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teza. 1i sunt adanc recunoscator, de asemenea, pentru efortul constant de-a lungul
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1. INTRODUCERE GENERALA

1.1. Structura si scopul acestei teze

in 1921, omul de stiinta indian Sir Chandrasekhara Venkata Raman se afla
intr-o calatorie in Europa, unde a fost fascinat de culoarea albastra a Marii
Mediterane, care a inspirat mai multe studii experimentale si a generat intelegerea
unui nou proces optic cativa ani mai tarziu. De fapt, conferinta sa sustinuta in 1930
cu ocazia decernarii Premiului Nobel s-a deschis cu sintagma ,Culoarea marii”
(Raman, 1930).

O cautare in baza de date Web of Science (www.webofknowledge.com) pentru
termenii ,Raman” + ,marin” aratad ca aplicatiile de spectroscopie Raman legate de
mediul marin au luat avant in jurul anului 2013 (Figura 1), dar cercetarea a inceput
mult mai devreme. Inregistrarea in vivo a semnalul Raman al pigmentilor carotenoizi
din carapacea de homar viu s-a raportat inca din 1977 (Salares si colab., 1977) si
reprezinta o utilizare inteligenta a spectroscopiei de rezonantd Raman, de asemenea
utilizata pe parcursul lucrarii descrise in aceasta teza, dar cu echipamente mult mai
flexibile si performante. Cu toate acestea, abia de acum doua decenii, tehnologia
Raman a devenit suficient de matura, robusta si compacta pentru a permite masurari
in situ ale proceselor din mediu marin (Pasteris si colab., 2004; Zhang si colab.,
2012).
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Figure 1. Graficul numarului de publicatii, obtinut utilizand cuvintele cheie ,Raman” +
.,marine” in functie de anul publicarii, generat prin instrumentul de cautare al
platformei Web of Science (www.webofknowledge.com). Figura prezinta intervalul de
ani din 1994 si 2019, unde a fost observata continuitatea publicatiilor. Tendinta si
interesul in crestere in aplicarea tehnicilor de spectroscopie Raman la cercetarea
mediului marin sunt evidente.

Conceptele bioeconomiei albastre privind cea mai eficienta exploatare a
resurselor marine fara degradarea capacitatii lor de reinnoire sunt atragatoare; cu
toate acestea, este nevoie de multa munca suplimentara pentru a raspunde la
intrebarea ,cum se realizeaza efectiv aceste concepte?” Aceasta include, de
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asemenea, intrebarea ,cum sa caracterizati in mod eficient materialul la indeména,
nedistructiv si cu consum minim de substante chimice, munca si timp?”

Scopul principal al tezei de doctorat prezentat aici este extinderea aplicabilitatii
tehnicilor experimentale si teoretice ale spectroscopiei Raman, inclusiv RRS, SERS,
SERRS, NIR-Raman, FT-Raman si DFT, in studii de biologie marina si biofizica.
Teza urmareste in continuare sa demonstreze detectia moleculara de inalta precizie
a carotenoizilor in esantioane biologice complexe din lumea reald, mai degraba
decat sa ramana in spatiile de configuratie ale laboratorului si incadrul studierii
compusilor standard. Prin urmare, constatarile si imbunatatirile metodologice pot
aborda intr-adevar conceptele si intrebarile discutate mai sus. Prin urmare, lucrarile
prezentate aici deschid oportunitati neexploatate pana acum de a aborda problemele
majore biologice, biotehnologice si economice legate de mediul marin dintr-un nou
punct de vedere, multi- si transdisciplinar.

Cercetarile prezentate aici au urmat patru linii principale de experimente,
grupate dupa tipul de esantioane in patru capitole (Fig. 2). Toate studiile efectuate
contribuie la obiectivul comun: obtinerea unei mai bune intelegeri a semnalului
Raman al carotenoizilor (si carotenoproteinelor) si extinderea aplicabilitatii tehnicilor
experimentale Raman si a metodelor computationale la biotehnologia marina si la
domeniile sale conexe. Ne adresam si prezentdm opiniile noastre cu privire la
controversele majore referitoare la semnalul Raman al acestor pigmenti si prezentam
contributiile noastre la controversele de lunga durata din comunitatea stiintifica.
Figura 2 afiseaza schematic suprastructura acestei teze.

Chapter 1:
Preparation Introduction, methods target
—_—— material, aims

Thesis contribution

Chap‘ter 2: A
Introductory Exploration of in situ carotenoid

. , . Raman signal in native foods,
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the freshness of citrus fruit /

v v \\ ;
Chapter 3: Chapter 4 Chapter 5:

carotenoid Raman signal behaviour Comparative tissue analysis, in situ Change of optical properties of carotenoids upon

In-depth and electronic structure described by detection and biochemical roles of binding to proteins crustacyanins investigated by
investigations multi-laser (micro) Raman and DFT; carotenoids studied by Resonance Resonance Raman with multiple laser lines and by

e ——— carotenoid signal as physiology Raman and SERS; delicate tissue DFT; similarities of their signal with unsaturated

marker in cyanobacteria probed by in preparation and preservation for polyenes; application of Raman spectroscopy in
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| |
'

Improvement of knowledge base on carotenoids
through innovative applications of experimental
Conclusions, novelty, contribution and theoretical Raman techniques;
Results of applicative importance for Blue
. bioeconomy and Circular Economy obtained

Figura 2. Prezentarea schematica a suprastructurii si fluxului acestei teze.



1.2. Spectroscopia Raman: tehnologie si metodologie

Sectiunile introductive ale unei carti de Ewen Smith si Geoffrey Dent intitulata
»~opectroscopia Raman moderna - O abordare practica”, rezuma elementele de baza
ale analizei spectroscopiei Raman intr-un mod usor de citit si de inteles (Smith si
Dent, 2005). Pe scurt, imprastierea inelastica (Raman) are loc atunci cand fotonii
incidenti pe material (molecula) provoaca deplasarea nucleelor atomice, care ulterior
modifica energia fotonului imprastiat. Aceasta diferenta de energie vibrationala este
baza masuratorilor spectroscopiei Raman (RS). Atat spectroscopia Raman, céat si
spectroscopia de absorbtie in infrarosu (IR) utilizate pe scara largéd sunt metode
pentru sondarea structurii moleculare a probei in functie de interactiunea fotonilor cu
legaturile atomice (imprastierea in RS si absorbtia in IR). Cu toate acestea,
spectroscopia Raman prezinta performante mai mari in analiza probelor hidratate
datoritd sectiunii transversale de imprastiere relativ mai reduse a legaturilor O-H,
ceea ce este avantajos pentru sondarea probelor biologice native.

1.3. Carotenoizi: proprietati fizice si chimice

Introducerea in carotenoizi, ca tinte moleculare ale studiilor descrise aici, se
datoreaza posibilitatii de detective selective a acestor compusi moleculari din probe
complexe. Potrivit lui Maoka (2020), pana in prezent au fost descrise aproape 1000
de structuri carotenoizi, multe specii moleculare fiind gasite doar in organisme
specifice. Cu toate acestea, doar aproximativ 40 de carotenoizi apar intr-o dieta tipica
pentru om. Acesti carotenoizi obisnuiti se obtin de obicei prin fructe si legume. Acesti
compusi au atras atentia comunitétii stiintifice datoritéd asocierii lor cu fotosinteza si
captarea si transferul de energie, de ex. fucoxantind in diatomee (Gundermann si
Buchel, 2014), B-caroten, violaxantind, 9'-cis-neoxantina si luteind in alge verzi
(Takaichi, 2011), a-caroten, B-caroten, zeaxantina si luteind in alge rosii (Takaichi ,
2011) si o gama mai larga de carotenoizi la plantele superioare. Mai mult, derivarea
provitaminei A (in special din B-caroten; Tang 2010) si efectele benefice generale
asupra organismelor vii (Dose si colab., 2016) este un alt atribut important al
carotenoizilor. Anumiti carotenoizi, cum ar fi luteina si zeaxantina, sunt critice pentru
functionarea normaléa a retinei oculare la mamifere (Widjaja-Adhi si colab., 2018).
Carotenoizii au o structura terpenoida (sectiunile 3.1. si 3.2.), lar rolurile lor biologice
sunt mediate in primul rand prin capacitatea de eliminare a radicalilor liberi
(Mortensen si Skibsted, 1997) si absorbtia UV-Vis in 200 - 300 nm (mai mica) si
intervalul 400 - 500 nm (mai mare) (Flores-Hidalgo si colab., 2017). Natura
exploateaza, de asemenea, carotenoizii incorporati in agregate, avand o culoare
galbuie, rosie sau maronie, cum sunt viu colorate cochiliile in nevertebrate (Figure 3).
Suplimentarea cu cantaxantina a promovat o activitate mai mare a enzimelor
antioxidante in piele (Andrei si colab., 2007). O carte detaliatd despre carotenoizi
este prezentatda de John T. Landrum si altii, intitulatd ,Chimia si biochimia
carotenoizilor” (Landrum si colab., 2010).



Figura 3. Diversitatea colorarii cochiliei la animalele acvatice pe baza de carotenoizi
si poliene nesaturate: a) pesti tilapia (reproduse din Sefc si colab., 2014, licentiate
sub Creative Commons CC-BY Attribution); b) cochilii de moluste bivalve (reproduse
din Wade si colab., 2019, cu permisiunea Wiley si Sons, licenta nr. 4864300984502);
c) cochili de crustacee (sectiunea 5.1; credite foto: Fran Nekvapil, Branko
Glamuzina, Ana Gavrilovi¢). Pentru mai multe detalii, consultati publicatiile /
sectiunea respectiva.

1.4 Largirea domeniului de aplicatii: tehnici ale spectroscopiei Raman pentru
mediul marin si resursele sale

Aceasta sectiune este alcatuita ca un scurt studiu al domeniilor din biologia
marina, biochimie si cercetare ecologica, unde tehnicile spectroscopice Raman
prezintd un avantaj unic, datoritd caracterului nedistructiv si rapid al analizei, cuplat
cu o sensibilitate ridicatd la structura moleculara si gradul de rezolutie spatiala. in
unele cazuri, nu existd nici o metoda de cercetare sau monitorizare alternativa
adecvata. Teza actuala urmeaza aceste piste si imbunatateste utilitatea
spectroscopiei Raman in domeniile actuale si isi extinde gama de aplicatii. O
revizuire exhaustiva a literaturii nu este incercata aici, ci mai degraba, urmatoarele
sectiuni prezinta cadrul prezentului studiu plasénd tehnicile de spectroscopie Raman
in contextul problemelor economice, de mediu si sociale (Figura 4).

Impact components

Appliction area Scientific Economic Environmental Social
Carotenoids [N
Pollution I
Seafood I I
Deep sea [N D
Biocalcification [N I

Archaeolagy

Blue bioeconomy [ N R

Figura 4. Previzualizarea principalelor domenii de aplicare ale spectroscopiei Raman
legate de biologia marina si componentele de impact ale acestora.



1.5. Tehnicile Raman utilizate si caracteristicile generale ale instrumentelor in
cercetarea prezentata

Aceasta sectiune descrie instrumentele, avantajele si dezavantajele acestora
si tehnicile pentru care instrumentele particulare sunt potrivite. Sectiunile ulterioare
ale acestei teze vor oferi detalii specifice despre configurarea analizei probelor
respective, cu toate acestea, se va face referire la proprietatile generale ale
echipamentelor prezentate aici pentru a evita repetari.

Toate experimentele (Capitolul 2 - Capitolul 5) sunt derulate prin utilizarea fie
a uneia sau a ambelor tipuri de spectroscopie Raman de rezonantd (RRS) sau
imprastiere Raman amplificata la suprafatd (SERS). Acolo unde a fost fezabil,
rezultatele RRS au fost comparate cu spectrele non-rezonante obtinute cu liniile laser
NIR (785 sau 1064 nm) si prin calculele teoretice DFFT (Density Functional Theory).
Rezultate complementare au fost, de asemenea, obtinute prin spectroscopie FT-
Raman si microscopie electronica, dupa caz.

2. ASPECTE EXPERIMENTALE IN INVESTIGAREA CAROTENOIZILOR iN
BIOMATRICI NATURALE: CAZUL VARIETATILOR DE CITRICE SI COAJA
LOR

2.1. Evaluarea prospetimii citricelor folosind spectroscopia Raman - articol de
cercetare original

Capitolul 2 isi propune sa prezinte detectarea semnalului Raman de la
carotenoizi in probele din lumea realad; in acest caz am luat in considerare citricele,
care nu necesita pregatirea prealabila a probei pentru a realiza analiza Raman in situ
in coaja. Studiul trateaza un lant alimentar uman de coasta si prezinta aspecte
experimentale importante ale analizei carotenoizilor in alimentele comune ale omului.

Un numar considerabil de studii publicate au avut ca scop dezvoltarea unor
indicatori pentru prospetimea fructelor si legumelor sau stadiul de maturare, avand in
vedere in principal semnalul licopenului si B-carotenului din rosii (de exemplu, Martin
si colab., 2017; Hara si colab., 2018 si referinte in acesta) , dar si in alte alimente.
Prin urmare, cele 3 benzi principale de carotenoizi [vi (C=C), v2 (C-C) si vs (C-CHs3)]
pot fi usor inregistrate (Jehlicka si colab., 2014; de Oliveira si colab., 2010; Schulz si
colab., 2005; Oren si colab., 2015).

Cu toate acestea, acest capitol, precum si toate sectiunile urmatoare ale
acestui document, demonstreaza ca diferentierea carotenoida fie in semnal rezonant,
fie neresonant, poate fi realizata la un alt nivel al analizei spectrala. Acest lucru
inseamna, in functie de cazurile particular, latimea benzii (FWHM), deconvolutia
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anvelopei benzii, comparatia directa a benzii intre spectrele probelor
corespunzatoare sau iluminarea aceluiasi punct cu mai multe linii laser rezonante la
pigmenti diferiti.

In plus, In urmatorul studiu (sectiunea 2.1.), Propunem un model simplu pentru
evaluarea in situ a starii de prospetime a citricelor, profitind de intensitatea
semnalului carotenoid Raman si de informatiile continute de la nivelul fundal spectral
(background). Carotenoizii prezinta in mod inerent un anumit fundal de fluorescenta
scazuta, incrementala, sub excitatia de 532 nm, care rezulta din tranzitia S1 — So cu
randament scazut de fluorescenta (Noguchi si colab., 1989; Kukura si colab., 2004;
Redeckas si colab., 2016). Alte componente chimice cu semnal Raman nespecific
contribuie, de asemenea, la fondul spectral, iar cresterea sistematica a fondului
spectral in timp, combinata cu scaderea simultand a semnalului Raman global al
carotenoizilor, ne-a permis sa definim coeficientul de prospetime exprimat ca Ciresh =
iSemnal Raman / lfundal Raman 1& banda vi (C=C). Acest cadru de interpretare a spectrelor
functioneaza atat pe instrumente Raman portabile, cat si pe laborator, permitand
perspectiva asupra determinarii prospetimii fructelor.

Acest lucrare a fost:
e publicat in Food Chemistry, on 1. March 2018, Impact factor (2018) = 5.39;

o Citation: Nekvapil, F., Brezestean, I., Barchewitz, D., Glamuzina, B.,
Chis, V., Cinta Pinzaru, S. Citrus fruits freshness assessment using
Raman spectroscopy. Food Chem. 2018a, 242: 560-567. DOI:
10.1016/j.foodchem.2017.09.105.

e prezentat oral la 16th International Symposium Prospects for the 3rd
Millennium Agriculture, Cluj-Napoca (Romania), 28th — 30th September 2018

o Citation: Nekvapil, F., Brezestean, I., Barchewitz, D., Glamuzina, B.,
Chis, V., Cinta Pinzaru, S., Andronie, L. Are the market citrus fresh?
Raman spectroscopy can promptly tell it. In: Vodnar, D.C. (ed.) Book of
Abstracts, no. 4/2017. Faculty of Agricultural Sciences and Veterinary
Medicine of Cluj-Napoca, ISSN: 2392-6937, ISSN-L: 2392-6937. p.
230.



3. Comportamentul semnalului Raman al carotenoizilor si structura electronica
descrise prin micro-spectroscopia Raman multi-laser si DFT; semnalul
carotenoizilor ca markeri fiziologici in cianobacterii, in vivo

In ciuda importantei fucoxantinei in biomedicina si farmacologie, acest compus
nu este inca caracterizat in mod cuprinzator prin tehnici ale spectroscopiei Raman.
Acest lucru ar permite detectarea, identificarea si cuantificarea rapida, precum si
cresterea generala a eficientei cercetarii asupra acestor compusi. Sectiunile 3.1. si
3.2. vizeaza studii teoretice si experimentale detaliate asupra semnalului Raman al
carotenoizilor puri, fucoxantina si B-caroten, inclusiv luarea in considerare a benzilor
majore si minore si a perspectivelor cantitative si cu accent pe structura si profilul
benzii lor intense vi1 (C=C) . Pentru a realiza acest lucru, am folosit excitatie Raman
prin rezonanta si non-rezonanta, calcule DFT, SERS si FT-Raman. Mai mult,
prospectam diferentierea carotenoizilor in situ in microorganisme fotosintetice
unicelulare: fucoxantind in diatomee Cylindrotheca closterium si Skeletonema
costatum si B-caroten in cianobacterii Coelomoron pussilum. Ulterior, folosind
cunostintele obtinute, in sectiunea 3.3. exploatam semnalul de rezonanta Raman de
la celule C. pussilum individuale expuse la nanoparticule de ferita pentru a prospecta
utilitatea semnalului carotenoizilor microbieni in studiile ecotoxicologice.

3.1. Descriere cuprinzatoare a spectrelor Raman si a structurii electronice a
fucoxantinei

Spectrele Raman obtinute de la fucoxantina solida, policristalind, solutia stoc
in etanol si solutia SERS cu cea mai mare concentratie sunt prezentate in Figura 5.
Toate spectrele au prezentat cele patru mari benzi Raman, vi (1522 - 1531 cm?), v2
(1140 - 1200 cm), vs (1010 - 1020 cm™) si v4 (961 - 964 cm), si mai multe benzi
mai slabe, care vor fi abordate in cele ce urmeaza. Fucoxantina a fost excitata pre-
rezonant cu 532 nm, asa cum se observa prin prezenta benzilor armonice si
combinatii liniare in regiunea 2000-300 cm™ si non-rezonant cu linii laser 632,8 si
785 nm. Pozitiile si atributiile tuturor benzilor observate sunt date in Tabelul 1.
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Figura 5. Spectrele Raman ale fucoxantinei standard. Cristale organice (A-C) sub
excitatie (A) 532 nm, (B) 632,8 si (C) 785 nm. (D) 3,063 mmol I solutie de etanol si
(E) 12,008 pmol I'* solutie SERS sub 532 nm. Micrografia din insertie prezinta cristale
organice de fucoxantin (100x). Schema de mai jos prezinta structura chimica a
fucoxantinei. Pozitiile benzilor plotate se refera la spectrul (A).

Scaderea intensitatii semnalului Raman al fucoxantinei dizolvate in etanol cu
concentratia este prezentatd in Figura 6a. Semnalul relativ de fucoxanting,
reprezentat ca raport intre benzile la 1531 cm™ (v1) si 2930 cm™ (etanol), prezinta o
tendinta liniara peste intervalul de concentratie testat, descris de functia y = 0,045 +
0,032x.

Relatia intensitate concentratie-semnal este prezentatd in Figura 6b. Relatia
dintre benzi la 1527 cm? (vi) si 3168 cm? (apa) este descrisa de raportul de
intensitate R = lis27 / 13214 i urmeaza o fitare polinomialad de ordinul 3 cu functia y =
291 + 0,12 (xa) + 1,137 (x2) + 0,545 (x3) in intervalul de concentratie testat.
Interesant este faptul ca intensitatea benzilor la 1128 si 1606 cm™ nu a prezentat o
dependenta clara de concentratie in intervalul de concentratii testat.
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Table 1. Pozitiile si atributiile benzilor Raman ale fucoxantinei obtinute cu trei linii de
excitatie in diferite stari de agregare, mediu molecular si tehnica de analiza (Raman
normal, SERS, DFT, C. closterium viu).

Experimental bands Calculated mode
ora. crvst ord. crvst org.cryst EtOH SERS C. closterium  gaseous
9. cryst., 9. cryst., ., 785 solution,  modes, 532 Raman 532 cl Assignment
532 nm 632.8 nm
nm 532 nm nm nm scaled
1929 1933 1933 1933 1949 Vas(C=C=C)
1644 1651 1653 v(C8=0)
1602 1608 1607 1609 1607 1610 1607 v(C=C) out of phase
v(C=C) centre of
1585 1590 1590 polyene chain*
1522.5 1529 1529.5 1532 1531 152?s'h])-532 1513 v(C=C) in phase
1441 1445 1451 1448 1444 1444 8as(CH3)
1385 1390 1390 1393 1392 sym. (CHg)*
1353 1355 1355 1358 P(CHs) + sym 6(CHa)*
1311 v(C=C) centR_E*of
polyene chain
1260 1262 1264 1271 1267 1263 v(C-C)+B(CH)
1235 1236 p(C-H)*
1202 1212 sh 1212 sh 1205 1209 1212 1256 T(CHp)
1184 1188 1188 1183 1191 1173 v(C-C)+B(CH)
v(C-C)
1160 1163 1158 1161 +8(CCCing
1153 1155 1155 1154 v(C-C)+B(CH)
1089 1098 1110 1128 v(C-C) ‘%Cg:ﬁ’hexe”e
1011 1010,1018 1?&(2#)0 1015 1010 1013 1023 8(CCC)+p(CHs)
961 961 960 964 961 961 979 p(CHs)

*assignments analogous to B-carotene from Cinta Pinzaru et al. (2015)
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Figure 6. Graficele dependentei intensitatii relative a benzii Raman (a) fucoxantinei
la 1531 cm? fata de modul etanol v (CH) la 2930 cm™) si (b) banda SERS
fucoxantina (1527 cm™) fata de banda apei ( 3168 cm™) care aratd tendinta
dependentei intensitatii semnalului fucoxantinei in concentratiile micromolare. Axa x
din (b) este setata la scara logaritmica pentru claritate. Scaderea intensitatii Raman
este adaptata printr-o fitare liniara (y = 0,045 + 0,032x) si intensitatea SERS cu o
fitare polinomiala de ordinul 3 [y = 2,91 + 0,12 (x1) + 1,137 (x2) + 0,545 (x3)].

Spectrele Raman ale fucoxantinei au fost de asemenea detectate aici in vivo
din diatomea Cylindrotheca closterium (Figura 7).

Raman Intensity/Arbitr. Units

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

-1
Wavenumber/cm

Figure 7. Spectre Raman neprocesate ale corpurilor celulare verzi ale diatomeelor
Cylindrotheca closterium, dobandite sub excitatie de 532 nm si prezentate in
intervalul 150 - 1650 cm™. Culorile diferite se refera la 6 celule diferite. Benzile
carotenoizilor v1, v2 si v3 sunt plotate. Insertia prezinta micrografia celulei C.
closterium sub 20x (stédnga) si 100x marire (dreapta).
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3.2. Excitatia ne-rezonanta a fucoxantinei in stare solida si a B-carotenului:
diferentierea carotenoizilor in biosistemele complexe

Banda experimentala vi (C=C) a B-carotenului in stare solida a fost centrat la
1513,1 cm?, cu o semilargime FWHM de 16,85 cm™. Atribuirile au fost discutate
anterior de Cinta Pinzaru si colab. (2015). Analiza profilului experimental al benzii v1
cu fitarea multiplelor lorentziene a aratat doua componente (Figura 8a), la 1512,2 si
1520,5 cm™ cu raportul ariei de 7,603 (R? = 0,998). S-au facut calcule DFT pentru
molecula de B-caroten izolata, complet relaxata. Aplicarea multi-fit lorentzian care se
care descrie cel mai bine forma benzii calculate, a dus la cea mai buna fitare (R? =
0,999) pentru doua componente la 1517 si 1525 cm, la fel distantate de aproximativ
8 cm* (Figura 8b).

— exp. band
1.0 | —fitted line

R®=0.998

a)

0.5

0.0 1520.5

I T I T I T I
1480 1500 1520 1540
Wavenumber [cm™]

Raman Intensity [Arbitr. Units]

— calc. band
1.0 | — fitted line b)
R’ =0.999

0.5

Raman Intensity [Arbitr. Units]

o e
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Figure 8. Deconvolutia benzii (a) experimentale si (b) teoretice b-caroten vi in doua
componente lorentziene. Spectrele sunt normalizate la intensitatea v1 (C = C).

S-au facut calcule teoretice pentru 3 conformeri ai moleculei de fucoxantina in
vid, ¢1, c2 si ¢3, cu populatii Boltzmann prezise de 62, 35 si respectiv 3%. Spectrele
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experimentale arata ca linia laser de 532 nm, desi nu se apropie de maximul de
absorbtie, promoveaza totusi tranzitii electronice in fucoxantina solida, asa cum se
observa prin supratonii proeminente in intervalul 2400-3200 cm™, in timp ce liniile
632,8 si 785 nm nu. Desi c1 se prezice a fi cel mai abundent conformer in vid,
spectrul experimental al solidului prezinta cele mai multe asemanari cu c3, in ceea ce
priveste latimea vi (C=C) si forma regiunilor vz si vs.

Multi-componentele lorentziene fitate ale benzii vi obtinute in situ de la C.
closterium au relevat patru componente (Figura 9). Cel de la 1531 cm* este atribuit
fucoxantinei (Fx, red) in cadrul FCP, in conformitate cu Premvardhan si colab.
(2009). Cea mai intensd componenta la 1525 cm™ reflectd probabil si contributia
fucoxantinei, dar nu se potriveste cu frecventa obisnuita a frecventei FCP. Cu toate
acestea, se apropie de pozitia cristalelor organice fucoxantinice excitate cu acelasi
laser, prin urmare este provizoriu atribuita aici unei posibile populatii de fucoxantina
care nu este legata in FCP. Aceste doua componente reprezinta 62% din suprafata
v1 totala. Cinta Pinzaru si colab. (2016a) banda inregistrata anterior RR 11 (C = C) de
la C. closterium la 1528 cm; totusi, acel studiu I-a considerat ca un singur mod.

— Fucoxanthin 2000 =| —exp. band
a) — Pp-carotene —fitted line
4 — C. closterium v 1R =0.998
v — S. costatum 1500 —
3 — spherical green alga

-wj\ Synechococcus sp.
W 1000 —
: _M

b)

Raman Intensity/Arbitr. Units

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1500 1520 1540

1,
Wavenumberlcm” Wavenumber [cm ]

Figura 9. a) Spectre micro-Raman obtinute de la microorganisme fotosintetice
unicelulare si ale carotenoizilor de referintd, dupad cum este indicat; b) Multi-peaks
lorentziene fitate ale anvelopei benzii vi din diatomee C. closterium din (a), aratand
contributiile bazinelor individuale ale diferitelor specii de carotenoizi.

3.3. Efectul agresiunii nanoparticulelor metalice asupra cyanobacteriilor
masurat prin semnalului Raman al carotenoizilor la nivel celular

Spectrul tipic Raman al celulelor native C. pussilum, inregistrat sub excitatie
de 532 nm, prezinta cele mai intense trei benzi ale carotenoizilor la 1515, 1154 si
1002 cm, deasupra unui fundal de fluorescenta ridicatd care apare probabil din
datorita abundentei clorofilei (Figura 10). S-a incercat analiza unui numar mai mare
de celule, cu toate acestea, in majoritatea cazurilor, nivelul de fluorescenta a depasit
limita de detectie si a suprasaturat detectorul CCD, prin urmare, au fost salvate doar
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5 pana la 6 spectre micro-Raman din celule diferite, din fiecare grup ( control si tratat)
la fiecare punct al analizei. Scaderea fundalului are ca rezultat un semnal carotenoid
de calitate scazuta, cu o amplitudine mare a zgomotului. Acest tip de semnal este in
concordanta cu rapoartele anterioare ale analizelor micro-Raman a celulelor
(cianobacterii), contindnd o cantitate relativ mica de pigment responsabil pentru
imprastierea Raman (Cintd Pinzaru si colab., 2016b). Cu toate acestea, aceste
rezultate reprezinta prima detectare in situ a carotenoidelor din tulpina cianobacteriei
C. pussilum AICB 1012.
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Figura 10. Detalii ale spectrelor Raman procesate obtinute de la o singura celula
(cianobacterii Coelomoron pussilum AICB 1012), din grupului de control, respectiv
tratate timp de 24 de ore cu nanoparticule de Zn-ferita. Spectrele brute sunt date
pentru comparative ( background ridicat).

Au fost calculate cinci pana la sase spectre din fiecare etapa de masurare, iar
intensitatea relativa a benzii carotenoizilor vi cu intensitatea de fond la 1515 cm™
(sub centrul benzii) a fost exprimata ca un raport, R = icarotenoid (1515) / lfundal (1515 )
(Figura 11). Fluorescenta clorofilei (fundalul) nu este masuratd direct in
spectroscopia Raman; cu toate acestea, fundalul poate contine in continuare
informatii valoroase despre esantion.
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Figure 11. Diagrama evolutiei raportului R [R = icarotenoid (1515) / lfundal (1515)] in punctele
de esantionare la 5 si 24 de ore si 7 zile de expunere la nanoparticule de Zn-ferita (a)
si Mn-Zn-ferita (b) a cianobacteriilor.

3.4. Nanoparticule de Zn-Mn-ferita si spectroscopia lor Raman - articol de
cercetare original

e Publicat in Journal of Raman Specroscopy, on 12. February 2020, Impact
factor (2018) = 2.80

o Citation: Nekvapil, F., Bunge, A., Radu, T., Cinta Pinzaru, S, Turcu, R.
Raman spectra tell us so much more: Raman features and saturation
magnetization for efficient analysis of manganese zinc ferrite
nanoparticles. J. Raman Spectrosc. 2020b, 51(6): 959-968. DOI:
10.1002/jrs.5852

e Prezentat oral la 12th International conference “Processes in Isotopes and
Molecules, Cluj-Napoca (Romania), 25th -27th September 2019

o Citation: Nekvapil, F., Bunge, A., Radu, T., Cinta Pinzaru, S., Turcu, R.
Raman spectroscopy analysis of metal-ferrite nanoparticles: towards
precise interpretation and extraction of structural information. In: Book
of Abstracts of the 12th International Conference Processes in Isotopes
and Molecules. National Institute for Research and Development of
Isotopic and Molecular Technologies, Cluj-Napoca, 25th - 27th
September 2019, p. 17.

In acest studiu, ne-am propus sa obtinem cunostinte solide si detaliate prin
intermediul spectroscopiei Raman a nanoparticulelor de ferita utilizate in studiul
toxicologic asupra cianobacteriilor descris in sectiunea 3.3. Dupa cum este subliniat
in liniile introductive ale sectiunii 3.3. si din urmatoarea publicatie, multe tipuri de
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nanoparticule cu compozitie, structura si proprietati diferite sunt fabricate pentru a
indeplini diferite scopuri, care pot ajunge in cele din urma in mediu acvatic sau alte
medii natural. Tn urma acestui studiu, nanoparticulele de mangan-zinc-ferita
(Mno.sZno.2FesOa4) pot fi identificate prin spectroscopie Raman si proprietatile lor
magnetice, adica cantitatea de defecte de retea poate fi descrisa prin banda de 713
cmt. Prin urmare, tipul de nanoparticule si proprietatile magnetice pot fi corelate
corespunzator cu semnalul Raman al carotenoizilor rezultat din interactiunea
celulelor cu nanoparticulele (sectiunea 3.3.3.). O astfel de corelatie contribuie la
scopul mai larg al tezei de extindere a aplicatiilor Raman in domenii ale mediului
inconjurator.

3.5. Capitolul 3. Concluazii

Specificitatea fucoxantinei Raman si semnalul SERS si forma complexa a
benzii v1(C = C) au fost abordate prin tehnici Raman experimentale de inalta precizie
si calcule teoretice, iar perspectivele pentru interpretarea spectrala detaliata,
identificarea si cuantificarea acestui carotenoid au fost prezentate.

Sub excitatie Raman normala, intensitatea semnalului fucoxantinei, exprimata
ca intensitatea benzii vi(C = C) in raport cu intensitatea benzii etanol v(CH), creste
liniar in intervalul de concentratie 1,201 - 60,042 pmol I3, in timp ce semnalul SERS,
exprimat ca intensitatea benzii vi(C=C) in raport cu banda v(OH) a apei urmeaza o
tendinta polinomica de ordinul Ill in intervalul 0,024 - 12,008 ymol I1.

Afirmatiile care sustin ambiguitatea capacitatii spectroscopiei Raman de
a determina profilul carotenoizilor in sisteme biologice, gasite intr-o literatura
consistenta, apar din interpretarea superficiala a spectrelor, si anume luand in
considerare doar frecventa benzilor vi, v2 si vs (Jehli€ka si colab. 2014; de
Oliveira si colab., 2010). Aceasta teza arata ca o analiza atenta a deconvolutiei
lorentziene multi-peak (sau chiar fitarea cu un singur profil, atunci cand este
relevant) a formei benzii vi, tindnd cont de efectul relatiei frecventa-
semilargime (FWHM) - linie laser, permite diferentierea si identificarea
carotenoizilor.

Spectroscopia micro-Raman pe o singura celula poate fi utilizatd pentru a
testa usoare modificari ale continutului de carotenoizi din cianobacteriile tratate cu
nanoparticule de feritd, relativ la cultura netratatd. Raspunsul fiziologic al
cianobacteriilor este observat in ceea ce priveste pozitia benzii vi si raportul de
intensitate al benzii vi si nivelul de fundal al fluorescentei sub banda. Caracterul
coloidal al AgNPs determina extinderea mai mare a acoperirii celulelor, in timp ce
caracterul magnetic al NP-urilor de ferita le determina sa se aglomereze intre ele,
mai degraba decat sa adere la celule, dupa cum se dovedeste prin microscopia
electronica.

Combinatia spectroscopiei micro-Raman si electronice, care nu a necesitat
aproape nicio pregatire a probei in cazul prezentat, arata potentialul testarii
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ecotoxicologice rapide a efectului fiziologic al NP asupra cianobacteriilor si
vizualizarea interactiunii acestora. Cu toate acestea, metoda prezintd un potential
imens pentru imbunatatiri suplimentare.

4. ANALIZA COMPARATIVA A TESUTURILOR, DETECTAREA IN SITU SI
ROLURILE BIOCHIMICE ALE CAROTENOIZILOR STUDIATI PRIN
SPECTROSCOPIE REZONANTA RAMAN S| SERS; PREPARAREA SI
CONSERVAREA DELICATA A TESUTURILOR PENTRU ANALIZA RAMAN

Tehnicile de spectroscopie Raman recunoscute in general ca detinand
potentialul de analiza de inalta sensibilitate si precizie in domeniile biologiei marine,
biotehnologiei si biofizicii, sunt applicate intr-un numar mare de studii axate pe
microorganisme. Cu toate acestea, studiile aprofundate care aplica spectroscopia
Raman pentru analiza carotenoidelor din tesuturile native si din extractele de tesuturi
ale organismelor marine multicelulare, care demonstreazd de fapt acest potential
analitic cu relevanta in lumea reala, sunt rare in literatura existenta. De asemenea,
se stie putin despre pregatirea corecta si eficientd a probelor pentru analiza Raman
in vivo sau cat mai aproape de starea sistemului nativ posibil.

In acest capitol, am folosit comparativ spectroscopia de rezonanta Raman si
SERS pentru a demonstra detectarea, identificarea si metabolismul carotenoizilor si
pentru a studia rolul lor in protectia celulara si raspunsul la stres in diferite tesuturi de
arici de mare, considerate modele de animale nevertebrate. Pe langa interesul fata
de aceste modele animale in studii de mai bine de un secol de traditie de cercetare,
considerate modele biologice si toxicologice (di Bernanrdo si di Carlo, 2017),
gonadele lor prezinta un produs alimentar de lux, cu o cifra de afaceri semnificativa
pe piatd in zonele de coasta si pe pietele renumite ale fructelor de mare, datorita
carotenoidului ridicat. continut (McBride si colab., 2004).

Carotenoizii au fost analizati comparativ 1) in tesuturile din aceeasi specie, 2)
intre tesuturile corespunzatoare a doua specii de arici de mare si 3) intre lichidul
celomic al corpului de arici de mare si apa de mare din jur. Am efectuat analize
Raman pe tesuturi native, acolo unde a fost posibil. In cazurile in care carotenoizii
trebuiau extragi, am folosit un tratament cat mai simplu si minim posibil al
esantionului, pentru a prospecta analiza carotenoizilor avand in vedere eficienta
costurilor si a fortei de munca. Mai mult, deducem rolurile de raspuns la stres ale
carotenoizilor pe baza semnalului lor Raman in conditii de excitatie de rezonanta si
SERS, precum si caracteristicile anumitor carotenoizi cunoscuti din literatura.
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4.1. Studiu comparativ al metabolismului carotenoizilor la echimoderme studiat
prin spectroscopie de rezonanta Raman si tehnici SERS

Acceptata ca prezentare orala la International Conference of Raman Spectroscopy,
ICORS 2020, Rome, postponed to 1.-6. August 202.

4.1.1. Detectarea si caracterizarea carotenoizilor la echinoderme

Aceasta sectiune prezinta o colectie de studii comparative ale continutului de
carotenoizi tisulari ai celor doua specii de arici de mare, ariciul pietros Paracentrotus
lividus si ariciul de mare negru Arbacia lixula, cu scopul de a prospecta asemanarile
si diferentele in productia si metabolizarea carotenoizilor in tesutul specific.

Ipoteza initiald sustine ca tesuturile lor vor contine carotenoizi diferiti, reflectand
diferitele profiluri ale carotenoizilor din sursele de hrana diferite ale celor doua specii.
Spectroscopia Raman si tehnicile sale (Rezonanta Raman, SERS) se dovedeste a fi
eficienta pentru sondarea acestei ipoteze. In plus fata de constatarea principala, sunt
trase alte cateva concluzii cu privire la aspectele practice ale pregatirii esantioanelor
de tesut si abordarii analitice.

4.1.2. Proceduri generale de prelevare a probelor

Echinodermele au fost colectate de pe un debarcader superficial in Golful
Gruz, orasul Dubrovnik in mai multe ocazii in perioada 2017 - 2019. S-a observat ca
P. lividus se gaseste de obicei pe rocile de pe fundul marii, la mica adancime, in timp
ce A. lixula era atasat la suprafete verticale de beton ale malurilor. Animalele au fost
colectate manual cu ajutorul unei plase de pescuit si transportate in recipient cu apa
de mare filtrata la Laboratorul de Biologie de la Universitatea din Dubrovnik in
apropierea locului de colectare pentru pregatirea initiala a probei. Fiecare tesut a
necesitat diferite proceduri de conservare / extractie, care au fost stabilite in prealabil
prin cativa ani de colaborare a Laboratorului Raman-AFM (Universitatea Babes-
Bolyai) si a Departamentului de Acvacultura (Universitatea din Dubrovnik), si vor fi
discutate in urmatoarele sectiuni.

4.1.3. Detectia SERS a carotenoizilor din extractele sistemului digestiv

In Figura 4.1.1.d (Teza completd) se prezinta o fitare multi-peaks Lorentziana
a benzii vi (C=C) din spectrul 2 care prezintda cea mai clara banda. Fitarea a
dezvaluit o componenta intensa la 1532 cm, atribuita aici
fucoxantinei/fucoxantinolului (spectrul de referinta inclus in Figura 4.1.1.c), si o alta
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componenta puternica la 1523 cm™, care este atribuita provizoriu aici canthaxantinei,
luteinei sau a-caroten (Bernstein si colab., 2002), despre care se stie ca apar la
anumite specii de alge verzi si brune (Abd El Baky si colab. 2008; Casazza si
Mazzella, 2002). Ultima si cea mai slaba componenta la 1513 cm! se potriveste bine
cu caracteristica v1 a B-carotenului in stare solida (Cintd Pinzaru si colab., 2015;
Sectiunea 3.2.).

4.1.4. Detectia SERS a carotenoizilor din fluidul celomic

Cele patru benzi principale ale carotenoizilor, la 956, 1010, 1157 si 1525 cm™,
au fost inregistrate din extractul etanolic fluid al lichidului celomic din P. lividus, desi
cu variatii mari de intensitate. Pe de alta parte, esantioanele de A. lixula au prezentat
semnale multiple de material organic, dar nu au semnale clare de carotenoid; Rygula
si colab. (2013) si Czamara si colab. (2014) au prezentat recenzii detaliate ale
benzilor Raman ale proteinelor si respectiv lipidelor. Domeniul spectral de 1400 -
1600 cm™ din spectrul obtinut de la P. lividus a fost prea complex pentru scaderea
precisa a liniei de baza si fitarea cu componente lorentziene. Cu toate acestea, s-au
observat anumite diferente: banda principala C=C in plan s-a deplasat de la 1527
cm? in sistemul digestiv la 1525 cm™ in fluidul celomic, iar benzile C=C in afara
planului au aparut la 1580 si 1602 cm, indicand procese metabolice suplimentare
care au loc probabil in peretele intestinal.

4.1.5. Echinenona si [-caroten -specii moleculare acumulate in gonadele
echinodermelor - efectul mediului molecular asupra benzilor Raman ale
carotenoizilor

Spectrele SERS obtinute din extracte etanolice ale tesuturilor de gonade de la
7 femele de P. lividus a prezentat semnalul bine recunoscut al carotenoidelor,
inclusiv vi la 1520 cm?, vz la 1154 cm?, vs la 1004 cm™ si benzile la 1366, 1585 si
1615 cm? care sunt amplificate ca urmare a interactiunii carotenoizilor cu
nanoparticulele de argint (AgNPs)(Cinta Pinzaru si colab., 2015). Cand se analizeaza
cateva zeci de spectre SERS, se poate observa o variatie a frecventei vi intre 1518
si 1522 cm™. Aceasta variatie a fost atribuitd de Nekvapil si colab. (2019) la variatia
continutului relativ de B-caroten (1512 cm) si echinenona (1521 cm™) de-a lungul
ciclului reproductiv al aricilor de mare. Aceasta problema este discutata mai detaliat
in sectiunea 4.3.
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4.1.6. Detectarea micro-Raman rezonanta a carotenoizilor in ouale native ale
echinodermelor

Ovocitele native, netratate, colectate de la P. lividus si A. lixula depuse pe o
placa reflectorizanta, hidrofoba SpectRIM sunt convenabile pentru analiza
conventionala micro-Raman, prezentand un semnal puternic al carotenoizilor atat
sub excitatie rezonanta, cat si non-rezonanta (Nekvapil si colab., 2019). Semnalul de
la carotenoid este proeminent, si consta din contributii de la echinenona si B-caroten;
a fost inregistrat din orice punct din ovocite, iar distributia lor pare a fi uniforma in
intreaga celulda (Nekvapil si colab., 2019). Pe de altd parte, oudle de A. lixula
contineau mai multe regiuni cu un model spectral diferit: 1) semnalul din regiunile mai
intunecate din perimetrul celulei continea doar semnalele lipidelor si proteinelor, 2)
regiunile galbui din oud aveau un semnal slab carotenoid si 3) benzile principale bine
recunoscute ale carotenoidelor ar putea fi inregistrate din ,rezervoare” rosiatice cu un
continut de carotenoizi probabil mai mare.

4.1.7. Localizarea prin rezonanta micro-Raman a semnalului carotenoid in larve

Semnalul specific de carotenoid ar fi putut fi inregistrat la tijele scheletale de la
ambele specii, in timp ce la larvele P. lividus semnalul a fost inregistrat si din granule
de pigment rosu viu (Figura 12c). La ambele specii, benzile vz si v2 au fost
inregistrate la 1004 si, respectiv, 1154 cm, in timp ce v1 a fost inregistrat la 1514
cm? in P. lividus si la 1517 cm ! in A. lixula. Analiza profilului de banda prin fitarea
lorenziana multi-peak arata ca vi contine la ambele specii o contributie puternica de
B-caroten (1512 cm) si echinenona (1521 cm). Cu toate acestea, la P. lividus,
modul B-caroten este notabil mai puternic (ariag-caroten / ariaechinenone = 4,29), in timp ce
in A. lixula cele doua moduri au fost de intensitate similara
(ariap-caroten / ariaechinenone = 1,33), de unde rezultd schimbarea pozitiei de maxim in
spectrele brute.
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Figura 12. Micrografia unei larve de arici de mare Paracentrotus lividus in stadiul de
pluteus cu 4 brate, cu tije scheletale si granule de pigment indicate; (b) vedere marita
a varfurilor de crestere ale tijelor scheletale de pe partea posterioara a unei alte
larve; (c) afisarea comparativa a spectrelor micro-Raman obtinute din granulele de
pigment si din tijele scheletale ale larvelor aricilor de mare P. lividus si Arbacia lixula.
Fitarile lorerziene multi-peak ale regiunii vi(C=C) sunt de asemenea, prezentate
pentru un spectru obtinut de la tija scheletala P. lividus (b) si A. lixula (c).

4.2. Studiu Raman comparativ al fluidului celomic al echinodermelor si a apei
de mare nativa a acestora: perspectiva pentru un potential indicator al
agresiunii sau modificarilor mediului

e Publicat c& in-extenso proceeding la conferinta internationala “Air and Water
Components of the Environment”, Sovata, cuplat cu prezentarea orala

o Citation: Nekvapil, F., Tomsi¢, S., Cintd Pinzaru, S. Comparative
Raman spectroscopy study of the coelomic fluid of grazing sea urchins
and their native seawater: prospect for a potential indicator of
environmental aggression. In: Serban, G., Batinas, R., Tudose, T.,
Horvath, Cs., Croitoru, A., Holobaca, J. (eds.) Air and water
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Components of the Environment, University Press, Cluj-Napoca, ISSN:
2067-743; 2018b, p. 27 — 34.

Abstract

Echinodermele au capacitate limitatd de miscare si folosesc sistemul de
circulatie vasculara pentru a pompa apa de mare din jur pentru a pune in miscare
partile corpului. Prin urmare, se crede ca lichidul celomic, un fluid corporal din ariciul
de mare, care actioneaza ca transport intern si potenteaza sistemul imunitar, contine
poluanti metabolizati. in studiul de fatd, am dezvoltat o metoda de detectare a
carotenoizilor din fluidul celomic prin spectroscopie Raman. Carotenoizii au fost
obtinuti din fluidul celomic prin extractie cu etanol si rezonanta lor selectiva a
semnalului Raman a fost amplificata folosind tehnica de imprastiere Raman
amplificat de suprafata (SERS). Carotenoizii sunt ingerati de arici de mare prin dieta
lor pe baza de plante, metabolizate si transportate in fluidul celomic, unde au fost
detectate pentru prima data prin intermediul SERS. Am investigat in continuare
corelatiile carotenoizilor care semnalizeaza din fluidul celomic cu apa locala de mare
pentru a prospecta o potentiala legatura cu modificarile ssau agresiunea mediului.
Rolul antioxidant si imunomodulator al carotenoizilor, in special al B-carotenului, a
fost studiat pe larg la vertebrate (Chew si Park, 2004). Apararea biologica si
cresterea activitatii antioxidante sunt asociate cu un nivel crescut de carotenoizi si /
sau o schimbare a echilibrului speciilor lor la arici de mare nativi. in plus, am
comparat concentratia relativa a ionului sulfat a lichidului celomic din arici cu apa de
mare locala folosind tehnica FT-Raman. Discutam despre posibilitatea dezvoltarii
metodelor de monitorizare rapida si rentabilda a apelor de mediu native prin
carotenoizi detectati direct in arici de mare. Alti poluanti coexistenti care pot patrunde
in lichidul celomic prin sistemul digestiv sau prin sistemul vascular de apa al aricilor
de mare se asteapta sa se coreleze cu raspunsul animalului printr-o activitate
antioxidanta crescuta datorita carotenoizilor. Astfel, ariciul de mare se poate dovedi a
fi un bun semnalizator al schimbarilor mediului apos in care traiesc, prin
semnalizarea carotenoizilor lor.

Cuvinte cheie: apad de mare, mediu marin, poluanti, arici de mare, carotenoizi,
spectroscopie Raman.

4.3. Pachete de microsfere de carotenoizi: icre intacte de arici de mare
monitorizate prin instrumentele spectroscopiei Raman - articol de cercetare
original

e Publicat in Photochemical & Photobiological Sciences, on 23. May 2019,
Impact factor = 2.40
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o Citation: Nekvapil, F., Brezestean, |., TomSi¢, S., Muller, Cs., Chisg, V.,
Cinta Pinzaru, S. Microsphere packages of carotenoids: intact sea
urchin eggs tracked by Raman spectroscopy tools. Photochem.
Photobiol. Sci. 2019a, 18: 1933-1944. DOI: 10.1039/c9pp00181f.

e Prezentat oral lal8th International conference Prospects for 3rd Millennium
Agriculture, CISuj-Napoca (Romania), 27th - 29th September 2018

o Citation: Nekvapil, F., Brezestean, |., Tomsic, S., Muller, Cs., Chis, V.,
Cinta Pinzaru, S. Rapid and cost effective tracking carotenoids in native
sea urchin eggs by mullti-laser Raman spectroscopy. In: Vodnar, D.C.
(ed.) Book of Abstracts. Faculty of Agricultural Sciences and Veterinary
Medicine of Cluj-Napoca, 2018.

Carotenoizii sunt un factor determinant important al valorii de piatda a
gonadelor, contribuind la culoarea si proprietatile organoleptice ale acestora
(McBride si colab., 2004). in lucrarea urméatoare am folosit rezonantd Raman (532
nm) pentru analiza in situ a icrelor native si a extractelor de gonada si NIR-Raman
(785 nm) numai pentru icre, pentru a studia profilul carotenoizilor si compozitia
chimica generala a icrelor. Aici am aratat ca semnalul RRS al icrelor native poate
dezvalui continutul carotenoizilor (echinenone, B-caroten si alte specii minore) dupa o
deconvolutie Lorentziana multi-peak simpla, oferind astfel o metoda rapida pentru
evaluarea carotenoizilor din icre. Deoarece icrele sunt principalul constituent al
gonadelor mature, pre-depunerea icrelor, analiza in situ a celulelor native prin RRS
este o0 metoda mai simpla si mai rapida decéat extractia tesutului gonadului in volum si
analiza ulterioara a extractelor. Dezvoltarea ulterioara a spectrometrelor portabile
Raman permite implementarea reala la fata locului, a controlului calitatii gonadelor in
zonele de exploatare economica si comercializare a acestor produse marine. Acest
lucru va permite extinderea aplicabilitatii instrumentelor spectroscopice Raman atat
in cercetarea biologica, cat si pe piata fructelor de mare, sustinand astfel obiectivele
tezei.

4.4. Explorarea rolului de protectie biologica a carotenoizilor prin
spectroscopie Raman: stresul mecanic al celulelor - articol de cercetare
original

e Publicat in Studia Universitatis Babegs-Bolyai Physica, on 30. December 2019

o Citation: Nekvapil, F., Molnar Muller, Cs., Tomsic, S., Cinta Pinzaru, S.
Exploring the biological protective role of carotenoids by Raman
spectroscopy: mechanical stress of cells. Studia UBB Physica 2019Db,
64: 75-82. DOI: 10.24193/subbphys.2019.08

Exista numeroase sugestii ca carotenoizii contribuie la apararea chimica
celulara prin activitatea lor de eliminare a radicalilor liberi (discutatd in sectiunea
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4.3.). Cu toate acestea, urmatoarea lucrare a urmarit sa elucideze daca carotenoizii
joaca un rol si in medierea unui stres fizic in icrele de arici de mare, adica daca se
poate observa orice diferenta in semnalul de rezonantd specific carotenoizilor prin
spectroscopie Raman (si SERS) intre celulele expuse la stress mecanic (usor
centrifugate) fatd de cele netratate. Cresterea clara a semnalului SERS a
carotenoizilor a fost localizata in apropierea periferiei oului sub abordarea SERS,
indicand faptul ca carotenoizii au fost intr-adevar mobilizati ca raspuns la acest stres
fizic. Prin urmare, cunoasterea comportamentului carotenoizilor sub stresul fizic si
protectia inerentd a celulelor este extinsa, in conformitate cu scopul capitolului 4
privind investigarea ulterioara a functiilor biologice ale carotenoizilor.

4.5. Capitolul 4. Concluzii

Sunt obtinute concluzii suplimentare cu privire la detectarea si comportamentul
semnalului Raman al carotenoizilor legat de cercetarea biochimiei marine:

e Surface-enhanced Raman scattering (SERS) a permis detectarea semnalului
carotenoid in extrasele de tesut unde numai semnalul solventului sau
fluorescenta ar fi putut fi inregistrat sub imprastiere normala Raman.

e Tehnica Raman rezonanta combinata cu micro-spectroscopia a permis
detectarea in situ a semnalului carotenoizilor din extractu de gonade, icre si
tesuturile larvare. Sub excitatie ne-rezonanta, aceste tesuturi prezintd semnale
relativ. mai puternice ale compusilor ne-tinta (proteine si lipide), dupa cum
arata Nekvapil si colab. (2019).

e Deconvolutia Lorentziana multi-peaks a benzii carotenoizilor vi(C=C) cu
numarul relevant de (2 - 4) componente cu pozitii si latimi semnificative
permite diferentierea contributiilor rezervoarelor de carotenoizi individuali
(derivati fucoxantinici, echinenona, B-caroten, astaxantina etc.). Procedura de
descompunere produce rezultate mai precise decat consideratiile numai
pentru proprietatile anvelopei benzii globale.Structura benzii este asadar cheia
unor analize semnificative.

e Instrumentatia de spectroscopie Raman, rezonanta Raman si SERS, sunt
indicate aici pentru a fi potrivite pentru sondarea functiilor biochimice ale
carotenoizilor din tesuturile nevertebrate: Sectiunea 4.2. sugereaza ca profilul
carotenoid al lichidului celomic de arici de mare, obtinut prin masuratori SERS,
se poate modifica ca raspuns la agresiunea mediului, similar cu cresterea
presupusa a semnalului B-caroten in cianobacteriile expuse nanoparticulelor
de ferita (sectiunea 3.4.); Detectia Raman rezonanta a acumularii unor
cantitati mai mari de echinenona si B-caroten in icrele native (Sectiunea 4.3.)
a indicat rolul lor ca rezerva antioxidanta celulara; localizarea carotenoizilor la
periferia celulelor determinatd de combinatia SERS si RRS, indica faptul ca
carotenoizii sunt, de asemenea, mobilizati ca raspuns la stresul fizic.
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5. MODIFICAREA PROPRIETATILOR OPTICE ALE CAROTENOIZILOR LA
LEGAREA DE PROTEINELE CRUSTACIANINE INVESTIGATE PRIN
REZONANTA RAMAN CU MAI MULTE LINII LASER SI PRIN DFT;
SIMILITUDINI ALE SEMNALULUI LOR CU POLIENELE NESATURATE;
APLICAREA SPECTROSCOPIEI RAMAN iN BIOECONOMIE ALBASTRA SI
ECONOMIE CIRCULARA

Dupa legarea in complexul de crustacianina, astaxantina sufera o schimbare
bathocromica proeminenta a spectrului sau de absorbtie si a semnalului Raman,
deplasand maximul absorbtiei de la intervalul 460 - 470 la 580 - 630 nm si respectiv
de la 1514 la 1490 - 1498 cm. Ambele tipuri de pigmenti (astaxantina libera si
legata non-covalent in complexul astaxantin-crustacianin) au fost dovedite anterior
prin spectroscopie de rezonantd Raman in vivo numai in carapacea de homar
(Salares si colab., 1977), de aceea se crede in mod obisnuit ca pigmentul a-
crustacianina este specific acestui crustaceu purpuriu.

Mecanismul acestei modificari moleculare relevate spectroscopic a fost studiat
de mai multe ori prin tehnici de calcul theoretic, fiecare studiu explicand doar o parte
a motivului schimbarii, dar nu intregul comportament. Aceste puncte de vedere au
ridicat unele controverse in literature de specialitate, iar mecanismul schimbarii
batocromice nu este inca pe deplin explicat.

Pentru a contribui la dezlegarea acestei problemei, am realizat o serie de
studii de rezonanta in situ Raman (532 nm pentru astaxantin, 632 nm pentru
crustacianina, 785 nm fara rezonanta) pentru a detecta cele doua tipuri de pigmenti
in cochilii de crustacee de diferite culori. Detectarea ambilor pigmenti in cochilii din
aproape toate speciile a indicat la prima vedere ca crustacianina nu este specifica
numai cochiliei de culoare albastra, asa cum se credea anterior (sectiunile 5.1., 5.2.
Si5.3.).

De asemenea, am efectuat calcule DFT pe astaxantina izolata (simuland
carotenoidul in forma sa libera) si pe astaxantind in prezenta unei molecule de apa
(simuland legarea necovalenta la crustaciaanina), calculand deplasarea Raman a
astaxantinei vi(C=C) componenta de la 1508 cm (forma libera) la 1494 cm (forma
legata necovalent) (sectiunea 5.3.).

in plus, microscopia electronica de scanare a dezvaluit porozitatea specifica
culorii crustei, la scara nano, ceea ce ne-a starnit interesul de a investiga culoarea
structurala a crustei de crab (sectiunea 5.2. si 5.3.) si de a promova aceste material
pentru obtinerea de produse noi, cu valoare adaugata. Cochilile de crustacee ca
parte a componentelor necomestibile din exploatarea economica a crustaceelor, in
mod uzual, sunt considerate deseuri ale industriei alimentare de profil. Aici aratam
ca aceste biomateriale poroase cu prorietati nou descoperite, cu o compozitie
mineral-organica interesanta pot avea o larga aplicabilitate potentiala in agricultura,
industrie si nanomedicina (sectiunile 5.4. si 5.5).
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5.1. Semnal de rezonanta Raman al pigmentilor crustacei localizati intr-o
structura poroasa de carbonat biogen - controverse si noi descoperiri
privind originea culorii

Recent, Nekvapil si colab. (2020) au raportat ca profilul pigmentilor Raman
activi al celor doua specii de crab, crabul albastru de Atlantic (Callinectes sapidus) si
crabul verde mediteranean (Carcinus aestuarii) este calitativ acelasi si este dominat
de astaxantin (rosu) si crustaciaanin (albastru). Diferenta de culoare se explica prin
raportul diferit al abundentei cromoforului si a nanoporilor din crustd cu diametru
diferit, actiondnd ca o super-retea naturald cu caracteristici diferite pentru diferite
culori ale crustei (rosii, albastre, albe si verzi). In acest studio complex am utilizat
abordarea prin spectroscopie micro-Raman folosind excitatia prin rezonanta pentru
carotenoizi liberi (532 nm) si carotenoproteine de tip crustacianina (632,8 nm), care
permite studierea fiecarui grup de pigmenti separat si evidentiaza diversitatea lor in
cuticulele native din 13 specii de crustacee de la diferiti taxoni, cuprinzand un total de
16 parti anatomice ale cuticulelor. in plus, linia non-rezonantd de 785 nm a furnizat
inregistrarea simultana a ambilor pigmenti cu nivel scazut de fundal de fluorescenta.
Am aratat astfel ca pigmentii activi ai crustaceului (carotenoizi) sunt diferiti de
polieniele nesaturate depistate anterior in cochilii altor nevertebrate (Wade si colab.,
2019; Hedegaard si colab., 2006; de Oliveira si colab., 2013) si am discutat
diferentierea spectroscopica intre cele patru grupuri prezumtive de pigmenti pe baza
de poliene in cochilii de nevertebrate.

Figura 13. rezuma constatarile noastre asupra semnalelor carotenoizilor si
carotenoproteice in urma analizei micro-Raman a cochiliilor native din 8 specii de
crustacee (10 parti anatomice). Spectrele Raman din toate cochilile de crustacee
excitate sub toate cele trei linii laser (532, 632,8 si 785 nm) au prezentat cele trei
benzi principale de carotenoide: vi1 intre 1490 si 1520 cm?, vz in jurul valorii de 1154-
1157 cm™ si vz in jurul 1004 cm. Prezenta benzii vs si pozitia v2 peste 1155 cm*
confirmd prezenta gruparilor -CHs atasate lantului polienic, caracteristice
carotenoizilor. Pe de alta parte, polienele nesaturate, in care lantul polienic nu este
complet metilat, nu ar prezenta banda vs, iar v2 ar aparea de obicei intre 1120 si
1145 cm™ (Hedegaard si colab., 2006; de Oliveira si colab. , 2013; Wade si colab.,
2019). Diferite linii de excitatie au aratat ca marea variatie a pozitiei si latimii benzii v1
se datoreaza de fapt caracterului sau bicomponent: contributia carotenoizilor liberi
este amplificata prin excitare cu linia 532 nm (1510 - 1530 cm; Salares et al.,1979;
aceasta teza) si contributia carotenoproteinelor este amplificata la excitare cu linia
632,8 nm (Salares si colab., 1979; capitolul 5).
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Figura 13. Spectrele Micro-Raman obtinute prin excitare cu linia 532 nm (linii verzi)
si 632,8 nm (linii rosii), de pe suprafata a 10 cochilii de crustacee de specii si culori
diferite, dupa cum se arata in fotografii: (a) si (b) Callinectes sapidus albastru si rosu
, respectiv; (c) Carcinus aestuarii; (d) Pachygrapsus marmoratus; (e) Pilumnus sp .;
(f) si (g) Squilla mantis ,spoturi” rosii si, respectiv, carina medial de pe telson; (h)
Maja squinado; (i) Melicertus kerathurus; (j) Upogebia pusilla (cuticula transparenta).
Spectrele sunt normalizate la unitate pentru o comparatie mai usoara. Sagetile
galbene indica punctele de achizitie a spectrelor de pe cochilile de crab, iar
micrografiile (insertii rotunde) arata culoarea suprafetei cochiliei si morfologia zonei
sondate sub o marire de 200x.

5.2. Nanoarhitectura-3D naturala a biomineralului din clesti de crab albastru
(Callinectes sapidus Rathbun, 1896) studiata prin spectroscopie Raman si
microscopie electronica de scanare

e Prezentarea orala la International Balkan Workshop on Applied Physics,
Constanfa 2017
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o Citation: .Nekvapil, F., TomSi¢, S., Glamuzina, B., Barbu-Tudoran, L.,
Brezestean, |., Cinta Pinzaru, S., Natural nanoarchitecture of blue crab
(Callinectes sapidus Rathbun, 1896) claw studied by Raman
spectroscopy and Scanning electron microscopy. In: Vladoiu, R.,
Mandes, A., Dinca Balan, V. (eds.) Conference proceedings. Issue
17/2017, University of Ovidius Press, p. 146 — 147.

Aceasta sectiune prezinta rezultatele preliminare privind o investigatie mai
profunda a culorii crabului albastru, C. sapidus, in urma interesului stiintific inerent
asupra originii complexe a culorii cochiliei de la nevertebrate, prezentate in sectiunea
5.1. Au fost folosite patru linii laser pentru a caracteriza nedistructiv semnalul de
imprastiere Raman al exoscheletului complex al clestilor de crab albastru
(Callinectes sapidus) (Figura 14). Patru compusi diferiti pot fi identificati si localizati Tn
cadrul nanoarhitecturii complexe. Astaxantina (AXT), calcitul magnezian biogenic,
complexul astaxantind-crustaciaanina (ACC) si chitina au fost diferentiate fara
ambiguitate pentru prima data in exoscheletul complex. Urmele de chitina au fost
detectabile folosind linia din infrarosu apropiat. Informatii complementare din analiza
SEM-EDX, combinate cu date si imagini micro Raman, au permis sa ofere pentru
prima data o caracterizare structurala completa si sa abordeze critic un studiu recent
(Katsikini, 2016) despre culoarea albastra a crabului, utilizand pentru caracterizare o
singura linie laser, de 488 nm. In acel studio, este concluzionat ca numai cromoforul
carotenoid este responsabil pentru diferitele culori si ca acestea ar fi influentate de
prezenta Sr si Br in scheletul de calcit. Linia laser de 532 nm, care este aproape de
rezonanta pentru AXT, nu este rezonanta pentru ACC, dar linia de 632 nm se
incadreaza in rezonanta completa a acesteia din urma. Linia laser de 830 nm a
aratat benzi Raman proeminente de calcit magnezian si nu calcit si vaterit asa cum s-
a revendicat anterior si urme de chitina (Fig. 5.2.1.). Zona tinta a fost, de asemenea,
examinata folosind microscopul electronic cu scanare pentru a studia nanoarhitectura
naturala (Fig. 1). Acest studiu evidentiaza importanta alegerii in cunostinta de cauza
a liniei laser pentru a trage concluzii corecte asupra biocompozitelor naturale
complexe.
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Figure 14. Spectre Raman reprezentative ale suprafetei rosii exterioare a clestilor de
crab albastru, excitate cu linia laser 532, 632 sau 830 nm, asa cum este indicat,
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dezvaluind astaxantina, alfa-ACC si calcitul magnezian, respectiv cu urme de chitina;
(a) Sectiune transversala, vedere la microscopie, b) si ¢) imagini SEM de la suprafata
exterioara, rosie si nanoarhitectura straturilor.

5.3. Porozitate specifica culorii in nanoarhitecturi-3D naturale dublu pigmentate
din clesti de crab albastru - articol stiintific original

e Publicat in Scientific Reports, on 20 February 2020, Impact factor 4.01

o Citation: Nekvapil, F., Cinta Pinzaru, S., Barbu-Tudoran, L., Suciu,
M., Tamas, T., Chis, V. Color-specific porosity in double pigmented
natural 3d-nanoarchitectures of blue crab shell. Sci. Rep. 2020b, 10:
3019. DOI: 10.1038/s41598-020-60031-4.

In acest studiu, aborddm discutia comprehensiva si problema controverselor
cu privire la mecanismele care stau la baza schimbarii batocromice a benzii de
absorbtie a astaxantinei si a deplasarii spre rosui a benzii Raman vi1(C=C) la legarea
la crustacyanin. Demonstram ca banda Raman vi este intr-adevar deplasata la
legarea necovalentd (ncb) de crustacianind, dupd cum se aratd prin comparatia
activitati Raman a astaxantinei izolate si a astaxantinei in prezenta unei molecule de
apa. O investigatie suplimentara prin rezonanta Raman utilizand mai multe linii laser
a permis detectarea in situ a semnalelor de la astaxanthin atat liber cat si legat
necovalent (ncb-ATX). In plus, SEM de inaltd rezolutie a permis evidentierea
componentei structurale a puzzle-ului complex de origine a culorii, prin dezvaluirea
nanoarhitecturii naturale compusa din canale nanometrice aranjate in mod regulat.
Lucrarea  prezinta noi cunostinte  valoroase despre comportamentul
carotenoproteinelor in matrici naturale si deschide noi domenii de aplicatii pe baza
exploatarii proprietatilor acestui biomaterial.

5.4. De la bioeconomia albastra la economia circulara prin cercetari analitice de
inalta sensibilitate asupra materialelor biogenice considerate deseuri din
exploatarea crustaceelor (crab albastru) - articol de cercetare original

e Publicat in ACS Sustainable Chemistry and Engineering, on 11. September
2019, Impact factor (2020) = 7.03
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o Citation: Nekvapil, F., Aluas, M., Barbu-Tudoran, L., Suciu, M., Bortnic,
R-A, Glamuzina, B., Cinta Pinzaru, S. From Blue Bioeconomy toward
Circular Economy through High-Sensitivity Analytical Research on
Waste Blue Crab Shells. Sustainable Chem. Eng. 2019c, 7: 16820-
16827. DOI: 10.1021/acssuschemeng.9b04362. Copyright © 2019,
American Chemical Society

In aceastad lucrare am folosit informatii despre posibilitatile analitice ale
spectroscopiei de rezonanta Raman si microscopiei electronice aplicate cochiliilor de
crustacee cand acestea sunt supuse unor tratamente mecanice sau termice pentru
potentiale reutilizari. Lucrarea prezinta o cercetare bazata pe sustenabilitate asupra
posibilitatii de reutilizare a materialeor biogenice din crustacee (crab) care sunt in
prezent tratate ca deseuri. Semnalul RRS al carotenoidului si al carotenoprotinei este
utilizat aici ca marker molecular sensibil, ceea ce indica indirect ca compusii utili si
delicati din cochilii nu sunt distrusi prin procedura de macinare mecanica a cochiliilor.
Acest studiu a aratat ca semnalul de la carotenoid nu este prezent doar in probele
native, ci poate fi urmarit si prin etape ulterioare de procesare a materialului,
facilitand astfel caracterizarea materialului rezultat si descrierea efectelor unei
anumite etape de procesare. Prin urmare, urmarind obiectivul tezei, este subliniata
utilitatea semnalului Raman al carotenoizilor pentru urmarirea etapelor de procesare
ale materialelor biogenice irosite si pentru reutilizarea lor in produse cu valoare
adaugata in accord cu principiile economiei circulare.

5.5. Promovarea sabloanelor de design natural ascunse in cochiliile irosite ale
crevetilor S. mantis intr-un compozit biogenic valoros

e Prezentarea poster a rezultatelor preliminare la 16th Confocal Raman Imaging
Symposium, Ulm (Germany), 23rd - 25th September 2019

o Citation: Nekvapil, F., Cinta Pinzaru, S., Glamuzina, B. Hidden smart
templates for blue bioeconomy: complex functional structures of marine
invertebrates revealed by confocal Raman imaging. In: Book of
Abstracts of the 16th Confocal Raman Imaging Symposium, WiTec
GmbH, Ulm, 23rd - 25th September 2019, p. 61.

e manuscris integral sub revizuire minora pentru Spectrochimica Acta, Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy, on 20. July 2020

Dupa aplicarea cu succes a tehnicilor spectroscopice Raman si microscopie
electronica pentru a identifica crabul albastru atlantic (C. sapidus) si crabul verde
mediteranean (C. aestuarii) ca materie prima noua, extindem in continuare aceasta
cercetare de sustenabilitate la o specie de creveti - Squilla mantis. Cuticula acestei
specii prezintd o combinatie interesantd de carbonat si fosfat biomineral. Cu toate
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acestea, mai important, carotenoizii nu au fost gasiti pe tot corpul crevetilor, asa cum
a fost cazul crabilor, dar au fost localizati pe segmentul cozii corpului crevetilor.
Organizarea pigmentului in modele distincte poate avea un rol biologic si ecologic.
Diferitele parti anatomice ale cuticulei prezintd o compozitie izbitor de diferita in
termeni de fractiune biominerald si organica, precum si continutul de carotenoizi,
dupa cum a relevat analiza micro-Raman. Prin urmare, propunem reciclarea
diferentiala a partilor cuticule (irosite), in raport cu compozitia lor specifica. Prin
publicarea acestor rezultate, vom avansa aplicabilitatea tehnicilor de spectroscopie
Raman in cercetarea generala in serviciul conceptelor de bioeconomie si economie
circulara.
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Graphical abstract of the submitted paper [Nekvapil et al, Spectrochimica Acta, Part

A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, on 20. July 2020]

5.6. Capitolul 5. Concluzii

Pot fi subliniate aspecte importante privind aplicarea spectroscopiei Raman

pentru studiul pigmentilor din biomateriale de la nevertebrate:

originea chimica a culorii crustei se datoreaza pigmentilor: poliene nesaturate,
carotenoizi si carotenoproteine. Deseurile de crustacee contin carotenoizi si
carotenoproteine in scheletonul carbonatului de calciu;

cele 3 tipuri de pigmenti se bazeaza pe lantul polienic conjugat (-C = C-); cu
toate acestea, ele sunt distincte spectral fata de carotenoizii liberi: polienele
nesaturate au o intensitate redusa a benzii v3 sau nu au deloc banda v3 (C-
CH) (din cauza lipsei de metilare a lantului polienic), in timp ce
carotenoproteinele prezinta un v1 descendent (C = C) cu aproximativ 15 pana
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la 25 cm? si intensitate v4 crescutd (datoritd legaturii non-covalente la
proteine si, probabil, distorsiunii conformatiei lantului polienic);

o diferentierea intre carotenoizii liberi si cei care nu sunt legati covalent in
complecsii de proteine (de exemplu, astaxantina si crustacianina) poate fi
realizata efectiv prin analiza componentelor multiple ale profilului Lorentzian al
benzii v1, utilizand spectroscopia Raman rezonanta cu linii laser specific
pentru fiecare tip de pigment (in intervalul albastru-verde pentru carotenoizi, in
gama rosie pentru carotenoproteine);

e semnalul RRS de la carotenoid si carotenoprotene distinctiv poate servi, de
asemenea, ca un marker molecular sensibil procesarea sub forma de pulbere
a deseurilor biogenice, indicand integritatea compusilor organici sensibili;

Microscopia electronica de scanare pe sectiunile transversale ale cochiliei
native a evidentiat, de asemenea, nanoporozitatea diferentialda a CaCO3 biogenic
specifica fiecarui aspect de culoare a crustei. Astfel, nanoarhitectura cochiliei
poroase actioneaza ca o super-retea naturald, contribuind cu o componenta
structurala la culoarea aparenta.

6. CONCLUZII, IMPACT SI PERSPECTIVE

Carotenoizii au o valoare stiintifica si comerciala notabila, datorita proprietatilor
lor prezentate in sectiunea 1.2. In timp ce carotenoizii pot fi sintetizati artificial,
analogii produsi in laborator de multe ori nu prezinta aceleasi proprietati ca si
carotenoizii naturali, sinteza este scumpa si nu este usor scalabila si, in cele din
urma, preferinta consumatorului se indreaptd spre carotenoizi din surse naturale
(Lindequist, 2016).

Pe de alta parte, datorita activitatii lor semnificative in ce priveste imprastiere
Raman, carotenoizii sunt, de asemenea, un marker biochimic util, asa cum este
demonstrat in sectiunile 5.4. si 5.5. Prin urmare, carotenoizii vor juca un rol
semnificativ in dezvoltarea si diversificarea in continuare a sferei bioeconomiei
albastre, iar entitatile care lucreaza deja in dezvoltarea metodelor analitice pentru
carotenoizi pot avea avantajul competitiv al tehnicilor propuse in aceste studii, in
viitorul apropiat.

Aceasta teza a cuprins mai multe linii de investigatie cu abordare
experimentala diferita, cu concluziile lor specifice. Cu toate acestea, tema principala
a tuturor studiilor descrise este modul inovator in care instrumentele de
spectroscopie Raman au fost utilizate pentru a aborda problemele de baza ale
biofizicii marine si ale cercetarii de mediu dintr-o perspectiva inca neconventionala,
dar fezabila. Prin realizarea unor descoperiri specifice, inarmam cercetarea
interdisciplinara de biofizica-biologie marina cu noi cunostinte in abordarea
problemelor de detectare moleculara si a noilor concepte potentiale pentru
monitorizarea mediului.
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Aceasta teza a demonstrat ca tehnicile de spectroscopie Raman functioneaza
intr-adevar bine in detectarea semnalului carotenoid in cercetarea biologiei marine /
biotehnologiei, cu capacitatea de a analiza probe native intr-o gama larga de
dimensiuni si stari. Pe baza lucrarilor prezentate se pot trage mai multe concluzii
specific, asa cum au fost ele subliniate in capitolele respective, care maresc
profunzimea abordarii experimentale Raman si interpretarea rezultatelor:

e Rafinarea identificarii carotenoizilor poate fi realizata prin analiza profilului v1
(C = C) cu componentele lorentziene (avand in vedere numarul asteptat,
pozitia si latimea profilului componentelor),

e Adaugarea AgNPs la celule sau extracte de tesut poate avea urmatoarele
efecte: promovarea excitatiei SERS a carotenoizilor, reducerea fluorescentei
inerente a probelor sau imbunatatirea semnalului carotenoizilor adsorbiti in
raport cu semnalele solventului,

e In cazurile in care determinarea profilului carotenoidului esantionului este
dificila, analiza comparativa Raman a doua sau mai multe esantioane similare
din probe native este o metoda puternica de a exploata diferentele subtile de
la esantion la esantion in raport cu cunoasterea actuala din literature; astfel se
restrdnge gama de consideratii Ssi se ajunge la concluzia corecta prin
eliminarea ipotezelor neverosimile;

e Analiza cuprinzatoare in situ prin rezonantda Raman a pigmentilor naturali
poate fi realizata numai prin utilizarea mai multor linii laser rezonante la diferite
tipuri de pigmenti;

e Cuplarea tehnicilor experimentale Raman cu calculul DFT imbunatateste in
mod considerabil capacitatea studiilor vibrationale experimentale ale
carotenoizilor;

e Cuplarea analizei Raman in situ cu analize prin microscopie electronica (SEM,
TEM, EDX) permite studii structurale consistente precum si corelarea
informatiilor oferite de tehnicile spectroscopice.

In toate studiile, spectroscopia Raman a fost utilizatd ca metoda de detectare
nedistructiva si directa pentru a analiza biochimia carotenoizilor esantionului nativ,
fara etape pregatitoare extinse, obtindnd astfel rezultatele care reprezinta starea cea
mai apropiatd de cea naturala posibila. Mai mult, pe langa microorganismele
fotosintetice si cochilii de crustacee, care nu necesita o pregatire minima sau minima,
a fost descrisa pregatirea corecta si rentabila a probei pentru analiza spectroscopiei
Raman pentru cazul tesuturilor moi si a extractelor acestora; cele mai bune metode
pentru anumite tesuturi ale echinodermelor au fost descrise in sectiunea 4.1.

in cele din urma, oferim noi abordari si informatii concrete despre rolurile
biologice si comportamentul carotenoizilor si, in unele cazuri, si date structurale care
nu au legatura cu carotenoizii in sens restrans, prin articolele publicate. Descoperirile
concrete sunt sustinute de abordarile noastre avansate de interpretare a rezultatelor,
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incluzand studii de profil de banda spectrala, deconvolutile benzilor, intensitatea
modurilor si comparatiile spectrelor obtinute cu lungimi de unda de excitatie multiple,
ceea ce ne-a permis sa ajungem la concluzii aprofundate cu privire la biochimia
esantionului natural. In plus, utilizareacombinatiilor liniare si armonicelor modurilor
Raman ale carotenoizilor este utilizata pentru prima data cu success pentru
identificarea si diferenterea corecta a speciilor de carotenoizi in probe naturale
complexe.

Sase articole de cercetare originale publicate si sapte contributii la conferinte
sunt incluse in aceasta teza. Activitatea experimentala a consolidat, de asemenea,
cooperarea interinstitutionald a Facultatii de Fizica, Universitatea Babes-Bolyai, cu
Departamentul pentru acvacultura, Universitatea din Dubrovnik si cu Institutul
National pentru Cercetare si Dezvoltare a Tehnologiilor 1zotopice si Moleculare din
Cluj-Napoca.
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EU - European Union

FT-Raman - Fourier transform Raman spectroscopy
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NIR - near infrared

NPs - nanoparticles

SEM - scanning electron microscopy
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RRS - Resonance Raman spectroscopy
SERS - Surface-enhanced Raman scattering
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TEM - transmission electron microscopy

UN - United Nations

UV - ultraviolet

Vis - visible (excitation, radiation,...)

XRPD - x-ray powder diffraction
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