substanţă activă de 500 mg), au fost folosite în acest studiu fără purificări 

suplimentare. Soluţiile de paracetamol au fost preparate prin dizolvarea tabletelor în apă 

distilată la temperatura camerei. 

Filmele insulare de Ag folosite ca substraturi SERS în măsurătorile, au fost preparate 

prin evaporare termică şi prezintă rugozităţi de 1.9 şi 2.9 Å [35]. Pentru prepararea probei 

SERS, am aplicat o picătura de soluţie de paracetamol pe suprafaţa unui film şi am lăsat-o să 

se usuce pentru câteva minute. În momentul în care picătura s-a uscat, am putut focaliza 

spotul laserului in această poziţie. 

Spectrele FT-Raman au fost obţinute cu ajutorul spectrometrul Equinox 55, ce are 

integrat un modul Raman (Bruker (D) FRA-106/S) şi o rezoluţie de 2 cm
-1

. Radiaţia de      

1064 nm a unui Nd-YAG laser, cu o putere de 390 mW au fost folosite pentru excitaţie. A 

fost folosit un detector de Ge care operează la temperatura azotului lichid. Numărul scanărilor 

a fost de 200. 

Spectrele Raman şi SERS pe un film insular de Ag, au fost înregistrate cu ajutorul 

unui microspectrometru (Horiba-Jobin-Yvon, model LabRam) folosind linia de excitare de 

514.5 nm a unui un laser cu ion de argon (Spectra Physics, model 2016). Spectrele au fost 

achiziţionate în geometria de împrăştiere la 180° folosind un microscop echipat cu obiectiv de 

50x de tip Olympus LMPlanFL, cu o rezoluţie spectrala de 5 cm
-1

. Detectarea semnalului 

Raman a fost posibila cu ajutorul unei camere CCD Peltier. Puterea laserului variază de la 100 

la 200 mW şi este indicată ca subtitlu la fiecare figură. 
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2. 3. Spectrele Raman ale paracetamolului în diferite formulări farmaceutice  

Forma comercială a medicamentului paracetamol, simplu/normal şi sinus, a fost 

investigată prin intermediul spectroscopiei Raman pentru a evidenţia prezenţa formelor  

monoclinică şi orthorhombică în stare solidă, în stare apoasă/lichidă, şi pe suprafaţă de sticlă 

după recristalizare. 

Modurile de vibraţie fundamentale din spectrele FT-Raman şi micro-Raman, 

reprezentate în Fig. 2.2 au fost analizate prin compararea acestor moduri vibraţionale cu ale 

celor din literatura de specialitate [36-43], spectrele prezentand în general aceeaşi poziţie a 

benzilor şi aceleaşi intensităţi relative. 
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Fig. 2.2. Spectrele FT-Raman (a) şi micro-Raman (b,c) ale tabletelor de paracetamol normal 

(a,b) şi sinus (c). Excitare: 1064 nm, 390 mW (a); 514.5 nm, 100 mW (b, c). 
 

Peak-urile de la 1562 şi 1510 cm
-1

 au fost atribuite stretching-ului C-N de la gruparea 

Amida I, în timp ce benzile de la 1612 şi 1441 cm
-1

 au fost atribuite întinderii asimentrice     

C-C. Aceste frecvenţe împreună cu atribuirile lor sunt specifice formei monoclinice I a 

paracetamolului [44]. Pentru această formă, există nişte peak-uri specifice prezente la 1231, 

794 şi 708 cm
-1

, peak-uri ce corespund întinderii fenil-N, deformării în afara planului a 

sistemului aromatic p-substituit şi modurilor de deformare în afara planului ale CN-H şi fenil 

[45, 46]. 

Alte frecvenţe caracteristice ale formei I a paracetamolului, care pot fi observate în 

spectrele FT şi micro-Raman, în stare solidă, sunt: banda de intensitate medie de la 1272 cm
-1

, 
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care a fost atribuită deformării C-O [47] şi peakul de intensitate mic-mijlocie de la 463 cm
-1

 

care poate fi asociat cu bending-ul de schelet [45]. 

Forma I a paracetamolului prezintă benzi Raman la 1272, 1231, 708, 463 şi 213 cm
-1

, 

benzi care nu sunt prezente în spectrul formei II. Pe de alta parte, spectrul formei II ar putea 

avea benzi la 1185, 454, 201cm
- 1

, care nu sunt prezente în spectrul formei I.                    

Forma monoclinica există atât în tabletele de paracetamolul simplu, cât şi în cele de 

paracetamol sinus. 

Dizolvând o tabletă a fiecărui tip de paracetamol în 10 ml de apă distilată şi după ce o 

picătură din acea de soluţie a fost lăsată la uscat pe o lama de sticlă, paracetamolul 

recristalizează şi spectrele Raman al ambelor forme de paracetamol arată puţin diferit         

(Fig. 2.3a,b). Peak-ul de intensitate medie detectat la 3324 cm
-1

 în  spectrul paracetamolului in 

stare solidă, este regasit la 3325 cm
-1

  în spectrele Raman ale paracetamolului normal dupa 

recristalizat, iar la 3323 cm
-1

 pentru paracetamolul sinus. 

În acelaşi caz, benzile de la 1559, 1099, 725 şi 622 cm
-1

 (Fig. 2.3a) sunt specifice 

formei ortorombic a paracetamolului, pe când peak-urile de la 1562, 1101, 730 şi 623 cm
-1

 

(Fig. 2.3b) sunt specifice formei monoclinice a paracetamolului [46]. Aceste benzi ale 

spectrului sunt, aşa cum am discutat mai sus, atribuite formei monoclinice a paracetamolului. 

În acest caz, putem presupune că după recristalizare, paracetamolul normal include un 

amestec între formele monoclinice şi ortorombice. 

Analizând spectrele Raman ale paracetamolului normal şi sinus de pe suprafeţele de 

sticlă după recristalizare (Fig. 2.3), se poate observa intensificarea anumitor benzi în 

comparaţie cu spectrele Raman ale tabletelor, unde semnalul Raman pare a fi asemănător 

pentru ambele tipuri de paracetamol.  

Intensitatea benzii de la 2883 cm
-1

 pentru paracetamol sinus, (Fig. 2.3b) se poate 

datora prezenţei de celuloză, lactoză, talc, acid stearic şi stearat de magneziu, care de obicei 

au benzi foarte intense în intervalul 2870-2895 cm
-1 

[48-55]. 

În acelaşi spectru, peak-urile de la 708 şi 388 cm
-1 

(Fig. 2.3b) cresc în intensitate 

relativa în comparaţie cu aceleaşi benzi din spectrul paracetamolului simplu (Fig. 2.3a) şi cu 

spectrele tabletelor (Fig. 2.2). 
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Fig. 2.3. Spectrele micro-Raman ale paracetamolului recristalizat normal (a) şi sinus (b). 

Excitare: 514.5 nm (a,b), 200 mW (a,b). 
 

Această creştere poate fi produsă de lactoză, care prezintă benzi intense în regiunile 

spectrale 864-698 cm
-1

 şi 357-377 cm
-1

, datorită celulozei care produce apariţia de benzi 

substanţiale în jur de 382 cm
-1

, şi datorită amidonului de porumb, care produce o bandă 

intensa lângă poziţia de 360 cm
-1  

[56-60].  
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Fig. 2.4. Spectrele Raman ale soluţiilor de paracetamol (3.3x10
-1

 M) normal (a) şi sinus (b). 

Excitare: 514.5 nm (a,b), 200 mW (a,b). 

 

Dependenta de pH a spectrelor Raman ale paracetamolului simplu şi sinus în soluţie 

apoasă, în mediu acid si bazic sunt prezentate în Figs. 2.5, 6 si 7, 8.  
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În spectrele Raman a soluţiei paracetamolului normal cu valori bazice ale pH-ului 

(Fig. 2.5), se observa o lărgire semnificativă a benzii de la 1619 cm
-1

 împreună cu cei doi 

umeri învecinaţi, de la 1696 şi 1660 cm
-1

. Banda de la 1619 cm
-1

, în pH bazic, este  deplasata 

spre roşu cu 12 cm
-1

 (1606 cm
-1

) şi poate fi atribuită întinderii asimetrice de C=C aromatic şi 

întinderii de C-N (Fig. 2.5. pH13) umerii de la 1696 şi 1660 cm
-1 

atribuiţi întinderii de CNH şi 

C=O (amide I) sunt deplasati catre roşu imediat cu creşterea valorii pH-ului (1689 şi          

1637 cm
-1

, Fig. 2.5. pH 13). 
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Fig. 2.5. Spectrele Raman ale unei soluţii de 3.3x10
-1

 M de paracetamol normal la diferite 

valori bazice ale pH-ului. Excitare: 514.5 nm, 200 mW. 

 

Banda de intensitate mică  de la 1568 cm
-1

, care este 20 cm
-1

 deplasata spre roşu la   

pH bazic, poate fi produsă de îndoirea în plan a N-H-ului (amide II). Prin analogie cu 

paracetamolul normal, în spectrul Raman al paracetamolului sinus la pH bazic (Fig. 2.6) pot fi 

observate: o creştere semnificativă a intensităţii relative şi deplasate spre roşu cu 14 cm
-1

 a 

benzii de la 1614 cm
-1

, care este atribuită întinerii de C=C aromatic şi de C-N (Fig. 2.6,       

pH 13). Mai mult, banda intensă de la 1643 cm
-1

, ce corespunde întinderii de C=O (amide I), 

descreşte în intensitate relativă, devenind un umăr începând cu pH 10.5 şi este 15 cm
-1

 

deplasata spre roşu; banda mic-mijlocie de la 1562 cm
-1

 devine mai largă, este 22cm
-1

 

schimbată în roşu şi se datorează îndoirii în plan de N-H (amide II) (Fig. 2.6, pH 13). 

Pe deasupra,  semnalul mediu de la 1432 cm
-1

, ca o contribuţie a îndoirii asimetrice a 

CH3–ului şi întinderii de fenil în paracetamolul normal, devine mai larg şi este 29 cm
-1 

schimbat în albastru la pH bazic, în timp ce banda medie de la 1377 cm
-1

 descreşte uşor în 

intensitate relativă şi este atribuită bending-ului simetric al de CH3. 
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Semnalul corespunzător întinderii C-N (amide III) (1328 cm
-1

), descreşte în intensitate 

relativă, pe când banda corespunzătoare întinderii de C-O şi C-N (1282 cm
-1

) creşte în 

intensitate relativă în mediu bazic (Fig. 2.5, pH 13). 

Odată cu creşterea valorii bazice a pH-ului, pot fi observate, mai întâi o lărgire şi o 

deplasare spre roşu (20 cm
-1

) a îndoirii de la fenil-N (1236 cm
-1

), în comparaţie cu banda 

adiacentă (1172 cm
-1

) atribuită întinderii de fenil-N si COH, care rămâne aproximativ 

constanta în intensitate relativă în mediu bazic (Fig. 2.5) şi este uşor deplasata spre roşu        

(5 cm
-1

). 

Comparativ cu paracetamolul normal, în spectrul Raman al paracetamolului sinus 

(Fig. 2.6), peak-ul de intensitate mica de la 1447 cm
-1

, cu aceeaşi atribuţie ca în cazul 

paracetamolului normal, pare să crească in  intensitate relativă la pH 8 şi apoi, începând cu pH 

9 devine mai larg şi dispare la pH bazic. Următoarele două benzi (1369 şi 1323 cm
-1

) în 

spectrul Raman al paracetamolului sinus, care au fost atribuite la fel ca şi în cazul 

paracetamolului normal, descresc în intensitate relativă şi se deplaseaza spre albastru. 

Următorul peak de la 1275 cm
-1

 este 5 cm
-1

 deplasat spre albastru şi creşte în intensitate 

relativă, întrucât semnalul de la 1233 cm
-1

 devine mai larg, creste uşor în intensitate relativă şi 

este 10 cm
-1

 deplaseaza spre roşu (Fig. 2.6, pH 13). Benzile de la 865, 838, 798 cm
-1

 în 

spectrul Raman al paracetamolului normal (Fig. 2.5, ale pH 5 la 10) sunt uşor scazut în 

intensitate relativă, devin mai mici cu creşterea valorii pH şi uşor deplasate; ele au fost 

atribuite deformărilor în plan C-C, îndoirii C-H în afara planului şi îndoirii fenil-N.  

Aceleaşi benzi in spectrul Raman al paracetamolului sinus pot fi observate la 857, 831, 

şi 796 cm
-1

 (Fig. 2.6), descresc în intensitate relativă, îşi schimbă forma şi sunt uşor deplasate 

spre albastru. 

Banda de la 574 cm
-1

, ce corespunde deformării în afara planului a fenil-N în 

paracetamolul normal, este uşor crescută în intensitate relativă şi 15 cm
-1

 deplasata spre roşu 

la pH bazic (Fig. 2.7, pH 13), pe când în cazul paracetamolului sinus, banda analoagă de la 

547 cm
-1

 descreşte în intensitate relativă şi apoi dispare (Fig. 2.6, pH 9-13). În general, toate 

benzile, datorită benzile datorate modurilor vibraţionale ale C-N, N-H, fenil-N,  COH şi C=O 

în paracetamol, devin mai mici şi se deplaseaza spre roşu; acest lucru indică deprotonarea 

paracetamolului la valori bazice ale pH-ului. 
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Fig. 2.6. Spectrele Raman ale unei soluţii de 3.3x10
-1

 M de paracetamol sinus la diferite valori 

bazice ale pH-ului. Excitare: 514.5 nm, 200 mW. 

 

Comparând Fig. 2.5 şi Fig. 2.6, spectrele Raman ale paracetamolului normal în soluţie, 

rămân neschimbate la valori ale pH-ului de la 5 la 3.  
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Fig. 2.7. Spectrele Raman ale unei soluţii de 3.3x10
-1

 M de paracetamol normal la diferite 

valori acide ale pH-ului. Excitare: 514.5 nm, 200 mW. 
 

Se poate observa că deformarea fenil-N în afara planului (574 cm
-1

) este reprezentată 

de două peak-uri la pH3 (572 şi 549 cm
-1

) (Fig. 2.7) şi la pH0 rămâne o singură bandă, este  

deplasata spre roşu cu 17 cm
-1

 (557 cm
-1

). 
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Se poate concluziona astfel ca molecula de paracetamol normal este complet protonată 

la valori mici ale pH-ului [62]. Luând în considerare schimbarea majoră în forma benzilor 

Raman atribuite gruparii fenil-N la valori acide ale pH-ului, rezulta ca  protonarea cea mai 

posibila este  la gruparea NH [63]. 
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Fig. 2.8. Spectrele Raman ale unei soluţii de 3.3x10
-1

 M de paracetamol sinus la diferite valori 

acide ale pH-ului. Excitare: 514.5 nm, 200 mW. 

 

Comparând Fig. 2.6 şi Fig. 2.8, spectrele Raman ale paracetamolului sinus rămân 

neschimbate între pH 7 şi 0, ceea ce demonstrează că la pH7 şi neutru, paracetamolul sinus 

există în formă amfionică. 

 

2. 4.  Spectrele SERS ale paracetamolului pe filmele subţiri de Ag 

Spectrele SERS ale paracetamolului normal şi sinus (8x10
-2

 M), sunt prezentate în şi 

Fig. 2.9. si Fig. 2.10. în comparaţie cu spectrele Raman ale soluţiei (3.3x10
-1

 M)  la pH5, 

respectiv7. Se pot observa diferenţe mari în poziţia benzilor şi a intensităţii relative, permiţând 

presupunerea speciilor chemisorbite. Spectrele SERS au fost înregistrate pe două tipuri de 

filme insulare de Ag cu diferite rugozităţi (2.9 şi 1.9 Å) [64]. Imaginile microscopice ale 

soluţiilor de paracetamol pe ambele tipuri de filme subţiri pot fi observate în Fig. 2.9e, f. şi 

Fig. 2.10e, f. 

Benzile medii observate în spectrele SERS ale paracetamolului normal la 1263 cm
-1

 şi 

1233 cm
-1

 (19 cm
-1

 şi 3 cm
-1

 deplasate spre roşu faţă de spectrul Raman al soluţiei) sunt 

datorate modurilor de întindere a legăturilor C-N şi fenil-N al grupării amidei şi prezintă 

modificări în forma benzii.  
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Fig. 2.9. Spectrul Raman al unei soluţii de paracetamol normal de 3.3x10
-1

 M (pH 5) (a), 

spectrele SERS la o concentraţie de 8x10
-2

 M a paracetamolului normal pe filme subţiri cu 

rugozitǎţi de 2.9 Å (b) şi 1.9 Å (c) precum şi orientarea propusǎ pe suprafaţa de Ag (d). 

Excitare: 514.5 nm (a-c), 200 mW (a) and 50 mW (b,c). Imaginile microscopice ale 

paracetamolului normal soluţie (8x10
-2

 M) dupǎ uscare pe filmele de Ag cu rugozitaţi de       

2.9 Å (e) şi 1.9 Å (f). 

 

În cazul paracetamolului sinus Fig. 2.10, benzile medii observate în spectrele SERS la 

1270 cm
-1

 şi 1233 cm
-1

 (5 cm
-1

 şi 2 cm
-1

 deplasate spre roşu faţă de spectrul Raman al 

soluţiei) au aceleaşi atribuiri ca şi paracetamolul normal şi prezintă de asemenea modificări 

ale formei. Benzile medii de la 1172 cm
-1

 (pentru paracetamolul normal) şi de la 1164 cm
-1

 

(pentru paracetamolul sinus) din spectrul Raman al soluţiei, devin umeri în spectrele SERS şi 

sunt cu 11 cm
-1

 şi 1 cm
-1

 deplasate spre roşu, fiind atribuite modurilor de îndoire a legăturii    

C-OH.  

Semnalul mediu de la 1089 cm
-1

 din spectrul Raman al soluţiei de paracetamol normal 

(Fig. 2.9) este despicat în spectrul SERS în trei picuri şi un umăr (1104, 1081, 1048 şi       

1022 cm
-1

), care au fost atribuite modului de întindere a legăturii C-OH, modului de întindere 

asimetrică a legăturii C-O-C, modului de îndoire a legăturii CCC şi respectiv modurilor de 

îndoire a legăturilor C-OH şi fenil.  
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Fig. 2.10. Spectrul Raman al unei soluţii de 3.3x10
-1

 M paracetamol sinus (pH 7) (a), 

spectrele SERS la o concentraţie de 8x10
-2

 a paracetamolului sinus pe filme subţiri cu 

rugozitǎţi de 2.9 Å (b) şi 1.9 Å (c) precum şi orientarea propusǎ pe suprafaţa de Ag (d). 

Excitare: 514.5 nm (a-c), 200 mW (a) şi 50 mW (b,c). Imaginile microscopice ale 

paracetamolului sinus soluţie (8x10
-2

 M) dupǎ uscare pe filmele de Ag cu rugozitaţi de 2.9 Å 

(e) and 1.9 Å (f). 
 

În acest caz, conform regulilor de selecţie de la suprafaţă [66], benzile amidelor I, II şi 

III se aşteaptă să fie amplificate. O altă posibilitate de chemisorbţie a paracetamolului este 

prin intermediul electronilor π ai inelului fenil. Conform regulilor de selecţie electromagnetice 

propuse de către Creighton [65] şi Moskovits şi Suh [66], modul de întindere a legăturii C-H 

ar trebui să fie amplificat când legătura C-H este perpendiculară pe planul suprafeţei metalice, 

în comparaţie cu cazul în care legătura C-H se află paralel pe suprafaţa.  

Interacţiunea azotului cu suprafaţa argintului este evidenţiată de amplificarea 

vibraţiilor grupării amidice. Mai specific, benzile foarte intense din spectrele SERS de la 

1454, 1372 şi 1326 cm
-1

 ale paracetamolului normal (Fig. 2.9a,b); de la 1454, 1371 şi        

1326 cm
-1

 ale paracetamolului sinus (Fig. 2.10 a şi b), deplasate spre roşu şi respectiv spre 

albastru, faţă de spectrele Raman ale soluţiei principale (Fig. 2.9c. şi Fig. 2.10c), atribuite 

modului de întindere simetrică a legăturii C=O (amida I), modurilor de întindere a legăturii 

H3C-C=O şi de îndoire simetrică a legăturii CH3 şi modului de întindere a legăturii C-N 

(amida III), sunt în marea majoritate datorate grupării amidelor, demonstrând vecinătatea lui 

apropiată de suprafeţele de Ag. 

O orientare plană a inelului de fenil la suprafaţa metalului (Fig. 2.9f, Fig. 2.10f) este 

susţinută de banda intensă datorată electronilor π-Ag din legătura fenil, care poate fi detectată 
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la 478 cm
-1

 şi 441 cm
-1

 pentru paracetamolul normal şi respectiv 476 cm
-1

 şi 440 cm
-1

 pentru 

paracetamolul sinus, considerând ambele filme de argint în stare brută.  

Orientarea plană a inelului de fenil este de asemenea susţinută de creşterea importantă 

a intensităţii relative a benzii de la 936 cm
-1

 (în spectrele SERS atât ale paracetamolului 

normal cât şi al paracetamolului sinus, Fig. 2.9a,b şi Fig. 2.10a,b), care se datorează 

deformării în afara planului a legăturii C-H a inelului fenil, prin creşterea extremă a 

intensităţii relative a benzilor de la 860 cm
-1

 (spectrele SERS ale paracetamolului normal) şi 

858 cm
-1

 (spectrele SERS ale paracetamolului sinus), care au fost atribuite deformărilor de 

schelet (de bază) în afara planului a legăturilor C-H şi C-C.  

Luând în considerare regulile de selecţie de la suprafaţă şi datele prezentate în 

literatură, se poate da o explicaţie rezonabilă asupra structurilor adsorbite pe suprafeţele 

metalice de Ag, din spectrele SERS. O interacţiune chimică puternică a ambelor tipuri de 

paracetamol (normal şi sinus) cu filmele „insulă” de argint este realizată prin intermediul 

singurei perechi de electroni ai atomilor de azot din gruparea amidică şi prin electronii π ai 

inelului de fenil, într-o orientare plană. 

 

Capitolul 3. Tehnici Raman aplicate în studiul sistemelor biologice complexe (celule, 

tesuturi) 

 

3. 1. Generalităţi privind structura ţesuturilor investigate şi evoluţia acestora în 

cazul cancerului de colon uman 

Adenocarcinomul este o tumoră epitelială malignă, originară din epiteliul glandular al 

mucoasei colorectale. Cancerul de colon este în prezent a treia cauză a deceselor dominantă în 

partea vestică a lumii, înregistrându-se 655 000 de decese pe an în întreaga lume. Studii 

referitoare la cancerul de colon prezintă modificări specifice ale acidului nucleic, ale 

cantităţilor şi/sau conformaţiei proteinelor, lipidelor şi carbohidraţilor, caracteristice celulelor 

neoplastice [67]. 

Diagnosticarea actuală a cancerului este bazată pe diferite tehnici medicale imagistice, 

cum ar fi imagistica prin rezonanţa magnetică, tomografia computerizată, ultrasonografia, 

care sunt urmate de examinarea histopatologică a unui specimen de biopsie prelevată de la un 

pacient. Analize mult mai precise şi elucidarea mecanismului cancerului pot fi obţinute prin 

folosirea tehnicilor spectroscopice care cercetează atent conţinutul molecular al probelor 

investigate.  
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3. 2. Prepararea probelor analizate  

Au fost izolate probe de ţesut dintr-un specimen de colon uman, procurat până în 2h 

după rezecţia de la un pacient care a suferit o intervenţie chirurgicală la Spitalul CRF  din 

Cluj-Napoca. S-a obţinut şi aprobarea etică pentru a studia proba de ţesut uman.  

Examinarea histopatologică standard a confirmat adenocarcinomul. Ţesuturile recent 

recoltate de carcinom au fost păstrate timp de 2h în soluţie fosfatică tamponată cu formol 

(10%) până la efectuarea măsurătorilor spectroscopice. Probele au fost fixate în formol şi s-a 

arătat că acest procedeu nu a alterat observarea picurilor Raman ale ţesutului şi este aşadar o 

metodă de fixare convenabilă/corespunzătoare. Pentru achiziţia de date spectrale au fost 

selectate bucăţi subţiri secţionate transversal de ţesut din colon normal şi din adenocarcinom. 

Probele au fost secţionate transversal prin peretele colonului şi s-au observat trei zone 

distincte cu un aspect maro, galben, respectiv alb, corespunzătoare peretelui colonului de la 

exterior spre interior, fiind evidentă deformarea stratului epitelial datorită carcinogenezei.  

Straturile subţiri secţionate recent au fost izolate şi puse la microscopul Raman pentru 

măsurătorile micro-Raman şi de microscopie optică. Apoi, s-au adăugat micropicături de 

nanoparticule coloidale de argint, obţinute prin metoda Lee-Meisel [68], pe suprafaţa ţesutului 

pentru achiziţionarea SERS. Focusarea cu laser a urmat depunerii argintului.  

Spectrele SERS şi micro-Raman au fost înregistrate cu un microspectrometru Dilor 

Raman (Horiba-Jobin-Yvon, model LabRam) folosind linia de excitaţie 632.8 nm a laserului 

He-Ne. Spectrele au fost achiziţionate în cadrul geometriei împrăştierii înapoi, folosind un 

microscop echipat cu un obiectiv Olympus LMPlanFL 50x, 10x cu o rezoluţie spectrală de      

2 cm
-1

. Detectarea semnalului Raman s-a realizat cu un cititor CCD răcit prin intermediul unui 

element Peltier, iar pentru achiziţia semnalului s-a folosit pachetul de analiză software 

LabSpec. Puterea laserului aplicat pe probă a variat de la 15 la 25 mW şi s-au acumulat         

10 cicluri de câte 2 secunde. Examinarea microscopică utilizând obiective de 10x şi 50x s-a 

efectuat înainte şi după expunerea la laser pentru a monitoriza posibilele schimbări 

morfologice induse de fasciculul laserului asupra punctului de focalizare. Imaginea optică a 

ţesutului a fost neschimbată după expunerea la laser. O cameră video a asistat la 

comportamentul ţesutului supus expunerii laserului.  

Spectrele FT-IR au fost obţinute folosind spectrometrul Equinox 55 Bruker cu un 

modul Raman integrat (Bruker, FRA106), fibra optică fiind cuplată la un modul Ramanscope 

II. Datele spectrale au fost analizate folosind programele OPUS 2.0.5 şi Origin 6.0. 
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3. 3. Investigarea ţesuturilor de colon cu ajutorul spectroscopiei FT-IR 

 S-au raportat diverse studii pe ţesuturi de colon normale, premaligne (polipi) şi maligne de la 

pacienţi cu diferite stadii de malignitate. Aceste studii au folosit o metodă care este bazată pe studiul 

mostrelor de ţesut subţire prin microscopia în infraroşu (microscopia FT-IR) şi compararea directă cu 

analizele histopatologice tradiţionale, care se folosesc ca referinţe de bază [69]. Spectrosopia  FT-IR 

poate fi un potential instrument  pentru studierea complexelor biologicea materialelor care formeaza 

tesuturi, si culture celulare [70]. 

În Fig. 3.1 sunt prezentate spectrele FT-IR achiziţionate din zona galbenă, de la ambele 

probe de ţesut  normal şi canceros, această zonă reprezentând partea interioară a colonului 

uman. 

3600 3300 3000 1800 1500 1200 900

 tesut "galben"

carcinom

normal

 

 

A
b

so
rb

a
n

ta

Numere de unda /cm
-1

1
0

3
1

1
1

6
1

1
2

0
4

1
2

3
91
4

5
4

1
5

4
6

1
6

4
0

1
7

4
4

2
8

5
3

2
9

2
3

3
2

8
7

 

Fig. 3.1. Spectrul ATR- FT-IR de la ţesutul normal şi carcinom   

al colonului uman (zona galbenă-submucoasă). 
 

In intervalul spectral al numerelor de undă mari, pot fi văzute diferenţe minore în 

banda caracteristică amidei I atribuită modului de întindere al legăturii N-H din proteine, 

observată la 3287 cm
-1

 în ţesutul normal. 

In intervalul spectral al  numerelor de undă mici, benzile caracteristice amidei I şi II, 

apar atât in spectrul ţesutului normal cât şi în spectrul ţesutului canceros la 1640 cm
-1

. Benzile 

sunt mai intense în spectrul probelor cu ţesut normal, în comparaţie cu probele provenite de la 

ţesutul canceros. De asemenea, contribuţiile lipidelor de la 1454 cm
-1

 şi a acizilor nucleici de 

la 1239 cm
-1

 sunt mai evidente în spectrul caracteristic al probelor canceroase.  

În Fig. 3.2. se pot observa spectrele FT-IR a părţii albe ale ţesuturilor colonului de la 

probele normale şi canceroase. 
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Fig. 3.2. Spectrul ATR-FT-IR de la ţesutul normal şi carcinom  

al colonului uman (zona albă-mucoasă) 

 

Banda amidei I prezentă la 3287 cm
-1

 este mult mai intensă în spectrul ţesutului 

normal decât cea care corespunde probelor canceroase. 

Banda caracteristică modurilor de întindere asimetric şi simetric al grupării CH2 de la 

lipide, se observă la 2853 cm
-1

 atât pentru ţesutul canceros cât şi pentru cel normal, cu 

deosebirea că cea din spectrul ţesutului canceros este mai intensă. 

În regiunea „fingerprint”, 1800-1650 cm
-1

, diferenţele dintre cele două spectre constau 

în intensitatea relativă a benzilor prezente, cât şi în benzile noi, de intensitate slabă, care apar 

în spectrul probelor canceroase. 

Modul de întindere al legăturii C=O din lipide de la 1744 cm
-1

 din spectrul ţesutului 

normal este mai puţin intens şi uşor deplasat spre numere de undă mai mari, în comparaţie cu 

cel din spectrul probelor cu carcinom. Benzile de la 1640 cm
-1

 şi 1543 cm
-1

 atribuite modului 

de întindere al legăturii C=O din amida I, modului de îndoire al legăturii N-H din amida II şi 

modului de întindere al legăturii C-N din proteine [71] au o intensitate mai mare în spectrul 

ţesuturilor normale decât în cele canceroase.  

Alte contribuţii, observate în cele două spectre obţinute din zonele albe ale probelor, 

sunt ale acizilor nucleici (1161 cm
-1

), fosfolipidelor (1240 cm
-1

). Noile benzi, de intensitate 

slabă, care apar în spectrul probelor canceroase pot fi observate la 1378 cm
-1

 sub forma unei 

benzi înguste, iar la 1118 cm
-1

 şi 1095 cm
-1

 sub forma a două benzi de intensitate slabă .  

În Fig. 3.3 sunt prezentate spectrele FT-IR obţinute de la zonele maro corespunzătoare 

stratului muscular şi al probelor normale şi canceroase. 
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Fig. 3.3. Spectrul ATR- FT-IR de la ţesutul normal și carcinom al  

colonului uman (zona maro musculara). 
 

În regiunea cu numere de undă mari, banda amidei observată la 3305 cm
-1

 este mai 

intensă în spectrul probelor normale. Contribuţiile asimetrice şi simetrice a lipidelor prezente 

la 2923 cm
-1

 şi respectiv 2854 cm
-1

, au intensităţi mai scăzute în probele normale decât în cele 

canceroase. În regiunea „fingerprint” modul de întindere al legăturii C=O din lipide observat 

la 1744 cm
-1

 este mai puţin intens în spectrul normal, în timp ce contribuţiile amidelor I şi II 

observate la 1640 cm
-1

 şi 1551 cm
-1

 sunt mai intense în comparaţie cu cele din spectrul 

probelor cu carcinom, amintind de aceeaşi situaţie observată în spectrele obţinute de la zonele 

albe.  

Benzile caracteristice amidei I şi II specifice proteinelor s-au dovedit a fi de intensitate 

mai mare în spectrele obţinute de la ţesuturile normale, în timp ce benzile atribuite 

contribuţiilor lipidelor au fost mai intense în spectrele obţinute din zonele canceroase.  

 

3. 4. Măsurători SERS pe tesutul sănătos şi canceros de colon uman 

In ultimul deceniu, spectroscopia Raman a fost utilizată în biomedicină ca un instrument 

de diagnosicare a leziunilor ţesuturilor, analiza componentelor sângelui precum şi studii de 

celule şi ţesuturi [72, 73]. Cu scopul de găsise a unui remediu în tratarea cancerului, eu am 

aplicat tehnica Raman în a evalua posibilitatea acestei tehnici in studierea complexilor de 

pământuri rare–acenocumarol şi pentru a investiga comportamentul de adsorbţie al 

complexului de nanoparticule coloidale de Ag (SERS) [74], deoarece cumarinul conţine un 
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grup de compuşi  naturali de mare interes datorită acţiunii sale anti-inflamatorii, antioxidant, 

antialergic, hepatoprotector, antitrombotic, antiviral şi anticancerigen. 

Trăsăturile SERS caracteristice stratului epitelial din colonul normal sunt prezentate în 

Fig.3.4 unde fluorescenţa ţesutului se atenuează în urma excitaţiei laserului în vizibil, datorită 

nanoparticulelor de Ag care sunt clar evidenţiate. 

O trăsătură reprezentativă, achiziţionată în 20 secunde de la o probă recent secţionată 

pe care s-a adăugat 1µl coloid de Ag, este prezentată în Fig. 3.4c, în timp ce spectrele micro-

Raman de la aceleaşi puncte de achiziţie înainte de adăugarea nanoparticulelor de Ag        

(Fig. 3.4d) prezintă doar o fluorescenţă reziduală mare, orice semnal Raman fiind complet 

acoperit. S-a observat o scădere impresionantă a intensităţii  fluorescenţei reziduale şi benzi 

înguste rezolvate clar trecând de la spectrele Raman la cele SERS. 

 

 

(e) 

 

 

 

(f) 

 

Fig. 3.4. Spectrul SERS corespunzător ţesutul normal al colonului uman (starul epitelial, a-c), 

în comparaţie cu semnalul micro-Raman (florescenţa-d) de la acelaşi punct c) înainte de 

adăugarea nanoparticlolelor de Ag colidal. Excitare: 632,8 nm, 25mW (SERS) şi 200 mW 

(Raman). Imaginile microscopice, înainte (e) şi după (f) adăugarea nanoparticolelor de coloid, 

indicând locul unde spectrele SERS au fost achiziţionate. 

 

În Fig. 3.5 sunt prezentate spectrele SERS caracteristice ţesutului de carcinom recent 

secţionat, din diferite puncte, aleator alese. În ciuda anumitor diferenţe care reflectă 

neomogenitatea ţesutului, benzile intense de la 1138, 1269, 1495, 1572 şi 2934 cm
-1

 sunt 

reprezentative pentru toate spectrele. Conform regulilor de selecţie SERS [75], modurile de 

vibraţie împreună cu componentele de polarizabilitate perpendiculare pe suprafaţa de Ag au 
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fost amplificate în mod preferenţial. Astfel de moduri aparţin clar speciilor moleculare 

localizate în vecinătatea apropiată sau ataşate nanoparticulelor de Ag. Benzile semnificative 

observate în spectrele SERS sunt atribuite provizoriu pe baza informaţiilor Raman anterioare, 

realizate pe ţesutul de carcinom şi cel normal din colon şi pe baza de date Raman, raportata 

recent, a moleculelor biologice [76]. 

În ceea ce priveşte caracteristica SERS pe carcinom, cea mai intensă bandă SERS de 

la 238 cm
-1

 este caracteristică modului Ag-N, când moleculele ce conţin N sunt adsorbite pe 

nanoparticulele de Ag. Benzile care sunt în mod exclusiv datorate modurilor de vibraţie ale 

inelului de ADN şi ARN, adenină (727, 1138, 1335, 1495 cm
-1

), guanină (674 cm
-1

), citozină 

(1269 cm
-1

), timină (617 cm
-1

) şi aminoacizi cu lanţuri R ciclice (histidina – 1575 cm
-1

), 

fenilalanina (1002 cm
-1

) – această ultimă bandă fiind de asemenea specifică pentru triptofan 

sunt amplificate în mod deosebit. Modul de întindere PO2
-
 al lanţului ADN de la 1069 cm

-1
 a 

prezentat o intensitate scăzută. Absenţa benzii atribuită amidelor I de la proteine din intervalul 

spectral 1600-1700 cm
-1

 este demnă de menţionat. În spectrul SERS al ţesutului epitelial 

normal  (Fig. 3.5c) s-au observat benzi înguste la 238, 727, 1495, 1572, 1719, 2114 şi        

2934 cm
-1

.  

 

 

(e) 

 

 

(f) 

Fig. 3.5. Spectrele SERS corespunzătoare ţesutului adenomacarcinom al  colonului uman în 

comparaţie cu semnalul micro-Raman (florescenţa-d) de la acelaşi punct c) înainte de 

adăugarea nanoparticlolelor de Ag colidal. Excitare: 635,8 nm, 25mW. Imaginile 

microscopice, înainte (sus) şi după (partea de jos) adăugarea nanoparticolelor de coloid, 

indicând locul unde  spectrele SERS au fost achiziţionate. 
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Forma benzilor şi intensitatea acestora diferenţiază în mod clar comportamentul SERS 

al ţesutului de carcinom şi a celui normal. În ciuda faptului că majoritatea acestora pot fi 

atribuite acizilor nucleici, este de asemenea prezent şi semnalul de la proteine sau lipide. 

Comparând diferitele atribuiri din spectrele Raman ale ţesutului din colon raportate 

anterior, datele sunt încă controversate. Acest fapt este aproape în întregime datorat 

semnalului micro-Raman slab şi complicat care a rezultat din măsurătorile directe în FT sau în 

configurarea confocală. Capacitatea unică a tehnicii SERS de a amplifica semnalul provenit 

de la speciile moleculare localizate în imediata vecinătate a particulelor de Ag este 

demonstrată acum pentru măsurătorile pe ţesuturi. Rezumând aceste constatări, se poate 

concluziona că acizii nucleici sunt prezenţi preponderent în ţesutul de carcinom, proteinele 

sau lipidele fiind mai puţin reprezentative [77]. Totuşi, o astfel de presupunere va fi ulterior 

susţinută de imagistica SERS pe ţesuturi, întrucât rezultatele prezentate aici demonstrează 

posibilitatea de a înregistra benzi clar rezolvate de la ţesutul de carcinom. Prin urmare, 

informaţii despre conformaţia ADN şi modificările din interiorul procesului carcinogen, 

împreună cu scăderea conţinutului de proteine ar putea fi extrase selectiv folosind tehnica 

SERS, fără nici o utilizare a coloranţilor sau a altor specii chimice ca şi legături 

funcţionalizate. Un avantaj major al investigaţiilor bazate pe tehnica SERS asupra ţesuturilor 

este timpul scurt de achiziţie a spectrelor SERS cu un  raport semnal/zgomot mult mai bun şi 

cu o incidenţă mai mică a puterii laserului, decât în cazul măsurătorilor micro-Raman. Aceste 

rezultate preliminare sunt de mare interes în  senzorii SERS pe bază de nanoparticule, folosiţi 

pentru diagnosticarea gastrointestinală in vivo şi monitorizarea terapiei.  

 

 

 Capitolul 4. Spectroscopia Raman a probelor de ţesut preparate în vederea examenului 

histopatologic 

 

4. 1. Investigaţii spectroscopice Raman asupra ţesuturilor prelevate de la                

9 pacienţi diagnosticaţi histopatologic cu diverse stadii de cancer 

In acest studiu, am investigat prin tehnica Raman ţesuturi de colon uman de la             

9 pacienţi încercând să demonstrez abilitatea acestei tehnicii de a realiza simultan şi 

imunohistochimie şi diagnosticare Raman; să evaluez influenţa agenţilor de colorare asupra 

semnalului Raman al ţesutului; să demonstrez specificitatea informaţiei de la o persoană la 

alta. Pentru asta am monitorizat si discutat în acest studiu semnalul Raman al  ţesutului fixat 

cu formalină şi colorat cu H&E de la ţesut sănătos şi canceros, în diferite stadii  de 

diagnosticare obţinute prin examen histopatologic. Markerii H&E, Xilenul şi răşina Biomount 
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ce au fost implicaţi  în procesul de colorare au fost de asemenea analizaţi prin Raman pentru a 

mă asigura de corecta interpretare a rezultatelor. Am ales mostre de ţesut normal al colonului 

şi ţesut tumoral, luând în considerare creşterea drastică a incidenţei acestei afecţiuni asupra 

populaţiei şi a cererii de proceduri senzitive pentru a asista excizia leziunilor şi a ţesuturilor 

reziduale, pentru o mai bună delimitare între ţesutul sănătos şi canceros şi pentru a înţelege 

schimbările moleculare asociate carcinogenezei. Complexitatea exciziei luată în considerare 

de histopatolog poate fi susţinută de rezultatele obţinute şi prin spectroscopica Raman. 

Spectroscopia Raman s-a dovedit ca fiind o metodă rapidă şi precisă de diagnosticare a 

cancerului [78-82]. Totuşi, diagnosticarea actuală este bazată pe un tipar standard, neexistând 

încă nici o metodă pentru a înlocui evoluţia unui ţesut fără excizie [83]. În acest sens, cu 

tehnica spectroscopică Raman se pot obţine analize cantitative şi calitative ce pot determina 

schimbări structurale în ţesuturi biologice. 

Examinarea histopatologică standard confirmă adenocarcinomul la 9 pacienţi care au 

suferit o intervenţie chirurgicală.  

În timpul intervenţiei chirurgicale, ca o procedură de rutină, segmente din ţesutul 

considerat „normal” sunt de obicei îndepărtate, datorită lipsei unei tehnici sensitive care să 

asiste la intervenţie şi să delimiteze clar ţesutul normal de cel canceros. De aceea, în această 

lucrare şi ţesutul sănătos care a fost rezectat de la cei 9 pacienţi a fost investigat.  

Principalele spectre FT-Raman înregistrate în stratul epitelial al ţesuturi de colon fixat 

cu formalină sunt prezentate în Fig. 4.1a pentru fiecare din cele 9 cazuri, cu anumite 

prelucrări spectrale pentru claritate, în timp ce în Fig.4.1b sunt cele pentru ţesut canceros, fără 

modificări, pentru a evidenţia specificitatea pacientului. Spectrele au fost obţinute din zonele 

cu ţesut sănătos, acestea fiind extirpate o dată cu cele canceroase. Fiecare spectru FT-Raman 

reprezintă medierea a 500 de scanări. Diferenţele sistematice în regiunea numerelor de undă 

mari, între punctele investigate aleatoriu, pentru fiecare probă, se explică prin analiza 

rezultatelor anterioare pe celule [84] .Benzile atribuite lipidelor sunt cele de la numerele de 

undă 1658, 1441, 1303 si 1269 cm
-1

, care sunt prezente într-un procentaj considerabil mai 

mare în cazul celulelor maligne (13.8%) faţă de cele sănătoase (1.8%), reprezentând astfel un 

indicator al malignităţii [84]. 

În urma analizei spectrelor obţinute se poate observa că, semnalului FT-Raman al 

ţesutului canceros este slab (Fig. 4.1b), probabil datorită degradării structurii. Totuşi benzile 

principale sunt observate ca şi în cazul ţesutului sănătos, doar că având o intensitate mai mică. 

Poziţia benzilor este bine corelată cu alte rezultate raportate pe celule canceroase [84]. 
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a)       b) 

 

Fig .4.1. a) Spectrele FT-Raman colectate de la probele de ţesut sănătos de colon de la cei        

9 pacienţi, după fixarea în formol. Offset-ul spectral a fost introdus pentru claritatea 

spectrelor. b) Spectrele FT-Raman colectate de la probele de ţesut canceros de colon de la cei 

9 pacienţi, după fixarea în formol. Excitare laser: 1064 nm, 350 mW. 

 

Benzile observate în regiunea numerelor de undă 600-1800 cm
-1

 din Fig.4.1a sunt 

analizate comparativ cu studii anterioare pe probe de ţesut sănătos de colon [85]. 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a)      b) 

 

Fig. 4.2. Spectre Micro-Raman obţinute de la ţesuturi normale (a) şi canceros (b) colorate cu 

H&E, de la 9 pacienţi. Spectrele sunt afişate de la 1-9 în funcţie de creşterea gradului de  

metastaze a cancerului, de la stadiul B (spectre 1-5), stadiul C (spectre 6-8) şi stadiul D 

(spectru 9). Excitaţie: 632 nm, 3 mW. 
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Datorită neomogenităţii probei de ţesut, de la un punct de achiziţie la altul semnalul 

prezintă uşoare modificări, totuşi, statistic, analiza amprentei specific spectrale identifică 

grupe de probă. Andrade [85] raportează mari variaţii în cadrul studiului său de la un individ 

la altul, ceea ce reflectă o calitate intrinsecă a semnalului, însă benzile importante se observă 

cu uşurinţă. Ca şi o concluzie, semnalul FT-Raman prezintă constant benzi caracteristice 

probei de la o achiziţie la alta. Toate probele normale au prezentat benzile discutate anterior 

pentru fiecare pacient, indiferent de locaţia geografică.  

Spectrele Raman pentru ţesutul colorat cu H&E, în regiunea numerelor de undă   

1800-1100 cm
-1

, sunt prezentate în Fig. 4.2, atât pentru ţesuturile normale (a), cât şi pentru 

cele canceroase (b). 

Semnalul Raman pentru ţesutul colorat reprezentând o suprapunere a fondului de 

fluorescenţă şi a împrăştierii Raman pe ţesut, la fel ca şi semnalul Raman al agenţilor de 

colorare, respectiv semnalul neprocesat pe o probă sunt prezentate în Fig. 4.3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Semnalul FT-Raman al probei este de asemenea prezentat (Fig. 4.3, jos) iar benzile 

principale sunt discutate pentru ţesutul colorat. Benzi adiţionale la acestea, reprezentând 

contribuţia agenţilor de colorare se pot de asemenea observa. Aceste contribuţii au fost 

analizate prin înregistrarea şi compararea semnalului FT-Raman pentru hematoxilină, eozină, 

xilen şi răşini Biomont, folosite în laboratorul clinic.  
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Fig. 4.3. Semnal tipic Raman neprocesat 

obţinut de la ţesut de colon sănătos colorat 

cu H&E (sus) evidenţiind benzi 

suplimentare în comparative cu unul 

necolorat, fixat în formalin. Excitare: 632.8 

si 1064 nm. 
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În Fig. 4.4 sunt prezentate spectrele ţesutului în cazul celui colorat şi a celui necolorat, 

împreună cu principalele componente folosite la prelucrare probelor în vederea examinării 

histopatologice. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pentru a evalua efectul interferenţelor agenţilor de colorare în spectrele Raman ale 

ţesutului, semnalul Raman al ţesutului fixat cu formalină a fost comparat cu cel al probei 

colorate cu H&E de la acelaşi pacient şi cu cel al agenţilor de colorare (Fig. 4.4). Cea mai 

reprezentativă bandă atribuită ţesutului fixat cu formalină a fost prezentată cu linie punctată, 

pentru o uşoară delimitare. 

Benzile specifice agentului de colorare H&E nu se regăsesc în spectrul ţesutului 

colorat, evidentiindu-se lipsa benzii amidă I de la 1654 cm
-1

 în spectrele ţesutului colorat, cât 

şi un semnal puternic şi în zona numerelor de undă 1723-1749 cm
-1

. Acest aspect se poate 

asocia cu o posibilă necroză a celulelor, distrugerea proteinelor. Pe lângă aceasta, lipsa benzii 

amidă I s-a observat şi pentru spectrul pe ţesut sănătos. E posibil ca în timpul procesării 

ţesutului, proteinele să fie denaturate prin coagulare şi eventuale reacţii de polimerizare, 

rezultând blocaje şi stoparea reacţiilor enzimatice şi autoliza. Banda intensă de la 1446 cm
-1

 

(Fig.4.4) nu pare să fie afectată de semnalul substanţelor de colorare. De aceea intensitatea 

acestei benzi va fi monitorizată pe parcurs în studiile de imagistică Raman, pentru a asista 

complementar la o corectă concluzie histopatologică. Această bandă reprezintă un indicator al 

malignităţii în diagnosticarea cancerului colorectal prin spectroscopia Raman [84]. 

In regiunea numerelor de undă mari (3050-2800 cm
-1

) spectrul ţesutului colorat      

(Fig. 4.4) a fost complet afectat de semnalul emis de xilenu şi Biomont, fiind imposibilă 

utilizarea acestei zone pentru diagnosticare. De regulă, intensitatea vibraţiilor de întindere 
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Fig. 4.4. Spectrele Raman ale speciilor 

implicate în protocolul de colorare al 

ţesuturilor (H-hematoxilină, Eeosin, xilen 

şi Biomount), aşa cum se evidenţiază pe 

fiecare spectru. Spectre de la ţesutul colorat 

cu H&E şi cel fixat în formol, sunt de 

asemenea prezentate. Liniile punctate 

reprezintă benzile principale ale ţesutului 

necolorat. Excitaţie: 632 nm, 3 mW. 
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CH3 şi CH2 ale lipidelor de la 2923 cm
-1

 şi 2875 cm
-1

 este mai mare în cazul ţesutului 

canceros decât în cel al ţesutului sănătos [85], indicând o caracteristică a lipidelor constând 

într-o reacţie de autoapărare a organismului. Această reacţie este observabilă şi în cazul 

ţesutului necolorat [84, 85, 86]. Un raport recent arată comparaţii între spectrele Raman pe 

ţesut proaspăt recoltat şi pe ţesut fixat cu formalină sau xilen. O reducere dramatică în 

intensitatea benzii amidă I a fost observată în cazul fixării cu respectivele substanţe [87].   

Deşi fiecare pas de procesare introduce noi modificări în rezultatul spectral obţinut, autorii au 

concluzionat că se poate delimita o probă de alta dacă se cunosc condiţiile exacte de 

procesare. Alt studiu recent a fost dedicat îmbunătăţirii protocolului [88]. Probe de ţesut 

cervical au fost preparate utilizând multiple metode de procesare, iar apoi s-au identificat 

contribuţiile agenţilor folosiţi. Totuşi, prezentele rezultate prezentate pentru ţesutul colorat cu 

H&E oferă posibilitatea de a înregistra semnal specific, deschizând noi perspective în tehnica 

de diagnosticare Raman, prin rezoluţia mărită, diferenţierea componentelor nucleare de cele 

celulare, etc. 

 

Concluzii  

 
 Cu ajutorul spectroscopiei vibraţionale s-au putut diferenţia cele două forme de 

paracetamol, respectiv forma monoclinică (comercială) şi forma ortorombică. 

 S-a evidentia faptul că după recristalizare paracetamolul normal poate să conţină o 

mixtură între cele două forme, în timp ce paracetamolul sinus conţine doar forma 

monoclinică. 

 Cele mai importante benzi ale anumitor excipienţi, adăugaţi în procesul de preparare a 

medicamentelor, au putut fi identificate. 

 S-a dedus interacţiunea moleculei de paracetamol cu suprafaţa filmului de Ag prin 

intermediul câtorva grupări funcţionale. 

 Utilizând spectroscopia vibraţională, s-a demonstrat faptul că se pot identifica 

principalele componente moleculare în probele studiate, precum şi modificările 

moleculare ale acestora, permiţând astfel o diferenţiere între ţesutul normal şi cel 

canceros al colonului uman. 

 S-a evidenţiat faptul că ţesuturile normale au conţinut mai ridicat de proteinelor, în 

timp ce ţesuturile canceroase au fost caracterizate ca având conţinut mai scăzut de 

proteine şi continut mai mare de lipide. 
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 Prin analiza spectrelor obţinute din cele trei zone supuse studiului, repectiv mucoasă, 

submucoasă şi musculară s-a putut evidenţia faptul că, cancerul, se extinde de la 

interior catre exterior. 

 În principiu, dacă ne bazăm pe presupunerile oferite de datele furnizate, este posibil să 

concluzionăm că spectroscopia FT-IR-Raman promite mult în ceea ce priveşte 

metodele de diagnosticare a cancerului şi ar putea fi folosită ca un sistem de clasificare 

a ţesutului.  

 In urma obţinerii unui semnal SERS se poate spune că, combinând tehnica micro-

Raman cu proprietăţile plasmonice a nanoparticulelor adecvate de metal nobil, se 

poate obţine un adevărat progres spre o nouă platformă endoscopică bazată pe SERS, 

aceea de a studia mecanismele biochimice complexe a carcinogenezei şi în consecinţă 

o eficacitate ridicată a diagnosticarii timpurii a bolii. 

 Analizând spectrele micro-Raman ale ţesuturilor colorate cu H&E (studiu de caz          

9 pacienţi), s-a putut evidenţia faptul că H&E nu prezintă benzi care să interfere 

drastic benziile obţinute de la ţesuturi. 

 Benzile de la Xilenn şi răşini interferă cu benzile ţesutului, dar şi aşa, rămân câteva 

benzi nealterate, specifice ţesutului biologic pur, netratat cu conservanţi şi nemarcat, şi 

care pot fi utilizate în investigaţii Raman. 
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