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Abstract

The recent scientific exploration of metallic nanostructures has proven to be both beneficial and
innovative across a wide range of fields, largely due to their exceptional versatility and the
numerous ways in which they can be engineered. Among their many applications, these
nanoparticles play a central role in surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS), a phenomenon
primarily governed by two enhancement mechanisms: the electromagnetic and the chemical.
While it is generally accepted that both mechanisms contribute to the overall SERS signal,
emphasis has traditionally—and somewhat conveniently—been placed on the more extensively

studied and better understood electromagnetic theory.

Electromagnetic enhancement is often attributed to the presence of so-called “hot spots”™—
localized regions of intense electromagnetic field—typically found in the narrow gaps between
closely spaced nanoparticles. As such, nanoparticle aggregation is frequently cited as a key factor

in the generation of these hot spots.

In this study, we investigate molecular processes occurring at the surface of silver nanoparticles
using cationic and anionic dyes as probe molecules. The introduction of halide ions and calcium
ions (Ca?") alters the electronic surface properties of the nanoparticles, which in turn affects the
affinity and adsorption behavior of the dyes. These interactions were examined using SERS,

fluorescence spectroscopy, and surface-enhanced fluorescence (SEF).

Specifically, we aim to highlight the role of nanoparticle charging and discharging by modulating
the Fermi level of silver nanoparticles through the addition of halide (Cl-, Br-, I") and calcium
(Ca?*) ions. The effect of these adions on the adsorption behavior of the cationic dye Nile Blue
and the anionic dye Rose Bengal was studied both in aqueous solution and in colloidal suspensions

of citrate-capped silver nanoparticles synthesized via the Lee—Meisel method.

Raman spectroscopy was employed using excitation wavelengths tailored to each dye—532 nm
for Rose Bengal and 633 nm for Nile Blue—taking advantage of their fluorescent properties to
enhance signal sensitivity. In parallel, UV-Vis absorption spectroscopy was used to monitor
nanoparticle aggregation, which we sought to minimize in order to isolate chemical effects from

electromagnetic contributions.

The experimental results were abundant, diverse, and at times unexpected. While the adsorption
of Nile Blue behaved as anticipated based on previous studies, Rose Bengal exhibited unusual and
reproducible deviations in the presence of specific adions. These findings underscore the need for
further investigation into the phenomenon of metal-enhanced fluorescence and the specific

conditions—particularly involving iodide and calcium ions—that may influence or trigger it.
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Introducere

Recenta exploatare stiintifica a nanostructurilor metalice s-a dovedit a fi benefica si inovatoare in
multiple domenii, in special datoritd versatilitatii acestora, si posibilitatii de a fi manipulate in
nenumdrate moduri. Aceste nanoparticule sunt esenta efectului SERS (spectroscopia Raman
amplificata la suprafatd), iar teoriile care stau la baza acestuia sunt teoria electromagnetica si teoria
chimica. In general, cercetitorii sunt de acord ci aceste teorii contribuie amandoud la generarea
semnalului SERS, nsa accentul a cazut implicit si convenabil pe teoria mai studiata si mai inteleasa,

cea electromagnetica.

Amplificarea electromagnetici a semnalului Raman este deseori atribuitd unor hotspot-uri
electromagnetice, identificate ca zona interspatiald dintre doud nanoparticule lipite. Astfel, agregarea
nanoparticulelor este deseori consideratd responsabild pentru aparitia acestor hotspot-uri. In aceasta
lucrare sunt analizate procese moleculare la interfata nanoparticulelor de argint, folosind coloranti
anionici si cationici ca molecule test. Prin addugarea ionilor halogenur si ioni de calciu Ca®" sunt
modificate proprietitile suprafetei nanoparticulei. Modificarea proprietdtilor electronice ale
suprafetei influenteaza in mod specific afinitatea moleculelor test, adsorbtia/desorbtia acestora fiind

interogatd prin metodele SERS, fluorescenta si SEF (fluorescentd amplificatd de suprafata).

Prezenta lucrare este Tmpartita in patru capitole. Primul capitol se concentreazd pe prezentarea
fundamentelor teoretice necesare pentru a intelege pe deplin esenta lucrarii. Prin urmare, am elaborat
metodele spectroscopice de analiza utilizate, informatii despre nanoparticulele de argint si nivelul

Fermi al acestora, mai exact modificarea nivelului Fermi prin addugarea de ioni in amestecul coloidal.

Al doilea capitol se axeaza pe partea experimentald, in care se explica parcursul procesului de
sintetizare al nanoparticulelor de argint (cit-AgNPs), dar si detalii despre colorantii utilizati, Nile Blue
(NB) si Rose Bengal (RB). Tot in acest capitol, am descris modul in care am preparat solutiile pentru
fiecare masurdtoare datorita diferentelor de volum necesare pentru fiecare colorant, dar si pentru
fiecare aparat. In plus, am descris achizitionarea spectrelor UV-Vis si Raman sau SERS pentru NB si

Rose Bengal

Al treilea capitol contine rezultatele experimentelor, impartite in functie de substanta. Pentru Nile
Blue, am comparat influenta ionilor halogenura (CI, Br, I') asupra fenomenului de adsorbtie,

addugati atat inainte, cat si dupa cationul de calciu Ca®’, si influenta adiugirii secventiale a
5
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ClI' — Ca?" — I asupra intensititii semnalului SERS. Aceste misuritori au fost monitorizate prin
intermediul masuratorilor UV-Vis pentru a determina daca cit-AgNPs agregad sau nu. Concomitent,
pentru Rose Bengal, am determinat intr-un mod asemanator influenta secventei mai sus mentionate
asupra adsorbtiei sale, cu mentiunea ideii de a dezlocui RB prin intermediul I". Rezultatul neobisnuit

de amplificare a fluorescentei a dus la centrifugarea probelor, si analiza supernatantului prin metoda

Raman.

Ultimul capitol prezintad concluziile care reies in urma acestor experimente, si necesitatea continuarii

acestor experimente pentru a determina concret sursa rezultatelor inedite.
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1. Aspecte teoretice

1.1. Spectroscopia Raman

Efectul Raman a fost observat experimental pentru prima datd in 1928, de cétre C.V. Raman si K.S.
Krishnan in India. Totusi, descoperirea teoretica i se atribuie teoreticianului austriac Adolf Smekal,

care a intuit, utilizand teoria cuanticd, posibilitatea existentei acestui efect.

Efectul Raman are loc In momentul in care fotonii sunt imprastiati inelastic pe molecule. Atunci cand
o proba este iradiata cu o sursd de lumind monocromatica la o anumita lungime de unda, majoritatea
fotonilor incidenti fie trec prin aceasta nedeviati, fie sunt Tmprastiati elastic, fara pierderi de energie.
Totusi, o fractiune foarte micad (aproximativ 1 la 1 milion de fotoni incidenti) din acesti fotoni sunt
imprastiati inelastic la interactiunea cu proba, producand efectul Raman ,,scattering” sau Imprastiere

Raman.

Radiatia electromagnetica este usual caracterizatd de lungimea sa de unda. In spectroscopie, accentul
cade insd pe analiza interactiunilor energetice dintre lumina si molecule. Din acest motiv, se prefera

utilizarea frecventei sau a numarului de unda, care sunt marimi direct proportionale cu energia.

E = hv = hcv (D

unde h este constanta lui Planck, h = 6.626x103* Js, ¢ este viteza luminii in vid, ¢ = 3x10® m/s si ¥

este numirul de undi, exprimat in cm™.

Impristierea Raman si absorbtia infrarosu (IR) sunt doui metode complementare utilizate pentru a
analiza compozitia moleculelara, oferind informatii despre modurile de vibratie si roto-vibratie ale
grupirilor moleculare. In functie de proprietitile de simetrie ale moleculelor, anumite moduri de
vibratie pot fi active fie doar IR, fie doar Raman. Astfel, cele doud tehnici se completeaza reciproc,

oferind o imagine completa asupra structurii moleculare. [1]
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Un exemplu de diferentiere intre aceste doud metode de analiza este felul in care vibratia moleculelor
ofera semnal — pentru spectroscopia IR, doar modurile de vibratie care genereazd o schimbare 1n
momentul de dipol al moleculei sunt active. Pe de alta parte, in cazul spectroscopiei Raman, doar

modurile de vibratie care modifica polarizabilitatea moleculei produc efectul de imprastiere Raman.

Polarizabilitatea este o marime tensoriald care masoara flexibilitatea norului electronic al unei
molecule, usurinta cu care pot fi distorsionati pentru a induce un moment de dipol atunci cand sunt

introdusi intr-un camp electric.
u= ak (2)

In aceasta ecuatie, u reprezinta momentul de dipol indus, o reprezinta polarizabilitatea si E reprezinta
intensitatea campului electric. Ecuatia (2) reprezintd proportionalitatea dintre momentul de dipol
indus si intensitatea campului electric, cu tensorul polarizabilitate drept constantd de

proportionalitate.

Se considera o moleculd diatomica care vibreaza (oscileazad); polarizabilitatea se poate exprima ca o

serie Taylor:
da
a= a0+(—) q+ .. 3)

unde oo este polarizabilitatea moleculei in pozitia de echilibru, q reprezintd diferenta dintre distanta

intermoleculard in procesul de oscilatie si distanta intermoleculara la echilibru.

Presupunénd ca oscilatiile sunt armonice, deplasarea q se exprima astfel:

q = qo cos(2mcit) (4)
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unde qo este amplitudinea maxima a vibratiei (oscilatiei), cv este frecventa vibratiei.

De asemenea, campul electric oscileaza in timp dupa formula:
E = E,cos(2mcv,t) (5)

cu ¢V, — frecventa luminii incidente.

Utilizdnd aceste formule, putem determina momentul de dipol indus:

1 Jda
U= Eyaycos(2mcvt) + EEOqO (%) {cos [ 2mc(V, — Vy)t] + cos[2mc(V, + Vy)t]} (6)
0

Aceastd ecuatie aratd cd in procesul de imprastiere sunt generate trei frecvente de oscilatie diferite,
cV, c(V, — V) si c(V, + V). Aceste oscilatii se produc simultan, astfel incat molecula imprastie

radiatie la toate aceste trei frecvente.

Corespunzatoare frecventei ¢V, este imprastierea Rayleigh, radiatie imprastiata la aceeasi frecventa

cu cea a radiatiei incidente.

Frecventele c(V;, — V) si c(¥, + V) sunt atribuite imprastierilor Raman, numite Stokes, respectiv
anti-Stokes, care sunt ,,shift”-uri de la frecventa radiatiei excitante cu o cantitate egald cu frecventa

vibratiei moleculare (Figura 1.1).

Aceste deplasari in frecvente inseamna deplasari in energie. Fotonii incidenti primesc sau cedeaza
energie la ciocnirea cu molecula. Pentru frecventele mai sus mentionate, energiile corespunzatoare

sunt:

he(, — V) = hCﬂfinal (7)

hc(vl + 17(’)) = hcvfinal (8)
9



Codarcea Veronica-Sanziana Studiul interactiunii dintre coloranti si suprafata nanoparticulelor
de argint in prezenta ionilor halogenura si a ionului de calciu

Deplasarea Raman poate fi exprimat ca diferenta dintre energia de vibratie a moleculei dupa ciocnire

si energia de vibratie a moleculei inainte de ciocnire raportat la produsul dintre constanta lui Planck

si viteza luminii:

U _Ei—-E,
Vi = Vrinat = — 9

Incident frequency

w
Molecules
Scattering frequency
w+w, w w-w,

S1
Virtual state - - - - - - - — - Pt hadhadidE B R

SO N N

Raman scattering Rayleigh Raman scattering
(anti-Stokes) scattering (Stokes)

Figura 1.1 — Comparatia dintre imprastierea Rayleigh, Stokes si anti-Stokes, dispusa

energetic. [1]

In cazul impristierii Raman de tip Stokes, tranzitia are loc astfel: electronii aflati initial in starea
vibrationald v = 0,1,2,3... a nivelului electronic fundamental a starii electronice fundamentale
absoarbe radiatie electromagneticd si sunt excitati catre un nivel vibrational virtual. De aici, ei se
dezexcitd catre un nivel vibrational superior celui initial, dar real, tot al nivelului electronic

fundamental. In cazul impristierii anti-Stokes, procesul este invers, electronii de pe un nivel
10
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vibrational v =1, 2, 3, 4... sunt excitati in acelasi mod, pe un nivel vibrational superior, virtual, insa

dezexcitarea se realizeaza pe nivelul energetic vibrational inferior celui initial.

Diferenta de intensitate dintre Tmprastierea Stokes si cea anti-Stokes este determinatd de castigul sau
pierderea de energie a fotonului detectat fatd de cel incident, ca urmare a modificarii nivelului
vibrational cu +1 sau -1. Din punct de vedere statistic, la temperatura camerei este mai putin probabil
ca 0 moleculi si se afle initial intr-o stare excitat. In plus, considerand faptul ¢ impristierea Raman
este un fenomen care se intampld pentru aproximativ un foton dintr-un milion de fotoni care
interactioneaza cu molecula, banda corespunzatoare imprastierii Rayleigh este cea mai intensa, situata

la mijlocului spectrului, intre benzile Stokes si anti-Stokes. [2], [3], [4]

1.2. Efectul SERS

Spectroscopia Raman amplificatd pe suprafatd (SERS) este un efect observat pentru prima data in
1974, cand Fleischmann a obtinut un semnal Raman neobisnuit de intens al piridinei adsorbitd pe un
electrod rugos de argint. Teoria sa sustinea faptul ca suprafata marita datoratd rugozitatii electrodului
de argint permite mai multor molecule de piridind sa adsoarba, astfel amplificand semnalul Raman.
Ulterior, teoria aceasta a fost contestata de Van Duyne si Creighton, care afirma faptul cad semnalul
SERS poate fi obtinut si pe suprafete metalice putin rugoase. Astfel, s-a concluzionat ca amplificarea

semnalului nu ar depinde direct de aria respectivei zone analizate.

Spre deosebire de spectroscopia Raman, unde intensitatea semnalul variaza in functie de parametri
precum sectiunea eficace a moleculei, intensitatea laserului excitant sau concentratia probei, in SERS
se pot obtine semnale de pana la 10°— 10! ori mai intense, chiar si pentru concentratii foarte mici ale

analitului. [2]

Prin urmare, SERS reprezintd o amplificare semnificativd a semnalului Raman in prezenta unor
suprafete metalice, in special din argint, aur sau cupru. In literatura de specialitate, se discutd mai
multe teorii pentru a explica acest fenomen de amplificare. Doud dintre aceste teorii si totodata cele

mai importante sunt teoria electromagnetica si teoria chimica.

Teoria electromagneticd a SERS se referd la amplificarea semnalului datoritd cuplarii radiatiei
electromagnetice cu oscilatiile plasmonilor. Cuplajul este eficient in conditii de rezonanta de
frecventa.

11
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Plasmonii sunt oscilatiile colective ale electronilor de conductie, limitate la suprafata

nanoparticulelor, de unde si termenul de rezonantd plasmonica de suprafata. [2]

A B
Enhanced

Metal sphere : ¥ 2 //;\//\/

+++ ] T2

| I T

/

Electronic cloud

Electric field

Incident light g, Analyte 5+ Raman Scattering
signal

Metal substrate

Localized surface plasmon resonance Surface-enhanced Raman scattering
(LSPR) (SERS)

Figura 1.2 — (A) Reprezentarea schematica a oscilatiilor plasmonice de suprafata intr-o
nanoparticula. (B) Reprezentare ilustrativa pentru amplificarea electromagneticd SERS pe un

substrat ruguos. [5]

Pentru simplitatea explicatiei, se considera nanoparticula metalicd de forma sferica. Atunci cand
aceasta este supusa unei excitatii laser, influenta cdmpului electric asupra acesteia variaza in functie
de distanta campului fatd de suprafata sferica, de directia cAmpului electric si de constantele
dielectrice ale mediului si sferei. Excitarea nanoparticulelor cu un laser de o frecventd rezonanta cu
oscilatiile plasmonice modificd pozitia norului de electroni liberi, astfel incat acesta sa interactioneze

cu electronii analitului, si sa accentueze polarizarea din proximitatea acestuia. [2]

Amplificarea semnalului SERS 1n teoria electromagnetica este influentata, deci, de distanta dintre
analit si suprafata nanoparticulei — cu cat distanta este mai micd, cu atat semnalul este mai puternic.
Pentru a creste intensitatea amplificarii in teorie electromagnetica se doreste formarea hot spots”

intre nanoparticule, sau zone in care doud sau mai multe nanoparticule se ating sau interactioneaza,

12
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fie prin agregare, fie prin formarea unor structuri solide cu tipar controlat. Aceste zone prezintd un

camp electromagnetic amplificat ca urmare a suprapunerii mai multor campuri electromagnetice de

la naostructurile ce formeaza hot-spot-ul. Ca urmare, semnalul SERS al unei molecule blocata in hot

spot va fi net amplificat.. [3]

Factorul de amplificare al semnalului SERS datoriti teoriei electromagnetice este de ordinul 10° —

10%, atat cu, cat si fira considerarea influentei interactiunii dintre nanoparticule. [2]

Teoria chimica este legata de structura energetica a moleculei la suprafata, si este o parte importanta
din interpretarea corectd si completd a spectrelor, oferind informatii despre structura electronica a
analitului. Aceasta teorie de amplificare a semnalului contine, de fapt, trei fenomene cu pondere de
contributie ambigud in proces: interactiuni chimice statice (static chemical interactions, SCI),
transferul de sarcina (charge transfer, CT) si imprastiere Raman cu rezonantd moleculard (molecular
resonance Raman scattering, MRRS) (Figura 1.3). [6] Cu toate acestea, dintre cele trei fenomene
mentionate, cel mai important rol este frecvent atribuit transferului de sarcina, dar este relevant a se
mentiona dificultatea pe care au intdmpinat-o alti cercetatori in a distinge contributiile fiecarui

mecanism 1n parte. [6] [7] [8]

13
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(a) E
Wo

KT

CHEM CT RRS

Figura 1.3 — Diagrama energetica a mecanismelor de amplificare a semnalului SERS. a)
Imprastierea Raman normala; b) mecanismul electromagnetic; ¢) mecanismul de interactiuni

chimice statice; d) transferul de sarcina; e) Molecular Resonant Raman Scattering. [0]

Mecanismul transferului de sarcind implica formarea unor legaturi covalente intre suprafata metalica
si analit in momentul adsorbtiei sale la nanoparticuld. Prin intermediul acestor legaturi, transferul de
sarcind (electroni sau goluri) se poate realiza facil intre metal si analit, mai exact datoritd hibridizarii

orbitalilor HOMO si LUMO a moleculelor adsorbite la suprafata nanoparticulei. [7]

Teoria chimicad explicd modificarea intensitatii unor benzi caracteristice moleculelor in functie de
modificarea potentialului electrochimic, sau a nivelului Fermi. [7] Influenta atat fizicd (utilizare de
electrozi), cat si chimicd (prin intermediul adaugarii unor ioni in solutie) a potentialului electrochimic
formeaza site-uri active, care promoveaza efectul SERS si contribuie la fluctuatiile intensitatii
moleculelor analizate. [2] [9] Ionii adaugati pentru sporirea efectului SERS trebuie sa fie in
concordantd cu sarcina analitului — pentru un colorant anionic, aparitia site-urilor active si implicit a
benzilor SERS este realizatd prin intermediul cationilor, iar rolul anionilor este de a modifica nivelul
Fermi al nanoparticulelor si de a promova adsorbtia. In caz contrar, pentru un colorant cationic,

14
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anionii modifica nivelul Fermi al nanoparticulelor si faciliteaza adsorbtia colorantului.

Impreuni cu contributia teoriei electromagnetice, amplificarea semnalului SERS ajunge la ordinul
10!, aceastd metoda de analiza fiind capabild de a detecta molecule isolate adsorbite la suprafata

nanoparticulelor. [8]

1.3. Proprietatile nanoparticulelor de argint

Nanoparticulele sunt structuri fine, neregulate, de dimensiuni reduse (2-200 nm), care pot lua
diferite forme in functie de aplicatiile In care urmeaza sa fie utilizate. Formele nanoparticulelor
metalice variaza, si pot fi manipulate prin metoda de sinteza folositd, pentru a obtine nanostructuri
regulate: modele mai simple precum sfere, triunghiuri, cuburi, bastonase/roduri ’rods”, sau modele

mai complexe, cum ar fi ”stele”, dendrite, biprisme, “custi” sau flori. [10]

Proprietatile nanoparticulelor de argint sunt diferite pentru fiecare variabila modificatd din pasii
sintetizarii acestora. In functie de temperatura, solvent, agent de reducere, surfactant, nanostructurile
pot lua diferite forme, diferite comportamente la interactiunea cu lumina, diferite culori ale coloidului.
Aceste caracteristici reflectd versatilitatea lor: nanoparticulele de argint au fost si sunt in continuare
documentate si exploatate, dovada fiind utilizarea lor In domenii variate (precum in medicind,
inginerie medicald, fabricarea senzorilor, optoelectronicd) datoritd proprietatilor sale optice, chimice,

fizice. [10]

1.4. Nivelul Fermi al nanoparticulelor de argint

Nivelul Fermi, cunoscut si sub numele de potential electrochimic, reprezintd unconcept teoretic
utilizat pentru a descrie proprietatile electronice ale solidelor. El corespunde celei mai inalte energii
ocupate de electroni intr-un material la temperatura de zero absolut, delimitand astfel nivelurile

energetice ocupate de cele goale.

15
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Atunci cand discutam despre modificarea nivelului Fermi in cazul nanostructurilor, ne referim, de

fapt, la transferul de sarcina (pozitivd sau negativa) Intre nanoparticule si moleculele din mediul
inconjurdtor. Acest transfer are loc in scopul atingerii unei stari de echilibru electrochimic intre
nanostructurd si mediu. Astfel, interactiunile la scard nanometrica pot influenta pozitia nivelului

Fermi, afectand direct comportamentul electronic si reactivitatea materialului. [11]

Elecirode
iy

Redox species

Electrode
Oir
Redox species

Figura 1.4 — Modificarea nivelului Fermi al unei nanoparticule de argint (AgNP) in cazul

aplicarii unor procese electrochimice. [4]

Scaderea nivelului Fermi corespunde transferului de electroni de la nanoparticula si implicit
posibilitatea aparitiei pe suprafata nanoparticulelor a unor ioni Ag". Ca urmare, acest mecanism va
facilita adsorbtia speciei anionice, iar cresterea nivelului Fermi corespunde adsorbtiei moleculei
cationice. In literatura de specialitate se mentioneazi faptul ci adaosul sau extragerea de electroni din
nivelul Fermi al nanoparticulelor metalice prin intermediul proceselor electrochimice duce la
modificarea benzilor de absorbtie a rezonantei plasmonice, si implicit modificarea spectrelor de

absorbtie ale nanoparticulelor. [11]
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1.5. Spectroscopia de absorbtie UV-Vis

Spectroscopia UV-Vis isi are numele de la domeniul radiatiei incidente utilizate, ultraviolet-vizibil.
Aceasta metoda de analiza structurala a materialelor se bazeaza pe iradierea unor probe cu fotoni din
domeniul UV-Vis, pentru a induce tranzitii electronice (tranzitii combinate intre nivelele electronice

si vibrationale ale moleculei).

In urma absorbtiei radiatiei, electronii trec intr-o stare excitata. Ulterior, acestia vor reveni la starea
fundamentala, iar diferenta de energie dintre cele doua nivele energetice se va regasi In emisia unui

foton.

Diferenta de energie dintre o stare initiala si o stare finald a sistemului se poate scrie:
hc
AE = hv = = (10)

Unde v, respectiv A sunt frecventa, respectiv lungimea de unda a fotonului, h este constanta lui Planck

si ¢ este viteza luminii.

Absorbtia radiatiei UV sau vizibile conduce la promovarea electronilor In stari energetice superioare.
Inregistrarea acestor tranzitii oferd informatii valoroase despre: structura vibronicd a moleculelor,

spectrele de absorbtie si emisie, concentratia substantelor dintr-o solutie. [12]

17



Codarcea Veronica-Sanziana Studiul interactiunii dintre coloranti si suprafata nanoparticulelor
de argint in prezenta ionilor halogenura si a ionului de calciu

Excited electronic

state
_—
\ 7
b
, Vibrational transitions
Electronic
absorption ¢
3 Fluorescent
2 emisson
wl
_— .
A Ground electronic
\ state

Y

Representative nuclear coordinate

Figura 1.5 — Tranzitiile vibronice (vibrationale si electronice) care au loc 1a absorbtia luminii.

[13]

Spectrometrul UV-Vis este alcatuit dintr-o sursd de lumina, un monocromator (utilizat cu scopul de a
transforma lumina alba incidenta intr-o sursa de lumind monocromatica), suportul celor doud probe

(o cuva cu lichidul de referinta si una cu solutia pe care dorim sd o analizdm) si detectorul, la care

ajung fotonii rdmasi in urma Imprastierii sau absorbtiei de catre proba.
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Figura 1.6 — Schema de functionare al unui spectrometru UV-Vis. [14]

Absorbanta (A) masoara catd lumina a fost absorbitd de catre proba, in raport cu cantitatea de lumina
incidenta si cu cantitatea de lumina care a ajuns la detector. Pentru valori ale absorbantei mai mici de

1.5, aceastd valoare este proportionald cu concentrati moleculelor, conform legii Beer-Lambert:

I 1
A= ecL =log,, (70) = log,, (T) = —log,, T (11)

Unde ¢ este absorbivitatea molard, ¢ este concentratia probei analizate, L este grosimea cuveli, I este

intensitatea luminii care ajunge la detector, o este intensitatea luminii incidente si T este transmitanta.
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1.6. Surface-enhanced fluorescence (SEF)

Surface-enhanced fluorescence (SEF), sau metal-enhanced fluorescence (MEF) este un fenomen in
care semnalul fluorescent al unui fluorofor este amplificat atunci cand se afld In proximitatea unor
nanostructuri metalice (de ordinul zecilor de nanometri). Acest fenomen este insotit de cresterea
intensitatii randamentului cuantic (Quantum yield, QY) si de descresterea timpului de viatd al

fluorescentei. [15]

Interactiunea dintre specia fluorescenta analizata si suprafata metalica se poate petrece in trei moduri:
prin transfer de energie, prin fenomene electromagnetice de suprafata sau prin modificarea ratei de
dezexcitare radiativa. [16] Transferul de energie este mecanismul cel mai dependent de distanta,
datorita cuplajului dintre fluorofor si sarcina electrica a suprafetei nanoparticulei. Fiind tot un efect
de suprafata, ca si SERS, SEF se bazeaza de asemenea pe rezonanta plasmonica localizata pentru
amplificarea fluorescentei. In acest caz, fluorescenta emisa de analit este proportionala cu sectiunea
sa eficace, cu patratul campului electric localizat si cu randamentul sau cuantic. Modificarea ratei de
dezexcitare radiativa se refera la cresterea valorii randamentului cuantic prin adaugarea unei noi valori

a ratei radiative, care depinde de distanta fata de suprafata metalica. [15] [16]
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Figura 1.7 — Importanta distantei in activarea MEF. [17]

Principala caracteristicd prin care se disting amplificarea de fluorescenta si stingerea emisiei de
fluorescenta (scaderea drasticd) al unui fluorofor este distanta fata de suprafata metalica, fapt dovedit
experimental de citre Drexhage, in 1974. In acest experiment, cercetitorul a plasat o proba radioactiva
de europiu in fata unei oglinzi la diverse distante fata de aceasta, si a masurat variatia timpilor de viata
a emisiilor radioactive. Inlocuind proba de europiu cu o specie fluorescentd si oglinda cu
nanoparticule metalice, unda de emisie radiativa a probei se reflectd in nanoparticuld, apoi loveste
analitul, defazat fatd de dipolul oscilant al acestuia. Timpul de viatd de fluorescentd creste
(fluorescenta scade) atunci cand unda electromagneticd se intoarce defazat spre fluorofor, si scade

(fluorescenta este amplificatd) cand unda este in faza. [15]
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2. Procedee experimentale

In cadrul lucrarii experimentale, am urmarit influenta a patru ioni asupra adsorbtiei colorantilor pe
suprafata nanoparticulelor de argint: Nile Blue (cationic) si Rose Bengal (anionic) pe suprafata
nanoparticulelor de argint stabilizate cu citrat (cit-AgNPs): anionul clorurd (CI), cationul calciu

(Ca?"), anionul ioduri (I') si anionul bromuri (Br).

2.1. Sinteza nanoparticulelor de argint

Nanoparticulele de argint (AgNPs), au fost sintetizate utilizind metoda Lee-Meisel: in 98 ml de apa
ultrapura, s-a dizolvat 17 mg de azotat de argint (AgNO3) si a fost amestecata cu ajutorul unui agitator
magnetic. Solutia aceasta a fost incdlzitd la pana la fierbere. Ulterior au fost addugati 2 ml de citrat
de sodiu, de concentratie 1%, utilizat ca surfactant si agent reducator. Sinteza a fost continuatd pentru

30 de minute.

Figura 2.1 — Solutia coloidala de nanoparticule de argint utilizata.
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2.2. Caracteristicile colorantilor

2.2.1. Nile Blue

Nile Blue este un colorant cationic, sintetic, des utilizat pentru colorarea probelor biologice, in special
datorita emisiei sale fluorescente. Cunoscut si sub numele de Nile Blue A sau clorurd de Nile Blue,
acest colorant are o culoare albastra spre indigo. Aplicatiile sale sunt vaste, printre care numarandu-
se indicarea pH-ului unor solutii, fotosensibilizator in cadrul terapiei fotodinamice [18] , sau detectia

impuritatilor si a toxinelor care ar putea exista in apa. [19]

2.2.2. Rose Bengal

Rose Bengal este un colorant anionic derivat din fluoresceind, de culoare roz, sintetizat inca din
secolul 19, cand a fost utilizat ca si colorant pentru materiale textile. Solubil in apa, acest colorant
cercetare, Rose Bengal este folosit ca instrument de diagnostic cu privire la afectiuni oculare, si a fost
observat comportamentul toxic fatd de anumite celule canceroase. [20] Asemanator cu Nile Blue, este

folosit ca si colorant pentru diverse probe biologice si pentru terapie fotodinamica. [21]
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Figura 2.2 — Solutiile stoc Rose Bengal de concentratie 105 M, Nile Blue de concentratie

104 M.

2.3. Achizitionarea spectrelor

2.3.1. Achizitionarea spectrelor Raman si SERS

Masuratorile Raman si SERS au fost realizate cu ajutorul microscopului confocal Renishaw inVia,
utilizdnd laserul de 532 nm (verde) pentru probele care contin Rose Bengal, si laserul de 633 nm

(rosu) pentru cele cu Nile Blue.

Pentru probele care contin Nile Blue, s-a urmarit evolutia semnalului SERS dupa adaugarea solutiilor
de CI', Ca®*, Br, I', atat in prezenta, cit si in absenta nanoparticulelor de argint. Fiecare solutie finald
a avut un volum total de 100 pl, fiind preparata prin addugarea a 10 pl de Nile Blue de concentratie

de 10° M in 90 ul api ultrapuri sau coloid de argint.

Masurdatorile individuale a colorantului cu apa, si a unuia dintre ioni s-a efectuat in urma extragerii a
10 pl din amestecul Nile Blue si api, si a adiugirii a alti 10 ul de CI', Ca**, Br" sau I, pistrand

volumul total de de 100 pl.

24



Codarcea Veronica-Sanziana Studiul interactiunii dintre coloranti si suprafata nanoparticulelor
de argint in prezenta ionilor halogenura si a ionului de calciu
In cazul masuratorilor secventiale, aceeasi metoda a fost aplicata, insa ionii au fost addugati in ordine

succesivd (Cl'— Ca*'— I), iar dupi fiecare adiugare, s-au eliminat 10 ul din solutia anterioara,
mentinand constant volumul total. Intre fiecare solutie de ioni addugata timpul de asteptare este de 2-

4 minute.

Acelasi protocol experimental a fost aplicat si pentru amestecurile de colorant cu nanoparticulele de
argint, iar suplimentar, a fost inregistrat spectrul Raman al coloidului simplu, fara colorant sau ioni

adaugati, pentru a putea identifica eventualele contributii proprii ale acestuia in spectrele finale.

Probele care contin Rose Bengal au fost analizate in mod similar cu cele continand Nile Blue, cu

exceptia misuritorilor in prezenta KBr. Concentratia finali in solutie a Rose Bengal este de 106 M.

Pentru a realiza o comparatie intre comportamentul diferitilor coloranti, a fost inclus si colorantul
Rhodamina 6G, la o concentratie finali mult mai mici decit Rose Bengal (10° M) datoriti
fluorescentei sale puternice. Aceasta substanta este un colorant cationic, asemanator cu Nile Blue, dar
peak-ul sdu de excitatie este in apropiere de 532 nm, asemanator cu Rose Bengal. Datorita acestor

asemandri am dorit sd urmdrim comportamentul R6G 1n aceleasi solutii.

RENISHAWZ

inVia Raman Microscope

Figura 2.3 — Microscopul confocal Renishaw inVia.
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2.3.2. Achizitionarea spectrelor UV-Vis

Caracterizarea colorantilor Rose Bengal si Nile Blue s-a realizat cu ajutorul spectroscopiei de
absorbtie UV-Vis, cu scopul de a determina banda de absorbtie specifice fiecarui colorant. Aceste
informatii au fost esentiale pentru alegerea lungimii de unda optime a laserului in vederea achizitiei

spectrelor SERS.

Pentru acesta analiza, s-a utilizat spectrometrul Jasco V-630, care acoperd un domeniu spectral de la
190 nm la 900 nm. De asemenea, au fost inregistrate spectre UV-Vis ale solutiilor pregatite pentru
pentru experimentele SERS, cu scopul de a observa eventuale modificari ale pozitiei maximului de

absorbtie 1n functie de ionii adaugati in solutie.

Masuratorile UV-Vis au fost realizate pastrand volumul final de 1 ml, dar variind concentratia
amestecurilor finale. Solutiile care contin Rose Bengal de volum final 100 ul au fost preluate ca atare
din cuva in care au fost preparate, si diluate in 900 ul de apa ultrapura. Solutiile care contin Nile Blue
au fost dublate ca volum, pastrand proportiile utilizate pentru masuratorile Raman, si ulterior diluate

in 800 pl de apad ultrapura.

Figura 2.4 — Spectrometrul Jasco V-630, utilizat pentru achizitionarea spectrelor de absorbtie

UV-Vis.
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3. Rezultate si discutii

Ionii halogenura contribuie la amplificarea semnalului SERS al colorantului cationic Nile Blue, iar
prezenta concomitenta a ionilor Ca®" determinad o crestere suplimentara a intensitatii acestui semnal.
In schimb, pentru colorantul anionic Rose Bengal, ionii Ca?" favorizeazi adsorbtia acestuia pe
suprafata nanoparticulelor de argint, ceea ce se reflectd in amplificarea semnalului SERS si 1n
diminuarea fluorescentei. Adaugarea ionilor halogenura in acest caz nu produce desorbtia completa a
colorantului, c¢i mai degrabd conduce la inhibarea efectului SERS si la accentuarea fluorescentei.
Interactiunea analit-nanoparticuld a fost urmdritd analizand doud procese: SERS, respectiv
fluorescentd. Este cunoscut faptul ca adsorbtia colorantilor pe suprafete metalice este insotita de
stingerea emisiei fluorescente. Astfel, prin variatia emisiei fluorescente a Nile Blue si Rose Bengal,
am dorit sa evaluam pozitionarea analitilor fata de suprafata nanoparticulei si sa urmarim daca

aceasta pozitionare influenteaza efectul SERS, care este cunoscut ca fiind un efect first layer.

De asemenea, pentru a determina daca variatia emisiei fluorescente si emisia SERS apar ca urmare a
adsobtiei moleculelor pe suprafata metalicd, am analizat folosind spectroscopia de fluorescenta

supernatantul, in vederea determindrii cantitatii de molecule neadsorbite.

3.1. Nile Blue

Literatura de specialitate indica un posibil efect de stingere a fluorescentei ca urmare a interactiunii
unor ioni cu structura moleculei. Pentru a evita acest efect, care ar putea fi interpretat cu o adsobtie a
Nile Blue pe suprafata nanoparticulei, initial am analizat influenta ionilor utilizati, Ca®" de
concentratie 5x10* M, CI" de concentratie 10~ M, Br de concentratie 10 M, I" de concentratie 107

M in emisia fluroescenti a 10”7 M Nile Blue (Figura 3.1.1).

In stare incipientd, am achizitionat spectrele amestecurilor de Nile Blue diluat in apa cu saruri

anionice.
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Figura 3.1.1 — Efectul ionilor CI', Br", I" asupra emisiei fluorescente. Spectrele de fluorescenta

au fost achizitionate pentru Nile Blue 10”7 M cu si fira ionii mentionati de concentratie 10~ M.

In Figura 3.1.1 se observd modificarea intensitatii fluorescentei colorantului in prezenta ionilor. O
usoard scadere se observa in prezenta CI si I', dar nu si in cazul Br'. Totodata, spectrul amestecului
de Nile Blue si Br™ prezintd un shift subtil spre numere de unda mai mari. Fluorescenta Nile Blue a
scazut cu 10% in prezenta ionilor de Cl™ s1 20 % 1in prezenta ionilor de I'. Astfel, in cazul analizérii
semnalului fluorescent al Nile Blue in prezenta AgNPs, o scddere a fluorescentei cu doar 10-20% nu

va fi luata in considerare ca fiind relevanta.

In continuare, am dorit determinarea efectului ionilor CI", Br" si I, in efectul SERS si de emisie
fluroescentd a Nile Blue (Figura 3.1.2). Prin amestecarea Nile Blue cu cit-AgNPs se observa emisia

fluorescentd a Nile Blue, fara aparitia efectului SERS.

In urma adaugarii Cl', semnalul fluorescent scade semnificativ, de aproape 6 de ori, o scadere mult

mai mare comparativ cu efectul produs doar de CI". Acest lucru indica adsobrtia Nile blue pe suprafata
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nanoparticulelor de argint. In acelasi timp, dupa adsorbtia Nile blue pe nanoparticulele de argint apare

efectul SERS, observat prin benzile corespunzitoare Nile Blue de la 591 cm™,665 cm™!, 1493 cm™ si

1651 cm™ [22]. In acelasi mod, adiugarea Br™ scade si mai puternic emisia fluroescentd, ceea ce poate
fi datorita unui numar mai mare de molecule Nile Blue adsorbite, sau un transfer de sarcina promovat
intre Nile Blue si AgNPs. Pe de alta parte, desi prezent, semnalul SERS al Nile Blue este mai scazut

in prezenta Br", comprativ cu CI".

100000

— cit-AgNPs + NB 10-7TM

cit-AgNPs + NB 10-7M + CI 10-3M
cit-AgNPs + NB 10-7M + Br 10-3M
cit-AgNPs + NB 10-7M + | 10-3M

80000 ‘
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Intensity
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Q|

_= ]
800 1000 1200 1400 1600 1800

Raman shift (cm™)

Figura 3.1.2 — Spectrele Nile Blue in coloid, de concentratie 10”7 M. Ulterior au fost
adaugati ionii CI', Br,, I de concentratie 10> M, pentru a modifica proprietitile electronice ale

suprafetei de argint.

Adaugarea 1" activeaza si amplificd semnificativ semnalul SERS, in ciuda faptului ca am utilizat
aceeasi concentratie de anioni. Acest comportament ar putea fi explicat prin capacitatea I de a ceda
sarcind catre nanoparticuld, mutand nivelul Fermi catre valori mai ridicate comparativ cu Br si CI".
Astfel, adsorbtia Nile Blue, colorant cationic, este promovata. Mai mult, fata de ceilalti anioni I

prezintd o afinitate la suprafatd mai puternica, ceea ce poate duce la un numar mai mare de ioni I" pe
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suprafata de argint comparative cu Br si CI, si implicit probabil si la un numar mai mare de molecule

cationice Nile Blue adsorbite. In plus, se observa banda specifici legaturii Ag-I de la 120 cm™', ceea
ce inseamna ca I a fost supus procesului de chemisorbtie la suprafata nanoparticulei si a format

legaturi metalice cu argintul. [23]

Dorind sd observam influenta fiecdrui anion in parte, am grupat masuratorile In functie de anionul

folosit.
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Figura 3.1.3 — Nile Blue de concentratie 107 M, peste care s-a adiugat CI, de concentratie
10 M. Nile Blue in solutie coloidali, de aceeasi concentratie, peste care s-a adaugat CI-. Se

observa sciderea drastica a semnalului fluorescent in prezenta CI-.

Adaosul de CI in solutiile cu Nile Blue scade fluorescenta caracteristica, in cazul solutiei cu coloid
scaderea este drastica, de aproximativ 12 ori (Figura 3.1.3), ceea ce indica adsorbtia Nile Blue pe
suprafata nanoparticulelor de argint. Mai mult, aceasta scadere este mult mai mare (12 ori vs. 1 ori)
comparativ cu efectul individual al Cl" asurpa emisiei fluorescente Nile Blue. In apa, amestecul de

Nile Blue si CI” prezinta o deplasare a fluorescentei spre numere de unda mai mari.
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Figura 3.1.4 - Nile Blue de concentratie 10”7 M, peste care s-a adidugat Br-, de concentratie
10 M. Nile Blue in solutie coloidali, de aceeasi concentratie, peste care s-a adiugat Br-.

Semnalul fluorescent a disparut, insa semnalul SERS este foarte slab.

Asemandtor cu addugarea de CI, introducerea Br in solutia Nile Blue diluat in apa produce o
deplasare a fluorescentei spre numere de undd mai mari, iar in coloid, fluorescenta amestecului este

foarte redusa, iar benzile SERS colorantului sunt foarte slabe in intensitate (Figura 3.1.4).
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Figura 3.1.5 - Nile Blue de concentratie 107 M, peste care s-a adiaugat I', de concentratie
10 M. Nile Blue in solutie coloidali, de aceeasi concentratie, peste care s-a adiugat I". in

prezenta I', apare semnal SERS foarte puternic, fara fluorescenta.

Spre deosebire de celelalte halogenuri, I" are o afinitate la suprafatd mult mai mare, astfel Incat
dezlocuirea citratului este sporita, iar adsorbtia Nile Blue este puternicd, asa cum se observa in Figura
3.1.5. Fluorescenta a disparut, iar banda intensa de la 591 cm™! confirma adsorbtia colorantului. in

plus, se observd si banda de la 120 cm’

corespunzdtoare legaturii metalice Ag-I. Ordinea
coeficientilor de amplificare SERS pentru Nile Blue este CI°, Br, I'. Acest efect poate fi un rezultat
al perturbarii potentialului electrochimic al nanoparticulei mai pronuntat de catre iod comparativ cu

ceilalti do1 1oni halogenura.

Cunoscand faptul ci ionul pozitiv de Ca®>" promoveazi adsorbtia ionilor halogenuri pe suprafata
nanoparticulelor, am urmarit dacd o adsorbtie promovata a acestor ioni halogenura ajuta adsorbtia

Nile Blue pe suprafata de argint.
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Figura 3.1.6 — Spectrul Nile Blue in coloid, de concentratie 10”7 M. Misuriitoarea a fost
repetata pentru solutia coloidala cu Ca*" adiugat. Spectrele amestecului coloidal in prezenta
fiecirui ion halogenuri (CI, Br, I') cu concentratie de 103 M, respectiv a Ca** cu concentratie

de 5x10* M. Se observi influenta Ca®* si a anionilor in aparitia efectului SERS.

Dupi adaugarea Ca* in solutiile preparate anterior, se observa modificiri in spectrele SERS ale Nile
Blue (Figura 3.1.6). In primul rAnd, amestecul care contine doar NB in coloid alaturi de cation prezinta
o usoara deplasare a fluorescentei, spre numere de undi mai mari. In cazul solutiei cu Cl si Br,
adiugarea de Ca*" conduce la amplificarea suplimentari a benzilor SERS caracteristice Nile Blue. Pe
de alti parte, prin addugarea Ca**, spectrul SERS al Nile Blue in prezenta I” este mai scizut comprativ
cu in lipsa Ca*". Acest efect poate fi explicat prin dizolvarea nanoparticulelor in prezenta acestei
concentratii de Ca** si I, lucru care se observi si prin sciderea intensititii maximului de rezonanti

plasmonica (Figura 3.1.9).

Avand in vedere sarcinile ionilor si1 a colorantului, consideram cd ordinea in care am adaugat
substantele in coloid este importanta, astfel am repetat aceste masuratori, adaugand cationul de calciu

inaintea anionilor halogenura.
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Figura 3.1.7 — Spectrul Nile Blue in coloid, de concentratie 10”7 M. Spectrele amestecului
coloidal in prezenta Ca?* cu concentratie de 5x10* M, respectiv in prezenta fiecirui ion

halogenuri (CI, Br, I') cu concentratie de 10~ M.

Schimbarea ordinii in care am introdus ionii in solutiile coloidale cu Nile Blue a generat doar o
modificare fatd de spectrele achizitionate anterior: intensitatea semnalelor SERS. Adaugarea
cationului de calciu inaintea ionilor halogenura a amplificat semnalul colorantului, iar maximele de
intensitate sunt ordonate in functie de afinitatea la suprafata a anionilor (Cl, Br’, I), spre deosebire
de masuratorile anterioare, unde inversarea ionilor ne-a oferit rezultate aleatorii (Br™ a prezentat cel

mai puternic semnal SERS, iar I cel mai slab semnal SERS).

Prin adaugarea iodului, nivelul Fermi al nanoparticulei creste cétre un potential chimic suficient
pentru a transfera electroni catre oxigen si a incepe dizolvarea NPs, care in final poate scadea nivelul

Fermi. Adiaugarea Ca** produce o dizolvare suplimentari a nanoparticulelor.

Adiugarea initiald a Ca** scade nivelul Fermi prin dizolvarea usoard a NPs. Adiugarea ulterioara
a I creste nivelul Fermi al NPs, insd pornind de la o valoare amai mica decat cea initiala, este posibil
ca nivelul Fermi final sa nu fie suficient pentru ca NPs sa transfere electroni catre oxigen si sa se

dizolve suplimentar.
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Ca un ultim pas in analiza influentei ionilor asupra adsorbtiei Nile Blue la suprafata nanoparticulelor,
am adiugat secvential Cl,, Ca*>" si I aldturi de Nile Blue in solutie coloidali, masuritori ilustrate in

Figura 3.1.8.
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Figura 3.1.8 — Maisuritori ale colorantului Nile Blue 10”7 M in coloid. Misuritori
achizitionate secvential in urma adiugirii CI de concentratie 10 M, urmat de Ca?* de
concentratie 5x10* M, si in final I de concentratie 10~ M. Intensificarea benzilor SERS a

colorantului apare abia dupa adaugarea cationului de calciu.

Dupa cum ne-am asteptat, si am observat de asemenea in Figura 3.1.2, solutia coloidald cu NB si-a
pierdut o mare majoritate din emisia fluorescentd in momentul introducerii anionului de clor. In
absenta Ca®’, semnalul SERS este foarte slab, singura bandi vizibili fiind cea de la 591 cm™. In
momentul addugarii cationului de calciu, numarul hot-spot-urilor active SERS de la suprafata

nanoparticulelor se méreste semnificativ, si permite anionilor de clor sd adsoarba, cu scopul de a
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facilita adsorbtia speciilor cationice [23], fapt care se reflectd in aparitia multiplelor benzi ale Nile

Blue, acum vizibile.

Ulterior introducerii I peste amestecul contindnd deja Cl” si Ca®*, intensitatea benzilor SERS s-a
triplat, datoritd afinitétii sale la suprafata mai puternicd decat cea a Cl", care este dezlocuit. Acest lucru
ne este confirmat de prezenta benzii specifice legiturii Ag-I, de la 120 cm™. Acest comportament nu
este departe de ce am intuit, ludnd in considerare studiile precedente si proprietatile ionilor halogenura
proportionale cu numarul atomic. Polarizabilitatea creste cu numarul atomic, astfel iodura prezinta

polarizabilitatea cea mai mare comparativ cu clorura si bromura.

Pentru a fi siguri cd efectul de adsorbtie la suprafatad se intmpla in principal prin adsorbtie, am
efectuat masuratori UV-Vis cu scopul de a urmari prezenta sau lipsa agregarii nanoparticulelor in

momentul adaugarii fiecarui ion in parte, si secvential.

cit-AgNPs

cit-AgNPs + NB 10-7TM

cit-AgNPs + NB 10-7M + CI 10-3M
cit-AgNPs + NB 10-7M + Ca 5x10-4M
cit-AgNPs + NB 10-7M + 1 10-3M
cit-AgNPs + NB 10-7M + ioni

Intensity / counts

0.0 L— 1 . 1 . 1 . 1

400 500 600 700 800
Wavelength / nm

Figura 3.1.9 — Spectrul de absorbtie al cit-AgNPs, inainte si dupa adaugarea Nile Blue,
concentratie finalid de 10”7 M. Separat, masuritori ale Nile Blue in coloid cu CI- de
concentratie 10 M, Ca?* de concentratie 5x10 M, respectiv I de concentratie 10~ M.
Spectrul de absorbtie al amestecului alcatuit din nanoparticule de argint, colorantul Nile Blue
de concentratie 10”7 M, si ionii de Cl-, Ca?" si I in concentratiile mentionate. Se observa

sciderea in intensitate a spectrelor de absorbtie care contin Ca?*.
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In prezenta ionilor halogenura, modificarile in intensitate a spectrelor de absorbtie fatd de intensitatea
amestecului alcituit din coloid si Nile Blue de intensitate 10”7 M sunt nesemnificative, putind fi
atribuite unor variatii in procesul de pipetare, sau fluctuatii normale in cadrul masuratorilor aparatului.
Spectrul de absorbtie corespunzitor amestecului dintre coloid si colorant cu CI-, Ca** si I" prezinti o
scadere mai accentuata comparativ cu maximul benzilor amestecului cu anioni, fapt care initial poate
duce cu gandul la agregarea nanoparticulelor, insa cationul de calciu in prezenta I" a fost dovedit sa
faciliteze dizolvarea treptatd a nanoparticulelor, prin cresterea si scaderea succesiva a nivelului Fermi
si promovarea chemisorbtiei anionului. [24] In plus, agregarea nanoparticulelor s-ar fi reflectat in
spectru prin aparitia unei benzi de absorbtie intre 600 si 800 nm, dar in Figura 3.1.9 se observa

contrarul.

Astfel, putem concluziona faptul ci prin adidugarea de CI-, Ca®" si I" in amestecul dintre cit-AgNPs si
Nile Blue, efectul SERS nu este activat de agregarea nanoparticulelor, ci este activat de adsorbtia
analitului la suprafata metalicd, prin modificarea nivelului Fermi al nanoparticulei. Ionul Ca**
faciliteaza un transfer oxidativ de electroni, de la metal la oxigenul ambiental. [25] In schimb, ionii
halogenurd, odatd adsorbiti, cedeazad tranzient electroni nanoparticulei si determind o crestere a
nivelului Fermi (potentialul electrochimic). Astfel, analitul anionic va adsorbi la un potential
electrochimic mai pozitiv (generat de “electron depletion” la adiugarea de Ca®"). Analitul cationic
Nile Blue prezinta afinitate pentru suprafata metalica cu potential electrochimic mai negativ (generat

de transferul elctronic de la ionii halogenura la suprafata de argint).

3.2. Rose Bengal

Pornind de la rezultatele masuratorilor realizate pentru Nile Blue, am dorit s observam daca exista
modificari in rolurile ionilor utilizati atunci cand folosim un colorant anionic, respectiv Rose Bengal.
Totodata, intrebarea principald care a determinat aceasta parte a experimentului este daca se poate ca
I' sa dezlocuiasca Rose Bengal de la suprafata nanoparticulei de argint, datorita caracterului sdu

puternic electronegativ.
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Figura 3.2.1 — Influenta ionilor de CI- de concentratie 10> M, Ca*" de concentratie 5x10 M si
I- de concentratie 10> M asupra fluorescentei a Rose Bengal diluat in api, de concentratie
finala 10° M. Prezenta CI" injumatiteste semnalul fluorescent al RB, spre deosebire de Ca?* si

I', care il amplifica usor.

Prin urmare, am efectuat masurdtori pentru a determina influenta ionilor de CI, Ca** si I' de
concentratii 10 M, 5x10™* M, respectiv 10~ M asupra emisiei fluorescente a Rose Bengal diluat in
apd, cu concentratia finald de 10°® M (Figura 3.2.1). Sciderea semnalului din cauza anionului de clor
pare drasticd, dar este de fapt o scddere de aproximativ 15%. Prezenta cationului de calciu si a
anionului de iod este insotitd de un shift subtil spre numere de unda mai mari, dar si de o amplificare
de 13%. Aceste cresteri si descresteri sunt nesemnificative considerand masurdtorile care vor urma,

in prezenta nanoparticulelor.

In continuare am evaluat rolul Cl, I si Ca®>" in interactiunea Rose Bengal cu suprafata
nanoparticulelor de argint. Fiind un colorant anionic, ne asteptim ca adiugarea de Ca®" si amplifice
semnul SERS al Rose Bengal. In schimb, CI" si I avand afinitate puternica pentru suprafata de argint,

ne asteptdm sa dezlocuiascd Rose Bengal de la suprafata, acesta fiind eliberat in solutie.
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Figura 3.2.2 — Spectrul Rose Bengal in apa si coloid, de concentratie finalia 106 M.

Spectrele RB in coloid, aliaturi de CI- 10 M, Ca?* 5x10 respectiv I 10-3 M.

In Figura 3.2.2 se poate observa faptul ci in prezenta nanoparticulelor de argint, fluorescenta RB este
usor amplificatd (comparativ cu spectrul RB 1n apd), cu cateva benzi SERS caracteristice observabile.
Adiugarea de CI injumititeste fluorescenta amestecului, iar intensitatea benzilor de la 1168 cm’!,
1330 cm™ si 1616 cm™! rimane proportionald cu semnalul fluorescent. Acestd scidere a emisiei
fluorescente nu este un rezultat al adsorbtiei Rose Bengal pe suprafatd, ci un efect al interactiunii CI’
cu Rose Bengal, intrucat acelasi ordin de marime in reducerea fluroescentei Rose Bengal a fost
observat si pentru colorantul singur (Figura 3.2.1.). Diferenta evidenta se observa in urma introducerii
cationului de calciu in solutia coloidala cu RB. Desi fluorescenta colorantului este in continuare
puternicd, benzile caracteristice Rose Bengal (1168 cm™, 1330 cm™!, 1454 cm™, 1506 cm™ si 1616
cm’!, [26]) sunt foarte intense.

In urma adaugarii I, benzile SERS RB dispar (figura 3.2.2), dar banda de la 120 cm™ specifica
legaturii Ag-I ne indicd faptul ca anionul de iod a adsorbit la suprafata nanoparticulelor, dezlocuind
RB. Mai mult, fluorescenta RB este semnificativ mai crescutd decat pentru RB 10 M, indicand un
efect de amplificare a emisie fluorescente. Fluorescenta de trei ori mai puternica decat solutia
coloidala cu colorant ridica semne de intrebare in legatura cu fenomenele care se intampla la suprafata

nanoparticulei in momentul addugarii I'.
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In continuare, in mod asemanator masuratorilor cu Nile Blue, am dorit sa observam influenta ionilor
adaugati secvential 1n solutia coloidald cu Rose Bengal. In amestec, am introdus ionii in ordinea CI
— Ca?" — I, cu scopul de a urmiri cresterea nivelului Fermi si facilitarea adsorbtiei cationilor prin

adiugarea CI', activarea efectului SERS prin addugarea Ca?" si clarificarea rolului I".
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Figura 3.2.3 — Spectrul Rose Bengal in solutie coloidala, de concentratie finald 106 M,
peste care s-a adiugat in ordine: CI- de concentratie 10~ M, Ca?* de concentratie 5x10*

M, si I de concentratie 10> M.

La prima vedere, spectrul din Figura 3.2.3 este aproximativ identic cu cel din Figura 3.2.2, nsd se
disting mici diferente. Rolul important al Ca*" este reiterat, spectrul corespunzitor pasului in care este
adaugat cationul fiind singurul in care raportul dintre semnalul SERS si fluorescenta este foarte mare.
Diferenta dintre aceasti masuritoare in prezenta Ca®" si cea din figura anterioari este prezenta benzii
specifice legiturii metalice dintre Ag si Cl, de la 240 cm™, vizibila in acest caz datoritd dezlocuirii
partiale a citratului in favoarea anionului de clor, dar si datoritd coadsorbtiei Cl” si RB. Dezlocuirea o

numim partiald deoarece benzile de la 956 cm™ si 1057 cm™! corespund citratului [27]
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Se poate concluziona ci adaosul de Ca** a promovat adsorbtia trei anioni (cit*-, CI- si RB").
Bineinteles, intensitatea benzilor fiecarei legaturi dintre analiti si nanoparticuld reflectd ponderile
adsorbtiei anionilor la suprafata. In ciuda concentratiilor utilizate pentru fiecare anion in parte (107
M citrat, 10 M CI-, 10° M RB), intensititile benzilor nu urmaresc ordinea concentratiilor.

In urma adiugarii I, benzile RB sunt slab vizibile (Figura 3.2.3), in schimb fluorescenta a crescut de
patru ori comparativ cu amestecul simplu de nanoparticule si RB. Prezenta fluorescentei poate fi
explicatd prin dezlocuirea colorantului de cétre I" din primul layer de la suprafata nanoparticulei,
dovada fiind banda caracteristicd Ag-I de la 120 cm™! ca urmare a adsorbtiei competitive a moleculelor
cu aceeasi sarcind (in acest caz negativa) [23] . Desorbtia RB este o teorie perfect plauzibila, insa nu
poate explica obtinerea unei fluroescente mai mari decat fluorescenta emisd de RB 10 M, in special
luand in considerare faptul ca In majoritatea literaturii de specialitate, anionul I" a fost demonstrat sa
reduca fluorescenta 1n loc sd o amplifice. [28], [29]

Comportamentul sdu atipic fata de cel studiat de nenumarate ori a influentat urmatorii pasi ai acestei
parti experimentale, dorind sa confirmam sau sd infirmdm teoria desorbtiei a Rose Bengal sau sa

descoperim un alt efect al adaugarii de I'.

Un prim pas inspre intelegerea efectului anionului I" a fost reproducerea amestecului final, care
contine nanoparticule de argint reduse cu citrat, Rose Bengal, CI, Ca®" si I". Este important a se
mentiona parametrii de achizitie a1 primei masuratori: am achizitionat 3 spectre timp de 10 secunde,
la o putere de 50% a laserului de 532 nm, 180 mW. Reluand masurétorile ulterior, acesti parametri au
dus la suprasaturarea detectorului, fiind obligati sa reducem puterea laserului la 18 mW.

In acest punct, noii parametri de achizitie sunt: 10 secunde, 3 achizitii, puterea laserului 18 mW.
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Figura 3.2.4 — Prima repetitie a masuratorii secventiale, care include nanoparticule de
argint, RB de concentratie finalia de 10 M, CI- 103 M, Ca?* 5x10* M si I 103 M.

Spectrul simplu a RB diluat in apa pentru referinta intensitatii fluorescentei.

Cu acesti noi parametri, am putut obtine spectrele din Figura 3.2.4, in ciuda intensitatii reduse.
Observatiile prezente la Figura 3.2.3 sunt aplicabile si In acest caz, iar pentru solutia finala care

contine toti ionii de interes, fluorescenta este in continuare amplificata, desi semnificativ mai putin.

In Figura 3.2.5 si Figura 3.2.6 se observa reprezentarea grafica a altor doua masuritori ale aceleiasi
solutii finale, cu parametri de achizitie diferiti (10 secunde, 3 achizitii, 18 mW putere respectiv 1
secundd, 1 achizitie, 90 mW putere). Aceeasi tendintd este evidentiata, de activare a semnalului SERS
in momentul adiugirii Ca®", iar la adiugarea I" semnalul SERS dispare, respectiv fluorescenta este

usor amplificata.
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Figura 3.2.5 — A doua repetitiec a masuratorii secventiale, care include nanoparticule de
argint, RB de concentratie finalia de 10 M, CI- 103 M, Ca?* 5x10* M si I 103 M.

Spectrul simplu a RB diluat in apa pentru referinta intensitatii fluorescentei.
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Figura 3.2.6 — A treia repetitie a masuratorii secventiale, care include nanoparticule de

argint, RB de concentratie finali de 10 M, CI- 103 M, Ca?" 5x10* M si I- 103 M.
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Acest efect este consistent si la concentratii mai mari, respectiv mai mici ale colorantului. La
concentratia de 10~ M, fluorescenta Rose Bengal este mare chiar si cu parametrii de achizitie redusi,
insa principala diferenti este lipsa semnalului SERS la adiugarea Ca®", suprafata activi de argint fiind
probabil prea mica pentru a adsorbi toate molecuelle RB. Ca urmare, mutle molecule rdiman libere
in solutie si emit semnal fluroescent care acoperd semnalul SERS. Amplificarea fluorescentei in

prezenta iodului este, totusi, In continuare prezenta.
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Figura 3.2.7 — Misuritorile amestecului secvential studiat, Rose Bengal 105 M in coloid,
alituri de CI- 10 M, Ca?* 5x10* M si I 10 M. RB diluat in apa pentru referinti a intensititii

semnalului fluorescent.

La concentratii mai mici, observam tot aceleasi rezultate ca si cele precedente (Figura 3.2.8).
Reproductibilitatea si consistenta la diferite concentratii ale colorantului ne ofera incredere in ideea

ca rezultatele obtinute sunt viabile si pot fi cercetate In continuare.
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Figura 3.2.8 — Misuritorile amestecului coloidal cu RB de concentratie 10”7 M, impreuni cu

CI 10 M, Ca** 5x10* M si I 10> M. RB diluat in apa pentru a compara semnalul fluorescent

inainte si dupa amplificarea sa.

Urmatorul pas realizat in cdutarea unei explicatii pentru efectul de amplificare a fluorescentei

amestecului coloidal cu Rose Bengal a fost centrifugarea probelor pentru prelevarea supernatantului

ce contine moleculele libere neadsorbite sau desorbite de la surpafata nanoaprticulelor si analiza prin

spectroscopie de fluroescenta. Prin centrifugare, putem determina daca Rose Bengal a ramas adsorbit

pe suprafata nanoparticulelor iar efectul prezent este SEF, caz in care s-ar observa doar spectrul apei,

sau dacd I" a dezlocuit RB de la suprafata nanoparticulei, deci in supernatant ar exista molecule de

RB si am observa o intensitate a supernatantului comparabild cu cea a RB diluat in apa.
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Figura 3.2.9 — Spectrele achizitionate in urma primei centrifugari a solutiilor care contin
nanoparticule de argint, RB de concentratie 10 M, CI-, Ca?*, I'. Se observi atit benzi

caracteristice RB, cit si fluorescenta si spectrul apei.

Centrifugarea probelor s-a efectuat la temperatura camerei, timp de 5 minute, ajungand la 15000xg.
In urma centrifugarii, am extras supernatantul, avind griji si nu se reamestece nanoparticulele

precipitate. 10 pl din supernatant au fost folositi pentru méasuratorile Raman.

Figura 3.2.9 reprezintd prima masuratoare efectuatd a supernatantului extras in urma centrifugarii.
Rezultatele sunt contradictorii, fiind prezente atat benzi SERS ale colorantului, cat si fluorescentd si
spectrul apei. Se pare cd in supernatantul amestecului final ar mai exista putine molecule de colorant,
insa benzile SERS ramase ne indicd ineficienta acestei prime centrifugari. Pentru a obtine rezultate
de incredere, au fost efectuate trei masuritori repetitive aditionale. In aceste trei masuritori ulterioare,
benzile SERS au disparut total. Semnalul fluorescent in prezenta C1°, Ca**, I a fost amplificat fat de
intensitatea supernatantului RB in apa sau coloid. Exista posibilitatea ca centrifugarea sa afecteze
structural ansamblul format din nanoparticule, analiti si ionii adsorbiti, dar si molecula de colorant in
apa, al cdrei semnal a fost de asemenea amplificat. O repetitie (C din Figura 3.2.10) nu a indicat

fluorescentd amplificatd, insd diversitatea rezultatelor a fost prea mare Intre aceste patru masuratori
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totale pentru a trage concluzii In completa cunostintd de cauza. Astfel, din nefericire, nu s-a putut

confirma sau infirma niciuna din teoriile mentionate.
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Figura 3.2.10 — Spectrele achizitionate pentru trei repetitii diferite a procesului de
centrifugare al amestecului alcituit din coloid, Rose Bengal 106 M, CI- 103 M, Ca?*
5x10 M si I 10 M. A) Prima repetitie, vizibila amplificarea semnalului fluorescent in
prezenta CI', Ca?*, I', comparabil cu fluorescenta RB in coloid. B) A doua repetitie a
cetrifugarii, semnalul fluorescent e amplificat tot in prezenta I-, dar de aproximativ 2
ori mai intens decit semnalul RB sau RB in coloid. C) O a treia repetitie a
centrifugarii amestecului, dar semnalul este puternic fluorescent pentru RB, RB in

coloid si amestecul final in prezenta Cl, Ca?", I.
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Am dorit sa eliminam riscul erorii de pipetare si am utilizat filtre Vivaspin pentru a asigura extragerea
unui supernatant fard urme de nanoparticule. Marimea filtrului este de 100 kDa; de asemenea,
centrifugarea s-a realizat la 7000 rpm, la temperatura camerei, timp de 20 de minute, pentru a evita

filtrarea incompleta sau nepotrivita.

—— Rose Bengal 10-6M vivaspin
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Figura 3.2.10 — Spectrul Rose Bengal in apa si coloid, si Rose Bengal in coloid alaturi
de CI', Ca*', I-, dupa centrifugarea celor trei amestecuri utilizind centrifuga Vivaspin.
Este vizibil doar spectrul apei pentru toti supernatantii, indicind filtrarea totala a

Rose Bengal diluat in apa.

Figura 3.2.10 ne indica nereusita acestei metode, observandu-se doar spectrul apei. La prima vedere,
rezultatele par sa confirme adsorbtia totald a colorantului la suprafata nanoparticulelor, insa spectrul
supernatantului extras in urma centrifugarii Rose Bengal diluat in apa indica faptul cd moleculele au

fost complet filtrate. Acestea fie au format complecsi dimeri [30] In urma centrifugarii, fie marimea

48



Codarcea Veronica-Sanziana Studiul interactiunii dintre coloranti si suprafata nanoparticulelor
de argint in prezenta ionilor halogenura si a ionului de calciu

moleculelor este prea mare, deci nu au putut trece prin filtrul ales de 100 kDa. In orice caz, aceste

rezultate nu sunt valide pentru scopul pe care dorim sa il atingem.

In acest punct al procesului experimental, cunoastem faptul ci masuritorile secventiale reitereaza
rolul cationului de calciu in activarea semnalului SERS, si rolul anionilor halogenura in cresterea
nivelului Fermi al nanoparticulelor cu scopul adsorbtiei facile a cationului. In general ni s-au aritat
mai multe Intrebari decat am primit raspunsuri. Rezultatele centrifugarii prin doua metode a confirmat
ideea amplificirii semnalului fluorescent in prezenta celor trei ioni de interes (Cl-, Ca** si I'), insd
motivul pentru care fluorescenta creste din nou dupa centrifugare ramane in continuare un semn de

intrebare.

Cunoscand faptul ca efectul SEF depinde de distanta analitului fata de nanoaparticula si de potrivirea
nivelului Fermi al nanoparticulei cu emisia fluorescenta a analitului, am ales un alt analit ce absoarbe
si emite lumind in acelasi domeniu spectral ca Rose Bengal, dar are sarcina diferitd, astfel
interactiunea cu suparafata NP va fi diferita. In acest caz am utilizat R6G al cirui banda de absorbtie
maxima este la 530 nm. Astfel, putem observa comportamentul acestui colorant in solutie coloidala,

peste care addugam aceiasi ioni in aceeasi ordine ca in cazul Rose Bengal, cu excitatia laserului de

532 nm.
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Figura 3.2.11 — Spectrele Rhodaminei 6G de concentratie 10° M in apa si in solutie coloidala.
Spectrele R6G in coloid, alituri de CI', Ca?*, I, nu prezinta aceleasi rezultate ca in cazul Rose

Bengal, de amplificare a fluorescentei.

Dupi cum se observi in Figura 3.2.11, in prezenta celor trei ioni (CI', Ca** si I), benzile colorantului
sunt slabe, insotite de un fundal fluorescent. In cazul in care efectul de amplificare a fluorescentei ar
fiavut loc si pentru Rhodamina 6G, factorul principal care ar fi generat acest lucru, ar fi fost potrivirea
energeticd cu banda plasmonici a nanoparticulelor si maximul benzii de absorbtie al colorantului. in
acest caz, moleculele de R6G sunt adsorbite pe suprafata nanoparticulelor. Desi avem potrivirea
benzii plasmonice cu excitatia de lungime de unda rezonanta, nu existd amplificare a fluorescentei,
cel mai probabil din cauza distantei reduse dintre analit si suprafata nanoparticulei, fapt care duce la
efectul de stingere a fluorescentei. Similar ca in cazul Nile Blue, unde banda de absorbtie difera de

cea a R6G, efectul de stingere nu este influentat de potrivirea energetica, ci doar de adsorbtie.
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Figura 3.2.12 — Spectrul de absorbtie al coloidului in absenta si in prezenta a Rose Bengal.
Spectrul de absorbtie al solutiei alcituita din coloid, Rose Bengal 10 M, CI- 103 M, Ca?*

5x10* M si I 10~ M, care este mai slab in intensitate.

Asemandtor cu rezultatul obtinut in urma efectuarii spectrelor UV-Vis pentru Nile Blue, scaderea
intensitatii benzii de absorbtie a Rose Bengal in prezenta ionilor de CI,, Ca®’, " nu este datoratd
agregarii, dovada fiind lipsa altor benzi la lungimi de unda mai mari, ci este datorata influentei
cationului de calciu si a anionului de iod In modificarea nivelului Fermi al nanoparticulelor, ducand

la Inceperea dizolvarii lor, si implicit la o intensitate a benzii plasmonice mai mica. [24]

Cu toate aceste informatii, putem afirma faptul ci in prezenta ionilor CI', Ca®* si I, fluorescenta unui
colorant anionic precum Rose Bengal poate aparea ulterior adsorbtiei la suprafata nanoparticulelor,
de intensitate marita fatd de fluorescenta intrinseca a colorantului diluat in apa sau in solutie coloidala.
Efectul SEF pare sa fie activat de I', care se deosebeste de ceilalti ioni halogenura mentionati (Cl°, Br®
) prin sectiunea sa eficace mare, aflandu-se mai jos in tabelul periodic. Literatura de specialitate
mentioneazd doud posibile influente a semnalului SEF: dependenta fluorescentei de concentratia KI
[31] si dependenta fluorescentei de distanta dintre fluorofor si nanoparticula. [15] Concentratia de KI

din volumul solutiei finale este de 10~ M, sau 1 mM, aproapiati de valoarea de 5 mM mentionati in
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literatura. Distanta dintre fluorofor si nanoparticula consider ca este influentata de anionul halogenura
utilizat; dovada este scaderea fluorescentei in prezenta Cl° prezenti in toate spectrele achizitionate. in
acest caz, mirimea I" in combinatie cu efectele datorate adaosului de CI” si Ca?" se incadreazi in
parametrii optimi de amplificare a fluorescentei, situdnd analitul la distanta ideald fatd de

nanoparticulele de argint pentru activarea efectului SEF.
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Concluzii si perspective de viitor

Scopul acestei lucrari a fost studiul fundamental al interactiunii colorantilor Nile Blue si Rose Bengal
cu suprafata nanoparticulelor de argint in prezenta ionilor halogenura CI', Br, I si a cationului de
calciu Ca?*, in vederea imbunititirii controlului tehnicilor spectroscopice de suprafata cum ar fi

spectroscopia amplficata de suprafatd Raman (SERS).

Masurdtorile efectuate pentru colorantul Nile Blue scot in evidenta necesitatea utilizrii anionilor de
CI, Br, I care pot creste nivelul Fermi al naoparticulei de argint, creand astfel un dezechilibru
energetic intre NP si solutie. Pentru echilibrare, molecula Nile Blue va fi adsorbita, iar spectrul SERS
al Nile Blue amplificat. Mai mult, adiugarea Ca** amplfica acest efect ca urmare a unei adsorbtii
promovate a ionilor halogenura. Totusi, secventa de addugare este importantd in mentinerea
structurilor stabile si a evita o dizolvare accentuatd a NPs. Polarizabilitatea ionilor halogenura
determind, de asemenea, intensitatea semnalului SERS, care creste cu polarizabilitatea (CI" — Br —
D).

Pe de alta parte, pentru colorantul anionic Rose Bengal, adsorbtia lui pe suprafata de argint a fost
promovati de adiugarea de Ca®". Dupd cum ne asteptam, pentru I cu o afinitate mai mare pentru
suprafata de argint apare competitivtatea la suprafatd, iar spectrul SERS al Rose Bengal este inlocuit
de banda SERS Ag-I, indicand prezenta I" in first layer. Totusi acesta dezlocuire nu produce desorbtia
completd a Rose Bengal, intrucat este observatd o emisie fluorescentd semnificativ mai mare decat
pentru solutia de Rose Bengal initiala, indicand un posibil efect de amplificare a fluorescentei la
suprafata nanoparticulei. Emisia fluorescenta a supernatantului a aratat rezultate contradictorii, fie ca
nu ar fi molecule libere de Rose Bengal in urma addugarii I, fie o emisie fluroescentd amplificata,

ceea ce a ingreunat interpretarea acestui efect.

In conceptia noastra, I' influenteaza distanta dintre nanoparticul si analit, creand distanta optima
pentru existenta SEF. Repetarea experimentului si obtinerea aceluiasi rezultat indiferent de parametrii
de achizitie sau de concentratia Rose Bengal face ca acest experiment si fie reproductibil. in plus,
prin repetarea experimentului cu un colorant de sarcind opusd (Rhodamina 6G), dar cu maximul
benzii de absorbtie apropiat de Rose Bengal, nu a fost observat SEF. Acest fapt accentueaza
importanta sarcinii moleculei de interes, si nu doar a rezonantei dintre lungimea de unda a excitarii

laser si banda de absorbtie a colorantului.
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Acest studiu are nevoie de aprofundare, luand in considerare mai multi parametri de analiza care pot
influenta rezultatele, dar si caracterizarea detaliatd a substantelor utilizate. Un aspect pe care l-as
prioritiza ar fi variatia concentratiei de KI din amestecul final care contine Rose Bengal, pentru a
determina pragul peste care I nu mai promoveaza fluorescenta, ci o diminueaza semnificativ
(quenching). Totodata, consider cd atat analiza mai multor coloranti de sarcind negativa, cat si
repetarea experimentelor folosind nanoparticule de aur (AuNPs) ne poate oferi informatii importante
legate de conditiile activarii efectului SEF. De asemenea, imi doresc extinderea acestei tematici de
cercetare in domeniul medical, datorita proprietatilor inedite ale nanoparticulelor de argint, dar si

aplicatiilor deja puse in practica a fluoroforilor.

54



Codarcea Veronica-Sanziana Studiul interactiunii dintre coloranti si suprafata nanoparticulelor
de argint in prezenta ionilor halogenura si a ionului de calciu

Bibliografie

[1] ,,FIG. 1. Scheme and Jablonski diagram illustrating Raman scattering and...”, ResearchGate.
Data accesarii: 4 mai 2025. [Online]. Disponibil la:
https://www.researchgate.net/figure/Scheme-and-Jablonski-diagram-illustrating-Raman-
scattering-and-Rayleigh-scattering_figl 351094707

[2] N. Leopold, Surface-enhanced Raman Spectroscopy: Selected Applications. Napoca Star, 2009.

[3] M. Moskovits, ,,Surface-enhanced spectroscopy”, Rev. Mod. Phys., vol. 57, nr. 3, pp. 783-826,
iul. 1985, doi: 10.1103/RevModPhys.57.783.

[4] G. Keresztury, ,,R aman Spectroscopy: Theory”, in Handbook of Vibrational Spectroscopy, 1
ed., J. M. Chalmers si P. R. Griffiths, Ed., Wiley, 2001. doi: 10.1002/0470027320.s0109.

[5] ,,(PDF) Noble metal nanomaterials for the diagnosis and treatment of hematological
malignancies”, ResearchGate, doi: 10.31083/5.fb12702040.

[6] 1. Chaudhry, G. Hu, H. Ye, si L. Jensen, ,,Toward Modeling the Complexity of the Chemical
Mechanism in SERS”; ACS Nano, vol. 18, nr. 32, pp. 20835-20850, aug. 2024, doi:
10.1021/acsnano.4c07198.

[7] S. M. Morton si L. Jensen, ,,Understanding the Molecule—Surface Chemical Coupling in
SERS”, J. Am. Chem. Soc., vol. 131, nr. 11, pp. 4090-4098, mar. 2009, doi: 10.1021/ja809143c.

[8] D.J. Trivedi, B. Barrow, si G. C. Schatz, ,,Understanding the chemical contribution to the
enhancement mechanism in SERS: Connection with Hammett parameters”, J. Chem. Phys., vol.
153, nr. 12, p. 124706, sep. 2020, doi: 10.1063/5.0023359.

[9] A. Stefancu si colab., ,,Fermi Level Equilibration at the Metal-Molecule Interface in Plasmonic
Systems”, Nano Lett., vol. 21, nr. 15, pp. 6592-6599, aug. 2021, doi:
10.1021/acs.nanolett.1c02003.

[10] K. Khurana si N. Jaggi, ,,Localized Surface Plasmonic Properties of Au and Ag
Nanoparticles for Sensors: a Review”, Plasmonics, vol. 16, nr. 4, pp. 981-999, aug. 2021, doi:
10.1007/s11468-021-01381-1.

[11]  A.N. Singh, H. Devnani, S. Jha, si P. P. Ingole, ,,Fermi level equilibration of Ag and Au
plasmonic metal nanoparticles supported on graphene oxide”, Phys. Chem. Chem. Phys., vol.
20, nr. 41, pp. 26719-26733, oct. 2018, doi: 10.1039/C8CP05170D.

[12] M. Picollo, M. Aceto, s1 T. Vitorino, ,,UV-Vis spectroscopy”, Phys. Sci. Rev., vol. 4, nr. 4,
apr. 2019, doi: 10.1515/psr-2018-0008.

[13] ,,Electronic Spectra of Molecules”. Data accesarii: 6 mai 2025. [Online]. Disponibil la:
http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/molecule/molelect.html

[14] ,,UV/Vis Lectures”. Data accesarii: 6 mai 2025. [Online]. Disponibil la:
https://agora.cs.wcu.edu/~huffman/lectures/uvvis.html

[15] K. Aslan, I. Gryczynski, J. Malicka, E. Matveeva, J. R. Lakowicz, si C. D. Geddes, ,,Metal-
enhanced fluorescence: an emerging tool in biotechnology”, Curr. Opin. Biotechnol., vol. 16, nr.
1, pp. 55-62, feb. 2005, doi: 10.1016/j.copbio.2005.01.001.

[16] W. Deng, F. Xie, H. T. M. C. M. Baltar, si E. M. Goldys, ,,Metal-enhanced fluorescence in
the life sciences: here, now and beyond”, Phys. Chem. Chem. Phys., vol. 15, nr. 38, pp. 15695—
15708, 2013, doi: 10.1039/C3CP50206F.

[17] ,,Chris D. Geddes”. Data accesarii: 14 tunie 2025. [Online]. Disponibil la:
https://chrisgeddes.com/research.html

55



Codarcea Veronica-Sanziana Studiul interactiunii dintre coloranti si suprafata nanoparticulelor
de argint in prezenta ionilor halogenura si a ionului de calciu

[18] PubChem, ,Nile Blue”. Data accesarii: 26 mai 2025. [Online]. Disponibil la:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/16938

[19] V. Martinez si M. Henary, ,,Nile Red and Nile Blue: Applications and Syntheses of
Structural Analogues”, Chem. — Eur. J., vol. 22, nr. 39, pp. 13764-13782, 2016, doi:
10.1002/chem.201601570.

[20] S. Demartis, A. Obinu, E. Gavini, P. Giunchedi, si G. Rassu, ,,Nanotechnology-based rose
Bengal: A broad-spectrum biomedical tool”, Dyes Pigments, vol. 188, p. 109236, apr. 2021, doi:
10.1016/j.dyepig.2021.109236.

[21] PubChem, ,,Rose Bengal”. Data accesarii: 26 mai 2025. [Online]. Disponibil la:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/71553

[22] ,,(PDF) Surface Enhanced Raman Scattering Effect of Au-Ag Alloy Films Based on
Kretschmann Configuration”, ResearchGate, doi: 10.7503/cjcu20140297.

[23] A. Stefancu, S. D. Iancu, V. Moisoiu, si N. Leopold, ,,Specific and selective SERS active
sites generation on silver nanoparticles by cationic and anionic adatoms”, Rom Rep Phys, vol.
70, nr. 4, 2018.

[24] A. Stefancusi S. D. lancu, ,,Tuning the potential of nanoelectrodes to maximum: Ag and Au
nanoparticles dissolution by I-adsorption via Mg2+ adions”, Romanian Rep. Phys., vol. 73, nr.
2,p.502,2021.

[25] A. M. Chiriac, R. A. Ciceo-Lucacel, S. D. Iancu, si N. Leopold, ,,Citrate-reduced silver
nanoparticles: Synthesis temperature dependent properties”, Appl. Surf- Sci., vol. 709, p.
163759, nov. 2025, doi: 10.1016/j.apsusc.2025.163759.

[26] H.R. Zhusi L. Parker, ,,A spectroscopic study of rose bengal”, Chem. Phys. Lett., vol. 162,
nr. 6, pp. 424-430, oct. 1989, doi: 10.1016/0009-2614(89)87002-2.

[27] C.H. Munro, W. E. Smith, M. Garner, J. Clarkson, si P. C. White, ,,Characterization of the
Surface of a Citrate-Reduced Colloid Optimized for Use as a Substrate for Surface-Enhanced
Resonance Raman Scattering”, Langmuir, vol. 11, nr. 10, pp. 37123720, oct. 1995, doi:
10.1021/1a00010a021.

[28] L. Feng si colab., ,,Silver nanoclusters with enhanced fluorescence and specific ion
recognition capability triggered by alcohol solvents: a highly selective fluorimetric strategy for
detecting iodide ions in urine”, Chem. Commun., vol. 53, nr. 68, pp. 9466-9469, aug. 2017, doi:
10.1039/C7CC04924B.

[29] G. K. Rollefson si R. W. Stoughton, ,,The Quenching of Fluorescence in Solution. III. The
Nature of the Quenching Process”, ACS Publications. Data accesarii: 10 iunie 2025. [Online].
Disponibil la: https://pubs.acs.org/doi/pdf/10.1021/ja01851a009

[30] C.-C. Chang, Y.-T. Yang, J.-C. Yang, H.-D. Wu, si T. Tsai, ,,Absorption and emission spectral
shifts of rose bengal associated with DMPC liposomes”, Dyes Pigments, vol. 79, nr. 2, pp. 170—
175, nov. 2008, doi: 10.1016/j.dyepig.2008.02.003.

[31] A. Chmyrov, T. Sandén, si J. Widengren, ,,lodide as a Fluorescence Quencher and
Promoter—Mechanisms and Possible Implications”, J. Phys. Chem. B, vol. 114, nr. 34, pp.
11282-11291, sep. 2010, doi: 10.1021/jp1038371.

56



Anexa 2

DECLARATIE PE PROPRIE RASPUNDERE

Subsemnatul, Codarcea Veronica-Sanziana, declar cd Lucrarea de absolvire/Lucrarea de
licentd/Proiectul de diploma/Lucrarea de disertatie pe care o voi prezenta in cadrul examenului
de finalizare a studiilor la Facultatea de Fizic3, din cadrul Universitatii Babes-Bolyai, in sesiunea
iulie 2025, sub indrumarea prof. dr. Nicolae Leopold si lect. dr. Stefania Dana lancu, reprezinta o
opera personald. Mentionez cd nu am plagiat o altd lucrare publicatd, prezentatd public sau un
fisier postat pe Internet. Pentru realizarea lucrarii am folosit exclusiv bibliografia prezentata si nu
am ascuns nici o alta sursa bibliograficd sau fisier electronic pe care s le fi folosit la redactarea
lucrarii.

Prezenta declaratie este parte a lucrarii.si se anexeaza la aceasta.

Data, Nume,
23.06.2025 Codarcea Veronica-Sanziana
Semnatura

L




{"type":"Document","isBackSide":false,"languages":["en-us"],"usedOnDeviceOCR":false}



