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Introducere

Metodele de spectroscopie vibrationala au atras un interes considerabil in diverse
domenii de cercetare precum: medicina, industria farmaceutica, stiintele mediului si chiar
industria alimentara datorita multiplelor avantaje pe care le au fata de metodele conventionale.
Spectroscopia Raman impreuna cu cele mai noi dispozitive tehnologice este unul dintre cele
mai utile instrumente pentru obtinerea de informatii specifice structurii si proprietétilor
compusilor biomoleculari cum ar fi carotenoizi, cianotoxine, toxine sau poluanti din mediu.

In acest context stiintific, prezenta teza de doctorat isi propune si abordeze diverse
metode de sintetizare atat a suspensiilor coloidale (AgNPs) cét si a Argintului (Ag) sub forma
de filme subtiri depuse pe suprafete ordonate periodic. Aplicatiile SERS dezvoltate cu aceste
substrate au fost utilizate pentru detectia de diferite molecule plecand de la cianobacterii
detectate Tn ape, la diatomee si ajungand pana la detectia de cianotoxine si pesticide.

Tn cadrul acestei lucrari de doctorat, am exploatat avantajele metodelor spectroscopice
ultrasenzitive pornind de la tehnica Raman si ajungand la spectroscopia Raman amplificata de
suprafata (SERS). Astfel, am detectat si identificat cianobaterii, cianotoxine si pesticide
folosind AgNPs si am dezvoltat noi substrate SERS accesibile, ieftine si usor de implementat
n aplicati de interes precum protectia mediului.

Pentru a avea o viziune de ansamblu asupra consideratiilor teoretice ale efectului Raman
si a tehnicilor complementare deja cunoscute si bine descrise, in literatura de specialitate,
Capitolul I prezinta si discuta teoria Raman clasica si cuantica impreuna cu evolutia acesteia.
Spectroscopia Raman amplificata de suprafata (SERS) este introdusa si sunt prezentate tipuri
de substrate in aplicatii SERS.

Capitolul 11 prezinta utilizarea spectroscopiei Raman si a spectroscopiei in infrarosu cu
transformata Fourier (FT-IR) in monitorizarea n timp real a componentele exopolizaharidelor
(EPS) purificate din specia Arthrospira platensis (cunoscuta si ca Spirulina sp.). Au fost
raportate spectrele preliminare pentru EPS in comparatie cu molecula de dextran. Am atribuit
in mod cuprinzator benzile Raman si IR inregistrate si observate pentru EPS extrase din A.
platensis. Am coroborat rezultatele experimentale cu studii recente care au raportat specii de
zaharide similare, utilizand spectroscopia Raman.

Capitolul 111 prezinta utilizarea tehnicii SERS pentru detectia sarurilor anorganice din
apele minerale de izvor, care au fost evaluate cu ajutorul AgNPs si agregarea acestora in functie

de timp n prima parte. In a doua parte a capitolului sunt prezentate studii privind interfata dintre



AgNPs si diatomeele Cylindrotheca closterium usor silicificate in vivo, atat in cultura de celule,
cat si la nivelul unei singure celule. S-au detectat acizi grasi polinesaturati impreuna cu markeri
SERS specifici carotenoidelor si clorofilelor. Spectrele de rezonanta Raman de rezonanta (RR)
si de imprastiere Raman de rezonantd imbunatatita de suprafata (SERRS) ale fucoxantinei au
fost investigate in functie de concentratie, pentru a prospecta capacitatea tehnicilor de estimare
cantitativa a carotenoidului in speciile de diatomee vii, Cylindrotheca closterium.

Capitolul 1V prezinta nanoplatforme paternate pentru detectia SERS a unor molecule
de interes din mediu. Tn prima parte sunt prezentate nanoplatforme 3D fabricate prin
nanolitografie, studiul avand ca si scop dezvoltarea unor substrate cu un mare potential ca
platforme de detectie SERS. Acestea s-au fabricat prin litografie prin nanoimprintare (NIL) Tn
plastic si au fost acoperite cu filme de Ag cu grosimi de 10-100 nm prin depunere in curent
continuu (DC). S-a evaluat contributia nanostructurilor plasmonice continute in filmele de Ag
la factorul de amplificare SERS.

A doua parte prezinta caracterizarea moleculei de Nodularin (NOD) din punct de vedere
vibrational. Tn plus s-a detectat NOD prin SERS la concentratii ultrascazute folosind AgNPs,
substrate comerciale nanopaternate cu piramide periodice inversate (substrat Klarite), lamele
hidrofobe SpecTrimTM si nanolinii fabricate Tn propriul laborator (in house). Limita de detectie
atinsa pentru dectectarea NOD prin utilizarea de AgNPs a fost 58 pM in solutie de etanol
(EtOH).

Ultima parte a acestui capitol prezinta filme fabricate prin tehnica de autoasamblare
convectiva (CSA) din AgNPs pe substrat planar solid si utilizarea lor pentru analizele SERS a
doua tipuri de pesticide, tiabendazol (TBZ) si a-endosulfan (a-ES). Aceste filme de AgNPs sunt
utilizate ca atare sau hidrofobizate folosind octanethiol si hexanethiol, pentru o mai buna
ancorare a ES n apropierea suprafetei metalice. Masuratorile SERS ale TBZ si ES sunt
explorate si analizate in corelatie cu calculele teoriei functionale a densitatii (DFT). Prezentul
studiu demonstreaza utilitatea filmelor autoasamblate de nanoparticule coloidale ca substrate
SERS si contribuie la dezvoltarea de senzori SERS eficienti pentru detectia si identificarea
specifica pesticidelor.

Cele mai frecvente substrate SERS active in mod curent pot fi clasificate in urmatoarele
trei categorii generice: (1) nanoparticule metalice Tn suspensie; (2) nanoparticule metalice
autoasamblate pe substrate solide; si (3) nanostructuri fabricate pe substrate solide prin

nanolitografie.



Pentru a obtine o amplificare maxima a semnalului Raman, lungimea de unda a radiatiei
incidente trebuie sd fie potrivitd metalului suport. Astfel, pentru argint se utilizeaza liniile
exitatoare 488 si 514.5 nm ale laserului cu argon ionizat.

Coloizii metalici au 0 mare raspandire ca medii active datorita usurintei cu care se
prepara. Coloizii utilizati ca substrate SERS sunt foarte atractivi, deoarece pot fi preparati intr-
un mod reproductibil, cu costuri minime si disponibilitate comerciala. Cei mai utilizati coloizi
se bazeaza pe nanoparticule de argint sau aur, in intervalul de 10 - 150 nm. Exista mai multe
metode sugerate pentru preparare coloizilor de argint si acestea se bazeaza pe reducerea chimica
aionilor de la Ag la Ag®. Cele mai comune doui metode sunt sugerate Lee-Meisel * si Leopold
2, Acesrea produc particule coloidale monodispere mici (25-50 nm) necesare pentru a evita
autoagregarea si a creste si mai mult amplificarea SERS. Dimensiunile nanoparticulelor in
suspensie coloidald pot fi determinate, fie folosind o tehnici de microscopie de scanare
electronica (SEM) , fie masuratori UV-Vis. Astfel de coloizi pot fi uscati sau depusi pe diferite
substrate pentru fabricarea nanostructurilor metalice plane.

Alte substrate active SERS sunt filmele obtinute prin depunere de nanoparticule, ce
ofera o reproductibilitate ridicata a rezultatelor, suprafete SERS comerciale, cum ar fi Klarite *
4 Tienta SpectRIM ° sau SERSitive © ori suprafete nanostructurate ordonat, simple sau
functionalizate. Caracteristicile unui substrat SERS activ performant sunt :

e Suprafatd de interactiune ridicatd datd de rugozitatea substratului ce oferd o buna
amplificare a campului electromagnetic, precum si reproductibilitate si stabilitate.

e Performanta SERS controlata prin fabricare de paternuri periodice sau nanostructuri cu
anumite proprietati optice, specifice aplicatiei tintite.

e Posibilitatea de a efectua masuratori SERS cantitative daca se utilizeaza un etalon pentru a

monitoriza orice modificari datorate schimbarilor de substrat ’.
Provociri majore actuale in spectroscopia SERS

Provocarile majore si limitarile tehnicii SERS actuale cunoscute sunt: (1) aceasta
metoda necesitd un contact intre suprafata de imbunatitire propusa si analitul utilizat (2)
substratele se degradeaza in timp, ceea ce duce la o scadere a semnalului; (3) selectivitatea
limitata a substratelor pentru un anumit analit; (4) reutilizarea limitata a substratelor; si (5)
probleme legate de omogenitatea si reproductibilitatea semnalului SERS 8. Reproductibitatea
uneori slaba a semnalului SERS este o provocare majora care este data de o serie de factori in

aplicatii practice.



Capitolul 1. Utilizarea tehnicilor vibrationale in detectia de

biomolecule complexe, bacterii si secretiile acestora
1.1 Studiul spectroscopic al exopolizaharidelor ca potentiale bioresurse

Exopolizaharidele bacteriene (English-Exopolissacharide-EPS) sunt biopolimeri
secretati in timpul formarii biofilmului si contin o diversitate de componente de zahar, de la
zaharuri neutre (de exemplu, ramnoza) la monomeri precum glucoza, galactoza si manoza,
precum si zaharuri amino (N-acetilamino zaharuri). Acesti biopolimeri sunt cercetati extensiv
si sistematic de zeci de ani In cautarea de noi resurse industriale, noi medicamente
anticancerigene, produse farmaceutice, imunomodulatoare sau benefice pentru sanatate, cu
costuri de productie minime °*3. Tn ciuda tuturor acestor eforturi, doar cateva EPS bacteriene
sunt exploatate pentru valoarea lor comerciald, cum ar fi celuloza bacteriand, alginatul,
dextranul, guma xantan, etc. 9  Variabilitatea naturald a acestor subproduse determina
proprietatile lor definite de compozitia chimica, structura moleculard, greutatea moleculara
medie, glicozilul, legaturile si configuratiile acestora.

Tn acest context, acest subcapitol isi propune implementarea spectroscopiilor Raman si
FTIR pentru a clarifica unele aspecte asupra proprietatilor unice ale EPS al cianobacteriilor (A.
platensis). EPS au un potential ridicat ca bioresurse exploatabile, dupa purificare, in procesele
de productie alimentara, cosmetica si farmaceutica. Doar cateva exemple de utilizare ulterioara
a acestora ar fi: aditivi alimentari cu continut scazut de calorii, Inlocuitori bioactivi si terapeutici
superiori ai plasmei sanguine in comparatie cu cea pe baza de dextran, imbunatétirea controlului

eliberarii medicamentelor.
I.1.1 Studiul Raman al Exopolizaharidelor

Exista doua tipuri de EPS recunoscute: EPS "eliberat" in mediul de crestere si EPS legat
la suprafata organismului, "polizaharide capsulare”. Scopul acestui studiu este de a identifica
componentele majoritare din EPS-ul eliberat de specia A. platensis. Am utilizat o purificare n
etape a EPS pe baza constatirilor lui Xu et al.**. Studiul lor arati modul in care variatia
concentratiei etanolului utilizat pentru purificarea EPS natural influenteaza precipitarea
polizaharidelor de diferite dimensiuni moleculare si structuri. Acest lucru sugereaza ca, in cazul
extragerii EPS natural prin precipitare cu etanol, concentratia de etanol trebuie sa fie optimizata

pentru fiecare tip de proba.



In timpul dezvoltirii biofilmului matur, matricea care contine substante polimerice
extracelulare formeaza o arhitecturd 3D complexd formata din polizaharide, proteine, lipide,
acizi nucleici etc. De reguld, productia de EPS este asociatd cu cresterea sau factorii de stres
indus. Prin utilizarea microspectroscopiei Raman, biofilmul poate fi investigat in mod non-
invaziv chiar si in mediul de crestere 1°. Existd putine studii efectuate pentru a caracteriza
variatiile spectrale pentru EPS purificat intr-un mod etapizat. Tn acest caz, am separat EPS-urile
eliberate in mediul de crestere din biomasa de cianobacterii si le-am purificat.

Investigarea prin Raman se bazeaza, de obicei, pe asocierea intensitatii sau a numerelor
de unda ale benzilor Raman cu structurd moleculara specifica probelor si concentratia acestora.
In acest caz, ne asteptim sa gisim amprente similare atribuite speciilor de monozaharide care
se gasesc in proportii diferite ca si cum ar compune heteropolizaharidele (HePS - un complex
de 5 pand la 9 monomeri cu elemente de structura similare). Acest fapt este sustinut de benzile
Raman puternice observate Tn jurul valorii de 1062 cm™ pe 1angi benzile specifice dextranului,
o homopolizaharida comund (HoP). HePS sunt compuse din subunitdti monozaharidice
repetate, cum ar fi d-o-glucoza, d-galactoza, I-rhamnoza sau alti derivati cum ar fi N-
acetilglucozamina sau N-acetilgalactosamina '3 (Figura 1.1).

Mai multe specii de zaharide standard, altele decat dextranul, care ar trebui sa se
regaseasca in probele de EPS analizate, au fost investigate prin spectroscopie Raman si sunt
prezentate ca spectre de referinta (Figura 1.2 si Figura 1.3). Deoarece semnalul Raman are
caracteristici spectrale care sunt mediate din toate componentele de tip zaharida, am ales sa
cautdm variatii spectrale semnificative In benzile Raman (intensitate, pozitie) atribuite acestor
componente particulare. Spectroscopia Raman este o metoda promitatoare de identificare si
monitorizare Tn timp real a celulelor vii si permite un screening precis de mare capacitate 1>
(direct 1n vasele Petri care contin culturi viabile). Limita de detectie Raman raportatd pentru

EPS extras din alge a fost de 100 mg/L *’.
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Figura 1.1 Spectrele Raman ale dextranului, ApEPS50 si, respectiv, ApEPSS80, inregistrate cu liniile laser 532
nm (A) si respectiv 633 nm (B) (Reprodus din I.Brezestean, M. Bocaneald, A. M.R Gherman, S. Porav, 1. Kacso,
E. Rakosy-Tican, N. E. Dina, doi.org/10.1016/j.molstruc.2021.131228, J. Mol. Struct) 8.

Benzile Raman pentru zaharide se gédsesc de obicei in regiunea cuprinsa intre 1000 -
1200 cm™ si, respectiv, 1300 - 1500 cm™ %°, Tn plus, s-au gisit amprente Raman foarte
asemanatoare pentru B-D-glucoza si D-(+)-dextroza (a-D-glucoza), precum si pentru dimerii si
polimerii acestora. Banda intensd Raman prezentd la 1062/1067 cm™ in spectrele EPS si,
respectiv, 1079 cm™, dar foarte slabi pentru dextran, este atribuitd vibratiei de intindere C — C
din carbohidrati. Deoarece amprenta Raman a dextranului nu prezintd aceastd banda cu o
intensitate la fel de mare, tindem si atribuim banda Raman de la 1062 cm™ altor constituenti
din specii de zaharide (amprentele spectrale Raman prezentate in Figurilel.2 si 1.3).

Zaharidele care prezintd benzi Raman atat de puternice in aceasta pozitie sunt: L(+)-
ramnoza, D(+)-mannoza si anomerii glucozei, dar raportate ca o banda puternicd cu doua
diviziuni %, iar la D(+)-galactozi ca o bandi foarte ascutitd 2. Rhamnoza este singura specie
care prezintd, de asemenea, o bandi Raman de intensitate medie la 980 cm™, asa cum se
regiseste in amprentele spectrale EPS raportate aici. Modul vibrational de la 1127 cm™ este
prezent doar in spectrele dextranului, fiind atribuit in mod obisnuit carbohidratilor, dar si mai
multor grupuri de molecule, cum ar fi proteinele si lipidele %. Absenta proteinelor si lipidelor

este insi sustinuti de absenta benzilor Raman specifice in intervalul 1600 - 1750 cm™.
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Figura 1.2 Spectrele Raman ale unor tipuri de zaharide standard Tnregistrate cu linia

laser 532 nm (Reprodus din 7. Brezestean, M. Bocaneald, A. M.R Gherman, S. Porav, I. Kacsé, E. Rakosy-Tican,
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Figura 1.3 Spectrele Raman ale unor tipuri de zaharide standard Tnregistrate cu linia laser de 633 nm
(Reprodus din I. Brezestean, M. Bocdneald, A. M.R Gherman, S. Porav, I. Kacsé, E. Rakosy-Tican, N. E. Dina,
doi.org/10.1016/j.molstruc.2021.131228, J. Mol. Struct) 8.



1.1.2 Studiul FT-IR al Exopolizaharidelor

Ca o analizd complementard, au fost inregistrate si discutate spectrele FTIR, dupa cum
urmeaza. Spectrele FTIR ale probelor de EPS, extrase cu etanol 96 % (rece ca gheata) la diferite
concentratii, sunt prezentate in Figurile 1.4,

Prin compararea spectrelor IR ale celor doud probe s-a observat cad banda larga cu
maximul la 3455 cm™ din spectrul probei ApEPS50, atribuiti vibratiei de intindere a grupirilor
-OH in compusii polimerici de naturi polizaharidici 22 2%, este deplasati la 3463 cm™ in spectrul
probei ApEPS80. Benzile de absorbtie de la 2925 si 2854 cm™ au fost atribuite vibratiei de
intindere asimetricd si simetrici C — H a gruparilor CHz si CHs 2?4, Intensitatea benzii
vibrationale largi de la 1689 cm™, atribuita prezentei gruparilor C = O sau C = C in structurile
analizate 2 , este mai mare in spectrul probei ApEPS80. Absenta unei benzi puternice la 1647

cm™ in spectrele IR, care ar fi atribuiti legiturilor C = O sau C = N in amida | 24

, indica faptul
ca nu existd proteine In probele EPS, ceea ce este in concordantd cu determindrile Raman
efectuate. Banda intensi de la 1447 cm™, atribuitd vibratiilor de intindere C — O si CH, 4%, se

deplaseazi la 1461 cm™ cu intensitate mai mici pentru proba ApEPSS0.
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Figura 1.4 (A) Spectrele FTIR ale probelor de ApEPS, domeniul spectral 1800-400 cm. (B) Spectrele
FTIR ale probelor de ApEPS, domeniul spectral 3750-2700 cm™ (Reprodus din 1. Brezestean, M. Bocdineald, A.

M.R Gherman, S. Porav, |. Kacsé, E. Rakosy-Tican, N. E. Dina, doi.org/10.1016/j.molstruc.2021.131228, J.
Mol. Struct) 8,

In domeniul spectral 1000 - 1200 cm™, sunt prezente vibratiile de intindere ale
grupdrilor laterale C — OH si legaturile glicozidice C — O — C, atribuite polizaharidelor si
structurilor de tip polizaharidic °~%°. Benzile slabe de absorbtie de la 1123 si 1068 cm™

10



observate n spectrul probei ApEPS50 pot fi atribuite vibratiilor de intindere ale inelelor de
piranozi %, iar acestea apar cu intensitate inversati si decalate la 1114, respectiv, 1062 cm™, i
spectrul probei ApEPS80. Prezenta unor benzi de absorbtie puternice in intervalul 600 - 950
cm? indica legitura glicozidici a polizaharidelor 22,

In ceea ce priveste rapoartele de intensitate pentru primele doui benzi, cele mai intense
in spectrele Raman ale probelor ApEPS, am observat o tendinta speciala care se observa si in
spectrele FT-IR. Benzile Raman de la 958 cm™ (linia laser - 633 nm) si 981 cm™ (linia laser -
532 nm) Inregistreazad o crestere a intensitatii de 2 ori (1:0.39 pentru 532 si 1:0.52 pentru 633
nm). Raportul de intensitate al benzii Raman 1067/1062 cm™* urmeazi o tendinti opusi - scade
in intensitate de la prima etapa de purificare (ApEPS50) la a doua etapa (ApEPS80), dar
raportul nu este atat de semnificativ (1:1.06 pentru 532 si 1:1.25 pentru 633 nm). Asadar, cea
mai intensd bandd Raman observata este usor influentata de linia laser de excitatie in timpul
procesului de purificare.

In consecint, atribuirea acestei benzi unui produs secundar de tip fosfonat este mai mult
bine sustinuta de rezultate. Specii organice extracelulare similare au fost raportate de Stuart et.
al %% atunci cand au urmarit EPS marcate izotopic care au fost reutilizate de celulele
cianobacteriene. Se stie cd si concentratia de etanol utilizata pentru purificare influenteaza
speciile de zaharide precipitate din matricea extracelulara, dar, Th acest caz, pentru constituentul
major al probelor purificate (ApEPS50 si ApEPS80), concentratia de etanol nu modifica
semnificativ raspunsul spectral. Presupunem cd in probele purificate putem gasi ncd in
proportie mare unele specii de fosfonati ca saruri organice eliberate din biomasa. Prin urmare,
trebuie depus un efort mai mare pentru eficientizarea protocolului de purificare. Pentru aceasta,
intentionam sd aplicam purificarea prin membrane de dializd si liofilizarea ulterioara.O
perspectiva moleculara suplimentari a fost gasita in spectrul 3C CP-MAS. Acesta este dominat
de liniile RMN de la 172.4 si 167.9 ppm, care pot fi cel mai bine atribuite la 3C care se giseste
in diferite sisteme de carbonati %'

Doua linii mult mai mici, cu amplitudini mai mici de 1% din rezonantele do minante,
sunt identificate la 73.3 si 64 ppm - marcate cu sageti rosii in imagine. Pozitiile lor sunt
caracteristice pentru diferite situsuri de carbon din glucoza, indicand astfel prezenta unei
cantitati infime de zaharide. Senzitivitatea limitata pentru probele cu puritate non-analitica si
specificitatea tehnicii RMN pentru speciile care contin materie organica (cu C in compozitie)

explicd aceste rezultate. Concluziondm ca speciile de carbonati sunt detectate in special in
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probele noastre prin utilizarea RMN, in timp ce speciile de zaharide si alte impuritati organice
au fost evidentiate de spectrele vibrationale in contributii mai mari.

Prin coroborarea rezultatelor spectrale Tnregistrate cu studii recente care au raportat
specii de zaharide similare, am reusit sa atribuim cu exactitate benzile Raman inregistrate.
Complexitatea descifrarii informatiilor din spectrele vibrationale raportate in prezentul studiu
consta in numarul de monozaharide si/sau derivati ai acestora care sunt combinati n structura
finala biosintetizata a polimerului. Am raportat amprentele Raman si FT-IR atribuite speciilor
de monozaharide gasite in diferite proportii ca alcatuind HePS, precum si alte impuritati datorita
faptului ca, pe langa benzile Raman caracteristice zaharidelor, am putut observa benzi specifice
atribuite fosfatilor. Speciile de zaharide identificate provizoriu in probele noastre sunt ramnoza,

D(+)-glucoza si D(+)-galactoza.

Capitolul Il. Utilizarea SERS a nanoparticulelor de argint obtinute

prin reducere chimica

In cele ce urmeaza am exploatat coloizi de Ag preparati atat dupa metoda reducerii cu
citrat cat si cu hidroxilamind pentru a detecta sarurile specifice unor ape minerale naturale de

interes si respectiv diatomee specifice apelor de mare naturala.

I1.1 Detectia speciilor anorganice si a sarurilor din ape minerale naturale prin spectroscopia
Raman

Spectrele FT-Raman caracteristice brute (0 - 3600 cm™) ale celor patru probe de api
minerala de izvor (Lucius, Emerita, Carola si Bonifacius) sunt prezentate in Figura 2.1,
Spectrele FT-Raman ale probelor de apa prezinta benzi caracteristice anionilor bicarbonat,
carbonat si sulfat, precum si dioxid de carbon liber si urme organice, in solutie apoasa.
Atribuirea acestor benzi este in bund concordanta cu datele publicate pentru specii similare n
incluziuni de fluide naturale (paleofluide) 1, apa de mare 134, apa minerala % sau solutii apoase

sintetice 2930-33,
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Figura 2.1. (A) Spectrele FT-Raman ale apelor minerale naturale: Lucius, Emerita, Carola si Bonifacius (0 -
3600 cm™); (B) Zoom din A. (C) Zoom al intervalului de numere de undd inalte din A; benzile de urme organice
sunt evidentiate. Excitare: 1064 nm, 350 mW. (D) Reprezentarea grafica a raportului dintre suprafata benzilor

de sulfat la 980 cm™ si apd pentru cele patru probe (Reprodus din S. Cintd Pinzaru, M. Ardeleanu, I. Brezestean,
F. Nekvapil, M.M. Venter; 11: 800 - 812. DOI: 10.1039/c8ay02580k, Anal. Methods) 3,

O ierarhie similari a izvoarelor in ceea ce priveste continutul de (SO4)?, dar cu un factor
de crestere diferit, reiese din datele analitice (1997) expuse la gurile izvoarelor in scop de
informare publica, cu 1.570 g/L pentru Lucius, 1.381 g/L pentru Emerita, 0.211 g/L pentru
Carola si respectiv 0.165 g/L pentru Bonifacius. Calculul 1.570/1.381 = 1.13 pentru raportul
concentratiei de sulfat Lucius/Emerita se traduce prin cresterea factorului de 1.26 ori din datele
Raman.

in plus fata de benzile atribuite modurilor de vibratie ale anionilor anorganici, spectrele
FT-Raman ale tuturor probelor de apa releva mai multe benzi slabe in domeniul numerelor de
undd mari (1455, 1472, 1545, 2847, 2927 cm™), sugerand contributii organice la semnalul
Raman general. De exemplu, modurile de indoire CH, pot fi atribuite Tn intervalul numerelor
de unda mici, in timp ce modurile de intindere pot fi atribuite in intervalul de numere de unda
mari, pentru o mare varietate de compusi organici®. Spectrele FT-Raman ale probelor de sare
sub formi de pulbere (0 - 3600 cm™) si detalii ale intervalului spectral 750 - 1500 cm™ sunt
prezentate in Figura 2.2A si, respectiv, 2.2B. Spectrele FT-Raman de referinta ale sulfatului de
sodiu anhidru si hidratat policristalin pur, precum si ale carbonatului de calciu si ale mineralului

de calcit sunt prezentate Tn Figura 2.2C pentru comparatie.
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Figura 2.2 (A) Spectrele FT-Raman ale probelor de sare din apele minerale naturale: Lucius, Emerita, Carola si
Bonifacius (0-3600 cm™). (B) Zoom al intervalului 750-1500 cm™ din A. (C) Spectrul FT-Raman ale sulfatului de
sodiu policristalin anhidru si hidratat, carbonatului de calciu si calcitului mineral (400-1800 cm?). (D)
Reprezentarea graficd a intensitatii benzii sulfatului la 994 cm™ in raport cu cea a carbonatului la un procent de
3.96 % din date (Reprodus din S. Cinta Pinzaru, M. Ardeleanu, I. Brezestean, F. Nekvapil, M.M. Venter; 11: 800
- 812. DOI: 10.1039/c8ay02580k, Anal. Methods) 34,

I1.2 Analiza SERS a apelor minerale

Analizele SERS ale apelor minerale (Lucius, Emerita, Carola si Bonifacius) sunt
abordate in mod comparativ, pentru a prospecta capacitatea tehnicii de a detecta orice
componente organice. In timpul preparirii probelor SERS, s-a observat o schimbare rapidi a
culorii nanoparticulelor atunci cand au fost addugate picaturile de apa minerala. Continutul lor
bogat in anioni era de asteptat sd asigure agregarea nanoparticulelor si, prin urmare, a fost

investigata extinctia lor optica. (Figura 2.3).

Spectrele de extinctie ale apelor minerale brute (Figura 2.3A) prezinta benzi de absortie abia
vizibile in domeniul UV (200 - 400 nm), care se datoreaza urmelor organice. Pentru a stabili

influenta continutului de minerale al apelor asupra AgNPs, au fost inregistrate spectrele de
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extinctie ale amestecurilor de apa minerala - AGNPS, impreuna cu cele ale AgNPs pure (Figura
2.3B). Deoarece masuratorile fizice au fost efectuate in modul de absorbtie, spectrele optice din
Figura 2.3 sunt afisate ca absorbtie in functie de lungimea de unda. Adaugarea de apa minerala

la AgNPs a dus la scaderea intensitatii benzii de absorbtie, in timp ce pozitia la 424 nm ramane

constanta.
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Figura 2.3 4) Spectrele de extinctie UV-Vis ale apelor minerale naturale: Lucius, Emerita, Carola si Bonifacius
(200-800 nm). (B) Spectrele de extinctie UV-Vis ale AgNPs si ale amestecurilor de apa minerald-AgNPS,
proaspat preparate. (C) Spectrele de extinctie UV-VIS in functie de timp ale amestecului de apa Emerita- AgNPs.
(D) Reprezentarea grafica a absorbantei la 424 nm a amestecurilor de apa-AgNPs in functie de timp (Reprodus
din S. Cinta Pinzaru, M. Ardeleanu, I. Brezestean, F. Nekvapil, M.M. Venter; 11: 800 - 812. DOI:
10.1039/c8ay02580k, Anal. Methods) .

Spectrele Raman ale sarurilor sub formd de pulbere find obtinute ca reziduuri solide
dupi evaporarea apei au evidentiat carbonat majoritar (1085 cm™, 712 cm™), calcit polimorf si
sulfat (994 cm™) modurile de vibratie fiind in concordanti cu prezenta mineralelor rezultate in
urma dizolvarii rocilor de baza. Stratele de roci care cuprind dolomita, serpentinita si alte roci

metamorfice asigurd mineralizarea ridicata.
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Analizele SERS ale apelor au fost abordate comparativ, au dezvaluit capacitatea tehnicii
de a evalua atat componentele organice, cat si cele anorganice, fiind astfel potrivitd pentru
implementarea unui management durabil a apelor de izvor carbogazoase. Apele minerale au
indus agregarea AgNPs si au furnizat o amprenta SERS caracteristica beta-carotenului.
Spectrele de extinctie ale apelor minerale brute si ale apelor minerale si a amestecurilor de apa
minerald cu AgNPs au dovedit ca agregarea a fost dependenta de timp a fost semnificativ legata

de continutul de minerale, fiind astfel specifica apei.

11.3 Nanoparticule coloidale de argint pentru detectia microorganismelor acvatice

Acumularea de celule mucilaginoase si a materiei mucilaginoase la scard larga,
cuprinzand uneori sute de kilometri patrati, ar putea impiedica drastic activitatea de acvacultura,
ar afecta calitatea apei de mare, ar induce mortalitatea faunei sedentare, ar perturba comunitatea
de plancton si ar afecta activitatea turistica. Tecile usor silicioase de Cylindrotheca fusiformis
Reimann si Lewin, a speciilor de diatomee a fost caracterizata de mult timp ¢. Studii ample
37:38 au fost consacrate diferitelor determiniri ale compozitiei in raport cu conditiile de crestere,
deoarece diatomeele au prezentat un mare potential pentru biodiesel, dar si pentru acvacultura.
In ceea ce priveste compozitia chimica, C. closterium cultivati a prezentat acidul palmitoleic
(acidul gras mononesaturat omega-7) ca fiind acidul gras dominant, urmat de acidul oleic, in
timp ce cei mai abundenti acizi grasi saturati au fost acidul pentadecanoic si acidul palmitic®’.
Alte studii au evidentiat differentele in compozitia chimica a 60 de clone de C. fusiformis izolate
si cultivate in conditii de lot %8,

Pana in prezent, studiile disponibile privind compozitia diatomeelor se bazeazd pe
tehnici de extractie si separare. Studii extinse au fost axate pe teaca sau pe frustule ale diferitelor
specii de diatomee 634! prin tehnici ca SEM sau AFM care au aritat ci fiecare parte a
invelisului de siliciu este atagat de material organic, in timp ce intregul corp este inconjurat de
material mucilaginos. In plus, o prima abordare in a intelege absorbtia AgNPs de citre C.
diatomee 1n care s-a utilizat tehnica AFM, a constatat ca AgNPs patrund in peretele celular prin
regiunea valvei de siliciu sub forma de NPs incorporate in matrice organica. AgNPs au provocat
o deteriorare locald in interiorul celulei firi a distruge membrana celulara®®. Tn plus, s-a
constatat ca secretia de materie polimerica extracelulara (EPM) a fost stimulata de prezenta
NPs si ca un mecanism de aparare. Compozitia chimica a corpurilor de alge si a substantelelor

secretate necesita, de obicei, tehnici de separare si extractie, cu principalele dezavantaje ale
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multiprocesarii in mai multe etape si a substantelor chimice necesare, fiind relativ costisitoare
si consumatoare de timp.

In acest studiu am investigat interfata dintre diatomeele marine vii C. closterium si
AgNPs prin exploatarea tehnicii SERS atat in cultura celulard, cat si la nivel de singura celula,
pentru: (i) a relationa atat continutul de carotenoizi cat si continutul de secretie mucilaginoasa
cu semnalul Raman normal si respectiv SERS, (ii) a evalua comportamentul spectral al
diatomeelor in prezenta AgNPs Tn mediul lor nativ; (iii) a evalua reproductibilitatea rezultatelor
obtinute cu un echipament Raman compact si portabil, potrivit pentru monitorizarea in Situ a

diatomeelor.
I1.3.1 Analiza Raman al lotului de cultura de microorganisme acvatice

Pentru a evalua semnalul Raman al lotului culturii, am utilizat atat excitatia In vizibil
(532 nm), cat si in infrarosu apropiat (1064 nm) folosind un sistem Raman compact si unul
portabil. Spectrele Raman ale algelor proaspat colectate din lotul de culturi de diatomee
inregistrate cu trei instrumente diferite sunt prezentate in Figura 2.4A. Instrumentul FT-Raman
cu excitatic NIR (1064 nm) a furnizat un semnal slab al lotului de cultura Cylindrotheca,
aproape similar cu cel al apei de mare naturale colectate din apa de coasta (coasta de sud-est a
Adriaticii, Tn Dubrovnik). Acest lucru se datoreaza, probabil, timpului de achizitic mai lung
necesar, care ar putea duce la o sedimentare lentd a celulelor pe fundul flaconului de sticla si,
in consecintd, la o slaba imprastiere Raman colectatd din solutie Tn geometria instrumentului
FT-Raman. Banda de sulfat de la 978 cm™ | tipicd spectrului FT-Raman al apei de mare
neprocesata a fost singura bandd majora a solutiei de cultura (Figura 2.4A, c), semnalul
carotenoidelor depasind cu greu nivelul de zgomot pentru excitarea NIR. Raportul intensitatii
relative Raman a modului de intindere a sulfatului fata de modul de Tntindere a apei la 3214 cm
L (R ¥ l(g78)/1(3214)) a fost calculat atat pentru Cylindrotheca in lotul de solutie cat si pentru apa
de mare neprocesata. Benzile Raman ale celulelor de diatomee in solutie observate pentru
excitatia 532 nm la 1528, 1156 si respectiv la 1007 cm™ impreuna cu combinatiile lor liniare si
armonice n intervalul 2110 - 2700 cm™® (Figura 2.4 A, spectrul a) sunt caracteristice
carotenoidelor 2842749,

Informatiile spectrale furnizate de echipamentul portabil (Figura 2.4A, spectrul b), desi
mai putin sensibil, sugereaza posibilitatea de a monitoriza starea culturii de celule vii si a
continutul de carotenoizi. Banda Raman a C. closterium la 1528 cm™ sugereaza ci fucoxantina

este cea mai dominanti specie 444649,
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Figura 2.4 (A). Spectre Raman normalizate ale solutiei de cultura de C. closterium inregistrate cu un instrument
Renishaw (a) cu un spectrometru DeltaNu compact, portabil si rapid (b), respectiv cu sistemul FT-Raman (c).
Pentru comparatie, sunt prezentate spectrele FT-Raman ale apei de mare brute (d) si ale b-carotenului solid
rosu). Excitare: 532 nm (a si b) si 1064 nm (c si d). (B). Diferenta spectrald (a) intre spectrele FT-Raman medii
ale Cyilndrotheca (b) si ale apei de mare (c). Desi slab, semnalul de diferentd aratd urme caracteristice
clorofilelor, carotenoizilor, acizilor grasi si ionilor de sulfat, care sunt evidentiate in dreptunghiuri (Reprodus
din S. Cinta Pinzaru, C. Miiller, S. Tomsi¢, M. M Venter, 1. Brezestean, S. Ljubimir, B. Glamuzina, 42899-42910
DOI: 10.1039/C6RA4255D, RSC Advance) *°.

11.3.2 Analiza SERS a micoorganismelor acvatice in solutie

Spectrele SERS ale solutiei de diatomee 1n suspensie pe HY-AgNPs si LM-AgNPs sunt
prezentate Tn Figura 2.5A (intervalul 300 - 1800 cm™).
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Figura 2.5 (A) Spectre SERS ale diatomeelor Cylindrotheca in amestec cu, Lee-Meisel (LM), hidroxilamind
redusd (HY) si, respectiv, AgNPs HY- vechi. Sunt evidentiate detaliile din intervalul de numere de undd joase (B)
si tnalte (C). Excitare: 532 nm (Reprodus din S. Cinta Pinzaru, C. Miiller, S. Tomsi¢, M. M Venter, 1.
Brezestean, S. Ljubimir, B. Glamuzina, 42899-42910 DOI: 10.1039/C6RA4255D, RSC Advance) %

Figura 2.5B si C evidentiazi gama din regiunea de undi joasd (120 - 330 cm™) si,
respectiv, inaltd (2550 - 3200 cm™). Adiugarea unei cantititi mici de 10 pl de culturd de
diatomee Tn lotul de nanoparticule duce la o schimbare instantanee a culorii de la galben inchis
la albastru-gri inchis, datorita agregarii rapide in prezenta diatomeelor si a anionilor din cultura
din lot, inclusiv a apei de mare. Agregarea nanoparticulelor a fost confirmatd de deplasare
puternica a rezonantei plasmonice a AgNPs si largirea benzii de absorbtie pe toatd gama
vizibila.

Pana in prezent, acesta este primul experiment SERS realizat pe diatomee vii, iar
informatiile cu privire la moleculele lor sau comportamentul in vivo sunt putine.
Nanoparticulele sunt rapid agregate de sarurile din apa de mare si din mediul de cultura.

Toate cele trei cazuri de experimente SERS au prezentat o caracteristicd neasteptata:

absenta modului Raman principal al diatomeelor caracteristic vibratiei la 1528 cm™. Prezenta
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benzii SERS de la 1497 cm™ ar putea fi atribuita carotenoidului adsorbit de AgNPs; cu toate
acestea, o decalare mare de 31 cm™ este destul de neobisnuiti in SERS.

O astfel de interactiune ar necesita o absorbtie instantanee a NPs prin teaca si membrana
celulara a diatomeelor, deoarece semnalul este observat in primele secunde dupa pregatirea
probei SERS. Cel mai probabil, proteinele fucoxantind-clorofild ar fi responsabile pentru
aceasta banda SERS, care este dominanta si Tn cazul AgNPs invechite. Aceastd ipoteza este
sustinuta de observarea altor benzi SERS caracteristice ale clorofilelor la 730, 805, 910,1165,
1228, 1346, 1369, 1618 si respectiv 1680 cm™.

Diferente mari intre semnalele Raman normale si SERS (Figura 2.4A si 2.5) indica in
mod clar alte specii decét carotenoidele, responsabile pentru interactiunea diatomee - AgNPS.
Acest rezultat sugereaza ca efectul Raman de (pre)rezonanta observat la diatomee in solutia de
cultura nu mai este dominant si in SERS. Dat fiind ca peretele celular este un aranjament
complex de substante silicioase si organice, care cuprind frustuline, pleuraline, silafine si
poliamine cu lant lung 4% AgNPs care ajung in apropierea lor s-ar putea lega la terminalul N
al acestora, explicand efectul observat in SERS si datorat legaturii Ag-N. Modurile simetrice
v(SiO) in spectrele Raman observate de obicei in materialele silicioase la 787 si respectiv 764
cm® pentru acidul silicic ar fi prezente Tn semnalul SERS impreuni cu benzile Raman tipice
(430, 800, 1060 si respectiv 1200 cm™) atribuite vibratiilor fundamentale ale cadrului de sticli
de siliciu hidratat. Semnalul SERS foarte slab la aceste pozitii a fost observat in spectrele
diatomeelor, ceea ce indica faptul ci materialul silicios din frustule ° nu contribuie substantial

la semnalul SERS global.
11.3.3 Analiza Raman si SERS pe o singura celula

Imaginea optica furnizata de microscopul Raman pentru obiectivul 100x (Figura 2.6
insertie) arata celulele iradiate pentru achizitia spectrelor Raman. Semnalul Raman brut
(Figura 2.6 A, a si b) inregistrat la suprafata celulei cuprinde un fond puternic de fluorescenta
si benzile Raman ale carotenoidelor. Dupa sustragerea fondului (Figura 2.6 A, c si B, a-e),
diferite celule au prezentat semnalul specific carotenoizilor (fucoxantind dominanta).
Caracteristica dominanta a spectrelor micro-Raman normale colectate de la celule individuale
de diatomee a fost modul de intindere al legiturii C=C al fucoxantinei de la 1528 cm™ a cérui
variatie de intensitate a fost observata de la o celula la alta si din diferite puncte de pe corpul

verde al aceleiasi celule.
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Figura 2.6 (A) Semnalul tipic micro-Raman brut (a si b) al celulelor unice C. closterium pe o placa hidrofoba si
semnalul de fond sustras (c). Semnalul netezit este evidentiat in verde. Imagine de microscopie optica a celulelor
C. closterium acoperite cu picdturi pe placa hidrofoba (obiectivul 100%) este prezentatd in insertie. (B)
Spectrele Raman colectate din corpul verde al mai multor celule vii (a-€) si din corpul terminal transparent (f).
Excitare: 532 nm (Reprodus din S. Cinta Pinzaru, C. Muller, S. Tomsi¢, M. M Venter, |. Brezestean, S. Ljubimir,
B. Glamuzina, 42899-42910 DOI: 10.1039/C6RA4255D, RSC Advance) .

Spectrele SERS ale unor diatomee individuale sunt prezentate in Figura 2.7, atat pentru
LM-AgNPs (Figura 2.7A), cat si pentru HY-AgNPs (Figura 2.7B). Banda intensa de la 236
cm? din Figura 2.7A indicd un proces semnificativ de chemisorbtie SERS a speciilor
moleculare care contin N pe suprafata NPs, precum si o structura diferita a retelei de
nanoagregate (banda de la 149 cm™), in timp ce banda medie de la 222 cm™ prezenti Tn panoul
B sugereazi ci proba contine specii de O chemisorbite in raport cu HY-AgNPs 2%,

Tn ambele cazuri, carotenoidele au fost dominante, dar cu rezultate diferite. Banda
fucoxantinei de la 1528 cm™ a fost absentd in ambele cazuri. In cazul HY-AgNPs, semnalul
SERS colectat de la corpul diatomeelor (Figura 2.7B, spectrele a-c) au evidentiat in mod clar
o contributie puternica a p-carotenului adsorbit de Ag, pe baza similitudinii dintre pozitiile

benzilor si intensitatile relative.
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In cazul folosirii nanoparticulelor LM-AgNPs, semnalul SERS este dominat de
carotenoidele conventionale cu benzile Raman caracteristice (1156, 1521, respectiv 1526 cm™)

si nu avem o caracteristicd a benzilor chimisorbite 2. Benzile suplimentare observate la 1254,

1359, respectiv 1690 cm™ au fost atribuite acizilor grasi polinesaturati si clorofilelor 401548,
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Figura 2.7 A: Spectrele SERS colectate din celule de diatomee Cylindrotheca cu HY-AgNPs in comparatie cu
semnalul SERS al unei toxine DSP (acid okadaic). B: Detaliat intervalul 700-1800 cm™ (Reprodus din S. Cintd
Pinzaru, C. Mlller, S. Tomsi¢, M. M Venter, |. Brezestean, S. Ljubimir, B. Glamuzina, 42899-42910 DOI:
10.1039/C6RA4255D, RSC Advance) %°.

In plus, banda SERS foarte puternica de la 225 cm™ sustine ipoteza absorbtiei de O prin
intermediul gruparilor carboxilice ale acizilor grasi de pe suprafata coloidald a Ag.

EPS reprezinta o retea subtila de fibrile de polizaharide reticulate in jonctiuni de fibrile
si interconexiuni fibriloglobulare cu globule care conecteazi doua sau mai multe fibrile*®*,
Unititile de glucozi caracteristice polizaharidelor prezinti benzi Raman la 405 cm™ (s), 440
cmt (m), 542 cm (s), 650 cm™ (mw), 772 cm™ (mw), 841 cm™ (ms), 914 cm™* (ms), 1002 cm-
1 (mw), 1022 cm™ (m), 1054 cm™ (m), 1075 cm™ (ms), 1120 cm™ (ms), 1149 cm™ (m), 1272

cm* (m), 1296 cm™ (ms), 1459 cm* (m)*85°,

11.3.4 Detectia SERRS a fucoxantinului: cuantificarea carotenoidului n celule vii de diatomee

C. closterium

Pentru a prospecta detectarea semnalului Raman al fucoxantinei in sisteme biologice
native, s-au inregistrat spectre Raman din culturi de C. closterium (Figura 2.8) izolate si
cultivate din probe proaspete de fitoplancton. Diatomeele sunt bogate in fucoxantina 664, cu
toate acestea, ele contin si alte carotenoide care influenteaza profilul spectral al benzii v1(C=C).

Semnalul spectral al celulelor C. closterium prezinta benzi principale proeminente de
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carotenoizi. Benzile v1, v, si v3 au fost inregistrate la 1527, 1163 si, respectiv, 1015 cm™ pozitii

usor diferite de cele din solutiile de fucoxantina, care este caracteristica pentru matrici biologice

(incorporate Th membrane lipidice sau purtatori de proteine).
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Figura 2.8 Spectre Raman de rezonantd colectate de la fiecare cinci celule vii distincte de C.
closterium, numerotate de la 1 1a 5: (@) obtinute din cloroplastele verzui din interiorul corpului celular; (b)
semnale SERRS tipice prelevate din celule vii expuse la AgNPs, care prezinta raspunsuri distincte, cu focalizare
pe suprafata celulard, de la matricea extracelulara de pe celula (spectre albastre) sau de la cloroplaste, prin
focalizare n interiorul celulei (spectre negre); (c) comparatie a pozitiei modului principal al carotenoidelor in
spectrul C. closterium pentru doud solutii de fucoxantina de diferite concentratii, asteriscurile indica benzile de
etanol. Excitare: 532 nm. Insertia prezintd o micrografie a unei celule de C. closterium expusd la AgNPs iar in
colt este prezentatd o celuld vie, observata prin microscopia opticd n solutie de culturd de diatomee (Reprodus
din F., |. Brezestean, G. Lazar, C. Firta, S. Cinta Pinzaru, Volume 1250, Part 1, doi.
10.1016/j.molstruc.2021.131608, J. Mol. Struct.)

Caracteristica unica a semnalului fucoxantinei este banda din jurul valorii de 1606 cm"
! care corespunde intinderii C=C in afara planului, prezenti in spectrele din celule si a cirei
intensitate este o confirmare a dominantei fucoxantinei printre alte carotenoide din celule.

Figura 2.8 evidentiaza in mod clar ca pozitia benzii specifice din solutia de fucoxantina
la 1532 cm™/ 1527 cm™. Banda SERRS atribuiti modului de intindere C=C a fost observati la

1528 cm?, dar celule diferite au prezentat un profil diferit de bandi (sau chiar nicio bandi),
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echivalentd cu celulele "moarte" din investigatia RR. Astfel, o estimare a concentratiei de
carotenoide pe baza intensitatii SERRS si a profilului modului C=C ar putea fi considerata doar

cu prudenta.

[11. Nanoplatforme structurate pentru detectie SERS eficienta
I11.1 Nanoplatforme 3D fabricate prin nanolitografie

Litografia prin nanoimprintare (NIL) este o metoda simpld, reproductibild si scalabila
pentru a crea nanostructuri plasmonice cu diverse modele si cu aplicabilitate largd, de exemplu,
pentru fabricarea substratelor SERS. NIL poate depasi limitarile altor tehnici de imprintare,
cum ar fi costul ridicat, consumul de timp si laboratoarele de nanofabricare foarte bine echipate,
profitdnd de metoda roll-to-roll 8. NIL permite producerea de diverse nanostructuri periodice
de inaltd rezolutie atat pe suprafete dure, cat si pe suprafete moi, cum ar fi materialele plastice
si substratele flexibile: hartie, plastic si alte foi de polimeri %,

Noile modele 3D au dobéandit un interes ridicat, in special datorita capacitatii lor de a
creste semnificativ suprafata de detectie, permitdnd o densitate mai mare de nanostructuri
plasmonice si permitdnd o detectie moleculard extrem de reproductibild, ultrasenzitiva si
specifica "° . Tn acest studiu s-a propus o noui platforma de detectie 3D nanostructurata,
reproductibild, fabricata prin tehnica NIL, cu senzitivitate ridicata, pana la concentratii de analit
de pana la 10 pM. Ca substrat SERS, am depus filme subtiri de Ag cu grosimi cuprinse intre 10
nm si 100 nm pe un substrat de plastic IPS®. Pentru a evalua performanta SERS a substratelor
flexibile, transparente, imprintate, acoperite cu Ag de patru grosimi diferite, am ales CV ca
analit. CV are caracteristici vibrationale bine stabilite ca o molecula standard utilizata in mod
obisnuit si a fost raportatd ca analit n studiile care au atins detectia monomolculelor prin
utilizarea SERS "3, Ca o noutate, in aceasti lucrare, potentialul de imbunitditire a SERS a
fost explorat luand in considerare sinergia a trei aspecte cheie: metalizarea Ag, efectul
cresterii grosimii filmului de Ag si contributia la amplificarea SERS a nanotrenches-urilor
periodice fabricate prin NIL.

In experimentele noastre am folosit o matrita Si de 4.5 cm x 4.5 cm fabricati la comanda
de cétre producator prin litografie cu fascicul electronic (EBL). Acesta consta intr-o suprafata
patratd de 1 cm x 1 cm care contine o retea periodicd de nanolinii cu latime egald (400 nm) si
nanogapuri cu o adancime de 300 nm si un pas de 800 nm. Pentru a preveni degradarea si

lipirea, matrita a fost supusa unui tratament de acoperire cu perfluorodeciltriclorosilanul,
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cunoscut si sub numele de FDTS ca strat antiadeziv. Figura 3.1 ilustreaza un protocol
schematic n etape de fabricare a substratului imprintat si utilizarea ulterioara a acestuia pentru

masuratori SERS.

S U U v

Imprinting (155 °C) Demolding (30 °C) Ag deposition SERS measurements

Figura 3.1 Protocol schematic, pe etape, de fabricare a substratului imprintat si utilizarea ulterioard a
acestuia pentru masuratori SERS (Reprodus din A. Colnita, D. Marconi, N. E. Dina, |. Brezestean, D. Bogdan, .
Turcu, Volume 276, /doi.org/10.1016/j.saa.2022.121232, Spectrochimica Acta Part A ) ™,

Procesul de fabricare implicat, folosind NIL termic, acelasi echipament si acelasi
substrat, a fost prezentat n alt studiu ™. Pe scurt, substratul IPS® este incilzit la o temperaturi
de 155 °C pentru a face substratul polimeric moale. Figura 3.2 ilustreaza o imagine de
microscopie electronica cu baleiaj (SEM) a matritei cu tiparul de nanostraturi si a arhitecturii
sale imprintate pe un substrat IPS®. Dupa ricirea substratelor imprintate, Ag a fost depus pe
plasticul modelat cu ajutorul unui echipament de depunere Q150R PLUS (Quorum
Technologies Ltd., Lewes, Regatul Unit) de pe o tintd de Ag de tip disc (57 mm diametru, 0,1

mm grosime).

2pm ENT= 500V Signal A= SE2 Date :15 Nov 2017 zE15S |
WD= 36mm  Megs 1277KX SageatT= 00°  Time:10:08:15

(a) (b)

Figura 3.2. a) Imagine SEM a matritei cu model periodic de nanotrenches utilizat in tehnica de

- n - —u oy T T
LBT 30.0kV 8.7mm x15.0k SE(UL) 3.00um

imprintare NIL (prin intermediul NIL Technology ApS); b) Imagine SEM a unui substrat IPS® imprintat
(Reprodus din A. Colnita, D. Marconi, N. E. Dina, |. Brezestean, D. Bogdan, I. Turcu, Volume 276,
/doi.org/10.1016/j.saa.2022.121232, Spectrochimica Acta Part A) 7
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Morfologia celor patru probe de diferite grosimi de Ag a fost evaluata prin masuratori
SEM, iar micrografiile reprezentative sunt prezentate in Figura 3.3. Este remarcabil faptul ca,
pentru toate probele, atomii de Ag au format pelicule uniforme si granulare, nanoclusterii de
Ag fiind distribuiti uniform pe substratul de plastic nanostructurat si imprintat. In cazul probei
cu grosimea Ag de 10 nm (Figura 3.3a) se formeaza un film neregulat cu zone posibil
discontinue. Dimensiunea granulelor a fost estimata din imaginea SEM ca fiind de =20 nm.
Aspectul granular domind suprafata nanotrenches-urilor si spatiile dintre ele. O grosime a
peliculei de 25 nm (Figura 3.3b) ofera sansa ca nanoclusterii de Ag sa se conecteze si sa
formeze un substrat metalic foarte subtire si dur, cu o dimensiune medie a acestora de 30 nm
estimatd din imaginile SEM, care poate contribui in mod echitabil la imbunatatirea SERS. O
grosime suplimentara de Ag crescutd la 50 nm (Figura 3.3c) contribuie la reducerea distantei
dintre nanoclusteri, la cresterea rugozitatii si la cresterea dimensiunii nanoclusterilor de Ag
pana la 35 nm. Distributia uniforma pe partea superioara si inferioara a granulelor de Ag strans
impachetate (asa cum s-a demonstrat in continuare prin masuratorile AFM) conduce la 0

crestere a raportului suprafati-volum al nanostructurilor plasmonice, asa cum s-a demonstrat’®.

(d)

Figura 3.3 Imagini SEM reprezentative ale nanotrenches--urilor acoperite cu Ag cu filme de: (a) 10 nm; (b)

25 nm; (c¢) 50 nm si, respectiv, (d) 100 nm grosime ((Reprodus din A. Colnita, D. Marconi, N. E. Dina, I.
Brezegtean, D. Bogdan, I. Turcu, Volume 276, /doi.org/10.1016/j.saa.2022.121232, Spectrochimica Acta
Part A) ™,
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Pentru a demonstra potentialul de amplificare SERS al substratului nanoimprintat acoperit
cu Ag, am determinat mai intai o limita de detectie pentru analiza Raman a CV. Pentru aceasta,

am utilizat doar substratul de plastic, fara model sau film de Ag depus pe suprafata acestuia.

Caracterizarea AFM a nanoplatformelor ordonate acoperite cu Ag

Figura 3.4 prezinta imagini AFM ale celor patru probe dupa depunerea Ag. Stratul este
continuu si uniform distribuit pe nanotrenches. Pasul a fost evaluat din profilele de sectiune si
este constant (800 nm) pentru toate cele patru probe. Dimpotriva, distanta dintre doud muchii
consecutive (indicata ca distanta a in Figura 3.4D) scade de la aproximativ 390 nm (pentru
depunerea de Ag de 10 nm) la aproximativ 310 nm (pentru depunerea de Ag de 100 nm), din
cauza grosimii crescute a stratului metalic. Morfologia stratului de Ag a fost evaluatd pe o
suprafatd de sant de 400 nm si indica un strat continuu format din graunte suprapuse cu
dimensiuni de zeci de nanometri, mai exact cu diametrul de aproximativ 30 nm pentru grosimea

de 25 nm a Ag (inserati in Figura 3.4B).
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Figura 3.4. Imagini AFM 2D (dimensiune de scanare 10 um) ale santurilor periodice dupa depunerea
a l0nm (A), 25 nm (B), 50 nm (C) si, respectiv, 100 nm (D) de Ag, care arata un strat continuu care acoperd
substratul. Insertia din B indica morfologia (dimensiunea de scanare de 400 nm) a suprafetei transeelor.
Profilurile sectiunii corespund liniilor rosii evidentiate in imaginile 2D (Reprodus din A. Colnita, D. Marconi,
N. E. Dina, I. Brezestean, D. Bogdan, |. Turcu, Volume 276, /doi.org/10.1016/j.saa.2022.121232,

Spectrochimica Acta Part A) 7.
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Figura 3.5. Spectre UV-Vis pe IPS® simplu si imprintat cu 25 nm Ag, cu un inset care ilustreazd spectrele UV-
Vis pe substrat IPS® simplu si imprintat (Reprodus din A. Colnita, D. Marconi, N. E. Dina, |. Brezestean, D.
Bogdan, I. Turcu, Volume 276, /doi.org/10.1016/j.saa.2022.121232, Spectrochimica Acta Part A) 74,

Analiza UV-Vis a esantioanelor de IPS® simple si a celor imprintate cu reteaua de
nanotrenches este prezentata in Figura 3.5. Spectrul UV-Vis aratd un efect minim al zonei
nanostructurate in comparatie cu substratul de plastic acoperit cu un film subtire de Ag cu o
grosime de 25 nm. Astfel, are loc o deplasare in albastru de la 311 nm la 308 nm si are loc o
largire a benzii de absortie. Asa cum se arata in aceastd figura, se poate identifica efectul
hipocromic, asa cum a fost sugerat si in ’’; tinAnd cont de faptul ci ambele substrate IPS® au
suferit un tratament termic in timpul procesului de imprintare, Tnainte de depunerea Ag, se poate
concluziona ca scaderea absorbtiei se datoreaza prezentei nanotrenches-urilor ordonate. Inset-
ul din Figura 3.5 prezinta spectrele UV-Vis ale plasticului simplu si ale celui imprintat cu
reteaua de nanotrenches-urilor. Spectrul UV-Vis al IPS® simplu are 2 benzi puternice la 235
nm si 280 nm. Spectrul UV-Vis al zonei care contine nanotrenches-uri ordonate este destul de
asemanator cu celelalte doua spectre UV-Vis ale probelor pe baza de Ag si are 2 peak-uri la
318 nm s1 363 nm.

Constatarile noastre sugereaza ca filmul de argint de 25 nm care acopera nanotrenches-
urile imprintate prin NIL in plastic este cea mai promitatoare dintre cele 4 grosimi diferite ale
filmului de Ag care au fost testate. AEF final obtinut in acest caz a fost de 1.7x107, cu 0

contributie a filmului de argint de numai un ordin de marime.
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Substratele SERS produse care contin un film de Ag de 25 nm depus pe nanotrenches-
urile imprintate au prezentat o suprafatd plasmonica considerabil imbunatatita si mult mai
uniforma decat alte filme, de grosime mai mare. Tn mod specific, substratele SERS cu agregate
de argint au permis o senzitivitate SERS pentru detectarea CV pana la o concentratie limitd de
10 pM. Tn plus, au fost estimati factori de amplificare intre 2.3%10° si 1.7x107 atunci cand s-au
luat Tn considerare alte 4 benzi marker SERS ca referinta. Scopul nostru final este de a utiliza
aceste substrate SERS pentru a dezvolta biosenzori optici pentru detectarea moleculelor de

specifice bacteriilor cu impact ridicat in quorum sensing.

I11.2 Detectia cianotoxinei Nodularin

Cianobacteriile, cunoscute si sub numele de alge verzi-albastre, desi, strict vorbind, nu
sunt alge, ele reprezinta pana la 70% din intreaga biomasa fitoplanctonica si se crede ca sunt
primele microorganisme fotosintetice oxigenate de pe Pamant ®’° . Acestea populeazi aproape
toate mediile marine si de apa dulce si utilizeaza lumina solara ca sursa de energie pentru a
produce biomasa din dioxid de carbon (CO). Tn lipsa unor strategii eficiente de atenuare a
cresterii lor excesive in conditii de eutrofizare (infloririle masive de cianobacterii) poate fi
afectati calitatea apei, prin inducerea toxicititii in mediile de ap dulce si marine 2’3, Mai mult,
Tnmultirea necontrolata a cianobacteriilor pot induce la eliberarea de toxine cauzatoare de boli
hepatice, digestive si neurologice prin ingestia de citre organismele vii®®®, Cianobacteriile
produc toxine puternice, cum ar fi microcistinele hepatotoxice (MC) si nodularinele (NOD) 84
8. MCs si NODs sunt hepta- si pentapeptide cu structuri foarte aseminitoare, care s-au dovedit
ca provoaca hepatotoxicitate prin inhibarea proteinelor fosfat 1A si 2A (PP1 si PP2A) care
conduc la utilizarea intensiva a proteinelor celulare vitale. Dupa ingestie, aceste toxine sunt
absorbite din ileon in fluxul sanguin si procesate de ficat prin intermediul unor transportatori
de anioni organici transmembranari multispecifici &.

NOD sunt produse de cianobacteria filamentoasi Nodularia spumigena i de specia
bentonicd Nodularia sphaerocarpa PCC7804 8%, Biosinteza lor este reglati de gene si se
realizeaza in mod non-ribosomal, conform unui mecanism similar implicat in producerea MC-
urilor °2. n prezent, sunt cunoscute zece variante structurale ale NOD-urilor 3. Aceste tipuri de
MC legate de proteine nu au fost detectate cu ajutorul abordarilor analitice bine cunoscute,
astfel incat continutul real de MC din floarea cianobacteriani a fost subestimat %4,

In zilele noastre, se utilizeaza trei tipuri de metode analitice pentru detectarea MC:

biologice, biochimice (testul imunoenzimatic - ELISA) si chimice (cromatografie lichida de
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inalta performantd - HPLC, cromatografie lichida-spectrometrie de masda - LC-MS,

electroforezi capilara de inaltd performanti - HPCE si cromatografie in fazi gazoasi - GC) %°.

......

cuantificare sau pentru teste de rutini si la scari largi, necesitd un numir mare de cobai %7,

Biosenzorii pe baza de SERS pentru detectarea MCs s-au dovedit a fi rapizi, foarte
sensibili, nedistructivi si usor de utilizat. Recent, a fost raportat un nou imunosenzor SERS
pentru detectarea si cuantificarea toxinei MC-LR Tn medii acvatice % cu o limiti de detectie de
0,014 pg/L, in timp ce acelasi grup a dezvoltat ulterior un aptasenzor sensibil si selectiv pentru
detectarea cu modul dual fluorescenti-SERS a toxinelor MC-LR®,

In acest studiu, raportim utilizarea a doui tehnici spectroscopice foarte senzitive,
DCDR si SERS pentru detectarea NOD si atribuirea completa a modurilor sale vibrationale, in
combinatie cu calculele DFT. Pentru analiza DCDR am ales o lamela comerciala cunoscuta sub
numele de Tienta SpectRIM™  care oferd o limitd de detectie de pani la 10 M. Prin utilizarea
unui substrat comercial cu nanopateriale cu gropi patrate piramidale periodice (Klarite™), s-a
obtinut o limita de detectie SERS (LOD) de 10”7 M. In casa, fabricate prin NIL, nanotrenches-
uri periodice, au fost testate, de asemenea, filme nanostructurate de argint (Ag) cu grosimi de
25 nm obtinute prin depunere cu curent continuu (DC). Atunci cand s-a utilizat un sol de Ag
obisnuit pentru analiza SERS, s-a atins un LOD de 58 pM. Din cunostintele noastre, acesta este

primul studiu SERS pe NOD ca piesa centrala raportat pana in prezent.
I11.2.1. Analiza Raman a cianotoxinei Nodularin prin DCRD (Drop Coating Raman Deposition)

Dupi cum s-a demonstrat in studii anterioare’®, analiza DCDR a demonstrat o
senzitivitate de detectie superioara prin tehnica Raman conventionala a moleculelor biologice
mici, cum ar fi acidul acetilsalicilic, riboflavina si contaminantii 1'% pani la o limitd de
detectie de 10® M. Printre avantajele analizei DCDR se numdri utilizarea probei uscate,
preconcentrate, intr-un volum mic de proba, lipsa interferentelor cauzate de solventi si
capacitatea de a segrega orice impuritate existenti'®®, Prin urmare, atunci cind achizitia
semnalului are loc de la marginea exterioara a picaturii in forma de inel de cafea uscata pe o
suprafatd hidrofoba, se detecteaza un semnal Raman semnificativ imbunatatit.

Figura 3.6 prezinta spectrele DCD Raman obtinute prin utilizarea diferitelor linii laser
ca surse de excitatie pe un substrat Tienta®. Benzile marker sunt in buni concordanti cu profilul
Raman NOD raportat n literatura de specialitate % si prezinti o reproductibilitate ridicat,

independent de linia laser. Cele mai intense benzi Raman sunt atribuite aminoacidului
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fenilalanina -Phe (1003 cm™, cea mai puternici bandi din regiunea numerelor de undi joase,
823 cm, 1208 cm™®) sau grupului Adda, comun tuturor microcistinelor (1208 cm™, 1304 cm™,
1375 cm, 1452 cm™, 1645 cm™), asa cum au aritat si Halvorson et al'®.

Benzile Raman observate la 1645 cm™ sunt caracteristice amidei |, iar in jurul valorii
de 1003 cm™ sunt atribuite inelului fenil din reziduul Adda. Alte benzi marker prezente pentru
molecula de NOD si raportate anterior in literatura de specialitate se gasesc in intervalul 1200
- 1300 cm™ si sunt caracteristice Amidei I11. Spre deosebire de studiile raportate anterior'®, in
aceasti lucrare se descriu caracteristicile spectrale gisite in intervalul 2700 - 3200 cm™ . Am
putut identifica benzi intense Tn intervalul 2880 - 3060 cm™, fiind caracteristice vibratiilor CH
simetrice. In acest caz, a fost atinsi o limita de detectie de numai 10" M, astfel ca am investigat
alte substrate cu performante de detectie mai mari.

Astfel, Figura 3.6A dezvaluie spectrul NOD pe substratul comercial hidrofob Tienta
SpectRIM™ | un slide hidrofob. Proba de 2 ul a fost depusi si lisatd s se usuce la aer, apoi
iradiata pentru achizitia semnalului Raman. Spectrele Raman obtinute pentru NOD inregistrate
prin utilizarea a trei linii laser sunt aproape identice cu cele obtinute pe substratul hidrofob
Tienta®. Figura 3.6B prezintd spectrul Raman al NOD la o concentratie de 10* M. Prin
scaderea concentratiei, benzile marker ale NOD pot fi in continuare observate clar la 1003 cm”
11376 cm si cea mai intensa bandi la 1644 cm™. In plus, am incercat si obtinem o limita de

detectie mai mica prin trecerea de la substratele comerciale hidrofobe la substratele mai

performante SERS.
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Figura 3.6 Spectre DCDR ale NOD Tinregistrate pe substratul Tienta SpectRIMTM pentru NOD fn etanol cu o
concentratie finald de 10°°M (A) si, respectiv, 10* M (B), utilizénd liniile laser de 785 nm, 532 nm §i 633 nm.

Inset cu imaginea optica prin utilizarea obiectivului de 20 x.
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[11.2.2 Detectia SERS a cianotoxinei Nodularin

Figura 3.7 C arata spectrul NOD pe substratul SERS comercial Klarite la diferite
concentratii, pand la 10”7 M. Substratul Klarite a fost utilizat anterior cu succes pentru detectarea
fara etichetd a bacteriilor 1%, evidentiind aspectele sale cheie de performanti SERS, cum ar fi
un semnal SERS puternic in conditii ambientale si usurinta de a depune proba pe suprafata sa.
Am utilizat aceeasi depunere prin picurare pe acest substrat i am urmarit sd obtinem o limita
de detectie sub 10* M. Tn Figura 3.7 A si B ilustrim imagini optice reprezentative ale
clusterelor de probe formate dupa evaporarea etanolului. Am investigat in principal marginile
"inelului de cafea", unde sunt acumulate microcristale vizibile de NOD; prin urmare, se asteapta
un semnal Raman amplificat.

O banda SERS de intensitate medie spre intensa este prezentd la toate concentratiile
testate la 1055 cm™. Aceasti caracteristic spectrald este observati in special in spectrele SERS
inregistrate pe substratul Klarite. Este posibil ca piramidele periodice inversate imprintate pe
acest substrat sd fi fortat moleculele NOD sa se acumuleze in cavitatile lor in diferite
configuratii geometrice si, astfel, adsorbtia moleculard ar fi putut fi realizatd in mai multe

orientdri fatd de suprafata de argint.

Klarite-Nod 10 " M C

Klarite-Nod 10

Klarite-Nod 10

-4
-5
-6 M
-7

Klarite-Nod 10 ° M

Raman Intensituy/ay ————»

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Wavenumbers/cm’”
Figure 3.7. Optical images showing samples for Nodularin on Klarite substrate using 100 x (A) and
20 x (B) magnification. Arrows show selected spots for laser irradiation. SERS spectra recorded on Klarite

substrate for Nodularin in ethanol at different concentrations using the 532 nm laser line (C).
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Figura 3.8 prezinta un proces de detectare sistematica a NOD prin utilizarea AgNPs la
diferite concentratii de pana la 102 M. La concentratii mici, spectrele SERS prezinti benzi
specifice etanolului: 878 cm™, 1045 cm™, 1087 cm™ si, respectiv, 1453 cm™. Tn ciuda acestui
fapt, incepand cu concentratia de 10712 M, caracteristicile spectrale specifice NOD sunt din ce
n ce mai vizibile. Banda din jurul valorii de 1365-1375 cm™® creste in intensitate mai ales pentru
cea mai micd LOD. Intervalul spectral cuprins intre 1500 cm™ si 1650 cm™ este, de asemenea,
foarte abundent in caracteristici, in special banda marker pentru NOD gisiti la 1645 cm™ devine

din ce in ce mai dominanta in aceasta regiune.
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Figura 3.8. Spectrele SERS ale probelor de NOD/etanol la diferite concentratii, utilizand linia laser de

532 nm si AgNPs sintetizate de Lee-Meisel.

Se observad o banda SERS surprinzator de intensa si vizibild, in comparatie cu masurarea
in picaturi uscate, realizati pe substrate solide, la 1507 cm™. Mai mult, in analiza Raman aceasta
banda nu este prezentd in mod semnificativ. Aceasta ar putea fi explicatad prin pozitia inclinatd
a moleculei in raport cu suprafata metalica a AGNPs.

Acest studiu se concentreaza pe detectarea si caracterizarea cianotoxinei NOD prin
utilizarea unor abordari imbunatatite de suprafata bazate pe microspectroscopia Raman. Prin
DCDR a fost evaluati pentru NOD si a fost detectat cu un LOD de 10 M. Analiza SERS a fost

efectuati pentru detectarea NOD chiar si la un nivel de 102 M cu ajutorul de AgNPs. Am
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corelat benzile marker SERS 1in ceea ce priveste intensitatea si pozitia cu Semnalul DCDR
specific NOD obtinut la concentratii mai mari. Utilizand diferite linii laser ca surse de excitatie,
am reusit sa detectdim NOD cu benzi marker usor deplasate, dar cu modificari semnificative ale
intensitatii. Experimentele noastre aratd ca, pentru detectarea fara eticheta, fizisorbtia singura,
chiar daca este facilitatd prin preconcentrarea probei sau prin utilizarea unor substrate solide
performante SERS, nu este suficientd. Prin adsorbtia NOD pe suprafata de argint si
interactiunea chimica prin intermediul gruparilor cheie N, regimul SERS este pe deplin atins si

se obtine o amplificare suplimentara de cel putin un ordin de marime.

I11.3 Nanoparticule de argint coloidal autoasamblate pe substrate solide

Pesticidele se numara printre cele mai periculoase substante chimice care dauneaza
mediului si necesitd o monitorizare strictd 1%, Substratele SERS solide fabricate prin metode
avansate de nanolitografie, cum ar fi EBL, sunt excelente in ceea ce priveste controlul asupra
morfologiei nanostructurii si versatilitatea proprietatiilor optice, necesare pentru amplificare
SERS. AuNPs si AgNPs, care au in general diametre cuprinse intre 10 si 200 nm, sunt ugor de
sintetizat si pot fi utilizate pentru detectarea reziduurilor de pesticide si a biotoxinelor %6197,

Tiabendazolul (TBZ), un derivat de benzimidazol, este unul dintre pesticidele utilizate
pe scara larga, care este, de asemenea, folosit ca fungicid pentru a preveni mucegaiul, putregaiul
si arsura fructelor. Desi TBZ are o toxicitate scazuta in comparatie cu alte pesticide, este asociat

cu efecte adverse, inclusiv nefrotoxicitate, hepatotoxicitate, carcinogenitate si teratogenitate 1%,

Pentru a misura reziduurile de TBZ in probele de alimente 1%

, a fost propusd o metodda SERS
combinati cu un substrat omogen si reutilizabil de tip "gold nanorod array" (GNR) 1%, SERS a
fost, de asemenea, aplicat ca tehnica analiticdA pentru a detecta tiabendazolul (TBZ) la
concentratii mici, utilizand coloidul Ag %110,

Endosulfanul - (ES) este un pesticid organoclorurat cu spectru larg care a fost utilizat

pe cereale, fructe, legume si bumbac inci din anii 1950 111112

si este, de asemenea, una dintre
cele mai stabile substante detectate Tn mediu la nivel mondial. Acesta face parte din categoria
poluantilor organici persistenti (POP) '3 din cauza bioacumulirii sale, a rezistentei sale la
transportul pe distante lungi si a efectelor sale negative asupra sdnatatii umane, a ecosistemelor
si a sistemelor acvatice 4%, Tn plus, pesticidul organoclorurat ES a fost detectat pentru prima
datd cu ajutorul SERS la concentratii scazute *6. Detectarea pesticidelor organoclorurate

reprezintd inca o mare provocare, din cauza afinitatii scazute fata de suprafetele metalice.
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Tn cele ce urmeaza raportam fabricarea filmelor de Ag prin autoasamblarea convectiva
(CSA) de AgNPs sintetizate prin metoda Lee si Meisel 1. Dupi o caracterizare morfologici
prin SEM, filmele sunt evaluate ca substrat SERS cu molecula de para-aminotiofenol (pATP),
utilizand trei linii laser de excitatie. Ulterior, este explorata posibilitatea de a utiliza filmele
AgNP fabricate ca substrate pentru caracterizarea SERS a doua tipuri de pesticide, tiabendazol
(TBZ) si a-endosulfan (0-ES). Au fost optimizate filme de AgNP pentru functionalizarea
suprafetei si pentru 0 mai buna ancorare a pesticidelor la suprafata metalica.

In mod specific, doua tipuri de molecule de tiol, hexanetiol (HT) si octanetiol (OT), au
fost utilizate in incercarea de a imbunatiti interactiunea dintre a-ES si suprafata metalica. In
plus, am observat ca semnalele SERS ale HT si OT inregistrate pe filmele de AgNPs ofera
diferente spectrale clare, utile pentru diferentierea lor, in ciuda similitudinii acestor doua
molecule. Imaginile TEM ale AgNPs coloidale preparate sunt prezentate in Figura 3. 9(a). Pe
langa particulele de forma sferica, multe dintre ele posedau o forma asimetrica asemandtoare
unei tije. Histograma dimensiunilor a indicat o distributie bimodala a dimensiunilor, majoritatea
particulelor avand dimensiuni de aproximativ 40 nm, cu o populatie suplimentara cu dimensiuni
de aproximativ 60 nm. Spectrul de extinctie UV/VIS a prezentat banda caracteristica atribuita

rezonantei plasmonului de suprafata localizat, cu un maxim la 424 nm.
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Figura 3.9 (a) Imagini TEM ale nanoparticulelor de Ag. (b) Spectrul de extinctie al suspensiei

coloidale de nanoparticule de Ag sintetizate.
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Figura 3.10 Spectrele SERS ale p-ATP adsorbit pe filmele de AgNP si spectrele Raman ale pulberii de p-ATP,
obtinute la diferite excitatii laser: (a) 532 nm, (b) 633 nm, (c) 785 nm.

Figura 3.10 prezinta spectrele SERS tipice ale moleculei de p-ATP pe filmele AgNP
inregistrate la trei linii laser diferite utilizate in mod obisnuit, impreund cu spectrele Raman

corespunzatoare ale p-ATP.
111.3.1 Detectia SERS a fungicidului tiabendazol

Filmele AgNPs au fost utilizate ulterior pentru identificarea si caracterizarea SERS a
pesticidului TBZ. Spectrele au fost achizitionate din diferite puncte de pe suprafata probelor si
sunt prezentate in Figura 3.11. Caracteristicile spectrale observate au fost foarte asemanatoare
in toate spectrele, subliniind buna reproductibilitate asiguratd de substratul dezvoltat.
Principalele benzi identificate sunt localizate la 782, 884, 929, 1009, 1280, 1375, 1432, 1545 si
1579 cm™*. Am calculat spectrele SERS medii caracteristice filmului de AgNP imersate in TBZ,
respectiv filmului de AgNPs si am calculat spectrul diferential al acestora (Figura 3.11b) pentru
a identifica in mod clar caracteristicile spectrale ale TBZ. In plus, spectrul diferential este
comparat cu spectrul Raman obtinut din pulbere si cu spectrul TBZ calculat prin DFT. De
exemplu, Tn urma sustragerii, banda de 1000 cm! caracteristicd substratului de polistiren a fost
eliminata in mod corespunzator si au fost evidentiate benzile de amprenta ale TBZ situate in
jurul valorii de 992 si 1009 cm™. Analiza spectrali vibrationali a fost efectuatdi in continuare
pe baza datelor experimentale si a calculelor DFT. Numerele de unda vibrationale calculate si
activititile Raman au fost utilizate pentru a identifica in mod explicit modurile vibrationale. In
consecintd, benzile principale caracteristice TBZ pot fi detectate in spectrele SERS si atribuite

unor vibratii specifice. Principalele benzi identificate aici sunt localizate la 782, 1009, 1280,
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1545 si 1579 cm™. Alte benzi Raman intense, cum ar fi cele de 987 si 1491 cm™ au apirut
diminuate Tn spectrele SERS. Cea de 987 cm™ a fost vizibild ca un umir, in principal in spectrul
diferential calculat, in timp ce cea de 1491 cm™, care corespunde vibratiilor de intindere C - N
din inelul tiazolic, s-a deplasat in albastru la 1432 cm™, iar intensitatea sa relativa a fost redusi
substantial. Analizand benzile SERS de intensitate principald, putem presupune ca moleculele
de TBZ sunt adsorbite pe suprafata de argint prin intermediul electronilor & ai inelului benzenic,

similar cu alte investigatii anterioare!!®,
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Figura 3.11 (a) Spectrele SERS ale TBZ pe filmul de AgNPs colectate din diferite locatii de pe substrat.
Excitatie 785 nm. (b) Spectrul Raman al pulberii de TBZ si spectrul Raman calculat prin DFT in comparatie cu

spectrul Raman al filmului de AgNPs, spectrul SERS al TBZ pe filme si spectrul diferential calculat al acestora.

80000 4 —— Ag NPs film
—— TBZ on Ag NPs film

60000 -
L~

40000

Raman Intensity/ a.u.

20000 ~

dcddiaiias sl

600 800 1000 1200 1400 1600

Wavenumber/ cm™

Figura 3.12 Spectrele SERS ale TBZ inregistrate pe filmul de AgNP si ale filmului AgNP, utilizand un

spectrometru Raman portabil (532 nm)
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Scopul acestui experiment a fost de a determina daca filmele de AgNPs pot fi utilizate
pentru viitoarele experimente la fata locului. in astfel de aplicatii, trebuie utilizate sisteme
Raman compacte si portabile, care nu sunt la fel de performante ca spectrometrele Raman. in
Figura 3.12 sunt prezentate mai multe spectre obtinute de la TBZ adsorbit pe filmul de AgNP.
Linia laser utilizata pentru excitatie a fost de 532 nm si chiar daca filmele de AgNP au prezentat
cel mai mic factor de amplificare pentru aceasta lungime de unda de excitatie, TBZ a putut fi
detectat. Banda marker TBZ la 776 cm™ a fost observati in toate spectrele colectate din diferite
locatii ale filmului de AgNP. In plus, se poate observa o buni reproductibilitate a spectrelor
SERS. Alte benzi caracteristice TBZ identificate in spectre sunt localizate la 1271, 1449 s1 1572
cm™. In plus, sunt detectate doud benzi slabe la 985 si 1003 cm™, atribuite inelului tiazolic care
respira, respectiv, intinderea C - C a inelului benzenic. Cu toate acestea, identificarea lor lipsita
de ambiguitate este Tngreunatd din cauza suprapunerilor cauzate de benzile de 995 si 1024 cm”
! observate si pe film. Dupd cum am vizut din misuritorile la 785 nm, aceste benzi sunt
caracteristice substratului suport de polistiren. Prin urmare, o mai buna identificare a celor doua
benzi TBZ localizate in aceasta regiune spectrald se obtine in urma sustragerii filmului de AgNP
din spectrul filmului imersat in solutia de TBZ. Buna reproductibilitate a spectrelor SERS
caracteristice TBZ adsorbit pe filme de AgNPs obtinute in acest studiu sugereaza ca aceste
filme pot fi utilizate pentru detectarea acestuia chiar si in conditii de excitare cu linia laser de
532 nm, in ciuda amplificarii mai mici prezentate de substrate in aceste conditii. Mai mult, se
sugereaza ca filmele de AgNP ar putea fi utilizate pentru a detecta pesticidul TBZ pe teren, n

posibile locuri contaminate.
I11.3.2 Detectia SERS a insecticidului endosulfan

Endosulfanul (ES) este un pesticid organoclorurat care are o afinitate slaba fata de suprafetele
metalice. Prin urmare, au fost explorate diverse abordari pentru captarea ES in apropierea
suprafetei metalice prin functionalizarea chimici a substratelor SERS %°. Sistemele de
monostraturi autoasamblate cu alcani tioli ofera o metoda versatila de modificare a suprafetelor
metalice pentru a crea “buzunare” moleculare intre lanturile alchilice si suprafata plasmonica
120 Prin urmare, moleculele de pesticide ES ar putea fi prinse in apropierea suprafetei
substratului plasmonic prin interactiunea lor hidrofoba cu tiolii alcani, ceea ce ar permite
detectarea lor prin SERS 2!, Senzitivitatea SERS este, in general, influentati de lungimea
lantului de alcanotioli 1?2, Astfel, in aceasti lucrare au fost folositi tioli alcanici cu lanturi de

diferite lungimi, cum ar fi tioli hexanici (C6, HT) si tioli octanici (C8, OT). Functionalizarea
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substratului AgNP cu HT si OT a fost confirmata de spectrele SERS Figura 3.13, iar spectrele

122123 au fost utilizate pentru comparatie in aceastd lucrare!®. La

Raman corespunzatoare
adsorbtia HT si OT pe suprafata filmului AgNP, dovada chimisorbtiei lor se bazeaza pe lipsa
vibratiei S - H de intindere (v) la aproximativ 2575 cm™ 1?°. Dovada legiturii tiolat-Ag este
evidentiatd de comportamentul vibrational in regiunea spectrala v(C-S), alaturi de cele v(C-C)
si v(C-H). Cele doua benzi v(C-S) atat pentru HT cat si pentru OT la adsorbtia pe suprafata Ag
au fost observate in regiunea de frecvente 600-750 cm™, fiind deplasate spre frecvente mult mai
joase decét cele din tiolii alcani puri 12°. Aceste vibratii sunt atribuite conformdrilor "gauche"
(G) si "trans" (T) 1n jurul celor doi atomi de carbon adiacenti atomului S (grup tiolat orientat
spre suprafata Ag). Banda de la 635 cm™ corespunde conformerilor G v(C-S) si cea de la 700
cm? conformerilor T v(C-S) atat pentru HT, cat si pentru OT, banda de frecventa joasa fiind

bine definiti doar in cazul tiolatilor de alcan cu lant mic, cum ar fi HT 2,
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Figura 3.13. Spectrele SERS medii ale filmelor de AgNP functionalizate cu HT si OT, reprezentate

impreund cu deviatiile lor standard pozitive, obtinute sub excitatie la 633 nm.

Vibratiile de balansare si de deformare ale metilenului au aparut in regiunea spectrald a
numerelor de undi de peste 1300 cm™. Vibratiile C-H prezinti o corelatie patratici cu numdarul
de atomi de carbon din coloana vertebrali 122, De exemplu, in cazul filmului functionalizat cu
OT, vibratiile de balansare CH3 au prezentat un raport mai mic de intensitate relativa a benzii
de 888 cm™ fati de cea de 857 cm™ in comparatie cu cazul HT, in corelatie directd cu influenta
lungimii mai mari a lantului alkyl si a interactiunilor hidrofobe dintre lanturi.

Pesticidul ES este o molecula asimetrica care contine o unitate rigidd de norbornena
conectata printr-0 punte HCs-CgH la 0 unitate de inel alifatic flexibil cu sapte membri (Figura
3.14), in care numai cele doua grupari metilen (CH2) si gruparea sulfit (SO3) pot induce

modificiri ale conformatiei sale %,
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Figura 3.14 Spectrele Raman medii reprezentate pentru (a) ES-OT, respectiv OT pe film de AgNPs si
(b) ES-HT, respectiv HT pe film de AgNPs . Loadings primelor trei PC si spectrele de diferentd calculate
corespunzatoare liganzilor (c¢) OT, respectiv (d) HT. Reprezentare 3D a celor doua grupuri de spectre pentru (e)
OT, respectiv (f) cazul HT.

Spectrul SERS al ES nu poate fi observat pe AgNP, cel mai probabil din cauza afinitatii
scazute a ES fatd de suprafata asprd a Ag. Astfel, izomerul a al ES a fost analizat in forma sa
pura sub forma solida si apoi s-a depus prin imersarea filmului de AgNP functionalizat cu
monoalcanetoli, s1 anume HT si OT. Au fost analizate peliculele de AgNP functionalizate cu
endosulfan-octan-thiol (ES-OT) sau endosulfan-hexan-thiol (ES-HT), iar rezultatele sunt
prezentate in Figura 3.14.

Spectrele SERS prezentate pe filmele functionalizate cu ES-OT, respectiv ES-HT au

apdrut similare cu cele prezenate pe filmele functionalizate doar cu moleculele de tiol
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respective. La o privire mai atenta, totusi, pot fi identificate usoare diferente. Datele spectrale
SERS pentru filmele acoperite cu ES au indicat slabirea unor benzi asociate cu monotioli legati
de Ag, precum si aparitia mai multor benzi care pot fi asociate cu ES. Atribuirea vibratiilor ES
atat 1n stare solida, cat si pe filmele subtiri de AgNPs functionalizate cu HT/OT a fost realizata
pe baza datelor generale publicate!!?16:127 precum si a calculelor teoretice efectuate in acest
studiu.

Interferentele de fond provenite de la filmele de AgNPs functionalizate cu HT, respectiv
OT, au fost sustrase din spectrul AgNPs imersate in ES, ceea ce a condus la aparitia unor benzi
negative Tn anumite regiuni ale spectrelor.

Analizand spectrele SERS achizitionate din filmul ES-HT AgNPs in comparatie cu
filmul HT-AgNPs, s-au putut observa mai multe atenuari ale intensitatii benzilor.

PCA a fost aplicata pe setul de date format din spectrele Raman obtinute din filmele de
AgNP ES-OT si OT functionalizate. Primele trei PC au reprezentat o varianta de 72,8 %, iar
incarcarile sunt prezentate in Figura 3.14 c. PC-urile au fost utilizate pentru a diferentia cele
doua filme, iar diagrama 3D care aratd separarea si gruparea spectrelor este prezentata in Figura
3.14 e. Separarea a fost obtinutd folosind in principal PC1, insd PC2 a aratat, de asemenea, o
buna capacitate de separare. Loading PC1, care a reprezentat o variatie de 46,8 % in setul de
date, a prezentat caracteristici similare cu spectrul de diferenta calculat prin scaderea spectrului
mediu Raman al filmului AgNP functionalizat cu OT din spectrul mediu Raman caracteristic
filmului AgNP functionalizat cu ES-OT. Caracteristicile principale au inclus urmatoarele benzi
Raman: 630, 690, 857, 1070, 1147, 1147, 1183, 1219, 1259, 1275, 1367, 1444, 1512, 1585 si
1602 cm™,

Rezultatele noastre indica faptul ca lanturile alcanice mai lungi ale OT au permis o
captare mai eficientd a moleculelor ES in comparatie cu lanturile HT mai scurte, ceea ce a
condus la un raspuns SERS mai bun. Datorita interactiunii slabe dintre lanturile alcanice din
monostraturile de tiol, ansamblul lor este mai degraba compact, reducand posibilitatea unei
interactiuni directe a pesticidului cu suprafata metalica. Cu toate acestea, HT adsorbit ar trebui
sa prezinte o structurd mai dezordonatd in comparatie cu OT, care are un lant mai lung si
favorizeazi o crestere a ordinii lantului alifatic ?°. Filmele de OT mai aranjate ar putea duce la

o mai buna ancorare a moleculelor ES in apropierea substratului SERS.
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Concluzii finale

Aceastd lucrare si-a propus implementarea spectroscopiilor Raman si SERS 1n detectia

specifica si cuaantitativd a unor biomolecule de interes in aplicatii de monitorizare a mediului.

Tn urma studiilor efectuate, s-au concluzionat urmitoarele concluzii principale:

v

Am raportat amprentele Raman si FT-IR atribuite speciilor de monozaharide gasite in
diferite proportii ca alcatuind HePS purificate din culturi de A. platensis, identificate ca
fiind ramnoza, D(+)-glucoza si D(+)-galactoza. in cazul analizelor conventionale, fiecare
compus trebuie extras, purificat si cuantificat separat. Astfel, microscopia Raman ofera o
reducere substantiala a timpului si muncii, pastrand informatiile privind raporturile relative
ale compusilor biochimici la nivelul celulelor individuale. Scopul final al acestui studiu a
fost atins prin identificarea bioresurselor exploatabile care ar putea fi valorificate in
continuare ca element de baza de calitate industriald.

Analizele SERS ale apelor minerale naturale au dezvaluit capacitatea tehnicii de a evalua
atat componentele organice, cat si cele anorganice, fiind astfel potrivitd pentru
implementarea unui management durabil a apelor de izvor carbogazoase. Apele minerale
au indus agregarea AgNPs si au furnizat o amprentd SERS caracteristica beta-carotenului.

Semnalul SERS al celulelor individuale si ale diatomeelor (C. closterium) cu AgNPs
adsorbite a permis evidentierea semnalelor polimerice extracelulare. Benzile tipice au fost
atribuite grasimilor polinesaturate, impreuna cu o contributie SERS specifica de carotenoizi
si clorofile. Cele trei tipuri de AgNPs utilizate au prezentat interactiune distincta cu celulele
diatomeelor. Echipamentul Raman compact si portabil a oferit o buna reproductibilitate
pentru evaluarea continutului de carotenoizi in diatomee, in culturi in lot prin Imprastiere
Raman normala.

Cuantificarea rapida si rentabild a fucoxantinei in solutii este bine sustinutd fie in
spectroscopia Raman Rezonanta, fie in SERRS, in functie de intervalul de concentratie de
fucoxantind de detectat.

Cresterea rapida a concentratiei sau acumularea anumitor specii de alge microscopice
genereaza modificari fizico-chimice si biologice drastice ale ecosistemelor acvatice reale,
iar aceste modificari sunt de asteptat sd fie masurabile prin tehnica SERS. Prin urmare,
contributia speciilor individuale la semnalul SERS global este esentiala.

In aceasta sectiune, au fost dezvoltate substrate 3D SERS - active prin depunerea de filme

de Ag pe substrate de plastic nanopaternate, fabricate prin NIL. A fost determinata
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contributia atat a filmului de Ag, cat si a structurilor nanopaternate in AEF final obtinut.
Efectul nanoclusterelor de Ag induse prin depunere in DC, ofera doar o imbunétatire de cel
mult 10% Tn cazul In care filmele de Ag sunt depuse pe substratul nanopaternat, efectul
sinergic de amplificare este de 7 ordine de marime. Constatarile noastre sugereaza ca filmul
de argint de 25 nm care acopera nanotrenches-urile imprintate prin NIL Tn plastic este cea
mai promitatoare dintre cele 4 grosimi diferite ale filmului de Ag care au fost testate. AEF
final obtinut in acest caz a fost de 1.7x107, cu o contributie a filmului de argint de numai un
ordin de marime.

A doua parte a capitolului se concentreaza pe detectarea si caracterizarea cianotoxinei
NOD prin utilizarea microspectroscopia Raman si a SERS. Prin DCDR NOD a fost
detectat cu un LOD de 10 M. Analiza SERS a fost efectuati pentru detectarea NOD chiar
si la un nivel de 102 M cu ajutorul de AgNPs.

Substratele SERS fabricate prin CSA a AgNPs pe substrate plane solide au fost evaluate
privind activitatea lor SERS pentru molecula pATP, utilizdnd mai multe linii laser de
excitatie (532 nm, 633 nm, 785 nm). Filmele prezinta cei mai buni factori de amplificare
SERS pentru 785 nm, atingand valori mai mari de 10°. S-a demonstrat apoi utilitatea acestor
filme AgNP pentru detectia SERS a doua tipuri de pesticide, fungicidul tiabendazol si
insecticidul a-endosulfan. Aceste rezultate constituie un pas spre dezvoltarea senzorilor pe

baza de SERS pentru detectarea, identificarea si monitorizarea pesticidelor.
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