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Abstract

Diabetes is one of the fastest spreading health conditions of current times. Because of it,
many people nowadays rely on medication to live a normal life. Identifying it in the early stages
could greatly improve the quality of life for many people. Bearing this in mind, I sought to
develop a technology to establish if a person has diabetes by measuring the sugar concentration
in their sweat, with the help of Raman spectroscopy. To achieve this, the first step of my work
was to synthetize gold nanobipyramids, for their knows SERS applications. Precisely, |
synthetized reproductible gold nanobipyramids through a StG (seed-to-growth) protocol. After
the synthesis the AuBPs where physico-chemically characterized. The +30 mV zeta potential
proved their stabilty and the UV-Vis extinction spectras proved their plasmonic response is
tunable. The next step was immobilizing them in cotton substrates, which was done using a dip
coater. The new substrates with AuBPs in them were characterized as well, showing that the
optical properties haven’t changed substantially. As the last step, 4-MBA was introduced in the
substrates and Raman spectras were done for all the substrates with different plasmonic
responses, responses caused by the differently tuned AuBPs. For this evaluation a 785 nm laser
was used and the resulting spectras showed a good amplification for the AuBPs with the
plasmonic response near 785 nm. Thus, the cotton substrates with immobilized AuBPs proved

their potential to be used as detection tools in the biomedical applications.
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Introducere

Una dintre problemele de sanatate cu cele mai rapide expansiuni, si anume diabetul, a
atras atentia comunititilor medicale si stiintifice, devenind un punct de interes major 1. Dupi
statisticile World Health Organization (WHO), cazurile de diabet sunt in crestere, avand in

prezent 422 de milioane de persoane diagnosticate  (https://www.who.int/health-

topics/diabetes#tab=tab 1) , ceea ce inseamna ca 1 din 11 persoane depind de medicamente si

sunt susceptibile la diverse complicatii legate de boald, diabetul fiind un factor de risc pentru boli
cardiovasculare, pierderea vederii, insuficientd renald, etc. Nivele ridicare de glucoza in sange
sunt indicatori ai diabetului si reprezinta factorul determinant pentru diagnostic. Fiind un
metabolit cheie si un nutrient primar in metabolism, monitorizarea glucozei in fluidele corporale
este esentiald in prevenirea, diagnosticarea in timp util, si tratamentul acestei boli potential letale.
Strategiile curente existente implicd analiza aleatoare a nivelului de zahdr din sange, rezultate
puternic afectate de momentul in care a avut loc examinarea. Tn plus, metodele de analiza clinica
au nevoie de echipamente speciale, personal specializat, protocoale laborioase de preparare a
mostrelor, timp de analizd indelungat, etc., factori care conduc implicit la un pret ridicat. Desi
auto testarea a contribuit semnificativ spre progresul monitorizarii nivelului de zahar din sange,
aceastd metoda este invaziva si dureroasa deorece mostra de singe se obtine prin inteparea
degetului cu un ac, ceea ce a dus la descurajarea testarilor frecvente in randul pacientilor
2

diagnosticati In schimb, transpiratia, desi este un biofluid ce poate fi folosit cu usurinta,

folosind metode metode non-invazive de diagnostic, rimane in mare parte neutilizati 3.

Tn acest context, dezvoltarea unui nanoplatforme senzoristice, inovative, versatile, non-
invazive, ieftine, dar eficiente, care ofera rezultate in timp real reprezinta o prioritate in contextul
actual pentru Tmbundtatirea controlului glicemic si, implicit, a stdrii de sdndtate a pacientului.
Lucrarea de licenta intitulata “Dezvoltare de senzori plasmonici flexibili si portabili integrati
Tn pansament steril” isi propune sa puna bazele spre dezvoltarea unui concept nou de biosenzor
flexibil cu raspuns plasmonic controlabil si reproductibil care oferda monitorizare a glucozei din
transpiratie non-invaziv, sensibil, rapid, in timp real si sigur. Pentru realizarea acestui dezirat mi-

am propus sd integrez nanobipiramide de aur presintetizate chimic, avand rol de amplificatori
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eficienti biosenzoristici 4, In bumbac, care este un material natural abundent cu multe avantaje,
printre care regenerabilitatea, flexibilitatea, abundenta, biodegradabilitatea, si grupul hidroxil de
pe suprafatd permite modificarea acestuia cu usurinti °. In plus, implementarea duala a tehnicilor
de analiza de Rezonanta Plasmonica Localizata de Suprafata (LSPR) — Spectroscopie Raman cu
Amplificata Suprafata (SERS) asigura atat senzitivitate si specificitate ridicata a biosenzorului —
inafard de detectia sensibila a glucozei, biosenzorul nostru miniatural, flexibil, elastic va fi
capabil sd-i identifice amprenta moleculara, si promoveaza portabilitatea si capabilitdtile de
detectie rapida on-site folosind spectrometre portabile. Astfel, ne propunem sa depasim limitarile
aparatelor disponibile Tn prezent de monitorizare a glucozei prin proiectarea unui biosenzor nou

robust inovativ non-invaziv cu capacitati imbunatatite de detectie duala LSPR-SERS.

Lucrarea de fatd este structuratd in trei capitole. Primul capitol ofera o prezentare
generala a proprietatilor de interes a nanoparticulelor metalice, explicind modul in care forma si
mirimea acestora le determind proprietitile. In plus, puncteazi fundamentele spectroscopiei
Raman si avantajele acesteia, si cum nanoparticulele metalice pot fi folosite in amplificarea

semnalului Raman, prin SERS.

Al doilea capitol descrie protocolul urmat pentru sinteza nanobipiramidelor de aur
utilizate in aceastd lucrare, urmat de caracterizarea lor (spectrul de absorbtie UV-Vis si
potentialul Zeta). Solutiile coloidale au fost centrifugate pentru a putea elimina CTAB-ul din
acestea, apoi caracterizate din nou. In urma caracterizarii am prezentat metodele folosite pentru
inglobarea nanobipiramidelor in pansamente de bumbac si dupa alegerea metodei optime am
caracterizat optic (spectrul de absorbtie UV-Vis) pansamentele plasmonice rezultate. Tn final, n
pansamentele plasmonice am picurat solutie de 4-MBA si am realizat spectrele Raman ale

acestora folosind un laser de 785 nm pentru a le pune in evidenta proprietatile SERS.

Ultimul capitol prezinta concluziile finale si perspectivele de viitor ale lucrarii de fata.



Capitolul I. Partea teoretica

Nanoparticulele reprezinta un domeniu de interes in prezent deoarece cand reducem
marimea la ordinul nanometrilor sunt evidentiate proprietati magnetice, electrice, optice, si
structurale exceptionale®. Aceste proprietiti s-au dovedit utile in diverse aplicatii biomedicale
precum diagnosticd moleculara, imagistica celulard, si terapie localizatd in functie de forma,
structura, si compozitia nanoparticulelor’. Dintre nanoparticule, cele sintetizate din metale nobile
se remarca datoritd proprietdtilor lor plasmonice, mai specific a rezonantei plasmonice de
suprafata.

I.1 Proprietati optice ale nanobipiramidelor

Nanosferele de aur pot prezenta orice culoare din spectrul vizibil multumita modului prin
care acestea interactioneaza cu radiatia electromagnetica. Spectrul de extinctie al nanosferelor
este determinat de rezonanta plasmonica de suprafati(eng. Localized Surface Plasmon
Resonance - LSPR), fenomen care apare in prezenta particulelor metalice, cand norul electronic
al acestora interactioneaza (este excitat prin rezonantd) cu radiatia electromagneticd incidenta,
fenomen ce provoaci o oscilatie a norului electronic (Figura 18).
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Electric Field

Figura 1 Oscilatia norului electronic al nanosferelor cauzata de radiatia electromagnetica



In functie de forma nanoparticulelor, spectrul de extinctie poate prezenta una sau mai
multe maxime. In cazul nanosferelor, spectrul de extinctie prezinta un singur maxim, iar pentru
nanoparticulele anizotrope (precum nanobipiramidele sau nanorodurile) spectrul poate prezenta
mai multe maxime.

Particulele cu care am lucrat, nanobipiramidele de aur, prezinta 2 maxime, un maxim
corespunzator oscilatiilor transversale ale norului electronic (Figura 2A) (energii mai mari,
lungimi de unda mici) si un maxim corespunzator oscilatiilor longitudinale ale norului electronic

(Figura 2B) (energii mai mici, lungimi de unda mari).
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Figura 2 A.Oscilayii plasmonice tranversale ale nanobipiramidelor; B. Oscilatii plasmonice longitudinale ale nanobipiramidelor

Prima oard fenomenul a fost descris de teoria Mie®, care a studiat extinctia in cazul
nanosferelor, si care a determinat ca extinctia este alcatuitd atat de absorbtia cat si de
impragtierea luminii de un material. Rezolvand ecuatiile lui Maxwell, pentru nanoparticulele

sferice, avem urmatoarea ecuatie:

w 3/2 €
C:9_Sn{ 0 ° 24¢2
c (e1+2gy)*+e5

Unde C reprezinta coeficientul de extinctie (suma dintre absorbtie si imprastierea
Rayleigh),  reprezintd frecventa radiatiei electromagnetice de excitare, ¢ reprezintd viteza
luminii, em reprezintd constanta dielectricd a mediului din vecinatatea nanoparticulelor, V
reprezintd volumul nanoparticulelor, €1 si €2 reprezinta partea reald si imaginara a functiei
dielectrice dependente de frecventa a materialului (em= e1+ie2)'*. Astfel se observi ci spectrul de
extinctie este sensibil la materialul, forma, si marimea nanoparticulelor, cat si la mediul in care
acestea se regasesc. Nanoparticulele de aur, argint si cupru prezintd benzi plasmonice puternice



si Tnguste in spectrul vizibil, pe cand alte metale prezintd benzi plasmonice slabe si late in
domeniul UV,

1.2 Spectroscopia Raman amplificata de suprafata (Surfaced Enhanced
Raman Spectroscopy - SERS)

Spectroscopia Raman este o tehnica puternica de analiza folosita in studiul vibratiilor
moleculare cu scop de a procura informatii legate de structura chimicd a unei probe.In
spectroscopia Raman imprastierea luminii apare cand proba de analizat este iradiatd cu un
fascicul laser. Cand lumina fasciculului laser interactioneaza cu proba, are loc fenomenul
cunoscut sub denumirea de impristiere Raman. Impristierea Raman implici impristierea
inelastica a fotonilor, cand fotonii incidenti schimbi energie cu proba (Figura 3'2).
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Figura 3 Schema energetica a imprastierii Raman comparativ cu imprastierea Rayleigh
Majoritatea fotonilor suferda imprastiere elasticd (imprastiere Rayleigh), unde fotonii
imprastiati au energia egald cu energia fotonilor incidenti. Totusi, o micd parte din fotonii
imprastiati sufera imprastiere inelastica, rezultdnd in imprastiere Raman. Tn acest caz fotonii
imprastiati au energii diferite fatda de energiile fotonilor incidenti datoratd interactiunilor cu

vibratia moleculard, rotatia moleculard, si a altor forme de miscari moleculare. Diferenta de



energie dintre fotonii incidenti si cei imprastiati corespund cu nivelele energetice de vibratie
moleculard ale probei. Aceste variatii de energii se numesc shift Raman. Cand fotonii cedeaza
energie sistemului are loc imprastiere Stokes (fotonul imprastiat are energie mai mica/lungime de
unda mai mare decat fotonul incident) iar cand fotonii primesc energie de la sistem are loc
imprastierea anti-Stokes (fotonul mprastiat are energie mai mare/lungime de undd mai mica

decat fotonul incident)®3.

Prin analiza luminii imprastiate, spectroscopia Raman poate identifica si caracteriza
compusi diferiti, indiferent de starea de agregare in care se gasesc. Spectroscopia Raman oferd o
analizd non-destructivd si non-invaziva, facdnd-o o optiune de dorit in domenii precum stiinta

materialelor, farmaceuticd, monitorizare a mediului, si criminalistica.

Desi aduce multe informatii utile despre o proba, efectul Raman este foarte slab.
Comparativ, fluorescenta este intre 6 si 10 ordine de mirime mai puternici®. Pentru a rezolva
acest neajuns probele de analizat sunt pozitionate in vecinatatea unei suprafete metalice pentru a
amplifica semnalul Raman. Acest efect, cunoscut sub denumirea de imprastiere Raman
amplificare de suprafatda (eng. Surface Enhanced Raman Scattering - SERS), a fost observat
prima oara in 1974 de Fleischmann, Hendra, si McQuillan, care au observat cd suprafata rugoasa
a electrozilor de argint influenteazi intensitatea semnalului Raman a molecului de piridina®®.
Ulterior, doi echipe de cercetare independente au confirmat observatiile facute de Fleischmann,
Hendra, si McQuillan, punand in evidentda ca amplificarea semnalului nu depinde doar de
cresterea concentratiei analitului, ci si de amplificarea impristierii Raman in sine®®. Initial au fost
estimati factori de amplificare de ordinul 10® pani la 10°, dar totusi studiile recente au raportat

amplificiri ale semnalului Raman de ordinul 10° pani la 10*.

Ca fenomenul SERS sa aibd loc moleculele trebuie sa fie absorbite eficient pe o suprafata
metalica rugoasa (e.g. Cu, Au, Ag). Suprafetele metalice netede nu imprastie lumina deoarece
oscilatiile electronilor de suprafatd rezultate In urma interactiunii cu lumina incidentd sunt
paralele cu suprafata. Pentru a descrie mecanismul SERS, comunitatea stiintificd acceptd doud
teoriil’: amplificarea electromagnetici (en. electromagnetic enhancement - EM) si mecanismul

chimic (en. chemical mechanism - CM), respectiv.

Amplificarea electromagnetica este legatd de substratul metalic si nu are legaturd cu

analitul. Aceasta apare datoratd excitarii rezonante a plasmonilor de suprafatd a suprafetei
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metalice, astfel generand o amplificare considerabila a campului electromagnetic. Mecanismul
nu necesita ca moleculele sa fie in contact cu suprafata metalica. Pentru a intelege mai bine acest
proces, problema a fost abordata teoretic pentru cazul simplu al unei nanoparticule metalice

sferice izolate, pentru a determina micar ordinul de marime al cAmpului electrict®.

Em—Ep 2

E? o« E?

Em—2Ep

unde Eo reprezinta campul incident, em si € reprezinta constantele dielectrice ale metalului si a
mediului inconjurator al nanoparticulei, respectiv. Considerand em=-2¢g0, E poate ajunge la valori
foarte ridicate. Sectiune eficace de extinctie si imprastiere a nanoparticulei reprezintd un factor
important in amplificarea electromagnetica, care contribuie cel mai mult la efectul SERS,

ajungand la factori de amplificare'® pani la ordine de 102,

In comparatie, mecanismul chimic este explicat de interactia dintre substanta de analizat
si suprafata metalica, in special de transferul de sarcind dintre cele doud, fapt ce provoaca
schimbarea polarizabilitatilor moleculelor. Procesul este dependent de zona si de molecule, caci
analitul trebuie pus in contact direct cu suprafata metalica. Amplificarea semnalelor ajunge la

A 20

ordine de mirime de 102-10%, in functie de analit

Substratele active SERS sunt folosite in diverse domenii. Raspunsul lor depinde de
raspunsul LSPR (subiect ce va fi dezvoltat ulterior), ceea ce produce un interes ridicat spre
controlul parametrilor care influenteaza raspunsul LSPR, parametri precum marimea si forma
nanoaparticulelor, constanta dielectrica a mediului, distanta dintre nanoparticule, pentru a

maximiza si a face reproductibil semnalul SERS.

In mod obisnuit substraturile SERS sunt realizate prin depunerea nanoparticulelor
metalice pe suporturi solide, astfel realizand si conditia de suprafata rugoasa pentru amplificarea
semnalului Raman. In cadrul acestei lucriri pansamente din bumbac vor indeplini rolul de suport

solid pentru depunerea nanoparticulelor.
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Capitolul I1. Partea experimentala

I1.1 Sinteza nanobipiramidelor de aur

Pentru a sintetiza nanobipiramidele de aur am folosit metoda seed-to-growth (StG),
sintezd in doi pasi, primul pas fiind sinteza germenilor (eng. seeds) si al doilea fiind sinteza
solutiei de crestere (eng. growth) 2. Germenii i-am primit ca atare fiind deja sintetizati de
Andreea Campu in cadrul Institutului de Cercetari Interdisciplinare in Bio-Nano-Stiinte. Solutia
de crestere este mediul in care introducem germenii de aur, si contine ioni de aur care se vor
atasa de germeni. Solutia de crestere constd in CTAB, care este un surfactant si un agent
stabilizator; sursa de ioni de aur, HAuCls; AgNOs, sare care permite depunerea ionilor de aur pe
germeni intr-o singura directie; HQL, un agent reducator care limiteaza formarea de nanosfere si
incetineste reactia de reducere a ionilor de aur pentru a asigura puritate opticd mai buna. Concret
vorbind, sinteza este realizata cu 4mL de CTAB cu concentratia 45mM, 40 pL. de HAuCls cu
concentratia 25 mM, 30 pL de AgNOs cu concentratia 5 mM, si 60 pL de HQL cu concentratia
0.4 M. Elementele solutiei de crestere sunt addugate succesiv, una dupa alta, in ordinea in care au
fost prezentate anterior (Figura 4A) . Dupa adaugarea fiecarui constituent solutia se amesteca
bine. La final, se adauga solutia de germeni, cantitati variabile, in cazul meu am folosit cantitéti
cuprinse intre 10 pL si 200 pL. Cantitatile diferite de germeni determinad cantitatea de ioni de aur
depusa pe fiecare nanobipiramida, cu atat sunt mai putini germeni cu atdt fiecdrui germen 1i va
reveni mai multi ioni de aur, deci vor fi mai mari (acest lucru va fi foarte relevant pentru
caracterizarea optica a acestora). in urma sintezei, solutiile obtinute sunt introduse la cuptor la

temperatura de 45°C timp de 50 de minute (Figura 4B).
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Solutii coloidale cu raspunsuri optice diferite
C)  infunctie de cantitatea de germeni introdusa

Figura 4 Sinteza nanobipiramidelor schematizata
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Figura 5 Solutii coloidale de nanobipiramide de aur sintetizate cu cantitati diferite de germeni
La final, solutiile vor avea culori diferite, culori determinate de mdrimea diferitd a

nanobipiramidelor (Figura 4C si Figura 5).

Solutiile rezultate contin CTAB, ceea ce poate reprezenta o problema deoarece acesta
cristalizeaza la temperatura camerei si, fiind surfactant, produce spuma, ceea ce nu este de dorit.
Pentru a elimina CTAB-ul din solutii, acestea sunt centrifugate timp de 15 minute la 8000 de
rotatii pe minut, astfel nanobipiramidele se vor depune pe fundul compartimentelor iar
surfactantul poate fi extras si inlocuit cu apa ultrapura. Procesul se repeta de 1-2 ori pentru a ne

asigura ca am eliminat majoritatea surfactantului (Figura 6).

AuBPs

Solutii coloidale de AuBPs

Figura 6 Procesul de centrifugare al solutiilor coloidale de nanobipiramde de aur
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Pentru a confirma daca surfactantul a fost inlaturat cu succes este suficient sa verificam
spectrele de extinctie a solutiilor coloidale in domeniul UV, caci CTAB-ul are maximul de
absorbtie in domeniul UV?2. Tn Figura 7 se observi clar cum intensitatea spectrului de extinctie a
solutiei coloidale spdlate scade considerabil In domeniul UV, ceea ce ne demonstreaza ca

CTAB-ul a fost inlaturat cu succes.

10k —— 50 pL spalat
—50 L

0.6

Extinctia

0.4

0.2

0.0
300 400 500 600 700 800 900

Lungimea de unda (nm)

Figura 7 Spectrul de extinctie a solutiei coloidale de nanobipiramide sintetizata cu 50 uL de germeni

I1.2 Caracterizarea fizico-chimica a nanobipiramidelor de aur

Dupa cum am observat in capitolul anterior, nanobipiramidele de aur pot avea diverse
culori din spectrul vizibil, fapt ce se datoreaza proprietitilor lor optice unice 2. Dat fiind
marimea lor nanometrica, spectrul de absorbtie a nanobipiramidelor este dat de LSPR (Localized
Surface Plasmon Resonance — Rezonanta plasmonica localizata de suprafatd), care rezulta din
oscilatia colectiva a electronilor din banda de valenta in urma excitarii rezonante cu o sursd de
radiatie electromagnetica. Tn cazul bipiramidelor, spectrul de extinctie va prezenta doua maxime,
corespunzand oscilatiei plasmonice pe axa transversald (banda plasmonica transversald) si axa

longitudinald (banda plasmonica longitudinald), respectiv. Cum sintezele sunt realizate cu
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aceeasi germeni, varful din graficul de extinctie al nanobipiramidelor corespunzator oscilatiei
transversale ramane constant, la aproximativ 512 nm, iar 1in functiec de lungimea
nanobipiramidelor, varfurile corespunzatoare oscilatiilor longitudinale se vor gasi la lungimi de

unda diferite (Figura 8).

Extinctia

500 600 700 800 900 1000 1100
Lungimea de unda (nm)

Figura 8 Spectrul de extinctie a solutiilor coloidale de nanobipiramide rezultate din sinteze in care s-au folosit cantitati diferite
de germeni

Cum am mentionat anterior, banda plasmonica transversald este identica pentru toate
sintezele. Putem observa ca cu cat cantitatea de germeni adaugata in solutia de crestere este mai
mica (deci nanobipiramidele sunt mai mari), cu atat banda plasmonica longitudinala se afla la
lungimi de undd mai mari (deci energii mai mici). Acest lucru ne demonstreaza cd putem tuna
lungimea de undd la care regdsim banda plasmonicd longitudinald, deci implicit raspunsul

plasmonic al nanobipiramidelor.
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De asemenea, trebuie sd ne asigurdm cd in urma centrifugarii nanobipiramidele nu isi
pierd proprietatile fizico-chimice. Centrifugarea este esentiala pentru inlaturarea CTAB-ului din
solutie, deoarece pe langa faptul ca este un surfactant care cristalizeaza la temperatura camerei,
acesta prezintd maxime de absorbtie iIn domeniul UV (ceea ce ne permite sa evaludm cantitativ
cat de eficient l-am inlaturat din solutie). In graficul de mai jos sunt evidentiate spectrele de
extinctie ale aceeasi sinteze, inainte si dupa centrifugare. Spectrul nu s-a schimbat semnificativ,
doar ca maximul benzii plasmonice longitudinale a shiftat 3 nm spre domeniul IR. Shiftul
observat este produs de schimbarea constantei dielectrice a mediului (mediul difera, fiind mai

multd apd si mai putin surfactant).

80 yL germeni

- Dupa spalare
Inainte de spalare

Extinctia

0.0 : ' - '

600 800
Lungimea de unda (nm)

Figura 9 Spectrul de extinctie inainte si dupa spalarea nanobipiramidelor
Dupa ce ne-am asigurat ca putem centrifuga solutia coloidala de nanobipiramide fara sa-i
alteram proprietatile trebuie sd ne asigurdm cd aceste proprietdti sunt stabile in timp. Pentru

nanoparticule, lasate suficient timp, exista riscul ca acestea sa agrege, fapt ce ar schimba spectrul
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de extinctie. In schimb, daca forta de repulsie dintre nanobipiramide este suficient de puternica
acestea nu vor agrega, iar pentru a determina taria fortei de repulsie trebuie sd masuram
potentialul Zeta. Dacd acesta este pe 30 mV (sau sub — 30 mV), putem considera ca

nanoparticulele sunt stabile?*,

Potentialul Zeta

iy —— 3860 nm

| I —— 738 nm
1\ —— 671 nm

608 nm

Intensitatea relativa

100 200
Zeta potential (mV)

Figura 10 Potentialul zeta a 4 seturi de nanobipiramide cu raspuns plasmonic diferit
Tn Figura 10 sunt reprezentate analiza potentialului zeta a 4 tipuri de nanobipiramide de
marimi diferite  ( identificate dupa maximul benzii plasmonice longitudinale, maxime regasite
la 607 nm, 671 nm, 738 nm, si 860 nm, respectiv ) . Observam ca nanoparticulele sunt la limita
stabilitatii si cd prezintd un potential zeta pozitiv (ceea ce ne indica cd ar trebui sd poata fi

introduse intr-o substanta cu potential negativ fara probleme).
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I1.3 Imobilizarea controlata a nanobipiramidelor pe pansament de
bumbac

Urmatorul pas de realizat a fost imobilizarea nanobipiramidelor in pansamente de

bumbac, pansamente de bumbac procurate de la farmacia locala.

Prima problema pe care mi-am pus-o a fost daca, teoretic, nanobipiramidele pot fi
inglobate Tn pansamentul de bumbac, mai exact daca nu existda forte de repulsie electrostatica.
Consultand literatura am gisit ci potentialul zeta al bumbacului este negativ® , iar anterior am
determinat cd potentialul zeta al nanobipiramidelor este pozitiv, deci cel putin teoretic nu ar

trebui sa existe probleme.

Am incercat depunerea nanobipiramidelor in bumbac prin diverse metode. Initial am
,picurat” diferite cantitati de solutie coloidala pe patratelele de bumbac cu latura de aproximativ
3 centrimetri folosind eprubeta, ulterior lasind sa se usuce la temperatura camerei. Pentru
cantitdti mici (e.g. 50 pL) metoda a fost satisfacatoare, dar pentru cantitdti mai mari de solutie
coloidala (e.g. 200 pL ) in timpul uscarii nanobipiramidelel se ,,scurgeau” la periferia patratelelor
de bumbac si in compartimentul in care erau lisate la uscat. In urma acestei observatii am
schimbat metoda de depunere. Acum crestem cantitatea iterativ, punand 50 de pL de solutie
coloidald pe patratelul de bumbac, apoi il punem la cuptor timp de 30 de minute la 30°C,

masurdm spectrul de absorbtie, si repetdm procesul.
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Figura 11 Spectre de extinctie ale nanobipiramidelor imobilizate Tn bumbac

In Figura 11 este reprezentat spectrul de extinctie al nanobipiramidelor imobilizate pe
pansamentul de bumbac prin metoda adaugarii de solutie coloidala in mod iterativ. Solutia
coloidala folosita are maximul benzii plasmonice longitudinale la 715 nm, iar nanobipiramidele
imobilizate Tn pansamentul de bumbac au maximul de absorbtie in jur de 720 nm (pentru cazul in
care am picurat 50 pL, respectiv 100 pL de solutie coloidala pe patratelele de bumbac) si 716 nm
(pentru cazul in care am picurat 150 pL, respectiv 200 pL de solutie coloidala pe patratelele de
bumbac). Acest lucru ne confirma cd, pentru cantitéti relativ mari de nanobipiramide adaugate pe
pansamentul de bumbac, spectrul lor de absorbtie nu se schimba semnificativ. In schimb se poate
observa o crestere a densitatii optice, ceea ce inseamnda cd numdrul de nanobipiramide

imobilizate a crescut, de asemenea.

In Figura 12 se regisesc spectrele de extinctie a pansamentului de bumbac cu
nanobipiramide In urma adaugarii a 200 pL de solutie coloidala. Spectrele in bumbac sunt
shiftate fata de spectrele in solutia coloidald in limita de 5 nm, ceea ce ne confirma ca putem

folosi pansamentul de bumbac.
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200 pL solutie nanobipiramide picurata in bumbac
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Figura 12 Spectrul de extinctie al pansamentelor de bumbac in care au fost picurate 200 uL de solutie coloidald

Desi metoda anterioara oferd rezultate relativ satisfacatoare, problema reala este lipsa
reproductibilitatii (erori de pipetare, picurat in zone diferite ale pansamentului de bumbac etc.).
Pentru a rezolva aceasta problema procesul de imobilizare a nanobipiramidelor trebuie
automatizat. Din acest motiv am renuntat la metoda picurarii cu pipeta si am folosit metoda de
imersii urmate de uscari repetate folosind Holmarc Dip Coating Unit with Infrared Heater
Model: HO-TH-028BT (ilustrat in figura de mai jos).
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Figura 13 Holmarc Dip Coating Unit with Infrared Heater?®

In aceastd metodd am folosit sase fasii de bumbac, dintre care cinci au fost imersate in 5
mL de solutii coloidale (imersate initial de 3 ori, dar concentratia de coloizi fiind mica au fost
necesare inca trei imersii pentru a avea un raspuns plasmonic satisfacator), solutii cu raspunsuri
plasmonice la 643 nm, 727 nm, 775 nm, 836 nm, si 939 nm (solutii sintetizate cu 200 pL, 80 pL,

50 pL, 30 pL, si 10 pL solutie de germeni, respectiv). Ultima fasie de bumbac a fost folositd ca
referinta pentru SERS.
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Figura 14 Stanga:Fasii de bumbac imersate in solutii coloidale cu raspunsuri plasmonice diferite. Dreapta: Fdgsie de bumbac
folosita ca referinta.

Tn Figura 15 sunt ilustrate spectrele de extinctie a pansamentelor de bumbac in care am

imobilizat nanobipiramide de marimi diferite.
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Spectrul de extinctie al nanobipiramidelor in bumbac
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Figura 15 Spectrele de extinctie a pansamentelor plasmonice rezultate prin dip coating

Shiftul benzilor plasmonice longitudinale a fost de 5 nm pentru pansamentul cu
nanobipiramide care aveau maximul de extinctie la 643 nm, iar pentru celelalte shiftul a fost de
2-4 nm, in toate cazurile shiftul a fost spre luminad albastra. Shiftul benzilor plasmonice este
datorat schimbdrii mediului in care se afla nanobipiramidele, deci implicit si a constantei
dielectrice a mediului Inconjurdtor, parametru care afecteaza raspunsul plasmonic. Spectrele
rezultate sunt asemandtoare cu spectrele solutiilor coloidale, ceea ce este de dorit, iar shiftul

benzilor plasmonice este mic (Figura 16).
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Comparatie spectre in bumbac vs in solutie coloidala
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Figura 16 Spectrele de absorbtie ale nanobipiramidelor in solutie coloidala (linie continud) si in pansamentul de bumbac (linie
punctata)

I1.4 Validarea SERS a pansamentului plasmonic dezvoltat

In urma sintetizarii nanobipiramidelor, caracterizarii lor, si imobilizarii lor in pansamente
de bumbac, a ramas sia pun in evidenta ce mi-am propus de la Tinceput: abilitatea

nanobipiramidelor de a amplifica semnalul Raman.

Pentru a pune in evidenta proprietitile SERS ale nanobipiramidelor am picurat cu pipeta
cite 20 de pL de solutie de 4-MBA (4-mercaptobenzoic acid) concentratie 10° M 1in
pansamentele plasmonice si am realizat spectre Raman ale acestora. Pentru obtinerea spectrelor

am iradiat problele cu un laser cu maximul de emisie la 785 nm.
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775 nm
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Figura 17 (Coloana 1) Imagini optice obtinute la microscop ale pansamentelor plasmonice ; (Coloana 2) Spectrele Raman ale
pansamentelorplasmonice identificate dupad raspunsul plasmonic al nanobipiramidelor folosite
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Tn spectrele Raman de mai sus putem identifica trei peak-uri de interes, unul la 1077 cm™
, unul la 1583 cm?, iar celilalt la 1612 cm™. Peak-urile de la 1077 cm™ si de la 1583 cm™ sunt
cele mai intense s$i cum nu apar in masuratoarea de referintd putem afirma ca sunt datorate
prezentei 4-MBA n pansamentele plasmonice. Peak-ul de la 1612 cm™, desi de intensitate mici
(fapt ce poate face identificarea lui dificild fiindca se afla langa un peak de intensitate mare), este
de interes deoarece il putem identifica si in masuratoare de referintd, ceea ce Insemna cad acest

peak este datorat bumbacului.

939 nm

836 nm

775 nm

727 nm

an? N \mumand

643 nm

Intensitate Raman (a.u.)

-

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Numar de unda (cm™)

Figura 18 Spectrele Raman ale tuturor pansamentelor plasmonice in care cu linie punctata am evidentiat peak-ul cu care
identificam 4-MBA si cu stele am evidentiat peak-ul corespunzator bumbacului

In spectrele Raman de mai sus se poate observa o dependenti a semnalului in functie de
banda plasmonica longitudinald a nanobipiramidelor. Cel mai bun rdspuns este dat de
pansamentul plasmonic cu banda plasmonica longitudinala aflatd la 775 nm, ceea ce este si

normal, deoarece este cea mai apropiatd de maximul de emisie al laserului folosit (785 nm). Cu
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atat banda plasmonica longitudinalda a pansamentelor se indeparteazd de 785 nm cu atat

intensitatea semnalului scade.

Capitolul 111: Concluzii finale si perspective de viitor

In acest studiu am sintetizat nanobipiramide de aur cu rispuns plasmonic tunabil si care
sunt stabile in timp, fapt confirmat de potentialul Zeta. Nanobipiramidele sintetizate au fost
imobilizate in pansamente de bumbac, pansamentele plasmonice rezultate fiind stabile (lucru
confirmat de potentialul Zeta negativ al bumbacului si pozitiv al nanobipiramidelor) si pastreaza
proprietatile optice ale nanobipiramidelor (fapt confirmat de spectrele de extinctie ale solutiilor
coloidale de nanobipiramide si a pansamentelor plasmonice). In final am demonstrat abilitile de
amplificare a semnalului Raman detinut de aceste pansamente, si am dedus ce nanoparticule
trebuie folosite pentru a avea o amplificare cat mai mare (banda plasmonica longitudinala trebuie
sa fie cat mai apropiata de maximul de emisie al laserului folosit in excitarea analitului), in acest
studiu unde am folosit laser cu maxim de emisie la 785 nm pansamentul cu banda plasmonica

longitudinald aflata la 775 nm a oferit cea mai buna amplificare a semnalului.

Pentru viitor Imi propun sa functionalizez pansamentele plasmonice cu glucoza oxidaza
pentru determinarea cantitdtii de glucoza din transpiratie, cu rol de a determina dacad un individ

suferad sau nu de diabet.
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Anexe

Anexa 1

Spectrometrul Jasco V-670 UV-Vis-NIR

Figura 19 Spectrometrul UV-Vis-NIR folosit pentru obtinerea spectrelor de extinctie ale solutiilor coloidale de nanobipiramide
Spectrele de extinctiec UV-Vis-NIR ale nanoparticulelor de aur coloidal AuBPs au fost
masurate la temperatura camerei utilizand un spectrometru UV-Vis-NIR cu dubla raza, modelul
V-670 de la Jasco International CO., Ltd, Tokyo, Japonia, cu o litime de bandd de 2 nm si o

rezolutie spectrald de 1 nm.
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Anexa 2

Spectrometrul Optic Portabil Ocean Optics UV-Vis-NIR USB 4000

Figura 20 Spectrometrul UV-Vis-NIR cuplat cu microscop folosit pentru obtinerea spectrelor de extinctie ale pansamentelor
plasmonice

Raspunsurile plasmonice ale nanobipiramidelor imobilizate in pansamente de bumbac au
fost colectate folosind un spectrometru optic UV-Vis portabil Ocean Optics USB 4.000, cuplat la
un microscop ZEISS Axio Observer Z1 printr-o fibra optica cu un diametru de baza de 600 pum.
Spectrele de extinctie au fost inregistrate in modul de absorbtie, utilizand 3 acumulari si un timp

de integrare de 50 ms, rezolutia spectrala a spectrofotometrului fiind de 0,2 nm.
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Anexa 3

Potentialul Zeta — Zetasizer Nano ZS90 Malvern Instrument

Figura 21 Instrumentul folosit pentru a masura potentialul Zeta al nanobipiramidelor

Potentialul Zeta este o masurd a sarcinii particulei si este utilizat pentru evaluarea
interactiunilor electrostatice de respingere sau atractie dintre particule. Este definit in legaturd cu
dublul strat electric din jurul particulei, format din regiunea Stern, in care ionii sunt strans legati,
si regiunea cu ioni slab legati. Limita virtuald a acestei regiuni difuze este denumita suprafata
forfecarii hidrodinamice. Potentialul Zeta reprezintda de fapt potentialul electric existent la
aceastd limitd. In elaborarea lucrarii am folosit aparatul Zetasizer Nano ZS90 pentru a masura

potentialul zeta al nanobipiramidelor de aur.
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Anexa 4

Spectrometrul Raman portabil Raman Systems R3000CN

Figura 22 Spectrometrul Raman portabil cuplat la dioda laser si laptop folositi pentru obtinerea spectrelor SERS ale
pansamentelor plasmonice

Spectrele SERS ale pansamentelor plasmonice in care am picurat 4-MBA au fost
realizate folosind spectrometrul Raman portabil Raman Systems R3000CN, echipat cu o dioda
laser care emite la 785 nm cuplatd printr-o fibra opticd cu diametrul de baza de 100 pum.
Masuratorile laser au fos achizitionate la puterea laserului de 200 mW si cu timp de integrare a

spectrului de 10s.
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