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ABSTRACT

The central theme of the thesis is the optimization of SERS detection of the uracil molecule. The
SERS technique can be addressed by both direct and indirect detection. Direct detection, also
called free-label, consists of assigning the spectra recorded to the sample itself, whereas the SERS
spectra appear from SERS labels, used to signal the analyte of interest.

Surface-enhanced Raman spectroscopy is a unique experimental method used in various
applications, analytically developed and used in the characterization and detection of molecules.
It is based on the amplified Raman scattering intensity effect performed on molecules when they
are located on nanostructured metal surfaces. Uracil is important in biochemistry and organic

chemistry.

Nanoscale materials are of great interest in various scientific, engineering, and biomedical fields.
The basic argument is that nanoscale materials, typically between 1 and 100 nm, exhibit

exceptional structural and functional properties not found in heavier materials.

The study shall present the optimization of SERS detection of the uracil molecule. The
optimization study of the SERS detection of the uracil molecule indicates optimal conditions for
obtaining the SERS spectrum of the uracil molecule: 8 x 10® M concentration, silver colloid
reduced with citrate and supplemented with Ca?* ions of concentration 5 x 102 M. The presence
of calcium ions results in a SERS signal with intense bands. The presence of Mg?* ions at a
concentration of 5 x 102 M also allows SERS spectra of the uracil molecule to be obtained, but
weak bands are shown. In contrast, Zn?* ions at 5 x 102 M do not contribute to the amplification

of the SERS signal of the uracil molecule.

Although the results presented in this study can be improved, the SERS analysis of uracil is an
area in constant development. Thus, this work supports the possibilities and advantages of the

applicability of the SERS spectroscopy in this field.
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INTRODUCERE

Tema centrala a lucrarii de licenta este reprezentata de optimizarea detectieci SERS a moleculei
uracil. Spectroscopia Raman amplificata de suprafata este o singura metoda experimentala utilizata
in diferite aplicatii, analiticd dezvoltatd si folositd in caracterizarea si detectia moleculelor. Se
bazeaza pe efectul amplificat a intensitatii de dispersie Raman efectuat pe molecule, in momentul
in care sunt situate pe suprafetele metalice nanostructurate. Uracilul este important in domeniul

biochimic si al chimiei organice.

Detectia moleculei uracil cu tehnica spectroscopica traditionald Raman transmite limitari specifice
din cauzd ca nivelul de semnal care se obtine este scazut. Utilizarea spectroscopiei Raman
n detectarea moleculei de uracil. Acest fapt deschide noi orizonturi in domeniul de analize

moleculare.

Lucrarea cuprinde patru capitole principale in care se prezinta studiul spectroscopic al uracilului,

metode spectroscopice, experimentale si rezultate stiintifice si discutii.

Capitolul 1 descrie studiul spectroscopic al uracilului. Tn acest capitol se regiseste o scurti
descriere a moleculei uracil. Totodata sunt prezentate spectrele uracilului, structura, formula

chimica si aplicatiile biomedicale.

Al doilea capitol prezinta clasic si semicuantic bazele teoretice ale spectroscopiei Raman si
derivatele acesteia. De asemenea sunt introduse tehnicile absorbtie in infrarosu (IR) si

spectroscopia de absorbtie UV-VIS.

Tn Capitolul 111 sunt prezentate metodele experimentale utilizate In laborator. Sunt descrise modul

de sinteza a nanoparticulelor de argint, aparatura si materialele necesare utilizate.

Capitolul 1V, cuprinde rezultatele obtinute precum si analiza acestora. Partea experimentala
cuprinde achizitionarea spectrelor SERS a moleculei uracil. Tot in acest capitol este abordat studiul
spectrelor SERS la diferite concentratii si in prezenta a diferiti ioni, in vederea optimizarii detectiei

SERS a moleculei uracil.

Studiul optimizarii detectiei SERS a moleculei uracil indica conditiile optime pentru obtinerea
spectrului SERS a moleculei uracil: concentratia 8 x 10° M, coloid de argint redus cu citrat si
suplimentat cu ioni de Ca** de concentratie 5 x 10 M. Prezenta ionilor de calciu determini un

semnal SERS cu benzi intense. Prezenta ionilor de Mg?* la concentratia 5 x 102 M permite de
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asemenea obtinerea spectrelor SERS ale moleculei uracil, dar se evidentiaza benzi de slaba

intensitate. Tn schimb, ionii de Zn?* la concentratia 5 x 102 M nu contribuie la amplificarea

semnalului SERS a moleculei uracil.
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CAPITOLUL I. STUDIUL SPECTROSCOPIC AL URACILULUI

Studiul spectroscopic al uracilului reprezinta metoda stiintifica care examineaza interactiunea
luminii cu baza azotata identificati in ADN si ARN, uracilul. In aceasti metoda de cercetare este
permis studiul in detaliu al caracteristicilor spectroscopice ale uracilului, precum imprastierea,
absorbtia si emisia de lumina in distincte domenii ale spectroscopiei electromagnetice. Cu ajutorul
investigarii de insusiri spectroscopice am obtinut diferite informatii despre molecula: structura,

comportamentul in situatii practice diversificate si compozitia chimica. [1]
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Figura I.1. Spectrul SERS al uracilului sub forma de pulbere
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Figura 1.2. Spectrul SERS al uracilului la concentratia 102 M

Uracilul face parte din clasa de compusi organici, clasa de compusi chimici a caror molecula are
legatura chimica hidrogen-carbon, denumiti pirimidone. Pirimidona contine in structura sa un inel
de pirimidina care transporta o cetona. Spre deosebire de pirimidona, pirimidina reprezinta inelul
format din sase atomi, dintre care patru atomi sunt de carbon si doi centri de azot situati in pozitiile
1 s13. Uracilul este pirimidina comuna si naturala regasita in ADN, baza acesteia fiind asociata cu

adenina, iar in timpul de transcriptie al ADN-ului sa substituie tinina. [1]

Robert Behrend, este chimistul german care a inventat numele ,,uracil” in anul 1885. Acesta a
incercat sa sintetizeze derivatii acidului uric. Abia in anul 1900, uracilul a fost descoperit si Se
gaseste in toate organismele vii: bacterii, plante, chiar si la in oameni. Functionarea celulelor prin
legatura cu riboze si fosfati este realizabila doar prin utilizarea de uracil care imbunatateste

efectuarea sintezei a numeroaselor enzime. [1]

Uracilul este o pulbere alba, solida cu formula chimica C,H,N,0, , cu masa molara 112,09 g/mol
si care se topeste la 339 © C .Molecula este un compus chimic cristalin, incolor, inodor si care nu
prezintd fosforescentd. Are ca proprietate fizicd absorbtia luminii, si ca proprietate chimica

principald aparierea realizata prin constituirea de 2 legaturi de hidrogen. [2] [3]
Uracilul este sintetizata in laborator prin reactia apei cu citozina:

8
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Figura 1.3. Reprezentarea structurii chimice 2D. [3]

Figura 1.4. Reprezentarea structurii chimice 3D. [3]
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Spectroscopia uracilului are un rol foarte insemnat in progresarea de medicamente si cercetarea
stiintificd. Acest studiu spectroscopic faciliteaza intelegerea proceselor biochimice si la detectia

de posibile interactiuni cu diferite substante.

Uracilul este studiat in cazul unor terapii si afectiuni particulare. Este utilizat ca marker in
detectarea de rare boli genetice, precum tulburarea de metabolism a pirimidinei. Testul generic
evidentiaza mutatia din gena implicatd in metabolismul uracilului si ofera informatii despre riscul

de dezvoltare al afectiunii respective.

Totodata, uracilul este utilizat in chimioterapie ca un medicament. Cateva exemple de
medicamente anticanceroase care contin uracil sau derivati ai uracilului sunt fluorouracilul,
tegafur-uracilul sau capecitabina. Aceste substante mentionate anterior au rolul de a impiedica si
de a stopa diviziunea celulara si dezvoltarea tumorii prin inhibarea de sinteza de ARN si ADN in

celulele canceroase.

Pe de altd parte uracilul este regasit si in studiile de cercetari stiintifice ample din domeniul de
medicina molard si de biochimie. Cercetdtorii examineazd mecanismul de interactiune al uracilului
cu proteinele si alte molecule, spre exemplu enzimele care sunt implicate in repararea ADN-ului.
Aceste studii ajuta in dezvoltarea de tratamente noi si strategii de terapie in lupta impotriva bolilor

genetice si de cancer. [2]

10
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CAPITOLUL Il. METODE SPECTROSCOPICE IR SI| RAMAN

I1.1. Spectroscopia Raman

In India in anul 1921 a fost descoperit un efect de impristiere Raman de citre Chandrasekhara
Venkata Raman. Acest fenomen a fost intuit teoretic de Smekal, iar C.V. Raman si K.S. Krishnan
au constatat in India aproape concomitent cu G. Landersberg si L. Mandelstan in Rusia. Utilizand
unelte primitive precum ochiul ca detector si soarele ca sursd de lumina, Raman a gasit acest efect

intitulat imprastiere Raman Stokes. [4]

Tehnica spectroscopicd care prezinta atit informatii cantitative, cat si calitative se numeste
spectroscopia Raman. Pentru a se determina compozitia chimicd a probei se utilizeaza
spectroscopia optica ce sta la baza interactiunii luminii cu materia. Aceasta interactiune se poate
clasifica in trei grupe elementare, acestea fiind reflexia, refractia si transmisia. Impristierea
inelasticd a luminii pe proba sta la baza spectroscopiei Raman, fiind folosita pentru a masura o

structura chimica a probei, in acest caz substanta uracil. [5] [6] [7]

Tehnica analitica exceptional de utila pentru cercetarea materialelor este tehnica descrisa anterior.
Spectroscopia Raman suporta inregistrarea de informatie chimicd, biochimica si structurald din

spectre cu rezolutie spectrala inalta.

La Tnceput spectroscopia Raman s-a aplicat analiza chimica a probelor biologice, dar in ultima
perioada s-a utilizat o crestere semnificativa in folosirea tehnicii studiilor biomedicale pentru
intelegerea mai eficientd si accelerata a structurilor biologice din corpul uman. Informatiile sunt
obtinute fara clasarea probei datorita analizei Raman care este accesibild si usor de realizat. Nu

este necesara prepararea probei, astfel aceasta tehnica fiind cea mai eficienta in cazul lucrarii. [8]

Lumina ultravioleta, vizibild si infrarosie are la baza acelasi principiu, acesta fiind spectroscopia
Raman. Lumina transmisa printr-un mediu cauzeaza in mod inevitabil o anumita interactiune a
proprietatilor electrice ale moleculelor(polarizarea si momentul dipol) sia componentei electrice
a campului electromagnetic, iar daca lumina se intersecteazd cu o suprafatd, aceasta
interactioneaza cu molecula din materialul de pe suprafata. intre mediu si radiatie exista mai multe

tipuri de interactiune: de refractie, reflexie, transmisie difractatd Imprastiata sau absorbita.

11
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Transmission Reflection Refraction
i . N
n ) ‘
L ) ‘
Diffraction Adsorption Scattering
i : ,
B | |

Figura I1.1. Tipuri de interactiune a luminii cu mediul. [9]

Tehnica spectroscopica aplicata la constatarea modurilor de vibratie, rotatie si ale altor moduri de
miscare a unui sistem, miscare cu o frecventa redusa se numeste spectroscopia Raman. Sir C. V.
Raman a aflat in anul 1928 aceasta tehnica spectroscopica in lichidele organice, pe care a denumit-
o dupa numele sau. [10] Tn domeniile UV-VIS (UltraViolet) sau NIR(Near Infrared light) este
utilizatd lumind monocromaticd. Domeniile mentionate anterior sunt utilizate in evidentierea
fenomenului de imprastiere inelastica a radiatiilor sau a luminii. Cresterea (anti-Stokes) sau
scdderea (Stokes) energiei fotonilor de pe nivelul energetic virtual este evidentiat de efectul
Raman. Energia creste si scade datorita luminii care interfereaza cu modul vibrational al legaturilor
chimice afisate in proba in Figura I1.2. Shiftul denumit si schimbul de energie prezinta existenta
modurilor discrete din moleculele polarizabile. Astfel se poate obtine o masuratoare a compozitiei

biochimica calitativa.

12
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Figura I1.2. Nivele de energie din spectroscopia Raman. [10]

In analiza biomaterialelor se utilizeaza o tehnicd exceptionald denumitd spectroscopia Raman,
aceasta prezintd o specificitate molara ridicata. Efectul de imprastiere Raman (inelastic) detine

probabilitatea de producere redusa, chiar daca este potrivita pentru analizarea materialelor.

[1.1.1. Efectul Raman si energiile de tranzitie

Impristierea Raman sau atomii, reprezinta procese fizice in care lumina este inclusa si poate sa fie
caracterizata pe baza fizicii cuantice In descrierea nivelelor energetice moleculare (electronice si
vibrationale). Pe proba biologica sunt focalizati fotoni printr-un obiectiv de microscop care
interactioneaza cu moleculele din proba si electronii sunt excitati pe nivelurile de energie virtuala.
Pe aceste nivele initiale de energie revin apoi moleculele din proba prin dezexcitarea radioactiva.
Imprastierea Rayleigh, respectiv imprastierea elastici este provocati de excitarea emisiei de
fotoni. Exista dezexcitari care sufera o schimbare a nivelului de energie final (shift) intorcandu-se

la un nivel de energie ridicat (Stokes) sau la un nivel de energie scazut (anti-Stokes). [4]

Ciocnirea elastica si inelastica a fotonilor incidenti si a moleculelor de pe proba este aratata printr-
o manierd simplificatd de termeni denumita difuzia Raman. Fotonii incidenti de energie hvo
implicati in ciocnirea elastica reies din difuzia fotonilor cu energie egala (hvo) in toate sensurile.

Fotonii imprastiati nu confera date asupra moleculelor din probd, aceastd modalitate este una

13
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favorizata. De asemenea se obtin informatii despre ciocnirile inelastice, unde in urma ciocnirii cu
moleculele de pe proba fotonii incidenti (hvo) au doud variante: primesc sau cedeaza energie.

Astfel ca fotonul difuzat are in final energia urmatoare:
hvs = hvy + hvy
unde hvp reprezinta energia primita sau cedata a fotonului.
Energia cineticd nu se modifica, aceasta fiind:
Ey+ hvy = hvy + E;

unde Eo reprezinta energia de vibratie a moleculei inaintea ciocnirii si respectiv E1 este energia

vibrationala dupad ciocnire.
Imprastierea Raman este scrisa:

E, —E,
vo = vy = (=)
Difuzia Raman este detectata doar in cazul in care Eo = E1, adica ciocnirea este elastica. Difuzia

Stokes si difuzia anti-Stokes este constatata doar daca v < Vo Sau Vs > Vo.

Aceasta reguld de selectie AV = —1; 0; 1 este utilizata in spectroscopia Raman in concordanta cu
difuziile Stokes, anti-Stokes si respectiv Rayleight. In momentul in care schimburile din frecventa

sunt masurate , frecventa de radiatie incidentd vo nu mai este criticata.

Linia cu cea mai mare intensitate dintre liniile Stokes, anti-Stokes si Rayleight este ultima
mentionata. Pentru a aparea difuzia anti-Stokes molecula este necesar sa detind o stare vibrationala
excitatd, iar pentru aparitia difuziei Stokes molecula se afld in stare vibrationald fundamentala.

Distributia Boltzmann este reprezentata de formula urmatoare:

Ny

AE
= e_(ﬁ)
No

unde N1 este populatia pentru prima stare de excitatie, respectiv No este starea fundamentala si
constanta Boltzmann este reprezentatd prin k. Cand temperatura se afla la nivelul camerei linia
Stokes este mult amplificata in comparatie cu linia anti-Stokes, din cauza ca exista putine molecule
in stare de excitare, iar marea majoritate a acestora sunt repartizate pe cel mai mic nivel
vibrational.[12] [13] [14] [15] [16]

I1.1.2. Reguli de selectie si principii pentru spectroscopia Raman

14
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Polarizabilitatea moleculei este schimbata in functie de miscarea vibrationald atunci cand aceasta
este activa Raman. Rezultatul constatat in urma aplicarii unui cdmp electromagnetic extern cu
frecventa ridicata este reprezentat de polarizabilitatea electronica masuratd a gradului de
deformare a norului de electricitate molara. Vibratia de atomi din molecula si campul exterior
aplicat sunt elemente care influenteaza distributia de sarcina a electronilor periferici. Efectul
Raman se bazeaza pe variatia de polarizabilitate electronica, acesta creeazd momentul de dipol
care transmite radiatii electromagnetice pe mai multe nivele de frecventa. Frecventele se afla in
contact direct cu frecventele propagarilor de lumind excitatoare si cu frecventele vibrationale

moleculare. Efectul Raman este in concordanta cu frecventa de vibratie moleculara.

Spectrul Raman se excita cu radiatia monocromatica de frecventa vo si in lumina propagata este
constatatd o radiatie cu frecventd egald cu radiatia excitatoare numita difuzia Rayleight. Cand
frecventa este mai mica decat vo este observata difuzia Raman Stokes, iar cand frecventa este mai
mare decat Vo este remarcatd difuzia Raman din domeniul anti-Stokes. Din cauza faptului ca
moleculele se situeaza in general pe cel mai scazut nivel vibrational intensitatea anti-Stokes este
considerabil mai mica decat intensitatea domeniului Stokes. Din aceastda cauza spectrul Raman

este Tnregistrat in domeniul Stokes.
Daca radiatia monocromaticd cade pe o molecula si are frecventa vo:
E = E, cos(2mv, t),
aceasta formeaza in moleculd momentul de dipol de forma:
U = aE = aE, cos(2nv, t),
unde o reprezinta polarizabilitatea moleculei.

Polarizabilitatea se modifica in timpul de vibratiei a moleculei si poate fi scrisa in serie Taylor:
8
a:ao-l' (—a) Qk+“'|
6Qy 0
K

unde a, reprezinta polarizabilitatea pozitiei de echilibru.
Avand in vedere faptul ca:
E = Ejcos(2myy t)

Qi = Qf cos(2mv, 1)

unde vk reprezinta frecventa de vibratie k, atunci polarizabilitatea este:

15
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1)
a=a, + z (5_Qak>0 QY cos(2mv, t)

k

Momentul de dipol este:

E da
U = Ey agcos(2rmvy t) + <w> EyQ2 [cos 2m(vy + Vi) t) + cos 2m(vy — 1) t]
k7o

k

Din ecuatia precedenta primul termen reprezinta difuzia Rayleight, cel de-al doilea termen prezinta

difuzia Raman anti-Stokes, iar ultimul termen descrie difuzia Raman Stokes.

Intensitatea luminii imprastiate se afla in raport direct cu produsul dintre frecventa de radiatie

excitatoare ridicata la puterea a patra si momentul de dipol la puterea a doua:

2 4
I~Mlnd v

Pentru banda Stokes si anti-Stokes particularizata avem:

oa
Istokes = (E) QZEg(UO - 17)4
0

oa
Lanti-stokes = (E) QzEg (vo + 17)4
0

Pentru a calcula raportul intensitatilor celor doud benzi a functiei de distributie Boltzmann trebuie

luatd in vedere si popularea nivelelor vibrationale:

Ianti—Stokes — (UO + vk)4exp <_1 439 E)
Istokes Vo — Vg , T

Intensitatea de difuzie Raman se reprezinta experimental prin ecuatia:

I = kCIO (U0)4
Unde C reprezinta concentratia speciei responsabild in difuzie, k este constanta instrumentului, iar
Vo descrie frecventa de radiatie incidenta.

Unda electromagnetica care induce momentul de dipol in molecula este lumina , aceasta fiind una
dintre concluziile finale din abordarea subiectului prezentat, efectul Raman. Vibratia moleculara
moduleaza formarea momentului de dipol de catre un cdmp electric incipient. Polarizabilitatea o
reprezinta functia coordonatei vibrationale q. Dipolul indus fluctueaza atat la frecventa campului

incipient, cat si a benzilor laterale si la diferenta frecventei dintre vibratia moleculara si a luminii

16
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incidente. Astfel este reprezentat prin aparitia de benzi laterale Stokes si anti-Stokes din lumina

propagata.

Avantajele remarcate prin utilizarea de laseri ca sursa de excitare in comparatie cu metodele
consacrate in obtinerea de spectre Raman au evidentiat avansarea noii tehnicii experimentale si a

fenomenelor de tip Raman.

Pentru a finaliza un experiment de tip imprastiere Raman este necesar ca lumina, respectiv laserul
sa fie concentrat pe mostra care urmeaza sa fie analizata cu ajutorul unei lentile. Lumina care se
imprastie este colectatd cu ajutorul unei alte lentile si transmisa apoi in monocromator. La sfarsit
intensitatea se masoara cu un fotomultiplicator. De obicei lumina care se Tmprastie este detectata
pe directie diferita ( 90°), din cauza ca lumina trebuie sa se reflecte pe proba, cu exceptia cazului
cand n timpul experimentului este utilizat sub un microscop. [12] [13] [14] [15] [16]

Wavelength (nm)

575 560 545 530 515 500
IStnkes-Haman. Laser
scattering

Anti-Stokes-Raman-
scattering

Raman intensity (arbitrary units) ——

J J_LJL/LJL

BOO 600 400 200 =2CII'J =E1‘..'IU

Wavernimbar / om-?

Figura 11.3. Reprezentarea schematica a efectului Raman. [17]

In figura este reprezentati pe coordonata X 0 scala energetica unde la valoarea 0 este indicata
energia fotonilor incidenti, astfel ca energia reprezentativa procesului Raman stokes este pozitiva,
n timp ce energia corespunzatoare procesului Raman anti-stokes este negativa. Se poate observa

ca difuzia stokes este cu mult mai intensa comparativ cu difuzia anti-stokes.

In figura sunt observate citeva vibratii, insi in realitate sunt prezente mult mai multe moduri
vibrationale ale moleculelor organice . Spre exemplu, in cazul sticlei(material dezordonat) se
observa benzi largi. [12] [13] [14] [15] [16]
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I1.1.3. Aplicatiile spectroscopiei Raman

Energia vibratiilor reprezinta o trasatura specifica atat pentru structura de cristal a solidelor, cat si
pentru materiale. In cazul solidelor, dacad este utilizatd presiunea, pozitia liniilor Raman este

transformata, facind in anumite cazuri ca presiunea sa poate fi determinata.

Mijlocul intens folosit in investigarea proprietatilor electronice ale moleculelor este reprezentat de
cercetarea fenomenului rezonant identificat In momentul in care energia fotonilor incidenti este

aceeasi cu energia de tranzitii electronice. [12] [13] [14] [15] [16]

11.2. Spectroscopia Raman Amplificata de Suprafata (SERS)

Corelatia stransa a semnalului, concentratiei si usurinta de achizitionare transforma spectroscopia
Raman intr-o tehnica foarte utila in aplicatiile analitice. Cu toate acestea, aceasta metoda prezinta
un dezavantaj major. Sensibilitatea sa foarte slaba ingreuneaza achizitionarea de spectre ale
probelor biologice, in special in momentul Tn care concentratia substantei de analizat este cu mult

mai scazuta decat limita detectiei spectroscopiei Raman.

Tn acest caz, chiar daci este o problema majora, existi o rezolvare pentru aceasti problema, aceasta
fiind spectroscopia Raman amplificatd de suprafatda (SERS). Proba de concentratic micromolara
sau nanomolara poate fi inregistrata utilizand spectroscopia Raman amplificata de suprafati. Tn
momentul Tn care molecula produce un semnal Raman, atunci interactiunea cu rezonantele
plasmonice situate pe substratul metalic amplifica semnalul, producand SERS. Pentru ca atasarea
moleculelor sa fie posibild are nevoie de manipuldri chimice si uneori este destul de greu de
manipulat. Pentru a achizitiona semnalele detectabile este mult mai usor cu ajutorul imprastierii
Raman, insda gasirea semnalelor slabe poate fi ingreunata. Pentru observarea semnalului, este
important ca optimizarea corecta a diversilor parametri sa fie redusa, n scopul de a maximiza
suprafata, amplificarea, numarul de molecule absorbite si mecanismele optice utilizate. Orice
molecula este observabila in SERS, insa unele molecule au nevoie de mai mult efort Thainte ca
semnalul sa fie observat. [12] [13] [14] [15] [16]
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Figura I1.4. Reprezentarea schematica a spectrului SERS si a spectrului Raman. [18]

In Figura 11.4. se poate observa diferenta dintre un spectru Raman si un spectru SERS. Unitatea de
misura de pe axa orizontald este cm™, aceasta avand valori egale pentru ambele spectre. Pentru a
trece de la spectrul Raman la specrul SERS este nevoie de amplificarea semnalului Raman. Spre
deosebire de spectrul Raman, n spectrul SERS peek-urile sunt mult mai intense si zgomotul este

mult mai slab.

Fleishcman a fost prima persoand care a observat spectroscopia Raman amplificata de suprafata
nanul 1970, urmand ca mai tarziu, sa fie explicata de Jeanmarie si Van Duyne. Albert si Creighton
au explicat-o si ei mai tarziu in anul 1977. Primele observatii despre spectroscopia Raman
amplificatd de suprafata sunt incompatibile cu descoperirea pe care acesta a facut-0. Fleischman a
utilizat metoda adsorbtiei piridinei pe suprafata unui electrod tratat electrochimic. Motivul de
crestere a semnalului a fost atribuit cresterii de suprafata a substratului tratat. Tn anul 1978, Van
Duyne si Creighton au sesizat ca imbunatatirea Raman este comparabil mai mare decat numarul
moleculelor situate pe suprafata electronilor de argint. Acestia au sugerat ca aceasta crestere este

din cauza excitarii de plasmoni de suprafata.

Spectroscopia Raman amplificatd de suprafata este o metoda spectroscopica, cu ajutorul careia
sunt obtinute informatii despre procesul de interferenta si suprafatd. In domeniul biomedicinei si

a biofizicii, SERS a descoperit noi posibilitati spectroscopice. [12] [13] [14] [15] [16]

19



Hada Giulia Roberta Optimizarea detectiei SERS a moleculei uracil
11.2.1. Efectul SERS

Efectul SERS numit si efectul Raman amplificat de suprafatd reprezinta o metoda care imbina
spectroscopie de laser contemporana cu excitarea de proprietéti optice a nanostructurilor de metal.
Se obtine semnalul Raman amplificat cu ajutorul moleculelor atasate structurii de dimensiune
nanometricd a metalelor aur si argint. Astfel ca, semnalul Raman achizitionat ofera informatii
despre structura moleculard a moleculelor adsorbite la suprafata metalica. Aceste informatii sunt
obtinute in mod normal in spectroscopia Raman, insa semnalul este foarte amplificat si permite

detectia semnalelor slab amplificate rezultate de la numarul scazut de molecule.

Efectul SERS este explicat prin doua efecte: amplificarea datoratd campului electromagnetic si
amplificarea chimica. Asupra amplificarii SERS exista 0 diferenta de impact a celor doua efecte.
Efectul electromagnetic conduce la amplificarea mult mai mare in comparatie cu efectul chimic.
[12] [13] [14] [15] [16]
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Figura I11.5. Reprezentarea schematica a diferentei dintre efectul electromagnetic (A,C) si
efectul chimic (B,D). [19]
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11.2.2. Amplificarea cAmpului electromagnetic

Factorul de amplificare al campului electromagnetic, este initiat din cAmpul optic local amplificat
in locul moleculelor situate in vecinatatea suprafetei metalice, din cauza excitarii de rezonanta
electromagnetica. Aceasta apare pe baza excitdrii colective de electroni de conductie pe stratul
metalic mic, numit rezonanta plasmonului de suprafatd. Cel mai usor de abordat model in discutia
despre conceptul de amplificare a cAmpului electromagnetic datorat rezonantei de plasmon este

prin tehnica particulei metalice sub forma de sfera.

Sfera metalica izolata sustine oscilatia de plasmoni de suprafata, oscilatie colectiva a electronilor
liberi situati in metalele ionice. Plasmonii dipolari sunt identificati in particulele mai mici
comparativ cu lungimea de unda utilizata. Cu cét electronii din particulele de metal sunt mai liberi,
cu atat plasmonii dipolari sunt mai rezonanti. Prin utilizarea unui laser de excitatie care rezoneaza

cu particulele mici, este emisa o radiatie.
Momentul dipol regasit in molecula de campul incident si imagine este:
p=a(E+Em)

E, Eim reprezintd campurile incident, respectiv imagine. Componenta z a polarizabilitatii moleculei

este a, iar Eimrezulta din formula:

[(e—¢&) / (e+&)u]

413

Eim =
Distanta dintre suprafata si dipol este notati cu r. Inlocuind relatia devine:

p=all-(a/4r*)(c—&)/(e+&)]'E
Relatia aratd precum expresia conventionala de moment de dipol indus cu influenta cadmpului
electric E, doar ca 1n locul polarizabilitdtii a are polarizabilitate efectiva:

a
Aeff = 1-(ajard)(e—eo)/(c+e0)

[12] [13] [14] [15] [16]

11.2.3. Amplificarea chimica

Prin-strat este numele mecanismelor, din cauza ca ele prevad contactul direct al moleculei cu
metalul. Acest mecanism este atribuit intre interactiunea specifica a moleculei cu metalul si
formarea de complex adsorbat-suprafata, a carui efect creste sectiunea efectiva Raman a

moleculelor adsorbite, comparativ cu sectiunea efectivd a moleculelor libere din experimentul
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Raman comun. El exista datorita deplasarii si largirii de nivele electronice ale moleculei adsorbite

comparativ cu molecula libera.

Efectul Raman amplificat de suprafata de prim-strat numit si transferul de sarcina diatomica este

descris prin urmatoarele etape:

1. Anihilarea de foton si excitarea de electron in starea numita stare electronica ,,calda”
2. Transferul de electron ,,cald” in orbitalul LUMO al moleculei

3. Transferul de electron ,,cald” din orbitalul LUMO in metalul initial

4

Reintoarcerea la starea initiald si generald a fotonului Stokes

Au fost descoperite studii la baza acestui mecanism, in ajutorul de explicare a factorului de
amplificare marit SERS, in spectroscopia Raman amplificat de suprafatd pe o singura molecula.

Pe scara atomica a rugozitatii metalului, mecanismul de schimb dinamic Incarcat cu sarcind este

conditia anticipata in amplificarea chimica SERS. [12] [13] [14] [15] [16]
11.3. Spectroscopia de absorbtie in infrarosu (IR)

Informatiile despre modurile de vibratie si cele vibrational-rotationale ale moleculelor sunt
descrise prin spectroscopia de absorbtie in infrarosu si spectroscopia Raman. Cand proba se
regaseste in stare gazoasa, adica molecula este rotita liber, sunt observate benzile rotationale. Cand
mostra este in stare lichida sau solida, este observata doar frecventa de vibratie a probei. Cele doud
moduri sunt Tn subordinea conditiilor de simetrie. Vibratia este activatd in spectroscopia de
absorbtie in infrarosu, dacd momentul de dipol variaza in timpul vibratiei. Vibratia activd Raman
este vibratia care schimba polarizabilitatea moleculara. Astfel cd, activitatea modului de vibratie
depinde de simetria moleculei si de simetria acesteia. Regula excuziunii mutuale reprezinta o
regula simpla de simetrie in care vibratia activda Raman, nu este activa IR si viceversa, in cazul

moleculei cu centru de simetrie.

Oscilatorul armonic reprezinta cel mai simplu tip de moleculd diatomica de vibratie, pentru care

distanta internucleara este schimbata cu energia potentiald. Energia de vibratie cuantificatd este:
1
E, = hv (U+E>, v=20,12..

unde v reprezintd numarul cuantic vibrational, h este constanta lui Planck si v defineste frecventa
de vibratie. Frecventa vibrationald reprezintd functia de putere a legaturii unui oscilator armonic

si masa redusa p.:
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1 |k
v_27ru

Tn modelul oscilatorului armonic nivelul de energie de vibratie se afld la distantd egald. Spatiul
dintre nivelele energetice adiacente E este:

k
AE =hv=h |-
U

Din numarul de atomi N ai moleculei si din forma moleculard se poate determina numarul de
moduri de vibratie existente ale moleculei. Coordonatele carteziene ale fiecarui atom
caracterizeaza geometria moleculard. Molecula contine 3N grade de libertate, dintre care trei din
acestea sunt utilizate pentru a specifica miscarea de translatie a moleculei, iar celelalte doud sau
trei grade (molecule liniare, respectiv neliniare) sunt esentiale in specificarea miscarii de rotatie.
Numarul de moduri de vibratie este in conformitate cu gradele de libertate ramase, adica: 3N-5 n

favoarea moleculei liniare s1 3N-6 la molecula neliniara.

Una dintre cea mai eficientd metoda de recunoastere a existentei de grupari functionale de
polarizare din aranjarea moleculelor compusilor organici se numeste spectroscopia in domeniul

infrarosu.

Radiatia infrarosie (IR) descrie partea spectrului electromagnetic situata intre zona vizibila si cea
a microundelor. Aceasta este caracterizatd prin lungimea de undid de ordinul 10° m. In
achizitionarea de spectre IR aplicate in determinarea de structura a compusilor organici este utilizat
numai domeniul infrarosu. Acesta cuprinde lungimi de unda regésite in domeniul 2,5- 25 pm. De
multe ori descrierea este gasita prin folosirea numerelor de unda situate in domeniul 400- 4000

cm?,

Cele doua tipuri de vibratii de grupuri din moleculd identificate in spectroscopia In domeniul
infrarosu sunt: alungirea si deformarea. Vibratia de alungire, notata cu v, este o miscare ritmica pe
directia axei de legaturd covalenta. Astfel apare variatia distantei interatomice, aceasta fiind
denumita si vibratia de valenta. Cea de a doua vibratie, numita si vibratia de deformare sta la baza
principiului de modificare de unghi a doua legaturi de covalentd, avand in comun un singur atom.
In planul infatisat de un grup de atomi, sau in afara acestuia, apar vibratii localizate din cauza unei
miscari a unui grup de atomi alaturi de restul moleculelor. Astfel sunt prezente posibilele vibratiile
de deformare in plan precum: vibratia de forfecare, notata cu 9, si vibratia de rotire, notata cu p.
Totodata este posibila prezenta unei vibratii de deformare si in afara planului evidentiatd prin:

vibratia de balans, notata cu o si vibratia de torsiune, notata cu 1. [12] [13] [14] [15] [16]
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I1.3.1. Reguli de selectie si principii pentru spectroscopia in domeniul infrarosu

Momentul de dipol al moleculei diatomice asimileaza radiatia infrarosie, doar n cazul in care este
modificata dupa o schimbare de distanta intranucleara. Diferenta de populatie a doua stari cuantice

AN si patratul unui moment de dipol de tranzitie M:
probabilitatea de tranzitie ~ AN |M|?

unde, pentru molecula regasita in stare electronica data, momentul de dipol de tranzitie a unei

tranzitii de vibratie corespunde formulei:
M = f‘p*” u(e)‘p*'dT
v 0 v

Starea de vibratie initiala si respectiv finald este reprezentata de functia de unda W - si W_..

e . . . . . . -
ug) descrie permanenta momentului de dipol electric din starea electronicad. Permanenta

momentului de dipol electric a unei miscari de vibratie a unei molecule diatomice Se poate extinde

in seria Taylor dupa ce se separa echilibrul intranuclear re:

ou 1 9%u

(e) _ 2

oo = He + (5r 0+ 5 (53 2)ra” + -
g = - re reprezintd distanta dintre nuclee la un moment dat;

Me reprezintd momentul de dipol in momentul in care legatura este 1n pozitia de echilibru;
Inlocuind forma sporita a momentului de dipol electric in ecuatia momentului de dipol a tranzitiei
de vibratie se poate obtine o probabilitate de aparitie a unei tranzitii de vibratie in molecula
diatomica:

4@ . au . 1 9% . 2
Wouy Wydr= p, | W) ‘Pv'dr+(§)re b q‘Pv'drE (W)re W-q° ¥, dr + -

Avand in vedere faptul ca functiile de unda vibrationale W - si W . sunt ortogonale, semnifica

faptul ca primul termen al ecuatiei este nul. Dacd momentul de dipol este in subordine cu distanta

dintre nuclee r( %) # 0, atunci cel de al doilea termen este diferit de zero.

In momentul in care existi o modificare de moment de dipol in timpul unei miscari vibrationale
va aparea adsorbtia de vibratie in spectru a moleculelor biatomice. Pentru moleculele diatomice
homonucleare, momentul de dipol este egal cu zero in cazul tuturor lungimilor de lanturi si nu
detin spectru de adsorbtie vibrational. In teoria de mecanica cuantici este specificat faptul ca

adsorbtia de lumina rosie apare doar in cazul in care modul de vibratie necesita o schimbare de
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moment de dipol. Tot aici este prezentat faptul ca nivelul de energie vibrationala din molecula este
cuantificat. Totodata, teoria mentioneaza ca tranzitiile au loc numai intre nivelele adiacente de
energie, din cauza ca integrala din al doilea termen pentru polinomul Hermite care defineste pentru

oscilatorul armonic functia de unda, nu este egala cu zero in cazul AV = +1.

Radiatia infrarosie descrisd de numerele de undd mai mici de 100 cm™ este posibil sa fie absorbita
de molecula compusilor organici si transformata in energie moleculara rotationala. Absorbtia este
cuantificata, acest fapt determinand achizitia de spectru de rotatie al moleculei structurat din linii
discrete. Molecula compusilor organici poate sa absoarba radiatia infrarosie din domeniul 10.000-
100 cm™, in urma ciruia apar modificari de stiri de vibratie moleculard. Absorbtia mentionata
anterior este cuantificata. Spectrele de vibratie achizitionate cu ajutorul spectroscopiei IR sunt
alcatuite din benzi care absorb, pentru ca orice modificare de energie vibrationala este insotita de

modificdri de energie rotationala.

Spectrul infrarosu este alcatuit din benzi de absorbtie datorita vibratiilor care participa simultan cu
atomii din structura de molecule ale compusului organic examinat (vibratia normald). Pozitia
benzii de absorbtie formata folosind excitarea de vibratie a unei grupe functionale este convenabil
specificatd in spectru. Aceasta variazd in limitele restranse alaturi de gruparea functionald din
cadrul moleculei. Aproximativ la o valoare egald a unui numar de unda din spectrul infrarosu al
moleculei se intdlneste o bandd de absorbtie specifica cu aceeasi grupare functionala (vibratia

specifica de grup).

Factorii de care este dependentd pozitia benzii de absorbtie al spectrului infrarosu sunt: geometria
moleculei, constanta de fortda a legaturii contributive in excitarea de vibratie si masa relativa a
atomului. Energia vibrationala a legaturii de covalenta are doar valori cuantificate in concordanta

cu frecventa de oscilatie a sistemului alcatuit din doua mase conectate printr-un arc. [12] [13] [14]
[15] [16]

11.3.2. Aplicatiile spectroscopiei de absorbtie in infrarosu

1. Analize calitative

Spectrul infrarosu complex si unic al fiecdrui compus in parte este alcatuit din combinatia
vibratiilor si rotatiilor fundamentale a distinctelor grupari functionale si interactiunea subtila cu

alti atomi sau alte molecule. [12] [13] [14] [15] [16]

2. Determinarea structurali
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Absorbtia infrarosie a grupdrilor fundamentale variaza pe o gama complexa datorita
interactiunilor dintre atomii moleculei. Indiferent de relatia pe care o au cu celelalte molecule s-a
sesizat cd multe grupari ofera absorbtie infrarosie specifica la frecventa caracteristica in intervalele
inguste. Tabelele cu pozitiile si intensitétile benzilor de absorbtie sunt utilizate pentru determinarea
gruparilor functionale din molecula. Toate graficele folositoare de referinta se afla intr-o baza de

date. [12] [13] [14] [15] [16]
3. Determinarea identificarii de componente

O metoda semnificativa de identificare a compusilor organici este de a identifica un spectru
comparabil potrivit cu spectrul necunoscut, din cauza ca spectrul oricarei molecule este unic.
Pentru starile gazoase si lichide sunt disponibile o variata gama de spectre de referinta. Cu ajutorul
programelor computerizate de identificare se poate realiza un proces de usurare in potrivirea
spectrelor. In cele mai multe cazuri nu se giseste o potrivire perfecti de spectru, in schimb
programul ofera componente de referintd care sunt compatibile cu spectrul materialului
necunoscut. Cand datele sunt comparate cu datele obtinute din alte Incercari de analize, precum
spectroscopia de masd sau rezonanta magneticd nuclearda, se poate realizd identificarea cu o

precizie mare.

Scopul de creare al spectroscopiei infrarosii a fost de oferi analize semicantitative si calitative a
probelor, in special pentru momentul cand datele sunt achizitionate cu ajutorul instrumentelor
conventionale de dispersie. Dezvoltarea de instrumente si de prelucrare de date computerizata au

adus un plus de valoare in determinarile cantitative. [12] [13] [14] [15] [16]

I1.3.3. Spectrometrul de absorbtie in infrarosu

Spectrele infrarosii pot fi achizitionate cu ajutorul a doua tipuri distincte de spectrometre IR: aparat
clasic cu fascicul dublat de raza electromagnetica si nul optic sau dispozitiv contemporan cu

iradiatie in plusuri. Ambele aparate au la baza acelasi principiu de functionare. [12] [13] [14] [15]

[16]
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Figura I11.6. Principiul de baza a spectrometrului infrarosu. [20]

Spectrometrul clasic este un dispozitiv unde radiatia electromagnetica produsd de sursd este
imprastiatd in doud fascicule: unul este de referinta, iar cel de-al doilea fascicul trece prin proba.
Rolul spectrometrului cu fascicul dublu este de masurare a diferentei de intensitate a celor doua
fascicule pentru toate lungimile de unda separat. Chopper-ul numit si ,,separatorul” reflecta cele
doua fascicule si este format dintr-o oglinda rotativa. Dupa atingerea a celei de a 10-a a rotire pe
secunda a chopperului se observa ca fascicolul care traverseaza proba si fascicolul de referinta se
reflectd alternativ pe reteaua de difractie. Frecventa individuald este transmisa la detector, care
transforma energia infrarosie in energie incarcatd cu electroni. Rolul amplificatorului este de a
intensifica curentul alternativ. Pe amplificator se detecteaza semnal, acesta este conectat cu un

servomotor de dimensiuni destul de mici.

Exista aparate care contin prisme optice. Ele functioneaza pe acelasi principiu, doar ca aici reteaua

de difractie este inlocuita cu prisma si oglinda rotativa separa frecventa individual.

Spectometrul infrarosu cu transformatd Fourier inlocuieste aparatul clasic doar dupa dezvoltarea
de tehnici de informatica contemporane apt in achizitionarea si prelucrarea de cantitati mari de
date. Transformata Fourier este metoda utilizata prin care functia descrisd in domeniul timpului

este modificata in functia din domeniul de frecvente.

Tn dispozitivul FTIR raza emisa de sursi trece prima dati prin interferometru, apoi stribate
alternativ proba, ca n final sa fie obtinute interferograme care se transforma in spectre infrarosii

datoritd transformatei Fourier. Spre deosebire de aparatele clasice, acest dispozitiv utilizeaza un
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singur fascicul de lumina, adicd este monofascicol, spectrul de referintd fiind scazut. Cateva
avantaje ale acestei tehnici sunt timpul de inregistrare al spectrului mult mai scurt si precizia de

citire a datelor specifice maximelor benzii de absorbtie mult mai mare. [12] [13] [14] [15] [16]
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CAPITOLUL I1l. METODE EXPERIMENTALE

I11.1. Sinteza nanoparticulelor de Ag coloidal (hya-AgNPs)

Pentru sintetizarea nanoparticulelor de argint coloidal s-a utilizat metoda reducerii argintului cu
hidroxilamina hidroclorida. Pentru aceasta s-au preparate doua solutii depozitate in recipiente
separate. Prima solutie este formata din 0.020 g de sare de AgNO3 solvat in 90 pL H20 ultrapura,
iar a doua solutie este formata din 0.020 g de hidroxilamina hidrocloridd solvata in 10 uL H20
ultrapura. S-a adaugat in compozitia finala 1200 pL hidroxid de sodiu. Solutia finald este preparata
prin amestecarea celor doua solutii, fiind depozitata intr-un recipient de plastic pe care s-a notat
data in care a fost obtinutd solutia. La scurt timp se observa culoarea solutiei coloidale verde-

maronie.

Figura I11.1. Solutie coloidala de nanoparticule de argint reduse cu hidroxilamina (hya-AgNPs).
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I11.2. Sinteza nanoparticulelor de Ag acoperite cu citrat (cit-AgNPs)

Pentru sintetizarea nanoparticulelor de argint acoperite cu citrat s-a utilizat metoda . Pentru aceasta
s-a preparate o solutie din 0,017 g AgNOs dizolvata in 98 pL H20 ultrapura. Coloidul este adus la
punctul de fierbere prin punerea lui pe o plitd electrica si addugarea unui agitator magnetic,
nanoparticulele de argint forméndu-se imediat. Dupa atingerea punctului de fierbere se adauga 2
mL de 1% solutie de citrat de sodiu. Solutia este lasata la fiert timp de 30 de minute. Dupa sinteza

coloidala se observa un pH 6. [22]

Figura I11.2. Nanoparticule de argint reduse si acoperite cu citrat (cit-AgNPs).
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Figura I11.3. Substantele utilizate in timpul cercetarii din laborator depozitate in recipiente

(vialuri) de plastic.

Figura 111.4. Cutia de depozitare a recipientelor cu solutiile preparate pe parcursul lucrarii.
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II1.3. Aparate si materiale

Aparatul Raman Portabil BWtek este aparatul Raman utilizat in achizitionarea masuratorilor
uracilului. La acesta este legat un microscop video cu obiectivul 20 X si apertura numericd N.A.

0.4.

Figura I11.5. Spectometrul Raman Portabil BWtek legat cu microscopul video.

Spectometrul utilizeaza un laser Nd:YAG cu frecventa dublata de 523 nm. Acesta este focalizat
pe proba si actioneaza pe o lamela acoperita cu folie de aluminiu (Figura 111.6.) cu o putere de
aproximativ 20 mW. Domeniul spectral misurat este de la 50 cm™ pani la 3300 cm™, avand
rezolutia spectrald de 8 cm™. Spectrele sunt inregistrate prin 3 achizitii de 5 secunde la puterea 100
mw.
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Figura 111.7. Céantarul folosit pentru preparari cantitative.
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CAPITOLUL IV.REZULTATE SI DISCUTII

Rezultatele experimentale din acest capitol au vizat optimizarea metodologiei pentru obtinerea

spectrelor SERS a moleculei uracil.

Pentru inregistrarea masuratorilor SERS citratul si coloidul au fost activate de substanta principala
uracil, urmand sa fie adaugati ionii Ca?*, Pb*" si Zn?* la diferite concentratii finale. Cationii sunt

adaugati sub forma de praf de sare de nitrat sau sulfat: CaNO3z, MgSQO4 si ZnSOs.

Situsurile SERS sunt activate pe nanoparticulele de argint cu ajutorul adionilor. Spectrul uracilului
a fost observat la o concentratie finali de 50 pL dupi activarea cu Ca?*, Pb*" si Zn®" a
nanoparticulelor de argint. Chemisorbtia este amplificatda de anionii cu afinitate crescuta in

comparatie cu aria suprafetei de argint.

Figura IV.1. prezintd primele incercari in vederea obtinerii spectrelor SERS ale uracilului n

prezenta de ioni de Ca?".
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Figura I1V.1. Spectre SERS ale uracilului la concentratia 8 x 10° M
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a) Spectrul SERS al uracilului obtinut in urma amestecarii cu nanoparticule de argint hya-

AgNPs.

b) Spectrul SERS al uracilului obtinut in urma amestecarii cu nanoparticule de argint hya-

AgNPs suplimentat cu Ca?* (5x102 M).

Primele incerciri au vizat obtinerea spectrelor SERS ale uracilului la concentratia 10 M. Tn acest
sens s-a addugat uracilul la o solutie coloidala de argint obtinuta prin reducere cu hidroxilamina

hidroclorida. Spectrul rezultat nu prezinta benzi ale uracilului, de unde am concluzionat ca acesta

Optimizarea detectiei SERS a moleculei uracil

nu adsoarbe sau adsoarbe dar in masura prea mica la suprafata nanoparticulelor studiate.

Pentru a facilita adsorbtia uracilului la suprafata nanoparticulelor s-au adiugat ioni de Ca®" de
concentratie 5x102 M. Spectrul SERS obtinut prezinti o singuri bandi intensi la 238 cm™, banda

ce este atribuitd din literaturd vibratiei AgCl. Prin urmare, ionii de Ca®" faciliteazd absorbtia

clorurii la suprafata metalica, dar nu si a uracilului.

Figura IV.2. prezintad incercari in vederea obtinerii spectrelor SERS ale uracilului in prezenta

ionilor de Ca?*, Mg?*, Zn?* .
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Figura 1V.2. Spectre SERS ale uracilului la concentratia 8 x 10 M.
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a) Spectrul SERS al uracilului obtinut in urma amestecarii cu nanoparticule de argint hya-

AgNPs.

b) Spectrul SERS al uracilului obtinut in urma amestecarii cu nanoparticule de argint hya-

AgNPs suplimentat cu Ca?* (102 M).

c) Spectrul SERS al uracilului obtinut in urma amestecarii cu nanoparticule de argint hya-

AgNPs suplimentat cu Mg?* (102 M).

d) Spectrul SERS al uracilului obtinut in urma amestecarii cu nanoparticule de argint hya-

AgNPs suplimentat cu Zn?* (102 M).

Pentru achizitionarea spectrului SERS al uracilului am incercat cresterea concentratiei de uracil de
la 8x10° M la 8x10* M. Figura 1V.2. prezintid spectrul SERS al uracilului in prezenta
nanoparticulelor de argint reduse cu hidroxilamina hidroclorida. Acest rezultat demonstreaza
adsorbtia uracilului la suprafata nanoparticulelor de argint si in prezenta clorurii, dar la concentratii
mai mari de 8x10®* M. Prin urmare la concentratia 8x10° M adsoarbe un numir mai mic de

molecule de uracil pentru a observa semnal SERS.

In continuare, pentru a adsorbi un numar mai mare de uracil la suprafata metalica am incercat
suplimentarea solutiei cu ioni de Ca?*, Mg?*, Zn?'. Spectrele din Figura 1V.2. prezinti benzi
caracteristice uracilului si in prezenta acestor ioni, dar nu se observa o amplificare suplimentara a

spectrului SERS al uracilului.

Figura 1V.3. prezinta incercari in vederea obtinerii spectrelor SERS ale uracilului in prezenta

ionilor de Ca2*, Mg?*, Zn?*,
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Figura 1V.3. Spectre SERS ale uracilului la concentratia 8 x 10° M

Spectrul SERS al uracilului obtinut in urma amestecarii cu nanoparticule de argint cit-
AgNPs.

Spectrul SERS al uracilului obtinut in urma amestecarii cu nanoparticule de argint cit-
AgNPs. suplimentat cu Ca?* (102 M).

Spectrul SERS al uracilului obtinut in urma amestecarii cu nanoparticule de argint cit-
AgNPs suplimentat cu Mg?* (102 M).

Spectrul SERS al uracilului obtinut in urma amestecdrii cu nanoparticule de argint cit-

AgNPs suplimentat cu Zn?* (102 M).

Pentu obtinerea semnalului SERS al uracilului am folosit in continuare solutie coloidald de argint

care nu contine clor. Tn acest sens s-a incercat achizitionarea spectrului SERS al uracilului folosind

nanopaticule de argint reduse cu citrat. Figura IV.3. prezinta spectrele inregistrate ale uracilului la

concentratia 8 x 10 M, precum si in prezenta ionilor de Ca?*, Mg?*, Zn?* la concentratia 102 M.
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Nu au fost obtinute spectre SERS caracteristice uracilului. Spectrele nu prezintd semnal Raman cu

exceptia solutiei suplimentatdi cu Mg?" unde se observd benzi de slabi intensitate atribuite

uracilului.

Figura IV.4. prezinta spectrul SERS al uracilului in prezenta ionilor de Ca?*, Mg?*, Zn?" obtinut

prin adsorbtia la suprafata nanoparticulelor de argint acoperite cu citrat.
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Figura IV.4. Spectre SERS ale uracilului la concentratia 8 x 10-6 M

Spectrul SERS al uracilului obtinut in urma amestecarii cu nanoparticule de argint cit-

AgNPs.

Spectrul SERS al uracilului obtinut in urma amestecarii cu nanoparticule de argint cit-

AgNPs. suplimentat cu Ca?* (5x102 M).

Spectrul SERS al uracilului obtinut in urma amestecdrii cu nanoparticule de argint cit-

AgNPs suplimentat cu Mg?* (5x102 M).

Spectrul SERS al uracilului obtinut in urma amestecarii cu nanoparticule de argint cit-

AgNPs suplimentat cu Zn?* (5x102 M).
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Tn ultima incercare de a optimiza parametrii experimentali pentru obtinerea spectrului SERS al
uracilului la concentratie cat mai scazuta am folosit solutia coloidala de argint care sa nu includa
clor. In aceastd privintd s-a incercat achizitionarea spectrului SERS al uracilului utilizand
nanoparticule de argint reduse cu citrat. Figura 1V.4 confera spectrele SERS inregistrate ale

uracilului la concentratia 8 x 10 M.

Pentru a facilita adsorbtia uracilului la suprafata nanoparticulelor s-au adiugat ioni de Ca?*, Mg?*,
Zn?* la concentratie 102 M. Spectrul nu prezintd semnal Raman, cu exceptia solutiei suplimentati
cu Ca®*, unde se observi benzi de intensitate puternicd si solutia sporitdi cu Mg?*, unde se

evidentiazad benzi de slaba intensitate atribuite uracilului.
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CONCLUZII

La concentratii relativ mici, 8 x 10° M nu s-a putut obtine spectrul SERS al uracilului prin
adsorbtie directa, folosind ca substrat nanoparticulele de argint reduse cu hidroxilamina
hidroclorida. Adsorbtia uracilului este impiedicatd de prezenta ionilor clorurd ce prezintd o
afinitate mai mare pentru suprafata metalicd. Aceasta concluzie este suportata si de spectrul SERS
obtinut in prezenta ionilor de Ca?* cu concentratia 5 x 10 M, fiind vizibild doar banda AgCl la

238 cm™. lonii de Ca?* mediazi in acest caz doar adsorbtia ionilor de clor.

Cresterea concentratiei de uracil de la 8 x 10° M la 8 x 10* M permite obtinerea spectrelor SERS
ale uracilului. Se observa adsorbtia atat a moleculei uracil, cat si a clorurii la suprafata metalica.
Se remarci atit banda AgCl la 243 cm™, cat si benzi caracteristice uracilului. Ionii Ca?*, Mg?*,

Zn?* nu aduc un aport semnificativ la imbunititirea calititii spectrelor SERS.

La concentratia 8 x 10 M a uracilului si folosirea ca substrat a nanoparticulelor de argint cu citrat,
nu se obtin spectre SERS ale moleculei analit. Ionii de Ca?*, Mg®*, Zn*" nu aduc un aport

semnificativ prin medierea adsorbtiei, spectrele obtinute prezentand doar zgomot.

Studiul optimizarii detectiei SERS a moleculei uracil indica conditiile optime pentru obtinerea
spectrului SERS a moleculei uracil: concentratia 8 x 10® M, coloid de argint redus cu citrat si
suplimentat cu ioni de Ca®* de concentratie 5 x 10 M. Prezenta ionilor de calciu determini un
semnal SERS cu benzi intense. Prezenta ionilor de Mg?* la concentratia 5 x 102 M. permite de
asemenea obtinerea spectrelor SERS ale moleculei uracil, dar se evidentiaza benzi de slaba
intensitate. Tn schimb, ionii de Zn?* la concentratia 5 x 102 M nu contribuie la amplificarea

semnalului SERS a moleculei uracil.
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