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Motivație și obiective 

Situată la intersecția dintre știință, inginerie și inovație, nanotehnologia reprezintă o soluție 

accesibilă și eficientă pentru problemele biomedicale ale societății din zilele noastre. Operând la 

nivelul nanometric, un domeniu în care atomii și moleculele colaborează dând naștere unor 

materiale noi, acest domeniu prezintă un potential uriaș de a revoluționa chiar industriile actuale. 

În centrul nanotehnologiei stau nanoparticulele și nanoclusterii de metal nobil. Aceste structuri 

mici, posedă proprietăți chimice, dar în special fizice care sunt total diferite de cele ale materialelor 

de tip bulk. Astfel, acestea pot fi exploatate pentru a realiza noi mecanisme precise de detecție a 

bolilor, senzori cu o sensibilitate ridicată și abordări antimicrobiene inovatoare,  toate la îndemână 

omenirii prin utilizarea strategică a nanoparticulelor și nanoclusterilor de metal nobile. 

Parametrul cheie care definește proprietățile acestor nanomateriale (nanoclusteri și 

nanoparticule) este dimensiunea lor. Efectele dimensiunii asupra structurii geometrice și 

electronice a nanomaterialelor din metal nobil reprezintă una dintre cele mai intens studiate aspecte 

în acest domeniu. Totul a început de la specii metalice formate dintr-un singur atom, a căror 

structură electronică depinde în mare măsură de mediul local înconjurător (solvent și ligand), iar 

structura electronică a acestora a ajuns foarte bine cunoscută datorită simulărilor teoretice. Cu toate 

acestea, când vine vorba de specii metalice formate din mai mulți atomi, de dimensiuni mici 

(nanoclusteri) sau mari (nanoparticule), structura lor electronică devine mult mai complexă 

(Schema 1).  

 

Schema 1. Structura geometrică si electronică în funcție de dimensiunea nanomaterialelor. 

Figură reprodusă din [1]. 
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Ca exemplu pentru speciile de aur (Au), diferența de energie dintre ultimul orbital 

molecular ocupat (HOMO) și primul orbital molecular liber (LUMO) depinde foarte mult de 

dimensiunea acestor specii. Mai exact, pe măsură ce dimensiunea nanomaterialelor crește, 

diferența de energie dintre HOMO și LUMO scade până când, în cazul nanomaterialelor cu o 

dimensiune care depășește 5 nm, cei doi orbitali se suprapun și formează o bandă de energie 

continuă. Datorită acestor efecte de dimensiune, proprietățile optice ale nanomaterialelor variază 

semnificativ în funcție de dimensiunea lor. Prin urmare, obiectivul acestei lucrări este de a 

aprofunda proprietățile fizico-chimice atât a nanoclusterilor, cât și a nanoparticulelor, și să 

exploateze proprietățile acestora pentru a dezvolta noi agenți de contrast, platforme de detecție și 

platforme antimicrobiene pentru a soluționa nevoile societății de astăzi. 

  



9 
 

Capitolul 1. Prezentare generală asupra nanoclusterilor și 

nanoparticulelor de metal nobil 

1.1. Introducere în notechnologie 

Un parametru cheie care definește proprietățile optice ale NPs este dimensiunea lor, 

clasificându-le în (i) NPs plasmonice (peste 5 nm) și nanoclusteri (NCs - sub 5 nm), fiecare dintre 

ele având proprietăți optice diferite. Spre exemplu, atunci când dimensiunea NPs depășește 5 nm, 

NPs prezintă un fenomen optic unic numit rezonanță plasmonică de suprafață localizată (LSPR), 

o oscilație colectivă a electronilor liberi din banda de conducție după interacțiunea NP cu un câmp 

electromagnetic (lumină) [2]. Cu toate acestea, dacă dimensiunea scade sub 5 nm, ele pierd această 

proprietate, în schimb NCs prezintă o fotoluminiscență intrinsecă tunabilă, cu fotostabilitate 

excelentă și deplasare Stokes mare [3]. Ambele tipuri de nanomateriale sunt de mare interes în 

zilele noastre, prin urmare în următoarele secțiuni ale acestui capitol sunt prezentate mai multe 

detalii despre sinteza, proprietățile și aplicațiile lor. 

 

1.2. Nanoclusteri de metal nobil 

1.2.1.  Metode de sinteză 

În ultimul deceniu, au fost raportate multiple sinteze de NCs, exploatând atât abordările de 

tip bottom-up, cât și cele top-down în căutarea celui mai simplu și mai rapid mod de a obține NCs 

cu puritate și reproductibilitate ridicate. Dintre acestea, cea mai utilizată este metoda de sinteză 

directă. Folosind această abordare, sarea de metal nobil este redusă în prezența unui agent 

reducător și stabilizată de un ligand pe bază de tiol prezent din abundență în soluția de sinteză, 

rezultând formarea de NCs. Cu toate acestea, există liganzi care joacă atât rolul de agent reducător, 

cât și de agent de stabilizare în timpul procedurii de sinteză, cum ar fi proteine [3], peptide [4], 

aminoacizi [5], etc., strategie care este cunoscută și sub denumirea de sinteză asistată de un șablon. 

Problema principală a acestei proceduri este că acestea necesită timp, fiind nevoie uneori chiar de 

zile pentru a obține NCs, ceea ce a fost cazul NCs stabilizați cu albumină serică bovină sintetizați 

în această lucrare. 
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Metoda de sinteză asistată de microunde poate reduce considerabil timpul de sinteză până 

la câteva minute. Această abordare vine cu multe alte avantaje, cum ar fi încălzirea uniformă, un 

consum redus de energie fiind în același timp ecologică [6]. Mai mult, procedura prezintă un 

control ridicat asupra dispersității nanocristalelor sintetizate. Această strategie a fost utilizată în 

această teză pentru a sintetiza cu succes NCs stabilizate de glutation și histidină. 

 

1.2.2.  Proprietățile nanoclusterilor 

Cea mai atractivă proprietate a NCs este fotoluminiscența lor intrinsecă. Emisia NCs poate 

fi influențată de diverși factori, de la structura NCs până la pH sau temperatura soluției. Până în 

prezent, mecanismul de emisie a NCs este necunoscut comunității de cercetare. Totuși, efectul de 

izolare cuantică este acceptat. Mai exact, nanomaterialele de dimensiuni mari prezintă o bandă de 

energie continuă, totuși, atunci când dimensiunea nanomaterialului devine comparabilă cu 

lungimea de undă Fermi (~ 2 nm), banda de energie continuă se împarte în nivele de energie 

discrete [7], oferind NCs proprietăți moleculare, precum fotoluminiscență.  

 

1.2.3.  Aplicațiile nanoclusterilor 

Datorită proprietăților lor fizico-chimice unice, cum ar fi biocompatibilitatea, bio-

permeabilitatea excelentă și suprafața ușor de modificat, NCs sunt exploatați în multiple aplicații. 

Dintre toate, NCs sunt exploatați cel mai mult ca platforme de detecție, deoarece fotoluminiscența 

lor este foarte sensibilă. După interacțiunea cu analitul dorit intensitatea fotoluminiscenței variază 

în două moduri posibile: (i) stingerea sau (ii) amplificarea emisiei. Imagistica celulară și tisulară 

este o altă aplicație în care NCs sunt extrem de exploatați. Datorită dimensiunilor lor mici, NCs 

pot pătrunde cu ușurință prin membrana celulară, prezentând în același timp o stabilitate chimică 

și foto-chimică ridicată, biocompatibilitate ridicată dată de agentul de stabilizare, astfel fiind 

candidați excelenți ca agenți de contrast fluorescenți pentru aplicații de bioimagistică [8].  

Chiar dacă aplicațiile menționate mai sus sunt cele mai exploatate, NCs au fost raportați ca 

excelenți agenți antimicrobieni [9], emițători de lumină albă [10] sau catalizatori [11]. În cadrul 
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acestei teze de doctorat, NCs sintetizați vor fi exploatați în cele două aplicații principale: detecție 

și imagistică.  

 

1.3. Nanoparticule de metal nobil 

1.3.1.  Metode de sinteză 

Sinteza NPs precum cea a NCs poate fi realizată urmând una dintre cele două strategii 

principale: abordarea bottom-up sau cea top-down. Abordările de tip top-down implică ruperea 

materialului bulk în NPs mici printr-un proces fizic sau chimic. Pentru această abordare, există 

mai multe strategii raportate în literatură, cum ar fi piroliza, termoliza, nanolitografia și sintezele 

asistate de radiații. Cu toate acestea, majoritatea strategiilor de tip top-down au ca rezultat formarea 

de NPs cu imperfecțiuni pe suprafață care le afectează atât proprietățile fizice, cât și cele chimice 

[12]. NPs sintetizate folosind strategiile de tip botom-up sunt considerate în general superioare 

datorită posibilității de a controla compoziția, dimensiunea și forma NPs rezultate. Abordările de 

tip bottom-up sunt sinteze chimice, sonochimice, electrochimice și ecologice. Reducerea ionilor 

metalici în soluție reprezintă cea mai exploatată strategie de tip bottom-up și implică reducerea 

ionilor de metal nobil din sărurile corespunzătoare folosind diferiți compuși chimici ca agenți 

reducători în prezența unui agent de stabilizare adecvat. Mai mult, strategiile ecologice implică 

utilizarea de microorganisme, biopolimeri și extracte de plante pentru a fi utilizate ca agenți 

stabilizatori și uneori chiar agenți reducători [13]. În această lucrare, strategia de sinteză verde a 

fost singura exploatată pentru a sintetiza NPs. 

 

1.3.2.  Proprietățile nanoparticulelor 

Pentru a înțelege semnificația fizică a plasmonilor de suprafață, NPs metalice ar trebui 

aproximate ca o rețea de ioni pozitivi în interiorul căreia electronii din banda de conducție se mișcă 

liber [2]. După interacțiunea NPs cu lumina, câmpul electromagnetic exercită o forță asupra 

electronilor care se mișcă liber, împingându-i spre suprafața NPs. Mișcarea electronilor de 

conducție va duce la o separare a sarcinii, creând astfel un dipol electric. În acest moment, dipolul 

electric va genera un câmp electric opus, care va obliga electronii să se întoarcă la punctul lor de 
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echilibru. Prin urmare, electronii de conducție vor începe să oscileze în jurul punctului lor de 

echilibru cu o frecvență cunoscută și sub denumirea de frecvență plasmonică. Oscilația electronilor 

din banda conducție după excitarea lor cu lumină poartă denumirea de plasmonii de suprafață [14]. 

Mai mult, dacă frecvența câmpului electromagnetic are aceași valoare cu frecvența plasmonică, 

electronii de conducție vor oscila la amplitudine maximă rezultând cel mai important fenomen al 

NPs, rezonanța plasmonilor de suprafață. În plus, dacă NPs sunt realizate din metal, rezonanța 

plasmonilor de suprafață este localizată pe suprafața NPs, ceea ce reprezintă fenomenul cunoscut 

sub numele de LSPR [15]. Fenomenul LSPR poate fi observat folosind spectroscopia UV-Vis ca o 

bandă de absorbție. 

 

1.3.3.  Aplicațiile nanoparticulelor 

Datorită proprietăților fizice și chimice unice, NPs din metal nobil au fost exploatate în 

diverse aplicații ca platforme de detectare, agenți de contrast, agenți antimicrobieni, agenți 

terapeutici pentru cancer, platformă de livrare a medicamentelor, etc. Drintre toate, NPs au fost 

utilizate pe scară largă pentru a detecta selectiv un analit dorit. Cele mai multe dintre strategiile de 

detecție raportate se bazează pe agregarea NPs după interacțiunea cu molecula țintă, rezultând o 

schimbare a culorii soluției coloidale, detecție colorimetrică. Imagistica este o altă aplicație în care 

NPs de metal nobil sunt foarte eficiente. Chiar dacă NPs pot juca singure rolul agenților de contrast 

pentru imagistica în câmp întunecat [16], totuși, această tehnică implică lumină de mare intensitate 

pentru a excita celulele sau țesuturile tratate cu NPs, care le poate afecta. Prin urmare, NPs sunt 

funcționalizate cu o moleculă reporter Raman sau un fluorofor pentru a forma agenți de contrast 

pentru imagistica de împrăștiere Raman amplificată de suprafață (SERS) [17] sau imagistica de 

fluorescență [18]. În această teză, NPs sintetizate au fost exploatate ca platforme de detecție 

colorimetrice, agenți de contrast SERS și agenți antimicrobieni.  

Luând în considerare diferențele dintre NCs și NPs din punct de vedere optic, în cele ce 

urmează, teza de doctorat va fi împărțită în două părți (I) „Contribuții la sinteza de noi nanoclusteri 

de aur și aplicațiile lor în imagistică și detecție”, concentrându-se pe sinteza, caracterizarea și 

aplicațiile de imagistică și detecție ale NC și (II) „Contribuții la sinteza de noi nanoparticule de 

metal nobil pentru aplicații ca agenți de contrast SERS, nanoantibiotice și platforme de detectare” 

concentrându-se pe sinteza, caracterizarea și aplicațiile imagistice și de detecție a NPs. 
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Partea I. Contribuții la sinteza de noi nanoclusteri de aur și 

aplicațiile lor în imagistică și detecție 
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Capitolul 2. Nanoclusteri de aur stabilizați de albumină serică 

bovină pentru aplicații de imagistică de fluorescență 

2.1. Introducere 

În ultimele decenii, imagistica de fluorescență s-a dovedit a fi o tehnică puternică pentru 

diagnosticarea precoce și tratarea anumitor boli, precum și în studiile mecanismelor diferitelor 

procese biologice, imunologice și neurologice [19,20]. Prin urmare, dezvoltarea agenților de 

contrast fluorescenți adecvați a devenit o prioritate pentru comunitatea de cercetare [21]. De obicei, 

un agent de contrast fluorescent este compus dintr-un fluorofor care emite în vizibil sau în infraroșu 

apropiat (NIR), funcționalizat cu un biomarker care prezintă afinitate mare pentru un receptor din 

celula sau țesutul de interes. Cu toate acestea, fluoroforii organici obișnuiți prezintă dezavantaje 

multiple, cum ar fi emisia suprapusă cu autofluorescența biologică, timp de viață scurt de 

fluorescență, fotostabilitate scăzută, dar pot fi, de asemenea, foarte toxice pentru mediile biologice 

[22]. Prin urmare, este crucială fabricarea de noi agenți de contrast fluorescenți care sunt capabili 

să depășească aceste limitări.  

 

2.2. Sineza de BSA-AuNCs 

BSA-AuNCs au fost sintetizați folosind o procedură în doi pași adaptată și optimizată, care 

a fost raportată anterior [3]. Metoda de sinteză este descrisă pe scurt în Schema 2.1. 

 

Schema 2.1. Reprezentare schematică a procedurii de sinteză a BSA-AuNCs. Figură reprodusă 

din [23] 
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Într-un flacon Erlenmeyer, 5 mL de BSA (40 mg/mL) au fost amestecați cu 5 mL de 

HAuCl4 (10-2 M) sub agitare magnetică la 37 ℃. Apoi, 20 µL de acid ascorbic (10-3 M) și 0,5 mL 

de NaOH (1 M) au fost picurați la o viteză de 4 µL/min și, respectiv, 0,1 mL/min. După 24 de ore, 

s-au adăugat 0,5 ml de NaOH (1 M) pentru a ajusta pH soluției la unul foarte alcalin, iar soluția a 

fost agitată magnetic timp de încă 24 de ore la 37 ℃. Culoarea soluției s-a schimbat de la galben 

deschis la maro închis. După procesul de purificare, soluția coloidală a fost păstrată la 4 ℃.  

 

2.3. Caracterizarea BSA-AuNCs 

În urma sintezei, soluția coloidală de BSA-AuNCs prezintă o culoare maro-închis la lumina 

ambientală (inset - Figura 2.1.A) care devine roșie atunci când este expusă la lumina ultravioletă, 

indicând faptul că particulele sintetizate posedă fotoluminiscență intrinsecă. Mai mult decât atât, 

soluția coloidală prezintă o absorbție puternică care scade exponențial de la UV la vizibil (Figura 

2.1.A), în timp ce absența unei benzi LSPR demonstrează absența nanoparticulelor mari. 

 

Figura 2.1. (A) Spectrul de extincție și (B) spectrele de fotoluminiscență ale BSA-AuNCs (linia 

neagră) și BSA (linia roșie). Insetul reprezintă soluția coloidală de BSA-AuNCs expusă la lumina 

ambientală și la lumina UV. Figura adaptată din [23]. 

Din punct de vedere al emisiei, soluția coloidală a BSA-AuNCs prezintă o fotoluminiscență 

în roșu îndepărtat localizată la 670 nm sub excitație de 530 nm (Figura 2.1. B). Este demn de 

menționat că nu a fost observată nicio emisie pentru soluția echivalentă de BSA la aceeași lungime 

de undă de excitație. 
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Din punct de vedere morfologic, măsurătorile DLS arată că dimensiunea medie a 

complexului BSA-AuNC este de 25 ± 12 nm. Luând în considerare faptul că o singură proteină de 

BSA are dimensiuni de 4 nm x 4 nm x 14 nm, dimensiunea hidrodinamică raportată a BSA-AuNCs 

indică polimerizarea mai multor lanțuri BSA. Această teorie a fost confirmată de imaginea TEM 

reprezentativă cu mărire mică. Mai mult, imaginile HRTEM ale unui complex BSA-AuNCs 

demonstrează prezența nanostructurilor sferice de 2 până la 3 nm în interiorul complexului BSA, 

în timp ce analiza elementară EDX confirmă în mod clar că nanostructurile sunt realizate din aur. 

Prin urmare, măsurătorile DLS și TEM demonstrează sinteza cu succes a AuNCs înfășurate într-o 

coroană de BSA. 

 

2.4. Funcționalizarea cu acid folic a BSA-AuNCs 

Celulele de cancer ovarian supraexprimă receptorul folat alfa (FRα), în timp ce receptorul 

abia se găsește în celulele normale sănătoase și, prin urmare, funcționalizarea cu acid folic ar 

permite țintirea celulelor de cancer ovarian de către BSA-AuNCs. Astfel, în urma funcționalizării 

cu acid folic a BSA-AuNCs (FA-BSA-AuNCs), soluția coloidală a fost investigată folosind 

spectroscopia IR, observându-se apariția a două noi benzi atribuite noii legături covalente C-N 

formate, între gruparea carboxil a acidului folic și gruparea amino a BSA. În plus, dimnesiunea 

hidrodinamică a crescut cu 3 nm indicând restructurarea complexului, iar potențialul zeta a soluției 

coloidale prezintă o valoare cu 10 mV mai ridicată. În plus, emisia de fluorescență a BSA-AuNCs 

a scăzut in intesitate și a shiftat spre albastru cu 12 nm în urma incubării cu acid folic. Toate aceste 

rezultate demonstrează ca BSA-AuNCs au fost funcționalizați cu succes cu acid folic.  

 

2.5. Biocompatibilitatea BSA-AuNCs 

În continuare, viabilitatea celulelor de cancer ovarian NIH:OVCAR-3, o linie celulară cu 

FRα supraexprimat, a fost testată în prezența BSA-AuNCs și FA-BSA-AuNC folosind teste MTT, 

Ambele probe, BSA-AuNCs și FA-BSA-AuNCs, nu prezintă vreun efect toxic asupra viabilității 

liniei celulare NIH:OVCAR-3 la nicio concentrație testată.  
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2.6. Performanța BSA-AuNCs ca agenți de contrast fluorescenți 

2.6.1. în celule 

 În continuare, a fost evaluat potențialul BSA-AuNCs ca agenți de contrast 

fotoluminiscenți pentru vizualizarea țintită a celulelor de cancer ovarian NIH-OVCAR-3 folosind 

microscopia de fluorescenceță rezolvată temporal (FLIM). Imaginile FLIM înregistrate pe celulele 

netratate și cele tratate cu BSA-AuNCs și, respectiv, FA-BSA-AuNCs sunt prezentate în Figura 

2.2 A-C. Imaginile FLIM demonstrează internalizarea celulară îmbunătățită a FA-BSA-AuNCs în 

comparație cu BSA-AuNCs, superioritate care este oferită de acidul folic. AuNCs sunt în mare 

parte situate în jurul nucleului, evidențiind citoplasma celulară, în timp ce, celulele netratate nu 

prezintă niciun semnal sub aceeași excitație de 520 nm. Mai mult, imaginile FLIM achiziționate 

pe celulele NIH-OVCAR-3 tratate cu FA-BSA-AuNCs la diferite adâncimi (Figura 2.2. z1-5) 

confirmă distribuția uniformă a AuNCs în interiorul întregii celule.  

 

Figura 2.2. Imagini FLIM confocale a celulelor NIH:OVCAR-3 (A) netratate, (B) tratate cu BSA-

AuNCs și (C) cu FA-BSA-AuNCs. (z1-5) Imagini FLIM ale aceleiași celule NIH:OVCAR-3 tratate cu FA-

BSA-AuNCs înregistrate la diferite adâncimi z. Toate imaginile au fost achiziționate sub excitație cu 

fotoni în pulsuri la 520 nm. Figura reprodusă din [23]. 

2.6.2. în materiale care imită proprietățile țesutului 

Din păcate, majoritatea studiilor imagistice se opresc la nivel celular, cu toate acestea, 

trebuie efectuate studii suplimentare pe medii biologice mai complexe pentru a evalua fezabilitatea 
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unui nanomaterial pentru a fi utilizat ca agent de contrast. Prin urmare, diferite concentrații de 

BSA-AuNCs au fost internalizate în materiale care imită proprietățile țesutului (phantom) și 

eficiența lor ca agenți de contrast fotoluminiscenți a fost evaluată sub excitare cu doi fotoni în NIR. 

Imaginile FLIM înregistrate sunt prezentate în Figura 2.3. Imaginile FLIM ale materiale care imită 

țesutul tratate cu 20-50% BSA-AuNCs prezintă o fotoluminiscență omogenă, în timp ce, nu a fost 

detectat niciun semnal de la materialul de tip phantom control care nu a fost tratată cu AuNCs.  

Mai exact, delimitarea precisă a regiunilor din materialul de tip phantom care a fost tratate cu BSA-

AuNCs de cele netratate demonstrează capacitatea lor de a colora materialele de tip phantom. În 

plus, chiar dacă intensitatea fotoluminiscenței crește odată cu concentrația de BSA-AuNCs, în 

interiorul materialului de tip phantom de agaroză tratată cu 50% BSA-AuNCs au fost găsite regiuni 

cu agregare ridicată. Luând în considerare faptul că NC-urile și proteinele agregate prezintă 

toxicitate ridicată pentru orice celulă sau țesut, materialul de tip phantom tratat cu 30% BSA-

AuNC a fost aleasă pentru a fi utilizată în experimente viitoare. 

 

Figura 2.3. Imagini FLIM ale materialelor imitatoare de țesut tratate cu diferite concentrații de BSA-

AuNCs (20, 30 și 50%) înregistrate sub excitați cu doi fotoni de 820 nm. Imagine reprodusă din [24]. 

 

 Adăncimi mari de penetrare, fototoxicitatea redusă, excitația localizată sunt doar câteva 

dintre avantajele excitării cu doi fotoni față de un foton. În timp ce pentru excitare cu un foton, se 

poate observa o dependență liniară între intensitatea emisiei și puterea excitației, pentru excitare 

cu doi fotoni ar trebui observată o dependență neliniară. Astfel, au fost extrase spectrele de 

fluorescență a materialului de tip phantom tratat cu 30% BSA-AuNCs sub excitare cu doi fotoni 

de 820 nm cu o putere de excitare variind între 5 si 20 mW. În primul rând, informațiile spectrale 

ale materialelor de tip phantom tratate cu 30% BSA-AuNCs se potrivesc cu cele ale BSA-AuNCs 
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în soluție cu un maxim localizat la 670 nm, demonstrând că proprietățile lor de emisie sunt 

menținute în interiorul materialului care imită țesutul. În al doilea rând, intensitatea 

fotoluminiscenței depinde în mod pătratic de puterea de excitație utilizată, demonstrând fără 

îndoială că emisia este rezultatul unui proces în urma unei excitări cu doi fotoni. Prin urmare, BSA-

AuNCs pot fi folosiți ca agenți de contrast fotoluminiscenți pentru viitoare aplicații de imagistică 

FLIM in vivo. 

 

2.7. Concluzii  

În acest capitol am demonstrat capacitatea BSA-AuNCs de a fi folosiți ca agenți de contrast 

fotoluminiscenți atât pentru imagistica intracelulară, cât și pentru imagistica simulată ex vivo, 

folosind microscopia FLIM sub excitație cu un foton și, respectiv, doi fotoni. După sinteza în două 

etape, soluția coloidală de BSA-AuNCs a prezentat o emisie de un roșu aprins localizată la 670 

nm sub excitație de 530 nm, care este stabilă în timp și sub iradiere continuă. Apoi, BSA-AuNCs 

au fost funcționalizate cu succes cu acid folic și biocompatibilitatea lor ridicată a fost dovedită prin 

teste MTT efectuate pe celulele de cancer ovarian NIH:OVCAR-3. În continuare, imagistica prin 

microscopie de fluorescență a demonstrat capacitatea excelentă a BSA-AuNCs ca agenți de 

contrast fluorescenți intracelular. În cele din urmă, BSA-AuNCs au fost internalizate în interiorul 

materialelor care imită țesutul pentru a le evalua abilitățile de imagistică într-un mediu simulat ex 

vivo. Un semnal puternic a fost obținut în cazul materialului de tip phantom tratat cu 30% BSA-

AuNCs sub excitatre cu doi fotoni de 820 nm, în timp ce dependența pătratică a fotoluminiscenței 

de puterea de excitare a confirmat că emisia este datorată unei excitări cu doi fotoni. Prin urmare, 

BSA-AuNCs sunt candidați promițători pentru viitoarele aplicații de imagistică in vivo. 
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Capitolul 3. Nanoclusteri de aur stabilizați de glutation ca 

emițători de lumină în infraroșu apropiat pentru aplicații de 

imagistică de fluorescență confocală 

3.1. Introducere 

Agenții de contrast care emit în infraroșu apropiat (NIR) reprezintă o clasă de 

nanomateriale biocompatibile și fluorescente care s-au dovedit a fi instrumente excelente pentru 

imagistica neinvazivă a țesuturilor. Având atât lungimi de undă de excitare, cât și de emisie în 

prima fereastră biologică, agenții de contrast care emit în NIR pot fi urmăriți în interiorul țesutului 

până la o adâncime de 1 cm, făcându-i candidați excelenți pentru aplicații de imagistică in vivo 

[25]. Până în prezent, unii fluorofori aprobați de FDA care emit în NIR au fost deja exploatați 

pentru ghidarea în timp real a intervenţiilor chirurgicale [26,27], cu toate acestea, ei prezintă 

dezavantaje semnificative precum stabilitate temporală scăzută, deplasre Stokes mică și timp de 

viață a fluorescenței care se suprapune cu cea a autofluorescenței țesuturilor. Prin urmare, 

dezvoltarea de noi agenți de contrast biocompatibili care emit în NIR este necesară și critică pentru 

evoluția chirurgiei ghidate de imagini bazate pe fluorescență. 

 

3.2. Sinteza de GSH-AuNCs 

Mai multe tipuri de GSH-AuNCs au fost sintetizați printr-o nouă procedură asistată de 

microunde, care este prezentată în Schema 3.1. 

 

Schema 3.1. Reprezentare schematică a sintezei asistate de microunde a GSH-AuNCs. Figură 

reprodusă din [28]. 
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Într-un vas al unui reactor de microunde G10, s-a adăugat o soluție de GSH (3 mL, 5 mM) 

și volume cuprinse între 1,0 și 1,3 mL de HAuCl4 (10 mM). Ulterior, vasele au fost iradiate cu 

microunde de 850 W timp de 20 de minute la 90 ℃.  

 

3.3. Caracterizarea GSH-AuNCs 

În primul rând, au fost sintetizate mai multe loturi de GSH-AuNC utilizând procedura 

prezentată în Schema 3.1. Față de alte proceduri raportate, noutatea abordării prezentate în acest 

capitol constă în utilizarea iradierii cu microunde pentru reducerea controlată a ionilor de aur, timpi 

de sinteză considerabil mai rapizi (20 min) și controlul ridicat al proprietăților optice ale acestora 

prin modificarea raportul molar GSH:HAuCl4, rezultând o procedură verde, rapidă și simplă. 

Toate loturile de GSH-AuNCs prezintă două benzi de emisie de fluorescență sub excitație cu 405 

nm (Figura 3.1): o fotoluminiscență localizată la 610 nm și una situată la 800 nm. Dubla 

fotoluminiscență a GSH-AuNCs se datorează celor două conformații diferite pe care GSH le poate 

avea pe suprafața AuNCs împreună cu gradul diferit de acoperire a suprafeței pe care GSH îl 

asigură [29]. 

 

Figura 3.1. Spectrele de fotoluminiscență ale tuturor loturilor de GSH-AuNC sintetizate prin 

varierea volumului de HAuCl4 sub excitație de 405 nm. (B) Dependența raportului de intensitate a 

fotoluminiscenței (I800/I610) împreună cu depentența intensității de emisie a fotoluminiscenței de la 800 nm 

de volumul utilizat de HAuCl4. Figura reprodusă din [28] 

Având în vedere că acest capitol este axat pe sinteza agenților de contrast fotoluminiscenți 

care emit în NIR, după o analiză atentă a raportului de intensitate dintre emisiile în roșu și emisiile 

în NIR corelate cu intensitatea emisiei în NIR (Figura 3.1.B), GSH- AuNCs sintetizați cu 1.2 ml 

de HAuCl4 au fost aleși pentru investigații ulterioare. GSH-AuNCs selectați prezintă o de absorbție 
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tipică NCs. Soluția coloidală de GSH-AuNCs prezintă o culoare verde-gălbuie care devine roșie 

la expunerea la UV, o confirmare vizuală a fotoluminiscenței lor intrinseci. Spectrul de excitație 

evidențiază gama largă de lungimi de undă la care pot fi excitați GSH-AuNCs. Randamentul 

cuantic a emisiei în NIR a fost calculat ca fiind 9.9%. În plus, timpul de viața a emisiei în roșu s-a 

obținut ca fiind 407 ns, și de 1821 ns în cazul emisiei în NIR, ambele având valori mult mai mari 

decât cea a autofluorescenței mediului biologic de 2-3 ns, demonstrând astfel fezabilitatea GSH-

AuNCs de a fi utilizați ca agenți de contrast care emit în NIR pentru aplicații de imagistică. 

 

3.4. Performanța GSH-AuNCs ca agenți de contrast în interiorul materialelor 

imitatoare de țesut 

Ținând cont de faptul că biocompatibilitatea ridicată a GSH-AuNCs a fost raportată 

anterior în mai multe studii, GSH-AuNCs au fost internalizați în interiorul unui material de tip 

phantom pentru a evalua eficiența lor ca agenți de contrast care emit în NIR folosind microscopia 

de fluorescență confocală de tip re-scanare (RCM) și FLIM sub excitație de 640 nm. Imaginile 

FLIM obținute (Figura 3.2.A) prezintă un semnal fotoluminiscent de intensitate mare sub excitare 

la 640 nm, în timp ce materialul de tip phantom netratat (control) nu prezită niciun semnal, 

demonstrând că semnalul înregistrat provine de la GSH-AuNCs. Mai mult, spectrul de 

fotoluminescență înregistrat de la materialul de tip phantom tratat cu GSH-AuNCs sub excitare cu 

640 nm, prezintă o deplasare spre albastru de 25 nm în comparație cu spectrul obținut în soluție 

(Figura . Această schimbare a fost cauzată cel mai probabil de aglomerarea NCs, aglomerare care 

are loc după internalizarea GSH-AuNCs în interiorul materialului de tip phantom care imită 

țesutul. Nu în ultimul rând, imaginile RCM ale materialelor de tip phantom tratate cu GSH-AuNCs, 

obținute după reconstrucția mai multor imagini 2D confocale de la diferite adâncimi, confirmă 

distribuția GSH-AuNCs în întreaga masă a materialului, care sunt în acord direct cu imaginile 

FLIM prezentate mai sus. Având în vedere că majoritatea agenților de contrast fotoluminiscenți 

sunt testați doar pe celule, în acest capitol, s-a demonstrat că GSH-AuNCs având un timp de viață 

lung și o emisie în  NIR sunt capabili să funcționeze ca agenți de contrast fotoluminiscenți în 

interiorul materialelor de tip phantom și, prin urmare, demonstrează potențialul lor de a fi utilizați 

în viitoare aplicații de bioimagistică ex vivo și chiar in vivo. 
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Figura 3.2. (A) Imagini FLIM ale materialelor de tip phantom tratate cu GSH-AuNCs 

înregistrate la diferite adâncimi (Z1-Z3) sub excitație de 640 nm. (B) și (C) Imagini RCM ale materialelor 

de tip phantom tratate cu GSH-AuNCs achiziționate sub excitație de 640 nm. (D) Spectrele de 

fotoluminiscență ale GSH-AuNCs în soluție în comparație cu cea înregistrată în interiorul materialelor 

de tip phantom. Figura reprodusă din [28]. 

 

3.5. Concluzii 

În cadrul acestui capitol, am sintetizat GSH-AuNCs folosind o procedură nouă și am 

dovedit că au capacitatea de a funcționa ca agenți de contrast care emit în NIR folosind microscopii 

confocale de fluorescență de tip RCM și FLIM. GSH-AuNCs care prezintă o emsie fotostabilă au 

fost sintetizați printr-o abordare asistată de microunde. NCs obținuți prezintă două emisii: una în  

roșu situată la 610 nm și una în NIR localizată la 800 nm cu un randament cuantic de 9,9%. Am 

constatat că timpul de viață de fluorescență a celor două emisii este de 407 ns pentru emisia în roșu 

și 1821 pentru cea în NIR. În plus, am dovedit că GSH-AuNC prezintă o emisie în NIR fotostabilă 

sub o gamă larga de lungimide undă de excitare, inclusiv 640 nm, făcându-le potrivite pentru 

aplicații de bioimagistică. Prin urmare, GSH-AuNCs au fost internalizați în materialelor de tip 

phantom și am demonstrat capacipatea lor de a fi folosiți ca agenți de contrast folosind două tehnici 

complementare RCM și FLIM.  
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Capitolul 4. Platforme portabile pe bază de hârtie impregnate 

cu nanoclusteri de aur pentru detecția eficientă a ionilor de metale 

grele.  

4.1. Introducere 

În ultimele decenii, poluarea cu ioni de metale grele s-a dovedit a fi o sursă majoră de 

îngrijorare pentru mediu și sănătatea umană datorită toxicității acestora ridicată și proprietăților 

nebiodegradabile [30,31]. De exemplu, concentrația mare de ioni de cupru (Cu2+) poate provoca 

insuficiență hepatică sau renală [32], dar poate fi și mortală pentru viața subacvatică [33], în timp 

ce ionii de fier (Fe) pot induce tulburări precum Parkinson, Alzheimer sau chiar tensiune arterială 

scăzută. [34]. În zilele noastre, sunt utilizate mai multe moduri pentru a determina concentrația 

ionilor de metale grele din probele de apă, cum ar fi spectroscopie de absorbție atomică , 

spectroscopie Raman amplificată de suprafață, cromatografia, metode electrochimice, etc. . Cu 

toate acestea, tehnicile de detecție menționate mai sus prezintă dezavantaje: sunt costisitoare și 

consumatoare de timp, deoarece probele trebuie trimise la laboratoare sau instituții specializate, 

unde personal calificat efectuează analiza folosind echipamente grele și costisitoare. Prin urmare, 

există o necesitate mare de a dezvolta metode noi, mai rapide și mai accesibile de detecție sensitivă 

și selectivă a ionului de metal greu țintă. 

 

4.2. Nanoclusteri de aur stabilizați de BSA pentru detecția selectivă și 

cuantificarea ionilor de cupru 

4.2.1. Sinteza de BSA-AuNCs 

 BSA-AuNCs au fost sintetizați folosind o procedură similară descrisă în secțiunea 2.2. În 

detaliu, temperatura de sinteză a fost crescută la 50 ℃, ceea ce a îmbunătățit timpul procedurii cu 

24 de ore. Mai mult, adăugarea de NaOH (0,5 ml, 1 M) pentru a doua oară nu a mai fost necesară, 

deoarece sinteza a fost finalizată după numai 24 de ore.  
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4.2.2. Caracterizarea BSA-AuNCs 

După sintetizarea BSA-AuNCs printr-o procedură optimizată în comparație cu cea utilizată 

în Capitolul 2, NCs au fost caracterizate atât spectroscopic, cât și morfologic. Spectrul UV-Vis 

prezintă o absorbție tipică NCs, neobservându-se apariția unei benzi LSPR în regiunea vizibilă. 

Emisia BSA-AuNCs a fost evaluată folosind un spectrofluorometru portabil echipat cu excitație 

pe bază de LED. Fotoluminiscența BSA-AuNCs afișează un vârf situat la 670 nm sub excitația de 

502 nm, acesta fiind cel mai potrivit LED pentru a maximiza emisia de fotoluminiscență. Mai 

mult, imaginile HR-TEM, achiziționate folosind un microscop Hitachi, expun AuNCs cu o 

dimensiune medie de 3 nm care sunt încorporate în interiorul unei coroane de BSA. Atât 

caracterizarea spectroscopică, cât și morfologică demonstrează formarea cu succes a BSA-AuNCs. 

 

4.2.3. Performanța BSA-AuNCs ca senzor coloidal 

Testele de sensibilitate și selectivitate in cadrul acestui capitol au fost efectuate utilizând 

un spectrufluorimetru ieftin cu o configurație portabilă, care poate fi dus direct la locul de prelevare 

și poate cuantifica analitul dorit. În urma interacțiunii soluției coloidale de BSA-AuNCs cu ioni 

metalici comuni s-a observat că ionii de Cu induc o stingere de 53% a intesității de emisie a BSA-

AUNCs, demonstrând astfel selectivitaea ridicată a BSA-AuNCs fată de ionii de Cu. În continuare, 

am evaluat sensibilitatea senzorului coloidal față de detecția ionilor de Cu în soluție, obținându-se 

o stingere din ce în ce mai mare o dată cu creșterea concentrației de ioni de Cu (Figura 4.1.A).  

 

Figura 4.1. (A) Spectrele de fotoluminiscență ale BSA-AuNCs sub excitație de 502 nm în prezența a 

concentrații diferite de Cu2+. (B) Testul de sensibilitate prezentat ca dependență de raportului de 

intensitate al fotoluminescenței BSA-AuNCs (I/I0) de concentrația de Cu2+. Figura adaptată din [35]. 
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În urma plotării efectului de stingere a fotoluminescenței în raport cu concentrația de Cu2+ 

testată s-a obținut două zone liniare de detecție: una pentru concentrații mici (0-17 µM) și una 

pentru concentrații mari (17-1724 µM) ambele cu coeficienți de corelare foarte buni (Figura 

4.1.B). Limita de detecție a cestui senzor a fost calculată ca fiin 0.83 µM ceea ce este o valoare 

mult mai mică decât nivelul maxim de Fe acceptat în apa de băut de către Agenția de protecție a 

mediului de 20 µM.  

 

4.2.4. Detectia de ioni de cupru folosind platforma pe bază de hârtie impregnată cu 

BSA-AuNCs 

  4.2.4.1. în condiții de laborator 

În zilele noastre, dezvoltarea unor metode noi de detecție ieftine și ușor de utilizat, care pot 

depăși dezavantajele abordărilor complicate și consumatoare de timp reprezintă obiectivul 

numărul unu al acestui domeniu. Prin urmare, ca dovadă conceptuală, proprietățile excelente ale 

hârtiei de filtru au fost combinate cu capacitatea de detecție a BSA-AuNCs pentru a dezvolta un 

senzor ieftin, portabil, calitativ și semi-cantitativ pentru detecția specifică a ionilor de Cu. Astfel, 

concentrații cuprinse între 0 și 250 μM de ioni de Cu au fost picurate peste hârtia impregnată cu 

BSA-AuNCs și a fost evaluat efectul de stingere al fotoluminiscenței (Figura 4.2).  

  

Figura 4.2. Imagini fotografice ale senzorului pe bază de hârtie impregnată cu BSA-AuNCs achiziționate 

sub lumină UV, la o oră după incubarea cu ioni de Cu la concentrații cuprinse între 0 și 250 μM. Zonele 
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impregnate cu BSA-AuNCs au fost lăsate în prealabil să se usuce pentru diferite perioade de timp, de la 1 

oră la 14 zile. Figura reprodusă din [35]. 

În comparație cu punctele control incubate doar cu apă ultrapură (coloana din stânga din 

Figura 4.2), modificări de culoare au fost observate în mijlocul zonelor de detecție care au fost 

incubate cu o soluție care conține diferite concentrații de Cu2+. Acest fenomen are loc datorită 

efectului de stingere al fotoluminiscenței BSA-AuNCs, fenomen activat de interacțiunea lor cu 

ionii de Cu în interiorul hârtiei de filtru. Comportamentul diferit al senzorului pe hârtie pe două 

intervale de concentrație (de la 5 la 20 μM și peste 50 μM) este în concordanță cu cele două 

intervale liniare de detecție obținute în cazul senzorului coloidal. Limita de detecție a senzorului 

bazat pe hârtie impregnată cu BSA-AuNCs am calculat-o ca fiind de 5 μM.  

 

  4.2.4.2. din probe reale 

Următorul pas a fost evaluarea capacității senzorului bazat pe hârtie impregnată cu BSA-

AuNCs de a detecta ionii de Cu din probe reale de apă. Probele de apă reale testate nu conțin 

concentrații detectabile de ioni de Cu. Prin urmare, probelor le-au fost adăugate concentrații de Cu 

de 5, 10, 20, 157 și, respectiv, 188 µM și au fost testate din nou. În urma unei examinări vizuale a 

zonelor de detecție, am demonstrat că platforma de detecție pe bază de hârtie impregnată cu BSA-

AuNCs este capabilă să detecteze concentrații de până la 5 µM din probele reale de apă. Chiar 

dacă această concentrație este inofensivă pentru corpul uman, poate ucide peștii după expunere 

pentru doar câteva ore. 

 

  4.2.5. Concluzii 

În concluzie, rezultate obținute demonstrează că platforma de detecție pe bază de hârtie 

impregnată cu BSA-AuNCs poate fi utilizată cu succes într-unul din următoarele două moduri: (1) 

atunci când este exploatată pentru testele de apă potabilă, stingerea produsă de o picătură de apă 

de 5 µL indică faptul că conține concentrații de ioni de Cu care depășesc nivelul de 50 µM și (2) 

atunci când sunt exploatate pentru mediul subacvatic, detectarea vizuală a Cu după două picături 

de 5 µL confirmă că proba de apă este mortală pentru pești și orice altă viețuitoare subacvatică. 
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Prin urmare, senzorul pe bază de hârtie impregnată cu BSA-AuNCs reprezintă o platformă 

promițătoare pentru detectarea ușoară, rapidă și ieftină a Cu2+ din probele de apă reale. 

 

4.3. Nanoclusteri de aur stabilizați de histidină (His-AuNCs) pentru detecția 

selectivă și cuantificarea ionilor de fier 

4.3.1. Sinteza de His-AuNCs 

His-AuNCs au fost sintetizați printr-o metodă asistată de microunde. Într-un vas de 

microunde G10, s-au adăugat 3 mL de His (0,1 M) peste 1,5 mL de HAuCI4 (10 mM) şi amestecul 

a fost introdus în reactorul de microunde. Ulterior, a fost iradiat cu microunde la 850 W timp de 

30 de minute la 90℃ și 1200 rpm. His-AuNCs obținute au fost purificate într-un concentrator 

centrifugal de 10 kDa de la Satorious pentru a elimina reactivii nereacționați. 

 

4.3.2. Caracterizarea His-AuNCs 

 În urma sintezei, culoarea soluției coloidale de His-AuNCs a fost verde-pal, iar sub 

excitație cu lumină UV, aceasta a devenit albastră, dovedind vizual că His-AuNCs au 

fotoluminiscență intrinsecă. În urma unor investigații folosind spectroscopia de fluorescență, 

soluția coloidală de His-AuNCs prezintă un vârf de excitație situat la 380 nm și o fotoluminiscență 

localizată la 471 nm. În plus, în comparație cu fotoluminiscența His-AuNCs preparați folosind o 

procedură din literatură [35], sinteza propusă în acest capitol a dus la obținerea de His-AuNCs care 

prezintă o fotoluminiscență îmbunătățită de patru ori sub aceeași excitație de 380 nm. De 

asemenea, fotoluminiscența His-AuNCs s-a menținut la peste 91% din intensitatea sa inițială sub 

timp de 15 minute iradiere continuă la 380 nm, demonstrând fotostabilitatea acestora ridicată.  

 

4.3.3. Performanța His-AuNCs ca senzor coloidal 

În urma testelor de selectivitate în prezența a diferiți ioni metalici, s-a observat o stingere 

selectivă a fotoluminiscenței His-AuNCs în urma interacțiunii cu ioni de Fe. Mecanismul care 

explică efectul de stingere a fotoluminiscenței ar putea fi legat de agregarea indusă de ionii de Fe 
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asupra NCs. Agregarea poate avea loc datorită unui fenomen de cross-linking între gruparea 

carboxil și amino a histidnei alimentată de ionii de Fe. Mai mult, a fost investigată sensibilitatea 

senzorului coloidal față de detecția ionilor de Fe prin incubarea soluției coloidale de His-AuNCs 

cu concentrații crescătoare de ioni de Fe de la 0 la 44 mM. În urma proceselor de fitare a efectului 

de stingere a fotoluminiscenței în funcție de concentrația testată s-a obținut o zonă liniară de 

detecție între 0.022 și 4.4 mM și o limită de detecție de doar 0.2 µM. Având în vedere că 

concentrația maximă acceptată de ioni de Fe în apă conform Organizației Mondiale a Sănătății este 

de 35 µM, senzorul coloidal este potrivit pentru a preveni nivelele periculase de ioni de Fe din apa 

potabilă. 

 

4.3.4. Detectia de ioni de fier folosind platforma pe bază de hârtie impregnată cu 

His-AuNCs 

  4.3.4.1. în condiții de laborator 

După cum a fost demonstrat mai sus, performanța soluției coloidale de His-AuNCs ca 

platformă de detecție este remarcabilă. Cu toate acestea, această abordare prezintă unele 

dezavantaje, cum ar fi accesibilitatea scăzută, portabilitatea scăzută, este consumatoare de timp și 

este obligatoriu să fie efectuată de personal instruit. Prin urmare, His-AuNCs au fost impregnați 

pe hârtie de filtru Whatman pentru a dezvolta o platformă de detecție ieftină, rapidă și portabilă 

pentru identificarea și cuantificarea selectivă a ionilor de Fe din apă, așa cum este prezentat pe 

scurt în Schema 4.1. 

 

Schema 4.1. Reprezentare schematică a fabricării senzorului pe bază de hârtie impregnată cu 

His-AuNCs și a modului de detecție viazuală a ionilor Fe folosind această platformă. Schema reproduce 

din  [36]. 
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Dupa impreganare hârtiei de filtru cu His-AuNCs, platforma a fost lăsate sa se usuce pentru 

o zi, iar apoi au fost picurate soluții care conțin concentrații crescătoare de ioni de Fe peste zonele 

active de detecție (Figura 4.3)  

 

Figura 4.3. Fotografii ale platformei de detecție pe bază de hârtie impregnată cu His-AuNCs 

achiziționate sub lumină UV, la 15 minute după incubarea senzorului cu ioni de Fe (0-123 μM). Figura 

adaptată din [36]. 

Zona de detecție testată cu proba control (conține doar apă ultrapură), nu suferă modificări 

de intensitate sau culoare (primul punct de detecție în Figura 4.3). Cu toate acestea, zonele de 

detecție care au fost contaminate cu o concentrație crescătoare de ioni de Fe prezintă o schimbare 

de culoare detectabilă vizual indusă de interacțiunea dintre ionii de Fe și His-AuNCs impregnați. 

În mod explicit, culoarea din mijlocul zonei de detecție se schimbă de la albastru la gri-negricios, 

deoarece platforma de detecție interacționează cu concentrații mai mari de ioni de Fe, demonstrând 

că senzorul pe bază de hârtie impregnată cu His-AuNCs este capabil să detecteze ionii de Fe. Mai 

mult, pata întunecată crește în diametru pe măsură ce crește concentrația ionilor de Fe, dovedind 

că senzorul este și sensibil la detecția ionilor de Fe din apă. Prin urmare, intensitatea albastră a 

zonelor de detecție contaminate cu Fe a fost extrasă folosind ImageJ și a fost reprezentată grafic 

în comparație cu intensitatea albastră a controlului (I/I0) față de concentrația de ioni de Fe de la 0 

la 123 μM. În urma proceselor de fitare s-a obșinut o zonă liniară de detecție între 9 și 97 μM și o 

limită de detecție de 3.2 μM, demonstrând că senzorul bazat pe hârtie impregnată cu His-AuNCs 

este relevant pentru detectarea nivelelor periculoase de ioni de Fe. 

 

  4.3.4.2. din probe reale 

Odată demonstrată capacitatea platformei bazată hârtie impregnată cu His-AuNCs de a 

detecta selectiv și sensitiv ionii de Fe în condiții de laborator, următorul pas a fost evaluarea 

capacității acesteia de a detecta și cuantifica ionii de Fe din probe reale de apă. Pentru aceste 
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experimente, probele de apă au fost colectate din surse locale cum ar fi apă de izvor, râu și apă de 

la robinet și au fost testate pe senzorul propus. Pentru apele locale testate, nu au fost descoperite 

urme de ioni de Fe de către senzorul pe hârtie, prin urmare, probelor  s-au adăugat 35 μM de ioni 

de Fe și testele au fost efectuate din nou. După o investigație vizuală, s-a observat o stingere a 

fotoluminescenței His-AuNCs impregnați, similară cu cea obținută în condiții de laborator cu 

aceeași concentrație. În plus, intensitatea de albastru a fost extrasa în cazul fiecărei probe și 

folosind zona liniară de detecție obținută în condiții de laborator a fost calculată concentrația de 

Fe din proba reală, obtinândus-se valori între 35.7 și 36.9 μM, demonstrând astfel acuratețea 

ridicată a senzorului portabil propus.  

 

  4.3.5. Concluzii 

În concluzie, a fost dezvoltată o platform nouă, rapidă și ieftină pe bază de hârtie 

impregnată cu His-AuNCs pentru detecția selectivă și cuantificarea concentrațiilor periculoase de 

ioni de Fe din probele reale de apă. His-AuNC-urile au fost sintetizate printr-o nouă metodă asistată 

de microunde, rezultând AuNCs cu o fotoluminiscență intrinsecă albastră situată la 471 nm sub 

excitare la 380 nm. În plus, a fost dovedită selectivitatea soluției coloidale His-AuNCs față de 

detectarea ionilor de Fe, în timp ce testele de sensibilitate au expus zonă liniară de detecție de la 

0,022 la 4,4 mM împreună cu o limită de detecție de 0,2 µM. Apoi, His-AuNC-urile au fost 

impregnați pe hârtie de filtru Whatman pentru a fabrica un dispozitiv de detecție accesibil, ușor de 

utilizat și portabil pentru cuantificarea precisă a ionilor Fe din probe de apă. Senzorul bazat pe 

hârtie imgregnată cu His-AuNCs prezintă o zonă liniară de detecție între 9 și 97 µM și o limită de 

detecție de 3.2 µM. În final, acuratețea ridicată a senzorului a fost demonstrată în urma testelor pe 

probe reale. Prin urmare, senzorul pe bază de hârtie imrpegnată cu His-AuNCs reprezintă un 

candidat promițător ca dispozitiv de tip lab-on-a-chip pentru detecția rapidă și ieftină a 

concentrațiilor dăunătoare de ioni de Fe din probe reale de apă. 
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Partea a II-a. Contribuții la sinteza de noi nanoparticule de 

metal nobil pentru aplicații ca agenți de contrast SERS, 

nanoantibiotice și platforme de detecție 
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Capitolul 5. Nanoparticule bimetalice de tip miez@coajă 

aur@argint stabilizate de β-ciclodextrină polimerică ca agenți de 

contrast SERS și nanoantibiotice 

 5.1. Introducere 

Nanoparticulele bimetalice reprezintă o nouă clasă de nanoobiecte care îmbină proprietățile 

a două metale diferite într-o singură NP. În ultimul deceniu, NPs bimetalice au generat un interes 

imens datorită capacității lor de a fi utilizate în aplicații multiple, cum ar fi nanomedicină, 

senzoristică, împrăștiere Raman amplificată de suprafață (SERS), imagistică și cataliză [37–40]. 

Cu toate acestea, proprietățile lor fizico-chimice împreună cu proprietățile lor biologice nu au fost 

încă pe deplin explorate [41]. Prin combinarea a două metale, este indusă o modificare a densității 

lor electronice, prin urmare, datorită caracteristicilor lor optice, electronice, termice și catalitice 

unice, NPs bimetalice au fost raportate a fi superioare NPs monometalice [42]. Mai mult, raportul 

metalelor, timpul și temperatura sunt parametrii care pot influența distribuția internă a NPs 

bimetalice și pot fi obținute structuri precum aliaje omogene, miez-coajă sau ceva intermediar. Cu 

toate acestea, momentul reducerii este parametrul cheie în controlul structurii interne a NPs 

bimetalice, deoarece ambii ioni metalici sunt reduși simultan, se va obține un aliaj, în timp ce dacă 

aceștia sunt redusi în două etape diferite, se va obține o structură miez-coajă. 

 

 5.2. Sinteza de nanoparticule bimetalice de tip miez@coajă aur@argint 

stabilizate de β-ciclodextrină polimerică (PolyCD-Au@AgNPs) 

PolyCD-Au@AgNPs au fost sintetizate folosind o procedură în două etape: (1) sinteza 

miezului de aur - prin amestecarea a 1,5 ml de HAuCl4 (10-3 M) cu 9 ml de β-ciclodextrină 

polimerică (PolyCD soluție apoasă - 2 mg/mL) sub agitare magnetică la 70 ℃, obținându-se NPs 

de aur stabilizate de PolyCD (PolyCD-AuNPs); și (2) depunerea coajei de argint – la 5 mL de 

PolyCD-AuNP s-au adăugat 30 µL de acid ascorbic (0,1 M) și 10 µL de AgNO3 (0,1 M) sub agitare 

magnetică timp de 1 oră și adăugarea a fost repetată încă două ori, rezultând o soluție coloidală 

portocalie care conține PolyCD-Au@AgNPs.  
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 5.3. Caracterizarea PolyCD-Au@AgNPs 

NPs de tip miez@coajă Au@Ag stabilizate de PolyCD au fost sintetizate printr-o procedură 

în două etape. Mai întâi, AuNPs au fost preparate conform procedurii prezentate în secțiunea 5.2, 

după care culoarea soluției coloidale a devenit violet și o bandă LSPR localizată la 527 nm a fost 

observată în spectrul UV-Vis care este tipică pentru AuNPs (Figura 5.1) 

 

Figura 5.1. Spectrele UV-Vis ale PolyCD-AuNPs (nanoG) și PolyCD-Au-AgNPs (nanoGS) după fiecare 

adăugare de AgNO3 (inset - fotografie a soluțiilor coloidale de PolyCD-AuNPs și PolyCD-Au-AgNPs). 

Figura adaptată din [43]. 

În continuare, au fost efectuate trei adăugări succesive de AgNO3 și culoarea soluției 

coloidale a devenit portocaliu-maronie, în timp ce spectrul UV-Vis s-a lărgit și a crescut în 

intensitate. Mai mult decât atât, banda LSPR s-a deplasat la 403 nm, ceea ce a fost observat anterior 

pentru Au@AgNPs de tip miez@coajă și se datorează noului tip de rezonanță plasmonică care 

apare pentru electronii care oscilează la interfața dintre nucleul de Au și coaja de Ag [53]. Mai 

mult, morfologia noilor nanostructuri de Au și Au@Ag a fost evaluată folosind tehnica TEM. 

PolyCD-AuNPs prezintă o formă sferică cu o dimensiune medie de 8 ± 3 nm, calculată după 

măsurarea a mai mult de 300 NPs. Mai mult, după adăugarea finală de AgNO3, a fost observată în 

imaginile TEM apariția unei coaje de  Ag. În mod specific, miezul Au observat mai întunecat poate 

fi ușor distins de învelișul Ag mai strălucitor, care s-a format uniform în jurul miezului. Diferența 

de nuanță a nucleului de Au și a coajei de Ag se datorează diferențelor de densitate electronică 

dintre cele două elemente. Dimensiunea medie a PolyCD-Au@AgNPs a fost calculată ca fiind de 

11 ± 3 nm, demonstrând că grosimea medie a învelișului de Ag este de aproximativ 1,5 nm 
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5.4. PolyCD-Au@AgNPs ca nanoantibiotic 

 În urma unor teste inițiale, PolyCD-Au@AgNPs prezintă efecte antimicrobiene față de 

toate tulpinile de bacterii testate (S. aureus, E. coli, P. Aeruginosa), pe când pentru PolyCD și 

PolyCD-AuNPs nu au fost observate efecte antimcrobiene. Astfel pentru a înbunătății activitatea 

antimicrobiana a acestora, PolyCD-Au@AgNPs au fost conjucate cu Linezolid (Lz), un antibiotic 

comercial cunoscut pentru activitatea sa împotriva tulpinilor Gram-pozitive. Noile PolyCD-

Au@AgNPs conjugate cu Lz (nanoGS-Lz) au fost preparate prin hidratarea unui film organic de 

Lz cu o soluție coloidală de PolyCD-Au@AgNPs la un raport molar între ciclodextrină și Lz de 

1:1, 1:0,5 și 1:0,25 (nanoGS-Lz1, nanoGS-Lz2, nanoGS-Lz-3). Apoi, profilul activității 

antimicrobiene a noilor complexi formați a fost evaluat împotriva tulpinilor Gram-negative precum 

E. coli și P. aeruginosa împreună cu tulpini Gram-pozitive precum S. Aureus și forma sa rezistentă 

la meticilină (MRSA). 

Antibioticul Lz are o activitate bacteriostatică, așa cum era de așteptat, împotriva tulpinilor 

Gram-pozitive (S. aureus și tulpina MRSA de S. aureus) cu o concentrație minimimă inhibitorie 

(CMI) calculată la 0,97 µg/mL și, respectiv, 1,95 µg/mL. Noii complexi nanoGS-Lz au prezentat 

o activitate antibacteriană mai largă în comparație cu PolyCD-Au@AgNPs singure, în timp ce 

complexii Lz1 și Lz2 s-au dovedit a fi cei mai eficienți. Ultimii menționați au prezentat o activitate 

antibacteriană excelentă împotriva tuturor tulpinilor Gram-pozitive și Gram-negative testate. În 

special, toți complexii nanoGS-Lz au fost bactericizi împotriva tulpinilor Gram-negative (E. coli 

și P. aeruginosa), în timp ce împotriva tulpinilor Gram-pozitive (S. Aureus împreună cu forma 

MRSA) a fost observată activitate bactericidă numai pentru complexii cu un raport molar Lz/Ag 

mai mare (nanoGS-Lz1 și nanoGS-Lz2). Eficiența lor împotriva tulpinilor de S. aureus și MRSA 

depinde strict de concentrația de Lz, deoarece nu s-a observat o scădere a CMI odată cu creșterea 

concentrației de Ag. Mai mult, conjugarea Lz cu PolyCD-Au@AgNPs a dus la o creștere a CMI 

față de S.aureus și tulpinile de MRSA în comparație cu Lz singur datorită eliberării mai lente a Lz 

care este captată în cavitatea ciclodextrinei. În general, testele antibacteriene au dovedit rolul 

crucial al ciclodextrinei încărcate pozitiv în activitatea antibacteriană a PolyCD-Au@AgNPs. Mai 

exact, PolyCD îmbunătățește adsorbția NPs pe peretele bacterian prin atracție electrostatică. În 

plus, ionii de argint eliberați de PolyCD-Au@AgNPs au produs o funcționare defectuoasă a 
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peretelui bacteriilor Gram-negative ucidendu-l în cele din urmă, în timp ce conjugarea cu Lz a 

PolyCD-Au@AgNPs a fost crucială pentru uciderea bacteriilor Gram-pozitive. 

 

5.5. PolyCD-Au@AgNPs ca agenți de contrast SERS 

Pentru a înțelege mai bine zona intracelulară de internalizare a NPs, PolyCD-Au@AgNPs 

au fost funcționalizate cu o moleculă reporter Raman pentru a fi urmărite printr-un microscop 

Raman confocal. După confirmarea biocompatibității ridicate a noului agent de contrast format 

(SERS-nanoTag), următorul pas a fost să investigăm internalizarea acestora în celule, distribuția 

lor și localizarea noilor SERS-nanoTag în interiorul celulelor vii de cancer ovarian (NIH:OVCAR-

3) folosind microscopia Raman confocală sub excitare la 532 nm (Figura 5.2).  

 

Figura 5.2. (A) Imaginea optică în câmp luminos a celulei de cancer ovarian NIH:OVCAR-3 incubată cu 

SERS-nanoTag. Hărțile Raman ale aceleiași celule care au fost generate prin mapare grafică a 

intensității vârfurilor de la (B) 1574 cm-1 și (C) 2800-3100 cm-1 (D) O imagine suprapusă a hărților 

Raman din imaginea (B) și (C). (E) Spectrele Raman extrase dintr-o zonă a celulei care conține SERS-

nanoTags (linia roșie) și care nu conține SERS-nanoTags (linia albastră) în comparație cu spectrul SERS 

al SERS-nanoTags în soluție coloidală sub excitație de 532 nm. Figura reprodusă din [43]. 

 

Structura celulei a fost reprezentată prin maparea grafică a intensității vârfului de la 2800-

3100 cm-1 atribuit vibrațiilor de întindere a lipidelor C-H (Figura 5.2.C), în timp ce distribuția și 
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localizarea SERS-nanoTag în aceeași celulă a fost obținută prin maparea intensității vârfului de la 

1574 cm-1, cel mai intens vârf al semnalului amprentă al SERS-nanoTags (Figura 5.2.B). Prin 

suprapunerea celor două hărți Raman generate (Figura 5.2.D), a fost observată o internalizare 

intracelulară ridicată a SERS-nanoTags (zonă roșie) în interiorul celulei scanate (zona albastră). 

PolyCD-Au@AgNPs sunt bine distribuite în interiorul citoplasmei celulei, mai ales în jurul 

nucleului, dar nu penetrează membrana acestuia. În plus, spectrul SERS extras din zona celulei cu 

SERS-nanoTAgs (zona roșie) ilustrează atât semnalul Raman tipic al celulei, cât și amprenta SERS 

a MPBA (Figura 5.2.E). Rezultatele menționate mai sus demonstrează că PolyCD-Au@AgNps 

funcționalizate cu MPBA sunt candidați promițători ca agenți de contrast SERS pentru aplicații de 

imagistică intracelulară. 

 

 5.6. Concluzii   

În acest capitol, au fost sintetizate NPs de tip miez@coajă Au@Ag stabilizate cu PolyCD 

folosind o abordare în două etape prin exploatarea caracteristicilor unice ale polimerului cationic 

de ciclodextrină. Analiza spectroscopică și morfologică a confirmat sinteza reușită a unei structuri 

miez@coajă, oferind în același timp informații esențiale privind răspunsul plasmonic, dimensiunea 

și stabilitatea coloidală. În mod specific, măsurătorile de spectroscopie UV-Vis efectuate pe 

PolyCD-AuNPs prezintă o bandă LSPR situată la 527 nm, în timp ce după adăugarea de AgNO3, 

a fost observată o bandă LSPR localizată la 408 nm, indicând formarea de PolyCD-Au@AgNPs. 

Structura sferică miez@coajă a NPs sintetizate a fost confirmată utilizând măsurători TEM, în timp 

ce histograma de dimensiune a evidențiat un nucleu de Au de 8 nm și o coajă de Ag de 1,5 nm. În 

plus, un nou nanoantibiotic a fost realizat prin complexarea Lz cu PolyCD-Au@AgNPs care 

prezintă o activitate antibacteriană excelentă împotriva tuturor tulpinilor Gram-pozitive și Gram-

negative testate, inclusiv MRSA. Noul complex nanoantibiotic pe bază de Lz a îmbunătățit 

activitatea antimicrobiană a fiecărui component în parte aplicat singur. Mai mult, PolyCD-

Au@AgNPs prezintă o biocompatibilitate excelentă împotriva celulelor NIH:OVCAR-3 de cancer 

ovarian, prin urmare, au fost funcționalizate cu o moleculă reporter Raman, MPBA și capacitatea 

noilor SERS-nanoTags de a funcționa ca agenți de contrast a fost dovedită prin testele de imagistică 

celulară folosind microscopia Raman confocală.  
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Capitolul 6. Nanoparticule de aur funcționalizate cu aptamer 

pentru detecția colorimetrică a proteinei C reactive 

6.1. Introducere 

Deoarece morbiditatea și mortalitatea cauzată de o infecție a unui organ au crescut în 

ultimele decenii, diagnosticul precoce este crucial pentru a preveni inflamația sau pentru a gestiona 

bolile cauzate de infecțiile inflamatorii. În ultimul timp, prognosticul, diagnosticul și chiar 

tratamentul infecțiilor inflamatorii sau a inflamației sunt corelate cu biomarkerii din probe 

biologice care sunt măsurabile. Proteina C-reactivă umană (CRP) este considerată un marker clinic 

timpuriu care indică prezența unor afecțiuni inflamatorii sau infecțioase corelate cu diferite tipuri 

de boli sau stări patologice, cum ar fi infecții virale și bacteriene, sepsis, boli cardiovasculare etc. 

[44]. Prin urmare, serul din sânge uman care conține concentrații de CRP mai mici de 10 µg/mL 

indică lipsa de inflamație, dacă omul are o infecție virală, nivelul de CRP crește între 10 și 40 

µg/mL, pentru o infecție bacteriană nivelul de CRP se situează între 40 și 200 µg/mL, în timp ce 

în cazul nefericit al sepsisului CRP crește peste 200 µg/mL [45]. În plus, oamenii care prezintă un 

nivel cronic scăzut de CRP (sub 5 µg/mL) prezintă riscuri mari de a dezvolta boli coronariene, 

infarct miocardic acut și chiar accident vascular cerebral ischemic, prin urmare, analiza CRP joacă 

un rol crucial în prevenirea acestor boli. Cu toate acestea, metodele actuale pentru detectarea 

precisă a CRP, cum ar fi ELISA, testul chemiluminiscent sau testul imunoturbidimetric, sunt 

complexe, consumatoare de timp, extrem de costisitoare, necesită personal cu înaltă pregătire, ceea 

ce le face inadecvate pentru diagnosticul clinic la punctul de îngrijire. Prin urmare, există o mare 

necesitate de a dezvolta metode mai noi, mai rapide și mai ieftine pentru a detecta proteina CRP 

din serul uman. 

 

6.2. Sinteza de Cit-AuNPs  

Nanoparticulele de aur au fost sintetizate folosind abordarea Turkevich-Frens bazată pe 

reducerea ionilor de Au de către citratul de sodiu. Pe scurt, 100 mL de HAuCl4 (10-3 M) s-au adus 

la punctul de fierbere sub agitare magnetică, moment în care s-au adăugat 12 mL de citrat de sodiu 

(38,8 x 10-3 M) și s-au lăsat 15 minute să se agite cu căldură pornită și 15 minute cu căldura oprită.  
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6.3. Caracterizarea Cit-AuNPs 

AuNPs stabilizate cu citrat au fost sintetizate folosind procedura Turkevich-Frens. Cit-

AuNPs prezintă o bandă LSPR îngustă situată la 520 nm, un răspuns optic tipic al AuNPs sferice. 

Ulterior, proprietățile morfologice ale Cit-AuNPs au fost investigate folosind microscopia TEM, 

iar imaginea reprezentativă dezvăluie NPs cu o formă sferică și o dimensiune medie de 15 ± 1 nm, 

demonstrând că Cit-AuNP-urile sunt foarte monodisperse. 

 

6.4. Functionalizarea Cit-AuNPs cu un aptamer specific proteinei CRP 

Aptamerul cu o afinitate mare față de CRP este de fapt o oligonucleotidă cu următoarea 

secvență 5′-CGA AGG GGA TTC GAG GGG TGA TTG CGT GCT CCA TTT GGT G-3′. În 

absența proteinei țintă, aptamerul, o secvență de ADN monocatenar, interacționează cu citratul de 

pe suprafața AuNPs. Astfel, pentru a obține o platformă de detecție cu afinitate mare față de CRP, 

Cit-AuNPs au fost incubate cu aptamer la 20 ℃ într-un vortex orbital. După 10 minute de incubare 

cu aptamer, nu s-a observat nicio modificare a răspunsului LSPR al Cit-AuNPs, demonstrând că 

stabilitatea lor a fost păstrată după interacțiunea cu aptamerul. Mai mult, banda de absorbție 

specifică aptamerului localizată la 260 nm a fost observată în spectrul UV-Vis după incubare. În 

plus, pentru a valida funcționalizarea Cit-AuNPs cu aptamerul specific CRP, a fost efectuat un test 

de stabilitate în prezența PBS și NaCl a soluției coloidale. În cazul Cit-AuNPs care nu au fost 

incubate cu aptamer, s-a observat o agregare semnificativă în spectrul UV-Vis prin absorbția în 

creștere a soluției coloidale în intervalul de lungimi de undă 600-900 nm. Cu toate acestea, apta-

Cit-AuNPs nu prezintă modificări semnificative în răspunsul lor LSPR în prezența PBS și NaCl, 

demonstrând stabilitatea lor ridicată și, prin urmare, funcționalizarea cu succes a Cit-AuNPs cu un 

aptamer care prezintă o  afinitate mare față de proteina CRP. 

 

6.5. Detecția colorimetrică a proteinei CRP 

Atunci când proteina CRP este adăugată în soluția coloidală a Cit-AuNPs în prezența unei 

soluții saline, aptamerul se dseprinde de pe suprafața NPs și interacționează preferențial cu 
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proteina CRP, lăsând NPs expuse la sare, ducând la agregarea NPs si modificarea culorii soluției 

coloidale (Schema 6.1). 

 

Schema 6.1. Reprezentarea schematică a mecanismului colorimetric de detectare a CRP folosind 

apta-Cit-AuNPs. 

Urmând strategia menționată mai sus, soluției coloidale de apta-Cit-AuNP s-a adăugat 

diferite concentrații de CRP cuprinse între 1 și 100 µg/mL în prezența unei concentrații mari de 

NaCl. În primul rând, pe măsură ce concentrația incubată de CRP a crescut, a fost observată o 

schimbare treptată a culorii soluției coloidale de la roșu vișiniu la violet deschis (Figura 6.1.A), 

demonstrând capacitatea apta-Cit-AuNPs de a funcționa ca senzor colorimetric pentru detectarea 

proteinei CRP.  

 

Figura 6.1. (A) Imagini fotografice și (B) spectrele de extincție corespunzătoare ale soluțiilor coloidale 

de apta-Cit-AuNPs incubate cu concentrații diferite de CRP. (C) Raportul de absorbție dintre banda 

LSPR la 590 nm (NPs agregate) și 520 nm (NPs individuale) în funcție de concentrația CRP 
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În continaure, soluțiile coloidale de apta-Cit-AuNPs incubate cu CRP au fost analizate 

folosind spectroscopia UV-Vis (Figura 6.1.B), observându-se o agregare treptată a Cit-AuNPs 

odata cu creșterea concentrației de CRP incubate. Mai mult, raportul de absorbție dintre banda 

LSPR situată la 590 nm (atribuită NPs agregate) și cea localizată la 520 nm (specifică NPs 

individuale) a fost reprezentată în funcție de concentrația corespunzătoare de CRP, dezvăluind o 

zona liniară de detecție între 1 și 100 µg/mL și o limită de detecție de 2.64 µg/mL. Procedura 

bazată pe  agregarea apta-Cit-AuNPs este capabilă să detecteze atât concentrații mici, cât și mari 

de CRP, integrând atât analiza CRP standard, cât și analiza CRP de înaltă sensibilitate într-o singură 

procedură de detecție.  

În final teste de selectivitate au fost realizate în prezența a diferite substanțe care se află în 

mod normal în serul uman precum albumină serică umană, acid ascorbic, urea, mioglobină, 

glutamină și CRP, precum și substanțe care simulează serul uman ca și fluid biologic simulat. 

Agregarea indusă de NaCl a fost observată doar în cazul interacțiunii cu CRP demonstrând astfel 

selectivitatea ridicată a senzorului față de proteina CRP.  

 

6.6. Concluzii 

În acest capitol, a fost dezvoltată o procedură de decție colorimetrică simplă, rapidă și 

ieftină pentru cuantificarea selectivă a proteinei CRP, bazată pe efectele de agregare induse de sare 

a Cit-AuNPs funcționalizate cu aptamer. Cit-AuNPs sintetizate folosind metoda Turkevitch-Frenc 

au fost funcționalizate cu un aptamer specific proteinei CRP pentru detectarea rapidă (10 min) și 

selectivă a CRP pe o gamă largă de concentrații folosind echipamente relativ ieftine (spectrometru 

UV-Vis). Cuantificarea CRP a fost obținută prin reprezentarea și fitarea raportului de intensitate 

între benzile LSPR a NPs agregate (590 nm) și cele individuale (520 nm) față de concentrațiile 

corespunzătoare de CRP. Pe lângă timpii mai rapizi de analiză și prețul scăzut, prin această 

abordare am reușit să detectez atât concentrații mici, cât și mari de CRP, integrând atât analiza 

CRP standard, cât și analiza CRP de înaltă sensibilitate într-o singură procedură de detecție.  
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Capitolul 7. Concluzii finale și perspective 

Scopul acestei teze a fost de a investiga fezabilitatea NCs și NPs din metal nobil de a fi 

integrate cu succes în dezvoltarea agenților de contrast, a platformelor de detecție și implementarea 

acestora în diverse aplicații medicale și de mediu.  

 

Concluzii finale 

Concluziile finale a tezei mele de doctorat sunt următoarele: 

1) AuNCs stabilizați de o coroană de albumină serică bovină cu o dimensiune medie 

de 3 nm și o fotoluminiscență intrinsecă în roșu au fost sintetizate folosind o procedură adaptată. 

Ulterior, funcționalizarea lor cu acid folic le-a crescut biocompatibilitatea dându-le în același timp 

capacitatea de a ținti celulele cu receptorul FRα supraexprimat. În cele din urmă, capacitatea BSA-

AuNCs de a funcționa ca agenți de contrast fluorescenți în interiorul materialelor care imită țesutul, 

a fost demonstrată prin microscopia FLIM sub excitație cu doi fotoni în NIR. 

2) AuNCs stabilizați cu glutation au fost sintetizați cu succes folosind o nouă 

procedură asistată de microunde. Spectroscopia de fluorescență a dezvăluit o emisie dublă: o 

fotoluminiscență în roșu la 610 nm și una în NIR la 800 nm sub excitație de 405 nm. Mai mult, am 

dovedit că GSH-AuNC prezintă o emisie fotostabilă și intensă sub excitare cu 640 nm care se află 

în prima fereastră biologică, făcându-le potrivite pentru aplicații de imagistică. În cele din urmă, 

testele FLIM efectuate pe GSH-AuNCs încorporate în materiale care imită țesutul, au dovedit că 

GSH-AuNCs sunt candidați promițători ca agenți de contrast care emit în NIR pentru viitoare 

aplicații de imagistică ex vivo și in vivo. 

3) AuNCs incorporați pe hârtie de filtru Whatman am dovedit că sunt o platformă 

excelentă pentru detectarea ieftină, rapidă și selectivă a ionilor de metale grele, cum ar fi ionii de 

Cu și Fe din probele reale de apă. În primul rând, am dovedit că fotoluminiscența BSA-AuNCs 

suferă o stingere selectivă în prezența ionilor de Cu. Ulterior, senzorul coloidal transferat pe hârtie 

de filtru Whatman a fost expus la diferite concentrații de ioni de Cu, dezvăluind capacitatea noii 

platforme de a funcționa ca senzor pentru detectarea ionilor de Cu. În al doilea rând, AuNCs 

stabilizați cu histidină au fost impregnați pe hârtie de filtru și expuși la diferiți ioni de metale grele, 

au dezvăluit o stingere selectivă a fotoluminiscenței His-AuNCs în prezența ionilor de Fe. Mai 



43 
 

mult, prin analiza folosind ImageJ a imaginilor fotografice ale senzorului expus la diferite 

concentrații de ioni de Fe, am realizat o cuantificare precisă.  

4) Au@AgNPs stabilizate de ciclodextrină polimerică am dovedit ca pot fi 

nanoantibiotice eficiente și agenți de contrast SERS fiabili. NPs au fost sintetizate cu succes printr-

o procedură în două etape, obținând un nucleu de Au de 8 nm înconjurat de un înveliș de Ag de 

1,5 nm. Stabilizarea lor cu PolyCD i-a împuternicit cu capacitatea de a încapsula, în cavitatea lor 

de ciclodextrină, medicamente sau antibiotice precum Linezolid. Complexarea cu Lz a PolyCD-

Au@AgNPs a dus la extinderea activității lor antimicrobiene împotriva atât tulpinilor Gram-

pozitive, cât și Gram-negative. Mai mult, prin funcționalizarea cu acid 4-mercaptofenilboronic, 

PolyCD-Au@AgNPs au putut fi urmărite în interiorul celulelor vii de cancer ovarian prin 

microscopie Raman confocală. 

5) Detectarea colorimetrică a proteinei C reactive, un marker cardiovascular și de 

inflamație, a fost realizată folosind AuNPs stabilizate cu citrat și funcționalizate cu un aptamer 

specific CRP. În primul rând, Cit-AuNPs au fost funcționalizate cu aptamer care le-a oferit o 

stabilitate ridicată împotriva concentrațiilor mari de NaCl. Cu toate acestea, după adăugarea de 

CRP, aptamerul a interacționat preferențial cu proteina CRP, detașându-se de NPs. NPs fără 

aptamer expuse la sare au agregat, ceea ce a dus la o schimbare a culorii soluției lor coloidale. 

Expunerea apta-Cit-AuNPs la o concentrație mai mare de CRP a dus la un nivel mai ridicat de 

aglomerare. Prin urmare, analizând nivelul de agregare al soluției coloidale prin spectroscopie UV-

Vis, am evidențiat intervalul liniar de detecție liniară între 1 și 100 µg/mL. 

 

Perspective 

Având în vedere munca depusă în această teză, în viitorul apropiat aș dori să: 

o investigez potențialul BSA-AuNCs și GSH-AuNCs ca agenți de contrast fotoluminiscenți 

pentru aplicații de imagistică in vivo; 

o dezvolt un senzor rapid, ieftin și precis pe bază de hârtie impregnată cu NCs pentru 

cuantificarea selectivă a pesticidelor din fructe și legume; 

o investigez potențialului NCs ca agenți antimicrobieni; 

o studiez interacțiunii dintre NCs și NPs pentru o emisie de fluorescență amplificată de 

metal; 

o testez acuratețea detecție de CRP a senzorului apta-Cit-AuNPs din probe umane;  
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