Universitatea Babes-Bolyai
Facultatea de Fizica

Scoala Doctorala de Fizica

Rezumatul tezei de doctorat

FABRICAREA DE NANOSTRUCTURI PLASMONICE
PENTRU APLICATII DE BIOSENZORISTICA PRIN
SPECTROSCOPIE OPTICA

Tié Bi Dje Leopold

Coordonator stiintific

Prof. Univ. Dr. Simion Astilean

CLUJ-NAPOCA
2021



INTRODUCERE ..ottt et E Rt b et r bt b e e bt et e st e e e r e b ab e nr e reene s 4

CAPITOLUL 1: NANOPARTICULE PLASMONICE.......coi ittt 6
1.1. ISTORIA NANOPARTICULELOR DE METAL NOBIL ..vtvviiiiiiiiiitittiieeeessiisttieseesssssssbssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssns 6
1.2 PROPRIETATILE OPTICE ALE NANOPARTICULELOR DE METAL NOBIL ....cccitvieitiesiieasieesseeesieeessreessessssesassessnses 6
1.3 APLICATIILE BIOMEDICALE ALE NANOPARTICULELOR DE AUR .....uvviiiiiiieeiitieeeesitee e e sieeeesnneeessnnneessnnnnassnnnenas 8

CAPITOLUL 2: METODE DE FABRICARE A SUBSTRATELOR SERS. ...t 9
A I == =g 10 I = Y Y 9
W = =g O IS = T 9
2.3. SINTEZA CHIMICA A NANOPARTICULEOR DE AUR.......uutiiiiitieeiitteeeeitieeeeetteeeeeteeessbaeesastseeessaseeesssseeeesnsseessnnnes 9

2.3.1. Cresterea mediata prin germeni de cristalizare a nanobastonaselor de aur (AUNR) .........c.cccouvnue.e. 9
2.3.2. Cresterea mediata prin germeni de cristalizare a nanosferelor de aur (AuNS) .........ccccoovvvviniiiinnnnn. 10
2.4, METODA AUTO=ASAMBLARII ....cuvviiiiittie e e ettt e e ettt e e sitteeeaetbeeeseteseesbreeeaasbeeesssssessasresesasbeessasseseesasreeesssseeenns 10
2.4. 1. AULO-ASAMDBIAFE CONMVECIIVA ...ooooivieeieee ettt ettt 10

CAPITOLUL 3: CONTROLUL ASAMBLARII DE TIP "END-TO-END” A NANOBASTONASELOR

DE AUR PENTRU iIMBUNATATIREA RASPUNSULUI PLASMONIC IN NIR .......cooovvvnrinninninnienn. 11
3.1 DETALI EXPRIMENTALE ...uttitiitiitistetesteseetessessasestessasessessasassessasessessassssessassssessassssessassssessessssessessssessessssenes 11
3.1.1 Sinteza chimicA @ AUNR ...........ccoueeiiiiiei ittt e e e et e e st e e e e tte e e s saae e e e sste e e e aseeeennnnes 11

3.2 CARACTERIZAREA A NANOBASTONASELOR DE AUR .....coiiiiiiiiiieaieiieaiesteesteesteestesaesseesiessteesaesnsesneesssesseenes 11
3.2.1. Rezultatele SPeCtroSCOPIET UV-ViS.. ...ttt 11
3.2.2. Microscopie electronicd de transmisie (TEM) .........c...couvueiiueiiieiieiieiiesiee s e seese e sse e staesaae e snnes 12

3.3. REZULTATE SIDISCUTIL ..eeeitttieiittetesitteeeaitteeessttsseestseseaatteessasssseessssessaassssesassssesssssesesssssessanssseessssesesssseenans 12
3.3.1. Auto-asamblarea mediata de cisteind a AuNR coloidale ................ccccoeeuiiiiiniiiiiiiniiiiiiine e 12
3.3.2. Simulari FDTD ale AuNR autoansambIate .................cccuciuiiiiiiiiiiiiiiesieesieesis e sae s sae s snesnine s 13
3.3.3. Amplicaficarea semnalului SERS prin controlul asamblarii de tip ,,end-t0-end” .........c...ccccvevevnnnnn. 14

CAPITOLUL 4: SUBSTRATE PLASMONICE VERSATILE FUNCTIONALIZATE CU POLIPEPTIDA

PE POST DE NANOPLATFORME ANTIMICROBIENE PE SUPORT DE HARTIE.......ccccceevvuernnnn. 16
4.1 DETALI EXPERIMENTALE ...eeittiteeittte e sttee e s stteeeesstaeeesssteaeasstaeeeanseeaesssseeeesssaeeeanseeeeaansaeaesnsseeessseeesnnsnnesssenns 16
4.1.1 Sinteza coloidald de nAnosfere de QUF ..................ccocucieiiiiiiiiiie 16

4.1.2. Caracterizarea optica si morfologica a AuNS inainte si dupa imobilizarea acestora pe substratul de

PAITTIE L. E bbbt E et r e nns 16
4.2. FABRICAREA SI FUNCTIONALIZAREA SUPORTULUI DE HARTIE PLASMONICA .......ccoiiuiieeiiieeeeiireeeeereeeesenvens 19
4.2.1. Biocompatibilitatea hdrtiei plasmonice fUuncfionalizate ...............cccccucoirviiieniieiiiiiieneneeneeenens 19
4.2.2. Evaluarea morfologiei si viabilitatii celulelor BJ prin imagistica de fluorescentd in vitro ............... 20
4.2.3. Activitatea antimicrobiald pe biofilme planctonice Si bacteri€Ne ...........cccccevviiiiieniieeiiienie e 21

CAPITOLUL 5: FABRICAREA SUBSTRATELOR SERS PRIN ASAMBLAREA CONVECTIVA A
MICROSFERELOR DE POLISTIREN ...ttt s 24



5.1 DETALI EXPERIMENTALE ..iiiiiiiittttittte et isiitbtit s e s et esaabbaessesssessabbaatsaessssaabbbabeesesessabb bbb eesesssabbbbbeeseesssasbbbbesseeans 24

5.1.1 ANSAMDBIU CONVECTIV .....uiiitiiiti ettt ettt e be et e e s be e s te e s be e sbeeabeenbeebeesbeesbeesbeesbearnens 24
5.2. CARACTERIZAREA OPTICA SI MORFOLOGICA A SUBSTRATELOR DE STICLA .....cceviriiriiesieesieesieenieeee e 24
5.2.1. Rezultatele SPeCtroSCOPIET UV-ViS.......ccooiiiiiiiiiiicie et 24
5.2.2. Microscopia de forta atomica (AFM) ........c..ccoovvioiioiiiiieieeiee st 25

5.3. CARACTERIZAREA AFM sI SEM A FILMELOR DE ARGINT DEPUSE PE MONOSTRATURILE COLOIDALE
CRISTALINE ...ttt ettt etk ettt ettt b ekt eb e e b e s e st eee e b€ £ b e e b a8 £ e h e 28 e 28 e E e A E e A E €A b e e R £ e R e e e et enE e AR e e b e eb £ e b e em b e b e nn e bennenb e b e 26
5.3.1. Microscopie de forta atomica (AFM) ........cccoouiuiiiiiiiiiiieneeseese ettt 26
5.3.2. Microscopie electronicd de baleiaj (SEM) ...........coououiiiiiiiiiiiiiiiciesi sttt 27
5.4 EVALUAREA ACTIVITATII SERS $1 DETECTAREA ESCHERICHIA COLI ST ENTEROCOCCUS FAECALIS............. 29
CONCLUZII STPERSPECTIVE ...t e 32
REFERINTE ..o s 34
LISTA PUBLICATIILOR ..ottt nn e sr e n st en e nn e n e nr e en e nr e enenn e are s 37
LUCRARI STIINTIFICE PUBLICATE IN REVISTE COTATE ISI.....ccoiiiiiiiiic et 37
LUCRARI STIINTIFICE IN CURS DE PREGATIRE .....uuvtteiittieeeiitreesiuteeeasstseesssneesssasesesssssesssssssssssssssesssssessansssesssssenes 37
L670) N 3 21 X1 SRS R TSP 38
MULTUMIRI ..o e e e s e b e s bbb e sba e 39



INTRODUCERE

Aceasta teza se axeaza pe investigarea noilor nanostructuri plasmonice, incepand de la
proiectare si fabricatie pana la caracterizarea si validarea capacitatii lor de detectie a
biomoleculelor relevante si a agentilor bacterieni prin spectroscopie opticd, In Speta
Spectroscopia Raman Amplificata de Suprafata (SERS) si Rezonanta Plasmonica Localizata de

Suprafata (LSPR). Astfel, aceasta teza este structuratd dupa cum urmeaza:

Capitolul 1 prezinta o perspectiva istorica nanoparticulelor de aur. De asemenea, detaliaza
proprietdtile lor optice remarcabile aparute din forme particulare, cum ar fi sferele si
bastonasele. Tncepem prin a pune un accent deosebit pe acel fenomen numit Rezonanti
Plasmonica Localizata de Suprafatda (LSPR). Pe baza acestui fenomen, oferim detalii privind
interactiunea luminii cu nanoparticulele prin absorbtie si imprastiere. In cele din urma, le-am

detaliat potentialul Tn aplicatiile biomedicale.

Capitolul 2 ofera o prezentare generala a spectroscopiei vibrationale si discuta despre originea
efectelor Raman si SERS. Spectroscopia Raman complementara spectroscopiei de absorbtie in
infrarosu in caracterizarea tranzitiilor vibrationale moleculare. Fabricarea substratelor SERS
prin metode de sinteza chimica si metode de auto-asamblare, cu accent pe nanobastonase, sunt

prezentate Tmpreuna cu aplicatiile relevante din literatura.

Capitolul 3 descrie fabricarea nanobastonaselor de aur (AuNR) printr-o metoda de sinteza
chimica formata din doi pasi: prepararea germenilor de aur, urmata de solutia de crestere. AuNR
obtinute au fost caracterizate urmarind raspunsul lor LSPR prin spectroscopia UV-Vis si prin
Microscopia Electronica de Transmisie (TEM). Dupa care, am utilizat cisteina pe post de
moleculd de legare pentru a forma autoasamblate de AuNR. Cu alte cuvinte, am realizat
asamblarea liniara a AuNR. Pentru a ne atinge obiectivul, am modificat pH solutiei initiale intr-
unul mai acid, ajungénd la o valoare de 3.1. Urmatorul pas a fost functionalizarea cu cisteina a
AUNR pentru a genera lanturi de AUNR. Am Tnregistrat in timp formarea nanolanturilor si am
observat formarea de autoasamblate de diferite lungimi. De fapt, am reusit sa producem o noua
banda plasmonica NIR, care continud si se deplaseze spre rosu, in comparatic cu cea
inregistrati dupa o jumitate de ord. In consecinti, mecanismul de crestere al AuNR
autoasamblate poate fi usor reglat, generand raspunsuri plasmonice caracteristice diferitelor

procedee de asamblare. Mai mult, formarea ansamblurilor liniare de tip ,,end-to-end” prin
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legarea cisteinei a fost confirmata nu numai experimental prin aparitia benzii plasmonice NIR
specifice, ci si prin imaginile TEM ale ansamblurilor de AuNR, dar si prin simulari efectuate
cu metoda Domeniul de timp cu diferentd finitdi (FDTD). In cele din urma, un camp
electromagnetic mult mai intens intre nanobastonasele legate a fost ulterior demonstrat prin

detectia SERS a moleculelor cu un factor de amplificare mai bun decat al AuNR individuale.

Prima parte a capitolului 4 prezinta fabricarea si caracterizarea unei nanoplatforme plasmonice
biocompatibile versatile bazate pe hartie de filtru Whatman care incorporeaza particule
nanosferice de aur incircate pozitiv prin metoda imersiei. Tn timp ce n a doua parte, activitatea
antimicrobiana a hartiei plasmonice functionalizate cu polipeptida P2 a fost testata pe bacterii
planctonice si pe biofilme a doua tulpini de referinta: bacterie Gram-pozitiva, Staphylococcus
aureus, si Gram-negativa, Escherichia coli, determinand astfel 0 inhibare microbiana de pana

la 100% pentru bacteriile planctonice.

Capitolul 5 prezintd fabricarea substratelor active SERS functionalizate cu acidul 4-
mercaptofenilboronic (4-MPBA) pentru a detecta tulpini bacteriene precum Escherichia coli
(E. coli) si Enterococcus faecalis (E. faecalis). Am inceput sa depunem trei diametre diferite
(500, 607 si 800 nm) de microsfere din polistiren (PS) pe lamele de sticld prin metoda de
asamblare convectiva. Cristalele aseméandtoare monostratului, asa cum se observa din
caracterizarea utilizand microscopia de forta atomica (AFM), au fost apoi acoperite cu un film
de argint avand grosimea de 60 nm. Dintre cele trei substrate pregatite, substratul de interes este
reprezentat prin aceste dimensiuni cuplate 607nm, 60nm, respectiv diametrul microsferelor de
PS si grosimea filmului de argint, demonstrate de imaginile SEM si AFM. Ulterior, acest
substrat a fost functionalizat cu molecule de 4-MPBA pentru a discrimina si caracteriza tulpinile
bacteriene mentionate mai sus. Analiza spectrelor Raman/ SERS ale E. faecalis scazute din E.

coli combinate cu 4-MPBA au condus la identificarea bacteriilor.

Cuvinte cheie: Nanoparticule de Aur, Rezonantd Plasmonica de Suprafata Localizata,

Biosenzori, Spectroscopie SERS, Bacterii, Auto-asamblare, Nanoplatforme Antibacteriene.



CAPITOLUL 1: NANOPARTICULE PLASMONICE
1.1. Istoria nanoparticulelor de metal nobil

Data exacta pentru extractia de aur pare a fi ambigua, dar, potrivit arheologilor, ar putea fi datata
din mileniul 3 sau 4 1.Hr. Datorita proprietatilor sale optice remarcabile, aurul, in formele sale
coloidale, a fost utilizat intr-un numar mare de domenii, cum ar fi textil, arhitectura si bijuterii.
Astfel, in timpul Imperiului Roman, mesterii au folosit nanoparticulele metalice ca si pigmenti

(Figura 1) pentru vitralii, in haine si ceramica > °.

Figura 1. Graficul particulelor coloidale incorporate in vitralii.

http://guad.deviantart.com/art/Davos-Seaworth-Stained-Glass-Window-330453541

1.2 Proprietdtile optice ale nanoparticulelor de metal nobil

In comparatie cu proprietitile observate n metalul solid, nanoparticulele metalice (AuNP)
poseda proprietati optice unice care variaza considerabil. Cand lumina incidenta interactioneaza
cu AuNP-urile, cdmpul electric al luminii induce o oscilatie colectiva a electronilor de conductie
de la suprafata metalica. Aceastd oscilatie colectiva produce un fenomen numit rezonanta
plasmonica de suprafatd sau SPR atunci cand frecventa de oscilatie este in rezonantd cu
frecventa luminii incidente * °. Prezentdnd o varietate de forme, dimensiuni si tipuri de
materiale, AuUNP-urile prezinta proprietati de absorbtie diferite care corespund fiecarei culori.
In literatura, de exemplu, solutia AUNP coloidald prezinti culori strilucitoare de o gama
diversa, atunci cand dimensiunea variaza de la 1 la 100 nm. Mai mult, proprietatile optice ale
nanomaterialului depind de dimensiunea si forma acestuia. Prin urmare, oscilatiile

electromagnetice ,,localizate” (LSPR) pot fi implicate in SPR. Exemplul clasic de LSPR,


http://guad.deviantart.com/art/Davos-Seaworth-Stained-Glass-Window-330453541

demonstrat in Figura 2a, apare din excitatia de catre un camp luminos extern al unei singure
nanoparticule sferice de aur. In spectrul siu de absorbtie, asa cum se arati in Figura 2b, se poate

observa doar o singurd bandi de absorbtie situati in regiunea vizibild de la 500 la 550 nm °.
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Figura 2. (a) llustrarea schematica a excitatiei LSPR pentru AUNS si (b) 0 banda tipica de absorbtie
LSPR a AuNS .

Pentru nanostructurile anizotrope, cum ar fi AuNR-urile avem doua benzi LSPR asa cum se

poate vedea in Figura 3a si b. Una de la oscilatia transversala si alta, la lungimi de unda mai

mari, datorita oscilatiei longitudinale a norului de electroni.
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Figura 3. (a) llustrarea schematica a excitatiei LSPR pentru AuNR si (b) benzile de absorbtie LSPR
ale AuNR: banda plasmonica longitudinala si transversala corespunzatoare oscilatiei electronilor de-a

lungul axei lungi (Figura 3a sus) si pe fetele transversale (Figura 3a jos) ’.



1.3 Aplicatiile biomedicale ale nanoparticulelor de aur

Cuplarea biomoleculelor si a materialelor la scala nanometrica are capactitatea de a revolutiona
multe domenii ale stiintelor si tehnologiei, avand un impact semnificativ asupra tehnologiilor
biomedicale actuale, nanoelectronici si a domeniilor conexe ®*°. Deoarece nanoparticulele si
biomoleculele au de obicei aceeasi scala de lungime nanometrica, ele se pot regési in sistemele
hibride. In caz contrar, nanotehnologia moderni este inspirata partial de sistemele biologice si
este dezvoltatd Tn mod constant pentru noi abordari in diagnosticare si terapie (teranostice).
Acesta este motivul pentru care nanoparticulele de aur (AuNP) sunt un exemplu clar al
expansiunii lor rapide in aplicatiile biomedicale. Cu toate acestea, este bine-cunoscut faptul ca
AUNP au fost utilizate in medicini de mai bine de 500 de ani '/, dar o abordare cu adevirat
stiintifici a fost aplicatd pentru studierea potentialului lor biomedical abia recent '®°.
Proprietatile fizico-chimice si starea avansatd a chimiei sintetice ofera AUNP un potential
excelent pentru aplicatiile lor biomedicale, inclusiv diagnosticarea si terapia bolilor aparent
incurabile. Pe de alta parte, forma diferitelor particule de aur, cum ar fi sferele, bastonasele,
cuburile, stelele, cu proprietati controlabile la scala nanometrica, le ofera capacitatea de
utilizare in sisteme biomedicale si tehnologice. Desi, AUNP par sia aibd o bund
biocompatibilitate, lucru favorabil pentru utilizarea acestora in aplicatii biomedicale.
Avantajele acestor particule includ sinteze usoare, non-toxice si protocoale de modificare a
chimiei de suprafatd. Ulterior, functionalizarea nanoparticulelor datorita specificitatii lor de
legare, precum si cu 0 mare varietate de grupari functionale sau biomolecule (acizi nucleici,

proteine) ofera noi oportunitati de a fi utilizate in sistemele biomedicale.



CAPITOLUL 2: METODE DE FABRICARE A SUBSTRATELOR SERS
2.1. Efectul Raman

Cand fasciculul de lumina este incident pe sistemul atomilor dintr-o molecula, interactiunea are
loc intre cdmpul electric al luminii si norul de electroni al orbitalilor incarcati negativ. Aceasta

interactiune, da nastere la imprastierea luminii prin trei mecanisme distincte.

(1) In imprastierea elasticd, denumitd imprastiere Rayleigh, frecventa undei

imprastiate este egala cu frecventa undei incidente vo.

(2) Intr-o forma de imprastiere inelastica, radiatia cu frecventa marita este emisa dupa

imprastiere; aceasta se numeste imprastiere anti-Stokes Raman v= 0o + vj .

(3) Intr-o alta forma de imprastiere inelastica, radiatia cu frecventa scazuta se emite

dupa Tmprastiere; aceasta se numeste Imprastiere Stokes Raman. b= 0o - Vi .

2.2. Efectul SERS

Experimentul tipic SERS implica un semnal Raman impréstiat situat la suprafata metalica sau
foarte aproape de aceasta; aceste suprafete metalice cu proprietati de amplificare ale campului
electric, sunt denumite substrate SERS. Se poate considera astfel ca contributia
electromagneticd la imbunatatirea semnalului SERS total este aproximativ proportionala cu
puterea a patra a factorului de amplificare a campului, presupunand ca diferenta de frecventa
VLaser — Vstokes €ste suficient de micd pentru a lua in considerare o imbunatatire similara atét la
fotonii incidenti, cat si la cei imprastiati, aceasta implica faptul ca latimea de linie a modurilor
plasmonice implicate, care genereaza imbunatatirea, este mai mare decat modificarea Raman

Stokes, ceea ce este corect in majoritatea cazurilor.”

2.3. Sinteza chimica a nanoparticuleor de aur
2.3.1. Cresterea mediati prin germeni de cristalizare a nanobastonaselor de aur (AuNR)

Dintre diferitele metode de sinteza ale AuNR raportate, metoda de crestere mediata de germeni

este cea mai populard si aceasta a fost aplicatd pe scara larga datoritd simplitatii procedurii
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experimentale, randamentul ridicat de fabricare de nanobastonase de inalta calitate, usurinta
controlirii dimensiunii particulelor si flexibilitatea in modificarile structurale **. Abordarea de
crestere mediata de germenilor pentru AuNR coloidale a fost demonstrata pentru prima data de

Jana si colab. in 2001. %

2.3.2. Cresterea mediata prin germeni de cristalizare a nanosferelor de aur (AuNS)

Aceasta metoda de fabricare a nanosferelor de aur implica doua etape: primul pas al acestei
sinteze consta in prepararea de nanoclusteri de aur care sunt acoperite cu CTAB, acesti clusteri
fiind denumiti ,,germeni de cristalizare”. In acest caz, solutiile apoase de HAuCls si CTAB au
fost amestecate impreund la temperatura camerei, urmata de injectarea rapida a unei solutii
apoase racite cu gheata de NaBHa4. Suspensia maro rezultata este utilizata direct ca germeni
pentru a genera nanosfere de aur. Intr-o sinteza standard, solutiile apoase de HAuCls, CTAC si
acid ascorbic au fost amestecate Tmpreund la temperatura camerei, urmata de adaugarea unei
anumite cantitati de germeni. Amestecul a devenit rosu in cateva secunde, indicand astfel

formarea rapidd a nanoparticulelor de aur.”

2.4. Metoda auto-asambldarii
2.4.1. Auto-asamblare convectiva

O astfel de metoda este dezvoltati de grupul ** al lui Velev. Aceasti tehnici se bazeazi pe
trasarea meniscului la interfata dintre o solutie coloidala/ substrat de sticla/ aer pe un substrat,
lasand in urma sa 0 matrice stransa de coloizi. Timpii rapizi de depunere (cm? de cristale
coloidale/minut) si controlul asupra numarului de straturi sunt unele dintre numeroasele

avantaje oferite de aceasta metoda.
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CAPITOLUL 3: CONTROLUL ASAMBLARII DE TIP ”END-TO-END” A
NANOBASTONASELOR DE AUR PENTRU IMBUNATATIREA RASPUNSULUI
PLASMONIC IN NIR

3.1 Detalii exprimentale
3.1.1 Sinteza chimica a AuNR

Aceasta metoda chimica de crestere mediata de germeni cuprinde doua etape principale utilizate
pentru a produce nanobastonase de aur. AUNR coloidale cu diferite rapoarte de aspect au fost
sintetizate prin adaptarea protocolului de crestere mediat de germeni dezvoltat de Nikoobakht
si colab *°. Pentru sinteza AuNR cu band longitudinald LSPR localizati la 738 nm si un raport
de aspect de ~ 3.2, s-a folosit o abordare tipica de crestere mediata de germeni, care implica

doui etape *°.

3.2 Caracterizarea a nanobastonaselor de Aur
3.2.1. Rezultatele spectroscopiei UV-Vis

Spectrul de absorbtie al nanoparticulelor obtinute este prezentat in Figura 4. Raspunsul
plasmonic prezinta doua benzi LSPR, una, datorita oscilatiilor transversale, in jurul valorii de

519 nm si una, la lungimi de unda mai mari datorita oscilatiilor longitudinale, la 776 nm.

0,6
0,5
0,4
0,3

0,2

Extinction (a.u)

0,1

0 600 800 1000
Wavelength (nm)

Figura 4. Spectrul de absorbtie a AUNR.

11



3.2.2. Microscopie electronica de transmisie (TEM)

Morfologia nanoparticulelor de aur sintetizate (AuNR) a fost investigata prin masuratori TEM.
Figura 5 prezinta imaginile TEM reprezentative ale AUNR sintetizati care demonstreaza in mod

clar sinteza nanobastonaselor de aur.

L

50 nm

Figura 5. Imagine reprezentativa TEM ale AuNR-urilor.

3.3. Rezultate si discutii
3.3.1. Auto-asamblarea mediati de cisteind a AuNR coloidale

In primul rand, pH-ul solutiei coloidale de AUNR a fost redus la 3,1 folosind o solutie apoasi
de acid acetic Figura 6 - spectrul albastru, urmata de adaugarea linkerului molecular cisteina
(Cys) care a indus o scadere rapida a benzii longitudinale LSPR localizate initial la 738 nm, in
timp ce aparitia umarul la lungime de unda mai mare incepe sa apara (Figura 6 - spectrul punctat
verde). Aceastd schimbare spectrala este monitorizatd in timp real si asociatd cu formarea
dimerilor in primele 6 minute dupa incubare (Figura 6 - spectru punctat verde), urmata de auto-
asamblarea progresiva a AuNR in lanturi liniare dupa 30 de minute (Figura 6 - portocaliu
spectru punctat).

Aceastd banda plasmonicd NIR nou formata continud sa se deplaseze spre rosu in comparatie
cu cea inregistrata dupa 30 de minute, ca o consecintd a extinderii in timp a reactiei de asamblare
liniard a AuNR-urilor in configuratia de tip ,,end-to-end” Tn lanturi mai lungi. De remarcat este
faptul ca banda transversala LSPR situatd la 514 nm raméane neafectata de prezenta linkerului
cisteind, excluzand deci un posibil ansamblu de AuNR-uri de tip ,,side-to-side”. Totusi,
prezenta punctului izosbestic (de egala absorbanta) bine definit la 834 nm este in concordanta

A 99 27

cu o ,reactie de ordinul intdi” intre AuNR asamblate ,,ca produse finale
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Figura 6. Evolutia in timp a spectrelor de extinctie inregistrate succesiv ale ansamblurilor de AUNR
induse de linkerul Cys la pH 3,1 si imaginile reprezentative TEM colectate la diferite faze ale

procesului de asamblare (adica fara linker Cys, dupa 6 si 30 de minute de incubatie cu Cys).

3.3.2. Simulari FDTD ale AuNR autoansamblate

Pentru o mai buna intelegere a proprietdtilor plasmonice ale mecanismului de asamblare AuNR
dependente de timp observat experimental, am efectuat in continuare simulari FDTD pentru trei
cazuri selectate: i) AuNR-uri individuale cu un diametru de 18 nm si 40 nm lungime (Figura
7A) (asa cum se obtine din imaginea TEM), ii) un dimer cu o distanta de 2 nm intre AuNR-
urile (Figura 7B) si iii) un lant format din patru AUNR asamblate (Figura 7C). Figura 7 prezinta
comparatia spectrelor experimentale inregistrate cu spectrele de extinctie simulate FDTD

pentru tipurile de ansambluri considerate, reflectdnd un bun acord al datelor obtinute.
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Figura 7. Spectrele de extinctie simulate experimentale si FDTD obtinute pentru individul considerat
(A), dimerii (B) si tetramerii AUNR (C) orientati ,,end-to-end” si imaginile TEM colectate

corespunzatoare in timpul procesului de asamblare liniara (D-F). Scala este de 20 nm.

3.3.3. Amplicaficarea semnalului SERS prin controlul asamblirii de tip ,,end-to-end”

Este bine cunoscut faptul cd, atunci cand doud AuNR sunt cuplate, se genereaza un camp
electromagnetic intens localizat In spatiul dintre particule *® ?°. In acest context, performanta
SERS a AuNR liniare asamblate comparativ cu AuNR individuale a fost investigatd in
continuare prin utilizarea moleculei de p-aminotiofenol (p-ATP, c=10* M) ca reporter Raman
activ si o linie laser de excitatie de 785 nm de la un spectrometru portabil Raman. Tn cazul
nostru, atasarea directa a moleculelor de p-ATP pe suprafata AUNR individuale a fost dovedita
prin deplasarea cu 16 nm spre rosu a benzii longitudinale LSPR localizate initial la 738 nm,
fara a avea o largire spectrala (datele nu sunt prezentate).

Ca o primd observatie, cand analitul p-ATP a fost atasat covalent pe varfurile AuNR
individuale, semnalul Raman caracteristic al p-ATP a fost inregistrat in Figura 8C.

Tn contrast, cand complexul AUNR-p-ATP in solutie apoasi a inceput si se auto-asambleze prin
intermediul linkerului Cys, se observa comportamentul spectral al ansamblului liniar de tip
,,end-to-end”, impreuna cu un semnal Raman considerabil imbunatatit al moleculelor de p-ATP
localizate la jonctiunile dintre AUNR (Figura 8D).

Acest efect este atribuit regiunilor formate intre capetele bastonaselor generate prin auto-
asamblare, demonstrand prin urmare ca lanturile liniare de AuNR dau nastere unui semnal

SERS mult mai amplificat in comparatie cu AuNR individuale.

14



Ulterior, pentru a intelege modificarea intensitatii Raman a moleculei de analit p-ATP in
cele doud cazuri investigate mai sus, am evaluat, de asemenea, - folosind metoda FDTD -
distributia intensitatii relative a campului electromagnetic | E / E¢? | la suprafata unui AuNR
individual (Figura 8A) si a sase AuNR asamblate intr-o maniera de tip ,,end-to-end” (Figura
8B).
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Figura 8. Harti | E / E¢? | calculate pentru un AuNR individual cu lungimea de 40 nm si diametrul
de 18 nm (A) si un lant liniar de AUNR perfect asamblate (B) sub excitatie laser de 785 nm, obtinut
prin utilizarea simularilor FDTD; Spectrele SERS ale p-ATP grefate pe AuNR izolate (C) si AUNR

asamblate liniar (D), utilizand o excitatie laser de 785 nm.
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CAPITOLUL 4: SUBSTRATE PLASMONICE VERSATILE FUNCTIONALIZATE CU
POLIPEPTIDA PE POST DE NANOPLATFORME ANTIMICROBIENE PE SUPORT DE
HARTIE

4.1 Detalii experimentale
4.1.1 Sinteza coloidala de nanosfere de aur

Pentru fabricarea nanosferelor de aur (AuNS) stabilizate prin clorura de cetiltrimetilamoniu
(CTAC), o versiune adaptata a abordarii succesive a cresterii mediata prin germeni raportata

anterior de Zheng si colab. *° a fost utilizati.

4.1.2. Caracterizarea optica si morfologica a AuNS inainte si dupa imobilizarea acestora

pe substratul de hartie

In acest context, raspunsul optic al nanostructurilor sintetizate a fost inregistrat folosind un
spectrofotometru UV-Vis-NIR. 1n Figura 9, spectrul albastru corespunde AuNS in solutie
apoasd, si asa cum era de asteptat, acestea prezinta o banda LSPR la 529 nm datorita oscilatiilor
electronilor de conductie la suprafata nanostructurilor, fenomen descris teoretic de teoria Mie
*!, Insertia din dreapta sus arati o imagine TEM reprezentativd a AuNS sintetizate, confirmand

astfel forma sferica a acestora.

1,2
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Figura 9. Spectrele de extinctie normalizate ale AuNS-urilor inainte si dupa imobilizarea lor pe

substratul de hartie. Insertia din partea de sus-dreapta: O imagine reprezentativi TEM a AuNS

sintetizate. Insertia din partea de jos-dreapta: O fotografie digitald a substratului de hartie dupa

imobilizarea AuNS.
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In plus, potentialul de suprafata a fost investigat prin masuritori de potential Zeta, obtinand o
valoare pozitiva de + 51 mV. Aceasta caracteristica speciald este extrem de avantajoasa pentru
adsorbtia ulterioara a nanostructurilor. De fapt, adsorbtia uniforma a AuNS pe fibrele de hartie
se datoreaza interactiunii electrostatice dintre nanoparticulele incarcate pozitiv si hartie, care
prezintd un numar mare de grupari hidroxil care sunt accesibile, In general, pentru atasarea
speciilor incircate pozitiv ** *°. Ulterior, s-a inregistrat raspunsul LSPR al hartiei plasmonice
(Figura 9: spectrul rosu), raspunsul optic al nanostructurilor coloidale este bine conservat,
indicand imobilizarea nanosferelor individuale pe fibrele de celuloza fara agregare.

Mai mult, banda de extinctie a suferit o deplasare spre albastru de 5 nm, ceea ce nu este
surprinzator avand 1n vedere ca banda LSPR este extrem de sensibila la mediul inconjurator al
nanoparticulelor si, prin urmare, depinde de indicele de refractie al mediului in care se afla.
Prin uscarea hartiei plasmonice, AuNS sunt transferate din apa (n = 1,333) n aer (n = 1). Toate
aceste rezultate confirma imobilizarea cu succes a AuNS-urilor pe substratul de hartie. Mai
mult, analiza SEM a hartiei plasmonice consolideaza rezultatele optice obtinute. Figura 10a si
b prezinta imaginile SEM reprezentative ale fibrelor de celuloza inainte si dupa imobilizarea

AUNS pe substratul de hartie (ca puncte albe), respectiv.

Figura 10. Imagini reprezentative SEM ale hartiei Whatman care prezinta microfibrele sale
interconectate (a) si dupa decorarea suprafetei hartiei cu AuNS (puncte luminoase) (b), precum si

imaginile tipice HRTEM de joasa (c) si de inalta rezolutie (d).

AuNS sunt bine adsorbite pe structura poroasa 3D a hartiet Whatman, datoritd interactiunii

electrostatice dintre cele doua incarcdturi de suprafatd opuse. In plus, acestea prezintd o
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distributie omogena ca un film subtire, fara agregare la scara larga. Pentru o vizualizare mai
buna, HRTEM a fost folosit pentru a distinge nanostructurile individuale (Figura 10c) umezind
hartia cu alcool si zgariind-o pentru a obtine resturi, care au fost apoi depuse pe o retea de
carbon si lasate sa se usuce inainte de analizd. Rezultatele obtinute prin HRTEM sunt in
concordanta cu cele optice si concluzioneaza ca, dupa imobilizare, AuNS si-au mentinut forma
si dimensiunea; tratamentul de uscare termica si nici etapele succesive de imersie nu au indus
modificari morfologice. Marind si mai mult, cristalinitatea AuNS pot fi evaluata ca fiind
monocristalina (Figura 10d).

Dupa adsorbtia AuNS pe matricea de hartie, functionalizarea nanoplatformei cu polipeptida P2
a fost abordatd in continuare. Avand in vedere afinitatea grupurilor amino de a se lega de
suprafata aurului, P2 a fost atasat prin adaugarea a 10 uL solutie apoasa de 50 uM molecule P2
pentru a crea un monostrat polipeptidic pe hartia plasmonica. Dupa functionalizarea cu P2,
banda de extinctie a hartiei plasmonice inregistreaza o deplasare spre rosu de 7 nm indicand
faptul ca mediul din vecinatatea apropiata a AuNS s-a modificat din nou, confirméand astfel
functionalizarea cu succes a polipeptidei P2 (Figura 11a). Mai mult decét atat, emisia de
fluorescentd a fost apoi monitorizatd pentru a obtine informatii cu privire la interactiunea
electrostatica dintre peptidele P2 si suprafata AUNS (Figura 11b), prin monitorizarea emisiei
puternice de fluorescentd a hartiei plasmonice functionalizate cu P2 (Figura 11b- spectrul
verde), in comparatie cu moleculele libere de P2 depse pe hartie Whatman (Figura 11b- spectrul
negru), in regiunea spectrald cuprinsd intre 295 si 500 nm, folosind o lungime de unda de
excitatie fixa la 280 nm. Dupa cum putem vedea in Figura 11b- spectrul negru, polipeptidele
P2 atasate direct pe hartia Whatman prezinta o banda puternica de emisie fluorescentd intrinseca
la 339 nm, care provine din emisia reziduurilor de triptofan. Reziduurile de triptofan sunt, in
general, extrem de sensibile la schimbarile mediului local si, prin urmare, atunci cand
moleculele P2 au fost depuse pe hartia plasmonica, o schimbare a emisiilor de fluorescenta de
pana la 9 nm, de la 339 la 348 nm, a fost observata, indicand modificari de polaritate in jurul
reziduurilor de triptofan, care coroboreaza rezultatele obtinute din spectrele LSPR, ducéand la

concluzia cé polipeptida P2 a fost legata cu succes de AUNS adsorbite pe substratul de hartie
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Figura 11. (a) Spectrele de extinctie ale hartiei plasmonice inainte si dupa functionalizarea cu
polipeptida P2 si (b) spectrele de fluorescenta ale P2 pe hartie goala si pe substratul de hartie

plasmonica realizat.

4.2. Fabricarea si functionalizarea suportului de hértie plasmonica

Pentru a fabrica substratul de hartie plasmonica, s-a folosit hartie de filtru Whatman nr.1, din
care au fost taiate fasii de hartie. Pentru imobilizarea nanoparticulelor, benzile au fost apoi
imersate in solutia coloidala si lasate la uscat timp de 10 minute. Substratele au fost uscate la
45 °C timp de Incd 10 min. Pentru a asigura o Incarcare ridicata a AuNS pe fibrele de hartie,
concentratia de nanoparticule imobilizate a fost crescuta prin aplicarea procedurii de imersiune
de 3 ori consecutiv. Hartia plasmonica a fost apoi functionalizata cu polipeptida P2 sintetica,
prin picurarea a 10 pL solutie apoasa de 50 uM de molecule P2 pentru a crea un monostrat

polipeptidic pe hartia plasmonica.

4.2.1. Biocompatibilitatea hartiei plasmonice functionalizate

Comparativ cu celulele BJ de control, celulele crescute in prezenta P2 sau a hartiei prezinta o
viabilitate usor crescutd, demonstrand astfel ca cele doud componente nu sunt toxice pentru
celulele pielii, asa cum era de asteptat. Studiile anterioare au raportat ca platformele pe hartie,
asupra celulele eucariote, eficienta costurilor, accesibilitatea etc. **. Mai mult, aceste rezultate
sunt in acord cu un studiu anterior asupra polipeptidei P2, care a evaluat ca P2 nu are toxicitate

impotriva celulelor eucariote la concentratiile utilizate aici *°.
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Figura 12. Biocompatibilitatea noilor nanoplatforme impotriva celulelor BJ umane.

Cu toate acestea, in prezenta hartiei plasmonice si a substratelor plasmonice functionalizate cu
P2, se observa o scadere mica a viabilitatii celulare. Dupa incubatia cu ambele sisteme
plasmonice, viabilitatea scade cu 10%.

Cu toate acestea, scaderea nu este semnificativa, indicand faptul ca noile nanoplatforme
plasmonice obtinute nu sunt toxice pentru celulele pielii umane, favorizand implementarea lor

in aplicatii antibacteriene.

4.2.2. Evaluarea morfologiei si viabilitatii celulelor BJ prin imagistica de fluorescenta in

vitro

Am investigat modificarile structurale induse in celulele BJ de catre nanoplatformele
plasmonice. Figura 13 prezinta imagini reprezentatie Th microscopia confocala de fluorescenta
a celulelor BJ in toate conditiile testate dupa procesul de colorare a nucleului cu Hoechst 33.342
(albastru) si filamente de actind cu Faloidin-FITC (verde). Celulele martor au o morfologie
alungita, bipolara, cu filamente de actind bine organizate, aproape paralele, mergand aproape
de la un capit la celilalt capit al figurii celulare. In plus, nucleul prezintd morfologia ovoida
specifica. Caracteristici similare sunt observate pentru celulele crescute in prezenta hartiei
Whatman figura 13b si a peptidei P2 figura 13c, confirmand astfel, impreuna cu testele de
viabilitate, ci cele doud nu induc modificiri ale structurii celulare. In cazul nanoplatformei
plasmonice figura 13d si functionalizata cu peptida antimicrobiana P2 figura 13e, se observa
unele modificari morfologice. In loc de forma specifica alungiti, celulele BJ prezinti o forma
modificatd devenind mai mica cu o morfologie stelara, cu 3 sau mai multe procese care se extind
de la corpul celulei. De asemenea, filamentele de actina sunt mai putin organizate in comparatie

cu celulele martor. Chiar daca forma celulelor s-a schimbat, nucleul nu prezinta nicio
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modificare, indicdnd faptul ca functiile celulare nu sunt afectate. Aceastd observatie este

sustinuta si de faptul ca celulele au fost gasite in diviziune in ambele cazuri.

Figura 13. Imagini de microscopie confocala care subliniaza schimbarile structurale ale celulelor BJ
dupa tratamentul de 24 de ore cu: (A) fara celule control-tratament, (B) hartie Whatman simpla, (C)
P2 libera, (D) pe baza de hartie plasmonica si (E) nanoplatforma plasmonica fictionalizata cu P2.
Scala este de 10 um.

Din nou, rezultatele obtinute sunt bine corelate cu testul de viabilitate MTT raportate, numarul
de celule crescute este redus in prezenta nanoplatformelor plasmonice, in ciuda faptului ca
prezinti functionalitatea diviziunii celulare. In concluzie, nanoplatformele plasmonice
dezvoltate s-au dovedit a fi biocompatibile pentru celulele pielii umane utilizand doua tehnici
complementare, sprijinind astfel testarea lor ulterioarda in ceea ce priveste activitatea

antimicrobiana.

4.2.3. Activitatea antimicrobiali pe biofilme planctonice si bacteriene

Activitatea microbiand a nanoplatformei noastre de hartie a fost testatd in doua cazuri diferite:
(i) bacterii planctonice: descrise in general ca fiind celule planctonice independente, nelegate
in suspensii diluate si (ii) biofilme bacteriene: formate prin aderenta celulele bacteriene intre
ele sau catre o suprafata. Pentru ambele situatii, tulpinile Gram-pozitive Staphylococcus aureus
12600 si Escherichia coli Gram-negative 25922 au fost alese pentru validarea si evaluarea

efectului antimicrobian al nanoplatformei pe baza de hartie plasmonica.
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In cazul bacteriei planctonice, hartia plasmonica a fost investigati in doud configuratii, in
special in absenta si functionalizata cu polipeptida P2 sintetizata chimic. Ca si control, am urmat
aceeasi procedura experimentala fara hartia plasmonica. In primul rand, a fost utilizatd metoda
clasica de numarare a coloniilor de extractie prin diluare. Hartia plasmonica cu si fard P2 a
ardtat o activitate antimicrobiana puternica, sustinuta de capacitatea lor de a reduce cresterea
bacteriand cu mai mult de 6 logCFU / mL. Activitatea reziduala antimicrobiana a combinatiilor
de discuri dupa extractie a fost absenta, dupa cum a fost verificat prin metoda de difuzie a
discului atat spre S. aureus, cét si catre E. coli. Cu toate acestea, se pare ca, desi componentele
antimicrobiene sunt extractibile, ele nu sunt la fel de difuzibile, deoarece discurile non-extrase
nu au dezvoltat diametre mari de inhibare Tabelul 1.

O zona de inhibare de 5 mm indicad absenta unei substante efective difuzibile antimicrobiene,

deoarece cei 5 mm sunt reprezentati de diametrul discului in sine.

Tabelul 1. Activitatea antimicrobiana comparativa a diferitelor combinatii de discuri inainte si dupa

extractia componentelor active antimicrobiene exprimate prin diametrul inhibitiei.

Staphylococcus aureus 12600 Escherichia coli 25922

Disc/Peptide
Before Extraction After Extraction Before Extraction After Extraction

Blank/P2 50 mM 5 mm 5mm 5mm 5mm

Plasmonic Paper/0 6 mm 5 mm 6 mm 5 mm

Plasmonic Paper/P2

6 mm 5 mm 6 mm 5mm
50 mM

In plus, activitatea antimicrobiana diferentiald a nanoplatformei noastre plasmonice proiectate,
asa cum este documentata in al doilea experiment de numarare a coloniilor, poate fi confirmata
vizual prin observarea placilor de numarare a coloniilor, asa cum se vede in Figura 14a si b, Tn
prezenta functionalizarii P2 hartie plasmonica cresterea bacteriana este redusa drastic. Pentru
a evalua capacitatea fiecarei nanoplatforme pe hartie de a inhiba in mod eficient cresterea
bacteriana, a fost determinat numarul unitatilor care formeaza colonii (CFU / mL) si exprimat
n continuare ca rate de inhibare procentuala Figura 14. De exemplu, numai hartia plasmonica
determina o reducere a cresterii cu 23% (6 logCFU / mL) a bacteriei Staphylococcus aureus
12600, cu toate acestea, activitatea sa anti-bacteriana este mult mai eficienta pentru Escherichia
coli 25922, ajungand la o rata de inhibare de 63% (6,6 logCFU / mL). Dupa functionalizarea

hartiei plasmonice cu polipeptida P2, formarea coloniilor bacteriene este total inhibatd, rata de
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reducere fiind semnificativ imbunatatita prin atingerea atat a tulpinilor Gram-pozitive cat si a
Gram-negative 100% (7 logCFU / mL).
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Figura 14. Imagini digitale reprezentative ale placilor de numarare a coloniilor cu Staphylococcus
aureus ATCC 12600 care arata activitatea antimicrobiana impotriva bacteriilor planctonice fara (a) si
cu hartia plasmonica functionalizatd P2 (b); Ratele de inhibare a cresterii bacteriene pentru (c) bacterii

planctonice si (d) biofilm bacterian determinate pentru nanoplataforma pe baza de hartie astfel-
conceputa atunci cand sunt aplicate atat culturilor bacteriene Staphylococcus aureus ATCC 12600, cat
si Escherichia coli ATCC 25922.

Mai mult, inhibarea cresterii bacteriene a fost testata pentru hartia plasmonica in timpul formarii
biofilmului in cazul ambelor tulpini bacteriene. Asa cum era de asteptat, probele martor prezinta
0 inhibare de 0%, deoarece procesul lor de crestere nu este modificat sau perturbat in niciun fel.
In comparatie cu activitatea antimicrobiana impotriva bacteriilor planctonice, pentru inhibarea
cresterii biofilmului bacterian, hartia plasmonica este de 3.3 ori mai eficienta impotriva
Staphylococcus aureus ATCC 12600, atingand o rata de reducere cu 79% comparativ cu 24%
Tmpotriva Escherichia coli ATCC 25922.
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CAPITOLUL 5: FABRICAREA SUBSTRATELOR SERS PRIN ASAMBLAREA
CONVECTIVA A MICROSFERELOR DE POLISTIREN

5.1. Detalii experimentale
5.1.1 Ansamblu convectiv

Auto-asamblarea convectivd este dezvoltatd de grupul *° al lui Velev. Aceastd tehnicd se
bazeaza pe trasarea meniscului catre o solutie coloidala/ substrat de sticld/ interfata de aer pe
substrat, lisand in urma acestuia matrici strinse de coloizi. Timpii de depunere rapidi (cm? de
cristale coloidale/minute) si controlul asupra numarului de straturi sunt unele dintre
numeroasele avantaje oferite de aceastd metoda Figura 15. Trei diametre diferite de sfere de

polistiren (PS) au fost utilizate in studiul nostru: 500, 607 si 800 nm.

X V\mhdr_awal
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Evaporation
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[ } Glass support
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Figura 15. Schema configuratiei experimentale pentru asamblarea cristalelor coloidale *.

5.2. Caracterizarea optica si morfologica a substratelor de sticla
5.2.1. Rezultatele spectroscopiei UV-Vis

Asa cum este ilustrat in Figura 16, substratele astfel-fabricate au fost caracterizate optic. Cea
mai importanta caracteristica a spectrelor de reflectanta este prezenta modului de ghid de unda
de ordinul intai, numit si ,,mod de prima ordine sau rezonantda”. Dupd cum se poate vedea in

figura 1 prin sageti, acestea sunt situate la aproximativ 600, 720 si, respectiv, 980 nm pentru
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diametre de 500 (spectru rosu), 607 (spectru galben) si 800 nm (spectru roz). Prin urmare,

reflectantad acestor microsfere din polistiren prezinta diferite raspunsuri plasmonice.

—— 500 nm
—— 607 nm
—— 800 nm

80

60

Reflectivity (%)

a9

20

400 500 600 700 800 900 1000 1100
Wavelength(nm)

Figura 16 Spectrele optice de reflectivitate ale cristalelor monostrat coloidale PS 500, 607, 800 nm.

5.2.2. Microscopia de forta atomica (AFM)

Imaginile AFM cu magnificare mai mare din Figura 17 afiseaza clar faptul ca monostratul
prezinti o dispunere ordonati hexagonali stransa a sferelor de polistiren PS. In plus, imaginile
arata ca matricele PS monostrat prezintd ambalaje hexagonale pe substrat pe o suprafata mare,
care contribuie la formarea unei game comandate de inalta calitate de PS. De asemenea, Figura
17 prezintd imagini AFM ale sferelor PS monostrat cristaline fabricate la diferite volume si

viteze de depunere.
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Figura 17. Imagini AFM ale monostratului de PS preparat folosind diametre diferie (scala: 1 um): (A)
500 nm; (B) 607 nm; (C) 800 nm.
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5.3. Caracterizarea AFM si SEM a filmelor de argint depuse pe monostraturile coloidale

cristaline

Depunerea filmului de Ag utilizat ca substrat SERS a fost efectuatd utilizand un sistem de
epitaxie cu fascicul molecular-lab (10). Pentru a ne atinge obiectivul, filmul de 60 nm Ag a fost

depus pe suprafata de polistiren (500, 607 si 800 nm).

5.3.1. Microscopie de forti atomica (AFM)

Nanostructurile metalice/ dielectrice rezultate au fost caracterizate prin metoda AFM dupa
depunerea filmului de 60 nm Ag. Mai mult, imaginile AFM din Figura 18 (randul de sus) arata
zone locale distincte produse de prezenta particulelor de argint la suprafata materialului, care
se afla In contrast cu proba de referinta care constd din PS pur. Aceasta este o indicatie ca partea
superioard a PS este acoperitd de particule de argint care pot interactiona diferit cu suprafata
cristalelor. Pe baza imaginilor de sus din Figura 18 (randul de jos), masuratorile AFM au

dezvaluit prezenta unei rugozitati scazute deasupra suprafetei nanocristalelor.

500 nm

Figura 18. Imagini AFM ale monostratelor de cristal coloidale din sfere PS de 500, 607 si 800 nm

acoperite cu sfere de Ag.
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5.3.2. Microscopie electronica de baleiaj (SEM)

Asa cum este demonstrat de imaginile SEM din figura 19, observam ondulatie, goluri de
dimensiuni nanometrice, varfuri ascutite sau creste deasupra cristalelor coloidale, care pot
confirma prezenta punctelor de amplificare SERS. Campurile puternic imbunatatite si factorii
de amplificare SERS sunt promovate in continuare de prezenta rugozitatii la scard nanometrica,
cum ar fi marginile, varfurile, colturile sau golurile de pe suprafata nanostructurii metalice **
%9, Cazul nostru a relevat prezenta anumitor compusi anorganici pe suprafata nanocristalelor
formate. Mai mult, asa cum se poate observa si in imaginile SEM, cristalele coloidale nu sunt
decuplate, ci se formeaza 0 punte care interconecteaza fiecare sfera cu cele de langa vecinatatea
acestora. Pe langa aceasta, existd luminozitate, chiar daca aceastd luminozitate pe suprafatd
poate fi atribuita rolului neglijabil al rugozitatii suprafetei filmului pentru imbunatatirea SERS.
Intre timp, imaginea AFM in cazul sferelor de PS cu diametrul de 607 nm sugereazi ci
campurile electromagnetice foarte imbunatatite sunt localizate la marginea de suprafata si la
jonctiunile dintre nanocristale, dar intotdeauna intre sferele de polistiren acoperite cu argint
invecinate. Deoarece nanocristalele sunt aici In contact, asa cum se aratd in imaginea AFM
pentru sferele cu diametrul de 607 nm, campurile electromagnetice locale sunt localizate intre

microsferele acoperite cu argint.
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500 nm 607 nm 800 nm

Figura 19. Imagini SEM si AFM ale cristalelor coloidale acoperite cu Ag 60 nm cu diametrele PS de
500, 607 si 800 nm.

Asa cum se arata in Figura 19, imaginile microscopiei electronica de baleiaj si a microscopie
de forta atomica arata rugozitatea suprafetei in partea de sus a diferitelor diametre de PS 500,
607, 800 nm. Pe baza tuturor acestor observatii si a remarcilor prezentate in aceasta lucrare, am
decis s continudm pasii urmatori ai acestui studiu, concentrandu-ne pe nanocristale realizate

cu microsfere de 607 nm acoperite cu film de Ag 60 nm.
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Figura 20. Imagini AFM ale monostratelor de cristale coloidale acoperite cu argint (grosimi de 30, 60

s1 90 nm) din sfere PS cu diametrul de 607 nm.

De fapt, substratele SERS fabricate pe cristale coloidale auto-asamblate releva ca proprietatile
plasmonice si SERS ale acestor substrate sunt determinate de marimea sabloanelor coloidale

utilizate si de grosimea filmului metalic depus.

5.4 Evaluarea activititii SERS si detectarea Escherichia Coli si Enterococcus faecalis

Tn acest scop, am testat mai multe substrate active SERS pentru detectarea a doua specii de
bacterii reprezentative, si anume Escherichia coli Gram-negativa (E. coli) si, respectiv,
Enterococcus faecalis Gram-pozitiv (E. faecalis). Tn acest scop, moleculele de 4-MPBA au fost
adsorbite pe aceste trei substrate acoperite cu un film de 60 nm de Ag (500, 607 si 800 nm
diametru al microsferelor de polistiren). Figura 21 prezinta reproductibilitatea spectrelor SERS
ale E. coli si respectiv E. faecalis. Toate spectrele inregistrate au fost normalizate in
conformitate cu intensitatea celei mai intense benzi dupa scaderea liniei de baza. Pentru a
demonstra reproductibilitatea punct-cu-punct, au fost achizitionate mai multe spectre din
diferite locatii ale aceluiasi esantion. Acest spatiu dintre nanocapurile de argint poate fi intre 50
si 150 nm, care este mult mai mic decat cel al unei bacterii (scard micrometricd), asigurandu-se
astfel ci bacteriile capturate sunt intinse pe suprafata “°. Se stie cd rugozitatea suprafetei

metalice poate imbunititi dramatic impristierea Raman a moleculelor adsorbiti pe suprafata **
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“2. Prin urmare, am ajuns la concluzia ci activitatea SERS a substratelor noastre este sustinuti
n principal de zone electromagnetice situate la dispunerea neomogena a particulelor de argint,

precum si intre nanocapurile metalice din partea superioard a matricelor de microsfere.
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Figura 21. Reproductibilitatea spectrelor SERS ale E. Coli (A) si E. faecalis (B) achizitionate din

diferite puncte pe substrat.

Pentru a valida conceptul, am ales detectia a doua specii de bacterii reprezentative, Escherichia
coli Gram-negativa (E. coli) si, respectiv, Enterococcus faecalis Gram-pozitiv (E. faecalis).
Aceasta activitate SERS a fost evaluata mai intai prin detectia de 4-MPBA ca molecule de bio-
recunoastere si reporter Raman. Gruparea acidului boronic din 4-MPBA se va lega de
peptidoglican de peretele celular al bacteriei “°. In etapa de detectie SERS, 4-MPBA care
actioneazi ca reporter Raman furnizeaza un semnal Raman puternic. Tn prezent, amprentele
Raman ale 4-MPBA arata corespunzator modificarilor atunci cand bacteriile sunt depuse pe
substrat. Acest lucru poate fi folosit pentru a discrimina diferitele tipuri de bacterii. Mai mult,
am investigat eficienta biosenzorului nostru prin compararea spectrelor SERS ale ambelor
bacterii In prezenta moleculei de 4-MPBA. Acest spectru SERS reprezintd o suprapunere a
vibratiilor moleculare ale compusilor celulari specifici “*.

Figura 22A prezinta asocierea spectrelor SERS colectate de pe acele substrate cultivate cu doua
specii bacteriene (E. coli Gram negativa si E. faecalis Gram pozitiva) impreuna cu spectrul de
referinta colectat de pe substratul functionalizat cu biomolecule de 4-MPBA. Se poate vedea ca
compusii si arhitectura invelisului bacterian sunt foarte diferite intre bacteriile gram-pozitive si
gram-negative “°.

Putem observa cu ochiul liber ca ambele bacterii prezinta spectre aproape identice, in caz

contrar, benzile Raman de 4-MPBA sunt prezente printre compozitele spectrelor SERS
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colectate de la doud bacterii. Exista inca diferente minore intre cele doua tulpini in intervalul
de benzi de la 1100 la 1700 cm™, dupa cum se poate vedea in Figura 22B, o vizualizare marita
arati aceastd bandi largd la 1602 cm™ si aceste trei varfuri la numerele de unda 1198, 1482 si
1502 cm™ “6*Y au fost observate Tn spectrul E. coli. Mai mult, o singura banda localizata la 1602
cm (C = C), coresbunzatoare inelului de vibratie fenilalanini care apartine E. coli poate fi
observata °*°. Datoritd aspectului acestei benzi, putem confirma prezenta E. coli. In timp ce, 0
singura bandi la 1332 cm™ atribuitd — C — vibratii de intindere de fenil apartine Tn mod special
de E. faecalis. In consecinta, am remarcat ca banda care rezultad din 4-MPBA nu interfereaza cu
benzile reprezentative de amprente bacteriene in intervalul cuprins intre 1100 si 1700 cm™. Cu
toate acestea, o analiza statistica specifica este in progres pentru a distinge astfel de diferente

minore intre spectrele SERS.
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Figura 22. (A) Semnalul Raman al Escherichia coli (E. coli), Enterococcus faecalis (E. faecalis) si
acid 4-mercaptofenilboronic (4-MPBA); (B) benzile specifice E.coli si E. faecalis.
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CONCLUZII si PERSPECTIVE

» Am reusit sa sintetizez solutii coloidale de AuNR reproductibile prin abordarea de crestere
mediata de germeni. Procesul auto-asamblarii a fost initiat prin schimbarea pH-ului la la 3.1
si urmata de adaugarea moleculei de cisteina (Cys) si monitorizarea in timp real (de la minute
pana la o ord) a imaginilor microscopiei electronice de transmisie (TEM). Rezultatele
confirma formarea de lanturi lungi de AUNR cu un raspuns plasmonic in NIR (aproape in
infrarosu apropiat) mai intens. Mai mult, prezenta punctului izosbestic observat la 834 nm

sugereaza prezenta AuNR izolate si asamblate.

» Distributia cAmpului electromagnetic la suprafata AuNR individuale si asamblate cap-la-cap
a fost evaluata prin simulari efectuate cu metoda Diferentelor Finite in Domeniul Temporal
(FDTD) si ne-am dat seama ca rezultatele teoretice FDTD se suprapun cu rezultatele optice

obtinute experimental.

> 1Inplus, cAmpurile electromagnetice intense localizate in spatiul dintre nanoparticulele legate
au fost dovedite prin experimentele SERS folosind ca analit molecula de para-aminotiofenol
(p-ATP) pentru a demonstra un factor de amplificare mai mare in raport cu AuNR

individuale.

» Lucrarile viitoare ar putea implica studiul evolutiei cuplérii in timp si localizarea semnalului

SERS 1n lant in timpul de evolutie.

» Am combinat sinergic avantajul nanosferelor de aur incarcate pozitiv imobilizate
electrostatic pe o hartie Whatman, ca transductori plasmonici miniaturizati, cu polipeptida
sinteticd RRWHRWWRR-NH2, ca peptida antimicrobiand, pentru a obtine o nanoplatforma
eficientd capabild sd inhibe atdt activitatea microbiana, cat si formarea biofilmului
corespunzator celor doud tulpini bacteriene de referinta: Staphylococcus aureus ATCC
12600 si, respectiv, Escherichia coli ATCC 25922.

» Activitatea antimicrobiana a polipeptidei sintetice speciale RRWHRWWRR-NH2 pe hartia
plasmonica fictionalizata asupra bacteriilor planctonice si biofilmelor a fost testata impotriva

a doua tulpini de referinta: Bacterii Gram-pozitive Staphylococcus aureus (S. aureus) si
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bacteriile Gram-negative Escherichia coli (E. coli) determinand inhibarea microbiana de

pana la 100% pentru bacteriile planctonice.

» Am fabricat trei tipuri de substrate folosind nanosfere cu diametre de 500, 607 si 800 nm la
inceput. Tn plus, am folosit un sistem de epitaxie cu fascicul molecular (MBE) pentru a
depune nanoparticule de argint de 60 nm. Am demonstrat, de asemenea, pe baza rezultatelor
obtinute prin imagini SEM si AFM, cd substratul 607 nm dupa procesul de depunere a
particulelor de argint ne-a atras mai mult atentia datorita rugozitatii sale de suprafata marcate
de ondulatie, goluri de dimensiuni nanometrice, varfuri ascutite sau creste Situate deasupra

cristalelor coloidale care indica prezenta punctelor de tip “hot spot” SERS.

» Dupa scaderea semnalului corespunzator 4-MPBA din fiecrae proba (E. faecalis si E. coli)
semnalul Raman rezultat arata benzile specifice pana la valorile pozitive ale E. coli si valorile
negative ale E. faecalis. Rezultatele obtinute arata benzile specifice pentru E. coli si E.
faecalis. Avand in vedere faptul ca molecula de 4-MPBA ar putea oferi probabil informatii
despre eventuala prezentd a ambelor specii de bacterii, aceasta poate fi utilizata pentru a

discrimina sau caracteriza tulpinile utilizand platforma noastra propusa.

Studiile viitoare implica optimizarea pregatirii substratelor si caracterizarea suplimentara pe
probele cu 4-MPBA. Ar fi interesant sa testam aceasta abordare si sa verificam fezabilitatea

discriminarii sau identificarii clare a fiecarei tulpini bacteriene.
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