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Act. 3.1 Achizitionarea dispozitivelor, chimicalelor si a altor obiecte de

laborator incluzand consumabile

Pe parcursul anului 2020 — etapa 3- au fost achizitionate chimicale, obiectele de

laborator precum si consumabilele necesare realizarii fazei a 3-a a contractului.

A fost achizitionat un spectrometru simultan de fluorescentd NIR si

absorbanta/transmitanta HORIBA tip Duelta, la UMF “Iuliu Hategan”.

Act. 3.2 Sinteza nanolipozomilor magnetoplasmonici

Act. 3.3 Caracterizarea celor doua clase de nanohibrizi magnetici core-shell

multifunctionali (nanoparticule magnetoplasmonice si lipozomi

magnetoplasmonici)

In aceasti sectiune a raportului vom prezenta in comun metodele folosite n prepararea
nanonolipozomilor magnetoplasmonici precum si modul 1in care aceste metode
conditioneazd proprietatile nanoparticulelor magnetoplasmonice si a lipozomilor
magnetoplasmonici.

Sinteza partculelor de magnetitda (IOMNP) s-a realizat prin descompunerea termica prin
intermediul polyolilor. Astfel s-au amestecat 0.27 g de FeCl3-6H,0 si cantitati variabile de
NaAc (0 - 4.8 g), amestecul fiind dizolvat in 40 ml PEG200. Solutia astfel obtinuta a fost
agitatd folosind un sistem magnetic, la T = 50 °C, timp de 30 min. Solutia a fost introdusa
intr-un vas din otel inoxidabil, degazata si apoi expusa la un flux de azot timp de 5 min.

Solutia aflata in vasul de reactie a fost incdlzita pana la T = 300 °C, folosind un gradient de

temperatura de 3 °C/ min si apoi mentinuta la aceastd temperaturd timp de o ord. Dupa

racirea, la temperatura mediului ambient si eliminarea partii lichide, precipitatul a fost spalat
in ethaol/ apa distilatd. Dupa 5 cicluri de separare ultrasonica/magnetica si eliminarea

excesului de material nereactat, probele au fost spalate. Aceasta operatie s-a facut cu ajutorul
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unui aparat cu ultrasunete, timp de 15 min in 30 ml ethanol/apa distilata, iar nanoparticulele

separate cu ajutorul unui magnet. In final probele au fost introduse intr-o solutie de acid

citric si apoi incalzite la 80 °C timp de 30 min pentru a grefa moleculele de acid citric pe

suprafata particulelor (IOMNP). Dupa separare, particulele au fost spalate cu apa dublu
distilata si redispersate in 5 ml de apa distilata. In final, pH = 7 a amestecului, a fost obtinut
prin adaugarea unei solutii de HNO:s.

Probele astfel obtinute au o foma sferica. Particulele de forma cubica au fost de asemenea
obtinute in prezenta hexacandiolului in amestecul de sinteza.

Metoda de preparare mentionatd mai sus este descrisd in lucrarile publicate in cadrul
proiectului [1-3] si apreciata pe plan international [4]. Redam in Fig. al o analiza
comparativd a metodelor de preparare a particulelor de magnetitd, in care printre cele 8
proceduri folosite, pe plan international, este expusd si metoda noastrd, pozitia 2,
descompunere termica, referinta 55 in lucrarea [4]. Prin aceastd metoda (poz. 2) se obtin prin
descompunere termica, nanoparticule de dimensiuni medii (16-25) nm folosite in studiile
noastre, nanoparticulele fiind polidispersate. Totodata acestea, in functie de compozitia

amestecului de sinteza, pot avea, fie o forma sferica, fie una cubica.
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Table 1. Comparative analysis of preparation methods for magnetite nanoparticles.

Nos Method Advantages Disadvantages *Cost Ref

Cubic particles; large particle sizes;
long reaction time; polydispered size $44.01  [54]
distribution; high reaction temperature

Single step synthesis; high Ms

L Hydrothermal value; highly crystalline particles

Thermal Medium particle sizes; high Ms; Cubic-spherical shapes; polydispered

55

* Decomposition  short reaction time size distribution L
Spherical and small particles;

3. Co-precipitation B NG o Teattion Agglomerated particles $39.50 [56]

temperature; one-step synthesis;
monodispered size distribution
Polydispered size distribution;

long reaction time; $99.12  [57]
multi-step reaction process

Spherical nanoparticles;

L S small particle sizes

% High Ms; short reaction time; Nanocubes; large particle sizes; 5
- Sonpeieiilel one-step reaction; polydispered size distribution we Y
Spherical and small particles;
6. Polyol moderate Ms; monodispered size  Multi-precursors and reaction steps.  $141.07  [59]
distribution
High Ms; small particle size; A i o 4
7. Electrochemical monodispered size distribution; FI‘IJI‘!.E w .lmpur;ry, ql.'labl-sphenc_al $32.55  [60]
; particles; hydrophobic nanoparticles
room temperature synthesis
Small particle size; monophased : s
8. Microemulsion  product; monodispered size e $242.72 [61]

distribution multi-precursors
* Particle size: small (2-15 nm); medium (16-25 nm); large (26 nm and above); saturation magnetization (Ms):
low (0-30 emug™'); moderate (31-69 emug™"); high (70 emug™" and above); total cost was calculated based on the
cost of (1g or 1L) of primary precursor(s) as obtained from (MERCK South Africa) and energy cost per Kwh of
electricity (httpsy//www.globalpetrolprices.com/data_electricity_download.php).

55. Dudric, R.;: Souca, G.; Szatmari, A.; Szilard, T.; Nitica, S.; lacovita, C.; Moldovan, A.L; Stiufiuc, R.; Tetean, R.;
Burzo, E. Magnetite Nanoparticles for Medical Applications. In Proceedings of the AIP Conference, Tamil Nadu,
India, 21-22 February 2020.

Fig. al Analiza comparativa a metodelor de preparare a nanoparticulelor de magnetitd



a) Nanoparticule de magnetita

Proprietatile fizice precum si biocompatibilitatea nanoparticulelor au fost studiate printr-0
multitudine de metode incluzdnd analize structurale, morfologice, magnetice sau
cytocomatibilitatea.

In Fig. a2 prezentim distributia dimensiunilor nanoparticlelor obtinute folosind diferite

concentratii de NaAc in procedeul de sinteza. In toate cazurile particulele au fome sferice,
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Fig. a2 Imagini TEM si distributia dimensiunilor nanoparticlelor obtinute folosind diferite concentratii de
NaAc: (a, b) 0.6g; (c,d) 0.99; (e, 1.29; (9, h)2.49; (i,]) 3.29; (k, ) 4849

Cu exceptia probei cu un continut de 4.8 g NaAc in solutia initiald. Dimensiunea medie a
acestora de la 19.5 nm pentru proba in care amestecul de plecare continea 0.6 g NaAc , pana
la 30.5 nm in cazul in care continutul de NaAc a fost de 4.8g.

Structura cristalind a probelor, determinati prin raze X, este cubica, grupul spatial Fd3m.
Parametrul de retea creste usor de la 0.8371(1)nm (0.6 NaAc) pana la 0.8387(9) nm (2.4

NaAc), ramanand constant pentru concentratii mai mari de NaAc.



Dependentele de campul magnetic al magnetizarilor precum si curbele de histereza sunt

redate in Fig. a3. Magnetizarile sunt saturate
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Fig. a3 Curbele de magnetizare si curbele de histereza inregistrate la T = 300K

Tn cdmpuri externe mai mici de 500 KA/m. Campurile coercitive sunt situate intre 13 si 17
kA/m, in general acestea crescand cu continutul de NaAc in amestecul initial de substante.
Raportul dintre magnetizarea remanenta, M, si magnetizarea la saturatic Mg, r = M,/ M;
variaza intre 0.21 si 0.34, evidentind prezenta unor interactiuni dipolare sau magnetice intre
particule. Tn cazul unui ansamblu de particule unidomeniale, care nu interactioneaza, si
avand orientari aleatorii, raportul M,/ Ms = 0.5. Nanoparticulele elaborate au o buna
biocompatibilitate. Studiile de cytotoxicitate pe celulele canceroase si normale au relevat o

toxicitate nesemnificativa pana la valoarea de 1000 pg/ml.
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Fig. a4 Imagine TEM a nanoparticulelor de Fe;,Zn,O,. Imaginea din interior reprezintd distributia
dimensiunilor de nano particule



Nanoparticulele de forma cubica s-au obtinut in sistemul Fe3.xZnyOs prin incalzirea

amestecului de plecare pana la temperatura T = 200 °C, folosind un gradient de temperatura

de 5 °C/min — Fig a4 —in timp ce nanoparticulele obtinute cu un gradient de temperatura mai

mic au forme sferice. Nanoparticulele de forma cubica au o dimensiune medie de 73 nm.

Dependentele de temperaturd ale magnetizarilor pentru probele racite In cAmp magnetic
(FC) si respectiv in camp magnetic nul (ZFC), evidentiaza prezenta unor temperaturi de
blocare Tg, situate intre 400K pentru o dimensiune d = 27nm si respectiv 310 K in cazul in

care d = 73nm — Fig ab.
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Fig. ab Dependentele de temperatura ale magnetizarilor pentru probele racite in camp magnetic (FC) si in
camp magnetic nul (ZFC)

Constantele de anizotropie au valori ntre (0.22 — 0.48)-10* J/m®. Remarcam o crestere
substantiald a magnetizarilor pe masura substitutiei ionilor de fier cu cei de zinc , pana la o
concentratie X = 0.2.
1. Magnetic nanoparticles for medical applications
R. Dudric, G. Souca, A. Szatmari, T. Szilard, S. Nitica, C. lacovita, A. I. Moldovan,
R. Stiufiuc, R. Tetean, E. Burzo, AIP Conf. Proc. 2218, 030014-1 to 5 (2020)

2. Physical properties of Zn doped Fe3O4 nanoparticles
G. Souca, R. Dudric, C. lacovita, A. Moldovan, T. Frentiu, R. Stiufiuc, C. M.
Lucaciu, R. Stefan, R. Tetean, E. Burzo, J. Opt. Adv. Mater. 22, 298-302 (2020)
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b. Sinteza si caracterizare de nanoparticule magneto-plasmonice de tip ”core — shell”

b.1. Hidrofilizarea nanoparticulelor magnetice. Metoda cu TIMAOH. Metoda cu NalO,4

Pentru inceput, s-au selectat 4 tipuri de nanoparticule magnetice (NPMag) care au fost
sintetizate anterior n cadrul proiectului. Conform imaginilor TEM (Microscopie electronica
in transmisie) prezentate in Fig. bl, aceste NPMag prezinta o forma cvasi-sferica, o
polidispersivitate scazutd, avand diametre medii cuprinse intre 12 si 35 nm. Se constantd o
agregare destul de pronuntatd a acestor NPMag pe grila TEM, care poate sd rezulte fie din
evaporarea rapida a solventului fie dintr-o usoara interactiune dipolard existenta intre
NPMag, desi se preconizeaza cd acestea sa detind un caracter superparamagnetic la
temperatura camerei. Dat fiind faptul cd aceste aceste NPMag au fost obtinute prin
descompunerea termica a precusorilor magnetici in solveti organici (adica sunt hidrofobe),
prima activitate a constant in hidrofilizarea acestora. In acest sens am utilizat doua procedee
de hidrofilizare a NPMag.

Figura bl. Imagini TEM ale NPMag de magnetita (Fe30,) din loturile selectate:
FeO-pol-01 (a); FeO-dtc-12 (b); FeO-dtc-17 (c); FeO-dtc-20 (d).

e Metoda cu TMAOH (hidroxid de tetrametilamoniu): Tn cadrul acestei metode, 1 mL
suspensic NPMag se amesteca cu 2 mL solutie apoasa TMAOH (25%) si 1 mL
solvent (alcool) si se ultrasonicheaza timp de 15 min, dupa care se lasd la incubat
peste noapte. Desi este 0 metoda frecvent utilizata in literatura, coform rezultatelor si
testelor noastre experimentale, potentialul metodei este modest caci doar o parte din
NPMag se hidrofilizeaza ca entitdti individuale, majoritatea dintre ele regasindu-se

sub forma de clustere de diferite dimensiuni.



e Metoda cu NalO, (metaperiodat de sodiu): in cadrul acestei metode, NPMag
rezultate din sinteza sunt dispersate in 10 mL hexan, peste care se adauga 10 mL
amestec acetonitril/acetat de etil 1/1 (v/v) si 7.5 mL solutie apoasa de periodat de
sodiu 60 mg/mL. Cele doud faze se amesteca energic timp de 1 h, timp in care se
observd migrarea NPMag din faza hidrofobd in cea apoasd. Acestd metoda de
actualitate ofera rezultate remarcabile — procentul de NPMag hidrofilizate individual

fiind peste 90%. Acest procent poate fi ridicat prin cresterea timpului de agitare la 2 h.

Hidrofilizarea eficienta a NPMag sferice de diferite diametre medii, ne-a permis
accederea la urmatoarea etapa, in cadrul acestei strategii, care consta in invelirca NPMag cu

un strat de aur sau argint.

b.2. Silicarea nanoparticulelor magnetice

Literatura de speciliatate este extrem de bogatd in studii despre invelirea directa a
unui miez magnetic cu un nano-strat de aur sau argint. Studiile efectuate de o multitudine de
grupuri de cercetare au condus la concluzia ca depunerea unui nano-strat de aur sau argint
uniform Tn jurul unui miez sferic magnetic este greu de realizat - explicatia stiintifica fiind
aceea ca existd o mare discrepanta intre parametrul de retea al stratului de aur fata de cel al
miezului magnetic, stiindu-se faptul ca atomul de aur este ca dimensiune mult mai mare decéat
cel de fier sau oricare alt metal de tranzitie (cobalt, mangan, zinc, cupru, etc.). Diversele
metode de depunere dezvoltate au aratat faptul cd aurul prefera sa se constituie in mici
nanoparticule (seed-uri) care adera la suprafata miezului magnetic formand ceea ce se

12 Prin intermediul a mai multor

numeste o nanostructura dumble-like sau Janus-like
incercari iterative de depunere a aurului se poate obtine intr-un final un nano-strat de aur n
jurul miezului magnetic care din pacate este extrem de neomogen si care inglobeza mai multe
NPMag * . in plus aceastd solutie nu este foarte viabila atunci cand este necesard prepararea

rapida si in cantitate mare a unor nanostructuri magneto-plasmonice in vederea intrebuintarii

' H. zhou et al. Multifunctional Magnetoplasmonic Nanomaterials and Their Biomedical Applications. Journal of Biomedical

Nanotechnology, 10, 2921-2949, 2014.

). Reguera et al. Janus plasmonic—magnetic gold—iron oxide nanoparticles as contrast agents for multimodal imaging. Nanoscale, 9, 9467-
9480, 2017.

® I. Y. Goon et al. Fabrication and Dispersion of Gold-Shell-Protected Magnetite Nanoparticles: Systematic Control Using
Polyethyleneimine. Chem. Mater. 21, 673 — 681, 2009.
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acestora in diverse aplicatii biomedicale. Din acest motiv, experimentat si de grupul nostru de
cercetare *, s-a convenit sa alegem o alta strategie prin care sa realizam obiectivul propus.

Tn acest context s-a decis Tnvelirea miezului magnetic intr-un nano-strat de dioxid de
siliciu (SiO;). Prezenta acestui material, in jurul NPMag, conduce la prezervarea
proprietdtilor magnetice ale acestora, protectia Impotriva oxidarii, cresterea
structurd, reducerea interactiunilor dipolare crescand astfel stabilitatea chimica si coloidald a
acestora in special n mediile celulare ® °. Mai mult decat atét, nano-stratul de silice este un
material extrem de versatil din punct de vedere chimic, realizand usor legaturi chimice cu
multe grupdri functionale, permitand astfel aurului sa se coleze uniform peste el. Conform
literaturii de specialitate, procesul de silicare a NPMag a fost realizat urmand doua protocoale
diferite:

(i) metoda Stober modificata — aceste proces presupune hidroliza
tetraetilortosilicatului (TEOS) intr-un mediu hidro-etanolic, fiind accelerat prin adaugare de
solutie apoasd de amoniac

(if) metoda micro-emulsiei ulei in apa (U/A) sau apa in ulei (A/U) — acesta metoda,
prin intermediul unor surfactanti ne-ionici, promoveaza hidroliza TEOS-ului la suprafata
NPMag dispersate fie in faza externa (cazul variantei A/U), fie in faza interna (cazul U/A).

(i) Silicarea prin metoda Stober modificata

Tn cadrul acestui procedeu am prepararea dispersii hidro-alcoolice de NPMag care
contine cantitati bine-definite de NPMayg, tetraetilortosilicat (TEOS), optional 3-aminopropil
trietoxisilan (APTES), solutie apoasa de NHs, apa si etanol, care sunt supuse fie agitarii

mecanice, fie ultrasonicarii.

Fig. b 2. Imagine TEM cu NPMag@SiO, (lot FeO-dtc-SiO,-v1)

* C. lacovita et al. Ultraviolet light assited synthesis of magnetoplasmonic nanoparticles. Digest Journal of Nanomaterials and
Biostructures, 10 (4), 1209 — 1214, 2015.

® B. K. Sodipo, and A. A. Aziz. Recent advances in synthesis and surface modification of superparamagnetic iron oxide nanoparticles with
silica. Jounal of Magnetism and Magnetic Materials, 416, 275-291, 2016.

es. T Selvan, T. T. Tan and Ying J. Y. Robust, Non-Cytotoxic, Silica-Coated CdSe Quantum Dots with Efficient Photoluminescence. Adv.
Mater., 17, 1620 — 1625, 2005.
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A. Prima incercare de silicare a NPMag prin intermediul procedeului Stéber modificat
s-a realizat conform urmatoarei retete: 1 mL dispersie NPMag in alcool etilic (cod FeO-dtc-
12), 2 mL TEOS, 30 mL etanol, 4 mL H,O si 0, 3 mL NHa(g) 25% s-au amestecat intr-un
pahar Berzelius cu capacitatea de 50 ml. Dispersia astfel obtinuta a fost supusa agitarii
mecanice peste noapte prin intermediul unui agitator cu platforma. Conform figurilor b2 si
b3, unde este prezentatd o imagine TEM a NPMag silicate (cod FeO-dtc12-SiO,-v1), se
observa faptul cd NPMag agrega in structuri sferice de ordinul zecilor de nanometri. Aceste
agregate de NPMag sunt prezente intr-un covor format din seed-uri de silice. Mentionam
faptul ca NPMag utilizate In aceastd incercare de silanizare au fost hidrofobe. Se pare ca acest
lucru conduce la formarea de agregate, impiedicand astfel invelirea acestora intr-un nano-
strat de silice. Asadar este de preferat utilizarea de NPMag deja hidrofilizate in cadrul acestui

procedeu de silicare.

Fig. b2. Imagine TEM cu NPMag@SiO, (lot FeO-dtc12-SiO,-v2.)

B. Urmatoarea incercare de silicare s-a realizat cu aceleasi cantitati de reactivi, cu
mentiunea ca au fost utilizate NPMag din lotul FeO-dtc12 hidrofilizate in prealabil prin
procedeul cu NalO,4. O alta diferenta consta in faptul ca s-a inlocuit agitarea mecanica cu
doua reprize de ultrasonicare, fiecare cu o duratd de 30 minute. Dupa cum se poate observa in
Fig. b4, rezultatele au fost cu mult mai promitatoare decat in cazul precedent. NPMag silicate
(cod FeO-dtc12-SiO,-v2) sunt invelite intr-un strat de silice avand o grosime de aproximativ
25 nm. Dezavantajul major al acestei incercari este dat de faptul cd nu se obtin NPMag
individuale Tnconjurate de un nano-strat de silice cu o grosime data. In schimb se observi o
invelire a mai multor NPMag fie in lant fie in clustere.

Tn continuarea procesului de silicare, s-a urmarit influenta cantitatii de NHz adiugat in
amestecul de reactie asupra grosimii stratului de silica care inconjoari NPMag. Intr-o prima
instanta, s-a dublat cantitatea de NHs, iar amestecul a fost ultrasonicat de 4 ori, de fiecare

dati cu o durati de 30 minute pentru fiecare . In rest, celelalte cantitati au fost identice cu cele
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precedente. Dupa cum se poate observa in figura b5, in jurul NPMag (cod: FeO-dtc12-SiO,-
v3) s-a depus un nano-strat de silice mult mai gros, de ordinul a 100 nm. Se constata, de
asemenea, faptul ca silicarea nu se realizeaza in jurul a NPMag individuale ci mai degraba
cuprinde agregate de NPMag. Totodata, entitdtile silicate, desi vizibil decernabile, prezinta un
grad avansat de aglomerare.

Intr-o a doua instantd, s-au injumatatit cantititile initiale de NH3 si TEOS. Amestecul
de reactie a fost ultrasonicat doar de 2 ori cate 30 minute, celelalte cantitati fiind identice cu
cele precedente. In urma acestei incerciri, NPMag (cod: FeO-dtc12-SiO,-v4) sunt inconjurate
de un nano-strat de silice cu mult mai subtire de ordinul a cativa nanometri, asa cum se
observa in figura b5. Constatam, insa, faptul ca nano-stratul nu este prezent in mod uniform
in jurul NPMag individuale, ci mai degraba aceasta inveleste mai multe NPMag. Tendinta de
aglomerare a NPMag este Inca prezentd. Putem astfel concluziona faptul ca, o cantitate de
NH3(q) adaugata la inceputul reactiei influenteazd in mod clar grosimea stratului de silice din
jurul NPMag. Varianta in care se adaugd doar 0.3 mL NHa(q) 25% este optima din punct de
vedere al grosimii nano-stratului de silice care inveleste miezul magnetic.

Am continuat prin a studia influenta cantitatii de TEOS adaugate in amestecul de
reactie asupra silicdrii. Astfel, prin injumatatirea cantitatii de TEOS (de la 1 mL la 0.5 mL),
pastrand restul parametrilor nemodificati fata de sinteza FeO-dtc12-SiO,-v4, s-a depus un
strat foarte subtire de SiO; pe suprafata NPMag (cod: FeO-dtc12-SiO,-v5), dupd cum se

poate observa in figura b6.

Fig. b3. Imagine TEM cu NPMag@SiO, din lotul Fig. b4. Imagine TEM cu NPMag@SiO, din lotul
FeO-dtc12-SiO,-v3. FeO-dtc12-SiO,-vA4.
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Fig. b6. Imagine TEM cu NPMag@SiO, din Fig. b7. Imagine TEM cu NPMag@SiO, din lotulFeO-
lotulFeO-d tc12-Si O,-v5. dtc12-SiO,-v6.

Prin urmare, datoritd cantitdtii mai scazute de NHs, s-a depus un strat subtire de
dioxid de siliciu pe suprafata NPMag indiferent dacd am adaugat o cantitate mai mare sau
mai mica de TEOS in amestecul de reactie. Urmatoarea incercare s-a efectuat cu
injumatatirea cantitatii de NPMag din amestecul de reactie si pastrarea celorlalti parametri
din sinteza FeO-dtc12-SiO,-v5. NP obtinute (cod: FeO-dtc12-SiO,-v6) au prezentat un strat
de SiO; mai gros decat in cazurile precedente, dupa cum se poate observa in figura 7.
Totodati, NPMag sunt inglobate in lant in stratul de silice. In continuare, am decis si
realizdm sinteza FeO-dtc12, de data aceasta utilizind o instalatie de incalzire la presiune
atmosferica. Intrucit amestecul de reactie a fost incalzit intr-un balon, am ales urmatorul cod
al sintezei: FeO-dtc12-B. S-au obtinut NPMag de dimensiune comparabila cu cele din lotul
FeO-dtc12 avand de forma poliedrica (Fig. b8).

Fig.b8. Imagine TEM cu NPMag@SiO2 din lotul Fig.b9. Imagine TEM cu NPMag@SiO2 din lotul
FeO-dtc12-B. FeO-dtc12-B-SiO,-v1.

Aceste NPMag au fost hidrofilizate prin aplicarea procedeului cu NalO,4 descris
anterior, urmat de aplicarea unui procedeu de hidrofilizare suplimentar (prin incubarea a 1
mL dispersie NPMag cu 20 mL sol. apoasd de citrat de sodiu de concentratie 5% m/v).

NPMag hidrofile astfel obtinute au fost utilizate intr-0 serie de proceduri de silicare prin
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metoda Stober modificatd. Pentru a conferi o sarcina de suprafata pozitiva NPMag silicate, s-
a adaugat in amestecul de reactie 0.5 mL (3-aminopropil) trietoxisilan (APTES). Acest
compus formeaza, in urmare hidrolizei, silice in care unele grupari -OH sunt inlocuite de
grupari -NH,, care se incarcd pozitiv dupa captarea protonilor din mediu (devin grupari -
NH3"). Am urmirit introducerea acestor grupiri pentru a facilita interactiunea electrostatici a
NPMag silanizate cu NP de aur, ntr-o etapa ulterioara. In afara de addugarea APTES, singura
modificare adusa retetei FeO-dtc12-SiO»-v1 a fost addugarea a 0.4 mL NH3q). Noile NPMag
silanizate au codul: FeO-dtc12-B-SiO,-v1. Dupa cum se poate observa in figura b9, s-a depus
un strat gros de SiO, care a inglobat mai multe NPMag. Totodata, entitatile silicate sunt
sudate intre ele. Tn continuare, s-a eliminat APTES din retetd si am lisat restul parametrilor
identici (cod: FeO-dtc12-B-SiO,-v2), cu mentiunea ca am utilizat NPMag hidrofilizate doar
cu NalOy. Tn Figura b10 se poate observa faptul ci s-a depus un strat de dioxid de siliciu de
grosime medie (raportat la sintezele efectuate) cu tendinta de a ingloba NPMag in lant.

Pentru a verifica influenta pre-tratamentului asupra asocierii sub forma de lant a
NPMAg, am preparat aceeasi retetd, cu mentiunea cd am sonicat timp de 30 min amestecul de
alcool-apa-NPMag inainte de a adauga si restul componentelor (cod: FeO-dtc12-B-SiO,-v3).
Dupa cum se poate observa in Figura b11, aceastd etapa de pre-tratament nu a influentat
procesul de silicare. Pentru a verifica daca asocierea NPMag sub forma de lanturi se
datoreazd remanentei unor molecule hidrofobe (acid oleic) pe suprafata acestora, am
hidrofilizat inca o data NPMag cu NalOg, dupa care am aplicat acelasi procedeu de silanizare
(cod: FeO-dtc12-B-SiO,-v4). Dupa cum se poate observa in Figura b12, NPMag s-au asociat

in continuare in lant.

50 nm

100 nm

Fig. b10. Imagine TEM cu NPMag@SiO, din lotul Fig. b11. Imagine TEM cu NPMag@SiO, din lotul
FeO-dtc12-B-SiO,-v2. FeO-dtc12-B-SiO,-v3.

15



Fig. bl12. Imagine TEM cu NPMag@SiO, din lotul Fig. b13. Imagine TEM cu NPMag@SiO, din lotul
FeO-dtc12-B-SiO,-v4. FeO-dtc12-B-SiO,-V5.

Dat fiind faptul ca NPMag silanizate din lotul FeO-dtc12-B-SiO,-v1 au prezentat un
strat gros de siliciu, am decis sa reducem cantitatea de APTES adaugat de la 0.5 mL la 0.1
mL. Restul parametrilor au ramas nemodificati (cod: FeO-dtc12-B-SiO,-v5). Dupa cum se
poate observa in Figura b5, scaderea cantitatii de APTES nu a dus la diminuarea grosimii
stratului de siliciu si nici nu a favorizat separarea entitatilor silicate. Totodata, NPMag au fost
inglobate in numar mare in entitatile silicate. Avand in vedere faptul ca NPMag s-au asociat
indiferent de conditiile utilizate si de etapele de pre-tratament (hidrofilizare, ultrasonicare),
am presupus ca acestea prezintd un moment magnetic permanent. Prin urmare, am decis sa
utilizdm si alte clase de NPMag pentru realizarea procedeului de silicare.

Sintetizarea NPMag prin metoda poliolilor. S-a realizat o sintezd de NPMag prin incalzirea

(s1 mentinerea timp de 4 h la aceastd temperaturd) la 200°C cu o rampd de temperaturd de
5°C/min a unui amestec obtinut prin dizolvarea in 20 mL etilenglicol a 0,27 g FeCl3-6H,0,
0,32 g acetat de sodiu si 0,5 g PEG 1000 (Cod: FeO-pol-05). Figura b14 ilustreaza NPMag
obtinute. Acestea se constituie sub forma de agregate sferice de NPMag de mici dimensiuni,
cu dimensiuni globale cuprinse intre 200-500 nm. Dupa cum se poate observa, aceste entitati
sunt bine separate. Totodata, acestea sunt puternic magnetice. Aceste NPMag au fost utilizate
ntr-un proces de silanizare (cod: FeO-pol-05-SiO;-v1) utilizand aceiasi parametri ca in cazul
sintezei FeO-dtc12-SiO,-v1. Dioxidul de siliciu (SiO) s-a depus intr-un strat fin pe suprafata

NPMag sferice, dupa cum se poate observa in Figura b15.
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Fig. bl4. Imagine TEM cu NPMag din lotul FeO- Fig. bl5. Imagine TEM cu NPMag din lotul FeO-
pol05. pol05-SiO,-v1.

Figura b15 ilustreaza faptul ca procedeul de silanizare prin metoda Stober modificat
nu a mai condus la inglobarea mai multor NPMag in acelasi strat de siliciu, entitatile
silianizate pastrandu-si individualitatea in acest caz. In continuare, am variat parametrii
metodei de sintezda a NPMag in vederea obtinerii unor agregate sferice de dimensiuni mai
mici. Astfel,

s-au realizat urmatoarele variatii:

e dublarea rampei de incélzire (10°C/min) (cod: FeO-pol-06)

e adaugareaa 5 g PEG 1000, in loc de 0.5 g (cod: FeO-pol-07)

e adaugarea a 5 g PEG 10000 in locul PEG 1000 (cod: FeO-pol-08)

e mentinerea amestecului pt. pol-05 la 200°C timp de 2 h, in loc de 4 h (cod:
FeO-pol-09)

e triplarea rampei de incalzire (15°C/min) pt. amestecul pol-05 (cod: FeO-pol-
10)

Rezultatele sunt sumarizate in Figura b16.

2 o Yoy

® —
500 nm

Fig. b16. Imagini TEM cu NPMag din lotul: a) FeO-pol06, b) FeO-pol07,
¢) FeO-pol08, d) FeO-pol09, e) FeO-pol10.
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Dupa cum se poate observa din Figura bl5, strategiile aplicate nu au condus la
modificarea semnificativa a dimensiunii agregatelor sferice de NPMag.

Alta clasa de NPMag utilizate in procedeul de silanizare a fost cele din categoria FeO-
dtc5, in special datoritd dimensiunii mici (cca. 10 nm) a acestora, conditie esentiald pentru a
avea 0 comportare superparamagnetici la temperatura camerei. Intr-o prima fazi, a fost
aplicat procedeul de silanizare utilizat si in cazul dtc-12-B-SiO,-v2, utilizand NPMag
nehidrofilizate, Tn 2 variante: ultrasonicare timp de 1 h (cod: FeO-dtc-5-SiO,-us) sau agitare
mecanici timp de 3 h (cod: FeO-dtc-5-SiO,-mec). Tn ambele cazuri s-a depus un strat relativ
gros de oxid de siliciu peste NPMag. In plus, entititile silicate cuprind mai multe NPMag si
sunt sudate intre ele (Fig. b17 si b18). Am realizat variante ale procedeului Stober in care am
adaugat PEG 1000, PEG 20000 sau CTAB in scopul impiedicarii sudarii entitatilor silicate,

insa rezultatele obtinute nu au fost satisfacatoare.

200 nm)

Figura b17. Imagine TEM cu NPMag@SiO2 din Figura b18. Imagine TEM cu NPMag@SiO2 din
lotul FeO-dtc5-SiO,-mec. lotul FeO-dtc5-SiO,-us.

(ii) Silicare prin metoda microemulsiei

Tn acest caz general, au fost adoptate 2 sub-metode:

a. Metoda microemulsiei U/A

In aceasta abordare, amestecurile de reactie au fost realizate prin emulsionarea (mediata
de ultrasunete) unei dispersii de NPMag in hexan (care contine si TEOS) intr-o solutie apoasa
de TWEEN 80 si amoniac. Aceste amestecuri de reactie au fost fie supuse agitarii mecanice,
fie ultrasonicarii, in vederea depunerii SiO; pe suprafata NPMag. Acest procedeu duce la
formarea unor agregate sferice de NPMag, acoperite cu un strat subtire de SiO,. Prima sinteza
a decurs conform urmatorului protocol: s-a preparat o solutie apoasa prin dizolvarea a 0,4 mL

TWEEN 80 in 8 mL apa ultrapurd. Aceastd solutie a constituit faza externd (apoasd) a
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emulsiei preparate. Faza interna (uleioasd) a fost preparatd prin dispersarea NPMag continute
in 0,2 mL dispersie FeO-dtc5 (din care a fost indepartat alcoolul) in 1 mL hexan, la care s-au
adaugat si 0,1 mL TEOS. Faza uleioasa astfel preparatd a fost dispersatd in faza apoasa prin
agitare manuald, urmatd de ultrasonicare (5 min). Dupa obtinerea emulsiei, s-au adaugat 0,4
mL NHsgag) 25% si amestecul a fost supus agitarii mecanice peste noapte. [Cod: Feo-dtc5-
SiO,-ME3 (primele 2 sinteze, ME1 si ME2, au fost efectuate conform abordarii A/U)].

Izolarea NPMag@SiO; s-a facut a doua zi, prin adaugarea a 10 mL etanol in
amestecul de reactie, cu scopul spargerii emulsiei si prin plasarea flaconului care continea
amestecul deasupra unui magnet. Dupd sedimentarea NPMag silicate, supernatantul a fost
indepartat si s-au adaugat 10 mL apa. NP au fost redispersate prin ultrasonicare, dupa care au
fost din nou separate in camp magnetic, cu indepartarea ulterioara a supernatantului. Procesul
a fost repetat de inca 2 ori. La final, NPMag@SiO, au fost dispersate prin ultrasonicare in 2
mL apa ultrapura.

Observatie: Un indiciu al depunerii SiO; pe suprafata conglomeratelor de NPMag
este faptul ca aceste structuri sunt usor dispersabile in apa (NPMag utilizate nefiind
hidrofile). Dupa cum se poate observa in figura b19, s-au obtinut agregate sferice de NPMag

care prezinta un strat subtire de SiO, la suprafata.

100 nm 50 nm

Fig. b19. Imagini TEM cu NPMag@SiO, din lotul FeO-dtc5-SiO,-MES3.
Stanga: conglomerat sferic de NPMag. Dreapta: punerea in evidenta a stratului
de SiO, de pe suprafata conglomeratelor de NPMag.

O posibild explicatie pentru acest fenomen este urmatoarea: amestecul de reactie este
format din mici picaturi (globule) de dispersie de NPMag in hexan/TEOS. Aceste picaturi
adopta o forma sferica din considerente termodinamice (se micsoreaza suprafata de separare
dintre cele doua faze, avind cea mai mica suprafatd pentru un volum dat). In plus, la interfata
dintre globule si faza externa migreaza moleculele de TWEEN 80 (avand caracter amfifil,
portiunea hidrofoba a moleculelor de TWEEN 80 intra in interiorul globulelor, in timp ce

portiunea hidrofila ramane in faza apoasd) - acest fenomen este un factor important in
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asigurarea stabilititii emulsiei. In timpul agitdrii mecanice/ultrasonicirii, are loc hidroliza
moleculelor de TEOS la interfata dintre globule si faza externd. In timpul hidrolizei, se
depune un strat de siliciu care inglobeaza NPMag din picatura, motiv pentru care se formeaza
conglomerate (aproximativ) sferice. Este posibil ca hexanul din globule sd difuzeze in
exterior pe parcursul acestui proces sau in cadrul procesului de izolare a conglomeratelor
formate in urma sintezei.

Tn continuare, s-a preparat amestecul de reactie in conditii identice (cu exceptia
faptului ca am adaugat 0.2 mL TEOS in loc de 0.1 mL), supus ultrasonicarii timp de 15 min
(in locul etapei de agitare mecanicd). Izolarea NPMag@SiO; s-a realizat in conditii identice
(Cod: FeO-dtc5-SiO,-MEA4).

Dupa cum se poate observa in Figura b20, s-au obtinut conglomerate sferice, similar
cazului anterior, cu exceptia faptului ca acestea au prezentat o dimensiune mai mica. Acest
fenomen poate fi explicat prin faptul ca ultrasonicarea prelungitda a condus la scidderea

dimensiunii globulelor emulsionate si, implicit, a conglomeratelor care s-au format.
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Fig. b20. Imagini TEM cu NPMag@SiO, din lotul FeO-dtc5-SiO,-MEA4.
Stanga: conglomerat sferic de NPMag. Dreapta: imagine de ansamblu cu NPMag@SiO..

In etapa urmitoare, am utilizat metoda FeO-dtc5-SiO,-ME4 modificati in ceea ce
priveste compozitia amestecului de reactie (in loc de TWEEN 80, am adaugat 0.1 g bromura
de cetil-trimetilamoniu-CTAB). Rezultatele obtinute nu au fost satisfacatoare.

Am continuat procedurile prin dublarea cantitatii de TEOS (am adaugat 0.4 mL) si am
aplicat aceeasi procedura ca la sinteza FeO-dtc5-SiO,-ME3 (cu mentiunea ca am lasat

amestecul la agitare mecanica timp de 8 ore). Rezultatele obtinute nu au fost satisfacdtoare.

’

500 nm
Fig. b51. Imagine TEM cu NPMag@SiO, din lotul FeO-dtc5-SiO,-ME9.
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Utilizand reteta de la FeO-dtc5-SiO,-ME4 la care am adaugat doar 0.2 mL TWEEN 80 si
aplicand agitarea mecanica timp de 8 h, am obtinut NPMag@SiO, (Feo-dtc5-SiO,-ME9).
Dupa cum se poate observa in figura b21, acestea au dimensiuni foarte mari (>500 nm).
Acest fenomen poate fi explicat prin faptul ca o cantitate mai mica de TWEEN nu a putut
asigura formarea unor globule de dimensiuni mai mici.

Pentru a studia influenta mediului de dispersie aferent fazei interne, s-a Tnlocuit
hexanul cu cloroform, pastrdnd restul componentelor si al parametrilor nemodificati
comparativ cu sinteza FeO-dtc5-SiO,-ME4. Rezultatele obtinute au fost nesatisfacatoare,
intrucdt NPMag nu s-au organizat similar sintezelor anterioare si nici procesul de silicare nu a
decurs eficient. Astfel, am decis sd dublam cantitatea de NPMag din sistem si sd supunem
amestecul agitarii mecanice timp de 6 h. (FeO-dtc5-SiO,-ME11). Dupa cum se poate observa
in figura b22, s-au obtinut conglomerate de NPMag sub forma sferica, cu dimensiuni de
ordinul pm. Acestea au prezentat un strat superficial subtire de SiO,. Am incercat si utilizarea
acetatului de etil ca mediu de dispersie pentru faza internd, insa acest solvent, fiind mai polar
decat hexanul si cloroformul, a permis hidroliza masiva a TEOS-ului in timpul ultrasonicarii

amestecului, conducéand la formarea unui gel.

Fig. b22. Imagini TEM cu NPMag@SiO, din lotul FeO-dtc5-SiO,-ME11.
Stanga: conglomerat sferic de NPMag aflat la marginea unui ochi de pe grid-ul TEM.
Dreapta: punerea in evidenta a stratului superficial de SiO,.

In etapa urmitoare, am preparat o emulsie identici cu cea aferenta sintezei FeO-dtc5-
SiO,-ME4. Aceasta a fost supusa imediat dupa obtinere la ultrasonicare timp de 1 h, fara a
inchide recipientul cu dop. Am urmarit, astfel, evaporarea integrald a hexanului din faza
internd pe parcursul sintezei (FeO-dtc5-SiO,-ME12). Figura b23 ilustreaza conglomeratele
sferice formate. Acestea au avut, in mare parte, dimensiuni cuprinse intre 100 si 200 nm si au

prezentat un strat superficial subtire de SiO;.
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Fig. b23. Imagini TEM cu NPMag@SiO, din lotul FeO-dtc5-SiO,-ME12.
Stanga: conglomerate sferice de NPMag. Dreapta: punerea in evidenta a stratului superficial de SiO,

Tn continuare, am refacut sinteza anterioard, cu mentiunea cd am inchis flaconul.
Rezultatele obtinute au fost asemanatoare cu cele ale sintezei anterioare (Fig. b13). Cod:

FeO-dtc5-SiO,-ME13.

b T a 50 nm

[

Fig. b24. Imagini TEM cu NPMag@SiO, din lotul FeO-dtc5-SiO,-ME13.
Stanga: conglomerate sferice de NPMag. Dreapta: punerea in evidentd a stratului superficial de SiO,.

Prin adaugarea in faza internd a 10 uL APTES si urmand metoda de sinteza anterioara
(ME13), s-au obtinut agregate sferice de NPMag; insa stabilitatea acestora a fost mult mai
micd comparativ cu situatia precedenta. Astfel, multe conglomerate s-au destramat in

momentul prepararii probei pentru analiza TEM.

b. Metoda microemulsiei inverse (A/U)

Intr-o prima instanta, am realizat sintezele utiliziand TWEEN 80 si acid oleic pe post
de emulgatori, Insd rezultatele nu au fost satisfacatoare. Prin urmare, am decis sa prepardm
microemulsia dupa cum urmeaza: in 8§ mL hexan, au fost dispersate NPMag provenite din 0.2
mL dispersie alcoolica FeO-dtc5 din care s-a eliminat alcoolul, 50 uL. TEOS si 0.5 mL
IGEPAL CO-520. Acest amestec a fost agitat timp de 30 min, dupa care i s-au adaugat 100
pL solutie NH3aq) 25%. Prin agitare mecanica usoard, urmata de ultrasonicare timp de 2 min,
solutia de amoniac s-a dispersat fin n faza organicd, obtinandu-se o emulsie transparenta, de
culoare cafenie. Emulsia astfel obtinuta a fost lasata la agitare timp de 24 h, dupa care a fost

destabilizatd cu 10 mL etanol. Dupa adaugarea ctanolului, s-au format mici agregate sferice
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vizibile cu ochiul liber, avand aspect gelatinos. Aceste agregate au fost atrase cu usurinta de
catre un magnet de neodim. Dupa indepartarea supernatantului, agregatele au fost
redispersate 1n apd prin ultrasonicare. Dispersia obtinutd nu a fost stabild, intrucat
NPMag@SiO; s-au separat sub forma unui inel. Dupa adaugare de acetona si ultrasonicare,
acestea nu s-au mai separat. (Codul sintezei: FeO-dtc5-SiO,-RME1)

Tn figura b25 se poate observa ci NPMag au fost silicate fie individual, fie in grupuri
de 2-5 particule. Stratul de SiO; este uniform pentru fiecare particuld. Se remarca usor ca nu
apare efectul de sudare observat la metoda Stober modificata.

Pentru a conferi o sarcina de suprafata pozitiva si o stabilitate mai bund in apa, am
refacut sinteza, cu mentiunea ca in faza externa am adaugat si 5 L APTES. Pasii urmati au
fost identici. La faza de redispersare a agregatelor separate magnetic, s-a observat o buna
stabilitate coloidala in mediu apos a NPMag@SiO; obtinute. Codul sintezei: FeO-dtc5-SiO,-
RME2.

FigZS. Igini TE cu PMg@2 in lotul FeO-dtc5-SiO,-RMEL.
b2. Depunerea si extinderea stratului de aur pe nanoparticulele magnetice silicate
b2.1. Depunerea seed-urilor de Au (NP de aur de dimensiuni ~ 5 nm) pe suprafata
NPMag@SiO,

Dintre sintezele realizate prin metoda Stober modificata, am ales sa utilizam lotul
FeO-dtc12-B-SiO,-v2. In prima instanti, am adaugat 1 mL dispersie apoasi NPMag@SiO,
in 30 mL etanol continand 0.1 mL APTES. Am ultrasonicat amestecul timp de 30 min, dupa
care am izolat, spalat si resuspendat NPMag@SiO; in 10 mL apa ultrapura.

Am preparat seed-uri de aur conform urmatoarei retete: in 18 mL apa ultrapura rece
(4°C), am adaugat 0.5 mL solutie H{AuCly] 102 M s1 0.5 mL solutie citrat trisodic 102 M.
Dupa omogenizare, am adaugat, picaturd cu picaturd si sub agitare continud (flaconul cu
solutia fiind pe baie de gheatd), 0.5 mL solutie NaBH4 0.1 M (solutia fiind preparatd prin
dizolvarea NaBH, in apa rece: 4°C). S-a obtinut un coloid maroniu-rosiatic, transparent.
Ulterior, am adaugat picatura cu picatura (sub agitare continua pe agitatorul cu platforma) 10

mL coloid cu seed-uri de aur peste cei 10 mL dispersie apoasa NPMag@SiO, obtinuti
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anterior (dupa tratarea cu APTES). S-a obtinut un coloid rosu-maroniu. Cod: FeO-dtc12-B-
SiO,-v2-AuSeedl. Dupa cum se poate observa in figura b26, seed-urile de Au s-au atasat

eficient de suprafata nanoparticuleleor magnetice silicate.

Fig. b26. Imagini TEM cu NPMag@SiO,@AuSeed din lotul FeO-dtc12-B-SiO,-v2-AuSeed1.
Stanga: ansamblu de NPMag@SiO@AuSeed. Dreapta: punerea in evidentd a unei singure particule
NPMag@SiO,@AuSeed.

In ceea ce priveste sintezele realizate prin metoda microemulsiei, am ales sa utilizim
NP din lotul FeO-dtc5-SiO,-RME2. Am aplicat aceeasi procedura descrisa anterior, cu
mentiunea ca am utilizat direct cei 10 mL dispersie NPMAg@SiO,, fara a mai face o etapa de
pre-tratament cu APTES (aceste NP au fost sintetizate in prezenta APTES). Codul sintezei:
FeO-dtc5-SiO,-RME2-AuSeedl. Figura b27 ilustreaza faptul cd@ doar o parte din
NPMag@SiO; au fost decorate cu seed-uri de aur. Prin urmare, am decis sa prelevam 10 mL
din aceasta dispersie si sa 1i amestecam cu 10 mL coloid cu seed-uri de Au, folosind tehnica
descrisa mai sus. NP au putut fi separate integral in cAmp magnetic (supernatantul a devenit

incolor si transparent).

5 < 4¥:q %
Fig. b27. Imagini TEM cu NPMag@SiO,@AuSeed din lotul FeO-dtc5-SiO,-RME2-AuSeed1.

Stanga: ansamblu de NPMag@SiO,@AuSeed. Dreapta: punerea in evidentd a cdteva particule
NPMag@SiO,@AuSeed.

Sedimentul a fost redispersat in 10 mL apa prin ultrasonicare, generand un coloid

rosu-rubiniu. Codul sintezei: FeO-dtc5-SiO,-RME2-AuSeed2. Dupa cum se poate observa in
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figura b28, stratul de siliciu a suferit o serie de modificari, printre care dizolvarea pe alocuri
si sudarea NPMag intre ele prin intermediul acestui strat, similar unor situatii intdlnite la
procedeul Stober modificat. Pe de altd parte, seed-urile de Au s-au dispersat mult mai

uniform fatd de cazul anterior.

Fig. b28. FeO-dtc5-Si02-RME2-AuSeed2.

Tot in aceastd faza a proiectului s-au realizat o serie de sinteze si incercéri de depunere
uniformd a unui strat de seed-uri de aur pe suprafata nanoparticulelor silanizate. Odata
sintezele realizate s-au efectuat masuratori UV-Vis respectiv TEM in vederea analizarii

calitdtii nanostructurilor.

A. Preparea unei solutii de seeduri de aur cu un continut de aur de 10 ori mai mare fatd de

reteta initiala

S-a analizat posibilitatea ca odatd crescuta concentratia de seed-uri acestea se vor atasa
uniform stratului de siliciu de la suprafata NPMag.
Astfel, un prim pas a fost incercarea obtinerii unei solutii mai concentrate de seed-uri de 10x
fata de reteta initiald in acelasi volum final. Pentru atingerea acestui obiectiv s-au utilizat
urmatorii reactivi: 500 pl Citrat de sodiu 0.1M, 500 ul Clorhidrat de aur HAuCl, 0.1M, 18 ml
apa ultrapura, 500 ul NaBH, 1M. Pentru inceput s-au pus 18 ml apa ultra-pura la racit in
congelator. S-au preparat solutiile de aur si citrat folosind apa ultra-pura rece. Sticluta cu cei
18 ml apa ultrapurd rece s-a supus agitarii mecanice fara magnet la 150-300 rpm. S-au
adaugat treptat solutiile de aur si de citrat, apoi s-a pregatit solutia de NaBH4 proaspata cu
apa rece. Din aceasta, s-au adaugat 500pul picaturd cu picatura in solutia aflata in agitare si
apoi s-a oprit agitarea. Coloratia solutiei a fost una inchisa spre indigo si s-a observat
formarea unor agregate si flocoane de culoare inchisa, solutia neputand fi folositd pentru

urmatoarele experimente.
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B. Prepararea unei noi solutii de seeduri

S-a realizat o sintezd de seed-uri de aur folosind o retetd clasica. Pentru aceasta s-au
utilizat urmétorii reactivi si mod de lucru: 500 pl Citrat de sodiu 10 M, 500 pl Clorhidrat de
aur HAUCIl, 10 M, 8 ml apa ultra-purd, 500 ul NaBH4 10™ M. Pentru Tnceput s-au preparat
solutiile de aur si citrat cu apa ultrapura rece. Intr-o sticluta s-au pus 18 ml apa ultrapuri rece,
care apoi a fost agitatd mecanic la 150-300 rpm. S-au adaugat treptat solutiile de aur si de
citrat, apoi s-a pregatit solutia de NaBH, proaspata cu apa rece. Din aceasta, s-au adaugat
500ul picatura cu picatura in solutia aflata in agitare si apoi s-a oprit agitarea. Coloratia

solutiei a fost portocaliu aramie si cei 20 ml de seeduri s-au depozitat la frigider.

C. Functionalizarea nanoparticulelor Fe304@SiO, cu seeduri de aur

Pentru acest pas, s-au selectat nanoparticulele magnetice SIL4 in baza imaginilor
TEM obtinute, iar functionalizarea s-a realizat in 2 etape. Ca si reactiv s-au folosit: 20 ml
solutie de seed-uri, 3 ml solutie nanoparticule magnetice concentrate, 27 ml apa ultra-pura
Etapa 1: Solutia SIL4 s-a ultrasonicat cateva minute inainte de a ramane 3 ml in sticluta.
Pentru diluare, s-au folosit 7 ml apa ultra-purd. Acest amestec s-a supus agitarii mecanice
usoare la 150 rpm. S-au adaugat 10 ml seed-uri picdtura cu picaturd si s-a oprit agitarea.
Solutia obtinutd s-a supus separdrii magnetice prin plasarea sticlutei in contact direct cu un
magnet. Dupd separare, particulele au fost spalate cu 10 ml apa ultra-pura si sonicate pentru a
continua adaugarea de seed-uri.
Etapa 2: Solutia obtinutd de la etapa 1 s-a supus agitarii mecanice usoare la 150 rpm si s-a
adaugat picatura cu picatura 10 ml de seed-uri, apoi s-a oprit agitarea. Solutia finala a fost
separatd magnetic si spalatd cu 10 ml apa ultra-purd. Dupa aceea solutia se ultrasonicheaza si

se analizeaza UV-VIS. Pastrarea solutiei se face la frigider.

2.2. Extinderea stratului de Au pe toati suprafata nanostructurilor

In cazul sintezei FeO-dtc12-B-SiO,-v2-AuSeed1, am adiugat 2 mL dispersie NP din
acest lot intr-o solutie obtinuta prin amestecare a 10 mL sol. H{AuCl4] 0.3 mM si 2 mL sol.
citrat trisodic 1% m/v. Peste dispersia obtinutd, s-au adaugat, picaturd cu picdturd, 0.1 mL
solutie apoasd de hidroxilamind 30 mM. S-a obtinut un coloid transparent, de culoare
albastra. NP se separd magnetic, supernatantul ramanand foarte slab colorat. Codul sintezei:
FeO-dtc12-B-SiO,-v2-AuSeedl-Aul. Dupa cum se observa in figura b29, s-au obtinut
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conglomerate de NP acoperite integral cu aur. Seed-urile au crescut si s-au sudat intre ele n
urma reducerii sarii de aur. In cazul NPMag@SiO,@AuSeed din loturile RME, am aplicat
acelasi procedeu, cu modificarea cantitatilor de reactivi. Astfel, in cazul sintezei FeO-dtc5-
SiO,-RME2-AuSeedl, am utilizat 2 mL dispersie NP si un amestec de 10 mL sol. H{AuCl4]
1 mM cu 2 mL sol. citrat de sodiu 1%. Dupa amestecarea dispersiei cu solutia, s-au adaugat,
picaturd cu picatura si sub agitare continud, 0.4 mL sol. hidroxilamind 30 mM. Codul

sintezei: FeO-dtc5-SiO,-RME2-AuSeed1-Aul.

$

2 -

Fig. b69. Imagine TEM cu NPMag@SiO2@Au din lotul

Tn cazul sintezei FeO-dtc5-SiO,-RME2-AuSeed2, am utilizat 2 mL dispersie NP si
un amestec de 10 mL sol. H[AuCI4] 0.3 mM cu 2 mL sol. citrat de sodiu 1%. Dupa
amestecarea dispersiei cu solutia, s-au addugat, picatura cu picatura si sub agitare continud,
0.1 mL sol. hidroxilamind 30 mM. Codul sintezei: FeO-dtc5-SiO,-RME2-AuSeed2-Aul. Tn
ambele cazuri, s-au obtinut coloizi transparenti, de culoare violeta. Figurile b30 si b31
ilustreazd entitatile obtinute. Se observa ca seed-urile de aur au crescut si, pe alocuri, au
fuzionat. Forma NP acoperite cu aur nu este bine definita, ca urmare a faptului ca stratul de

SiO; a suferit alterdri dupa atasarea seed-urilor de Au pe suprafata MagNP@SiO,.

Fig.b30. Imagini TEM cu NPMag@SiO,@Au din lotul FeO-dtc5-SiO,-RME2-AuSeed1-Aul.

27



Fig.b31. Imagini TEM cu NPMag@SiO,@Au din lotul FeO-dtc5-SiO,-RME2-AuSeed2-Aul.

S-a continuat sinteza de seed-uri si cresterea acestora la suprafata nanostructurilor,
prin adaugare de Au sub forma HAuCl, diluat in apa ultra-pura. in acelasi timp, se adauga
citrat de sodiu pentru a ajuta la Tncorporarea aurului in seed-urile deja existente. Pentru
reducerea HAUCI, la Au® pe suprafata seed-urilor, s-a folosit NH,-OH, un agent reducitor
puternic. Cand seed-urile cresc, se observa o coloratie rosiatica. Acest fenomen de crestere a
seed-urilor se poate observa in spectrele UV-VIS prin prezenta unui peak la A=500-600 nm,

mai exact la 550 nm, acesta fiind specific nanoparticulelor de Au.

S-au folosit 2 metode.

Metoda 1 a implicat 5 ml SIL4+2seed, 10 ml HAuCl4 0.3 mM, 10 ml citrat de sodiu 1% si 40
pl NH2-OH 40 mM

Solutia SIL4+2seed se supune ultrasonicirii. Intr-o sticlutd sub agitare usoara la 150 rpm, se
introduc 2 ml citrat de sodiu 1%, 10 ml HAuCl, 0.3 mM, 5 ml SIL4+2seed. Solutia finala
este ultrasonicatd si se continud agitarea. Peste aceastd solutie se adaugd picaturd cu picatura
40 pl NH2-OH 40 mM si la final se opreste agitarea. Solutia primeste o coloratie rosiatica la
mai putin de 1 min de la adaugare. La finalul sintezei s-a realizat separarea magnetica, s-a
spalat cu 5 ml de apa ultra-pura si s-a efectuat un spectru UV-Vis (Fig. b32) si imagistica
TEM.

SIL4+2seed+Red1a
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Fig. b32. Spectrul UV-VIS al solutiei SIL4 peste care s-a adaugat 20 ml seeduri si s-a realizat astfel o reactie de
reducere a aurului. Apa = 0.982 la A= 531 nm.
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Fig.b33. Imagini TEM cu solutia SIL4 pee care s-au depus 20 ml seeduri si s-a realizat
o reactie de reducere a aurului

Analizand imaginile TEM se poate observa usor ca in unele cazuri aurul s-a depus si
s-a integrat in stratul de SiO, de pe suprafata nanoparticulelor magnetice, iar reducerea a
ajutat la cresterea seedurilor sau faptul ca seedurile nu s-au depus omogen pe toate
particulele, iar aurul adaugat la reactia de reducere s-a atasat la seedurile existente. Astfel, pe
unele particule s-a realizat o depunere foarte omogena, iar particulele au format clustere
(aglomerari) — Fig. b33.

Folosind aceeasi metoda s-a mai realizat o reducere a solutiei Red la. Pentru aceasta
se pregatesc solutiile si se adauga 2 ml citrat de sodiu 1%, 10 ml HAuCl, 0.3 mM si apoi cei
5 ml de nanoparticule dupa sonicare, totul sub agitare usoara. Se ultrasonicheza bine solutia
obtinutd, care mai floculeaza cand se adaugd in amestecul de aur si citrat. Se adauga 40 pl
NH2-OH 40 mM picatura cu picatura si se opreste agitarea. Solutia obtinutd are o coloratie
roz-violet, la mai putin de 1 min de la adaugare. Apoi, se separd magnetic (Fig. b34a) si se
spala cu 5 ml apa ultrapura, dupa care se ultrasonicheaza in vederea analizei UV-VIS (Fig.

b34b) realizarii imaginii TEM Red 2a (Figura b34b).

SiL4+2seed+Red2a
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Fig. b34. (a) Separare magnetica pentru solutia SIL4+2seed-Red-2a. (b) Spectrul UV-VIS pentru solutia SIL4
pe care s-au depus 20 ml seeduri si s-au realizat doua reactii de reducere. Angx= 0.785 la A= 542-545 nm.
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Fig. b35. Imagine TEM cu solutia SIL4 pe care s-au depus
20 ml seeduri si s-au realizat doud reactii de reducere a aurului

Analiza TEM indica faptul ca unele seeduri au crescut destul de mult dupa a doua
reactie de reducere a aurului, insa nu au acoperit omogen toate particulele. Altele, au crescut
si au acoperit particulele de aur, uneori mai abundent insd chiar si asa, particulele sunt
dispuse in ciorchine sub forma unor clusteri. Ca imagine si rezultat de ansamblu se observa
ca seedurile au crescut considerabil, insa depunerea de aur nu s-a realizat omogen pe toate
nanostructurile din solutia SIL4. Seedurile prin crestere au patruns in exterior stratul de SiO,
de la suprafata particulelor magnetice, ceea ce inseamna ca aurul s-a depus pe o directie
radiala, in exteriorul suprafatei.

S-a efectuat inca o reducere dupa aceeasi reteta. S-a realizat si reducerea a treia, insa
la final coloratia a fost albastruie (Fig. b36a) iar la spectrul UV-VIS (Fig. b36b) nu s-a
observat o Tmbunatatire. Bazat pe aceste rezultate consideram cd nu mai este nevoie sa

parcurgem acest pas, 2 reactii fiind suficiente.
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Fig. b36. (@) Separare magnetica la solutia SIL4+2seed-Red-3a.
(b) Spectrul UV-VIS al solutiei SIL4 pe care s-au depus 20 ml seeduri si s-a redus aurul de 3x. Apa=0.388 la A=
566-570 nm.

Metoda 2: Pentru aceasta metoda s-au utilizat 5 ml SIL4+2seed, 10 ml HAuCl, 0.3 mM, 5
ml citrat de sodiu 2%, 100 pl NH,-OH 40 mM. Ultrasonicam SIL4+2seed. intr-o sticluta sub
agitare usoard la 150 rpm, se introduc 5 ml citrat de sodiu 2%, 10 ml HAuCl, 0.3 mM, 5 ml

SIL4+2seed. Ultrasonicim solutia finald si continudm agitarea. Se adaugd picaturd cu
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picatura 100 pl NH,-OH 40 mM si oprim agitarea. Solutia are o coloratie rosiaticd mai
repede de 1 min de la adaugare.

Se realizeaza separarea magnetica si se spald cu 5 ml apa ultrapura, si se analizeaza
apoi spectrul UV-VIS (Figura 37).

Ulterior se mai realizeazad o reducere dupa aceeasi reteta cu separare magneticd (Fig.
b37a), spalare si ultrasonicare, iar apoi se analizeaza spectrul UV-VIS SIL4+2seed-Red-2b
(Fig. 37b) si imagini TEM (Fig. b38).
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Fig. b37. (@) Separare magentica solutia SIL4+2seed-Red-2b. (b) Spectrul UV-VIS pentru SIL4 pe care s-au
depus 20 ml seeduri §i s-au realizat 2 reactii de reducere dupa metoda 2. Apygx=0.556 la 2= 533-537.

Fig. b38. Imagine TEM pentru SIL4+2seed-Red2b

Se observa o distributie neomogend a seedurilor pe suprafata nanoparticulelor
magnetice si in plus are loc asamblarea acestor particule sub forma de clusteri. Seedurile
aflate la suprafata stratului de SiO; au crescut, insa la cele din interior nu se poate observa
acest lucru.

Am decis sa aplicam o metoda de functionalizare cu seeduri bazata pe preparea unui
volum mai mare de solutie de seeduri (40ml = dublu), solutie care se va adduga tot in doud
etape prin picurare. Pentru prepararea a 40 ml solutie de seeduri (2 solutii de 20 ml) s-au
folosit 36 ml apa ultrapurd, 1 ml HAuCl, 102M, 1 ml citrat de sodiu 10°M, 1 ml NaBH, 0.1
M preparat proaspat. Toate solutiile se prepard cu apa rece. Astfel se prepara 2 solutii de

seeduri de aur in paralel: in 18 ml apa ultrapura sub agitare mecanica se adauga 500 pl acid
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clorauric, 500 pl citrat si 500 pl borhidrurd de sodiu picaturd cu picatura, dupa care se opreste

agitarea. In figura b38 se pot observa solutiile de seeduri.

Fig. b38. Solutii de seeduri de aur 20 ml fiecare

Procedurile si sintezele au continuat in mai multe etape in ideea de a functionaliza

nanoparticulele magnetice cu seed-uri de aur. In continuare prezentim citeva dintre aceste

sinteze:

A. Sinteza

Tntr-o sticld de 50 ml se adaugd 3 ml solutie SIL4 bine ultrasonicati si 7 ml apa
ultrapura. Sticla se introduce in agitatorul mecanic la 150 rpm. Solutiile de seeduri se adauga
picdturd cu picaturd si se sonicheaza pana cand se observa formarea de agregate si flocoane.
Dupa fiecare etapa de addugare a cate 20 ml se realizeaza separarea magnetica si spalarea cu
10 ml apa ultra pura. In figurile b39 si b40 se prezinta solutiile de particule de magnetita dupa
prima, respectiv a doua etapa de adaugare de seeduri. Dupa fiecare etapa s-a studiat spectrul

UV-VIS al acestora.
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Fig. b39. (a) Separare magnetica dupd prima etapa de functionalizare cu seeduri. (b) Spectrul UV-VIS pentru
SIL4 cu 20 ml seeduri
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Fig. b40. (a) Separare magnetica dupa etapa 2 de addaugare de seeduri. (b) Spectrul UV-VIS pentru SIL4 cu 40
ml seeduri

B. Cresterea seed-urilor de aur si reducerea Au®* prin adaos de hidroxil-amina

Un alt procedeu de sintezi utilizat a fost cresterea seed-urilor de aur si reducerea Au®*
prin adaos de hidroxil-amina. Pentru aceasta S-a folosit o concentratic mai mare de citrat de
sodiu, respectiv 4%, din care s-au luat 3 ml pentru reactia de crestere. Pentru sintezd s-au
utilizat, apa ultrapura, 10 ml Citrat de sodiu 4%, 10 ml HAuCl; 0.3 mM si 5 ml NH,-OH.
Solutia SIL4+6seed s-a adus la volumul de 5ml prin adaos de apa ultrapurd si s-a Supus
agitarii mecanice usoare la 150-300 rpm. S-au adaugat cei 3 ml citrat de sodiu 4% si s-a lasat
la agitat 5 min. Cand s-au format flocoane, solutia s-a ultrasonicat bine si s-a continuat
agitarea. Dupa 5 minute s-a adaugat 10 ml clorhidrura de aur si s-a continuat agitarea timp de
5 minute. La acest pas nu s-au mai observat flocoane sau agregate. Se adauga ulterior 100 ul
hidroxil-amina prin picurare, solutia devenind violet deschis si se lasd la agitat 5 minute. in
figura b41 se poate observa separarea magnetica a particulelor dupa prima reducere (a) apoi

spectrul UV-VIS (b) si imagininea TEM (c). Se observa ca particulele au fost atrase de un

magnet.
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Fig. b4l. (@) Separare magnetica a particulelor magnetice dupd prima reactie de reducere. (b) Spectrul UV-
VIS pentru SIL4 cu 60 ml seeduri si o reactie de reducere. Ama= 0.755 la A=544-545 nm.
(c) Imagine TEM pentru SIL4 cu 60 ml seeduri si o reactie de reducere
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Tn spectrul UV-Vis se observa prezenta unui peak la 540 - 550 nm, specific seedurilor
de aur iar din imaginea TEM se observa ca seedurile au crescut mult si particulele au agregat
foarte puternic, din unele separandu-se seed-urile de aur.

Tn continuare s-a mai realizat o reducere dupi aceeasi retetd, cu sonicare cand a fost

necesar. La final solutia s-a separat magnetic (Fig. b42a). Dupa 10 minute solutia a devenit

limpede (Figura b42b) si particulele au fost spalate pentru realizarea unui spectru UV-VIS
(Fig. b42c).
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Fig.b42. (a) Solutia SIL4+6seed redusa de 2 ori si supusd separdrii magnetice. (b) Separarea magneticd spre
final pentru SIL4+6seed-Red?2. (c) Spectrul UV-VIS pentru SIL4 cu 60 ml seeduri si doud reactii de reducere.
Anax= 0.843 la A= 559-575 nm.

C. Sinteza

O alta strategie s-a bazat pe pregatirea unui volum de 60 ml solutie de seeduri si
depunerea acestora deodata in solutia de particule SIL4. Pentru realizarea acestui obiectiv s-
au folosit 60 ml apa ultrapura rece, 1.5 ml HAuCly 102 M, 1.5 ml Citrat de sodiu 102 M, 1.5
ml NaBH, 0.1M. Sinteza seedurilor s-a realizat cu ajutorul agitatorului magnetic. Astfel,
solutiile de aur, citrat si borhidrura s-au adus la concentratiile necesare cu apa ultrapura rece.
Tntr-un recipient de sticld de 100 ml s-au introdus 54 ml apa ultrapuri si apoi acesta s-a plasat
pe un agitator magnetic setat la viteza de 300 rpm. S-a adaugat solutia de aur si cea de citrat,
iar solutia de borhidrurd a fost addugata picdtura cu picaturd, apoi s-a oprit agitarea. Solutia

de seeduri a prezentat o nuanta roz deschis (Fig. b43).
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Fig.b43. Solutia de seeduri proaspdt sintetizate

Dupa sinteza, 4ml din solutia SIL4 s-au transferat intr-un recipient de sticla mai mare
si s-a supus agitarii mecanice usoare 150-300 rpm. Cu ajutorul unei pipete de 10 ml s-au
adaugat prin picurare cei 60 ml de seeduri, dupa care particulele s-au separat magnetic si s-a

efectuat spetrcul UV-Vis (Fig. b44).
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Fig. bd4. (a) Separare magnetica a particulelor magnetice Fe;0,@SiO; functionalizate cu seeduri de aur. (b)
Spectrul UV-VIS pentru SIL4 cu 60 ml seeduri adaugate direct

D. Preparea unei solutii de seeduri concentrate de 3x in volum de 20 ml

S-au sintetizat seedurile folosind doua retete

D.1. Reteta 1. Toate solutiile din reteta clasica, au fost de 3x mai concentrate in apa
ultrapura rece. S-a observat cd nu este necesard concentrarea solutiei de borhidrurd deoarece
dupd adaugarea a 500 pl din aceasta, solutia a prins o coloratie violet inchis, specifica
nanoparticulelor mari.

D.2. Reteta 2. A doua retetd a constat in folosirea al8 ml apa ultrapurd, 500 pl

HAUCI, 3x102 M, 500 pl citrat de sodiu 3x10 M §i100 pl NaBH,4 0.1 M
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Solutiile s-au preparat cu apa ultrapurd rece. Sinteza seedurilor s-a realizat cu agitatorul
magnetic la 150-300 rpm. Dupa adaugarea clorhidrurii de aur si a citratului de sodiu,
borhidrura se adaugd picaturd cu picatura, pana se observa coloratia portocalie , specific

seedurilor (Fig. b45a).
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Fig. b45. (a) Seeduri concentrate de 3x. (b) Spectrul UV-VIS pentru solutia de seeduri de 3x concentrate

E. Functionalizarea SIL4+6seed Direct cu seeduri concentrate 3 x

Dupa separarea magneticd, 10 ml de seeduri concentrate concentrate de 3 ori, S-au
adaugat picurat sub agitare mecanica a solutiei de particule magentice SIL4+6seed. Solutia s-
a separat magnetic apoi s-a studiat spectrul UV-VIS. Dupa 24 de ore, particulele au fost
atrase de magnet, supernatantul prezentandu-se transparent. Acestea s-au spalat cu apa
ultrapura si coloratia solutiei a fost rosiatic brun inchis (Fig. b46). Aceasta solutie s-a

observat ca floculeaza destul de repede si necesitd sonicare mai deasa.
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Fig. b46. (a) Solutia SIL4+6seed+seed3x dupad separarea magnetica si spalare. (b) Spectrul UV-VIS pentru
SIL4 cu 60 ml seeduri si 10 ml seeduri de 3x concentrate
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Figur b47. Imagine TEM pentru SIL4 cu 60 ml seeduri si 10 ml seeduri de 3x concentrate
Analizand imaginile TEM (Fig. b47) se observa ca aceste seeduri de 3% concentrate

au dimensiunile mai mici fatd de seedurile neconcentrate. Acest lucru ar putea sd avantajeze
etapele de depunere suplimentara cu aur. Totusi se observd ca nanoparticulele de aur sunt

dispuse in conformatie de clusteri, iar depunerea aurului nu a fost uniforma.

F. Reducere Au®* si crestere seeduri

Solutia necesara s-a concentrat la 5 ml utilizand apa ultra-pura si s-a realizat reactia de
reducere a HAUCI, si crestere a seed-urilor. Tntr-o sticluta s-au introdus 5 ml SIL4+6seed
Direct + seed3x la agitatorul mecanic. S-au adaugat apoi 3 ml citrat de sodiu 4% si s-a
continuat agitarea 5 minute. S-a adaugat 10 ml HAuCls 0.3 M si solutia s-a agitat 5 minute.
Apoi, s-a adaugat 0.1 ml hidroxil-aminda 40 mM si s-a continuat agitarea pentru inca 5
minute. S-au observat flocoane la unele etape si solutia s-a sonicat mai des. La final solutia de
culoare, roz-rosiatic pal s-a separat magnetic si S-a spélat cu apa ultrapura. Ulterior s-a Studiat
spectrul UV-Vis si morfologia nanoparticulele prin TEM (Fig. b48).

Prezenta peak-ului larg in spectrul UV-Vis la 500 nm indica faptul ca seedurile
existente au crescut. Din imaginea TEM se observa dispunerea particulelor in clustere iar
acoperirea cu seeduri nu este omogena.

S-a incercat pregatirea unei solutii de seeduri 6x concentrate si functionalizarea particulelor

magnetice SIL6.
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Fig. b48. (a) Separarea magnetica dupa reducere. (b) Spectrul UV-VIS pentru SIL4 cu 60 ml seeduri si 10 ml
seeduri de 3x concentrate dupa reactia de reducere a aurului. Angx=1.08 la A=510 nm. (c) Imagine TEM cu
SIL4 cu 60 ml seeduri si 10 ml seeduri de 3x concentrate dupa reactia de reducere a aurului
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G. Pregatirea unor seeduri concentrate 6x in 20 ml

S-a incercat sinteza unei solutii de seeduri de 6 ori mai concentrati. Astfel, in 18 ml
apa ultrapurd rece sub agitare magnetica s-au adaugat 500 pl acid cloroauric 6x102 M, 500 pl
citrate de sodiu 6x10 M, iar apoi prin picurare aproximativ 15 pl borhidrurd de sodiu.

Solutia a capatat o culoare roz pal (Fig. b49).
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Fig.b49. (a) Solutie de seeduri 6x concentrate. (b) Spectrul UV-VIS pentru solutia de seeduri de 6x concentrate.
Anax=0.302 la A=537 nm.

Dupa Haiss et al. 2007, seedurile au diametrul 62 nm, insd credem ca sunt aglomerate

in clustere, concentratia fiind de 2.84x10™° particule/ml.

H. Functionalizarea particulelor magnetice cu seeduri 6x

In aceastd aceastd etapa s-au folosit particulele magnetice din solutia SIL6. Intr-o
sticluta s-au introdus 4.5 ml SIL6 pentru depunerea de aur sub agitare mecanica usoara.
Astfel, s-au adaugat 20 ml seeduri 6x picatura cu picatura si apoi s-a separat magnetic. Dupa
separare particulele s-au spalat cu 10 ml apa ultrapura si s-au sonicat. Solutia finald
SIL6+seed6x a avut coloratia brun inchis (Fig. b50). Solutia rezultata floculeaza destul de

repede si necesitd sonicare indelungata pentru stabilizare
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Fig. b50. (@) Solutia SIL6 functionalizata cu 20 ml seeduri de 6x concentrate. (b) Spectrul UV-VIS pentru SIL6
functionalizata cu 20 ml seeduri de 6x concentrate
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I. Reactii de crestere a seedurilor si reducere Au®* cu hidroxil-amina

Aceste reactii s-au realizat sub agitare mecanica usoara, timp de 5 minute dupa
addugarea fiecarei solutii, cu sonicare la observarea aparitiei agregatelor. Intr-o sticluti s-au
introdus 5 ml SIL6+seed6x la agitatorul mecanic. S-au adaugat apoi 3 ml citrat de sodiu 4%
si s-a continuat agitarea 5 minute. S-a adaugat 10 ml HAuCl, 0.3 M si solutia s-a agitat 5
minute. Apoi, s-a adaugat 0.1 ml hidroxil-amina 40 mM si s-a continuat agitarea pentru inca
5 minute. Solutia a prezentat o culoare maronie inchisa (Fig. b51a). Dupa separarea

magnetica si spalare s-a realizat spectrul UV-VIS (Fig. b51b) .
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Fig. b51. (a) Solutia SIL6+seed6x dupd reactia de reducere in stinga, solutia SIL6+seed6x inainte de reducere
n dreapta. (b) Spectrul UV-VIS pentru SIL6+seed6x dupd reactia de reducere
J. Sinteza. Pregatirea unui volum de 40 ml seeduri de 3x concentrate

Am utilizat urmatorii precursori pentru sinteza: 40 ml apa ultrapura, 1 ml HAuCl,
3x107°M, 1 ml citrat de sodiu 3x10?M, 100 pl NaBH, 0.1 M.

Toate solutiile se pregatesc cu apa rece, iar sinteza seedurilor se face sub agitare
magnetici. In 40 ml api ultrapurd se adaugi aurul si citratul, iar ulterior borhidrura prin
picurare. In acest caz, a fost nevoie de doar 50 ul borhidrurd, pentru ca solutia si devina
rosiatic aprins, foarte concentrata. In cuva spectrofotometrului, coloratia a fost roz deschis. S-
a efectuat spectrul UV-Vis (Fig. b52) si conform articolului Haiss et al. 2007, diametrul
seedurilor este cuprins ntre 3-4 nm, iar concentratia este de 6.08x107 particule/ml intr-un

volum de 40 ml.
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Fig. b52. Spectrul UV-VIS al solutiei de seeduri concentrate 3%. Amax= 0.448 la A= 513 nm

K. Functionalizare nanoparticulelor magnetice silanizate cu aur

S-au efectuat masurdtori UV-Vis si TEM ale unui lot de nanoparticule silenizate (SIL18)

(Fig. b53)
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Fig. b53. (a) Spectrul UV-VIS al nanoparticulelor silanizate din proba SIL18. (b,c) Imagini TEM cu proba
SIL18

Se poate observa ca silanizarea nu a fost omogena si foarte putine particule au fost

acoperite cu stratul de SiOs.
Ulterior pornind de la solutia SIL18 s-au obtinut alte 2 solutii:

- Preparea SIL18A: 3 ml din solutia SIL18 s-au diluat in 7 ml apd ultrapurad pentru a
ajunge la un volum de 10m ml, care s-au introdus ntr-o sticluta. Sub agitare mecanica
usoard, s-au adaugat 20 ml seeduri 3x proaspete picatura cu picatura, iar coloratia a
devenit brun violet inchis

- Preparare SIL18B: 10 ml din solutia SIL18 s-au supus agitarii mecanice usoare,

apoi s-au adaugat 20 ml seeduri 3x picatura cu picatura. Solutia a devenit brun violet

inchis (Fig. b54)

40



Fig. b54. Solutia SIL18 A + seed 3x, solutia de seeduri 3x, solutia SIL 18 B +seed 3x
(de la stnga la dreapta)

Pentru ambele solutii s-au realizat spectre UV-VIS inainte de separarea magnetica

(Fig. b55),
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Fig. b55. (a) Spectrul UV-VIS al nanoparticulelor SIL18A pe care s-au depus 20 ml seeduri de 3x concentrate.
Anax= 0.513 la A= 539 nm. (b) Spectrul UV-VIS al nanoparticulelor SIL18B pe care s-au depus 20 ml seeduri de
3x concentrate. Apa= 0.805 la A= 517 nm
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Urmatorul pas a fost supunerea ambelor solutii separarii magnetice (Fig. b56).

Fig. b56. Separare magnetica timp de 12 ore, dupd adaugarea seedurilor 3 %

Dupa 24h de la separarea magnetica, supernatantul s-a modificat, el fiind mai diluat, ceea

ce inseamna ca particulele magnetice au migrat spre magnet, iar cele nemagnetice au ramas

in solutie (Fig. b57).
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Fig. b57. Solutiile A si B dupd separarea magneticd la 24h inainte de spdlare (stinga — SIL18 B + 2seed3x,
dreapta — SIL18 A + 2seed3x)

Se poate observa ca supernatantul solutiei A (mai diluatd) este albastrui, iar
supernatantul solutiei B (mai concentratd) este violet. Dupa spalare cu apa utrapura, solutiile

si-au schimbat coloratia in maro (Fig. b58) iar solutia B este de un brun maroniu inchis, iar

solutia A este un brun rosiatic.

Fig. b58. Solutiile A si B dupa spalare (stanga — SIL18 B +2seed3x, dreapta — SIL18 A +2seed3x)

Dupa finalizarea acestor sinteze s-au realizat spectrele UV-VIS si imagini TEM

pentru fiecare solutie (Fig. b59, b60 si b61).
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Fig. b59 (a) Spectrul UV-VIS al nanoparticulelor SIL18A pe care s-au depus 20 ml seeduri de 3x concentrate
dupa separarea magneticd. (b) Spectrul UV-VIS al nanoparticulelor SIL18B pe care s-au depus 20 ml seeduri
de 3x concentrate dupd separarea magnetica
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Fig. b60. Imagini TEM cu SIL18A pe care s-au adaugat 20 ml seeduri de 3 %

Conform imaginii TEM se observa ca seedurile nu s-au depus omogen pe stratul de
SiO; de la suprafata nanoparticulelor magentice. Particulele se aseazd in clustere de tip
ciorchine, la fel si seedurile de aur. Este posbil ca procesul de silanizare in acest caz sa fie

nereusit.

Fig. b61. Imagini TEM cu SIL18B pe care s-au adaugat 20 ml seeduri de 3 %

Si in cazul probei SIL18B, seedurile de aur nu s-au dispus omogen pe suprafetele
SiO..

S-au studiat reactiile de crestere a seedurilor, depuse prin reducerea HAuCl,.
L. Cresterea seedurilor prin reducerea Au** la suprafata

Pentru prima reactie, in vederea cresterii si reducerii Au®* s-a folosit 5 ml SIL18 +
2seed3x, 3 ml citrat de sodiu 4%, 10 ml acid clorauric 0.3 mM, 0.1 ml hidroxil-amina 40
mM. Toti reactivii s-au adaugat treptat la distanta de 5 minute prin picurare. 5 ml din solutiile
SIL18 A + 2seed3x si SIL18 B + 2seed3x au fost introduse in 2 pahare berzelius si au fost
supuse agitarii mecanice usoare la 150-300 rpm. S-a adadugat in fiecare cate 3 ml citrat de
sodiu 4% si agitarea a continuat 5 minute. La observarea formarii de agregate solutiile s-au
sonicat bine si s-a continuat agitarea mecanica. In fiecare solutie s-au adaugat 10 ml acid
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clorauric 0.3 mM sub agitare mecanica timp de 5 minute. Apoi s-au adaugat 100 ul hidroxil-
amind 40 mM picdtura cu picatura. S-a observat modificarea culorii fiecarei solutii dupd cum

urmeaza: solutia A a devenit albastruie, iar solutia B maro deschis si in final gri (Fig. b62).

Fig. b62. Solutiile A si B dupd prima reactie de crestere a seedurilor prin reactia de reducere

Solutiile rezultate s-au separat magnetic si s-au spalat cu 5 ml apa ultrapura (Fig.

b63).

Fig. b63. Solutiile A si B dupd separarea magnetica si spalarea cu apa ultrapurd

Au fost studiate spectrele UV-VIS pentru fiecare solutie (Fig. b64). Tn Figura b65 se

pot observa imagini TEM a probei SIL18A, in urma reactiei de reducere.
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Fig. b64. Spectrul UV-VIS al solutiei SILIS A + 2seed3x -Red 1. A= 1.061 la 2= 579-590 nm. (b) Spectrul
UV-VIS al solutiei SIL18 B + 2seed3x -Red 1.
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Fig. b65. Imagine TEM cu proba SIL18 A + 2seed3x -Red 1

Din imaginea TEM se observa cresterea seedurilor adunate in clustere si depunerea
neomogena a acestora pe particulele magnetice.

In cazul solutiei B s-a mai realizat o reactie de reducere datorita spectrului UV-VIS
care nu prezenta absorbanta maxima in zona 500-600 nm a lungimilor de unda.
De aceasta data s-a folosit urmatoarea reteta: 5Sml SIL18 B + 2seed3x — Red1, 3 ml citrat de
sodiu 4%, 10 ml acid clorauric 0.8 mM, 0.1 ml hidroxil-amina 40 mM
Pasii de lucru au fost realizati in acelasi mod, fiecare reactiv s-a adaugat la distanta de 5
minute sub agitare continua si prin picurare. Solutia a prezentat o coloratie albastruie , inainte

de separarea magnetica (Fig. b66).
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Fig. b66. (a) Solutia SIL18 B + 2seed3x redusa de 2x. (b) Spectrul UV-VIS al solutiei SIL18B+2seed3x+Red?2.
Anax= 0.858 la A= 573-574 nm. (c), (d) Imagini TEM cu SIL18B+2seed3x+Red2

Dupa separarea magnetica, solutia a ramas albastru inchis si s-a realizat un spectru UV-
VIS. De aceasta data se observa prezenta unui maxim larg la 500-700 nm. Se pare ca in acest
caz avem de-a face cu o crestere acceleratd a seedurilor si acoperirea aproape integrald a

clusterelor de particule magnetice.

b. Sinteza de nanostructuri multifunctionale magneto-plasmonice hibride bazate pe
un nucleu alcatuit din magneto-lipozomi cationici decorati cu nanoparticule plasmonice

de aur anionice.
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In ultimii 30 de ani, comunitatea stiintifici a conferit lipozomilor - care reprezinti
vezicule artificiale constand dintr-un bistrat fosfolipidic - o foarte mare atentie ca urmare a
calitatii exceptionale a acestora de vehicule de administrare a substantelor medicamentoase ’.
Datorita contributiilor mai multor grupuri de cercetatori, extinse pe parcursul a mai multor
zeci de ani, lipozomii au devenit primii nano-transportatori care au reusit sa intre pe piata
farmaceutica - Doxil / Caelix fiind cel mai relevant exemplu . Lipozomii din prima generatie
au fost folositi ca simpli nano-transportatori de medicament - molecula terapeutic activa fiind
incarcatd in lumenul lipozomal sau cavitatea lipozomala. A doua generatie de lipozomi a fost
dezvoltata pentru a viza un situs terapeutic specific prin intermediul anticorpilor sau a altor
biomolecule atasate de bistratul fosfolipidic. Cea de-a treia generatie de lipozomi a fost
proiectatd pentru a indeplini functii mai complexe, cum ar fi descarcarea controlata in timp a
veziculelor incarcate cu agent terapeutic de-a lungul diferitelor bariere biologice. Ultima
generatie include asa-numitii lipozomi sensibili la diferiti stimuli % prin acestia numarandu-se
magneto-lipozomii (ML) — o combinatie intre lipozomi si NPMag incapsulate *°. Amplasarea
spatialda a NPMag in lipozomi defineste cele doua tipuri de ML. Astfel NPMag hidrofile pot fi
incapsulate in lumenul apos al lipozomilor impreuni cu medicamentul ' sau NPMag
hidrofobe pot fi incorporate in bistratul fosfolipidic, in timp ce medicamentul este inca
incapsulat in interiorul lipozomilor *2. Avantajul prezentat de ML in aplicatii biomedicale
este unul major, deoarece NPMag incapsulate joaca un triplu rol: sub un gradient de camp
magnetic extern ML pot fi directionati spre site-ul de interes, iar sub actiunea unui camp
magnetic alternativ extern membrana lipozomald este destabilizata permitand eliberarea
medicamentelor si in acelasi timp caldura generatd prin hipertermie magnetica sensibilizeaza
zona la actiunea terapeutica a medicamentului.

In cadrul proiectului ne-am propus si extindem functionalitatea acestor ML prin
adaugarea unei functii plasmonice suplimentare conferite de NP de aur. Elementul central 1n
elaborarea noii clase de nanostructuri hibride 1l constituie lipozomii cationici - prezintd o
sarcind pozitiva distribuitd pe suprafata externd a bistratului fosfolipidic -, pe care grupul

nostru de cercetare a reusit sa-i dezvolte prin utilizarea in procesul de sinteza a doua clase de

’R. R. Sawant and V. P. Torchilin, Liposomes as ‘smart’ pharmaceutical nanocarriers. Soft Matter, 6, 4026 — 4044, 2010 .

8L Zhang et al. Nanoparticles in medicine: therapeutic applications and developments. Clin. Pharmacol. Ther 83, 761 — 769, 2008.
® Yatvin, M. B. et al. Design of liposomes for enhanced local release of drugs by hyperthermia Science 202, 1290 — 1293, 1978.
1%c. A. Monnier. Magnetoliposomes: opportunities and challenges. Eur. J. Nanomed. 6(4), 201 — 215, 2014.

! G. Bealle et al. Ultra Magnetic Liposomes for MR Imaging, Targeting, and Hyperthermia, Langmuir 28, 11834 — 11842, 2012.

2. Bonnaud et al. Insertion of Nanoparticle Clusters into Vesicle Bilayers, ACS Nano, 84, 3451 — 3460, 2014.
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fosfolipide: DOTAP si SPC. Mai mult decit atat, grupul nostru de cercetare detine o bogata
experientd in elaborare de nanoparticule (NP) de aur cu proprietiti plasmonice net
imbunatatite. Dintre acestea amintim NP de aur acoperite cu polietilen glicol (PEG) cu
diferite mase moleculare, care le conferd acestora o sarcini negativa pe suprafata =, Prin
intemediul interactiunii electrostatice dintre lipozomii cationici si NP de aur PEGylate
incarcate negativ, s-a reusit formarea de structuri veziculare hibride in care NP de aur
decoreaza suprafata exterioard sferica a lipozomilor**. Dupd cum am prezentat mai sus,
descompunerea termica a precursorilor magnetici in solveti organici conduce la formarea de
NPMag hidrofobe, caracteristicd necesara pentru a le introduce 1n bistratul bilipidic, care prin
natura sa este unul hidrofob. Prin ajustarea raportului molar intre precursorul magnetic,
agentii de functionalizare (capping) si solventul se pot obtine NPMag monodisperse cu o
anumitd forma si dimensiune . Utilizand aceastd metoda de sintezi am reusit elaborare de
NPMag de oxid de fier avand o forma sferica si un diametru mediu in jurul valorii de 12 nm,
conditie absolut necesard in vederea inglobarii ulterioare a acestora in bistratul fosfolipidic al
lipozomilor.

In cadrul studiului de fati, am realizat sinteza unor magnetolipozomi cationici
contindnd cantitdti variabile de NPMag si decorarea acestora cu nanoparticule de aur
PEGylate.

Sinteza magnetolipozomilor s-a realizat conform urmatorului protocol: S-au preparat
4 solutii cloroformice prin dizolvarea a 14.2 mg DOTAP si 34.8 mg SPC in 30 mL
cloroform. In aceste solutii s-au adiugat 10/50/250/1000 uL dispersie NPMag in hexan.
Dispersia astfel obtinutd a fost introdusa in balonul unui rotavapor in scopul indepartarii
complete a solventului, proces care a decurs cu formarea unui film lipidic care a inglobat
NPMag adaugate. In continuare, s-au addugat 20 mL apa ultrapura in balon, pentru hidratarea
stratului lipidic si s-a realizat o agitare manuala usoara a balonului pentru favorizarea acestui
proces. S-a obtinut o dispersie opalescenta, care a fost supusd ultrasonicarii timp de 30 min,
timp in care s-a clarificat (culoarea acesteia a fost cafenie, cu intensitate proportionala cu
cantitatea de NPMag din sistem). Folosind spectroscopia Raman (Fig. b67) am identificat

peak-urile vibrationale atribuite lipidelor. Aceste atriburi sunt cuprinse in Tabelul b1l

B R. Stiufiuc et al. One step synthesis of PEGylated gold nanoparticles with tunable surface charge. Journal of Nanomaterials, 2013.

1 R. stiufiuc et al. A new class of pegylated plasmonic liposomes: Synthesis and characterization. Journal of Colloid and Interface Science,
437, 17-23, 2015.

> A. G. Roca et al. Design strategies for shape-controlled magnetic iron oxide nanoparticles. Advanced Drug Delivery Reviews, 138, 68-104,
2019.
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Figura b67. Spectrul Raman al lipozomilor cationici sintetizati.

Tabel bl. Atribuire benzi vibrationale Raman: lipozomi cationici fara continut de
nanoparticule magnetice.

Lungimea
de unda
(cm™)

71
8

76
5

85
0

87
5

97
2

10
44

10
85

12

Atribuiri vibrationale

symmetric stretch vibration of the C-N bonds from the
N*(CHz)scholine group

stretching vibration of the quaternary ammonium group &
stretching vibration of the esterified P-O bonds from the phosphate groups

Asymmetric stretching vibration of the esterified O-P-O bonds
from the phosphate groups

asymmetric stretch vibration of the C-N bonds from the
N*(CHs)scholine group

bending vibration of the CH groups
symmetric stretching vibration of PO3~group

stretching vibration of C-C bond

deformation vibration of the unsaturated =CH group
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65

02 13 twisting vibration of CH, groups
14 . . G
42 CH,/CHjs scissoring vibrations
16 L
58 C=C bond stretching vibrations
17 o
a1 stretching vibration of the C=0 bond from the ester groups
27 . o
)8 in-plane scissoring vibrations of CH,
28 : L .
54 symmetric stretching vibration of the CH, groups (fatty acids)
28 : o .
95 asymmetric stretching vibration of the CH, groups (fatty acids)
29 : o
29 symmetric stretching vibration of the CH3 groups
30 S :
10 stretching vibrations of unsaturated =C-H groups (fatty acids)

In cadrul acestui proiect, asa cum am mentionat in raportul precedent am reusit pentru prima
data sd utilizam spectroscopia Raman in vederea demonstrarii internalizarii nanoparticulelor
magnetice in interiorul bistratului lipidic. Au fost mdsurate probe lipozomale pure respective
continand cantitdti de nanoparticule magnetice cuprinse intre 10 si 1000 de pL. Aceastd
tehnicd a fost capabila sd demonstreze internalizarea nanoparticulelor magnetice in bistratul
lipic al lipozomilor si faptul cd o concentratie prea mare a NPMag are drept consecintd

deteriorarea bistratului dar si a lipozomilor.

Odata sintetizati magneto-lipozomii acestia au fost decorati cu aur si ulteior s-au facut
masuratori SERS (Fig. b68) dar au fost analizati si cu ajutorul microscopiei hiperspectrale si

camp intunecat (Fig. b69).
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PERRREE

Fig. b68. Prezentare schematica a metodei de formare a nanostructurilor hibride
magnetoplasmonice lipozomale

Sinteza coloidului de aur utilizat pentru decorare s-a realizat conform urmatorului
protocol: S-a preparat o solutie apoasa prin dizolvarea a 1 g PEG1000 in 49 mL apa
ultrapura. La solutia obtinutd, s-a adaugat 1 mL solutie NaOH 1% (m/v). Solutia astfel
obtinuta a fost incdlzitd pe plita electricd la 85°C, moment in care s-au adaugat 0.55 mL
solutie H[AuCly] 128 mM (sub agitare continud). Amestecul a fost adus la fierbere (sub
agitare), moment in care au mai fost addugati 0.5 mL solutie NaOH 1%. Culoarea
amestecului a virat rapid la rosu-rubiniu, acest fenomen fiind primul indiciu al formarii
coloidului de aur. Figura b69 ilustreaza aspectul in TEM al NP de aur, distributia pe
dimensiuni a acestora si spectrul de absorbtie UV-VIS al coloidului.

La final s-a procedat la sinteza magnetolipozomilor plasmonici , conform urmaétorului
protocol: Tn 990 pL coloid de aur s-au addugat 10 pL dispersie lipozomala. S-a evidentiat o
schimbare rapidd a culorii coloidului de la rosu la albastru-violet, fenomen care indica
agregarea NP de aur pe suprafata lipozomald. Acest fenomen a fost pus in evidenta si prin

microscopie in camp intunecat asa cum se poate vedea in imaginea de mai jos.
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Fig. b69. Imagini obtinute prin microscopia in camp intunecat a nanoparticulelor plasmonice (a) respectiv a
magnetolipozomilor decorati cu nanoparticule plasmonice de aur (c).

c) Nanoparticule plasmonice de argint

Pentru analiza SERS a ADN-ului s-a folosit o solutie coloidald de nanoparticule de argint
(AgNP) obtinuta prin reducerea azotatului de argint cu clorhidrat de hydroxilamina. Astfel, s-
au dizolvat 17 mg de clorhidrat de hydroxilamind in 90 ml de apa ultrapura, sub agitare
magnetici. In paralel, 17 mg de clorhidrat de hidroxilamina au fost dizolvate in 8.8 ml de apa
dubludistilatd, la care s-au adaugat 1.2 ml de NaOH 1%. S-a introdus solutia de
hidroxilamind in cea de AgNO sub agitare. Solutia coloidald obtinutd a fost pastrata la
temperatura mediului ambient. Nanoparticulele de argint au fost caracterizate prin
microscopie electronica in transmisie (TEM) si repectiv UV-VIS. Diametrul mediu al
nanoparticulelor este de 80 nm — Fig. c1. Masuratorile de potential Zeta a solutiei coloidale
au evidentiat o valoare medie a potentialului Zeta -29.0(10.6)mV. Prin imprastierea dinamica
a luminii, sa determinat un diametru mediu hidrodinamic de 84.68 (7.83) nm confirmand
datele obtinute prin TEM. Spectrul UV-Vis a solutiei coloidale AgNP evidentiaza prezenta
unui pic la 408 nm.
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Fig. c1 (4) Micrografie reprezentativi TEM a AgNPs. (B) Spectrul UV-Vis al solutiei coloidale
AgNP.

d) Cercetiri asupra feritelor de tip M,Co..,Fe,0, (unde M = Cu®*, Ni**, si Zn*")

Tnglobate in silice

Nanocompozitele CugsCo0g4Fe204/(100-0)Si02 (a0 = 0, 25, 50, 75 and 100%) au fost

preparate printr-o metoda sol-gel si tratate termic la temperature situate intre 200 si 1200 °C.

Matricea de SiO; a fost gasita ca fiind amorfa. La un continut redus de ferrite, ferita obtinuta
de Cu-Co este impurificata de CoO cristalin, in timp ce la un continut ridicat de feritd s-au
obtinut probe monofazice de ferita Cu-Co. Dimensiunile particulelor au cresccut de la 30 la
120 nm odata cu cresterea continutului de feritd inglobata in matricea de SiO», Tn timp ce

cristalinitatea creste pentru temperaturi mari de tratament termic. Masuratorile de AFM au
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pus in evidentd morfologia nanocompozitelor CugCo0g4Fe,04/SiO,. Pentru probele tratate la

200 si 500 de grade, aria specific a suprafetelor particulelor creste iar cristalinitatea se

depreciaza odatd cu cresterea continutului de SiO,. Pentru toate probele preparate aria

suprafetelor descreste cu cresterea temperaturii de tratament termic. Matricea de SiO, este

diamagnetica. Magnetizarea de saturatic si remanenta se imbunatatesc, in timp ce campul

coercitiv si anizotropia descresc, pe masurd ce continutul de feritd de Cu-Co se mareste in

matricea de SiO..
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Fig. d1. Curbele de histereza magnetica §i derivatele magnetizarilor pentru
nanocompozitele tratate termic la 1200°C.

O altd laturda a cercetarilor noastre a fost investigarea proprietdtilor magnetice ale

nanocompozitelor ZngsNigsFe,04/SiO, inglobate Tn matrice de SiO, si tratate termic.

Rezultatele au pus in evidenta cresterea dimensiunii cristalitelor (2.7-57.4 nm), a magnetizarii

de saturatie (0.36-82.4 emu/g), a remanentei (0.06-15.4 emu/g) si descresterea volumului

53



specific al porilor (0.183-0.010 cm(3)/g) si a ariei specific a suprafetelor particulelor (<0.5-
247 m(2)/g) cu cresterea continutului de ZnosNipsFe,O4 Tnglobat in matricea de SiO; si cu
temperatura de tratament termic. Matricea de SiO; are comportare diamagnetica, cu o usoara
fractic feromagntica, provenind de la impurificari accidentale. Compusul ZngsNigsFe;Oa,
inglobat in matricea de SiO, prezinta 0 comportare de tip superparamagnetic, in timp ce

Zno sNigsFe;04 ne-inglobat are comportarea unui ferrimagnet

Fig. d2. Imagini TEM ale nanocompozitelor
(Zno.5Nig.5F€204)5(S102)100-5 (0=100%) tratate termic la 400,
700 si 1000 °C.
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Fig.d3 Derivatele magnetizarii nanocompozitelor (6 =75%) tratate termic la 400, 700 si
1000°C (a) si pentru 6 =25, 50 si 100% (b
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Un interes deosebit a fost acordat studiului influentei substitutiei Cu2+ prin Co2+ in
ferita CuFe,O,4 inglobata in SiO2 asupra prprietatilor magnetice si morfologice. Mai multe
nanocomposite CuFe;04/Si0,, C00.25CUp.75Fe2,04/SiO, C00.50CUo50Fe204/SiO,
C0p.75CUg 25Fe2,04/S10, and CoFe;04/SiO2 au fost preparate printr-o metoda sol-gel si apoi
tratate termic la 500, 800 si 1100 OC. Alaturi de ferrite au fost prezente fractii reduse de CuO,
la temperaturi joase de tratament termic respectiv la temperaturi ridicate. Dimensiunile
particulelor au crescut de la 38 la 85 nm odata cu cresterea temperaturii de tratament termic si
a continutului de Co2+(Tabelul 1). Magnetizarea de saturtie, remanenta, cAmpul coercitiv si
anizotropia magneticd au crescut in urma substitutieci Cu2+ cu Co2+ in ferita CuFe204.
Nano-compozitele investigate au avut comportamente de tip superparamagnetic si

feromagnetic.

Table 1
Sample parameters measured with AFM, XRD and VSM.
Sample Temperature Height Roughness AFM particle size XRD crystallite size Anisotropy constant K10*
o (nm) (nm) (nm) (nm) (erg/cm™)
CuFe,0y 500 11.0 123 45 432 0.003
800 46 0.62 65 637 0.047
1100 780 151 85 834 0178
Cop 2Clig 7=Fea0, 500 B0 1.05 40 374 0113
800 120 185 56 55.6 0.074
1100 47 059 70 66.8 0.271
Cop s0Cug soFes0 500 45 0.59 3s 338 0.020
800 100 156 50 481 0113
1100 130 231 60 586 0.388
Cog 7<Ciig 2cFea0, 500 7.0 0.89 30 283 0.041
800 70 0.81 45 434 0.163
1100 70 112 53 521 0.826
CoFe,0, 500 9.0 113 30 74 0.070
800 47 0.56 35 331 0.389
1100 6.0 0.90 40 382 2219

Tabelul d1. Parametri méasurati pe probele preparate utilizind AFM, XRD si VSM
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Fig. d4. Imagini SEM si harta distributiei elementelor in nano-compozitele CuFe;O4/SiOy,
C00_25CUO_75F6204/Si02, C00_50CUO_50F6204/5i02, COo_75CUo_25F€204/Si02, COF6204/Si02
tratate termic la 1100 °

Unul dintre studiile elaborate a vizat influenta poliolilor (1,2-ethanediol, 1,2-
propanediol, 1,3-propanediol, 1,2,3-propanetriol) utilizati in sinteze asupra structurii si
proprietatilor magnetice ale nanocompozitelor ZngsC0gsFe,04/SiO,. Analizele prin difractie
de raze X au indicat formarea compusului ZnysCoosFe;,O4 cu structura slab/inalt cristalina
alaturi de alte faze cristaline (Zn,SiO4, C02Si04, SiO,, C0304, ZnO),functie de poliolii
utilizati si temperatura de tratament termic. Spectrele IR, trasformata Fourier, au confirmat
formarea legaturilor in oxizii metalici din ferita Co-Zn si in matricea de SiO2. Densitatea
fizica creste iar cea determinate din XRD descreste cu dimensiunile medii ale cristalitelor.
Determinarile TEM au relevat nanoparticule sferice (2-47 nm) care cresc o data cu cresterea
distantei  dintre gruparile hidroxil. Forma curbelor de histerezis magnetic sugereaza

dependenta comportarii magnetice de proprietatile structurale, si in consecintd de structura de
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polioli si de temperature de tratament termic. De asemenea, magnetizarea la saturatie,
remanentd, si campul coercitiv ale compusilor ZnosC0gsFe204, cresc cu lungimea lantului
poliol si cu numarul gruparilor hidroxil. Atat M; cat si H¢ cresc cu dinmesiunile cristalitelor.
Forma curbelor derivatelor magnetizarii in raport cu campul aplicat indicd prezenta unei
singure faze magnetice (ZnosCogsFe;O4) care are comportari de tip superparamagnetic sau

ferromagnetic, n functie de temperature de tratament termic.
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Fig.d5. Distriburia dimensiunilor particulelor din probele , ZCF-1.2PD, ZCF-1.3PD si ZCF-1.2.3PT tratate
termic la 700 si 1000 °C.
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Fig. d6 Magnetizarea la saturatie (Ms) in functie de dimensiunile cristalitelor (D) pentru nano-compozitele

Zny5C0q5sFe,04/Si0, tratate termic la 700 si 1000 °C.

57



Rezultatele obtinute au permis publicarea urmatoarelor lucrari:

1. Dippong Thomas, Levei Erika Andrea, Cadar Oana, Deac losif-Grigore, Lazar
Mihaela, Borodi Gheorghe, Petean loan, Effect of amorphous SiO, matrix on structural and
magnetic properties of Cug¢Co0g.4Fe204/SiO, nanocomposites, JOURNAL OF ALLOYS AND
COMPOUNDS, 849 (2020) 156695 (1-10).

2. Dippong Thomas, Cadar Oana, Deac losif-Grigore, Lazar Mihaela, Borodi Gheorghe,
Levei Erika Andrea, Influence of ferrite to silica ratio and thermal treatment on porosity,
surface, microstructure and magnetic properties of ZngsNigsFe,04/SiO, nanocomposites,
JOURNAL OF ALLOYS AND COMPOUNDS, 828 (2020) 154409 (1-11).

3. Dippong Thomas, Deac losif-Grigore, Cadar Oana, Levei Erika Andrea, Petean loan,
Impact of Cu?* substitution by Co®" on the structural and magnetic properties of CuFe,O,
synthesized by sol-gel route, MATERIALS CHARACTERIZATION, 163 (2020) 110248 (1-
11).

4. Dippong Thomas, Cadar Oana, Levei Erika Andrea, Deac losif-Grigore,
Microstructure, porosity and magnetic properties of ZnysCogsFe,04/SiO, nanocomposites
prepared by sol-gel method using different polyols JOURNAL OF MAGNETISM AND
MAGNETIC MATERIALS, 489 (2020) 166168 (1-11).

58



Act. 3.4 Atasarea chimica a aptamerilor tinta Cy-3 modificati cu CD117 la

suprafata plasmonica.

Act. 3.5 Atasarea chimica a aptamerilor tintd Cy-3 modificat cu CD 117 la

suprafata exterioara a lipozomului magnetoplasmonic.

Act. 3.6 Evaluarea numarului de aptameri legati la suprafata metalica

Dat fiind stransa corelatie intre actiunile 3.4 — 3.6 vom prezenta in comun rezultatele
obtinute 1n abordarea acestor tematici. Vom analiza deasemenea analiza ADN malign prin

metoda SERS, folosind lipozomii de argint.

a) Atasarea chimica a aptamerilor tinta Cy-3 modificat cu CD117 la suprafata

plasmonica
a.1.1. Functionalizarea NP magnetice cu anticorpi monoclonali

CD117 este un receptor transmembranar de suprafatd care este supraexprimat in 74%
din cazurile de AML. Tn cadrul acestui proiect ne-am propus si dezvoltim doui clase de
nanostructuri multifunctionale magnetoplasmonice capabile sd izoleze si sd detecteze
exozomii secretati de celulele mieloide care au supraexprimat pe suprafata lor receptorul
CD117. Ambele nanostructuri hibride multifunctionale contin atat nanostructuri magnetice,
capabile sd permitd separarea magnetica a nanohibrizilor functionalizati cu exozomii doriti,
cat si nanostructuri plasmonice care sa permitd functionalizarea lor cu aptameri specifici si

detectia lor ulterioara folosind spectroscopia vibrationala ultrasensibila.

In vederea realizdrii acestui obiectiv am functionalizat Intr-o prima faza nanoparticule
magnetice de Fe304 cu anticorpi monoclonali capabili sd detecteze specific interleukina 6

(IL6). IL6 este o polipeptida care are o structura compusa din 185 de aminoacizi.

Functionalizarea s-a realizat prin incubarea solutiilor care contin nanoparticule
magnetice cu anticorpi monoclonali anti-IL6, in conditii specifice. Dupa imobilizare s-au
efectuat mai multe etape de spalare care sa permita eliminarea anticorpilor monoclonali

nelegati de suprafata magnetica.
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Figura al. Spectrul Raman al NP magnetice simple (spectru verde), al NP functionalizate cu antilL6 (spectru
rosu) respectiv al NP functionalizate cu anti IL6 si legate specific cu moleculele de IL6 (spectru albastru)

Odata realizat acest sistem am dorit sa testam capacitatea acestor nanostructuri
magnetice functionalizate cu anticorpi monoclonali anti IL6 de a se lega specific de

moleculele IL6 folosind spectroscopia Raman.

Asa cum se poate vedea 1n Figura al a fost identificat un peak vibrational specific
(1185 cm™) care poate fi utilizat pentru a pune in evidenti atasarea specificd a moleculelor de
IL6 de suprafata NP magnetice functionalizate cu anticorpi monoclonali. Aceste observatii au

fost confirmate si prin masuratori electrochimice.

a.1.2. Functionalizarea NP de aur cu aptameri specifici CD117

Pentru realizarea cu succes a acestei etape a proiectului ne-am propus sa indeplinim 2

obiective majore, si anume:

e Atasarea cu succes a aptamerilor functionalizati de suprafata celor doua clase
de nanohibrizi magnetici multifunctionali: nanoparticule magnetoplasmonice
s1 magnetolipozomi plasmonici

e Evaluarea numdrului de aptameri legati de suprafata plasmonica exterioara a

acestor nanohibrizi
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Prima activitate indeplinitd in realizarea scopului propus a fost atasarea chimica de
suprafata plasmonica a unui aptamer CD117 modificat prin targhetare specifica cu

ajutorul unei molecule fluorescente (Cy-3).

Prin Tncorporarea in structura aptamerilor a unor molecule fluorescente (in cazul
nostru Cy-3) s-a reusit extinderea functionalitatii aptamerului in directia identificarii acestuia
folosind microscopia de fluorescentd. Aptamerii modificati cu Cy-3 au fost atasati de
nanoparticlulele plasmonice datoritd prezentei gruparii moleculare -SH, stiindu-se faptul ca
atomii de sulf au afinitate mare pentru suprafata nanoparticulelor de aur. Astfel, solutia
continand nanoparticule de aur a fost amestecatd cu cea care a continut aptamerii modificati
si a fost lasata la incubare pentru o perioada de minim 24 h la temperatura camerei. Ulterior,
pentru a se separa aptamerii nelegati de ceilalti, mixtura a fost centrifugatd 30 minute
folosindu-se o viteza de centrifugare de 10000 rpm. Supernatantul contindnd aptamerii
nelegati a fost inldturat iar pentru indepartarea precipitatilor uleiosi S-a folosit o solutie de
spalare cu continut de citrat de sodiu. Acest ciclu de centrifugare si spalare s-a realizat de 3

ori.

a.1.3. Functionalizarea lipozomilor magnetoplasmonici cu NP de aur

functionalizate cu aptameri specifici CD117-Cy3

A doua activitate indeplinita in vederea realizarii cu succes a obiectivelor propuse a
fost atasarea chimicd de suprafata exterioara a lipozomilor magnetoplasmonici a unui
aptamer CD117 modificat prin targhetare specifica folosind o molecula fluorescenta (Cy-3).
Tn aceasta etapa a fost utilizata interactiunea electrostatica dintre magnetolipozomii cationici
sintetizati si caracterizati in prealabil si nanoparticulele plasmonice de aur functionalizate cu
apatmeri specifici CD117 si continand fluoroforul Cy3, avand o sarcind de suprafata
negativd. Metoda de functionalizare a nanoparticulelor sferice de aur a fost similard cu cea
utilizatd in cazul nanoparticulelor magnetoplasmonice si prezentata anterior. Au fost utilizate
exact concentratiile utilizate pentru o decorare uniformd a lipozomilor cu nanoparticule
plasmonice. Concentratiile nanoparticulelor, masurate dupa functionalizare, au fost masurate

cu ajutorul tehnicii NTA (nanoparticle tracking analysis).
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Succesul etapei de functionalizare/atasare a aptamerilor specifici CD117 de suprafata
exterioara a nanoparticulelor magnetoplasmonice, respectiv a magnetolipozomilor plasmonici

a fost confirmat prin spectroscopie SERS.
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Figura a2. Spectrul SERS al nanoparticulelor de aur functionalizate cu aptameri specifici
CD117.

Tn Figura a2 este prezentat spectrul SERS al nanoparticulelor sferice de aur decorate
cu aptameri specifici CD117. Principalele benzi vibrationale observate pot fi atribuite

prezentei aptamerilor pe suprafata plasmonica a nanoparticulelor de Au.

a.1.4. Evaluarea numirului de apatameri CDI117-Cy3 legati de suprafata

exterioara a nanoparticulelor magnetoplasmonice si a magnetolipozomilor plasmonici

In urma functionalizarii celor doua clase de nanohibrizi cu apatameri specifici
CD117-Cy3 s-au obtinut nanoparticule (nano-obiecte) multifunctionale care poseda

concomitent 3 proprietati extraordinare: fluorescente, magnetice si plasmonice.

Pentru a putea fi utilizate in aplicatiile biologice solutiile coloidale continand

nanoparticule magnetoplasmonice respectiv magnetolipozomi plasmonici, au fost testate in

62



vederea evaluarii stabilitatii lor. Astfel s-au adaugat solutii de NaCl in diferite concentratii
pand la o valoare finald a concentratiei de 3 M. Numarul de aptameri de pe suprafata
nanoparticulelor multifunctionale a fost evaluat folosindu-se o solutie de 2-mercaptoetanol.
Aceastd solutie are rolul de Indeparta aptamerii de la suprafata nanoparticulelor prin ruperea
legéturilor chimice formate intre acestia si suprafata plasmonica. Prin calcularea concentratiei
de aptameri CD117 modificati cu Cy-3 indepartati de la suprafata nanoparticulelor si aflati in
suspensie in supernatant a putut fi evaluat numarul de aptameri legati de nanoparticule. Acest
lucru s-a realizat cu ajutorul microscopiei de fluorescenta cunoscandu-se faptul cu fluoroforul
Cy3 are picul de excitare localizat la 555 nm iar cel de emisie la 569 nm. Data fiind
dependenta liniard a concentratiei sale de intensitatea semnalului de fluorescenta, a putut fi

estimata concentratia apatamerilor legati de suprafata plasmonica.

Pentru limitarea erorilor de calcul, in prealabil, a fost realizata o curba de calibrare a
intensitatii de fluorescentd in functie de concentratia de Cy3, folosind solutii de Cy3 de

diferite concentratii.

b) Studiul ADN malign prin SERS folosind lipozomi de argint

ADN-ul a fost extras din probe de tesut limfonodale incorporate in parafina, fixate cu
formalina, de la pacienti cu BCL (n = 9), TCL (n = 9), pacienti diagnosticati cu metastaze
ganglionare limfatice din melanom (n = 10) (Met) si subiecti martori (n = 10) (Ctr),
reprezentat de pacientii cu ganglioni limfatici reactivi (datorati infectiilor). Studiul a fost
aprobat de catre comisia de etica institutionala a Centrului Clinic de Cancer Ion Chiricuta,
Cluj-Napoca, Romania. Consimtdmantul informat a fost obtinut de la toti subiectii si toate
analizele au fost efectuate in conformitate cu orientdrile si reglementarile relevante. Toate
probele extrase au fost masurate prin SERS si incluse in analiza statistica (9 BCL, 9 TCL, 10
Met si 10 probe Ctr).

ADN-ul a fost extras din esantioane de tesuturi limfatice incorporate in parafina,
fixate cu formalind, prin procedura de coloana rotativa utilizdnd un kit de extractie a ADN-
ului (QIAamp DNA Mini Kit, QIAGEN) asa cum a fost descris anterior (1, 2). Puritatea
ADN-ului a fost calculata pe baza raportului de absorbanta 260/280 nm (Tabelul b1).
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Tabelul bl. Puritatea medie a ADN-ului din limfomul cu celule B (BCL), limfomul cu celule T
(TCL), metastazele melanomului (Met) si probele de control (Ctr), calculate pe baza raportului de

absorbanta 260/280 nm.

Group 260/280 (range)
Ctr 1.724 (1.59-1.83)
BCL 1.732 (1.51-1.83)
TCL 1.79 (1.71-1.86)
Met 1.796 (1.56-2.06)

Pentru analiza SERS a ADN-ului, am folosit o solutie coloidald de nanoparticule de
argint (AgNP) sintetizatd prin reducerea azotatului de argint cu clorhidrat de hidroxilamina,
asa cum s-a descris anterior (3). Pe scurt, 17 mg de AgNO3 s-au dizolvat in 90 ml apa
ultrapura (Millipore) sub agitare magneticd. Separat, 17 mg de clorhidrat de hidroxilamina au
fost dizolvate in 8.8 ml de apa ultrapura si s-au adaugat 1.2 ml de NaOH 1%. Solutia de
hidroxilamind a fost addugata la solutia de AgNO3 sub agitare si solutia rezultata si-a
schimbat culoarea imediat in galben inchis. Solutia coloidala a fost depozitatd la temperatura
camerei. Toate substantele chimice au fost achizitionate de la Sigma — Aldrich.
Nanoparticulele au fost caracterizate prin spectroscopie UV-Vis (spectrometru V-630, Jasco)
si microscopie electronica de transmisie, rezultdnd un diametru mediu de 80 nm. Masuratorile
de potential Zeta a solutiei coloidale au aratat nanoparticule cu 0 valoare medie a
potentialului Zeta de -29 mV + 10.6 mV, in timp ce mdsuratorile de imprastiere dinamica a

luminii confirma un diametru mediu hidrodinamic de 84.68 + 7.83 nm.

Pentru achizitionarea spectrelor SERS de la DNA, a fost utilizat un
spectrometru InVia Raman (Renishaw), echipat cu un laser cu excitare la 532 nm (laser Nd:
YAG cu frecventa dublata), care a fost focalizat pe proba printr-un obiectiv cu magnificare de
5X (Leica, NA 0.12). Pentru a exclude concentratia ADN ca factor de confuzie, toate probele
de ADN au fost aduse la aceeasi concentratie de 14.45 ng/puL prin diluare. Pentru masuratorile
SERS pe ADN, 2 mL de AgNP coloidale au fost spalate prin centrifugare timp de 15 minute la
7300 g, supernatantul a fost indepartat prin pipetare si AgNP au fost resuspendate in 2 mL de
apa ultrapurd. 5 uL de AgNPs au fost amestecate cu 5 pL de ADN si 0.5 pL de Ca (NO3),
(concentratie finald 5 x 10™* M). Amestecul a fost agitat timp de 30 de secunde pentru a

asigura adsorbtia ADN-ului pe suprafata AgNPs si 5 puL din acest amestec au fost asezate pe o
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lama de microscop acoperitd cu folie de aluminiu pentru investigarea prin SERS. Toate

masuratorile SERS au fost efectuate sub forma de picatura lichida.

Pentru fiecare esantion, au fost mediate trei masuratori. A fost utilizat un timp de
integrare de 40 s pentru fiecare spectru, puterea laserului pe proba fiind de 25 mW. Toate
spectrele SERS au fost achizitionate folosind acelasi lot de AgNPs pentru a preveni orice

diferenta datoratd substratului SERS.

Analiza in componente principale (PCA) este o tehnicd multivariatd nesupravegheata,
al cérei scop este de a reduce dimensionalitatea setului de date. PCA produce un set de
scoruri (vizualizate ca si score plot) si vectori asociati fiecarei componente principale
(loading plots). Analiza loading plot-ului permite identificarea benzilor SERS care variaza

semnificativ Tn setul de date.

Pentru a demonstra posibilitatea de a clasifica pacientii in functie de grupul caruia i
apartin, am efectuat analiza PCA cuplata cu analiza discriminanta patratica (PCA-QDA), care
este o metoda de clasificare supravegheata. Rezultatul PCA-QDA este un set de valori
discriminante care contabilizeazd probabilitatea ca un esantion dat sa apartind unui anumit
grup. Predictia finald a PCA-QDA este reprezentatd de grupul cu cea mai mare valoare
discriminantd. Validarea a fost efectuata utilizand validarea Incrucisata de tip ,leave-one-

2

out

Pentru analiza statistica univariata, aria benzilor SERS de la 1005 si 730 cm™ a fost
determinata utilizand software-ul MATLAB R2019. A fost calculatd curba ROC
corespunzitoare ariei benzilor SERS la 1005 si 730 cm™ si a raportului ariei SERS 1005/730

cm™.

Tn cazul tuturor spectrelor, s-a aplicat o transformare liniari pentru indepartarea
fundalului, urmata de normalizarea la unitate. Analiza statisticd multivariata a fost efectuata

Tn Unscrambler X (software Camo).

Atat pentru PCA, cat si pentru PCA-QDA, au fost utilizate primele 7 componente
principale (PC), care acopera impreuna o varianta de aproximativ 80% (Figura bl). Loading
plot-urile primelor 7 PC-uri au fost verificate vizual pentru a prezenta benzi SERS distincte
(Figura b2). Pentru vizualizarea graficelor score plot din Figurile bl 2E, 3A, D, G si 4A
rezultate din analiza PCA, componentele principale care maximizeaza varianta setului de date

au fost alese automat de software-ul Unscrambler X.
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Figura bl. (4) Varianta explicata de primele 7 componente principale (PC-uri) ale modelului PCA si PCA-
QDA. (B) Reziduurile primelor 7 calculatoare utilizate in modelul PCA si PCA-QDA. Linia dreaptd neagrd
indica 5% din reziduurile celor 7 PC-uri. Toate probele sunt sub intervalul rezidual de 5%, indicdnd faptul ca
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Figura b2. Loading plot-urile primelor sapte componente principale ale PCA.

Rezultate

Diferentele spectrale dintre ADN-ul malign si cel non-malign evidentiaza
hipometilarea ADN-ului malign. Figura b2A prezinta spectrul SERS mediu al ADN-ului de
la subiectii martor si pacientii cu BCL, TCL si Met in intervalul 500-1050 cm™, care contine
cele mai relevante informatii spectrale. Cele mai importante caracteristici din spectrul SERS
al ADN-ului sunt banda SERS la 730 cm™ atribuitd adeninei si banda SERS la 1005 cm™
atribuita vibratiei -CH3 a 5-metilcitozinei, precum si banda SERS de la 660 cm’, atribuitd
citozinei (3). Atribuirea benzilor SERS ale ADN-ului este prezentata in Tabelul b2. Banda

SERS la 1005 cm™ este cea mai intensi in cazul grupului de control, in timp ce ADN-ul din
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BCL si TCL prezinta intensititi medii comparativ mai mici (Figura b2). Aceasta
caracteristica spectralda este in concordantd cu bine-cunoscuta hipometilare a ADN-ului
malign (3, 4, 5).

Tabelul b2. Atribuirea provizorie a benzilor SERS ale ADN-ului. [6-11]

Raman shift (cm™) Assignment

731 Adenine, ring breathing
793 PO*

852

956

1005 CHjs, rocking

1236 Adenine, Cytosine or Thymine, ring stretching
1320 Adenine

1395

1450 CHy, deformation

1501

1546

1570 Adenine, Guanine
1630 Thymine, Cytosine

Score plot-ul rezultat din analiza PCA a spectrelor SERS pe ADN din grupurile
martor si cancer este prezentat in Figura b3 E si demonstreaza gruparea nesupravegheata a
celor doua grupuri, pe baza PC 2 si PC 4, care sunt dominate de benzi la 1005 si 730 cm™ in
loading plot-urile corespunzatoare (Figura b2 F). Mai mult, PCA evidentiaza si corelatia

inversa intre banda SERS la 1005 cm™ si banda SERS la 730 cm™.

Pentru a demonstra sensibilitatea diagnosticului metodei, adicd posibilitatea de a
exclude malignitatea, am comparat raportul de intensitate SERS 1005/730 cm™ intre grupul
control si grupul cancer (Figura b3 C) (adica BCL, TCL si Met), rezultand o arie sub curba de
0.79 (p <0.05) (Figura b3 D). De asemenea, am evaluat acuratetea clasificarii obtinutd doar
pe baza benzilor SERS de la 1005 sau 730 cm™, dar nu a fost atinsi nicio semnificanta

statistica.
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Figura b3. (A) Spectrele SERS medii ale ADN-ului ganglionar limfatic de la n = 10 subiecti martori (Ctr), n =
9 pacienti cu limfom cu celule B (BCL), n = 9 pacienti cu limfom cu celule T (TCL) si n = 10 pacienti cu
metastaze (Met). Zona umbritd reprezintd deviatia standard. (B) Aria benzilor SERS la 730 cm™ si 1005 cm™.
(C) Raportul ariei SERS 1005/730 cm™. (D) Curba ROC pentru raportul ariei SERS 1005/730 cm™
corespunzatoare discriminarii dintre grupul martor si grupul cancer cuprinzand toate probele de tip cancer. (E)
Score plot-ul rezultat din analiza PCA care demonstreaza gruparea nesupravegheatd a grupurilor control si
cancer pe baza a douda componente principale, PC 2 si PC 4. Zona umbrita reprezintd deviatia standard a
valorilor score din fiecare grup. (F) Loadings plot-urile corespunzatoare componentelor PC 2 si PC 4 cu
benzile SERS evidentiate la 1005 si 730 cm™.
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Subiectii martori pot fi discriminati de fiecare tip de cancer (BCL, TCL si Met) pe baza
spectrelor SERS a ADN-ului. Pentru a demonstra ca, pe langa sensibilitatea diagnosticului,
analiza SERS a ADN-ului este, de asemenea, specificd pentru fiecare tip de malignitate, am
efectuat trei comparatii independente intre spectrele SERS ale ADN-ului de la controale si de
la pacientii cu BCL, TCL si Met. Rezultatele sunt prezentate in Figura b4, demonstrand
gruparea nesupravegheatd a grupurilor. Cea mai bund separare intre grupul de control si
grupurile BCL, TCL si Met luate separat (Figura b4 A, D, G, respectiv) a fost realizata pe
baza PC 2 si PC 3. Loadings plot-urile corespunzatoare componentelor PC 2 si PC 3 sunt

dominate din nou de benzile SERS de la 1005 si 730 cm™ (Figurile b4 B, E, H).
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Figura b5. Analiza PCA a spectrelor SERS ale ADN-ului ganglionar de la n = 10 subiecti martori sin =9
pacienti cu limfom cu celule B (BCL), n = 9 pacienti cu limfom cu celule T (TCL) si n = 10 pacienti cu
metastaze ale ganglionilor (Met) si ROC corespunzdtor benzii SERS de la 1005 cm™. (A, D, G) Score plot-ul
rezultat din componentele PC 2 si PC 3 evidentiaza tendinta de separare a grupului de control de grupurile
BCL, TCL si respectiv Met. (B, E, H) Loadings plot corespunzatoare componentelor PC 2 si PC 3 pentru
grupurile BCL, TCL si Met evidentiazd corelatia inversd intre benzile SERS la 1005 cm™ si 730 em™. (C, F, 1)
Curba ROC obtinutd de banda SERS la 1005 cm™ pentru discriminarea intre grupul de control si respectiv
grupurile BCL, TCL si Met.
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Curbele ROC corespunzatoare discriminarii dintre grupul de control si grupurile BCL, TCL
si Met pe baza ariei de sub banda SERS de la 1005 cm™ sunt prezentate In Figura b4 C, F, I,
producand o arie sub curba de 0.71 (p < 0.05) pentru BCL si 0.86 (p <0.05) pentru TCL.
Pentru grupul Met, aria de sub curbd a fost 0.60, dar nu a fost atinsd nicio semnificanta
statistica. De asemenea, am evaluat acuratetea clasificarii Intre controale si fiecare dintre cele
trei grupuri de cancer, pe baza benzii SERS de la 730 cm™ sau raportul ariei 1005/730 cm™,

dar nu a fost atinsa nicio semnificatie statistica.

Analiza SERS a ADN-ului conduce la un diagnostic diferential intre tipurile de
cancer, inclusiv intre BCL si TCL. Pentru a investiga posibilitatea de a realiza un
diagnostic diferential intre grupurile BCL, TCL si Met, am efectuat analiza PCA, care a
evidentiat tendinta catre o grupare nesupravegheata a grupurilor, pe baza componentelor
principale PC 2 si PC 4 (Figura b5 A). Loadings plot-ul corespunzator componentelor
principale PC 2 si PC 4 prezinta benzile SERS la 1005 si 730 cm™ (Figura b5 B). Desi
grupurile se suprapun in score plot-ul rezultat din analiza PCA, analiza PCA-QDA
demonstreaza ca fiecare grup poate fi clasificat cu o precizie excelentd, in ciuda numarului
redus de probe din fiecare grup (Figura b5 C). PCA-QDA a obtinut o precizie generala de
94.44% in diagnosticul diferential intre grupurile BCL, TCL si Met.

Matricea de confuzie multidimensionala obtinuta de PCA-QDA (Figura b5 C)
corespunde unei precizii de clasificare de 90% pentru grupul de control, 100% pentru BCL,
89% pentru TCL s1 100% pentru Met. Curba ROC obtinuta de aria de sub banda SERS de la
730 cm™ pentru diagnosticul diferential intre BCL si TCL este prezentata in Figura b5 D, si
corespunde unei arii sub curba de 0.84 (p <0.05). De asemenea, am evaluat acuratetea
clasificarii obtinuta doar de banda SERS la 1005 cm™ sau raportul ariei SERS 1005/730 cm™,

dar nu a fost atinsa nicio semnificanta statistica.
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Figura b5. Rezultatele PCA si QDA pentru diagnosticul diferential intre grupurile de control (Ctr),
limfomul cu celule B (BCL), limfomul cu celule T (TCL) si pacientii cu metastaze ale ganglionilor limfatici
(Met). (A) Score plot-ul corespunzitor componentelor principale PC 2 si PC 4. Regiunile umbrite reprezintd
deviatia standard in valorile scorului fiecarei clase. (B) Loadings plot-ul corespunzator componentelor PC 2 si
PC 4, dominate de benzile SERS de la 1005 si 730 cm™. (C) Matricea de confuzie multidimensionald produsd de
PCA-ODA. (D) ROC obtinut de banda SERS la 730 cm™ pentru diagnosticul diferential intre BCL si TCL.

Discutie

Metilarea ADN-ului este unul dintre cele mai bine intelese mecanisme epigenetice,
care regleaza expresia genelor fard a modifica secventa de ADN (12). Reglarea epigenetica
bazata pe metilarea ADN-ului este unul dintre cele mai importante substraturi moleculare ale
diferentierii celulare, clasic descris de Waddington drept ,,pereti” intre diferite cdi de

diferentiere (13).

Recent, am aratat ca ADN-ul extras din sangele periferic al pacientilor cu leucemie mieloida
acutd prezintd intensititi mai scizute ale benzii de 1005 cm™ atribuite metilcitozinei, n
conformitate cu hipometilarea bine descrisa a ADN-ului malign (3). Continuand cercetarile
anterioare, in experimentele si rezultatele descrise in prezent, am analizat ADN-ul extras din

probe de tesut din ganglioni limfatici incorporate In parafind si fixate cu formalind de la
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pacienti cu ganglioni limfatici reactivi (subiecti martori) si pacienti cu BCT, TCL si Met.
Rezultatele demonstreaza ca SERS poate capta modificarile ADN-ului extras din ganglionii
limfatici care insotesc aparitia limfomului. Astfel, banda SERS de la 1005 cm™, atribuita
metilcitozinei, prezintd intensitdti mai mici la pacientii cu cancer comparativ cu subiectii
martor, in conformitate cu raportul nostru anterior privind leucemia mieloida acuta (Figura bl
A, B). Aria de sub curba ROC corespunzatoare raportului ariei 1005/730 cm™ SERS de la
pacientii cu cancer si martori a fost de 0.79 (p <0.05) (Figura b5 D). A fost de asemenea
evaluatd posibilitatea de a obtine un diagnostic intre subiectii martor si BCL, TCL si Met,
obtinandu-se o arie sub curba semnificativ statistica de 0.71 pentru BCL si 0.86 pentru TCL

pe baza zonei sub banda SERS la 730 cm™ (Figura b4).

In afara de posibilitatea discriminarii intre ADN de la ganglionii limfatici reactivi si cancer,
s-a demonstrat si diagnosticul diferential intre tipurile de cancer. Pe baza PCA-QDA,
grupurile control, BCL, TCL si Met au fost discriminate intre ele cu o precizie generald de
94.44% (Figura 3 C). In mod similar, ROC corespunzitor benzii SERS de la 730 cm™ a dat 0
arie sub curba de 0.84 in discriminarea intre grupurile BCL si TCL (Figura b5 D).

Comparativ cu alte metode de analizd a metilarii ADN-ului, cum ar fi ELISA sau
secventierea ADN-ului, SERS este mult mai rapid, avand un timp de rotatie de aproximativ 5
minute. Acest lucru face ca SERS sa fie ideal pentru analize de tip point-of-care, care ar putea

ghida medicii pana cand se asteapta rezultatele definitive ale patologiei moleculare.
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Un numar de 14 reviste se afla in categoria 1 si 2 in clasificarea facutd de ANSTI.
Factorul de impact total al revistelor de mai sus este de 47.31, cu o medie de 3.4 pe revista.

Dat fiind importanta rezultatelor stiintifice si vizibilitatea acestora, lucrarile publicate
n cadrul proiectului, in peroada 2018 — 2020, au fost citate in peste 200 de lucrari stiintifice,
iar cele aparute in acest an, in 14 lucréri, publicate pe plan international.

Metoda de elaborare a nanoparticulelor dezvoltata in cadrul proiectului si relatatd in
AIP Conf. Proc. este evaluatd atdt din punct de vedere stiintific precum si economic n

revista Molecules, aflandu-se printre cele 8 metode cunoscute pe plan international — Fig. al

molecules Ifmi\gy

Review

Multifunctional Magnetic Oxide Nanoparticle (MNP)
Core-Shell: Review of Synthesis, Structural Studies
and Application for Wastewater Treatment

Ebenezer C. Nnadozie = and Peter A. Ajibade *

Table 1. Comparative analysis of preparation methods for magnetite nanoparticles.

Nos Method Advantages Disadvantages *Cost Ref

Cubic particles; large particle sizes;
long reaction time; polydispered size ~ $44.01  [54]
distribution; high reaction temperature

Single step synthesis; high Ms

1 Hydrothermal value; highly crystalline particles

Thermal Medium particle sizes; high Ms; Cubic-spherical shapes; polydispered

o Decomposition  short reaction time size distribution $7384  [55]
Spherical and small particles;
3. Co-precipitation high Ms; low reaction Agglomerated particles $39.50 [56]

temperature; one-step synthesis;
monodispered size distribution
Polydispered size distribution;

4 Sol-gel Spherical panoFarhcles: long reaction time; $99.12  [57)
small particle sizes 3 9 )
multi-step reaction process
EESeraTy High Ms; short reaction time; Nanocubes; large particle sizes; 484 eq
B Sonochemical one-step reaction; polydispered size distribution =Y

Spherical and small particles;
6. Polyol moderate Ms; monodispered size  Multi-precursors and reaction steps. $141.07 [59]
distribution

High Ms; small ticle size; g o ’ 2
gh Ma;sal parfic e sizes Prone to impurity; quasi-spherical

T Electrochemical  monodispered size dmtrlbtlxlmn; particles; hydrophobic nanoparticles $32.55  [a0]
room temperature synthesis :
Small particle size; monophased : Sl

8. Microemulsion  product; monodispered size Agglomerated and cubic particles; $242.72 [61]

distribution multi-precursors

* Particle size: small (2-15 nm); medium (16-25 nm); large (26 nm and above); saturation magnetization (Ms):
low (0-30 emug™"); moderate (31-69 emug™"); high (70 emug™" and above); total cost was calculated based on the
cost of (1g or 1L) of primary precursor(s) as obtained from (MERCK South Africa) and energy cost per Kwh of
electricity (https://www.globalpetrolprices.com/data_electricity_download.php).

55. Dudric, R.; Souca, G.; Szatmari, A.; Szilard, T.; Nitica, S.; lacovita, C.; Moldovan, A.L; Stiufiuc, R.; Tetean, R.;
Burzo, E. Magnetite Nanoparticles for Medical Applications. In Proceedings of the AIP Conference, Tamil Nadu,
India, 21-22 February 2020.

Fig. al Analiza comparativa a metodelor de preparare a nanoparticulelor de magnetita
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Rezultatele stiintifice obtinute in cadrul proiectului au fost prezentate la doua
conferinte stiintifice:

1. Nicolae Leopold, SERS Liquid Biopsy by Analysis of Metabolites, Proteins
and DNA, National Online Conference of Biophysics, Brasov, 14™ — 16™ June, 2020, oral
presentation - Contributed talk 024, Book of Abstacts p.48, Ed. Monica Florescu,
Transilvania University Press, 2020

2. S.D. lancu, A. Stefancu, V. Moisoiu, C. Tomuleasa, N. Leopold, Ca** and CI
Adion Mediated DNA Absorption to Silver Nanoparticles for SERS Detection of Cancer
Specific Methylation Pattern, National Online Conference of Biophysics, Brasov, 14" — 16"
June, 2020, poster presentation T4P6, Book of Abstracts p. 84, Ed. Monica Florescu,

Transilvania University Press, 2020.
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