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Abstract

Prezenta teza de doctorat contribuie la lumia stintifica a
nanomaterialelor prin dezvoltarea unor noi nanoparticule de aur si
de argint. Aceste noi nanostructuri pot fi folosite ca substrat de
amplificarepentru radiatia imprastiatiRaman, in asa numita
tehnica surface-enhanced Raman scattering (SERS). Pe langa
substrat SERS, nanoparticulele de aur pot fi candidati potentiali
pentru terapia hipertermica, iar cele de argint, acoperite cu ioni de
clor, ofera noi perspective asupra principiilor fundamentale ale
spectroscopiei SERS.

Partea introductiva a tezei cuprinde o prezentare generald a
nanoparticulelor si aplicatiile acestora deja prezente in literatura.
De asemenea,evidentiazaneajunsurile spectroscopiei SERS legate
de existenta asa numitelor "hot-spot"-uri care ar genera semnalul
SERS foarte intens in cazul concentratiilor foarte reduse,
subliniind necesitatea unor noi nanostructri care pot ajuta in
explicarea principiilor fundamentale ale specroscopiei SERS.

Primul capitol descrie teoria din spatele tehnicilor folosite pentru
caracterizarea celor doua tipuri de nanostructuri dezvoltate n
timpul doctoratului.

Capitolul doi  prezinta  dezvoltarea si  caracterizarea
nanoparticulelor de aur sintetizate de noi. Aceste nanoparticule au
fost sintetizate prin reducerea acidului cloroauric cu clorhidrat de
hidroxilamind la temperatura camerei, fara folosirea altor agenti



de nucleatiesau de reducere. Mai mult de atat, dimensiunea
acestor ansambluri de nanoparticule (NPASs) poate fi controlata
intre 20-120 nm prin stabilizarea acerstoracu albumina serica
bovina (BSA)la diferite momente de timp dupa sinteza.
Deasemenea,a fost studiata posibilitatea ca aceste nanoansambluri
sa fiefolosite in terapia fototermica a cancerului prin testarea
citotoxicitatii si capabilitatii acestora de a transforma lumina in
caldura.

Tn capitolul trei este descrisa sinteza nanoparticulelor de argint
(AgNPs) fotoreduse doar in prezenta clorurii de sodiu. Aceasta
metodd de sintezd asigurd o suprafatd deja activatd pentru
cuplarea electronica intre analit si suprafata nanoparticulelor de
argint, ceea ce conduce la obtinerea unor spectre SERS foarte
intense.

Ultimul capitol prezintd un model adatom pentru spectroscopia
SERS. Scoate Tn evidenta faptul ca amplificarea Raman provine
de la cuplarea electronica a analitilor cu suprafata metalica,
mediata de ioni specificicare formeaza zone active SERS pe
suprafata nanoparticulelor.Spectrele analitilor cationici si anionici
pot fi Tnregistrate Tn mod specific prin generarea unor zone active
SERS specifice prin absorbtia unor ioni, cum ar fi Cl"siCa®*.



Cuvinte cheie
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Concepte fundamentale si motivatie

Nanotehnologia a devenit in secolul 21parte integranta din viata
noastra. Una dintre cele mai vastedomenii ale nanotehnologiei
este reprezentata de sinteza nanoparticulelor, care a devenit o
cercetare multidisciplinara importantd datoritd varietatii sale largi
de aplicabilitate.

Tehnologiile medicale sunt in continud dezvoltare, astfel incat
nanoparticulele ar putea fi utilizate pentru a imbunatati sau inlocui
terapiile sau metodele de diagnostic actuale. Avantajul major al
nanoparticulelor, comparativ cu tehnicile obisnuite este ca acestea
pot fi construite pentru a avea anumite proprietati. Diagnosticul si
tratamentul precoce este esential pentru a avea o sansa mai buna
pentru vindecarea bolilor, Tn special a cancerului. Astfel, multe
dintre aplicatiile aflate la granita dintre biofizica, nanotehnologie
si nanomedicinasunt bazate pe nanoparticule de metal nobil, in
special cele de argint si de aur, datorita proprietatilor lor chimice
si optice speciale[1, 2]. Proprietatile lor speciale ofera un control
bun legat de dimensiune, forma, functionalizarea suprafetei si
biocompatibilitatea acestora[3, 4]. Nanoparticulele metalice au
fost utilizate pentru detectarea neinvaza a cancerului [5], ca
vehicule de transport pentru medicamente[6], pentru terapia
fototermica[7], ca agenti de contrast[8]sau ca substraturi pentru
SERS[9].

Spectroscopia Raman reprezintd o tehnicd atractivd pentru
aplicatii in domeniul stiintelor vietii. Marele potential al
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spectroscopiei Raman consta in informatiile moleculare bogate si
n sensibilitatea general ridicata a metodei SERS. Tn ciuda unui
numar tot mai mare de studii SERS, intr-o gama larga de domenii
de cercetare, originea amplificdrii ridicate nu este inca inteleasa
complet. Exista doud mecanisme acceptate pe scara larga, ca fiind
cauzele amplificarii spectrelor SERS. Unul dintre ele este
amplificarea electromagneticd bazata pe excitarea plasmonilor de
suprafatd localizati [10]. Al doilea mecanism, numitamplificarea
chimica sau electronica, este bazat pe efectul transferului de
sarcind[11]. Tn cazul unor amplificari extrem de ridicate, la nivel
de singurd moleculd, efectul SERS se explica si prin formarea
unor "hot-spot”-uri electromagnetice generate de nanoparticule
agregate [12]. Incoerente legate de modelul"hot-spot™ au fost
formulat de Otto si colaboratorii sai,propunand astfel un model de
adatom [13-16].

Chiar dacd amplificarea SERS nu este incacomplet inteleasa, este
necesara dezvoltarea unor nanomateriale fabricate, cu noi
proprietati fizice, chimice si biologice. Nanoparticulele se pot
asambla fie intr-o maniera organizata, conform unui model
predeterminat, fie in mod aleatoriu. In afari de geometrii
controlate, s-au dovedit utilesuperstructurile tridimensionale auto-
organizate [17, 18], nanostructuri metalice hibride anisotrope,
cum ar fi nanoparticulele de forma unor stelute de aur si
argint[19] sau nanoparticule in forma de floare [20].

Sinteza si aplicatiile biomedicale ale nanoparticulelor cu forma
similara floricelelor deporumb (popcorn) au fost raportate recent
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de Lu si colaboratorii sai [21, 22]. Nanoparticulele de aur cu
forma de popcorn au fost sintetizate in prezenta bromurii de cetil
trimetilamoniu  (CTAB). S-a  constatat ca agregarea
nanoparticulelor pe suprafata celulelor canceroase conduce la
absorbtia luminii in regiunea infrarosu apropiat (NIR). Astfel, a
fost evaluata aplicabilitatea nanoparticulelor de aur de popcorn
pentru terapia fototermica.

Terapia fototermicd este o noud arma promititoare Impotriva
cancerului. In timpul iradierii celulelor canceroase cu lumini
NIR, proprietatea de rezonantd a plasmonilor de suprafatd a
nanoparticulelor transforma undele electromagnetice in caldura
care provoaca modificari in fiziologia celulara, ducand astfel
moartea celulelor.

Un numar mare de nanostructuri sunt deja disponibile pentru
diferite domenii de interes, dar exista inca spatiu si necesitatea de
dezvoltarea altora. Astfel, teza prezinta dezvoltarea unor noi
nanostructuri coloidale de aur cu dimensiuni controlabile prin
reducerea dintr-un singur pas a acidului cloroauric cu clorhidrat
de hidroxilamina fara utilizarea oricarui alt agent de nucleatie. S-a
studiat potentialul acestor nanostructuri coloidale de a fi utilizate
ca agenti fototerapeutici. De asemenea, in teza sunt descrise Noi
nanoparticule de argint activatecu clorura,sintetizate prin
fotoreducere. Aceste nanoparticule faciliteaza  detectarea
moleculelor la concentratii scdzute si oferd noi perspective asupra
principiilor fundamentale ale imprastierii Raman amplificate de
suprafata.
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1. Nanoparticule reduse cu clorhidrat de
hidroxilamina

Nanostructurile de aur nou dezvoltate au fost sintetizate prin
reducerea Au®* in prezenta clorhidratului de hidroxilamina. O
usoard modificare a ordinii de addugare a reactantilor a condus la
ansambluri de nanoparticule de dimensiuni diferite. Cele doua
tipuri de nanoparticule au fost denumite NPAs20 si NPAs120
dupd diametrul mediu al acestora. Cele doud seturi de
nanoparticule au proprietati morfologice si optice diferite. Figura
1.1. prezintd spectrele de absorbtic UV-Vis ale celor doi coloizi,
n timp ce in Figura 1.2.este prezentata morfologia acestora.
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Figura 1.1. Spectrele UV-Vis ale coloizilor NPAs20 (A) si NPAs120 (B)
inregistrate la o zi dupa preparare.
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Cei doi coloizi necesita un timp de stabilizare, prin urmare,
maximul de absorbtie a coloizilor preparati a fost masurat la o zi
dupd sinteza. Largimea benzilor sipozitille maximelor de
absorbtie UV-Vis a coloizilorindicad faptulca coloidul NPAs120,
Cu un maxim de absorbtie la 653 nm, contine nanostructuri cu
diametre mai mari si o distributie dimensionald mai largd decat
cele din coloidul NPAs20, care prezinta un maxim de absorbtie la
532 nm.

NPAs20 NPAs120

'S o

50 nm

- e ——— 100 am

Figura 1.2. Imagini de microscopie electronica in transmisie (TEM) ale
NPAs20 (stanga) si NPAs120 (dreapta).

Imaginile TEM ale coloidului NPAs20 prezintd structuri
heterogene cu diametre de 10-35 nm, dar si nanoparticule mai
mici cu diametre de 4-8 nm.Coloidul NPAs120 contine
nanostructuri neregulate, cu forme asemanatoare de tip popcorn,
cu o distributie larga a dimensiunilor in domeniul 80-140 nm.

Dupa cum s-a mentionat anterior, cei doi coloizi necesitd un timp
de stabilizare. Imediat dupa amestecarea reactantilor si Sinteza
coloizilor, se formeaza ansambluri mari, care se rup in bucati mai
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mici pe durate unei zi.Prin addugarea albuminei serice bovine in
timpul procesului de fragmentare naturald, dimensiunea
ansamblurilor de nanoparticule poate fi controlata in intervalul de
20-120 nm.

Activitatea SERS ridicata a NPA-urilor coloidale de aur
dezvoltate de noi a fost demonstrata prin masuratori comparative
SERS, utilizdind naoparticule reduse cu hidroxilamind si
nanoparticule conventionale reduse cu citrat [23].Rezultatele sunt
prezentatein Figura 1.3.

SERS Intensity

T L T ¥ T 4 T ¥ T ] T L) T 2 T ¥
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Raman Shift / cm
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Figura 1.3. Spectrele SERS ale analitilor test Cristal Violet (CV), Nile Blue
(NB) si Rhodamine 6G (R6G) obtinute prin utilizarea coloizilor de aur
redusicu hidroxilamind (hya) si cu citrat (cit)

Spectrele SERS obtinute au o calitate similara n cazul ambilor
coloizi, dar concentratia analitilor in cazul coloidului redus cu
hidroxilamina a fost de 10 ori mai mica.

Pentru a folosi nanomateriale Tn celulele viieste necesara testarea
in prealabil a biocompatibilitatii acestora. Citotoxicitatea
nanoparticulelor depinde de mai multi factori, cum ar fi
dimensiunea, forma sau compozitia chimica a suprafetei acestora

[24, 25].

Efectul citotoxic al NPA a fost evaluat utilizand testul MTT, care
se bazeaza pe reducerea enzimatica a reactivului MTT galben la
cristale violet de formazan numai decatre celule(adenocarcinom
pulmonar uman (A549)) metabolic active. Rezultatele au fost
exprimate ca procent de supravietuire in comparatie cu celule
netratate si sunt prezentate in Figura 1.4.
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Figura 1.4. Viabilitatea celulelor A549 expuse la NPAs20 si NPAs120 in
concentratii de aur cuprinse intre 30 si 450 pg / ml timp de 24 de ore.

Datele din figura aratd ca NPAs induc o scadere semnificativa a
viabilitatii celulare numai la concentratii mari de aur (300 sau 450
pg / ml). Un studiu anterior care a implicat terapia fototermica
mediatd destructuride aur a aratat cd o concentratie de aur de 100
ug/g in sange este suficientd pentru obtinereaunui raspuns
semnificativ dupa iradiere[26].

Dupa testul de biocompatibilitate, s-a analizat posibilitatea ca
nanoparticulele de aur redusecu hidroxilamina sa fie utilizate ca
agenti de terapie fototermica, prin testarea capabilitatiiacestora de
a transforma lumina in caldura. Capabalitatea de conversie a
nanoansamblelor a fost masuratd prin monitorizarea cresterii
temperaturii coloizilor concentrati datorita iradierii cu laser.
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Pentru iradiere, au fost utilizate comparativ doua lasere cu
lungimi de unda diferite (532 nm si 785 nm).

S-a constatat cd NPAs120 convertesc energia luminii in caldura
mai eficient decat NPAs20 in cazul ambelor lungimi de unda
folosite. Acest lucru se datoreaza probabil benzii de rezonanta
plasmonica larga centrate in jurul valorii 653 nm (vezi Figura
1.1.) caracteristica NPAs120. NPAs120 au atins o temperatura
maxima de 57.6 °C cu laserul de 785 nm si 43.6 °C cu laserul de
532 nm, in timp ce NPAs20 au atins 0 temperatura maxima de
39.6 °C cu laserul de 532 nm si doar 33.9 °C cu laserul de 785
nm. Utilizarea laserului de 785 nm este avantajoasa in special
pentru aplicatiile in vivo/ex vivo, datorita faptului ca se potriveste
cufereastra terapeutica din domeniul 650 nm si 1350 nm in
carelumina NIR poate sa penetreze cel mai adanc tesutul.

Deoarece validarea utilizarii NPAS ca agenti fototermici in vivo
necesita utilizarea laserilor, a fost implementatacartografierea
Raman. Imagistica Raman a fost utilizatd pentru a detecta
leziunile tesutuluiprovocate de efectul fototermic al NPAs asupra
celulelor la iradierea cu laserul. Datele spectrale au fost analizate
utilizand  analiza ~ componentelor  principale (PCA).
Figural.5.prezintacelulele inainte si dupa iradiere, impreuna cu
harta Raman corespunzatoare, bazata pe analiza PCA.

17



600 800 1000 1200 1400 1600

10 20 30

Figura 1.5. Imagini reprezentative ale celulelor obtinute prin imagini cu
microscopie opticd inainte (A) si dupa (B) iradiere,rezultatul analizei PCA
(C)si harta Raman corespunzator PCA-ului (D).

Spectrele Raman ale celulelor prezintd benzi la 1378 cm™ si 1580
cm™, reprezentand benzile D si G ale materialelor carbonice, care
sunt produsi secundaridatoratidistrugerii termice [27]. Conform
Figurii 1.5., zonele rosii de pe harta Raman reprezinta regiunile
cu leziuni termale intense. In comparatie cu imaginile optice ale
aceleiasi celule, observam o suprapunere Intre aceste zone rosii si
grupurile mari de NPAs120. Astfel, se poate concluziona ca
nanoparticulele sunt direct responsabile pentru degradarile
termice din celula.

18



2.Nanoparticule de argint reduse cu clor

Pentru prepararea solutiei coloidale de argint reduse in prezenta
clorurei de sodiu (C1-AgNPs), reactivii au fost adaugati ntr-un
recipient de laborator gradat si apoi expusi la lumina unei lampi
conventionale echipatd cu un bec LED comercial, sub agitare
magnetici constantd.InFigura 3.1., imaginea (A) prezinta
configuratia experimentala a sintezei CI-AgNPs, in timp ce
imaginea (B) prezinta coloidul preparat.

Figura 2.1. Imaginea (A) prezinta schema experimentala pentru sinteza Cl-
AgNPs. O lampa de birou echipatd cu un bec LED a fost plasata deasupra
recipientuluicare contine amestecul de reactivi. Imaginea (B) prezinta solutia
coloidalade CI-AgNPs obtinutd dupd 10 minute de expunere la lumina.

Dupa trei minute de expunere la lumind, solutia transparentd a
devenit galben pal. Dupa cinci minute de expunere, culoarea
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coloidului s-a modificat Tnmaro-cenusiu,indicand o concentratie
ridicata de nanoparticule de argint in solutie.

Fotoreducerea nanoparticulelor de argint este deja raportatd in
literatura. In majoritatea studiilor raportate, fotosinteza a fost
efectuata in prezenta agentilor organici de stabilizare cum ar fi
citratul [28] sau poli(N-vinilpirolidona) [29, 30]. In comparatie cu
aceste studii, principala noutate a protocolului nostru este
reprezentatd de sinteza rapida, la temperatura camerei a solutiei
coloidale si de lipsa oricarui agent de stabilizare organic.

Amestecarea azotatului de argint si a clorurii de sodiu in solutia
de reactie a determinat formarea unui precipitat floculat de AgCl.
Prezenta particulelor de AgCl in solutie a fost evidentiatd in
spectrele UV-Vis prin banda de absorbtic intensa la 254 nm
(Figura 2.2). Fotoconversia microparticulelor de AgCl in
nanoparticule de argint a fost monitorizata prin spectroscopie UV-
Vis si este prezentatd in Figura 2.2.Pe durata expunerii la lumina,
intensitatea benzii de la 254 nm datoratd absorbtiei
microparticulelor de AgCl scade, Tn timp ce intensitatea benzii
plasmonice de argint la 429 nm creste, datorita formarii de AgNP.
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Figura 2.2. Spectrele de extinctie UV-Vis obtinute in timpul sintezei Cl-
AgNP, inregistrate dupa 0, 1, 3, 5, 10 si 15 min de expunere la lumina si 24 de

ore dupa sinteza coloidului.

Tn timpul procesului de fotoreducere, suprafata particulelor de
AgCl devine acoperita de grupuri de atomi de Ag, fenomen deja
raportat de Wang si colaboratorii sai [31]. Grupurile de atomi de
argint cresc in mod continuu in timpul expunerii la lumina,
ducind la formarea de AgNPs pe suprafata microparticulelor
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deAgCl. Dupd 5 minute de expunere la lumina, banda de
rezonanta plasmonicd devine mai ingustd, prezentand o forma
tipica pentru coloizii de argint.

Intre 5 si 10 minute de expunere la lumini, intensitatea benzii
plasmonice la 429 nm atinge valoarea maxima. Dupa 10 minutenu
S-a observat o crestere suplimentard a intensititii benzii
plasmonice. Dimensiunea AgNPs prezintd polidispersitate cu
diametre in intervalul 10-80 nm si diferite geometrii, cum ar fi
sferice sau poliedrice. Polidispersitateapoate fi rezultatul lipsei
unui surfactant organic.

Pentru a evidentia capacitatea de amplificare SERS a noilor ClI-
AgNP, s-au efectuat masuratori Raman comparative, folosind
nanoparticule de argint reduse cu citrat (cit-AgNPs) si cu
clorhidrat de  hidroxilamina  (hya-AgNPs).  Rezultatele
masuratorilor SERS sunt prezentate in Figura2.3.
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Figura 2.3. Spectrele SERS ale cristalului violet la concentratia 10° M
utilizand cit-AgNPs (a), hya-AgNps (b) si CI-AgNps (c) ca substraturi SERS.

Dupa cum se poate observa in Figura 2.3, substratul CI-
AgNPsdeterminade departe cea mai mare intensitate SERS 1n
cazul cristalului violet. Acest lucru poate fi explicat in modelul
adatom, prin concentratia ridicatd a anionilor de CI, care
determind 0 cuplare electronicd intre suprafata metalicd sianalit.
Ionii de clorurda chemisorbiti mediaza cuplarea electronica a

23



moleculelor cationice prin formarea complecsilor de suprafata CI-
analit [31], formand zone active SERS pe suprafata AgNPs.
Coloidul hya-AgNP contine un numar mult mai redus de anioni
CI', prezenti in solutie datorita sarii de clorhidrat a hidroxilaminei.
Astfel, sunt disponibile doar un numar limitat de zone active
SERS datorita prezentei ionilor Cl’, ceea ce explicd spectrele
SERS de intensitate scdzutd. Cand se foloseste coloidul cit-AgNP
ca substrat SERS, nu s-au putut obtine spectre la concentratia
testatd. Totusi, dupa adaugarea de 0.1 M NaCl la coloidul cit-
AgNPs, a fost posibila obtinerea spectrelor SERS cu intensitate
comparabila cu cele obtinute cu substratul Cl-AgNPs.
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3.Abordarea amplificarii SERS Tn modelul adatom

Anionii de clorura sunt adesea adaugati la coloizii metalici pentru
a amplifica semnalul Raman. Cand efectul SERS este explicat
prin mecanismului electromagnetic, un efect de agregare al
nanoparticulelor coloidale este atribuit ionilor de clorura.
Agregatele nanoparticulare pot conduce la formarea de"hot-spot-
uri electromagnetice - zone cu amplificari ale campului
electromagnetic. Absenta amplificarii celorlalte componente

moleculare din solutia coloidala datorita "hot-spot"-urilor, cum ar
fi apa, este incaneexplicata.

O alta explicatie a amplificarii ridicate SERS obtinuta dupa
adaugarea ionilor Cl consta in generarea de noi zone active SERS.
Crearea site-urilor active SERS prin activarea cu clorura poate fi
explicata Tn modelul adatom, propus de Otto si colegii sdi, prin
formarea unor complecsi stabili de suprafata, de tip clorura-
molecula, care faciliteaza amplificarea prin transfer de sarcina.

Tn acest capitol este aratat faptul cdca prin utilizarea adatomilor
adecvati, semnalul SERS al diferitilor analiti poate fi imbunatatit
sl ca agregarea nanoparticulelor, formarea "hot-spot”-urilor, nu
este necesara pentru cresterea semnalului SERS.

In timpul sintezei substraturilor SERS, reactivii utilizati se afla in
domeniul de concentratie mM, prin urmare spectroscopia Raman
normald nu este suficient de sensibild pentru a observa benzi
distincte ale substraturilor SERS. Surfactantul utilizat Tn timpul
sintezeiimpiedica agregarea nanoparticulelor prin  repulsia
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electrostatica intre nanoparticule. Daca nu existd o cuplare
electronica intre suprafata metalica si surfactant, atunci aceasta
din urma nu genereazi niciun spectru SERS. In anumite conditii,
atunci cand surfactantul este adsoarbit pe AgNP si intrdain contact
chimic cu suprafatananoparticulelor, surfactantul prezinta semnal
SERS intens. Spectrul Raman al coloizilor in comparatie cu apa
poate fi vazut in Figura 3.1.
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Cl-AgNPs+AgNO3

blank CI-AgNPs

Raman Intensity
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Raman Shift/ cm”
Figura 3.1. Spectrul Raman al apei, spectrul Raman al solutiei coloidale de

argint obtinut prin reducerea cu citrat, spectrul Raman al citratului 1 M,
spectrul SERS al citratului obtinut dupa adaugarea de AgNO3 la coloidul de
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argint, spectrul Raman al solutiei coloidale de CI-AgNP, spectrul SERS al
solutiei coloidale de C1-AgNP care prezinta banda Ag-Cl dupa adaugarea
AgNOs; la coloidul de argint.

Intensitatea SERS a wunui analit poate fi amplificata prin
adiugarea de cationi cum ar fi Ag*, Mg® sau Ca®. Astfel,
adiugarea cationilor Ag® la coloidul citrat faciliteazi formarea
complecsilor Ag'-citrat la suprafata de argint a nanoparticulei,
indicand o legatura chimica intre adsorbat si substratul de argint.
Figura 3.1. arata spectrul SERS intens al citratului obtinut dupa
adaugarea de AQNO;. Banda intensd la 234 cm™ indica
interactiunea complexului anionic citrat -Ag * cu suprafata de
argint, banda de la 234 cm? fiind atribuiti unei vibratii de
intindere Ag-O .

In mod similar, in cazul coloidului AgCl, lipsesc vibratiile Ag-Cl,
sugerand o interactiune electrostatica intre ionii de clorurd si
suprafata de argint. Prin adaugarea de AgQNOj3 la solutia coloidala
deja preparatd, o bandi intensi la 240 cm™ este clar vizibila,
atribuita vibratiei Ag-Cl. Astfel, ionul de clorura este adsorbit pe
suprafata de argint mediat de ionii Ag * si formeazi complecsi de
suprafati Ag" -CI’, in conformitate cu modelul adatom. Lipsa site-
urilor active SERS in cit-AgNPs permite observarea intr-un mod
instructiv a efectului SERSselectiv dupa activarea SERS a
coloidului si cuplarea analitului pe suprafata de argint. Figura 3.2
prezinta activarca nanoparticulelor reduse cu citrat.
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Figura 3.2. Spectrele SERS ale cristalului violet la 10° M inregistrate utilizand
ca substrat cit-AgNps: cit-AgNPs + 1 mM NacCl (a), cit-AgNPs + 1 mM NaCl
si 10* M MgSO; (b), cit-AgNP + 1 mM NaCl si 1 mM MgSO, (c), cit-AgNPs
+1 mM NaCl si 10* M Ca (NO3), (d), cit-AgNP + 1 mM NaCl si 1 mM Ca
(NO3). (e).

Substratul Cit-AgNPs nu a permis inregistrarea benzilor SERS ale
cristalului violet la concentratie de 10° M, astfel incat afost
necesara adaugarea de NaCl 1 mM pentru a activa
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nanoparticulele. Prezenta clorurii a condus numai la o slaba
activare (spectrul a). Adaugarea in continuare a cationilor in
concentratii variind de la 10*-10° M la solutie cit-AgNPs care
continea deja 1 mM NaCl a condus la pornirea efectului SERS si
inregistrarea spectrelor SERS foarte intense ale cristalului violet
la concentratia 10° M. Mai mult, o crestere suplimentara a
intensitatii spectrelor SERS poate fi observatd prin cresterea
concentratiei de ioni Mg® * sau Ca®* la 1 mM. Asadar,intensitatea
spectrului SERS al unui analit la o concentratie data, depinde de
concentratia zonelor active SERS ale substratului utilizat.

S-a demonstrat deja ca prin addugarea de cationi la coloidul de
argint redus cu citrat poate fi obtinut spectrul SERS al citratului
(Figura 3.3., spectrul b). Adionii de Ca’" activeazi efectul SERS,
prin medierea chemisorbtiei citratului pe suprafata metalica a
argintului. Dupa adaugarea de NaCl 10° M 1la aceeasi solutie
coloidala, spectrul SERS al citratului dispare complet si spectrul
SERS al Ag-Cl apare, indicat de o banda la 242 cm™ (spectrul c).
Adsorbtia selectiva a citratului si a clorurii poate fi explicata prin
afinitatile lor diferite pentru suprafata de argint a nanoparticulelor.
Afinitatea clorurii este mai puternica decat afinitatea citratului
pentru suprafetele de argint, prin urmare, Cl = poate Tnlocui cu
usurinta citratul de la locurile specifice SERS. Deoarece sarurile
adaugate au fost in concentratiireduse, aparitia spectrelor datorate
agregarii a fost exclusa. Coloizii s-au dovedit a fi stabili timp de
mai multe saptamani.
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Figura 3.3. Spectrul Raman al cit-AgNPs (a); Spectrul SERS al citratului
obtinut prin adaugarea de Ca® " la cit-AgNPs(b);Spectrul SERS cit-AgNPs
obtinut dupa adaugarea de CI  la cit-AgNPs(c).

Detectia specifica SERS a fost studiata suplimentar prin utilizarea
cristalului violet ca analit test. Tabloul spectral din Figura 3.4.
contine spectre Inregistrate din acelasi solutie de cristal violet 107
M 1in cit-AgNPs, modificatd prin adaugarea secventiald a ionilor
Ca’*si CI'. Spectrul SERS al cristalului violet la concentratia 10
M cu cit-AgNPs este gol (spectrul a). Cand in aceeasi solutie, se
adaugd Ca(NOs), 10™® M, spectrul inregistrat prezinti benzile
SERS ale citratului (spectrul b), indicand faptul ca zonele active
SERS de Ca”* promoveaza chemisorbtia anionilor de citrat.
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Figura 3.4. Detectia specifica SERS a anionului citrat si a colorantului cationic
CV prin activarea SERS a cit-AgNP cu Ca?*si cu CI'. Spectrul gol obtinut
pentru CV 10® M in cit-AgNPs (a), spectrul SERS al citratului dupa activarea
coloidului cu Ca?* (b), spectrul SERS al CV dupa adiugarea de CI".(c);

Cand se adaugd NaCl 10°M la aceeasi solutie, benzile SERS de la
citrat dispar, in timp ce benzile SERS alecristalului violet apar
(spectrul c). Astfel, ionii de CI', datorita afinitatii lor mai mari fata
de suprafata de argint, inlocuiesc anionii de citrat din locurile
active SERS Ca”, formand acum locuri active SERSpentru
cristalul violet.
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4.Concluzii

A fost descrisda o procedura noua, eficientd si simpla pentru
prepararea nanostructurilorde aur cu diametre medii de 20 si 120
nm pe baza reducerii aurului cu clorhidrat de hidroxilamina. Toti
coloizii preparati au fost stabili cel putin timp de doua luni.
Nanostructurile de 120 nm prezinta absorbtie in regiunea
spectrala NIR, o caracteristica care le oferd posibilitatea de a fi
folosite in terapia fototermica.Prin modificarea suprafetei cu
albumina la diferite momente de timp dupa sinteza, pot fi obtinute
nanoparticule foarte stabile de dimensiuni controlabile.

Spectrele  SERS obtinute utilizdnd nanoparticule reduse cu
hidroxilamina prezinta o amplificare SERSmai buna, comparativ
cu nanoparticulele coloidale conventionale reduse cu citrat.

Nanoansamblurile de aur sunt bine tolerate de celulele A549 pana
la o concentratic de aur de 300 pg / mlin ceea ce priveste
capabilitatile fototermice, s-a constatat ca NPAs120 convertesc
energia luminoasa n caldura mai eficient decat NPAs20, mai ales
atunci cand sunt iradiate cu laserul de 785 nm.

Am demonstrat ca spectroscopia Raman poate evidentia Tn mod
efectiv deteriorarea celulara datorita efectului fototermic, prin
identificareaintracelulara a benzilor caracteristice Raman ale
produsilor secundari de carbon. Regiunile cu produsi secundari de
carbon s-au dovedit a se suprapune cu regiunile intracelulare care
erau bogate Tn nanoparticule. Aceste rezultate evidentiaza faptul
ca NPAs obtinute prin reducerea aurului cu hidroxilamina sunt

32



potentiali candidati pentru terapia fototermica pe bazd de
nanoparticule.

S-a descris metodologia de sinteza pentru nanoparticule de
argint reduse prin fotoconversie.In comparatie cu nanoparticulele
de argint conventionale, CI-AgNPs sunt avantajoase
datoritaprezentei clorurii ca agent stabilizator, conducand la o
suprafatd curatd din punct de vedere al spectroscopiei SERS.
Aceastd strategie previne aparitia unor artefacte datorate
adsorbtiei pe suprafata de argint a produsilor de reactie organica.

CI-AgNPs prezinta spectre SERS foarte intense pentru analiti
cationici.S-a demonstrat ca efectul SERS este dependentde
prezenta zonelor active SERS pe AgNps. Pentru a sustine teoria
adatomului, am aratat ca spectrul SERS al anionilor, cum ar fi
citratul sau CI', poate fi Tnregistrat atunci cand aceste molecule
sunt chemisorbite prin cationi precum Ag" sau Mgz"jn
conformitate cu modelul adatom. In prezenta mai multor specii
anionice in solutie, adsorbtia pe suprafata de argint are loc in
ordinea afinitdtii lor pentrusuprafatd. Acest lucru aratd ca
amplificarea de suprafata apare datorita numarului crescut de
zone active SERS si nu datorita agregarii de AgNps.

Am aratat ca efectul SERS este un fenomen specific in care
pentru detectarea speciilor anionice se adauga ioni cationici, in
timp ce pentru speciile cationice este necesara aditia ionilor
anionici, pentru a forma site-urispecifice active SERS. Mai
mult,intensitatea spectrului SERS este proportionala cu numarul
site-uriloractive SERS existente.
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