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ABSTRACT

Surface-enhanced Raman spectroscopy is a powerful analytical tool capable of detecting
molecules at very low concentrations through signal amplification when analytes are adsorbed
onto nanostructured metallic substrates, such as silver colloids. Despite its sensitivity, SERS
faces limitations due to the finite availability of active silver surface. In complex biological
samples, where numerous molecular species coexist, this constraint leads to competitive
adsorption, restricting SERS detection to only a small fraction of biofluid constituents.

This thesis investigates the hypothesis that, under standard conditions, SERS signals from
biofluids are predominantly derived from purine metabolites—particularly uric acid—due to
their high affinity for silver surfaces. This strong interaction can overshadow other relevant
molecular signals. However, by adjusting the concentration of silver nanoparticles in the
colloidal solution, it is possible to increase the available surface area, reduce competitive effects,
and enhance the diversity of detectable molecules. Such optimization holds promise for
improving SERS-based diagnostics.

Silver nanoparticles were synthesized using two methods—hydroxylamine hydrochloride
(hya-AgNPs) and citrate reduction (cit-AgNPs)—and characterized via dynamic light scattering
(DLS) and nanoparticle tracking analysis (NTA). The resulting hydrodynamic diameters were
62 + 6 nm for hya-AgNPs and 55+ 10 nm for cit-AgNPs, with respective particle concentrations
of 6x10' and 7x10'* NPs/mL.

SERS spectra revealed that uric acid dominates under standard conditions, but increasing
the nanoparticle concentration and applying successive centrifugation steps allowed the removal
of uric acid from solution, enabling the detection of additional purine metabolites such as
hypoxanthine and xanthine. Notably, under optimized conditions—including the use of 18x10'°
NPs/mL to ensure complete uric acid adsorption—signals corresponding to 2-hydroxyglutaric
acid, a clinically relevant oncometabolite, were also observed. This highlights the ability of the
method to uncover less dominant but biologically important components.

In conclusion, this work introduces an effective strategy for improving spectral resolution
in complex biological mixtures by addressing competitive surface adsorption. The results
demonstrate that fine-tuning the concentration of silver nanoparticles can significantly enhance
the molecular coverage of SERS analysis, reinforcing its promise as a non-invasive, portable,

and sensitive diagnostic tool for biomedical applications.
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INTRODUCERE

Spectroscopia Raman amplificatd de suprafatd (SERS) este o tehnicd analitica de nalta
sensibilitate, capabild sd detecteze compusi chimici chiar si in concentratii extrem de mici,
oferind informatii structurale relevante despre moleculele investigate. Aplicatiile sale in
domeniul medical s-au extins semnificativ in ultimele decenii, in special in analiza biofluidelor
(urind, saliva, sange), unde detectarea precoce si non-invaziva a biomarkerilor specifici este
esentiald pentru imbunatatirea diagnosticului precoce.

Lucrarea de fata are ca scop optimizarea protocolului de analiza SERS aplicat
biofluidelor, in vederea imbunatétirii metodei de detectie a metabolitilor purinici (acid uric,
hipoxantind, xantini). In mod particular, se urmireste intelegerea modului in care adsorbtia
competitivd la suprafata nanoparticulelor de argint influenteazd semnalul SERS al moleculelor
de interes si cum poate fi ajustatd suprafata activd pentru a permite detectia simultand a mai
multor metaboliti din amestecuri complexe.

Capitolul I oferd o prezentare teoreticd a efectului Raman si a principiilor spectroscopiei
SERS. Sunt descrise cele douda mecanisme fundamentale care stau la baza amplificarii
semnalului Raman — efectul electromagnetic si cel chimic — precum si aplicabilitatea metodei in
domeniul medical, in special pentru analiza biofluidelor si identificarea precoce a markerilor
asociati cu diferite boli, precum cancerul.

Capitolul II este dedicat metodelor experimentale. Sunt descrise in detaliu procedurile de
sinteza a substratelor de nanoparticule de argint prin reducere cu hidroxilamina hidroclorida
(hya-AgNPs) si citrat (cit-AgNPs), prepararea solutiilor de metaboliti purinici si instrumentele
utilizate pentru caracterizare: spectroscop Raman portabil, DLS si Nanoparticle Tracking
Analysis (NTA).

Capitolul IIT prezintd rezultatele experimentale si analiza acestora. In prima parte sunt
caracterizate substraturile SERS utilizate, iar spectrele obtinute pentru metabolitii purinici sunt
discutate atat in forma individuald, cét si in diverse combinatii si concentratii. Pentru a intelege
mai bine comportamentul de adsorbtie competitiva, au fost inregistrate serii succesive de spectre
SERS ale amestecurilor de metaboliti si nanoparticule, Tnainte si dupa etapele de centrifugare.
Aceste masuratori au evidentiat posibilitatea separarii treptate a metabolitilor In functie de
afinitatea lor pentru suprafata metalici. In plus, a fost evaluat efectul concentratiei
nanoparticulelor de argint asupra eficientei adsorbtiei si asupra calitatii semnalului SERS.
Rezultatele au condus la definirea unui protocol optimizat care permite detectia selectivd si

sensibild a metabolitilor in sisteme biologice complexe.
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Concluziile studiului evidentiaza faptul ca, prin ajustarea concentratiei substratului de
nanoparticule, se poate controla selectivitatea metabolitilor purinici atunci cand se achizitioneaza
spectre SERS din matrici biologice complexe, precum biofluidele. Metoda propusda in acest
studiu permite identificarea si a compusilor moleculari din amestecuricu afinitate slaba fata de
suprafata nanoparticulelor si ale caror semnale SERS sunt de obicei dominate de prezenta
acidului uric. Rezultatele obtinute sustin ideea cd metoda poate fi aplicatd in contexte
biomedicale reale, deschizand perspective pentru dezvoltarea unor protocoale portabile, rapide si

neinvazive pentru caracterizarea biofluidelor si identificarea de potentiali biomarkeri.
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CAPITOLUL I. NOTIUNI TEORETICE

I.1. Spectroscopia Raman

Spectroscopia studiaza procesele ce apar la interactiunea dintre materie si radiatia
electromagnetica in functie de energia/lungimea de unda/ frecventa radiatiei electromagnetice..
Exista diferite tipuri de spectroscopii optice definite in functie de procesul fizic fundamental care
apare in urma interactiunii materiei cu radiatia electromagneticd(absorbtie, emisie sau
imprastiere de radiatie electromagnetica).

In cazul moleculelor, modul de interactiune cu radiatia electromagnetici este in stransi
legatura cu structura lor internd, mai exact cu nivelurile de energie specifice, precum si cu
gradele lor de libertate. Aceste grade de libertate sunt asociate fie cu miscarea electronilor intre
diferite niveluri electronice de energie, fie cu miscarea internd a atomilor din molecula,
corespunzatoare nivelurile de energie de vibratie, de rotatie sau de translatie. [2]

Spectroscopia este o metodad eficienta pentru determinarea cantitativa si calitativd a
compozitiei chimice a materiei. Fiecare moleculd prezintd un set unic de niveluri vibrationale,
rotationale si electronice. Astfel, analiza tranzitiilor electronice intre aceste niveluri, induse de
interactiunea radiatiei electromagnetice cu materia, ofera informatii relevante despre compozitia
chimica a probei analizate. [2]

Spectroscopia Raman este cea mai des utilizatd metoda ditre toate spectroscopiile, pentru
a analiza structura chimica a probei. Efectul Raman a fost observat initial cu ajutorul unor
instrumente optice rudimentare, utilizand radiatia electromagneticd solard ca sursa de radiatie si
filtre colorate. Efectul este observat in urma detectiei a unei radiatii care are o energie mai mare
decat fotonii incidenti ( efect care a fost denumit ulterior anti-Stokes). Fenomenul de ,,conversie
ascendentd” Raman este observat in diferite lichide organice care presupune un proces de
imprastierea inelastica a radiatiei electromagnetice. Ulterior, analiza si interpretarea semnalelor
(fotoni) rezultate in urma efectul Raman este denumitd spectroscopie Raman. In prezent,
spectroscopia Raman este larg utilizatd pentru caracterizarea diverselor materiale biologice,
oferind informatii biochimice si structurale intr-un mod rapid, neinvaziv si cu rezolutie spectrala
inalta. [1,3]

Imprastierea Raman constd, in termeni simpli, in interactiuni elastice si inelastice intre
fotonii incidenti si moleculele din proba. In cazul impristierii elastice, fotonii impristiati au
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aceeasi energie (hvi) ca cei incidenti, iar molecula revine in starea initiald. Acest proces,
cunoscut sub denumirea de imprastiere Rayleigh, este cel mai frecvent, insd nu furnizeaza
informatii spectroscopice utile despre structurd moleculara. [1]

Informatiile relevante sunt obtinute prin imprastierea inelastica, in care fotonii incidenti
transfera o parte din energia lor moleculei sau, dimpotriva, preiau energie de la aceasta. Daca
energia fotonului Imprastiat este mai micad decat cea a fotonului incident, are loc imprastierea de

tip Stokes; dacd energia este mai mare, vorbim despre imprastierea anti-Stokes. (Figura 1.1.2).

Electronic State =1

Virtual State

Vibrational States

T~

Electronic State =0

Stokes Scattering Rayleigh Anti-Stokes Scattering
(inelastic) Scattering (inelastic)
(elastic)

Figura 1.1.2. Nivele de energie din spectroscopia Raman [3]

Imprastierea Raman are loc doar atunci cand vibratia unei legituri moleculare este
insotita de o variatie nenula a polarizabilitatii moleculei. Polarizabilitatea reprezintd capacitatea
norului electronic de a fi deformat sub influenta cAmpului electric al radiatiei incidente si este
dependenta de structura moleculara. [4-5]

Efectul Raman, ca proces de imprastiere inelasticd, este slab — doar aproximativ 1 din
10°¢ fotoni sunt Imprastiati inelastic de catre proba. Din acest motiv, sensibilitatea spectroscopiei
Raman este relativ scazutd in absenta unor metode de amplificare. Pentru detectarea unor
concentratii foarte mici de molecule, se utilizeaza tehnici avansate de intensificare a semnalului
Raman, precum: Surface-Enhanced Raman Scattering (SERS), Tip-Enhanced Raman Scattering
(TERS), Surface Plasmon Polariton-Enhanced Raman Scattering (SPPERS) si Surface-Enhanced
Resonance Raman Spectroscopy (SERRS). [4-5]

I.2. Spectroscopia Raman Amplificata de Suprafata (SERS)

Spectroscopia Raman amplificatd de suprafata (SERS) este o tehnicd Raman care duce la
detectarea de semnal Raman mult Tmbunatétit de la moleculele active Raman.. Factorul de
imbunititire poate ajunge pani la 10'© — 10'!, ceea ce inseamni ci se pot detecta chiar si

molecule individuale. Acest efect de amplificare este atribuit unei cresteri a campului
8
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electromagnetic local generat de excitatia de rezonanta a plasmonilor de suprafatd, care are loc
atunci cand frecventa radiatiei excitatoare corespunde cu frecventa naturald de oscilatie a
electronilor de suprafata (rezonantd plasmonica).

Efectul SERS presupune ca molecula sa fie adsorbita pe o nanostructurd metalica. Cele
mai frecvent utilizate nanostructuri care asigura cele mai mari efecte de amplificare a semnalului
Raman sunt particulele coloidale de argint sau aur, cu dimensiuni cuprinse Intre 10 si 100 nm.
Alte substraturi eficiente includ electrozi cu suprafete rugoase din aur sau argint, precum si
pelicule insulare obtinute prin evaporarea acestor metale. Aceste structuri sunt cunoscute sub
denumirea de substraturi SERS. [4-8]

Efectul SERS a fost descoperit pentru prima datd de catre Fleischman aldturi de
colaboratorii sai In anul 1974. Acestia au semnalat amplificarea semnificativa a semnalului
Raman pentru compusul chimic CsHsN (piridina) care a fost adsorbitd pe suprafata metalicd a
unui electrod tratat electrochimic. Cercetatorii au descoperit cd acest fenomen este rezultatul
excitdrii de plasmoni de suprafatd, dar si zona de contact sporita a electrozilor ceea ce a admis sa
se adsoarba un numar mai mare de particule moleculare din piridind. Dupa trei ani, in anul 1977,
cele doud grupari de cercetatori (Jeanmarie & Van Duyne si Albrecht & Creighton) descopera
cauza pentru care a fost observat aceastd amplificare, mai exact se constatd legatura dintre
semnalul intens al piridinei adsorbite pe suprafata metalica si eficienta imbogatitd a imprastierii
Raman, denumindu-1 astfel efectul SERS. [9]

Spectrele SERS oferd detalii despre configuratia moleculard a particulelor moleculare
adsorbite pe substratul metalic. Informatiile obtinute pot fi observate si in spectroscopia Raman,
insa mult mai slab.

Efectul SERS poate fi explicat prin doua teorii: teoria chimica si teoria electromagnetica.
Teoria chimica presupune interactiunea directd dintre moleculd si suprafata metalica prin
stabilirea unei structuri complexe metal-moleculd. In aceasta teorie se discutd despre transferul
de sarcind dintre substrat si moleculd, intensificaind in mod selectiv anumite moduri de vibratie.
Ipoteza este dependentd de compozitia chimicad a moleculei si se desfasoara la scale de ordinul a
cativa Angstromi. Teoria electromagnetica explicd amplificarea care apare din cauza campului
intens produs la suprafata nanoparticulelor metalice, In momentul in care radiatia
electromagneticd realizeaza o interactiune cu plasmonii de suprafatd. Acest efect este
independent de tipul de molecula si are nevoie doar de apropierea acesteia la nivelul suprafetei

metalice(1-10 nm).— Figura L.2.
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Figura 1.2. Reprezentarea schematica a diferentei dintre efectul electromagnetic (A,C) si efectul chimic
(B.D) [10]

Pentru a intelege mai bine amplificarea electromagneticd, KerKer cu ajutorul
colaboratorilor sdi au sugerat un model in care molecula adsorbitd pe suprafata unei structuri
sferice sa fie consideratd ca un dipol electric clasic. Molecula este stimulata de catre un camp
format din interactiunea campului incident si celui imprastiat in regim de proximitate, emisia

fiind reprezentata de campul dipolar si cel imprastiat. [11]
Impristierea Raman detectati in acest protocol are doud componente:

e undipol oscilant indus p1, corespunzator frecventei Raman ®

e un dipol oscilant indus p2, sub aceeasi frecventd Raman o

In regiunea de propagare a radiatiei, cAmpul Raman inregistrat are contributie de la
campul creat de p1, addugat In concordantd cu cel produs de p>. Pétratul sumei dintre cele doua
campuri este direct proportional cu puterea totala, iar pentru a analiza factorul de amplificare, se

raporteaza la puterea unei molecule pm in lipsa sferei metalice. [12]
+ .12
EF = |p1 P22|
|Pml
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Factorul de amplificare exclude componenta de amplificare chimicd inregistrata in
proximitatea moleculd — metal, insd contributia determinatd are o valoare redusa in raport cu
amplificarea cumulativa.

Efectul are nevoie ca molecula sa fie adsoarbitd chimic pe suprafata metalica si sa
formeze un ansamblu care modifica tensorul ce descrie polarizabilitatea Raman al adsorbantului
prin metoda de transfer de sarcina electrica. Exista trei metode de transfer de sarcina: [13]

e Dacd absorbantul nu este legat covalent intre atomii metalici, actioneazd sub forma unei
perturbari asupra structurii electronice a probei analizate si determind o modificare la
nivelul distributie electronice si polarizabilitétii.

e Daca molecula formeaza alaturi de metal un complex de suprafata care apartine unui ion
electrolitic sau prin legarea covalentd, se provoacad modificarea semnificativa a
polarizabilitatii moleculei.

e Transferul fotoindus de sarcind poate sa aiba loc daca discrepanta energetica intre nivelul

Fermi al metalului st HOMO/LUMO este egala cu energia laserului.

Ambele teorii — atat cea electromagnetica, cat si cea chimica — au fost confirmate
experimental, insa sunt dificil de diferentiat in practicd. Mecanismul chimic se limiteaza la
acoperirea primului strat molecular, iar cel electromagnetic scade in intensitate proportional cu
1/r*, pe misuri ce distanta fatd de suprafata substratului creste. Prin urmare, indiferent de teorie,
cele mai semnificative amplificari ale semnalului Raman apar in zona imediat adiacenta

suprafetei metalice, implicdnd in principal moleculele din primul strat.

1.3 Tehnica SERS in medicina

Tehnica SERS a fost introdusa in ultimele decenii in diferite aplicatie biomedicale,
predominant in detectarea biomarkerilor cancerosi regasiti In fluide biologice. Metoda a fost
implementatd In ramura biomedicinei incepand cu anii 1980-1990 in acelasi timp cu detectia de
acizi nucleici [14] si moleculei de hemoglobina [15]. Avand in vedere limita scazuta de detectie,
viteza de aplicare, Capacitatea tehnicii de a analiza simultan multiple tinte si sensibilitate ridicata
a tehnicii, s-a inregistrat o crestere rapida a volumului de aplicatii spectroscopice SERS in

cercetare biomedicald, cu precdderea in diagnosticul medical.
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Biopsia lichida SERS s-a dovedit folositoare in diagnosticarea numeroaselor boli, prin
detectarea a trei categorii principale de molecule : metaboliti purinici, proteine si caratenoide
care ofera informatii importante referitoare la inflamatii, viteza de regenerare celulard si
activitatea antioxidantd, procese afectate in majoritatea bolilor.

Pentru detectarea cancerului prin tehnica SERS este evidentiatd o acuratete peste 85% a
depistarii cancerului din fluide biologice. Detectia de anomalii maligne obtinutd prin analiza de
ARN sau ADN al celulei sau prin monitorizarea modificdrilor de concentratie a metabolitilor
purinici (acid uric, xantind si hipoxantind) care se secreta in cantitate mare in cadrul proceselor
maligne. Sunt studii In care diferentierea s-a efectuat pe baza modificarii concentratiilor si a
semnalului SERS achizitionat pentru metabolitii purinici din urina intre pacientii diagnosticati cu
cancer mamar si pacienti control cu o rata de succes de 88%. [16]

Pentru a obtine un semnal SERS optim este foarte importanta selectia substratelor sau
nanoparticulelor metalice. Detectia moleculelor biologice se poate realiza prin utilizarea unor
substraturi metalice functionalizate care leagd specific molecula tintd sau prin adsorbtia
moleculelor pe suprafata metalicd. Nanoparticulele metalice cel mai frecvent utilizate in
majoritatea aplicatiilor biomedicale ale efectului SERS sunt nanoparticulele de argint (AgNPs).

De asemenea, un aspect esential evidentiat in studiile recente este adsorbtia selectiva
moleculelor pe suprafata nanoparticulelor de argint in optimizarea semnalului SERS. In mod
particular, acidul uric domina spectrul SERS al biofluidelor datorita afinitatii sale ridicate pentru
suprafata metalica. In situatia in care suprafata activd a nanoparticulelor este limitata, are loc o
competitie Intre diferitele molecule din biofluid pentru adsorbtie, ceea ce face ca acidul uric sa se
fixeze preferential determinand estomparea semnalelor provenite de la alte molecule cu relevanta
diagnostica. Pentru a depdsi aceastd limitare, strategia propusd In acest studiu implica cresterea
concentratiei de nanoparticule de argint, asigurdnd astfel adsorbtia completa a acidului uric si
permitdnd analiza ulterioara a moleculelor neadsorbite care rdman libere in solutie. Aceasta
metoda contribuie la imbogatirea informatiei spectrale, sporind relevanta si acuratetea analizei

SERS in aplicabilitatea sa medicala.
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CAPITOLUL Il. METODE EXPERIMENTALE
I1.1. Sinteza substratelor metalice SERS

Pentru a sintetiza nanoparticulele de argint s-a aplicat metoda Leopold-Lendl. Aceasta
metoda prezintd avantajul unei sinteze rapide, la temperatura camerei, cu posibilitate de utilizare
imediatd. [17] Metoda presupune utilizarea a 0,0170 g de AgNO: dizolvat in 90 mL de apa
ultrapura si 0,0170 g de hidroxilamina hidrocloridd dizolvata in 8,8 mL de apa ultrapura. Solutia
a fost completata cu 1800 nL de NaOH 1%. Pentru a asigura o corectitudine riguroasa, solutia de
NaOH 1% a fost preparatda din nou, prin dizolvarea a 0,1 g NaOH in 10 mL de apa ultrapura.
Dupa doua zile de la sinteza pH-ul solutie s-a stabilizat la pH 7. [17]

De asemenea, pentru a obtine sinteza nanoparticulelor de argint s-a utilizat metoda Lee-
Meisel de reducere chimicd a argintului folosind citratul (cit-AgNPs) ca agent de reducere si
stabilizare. S-a ales aceastd sintezd pentru a analiza molecule negative prezente in biofluide,
pentru care surfactantul hya-AgNPs, respectiv Cl-, ar fi blocat adsorbtia. In acest caz sinteza a
fost realizatd dupa cum urmeaza: 0,0170 mg AgNO3 dizolvati iIn 98 mL apa. ultrapura sub
agitare continui si a fost incalzita la 100 °C. In solutia finala realizatd dupa fierbere s-a adaugat 2

mL citrat de sodiu 1 %, sinteza a fost continua timp de 15 minute. Figura I1.1 [18]
) ) it X '

Figura I1.1. Nanoparticule de argint coloidal (hya-AgNPs) observate in partea stangd in imagine si
nanoparticule de argint acoperite cu citrat (cit-AgNPs) observate in partea dreapta in imagine.

13
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I1.2. Prepararea solutiilor de metabolitilor purinici

Pentru a analiza solutii cat mai apropiate de biofluide, am investigat cocenntratiile
metabolitilor purinici din ser si urind. In ceea ce priveste serul uman filtrat si deproteinizat,
valorile lor fiziologice obisnuite sunt urmatoarele:

- Acidul uric se regaseste, in general, in concentratii cuprinse intre 150 si 400 pmol/L la
adultii sanatosi, cu variatii influentate de sex, dietd si starea metabolica. Nivelurile
crescute pot semnala afectiuni precum hiperuricemia, guta sau anumite sindroame
metabolice. [19-20]

- Xantina este prezenta in concentratii mult mai scazute, de aproximativ 3 + 1,4 umol/L in
ser, dar aceste valori pot creste in cazul unor disfunctii enzimatice, cum ar fi deficitul de
xantin oxidaza. [21-22]

- Hipoxantina se regaseste in ser in intervalul mediu 12,7 + 6,6 umol/L, cu posibilitatea
cresterii concentratiei In conditii patologice, cum ar fi hipoxia sau stresul oxidativ. [21-

22]

Astfel, pentru amestecurile analizate in acest studiu, am utilizat concentratii similare cu
cele din biofluide. Amestecul de metaboliti purinici a fost preparat din 900 uL acid uric (107 M),
100 pL xantind (10* M) si 100 uL hipoxantini (10* M), rezultind un amestec cu concentratii
egale de 10 M format din acid uric, hipoxantina si xantina .

Ulterior, a fost testata influenta suprafetei de argint in detectia SERS a oncometabolitului
D-2HGA. In acest sens, au fost preparate doud solutii. Prima solutie a continut 900 uL acid uric
(10 M), 100 uL hipoxantini (10* M), si 100 uL D-2HGA (concentratia finald de 5x1075 M) . A
doua solutie a fost preparatd in conditii identice, singura diferentd constand in cresterea

concentratiei de D-2HGA la 5x10~* M concentratie finala.

11.3. Aparate si materiale

11.3.1. Raman Ocean QE Pro portabil

Pentru achizitionarea spectrelor SERS s-a utilizat spectrometrul Raman Ocean QE Pro
portabil cu o linie laser 638 nm. Spectrele SERS au fost achizitionate pe un domeniu de 100-
3800 cm™ cu o rezolutie spectrald de 12 cm™. S-a utilizat un cap de probd Raman cu focalizare

fixa la o distantd de 8 mm — Figura. I1.3.1.
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Protocolul experimental a presupus utilizarea unui amestec standardizat pentru fiecare
proba analizatd, compus din 850 pL solutie de nanoparticule de argint stabilizate cu
hidroxilamina (hyaAgNPs), 100 uL solutie de metabolit (fie individual, fie amestec), si 50 pL
solutie de Ca(NOs).. Prezenta ionilor de calciu a fost introdusa in scopul favorizarii agregarii
nanoparticulelor si, implicit, al cresterii eficientei efectului de amplificare SERS.

Pentru fiecare proba, spectrele SERS au fost achizitionate in trei repetéri succesive, cu un
timp de integrare de 5 secunde per achizitie, utilizdnd o sursa laser cu lungimea de unda de 638

nm. Spectrul final aferent fiecarei probe a fost reprezentat de media celor trei achizitii.

Figura I1.3.1. Spectrometru QE Pro cu laser la 638 nm

11.3.2. Centrifuge 5430 R (Eppendorf)

Pentru obtinerea unor solutii cat mai clare si omogene, adecvate analizei spectroscopice,
a fost necesara centrifugarea substratelor. Acest pas a avut ca scop separarea particulelor solide
in exces de nanoparticulele dispersate, prevenind interferentele optice in timpul achizitiei
spectrelor. Substratele au fost centrifugate cu ajutorul Centrifuge 5430 R (Eppendorf), timp de 15

minute la 7300 xg, la o temperaturd controlatd de 25°C. In unele cazuri, a fost aplicatd o
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centrifugare suplimentard de 5 minute la 3100 xg, la aceeasi temperaturd, pentru a asigura o

claritate optima a probei inainte de masuratori.

11.3.3. Dynamic light scattering (DLS)

Raspandirea dinamicd a radiatiei electromagnetice (DLS) reprezintd o metoda
spectroscopica utilizatd pentru a determina dimensiunea particulelor. O raza de radiatie
electromagnetica monocromatica (laser) este aplicatd in solutia cu particule care se afla in
miscare browniana.

Deci, pentru caracterizarea dimensiunii diferitelor particule precum proteine, micelii,
polimeri si nanoparticule se utilizeaza DLS (Figura 11.3.2.). Lungimea de unda a laserului este
modificatd si, prin urmare, provoacd o deplasare Doppler. Dimensiunea particulei este

determinata de aceasta schimbare.

Figura I1.3.2. Impristierea dinamica a radiatiei electromagnetice (DLS) a fost utilizati pentru a obtine

date suplimentare.

11.3.4. Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

Analiza prin urmarirea nanoparticulelor (Nanoparticle Tracking Analysis — NTA) este o
tehnicd opticd utilizata pentru caracterizarea suspensiilor coloidale de nanoparticule, oferind

informatii despre distributia dimensionald si concentratia numericd a particulelor individuale
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aflate n suspensie. Principiul de functionare al acestei metode se bazeaza pe inregistrarea si
analiza miscdrii browniene a particulelor, care este dependentd de dimensiunea lor

hidrodinamica.

In cadrul experimentului, s-a utilizat un sistem NanoSight NS400 (Malvern Instruments),
echipat cu o sursa laser cu emisia la 440 nm si o camerd video cu sensibilitate ridicata, care
capteazd miscarea particulelor aflate in suspensie. Proba de nanoparticule de argint a fost diluata
de 1000 de ori pentru a se incadra in intervalul optim de concentratie recomandat de producator
(10’-10° particule/mL), evitand astfel suprapunerea traiectoriilor si obtinand o statisticd

relevanta.

Nanoparticulele suspendate sunt iluminate cu un fascicul laser, iar radiatia
electromagneticd imprastiata este captatad la un unghi de 90°, permitand observarea traiectoriilor
individuale ale fiecarei particule. Software-ul asociat identificd si urmareste fiecare particuld in
timp, calculand coeficientul de difuzie translational. Pe baza acestuia si a ecuatiei Stokes-
Einstein, se determini dimensiunea hidrodinamici a fiecirei particule. In paralel, numarul de
particule detectate intr-un volum cunoscut de suspensie permite estimarea concentratiei numerice

absolute a nanoparticulelor.

Aceasta metoda este deosebit de utild pentru caracterizarea coloidului de argint, oferind o
imagine detaliatd asupra stabilitatii coloidale, a gradului de agregare si a eficientei procesului de

sinteza.

17



Hada Giulia Roberta Optimizarea protocolului de analiza SERS a
biofluidelor in vederea imbogatirii semnalului detectat

CAPITOLUL III. REZULTATE SI DISCUTII

Scopul principal al acestui studiu este evidentierea rolului esential al adsorbtiei
moleculelor pe suprafata nanoparticulelor de argint pentru obtinerea unui semnal SERS optim. in
analiza SERS a biofluidelor, semnalul predominant este atribuit acidului uric, datorita afinitatii
ridicate a acestuia pentru suprafata de argint. In conditiile in care suprafata activi a
nanoparticulelor este limitatd, are loc un proces de adsorbtie competitivd intre diferitele
componente ale biofluidului. Astfel, moleculele cu cea mai mare afinitate — in special acidul
uric — se fixeazd preferential pe suprafata de argint, ceea ce conduce la un spectru SERS
dominat de benzile caracteristice acestuia si la mascarea altor semnale de interes diagnostic.

Pentru a depasi aceasta limitare, studiul de fatd propune o strategie bazata pe ajustarea
suprafetei active a nanoparticulelor de argint. Prin cresterea concentratiei de nanoparticule, se
asigura adsorbtia completd a acidului uric Intr-o prima etapa, permitand ulterior analiza SERS a
moleculelor neadsorbite, rdmase libere in solutie pentru obtinerea semnalelor SERS si ale altor
molecule prezente in biofluide. Aceastd abordare permite imbogatirea informatiei spectrale

relevante In contextul aplicatiilor de diagnostic medical.

II1.1. Caracterizarea solutiei coloidale de nanoparticule de argint reduse cu
hidroxilamina hidroclorida si citrat de sodiu.

Pentru a construi o metodologie solidd de identificare si diferentiere a metabolitilor din
biofluide prin spectroscopie Raman amplificatd de suprafatd (SERS), am dorit sa utilizdm un
substrat reproductibil si stabil in timp. Astfel, am utilizat nanoparticule de argint stabilizate cu
hidroxilamind hidrocloridd (hya-AgNPs), acestea reprezentdnd unele dintre cele mai utilizate
substrate de amplificare SERS pentru aplicatii medicale. Totodata, am utilizat si nanoparticule de
argint stabilizate cu citrat de sodiu, iar intezele solutiilor coloidale sunt descrie in capitolul I1.

Avand in vedere ca studiul urmareste determinarea suprafetei de argint necesare pentru a
adsorbi tot acidul uric pe suprafata de argint, a fost necesara determinarea diametrului
nanoparticulelor de argint si concentratia acestora. Am determinat concentratia de nanoparticule
hya-AgNps si cit-AgNPs folosind Nanotracking analysis ca fiind 6x10'© NPs/ml pentru hya-
AgNPs, iar pentru cit-AgNPs ca fiind 7x10'® NPs/ml.
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Diametrul nanoparticulelor a fost analiza folosind DLS (dynamic light scattering).

Pentru a obtine o valoare precisd a diametrului hidrodinamic pentru cit-AgNPs si hya-
AgNPs, a fost pregatita o dilutie de 1:100 in apa ultrapura filtrata cu un filtru de 20 nm. Indicele
de refractie utilizat (0,14) al materialului si indicele de absorbtie (3,99) au fost valori din
literatura de specialitate pentru nanoparticulele de argint. Masuratorile au fost repetate de trei ori,
iar rezultatele sunt prezentate in Figura II1.1.1. si Figura I11.1.2.

Rezultatele distributiei diametrului hidrodinamic al hya-AgNPs sunt prezentate in Figura
IIL.1.1. respectiv III.1.2. Diametrul hidrodinamic mediu atinge o valoare de 62+6 nm pentru
hya-AgNPs si de 55+10 nm pentru cit-AgNPs. Indicele de polidispersie este suficient de scazut
(<0,5) pentru a spune ca exista o distributie mai ingustd a diametrelor pentru hya-AgNPs. si cit-

AgNPs. Un singur peek este observat la 110,7 nm in toate cele trei masuratori.

Size (d.nm}): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1027 Peak 1: §2.72 100.0 6.527
Pdl: 0137 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.880 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Number
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Figura IIL.1.1. Diametrul hidrodinamical nanoparticulelor de argint stabilizate cu hidroxilamina
hidroclorida (hya-AgNPs), obtinutd prin DLS. Majoritatea nanoparticulelor au diametrul in jur de ~62,7

nm si un indice de polidispersie scazut (Pdl = 0,137), indicand o distributie uniforma a dimensiunilor.
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Size {d.nm}: % Intensity: §t Dev (d.nm}:
Z-Average (d.nm): 4055 Peak 1: 55.62 855 10.38
Pdl: 0.400 Peak 2: 7.693 14.5 0.7521
Intercept: 0.876 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Refer to quality report
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Figura III.1.2. Diametrul hidrodinamic al nanoparticulelor de argint stabilizate cu citrat de sodiu (cit-
AgNPs), obtinutd prin DLS. Majoritatea nanoparticulelor au diametrul in jur de ~55,6 nm si un indice de

polidispersie scazut (PdI = 0,400), indicand o distributie uniforma a dimensiunilor.

II1.2. Spectrele SERS ale metabolitilor purinici

Am achizitionat spectrele SERS ale metabolitilor purinici regasiti in majoritatea
biofuidelor din corp: acid uric 10° M. hipoxantind 10> M, xantind 10 M, concentratiile alese
pentru aceste solutii au fost stabilite astfel incat sd se incadreze in domeniul de concentratii
regasit In serul uman.

Pentru a obtine semnalul SERS al acestor analiti am utilizat ca substrat de amplificare
nanoparticulele de argint reduse cu hidroxilamind hidroclorida (hya-AgNPs). Pentru a facilita
adsorbtia metabolitilor purinici pe suprafata nanoparticulelor de argint am folosit Ca**, adiugat
sub formd de Ca(NO:s)z, in concentratie finald de 5x107° M.

In Figura IT1.2.1. sunt prezentate spectrele SERS obtinute pentru trei metaboliti purinici
— acid uric, xantind si hipoxantind — precum si pentru un amestec al acestora, In prezenta
nanoparticulelor de argint reduse cu hidroxilamind hidrocloridd (hya-AgNPs) si 5x10* M
Ca(NOs).. Aceastd etapa a permis observarea modului in care hya-AgNPs interactioneaza cu
fiecare metabolit in parte, oferind informatii preliminare asupra potentialelor efecte de

suprapunere a semnalului In amestec.
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Figura 111.2.1. Spectrele SERS ale metabolitilor individuali: acid uric (10° M), hipoxantind (10° M),
xantind (10° M) si al amestecului acestora (concentratoa fiecirui metabolit in amestec este 10° M)
folosind ca substrat de amplificare nanoparticule de argint reduse cu hidroxilamina hidroclorida si
Ca(NO3), (5x10™ M).

Spectrele SERS contin benzi caracteristice 1n intervalul 500-1800 cm™, corespunzatoare
vibratiilor moleculare specifice fiecarui compus. Spectrul acidului uric prezintd o serie de benzi
intense, printre care se remarca cele situate la 637, 725, 811, 889, 1015, 1130, 1202, 1273, 1365
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si 1698 cm'. In cazul hipoxantinei si al xantinei, spectrele evidentiaza similaritti semnificative,
in acord cu apropierea structurald dintre cele doud molecule, fiind observate benzi localizate in
jurul valorilor de 725, 740, 1098, 1273, 1365 si 1453 cm™'.Spectrul amestecului contine toate
benzile caracteristice acidului uric si hipoxantinei. Desi concentratia moleculelor este egala, se
observa ca intensitatea benzilor acidului uric este mai crescutd decdt cea caracteristica
hipoxantinei pentru benzile 637, 811, 889, 1015, 1130, 1202 si 1698 cm’. De asemenea,
semnalul xantinei este greu de determinat, chiar dacd structura moleculara a xantinei este
similard cu cea a hipoxantinei si acidului uric.

Rezultatele indica faptul cd acidul uric are cea mai mare afinitate pentru suprafata
AgNPs, generand semnale intense, ceea ce poate influenta semnificativ detectia simultand a altor
metaboliti in amestec. Prezenta xantinei si hipoxantinei este dificil de evidentiat In amestec, ceea
ce sugereaza fie o competitie redusd pentru adsorbtie, fie o afinitate mai slaba fatd de suprafata
nanoparticulelor a acestor molecule. Aceasta observatie este importanta in contextul detectarii
analitilor intr-un mediu complex, unde interferentele structurale pot afecta semnificativ

rezultatele SERS.

I11.3. Efectul optimizarii suprafetei active de argint asupra spectrului SERS si
analiza metabolitilor mascati de acidul uric

In spectrul SERS caracteristic amestecului celor trei metaboliti purinici — acid uric,
xantind si hipoxantind — s-a observat, conform rezultatelor prezentate anterior, cd acidul uric
prezintd o afinitate mai mare fatd de suprafata nanoparticulelor de argint, fiind astfel
predominant In spectrul SERS. Pentru a determina daca absenta semnalului SERS al celorlalti
doi metaboliti se datoreaza suprapunerii cu semnalul acidului uric sau blocarii adsorbtiei lor din
cauza competitiei la suprafata nanoparticulelor de argint, am modificat suprafata activa de argint.
Scopul a fost observarea eventualelor modificari ale semnalului SERS in urma acestei ajustari.
Rezultatele corespunzatoare acestor experimente sunt prezentate in Figura IIL.2.2. si vor fi
analizate si discutate In detaliu 1n sectiunea urmatoare, sub denumirile de proba 2A, proba 2B,

proba 2C si proba 2D.
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Figura 111.2.2. (2A) Spectrele SERS ale unui amestec de acid uric (5x10° M), hipoxantini (5x10° M),

xantina (5x10° M) achizitionat folosind hya-AgNPs

ca substrat de amplificare si Ca** (5x10* M) pentru a

ajuta la adsorbtia moleculelor pe suprafata nanoparticulelor (spectrul albastru). Solutia a fost centrifugata,

iar supernatantul reprezentand moleculele libere neadsorbite a fost din nou analizat SERS (spectrul

portocaliu). Procedeul a fost repetat pana la disparitiile semnalului SERS prin centrifugdri multiple.

Subfigurile 2B, 2C, 2D reprezinta repetitii ale procedeului pe probe identice.
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Astfel, pentru proba 2A (Figura II1.2.2), am adaugat succesiv 50 pL de acid uric (
concentratie finald 5x10 M), hipoxantini (concentratie finali 10> M), xantini (concentratie
finald 10> M) si ioni Ca** (5x10* M ) intr-o solutie de 850 pL de hya-AgNPs. Spectrul SERS
obtinut pentru prim amestec (spectrul albastru, Figura IIL.2.2. proba 2A) este dominat de
benzile caracteristice acidului uric: 636, 811, 889, 1015, 1202, 1273 si 1698 cm™'. Ulterior,
solutia a fost centrifugata timp de 15 minute, la 25 °C si 7200 xg, pentru a separa supernatantul,
care contine moleculele neadsorbite.

Supernatantul rezultat a fost reamestecat cu o solutie de hya-AgNPs si ioni Ca*". Aparitia
semnalului SERS (spectrul portocaliu, Figura III.2.2. proba 2A) indicd faptul ca, in etapa
initiald, nu toate moleculele au fost adsorbite pe suprafata de argint. Compararea acestui spectru
cu cel initial releva faptul ca semnalul acidului uric este incd prezent (benzile la 636, 811, 889,
1130, 1202 si 1698 cm™), confirmand cd o parte din acidul uric a rdmas liber in solutie dupa
prima interactiune. Totusi, intensitatea redusd a acestor benzi semnaleaza o concentratie mai
micd de acid uric adsorbit In aceasta etapd, fatd de amestecul initial.

In plus, spectrul supernatantului este dominat de benzi SERS specifice hipoxantinei (725,
740, 1098, 1365, 1453, 1538, 1585 cm™), sugerand cd, odata cu scaderea concentratiei de acid
uric ramas liber in solutie dupd primul pas, ceilalti metaboliti au reusit sd adsoarba la suprafata
nanoparticulelor. Aceste observatii confirma ca acidul uric, prin concentratia ridicata si afinitatea
mare fatd de suprafata de argint, poate Impiedica adsorbtia altor molecule, care rdman libere in
solutie.

Pentru a verifica daca mai existd molecule neadsorbite dupa a doua etapd, solutia a fost
din nou centrifugata, iar supernatantul rezultat a fost amestecat cu hya-AgNPs si Ca**. Spectrul
SERS obtinut (spectrul verde, Figura IIL.2.2. proba 2A) a aratat o diminuare semnificativa a
benzilor caracteristice acidului uric, ceea ce indica faptul cd majoritatea moleculelor acestuia au
fost adsorbite in primele doud etape. In acest stadiu, spectrul este dominat de benzi SERS
caracteristice hipoxantinei (725, 740, 1098, 1273, 1365, 1453, 1538, 1585 cm™).

Procedura a fost repetata inca o datd, iar spectrul obtinut (spectrul rosu, Figura I11.2.2
proba 2A) a evidentiat o scadere suplimentard a intensitatii benzilor hipoxantinei, fiind prezente
doar 740, 1273, 1365 si 1453 cm™, Impreuna cu o singurd bandd caracteristicd acidului uric la
889 cm™'. Aceste rezultate sugereazd ca acidul uric a fost adsorbit aproape complet, permitdnd
astfel adsorbtia hipoxantinei la suprafata nanoparticulelor. Mai mult, scdderea intensitatii
semnalului SERS a hipoxantinei in acest pas indica faptul ca in pasul doi si trei aproape

majoritatea moleculelor de hipoxantina au fost deja adsorbite.
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Pentru a evalua reproductibilitatea procesului de adsorbtie competitivd, procedura
descrisa mai sus a fost repetatd de trei ori folosind aceleasi concentratii, rezultatele fiind
prezentate in Figura IIL.2.2. proba 2B, 2C si 2D. Se observa variatii in numarul de centrifugari
necesare pentru a indeparta complet moleculele din solutie. In cazul prezentat in Figura II11.2.2
proba 2A, sunt necesare trei centrifugari, insd semnalul nu este complet eliminat. in Figura
I11.2.2 proba 2B, sunt necesare opt centrifugari, dar si in acest caz semnalul persista. in schimb,
pentru cazurile ilustrate in Figura II1.2.2 proba 2C si 2D, doua centrifugari sunt suficiente
pentru ca in a treia sa nu mai fie detectabil nictun semnal SERS, indicand o adsorbtie completa a
metabolitilor.

A

In continuarea experimentului ilustrat in Figura IIL2.2. proba 2B, a fost reluat
protocolul de adsorbtie competitivi a celor trei metaboliti purinici — acid uric (5x10°),
hipoxantind (5x10° M), si xantind (5x10° M), — pe suprafata nanoparticulelor de argint
stabilizate cu hidroxilamina hidroclorida (hya-AgNPs), in prezenta ionilor de calciu (Ca*') la
concentratia de 5x10% M, cu scopul de a evalua reproductibilitatea fenomenului observat
anterior. Astfel, proba a fost preparatd prin adaugarea succesiva a celor trei metaboliti in solutia
de nanoparticule, urmata de introducerea Ca**, pentru a facilita adsorbtia la suprafata. Spectrul
SERS colectat dupa prima interactiune (spectrul albastru, Figura IIL.2.2 proba 2B) a fost
dominat de benzile caracteristice acidului uric (637, 725, 889, 1202, 1273, 1365, si 1698 cm™),
confirmand o afinitate mai mare a acestuia pentru suprafata de argint in comparatie cu ceilalti
metaboliti.

Dupa o prima centrifugare, supernatantul — care contine moleculele neadsorbite — a fost
amestecat cu hya-AgNPs si Ca**. Spectrul SERS rezultat (portocaliu, Figura I11.2.2 proba 2B) a
indicat o diminuare a intensitdtii benzilor acidului uric, dar si aparitia benzilor caracteristice
hipoxantinei (725, 740, 1098, 1365, 1453, 1538 si 1585 cm™), ceea ce sugereaza ca, pe masura
ce acidul uric este treptat Indepartat prin adsorbtie, ceilalti metaboliti au acces la suprafata activa
a nanoparticulelor.

Procedura a fost repetatd pentru a doua oard, printr-o noua centrifugare a solutiei si
adaugarea nanoparticulelor de argint cu Ca*', spectrul obtinut fiind redat cu verde in Figura
II1.2.2 proba 2B. In acest caz, intensitatea benzilor SERS caracteristice acidului uric a scazut
semnificativ, indicand faptul cd majoritatea moleculelor de acid uric fuseserd deja adsorbite in
etapele anterioare. In schimb, spectrul verde (Figura IIL2.2 proba 2B) este dominat de
semnalele asociate hipoxantinei (740, 1202, 1273, 1365, 1453 cm™), evidentiind o adsorbtie

sporitd a acesteia In absenta competitiei din partea acidului uric.
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Aceste rezultate confirma ca acidul uric, prin afinitatea puternica fatd de suprafata de
argint, limiteaza accesul celorlalti metaboliti la suprafata activd. Pe masura ce moleculele de acid
uric sunt progresiv indepartate prin adsorbtie si separare, ceilalti compusi pot adera la suprafata
nanoparticulelor, devenind astfel detectabili prin spectroscopie SERS. Se remarcd persistenta
benzilor la 889 cm™ si 1202 cm™, caracteristice acidului uric. Aceasta observatie sugereaza ca,
desi o mare parte a acidului uric a fost deja adsorbit in etapele anterioare, totusi au ramas si
molecule neadsorbite, detectate ulterior.

Procesul a fost repetat succesiv, prin centrifugiri si reamestecari, pentru un total de 8
cicluri, observandu-se o diminuare treptatda a benzilor acidului uric si o crestere relativa a
intensitatii benzilor hipoxantinei si xantinei. Chiar si dupa cele 8 centrifugdri, spectrul rezultat
incd prezintd unele benzi de acid uric, ceea ce indicd o adsorbtie incompleta, dar progresiva, care
favorizeaza in etape accesul altor metaboliti la suprafata activa.

Aceastd observatie sustine ideea unui proces de adsorbtie competitivd dependent de
concentratie si de afinitatea individuala a fiecdrei molecule fatd de nanoparticulele de argint.
Totodata, se evidentiaza faptul ca, in anumite cazuri, sunt necesare un numar mai mare de cicluri
de centrifugare pentru a permite eliberarea completd a suprafetei de acid uric si, implicit, pentru

a facilita detectia altor compusi prin SERS.

Astfel, in continuare am preparat o solutie de 850 uL hya-AgNPs in care am adadugat, pe
rand, cei 3 metaboliti: in ordinea acid uric (5x10® M), hipoxantini (5x10® M) si xantin (5x10°®
M) si ioni Ca2*(5x10* M). In cadrul experimentului corespunzitor Figurii II1.2.2. proba 2C, s-a
urmat acelasi protocol. Spectrul SERS obtinut pentru acest amestec initial (spectrul albastru,
Figura II1.2.2 proba 2C) este dominat, similar cazurilor anterioare, de benzile caracteristice
acidului uric (637, 889, 1202, 1273 si 1698 cm™), confirmind din nou afinitatea ridicata a
acestuia fati de suprafata de argint. In continuarea experimentului, s-a urmat acelasi protocol
descris anterior, respectiv centrifugarea probei. Spectrul SERS obtinut in aceasta etapa (spectrul
portocaliu, Figura III.2.2 proba 2C) a evidentiat o scadere semnificativd a intensitatii
semnalului, motiv pentru care solutia rezultatd a fost supusd unei noi centrifugari. Ulterior, s-a
achizitionat spectrul verde ( Figura IIL.2.2 proba 2C), in care semnalele caracteristice
hipoxantinei si xantinei devin predominante, in timp ce benzile acidului uric s-au diminuat
considerabil. Acest comportament indica faptul cd moleculele de acid uric nu au fost complet
adsorbite in etapele anterioare, insa procesul a permis accesul treptat al celorlalti doi metaboliti

la suprafata de argint. Dupad a treia centrifugare, spectrul obtinut a prezentat o pierdere completa
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a semnalului, sugerand ca toate moleculele — acid uric, hipoxantina si xantind — au fost eliminate

din solutie prin adsorbtie succesiva.

In continuare, am preparat o solutie de 850 pL hya-AgNPs, in care am adaugat succesiv
cei trei metaboliti — acid uric (5x107¢ M), hipoxantind (5x10¢ M) si xantind (5x10° M) —
precum si ionii Ca?* la concentratia de 5x10~* M. Spectrul obtinut (spectrul albastru) din Figura
I11.2.2. proba 2D este similar celui din Figura II1.2.2 proba 2C, fiind dominat de benzile
caracteristice acidului uric (637, 889, 1202, 1273, 1698 cm™), fapt ce confirmd o afinitate
ridicatd a acestuia fatd de suprafata de argint. Spectrul portocaliu (Figura II1.2.2 proba 2D)
obtinut prezintd, la rdndul sau, benzi similare cu cele din proba 2C. O diferenta notabild consta
in faptul cd intensitatea benzii de la 725 cm™ este mai mare decat cea de la 740 cm™, in contrast
cu distributia inversd observatda in figura anterioara. Acest aspect sugereaza variatii minore in
distributia competitiva a hipoxantinei si xantinei pe suprafata activa.

Spectrul obtinut in urma urmatoarei etape (spectrul verde, Figura II1.2.2 proba 2D)
evidentiazd prezenta benzilor specifice hipoxantinei si xantinei la 725, 740, 1098, 1402 si 1453
cm'. Aceste rezultate indicd faptul ca, in ciuda afinitatii mai mari a acidului uric pentru
suprafata de argint, ceilalti doi metaboliti au reusit sd adsoarbd pe substratul metalic odata ce
acidul uric a fost partial indepartat.

Pentru a verifica dacd mai persistd urme de acid uric pe suprafata activd, solutia a fost
supusa unei ultime centrifugdri. Spectrul obtinut ulterior (spectrul rosu, Figura IIL.2.2 proba
2D) nu a mai prezentat semnale detectabile, ceea ce indica eliminarea completd a tuturor
moleculelor din solutie, fie prin adsorbtie, fie prin separare eficientd in urma ciclurilor repetate
de centrifugare.

In urma celor patru repetitii de masuritori SERS (proba 2A, 2B, 2C si 2D), pastrand
constante volumul si concentratiile solutiilor, au fost observate diferente notabile privind
eficienta procesului de adsorbtie. Astfel, in prima serie (proba 2A) au fost necesare trei cicluri
de centrifugare, iar semnalul SERS al metabolitilor era inci detectabil. In a doua serie (proba
2B), desi s-au realizat opt centrifugiri, persistenta semnalului a indicat o adsorbtie incompleta. in
schimb, in seriile reprezentate in proba 2C si 2D — caracterizate printr-un comportament foarte
asemandtor — eliminarea completa a semnalului a fost obtinutd dupa doar trei cicluri, ceea ce
sugereazd o eficienta crescutd a adsorbtiei in aceste conditii.

O posibild explicatie pentru aceste variatii o reprezintd modul de addugare a celor trei
metaboliti purinici. In amestecurile corespunzitoare spectrelor SERS din Figurs IIL2.2.

metabolitii au fost adaugati succesiv, dar nu la intervale de timp strict controlate, ceea ce poate fi
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considerat o sursd de eroare experimentald. Pentru a reduce aceste variatii si a asigura un
protocol reproductibil, s-a decis utilizarea unui amestec predefinit de metaboliti, in care cei trei
compusi sunt combinati inainte de introducerea 1n solutia de nanoparticule. Astfel, mixul a fost
preparat din 900 pL de acid uric (10° M), 100 uL de xantind (10° M) si 100 pL de hipoxantini
(10° M). Ulterior 150 uL din amestec a fost introdus in 850 pL solutie coloidald hya-AgNPs,
permitand o distributie simultand si uniforma a metabolitilor (Figura I11.2.3).

Pentru evaluarea influentei concentratiei nanoparticulelor de argint asupra
comportamentului de adsorbtie competitiva a metabolitilor purinici, au fost pregatite patru probe
experimentale (3A-D), fiecare utilizind o concentratie diferita de hya-AgNPs. Prin cresterea
numarului de nanoparticule de argint de la 2,4 x 10 la 27 x 10', s-au observat modificari
semnificative ale intensitatii benzilor SERS ale acidului uric dupa prima centrifugare, precum si
o scadere a numarului de cicluri de centrifugare necesare pentru obtinerea spectrelor distincte ale
tuturor metabolitilor. Astfel, o concentratie mai mare de AgNPs conduce nu doar la o amplificare
mai eficienta a semnalului Raman, ci si la o separare mai rapida si clara a compusilor inregistrati
in sistemele analizate. Rezultatele obtinute in urma acestor experimente sunt ilustrate in Figura
I11.2.3. si vor fi analizate in detaliu in sectiunea urmatoare, sub denumirile de probele 3A, 3B,

3C si 3D.
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Proba 3A (Figura IIL.2.3.) a fost preparata utilizdnd un volum de 400 uL de
nanoparticule de argint in concentratie 2.4x10'© NP stabilizate cu hidroxilamind hidroclorida
(hya-AgNPs), in scopul evaludrii eficientei adsorbtiei in conditii de suprafata activa redusa. La
acest volum de nanoparticule s-au adaugat 450 pL apa ultra-purd, 150 pL din amestecul de
metaboliti purinici (acid uric, hipoxantind, xantind fiecare la 5x107¢ M concentratie finald) si 50
pL de Ca(NO:): (5x10*M). Spectrul SERS initial al amestecului (albastru Figura I11.2.3 proba
3A) este dominat de benzile caracteristice acidului uric (637, 811, 889, 1015, 1130, 1202, 1365 si
1698 cm™), indicind o afinitate ridicatd a acestuia fatd de suprafata de argint, similar
experimentelor anterioare. Cu toate acestea , dupd centrifugarea amestecului la 7200 rotatii si
reamestecarea supernatantului cu hya-AgNPs si Ca(NOs)2, spectrul SERS obtinut (portocaliu
Figura II1.2.3. proba 3A) contine benzi caracteristice hipoxantinei (725, 740, 1098, 1273, 1365,
1453 cm™), ceea ce sugereaza cd moleculele de acid uric au fost partial eliminate, permitand
accesul hipoxantinei la suprafata metalica.

Dupa cea de-a doua centrifugare, a fost inregistrat spectrul verde (Figura I11.2.3. proba
3A), in care se observat o crestere semnificativa a intensitatii benzii de la 740 cm™ — specifica
hipoxantinei — sugerand o adsorbtie sporitd a acesteia. Celelalte benzi au Inregistrat fie o usoara
scadere, fie o mentinere a intensitdtii, fard modificari majore. Ulterior, a fost realizatd o a treia
centrifugare, iar spectrul rezultat (rosu, Figura II11.2.3. proba 3A) a prezentat un semnal aproape
inexistent, ceea ce indicd faptul ca toate moleculele prezente in solutie au fost complet
indepdrtate sau adsorbite. Pentru a confirma aceasta observatie, a fost facutd o ultima
centrifugare si achizitionat un ultim spectru (mov, Figura II1.2.3. proba 3A), care a aratat, de
asemenea, absenta completd a semnalului SERS.

Aceste rezultate sugereaza cd reducerea concentratiei de nanoparticule de argint
determind o scddere a suprafetei active disponibile pentru adsorbtie, limitand astfel detectia la
moleculele aflate in imediata vecinitate a substratului metalic. Intrucat un numar mai mic de
nanoparticule implica implicit $i un numdr mai mic de molecule capabile sd genereze un semnal
detectabil, sensibilitatea metodei SERS in aceste conditii devine insuficienta pentru detectia
concentratiilor mici ale metabolitilor purinici. In concluzie, s-a constatat ci aceasti concentratie
redusd de hya-AgNPs nu oferd o eficientd optima, motiv pentru care s-a decis revenirea la
concentratia initiald de 850 pL de nanoparticule de argint, In vederea repetarii experimentului

pentru a treia oard, In conditii standardizate.

Pentru Figura I11.2.3. proba 3B, s-a crescut concentratia de nanoparticule de argint la

850 uL hya-AgNPs (5,1x10'® NP), pastrand constanti ceilalti parametri: 150 pL mix de
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metaboliti (fiecare metabolit avand concentratia finald de 5x10°¢ M) si 50 uL Ca(NOs). (5x10™*
M). Aceasta configuratie a servit drept punct de referintd, fiind considerata conditia standardizata
pentru compararea eficientei adsorbtiei si detectiei SERS.

In spectrul SERS initial (spectrul albastru, Figura IIL.2.3. proba 3B), se observa, similar
experimentelor anterioare, benzi predominante caracteristice acidului uric (637, 811, 889, 1015,
1130, 1202 si 1698 cm™). Acest rezultat era de asteptat, avand in vedere afinitatea ridicata a
acidului uric fatd de suprafata nanoparticulelor de argint. Astfel, a fost efectuatd prima
centrifugare, urmatd de achizitia spectrului portocaliu (Figura II1.2.3. proba 3B). Se remarca o
scadere lentd a intensitatii benzilor caracteristice acidului uric, fard aparitia unor benzi noi care
sa indice adsorbtia xantinei sau a hipoxantinei. Totusi, la benzile SERS 725 s1 740 cm™ se poate
observa o usoard tendintd de formare a benzilor specifice hipoxantinei, desi acidul uric domina
inca spectrul.

Dupa efectuarea celei de-a doua centrifugari, spectrul verde (Figura II1.2.3. proba 3B)
obtinut relevd o inhibare mai accentuatd a intensitatii generale, dar fara eliminarea completd a
semnalului. Se observa o inversare a intensitdtii benzilor de la 725 si 740 cm™!, ceea ce sugereaza
o redistribuire a moleculelor adsorbite la suprafata si posibil inceputul procesului de adsorbtie al
hipoxantinei in detrimentul acidului uric. Aceastd inversare poate indica o schimbare a
preferintei de adsorbtie pe suprafata metalica sau o competitie intre metaboliti in conditii de
suprafatd limitata. In urma celei de-a treia centrifugiri, a fost colectat spectrul rosu (Figura
I11.2.3. proba 3B), in care semnalul SERS este complet eliminat. Acest rezultat confirma faptul
ca toate moleculele din solutie au fost fie complet adsorbite, fie indepartate prin centrifugare,
semnaland finalizarea procesului de purificare a suprafetei.

Compararea rezultatelor din Figura I11.2.3. proba 3A si proba 3B evidentiazd o mica
diferentd in raportul benzilor SERS ale acidului uric si hipoxantinei (725, 740 cm™) dupi a doua
centrifugare. Acest lucru aratd ci, folosind o cocentratie mici de hya-AgNPs (5,1x10'° NP si
2,4x10'° NP) acidul uric este metabolitul care adsorbe pe suprafata hya-AgNPs. Dupi o primi
centrifugare nu se observd modificdri majore indiferent de concentrata nanoparticulelor. Totusi,
dupi a doua centrifugare in cazul 2,4x10'® NPs acidul uric incd predomina spectrul, insd prin
cresterea concentratiei de nanoparticule la 5,1 x10'® NPs se modificd raportul benzilor 725/740
cm’! indicAnd o modificare a cocnentratiei acidului uric si hipoxantinei la suprafata de argint.

Proba 3C (Figura II1.2.3) a fost preparatd prin aplicarea unei etape suplimentare de
concentrare a nanoparticulelor de argint (18x10'° NP) hya-AgNPs, in vederea cresterii densitatii
coloidale si, implicit, a suprafetei active disponibile pentru adsorbtie. Doua recipiente, fiecare

continand 1500 pL de hya-AgNPs, au fost centrifugate timp de 5 minute la 3100 xg si 25 °C.
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Ulterior, din fiecare recipient au fost eliminati 1150 pL de supernatant obtinandu-se cate 350 uLL
de nanoparticule concentrate. Cele doud volume reziduale au fost apoi combinate, rezultdnd un
total de 700 uL de nanoparticule concentrate, corespunzand la aproximativ 18x10'° particule.
Peste aceasta suspensie coloidala au fost adaugati 150 pL din amestecul de metaboliti purinici
(acid uric, hipoxantini, xantind fiecare la 5x107° M) si 50 uL de Ca(NOs)2 (5x10* M), rezultand
proba finald utilizatd pentru inregistrarea spectrului SERS. A fost achizitionat spectrul SERS
initial spectrul albastru (Figura I11.2.3. proba 3C), in care se evidentiaza clar prezenta acidului
uric, prin benzile caracteristice de la 637, 811, 889, 1015, 1130, 1202 si 1698 cm™, dar si
prezenta hipoxantinei, prin benzile de la 725, 740, 1273, 1365 si 1453 cm™'. Semnalul SERS
obtinut in aceasta conditie este considerabil amplificat si mai clar definit comparativ cu
rezultatele experimentale anterioare. Cresterea suprafetei disponibile de nanoparticule de argint
contribuie semnificativ att la imbundtatirea semnalului obtinut. Mai mult dupd prima
centrifugare se observd diminuarea semnificativd a semnalului SERS a acidului uric, ceea ce
indica ca prin cresterea numarului de nanoparticule mai multe molecule de acid uric au putut fi
adsorbite. Astfel, suprafata de argint corespunzitoare 18x10'° NPs poate adsorbit mai multe
molecule de acid uric comparativ cu 5,1x10'°. Cu toate acestea, nici aceasti suprafata nu reuseste
sa adsoarba intreaga cantitate de acid uric, avand in vedere faptul ca dupa prima centrifuga
(spectrul portocaliu Figura IIL.2.3. proba 3C), desi mai slab, benzile SERS caracteristice
acidului uric sunt inca prezente. Se remarca o inversare a raportului de intensitate intre benzile
de la 725 si 740 cm™, comparativ cu spectrul initial, semnalind o reorganizare a moleculelor la
suprafatd. Experimentul a continuat cu a doua etapa de centrifugare, in urma careia a fost
achizitionat spectrul verde (Figura II1.2.3. proba 3C). Acesta nu mai prezintd niciun semnal
semnificativ, indicand faptul ca toate moleculele au fost complet indepartate din solutie sau
adsorbite 1n totalitate.

Se poate concluziona ca, In aceste conditii experimentale, este necesara o singurd
centrifugare pentru obtinerea unui rezultat optim, obtinerea unui spectru SERS clar, stabil si bine
definit, In care semnalul metabolitilor de interes este puternic amplificat, iar interferentele
generate de alti compusi — in special acidul uric — sunt complet sau aproape complet eliminate
incd din prima etapa. Parametrul esential care a condus la aceasta eficientd a fost concentratia
crescutd a nanoparticulelor de argint, stabilitd la o valoare optimd de 18 x 10'® NPs, ceea ce a
permis o adsorbtie completd si rapida a metabolitilor purinici, respectiv o detectie SERS
eficientd si reproductibila.

Proba 3D (Figura IIL.2.3.) a fost preparatd in vederea testdrii influentei unei concentratii

ridicate de nanoparticule (27x10'® NP) asupra eficientei procesului de adsorbtie si a semnalului
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SERS, reprezentand varianta cu cea mai mare densitate coloidala utilizatd in acest studiu. Astfel,
s-au utilizat trei recipiente, fiecare contindnd cate 1500 uL de hya-AgNPs, care au fost supuse
unui proces de centrifugare timp de 5 minute, la 3100 xg si 25 °C. Din fiecare recipient au fost
eliminati 1215 pL de supernatant, rezultdnd un volum rezidual de 285 pL per recipient. Cele trei
portiuni concentrate au fost combinate, obtindndu-se un total de 855 uL de nanoparticule
concentrate, echivalent cu aproximativ 27x10'® NPs. Peste aceastd suspensie s-au adiugat,
similar probelor anterioare, 150 pL din amestecul de metaboliti purinici (acid uric, hipoxantind,
xantind fiecare la 5x10°¢ M) si 50 pL de Ca(NOs)2 (5x10~* M), compozitia finali fiind destinati
evaludrii performantelor SERS in conditii de maximad suprafatd activa disponibila. A fost
achizitionat spectrul SERS initial (spectrul albastru, Figura III.2.3. proba 3D), in care se
identifica clar benzile caracteristice acidului uric la 637, 811, 889, 1015, 1130, 1202 si 1698
cm, dar si benzile hipoxantinei la 725, 740, 1098, 1273, 1365 si 1454 cm™.

A fost efectuata prima centrifugare, in aceleasi conditii, si a fost inregistrat spectrul
portocaliu (Figura II1.2.3. proba 3D). Se observd o scadere semnificativd a intensitatii
majorititii benzilor SERS. In mod particular, se remarci o amplificare a semnalului la banda de
740 cm™', specifica hipoxantinei, ceea ce sugereazd cd moleculele de acid uric au fost
indepartate, permitand astfel moleculelor de hipoxantind sa se adsoarbd mai eficient la suprafata
nanoparticulelor de argint. Ulterior, s-a realizat a doua centrifugare, iar spectrul verde( Figura
I11.2.3. proba 3D) obtinut nu mai prezintd semnal SERS detectabil, indicind faptul ca toate
moleculele au fost complet eliminate din solutie.

Rezultatul obtinut este similar cu cel din proba 3C (Figura III1.2.3.), unde eliminarea
completd a semnalului s-a realizat tot dupa prima centrifugare. Acest aspect confirma eficienta
ridicatd a metodei in conditiile utilizarii unei concentratii mari de nanoparticule de argint,
facilitind adsorbtia completd a acidului uric 5x10 M 1intr-un timp scurt si intr-un singur pas de
centrifugare. Pentru proba 3C si 3D nu au fost observate modificari semnificative. Ca urmare,

am considerat proba 3C ca fiind optima.

In Figura II1.2.2, metabolitii purinici au fost addugati pe rand, ceea ce a favorizat
adsorbtia preferentiala a acidului uric si a necesitat doud centrifugari pentru eliminarea completa
a semnalului SERS. Concentratia nanoparticulelor a fost de 5,1 x 10'® NP/mL, suficientd dar mai
putin eficientd in detectia simultand a tuturor metabolitilor. In schimb, in Figura IIL2.3,
metabolitii au fost adaugati simultan ca mix, iar concentratia a fost crescuta la 18 x 10'° NP/mL ,
ceea ce a dus la o adsorbtie mai echilibratd si un semnal SERS amplificat. Astfel, o singura

centrifugare a fost suficientd pentru eliminarea completd a semnalului. Metoda cu metaboliti
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amestecati si concentratie mai mare de nanoparticule este mai eficientd deoarece ofera o
suprafatd activd mai extinsd pentru adsorbtie simultana, reducand competitia secventiald intre
molecule si permitand detectia mai rapida si completa a tuturor metabolitilor din solutie

Pentru a verifica reproductibilitatea si consistenta rezultatelor obtinute in conditii
experimentale optimizate, au fost realizate trei repetitii independente ale probei utilizind o
concentratie de 18 x 10'© NP/mL (proba 3C) si aplicand doud cicluri de centrifugare pentru
fiecare.

Figura II1.2.4. ilustreaza rezultatele experimentale aferente acestor probe, care vor fi
discutate pe larg in sectiunea urmatoare, sub denumirile de proba 4A, 4B si 4C fiind proba 3C
descrisa anterior. Aceste repetitii au avut ca scop evaluarea fiabilitdtii metodei SERS 1in
detectarea diferentiatd a metabolitilor purinici, in contextul unui protocol optimizat pentru

adsorbtie competitiva si detectie selectiva.
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Figura 111.2.4. (4A) Spectrele SERS ale unui amestec de acid uric, xantina si hipoxantini 5x10° M,
achizitionat folosind hya-AgNPs ca substrat metalic de amplificare in concentratia de 18x10™ NP si Ca>*
5x10*M. Subfigura (4B) reprezinti repetitia experimentului, pe probe de concentratii identice, pentru a

verifica reproductibilitatea rezultatelor.

Proba 4A (Figura II1.2.4.) a fost realizatd in conditii identice de preparare cu probele a

caror spectre sunt redate in Figura. I11.2.3. proba 3C. Proba a fost obtinutd prin concentrarea a
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3000 pL de hya-AgNPs (2x1500 pL), centrifugati 5 minute la 3100 xg si 25 °C. Dupa eliminarea
a cate 1150 pL de supernatant, au ramas 2x350 pL, combinate intr-un singur volum de 700 pL
cu o densitate finald de aproximativ 18%10'° nanoparticule. Peste aceasta suspensie s-au adaugat
150 pL din amestecul de metaboliti (acid uric, hipoxantind si xantind, fiecare la 107 M) si 50 uLL
de Ca(NO:s)2 (5x107* M), obtinandu-se proba finald pentru masuratorile SERS.

Spectrul SERS initial (albastru Figura I11.2.4. proba 4A) evidentiaza o predominanta a
benzilor caracteristice hipoxantinei (725, 740, 1098, 1273, 1365, 1453 cm™), in timp ce semnalul
acidului uric, specific benzilor 637, 1130 si 1698 cm™, este semnificativ mai redus. Acest
comportament contrazice observatiile anterioare discutate anterior, pe baza Figura. II1.2.3.
proba 3C, unde spectrul era dominat de semnalul acidului uric. Aceastd discrepantd ridica
intrebari privind posibile variatii in adsorbtia competitivd a metabolitilor purinici si factori
experimentali subtili care pot influenta comportamentul sistemului, desi s-au folosit aceleasi
solutii si aceleasi conditii de preparare. Este posibil ca distributia moleculelor pe suprafata
nanoparticulelor sau starea lor de agregare sa varieze de la o proba la alta, afectand afinitatea
pentru suprafata de argint.

Ulterior, s-a efectuat prima centrifugare, iar din supernatant s-a obtinut spectrul SERS
portocaliu (Figura IIL.2.4. proba 4A). In acest caz, se observi o scadere generali a intensitatii
semnalului, iar in regiunea 725-740 cm™ se remarca o echilibrare a intensitatilor, spre deosebire
de spectrul initial in care semnalul de la 725 cm™ era dominant. Aceasta variatie poate sugera fie
o redistribuire a moleculelor la suprafatd In urma agitdrii si centrifugarii, fie o suprapunere a
semnalelor hipoxantinei si xantinei care devin mai dificil de separat in aceasta etapa.

Procesul de centrifugare a fost repetat, iar spectrul rezultat (verde, Figura I11.2.4. proba
4A) indica mentinerea semnalului SERS, ceea ce, din nou, contrazice comportamentul observat
in cazul anterior (Figura. IIL.2.3. proba 3C), unde semnalul disparea complet dupa a doua
centrifugare. Persistenta semnalului, n special diminuarea semnificativa a benzii de la 725 cm™
(caracteristica hipoxantinei), poate fi explicatd printr-un proces lent de adsorbtie sau o competitie
incd activa intre molecule pentru suprafata de argint, ori printr-un dezechilibru in interactiunile
electrostatice influentate de prezenta ionilor Ca?*. In urma celei de-a treia centrifugiri, s-a
achizitionat spectrul rosu (Figura IIL.2.4. proba 4A), unde se constatd disparitia completd a
semnalului SERS, indicind epuizarea moleculelor adsorbabile din solutie si finalizarea
procesului de adsorbtie. Cu toate acestea, persistd o diferentd notabila intre comportamentul din
Figura. II1.2.3. proba 3C si cel din Figura. II1.2.4. proba 4A: in primul caz, pierderea
completa a semnalului se obtinea dupd doua centrifugdri, in timp ce In cazul actual sunt necesare

trei. Acest lucru indicd o posibild variabilitate in procesul de adsorbtie competitiva care, desi
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dificil de explicat pe baza parametrilor controlati, ar putea fi influentatd de factori precum
diferente subtile in starea coloidala a solutiei, agregarea partiald a nanoparticulelor, usoare

variatii de pH, sau ordinele de amestecare microscopice neuniforme.

Pentru a evalua reproductibilitatea metodei experimentale aplicate in conditii optimizate,
protocolul a fost repetat inca o data, iar rezultatele sunt prezentate in Figura I11.2.4. proba 4B.
Spectrele obtinute au prezentat o suprapunere remarcabild, indicdnd o bund consistentd intre
repetitii. Spectrul initial (albastru Figura II1.2.4. proba 4B) a evidentiat aceleasi benzi specifice
hipoxantinei si acidului uric, in ambele cazuri. Dupa prima centrifugare (spectrul portocaliu
Figura I11.2.4. proba 4B), s-a observat o scadere similard a intensitdtii benzilor acidului uric si
o mentinere a hipoxantinei ca semnal dominant. Dupa a doua centrifugare (spectrul verde Figura
I11.2.4. proba 4B), in ambele probe s-a remarcat o inversare constanta a intensitatilor benzilor de
la 725 si 740 cm™!, sugerand o rearanjare a hipoxantinei pe suprafata nanoparticulelor. In final,
dupa a treia centrifugare, ambele probe au generat spectre fara semnal, confirmand reproducerea
fidela a comportamentului de adsorbtie si eficienta metodei in separarea completd a
metabolitilor.

Pentru a evalua aplicabilitatea metodei in conditii mai complexe, am testat amestecarea
metabolitilor purinici cu acid 2-hidroxiglutaric (2HGA). Prezenta sa, in special in concentratia
crescutd, are un efect semnificativ asupra semnalelor SERS, ceea ce indica concurenta pentru
adsorbtia nanoparticulelor la suprafata. Alegerea moleculei D-2HGA a fost motivatd de rolul sau
biologic in metabolismul celular, precum si de interesul pentru detectia sa In medii biologice
complexe. In plus, prezenta gruparilor carboxil si hidroxil in structura sa sugereazi un potential
de interactiune cu suprafata nanoparticulelor de argint, similar cu ceilalti metaboliti analizati.

In urma acestor observatii, am aplicat aceste observatii in investigarea prin analiza SERS
a unui amestec format din acid uric (5x10% M), hipoxantind (5x10° M) si D-2HGA la
concentratii de 10° M si 10 M.
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Figura 111.2.5. Spectrele SERS ale amestecului de acid uric 5x10°°, hipoxantina 5x10° si D-2HGA la
concentratia (A)10“ M, (B) 10° M achizitionate folosind hya-AgNPs ca substrat metalic de amplificare
in concentratia de 18x10 NP si Ca?* 5x10™ M.

In spectrul SERS intial (albastru Figura III.2.5. proba 5A) al amestecului metabolitilor
cu D-2HGA 10* M se remarciun semnal SERS puternic corespunzitor acidului uric,
identificabil prin benzile caracteristice situate la 637, 811, 889, 1015, 1130, 1202, 1273, 1365 si
1698 cm™'. De asemenea, sunt prezente benzi asociate hipoxantinei la 725, 740 si 1453 cm™.

Totusi, nu se observa nicio banda atribuibila moleculei D-2HGA, ceea ce indica faptul ca
aceasta nu a fost adsorbitd pe suprafata nanoparticulelor de argint in conditiile date. S-a continuat
protocolul experimental cu centrifugarea probei si achizitia spectrului portocaliu (Figura II1.2.5.
proba 5A). Spectrul obtinut pastreaza acelasi profil spectral, cu predominanta semnalului
acidului uric si al hipoxantinei, dar fara aparitia benzilor caracteristice D-2HGA.

Dupa a doua centrifugare s-a achizitionat spectrul verde (Figura IIL.2.5. proba 5A) care
prezintd o intensitate mai redusa, dar cu aceleasi caracteristici spectrale ca in spectrul portocaliu
(Figura IIL.2.5. proba 5A). Persistenta exclusivd a semnalelor acidului uric si hipoxantinei
sugereazi ci D-2HGA nu a adsorbit nici dupa indepartarea progresiva a celorlalte molecule. in

urma celei de-a treia centrifugari, spectrul rosu (Figura IIL2.5. proba 5A) indicd pierderea
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completa a semnalului, ceea ce confirma eliminarea tuturor moleculelor din solutie. Cu toate
acestea, semnalul SERS al D-2HGA nu a putut fi observat. O explicatie posibila pentru aceasta
absentd este faptul ca gruparile functionale ale D-2HGA nu prezintd o afinitate suficienta fatd de
suprafata nanoparticulelor stabilizate cu CI” (provenite din sintezd), ceea ce impiedicd adsorbtia

moleculei si, implicit, detectia sa prin efectul SERS.

Pentru a testa daca detectia este posibila la concentratii mai mari, s-a realizat un al doilea
experiment cu concentratia D-2HGA crescutd la 103 M (Figura IIL2.5. proba 5B). Motivul
cresterii concentratiei a fost acela de a incerca fortarea adsorbtiei moleculei pe suprafata
nanoparticulelor, in ipoteza in care interactiunea este slabd, dar nu inexistenta. Totusi, spectrul
SERS initial (albastru Figura IIL.2.5. proba 5B) a prezentat din nou predominanta benzilor
acidului uric (637, 811, 889, 1015, 1130, 1202, 1273, 1365 si 1698 cm™), aldturi de semnalul
hipoxantinei (725, 740 si 1453 cm™), fara benzi caracteristice D-2HGA. Etapele ulterioare de
centrifugare au dus la obtinerea spectrelor portocaliu si verde (Figura II1.2.5. proba 5B), care
au aratat o similitudine ridicatd cu spectrele SERS din Fig (Figura IIL.2.5. proba S5A)
inregistrate in aceleasi conditii, confirmand faptul ca nici la concentratii crescute D-2HGA nu
poate fi detectat in acest amestec. Spectrul final (rosu Figura II1.2.5. proba 5B), achizitionat
dupa a treia centrifugare, indica pierderea completda a semnalului, ceea ce sugereaza eliminarea
tuturor moleculelor.

Indiferent de concentratia utilizata, D-2HGA nu a putut fi detectat prin metoda SERS
utilizand nanoparticule de argint sintetizate cu hidroxilamina hidroclorida (Hya-AgNPs). Motivul
probabil constd in faptul cd nanoparticulele sunt stabilizate cu ioni de Cl™ proveniti din sinteza,
care prezintd o afinitate mare fatd de suprafata de argint. Pe langa acest aspect, D-2HGA nu are
in structurd o grupare functionald cu afinitate ridicatd pentru suprafata nanoparticulelor, prin
urmare s-a decis schimbarea substratului SERS pentru acest experiment.

A fost ales in continuare ca substrat nanoparticule de argint sintetizate cu citrat de sodiu
(Cit-AgNPs), care ofera o suprafatd de adsorbtie mai liberd, deoarece nu este saturatd cu
stabilizatori puternic legati, cum ar fi ionii de clor, permitind astfel o interactiune mai eficienta
cu moleculele analizate. Aceastd modificare este esentiala pentru a permite interactiunea directa

a D-2HGA cu suprafata metalica si, implicit, obtinerea unui semnal SERS detectabil.

In Figura ITL2.6 este ilustrat spectrul SERS al D-2HGA-ului obtinut in prezenta Cit-
AgNPs si a unei solutii de Ca(NOs).. Compozitia probei a fost: 90 puL solutie de nanoparticule
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Cit-AgNPs, 10 pL solutie de D-2HGA (concentratie 5x10™* M) si 5 pL solutie de Ca(NOs)2

(concentratie 5x10~* M).
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Figura IIL.2.6. Spectrul SERS al acidului D-2HGA la concentratia 5x10™* M, folosind ca substrat de

amplificare nanoparticule de argint reduse cu citrat si Ca(NOs), 5x10™* M.

Spectrul SERS rezultat evidentiazd aparitia unor benzi clare si bine definite in intervalul
300-20000 cm™, corespunzdtoare vibratiilor moleculare specifice structurii D-2HGA. Dintre
acestea, se remarcd benzile la 842, 927, 955, 1001, 1035, 1405 si 1440 cm™'. Prezenta acestor
benzi confirma interactiunea directd a moleculelor de D-2HGA cu suprafata Cit-AgNPs si
demonstreaza eficienta acestui tip de substrat in detectarea metabolitului, spre deosebire de
rezultatele obtinute cu nanoparticulele stabilizate cu hidroxilamind hidrocloridd, unde nu s-a

observat niciun semnal SERS specific.
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In continuare, scopul studiului a fost de a imbunatati detectia selectivd a D-2HGA in prezenta
metabolitilor purinici (acid uric si hipoxantind). Obiectivul principal a fost identificarea unei
concentratii optime de nanoparticule care sid permitd adsorbtia completd a acidului uric din
amestec in urma unei singure centrifugari, facilitand astfel detectia specifica a D-2HGA.

in Figura IIL2.7. sunt prezentate spectrele SERS obtinute pentru amestecul de acid uric,
hipoxantind si D-2HGA (5x10™* M), in aceleasi concentratii ca in experimentul din Figura
I11.2.5 proba 5B. Pentru acest experiment au fost preparate trei solutii folosind cit-AgNPs ca
substrat de amplificare in concentratie de (A) 2.4x10'° NP, (B) 5,1x10'® NP, (C) 18x10'° NP si
Ca(NOs3), 5x10° M.
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Figura II1.2.7. Spectrele SERS ale amestecului de acid uric 5x10° M, hipoxantini 5x10° M , D-2HGA
5x10* M achizitionat folosind cit-AgNPs ca substrat de amplificare in concentratie de (A) 2.4x10'° NP,
(B) 5,1x10' NP, (C) 18x10' NP si Ca(NO3), 5x10° M.

In cadrul experimentului reprezentat in Figura I11.2.7 proba 7A, s-a utilizat o concentratie
redusd de nanoparticule, compozitia probei fiind urmatoarea: 300 uL Cit-AgNPs, 350 pL apa
ultrapurd, 150 pL amestec de metaboliti (D-2HGA in concentratie de 5x10~* M, acid uric 5x10°°
M si hipoxantind 5x10~° M) si 50 uL solutie de Ca(NOs)2 (5%10~* M). Spectrul initial (albastru
Figura I11.2.7. proba 7A) evidentiaza semnalul caracteristic acidului uric, reflectat prin prezenta
benzilor SERS caracteristice la: 637, 725, 811, 889, 1015, 1130, 1202, 1273, 1365 si 1698 cm™.
Aceste benzi confirmd faptul cd, initial, acidul uric este predominant adsorbit pe suprafata

nanoparticulelor. Spectrul portocaliu (Figura IIL2.7. proba 7A), obtinut dupd prima
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centrifugare, aratd o mentinere a semnalului SERS specific acidului uric, cu o usoara scadere in
intensitate, indicand o partiala eliminare a moleculelor de acid uric din solutie.

Dupa a doua centrifugare, spectrul verde (Figura IIL.2.7. proba 7A) releva aparitia unor
benzi suplimentare la 842, 955 si 1402 cm™, care pot fi atribuite D-2HGA, in timp ce semnalul
acidului uric persistd, desi cu o intensitate vizibil redusa, la 637, 811 si 1698 cm™. Aceste
observatii indica faptul ca, in conditiile de fata, acidul uric nu a fost complet indepartat dupa
doua cicluri de centrifugare, afectand potential acuratetea detectiei D-2HGA. Spectrul rosu
(Figura IIL.2.7. proba 7A), achizitionat dupa a treia centrifugare, aratd prezenta exclusiva a
benzilor caracteristice D-2HGA la 842, 920, 955 si 1365 cm™, in absenta totala a semnalului
SERS specific acidului uric. Aceastd evolutie demonstreazad ca trei cicluri de centrifugare sunt
necesare, in aceste conditii, pentru eliminarea completd a interferentei produse de acidul uric si
obtinerea unor benzi caracteristice D-2HGA.

Pentru a reduce numarul de pasi necesari si a simplifica protocolul experimental, s-a decis
cresterea concentratiei de Cit-AgNPs in etapa urmdtoare. Aceastd decizie este justificata de
ipoteza conform cdreia un numar mai mare de situsuri active disponibile pe suprafata
nanoparticulelor ar permite o adsorbtie mai eficienta si mai rapida a acidului uric inainte deprima
centrifugare, favorizand astfel eliberarea completd a suprafetei pentru detectia D-2HGA. Astfel,
am pregitit o noudd probd utilizind 750 pL Cit-AgNPs la concentratia 5,1x10'° NP (Figura
I11.2.7 proba 7B), cu scopul de a facilita o adsorbtie mai eficientd a acidului uric si, implicit, o
detectie mai rapidd a D-2HGA. Compozitia probei a fost ajustatd corespunzator, restul volumului
fiind completat cu amestecul de metaboliti si Ca(NOs)2, conform protocolului standard. Spectrul
initial (albastru Figura IIL.2.7. proba 7B) evidentiaza, similar cu experimentul anterior, un
semnal SERS intens al acidului uric, cu benzi caracteristice la 637, 811, 889, 1015, 1130, 1202,
1273, 1365 si 1698 cm™, indicaind o adsorbtie eficientda a acestei molecule pe suprafata
nanoparticulelor. Dupa prima centrifugare, spectrul portocaliu (Figura I1L.2.7. proba 7B) arata
in continuare prezenta acidului uric, insd cu o scadere clard a intensitdtii benzilor, sugerand o
indepartare partiald a moleculelor din solutie, comportament consistent cu rezultatele obtinute in

Figura II1.2.7. proba 7A.

O diferentd semnificativa apare insd in spectrul verde (Figura IIL.2.7. proba 7B), obtinut
dupa a doua centrifugare: 1n acest caz, acidul uric nu mai este detectat, iar spectrul SERS obtinut
este dominat exclusiv de benzile caracteristice D-2HGA, identificate la 842, 924, 955, 1032,
1288 si 1402 cm™. Aceasta observatie indicd faptul ca, la concentratia crescuta de Cit-AgNPs,

eliminarea acidului uric este completd dupa doar doud centrifugéri, spre deosebire de cazul
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anterior, unde au fost necesare trei etape pentru acelasi rezultat. Astfel, se poate concluziona ca
eficienta separarii este semnificativ Imbunatatitd prin cresterea cantitatii de nanoparticule.
Spectrul rosu (Figura IIL2.7. proba 7B), inregistrat dupa a treia centrifugare, nu aduce
modificari suplimentare fatd de cel precedent, confirmand stabilitatea semnalului D-2HGA si

absenta altor interferente moleculare..

In continuare, pentru Figura IIL2.7. proba 7C am crescut din nou concentratia
nanoparticulelor (18x10'® NP). Au fost utilizate doui recipiente, fiecare continind 1500 uL de
nanoparticule de argint reduse cu citrat (Cit-AgNPs). Probele au fost centrifugate timp de 5
minute la 3100 xg si 25°C, iar din fiecare recipient au fost extrasi 1150 pL de surfactant,
rezultand un volum final de 350 puL de nanoparticule concentrate per recipient. Ulterior, cele 350
pL de nanoparticule au fost amestecate cu 150 pL din solutia de metaboliti (contindnd acid uric,
hipoxantind si D-2HGA) si 50 pL de Ca(NOs)., conform procedurii deja validate anterior.
Spectrul SERS obtinut initial (spectrul albastru Figura I11.2.7. proba 7C) a evidentiat prezenta
acidului uric, cu benzi caracteristice intense la 637, 811, 889, 1015, 1130, 1202, 1273, 1365 si
1698 cm™, indicand o adsorbtie predominanta a acestei molecule pe suprafata nanoparticulelor.

Dupa prima centrifugare, spectrul portocaliu(Figura II1.2.7. proba 7C) a aratat o modificare
semnificativa a profilului spectral, semn ca acidul uric a fost in mare parte indepartat din solutie.
Astfel, moleculele de D-2HGA au avut posibilitatea de a adsorbi pe suprafata Cit-AgNPs, acest
fapt fiind evidentiat prin aparitia benzilor caracteristice la 955, 1032, 1288 si 1402 cm™. Desi
majoritatea semnalului SERS al acidului uric a fost eliminat, se remarcd prezenta reziduald a
acestuia prin benzile 1365 si 1698 cm™. Pentru o separare completd, s-a efectuat o a doua
centrifugare, iar spectrul verde(Figura IIL.2.7. proba 7C) a demonstrat eliminarea completa a
acidului uric, spectrul obtinut prezentand exclusiv semnalul D-2HGA, cu benzi intense la 842,
924, 955, 1032, 1288 si 1402 cm™. Acest rezultat confirma ca, dupa doua etape de centrifugare,
nanoparticulele ofera o suprafatd suficienta pentru adsorbtia selectivdi a D-2HGA, fara
interferente semnificative din partea celorlalti metaboliti. Spectrul final, spectrul rosu(Figura
I11.2.7. proba 7C), obtinut dupa a treia centrifugare, nu a prezentat modificari fatd de cel
precedent, ceea ce confirma stabilitatea semnalului si reproducerea fideld a spectrului specific D-
2HGA.

In concluzie, protocolul utilizat pentru inregistrarea spectrelor SERS din Figura. II1.2.7.
proba C reflecta cea mai eficientd strategie experimentald dintre toate conditiile testate. Aceasta
metodd permite detectia clard a D-2HGA chiar dupd prima centrifugare si eliminarea completd a

interferentei acidului uric dupa a doua centrifugare, demonstrand astfel potentialul sdu ca metoda
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de referintd in analiza complexd a amestecurilor de metaboliti. Pe baza acestor rezultate, s-a
decis continuarea experimentelor pentru evaluarea reproductibilitatii metodei utilizand o

concentratie de nanoparticule de aproximativ 18x10' NP.

.....

experimente identice, ilustrate in Figura III.2.8. Figura III.2.8. proba 8A este aceeasi cu
Figura II1.2.7. proba 7C , fiind inclusa in aceasta sectiune ca punct de referintd in compararea

ulterioara a rezultatelor.
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Figura 111.2.8. (A) Spectrele SERS ale unui amestec de acid uric (5x10° M), hipoxantina (5x10°® M) si
D-2HGA concentratiec 5x10* M, achizitionat folosind cit-AgNPs ca substrat metalic de amplificare in
concentratia de 18x10™° NP si Ca?* 5x10™ M. Subfigurile 8B si 8C reprezinti repetitia procedeului in

amestecuri identice.

In cazul proba 8B (Figura II1.2.8), s-a aplicat acelasi protocol experimental: utilizarea a
350 pL de nanoparticule Cit-AgNPs centrifugate, amestecate cu 150 pL din solutia de metaboliti
si 50 uL Ca(NOs).. In spectrul SERS initial (spectrul albastru Figura IIL.2.8. proba 8B) se
observa prezenta majoritard a acidului uric, cu benzi caracteristice la 637, 725, 811, 889, 1015,
1130, 1202, 1365 si 1698 cm™, confirmand comportamentul de adsorbtie preferentiald initiala a
acestei molecule pe suprafata nanoparticulelor. In plus, s-a observat si un semnal slab pentru D-
2HGA, prin aparitia unei benzi la 955 cm™, semn al unei adsorbtii initiale partiale. Dupd prima
centrifugare, spectrul obtinut (spectrul portocaliu Figura IIL.2.8. proba 8B) a fost dominat de

prezenta citratului, ca rezultat al eliberarii surfactantului de pe nanoparticule. Totusi, s-au
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remarcat si benzi asociate D-2HGA, in special la 1001 si 1390 cm™. Aceste benzi pot fi explicate
prin eliberarea unei parti din suprafata nanoparticulelor ocupate anterior de acidul uric si
surfactant, oferind astfel acces moleculei de D-2HGA la suprafata activa a nanoparticulelor. De
asemenea, se observa prezenta benzilor SERS caracteritice citratului, surfactantul
nanoparticulelor la 927, 955, 1365 cm''.

In continuare, spectrele verde, rosu si mov (Figura IIL.2.8 proba 8B) au prezentat
profiluri identice, caracterizate prin benzi clare D-2HGA, ceea ce sugereaza o adsorbtie stabila si
reproductibild a acestei molecule dupa prima etapa de purificare. Consistenta acestor spectre
confirma stabilitatea semnalului SERS al D-2HGA 1in conditiile experimentale stabilite. In final,
spectrul maro (Figura I11.2.8. proba 8B), obtinut dupa o a cincea centrifugare, a indicat pierdere
totala a semnalului SERS, semnificand ca toate moleculele au fost eliminate din suspensie sau nu
mai sunt in concentratie detectabild. Aceastd observatie intdreste validitatea protocolului,
demonstrand ca existda o limitd clard de purificare si detectie, dupd care semnalul dispare
complet.

Acest comportament, identic cu cel observat in proba 8A (Figura II1.2.8), confirma
reproductibilitatea experimentului — aplicarea aceleiasi metode produce rezultate similare in ceea
ce priveste atat profilul spectral, cat si numarul de centrifugari necesar pentru obtinerea unui

semnal specific D-2HGA.

In proba 8C (Figura IIL2.8), s-a repetat inci o datd acelasi protocol experimental.
Rezultatele obtinute au fost perfect suprapozabile cu cele din proba 8B (Figura IIL.2.8),
evidentiind acelasi spectru SERS al acidului uric in stadiul initial, urmat de semnalul D-2HGA
dupa purificare, si eliminarea completd a acidului uric in etapele finale. Astfel, reproductibilitatea
metodei a fost demonstrata de trei ori consecutiv, consolidand robustetea si fiabilitatea abordarii
experimentale propuse.

Spectrele SERS ale amestecului format din acid uric (5x107¢ M), hipoxantind (5x10°¢ M)
si D-2HGA (5x10™* M), in prezenta substratului cit-AgNPs (18x10'® NPs) si a ionilor Ca**
(5x10* M), au demonstrat cd detectia moleculei D-2HGA este posibild doar atunci cand sunt
utilizate nanoparticule sintetizate prin reducerea cu citrat. Acest comportament se explicd prin
prezenta ionilor de clor in substraturile obtinute cu hidroxilamind, care prezintd o afinitate
crescuta pentru suprafata de argint si blocheazd adsorbtia moleculei. Prin urmare, compozitia
chimicd a mediului de sinteza influenteaza direct sensibilitatea si specificitatea substraturilor

SERS utilizate pentru detectia D-2HGA in amestecuri complexe.
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CONCLUZII

Un prim rezultat important al studiului a fost evidentierea comportamentului competitiv
de adsorbtie al metabolitilor purinici fatd de suprafata substratului metalic de argint. Dintre
compusii analizati, acidul uric prezintd cea mai mare afinitate pentru suprafata nanoparticulelor
de argint, fapt reflectat prin aparitia constantd a benzilor sale caracteristice in spectrele SERS
indiferent de surfactantul utilizat pentru stabilizarea nanoparticulelor de argint. Aceasta afinitate
ridicatd a condus la inhibarea adsorbtiei hipoxantinei si xantinei, care nu au putut fi detectate
decat dupa una sau mai multe centrifugari, in urma indepartarii partiale a acidului uric din solutie
prin adsorbtia lui pe nanoparticulele de argint ce au fost separate ulterior de supernatant.

Un al doilea aspect evidentiat in aceastd lucrare este importanta centrifugdrii repetate ca
metoda de filtrare a moleculelor cu afinitate mare pentru suprafata de argint, precum acidul uric,
in vederea detectiei SERS a altor metaboliti din biofluide. S-a demonstrat cd sunt necesare cel
putin doud sau trei cicluri de centrifugare pentru ca acidul uric sd fie eliminat in proportie
suficienta, permitind astfel evidentierea semnalelor SERS specifice xantinei si hipoxantinei.
Concentratia optima de nanoparticule de argint este 1,8 x 10'' NP/mL.

In ceea ce priveste molecula de D-2HGA, s-a constatat ci aceasta poate fi detectatd in
prezenta substratului obtinut prin reducerea cu citrat. Acest comportament este atribuit influentei
ionilor de clor rezultati iIn urma sintezei nanoparticulelor cu hidroxilamind hidroclorida, care
interactioneaza puternic cu suprafata de argint si inhiba adsorbtia moleculei de D-2HGA. Astfel,
natura chimicd a mediului de sinteza influenteaza decisiv sensibilitatea si specificitatea
substratului SERS.

Un alt rezultat relevant este identificarea unei concentratii optime de nanoparticule de
argint reduse cu citrat, de 1,8 x 10" NP/mL in vederea adsorbtiei acidului uric pe suprafata de
argint intr-un pas, urmat de detectia SERS ulterioara a D-2HGA.

Fiabilitatea metodei propuse este sustinutd de reproductibilitatea experimentului.
Protocolul a fost repetat de trei ori iIn aceleasi conditii experimentale, utilizdnd amestecuri
identice de metaboliti (la concentratii constante) si aceiasi parametri fizico-chimici (tipul si
concentratia nanoparticulelor, precum si prezenta ionilor de Ca** ca facilitator al interactiunii
nanoparticule-analit).

Aceste rezultate valideazd eficienta si reproductibilitatea metodei dezvoltate pentru
analiza competitivd a metabolitilor purinici intr-un amestec complex. Totodata, ele evidentiaza
importanta stabilirii parametrilor experimentali — tipul substratului, numarul de centrifugari si

conditiile de sintezd — in optimizarea detectiei SERS pentru compusi biologici de interes.
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