UNIVERSITATEA “BABES-BOLYAI” CLUJ-NAPOCA
FACULTATEA DE FIZICA

SPECIALIZAREA FIZICA MEDICALA

LUCRARE DE LICENTA

Coordonator stiintific Absolvent
Prof. dr. Nicolae Leopold Georgiana Ion

Dr. Stefania-Dana Iancu

2023



TRADITIO NOSTRA
UNACUM EUROPAE

VIRTUTIBUS SPLENDET

UNIVERSITATEA “BABES-BOLYAI” CLUJ-NAPOCA

FACULTATEA DE FIZICA

SPECIALIZAREA FIZICA MEDICALA

LUCRARE DE LICENTA

EVALUAREA AMPLIFICARII SEMNALULUI RAMAN AL CAROTENOIDELOR
iN MATRICEA SERULUI PRIN ADSORBTIA LA NANOPARTICULE METALICE

Coordonator stiintific Absolvent
Prof. dr. Nicolae Leopold Georgiana lon

Dr. Stefania-Dana lancu

2023



Cuprins

F N o1 & 2T USSP 3
INETOAUCETE ...ttt ettt ettt e et et et e e s s teenseenseebeenseeaseeeseeenseenseenseeseenneas 5
I INOTIUNT EEOTELICE ..eeuveeeieiieiie et et e stee et e st e e te ettt et e s etesste et e enseenaeeseesseesseeeneeenseenseeseenneas 9
1.1 Structura carotenoIdelor ..........ccccvuiriirieiiiiiiiiiecrteccctee et 9
1.2 Efectul RAmMan .....c..coooiiiiiiiiiniiicicccnece ettt 9
1.3 Spectroscopia de flUOTESCENLA .........evvirieiiriiriieierieeieseeee e 16
1.4 Spectroscopia de absorbtie UV-Vis.......ccccooiviriiiniiieiiniciesieieesieeee e 17
1.5  Metode de caracterizare a nanoparticulelor metalice...........occoevverienieneenierieeee 19

2 Materiale $1 MELOAE ......ocouieieiieiieieeieeeee ettt et ettt eaeens 23
2.1  Sinteza si caracterizarea nanoparaticulelor metalice...........coccvevverienieniencieeieee 23
2.2 Prepararea si caracterizarea solutiilor de carotenoide...........cccoeeeeeeiveiiieiienienieneee 24
2.3 Pregatirea probelor de SET DOVIN.........ccuveiiieriieiieiie ettt 24
2.4 Masuratori de flUOTESCENTA ......eeuieruireieieiieiterte ettt 25
2.5  Masuratori Raman s1 SERS.......ocoiiiii e 26

3 ReEZUIALE 1 AISCULIT . eeevreeieitieitieeie ettt ettt ettt ettt et e et e et et e st e seeeneeenseenneenee 29
3.1  Caracterizarea nanoparticulelor metalice...........occeerieiiiriiniinceeeee e 29
3.2 Caracterizarea carotenOidelOr........c.coueiriririniiniiieicictecee e 31
3.3 Monitorizarea adsorbtiei prin flUOTESCENLA .........ccereerieriiriiriirieiesieeiee e 32
3.4  Amplificarea Raman a semnalului carotenoidelor...........cceeveeviecieeciienieeneeneeeeeee 34
3.4.1  Carotenoide hidrosolubile............cccccviirininininiiniiiiicccceeee 34
342  Influenta albuminei si a metabolitilor purinici...........ceeeeeeeeieeseecieeeeeeeeee 36

343 ST DOVIIL . oottt e e e e e e e eaeeeeeaeeeeeeneeeees 38



Abstract

Carotenoid levels have been identified as SERS liquid biopsy markers in various diseases, but
their characteristic bands have been interpreted as either resulting from Resonance Raman (RR)
or SERS effects. Literature studies suggest that hydrophilic carotenoids have a greater affinity
for metallic nanoparticles, leading thus to SERS enhancement in this case. In contrast, the
vibration of the hydrophobic carotenoids that are not expected to adsorb onto metallic
nanoparticles will not be enhanced. Our study aimed to systematically assess the nature of the

water-soluble carotenoid signal in the presence of metallic nanoparticles (NPs).

The first chapter presents the theoretical background of my study that explains the structure of
carotenoids, the Raman and associated effects and fluorescence spectroscopy which are
employed in the study of carotenoids. The first chapter also explains methods used to

characterize the NPs, such as Dynamic Light Scattering and UV-Vis spectroscopy.

The second chapter presents the materials and step-by-step methods for NPs synthesis and
characterization, and also the materials and methods for SERS measurements and for
fluorescence measurements. I used norbixin and a water-soluble analogue of nature-identical
beta-carotene (E 160a(i)) and acquired Raman spectra of the carotenoid solutions using silver
nanoparticles (AgNPs), in the resonance domain of the carotenoids and gold nanoparticles
(AuNPs) out of resonance. I also monitored the adsorption of beta-carotene using fluorescence
spectroscopy. Solutions of colloidal AuNPs with different NP concentrations (0 — 2.26x10!"!
particles/ml) were prepared for identical beta-carotene concentrations, and the fluorescence
signal from carotenoid in the supernatant was measured after removing nanoparticles through

centrifugation.

In the third chapter I present the measurement results for NPs characterisation, RR and SERS
measurements and the adsorbtion curve monitored through fluorescence measurements.
Resonance Raman spectra of of carotenoids in solution were acquired first to detect the
characteristic vibration bands of carotenoids. The addition of the metallic nanostructures
enhanced the spectra of water-soluble analogue of beta-carotene, in both the resonance and out
of resonance excitation regimes. Using an excitation wavelength at 532 nm that fits both the
resonance condition of beta-carotene and the surface plasmon resonance (SPR) of AgNPs, an
enhanced Raman signal of beta-carotene was observed. On the other hand, exciting only the
SPR of AuNPs using a 633 nm laser line resulted in a lower enhancement of beta-carotene

bands In addition, under norbixin resonance conditions, SERS enhancement was observed



when using AgNPs. However, exciting only the SPR of AuNPs did not result in any
enhancement of norbixin signal. Therefore, when the SPR of NPs does not fit the absorbance
domain of carotenoids, a lower enhancement was observed showing the significant

contribution of RR to the enhancement of the signal.

To determine if the carotenoids are adsorbed onto NPs, [ employed fluorescence measurements,
measuring the amount of free, unbound beta-carotene when NPs are added. The observed effect
was an increased adsorption of beta-carotene to NPs with the increase of the metallic surface

arca.

In this study I also presented the influence of purine metabolites and albumin on the SERRS
signal of the beta-carotene analogue. Purine metabolites and albumin are components found in
serum and are frequently identified alongside carotenoids through Raman or SERS
measurements. The total absence of the beta-carotene SERRS signal was observed in the
presence of albumin and a partial decrease of the signal in the presence of purine metabolites.
I also studied the presence of carotenoids in bovine serum before and after different filtration

methods.

Concluding, the enhancement of norbixin and water-soluble beta-carotene bands resulted from
the SERS effect ocurred in the presence of metallic nanoparticles. In addition, the fluorescence
measurements also suggested the carotenoid adsorption to the metallic nanoparticles. The
Raman measurements of bovine serum suggest the absence of carotenoids in serum after

deproteinization.
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Introducere

In dezvoltarea unei metode non-invazive, rapide si precise de diagnostic, SERS (spectroscopie
Raman ultrasenzitiva) a prezentat, iIn numeroasele studii realizate, un potential imens de a fi
implementata in mediul clinic. Biopsia lichidd SERS se bazeaza pe analiza biofluidelor prin
spectroscopie Raman amplificatd de suprafatd, si a fost aplicatd pentru detectia diferitelor
patologii precum: cancer — inclusiv discriminarea intre mai multe tipuri de cancer, osteoartrita,
sindrom Sjogren.[1],[2],[3] Avantajul biopsiei prin SERS este detectia ultrasenzitiva chiar si a
concentratiilor extrem de scazute de analiti, posibild prin adsorbtia moleculelor de interes la

suprafata nanoparticulelor metalice si amplificarea semnalului Raman ca urmare a adsorbtiei.

Printre moleculele prezente in biofluide si cu rol in analiza SERS se numara si carotenoidele,
compusi ce au fost detectati in cadrul studiilor atit in serul uman, cat si in lichidul sinovial si
care au un rol important in acuratetea de clasificare a probelor. In probele de ser analizate prin
SERS folosind laser din domeniul 400-530 nm (ce emite in banda de absorbtie a
carotenoidelor), s-au observat benzi Raman intense ale carotenoidelor, insd asupra
mecanismului de amplificare nu existd un consens. Majoritatea studiilor atribuie benzile
Raman ca fiind un efect pur de imprastiere Raman Rezonant (RR).[4] Pe de alta parte, anumite

studii au observat benzi Raman si in spectre SERS ale serului deproteinizat. [3]

Efectul de imprastiere inelastica a luminii, Raman poate fi utilizat in identificarea simultana a
mai multor analiti dintr-un amestesc, intrucat fiecare grupare moleculard are o amprentad Raman
specificd. Cu toate acestea, efectul Raman este un efect slab, apare doar la 1/107 din fotonii ce
ajung pe proba. Pentru a depasi aceasta limitare, au fost dezvoltate metode de amplificare a

semnalului.

Cromoforii (molecule care absorb in domeniul vizibil, spre exemplu pigmentii) pot prezenta
efectul Raman rezonant (RR). Carotenoidele fac parte din aceastd categorie, iar RR este una
dintre principalele modalitati de caracterizare a acestora. Carotenoidele absorb cu precadere
lumina din domeniul 400-530 nm (lumina albastra si verde). La excitarea cu lumina laser din
acest domeniu, moleculele trec pe un nivel electronic excitat (efect de rezonantd), iar
probabilitatea imprastierii Raman creste. Laserul cel mai adesea utilizat in masuratori SERS pe
biofluide este laserul cu lungimea de unda de 532 nm sau 514 nm, care indeplineste conditia

de rezonanta pentru carotenoide.
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Un alt efect de amplificare al semnalului Raman este spectroscopia Raman amplificata de
suprafatd (SERS). In acest caz, este amplificat doar semnalul Raman al moleculelor care au
adsorbit la suprafata nanoparticulelor. A doua conditie necesara pentru ca efectul SERS sa aiba
loc este ca lumina laser incidentd sa aiba frecventa in domeniul rezonantei plasmonilor de
suprafati (localized surface plasmon resonance — LSPR) al nanoparticulelor utilizate. In multe
studii, lungimea de unda laser aleasa pentru a indeplini conditia de LSPR necesara efectului
SERS indeplineste in acelasi timp conditia de rezonanta electronica a carotenoidelor. Acesta
este un caz special, in care carotenoidele, chiar si fara adsorbtia la suprafata nanoparticulelor,

ar putea da un semnal amplificat datorita efectului RR.

Un al treilea efect de amplificare reprezinta o suprapunere asupra celor doud efecte, Raman
rezonant si amplificare data de substrat, numit SERRS. Pentru aparitia efectului SERRS in
cazul unei anumite molecule studiate, trebuie indeplinite cele trei conditii mentionate: ca
molecula de interes sa fie adsorbita pe substratul metalic, si ca lumina laser incidenta sa cada
atdt In domeniul de absorbtie al moleculei, cat si in banda de rezonantd plasmonica a

nanoparticulelor.

Studiile SERS asupra serului au raportat diferite rezultate legate de prezenta benzilor
carotenoidelor pentru serul deproteinizat, respectiv nedeproteinizat. Intr-un studiu serul
nedeproteinizat adaugat la coloid metalic si excitat cu lungimea de undd in rezonanta
carotenoidelor, au fost observate benzi caracteristice acestora la 1520, 1155 si 1000 cm™. Cand
aceleasi probe au fost excitate cu laser in afara rezonantei carotenoidelor, benzile caracteristice

nu au mai putut fi observate. [4]

Carotenoidele sunt, in general, molecule hidrofobe cu o foarte slaba afinitate pentru suprafata
metalica. Acest lucru conduce la o amplificare SERS scazutd, mai putin in cazul modificarii

moleculei prin atasarea unui capat polar [5].

O intelegere mai clard a mecanismului de amplificare a semnalului carotenoidelor in analiza
biofluidelor prin SERS poate duce la o Tmbunatétire a detectiei acestor analiti in matricea

biofluidica si in consecintd a imbunatatirii clasificarii probelor analizate prin aceastd metoda.

Astfel, lucrarea de fatd este un studiu sistematic ce are ca scop atribuirea semnalului
carotenoidelor in matricea biofluidica, cu precadere in intelegerea mecanismului de amplificare
observat la analiza serului, biofluidul de interes in majoritatea studiilor pentru biopsia lichida

SERS.
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Primul obiectiv al lucrarii este atribuirea unui efect SERS, RR sau SERRS pentru semnalul
unor carotenoide hidrosolubile, respectiv a complexului proteini-carotenoidd din matricea
serului. Al doilea obiectiv este studiul influentei principalilor analiti din ser (metabolitii
purinici si albumina) asupra semnalului carotenoidelor hidrosolubile. Nu in ultimul rand,
lucrarea mai are ca obiectiv compararea semnalului Raman/SERS al carotenoidelor serice prin
mai multe metode de filtrare: ser nefiltrat, ser deproteinizat prin filtrare mecanica, respectiv ser

deproteinizat prin precipitare cu metanol.

In primul capitol sunt descrise aspectele teoretice legate de adsorbtia moleculelor la suprafata
carotenoidelor la nanoparticulele metalice. Sunt de asemenea descrise principiile metodelor
experimentale utilizate: imprastierea Raman si metoda SERS, spectroscopia de fluorescenta,
spectroscopia de absorbtie UV-Vis, dar si metode specifice caracterizarii nanoparticulelor
utilizate — NTA, DLS.

In al doilea capitol sunt prezentate materialele si metodele pentru sintetizarea nanoparticulelor,
protocolul pentru masuratorile prin spectroscopie Raman, masuratorile de fluorescentd si
masuratorile de absorbanta UV-Vis, dar si pentru masuratorile realizate pe nanoparticule (NTA,

DLS).

Capitolul trei contine un rezumat al rezultatelor obtinute si interpretarea acestora, si nu in

ultimul rand, sunt formulate concluzii asupra rezultatelor lucrarii.
Rezultate originale descrise in lucrarea de fatd au fost prezentate la urmatoarele conferinte:

Prezentare poster: G Ion, SD lancu, N Leopold, Raman-related effects on carotenoids: a
systematic study, la 18th European Student Colloid Conference, 26-30 Tunie 2022, Szeged,

Ungaria;

Prezentare orala: G Ion, SD Iancu, N Leopold, Assessment of Raman enhancement of water
soluble analogue of beta-carotene by metal nanoparticles, la conferinta nationald dedicata

studentilor, ,,Pentagonul Facultatilor de Fizica” 24-26 Iulie 2022, Bucuresti;

Prezentare poster: G Ion, SD Iancu, N Leopold, 4Assessment of Raman enhancement of water
soluble analogue of beta-carotene by metal nanoparticles, la 17th National Conference of

Biophysics with International Participation, 23-25 Septembrie 2022, Targu Mures;
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Prezentare poster: G Ion, SD lancu, N Leopold, Assessment of Raman enhancement of water
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1 Notiuni teoretice

1.1 Structura carotenoidelor

Carotenoidele, numite si tetraterpenoide, sunt o clasd de pigmenti naturali, care se gasesc in
majoritatea fructelor si legumelor, acestea acumulandu-se in organismul uman in ficat, de unde
sunt transportate prin intermediul lipoproteinelor in circulatia sangvind, iar mai departe
depozitate In majoritatea tipurilor de tesuturi. Carotenoidele cu cea mai mare concentratie in

sange sunt B-carotenul, luteina si licopenul [6].

Nivelul scazut de carotenoide in sdnge este corelat cu un risc crescut de aparitie a cancerului,
a bolilor cardiovasculare si a artritei [7], [8]. Un rol important al carotenoidelor este protectia

impotriva stresului oxidativ al structurilor biologice.

Carotenoidele sunt la baza formate din 8 molecule isoprene (Cs), si pot fi liniare sau neliniare,
ori pot avea la capete grupari functionale ciclice sau neciclice. Carotenoidele se impart in doua
categorii: hidrocarburi pure (carotene) sau ce contin oxigen (xantofile). Datorita legaturilor ©

conjugate, electronii sunt delocalizati si absorb lumina in domeniul vizibil.

In stare purd, majoritatea carotenoidelor sunt molecule nepolare, lipofile — se solveaza numai
in anumiti solventi organici si sunt practic insolubile in apa. O exceptie o reprezinta norbixina,
care este solubila in apa alcalind. Carotenoidele care ajung in sange formeaza complecsi cu alte
molecule, de obicei cu lipoproteine pentru a putea fi transportate. Parker aratd ca, in plasma

umand, toate carotenoidele sunt incorporate in lipoproteine. [10]

S-a observat ca adsorbtia pe suprafata nanoparticulelor metalice apare doar in cazul
carotenoidelor cu un capat hidrofil. Altfel, afinitatea carotenoidelor pentru suprafata metalica
este scazutd si pentru a obtine semnal SERS fie se functionalizeaza substratul metalic, fie se

adauga o grupare functionald carotenoidei, precum o grupare tiol. [5]

1.2 Efectul Raman

Spectroscopia Raman

Interactiunea luminii din domeniul vizibil cu materia duce la diverse efecte la nivel molecular,

iar unul dintre aceste efecte este imprastierea luminii. Pentru sursa de lumina ce nu indeplineste
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conditiile de rezonanta a nivelelor electronice ale moleculei, pot aparea urmatoarele efecte de
imprastiere [Figura 1-1] : Tmprastiere elasticd a luminii (Rayleigh) si imprastiere inelastica

Stokes, respectiv anti-Stokes.

a) Spontaneous Raman Scattering

A 1)

|7)
hw hag hw, hw,g

WA WA WA (W

. Y |f) i)
hw,

osc

- li) —I /)
Stokes Anti-Stokes

Figura 1-1 Diagrama a efectelor de imprastiere Raman Stokes si a efectului Raman Anti-Stokes, unde |i) reprezinta nivelul
energetic initial in care se afla molecula, |f) reprezinta nivelul energetic final pe care se afld molecula, iar |r) respectiv
|1) sunt nivele energetice virtuale. hwosc reprezinta diferenta energetica dintre nivelul vibrational initial si nivelul
vibrational final, hw, reprezinta energia fotonului incident iar hws reprezinta energia fotonului imprastiat prin Raman
Stokes, respectiv hwas reprezintd energia fotonului imprastiat prin efect Raman anti-Stokes. Diagrama preluata din Jones,
R.R., Hooper, D.C., Zhang, L. et al. Raman Techniques: Fundamentals and Frontiers. Nanoscale Res Lett 14, 231 (2019).

Pentru a defini energia fotonului incident, energia fotonului Imprastiat si energia tranzitiei intre
niveluri vibrationale a moleculei, vom exprima energia dupa formula E= hw, unde h este
constanta lui Planck redusi (h=h/(2m)=1.0546 x 1073% J s") iar w reprezinti viteza unghiulari

si se masoara in rad/s.

(a) Imprastiere Rayleigh: este impristierea elastici, modelati prin trecerea moleculei din stare
fundamentald intr-o stare excitatd virtuald, si dezexcitarea pe nivelul electronic
fundamental firi vreo modificare energetici. In urma impristierii Rayleigh, fotonul
imprastiat si fotonul incident au aceeasi energie. Este fenomenul de imprastiere cel mai

frecvent, pe care il suferd majoritatea moleculelor dintr-o proba.
Matematic, despre energia fotonului se poate scrie relatia:
NWincident = l:1(*),‘?(7yls_’l'gh (1)

unde hwincigen: €ste energia fotonului incident iar hweayeign energia fotonului imprastiat Rayleigh

(imprastiere elastica).

(b) Imprastiere Raman Stokes: descrie un tip de impristiere inelastica, in care molecula aflata

initial pe nivelul electronic fundamental trece pe un nivel virtual, iar la dezexcitare ajunge

10



lon Georgiana Evaluarea amplificarii semnalului Raman al carotenoidelor
in matricea serului prin adsorbtia la nanoparticule metalice

pe nivelul electronic fundamental, dar pe un nivel vibrational superior (Av=+1). Astfel,
fotonul imprastiat va avea energie mai mica decat cel incident (hws < hwincizent). S€ poate deci

scrie relatia:

NWstokes = NWincident — AWy (2)

Unde hwswkes €ste energia fotonului Tmprastiat Stokes, hwincden: €ste energia fotonului incident
iar hw, este diferenta energeticd dintre nivelul vibrational din starea initiald si nivelul

vibrational din starea finala a moleculei.

(c) Imprastiere Raman Anti-Stokes: descrie impristierea inelastica, in care fotonul impristiat
castiga energie fatd de fotonul incident. Procesul este invers fatd de Stokes: molecula se
afla pe o stare vibrationala excitata, iar in stare finald ajunge pe un nivel vibrational inferior
(Av=-1). Astfel, fotonul imprastiat va avea energie mai mare decat cel incident (hwas >

hwp). Deci:
A anti-Stokes = AWincident T Aoy (3)

Unde hwandstores €Ste energia fotonului imprastiat anti-Stokes, hwincisen: €ste energia fotonului
incident iar hw, este diferenta energetica dintre nivelul vibrational din starea initiald si nivelul

vibrational din starea finala a moleculei.

In realitate, probabilitatea imprastierii anti-Stokes nu este egald cu probabilitatea efectului de
imprastiere Stokes. Acest lucru se intampla datorita legii de distributie a lui Boltzmann, care
ne spune cad la temperatura T, molecule sistemului au urmatoarea distributie de ocupare a
stirilor energetice: N=No e D unde k este constanta lui Boltzmann (1.380649 x 10 J K)
N — nivelul de ocupare al starii vibrationale excitate si No — ocuparea nivelului vibrational
fundamental. Legea de distributie ne spune ca numarul de molecule ce ocupa o anumita stare
energetica scade exponential cu cresterea diferentei de energie dintre cele doua stari. Deoarece
la temperatura camerei, majoritatea moleculelor ocupa nivelul vibrational fundamental, pentru

multe aplicatii ale spectroscopiei Raman numai efectul Stokes este luat in calcul.

In spectroscopia vibrationald Raman, care se bazeaza pe efectul de imprastiere inelastica a
luminii mai sus descris, proba este iradiatd cu lumind monocromaticd, in general din domeniul
vizibil, si este detectatd lumina cu frecventa diferita fatd de cea incidentd, care corespunde

impréstierii inelastice.

11
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Lumina incidenta, ca unda electromagneticd are o componenta de camp electric ce variaza in

timp dupa relatia:

E = Ej cos(2mvyt) (4)
unde E este intensitatea cAmpului la momentul t, Eo amplitudinea maxima, iar v, este frecventa

luminii (unda electromagneticd monocromatica).

Campul electric oscilant produce un dipol oscilant indus in moleculd, conform relatiei:
u=aE=aFE, cos(2mvyt) (5)
unde p este momentul de dipol indus, iar o este polarizabilitatea moleculei, care descrie

masura 1n care norul electronic va fi deformat in prezenta unui camp electric extern.

Polarizabilitatea poate varia in timp datoritd unei vibratii moleculare, si prin urmare, frecventa
oscilatiei momentului de dipol va fi modulatd de un factor suplimentar dat de variatia
polarizabilititii moleculei in timp (Figura 1-2.). In acest caz, fotonul imprastiat (Raman) va avea

o frecventa diferita fatd de cea incidenta. [12]

(a) (b) (c) (d) «
7

‘O
% Rayleigh

Vo + Vin
\/ Raman

I — ] — ] — AAAAS anti-Stokes

/-\ Vo= Vi

V, V Vot ~u

u o u

Raman
Stokes

o Vm

Figurd 1-2 Explicarea moduldrii momentului de dipol prin variatia polarizabilitdtii moleculei care duce la modificarea
energiei luminii imprdstiate in efectul Raman. Preluatd din Infrared and Raman Spectroscopy (Second Edition), edited by P. J.

Larkin, pag. 18

Conditia ca un mod vibrational sa fie activ Raman este ca, la modificarea starii vibrationale sa
existe si 0 modificare a polarizabilitatii norului electronic, iar aceastd conditie apare si expresia

intensitatii radiatiei Imprastiate Raman:

[ v ION(Z—Z)Z (6) [12]

12



lon Georgiana Evaluarea amplificarii semnalului Raman al carotenoidelor
in matricea serului prin adsorbtia la nanoparticule metalice

unde I este intensitatea luminii Imprastiate Raman, o este intensitatea luminii incidente, N

reprezintd numarul de molecule ce au suferit procesul de imprastiere, v reprezintd frecventa
T .. . da C e .. . et A .
radiatiei laser incidente, iar termenul 20 reprezinta variatia polarizabilitatii o In functie de Q,

care este amplitudinea unei vibratii.

Din formula (6) reiese ca, dacd variatia polarizabilitdti la modificarea stdrii vibrationale este

nuld, nu apare efect Raman.

Efectul Raman rezonant (RR)

Dezavantajul efectului Raman este probabilitatea scizuti de aparitie: in general, numai 1/ 10’
molecule din proba vor imprastia inelastic lumina. O metoda de amplificare este RR, care poate

amplifica vibratia anumitor grupiri de 10* pani la 10° ori. [13]

Resonance Raman

Excited
electronic
state
Virtual Raman
state

Ground
electronic

IR [ state

Figurd 1-3 Diagramd a efectului Raman in comparatie cu Raman rezonant. Preluatd din Nebu John, Sony George, in

Spectroscopic Methods for Nanomaterials Characterization, 2017

Molecule cu grupdri cromofore (care absorb in domeniul vizibil) pot efectua o tranzitie
electronica reald in timpul imprastierii Raman, daca este indeplinitd conditia de rezonanta
(Figurd 1-3) Daca vy este frecventa luminii incidente iar vmn este diferenta dintre nivelul
vibrational incident (m) si cel final (n) a starii electronice fundamentale, intensitatea Raman

corespunzatoare respectivei vibratii va fi:

[ (UO - vmn)4 IO 2 |apa(mn)|2 (7)

13
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unde Iy este intensitatea radiatiei incidente, iar termenul de sub suma, @, (mn), reprezintd

variatia in polarizabilitate datorata tranzitiei intre nivelul initial (m), nivelul electronic excitat

si nivelul final (n).

Efectul Raman rezonant este de importanta in studiul carotenoidelor, care efectueaza tranzitii
electronice prin absorbtia luminii in domeniul vizibil. In Figurs 1-4 se pot observa vibratiile
active Raman ale carotenoidelor. Dintre acestea, 3 au fost de asemenea utilizate in aceasta
lucrare pentru identificarea carotenoidelor prin RR: deformarea gruparii metil la 1000 — 1010

cm’!, intinderea C — C la 1145-1165 cm™' si intindere C=C la 1500-1535 cm™'. [14]

| —— b-carotene in maltodextrin matrix, 442 nm laserline

3000 - ,
2500 |I
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T
500 1000 1500
Raman shift / cm™

Figurd 1-4 Vibratiile active Raman caracteristice carotenoidelor. Spectru Raman rezonant realizat in laborator, al unui analog

solubil in apd al beta-carotenului intr-o matrice de maltodextrind.

Spectroscopie Raman amplificata de suprafata (SERS)

O metoda utilizata pe scala larga este spectroscopia Raman amplificata de suprafata (SERS).
Elementul aditional necesar pentru masuratori SERS este substratul metalic cu rugozitati de
dimensiuni nanometrice (spre exemplu, nanoparticule de aur sau argint aflate in coloid).
Legatura dintre adsorbtia moleculelor pe un substrat metalic si aparitia amplificarii SERS a
fost raportatd pentru prima datd in 1977 de Jeanmare si Van Duyne, respectiv Albrecht si

Creighton, cu o intensitate de 10°> — 10° ori amplificati fatd de moleculele neadsorbite.
Efectul SERS apare a urmare a doud contributii: efectul electromagnetic si efectul chimic.

Efectul electromagnetic explicd amplificarea radiatiei Raman ca fiind datoratd campurilor

electromagnetice ce apar datoritd excitarii rezonantei plasmonice a nanoparticulelor.
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Prin excitatea rezonantei plasmonilor de suprafatd (oscilatii colective ale electronilor la
suprafata nanostructurilor metalice), campul electric din jurul moleculei adsorbite este

amplificat [15]:

Eoc(wo, ) = g1(wo, Ti)Eg(wo) 8 [15]

unde E;,. reprezintd intensitatea campului electric local al moleculei la pozitia 1,,, de
frecventa w,, g, reprezinta factorul de amplificare al campului electromagnetic, iar Ey(wy)

reprezintd intensitatea campului electric al radiatiei incidente.

Campul electric astfel amplificat va duce la o amplificare a dipolului electric oscilant al

moleculei.

Pentru simplitate, se considera o nanoparticuld sferica asupra careia s-a aplicat un camp electric
incident. Ca urmare, campul amplificat, la distanta r de nanoparticuld va depinde de campul

incident E, de factorul de amplificare g, de cosinusul unghiului 0 si de de raza sferei — a:
3
E, = Eycosf + g 3—3 E,cos @ 9)

De unde deducem ca intensitatea cAmpului electric va fi mai mare pentru moleculele situate
mai aproape de nanoparticuld. Deci pentru o molecula adsorbita pe suprafata nanoparticulei va
exista cea mai mare amplificare, asa cum a fost determinat si experimental. Termenul g depinde
de constantele dielectrice ale mediului si a nanoparticulei si atinge maximul atunci cand este

indeplinitd conditia de rezonanta plasmonica. [13]

Pe de alta parte, efectul chimic implica existenta unui transfer de sarcina de la nanoparticula la
moleculd, sau formarea unei legaturi (hibridizarea metalului si a orbitalilor moleculari). De

obicei vibratia acestei legéturi este vizibila si in spectrul SERS.

Dupa studierea proceselor care duc la amplificarea SERS pot fi extrase cateva conditii care vor

imbunatati sau facilita aparitia semnalului:

(a) Conditia de rezonantd pentru plasmonii localizati de suprafatd, in vederea obtinerii
amplificarii SERS maxime;

(b) Adsorbtia moleculei de interes pe substratul metalic.

Cele doua efecte de amplificare, RR si SERS se pot suprapune atunci cand lumina incidenta
are lungimea de unda potrivitd pentru a indeplini atat conditia de rezonantd a moleculei cat si

conditia de rezonanta a plasmonilor de suprafata. Efectul este denumit SERRS.
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1.3 Spectroscopia de fluorescenta

Fluorescenta reprezintd absorbtia unui foton urmatd de emisia unui alt foton de energie mai
mica decat cel incident. Efectul necesitd o sursd de lumind cu energie egald cu diferenta
energeticd dintre nivelul electronic fundamental al moleculei (S0) si primul nivel electronic

excitat (S1). Fluorescenta are loc in trei pasi (Figura 1-5).

Absorptio
So

Figurd 1-5 Diagrama ce descrie fenomenul de fluorescentd. Preluatd din https://www.chem.uzh.ch/dam/jcr:571775eb-

8b0e-4930-8aa4-ad0da5c1laec/FluorescenceQuenching_HS16.pdf

Primul pas este absorbtia. In cazul fluorescentei, fotonul absorbit trebuie sa aiba o lungime de
unda potrivitd pentru a excita molecula de pe SO, pe S1. Energia fotonului trebuie sa cada in
domeniul de absorbtie al moleculei pentru ca efectul de fluorescenta sa aiba loc. Majoritatea

fluoroforilor au domeniul de absorbtie in domeniul UV — vizibil.

Al doilea pas este dezexcitarea neradiativd. Molecule se dezexcitd mai intéi pe cel mai jos nivel
vibrational al primului nivel electronic excitat (S1, v=0). Pentru a efectua o tranzitie pana pe

nivelul v=0 al starii S1, acesta se va dezexcita neradiativ prin una dintre urmatoarele cai:

- Relaxare vibrationald: energia vibrationald este transformatd in energie
cinetica/termica;

- Conversia internd: atunci cand nivele vibrationale a doud stari electronice cu
multiplicitati diferite sunt suprapuse, molecula poate trece de pe un nivel vibrational al

unei stari electronice pe un nivel vibrational al altei stdri electronice.

Al treilea pas este emisia de fluorescenta (relaxarea radiativa). Pentru a efectua o tranzitie intre
nivele electronice, este necesard emisia unui foton. Deoarece o parte din energia fotonului

incident a fost pierduta in procese neradiative, fotonul emis va avea energie mai mica decat cel
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incident. Diferenta intre energia electronului incident si a electronului emis se numeste
deplasare Stokes si poate fi exprimatd in funtie de lungimi de undd (A =hc/E) care la

masuratorile de fluorescenta iau valori de ordinul sutelor de nanometri (nm):

A\stokes = Aabsorbita — kﬂuorescengé (10)

Deplasarea Stokes este deplasarea dintre maximul spectrului de absorbtie si maximul spectrului

de emisie.

Intensitatea emisiei fluorescente depinde de asemenea de concentratia fluoroforului, iar pentru

probe diluate este valabila relatia
Ir=0Q X Iy X (2,303 XE xc x1I) (11)

Unde Ir este intensitatea luminii emise prin fluorescenta, Q este randamentul cuantic al
fluoroforului, E este coeficientul de extinctie moleculard, 10 intensitatea luminii incidente, 1

este drumul optic iar c este concentratia in gm mol/L.

Din relatia de mai sus rezultd cd existd o directd proportionalitate Intre concentratia
fluoroforului si a emisiei fluorescente detectate. [16] Din acest motiv, spectroscopia de
fluorescenta poate fi utilizatd pentru cuantificarea concentratiei unui fluorofor intr-o solutie

diluata.

Fluorescenta este de mentionat si in masuratorile Raman Rezonant, spre exemplu asupra
carotenoidelor. [17] Grupdrile cromofore, la absorbtia luminii incidente care indeplineste
conditia de rezonanta Intre 2 nivele electronice are o probabilitate de emisie fluorescenta data
de randamentul cuantic al fluoroforului. Spectrele Raman ale acestor compusi vor prezenta un
fundal de fluorescentd care poate fi redus dacd lungimea de undd a luminii incidente se

indeparteaza de maximul de absorbtie al gruparilor cromofore.

1.4 Spectroscopia de absorbtie UV-Vis

Spectroscopia de absorbtie UV-Vis este frecvent utilizata pentru caracterizarea structurii unui
compus, In special pentru evidentierea tranzitiilor vibronice (electronice si vibrationale) care

are loc prin absorbtia luminii in domeniul UV-vizibil pentru majoritatea moleculelor.

Modul de functionare a unui spectrometru UV-Vis poate fi vazut in Figurd 1-6. Lumina incidenta

provine de la o lampa (sau mai multe lampi, combinate) care emit lumina in tot domeniul UV-

17



lon Georgiana Evaluarea amplificarii semnalului Raman al carotenoidelor
in matricea serului prin adsorbtia la nanoparticule metalice

Vis. Fiecare lungime de unda a luminii va fi selectatd printr-un sistem numit monocromator,
care poate fi o retea de difractie sau o prisma. Lumina este directionatd printr-un sistem de
oglinzi pentru a ajunge la 2 cuve: una dintre cuve este ,,referinta”, care este necesara pentru a
scadea din spectrul final spectrul de absorbtie al solventului, iar in cealaltd cuva este analitul
de interes aflat intr-o solutie diluata. O parte din lumina este absorbita sau Imprastitad de catre

analit, iar restul luminii va trece prin cuva si va ajunge la detector.

Mirror
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/ Wil Mirror
: 1 g ———® Output
Tungsten D2 Lamp | .
Lamp g
Data g M
Emégil | Processing| EL_"\
| < Wavelength
gt e a
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Figurd 1-6 Schema de bazd a unui spectrofotometru. Preluatd din Experimental methods in chemical engineering:

Ultraviolet visible spectroscopy—UV-Vis, F. S. Rocha, A. J. Gomes, C. N. Lunardi, S. Kaliaguine and G. S. Patience

Intensitatea luminii absorbite va depinde conform legii Beer-Lambert:
I, = lhe™ % (12)

Unde o este intensitatea radiatiei incidente, a este coeficientul de extinctie molar, c este

concentratia molara iar x este drumul optic parcurs (adica lungimea cuvei).

Spectroscopia de absorbtie poate fi utilizatd pentru caracterizarea carotenoidelor (Figurd 1-7).
Carotenoidele sunt renumite pentru absorbtia in domeniul vizibil (intre 400-550 nm), fapt ce le
oferd culoarea portocaliu-rosiaticd distinctd. Carotenoidele sunt caracterizate de un maxim
central impreund cu alte 2 maxime secundare, uneori prezente sub forma unor umeri mai
degrabd decat maxime propriu-zise. Absorbtia corespunde tranzitiei de pe nivelul SO

fundamental pe al doilea nivel electronic excitat S2. Cele trei maxime corespund tranzitiilor
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vibronice (tranzitii ale nivelelor vibrationale impreund cu tranzitia electronica, care va

corespunde unor energii diferite).

absorbance

350 400 450 500 550 600 650 700
wavelength (nm)

Figurd 1-7 Spectrul de absorbtie al carotenoidelor impreund cu tranzitiile electronice permise, interzise. Preluatd din Electronic
and vibrational properties of carotenoids: from in vitro to in vivo, Manuel J. Llansola-Portoles, Andrew A. Pascal and Bruno

Robert

1.5 Metode de caracterizare a nanoparticulelor metalice

Potential

In stiinta coloizilor, 0 metoda buna de verificare a stabilitatii unor particule dupa sintetizare o

reprezintd masurarea potentialului Zeta.
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Figurd 1-8 llustratie a unei particule in solutie, impreund cu diametrul real, stratul Stern (stratul electric dublu), urmat de

stratul difuz Gouy-Chapman. Preluatd din https://nanocomposix.com/pages/zeta-potential-measurements

Nanoparticulele sunt structuri stabile in solutie datoritd moleculelor de surfactant incarcate
negativ, precum anioni de citrat in cazul nanoparticulelor de aur (cit-AuNPs). Acest lucru le
oferd un potential de suprafata negativ, care se referd la lucrul mecanic ce ar fi necesar pentru
aducerea unei sarcini de probd de la o zonad cu potential 0 (adicd de la infinit fatd de

nanoparticuld) la o anumita distanta in campul nanoparticulei.
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Evenimentele la nivel molecular ce au loc intr-un coloid sunt complexe, dar la echilibru
termodinamic au fost descrise prin modelul Gouy-Chapman-Stern. [18] La interfata
nanoparticulei se afld un strat uniform de particule incarcate, urmat de stratul Stern (stratul

electric dublu), iar apoi de un strat difuz (Figura 1-8).

Potentialul nanoparticulei va descreste cu distanta. Potentialul Zeta al nanoparticulei este
definit ca potentialul la suprafata unde se incheie primul strat de ioni in jurul nanoparticulei.
De obicei, termenii de potential Zeta si potential Stern sunt interschimbabili deoarece sunt

foarte apropiate, la aproximativ 0,5 nm de suprafata nanoparticulei (Goodwin, 2009).

IEP

{(mv)

Figurd 1-9 Influenta pH-ului solutiei asupra potentialului Zeta, la O, punctul izoelectric. Preluatd din Introduction to Applied

Colloid and Surface Chemistry, 2016

Experimental, potentialul Zeta se mdsoara prin intermediul unor electrozi. in camp electric,

viteza nanoparticulelor este masurata si se poate calcula mobilitatea, conform relatiei:

n=g (13)

unde u este mobilitatea, v este viteza particulelor iar E este intensitatea campului electric.

Cunoscand mobilitatea particulelor, constanta dielectrica relativa si vascozitatea mediului se
poate calcula potentialul Zeta al particulelor. In general, un potential Zeta mai mare in modul

decat £30 mV este considerat un indicator al stabilitatii coloidului. [19]

Figurd 1-9 prezinta variatia potentialului Zeta cu pH-ul solutiei.
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Dynamic Light Scattering (DLS)

In practica, atat dimensiunea nanoparticulelor (mai exact, diametrul hidrodinamic) céat si

potentialul Zeta pot fi masurate prin intermediul tehnicii DLS.

Laser source )
O cigene 3y, T
light -

Detector

Digital signal processor
correlator

Figurd 1-10 Setup-ul pentru DLS. Preluatd din Dynamic light scattering (DLS) technique, principle, theoretical considerations
and applications, R. Sandhu, N. Singh, J. Dhankhar, K. Gandhi and R. Sharma

Tehnica se bazeaza pe Tmprastierea luminii incidente (de obicei o sursd laser) de catre o
nanoparticuld in solutie si detectia luminii imprastiate printr-un detector. (Figurd 1-10) Lumina
imprastiatd de particula in miscare va suferi o ,largire Doppler”, care va rezulta fie in
interferenta distructiva, fie in interferentd constructivd care ajunge la detector si este

transformata in semnal. [20]

Prin determinarea vitezei particulei se poate determina si diametrul hidrodinamic al
nanoparticulei (diametrul fizic al nanoparticulei + double-layerul de apa), conform ecuatiei

Stokes-Einstein: [21]
Du =kT/6nn D

unde Dy este diametrul hidrodinamic al nanoparticulei, k — constanta Boltzmann, T —

temperatura in grade K, iar D coeficientul de difuzie.

Nanoparticle tracking analysis (NTA)

Dupad determinarea stabilitdtii in solutie si a diametrului hidrodinamic, se doreste a fi
determinatd si concentratia de nanoparticule. Acest proces poate fi realizat automat prin

intermediul tehnicii NTA.
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Figurd 1-11 Setup-ul pentru NTA. Preluatd din https://analytik.co.uk/wp-content/uploads/2016/12/whitepaper-

nanoparticle-tracking-analysis.pdf

Particulele dintr-o proba sunt corespunzator diluate si trecute printr-o celuld cu grosime mica
ce permite vizualizarea tuturor particulelor in planul focar. Proba este iluminata cu un laser, iar
lumina imprastiata de particule trece prin obiectiv si este detectatd cu o camera CCD sau
CMOS, la 90°. Imagini suprapuse inregistrate pot urmari deplasarea particulelor in timp la
trecerea solutiei prin celuld. Diametrul particulelor este determinat tot prin intermediul ecuatiei

Stokes-Einstein. [22]

Cunoscand numarul de nanoparticule (determinat automat de software) si volumul total, se

poate afla concentratia de nanoparticule din volumul de solutie circulat prin celula.
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2 Materiale si metode

2.1 Sinteza si caracterizarea nanoparaticulelor metalice

Pentru masuratorile SERS si pentru verificarea adsorbtiei pe nanoparticule prin masuratori de
fluorescenta, au fost sintetizate doud tipuri de coloizi de nanoparticule metalice. Toate
masuratorile au fost realizate utilizand acelasi batch de coloid, pentru a reduce variabilitatea in
masuratori datorata diferentelor morfologice ale nanoparticulelor ce pot aparea intre doud

sinteze.

Primul este coloidul de aur redus prin citrat de sodiu. Metoda de sinteza a fost adaptata dupa
metoda Lee-Meisel.[23] S-a preparat o solutie de acid cloroauric de concentratie 23 mM. Din
aceasta solutie, 1 ml au fost dizolvati in 100 ml de apa ultrapurificata, in timpul amestecarii
continue prin intermediul unui agitator magnetic. Dupa ce amestecul a atins temperatura de
100 °C, au fost adaugati 2 ml de solutie de citrat de sodiu (Na) de concentratie 1%. Gura
recipientului a fost acoperita cu o folie de aluminiu si solutia a fost mentinuta la temperatura
de 100 °C pentru incd 25 de minute. La citeva minute dupa adaugarea citratului, solutia a
capatat o culoare inchisa, purpuriu spre negru, dupa care s-a modificat treptat pana a devenit

rosie si translucida. Solutia a fost 1dsata sa ajunga la temperatura camerei.

Al doilea este coloidul de argint redus prin hidroxilamina hidroclorida (hya-AgNPs). Metoda
de sinteza a fost adaptatd dupa Leopold si Lendl. [24] 17 mg de hidroxilamina hidroclorida au
fost dizolvati in 90 ml de apa ultrapurificata, in timpul amestecarii continue prin intermediul
unui agitator magnetic. De asemenea, Intr-un alt recipient, 17mg de hidroxilamina hidroclorita
au fost dizolvati In 8,8 ml de apa ultrapurificatd, dupa care au fost adaugati 1,2 ml de NaOH.
Solutia ce contine hidroxilamina a fost apoi turnata peste solutia de azotat de argint in timpul
amestecarii continue, la temperatura camerei. Solutia si-a schimbat instant culoarea, devenit

aproape opaca, si avand o culoare gri-galbuie.
Ambilor coloizi le-a fost testat pH-ul (Tabel 2-1).

Tabel 2-1 Valoarea pH-ului pentru cei doi coloizi utilizati

cit-AuNPs hya-AgNPs
pH 5 9

Nanoparticulele sintetizate au fost caracterizate prin patru metode.
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Pentru a determina stabilitatea coloizilor au fost facute masuratori de potential Zeta, iar pentru
a determina diametrul nanoparticulelor si polidispersivitatea acestora a fost utilizatd metoda
DLS. Atat potentialul Zeta cat si diametrul nanoparticulelor au fost determinate cu ajutorul

Zetasizer Nano ZS (Malvern), echipat cu un laser He-Ne, 4 mW, cu emisie la 633 nm.

Concentratia de nanoparticule a fost determinatd prin intermediul metodei NTA. Pentru a
achizitiona spectre de extinctie a nanoparticulelor a fost utilizat spectrofotometrul UV-Vis V-

630, Jasco.

Pentru toate misuritorile de mai sus, nanoparticulele coloidale au fost diluate de 10° ori in apa

ultrapura si apoi filtrate aditional printr-un filtru de 0.2 pm.

2.2 Prepararea si caracterizarea solutiilor de carotenoide

Pentru a testa posibilitatea adsorbtiei carotenoidelor, respectiv aparitia semnalului SERS au

fost utilizate doua tipuri de carotenoide, ambele hidrosolubile.

Prima substanta este un analog sintetic al beta-carotenului identic cu cel natural (BC-1-WS-P,
Chr. Hansen Holding A/S) incapsulat intr-o matrice de maltodextrind pentru a-i oferi

hidrosolubilitate. 5 mg de pudra de beta-caroten a fost diluate in 5 ml de apa ultrapura.

A doua substanta utilizata este norbixina (Chr. Hansen Holding A/S) obtinuta prin extractia si

uscarea pigmentului annatto din seminte de Bixa orella L.

Cele doud carotenoide au fost caracterizate prin intermediul spectroscopiei de absorbtie UV-

Vis.
2.3 Pregatirea probelor de ser bovin

Pentru masuratorile pe ser a fost utilizat ser de la o bovina adulta, nedeproteinizat, pastrat la

congelator.
Proteinele din ser au fost filtrate prin doud metode diferite.

Prima metoda este deproteinizarea prin precipitare cu metanol. A fost utilizat protocolul
standard. [25] La 900 de pl de metanol au fost addugati 100 de pl de ser, iar agregarea

proteinelor a fost observatd instant. Pentru filtrare, trei probe astfel preparate au fost
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centrifugate timp de 15 minute la 7300g. Proteinele, agregate, s-au depus sub forma de

precipitat pe fundul recipientelor, iar supernatantul a fost prelevat si introdus in alt recipient.

A doua metoda este filtrarea proteinelor utilizand recipientul Vivaspin® 5000 MWCO. in
recipient au fost introdusi 2 ml de ser. Serul a fost centrifugat timp de 25 de minute la 7300
rpm. In urma filtririi, proteinele au ramas blocate in filtru, iar substanta filtrata a fost turnati

intr-un alt recipient.

2.4 Masuratori de fluorescenta

Monitorizarea adsorbtiei carotenoidelor la nanoparticule s-a realizat prin intermediul
masuratorilor de fluorescentd cu ajutorul unui fluorimetru optic Avantes cu domeniu spectral

200-900 nm (Figura 2-2).

S NN

Figurd 2-2 Setup-ul experimental pentru mdsurarea fluorescentei. in Figurd 2-1 Cuvd pentru mdsurdtori, ce
imagine se pot vedea sursa LED, detectorul, fibra opticd si suportul de contine solutie a analogului de beta-caroten
probé diluat in apd. Se poate observa filtrul band-

pass (dreapta), fasciculul sursei LED albastre
venind de sus, fasciculul fluorescent (verde).

Mai exact, adsorbtia analogului beta-carotenului a fost testatd utilizand ca sursd de iluminare
un LED cu maximul la 470 nm (Figurd 2-1). Pentru a filtra lumina provenita de la sursa si a
detecta numai semnalul fluorescent s-a utilizat un filtru bandpass cu domeniul transmitantei de

535 +£25nm.

2 pl de solutie de beta-caroten de concentratie masica 500 pg/ml au fost addugati la 18 pl de
coloid cit-AuNPs de diferite concentratii. Solutiile au fost centrifugate timp de 35 de minute la
11000 g, pentru filtrarea nanoparticulelor. Dupa centrifugare, s-a prelevat supernatantul si s-a
determinat prin masuratori de fluorescenta concentratia de beta-caroten ramas in supernatant

(neadsorbit). (Figura 2-3)
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Figurd 2-3 Schematizare a pasilor utilizati pentru mdsurarea variatiei concentratiei de beta-caroten liber cu modificarea

numdrului de nanoparticule din solutia initiald

2.5 Masuratori Raman si SERS
Spectrele Raman pentru beta-caroten au fost achizitionate cu ajutorul unui spectrometru InVia

Raman Renishaw, cuplat la un obiectiv Leica, marire 5x, in picatura de 10 pl.

Pentru a determina posibilitatea amplificarii de tip SERS/SERRS, au fost achizitionate spectre
Raman Rezonant (cu o dioda laser, emisie la 532 nm) ale carotenoidelor dizolvate in apa,
scdzand treptat concentratia pana la atingerea concentratiei limitd de detectie prin Raman (la
aceastd concentratie, benzile Raman au intensitate atat de mica, incat sunt usor de confundat

cu fundalul).

S-au adaugat 90 ul de coloid hya-AgNPs, respectiv cit-AuNPs la 10 pl de solutie de beta-
caroten, respectiv norbixind, astfel incdt concentratia finald a celor doua carotenoide sa
coincida cu cea gasitd ca limitd de detectie. Spectrele au fost achizitionate cu linia laser cu
emisie la 532 nm pentru coloidul de argint, respectiv cu linia laser cu emisie la 633 nm (laser
He-Ne) pentru coloidul de aur. Pentru solutia cu nanoparticule de aur, s-au achizitionat spectre
si cu laserul cu emisie de 532 nm pentru a verifica amplificarea in afara rezonantei plasmonice

a nanoparticulelor. (Figura 2-4)
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Figurd 2-4 Schematizare a mdsurdtorilor efectuate pentru a analiza efectele Raman Rezonant/ SER(R)S in cazul

carotenoidelor utilizate. Aparitia efectului RR este posibild numai in cazul laserului 532 nm, dintre cele 2 cazuri.

Pentru a recrea conditiile din ser, la solutiile precedente de beta-caroten si nanoparticule hya-
AgNPs, s-a adaugat mai Intai solutie de albumine din ser bovin (BSA) de concentratie finala
0,1 mg/ml, respectiv un mix de metaboliti purinici in urmatoarele concentratii: 10* M pentru

xantind, hipoxantind, uree si 10 M pentru acid uric.

La masurarea norbixinei gi a serului bovin s-a utilizat un spectrometru portabil i-Raman
BWTek cu linie laser 532 nm, cuplat cu un microscop optic cu obiectiv de marire 20x. (Figura

2:5).

Pentru cuantificarea semnalului RR/SERRS in cazul serului bovin s-au achizitionat spectre in
paralel pentru cele trei tipuri de solutii: ser nedeproteinizat, ser deproteinizat prin filtrare

Vivaspin® si ser deproteinizat prin precipitare cu metanol.

Cele trei tipuri de solutii au fost mai intéi diluate de 10 ori in apa si s-a testat semnalul Raman,
dupa care 5 pl din solutii au fost adaugate la 45 pl de coloid hya-AgNPs. Aditional, serul
deproteinizat prin precipitare cu metanol a fost testat adaugand 5 pl la 45 pl hya-AgNPs si 5
ul de solutie cu ioni Ca*" de concentratie 5x10° M pentru a obtine spectru SERS asupra

compusilor din ser.
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|5

Figurd 2-5 Montajul experimental utiziat pentru mdsurdtorile spectroscopice Raman. Se poate observa detectorul impreund
cu sursa de iluminare laser, ce au fost incorporate in spectrometru (dreapta), si microscopul optic, cu un obiectiv 20x utilizat

pentru a focaliza fasciculul laser pe probd (stdnga).
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3 Rezulate si discutii

3.1 Caracterizarea nanoparticulelor metalice
Coloizii sintetizati au fost analizati prin spectroscopie UV-Vis (Figurd 3-1). S-a observat un maxim
al rezonantei plasmonice la 408 nm pentru hya-AgNPs. De asemenea, in cazul cit-AuNPs a fost

observata banda de rezonantd plasmonica cu un maxim la 514 nm.
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Figurd 3-1 Spectrul de extinctie UV-Vis pentru coloizii metalici

Masuriatorile de potential Zeta indicd, pentru hya-AgNPs un potential de —23,5 mV, respectiv —
13,4 mV pentru cit-AuNPs ceea ce indica o stabilitate buna a nanoparticulelor sintetizate (Figura

3-2, Figura 3-3).
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Figurd 3-2 Distributia potentialului Zeta pentru cit-AuNPs
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Figurd 3-3 Distributia potentialului Zeta pentru hya-AgNPs

Diametrul hidrodinamic al NPs a fost masurat prin metoda DLS. Rezultatele masuratorii

diametrului hidrodinamic prin DLS ale cit-AuNPs prezintd un maxim la 22.23 nm si o deviatie

standard de 1.596 nm (Figurd 3-4). Nanoparticulele de argint prezintd un singur peak, avand

diametrul de 62.72 nm si o deviatie standard de 6.527 nm (Figurd 3-5).
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Figurd 3-4 Distributia diametrului hidrodinamic pentru cit-AuNPs prin DLS
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Figurd 3-5 Distributia diametrului hidrodinamic pentru hya-AgNPs prin DLS
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In urma analizei NTA s-a calculat o concentratie medie a nanoparticulelor care poate fi cititd in
Tabel 3-1. Masurdtorile NTA au oferit si masuratori asupra distributiei de diametru al
nanoparticulelor. In Figurd 3-6 se poate observa un peak la 55 nm pentru hya-AgNPs, care este

diametrul hidrodinamic pentru majoritatea nanoparticulelor masurate (peak-ul principal)

Tabel 3-1 Concentratia nanoparticulelor, mdsuratd prin metoda NTA (dupd diluare de 103 ori)

Tip nanoparticule Concentratie medie (dilutie 10x)
hya-AgNPs 9.25e+007 +/- 1.65e+006 particles/ml
cit-AuNPs 2.82¢+008 +/- 1.30e+007 particles/ml
E6
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4.0 — 5
? 35 —
§ 3.0 4
=
g 2s-
-§ 20
o
5 15
2
3
0.5 —
0 _J |”4150| 2 T T T T T T 1
0

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Size (nm)

Figurd 3-6 Distributia diametrului hidrodinamic pentru hya-AgNPs prin metoda NTA

3.2 Caracterizarea carotenoidelor

Pentru caracterizarea carotenoidelor au fost achizitionate spectre de absorbtie UV-Vis. Spectrele
de absorbtie (Figurd 3-7, Figura 3-8) prezinta domeniul tipic de absorbtie al carotenoidelor (intre 400
si 500 nm) impreund cu un maxim central (care difera in functie de tipul de carotenoida respectiv
de solvent, impreuna cu doi umeri in stdnga si In dreapta maximului. Asa cum am prezentat in
sectiunea 1.4, aceste trei maxime de absorbtie corespund celor trei vibratii ale aceleiasi tranzitii
electronice de pe nivelul electronic fundamental pe al doilea nivel excitat. Usoare variatii in pozitia

maximului apar datorita influentei solventului si al pH-ului solutiei.
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Figurd 3-7 Spectrul de absorbtie UV-Vis al analogului hidrosolubil al

beta-carotenului
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Figurd 3-8 Spectrul de absorbtie UV-Vis al norbixinei

3.3 Monitorizarea adsorbtiei prin fluorescenta

Solutiile de beta-caroten au prezentat specrtu de fluorescenta la excitarea cu lumina la 470 nm..

Toate masuratorile au prezentat un maxim al emisiei fluorescente la 519 nm (Figura 3-10).

Fluorescenta, fiind o metoda sensibila de detectie a concentratiei unei substante in solutie a fost

utilizatd pentru a determina cantitatea de beta-caroten ramasa in supernatant, adica beta-carotenul
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liber ce nu a adsorbit pe suprafata nanoparticulelor. Nanoparticulele metalice interactioneaza cu
lumina din domeniul vizibil asa cum am aratat in sectiunea 3.1, iar prezenta nanoparticulelor in
proba poate duce la deflectia luminii din calea detectorului si, in consecintd poate interfera cu
masurdtorile de fluorescentd. Pentru madsuratori precise este deci necesarda indepartarea
nanoparticulelor, impreuna cu moleculele adsorbite pe acestea si masurarea fluorescentei datorata
fractiei libere de beta-caroten din solutie. Acest lucru a fost realizat prin centrifugare si masurarea

supernatantului.

In ciuda centrifugarii cu timpi indelungati si viteze mari, cantititi mici de nanoparticule riméan in
supernatant. in cazul nanoparticulelor de aur, acest lucru nu interferd cu mdsuratorile de
fluorescenta deoarece nanoparticulele de aur interactioneaza slab cu LED-ul de 470 nm. in schimb,
nanoparticulele de argint, cu un maxim de extinctie la 408 nm Tmprastie puternic lumina sursei
LED si s-a constatat o crestere in intensitate si o latire a spectrului sursei datorate sursei LED chiar
si la concentratii foarte mici de nanoparticule de argint prezente in solutie (Figurd 3-9). Acest aspect

face ca hya-AgNPs sa fie nepotrivite pentru experimentul nostru.
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Figurd 3-9 Spectrul sursei LED prin detectorul fluorimetrului la diferite concentratii de coloid hya-AgNPs dispersat in apd. Se
poate observa o crestere semnificativd a semnalului la concentratii foarte mici de coloid. Procentele reprezintd fractia de coloid

fatd de volumul total de apd.

Asadar, determinarea adsorbtiei beta-carotenului pe NPs a fost monitorizata prin fluorescentd doar
pentru AuNPs. S-a masurat intensitatea fluorescentei pentru supernatantul celor 5 solutii cu
concentratii diferite de nanoparticule si s-a constatat ca existd o corelare negativa intre intensitatea
semnalului fluorescent si concentratia de nanoparticule din solutia initiala (Figurd 3-10). Metoda

verificd ipoteza cd, odatd cu cresterea concentratiei de nanoparticule si astfel a suprafetei
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adsorbentului, existd si o crestere a numarului de molecule adsorbite si prin urmare apare o scadere

a concentratiei moleculelor 1n solutia de la care se masoard semnalul fluorescent.
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Figurd 3-10 Spectrul de emisie fluorescentd al beta-carotenului din supernatant la diferite
concentratii de nanoparticule. Dreapta-sus: raportul intensitdtii la maximul emisiei de 519 nm (1)
fatd de valoarea initiald (lo), in functie de concentratia de nanoparticule addugate aratd clar o

scddere a semnalului fluorescent cu cresterea concentratiei de nanoparticule, adicd a suprafetei de
adsorbtie valabild

3.4 Amplificarea Raman a semnalului carotenoidelor

3.4.1 Carotenoide hidrosolubile

Caracterizarea semnalului carotenoidelor s-a realizat prin intermediul celor trei deplasari Raman
Stokes specifice acestora. In cazul beta-carotenului, cele trei benzi au fost identificate la 1000,
1152, 1523 cm™ in coloidul de aur, respectiv 1003, 1153, 1518 cm™ in cazul coloidului de argint.
Mici shift-uri in pozitia benzilor pot aparea datoritd adsorbtiei moleculei pe suprafata

nanoparticulei . Pentru norbixin, cele trei benzi se afli la 1010, 1154 si 1520 cm™'.

Posibilitatea amplificarii semnalului de la beta-caroten a fost mai intéi testat prin amestecarea
acestuia la coloid hya-AgNPs. La concentratia-limitd de detectie prin Raman Rezonant, doud
dintre cele trei benzi caracteristice carotenoidei inca mai pot fi observate, avand insa o intensitate
slaba fatd de banda apei aflatid la <1645 cm™ (Figura 3-11). Acest fapt indica prezenta semnalului
Raman Rezonant al beta-carotenului la limita sa inferioard. Dupa amestecarea cu coloidul de

argint, s-a constatat o crestere a semnalului carotenoidei de ordinul 10%, fird adiugarea de adioni
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in solutie. Datorita suprapunerii efectului de Rezonantd Raman cat si a excitarii in banda
plasmonica a nanoparticulelor, apare combinarea celor doua efecte (SERRS). Se subliniaza faptul

ca, acest rezultat a fost obtinut pentru analogul hidrosolubil al beta-carotenului.
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Figurd 3-11 Jos: Spectrul Raman al beta-carotenului in solutie apoasd la limita de detectie. Sus: spectrul SERS al beta-carotenului
la aceeasi concentratie, in coloid hya-AgNPs (verde, sus), impreund cu deviatiile standard. Linie laser utilizatd: 532 nm. Spectrele

au fost normalizate la unitate.

In continuare s-a testat posibilitatea ca semnalul analogului beta-carotenului sa fie amplificat prin
substratul metalic si in afara domeniului de rezonanta al moleculei (SERS). Masuratorile in coloid
cit-AuNPs si cu sursa laser de 633 nm (in LSPR a nanoparticulelor) au demonstrat o amplificare a
benzilor carotenoidei, care la aceeasi concentratie, prin Raman, nu au putut fi detectate (Figura

3-12)

Spectrul SERS al beta-carotenului in prezenta AuNPs a fost achizitionat si folosind ca sursa de
excitare laserul de 532 nm (in afara LSPR a nanoparticulelor insa in rezonanti cu carotenoida). in
acest caz s-a constatat o lipsd a benzilor carotenoidelor. Acest fapt confirma aparitia efectului
SERS, deoarece benzile carotenoidei nu au putut fi amplificate decat indeplinind conditia de
rezonantd plasmonica. Amplificarea in cazul coloidului de aur este insd scdzuta in comparatie cu
cea a coloidului de argint, iar efectul se datoreaza si absentei rezonantei Raman a carotenoidelor,

care contribuie aditional la amplificarea observata in (Figurd 3-12).

Acelasi protocol a fost repetat si in cazul norbixinei, un carotenoid solubil in apa. In cazul hya-
AgNPs, excitate cu 532 nm (atat in banda de rezonantd a nanoparticulelor, cat si In rezonanta cu
carotenoida) s-a obtinut amplificare SERRS pentru cele trei benzi caracteristice. In schimb,
masuratorile asupra norbixinei in coloid cit-AuNPs nu au prezentat amplificare SERS la excitarea
cu 633 nm (Figurd 3-12).
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Figurd 3-12 Jos: spectrul Raman al beta-carotenului in solutie apoasd la limita de detectie. Sus: spectrul SERS al beta-carotenului

la aceeasi concentratie, in coloid cit-AuNPs (rosu, sus), impreund cu deviatiile standand. Linie laser utilizatd: 632,8 nm. Spectrele

au fost normalizate la unitate.
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Figurd 3-13 Jos: spectrul Raman al norbixinei in solutie apoasd la limita de detectie. Sus: spectrul SERS al norbixinei la
aceeasi concentratie, in coloid hya-AgNPs (violet, sus), impreund cu deviatiile standard. Linie laser utilizatd: 532 nm.
Spectrele au fost normalizate la unitate.

3.4.2 Influenta albuminei si a metabolitilor purinici

La adaugarea albuminei la solutia cu beta-caroten si nanoparticule, benzile SERS ale

carotenoidelor nu au mai putut fi detectate (Figurd 3-14). Este cunoscut faptul cd albuminele pot

crea o ,,coroand de proteine” (protein corona) in jurul nanoparticulelor, impiedicand adsorbtia

analogului solubil al beta-carotenului la nanoparticula. [26]
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Figurd 3-14 Jos: spectrul SERS al beta-carotenului in coloid hya-AgNPs. Sus: spectrul unei solutii identice dupd addugarea de BSA,

0,1 mg/ml, impreund cu deviatiile standard. Linie laser utilizatd: 532 nm. Spectrele au fost normalizate la unitate.

In schimb, la addugarea de metaboliti purinici la solutia de nanoparticule cu beta-caroten (xantina,
hipoxantina, acid uric si uree In concentratii comparabile cu cele din serul uman), s-au obsevat atat
benzi datorate metabolitilor purinici cat si benzi datorate metabolitilor purinici (Figurd 3-15),
benzile carotenoidei avand 1nsd cea mai mare intensitate, indicand afinitate ridicata fata de

suprafata nanoparticulei.

In studii anterioare, semnalul SERS al metabolitilor purinici a fost facilitat de adaugarea ionilor
de Ca?" [27). La adiugarea calciului, raportul dintre benzile metabolitilor purinici si benzile beta-
carotenului s-a inversat, indicand ca atdt metabolitii purinici cat si beta-carotenul a adsorbit la

suprafata nanoparticulelor.
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Figurd 3-15 Jos: spectrul SERS al beta-carotenului in coloid hya-AgNPs. Mijloc: spectrul unei solutii identice dupd addugarea unui
mix de metaboliti purinici. Sus: spectrul unei solutii identice cu cea din mijloc dupd addugarea de ioni Ca?*, impreund cu deviatiile

standard. Linie laser utilizatd: 532 nm. Spectrele au fost normalizate la unitate.

3.4.3 Ser bovin
Pentru serul bovin, serul deproteinizat prin precipitare cu metanol respectiv serul filtrat cu

Vivaspin s-a masurat spectrul Raman cu laserul de 532 nm, pentru a identifica benzile Raman

Rezonante ale carotenoidelor.

In cazul serului nedeproteinizat, s-au observat cele trei vibratii specifice carotenoidelor, la 1003,
1154 respectiv 1518 cm-1, indicAnd prezenta carotenoidelor. In cazul serului deproteinizat,
indiferent de metoda folosita, benzile carotenoidelor nu au mai putut fi detectate (Figura 3-16).
Acest fapt confirma ca, in cazul serului bovin analizat, metodele de deproteinizare au avut de
asemenea ca rezultat indepartarea carotenoidelor impreuna cu proteinele serice. Acelasi rezultat a
fost observat pentru probe de ser bovin diferite. Rezultatul masuratorilor Raman nu exclud insa
posibilitatea ca serul filtrat sd contind totusi carotenoide, insa cu o concentratie sub limita de

detectie Raman Rezonant.
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Figurd 3-16 Jos: Spectrul Raman din ser bovin, diluat de 10x in apd. Mijloc: spectrul Raman al serului de bovind dupd
deproteinizare prin precipitare cu metanol. Sus: spectrul Raman al serului de bovind dupd filtrarea prin centrifugare in Vivaspin,

diluat de 10x in apd. Linie laser utilizatd: 532 nm. Spectrele au fost normalizate la unitate.

Serul deproteinizat prin filtrare cu Vivaspin a fost amestecat cu coloid hya-AgNPs pentru a masura
semnalul SERS. Au fost identificate benzi caracteristice prinicipalilor metaboliti purinici
detectabili in ser prin SERS, 1nsé benzi caracteristice carotenoidelor nu au putut fi detectate (Figurd

3-17).
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Figurd 3-17 Sus: spectrul Raman al serului de bovind deproteinizat prin filtrare cu Vivaspin. Jos: spectrul SERS al serului

deproteinizat prin filtrare cu Vivaspin in coloid hya-AgNPs. Linie laser utilizatd: 532 nm. Spectrele au fost normalizate la unitate.
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Rezultatele masuratorilor SERS pentru cele doua tipuri de deproteinizéri conduce la urmatoarele

constatari:

(1) Dupa deproteinizare, carotenoidele fie sunt complet filtrate Tmpreund cu proteinele, fie
raman in ser intr-o concentratie prea mica pentru a putea fi detectata;
(2) Semnal de la carotenoide nu a putut fi detectat prin Raman Rezonant sau SERS in rezonanta

carotenoidelor, pentru serul deproteinizat.

Aceste rezultate sunt in concordanta cu numeroase surse din literaturd, unde se raporteaza faptul
ca toate carotenoidele, fiind molecule nepolare, sunt transportate in sange prin intermediul
lipoproteinelor.[10] De asemenea, despre metanol, se cunoaste ca este un solvent slab pentru

carotenoidele serice fatd de alti solventi organici precum hexanul[28].

S-au realizat, de asemenea, masuratori asupra serului nedeproteinizat, la care s-a adaugat coloid
de argint. Nici masuratorile serului nedeproteinizat nu indicd o amplificare SERS a benzilor
carotenoidelor (Figura 3-18). Acest lucru are loc deoarece carotenoidele, inglobate in lipoproteine,

nu adsorb spontan la suprafata nanoparticulelor. [29]
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Figurd 3-18 Sus: spectrul Raman al serului bovin. Jos: spectrul SERS al serului deproteinizat prin filtrare cu Vivaspin in coloid hya-

AgNPs. Linie laser utilizatd: 532 nm. Spectrele au fost normalizate la unitate.
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Concluzii

In concluzie, lucrarea de fatd reprezintd o analizd sistematicd a efectelor implicate in
spectroscopia SERS asupra carotenoidelor, cu aplicatii in analiza serului, biofluid in care

prezenta carotenoidelor este de interes pentru biopsia lichida SERS.

Studiul de fatd indicd aparitia efectului SERRS pentru doud carotenoide hidrosolubile, la
excitare cu laser 532 nm, linie laser care se potriveste atdt cu domeniul de absorbtie al
carotenoidelor si duce la Raman Rezonant, cat si cu domeniul de rezonanta al nanoparticulelor,
care duce la amplificarea data de substratul metalic pentru moleculele adsorbite. La limita de
detectie a semnalului prin Raman Rezonant, carotenoidele au prezentat amplificare SERRS la

adaugarea de nanoparticule de argint.

In cazul beta-carotenului hidrosolubil, s-a detectat o amplificare SERS la adiugarea
nanoparticulelor de aur si excitare cu laser la 633 nm, care indeplineste numai conditia de
rezonantd a nanoparticulelor si se aflad in afara benzii de absorbtie a carotenoidelor. Efectul de
amplificare a fost de aproximativ 10 ori mai slab decadt efectul SERRS 1in prezenta

nanoparticulelor de argint.

Maisuratorile de fluorescenta au indicat o scadere a concentratiei de beta-caroten liber corelata
cu cresterea numarului de nanoparticule din solutia initiala, ceea ce duce la concluzia cresterii

numarului de carotenoide adsorbite la suprafata nanoparticulelor.

Au fost studiate de asemenea efectele cauzate de principalii analiti prezenti in ser asupra
semnalului SERRS al beta-carotenului hidrosolubil. S-a constatat o disparitie totald a
semnalului in prezenta BSA, si o scadere in prezenta metabolitilor purinici, care au adsorbit pe

nanoparticule, dislocuind numai partial beta-carotenul.

S-a testat de asemenea semnalul provenit de la carotenoide pentru probe de ser bovin. S-a
observat o prezentd a carotenoidelor in serul nedeproteninzat, insa acest semnal nu a fost
amplificat in prezenta nanoparticulelor, indicind lipsa adsorbtiei spontane. In serul
deproteinizat prin precipitare cu metanol, respectiv prin filtrare cu Vivaspin, carotenoidele nu
au putut fi detectate prin Raman Rezonant sau SERRS, indicand o filtrare a carotenoidelor

impreuna cu proteinele serice, de care acestea sunt legate.
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