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DEZVOLTAREA UNUI SENZOR PLASMONIC CU FIBRA OPTICA
PENTRU DETECTIA DE METALE GRELE

1. Introducere

Metalele grele (de ex. cadmiu, arsenic, mercur, plumb, etc.) sunt clasificate drept poluanti ai
mediului, datoritd efectului lor toxic asupra oamenilor, animalelor si plantelor. Acestea nu sunt
biodegradabile, prin urmare riman permanent in sistemul ecologic [1]. Contaminarea mediului
inconjuritor cu metale grele, inclusiv cu ioni de cadmiu (Cd*"), este o problema serioasa a
lumii moderne. Cd?" este asadar unul dintre cele mai toxice metale grele, otravirea acutd cu
acest element manifestandu-se printr-o varietate de simptome care includ leziuni renale,
hipertensiune arteriald, anemie sau cancef, printre altele [2,3]. Se estimeazd ca anual,
aproximativ 30.000 de tone de Cd sunt eliberate in mediul inconjuritor, din care 13.000 de tone
rezulti din activititile umane [4]. Aportul siptimanal tolerabil provizoriu de Cd recomandat
de Organizatia Mondiald a Sanatatii (OMS) pentru aditivii alimentari este de 0.4-5.0 mg, iar
concentratia maxima admisibild de Cd?* 1n apele naturale nepoluate este de 1 pg/L [5,6].

fn ultimii ani, s-a observat o preocupare crescindd a comunititii stiintifice pentru
bunistarea mediului, si implicit pentru dezvoltarea unor senzori care sd extragd atdt informatii
calitative cit si cantitative despre natura i concentratia poluantilor. Cele mai utilizate si
optimizate tehnici de determinare a metalelor grele sunt metodele spectrometrice (de ex.
spectrometria de absorbtie atomicd cu cuptor de grafit, spectrometria de absorbtie atomicd in
flacdrd, spectrometria de masd cu plasmi cuplati inductiv, spectrometria de fluorescentd
atomicd, spectrometria de emisie cu plasma cuplatd inductiv), sau cromatografice (de ex.
cromatografia gazoasi sau cromatografia lichidi de inaltd performantd). Aceste metode sunt
clasice, dar necesitd aparaturd mai complex, sunt scumpe de intretinut si necesitd personal
bine instruit [7-10]. Alternativ, au fost raportate alte tehnici analitice complexe pentru a
determina cantititile de Cd** din probele de apa, inclusiv senzori electrochimici [11,12] sau cei
bazati pe detectie colorimetrici si fluorescentd [13,14]. Aceste tehnici pot fi integrate intr-un
sistem portabil care si monitorizeze in timp real poluantii din mediu, au cost redus si sunt
sensibile, dar nu sunt foarte stabile la fluctuatiile de temperaturd si pH.

Diferitd de tehnicile de detectie menfionate mai sus, tehnologia cu fibrd opticd (FO) care
se bazeazi pe fenomenul de rezonanti a plasmonilor de suprafatd (SPR) este relativ noud si
oferd numeroase avantaje cum ar fi simplitatea, portabilitatea, viabilitatea, costul redus si
posibilitatea de miniaturizare [15,16]. Plasmonii de suprafata (SP) sunt unde electromagnetice
care se formeazd de-a lungul unei interfete plasmonice, dintre un film subtire metalic (de ex.
aur) si un mediu dielectric (de ex. solutia de analizat) [17]. Dispozitivele bazate pe rezonanta
plasmonilor de suprafatd (SPR) sunt prin urmare instrumente optice cu o mare utilitate in
aplicatii de detectie, deoarece permit monitorizarea in timp real a interactiunilor bio-/chimice.
Asadar, fibra opticd acoperitd cu un film subtire metalic este folositd pentru a transporta lumina
citre interfata plasmonicd. Orice eveniment care are loc la aceastd interfafd (de ex. interactia
dintre un receptor si molecula tintd) va declansa o modificare a semnalului SPR, ce poate fi
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procesatd mai departe Intr-o reprezentare grafica [18]. Datoritd acestui fapt, senzorii FO-SPR
au fost folositi pe scard largd in aplicafii de diagnosticare medicald si de monitorizare a
mediului, precum si pentru studierea specificitdtii si a interactiunilor moleculare [19].

Scopul acestui proiect de cercetare postdoctorald a fost de a dezvolta un senzor
plasmonic cu fibri opticd (FO-SPR) pentru detectia metalelor grele (de ex. Cd?*) din apa
potabili, avind performante ce competitioneazi cu tehnicile de detectie de ultimi or.

Initial, in cadrul proiectului urma sa se fabrice un senzor FO-SPR bi-strat paladiu (Pd) /
polianilind (PANTI), funcfionalizat cu anticorpi imunoglobulind G (IgG) pentru detectia
specifici a Cd*". Avénd in vedere timpul limitat pentra implementarea proiectului, precum si
costul compusilor mai-sus mentionati, dar si durata lor de livrare, am ciutat o solutie alternativa
pentru a detecta Cd** cu ajutorul senzorului FO-SPR. Dupi un studiu amanuntit al literaturii
de specialitate am constatat ¢ s-ar putea detecta Cd** cu senzorul FO-SPR, mai rapid, mai ugor
si mai convenabil ca pref, folosind trei strategii diferite de functionalizare a suprafetei
senzorului FO-SPR. Asadar, am optat pentru fabricarea unui senzor FO-SPR acoperit cu aur
(Au), pe care l-am functionalizat cu molecule sensibile la Cd**: (i) albumind din ser bovin
(BSA), (i) un bio-polimer — Chitosan, si (ifi) un polimer electro-conductiv — polianilind
(PANI). Prin urmare, in cadrul acestui proiect au fost evaluate gi comparate trei strategii de
functionalizare a suprafetei senzorului FO-SPR. Dintre acestea, senzorul FO-SPR acoperit cu
BSA/Au este foarte sensibil si prezinti o limitd de detectie (LOD) la nivel nM. Mai mult,
prezenta Cd** pe suprafata senzorului FO-SPR a fost confirmati prin spectroscopia de
fotoelectroni cu raze X (XPS), si a fost de asemenea cuantificatd pentru toate strategiile de
functionalizare mentionate mai sus. Senzorul FO-SPR functionalizat cu BSA este sensibil,
rapid ca rispuns, ieftin si portabil, fiind capabil si detecteze concentratii foarte scazute de Cd*
in api. Toate aceste rezultate vor fi prezentate pe scurt in urmitoarele pagini ale acestui raport.

2. Resurse si materiale

Munca de cercetare din cadrul acestui proiect s-a desfagurat fn cadrul grupului ,Lasere in
domeniul stiintelor vietii, mediu si productie” (LLASEM), al Institutului National de
Cercetare-Dezvoltare pentru Fizica Laserilor, Plasmei si Radiatiei (INFLPR), Romania.

Toate chimicalele si materialele folosite au fost de calitate superioard: acetona, anilina
(CéHsNH,), persulfatul de amoniu ((NH4)25:0s), toluenul, acidul clorhidric (HCI), Chitosanul,
albumina din ser bovin (BSA), solutia salind tampon (PBS), acidul acetic (CH3COOH) si
iodura de cadmiu ( Cdl,) au fost furnizate de Merck. Toate dilutiile s-au facut in apa deionizata
purificati cu ajutorul unui sistem Milli-Q. Rola de fibrd opticd a fost achizitionatd de la
Thotlabs iar tinta de aur de la Pi-KEM. Analiza XPS a fost efectuati cu ajutorul unei instalatii
Thermo Fisher Scientific ESCALAB Xi+, echipati cu un analizor de electroni multicanal
(sursi duald de raze X) care functioneaza cu radiatie Al Ka (1486.2 eV).
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3. Rezultate si discutii

Sistemul de detectic FO-SPR este prezentat in Figura 1 si cuprinde concret urmitoarele
componente: (i) o sursd de lumind cu halogen, (%) un spectrofotometru UV-Vis, (iii) un senzor
interschimbabil FO-SPR introdus intr-un conector de tip SMA, si (i) un brat robotic controlat
de calculator pentru a deplasa senzorul FO-SPR dintr-un recipient care contine proba de
analizat, in altul. Lumina care trece prin zona activi a senzorului FO-SPR este reflectatd inapoi
la varful acestuia si misuratd cu ajutorul spectrofotometrului. Interactiile moleculare care au
loc la interfata plasmonica (de ex. interactia dintre un anticorp si antigenul specific) conduc la
o schimbare a semnalului SPR (de ex. modificarea pozitiei lungimii de undd SPR initiald), ce
poate fi mai departe monitorizatd in timp real, obtindndu-se astfel o stenogramd. Mai multe
detalii despre acest sistem de detectie si despre fabricarea senzorilor FO-SPR acoperiti cu aur
se pot gisi in publicatiile noastre anterioare [16,18,20].

Specirophotomaler &

LightSoures 4 Bifurcated

FO

EQ fackef 7

Plasmon wave

Figura 1. Schema ilustrativi a sistemului portabil FO-SPR dezvoltat in cadrul INFLPR.

Strategiile de functionalizare a senzorilor pentru detectia ionilor de cadmiu (Cd*)

Strategia I: senzorii FO-SPR acoperiti cu Au, au fost scufundati in solutia tampon PBS (pH
7.4) ce contine proteina BSA (5 uM), timp de 1 ord. Datorit fizisorbtiei BSA pe suprafata de
Au, BSA va acoperi uniform fibra optica. Interactiunea BSA cu Cd este bine cunoscuta, acesta
din urmi legindu-se covalent de aminoacizi constituentii ai proteinei.

Strategia II: senzorii FO-SPR acoperiti cu Au, au fost introdusi 1 ord in Chitosan (5 pM)
dizolvat in acid acetic 2% si ap3 deionizatd (DIW). Chitosanul este un bun absorbant pentru
ionii de metale grele, inclusiv cei de Cd?*.

Strategia III: filmul de polianilind (PANI) a fost sintetizat pe senzorul FO-SPR acoperit cu
aur folosind o metodd de polimerizare chimica. Fibrele optice acoperite cu Au, au fost
scufundate intr-o solutie apoasd de (NH4)2S208 1 M gi HClL 1 M, iar apoi o solutie de anilind
0.1 M in toluen a fost turnatd peste amestecul preparat anterior. Senzorii au fost tinuti in solutie
timp de 10 minute la o temperaturd constantd de 25°C. O peliculd verde a fost observata dupa
timpul de imersie, ceea ce este o dovadd a formarii starii Emeraldine a PANI pe senzorul
acoperit cu Au. Senzorii au fost scosi dupd timpul de imersie mentionat si au fost spalati in
DIW, apoi uscati. PANI este de asemenea un bun adsorbant, fiind utilizat in prezent pentru
indepartarea diferitelor tipuri de ioni de metale grele i coloranti din solutii apoase.
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Prepararea dilutiilor de Cd?*: in primul rand, a fost preparatd o solufie apoasd stoc de Cdl2
(1 mM). Apoi, toate concentratiile de ioni de metale grele au fost preparate independent prin
diluarea acestei solutii stoc. Indicele de refractie (R1) corespunzitor tuturor solutiilor a fost
verificat cu un refractometru Abbe avand o rezolutie de 0.001 si s-a constatat cd toate aceste
dilutii au un RT similar cu DIW (adic, 1.333).

fn cele din urmi, senzorii FO-SPR functionalizati au fost utilizati pentru detectarea
diferitelor concentratii de ioni de cd* (0, 0.06, 0.12, 0.25, 0.5 si 1 pM) in DIW. Senzorul
functionalizat FO-SPR a fost pastrat 5 minute in fiecare dilutie de Cd*". Fiecare concentratie
de Cd?* a fost misurati de trei ori independent folosind senzori proaspat pregatiti. Sensibilitatea
senzorilor FO-SPR functionalizati pentru detectia de Cd?" a fost evaluatd prin reprezentarca
grafici a curbelor de calibrare aferente (deplasarea lungimii de undi SPR in functie de
concentratia de Cd*"), urmati de fitarea regresiilor liniare obtinute. Pentru a calcula limita de
detectie (LD), s-a folosit formula 36/S, unde ¢ §i S sunt abaterea standard a celei mai mici
concentratii misurate, §i respectiv, panta rezultatd in urma procesului de fitare.

Figura 2 prezintd rispunsul spectral SPR si curbele de calibrare corespunzatoare pentru
senzorii FO-SPR acoperiti cu BSA/Au (Figurile 24 i 2B), Chitosan/Au (Figurile 2 §i 2D) si
PANI/Au (Figurile 2E i 2F), respectiv. De remarcat, pentru senzorul FO-SPR acoperit cu
BSA/Au, poate fi observatd o deplasare clard a lungimii de unda a raspunsului SPR cu cresterea
concentratiei de Cd*" (Figura 24). Curba de calibrare obtinutd in acest caz (Figura 2B) a
evidentiat o sensibilitate a senzorului (panta regresiei liniare) de 76.67 nm/pM (calculatd cu un
coeficient de regresie, R?=0.992), si cu o limiti de detectie (LD) de 7.1 aM. n schimb, senzorii
FO-SPR acoperiti cu Chitosan/Au au prezentat o deplasare la dreapta a lungimii de undi a
rispunsului spectral SPR Intr-un interval mai ingust in comparatie cu senzorul acoperit cu
BSA/Au (Figura 2C), ceea ce duce la o sensibilitate mai micé de 60.75 nm/ pM (R?=0.992) si
o LD de 9.4 nM (Figura 2D). in cele din urmi, pentru senzorul FO-SPR acoperit cu PANI/Au,
s-a observat o deplasare la dreapta a lungimii de unda a réspunsului SPR de aproximativ 68 nm
pentru cea mai mare concentratic de Cd** de 1 uM (Figura 2E). fn ultimul scenariu,
sensibilitatea a fost estimati ca fiind 68.03 nm/pM (R?*=0.997), cu o LD de 8.8 nM (Figura
2F). Datele obtinute sunt, de asemenea afisate in Tabelul 1.
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Figura 2. Raspunsul SPR pentru concentratia variabild de la 0 la 1 pM de ioni de cadmiu
(Cd>+) folosind senzori FO acoperifi cu (4) BSA/Au, (C) chitosan/Au si (E) polianilind/Au. (B,
D, F) Curbele de calibrare corespunzitoare senzorilor FO-SPR. Barele de eroare reprezintd
abaterea standard (n=3).

Mergand mai departe, pentru a evalua cantitatea de specii de Cd** absorbite pe suprafata
senzorilor FO-SPR acoperiti cu Au si functionalizati cu BSA, Chitosan i PANI, chimia de
suprafati a senzorilor a fost analizat3 calitativ si cantitativ cu ajutorul XPS-ului. Spectrele XPS
ale configuratiilor FO-SPR testate dupi detectia a 1 pM de Cd*", sunt prezentate in Figura 3.
Procentul atomic de Cd*" a fost calculat prin impdrtirea intensitdtii varfurilor date de
fotoelectroni pentru fiecare element, la factorul de sensibilitate relativd (RSF) corespunzator.
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Figura 3. Spectrele XPS. Spectrul XPS general al senzorilor FO-SPR acoperifi cu (4) BSA/Au,
(C) Chitosan/Au si (E) PANI/Au dupd detectia a 1 yM de Cd**; (B, D, F) Spectrele
corespunzitoare ale Cd’* imobilizat pe suprafata senzorilor FO-SPR functionalizafi.

st

Se poate observa o tendintd clard de crestere a procentului atomic de Cd* cu cresterea
valorilor de sensibilitate in randul configuratiilor FO-SPR testate. Rezultatele obtinute
demonstreazi cd senzorul FO-SPR acoperit cu BSA/Au are o afinitate mare pentru absorbtia
Cd**, in comparatie cu celelalte doud strategii de functionalizare a senzorului, rezultind o
sensibilitate mai buni si, implicit valori ale LD mai bune (vezi Tabelul I).

Tabelul 1. Compararea performantei senzorilor FO-SPR utilizafi in acest proiect.

Tipul de senzor Sensibilitate Limita de detectie (LD) Procelzlful atom.l ¢
FO-SPR (nm/aM] (M) al Cd™" absorbit
[%]
BSA/Au 76.67 7.1 21
PANI/Aun 68.03 8.8 16
Chitosan/Au 60.75 9.4 14.7

Pe baza rezultatelor obtinute, putem concluziona ca senzorul FO-SPR acoperit cu BSA/Au
este cea mai sensibild configuratie, capabild sa detecteze cantitéti infime de Cd in apd. Senzorul
optic propus are o serie de caracteristici care il evidentiaza: fabricarea sa este foarte simpla,
ieftina, functioneazi in vizibil, si este de asemenea destul de sensibil la detectia de Cd*.
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4. Diseminarea rezultatelor obtinute (01/10 — 03/12, 2021)

Diseminarea rezultatelor obtinute s-a ficut prin: () participarea la doud conferinte
internationale (cu recunoasterea sprijinului acordat de AOSR); (if) prin trimiterea spre
publicare a unui articol, intr-un jurnal cotat ISI (cu includerea afilierii AOSR si recunoagterea
sprijinului acordat de AOSR); precum si prin (#i) alte actiuni de popularizare:

Conferinte:

1. I. Antohe, B. Solomonea, I. Kuncser, L. I. Jinga, and G. Socol, ,, Cadmium ions detection
using an optical fiber-based sensor”, International Conference on Materials: Advanced and
Emerging Materials (ICM-CN), November 22-24, 2021, Shenzhen, CHINA (poster presentation,

online edition), https://202licm-cn.sciforum.net.

2.1. Antohe, B. Solomonea, I. Kuncser, A. Stochioiu, and G. Socol, “Fabrication of an optical
fiber based sensor for heavy metals detection”, 4™ International conference on emerging
technologies in materials engineering (EMERGEMAT), November 4-5, 2021, Bucharest,

ROMANIA (poster presentation, online edition), https://imnr.ro/femergemat-iv-poster.

Articole:

1. B. Solomonea, L. L. Jinga, V. A. Antohe, G. Socol, and 1. Antohe, ,, Strategies for cadmium
trace-level detection using a portable fiber optic — surface plasmon resonance sensor”,
submitted to Scientific Reports, 2021.

Lucrarea descrisd pe scurt in acest raport tehnico-stiintific a fost trimisd spre publicare catre
Scientific Reports (Nature Group), in regim Open Access. Confirmarea de trimitere spre
publicare a lucrdrii este anexatd acestui raport.

Actiuni de diseminare citre publicul larg:

S-a avut in vedere popularizarea obiectivelor specifice, precum si a rezultatelor stiintifice
obtinute in urma implementarii acestui proiect de cercetare, prin intermediul retelelor de
socializare ale directorului de proiect (LinkedIn si Facebook). De asemenea, s-au desfagurat
sesiuni de informare a elevilor si studentilor ce viziteazi periodic laboratoarele INFLPR.
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