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Abstrakt

Nazov prace: Priprava a testovanie striebornych imobilizovanych
nanocastic k SERS spektroskopii biomolekul

Autor: Peter Molnar

Ustav: Fyzikalny ustav UK

Veduci diplomovej prace: RNDr. Marek Prochazka Ph.D.
E-mail veduceho: prochaz@karlov.mff.cuni.cz
Abstrakt:

Tato praca mala dva hlavné ciele: vyvinutie metodiky imobilizacie striebornych nanocastic
na silanizovany skleneny substrat a pouzitie tychto substratov k Studiu vybranych
biomolekul pomocou povrchom zosilneného Ramanovho rozptylu (SERS). Pre SERS
spektroskopiu sa ukdzali byt vhodné povrchy pripravené imobilizdciou borohydridom-
redukovanych koloidnych nanocastic pomocou merkapto- i aminosilanu. Z tychto
povrchov sa nam podarilo ziskat’ kvalitné SERS spektra kladne nabit¢ého TMPyP porfyrinu
ako aj vo vode nerozpustného TPP porfyrinu, pre ktory sme ziskali spektrd bez vplyvu
rozpustadla. NaSe vysledky jasne ukazuju, Ze takto pripravené povrchy poskytuji unikatnu
moznost, ako merat't SERS spektrd v ich nativnej free-base forme, €o nie je mozné priamo
z koloidu. Dalsie experimenty potvrdili, Ze metalacii porfyrinov zabrafiuje pritomnost’
silanu pouzitého k imobilizacii striebornych Castic.

Klucové slova: SERS, strieborné imobilizované nanocastice, porfyriny,
metalacia

Abstract

Title: Preparation and testing of attached silver nanoparticles
for purpose of SERS spectroscopy of biomolecules

Author: Peter Molnar

Department: Institute of Physics, Charles University

Supervisor: RNDr. Marek Prochazka Ph.D.
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Abstract:

Main goal of this work was to develop methodology of immobilization of silver
nanoparticles to silanized glass plates and employment of these substrates in biomolecular
study using surface-enhanced Raman scattering (SERS). The suitable substrates for SERS
spectroscopy, borohydride-reduced colloidal nanoparticles immobilized by mercapto- or
aminosilane, have been found. Good SERS spectra of positively charged TMPyP
porphyrin as well as of water insoluble TPP porphyrin (without interference of the solvent)
have been obtained. Our results clearly show, that our substrates provide unique possibility
how to measure SERS spectra of the porphyrins in his native free-base form (what is
impossible directly from the colloid). Further experiments confirm that the porphyrins are
protected against metalation due to the presence of the silane employed for the silver
particles immobilization.

Keywords: SERS, silver immobilized nanoparticles, porphyrines,
metalation



I Teoreticka cast’

Uvod

LCudia sa od nepamiti snazili ¢o najlepsSie spoznat’ svet okolo seba. Takto sa vyvinuli rézne
vedecké discipliny. Spektroskopia je dobrym prikladom tohto snazenia. Zaradili by sme ju
pod prirodné vedy, pravdepodobne pod fyziku, Ciastone asi aj pod chémiu. Doélezité nie
zaradenie kam patri, ale to, ¢im sa zaoberd. Ako ndzov napoveda, spektroskopia sa zaobera
ziskavanim a vyhodnocovanim spektier. Vyhodnocovanie spektier znamena v podstate to,
ze porovnavame spektrum skimanej latky so spektrami znamych latok. Tento proces
samozrejme nie je ndhodny, ale vel'mi ho ul'ah¢uji mnohé pravidla. Ziskanie spektra sa
odliSuje podla toho, o aku spektroskopiu sa jedna. V pripade optickej spektroskopie
ziskame spektrum tak, zZe na skiimanu latku zasvietime a detekujeme Zziarenie, ktoré z tejto
latky vyjde. Podla toho, aké ziarenie detekujeme, rozliSujeme rozne typy optickej
spektroskopie — napriklad absorpcnu (pri ktorej skimame, aké Zziarenie bolo vzorkou
pohltené a aké preslo) alebo luminiscenciu (pri ktorej skimame Ziarenie, ktoré vo vzorke
vzniklo kvoli tomu, Ze sme naiho zasvietili. Daldim prikladom je spektroskopia
Ramanovho rozptylu (pri ktorej skimame svetlo vzorkou rozptylené) a jej Specialny pripad
spektroskopia povrchom zosilneného Ramanovho rozptylu. Obe tieto metody patria do
vibra¢nej spektroskopie.

V spektroskopii povrchom zosilneného Ramanovho rozptylu (SERS, Surface-Enhanced
Raman Scattering) st spojené dve pozitivne charakteristiky — je to metoda vel'mi
selektivna (ako st metody vibracnej spektroskopie vo vSeobecnosti) a vel'mi citliva (to je
spdsobené prave zosilnenim signalu na povrchu kovovych nanocastic). Napriek tomu, Ze
tdito metdda je stard len 25 rokov, nasla uz Siroké uplatnenie. Pouziva sa hlavne na
chemickt analyzu a obzvlast’ na stidium biomolekul. Dopredu prezradim, Zze s pouZzitim
tejto metody su spojené niektoré praktické problémy. Napriek tomu som sa rozhodol
v svojej diplomovej praci zaoberat’ prave nou. Tato metdda je potencidlne vel'mi uzito¢na —
umoziiuje detekovat’ niektoré latky vo vel'mi nizkych koncentracidch, niekedy sa jedna
dokonca o detekciu jednotlivych molekul. To je vel'mi dolezité aj z toho dovodu, Ze mnohé
latky sa v Zivych organizmoch nachadzaji prave v takychto nizkych koncentraciach.

V nasledujicom texte vas s touto metdédou zozndmim podrobne;jsie.
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1 Ramanov rozptyl

Este predtym, ako vysvetlim SERS, stru¢ne pripomeniem podstatu Ramanovho rozptylu.
Tento jav bol objaveny v roku 1928 Chandrasekhera Venkata Raman-om a o dolezitosti
tohto objavu znaci fakt, ze uz v roku 1930 zanho dostal Nobelovu cenu. Jeho podstatu

znazornuje obrazok 1.1. Jedna sa o neelasticky rozptyl svetla na molekulach.
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Obrazok 1-1: Schematické znazornenie Ramanovho rozptylu a fluorescencie. Prevzaté z [1]



Na zaciatok sa pozrime na tento dej z pohl'adu fotonov. Pre dopadajuci foton je molekula
rozptylové centrum. Foton sa na nej moéze rozptylit' elasticky alebo neelasticky. Pri
elastickom rozptyle ma vyziareny foton rovnaki vlnova dizku ako dopadajci foton, pri
neelastickom rozptyle ma vyziareny foton int energiu (a teda aj inu frekvenciu). Ramanov
rozptyl patri medzi neelastické rozptyly. Ked'ze len ve'mi mala Cast’ svetla je rozptylena
neelasticky, je pomer intenzit Rayleighovho a Ramanovho rozptylu 10° — 10'2. Pri tomto
rozptyle sa energia dopadajiiceho fotéonu hv' zmeni o energiu charakteristicke]
molekulovej vibracie hvy. Jeho energia sa mdze zvysit aj znizit' — to zavisi na tom, ¢i
molekula, s ktorou fotén interagoval, je v zadkladnom vibracnom stave alebo v vy$Som
vibra¢nom stave. Preto vo vibratnom spektre molekuly pozorujeme dve Ramanove Ciary
symetricky rozlozené od Rayleighovej Ciary. V pripade, ze fotén interaguje s molekulou
v zdkladnom vibra¢nom stave, sa molekula vracia do vysSieho vibraéného stavu

a rozptyleny fotobn ma mensiu energiu (a teda aj frekvenciu vs):
vo=v, -, (1)

Index Sje tam preto, Ze tento typ Ramanovho rozptylu sa nazyva Stokesov rozptyl.
V pripade, ze foton interaguje s molekulou vo vy$Som vibra¢nom stave, sa molekula vracia
do zékladného vibracného stavu a rozptyleny foton ma viacsiu energiu a teda s vysSiu

frekvenciu v,s, v tomto pripade hovorime o antiStokesovom rozptyle’:
vo=v, +v, @)

Molekula méze samozrejme prejst’ zo zékladného vibracného stavu spédt’ do zakladného
stavu (rovnako aj z vyssieho do vyssieho). No to je prave elasticky (Reyleigho) rozptyl.
Intenzita Stokesovej vetvy Ramanovho rozptylu je vacsia ako intenzita Antistokesovej. To
je spdsobené tym, ze pri pokojovej teplote je vysSia pravdepodobnost obsadenia
zékladného vibra¢ného stavu nez stavu vyssieho (dané Boltzmanovym rozdelenim). Prave

kvoli silnejSiemu signalu vo vacsine pripadov detekujeme signal Stokesovej vetvy.

Ked je energia dopadajiceho ziarenia blizka energetickému rozdielu zdkladného a
excitovaného elektronového stavu molekuly, je Ramanov rozptyl zosilneny faktorom 10° —

10°. Hovorime o rezonanénom Ramanovom rozptyle.

! dolny index L je zo slova laser, pretoze budiace Ziarenie je vo véa&sine pripadov prave laser
% Tieto nazvy sa vzt'ahuju k Stokesovmu zakonu, ktory hovori, e vinové dizka Ziarenia emitovaného latkou méze byt
rovnaka alebo vyssia ako je vlnova dlzka budiaceho Ziarenia [2]
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Na obrazku 1.1 b je porovnany Ramanov rozptyl s fluorescenciou. Zatial’ ¢o fluorescencia
poskytuje vo vicsine pripadov spektrd s malo a relativne Sirokymi pasmi, Ramanov rozptyl
poskytuje skoro ,odtlacok prstov molekuly, t.j. spektrd, v ktorych je mnoho uzkych
pasov. To je sposobené tym, ze Ramanov rozptyl zéalezi na vibra¢nych stavoch molekuly
atie zasa zavisia priamo na druhu atomov, sile vézieb medzi nimi aich usporiadanim

v molekule.

Na obrazku 1.1 b je pekne vidiet' aj rozdiel medzi nerezonanénym a rezonanénym
Ramanovym rozptylom. Ramanov rozptyl sa znacne zosilni v pripade, ked sa energia

budiaceho Ziarenia rovna energii nejakého elektronového prechodu.

Ako vysvetlime tento dej z klasického pohladu? Svetlo je elektromagnetické Ziarenie,
vektor intenzity elektrického pola si oznac¢me E. Toto elektromagnetické pole v molekule

vyvola dipdlovy moment P, pri¢om plati:
P=a.E (3)

kde o je polarizovatel'nost’ molekuly. Vzhl'adom k tomu, ze o je funciou vibracnych

suradnic Q

P
a=a,+ (an JO.Qk “4)

indukovany dipélovy moment osciluje nielen na frekvencii budiaceho Ziarenia, ale aj na pri
frekvencidch, ktoré su rozdielom a sic¢tom frekvencii budiaceho Ziarenia a molekulovych

vibracii. Jedna sa prave o Stokesovu a Antistokesovu vetvu Ramanovho rozptylu.



2 Povrchom zosilneny Ramanov rozptyl (SERS)

Ako SERS (Surface-Enhanced Raman Scattering) rozumieme zosilneny Ramanov rozptyl,

ktory nastava v pripade molekuly adsorbovanej na kovovy povrch.

SERS bol objaveny vroku 1974 Fleischamannom. [3] Studoval Ramanovské spektra
pyridinu adsorbovaného na striebornej elekrode. Rozhodol za zvicsit povrch tejto
elektrody, aby sa na fiu mohlo naadsorbovat’ viac molekul pyridinu (¢o by samozrejme
znamenalo zosilnenie signalu.

Tento experiment sa mu podaril a naozaj pozoroval silné zosilnenie ramanovského signalu,
dokonca az prili§ silné. To si uvedomili az neskor nezavisle na sebe dvaja I'udia — Van
Duyne [4] a Creighton [5]. Obaja si totiz vS§imli, ze vysledny signal bol prili§ silny na to,
aby bolo toto zosilnenie mozné prisudit’ len zva¢Senému povrchu. Obaja preto navrhli, Ze
v tomto adsorbovanom stave nastava zosilnenie rozptyleného ziarenia. Van Duyne navrhol
ako vysvetlenie zosilnenie elektromagnetického pola, zatial’ co Creightonove vysvetlenie
spocivalo v interakcii adsorbovanej latky s kovom. Hoci ani jeden z nich nevystihol Gplne
presne skuto¢nost’, v podstate mali pravdu obaja. Ako je uz teraz zname, za zosilnenie su
zodpovedné oba mechanizmy tzv. elektromagneticky atzv. chemicky (molekularny)
mechanizmus.

Na zagiatku sa odhadovalo, Ze zosilnenie tymito mechanizmami je radovo 10° — 107,
Neskér boli pozorované v mnohych pripadoch zosilnenia radu 10" — 10", Jednalo sa
signal molekuly farbiva arezonan¢ny SERS (surface-enhanced resonance Raman

scattering, SERRS) [6,7,8,9,10,11,12].

ESte predtym, ako podrobne vysvetlim tieto dva mechanizmy, popiSem, za akych

podmienok bol SERS pozorovany v praxi.

SERS bol vypozorovany pre vel'mi vel'a réznych molekul. Pre niektoré molekuly funguje
lepSie a pre iné horSie, no urCite nemdézeme povedat’, ze by fungoval len pre niekolko
Specifickych latok. Pri SERSe su tieto molekuly adsorbované na kovovom povrchu. Prave
tieto povrchy su dost’ Specifické pre SERS. Na zaklade experimentalnych vysledkov

[5,13,14,15] sa zistilo, ze vSetky tieto povrchy maju dva spolo¢né rysy: ako material sa
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pouzivaju iba uréité kovy ana povrchu musia byt nerovnosti v nanoskale. Dalej boli
namerané Ramanovské spektrd vysokej intenzity aj v zlatom a striebornom koloide
(konkrétne sa jednalo o spektra pyridinu). [16] Tieto zistenia neskor teoreticky zdovodnil
Creighton [17].

Co sa materialu tyka, pouZiva sa zlato, striebro a med. St publikované aj experimenty na
inych kovoch, ako st napriklad palladium a platina [18] ¢i alkalické kovy [19, 20], no
zlato, striebro a med’ zastdvaji naozaj dominantné postavenie.

Vel'mi dolezité je, aby boli na povrchu nano-nerovnosti. SERS bol sice pozorovany aj na
hladkych povrchoch [21,22], no vyrazne lepsie funguje na zdrsnenych povrchoch. Jedna sa
o nerovnosti v atdbmovej Skale a nanoskale, t.j. nerovnosti vel'ké raddovo desiatky az stovky
nanometrov. To, akym spdsobom povrch s takymito nerovnostami ziskame, nie je
podstatné. Preto st v sucasnosti zname mnohé povrchy, ktoré za na prvy pohlad vel'mi
odlisuju (hlavne pripravou), no podstatu (prave tieto nerovnosti) maji spolo¢nt. Historicky
prvé boli pouzité zdrsnené strieborné elektrody, pri ktorych boli nerovnosti vytvorené
niekol’kymi cyklami oxidaéno-redukénych reakcii. Dalsie pouzivané povrchy s kovové
ostrovéekovité filmy, litograficky pripravené mriezky [23], litograficky pripravené sibory

sféroidnych castic [24], koloidy a povrchy pripravené z koloidov atd’.

Na nasledujucom obrazku je znazornené, o sa deje pri SERS experimente:

budici zareni 4 kovove Castice

adsorbovana
molekula

rozptylené
zareni

Obrazok 2-1: Schematické znazornenie SERS experimentu. Prebrané z [25].
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V tomto konkrétnom pripade sa jedna o experiment s pouzitim agregovanych kovovych
nanocastic, ktoré¢ mohli vzniknut' napriklad agregaciou koloidu. VsSetko napisané
o Ramanovom rozptyle plati aj v tomto pripade. Jediny rozdiel je v tom, Ze v tomto pripade
nastava silné zoslnenie signalu. Toto zosilnenie je spdsobené prave pritomnostou
kovovych nanocastic. Intenzita rozptylené¢ho ziarenia Ije Umernd druhej mocnine

dip6lového momentu:
-2
Iy ~|P) (5)

Podla vztahu (3), tj. P=d.E, je mozné zosilnit signal dvoma sposobmi —
prostrednictvom zosilnenia elektromagnetického pol'a (charakterizovaného veli¢inou E)
v blizkosti kovového povrchu a prostrednictvom zvySenia polarizovatelnosti molekuly a.
V prvom pripade hovorime o elektromagnetickom zosilneni, v druhom pripade

o chemickom zosilneni.

2.1 Elektromagneticky mechanizmus

Dopadajuce Zziarenie vyvold rezonancnu excitaciu tzv. povrchového plazmoénu v kove.
Oscilujuce plazmony sposobia lokalne zosilnenie elektromagnetického Ziarenia v blizkosti
povrchu, najviac okolo ostrych hrotov a medzi kovovymi nanocasticami. Toto zosilnené
ziarenie je Ramanovsky rozptylené molekulou adsorbovanou na povrchu. Nasledne je
v dosledku rezonancnej interakcie s povrchom zosilnené aj rozptylené Ziarenie. Toto je

podstata elektromagnetického zosilnenia. Pozrieme sa nanho teraz podrobne;jsie.

Je dobre zndmy fakt, Ze na nabitom kovovom telese sa vytvori najsilnejSie elektrostatické
pole prave v oblasti hrotov. Nieco podobné plati pre zosilnenie elektromagnetického pola
v blizkosti nerovnosti. Prave tieto nerovnosti hraji ulohu hrotov a to nie len v pripade, ked’
maju tvar Spicatého kuzel'a, ale aj ked’ maju tvar napriklad pologule. Odvod’'me si vztah
pre zosilnenie tohto pola v blizkosti mali¢kej kovovej gul'ocky. [26,27] Reédlne castice
nemaju gulovy tvar. Napriklad ciastocky striebra maju zvycajne tvar dodekaedrov
a ikosaedrov, no gulova aproximacia je vtomto pripade dostatocna. Tvar gule ma tu
vyhodu, ze umoziuje relativne presne dopocitat zosilnenie elektromagnetického pola

a pritom je dost’ dobrou aproximdciou mnohych realnych systémov.

S12-



molekula

Kovova dastica

Obrazok 2-2: Schematické znazornenie molekuly v pritomnosti kovovej Castice.

Vo vSeobecnom pripade potrebujeme na vypocitanie zosilnenia elektromagnetického pola
vyriesit Maxwellove rovnice. Predpokladajme ale, ze velkost' gul'dcky je zanedbatel'na
v porovnani s vinovou dizkou elektromagnetického Ziarenia, t.j. pre polomer gulocky

a plati:
a<a/20 (6)

V tomto pripade gul'6¢ka interaguje v kazdej jej Casti s elektromagnetickym pol'om v skoro
rovnakej fazi, retardaciu elektromagnetick¢ho pol'a teda moézeme zanedbat’ a nasa uloha
redukuje na elektrostaticki tulohu. Vdaka tomuto predpokladu nemusime riesit

Maxwellove rovnice, ale jednoduchs$iu rovnicu Laplaceovu:
VO =0 (7)

pricom @ je elektrostaticky potencial. Dalej musime samozrejme stanovit’ vhodné okrajové
podmienky. V nasom pripade musi @ splnovat’ okrajové podmienky na rozhrani gul6cky
a v nekone¢ne. Na rozhrani musi byt’ potencial spojity, t.j. spojitd musi byt’ jeho normalova

aj tangencialna zlozka:

oD

or

8(13 vonku

o (8)

—&.

r=a r=a
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kde r oznaCuje vzdialenost' od stredu gul'dcky, ®gn, je potencial v gul'ocke a Oyonky je

potencial mimo gul'6cky. Pre potencial v nekonecne musi platit’™:
O =-F,.r.cosd (10)

kde Ey oznacuje Casovo-spriemerované elektrické pole dopadajuceho ziarenia a 6 oznacuje
doplnok do pravého uhla k uhlu medzi smerovym vektorom 7 (tento vektor smeruje zo
stredu gul6¢ky do bodu v ktorom urCujeme potencidl) a vektorom smeru Sirenia
dopadajuceho ziarenia. Riesenie tohto problému najdeme napriklad v [28,29]. Vysledkom

je potencial

@ =—Eo.r.cos<9+g.(a3/rz)EO.cosﬁ (11)
pri¢om:
‘9(/1L)_5o
=— 12
g gi(lL)+2gO (12)

Kde gy oznacuje permitivitu v homogénnom prostredi obklopujucom gul'ovu cCasticu a g;
permitivita kovu zavisla na vlnovej dizke Ay dopadajuceho Ziarenia. & je komplexna

premitivita, ma redlnu aj imagindrnu Cast’”:
‘91'(/1L):‘91(/1L)+i-52(/71) (13)

Ako vidime zo vzorca (11), potencial @ sa sklada z dvoch casti. Prvy s¢itanec predstavuje
potencial dopadajticeho Ziarenia a druhy s¢itanec predstavuje potencidl elektrického dipolu
umiestneného v strede gule v smere dopadajuceho Ziarenia s polarizovatelnostou g.a’.
Preto sa na celkové elektromagnetické pole v mieste molekuly Eyy mézeme pozerat’ ako na

superpoziciu dvoch poli — budiaceho ziarenia Ej a pol'a dipdlu Ep:

E,=E,+E, (14)
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Z potencialu ® moézeme dopocitat’ intenzitu elektrického pol'a E. Pre nas je dolezita stredna

hodnota tejto veli¢iny <E*>"?, presnejsie stredna hodnota normalovej zlozky <E,>>'?

2 12

a strednd hodnota tangencialnej zlozky <E;>""*. Pre normalovu zlozku plati:

od
E =—"— 15
! or (15)

2

Strednt hodnotu <E,*>" 2,12

ziskame tak, ze <E, prenasobime elementom priestorového
uhla dQ = sin6.d0.do a preintegrujeme cez plny priestorovy uhol, t.j. v medziach od 0 po &

pre uhol 6 a od 0 po 27w pre uhol ¢. Vysledkom je:
()" =(3)"E E,Ji+2g(alr)] (16)
Podobne pre tangencialnu zlozku plati:

E=——— (17)

2172 2 12

Analogickym sposobom ako <E,™""“ vypocitame aj <E;>"* a dostavame:

(E7)" =(@13)" £, [ glarry] (18)

Indukovany molekulového dip6l P bude vacsi ako bez pritomnosti gul'd¢ky, pretoze teraz
je v mieste molekuly silnejSie pole. To, Co sa my snazime zistit’, je prave velkost’ tohto
tzv. elektromagnetického zosilnenia. Musime ale rozlisit’ zosilnenie pre dipdl umiestneny
»kolmo* k povrchy gule (t.j. v smere normaly k povrchu gule) a ,,rovnobezne* s povrchom
gule (t.j. v rovine ktora sa dotyka povrchu gule). Pre elektromagnetické zosilnenie dipélu

umiestnen¢ho kolmo k povrchu gule plati:

~[1+2g(a/r)f (19)

A podobne plati pre elektromagnetické zosilnenie dip6lu umiestneného rovnobezne

s povrchom gule:

L(4,)= <E’Z> ~[1-glasry] (20)
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Nesmieme ale zabudnut’, ze sme zatial’ vypocitali len zosilnenie elektromagnetického pola
v mieste molekuly. Analogicky moéZeme dopocitat’ zosilnenie Ziarenia emitovaného
molekulou. Musime si ale uvedomit’, Ze v tomto pripade sa nezosiliiuje Ziarenie s vinovou
dizkou Ap ale Ziarenie pochadzajuce z Ramanovho rozptylu, t.j. s vinovou dizkou As (ked’

uvazujeme a Stokesovom rozptyle). V tomto pripade bude mat’ teda faktor g tvar:

‘9(/15)_50
1= i\t )T 21
&= ) 2e, @1

Celkova intenzita signélu je teda dana vzt'ahom:

I~ (2,)2 (A, (22)

Kde Iy je intenzita budiaceho Ziarenia (/ zEOZ). Faktor celkového elektromagnetického

zosilnenia si teba mézeme vyjadrit’ v tvare:

|8(l) 8|2|5(/1)5|2 .
) 2 | &\ )= & W)~ & | (@
amag = L' (A )L (AS)N\&;(ALH 2er| o)+ 25, U (23)

Toto je koniec vypoctov, teraz sa pozrieme, ¢o z tohto vzorca vyplyva. NaSim cielom je ¢o
najvacsie elektromagnetické zosilnenie. Preto je vhodné, aby g aj g’ dosahovali ¢o
najvysSich hodnot. Toto splnime tak, ze vyberieme taky kov, pre ktorého komplexni

permitivitu plati:
£(1)+2g,~0 (24)
t.J. pre redlnu zlozku &, komplexnej permitivity ¢; plati:
g(1)~-2¢, (25)
a pre a imaginarnu zlozku &, permitivity g; plati:
£,(2)~0 (26)

Toto ma platit’ pre budiace Ziarenie s vlnovou diZkou Ay alebo pre rozptylené Ziarenie
s vinovou dizkou As. V praxi vi&§inou plati AL = A, o e obzvlast vhodné, pretoZe potom

je mozné splnit’ tito podmienku pre dopadajice aj rozptylené Ziarenie.
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Pre viditel'nt1 oblast’ splituji podmienky (25) a (26) prave zlato, striebro a med’.

Vzhladom k podstate elektromagnetického zosilnenia nie je nutny priamy kontakt
molekuly s kovom. Molekula nemusi byt adsorbovana, hovorime, ze je fyzisorbovana.
Intenzita ale klesa ako (1/r)'? pre samostatnu molekulu, resp. ako (1/r)'° pre gulovii vrstvu

tvorent molekulami a teda molekuly musia byt vel'mi blizko pri povrchu.

2.1.1 Elektromagnetické zosilnenie pre zloZitejSie systémy.

V tomto oddiele si popiseme (sice vyrazne menej detailne ako v predchadzajucom pripade)
ako je to v pripade skutoCnosti podobnejSich (a preto komplikovanejSich) systémov.
Modely realnych systétmov mozeme rozdelit’ do dvoch skupin — navzajom neinteragujice

a navzajom interagujuce Castice.

2.1.1.1 Neinteragujuce Castice

Tento pripad znamend, Ze moZeme uvazovat stidle len o jednej Castici. Neznamend to
nutne, ze v nejakej vzorke je len jedna jedina Castica, staci, aby castice boli dostato¢ne
d’aleko od seba a neovplyviiovali sa. Tento predpoklad je v redlnych systémoch splneny
napriklad v koloidoch (pokial’ neagregujl) a na niektorych pevnych povrchoch (pokial’ na
skle umiestnime ¢iastocky kovu tak, Ze st dostato¢ne vzdialené).

V predchéadzajucej casti sme si odvodili zosilnenie elektromagnetického pol'a v blizkosti
malej izolovanej kovovej gul'ocky. Tato aproximacia ale nie je vzdy dostato¢na. Preto bola
nasledne odvodend tato tedria pre izolované gule rdznych velkosti [30]. Roz§irenim tejto
teorie bolo urcené zosilnenie aj pre sféroidy [31] a pretiahnuté elipsoidy [32].

V pripade elipsoidov st zosilnenie aj rezonanéna vinova diZka zavislé na pomere dizky
hlavnej a vedlajsej poloosi. Cim va&si je tento pomer, tym vidsie je toto zosilnenie a tym
viciia je rezonan¢na vlnova dizka. Situaciu ilustruje nasledujiici obrazok. Zosilnenie je
najsilnejsie na Spicoch (plnd Ciara), no aj zosilnenie spriemerované cez cely povrch je

vicsie pre pretiahnutejSie elipsoidy.
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Obrazok 2-2: Vysledky elektrostatickych vypoctov elektromagnetického pola pre rozne strieborné
elipsoidy. Ciarkovana €iara znazoriuje povrchovo-spriemerovant intenzitu a plna ¢iara Intenzitu pri
hrotoch. Prebrané z [33].

Dalej bol $tudovany aj vplyv permitivity prostredia [34]. Nasledujuci obrazok znazortiuje

prave tento efekt. Vidime, ze zosilnenie je silnejSie v prostredi s vd¢Sou permitivitou a ze

permitivita ovlyviiuje aj posun rezonanc¢nej frekvencie.

S

Intensity enhancement { X |O

|
351 Tip
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St gl s In
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25 = 4l
15} J

5= 5l

(8]
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Obrazok 2-3: Vysledky elektrostatickych vypoctov elektromagnetického pol’a pre strieborny elipsoid
s pomerom hlavnych osi 2:1 ponoreny do prostredi s roznymi relativnymi permitivitami (vzduch=1,
voda=1,77, cyklohexan=2,04). Ciarkovan ¢iara znizoriiuje povrchovo-spriemerovani intenzitu a plna
¢iara Intenzitu pri hrotoch. Prebrané z [33].
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2.1.1.2 Interagujtce Castice

V tomto pripade nas zaujima, aké je elektromagnetické zosilnenie v pripade, ked’ su Castice
dostatocne blizko seba. Vediet, ¢o sa deje v blizkosti jednej Castice, je samozrejme
nevyhnutné, no tym sme sa zaoberali v predchadzajucom texte.

Systémy interagujuicich castic st v praxi eSte beZnejSie ako systémy neinteragujucich
castic. Prikladom mdze byt nielen koloid, ktory zagreguje, ale aj ro6zne povrchy (pokial
pripravime povrch tak, ze Castice uchytené na nom su blizko seba, t.j. interakcie medzi
nimi nemozeme zanedbat’).

Nasledujtci obrazok ilustruje skutocnost’, ze pole medzi dvoma Casticami méze byt vel'mi

zosilnené.

Obriazok 2-4: Elektrické pole v blizkosti divoch kovovych guli pre rézne smery intenzity elektrického
pola. Prebrany z [35].

Zosilnenie vel'mi zavisi na usporiadani Castic. Na tomto konkrétnom pripade, ked’ sa jedna
o dve castice, je na hornom obrazku elektromagnetické pole zosilnené len relativne slabo
(napriklad 2krat), zatial o na dolnom obrazku moéze byt zosilnenie obrovské. To je
sposobené tym, ze v prvom pripade priblizenie gul'6¢ok priblizi kladny a zaporny néboj len
obmedzene, zatial ¢o v druhom pripade je priblizenie tychto opacnych nabojov skoro
neobmedzené (a teda je skoro neobmedzené aj zosilnenie elektrického pola). Tento pripad

znazoriuje nasledujlci obrazok.
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Obrazok 2-5: Zosilnenie elektromagnetického pol’a (charakterizovaného veli¢inou
<U> = -<P.E;> = -1/2.0.E ) medzi kovovymi gul6¢kami pre intenzitu elektrického pol’a rovnobeZnii
so spojnicu gul6cok. Prebrany z [36].

Tieto vzajomné interakcie nie s vObec zanedbatel'né. Zatial ¢o maximalne zosilnenie
odhadované pre samostatnu gulovu &asticu je radu 10° — 107 [31,37,38], pre dve gulové
Gastice je odhadované zosilnenie radu az 10', konkrétne vbode medzi gul6&kami
vzdialenymi od seba 1 nm (t.j. pre vzdialenost medzi gul'6¢kami vyrazne mensiu ako ich
polomer). [36,39,40] Rovnaké zosilnenie je sice odhadované aj pre samostatni Casticu
tvaru hrotu [39], no da sa oCakavat, ze za vicSinu takychto velkych zosilneni méZe zhluk
Castic anie jedna cCastica Specidlneho tvaru. V praci [39] s uverejnené aj vysledky pre

prekryvajuce sa gule ¢i gule roznych velkosti.

Systémy véc¢sieho mnozstva interagujucich ¢astic mézeme rozdelit’ do troch skupin:
1) 1-D systémy — teoretickym prikladom je retiazka z kovovych castic. V pripade
rovnakych pravidelne rozmiestnenych ¢astic dokdazeme spocitat’ vyslednt intenzitu
od vsetkych cCastic. Linedrnymi agragatmi sa zaoberali Fornasiero a Grieser. [41]
Zistili, Ze degenerovany excitovany stav stiboru N rovnakych izolovanych guli sa
vplyvom dipdl-dipdlovej interakcie rozstiepi na N excitovanych stavov. Napriek
tomu, ze sa v praxi s takymito systémami nestretneme bola tato praca vel'mi
uziticna. Prdve pomocou modelu linearne zagregovanych castic boli prvy krat

uspesne vysvetlené spektra stribornych agregatov vzniknutych z koloidu.
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2) 2-D systémy — v tomto pripade sa jedna o Castice usporiadané v rovine. Aj v tomto
pripade je mozné spocitat’ prispevok od vSetkych castic (v pripade, Ze su tieto
Castice identické a pravidelne rozmiestnené. Priklad takéhoto systému je v [42].
Systémy umiestnené v rovine su v praxi bezné, jedna sa o pripady, ked’ st kovové
Castice uchytené na nejakom podklade a umiestnené relativne husto vedla seba.

3) 3-D systémy — ako ndzov napovedd aj vtomto pripade, jednd sa o systémy
rozlozené v priestore. Takéto systémy vzniknu hlavne agregaciu z koloidu, ale aj
uchycovanim na podklad — v pripade, ze sa na podklad uchyti tol’ko castic, ze su
v niekol’kych vrstvach na sebe. Specidlne miesto medzi 3-D systémami patri tzv.

fraktalom.

Vseobecne pre vSetky tieto tri typy systémov interagujicich Castic musime zapocitat’ aj
dipol-dipdlové interakcie. Budiace Ziarenie vyvold v kovovej Castici diopdlovy moment a
tento d’alej interaguje s ostatnymi Casticami. Detaily toho, ako postupovat v pripade tychto

vzajomnych interakcii je mozné najst’ v [43].

Pozrime sa teraz na fraktaly. Fraktal je objekt, ktory vyzera rovnako ked’ sa nantho divame
pri r6znych zvacSeniach, t.j. zblizka ¢i zd’aleka. [44] Na nasledujicom obrazku je niekol’ko

prikladov fraktalov:

Obrazok 2-6: Ukazka niekol’kych fraktalov. Prebrané z [45].
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Hovorime, ze fraktaly st invariantné voci velkosti a podobné sami sebe. Fraktaly nie st
len abstraktnym matematickym modelom, v prirode sa relativne Casto vyskytuja Struktury
pripominajuce fraktdly. Ako priklad mo6Zeme uviest’ napriklad hory, oblaky, rie¢nu siet,

snehové vlocky ako aj list papradia.
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Obrazok 2-7: List papradia ako priklad fraktalovej Struktiry vyskytujicej sa v prirode.
Prebrané z [46].

Zatial' o idedlne fraktdly moZeme zvacSovat alebo zmenSovat” donekonecCna, fraktaly
z prirody maju tato vlastnost’ len v obmedzenej Skdle. Hornym limitom je samozrejme
prinajmenSom velkost’ celého objektu, dolnym prinajmensom vel'kost’ atdému. VacSinou su

tieto hranice samozrejme uzsie.

Skupinky striebornych a zlatych Castic vykazuju casto prave vlastnosti fraktilov, ato
nielen klastre vytvorené agregaciou zkoloidu, ale aj kovové ostrovcekovité filmy.
[47,48,49,50] Zosilnenie elektromagnetického pol'a je vramci tychto klastrov velmi
nehomogénne. NajsilnejSie zosilnenie je v tzv. hot-spotoch [51,52], ktoré¢ mozu byt malé
len niekol’ko nanometrov [53,54]. Umiestnenie tychto hot-spotov zavisi na usporiadani
fraktalu, excitatnej vinovej dizke a polarizacii budiaceho Ziarenia. Pre tieto miesta bolo
teoreticky predpovedané zosilnenie az radu 10'. Skuto&nost’ tito predpoved potvrdila,
experimentalne boli zistené zosilnenia radu 10" pre jednu molekulu metanolu. [47,55]

Faktor 100 je dany chemickym zosilnenim, ktorému sa venujem v nasledujicom oddiele.
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2.2 Chemicky mechanizmus

Elektromagnetické zosilnenie vysvetlilo podstatu SERSu, no niektoré otazky ostali
nezodpovedané. Pomocou tohto zosilnenia nebolo mozné vysvetlit, pre¢o je zosilnenie
v niektorych pripadoch silnejsie az 10°-krat ako by malo byt teoreticky a hlavne bolo
zahadou to, ako je moZné, Ze pre r6zne molekuly je toto zosilnenie rozne silné. V pripade
¢isto elektromagnetického zosilnenia by muselo byt’ zosilnenie nezdvislé na type molekuly,
¢o odporovalo skutocnosti (napriklad zosilnenie pre molekuly CO a N, sa pri rovnakych
podmienkach odlisuje 200-krat). Preto sa v pripade SERSu musi vyskytovat’ aj zosilnenie
iného typu, hovorime otzv. chemickom (molekuldrnom) zosilneni. Jedna sa

o mechanizmus, pri ktorom sa zvysi polarizovatelnost’ molekuly a, ¢o vedie podla vzt'ahu

(3): P=d.E k zosilnenie signalu.

Chemicky mechanizmus je tazSie vysvetlitelny ako elektromagneticky. Pohl'ad na tato
problematiky nie je tiplne jednotny a je navrhnutych niekol’ko moznosti ako ho vysvetlit’.

Nutnou podmienkou chemického zosilnenia je priamy kontakt molekuly s kovom. Vo
véacSine pripadov dochadza pri tomto kontakte k tvorbe komplexu a tento jav nazyvame
chemisorbcia. Nevyzaduje nerovnosti povrchu v nanoskale, ale v atdbmovej Skale. Na tento
jav sa mozeme pozerat’ tak, ze priamym kontaktom molekuly s kovom sa podstatne zmenia
vlastnosti molekuly, pretoze dochadza k silnej interakcii s elektronmi kovu, casto dokonca
k prenosu naboja. V zavislosti na type molekuly preto v niektorych pripadoch k zosilneniu
dochddza apre iné molekuly toto zosilnenie nenastdva. Pomocou nasledujicich dvoch
obrazkov sa pokusim vysvetlit mechanizmus chemického (molekuldrneho) zosilnenia.
V tomto pripade predpokladam, Ze zosilnenie je dosledkom prenosu naboja (to je

najrozsirenejsie vysvetlenie tohto javu).

-23 .



'\ b

1 : CT
< Active Site
Z 77

® ciectron C hole

Aftert=1

Obrazok 2-8: Prenos naboja sposobeny fotonom
(a) Molekula adsorbovana na aktivnom mieste. Interakcia molekuly s kovom vedie k vytvoreniu paru
elektron-diera. Tento proces nastava v zvySenej miere v pripade nerovnosti v atomovej Skale.
(b) Elektrén tuneluje z kovu na molekulu.
(c) V pripade, Ze elektrén zotrva na molekule dostato¢ne k tomu, aby nastala vibra¢na zmena (¢as t),
tuneluje spit’ so zmenenou energiou
(d) Anihilaciou paru elektron-diera vznikne Ramanovsky fotéon. Prebrané z [56].

Pri tomto procese je ddlezité¢, ze kvoli vytvoreniu komplexu je energia vonkajSich
molekulovych orbitalov molekuly je blizka energii Fermiho pasu v kove. Toto zosilnenie
nastava, ked’ rozdiel v energii vonkajSich molekuldrnych orbitalov a Fermiho energie je

blizky energii dopadajticeho Ziarenia. Nasledujuci obrazok ilustruje prave toto.
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Do

heo=E.— [EA0) + e¥V]

Obrazok 2-9: Vysvetlenie chemického (molekuldrneho) mechanizmu z energetického hladiska.
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Podrobnejsi popis chemického zosilnenia je mozné najst’ v [22,57,58,59, 60,61,62,63].

Velmi uzitoéné je na zdver porovnat elektromagneticky achemicky mechanizmus

zosilnenia medzi sebou [56]:

Molekularny (chem.) mechanizmus Elektromagneticky mechanizmus
Rezonanény proces vyzadujuci Zosilnenie lokalneho elektrického
Podstata ]
vytvorenie komplexu molekula-kov. pola
Potrebné nerovnosti Nerovnosti v atdbmovej Skale Nerovnosti v nanoskale

Dlhodosahovy — s rastucou
Kratkodosahovy — existuje len pre
Zavislost na vzdialenosti vzdialenost'ou rychlo klesa, no
molekuly priamo adsorbované na kove. ) o
priamy kontakt s kovom nie je nutny

Zavislost na potencidali Je zavisly na el. potenciali Nie je zavisly na el. potenciali
Zavislost na excitacnej Je na nej zavisly, pretoze na nej zavisi Je zavisly, pretoZe na nej zavisi
vinovej dizke rezonan¢na podmienka. dielektricka konstanta kovu.
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2.3 SERS aktivne povrchy

Uz v predchadzajucich Castiach som vysvetlil, Ze povrchy uréené¢ k SERS mozu byt
pripravené len z urcitych kovov (hlavne Au, Ag a Cu) a musia obsahovat’ nerovnosti v
nanoskale. Tejto cCasti vysvetlim, aké rozne typy tychto povrchov existuju, ako sa

pripravuju a aké maju vlastnosti.

2.3.1 Kovové elektrody

Tento typ povrchov mé ti vyhodu, Ze umoznuje pri merani nastavit potencidl na
elektrodach. Pre SERS je nutné samozrejme tieto elektrody upravit, pretoze potrebujeme,
aby na nich boli nerovnosti urcitych vel'kosti. Na zaciatku ich vyhladime (aby sme stéle
vychadzali zrovnakych pociatoénych podmienok) apotom na nich ,,vyrobime*
pozadované nerovnosti. Tento proces je prebieha tak, ze elektrédy ponorime do elektrolytu
a nechame na nich prebehnut’ niekol’ko oxida¢no-redukénych cyklov. Pocas oxidaéného
polcyklu sa kov (napr. Ag) ,rozpusti, tj. vytvori na povrchu vrstvu AgCl apocas
redukéného polcyklu sa AgCl premeni spat’ na Ag. To, aké nerovnosti sa nakoniec vytvoria
na povrchu kovu, zdvisi na pocte tychto oxida¢no-redukénych cyklov, naboji prenesenom
pri jednom cykle, potenciéle elektrody a na koncentracii a inych vlastnostiach elektrolytu.
Pokial’ chceme, aby boli vysledky reprodukovatalné, musime tieto veli¢iny sledovat’. Je
napriklad zname, Ze pre G¢ely SERSu je vhodné nechat’ pocas oxidacnej polperiody prejst’
vzorkom naboj 20-50 mC.cm™, ¢o odpoveda ekvivalentu 100-200 vrstiev Ag atomov. [64]

Nerovnosti na povrchu kovovych elektrod maju va¢sinou rozmery v rozmedzi 25-500 nm.
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2.3.2 Kovové ostrovcekovité filmy

Kovové ostrovcekovité filmy vznikaji naparovanim kovu na ,,podlozku®, presnejsie
substrat. Substratom moéze byt napriklad sklo alebo kremen. Aj vtomto pripade je
vysledok vel'mi zavisly na r6znych parametroch ako je rychlost’ naparovania, hrubka
vrstvy a teplota substratu pocas naparovania. Toto naparovanie prebieha vzdy vo vakuu.
Okrem toho uz kratke vystavenie takéhoto povrchu v atmosfére véacsinou spdsobi vznik
oxidovych vrstiev na povrchu (€o je vo vicsine pripadov nechcené).

V praxi sa stretdvame vicSinou s naparovanim pri zvySenej alebo znizenej teplote.
V zvislosti na pouzitom postupe a podmienkach pripravy maju nerovnosti velkost 10-

600 nm.
(A} Metal Isiand Film

LN X N

|/, Base Suppott

(B} Metal-Coated Nanosphere Structure Metal Coating

Spin-Coated
Nanosphere Layer

__1 — Base Support

{C)  Metal-Coated Random Nanostructure
Metal Coating

Nanoparticle Layer

| Base Support

(D} Metal Nanoparticle-Embedded Polymer Coating

Polymer Layer
DN RN e Metal Nanoparticle
— Base Support

Obrazok 2-10: Kovové nanocastice uchytené na substrate. Prebrané z [67].
(A) kovové ostrovéekovité filmy
(B) pravidelna nanosStruktira pokryta kovom
(C) nepravidelna nanoStruktiira pokryta kovom
(D) substrat pokryty vrstvou polyméru obsahujicou kovové nanocastice
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Inymi moznostami ako ziskat’ nerovnosti na povrchu je nanaSat’ kov (napr. striebro) tak,
aby vytvoril homogénnu vrstvu, no na substrat s nerovnostami. Je mozné pouzit' bud’
zdrsnené substraty s ndhodnou velkostou nerovnosti [65] alebo S$pecidlne pripravené
substraty s presne definovanymi a pravidelnymi nerovnostami. [24,66] Mozné je tiez
naniest’ na substrat polymérnu vrstvu, ktora obsahuje kovové nanocastice. Tieto moznosti

su schematicky zndzornené na obrazku 2-10.

2.3.3 Kovové koloidy

V praxi sa stretdvame s kovovymi koloidmi tvorenych kovovymi €asticami tvaru blizkeho
gulovému rozptylenymi vo vode. Tieto Ccastice maju velkost zvyc€ajne desiatky
nanometrov a distribucia rozdelenia ich velkosti je vyrazne uzSia ako distribucia
rozdelenia velkosti nerovnosti na elektrédach alebo kovovych ostrovéekovitych filmoch.
Koloidy je moZné pripravit dvoma spdsobmi — chemicky (redukciou kovovych soli)
a pomocou laseru.

Chemické redukcia kovovych soli vhodnym redukénym cinidlom je najpouzivanejsi
sposob. Ako redukéné Cinidlo sa pouziva napriklad borohydrid sodny lebo citronan sodny.
[16,42,68,69] Samotna priprava je v podstate jednoducha, len je dobleZité venovat’ zvySen
pozornost’ Cistote vody, chemikalii a pouzitych sklenenych nddobiek. V pripade nejakej
nedistoty moze koloid zagregovat. Cistému koloidu brani v agregacii naboj na povrchu
kovovych castic. Tieto Castice s totiz na povrchu pokryté anionmi redukéného ¢inidla.
Pridanim adsorbatu do koloidu sa toto vzdjomné odpudzovanie kovovych Castic zrusi, tie
sa zani zhlukovat avytvarat agregaty. Tuto zmenu v koloide je vidcSinou mozné
pozorovat’ volnym okom (zmenou farby). Vytvorené agregaty su niekedy vyrazne vicsie
ako povodné kovové Castice, a preto sa usadia na dne. LepSim kritériom je samozrejme
urcit’ tito zmenu pomocou extinkénych spektier (SPE, surface plasmon extinction), ktoré
moézeme ziskat’ pomocou UV-VIS spektroskopie. Agregacia koloidu neprebehne okamzite,
jednd sa o postupny dej, ktory je zavisly na mnohych faktoroch, ako si povrchovy
potencial koloidu, jeho chemické vlastnosti ako aj chemické vlastnosti adsorbatu,
koncentracia adsorbatu, teplota atd’. Tieto faktory neovplyviiuju len rychlost’ agregacie, ale
aj iné podmienky tohto procesu a preto na nich zavisia vlastnosti agregatu. Ako som
vysvetlil v kapitole 3.1.1.1.2, vo vSeobecnosti poskytuju agregované koloidy pre SERS

lepsi signal ako neagregované.
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Druhd moznost’ ako pripravit’ kovovy koloid je pomocou laseru, hovorime o takzvanej
laserovej ablacii’. V tomto pripade sa postupuje tak, Ze sa vlozi kovova folia do roztoku
(najcastejSie vodného, no je mozné pouzit’ aj iné roztoky) a oziari sa vysoko energetickym
pulznym laserom, napriklad Nd-YAG laserom. [70,71] Podstata tohto deja spociva
pravdepodobne v odpareni kovu. Takto vznikni chemicky cCisté koloidy, kde kovové
¢iastocky su len z Cistého kovu a na povrchu nie st pokryté Ziadnymi 16nmi. Tato vlastnost’
mdze byt v niektorych pripadoch potrebnd, no ma za nasledok, Ze takto pripravené koloidy

su menej stabilné (kvoli neexistencii coulombovského odpudzovania).

2.3.4 Kovové Castice imobilizované na sklenom povrchu

Kovové koloidy vykazuju velké zosilnenie SERS signélu a preto sa na prvy pohlad zdaju
byt vel'mi vhodnymi k tomuto uc¢elu. Ich pouzitie ale nardza na jednu velka prekdzku — ich
nestabilita a nereprodukovatelnost’ spektralnych merani. Dovodom je agregacia po pridani
adsorbatu, ktora sa tazko kontroluje. Pre ucely SERSu by bol idealny koloid, ktorého
vlastnosti by sa po pridani adsorbatu nezmenili. To by sme ale museli zabranit’ agregécii,
kovové Ciastocky by sme museli nejakym sposobom printutit, aby ostali na svojich
miestach a neagregovali. Tato myslienka v podstate vysvetl'uje, preo sa poc¢as minulych
10 rokov zacali objavovat’ povrchy pripravené imobilizaciou kovovych castic z koloidu.
Takto pripravené povrchy maju pozadované vlastnosti oboch materidlov — imobilizované
Castice majui rovnaké morfologické vlastnosti (Co znamena aj rovnaku opticku odozvu) ako
Castice v koloide a sl rovnako stabilné a reprodukovatelné ako pevné povrchy. Prvykrat
bola priprava tychto povrchov popisand v ¢lankoch [72,73]. Nasledujuci obrazok

znazoriuje, ako sa tieto povrchy pripravuju.

3 Napriek tomu, Ze anglické slovo ablation ma &esky ekvivalent (odstranenie, rozruienie, odchlipnutie), sa v &eskej SERS
komunite rozsirilo slovo ,,ablace a preto ho d’alej pouZivam aj ja (v poslovencenej podobe ablacia).
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Obrazok 2-11 Schematické znazornenie procesu silanizacie (A) a imobilizacie kovovych ¢astic (B).
Prevzaté z [25].

Ako substrat na uchytenie kovovych ¢astic sa pouziva najcastejSie sklo. Kovové Castice sa
uchytavaju prostrednictvom organosilanu. Prakticky sa to realizuje tak, Ze sa substrat
ponori do organosilanu. Na voI'né —OH skupiny substratu sa naviaze organosilan cez svoju
—OR skupinu. Pri tomto molekuly silanu interagujii a vytvoria Ciasto¢ne usporiadané
Struktiry. Silanizovany substrat je ponoreny do koloidu. Vizba koloid-silan je zavisla a
pouzitom type silanu, t.j. hlavne na jeho koncovej skupine (-NH2, —SH,...). Preto je pre
rozne typy koloidu vhodné pouzit’ rdzne silany. To, ¢i sa podarilo na sklicko kovové
Castice naviazat, je mozné Ciastocne spoznat volnym okom podla zafarbenia sklicka.
PresnejSiu charakteristiku tohto povrchu ale ziskame pouzitim UV-VIS absorb¢nej
spektroskopie a mikroskopie atdbmovych sil (AFM, atomic force microscopy). Vysledok
imobilizacie je zavisly na pouzitom substrate, koloide a silane (aj na koncentracii silanu),
na dobe silanizacie aj dobe ponorenia do koloidu a na teplote. Podrobnejsie je imobilizacia

popisana v [73,74,75] pre zlaté Castice a v [76] pre strieborné Castice.
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3 Porfyriny

3.1 Vyznam porfyrinov

Zakladnou stavebnou jednotkou vSetkych porfyrinov je porfin. Je to planarna
heterocyklicka zluCenina tvorend Styrmi pyrolmi. Tento konjugovany systém robi

zlt€eninu farebnou (samotny nazov porfyrin pochadza z gréckeho slova, ktoré znamena

purpurovy).

Obrazok 3-1: Porfin.

V UV-VIS absorbcii vykazuje tento vysoko konjugovany makrocyklus velmi silnu
absorbciu pri vinovej dizke okolo 400 nm (tzv. Soretov pas) a d’alej niekolko slabgich
absorbénych maxim pri vinovych dizkach od 450 do 700 nm.

Vlastnosti porfyrinov (substituénych derivatov porfinu) ovplyviiuju hlavne dva faktory —
to, oaké substituenty sa jednd ato, ¢i sa vstrede porfyrinu nachadza atom kovu.
V pripade, ze sa v porfyrine nachadza atom kovu (napr. Fe, Zn, Cu, Ni), hovorime
o metalovanych porfyrinoch alebo metaloporfyrinoch. Metaladciu je moZné dosiahnut
pouzitim kovovych soli a demetalaciu pouzitim rdzne silnych kyselin. Nasledujuci obrazok
znazoriiuje dve formy 5,10,15,20-tetrakis(4-pyridyl) porfyrinu (TMPyP). Tento porfyrin

som pouzival po€as merani najcastejsie.
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Obrazok 3-2: Molekula TMPyP v svojich dvoch formach v pritomnosti Ag-soli — nemetalovanej (A) a
metalovanej (B).

Metalovana a nemetalovand forma porfyrinov ma mierne odlisné absorbéné aj Ramanovo
spektrum. Prave na zdklade tychto odliSnosti méZeme rozhodntt’ o tom, o aki formu sa

jedna.

HOOC

COCOH

Obrazok 3-3: Molekula hemu

Porfyriny st sucastou mnohych biologicky doélezitych latok. Hem je sucastou
hemoglobinu, ktory méa nesmierne ddlezita ulohu v 'udskom tele (prenos kyslika). Chlorin,
ktory vznikne redukciou jednej pyrolovej jednotky porfynu, je sucast'ou chlorofilu (a ten
hra dolezitd tlohu vo fotosyntéze. V pripade redukcie dvoch pyrolovych podjednotiek
vznikne bakteriochlorin. Ten ma vo fotosyntetizujucich baktéridch podobnu funkciu ako
chlorin v rastlindch. Vyznam a vyuzitie porfyrinov je nesmierne. Jednou vel'mi dolezitou

oblastou je fotodynamicka terapia rakoviny, ktorej sa venujem v nasledujucej kapitole.
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3.2 Fotodynamicka terapia (PDT)

Fotodynamicka terapia rakoviny je jednou metod liecby onkologickych ochoreni. Oproti
inym pristupov (ako napriklad chirurgia, radioterapia a chemoterapia) ma velku vyhodu, a
tou je selektivna destrukcia nadoru [95]. Znamena to, Ze po jej aplikacii by malo dojst’ k
nekréze tumoru a pritom zdravé tkanivo v jeho okoli by malo zostat’ neposkodené. Dalej sa
od beznych liecebnych metodd odliSuje aj v tom, Ze je mozZné ju pouzit’ niekol'ko krat kratko
po sebe. To je uzito¢né v pripade, Ze sa nddor nepodari zniCit' na prvykrat. Moznost’
rychleho opakovania terapeutického postupu u chirurgického zakroku, chemoterapie ani u
radioterapie neexistuje. V porovnani s chirurgiou ju moézeme pouzit’ aj na nadory, ktoré
nie je mozné vyoperovat. V neposlednom rade je vyhodou aj to, Ze pacient po
fotodynamickej terapii obycajne nemusi byt hospitalizovany v nemocnici, ¢im sa znizuju
ekonomické naklady na liecbu [96].

PDT ma samozrejme aj urcité nedostatky. Po jej aplikacii sa pokozka stava fotosenzitivnou
aniekedy sa dostavi pocit bolesti. Fotosenzitivita je spdsobena vyskytom
fotosenzibilizatoru v pokozke. Preto sa pacientom po PDT odporaca vyhybat’ sa priamemu
slne¢nému Ziareniu (niekolko dni az tyzditov?), ina¢ by mohlo dojst k vzniku popalenin.
Pocit bolesti je dosledok zépalu, ktory vzniké pri odbaravani mftvych nadorovych buniek.
Niekedy sa moze vyskytovat’ aj svrbenie, pocit nevolnosti, ¢i davenie, To je ale bezné aj

pri inych metddach.

Pri fotodynamickej terapii potrebujeme tri zakladné veci: O,, fotosenzibilizator’ a svetlo
takej vlnovej dizky, ktorym ho dokazeme dostat’ do excitovaného stavu. Ako zdroje svetla

sa pouzivaju rozne lampy, LED diddy a lasery.

Postup pri fotodynamickej terapii je nasledovny: V prvom kroku sa dopravi
fotosenzibilizator do nadoru. Tam sa svetlom excituje. Po excitdcii nastane v karcindme
proces sprostredkovany fotosenzibilizatorom, v ktorom hra dolezitd ulohu molekula
kyslika. Jeho vysledkom su vel'mi reaktivne latky, spdsobujuce fotooxidaciu biomolekul,
potrebnych k bezporuchovému fungovaniu bunky. V kone¢nom  désledku nastane

apoptoza ¢i nekroza [97] celého nadorového tkaniva.

4 Presna doba zavisi na pouZitom fotosenzibilizatore.
> Fotosenzibilizatorom na baze porfyrinov sa venujem v v texte nizsie.
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Jednym z predpokladov fungovania PDT je selektivna lokalizacia a wudrZiavanie
fotosenzibilizatoru v malignom tkanive. Je to mechanizmus vel'mi komplexny, ktory v
sucasnosti nie je uplne pochopeny. V tejto oblasti stadle prebiecha intenzivny vyskum.

Predpoklada sa, ze tento jav je zapricineny tymito faktormi [98,99,100]:

1. Vysoka cievna priepustnost’, spdsobend nekompletnou endotelovou bariérou.

2. Slabé lymfatické Ccistenie nadorovych buniek, ktoré¢ moze byt sposobené bud’
nevyvinutym lymfatickym obehom, alebo prekdzkami v iom.

3. Vys$Sia Kkyslost’ maligneho tkaniva. (Hoci niektoré Studie ukazuju, Ze vyznamne
zvySenu koncentraciu fotosenzibilizatoru v prostredi so znizenym pH nevykazuju vSetky
fotosenzibilizatory, u protoporfyrinu IX sa to potvrdilo [101]).

4. Rozdielny medzibunkovy priestor medzi normalnym a nadorovym tkanivom.
Specialne pre fotosenzibilizatory zaloZené na porfyrinovej bazy mozeme k tomu doplnit’:

5. Nedostatok enzymu ferrochelatazy, ktory je v normalnych bunkach zodpovedny za
premenu protoporfyrinu IX na hem, resp. nizke vnitrobunecné zasoby zeleza, ktoré tiez
inhibujt tto premenu [102].

6. Vysoka afinita porfyrinovych fotosenzibilizatorov ku stene ciev v nadore, pretoZe sa

v nich vyskytuje v relativne vyssSej koncentracii kolagén.

Lokalizécia jednotlivych fotosenzibilizatorov je samozrejme rozdielna u réznych tkaniv,
napr. fotsenzibilizator protoporfyrin IX sa prednostne akumuluje najmé v sliznici [100].
Podobne je na tom aj ¢asovy priebeh hromadenia fotosenzitizatoru v naddore, u odlisSnych

druhov fotosezitizérov a malignych tkaniv sa vel'mi lisi.

V niektorych pripadoch nie je mozné PDT pouzit. Ak by sme aj k excitacii
fotosenzibilizatorov pouzivali svetlo s vinovou dizkou priblizne 700 nm (ktoré je tkanivom
absorbované najmene;®) stale sme obmedzeny hibkou, kam aZ Ziarenie prenikne. T4 je
priblizne centimetrov. Ked' je nador umiestneny hlboko v tele, jedind moznost, ako ho
pomocou PDT zlikvidovat,, je pouzitie endoskopu. Niektoré karcinomy bohuzial’ nie su

endoskopicky dostupné, ¢o v tychto pripadoch vylucuje pouzitie PDT.

®V [112] je moZné najst’ absorp&né spektrum Pudskej ruky. Najl'ahsie fiou prechadza Eervené svetlo az IR Ziarenie
z oblasti priblizné 670 az 760 nm
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3.3 Porfyriny ako fotosenzibilizatory

Hlavnu ulohu pri PDT hra fotosenzibilizator. Prave on sa z najvicSej Casti podiel'a na
uspesnosti terapie. Do ulohy fotosenzibilizatoru bolo navrhnutych vela rozliénych latok. U
niektorych je ich pouzitie pri PDT len v teoretickej rovine, iné st v Stadiu klinickych testov
a d’alSie st uz vo vyspelych krajinach povolené ako lie¢iva. Pozrime sa na vo vSeobecnosti

prijimané poZiadavky na vlastnosti idedlneho fotosenzibilizatora [103,104,100,105]:

— Absorpcia v ¢ervenej az infracervenej oblasti ( > 630 nm),

aby ziarenie nebolo pohlcované beznym tkanivom.

7 s we

— Vysoka ucinnost’ pri generovani cytotoxickych molekul
Po oziareni svetlom vhodnej vinovej dizky by mal fotosenzibilizator ¢o najefektivnejsie

tvorit’ vysokoreaktivne latky ako napr. singletny kyslik.

— Nulova toxicita

Fotosenzibilizator by mal byt vo¢i organizmu neutralny, t.j. nemal by priamo ani nepriamo
reagovat’ s délezitymi biomolekulami a tym menit’ ich funkcie v organizme. Této vlastnost’
sa samozrejme vyzaduje len dovtedy, kym fotosenzibilizator nie je vystaveny excitaénému
ziareniu. Dalej by mal byt lahko biologicky odburatelny, nemalo by dochadzat k jeho
hromadeniu v peceni, oblickach ani v inom mieste v organizme.

Okrem tychto organov ¢asto dochadza u PDT k fotosenzitivite pokoZky. Z tohto tkaniva sa
vo vSeobecnosti fotosenzibilizator vylucuje vel'mi pomaly. Preto sa do Ziadanych vlastnosti

fotosenzibilizatoru niekedy uvadza aj nizka fotocitlivost pokozky po jeho aplikovani [100].

— Presne definovana chemicka latka

Ako fotosenzibilizator byva zvycajne preferovana jedna konkrétna chemicka latka. Pre
zmes zlozenu z vel'kého poctu roznych latok je tazSie urcit’ vSetky efekty, ktoré tato zmes
sposobuje spdsobuje. Z tohto dovodu je I'ahsie ziskat’ klinické schvalenie (a tym moznost’

pouzivat’ dany fotosenzibilizator v praxi) pre jednoduchu latku ako pre zlozita zmes.

— Velky pomer koncentracii fotosenzibilizatoru v nadorovom a v zdravom tkanive

Cielena lokalizacia v nadoroch je kI'i€ovou vlastnost'ou fotosenzibilizatorov.
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Okrem tychto vlastnosti mézeme najst’ u niektorych autorov d’alSie ziadané charakteristiky
fotosenzibilizatorov ako su  fluorescencia  (umozZiujica presni  lokalizaciu
fotosenzibilizatoru v organizme [100]) alebo aby energia tripletného stavu
fotosenzibilizatora bola vysia ako 95 kJmol' (kvoli uginnému prenosu energie

z fotosenzibilizatoru na O,, priCom by vznikal singletny kyslik) [107].

Jednym z prvych fotosenzitizatorov, ktory bol vyskuSany in vivo v 'udskom organizme (v
roku 1913) bol hematoporfyrin. Ukazalo sa, Ze hematoporfyrin je schopny
fotodynamickej aktivity. Mal vSak aj vedlajSie ucinky, ako fotosenzitivita pokozky
trvajuca az niekol’ko mesiacov. Neskor bolo zistené, ze Cisty hematoporfyrin sa hromadi

v nadore iba minimalne, a preto nie je vhodny na pouzitie ako fotosenzibilizator [103].

CH

HO 3 CH,
OH
H,C
2 CH,
HyC CH,
HOOC COOH

Obriazok 3-4: Struktira hematoporfyrinu. Prebrané z [106].

Napriek tomu bola v 70tych a 80tych rokoch vyrobena zmes jeho derivatov (HpD). Ta
okrem fotosenzibilizacnych vlastnosti vykazovala aj zvySent selektivnu lokalizaciu
v nadore. HpD bola povodne syntetizovana nasledovne: produkty reakcie hematoporfyrinu
s 5% kyselinou sirovou v kyseline octovej boli d’alej rozpustené vo vode a neutralizované.
To viedlo k vytvoreniu zmesi hematoporfyrinu, hydroxyetylvinyldeuteroporfyrinu (HVD),
protoporfyrinu a réznych oligomérnych hematoporfyrinovych jednotiek, obsahujucich
medzi sebou esterové, éterové a uhlik—uhlikové vizby [108,109]. Predpokladalo sa, ze
aktivna latka je prave dimérickd forma hematoporfyrinu, a Ze HpD obsahuje priblizné 45
% mono alebo dimérickych Struktar, zvySok st vysSie oligomérne porfyriny. Preto sa
pristapilo ku jeho ¢isteniu, ¢im vznikol Photofrin®, obsahujuci az 85 % dimérickej formy
hematoporfirinu [105]. Na to bola pouzitda HPLC a gélova chromatografia. Aj po vycisteni
HpD sa vyslednd zmes skladala z velkého poctu latok. Napriek tomu bola nakoniec
klinicky schvalena. Photofrin® sa uz dlhsiu dobu pouziva ako liek, je povoleny napr. v
USA, Kanade alebo Japonsku. Vyraba ho spolo¢nost’” QLT PhotoTherapeutics. Vlastnosti

HpD ako aj Photofrin® sa od vlastnosti idealneho fotosenzibilizatoru znaéne lisia. Je im
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vytykana najsilnejsia absorpcia na vlnovej dizke priblizne 420 nm (v Soretovom pése),
nizka G¢innost’ pri vzniku cytotoxickych latok (u hematoporfyrin derivatov este nizsia ako

u Photofrinu a 2 az 3 mesacna fotosenzitivita pokozky po ich aplikéacii v PDT.

U novsich fotosenzibilizatorov patriacich do tejto skupiny boli dosiahnuté lepSie vysledky
pri PDT a to najmd z dovodu ich priaznivejSich fotofyzikalnych vlastnosti, akymi st ich
silnejSie absorpcie na cca 700 nm. Patria sem napriklad modifikované porfyriny, chloriny,

bakteriochloriny, benzoporfyrinové derivaty ¢i ftalocyaniny.

Modifikované porfyriny

Fotosenzibilizatory v tejto skupine maji charakteristiky podobné prvej generacii
fotosenzibilizatorov, no v niektorych vlastnostiach sa od nich odliSuju. Asi najpodstatne;jsi
rozdiel je v tom, Ze modifikované porfyriny patriace k 2. generacii fotosenzibilizatorov st
vzdy definované ako cisté latky skonkrétnym chemickym zlozenim, zatial co
u fotosenzibilizatorov 1. generacie toto splnené nebolo. Medzi ich spolo¢né vlastnosti zasa
patri najsilnejSia absorpcia v Soretovom pase ( ~ 400 nm ), mnozstvo slabSich maxim
nachadzajice sa v oblasti 400-650 nm, a obyc¢ajne vysoky kvantovy vytazok singletného
kyslika, ktory je sposobeny dlhou dobou Zivota ich tripletnych stavov [107]. Fotofyzikélne
vlastnosti modifikovanych porfyrinov moézeme menit’ naviazanim réznych chemickych
skupin na porfyrinové jadro, ako aj vol'bou kovového 16nu lokalizovaného v ich strede
[110]. Jednou z najcastejSie sa vyskytujucich podskupin u modifikovanych porfyrinov st
rozne derivaty tetrafenylporfyrinu (TPP). Medzi zékladné charakteristiky TPP patri jeho
hydrofobicita. Jednoduchymi chemickymi reakciami, napr. karboxylaciou ¢i sulfonaciou,
je vSak mozné z neho ¢i z jeho derivatov vytvorit’ latky vel'mi 'ahko rozpustné vo vode,
akymi su napriklad m-tetra(4-sulfonatofenyl)porfin (TPPS,). Sledovat zmenu
fotofyzikalnych vlastnosti modifikovanych porfyrinov v zavislosti na centralnom kovovom

i6ne mozeme prave na réznych kovovych komplexoch TPPS, v praci [110].
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Obrazok 3-5: Chemicka Struktara TPPS,.

TPPS4 vykazuje vlastnosti zaujimavé pre jeho pouzitie vo fotodynamickej terapii. Preto sa
sa pristipilo k jeho pouZivaniu napriklad pri lieCeni roznych typov rakoviny koze. O jeho
G¢innosti ako aj o podrobnom postupe pri takejto lie¢be sa moézeme dogitat’ v [111]. V. CR
ma povolenie k lokalnej aplikacii a bol s uspechom pouzity pri lie¢be metastaz karcinomu

pfs [104].

3.4 SERS’ $tiidium porfyrinov

Porfyriny (a obzvlast ich free-base forma) su silno fosforeskujuce molekuly. Preto je ich
Stadium pomocou rezonancného Ramanovho rozptylu vel'mi problematické. SERS zhasa
fluorescenciu a preto je na Stidium porfyrinov vhodnejSie. Naviac porfyriny je vel'mi
vhodné Studovat’ v nizkych koncentraciach, a to zdvoch dévodov — 1. fyziologické
koncentracie v zivych systémoch st nizke a 2. porfyriny s postrannymi retazcami pri
vysSich koncentracidch Casto agreguju (a teda ich vlastnosti neodpovedaju neagregovanym
porfyrinom). Rézne derivaty porfyrinov boli pomocou SERS S§tudované priblizne od 80-
tych rokov minulého storofia, a to predovSetkym na striebornych povrchoch
a v striebornych koloidoch. [77, 78,79,80,81,82,83,84].

Ako bolo zistené, porfyriny sa v pritomnosti striebra metaluji [78] (obr. 4-2 znazoriiuje
metalovani aj nemetalovani formu porfyrinu TMPyP). Tento proces je vo vécSine
pripadov neziaduci, pretoZze neodpoveda fyziologickym podmienkam. Derivaty porfyrinov
su sice vo fyziologickych podmienkach niekedy metalované (napr. hem), no nie st
metalované striebrom. Preto sa hladali sposoby, ako metalacii zabranit. Pouzitie

molekularnych spacerov sa ukézalo byt G¢inné v pripade zaporne nabitych porfyrinov

7'V pripade porfyrinov je spravnejsie ako o SERS hovorit o SERRS, pretoze sa naozaj jednd o rezonanéného Ramana.
V d’alSom texte sa snazim toto dodrziavat’. Pre kazdy pripad sa dopredu ospravedliiujem Citatel'ovi , ak nieckde omylom
pouzijem pomenovanie SERS/SERRS nepresne.
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[85,86], no v pripade kladne nabitych porfyrinov (akym je napr. TMPyP) je ndjdenie
vhodnych spacerov velmi ndro¢né a problematické [n38,n39]. Namerané spektrd tak
vyjadruji spektrum zmieSané z tychto dvoch foriem (metalovanej anemetalovanej).
Nevyhodou tje aj to, Ze pomer tychto dvoch foriem nie je staly® aspektrd su
nereprodukovatelné. Na druhu stranu kinetika tohto procesu ndm moze posluzit' ako
d’al$ia charakteristika systému Ag-porfyrin [77,78]. To bolo vyuzité k Studiu vlastnosti
porfyrinovych agregétov, stability povrchu striebornych koloidov [87,88] a interakcii

porfyrinov s nukleovymi kyselinami [89].

II Ciele prace

Napriek tomu, Ze spektroskopia povrchom zosilneného Ramanovho rozptylu (SERS) je
velmi 0¢innd metdéda pre Stddium molektl vo velmi nizkych koncentraciach, jednou
z hlavnych prekdzok pre jej rutinné analytické vyuzitie je zla reprodukovatelnost
spektralnych merani dana nestabilitou pouzitych aktivnych povrchov a hlavne zlou

reprodukovatelnost'ou ich pripravy.

V poslednych rokoch je velkd pozornost’ venovana pevnym SERS-aktivhym povrchom
zalozenym na imoblizovanych koloidnych nanocasticiach, pretoze tieto povrchy spajaji
vyhody koloidov (relativne presne definovana velkost’ castic) s vyhodami pevnych
povrchov (stabilita a reprodukovatelnost’ tychto povrchov a SERS spektier na nich

meranych).

V svojej praci som sa zaoberal pevnymi povrchmi pripravenymi imobilizaciou
striebornych nanocastic na sklo, které na rozdiel od zlatych, neboli doteraz prili§ Studované
ani pouzivané. Charakter mojej diplomovej prace bol z velkej Casti metodicky. Vzhl'adom
k tomu, ze priprava tychto povrchov nie je trivialna ani rutinna zalezitost, mala moja
diplomova praca dva hlavné ciele: nielen Stidium biomolekul prostrednictvom SERS

spektroskopie na pevnych povrchoch, ale aj najdenie optiméalneho spdsobu ich pripravy.

¥ Tento pomer zavisi hlavne na &ase, ktory uplynul od pridania porfyrinu.
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Idealny SERS-aktivny povrch by mal byt stabilny, homogénny a jeho priprava by mala
byt dobre reprodukovatelnd (a samozrejme by mali byt stabilné, homogénne a dobre
reprodukovatalné aj spektrd z neho). Pretoze je priprava tychto povrchov ¢asovo vel'mi
naro¢nd, dodatocnym kritériom moze byt aj jej zjednodusenie.

Ciel'om bolo teda ndjst’ spdsob pripravy, pomocou ktorého by sme ziskali povrchy s tymito
vlastnostami. Medzi nami Studované parametre pripravy patril typ pouZzitého strieborného

koloidu, typ a koncentracia silanu a diZka jednotlivych krokov pripravy.

Pri samotnom SERS Studiu biomolekul sme sa zamerali na porfyriny ako vel'mi vyznamné
biomolekuly. Tie sme si vybrali nielen kvoli tomu, Ze st ve'mi vhodné na SERS §tidium,
ale hlavne kvoli ich Sirokému uplatneniu v biomedicine. Konkrétne sme sa rozhodli
Studovat’ TMPyP ako reprezentanta kladne nabitych porfyrinov, TSPP ako reprezentanta

zaporne nabitych porfyrinov a TPP ako reprezentanta porfyrinov vo vode nerozpustnych.

Ocakavali sme, Ze na striebornych nanocasticiach prebehne metaldcia porfyrinov a my
ziskame SERRS spektra ich metalovanej formy. Vysledky experimentov vSak ukazali, ze
sa v skuto¢nosti na tychto povrchoch vyskytuji vo neporusenej free-base forme, o samo
o sebe je velmi zaujimavé, pretoze SERS Studium free-base porfyrinov v striebornych
koloidoch je prave v dosledku rychlej metaldcie vel'mi problematické. A preto v priebehu

experimentov vznikol treti ciel’ prace — vysvetlit,, preco je to tak.
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I

Experimentalna Cast’

4 Postup pripravy vzoriek

4.1 Pouzité chemikalie

Pri experimentoch a ich priprave sme pouzili tieto chemické latky:

>

deionizovanu vodu so Specifickym odporom 18 MQ.cm v experimentoch pri
priprave vzoriek, pri priprave povrchov a pri umyvani sklenenych nadob

(v niektorych fazach umyvania sme bolo postacujiice pouzitie destilovanej vody,
kde sme pouzili ju);

kyseliny 96% H>SO4, 30% H,0,, 35% HCI a 65% HNO; (vSetky vyrobené firmou

Lachema p.a.) na umyvanie sklenenych nadob a skli¢ok;

dusic¢nan strieborny AgNOj3, citronan sodny C¢HsO7Na3.2H,0, borohydrid sodny
NaBHy, (vSetky vyrobené firmou Sigma—Aldrich) na pripravu citratového

a borohydridového koloidu;

97% 3-aminopropyltrimetoxysilan APTMS, 97% 3-merkaptopropyltrimetoxysilan
MPTMS (Sigma—Aldrich) na silanizaciu a 99,8% metanol (Sigma—Aldrich) na
silanizaciu a umyvanie sklicok;

5,10,15,20-tetrakis(1-metyl-4-pyridyl)porfyrin TMPyP; 5,10,15,20-
tetrafenylporfyrintetrasulfonic acid TSPP a 5,10,15,20-tetrafenylporfyrin TPP
(Sigma—Aldrich)
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4.2 Umyvanie sklenenych nadob

Vzhl'adom k tomu, Ze koloidy st nestabilné a pridanie vel'mi malého mnozstva nevhodne;j
latky moze spdsobit’ ich agregaciu, sme pouzité sklenené nadoby umyvali stile vel'mi
dokladne v troch fazach:
1) Organickych necistot sme sa zbavovali pouZitim ,,pyrane®, t.j. zmesi H,SO4 a H,O,
v pomere 4:1.
2) Kovové nelistoty sme odstranili pouzitim lucavky kralovskej, t.j. zmesi HCI a
HNOj; v pomere 3:1.

3) Nakoniec sme nadoby dokladne preplachli v deionizovanej vode.

4.3 Priprava koloidov

Strieborny borohydridovy koloid sa pripravuje redukciou AgNO; redukénym cCinidlom
NaBH4 za zniZenej teploty. [42] My sme postupovali takto:
1) Navazili sme 6,76 mg AgNOs, rozpustili ho v 18 ml deionizovanej vody a roztok
dali ochladit’ do chladnicky.
2) Navazili sme 3,5 mg NaBHy arozpustili ho v 75 ml deionizovanej vody. Tento
roztok sme nechali ochladit’ na 2 °C.
3) Kadicku s roztokom NaBH4 sme umiestnili na magneticki mieSacku a za staleho
mieSania sme doitho po kvapkach napipetovali sme 9 ml roztoku AgNO:s.
4) Miesanie na magnetickej mieSacke pokracovalo eSte asi 45 minat — kym sa teplota

koloidu nezvysila na izbovu teplotu.

Strieborny citratovy koloid sa pripravuje redukciou citronanu sodného. V tomto pripade
prebieha redukcia pri zvySenej teplote [68] a postup pripravy je nasledovny:
1) Navazi sa 18 mg AgNOs, rozpusti sa v 100 ml deionizovanej vody a roztok sa
privedie k varu.
2) Pripravi sa 1% roztok citronanu sodného v deionizovanej vode.
3) Do kadicky s roztokom AgNOj sa napipetuje sme 2 ml roztoku citronanu sodného.

4) Tento roztok sa vari eSte asi 1 hodinu a potom sa necha ochladit’ na izbovu teplotu.
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4.4 Priprava SERS-aktivnych povrchov

Na pripravu SERS-aktivnych povrchov sme pouzivali sklicka rozmerov 1 cm X 2 cm. Po
dokladnom umyti sme sklicka silanizovali, priblizne 30 minut v zvislej polohe.

Silanizacia prebiehala vo vécSine pripadov pomocou teflonového drziaka v sklenenej
vanicke v 10% roztoku organosilanu (APTMS, resp. MPTMS) v metanole. PouZitie
teflonového drziaka umoziuje silanizaciu az 20 sklicok naraz. V pripade zistovania toho,
akd koncentracia silanu je najvyhodnejSia, prebiehala silanizacia v niekolkych
skimavkach a v kazdej bola koncentracia silanu ind. Po silanizacii sme sklicka dokladne
preplachli. Dodlezit¢ je hlavne preplachnutie v metanole, aby sme zbavili sklicko
neuchytenych molekul silanu. Uz nepatrné mnozstvo silanu sposobuje agregaciu koloidu.
Imobilizacia striebornych nanocastic prebichala v skiimavkach, do ktorych sme
odpipetovali 1 ml koloidu a v zvislej polohe ponorili nasilanizované sklicka. Nechali sme
ich tam niekol’ko hodin (vdc¢Sinou cca 5 hodin, v niektorych Specidlnych pripadoch aj
niekol’ko dni). Silanizicia, rovnako ako aj ponorenie do koloidu, prebiechalo na oboch
stranach sklicok a teda aj kovové nanocastice sa nachadzaju na obidvoch stranach. Takto
pripravené povrchy je mozné skladovat’ réznymi spdsobmi. Je mozné ich nechat’ v koloide
do ktorého si ponorené. Vtedy ale moZu nastat’ problémy v pripade, ked koloid
»vypadne®. Preto je lepSie sklicka z koloidu vybrat’, oplachnut’ a umiestnit’ ich bud’ suché
do prazdnych skimaviek alebo do skimaviek s deionizovanou vodou. My sme ich vo

vacsine pripadov umiestiiovali do prdzdnych skiimaviek.

Treba snad’ esSte dodat’, Ze preco silanizacia prebichala tak, Ze v silane bolo ponorenych
naraz viac sklicok, zatial’ o ponorenie nasilanizovaného skli¢ka prebiehalo jednotlivo pre
kazdé sklicko. Koloid je nestabilny a jeho znehodnotenie méze zapriCinit’ napr. zvySok
silanu zo sklicka. V pripade, Ze sa to stane v skimavke s jednym skli¢kom, prijdeme len
o toto sklicko. V pripade, Ze by sme vSetky nasilanizované sklicka ponorili do jedinej
nadobky, jednak by sme vel'mi zvysili pravdepodobnost’ vypadnutia koloidu a k tomu by

sme v tom pripade prisli o vSetky sklicka.
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5 Pouzité experimentalne zariadenia

5.1 UV-VIS absorb¢na spektroskopia

Koloid je mozné charakterizovat’ veli€inou extinkcia. Jednd sa v podstate o zobecnenie
pojmu absorbcia. Absorbciou (resp. absorbénym koeficientom) mézeme charakterizovat
latky absorbujuce svetlo. Kovovy koloid ale svetlo neabsorbuje, v prevaznej miere sa jedna
o rozptyl svetla. V tomto pripade uz nehovorime o absorpcii, ale o extinkcii (ktora zahrnuje
absorpciu aj rozptyl svetla) a extinkénom koeficiente. Extinkéné spektra koloidov sme

merali v kyvete Sirokej 0,2 cm.

SERS povrchy pripravené na sklickach sme charakterizovali extinkénymi spektrami.
VSetky merania prebiehali pri izbovej teplote. Extinkéné spektra sme merali na

spektrometri Perkin Elmer Lambda 12. Jeho schému znézornuje nasledujtci obrazok:

halogenova

= lampa

zrcadlo

O

deuteriova
lampa

zrcadlo reference detektor

0+—4—O0

¢ocka

= &térbina

zrcadlo
Stérbina

\

déli¢ svazku

¢ocka

+—f—O

zrcadlo vzorek detektor

mrizka

Obrazok 5-1: Schéma spektrometra Perkin Elmer Lanbda 12. Prevzaté z [25].
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Tento spektrometer pouziva dva zdroje Ziarenia — halogénovt lampu pre viditelnu oblast’
spektra a deutériovi vybojku pre ultrafialova oblast’. Meranie prebieha tak, Ze po vybrani
zdroja Ziarenia sa pomocou mriezky vyberie konkrétna vinova dizka a pre fiu sa zmeria
absorbancia. Jednd sa o dvojpaprskovy spektrometer, t.j. po vybrani pozadovanej vlnove;j
dizky je paprsok rozdeleny na dve. Prvy paprsok prechadza pred vstupom do detektora
vzorkou, druhy referenciou. Z tychto dvoch hodndt sa ziska extinkéné spektrum. My sme
ako referenciu pouzivali prazdny priestor, spektrd sme snimali rychlostou 240 nm/min

s krokom 1 nm.

5.2 Meranie Ramanovho rozptylu

odrazeny
svazek

I_l 0 ]ﬁ iv -
L U

holograficky rozptylené /
filtr svazky

zrcadlo I_l I_I n
‘ L Ll U

interferencni Sedé CocCka
filtr filtry

monochromator

zrcadlo

laser

Obrazok 5-2: Schéma aparatiry pre meranie Ramanovho rozptylu. Prevzaté z [25]

Obrazok 5-2 znazoriiuje z ¢oho sa skladala pouzitd aparatura:

Zdroj Ziarenia bol Ar’ laser INNOVA 300 firmy Coherent.

Zrkadla na ceste laserového luca boli pouzité z praktickych doévodov (priestorové
moznosti laboratéria), vSetko by fungovalo rovnako dobre aj keby sme nepouzili ziadne
zrkadlo a laser by svietil priamo smerom do monochromatora.

Interferencny filter sluzil k odstraneniu plazmovych pasov laseru.
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Sedé filtre sluzia k zniZeniu intenzity laserového Ziarenia, v niektorych pripadoch sme ich
pouzivali, vo vic¢Sine vSak nie.

SoSovka sluzila na zaostrenie laserového zvizku na vzorku.

Na vzorke sa vicésSina laserového luca odrazila, tento odraz sme nasmerovali na tienidlo.
Rozptylené svetlo sa obsahovalo nielen Ramanovsky rozptylené ziarenie, ale aj Ziarenie
rozptylené elastickym rozptylom. Toho sme sa zbavili pomocou holografického filtru.
Objektivom bolo ziarenie nasmerované na vstupnu Strbinu monochromatoru. Detekcia
prebichala pomocou CCD detektoru, ktory bol kvoli zvySeniu citlivosti chladeny na -
120°C kvapalnym dusikom.

Pri merani spektier sme pouzivali Ziarenie s vinovou dizkou 514,5 nm. Intenzita laseru (v
mieste vzorky) bola vo vécSine pripadov cca 150 mW, v niektorych pripadoch sme ju
znizili pomocou Sedych filtrov na cca 20 mW. Strbinu monochromatora sme mali
nastavenu na Sirku 100 pm. Spektrum je v skuto¢nosti sti€et niekol’kych spektier (tento
pocet nazyvame pocet akumulécii), z ktorych kazdé bolo snimané urcity ¢as. Vo vicsine
pripadov sme snimali 60 akumulacii po 5 sekind. Kazdé spektrum sme okalibrovali

porovnanim so signalom z ortutovej vybojky v programe NEOKALSPEX1b.

5.3 Elektronova mikroskopia

Extink¢né spektra ndm sice o nami pripravenych povrchoch poskytni urcité informéacie, no
elektronova mikroskopia ndm priamo umozni vidiet, aké velké su strieborné nanocastice
uchytené na sklenom povrchu rovnako ako aj to, ako st usporiadané.

Elektronova mikroskopia je vSeobecne znama metoda. Preto ju tu nejdem popisovat

podrobnejsie a v pripade zaujmu sa s jej principmi Citatel moze oboznamit napr. v [2].

My sme tiez charakterizovali nami pripravené povrchy aj pomocou elektrénovej
mikroskopie. Skeny pre naSe ulely zhotovil RNDr. Miroslav Slouf z Ustavu
Makromolekularnej Chémie Akadémie Vied Ceskej Republiky pouzitim pristroja Quanta
200 FEG firmy FEI. Vzorky boli nepokované. Pristroj pracoval v rezime LowVac pri tlaku

60 Pascalov a pouziti sekundarnych elektrénov.
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IV Vysledky a diskusia

6 Priprava a charakterizacia SERS-aktivnych
povrchov

Prvym krokom bola priprava a charakterizacia SERS aktivnych povrchov. Rozhodli sme sa
pouzivat’ strieborné Castice imobilizované na sklenom povrchu (viz. kapitola 3.2.4). Snazili
sme sa najst’ rutinni spdsob pripravy, ktory by viedol k ¢o najreprodukovatelnejsim SERS
povrchom, t.j. povrchy ziskané pomocou tohto postupu by mali mat’ vel'mi podobné
vlastnosti.” Napriek tomu, Ze priprava danych povrchov je popisana v niekol’kych &lankoch
(viz. kapitola 3.2.4), vac¢Sinou sa jednd o imobilizaciu zlatych nanocastic [74,90], zatial’ ¢o
strieborné boli pouzivané jen zriedkakedy [42,68] Preto sme vychadzali predovsetkym zo
sucasnych poznatkov inych autorov o priprave zlatych povrchov a pokusali sa ich

aplikovat’ na povrchy strieborné. Konkrétne sme uvazovali vplyv tychto faktorov:
» pouzity koloid (citratovy alebo borohydridovy)
» pouzity silan (MPTMS alebo APTMS)

> faktor &asu — to, ako ovplyvni dizka niektorej fizy pripravy vlastnosti vyslednych
SERS aktivnych povrchov

» koncentracia pouzitého silanu

Priprava skliok je proces relativne zdihavy a zavisly na mnohych faktoroch. Napriek
maximalnej snahe sme sa nedokézali vyhnut' tomu, ze v niektorych pripadoch sa priprava
nepodarila (na skli¢ka sa Gastice striebra nenachytali)'’. Z tychto dévodov nebolo mozné
pripravit’ Statisticky dostatocné mnozstvo vzoriek. Rovnako nemozny by bol pokus
pripravit’ sklicka tol’kymi spdsobmi, kol’ko ponika mnoZstvo nami skimanych parametrov.
Preto sme postupovali tak, Ze sme stale skimali vplyv len jedného parametru, pricom
ostatné boli konStantné — také, ktoré sme na zaklade prestudovanej literatiiry a minulych

poznatkov povazovali za optimalne.

® Dévod je jednoduchy: pre jednu konkrétnu aparataru SERS spektrum skuimanej latky vypoveda nielen o danej latke, ale
aj o pouzitom SERS-aktivnom povrchu. Napr. dvakrat intenzivnejSie spektrum nemusi vypovedat’ o dvakrat vyssej
koncentracii skiimanej latky, ale moze sa jednat’ o pouzitie povrchu, ktory viac zosiliiuje Ramanovské ziarenie.

1% To bolo sposobené vicsinou ,,vypadnutim* koloidu.
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6.1 Vplyv pouzitého koloidu

Pre tucely SERSu sme wuvazovali nad dvoma typmi koloidov: citratovym
a borohydridovym. Na pripravu SERS skli¢ok sme na zaciatku pouzivali citratovy koloid.
Bohuzial’ po zmerani niekol’kych SERS spektier sme zistili, Ze tieto povrchy vykazuju svoj
vlastny silny Ramanovsky signal, konkrétne sa jednalo o signal grafitického uhlika. (viz.
obr. 8-1) Vzhl'adom k tomu, Ze tvorba grafitického uhliku je vel'mi rychla a u¢inna (¢o sa u
pevnych povrchov da ofakavat’), nebolo mozné pomocou tychto povrchov ziskat’ SERS
spektra studovanych latok. Z tohto dévodu je pouzitie citratového koloidu nevhodné a my

sme sa rozhodli d’alej pouzivat na SERS experimenty len koloid borohydridovy.

6.2 Vplyv pouzitého silanu

Predpoklada sa, Ze pri procese silanizacie silan straca koncovt skupinu a vytvara sa vizba
O-Si-O medzi silanom a sklenenym substratom, zatial ¢o funkénd skupina zostdva
orientovana smerom do roztoku. V pripade APTMS je to skupina —NH,, v pripade

MPTMS je so skupina —SH.

A B
OCH, OCH,
CH3O—S‘1—CH2CH2CH2NH2 CH3O—S|1—CH2CH2CHZSH
(‘)CHg (|)CH3

Obrazok 6-1: (A) molekula APTMS, (B) molekula MPTMS

Na zéklade publikovanych prac [74,75,91] sme ocCakavali, ze APTMS bude na pripravu
povrchov vhodnejsi. V pripade APTMS sme predpokladali, Ze protonovana kladne nabita
aminoskupina bude dobre viazat’ kovové cCastice (ktoré su zédporne nabité kvoli ionom na
povrchu) prostrednictvom elektrostatickej idnovej interakcie. PoCas experimentovania sa
nam podarilo pripravit’ sklicka pomocou oboch silanov, no tc¢innejSia sa javila priprava
pomocou MPTMS. Preto sme hl'adanie optimalneho spdsobu pripravy prevadzali pomocou
MPTMS a zistené vysledky sme aplikovali na APTMS.

Podobného nazoru boli aj autori publikacii [73,92], ktori tiez pouzivali MPTMS.
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6.3 Vplyv dizky ¢asu jednotlivych krokov pripravy

V tejto fdze hl'adania optimalneho spdsobu pripravy SERS skli¢ok uz bolo nase skimanie
obmedzené na imobilizaciu striebornych castic z borohydridového koloidu pomocou
MPTMS. Dalsim krokom bolo uréenie optimalneho spdosobu zhladiska Gasu.
Zjednodusene mozeme pripravu sklicok opisat ako dej pozostdvajuci z dvoch krokov:
ponorenie ¢istych sklicok do silanu a ponorenie nasilanizovanych skli¢ok do koloidu. Pre
oba kroky je potrebné stanovit’ ¢as, ako dlho by mali prebiehat. Na zaciatku som volil
koncentraciu silanu a dobu silanizacie aj dobu ponorenia nasilanizovanych sklicok do
koloidu taku, akd bola publikovana clankoch o uspesnych pripravach zlatych povrchov
[74,90], tj. 10% koncentraciu silanu v metanole, dobu silanizdcie 30 mintt a dobu

ponorenia nasilanizovanych sklicok v koloide niekol’ko (cca 4 — 6) hodin.

Na zaciatku som sa pokusil zistit' optimalnu dobu silanizacie sklicok. Po niekolkych
pokusoch som priSiel k zaveru, Ze na dobe silanizacie v ur¢itom rozmedzi (cca 20 minat —
50 minut) prakticky nezalezi. Pre dlhSie doby silanizacie su vysledky horsie, na sklicka
silanizované niekol’ko hodin (cca 1 hodinu — 3 hodiny) sa nachytalo menej striebornych
nanoCastic z koloidu ako na sklicka silanizované kratSiu dobu. Vysvetlenie tohto
zdanlivého paradoxu spociva pravdepodobne v tom, Ze v pripade dlhej doby silanizacie
prebieha oxidacia —SH skupin, ktoré tymto stracaju schopnost’ viazat’ kovové nanocastice.
Na zaklade tychto pokusov som sa rozhodol silanizovat sklicka priblizne 40 minut a tento

¢as som dodrziaval vo vSetkych d’alSich pripravach.

Dalej som potreboval zistit' optimalnu dobu ponorenia nasilanizovanych skli¢ok do
koloidu. T4 nemo6ze byt prili§ kratka (aby sa na sklicka stihli nachytat' strieborné
nanocastice), no ani prili§ dlha (aby v koloide neprebehli prilis velké zmeny, napr. prilis

siln4 agregacia). VSimnime si teraz vplyv agregacie na extinkéné spektra SERS substratov:
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Obrazok 6-2: VzhPad extinkénych spektier SERS substratov vzhl’adom k agregacii.

Maximum absorpcného pasu sklicka ¢. 3 (priblizne 400 nm) odpoveda substratu, ktory
vznikol z neagregovanych castic. Vidime, ze graf znazornujaci exktinkény koeficient
vzorky ¢. 2 méa 2 maxima (okolo 400 nm a okolo 550 nm). To odpovedd dvom typom
Castic, zktorych wvznikol substrat — nezagregované (izolované) castice (400 nm)
a zagregované (resp. vzajomne interagujuce) Castice (550 nm). Na zaciatku sa na sklicko
prichytia nezagregované castice. Postupne ako ich pribuda, sa castice moézu dostavat
blizS§ie k sebe. Vysledkom je plynulé¢ rozSirenie (ale len smerom doprava!) pasu
odpovedajuceho neagregovanym casticiam (¢o dokumentuje skli¢ko €. 1). Samozrejme nie
je mozné vylucit’ v niektorych pripadoch i prichytenie niektorych agregatov vytvorenych

priamo v koloide.

Preto som sa rozhodol preskiimat’, ako sa menia extinkéné spektrum nasilanizovanych
sklicok ponorenych do koloidu v zévislosti na case. Postupoval som tak, Ze som
nasilanizované sklicko ponoril na nejakii dobu do koloidu, premeral jeho extink¢éné
spektrum a vratil som ho do koloidu. Po nejakom ¢ase som premeral extinkéné spektrum
znovu. Toto som spravil pre niekol'ko sklicok, pricom som sledoval zmeny v ich extinkcii
v priebehu 3 hodin. Tento postup ale nebol idealny z dvoch dévodov. 1. Ako sa ukézalo, tri
hodiny nie st dostato¢nym ¢asovym intervalom na to, aby sa podstatne zmenilo extink¢éné

spektrum sklicka (napr. v dosledku agregacie). 2. Vyberanim a opdtovnym ponaranim
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sklicka do koloidu m6Zeme narusit’ priebeh silanizacie, napriklad sa mézu oxidovat’ —SH
skupiny silanu prichytené¢ho na skle. Pre ilustraciu uvadzam casovy priebeh extinkénych

spektier z jedného sklicka (obr. 7-3).

0.20

—— 35 minut
0.18 - —— 105 minut
165 minut

0.16

0.14 A

0.12 A

extinkce

0.10
0.08 -

0.06 -

0.04 A

0 . 02 T T T T
400 600 800 1000

Vinova d&ka [nm]

Obriazok 6-3: Zavislost’ extinkénéhospektra SERS substratu na ¢ase ponorenia do koloidu.

Preto som sa rozhodol, ze preskimame ako sa prejavi rozdiel medzi Standardnou dobou
ponorenia (t.j. niekol’ko hodin) a dobou ponorenia vyrazne dlh§ou. Standardnym postupom
som pripravil 21 skli¢ok. Po silanizéacii som vSetky sklicka ponoril do koloidu. Sklicka 01
az 12 som vybral z koloidu po 6 hodinach, sklicka 13 az 21 ostali v koloide 74 hodin.

Potom som ich vybral a premeral som ich extinkéné spektra.
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Obrazok 6-4: Extink¢né spektra sklicok namocenych do koloidu 6 hodin.
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Obrazok 6-5: Extink¢éné spektra sklicok namocenych do koloidu 74 hodin.

Z grafov vidime, Ze nés predpoklad sa potvrdil.

Extinkéné spektra na obrazku 6-4 vypovedaju otom, Ze sa na sklickach prichytili
neagregované Castice, resp. Ze agregacia prebehla v malej miere.

Obrazok 6-5 zase vypoveda otom, Ze v pripade dlhsicho ponorenia do koloidu sa na

sklicka vyskytuje 1 vd¢Sie mnozstvo vzajomne interagujucich ¢i agregovanych Castic.

-52-



Za zmienku stoji povSimnutie, ze aj v pripade vyrazne dlhsej doby ponorenia sa nezvysila
extinkcia skli¢ok pri vlnovej dizke cca 400 nm. 6 hodin preto mdzeme povazovat za &as,
pri ktorom uz systém preSiel do stavu, kedy sa uz na sklicka nenachyta viac

neagregovanych Castic.

Nase vysledky mozeme porovnat’ s vysledkami inych autorov, napriklad [73]. Ich vysledky

znazoriuje nasledujici obrazok.

o4
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Wavelength (nm)

Obrazok 6-6: Absorb¢né spektrum sklicka s imobilizovanymi kovovymi ¢asticami ponoreného do:
(a) benzénu
(b) hexanu
(c) 2-propanolu (bodkovana ¢iara)
(d) vody
(¢) vzduchu

Néam vyS$lo maximum extincie okolo 400 nm (naSe merania prebiehali na vzduchu), tvar
spektier velmi podobny ako ich. Treba si ale uvedomit’, ze oni pouzivali citratovy koloid
(my sme pouzivali borohydridovy) a MPTMS rozpustali v 2-propanole s pridavkom vody
(my sme pouzivali metanol). Preto je prirodzené, nimi zistené maximum extinkcie sa

odliSuje od nasho.

Hoci agregécia cCastic moze byt vyhodnd vdaka posunu podmienok plazmoénovej
rezonancie do oblasti naSej excitaénej vlnovej dizky (514.5 nm) a vy$Siemu SERS
zosilneniu, je zdrojom vicsej nereprodukovatel’nosti pripravy striebornych povrchov. Preto
sme sa rozhodli pri priprave dalej pouzivat' priblizne 6-hodinovii dobu ponorenia

nasilanizovanych skli¢ok do koloidu, kde sa agregacia este prili§ neprejavuje.
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6.4 Vplyv koncentracie pouzitého silanu

Vplyv koncentracie pouzitého silanu som skumal tak, Ze som pripravil 22 sklicok
Standardnym postupom (umytie skli¢ok, silanizacia v merkaptosilane trvajica cca 40 minut
a ponorenie do koloidu trvajice cca 6 hodin). Ich priprava sa odliSovala len v koncentracii
pouzitého silanu. Zvolil som tieto koncentracie (jedna sa o objemové koncentracie, t.j. aki

¢ast’ roztoku silan+metanol tvori silan):

Koncentracia Sklicka
32% 11, 17
20% 01, 06
16% 12, 18
10% 02,07
8% 13,19
5% 03, 08
4% 14,20
2,5% 04, 09
2% 15,21
1,25% 05,10
1% 16, 22

Tabul’ka 6-1: Rozne koncentracie silanu pouzité pri priprave skli¢ok

Sklicka som opit’ charakterizoval pomocou extinkénych spektier. Tieto spektra uvadzam

v obrazkoch na nasledujticej strane.
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Obrazok 6-7: Extinkéné spektra skliCok pripravenych pomocou koncentrovanejSieho silanu
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Obrazok 6-8 Extink¢né spektra skli¢ok pripravenych pomocou menej koncentrovaného silanu
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Hoci je zrejmé, ze priprava je bohuzial’ vel'mi nereprodukovatel'na (dve sklicka pre tu ista

koncentraciu silanu davaji vel'mi odliSné spektra), daju sa vypozorovat’ dva jasné zavery:

1. Vacsia tspesnost’ pripravy v pripade pouZitia koncentrovanejsieho silanu

Zatial’ ¢o v pripade pouzitia koncentrovanejSieho silanu moézeme povazovat’ pripravu za
uspesnu v 10 pripadoch z 11 (sklicko 02 povazujeme za netspech), v pripade pouZitia
menej koncentrovanejSieho silanu sa ndm podarilo pripravit’ sklicka vhodné na SERS len v

3 pripadoch z 11 (sklicka 04, 05 a 10).

2. Kvalitnejsie sklicka v pripade pouzitia koncentrovanejSieho silanu

Aj ked si d’alej budeme vSimat’ len uspeSne pripravené sklicka, stale sa javi pouzitie
koncentrovanejSieho silanu vyhodnejsSim. Takto pripravené sklicka maji silnejSiu
extinkciu, ¢o vypoveda o vicSom mnozstve imobilizovanych striebornych nanocastic na

ich povrchu. (Toto sa potvrdilo aj pri samotnych SERS meraniach).

Celkovo moézeme vplyv koncentracie pouzitého silanu zosumarizovat do nasledujuceho

zaveru:.

Pri priprave SERS aktivnych povrchov je moZzné pouzit silan zriedeny v Sirokej Skale
koncentracii. My sme dokazali pripravit’ vhodné povrchy uz pomocou silanu koncentracie
1,25%. Vhodnejsie sa ale javia byt’ vysSie koncentracie (priblizne 10% a viac), pri ktorych
je jednak vysSia uspesnost’ pripravy povrchov a povrchy takto pripravené st vhodnejSie na

ucely SERS. My sme d’alej pouzivali na pripravu koncentraciu silanu priblizne 20%.
Pre tuto koncentraciu sme sa rozhodli aj napriek tomu, ze ini autori [73] pouzivali

koncentraciu priblizne 2,5%. Oni ale pouzivali odliSny koloid a tiez MPTMS rozpustali

v inom rozpustadle ako my, preto sa nase zavery mozu odliSovat’.
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6.5 Charakterizacia SERS povrchov pomocou

elektronovej mikroskopie

Na zaklade nielen naSich skusenosti, ale aj v minulosti publikovanych vyskumov sa zda, ze
priprava striebornych povrchov je vo vSeobecnosti menej G¢inna a problematickejsia ako
priprava zlatych povrchov.

Toto potvrdzuju aj zavery autorov [73], ziskané aj na zaklade elektronovej mikroskopie.
Ako znazoriiuje nasledujuci obrazok, strieborné Castice su umiestnené relativne d’aleko od
seba (v porovnani so zlatymi Casticami). To je spdsobené tym, ze strieborné Castice sa

prichytavaju horSie a si tam prichytenii menej stabilne.

Obrazok 6-9: obraz skli¢ok ziskany pomocou elektronového mikroskopu
hore: imobilizované zlaté ¢astice; dole: imobilizované strieborné castice
Prevzaté z [73].

Toto vysvetlenie je podlozené aj d’alsim vysledkom prace [73]. Ten hovori, ze SERS
povrchy pripravené tymito spdsobmi st sice celkovo velmi stabilné, no zlaté su
stabilnejSie ako strieborné — zatial’ co nebol zisteny Ziaden Ubytok zlatych nanocastic zo

sklicok, striebornych nanocastic zo sklicok s postupom ¢asu mierne ubudalo.
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Vzhladom k tomu, Ze sme pocas experimentov pouzivali prevazne povrchy pripravené
z borohydridového koloidu, sme nechali spravit skeny jedného povrchu pripraveného
z citratového koloidu a troch povrchov pripravenych z borohydridového koloidu. Vysledky
su na obrazkoch 6-10 az 6-13 (stale pri dvoch rdéznych zvicseniach), priCom vsetky udaje

vratane popisu vzorku su v dolnom prazku kazdého obrazku.

Tieto snimky potvrdzuju to, Ze strieborné nanocastice su uchytené na skle relativne d’alej

od seba (v porovnani so zlatymi ¢asticami z obr. 6-9).

Celkovo sa da z tychto obrazkov vypozorovat niekol’ko veci:

1. Nanocastice z citratového koloidu si védcsie ako nanocastice z borohydridového
koloidu (vzorka 2 oproti ostatnym vzorkdm). Naviac je medzi nimi relativne velky
podiel ty¢inkovitych ttvarov (to je typické pre citratovy koloid).

2. Sklicka nie st dobre reprodukovatel'né — castice (ich velkost aj usporiadanie)
z roznych sklicka pripravenych z borohydridového koloidu sa odlisujt. (vzorky 3, 4
ald)

3. Vramci jedného sklicka je sice na r6znych miestach r6zne usporiadanie Castic, no
ich velkost’ a tvar su podobné (vzorka 5)

4. Na sklickach sa vyskytuju jednotlivé Castice (resp. malé agregity do desiatok

Castic). Presne to sme predpokladali pre nami zvoleny spdsob pripravy.

Mali by sme vysvetlit' body 2) a 3). K tomu si sta¢i uvedomit’, Ze kazdé sklicko bolo
ponorené do koloidu oddelene v samostatnej skimavke. Pouzili sme sice rovnaky koloid,
no v roznych skumavkach mohla prebehnut’ agregécia v roznej miere a preto je vysledok
taky, ako keby sme sklicka pondrali do roznych koloidov. Preto st na roznych sklickach

rozne typy Castic a na jednom sklicku na rdznych miestach len jeden typ Castic.
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brézok 6-10: Snimok povrchu priraveného z citratového koloidu
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Orazok 6-1: Snimok povrchu pripraveneo z borodrldého koloidu, vzora 3
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Obrazok 6-13: Snimok z divoch roznych miest povrchu pripraveného z borohydridového koloidu,
vzorka 5

- 60 -



6.6 Zhrnutie vysledkov

Vysledky tejto kapitoly moZzeme zhrnit’ do popisu optiméalneho sposobu pripravy SERS-
aktivnych povrchov ziskanych imobilizaciou striebornych nanocastic na sklenenom

substrate:

SERS-aktivne povrchy sa ndm podarilo ziskat’” pomocou orohydridového aj citratového
koloidu. Sklicka pripravené z citratového koloidu vSak pfi spektradlnych meraniach
vykazovali vel'mi silny signal grafitick¢ho uhlika, ¢o ich robi nevhodnymi pre ucely SERS
spektroskopie. Na imobilizéciu je mozné pouzivat merkaptosilan aj aminosilan. Vhodna
doba ponorenia skli¢ok do silanu je priblizne 30 az 40 minut. Uspesnost’ pripravy rovnako
ako aj kvalita skli¢ok je ovplyvnena koncentraciou pouzitého silanu. Cim koncentrovanejsi
silan, tym lepSie vysledky, dostatocnd je ale koncentracia cca 20%, preto odporuc¢am
pouzivat' tuto koncentraciu. Optimalna doba ponorenia nasilanizované¢ho sklicka do
koloidu je cca 6 hodin. DlhSie doby ponorenia (niekol'ko dni) vedu k vyskytu agregatov na
sklicku, ¢o je neziadtce kvoli zlej reprodukovatelnosti pripravy. Takto pripravené sklicka
s imobilizovanymistriebornymi Casticami je mozné uskladiiovat’ na vzduchu aj vo vode,

sklicka vykazuja velku stabilitu.

Vyssie popisanym postupom'' sme dokazali pripravit mnoho velmi kvalitnych skli¢ok. Pri
tomto procese vSak hrd velktl ulohu aj nahodny faktor (resp. faktory nami
neovplyvniteI'né), a preto sa kvalita skli¢ok ziskanych identickym postupom dost’ odliSuje.

Po priprave skli¢ok odporu¢am pretriedit’ ich na vhodné a menej vhodné pre ucely SERS.

! Za zmienku stoja este dve poznamky praktického charakteru:

Po silanizécii je dolezité sklicka vel'mi dobre oplachnut, aby sme ich zbavili v§etkého nenaviazaného silanu. UZ jeho
vel'mi malé mnozstvo spdsobi rychlu agregaciu koloidu (a teda sa na sklicka nenaviazu ziadne strieborné nanocastice).
Silan sa samozrejme neviaze len na ponorené sklicka, ale aj na steny sklenenej nadoby v ktorej silanizacia prebieha. Toto
je treba mat’ na pamaéti hlavne pre nizke koncentracie silanu a pre nadoby, kde je relativne vel'ky povrch vzhl'adom k
objemu (napr. ked’ silanizacia sklicka prebicha v skiimavke). V tomto pripade je vhodné skiimavku najprv vyplachnut
silanom.
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7 Merania SERS spektier z povrchov

7.1 Merania na povrchoch pripravenych z citratového
koloidu

NaSe merania sme zacali na sklickach pripravenych z citratového koloidu pomocou
aminosilanu. Spektrd latok, ktoré sme zacali premeriavat, nevyzerali tak, ako sme

ocakavali.

Uvedomili sme si, Ze sa pravdepodobne jedna o grafiticky uhlik. Ten vznikd zmenou
chemickej Struktiry citratovych molekul prichytenych na povrchu striebornych nanocastic
po oziareni intenzivnym laserovym Zziarenim. Spektra ziskana ztychto merani naozaj
odpovedali zndmym spektram grafitického uhlika.[93] Preto sme premerali spektrum

¢istého povrchu bez porfyrinu. To je na nasledujucom obrazku.

Relativna intenzita

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Vinocet [cm]

Obrazok 7-1: SERS spektrum povrchu ¢istého pripraveného z citratového koloidu.
(Toto spektrum odpoveda spektru grafitického uhlika.)
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Nas predpoklad sa naozaj potvrdil, jedna sa o grafiticky uhlik. Toto meranie prebiehalo pri
intenzite laseru 160 mW. ZniZili sme intenzitu laserového Ziarenia na 20 mW (pomocou
filtrov), aby sme zistili, €i tento jav nastdva aj tejto nizSej intenzite. Aj v tomto pripade
mali spektra tento tvar. V tomto pripade bolo mozné pozorovat, ako tento jav prebicha.
Urcity Cas (cca 1 minttu) sa toto spektrum postupne vytvaralo, nakoniec sme ziskali
spektrum analogické tomu na predchadzajucom obrazku.

Preto sme zamietli pouZivanie citratového koloidu a vSetky nasledujuce spektrd st zo

skli¢ok pripravenych z borohydridového koloidu.

7.2 Merania na povrchoch pripravenych

z borohydridového koloidu

Pomocou pripravenych povrchov sme sa rozhodli merat” spektrd porfyrinov, konkrétne
kladne nabit¢ho TMPyP (obr. 7-2 A), zaporne nabit¢ho TSPP (obr. 7-2 B) a vo vode
nerozpustného TPP (obr. 7-2 C) bez naboja. Rozhodli sme sa pre ne, pretoze si vhodné pre
ucely SERRSu a st to latky, ktoré maju Siroké praktické uplatnenie (viz. kap. 3).

S0; S0,

SC; 50,

C

Obrazok 7-2: (A) molekula TMPyP, (B) molekula TSPP, (C) molekula TPP. Prevzané z [25].
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7.2.1 TMPyP

7.2.1.1 Prvé merania

Rozhodli sme sa premerat SERS spektrum TMPyP a ajto, ako sa meni v ¢ase. Tieto
merania prebiehali pomocou skli¢ka ktorého snimky z elektrénového mikroskopu mame
oznacené¢ ako ,,vzorka 4. Vykon laseru bol 20 mW. Skli¢cko som ponoril (na 1 minatu) do
TMPyP koncentracie 1.10° M a premeral jeho spektrum (TMPyP_1). Ponoril som ho opét’
do koloidu (na 3 minuty) a premeral spektrum (TMPyP 2). Opit som ho ponoril do
koloidu (na 20 minat) apremeral spektrum (TMPyP 3). Tieto spektrd sa v

nasledujucom obrazku:

—— TMPyP_1: 1 minGta
—— TMPyP_2: 1+3 minuty
i TMPyP_3: 1+3+20 minut

Relativna intenzita

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Vinoeéet [cm™]
Obrazok 7-3: SERRS spektrum TMPyP merané po réznej dobe ponorenia sklicka do TMPyP
koncentracie 1.10° M.

Dalej nas zaujimalo, Ze pre aka koncentraciu sme schopni pomocou SERS detekovat
TMPyP. Z predchadzajuceho grafu je vidiet, 7e pre koncentraciu 1.10° M sme ziskali
velmi pekné spektra. Dalej sme zistovali, &i je mozné detekovat’ aj niz§iu koncentraciu.
Skusili sme 5.107 (tieZ na cca 20 minut). Vysledok je v nasledujucom obrazku. Spektra je

poznat’, no objavuje sa uz signal skla.
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Relativna intenzita

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Vinoéet [cm™]

Obrizok 7-4: SERRS spektrum TMPyP koncentracie 5.107.

7.2.1.2 Metalacia porfyrinu

Z predchédzajucich spektier sa zd4, ze TMPyP sa na sklickach nachddza v nemetalovane;j
podobe, ¢o je vzhladom vysledkom publikovanym na samotnych Ag koloidoch, kde
dochadza k rychlej metalacii [78], prekvapivé. Preto sme sa rozhodli preskiimat’ proces
metalacie (vizba atdmu Ag dovnutra porfyrinového makrocyklu). Z [78] vieme, Ze
spektralne markery metalovanej formy st pasy 392, 1337 (a tiez 1010, 1541) cm’
a volnej baze 328, doublet 1330+1359 (a tiez 1000, 1550) cm™. (Nase experimentalne

spektrum s presnym popisom pasom je uvedené nizsie.)

Na zaciatku sme premerali SERRS spektrum ¢istého sklicka. Potom sme ho ponorili na 2
minaty do TMPyP koncentracie 1.10° M. 10 minGt od za¢iatku ponorenia sme premerali
jeho SERRS spektrum. Od tohto okamziku sme nepohli skli¢kom ani sme nemenili Ziadne
nastavenie a SERRS spektrum sme premerali eSte trikrat (stdle po 10 minuatach). Tieto
spektrd su v nasledujicom obrazku. Pozorného Citatel'a urCite prekvapi, preco su tieto
spektra vyrazne horsie (t.j. vyrazna Cast’ signalu je tvorena sklom a len mald porfyrinom)
ako spektra na obr. 7-3, hoci bola pouZzita rovnaka koncentracia porfyrinu. Je to dané
nehomogenitou skli¢ok. Zatial’ ¢o spektra na obr. 7-5 st z ndhodne vybraného miesta, na

detekciu spektier z obr. 7-3 sme museli hl'adat’ miesta s najlep$im signalom.
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—— eéisté sklieko
—— 10 minat
i A 20 mindt

30 minat
—— 40 minat

Relativna intenzita

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Vinoéet [cm™]

Obrazok 7-5: SERRS spektra TMPyP koncentracie 1.10° M merané z jedného miesta s ¢asovym
odstupom spolu so SERS signalom skla.

V grafe je vidiet,, ze hlavnu Cast’ spektier tvori vo vSetkych pripadoch sklo. Ponuka sa nam
moznost’ Studovat’ spektra TMPyP tak, ze od nameranych spektrier od¢itame spektrum
skla. Zatial' co spektra TMPyP su si vel'mi podobné (pretoze pri ich merani sme nepohli
sklickom), spektrum ¢istého skla je inej intenzity (pretoze sme ho merali pri inej polohe
sklicka ako ostatné spektrd). Preto musime spektrd najprv nanormovat’ na signal skla.
Nasledujuci obrazok znazoriiuje tieto spektrd prendsobené takymi hodnotami, aby mali

vietky rovnaku intenzitu pri vinoéte 1096 cm™ (signal skla).
y p g
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—— éisté sklieko
—— 10 minat
20 minat
30 minat
—— 40 minGt

Relativna intenzita

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Vinoéet [cm™]

Obrazok 7-6: SERRS spektra TMPyP koncentracie 1.10° M merané z jedného miesta s ¢asovym
rozstupom spolu so SERS signdlom skla po vynormovani na intenzitu signalu skla.

Vidime, ze spektra ,,10 minat*“ - ,,40 minut* sa po normovani prekryvaja este viac ako
v predchadzajucom pripade. To je dané tym, Ze aj intenzita laseru mierne koliSe a tymto
nanormovanim sme sa tohto vplyvu zbavili. Mézeme povedat, ze tomto pripade je signal
skla dobrym internym Standardom. Pre vSetkych 5 spektier ale nieco takéto neplati — signal
skla je v pripade cCist¢ho sklicka vyrazne odliSny od signalu skla v ostatnych spektrach.

Tento zdanlivy paradox je ale mozné I'ahko vysvetlit’:

Samotné sklo a aj jeho pokrytie striebornymi Casticami je nehomogénne. K tomu este je
sklo amorfna latka. Z tychto dévodov je signal skla na ro6znych miestach skla rozny. Preto
je odcitavanie signalu skla od spektier mozné nanajvys v pripade, Ze medzi meraniami
nezmenime ziadne nastavenie asignal zbierame z jediného miesta. Hoci nemoZeme
povazovat sklo za idedlny interny Standard, vhodnej$i intenzitni Standard v naSich

systémoch nemame.

Vratme sa ale spat’ k samotnym spektram. Zda sa, ze metaldcia naozaj neprebicha. Pre
kontrolu sme premerali spektra z d’alSich miest na sklicku (v tomto pripade sa teda jedna
o signal zbierany 40 mindt po ponoreni sklicka do TMPyP koncentracie 1.10° M. Tie st

v nasledujucom obrazku.
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Relativna intenzita

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Vinoéet [cm™]

Obriazok 7-7: SERRS spektra TMPyP koncentricie 1.10° M merané z réznych miest sklicka cca 40
minut po ponoreni sklicka do TMPyP.

V tychto spektrach je signal pofyrinu eSte lepsi. Preto sme hl'adali d’alej a a nakoniec sa
nam podarilo najst’ na sklicku miesto, kde bola sice intenzita signalu vyrazne slabsia, no

pomer TMPyP/sklo bol vyrazne lepsi. (obr. 8-7).

Relativna intenzita

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Vinoéet [cm™]

Obrazok 7-8: SERRS spektrum TMPyP s popisom spektralnych pasov
(merané cca 40 miniit po ponoreni sklitka do TMPyP koncentracie 1.10° M)
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Tieto pasy sice neodpovedaju presne vysledkom [78], no rozdiel mo6Zeme pripisat’ rdznym
aparatiram a nepresnostiam v kalibracii. Celkovo mézeme povedat’, Ze TMPyP je naozaj
v povodnej nemetalovanej podobe. Zaujimalo nas, ¢i ndhodou metaldcia nenastdva po
dlhSom case. Preto sme z toho istého sklicka premerali niekol'ko spektier o dent neskor. Tie
su v nasledujucom obrazku (kvoli ilustrativnosti som ich nanormoval na signal skla

a poposuval tak, aby sa prili§ neprekryvali).

Relativna intenzita

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Vinoéet [cm™]

Obrazok 7-9: SERRS spektra TMPyP koncentricie 1.10° M merané z roznych miest sklicka cca 1 deii
po ponoreni sklicka do TMPyP.

Vidime, ze signdl sa nezmenil a aj po dni je porfyrin nachytany na sklicku v nemetalovane;j

podobe. Naviac je vidiet, ze r6zne miesta vykazuji vel'mi podobny signal.

Aby sme vylucili moznt pritomnost signalu rezonanéného Ramanova rozptylu, premerali
sme niekol’ko krat spektrum ¢istého sklicka (t.j. bez striebornych nanocastic), na ktoré
sme kvapli TMPyP koncentracie 1.10° M. V tomto pripade sme ziskali signal &istého skla,
v spektre nie je vidiet’ Ziaden porfyrin. Jedno takéto spektrum je na nasledujicom obrazku.
Tento experiment potvrdzuje, Ze nami merané spektrd pofyrinov zo striebornych

nanocastic su SERRS spektra porfyrinov.
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Relativna intenzita

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Vinoéet [cm™]

Obrazok 7-10: Spektrum sklicka s kvapkou TMPyP (je to SERS spektrum skla)

7.2.1.3 Merania pri vy$$ej koncentracii (1.10° M)

Pri koncentracii 1.10° M sa ndm nepodarilo rutinne ziskat' spektra, pri ktorych by bol
signal TMPyP dostato¢ne silny v porovnani so signalom skla. Niekol'ko takychto spektier
sa nam sice podarilo ziskat, jednalo sa vSak o zriedkavé pripady anaviac v tychto
pripadoch bol celkovy signal dost’ slaby. Preto sme sa rozhodli premerat’ eSte raz ¢asovy

vyvoj SERRS spektier (teraz pri koncentracii 1.10° M).

Skli¢ko som namodcil na 2 minaty do 1.10° M TMPyP. SERRS spektrum som odmeral 5
minut potom. Sklicko som nepohol a SERRS spektrum som premeral kazdych 5 minut az
do ¢asu 1 hodina. Tieto spektra st v nasledujicom obrazku (spektra nie su upravované, su

len voc¢i sebe posunuté o konsStantni hodnotu aby sa neprekryvali).
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—— 5 mint
—— 10 minat
15 minat
20 minat
—— 25 minut
—— 30 minuat
35 minat
1 40 minut
—— 45 minGt
—— 50 minat
—— 55 minat
—— 60 minat

Relativna intenzita

600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Vinoéet [cm™]

Obriazok 7-11: SERRS spektra TMPyP koncentracie 1.10° M merané z jedného miesta na skli¢ku
s ¢asovym odstupom 5 minut.

Z tychto spektier opédt’ vidiet, Ze TMPyP je v nemetalovanej podobe. AvSak jedinym
jasnym ddokazom toho, Ze sa jedna o Cisto nemetalovant formu TMPyP, je prevedenie
faktorovej analyzy. Ta popisujem v kap. 8.1.2 aupravy spektier ktoré jej predchadzaju
v kapitole 8.1.1 a jej vysledky pre tato sadu spektier s na obr. 9-5. Tieto vysledky naozaj
potvrdili, ze sa jedna o free-base formu TMPyP. Druhé subspektrum zrejme odpoveda

zmene pomeru intenzity signalu porfyrinu a skla.
Aby sme zistili, ¢i je signal zo sklicka homogénny a ¢i na inom mieste nendjdeme porfyrin

v metalovanej podobe, premerali sme SERRS signal este z niekol’kych inych miest. Tieto

spektra su (neupravované) v nasledujucom obrazku.
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Relativna intenzita

600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Vinoéet [cm™]

Obrizok 7-12: SERRS spektra TMPyP koncentricie 1.10° M merané z roznych miest na sklicku cca
1 hodinu po ponoreni sklicka do TMPyP.

Ani v tomto pripade sme nenaSli spektrum, ktoré by vypovedalo o tom, ze sa TMPyP
metaluje. Pre pripad, Ze by tento proces trval dlhSie, sme premerali signal z niekol’kych
miest tohto sklicka eSte raz o deii neskor. Tieto spektra su v nasledujicom obrazku (spektra
nie st upravované ziadnym sposobom). Vidime, Ze metaldcia nenastala ani po 24

hodinach.

Relativna intenzita
~_

400 600 800 1000 1200 1400 1600
VInoéet [cm™]

Obrizok 7-13: SERRS spektra TMPyP koncentricie 1.10° M merané z roznych miest na skli¢ku cca
1 deni po ponoreni sklicka do TMPyP.

-72 -



Rozhodol som sa merania zopakovat s inym sklickom este raz. Sklicko som namocil na 2
minity do 1.10° M TMPyP. SERRS spektrum som odmeral 5 minat potom. Sklicko som
nepohol a SERRS spektrum som premeral kazdych 5 minut esSte patkrat. Tieto spektra su

v nasledujucom obrazku (spektra nie st upravované ziadnym spdsobom).

i —— 5 minut
—— 10 minat
15 minat
20 minat
—— 25 minat
—— 30 minat
35 minat

Relativna intenzita

400 600 800 1000 1200 1400 1600

Vinoéet [cm™]

Obrizok 7-14: SERRS spektra TMPyP koncentricie 1.10° M merané z jedného miesta na skli¢ku
s ¢asovym odstupom 5 minut.

Nésledne som opdt’ premeral signal z réznych miest (viz. nasledujuci obrazok, spektra nie

su upravovangé). Tieto merania tiez potvrdili, Ze TMPyP sa nemetaluje.

Relativna intenzita

400 600 800 1000 1200 1400 1600
VInoéet [cm™]
Obrizok 7-15: SERRS spektra TMPyP koncentricie 1.10° M merané z roznych miest na skli¢ku cca
40 minit po ponoreni sklicka do TMPyP.
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7.2.1.4 Povrchy pripravené pomocou aminosilanu

Ked sa nam neskor podarilo pripravit' sklicka aj pomocou aminosilanu, premerali sme
SERRS spektra aj na nich. Na zaciatku sme premerali signal sklicka ponoren¢ho do
TMPyP koncentracie 5.10® M, ale signal porfyrinu sme neziskali. Preto sme koncentraciu
zvysili na 1.107 M. Tieto spektra (kvoli prehladnosti vo&i sebe posunuté) su

v nasledujicom obrazku.

Relativna intenzita

400 600 800 1000 1200 1400 1600
Vinoéet [cm™]

Obrazok 7-16: SERRS spektra TMPyP koncentracie 1.107 M merané z roznych miest na skli¢ku
s popisom sprektralnych pasov.

Na tomto obrazku je uz dobre poznat’ spektrum TMPyP. Na zéver sme zvysili koncentraciu
na 1.10° M. Tieto spektra (opit kvoli prehl'adnosti vogi sebe posunuté) su v nasledujucom

obrazku.
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Relativna intenzita

400 600 800 1000 1200 1400 1600
Vinoéet [cm™]

Obrazok 7-17: SERRS spektra TMPyP koncentracie 1.10° M merané z réznych miest na skli¢ku.

Aj merania na sklickach pripravenych pomocou aminosilanu potvrdili, Ze TMPyP sa na

imobilizovanych kovovych nanocasticiach nemetaluje.

7.2.2 TSPP

SERRS spektra TSPP sme premeriavali zo skli¢ok ponorenych do vodného roztoku TSPP
koncentracie 1.10° M. Na zagiatku sme skli¢ko ponorili na 3 minuty.

Dalej sme sa rozhodli porovnat’, aky je rozdiel medzi spektrami meranymi pri plnom (150
mW) a znizenom (23 mW) vykone laseru. Na nasledujucich dvoch obrazkoch su signaly

ziskané z r6znych miest jedného vzorku.
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Relativna intenzita

400 600 800 1000 1200 1400 1600
Vinoéet [cm™]

Obrizok 7-18: SERRS spektra TSPP koncentracie 1.10° M merané z roznych miest na skli¢ku pri
vykone laseru 150 mW.

Relativna intenzita

400 600 800 1000 1200 1400 1600
Vinoéet [cm™]

Obrizok 7-19: SERRS spektra TSPP koncentracie 1.10° M merané z rdznych miest na skli¢ku pri
vykone laseru 23 mW.

Spektralne pasy v oblasti 1300-1700 cm™ patria TSPP, oblast’ niZ§ich vlno&tov je bohuzial
z vacSiny prekrytd silnym signdlom skla. Napriek tomu, ze v druhom pripade je vykon

skoro 7-krat mensi, pomer signalu skla a porfyrinu je zostava rovnaky. Pre ucely od¢itania
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poloh spektralnych pasov sme od jedného spektra (meraného pri vykone laseru 23 mW)

odc¢itali spektrum skla. Tieto dve spektra (pred aj po od¢itani skla) st s oznacenymi

spektralnymi pasmi v nasledujucom obrazku.

Relativna intenzita

pred odéitanim skla

—— po odéitani skla

1001
1085
1241
1329
1361
1554

600 800 1000 1200 1400 1600

Vinoéet [cm™]

Obrizok 7-20: SERRS spektum TSPP koncentricie 1.10° M pred a po od¢itani skla (s oznaenymi

spektralnymi pasmi).

Dalej som skli¢ko ponoril do TSPP na 100 minit.

Relativna intenzita

400 600 800 1000 1200 1400 1600

Vinoeet [cm™]

Obrazok 7-21: SERRS spektum TSPP koncentracie 1.10° M po ponoreni do TSPP na dobu 100 minut.
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Po premerani posledného spektra (v grafe vykreslené ciernou farbou) som sklickom
nepohol a premeriaval som ¢asovl zavislost po dobu 20 min. Spektra sa ale uZ nemenili,

¢o sa dalo vzhl'adom k dlhému ¢asu ponorenia skli¢ka do porfyrinu oCakéavat’.

Dlhsie ¢asy ponorenia (100 minut, viz obr. 8-21), neviedli k lepSim vysledkom, pre vel'mi

dlhé casy (1 den) dokonca signal porfyrinu vyrazne klesal.

7.2.3 TPP

TPP patri medzi vo vode nerozpustné porfyriny, a preto pevné SERS aktivne povrchy
poskytujil idedlnu moznost’ ich merania bez priamej interferencie rozpustadla.
SERRS spektra TPP sme na za&iatku premeriavali pri koncentracii 1.10° M po ponoreni

do TPP na 2 minuty. Tieto spektra s v nasledujicom obrazku.

Relativna intenzita

400 600 800 1000 1200 1400 1600
Vinoeet [cm™]

Obriazok 7-22: SERRS spektra TPP koncentracie 1.10° M merané z roznych miest vzorku.
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V pripade tohto porfyrinu sme ziskali vel'mi intenzivne spektra s prakticky zanedbatel'nym
prispevkom signalu skla. Preto sme premerali 1 koncentracnu zavislost'.

Meranie prebichalo tak, ze sme sklicko ponorili na 2 minity do TPP koncentracie 1.107
M, premerali niekol’ko spektier. Potom sme ho ponorili do TPP koncentracie 2-krat vacsej
a toto niekol’ko krat zopakovali. Vysledkom bolo niekol’ko SERRS spektier pre tieto
koncentracie: 1.10-" M, 2.107 M, 4.107 M, 8.107 M, 1,6.10° M, 3,2.10° M a 6,4.10° M.

Tie st v nasledujucich obrazkoch.

Relativna intenzita

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Vinoéet [cm™]

Obrizok 7-23: SERRS spektra TPP koncentracie 1.107 M merané z roéznych miest vzorku.
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Relativna intenzita
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Vinoéet [cm™]

Obrizok 7-24: SERRS spektra TPP koncentracie 2.10”7 M merané z rdéznych miest vzorku.

Relativna intenzita

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Vinoéet [cm™]

Obrazok 7-25: SERRS spektra TPP koncentracie 4.107 M merané z roznych miest vzorku.
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Relativna intenzita
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Obrizok 7-26: SERRS spektra TPP koncentracie 8.107 M merané z rdéznych miest vzorku.

Relativna intenzita
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Obrazok 7-27: SERRS spektra TPP koncentracie 1,6.10° M merané z réznych miest vzorku.
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Relativna intenzita
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Vinoéet [cm™]

Obrizok 7-28: SERRS spektra TPP koncentracie 3,2.10° M merané z réznych miest vzorku.

Relativna intenzita

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Vinoéet [cm™]

Obrazok 7-29: SERRS spektra TPP koncentracie 6,4.10° M merané z réznych miest vzorku.
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7.3 Zhrnutie vysledkov

Celkovo modzeme Stidium porfyrinov pomocou SERS spektroskopie na striebornych
nanocasticiach imobilizovanych na sklenenych podlozkach zhrnut' ako uspesné. Podarilo
sa nam ziskat’ spektra vSetkych troch (kladne nabit¢tho TMPyP, zédporne nabitého TSPP
avo vode nerozpustného TPP) pri réznych podmienkach (ako napr. koncentracia, Cas
ponorenia atd’). V idedlnych pripadoch sa ndm podarilo ziskat' spektrd porfyrinov
koncentracie 1.107 M (TMPyP a TPP). Zatial' ¢o pre TMPyP aj TPP sa nam podarilo
ziskat’ vyrazné spektra, TSPP vykazoval slaby signal. To je sposobené pravdepodobne
coulombovskym odpudzovanim medzi TSPP aboratovymi aniénmi na povrchu
striebornych nanocastic a adsorpcie je teda vel'mi obtiazna.

Podobne obtiazna adsorpcia bola pozorovand pre anidnovy 5,10,15,20-tetrakis(4-

karboxyfenyl)porfyrin [86].

Pevné povrchy sa ukazali byt vel'kou vyhodou pri §tidiu TPP. Pri meraniach v koloide pri
nizkych koncentracidch byva nezanedbatelny signal rozpustadla, pri meraniach na
pevnych povrchoch sme sa signalu rozpustadla zbavili uplne. Na druhu stranu je treba
zdoraznit, Ze vhodnymi povrchmi so len nase strieborné povrchy, pretoze na obdobnych

zlatych povrchoch sa kvalitny SERS signal TPP nepodarilo ziskat’. [25].
Pri tychto experimentoch na striebornych povrchoch sme prekvapivo zistili, Ze sa porfyrin

nemetaloval. Vzhl'adom k tomu, ze sa v samotnom koloide sa metaluje vel'mi rychlo, sme

si polozili otazku, preco je to tak. Nou sa zaoberam v nasledujucej kapitole.
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8 Merania SERS spektier priamo z koloidu

Z merani popisanych v predchadzajucej kapitole vyplyva, Zze na imobilizovanych
striebornych casticiach neprebieha metalacia porfyrinu. Toto je zaujimavy a prekvapivy
vysledok, pretoze v koloide metaldcia prebieha, dokonca vel'mi rychlo (prakticky vsetok
porfyrin sa nametaluje do niekol’kych minut). Nasim najlep§im vysvetlenim tohto
paradoxu sa zdala byt pritomnost’ silanu. Preto sme sa rozhodli preskumat, ze ako
prebieha metalacia porfyrinu v koloide v pritomnosti silanu (a ako zavisi na koncentracii

silanu).

V pripade porfyrinu mézeme ocCakéavat, ze SERRS signdl je suctom dvoch zloziek —
metalovanej a nemetalovanej (free-base). Pri pohl'ade na spektrum je sice mozné povedat,
Ze sa v spektre nachddza jedna alebo druha zlozka, no iba priblizne. Pokial' chceme
presnejsiu kvantifikaciu (t.j. kolko je tam ktorej zlozky), postupujeme tak, ze najprv
ziskame spektrum oboch Cistych foriem (metalovanej a free-base) pomocou faktorovej
analyzy a v nasledujicom kroku rozlozime namerané spektrum do prave tychto dvoch
zloziek. Ked’ tento postup aplikujeme na spektrd merané po sebe, tak ziskame kinetiku

metaldcie. V nasledujucom texte podrobnejSie opiSem tento postup.

8.1 Postup pri spracovani SERS spektier

Tento postup mézeme zhrnut’ do niekol’kych krokov, ktoré podrobnejsie popisujem d’ale;j:

1. Zbavenie spektier pozadia

2. Rozklad skupiny spektier na subspektra pomocou faktorovej analyzy

3. Konstrukcia spektier Ccistej (free-base, nemetalovanej) a metalovanej formy
porfyrinu zo subspektier ziskanych faktorovou analyzou.

4. Stanovenie pomeru nemetalovanej a metalovanej formy pre spektrum (spektra).
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8.1.1 Zbavenie spektier pozadia

SERS spektrum by malo teoreticky vyzerat' tak, Ze ,lezi“ na x-ovej ose aztejto osi
vybiehaju pasy charakteristické pre danu latku. Idedlne by bolo od spektier odcitat’ pozadie
a vykreslovat’ Cisté spektra (t.j. spektra zbavené pozadia). S tymto je ale spojeny jeden
vel'ky problém — neexistuje spdsob, akym by sme dokdzali presne urcit, aké je spektrum
pozadia odpovedajice konkrétnemu SERS spektru. Touto upravou by sme preto spektra
ur¢itym sposobom skreslili. Naviac SERRS spektrd porfyrinov maji vel'mi uzke pasy, a
teda nam pritomnost’ pozadia prili§ nevadi. SERRS spektra uverejnené v predchadzajtcich
kapitolach neboli ur¢ené na d’alSie spracovanie. Aby sme sa vyhli prave tomuto problému

(skreslenie spektier), uverejiiovali sme ich priamo také, ako sme ich namerali.

Iné je situécia v pripade, ked’ potrebujeme spektra d’alej spracovavat, pretoze faktorova
analyza je velmi citlivd na akékol'vek zmeny v spektrach, vratane zmien pozadia. V tom

pripade je nutné zbavit’ ich pozadia. My sme postupovali takto:

1. Od kazdého spektra sme odcitali tak(l linearnu funkciu, aby spektrum zacinalo aj
koncilo na hodnote ,,0“. Tymto sme ziskali pomocné spektra.

2. Stanovili sme spektra, ktoré by podl'a nasich o¢akévani mali tvorit’ pozadie, tzv.
bazu.

3. Konecné spektrd sme ziskali z pomocnych spektier tak, Ze sme od nich odcitali
spektrd baze s vhodnymi védhami (postupovali sme tzv. metdédou ortogonalnych

diferencii).

Prvym krokom spracovania je upravit’ toto spektrum tak, aby za¢inalo na hodnote ,,0*.

V d’alSom kroku nasleduje vol'ba baze a jej odc¢itanie od spektra s vhodnymi vdhami. Po
zvoleni baze je uz proces jednoznacny — bazu najprv ortogonalizujeme a potom od
nameraného spektra postupne od¢itame vSetky vektory baze prendsobené vahami, ktoré st

stale uréené skalarnym sucinom daného vektora baze a nameraného spektra.

[lustrujme si tento postup na jednom konkrétnom spektre (obrazok 8-1).

-85 -



Relativna intenzita

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
VInoéet [cm™]

Obrazok 8-1: Spektrum TMPyP ako ukaZka neupravovaného spektra

Nejednoznacna je vol'ba baze. My sme ako bazu volili polynomy 4. stupiia, pretoze kazda
funkciu je mozné priblizne vyjadrit ako polyném (¢im vyssi stupeil polynému zvolime,

tym viac sa bude podobat’ povodnej funkcii). Po od¢itani tejto baze vyzera spektrum takto:

Relativna intenzita

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Vinoéet [cm™]

Obrazok 8-2: Spektrum TMPyP po od¢itani pozadia
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Samozrejme sme mohli zvolit’ aj polyndm iného stupiia. 4. stupeit sme zvolili, pretoze po
vyskuSani na niekolkych spektrach sa zdal byt optimalny — polyndmy nizSieho stupiia
nedokazali dostato¢ne dobre zbavit' spektrd pozadia a polyndmy vysSieho stupiia
nepriniesli Ziadne podstatné vylepSenie oproti polynoému 4. stupna.

Po zbaveni SERS spektier pozadia mozeme pristipit’ k dalSiemu kroku — faktorovej

analyze.

8.1.2 Faktorova analyza

Faktorovu analyzu sme prevadzali rovnako ako autori ¢lanku v [78] pomocou programu
FAS8asc.exe napisan¢ho doc. Jitim Bokom CSc. na zéklade algoritmu ,,singular value
decomposition® popisané¢ho v [94]. Vystupom z tohto algoritmu je mnozina
ortonormalnych subspektier S;, vah W; a hodnot V;j reprezentujucich relativnu pritomnost’
subspektra S; v kazdom experimentalnom spektre Yi(v). Dané experimentalne spektrum

mdzeme potom vyjadrit’ priblizne ako:

iWV S (27)

Ul
=1

~.

Dimenzia M reprezentuje minimélny pocet nezavislych komponent pritomnych
v experimentalnych spektrach, pomocou ktorych je mozné rekonstruovat’ experimentalne
spektra Yi(v) s ¢o najvac¢Sou moznou presnostou. Hodnotu M je mozné ziskat’ z rezidudlne;j

chyby aproximadcie.

Pre ilustrdciu uvddzam na nasledujicich dvoch strandch (obr. 8-3 a 8-4) vysledky
faktorovej analyzy pre dve sady spektier. Z vysledkov pre prva sadu spektier je mozné
odhadnut, Ze metalacia neprebiehala a naopak z vysledkov pre druht sadu spektier sa da
odhadnit’, Ze metalacia prebiehala (v druhom subspektre su zretené negativne peaky

odpovedajuce metalovanej forme).

V oboch tychto pripadoch vidime (na zdklade rezidualnej chyby), Ze naSe experimentalne
spektra mozeme skonstruovat’ z dvoch subspektier a d’alSie subspektra moéZeme povazovat
za Sum. K tym istym vysledkom sme prisli aj pre iné sady spektier.

Na tretej strane (obr. 8-5) uvadzam vysledky faktorovej analyzy pre sadu spektier
z obrazka 7-11.
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Obrazok 8-3: Ukazka vysledku faktorovém analyzy:
stubor spektier pri ktorych pravdepodobne nedoslo k metalacii.
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Obrazok 8-4: Ukazka vysledku faktorovéj analyzy:
stubor spektier pri ktorych pravdepodobne doslo k metalacii.
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Obrazok 8-5: Vysledok faktorovej analyzy pre sadu spektier z obrazka 7-11.

-90 -



8.1.3 Ziskanie spektier metalovanej a nemetalovanej formy
TMPyP

Subspektrd S; a S, su ziskané faktorovou analyzou (tj. ¢isto matematickym postupom).
Fyzikalna interpretacia tychto subspektier je takd, ze prvé subspektrum reprezentuje
vazeny priemer experimentalnych spektier a druhé subspektrum nesie va¢sinu zmien medzi
spektrami. Pre nas nie je kone¢nym cielom skonStruovat’ experimentdlne spektrd zo
subspektier ziskanych faktorovou analyzou, ale skonStruovat’ ich zo spektier s fyzikalnym
vyznamom. V nasom pripade ocakdvame, ze nimi budi spektra metalovanej
a nemetalovanej formy porfyrinu. Je dolezit¢ sledovat’ spektrdlne zmeny pre rozsahy
vlnoétu 300-400 cm, 950-1020 cm™, 1330-1360 cm™ a 1540-1550 cm’. Zatial ¢o
nemetalovany TMPyP sa vyznaluje pasmi 328, 965, 1000, 1334, 1359 a 1550 cm’,
metalovany AgTMPyP sa vyznaduje pasmi 392, 1010, 1337 a 1541 cm™ [78]. Ako viak
bolo zistené [77], pasy nachadzajuce sa v oblastiach 950-1020 cm™ a 1540-1550 cm™
vykazuju spektrdlne zmeny aj bez pritomnosti striebra (sposobené pravdepodobne
vzadjemnou interakci molekul). Preto je najvhodnejSie rozliSovat metalovani
a nemetalovanu formu TMPyP pomocou pasov nachadzajucich sa v oblastiach 300-400
cm™ a 1330-1360 cm™.

Spektrum nemetalovanej a metalovanej formy porfyrinu sme urcili ako vhodna linearnu
kombinaciu subspektier S; a S, (ziskanych faktorovou analyzou zo sady spektier pre Cisty
TMPyP). Kritériom pre tito linedrnu kombinaciu bolo to, aby sa v spektre metalovane;j
formy nenachadzali pésy patriace nemetalovanej forme a naopak (rozhodovali sme sa
podl'a pasov 327, 1334 a 1360 cm™' charakteristickych pre free-base formu a pasov 390
a 1337 cm™ charakteristickych pre metalovanu formu) a aby v spektich neboli pritomné
ziadne pasy z negativnou intenzitou.

Nakoniec sme obe spektra nanormovali na pas 1095 cm™, ktorého intenzita by nemala

zavisiet’ na metalacii. Tieto spektrd su v nasledujicom obrazku.
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Obrazok 8-6: Spektra metalovanej a nemetalovanej formy TMPyP

8.1.4 Stanovenie pomeru metalovanej a nemetalovanej formy

TMPyP

Poslednym krokom pri spracovani spektier bolo stanovenie experimentalnych spektier Y;

ako vazeného stctu normovanych spektier nemetalovanej (P;) a metalovanej (P;) formy:

Yj(i):ajpl(i)"'bjpz(i) (28

Pricom 1 je index spektralneho bodu a j je index spektra odpovedajuceho ¢asovému
oneskoreniu t;. a; a b; sme urcili fitovanim pomocou programu Sumfit2s.exe napisaného
doc. Jitim Bokom CSc. Fit sme previedli raz pre oblast’ 300-460 cm™ a pre oblast’ 1300-
1400 cm™. Nakoniec sme uréili pomer aj/(ajtby), tj. aka cast TMPyP je v nemetalovanej

forme. NaSe vysledky su v nasledujticej subkapitole.
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8.2 Vysledky

Rozhodli sme sa preskimat ako prebiecha metalaicia TMPyP priamo v koloide
v pritomnosti silanu. V podstate mame dve moznosti: 1) pridat do koloidu silan a az
nasledne TMPyP alebo 2) pridat’ silan aj porfyrin naraz. Rozhodli sme sa pridavat’ silan aj
porfyrin naraz. Tento spdsob sice neodpoveda presne situdcii s imobilizovanymi
striebornymi Casticami na sklenenych povrchoch, no poskytuje radu vyhod. V pripade
pridania najprv silanu a az potom porfyrinu by v pokusoch vystupoval d’al$i parameter (Cas
medzi pridanim), ktory by sme museli brat’ do uvahy a pokusit’ sa najst’ jeho optimalnu
hodnotu.
Hlavné dva dovody pre pridavanie silanu a TMPyP naraz boli ale tie, Ze sme po
predbeznych pokusoch s merkaptosilanom vedeli, Ze:

1) Silan ma silnejSiu afinitu k striebornym nanocasticiam, t.j. po pridani obsadi

povrch tychto nanocastic a metalacia TMPyP prebieha vel'mi obtiazne.

2) Po pridani silanu koloid zagreguje (comu sme tieZ chceli zamedzit).

K tomu, aby sme zistili, ako ovplyviiuje pritomnost’ silanu metalaciu porfyrinu, je dolezité
spravne odhadnut’ koncentraciu silanu. V opacnom pripade ziskame signal bud’ len silanu
alebo len TMPyP.

Po predbeznych pokusoch s merkaptosilanom sme nasli priblizne tak koncentraciu silanu,
ktoru mozeme povazovat’ za ,,medzna“ (t.j. v SERRS spektre koloidu po pridani TMPyP aj
silanu bolo vidiet' aj TMPyP aj silan). Jednalo sa o pridanie 5 ul TMPyP koncentracie 5.10
> M rozpusteného vo vode a 5 pl silanu koncentracie 1:10000 (objemovo) rozpusteného
v metanole do kyvety s 0,5 ml koloidu. Vysledna koncentracia v kyvete bola teda 5.107 M
pre TMPyP a 1.10”7 M pre silan'>. Kvoli prehladnosti sme si tento pomer stanovili ako
normu, tato koncentraciu sme nazvali ,silan:TMPyP=1:1% Dalej uvadzam koncentracie
relativne vzhl'adom k tejto. Napr. koncentracia ,,silan: TMPyP=2:1 znamena, Ze v pridanej
kvapke bolo dvakrat viac silanu ako v naSej ,,norme*. MnoZstvo pridaného TMPyP (5 ul

koncentracie 5.10”° M) bolo konstantné pre vetky experimenty.

12 yzhl'adom k tomu, Ze merkaptosilan a aminosilan st dve rézne litky, objemovej koncentréacii 1:10000 odpovedaju dve
rozne molarne koncentracie (9,6.10° M pre merkaptosilan a 1,03.10° M pre aminosilan). Tento rozdiel je ale pre nase
ucely zanedbatelny.
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8.2.1 Merkaptosilan

Merania sme previedli pre rézne koncentracie. Vysledky su v nasledujticich dvoch

obrazkoch (fity pre oblasti 300-460 cm™ a 1300-1400 cm™).

Spektralny prispevok free-base formy

Spektralny prispevok free-base formy
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Obrazok 8-7: Casova zavislost’ pomeru nemetalovanej formy TMPyP pre rozne koncentracie
merkaptosilanu. (Fit prevedeny v oblasti 300-460 cm™)
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Obrazok 8-8: Casova zavislost’ pomeru nemetalovanej formy TMPyP pre rozne koncentracie
merkaptosilanu. (Fit prevedeny v oblasti 1300-1400 cm™)
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To, ze vysledky st rovnaké pre obidve fitované oblasti (s vynimkou koncentracie
,silan: TMPyP=2:1“"%), mézeme povazovat za potvrdenie ich spravnosti.

Z prace autorov [78] vieme, ze porfyrin sa bez pritomnosti silanu metaluje z asi 70 percent.
Vysledky naSich experimentov sa s tymito vysledkami priblizne zhoduji. V pritomnosti
merkaptosilanu sa ale tato hodnota meni. Pre vel'mi nizke koncentracie aminosilanu st
vysledky totozné s Cistym TMPyP (Co sa dalo o€akavat), s rastlicou koncentraciou silanu
rastie pomer pritomnej free-base formy, ktory pre vysoké koncentracie silanu dosahuje az
100 percent. Samozrejme je nutné povedat, ¢o je to ,,vysokd“ a,nizka“ koncentracia
merkaptosilanu. Nase merania prebiehali pri koncentracii TMPyP 5.107 M a rozmedzi
koncentréacii pre merkaptosilan od 3,3.10® M po 8.107 M. Na zaklade naich vysledkov
odhadujem, Ze koncentracii TMPyP rovnej 5.107 M odpovedaju medzné koncentracie

merkaptosilanu 1.10° M a 1.10° M.

Co sa kinetiky tyka, v niektorych grafoch je mozné vidiet’ mierny ibytok free-base formy.
Postupny ubytok free-base formy nemdzeme na zaklade naSich vysledkov ani podporit’ ani
vyvratit. Tato zmena je amal4, v nami skimanom ¢asovom horizonte moézeme povazovat
pomer free-base formy za priblizne konstantny (pricom tato konStanta zavisi na
koncentracii merkaptosilanu). Kinetiku tohto syst¢tmu ma zmysel Studovat’ pre vyrazne

dlhsi ¢asovy horizont.

3V tomto pripade sme pre fit v oblasti 1300-1400 cm™ ziskali o¢ividne chybné hodnoty — prispevok metalovanej formy
TMPyP bol zaporny, ¢o je samozrejme z fyzikalnych dovodov nemozné. Preto za smerodajne berieme v pripade
koncentracie 2:1 vysledky ziskané fitom v oblasti 300-460 cm™.
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8.2.2 Aminosilan

Experiment sme zopakovali aj pre aminosilan. Vysledky pre fity 300-460 cm™ a 1300-

1400 cm™ st v nasledujucich dvoch grafoch:

Spektralny prispevok free-base formy

Spektralny prispevok free-base formy
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Obrazok 8-9: Casovi zavislost’ pomeru nemetalovanej formy TMPyP pre rozne koncentracie
aminosilanu. (Fit prevedeny v oblasti 300-460 cm™)
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Obrazok 8-10: Casova zavislost’ pomeru nemetalovanej formy TMPyP pre rozne koncentracie
aminosilanu. (Fit prevedeny v oblasti 1300-1400 cm™)
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Aj v pripade aminosilanu sa vysledky pre fity v oblastiach 300-460 cm™ a 1300-1400 cm™

v podstate zhoduju (co mbézeme opét’ povazovat’ za potvrdenie ich spravnosti).

Hlavny zaver z experimentov s merkaptosilanom (t.j. ze silan svojou pritomnostou posuva
rovnovahu medzi free-base a metalovanou formou porfyrinu v prospech free-base) ostava

v platnosti aj v tomto pripade.

Oproti merkaptosilanu vS§ak aminosilan vykazuje dva rozdiely:

1) Na ziskanie spektier, v ktorych bolo poznat' aj porfyrin aj silan, bolo nutné
v pripade aminosilanu pouzit’ vyssie koncentrécie silanu.

2) Zatial' o merkaptosilan dostato¢ne ucinne brani metaldcii porfyrinu, aminosilan
metaldcii zabrafiuje len na zaciatku a postupne sa porfyrin metaluje. Presnejsie by
bolo asi povedat, ze pritomnost’ aminosilanu metalacii nezabrani, iba ju spomali.
Casovii zavislost’ sme premeriavali len 25 minut, no uz po takomto ¢ase sa porfyrin

nametaluje skoro tak ako bez pritomnosti silanu.

8.3 Zhrnutie vysledkov

Celkovo by som vysledky naSich experimentov zhrnul takto:

Pritomnost’ silanu vo v§eobecnosti brani metalacii TMPyP. To nastava pravdepodobne tak,
ze sa silan naviaze na strieborné nanocastice a brani kontaktu molekulam porfyrinu

s povrchom striebornych nanocastic.

V pripade aminosilanu je presnejSie hovorit’ nie ako o zabraneni metaldcie ale o jej
spomaleni. Zatial' co metalacia TMPyP v ¢istom koloide je vel'mi rychly proces (prebehne
v prvych minttach; nie je sice Uplna, to je ale spdsobené tym, ze jej brania boratové iony
na povrchu koloidu), v pripade pridania aminosilanu sa tato metalacia vyrazne spomali a je
mozné ju pozorovat v SirSej Casovej Skale (desiatky minut). Predpokladame, ze to je
sposobené tym, ze na zaciatku sa aminosilan prichyti na strieborné nanocastice, no TMPyP

ho postupne vytlaca.
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Merkaptosilan ma afinitu k striebornym nanocasticiam ovela vysSiu ako amonisilan. Jeho
pridanie do koloidu metalécii brani alebo ju spomali natol’ko, Ze v priebehu desiatok minut

je vel'mi nevyrazna.

Tieto experimenty nie su uplne totozné s experimentmi na pevnych povrchoch. Nie je ale
mozné postupovat’ tak, ze by sme Studovali zavislost’ metalacie porfyrinu na koncentrécii
silanu pouzitého pri priprave sklicok. Toto ale nie je z praktickych dovodov mozné, pre
nizke koncentracie silanu sa strieborné nanocastice na skleneny povrch vobec nenaviazu.
Naopak mézeme ocakavat’, ze taky koncentrovany silan, ako sme pouzivali pri priprave

povrchov, zabrani metalacii porfyrinu Gplne.

Toto mozeme povazovat za vysvetlenie toho, pre€o na sklickach simobilizovanymi
striecbornymi  nanocasticami neprebicha metalacia porfyrinov. Je to spOsobené
pritomnostou silanu na tychto nanocasticiach, ktory pravdepodobne vychytdva kladne
nabité strieborné Castice, ktoré sa preto nemdézu zabudovavat do porfyrinového
makrocyklu a tym porfyrin metalovat. Moznost, Ze sa porfyrinové molekuly na pevnych
povrchoch nemetaluju, pretoze st naviazané kolmo k povrchu, je vel'mi nepravdepodobna,
pretoze metalace nebola pozorovana ani pri nizkych, evidentne podpokryvovych
koncentraciach. Napriek tomu ze experimenty priamo na koloidoch ukazuji, Ze
merkaptosilan je v tomto podstatne ucinnejsi ako aminosilan, v pripade pevnych povrchov

metalacii GspesSne zabraiuju obe.
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V Zaver

Celkovo moézeme skonStatovat, Ze dve hlavné ciele diplomovej prace (tj. najdenie
optimalneho spdsobu pripravy SERS-aktivnych povrchov ziskanych imobilizaciou
striecbornych nanocastic na sklenent podlozku a vyuzitie tychto povrchov k Stadiu
biomolekul prostrednictvom povrchom zosilneného Ramanovho rozptylu) boli splnené.
Pocas SERS experimentov sme narazili na jednu zaujimavi otazku (preCo na
imobilizovanych striebornych nanocasticiach neprebieha metalacia porfyrinu). Preto sme si

vyty¢ili ako d’alsi ciel’ zodpovedanie tejto otazky. Aj tento ciel’ sa nam podarilo splnit’.

Zavery tykajuce sa pripravy povrchov su tieto:

1. Povrchy je mozné pripravit’ z borohydridového aj citratového koloidu. Pre
ucely SERS je ale citratovy koloid nevhodny.

2. Na imobilizaciu striebornych nanocastic je mozné pouzit obe nami
testované silany (merkaptosilan aj aminosilan)
Optimalna koncentracia silanu je cca 20%.

4. Optimalna doba silanizacie je cca 30 minut.

5. Optimalna doba ponorenia nasilanizovaného sklicka do koloidu je cca 6

hodin.

Treba vSak poznamenat, Ze hoci je tymto postupom mozné ziskat’ kvalitné povrchy vhodné
k SERS tucelom, vysledok nie je dopredu jasny a ani najprisnejSie dodrzanie tohto postupu

nezaruci uspesnost’ pripravy.

Ako biomolekuly uréené k SERS stadiu sme si vybrali porfyriny. Zavery tykajuce sa SERS
experimentov na nich mézeme zhrnut’ do tychto bodov:
1. Pouzitim pripravenych striebornych povrchov je mozné ziskat' kvalitné spektrd
porfyrinov.
2. Obzvlast vhodné k tomuto ucelu sa ukazal byt TMPyP (ako zéastupca kladne
nabitého porfyrinu) a TPP ako zastupca vo vode nerozpustného porfyrinu. Ich

spektra sa nam podarilo ziskat’ aj pri koncentracii 1.107 M.
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3. Spektrd zaporne nabit¢tho TSPP nedosahovali kvalitu vySSie spomenutych
porfyrinov. To bolo spdsobené¢ pravdepodobne coulombovskym odpudzovanim
medzi TSPP a boratovymi anionmi na povrchu striebornych nanocastic.

4. Vyhody SERS spektroskopie pomocou povrchov s imobilizovanymi striebornymi
nanocasticami su najzjavnejSie v pripade TPP. Pri experimentoch v koloide tvori
nezanedbatelnl Cast’ signalu rozpustadlo. SERRS spektrum TPP nepodarilo ziskat
dokonca ani pomocou zlatych povrchov.

5. SERRS spektra porfyrinov jasne ukazuji, ze nedochadza k ich metalacii (ktora
prebieha v koloide). Strieborné povrchy teda (prekvapivo) poskytuji moznost’ ako

ziskat’' SERRS spektra porfyrinov vo svojej nativnej nemetalovanej forme.

Pri skumani, preco na striebornych povrchoch nedochadza k metalacii porfyrinu, sme
pomocou experimentov v koloide prisli k nasledujucim zaverom:

1. NasSe merania potvrdili zndmy fakt, Ze v koloide dochddza k metalécii porfyrinu.

2. Pritomnost’ silanu vSak tento proces vyrazne ovplyvni: pritomnost’ merkaptosilanu

tomuto procesu zabrani a pritomnost’ aminosilanu tento proces vyrazne spomali.

Napriek tomu, ze strieborné povrchy a strieborny koloid nie su Gplne ekvivalentné systémy
a pri experimentoch v koloide sme pouzivali koncentraciu o mnoho radov nizSiu ako pri
priprave povrchov, mézeme na zédklade naSich vysledkov s koloidmi predpokladat’, ze na
nasich pevnych striebornych povrchoch nedochddza k metaldcii porfyrinu v dosledku

pritomnosti silanu, ktory z koloidnych Castic na seba naviaze kladne nabité striebro.
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