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Sveugiliste u Zagrebu Diplomski rad

Prirodoslovno-matematicki fakultet

Kemijski odsjek

SAZETAK

POVRSINSKI POJACANO RAMANOVO RASPRSENJE NA NANOCESTICAMA
SREBRA U KOLOIDNOJ SUSPENZIJI I NA CVRSTOJ PODLOZI

Helena Banovi¢

Istrazena je SERS ucinkovitost nanocestica srebra dispergiranih u koloidnim suspenzijama:
svjeze pripravljenoj, koncentriranoj i1 agregiranoj, te imobiliziranih na ¢vrstim podlogama:
staklenom filter-papiru, staklu tretiranom s fluorovodi¢nom kiselinom i staklu
silaniziranom s (3-aminopropil)trimetoskisilanom. NanocCestice srebra pripravljene su
redukcijom srebrova(l) nitrata s trinatrijevim citratom te su nosile negativan naboj citratnih iona
na povrSini. Rodamin 6G 1 fluorescein koriSteni su kao modelne molekule pozitivnog i
negativnog naboja. Zahvaljujuéi elektrostatskim privlacnim interakcijama pojac¢ano Ramanovo
rasprSenje opazeno je za rodamin 6G sa svim istrazivanim SERS supstratima, posebice u
agregiranoj suspenziji srebra (EF = 5,68x10°). Ramanovo rasprienje fluoresceina pojacano je
samo na nanocesticama srebra imobiliziranim na staklu, i to najviSe na nakupinama nanocestica
u obliku prstena kave (EF = 8,23x10%). Koloidne suspenzije srebra reproducibilniji su SERS
supstrati od ¢vrstih SERS supstrata, $to je posljedica nejednolike raspodjele nanocestica na
¢vrstim podlogama i oteZanog fokusiranja zrake na uzorak prilikom snimanja spektra.
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The SERS efficiency of silver nanoparticles dispersed in colloidal suspensions: freshly
prepared, concentrated and aggregated, and immobilized on solid substrates: glass filter paper,
hydrofluoric acid-treated glass and glass silanized with (3-aminopropyl)trimethoxysilane was
investigated. Silver nanoparticles were prepared by reduction of silver(l) nitrate with trisodium
citrate and carried a negative charge of citrate ions on the surface. Rhodamine 6G and
fluorescein were used as model molecules of positive and negative charge. Owing to
electrostatic attractive interactions, the enhanced Raman scattering was observed for rhodamine
6G with all investigated SERS substrates, especially in the aggregated silver suspension (EF =
5.68x10%). The Raman scattering of fluorescein was enhanced only onsilver nanoparticles
immobilized on glass, at most on the coffee ring-shaped aggregates (EF = 8.23x10%). The silver
colloidal suspensions were more reproducible SERS substrates than the solid SERS substrates,
due to the uneven distribution of nanoparticles on the solid substrates and the difficulty of
focusing the laser beam on the sample when recording the spectrum.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Spektroskopija povrSinski pojacanog Ramanovog rasprSenja (engl. surface-enhanced Raman
scattering, SERS) je metoda vibracijske spektroskopije koja se koristi za detekciju i strukturnu
analizu molekule analita smjeStene na ili u neposrednoj blizini SERS supstrata,
nanostrukturirane povrSine metala. Adsorpcijom molekule na povrSinu metala, naj¢esce srebra
ili zlata, intenzitet rasprSenog zradenja se moze povecati i do 10° puta. Takvo pojacanje
rasprSenja se objaSnjava pomoc¢u dvije jednako valjane teorije, a to su elektromagnetski
mehanizam te kemijski mehanizam ili mehanizam pojacanja rasprSenja uslijed prijenosa
naboja. SERS spektroskopija se Siroko primjenjuje buduci da se radi o nedestruktivnoj metodi
visoke osjetljivosti koja omogucava detekciju analita pri vrlo niskim koncentracijama.t

Cilj ovog diplomskog rada je bio ispitati SERS ucinkovitost supstrata srebra u obliku
nanocCestica srebra dispergiranin u koloidnim suspenzijama i imobiliziranih na ¢vrstim
podlogama, pomoc¢u modelne molekule pozitivhog naboja, rodamina 6G, i molekule
negativnog naboja, fluoresceina. Rodamin 6G i fluorescein su organske molekule koje
pripadaju skupini fluorescentnih ksantenskih bojila, a zbog svojih strukturnih karakteristika
dobro raspriuju zra¢enje.> Adsorpcijom na nanostrukturiranu povr§inu metala pojadava se
rasprseno zracenje i gasi fluorescencija sto omogucava njihovu strukturnu analizu.

Nanocestice srebra su pripravljene redukcijom srebrova(l) nitrata s trinatrijevim citratom.
Uz svjeze pripravljenu koloidnu suspenziju nanocestica srebra, kao supstrati su koristene i
koncentrirana 1 agregirana koloidna suspenzija. Kao ¢vrste podloge za imobilizaciju
nanocestica srebra koristeni su stakleni-filter papir, staklo tretirano s fluorovodi¢nom kiselinom
te staklo silanizirano s (3-aminopropil)trimetoksisilanom. U svrhu ispitivanja uéinkovitosti
supstrata srebra snimljeni su koncentracijski ovisni SERS spektri otopina modelnih molekula
na svakom pojedinom supstratu te je odredena reproducibilnost i izracunat faktor pojacanja za
svaki supstrat. Opazeni SERS spektri rodamina 6G i fluoresceina su interpretirani s obzirom na

strukturne karakteristike modelnih molekula i karakteristike koristenih SERS supstrata.
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§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Ramanova spektroskopija

Ramanova spektroskopija je metoda vibracijske spektroskopije komplementarna IR
spektroskopiji. Metoda se temelji na neelasticnom, Ramanovom rasprsenju elektromagnetskog
zracenja do kojega dolazi uslijed interakcije primarnog kvanta svjetlosti s ciljnom molekulom.

Ramanova spektroskopija koristi monokromatsko upadno zracenje koherentnog snopa izvor
kojega je laser. Za tu vrstu spektroskopije je vazno da je molekula ¢ija se struktura proucava
polarizabilna,® odnosno da se prilikom interakcije s upadnim zradenjem lako deformira
elektronski oblak oko jezgre. Prilikom distorzije elektronskog oblaka elektroni prelaze u
takozvano virtualno stanje, stanje viSe energije koje ne odgovara niti jednom pravom
energijskom stanju molekule. Energija virtualnog stanja je odredena frekvencijom lasera.
Takvo stanje karakterizira izrazita nestabilnost te se elektroni koji se nadu u tom stanju vrlo
brzo otpustaju u obliku rasprSenog zracCenja. Za rasprSenje nije nuzno da upadni fotoni imaju
energiju koja odgovara razlici izmedu dva energijska stanja molekule stoga se mogu Koristiti
laseri u razlicitom podrucju elektromagnetskog spektra (ultraljubi¢astom, vidljivom ili bliskom
infracrvenom podrucju).

Prilikom interakcije upadnog zraCenja s elektronskim oblakom molekule ista se moze
nalaziti u osnovnom ili pobudenom vibracijskom stanju osnovnog elektronskog stanja i ovisno
o tome razlikuju se dvije vrste Ramanovog rasprSenja, Stokesovo i anti-Stokesovo. Ukoliko
molekula uslijed pobude prelazi iz osnovnog vibracijskog stanja osnovnog elektronskog stanja
u virtualno stanje i potom se vraca u vise vibracijsko stanje osnovnog elektronskog stanja govori
se o Stokesovom povratnom rasprsenju, rasprsenju manje frekvencije 1 ve¢e valne duljine od
upadnog zracenja. Ako se prijelaz u virtualno stanje dogada iz viSeg vibracijskog stanja
osnovnog elektronskog stanja, te se iz virtualnog stanja molekula vraca u osnovno vibracijsko
stanje osnovnog elektronskog stanja rije¢ je o anti-Stokesovom povratnom rasprsenju,
rasprienju veée frekvencije, a manje valne duljine od zradenja lasera.?

RasprSeno zracenje se detektira pod odredenim kutom obzirom na smjer upadnog zracenja,
a intenzitet ovisi o polarizabilnosti molekule i energiji laserskog snopa. Stokesovo rasprSenje

je vjerojatnije od anti-Stokesovog te je ujedno i jaceg intenziteta budu¢i da se prema
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§ 2. Literaturni pregled 3

Boltzmannovoj raspodjeli veé¢ina molekula pri sobnoj temperaturi nalazi u osnovnom
vibracijskom stanju osnovnog elektronskog stanja dok samo nekolicina njih zauzima pobudena
vibracijska stanja. 1z tog razloga se najces¢e analizira samo Stokesov spektar. Ramanov
(Stokesov) spektar prikazuje ovisnost Ramanovog intenziteta o valnom broju, odnosno razlici
valnih brojeva upadnog zra¢enja lasera i rasprienog zraéenja.>

Fluorescencija, kao nacin radijativnog prijelaza iz pobudenog stanja, moze zasjeniti proces
Stokesovog rasprSenja. U svrhu izbjegavanja tog nezeljenog procesa koriste se laseri manje
energije, odnosno vece valne duljine koja nije dovoljna za prijelaz u pobudeno elektronsko
stanje.* Cesto je koristen diodni laser zradenje kojega je na granici izmedu vidljivog i bliskog
infracrvenog podrucja.

Uz neelasticno rasprSenje zracenja postoji 1 ono elastiéno, poznato pod nazivom
Rayleighovo rasprSenje. Kod Rayleighovog rasprSenja ne dolazi do znacajnog prijenosa
energije, odnosno energija rasprsenog zracenja je jednaka energiji primarnog, upadnog zracenja
lasera. Shematski prikaz Rayleighovog i Ramanovog, Stokesovog i anti-Stokesovog rasprsenja
dan je naslici 1.

Opcenito gledano, Ramanovo, neelasti¢no rasprsenje je puno slabijeg intenziteta u odnosu
na Rayleighovo rasprienje §to je povezano sa &injenicom da se samo jedan od ukupno 10°-108
fotona neelasti¢no rasprsi.* Takoder, u procesu Ramanova rasprienja, interakcija upadnog
zraCenja s elektronskim oblakom, uzrokuje pomak jezgri atoma $to utjeCe na sami intenzitet
rasprSenog zracenja buduci da jezgre imaju znatno vecu masu od elektrona.

Ramanova spektroskopija primarno se primjenjuje pri istrazivanju molekulskih struktura.
Pogodna je za analizu vodenih otopina buduci da voda slabo rasprsuje zracenje. Jednostavnost
metode 1 mala koli¢ina uzorka potrebna za analizu dodatna je prednost Ramanove
spektoskopije. Uz prednosti, postoje i nedostatci metode, a kao glavni nedostatak se istice slaba
osjetljivost iste. Upravo u svrhu povecanja osjetljivosti metode razvijena je spektroskopija

povriinski poja¢anog Ramanovog rasprienja.*
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§ 2. Literaturni pregled 4
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Slika 1. Shematski prikaz Rayleighovog i Ramanovog rasprienja.*
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§ 2. Literaturni pregled 5

2.2. PovrSinski pojatana Ramanova spektroskopija

U odnosu na klasi¢cnu Ramanovu spektroskopiju primjenom povrSinski pojacane Ramanove
spektroskopije intenzitet rasprienog zracenja se moze povecati za 10° puta, §to tu metodu &ini
visoko osjetljivom za proCuvanje molekulske strukture analita prisutnog u niskim
koncentracijama.

Povrsinski pojaCano Ramanovo rasprSenje je po prvi puta otkriveno 1974. godine od strane
britanskog znanstvenika M. Fleischmana i njegovih suradnika. Naime, oni su opazili pojacanje
Ramanovog rasprSenja piridina, heterociklickog spoja, adsorbiranog iz vodene otopine na
srebrovu elektrodu hrapave povrSine, no taj efekt pojacanja su pripisali isklju¢ivo povecanju
povrsine elektrode uslijed hrapavosti ¢ime je bila omogucena adsorpcija veceg broja molekula
piridina. Tri godine kasnije druga skupina znanstvenika, Jeanmarie i Van Duyne te Albreicht i
Creighton, je usporedbom faktora pojaCanja rasprSenja piridina doSla do Cinjenice da razlog
pojacanja intenziteta Ramanovog rasprSenja nije samo povecanje povrsine, nego da on leziiu
efektu povrsinskog pojacanja rasprienja, takozvanom SERS efektu.®

Osim metalnih elektroda hrapavih povrSina kao SERS aktivne povrSine danas se koriste i
nanocestice metala u koloidnim suspenzijama ili na ¢vrstoj podlozi, te metalni filmovi. Uvjet
da bi neka metalna povrsina bila aktivna, odnosno da bi pojac¢ala intenzitet rasprSenog zracenja,
je taj da je na nju adsorbiran analit bilo fizikalnim bilo kemijskim putem.

Povrsinski pojatana Ramanova spektroskopija je visoko osjetljiva i selektivna metoda s
kojom se mogu detektirati isklju¢ivo molekule koje se nalaze blizu povrsine metala.® SERS
spektar molekule od interesa se u vecini slucajeva razlikuje od klasicnog Ramanovog spektra i
njegova interpretacija nije u potpunosti jednostavna. Vezanjem molekule s centrom simetrije
na metalnu povrSinu, ista gubi to svojstvo te u tome slucaju prestaje vrijediti pravilo
medusobnog iskljuCenja. 1z tog razloga se u SERS spektru mogu pojaviti nove vrpce koje
odgovaraju IR aktivnim vibracijama molekule S$to dodatno otezava analizu. Takoder, neke
vrpce mogu biti znatno jaceg intenziteta nego u klasiénom Ramanovom spektru, a neke mogu
i u potpunosti izostati §to je pak povezano s orijentacijom molekula na povrsini metala. lako
interpretacija SERS spektra zna biti otezana, metoda povrSinski pojacanog Ramanovog
rasprsenja je Siroko primjenjivana buduci da je nedestruktivna i omogucuje detekciju molekula

in situ i u vodenim otopinama.*
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§ 2. Literaturni pregled 6

2.2.1. Mehanizmi pojacanja rasprsenja

S obzirom na vrstu adsorpcije ili vezanja analita na hrapavu metalnu povrsinu postoje dvije
jednako valjane teorije kojima se nastoji poblize objasniti i opisati efekt povrSinskog pojacanja
intenziteta rasprSenog zracenja. To su elektromagnetski mehanizam te kemijski mehanizam ili

mehanizam pojacanja uslijed prijenosa naboja.
2.2.1.1. Elektromagnetski mehanizam

Radi lakSeg shvacanja istog, elektromagnetski mehanizam pojacanja rasprSenja se aproksimira
modelom metalne sfere, pri ¢emu sfera predstavlja nanocesticu metala ¢ija je povrSina
prekrivena vodljivim elektronima koji se mogu slobodno kretati po hrapavoj povrsini. Ukoliko
se takva nanostrukturirana hrapava povr$ina ozraci laserom odredene valne duljine vodljivi
elektroni poc¢inju koherentno oscilirati te se inducira dipol nanocCestice metala 1 nanocestica se
polarizira. Takve oscilacije vodljivih elektrona nazivaju se povrSinskim plazmonima. Kada
frekvencija oscilacija vodljivih elektrona nanocestica metala rezonira s frekvencijom lasera
stvara se jako elektri¢no polje oko molekule adsorbirane na povrSinu metala koje uzrokuje
njenu jacu polarizaciju ¢ime se povecava intenzitet Ramanovog rasprSenja adsorbirane
molekule.” Elektromagnetski mehanizam pretpostavlja da je molekula analita adsorbirana ili se

nalazi vrlo blizu povrsini metala te je shematski prikazan na slici 2.

upadni foton
SERS

odsutstvo fotona

polja =l

Slika 2. Shematski prikaz elektromagnetskog mehanizma pojacanja rasprsenja molekule

analita.’
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Veli¢ina pojacanja elektricnog polja osim o frekvenciji ovisi i o veli¢ini i obliku
nanostruktura metala te na¢inu na koji se organiziraju u nakupine. Naime, najvece pojacanje
intenziteta rasprSenog zracenja adsorbirane molekule se opaza na takozvanim vru¢im to¢kama
(,,hot spots*), mjestima gdje dvije nanocestice metala agregiraju i na kojima su elektri¢na polja
vrlo jaka.

Elektricno polje na povrsini metalne sfere inducirano laserskim upadnim zra¢enjem moze

se opisati izrazom:

3

a
E, =E, cosO +g<r—3

> Eycos 6 1)
pri ¢emu Er oznacava ukupno elektri¢no polje metala na udaljenosti r od povrSine sfere dok je
slovom a oznacen promjer sfere koji je znatno manji od valne duljine upadnog zracenja.
Simbolom Eg je oznaeno elektriéno polje lasera, a @ predstavlja kut u odnosu na smijer
elektri¢nog polja. Simbolom g je ozna¢ena konstanta ovisna o dielektri¢noj konstanti metalne
sfere i okolnog medija. Vrijednost dielektricne konstante metalne sfere ovisi o frekvenciji
upadnog zraéenja lasera.

Elektricnom polju na nanostrukturiranoj povrSini metala najviSe doprinose dvije
komponente: elektri¢no polje okomito na povrSinu i polje paralelno s njome. Elektri¢no polje
okomito na povrSinu vece je jakosti od polja paralelnog s povrSinom, te ¢e najvece pojacanje
intenziteta rasprSenog zracenja biti opazeno za molekulu adsorbiranu i polariziranu okomito na
povrsinu metala. Takoder jakost elektri¢nog polja opada s r® odnosno s udaljeno$éu molekule
analita od povrSine nanocCestice metala §to se odrazava na intenzitet rasprSenog zracenja

molekule.

2.2.1.2. Kemijski mehanizam

Kemijski mehanizam ili mehanizam pojacanja uslijed prijenosa naboja pretpostavlja da je analit

kemijski vezan na hrapavu, nanostrukturiranu povrSinu metala. Kemijska veza se najceSce
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ostvaruje preko atoma dus$ika, sumpora ili kisika i omoguéava prijenos naboja s metala na
molekulu analita i obrnuto.

Uslijed djelovanja upadnog zra¢enja na povrSinu metala s kemiapsorbiranom molekulom
analita dolazi do prijenosa naboja. Pod prijenosom naboja se podrazumijeva prijelaz elektrona
iz Fermijevog nivoa metala u energijski najnizu elektronima nepopunjenu molekulsku orbitalu
(LUMO orbitala) pri ¢emu se povecava polarizabilnost molekule (slika 3). Nakon kratkotrajne
pobude molekule u virtualno stanje, slijedi povratak elektrona u metal pri ¢emu se zracenje

raspriuje.’

i

upadni foton

HOMO

molekula

Slika 3. Shematski prikaz procesa prijenosa naboja s metala na molekulu uslijed djelovanja

upadnog zradenja.’

Kemijsko pojacanje intenziteta rasprSenog zraCenja kratkog je dosega u usporedbi s
elektromagnetskim pojacanjem i ovisno je o strukturnim i elektronskim znacajkama molekule
analita. Takoder, rezultantno pojacanje zracenja uslijed prijenosa naboja je za 10-10° iz Gega
proizlazi da ukupnom pojacanju intenziteta rasprSenog zraCenja viSe doprinosi
elektromagnetski mehanizam budu¢i da nije ograni¢en na prvi sloj molekula analita, ve¢ se

opaza i iz udaljenijih slojeva.’

2.2.2. Metalni supstrati

Za uspjesnost metode povrSinski pojacanog Ramanovog rasprSenja vazno je pomno odabrati i

pripraviti metalni supstrat na koji ¢e se adsorbirati molekula analita. Osobito je vazno da
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tijekom priprave ne zaostanu necistoce jer one mogu rezultirati novim vrpcama u spektru sto
dodatno otezava interpretaciju istog.> S obzirom na u¢inkovitost najéesée koristeni metali u
pripravi supstrata su srebro i zlato. PovrSine drugih metala, poput bakra i zeljeza, takoder
pojacavaju intenzitet rasprsenog zracenja, no u znatno manjoj mjeri razlog ¢emu lezi u njihovoj
visokoj kemijskoj reaktivnosti koja dovodi do promjene prirode povrsine i gubitka hrapavosti
koja je kljucna za opazanje SERS efekta.

Idealni supstrati za povrSinski pojacanu Ramanovu spektroskopiju su oni visoke ¢istoce 1
ucinkovitosti, dobre stabilnosti i reproducibilnosti, te visoke osjetljivosti. Homogenost u
velicini 1 obliku nanocCestica metala, te kontroliranje njihove agregacije povecava
reproducibilnost supstrata. Metalni supstrat svih navedenih karakteristika ne postoji, ve¢ se
ovisno o vrsti analize primjenjuje supstrat s odgovarajuim svojstvom. Primjerice za
kvantitativnu analizu je bitna dobra reproducibilnost supstrata, dok je za kvalitativnu analizu
najbitnija visoka uc¢inkovitost, odnosno maksimalno pojacanje rasprSenja kako bi se mogle
detektirati molekule prisutne u vrlo niskim koncentracijama.®

Kao SERS supstrati danas se aktivno koriste koloidne suspenzije nanocestica metala,
nanoCestice metala na ¢vrstoj podlozi te nanostrukture sintetizirane izravno na Cvrstim
podlogama.® U rjede koristene supstrate za opazenje SERS efckta ubrajaju se metalne elektrode
hrapave povrsine 1 metalni filmovi.

Zbog svoje jednostavne i jeftine priprave najceS¢e su u upotrebi koloidne suspenzije
nanocCestica metala. Takve suspenzije se pripravljaju redukcijom soli metala s odgovaraju¢im
reduciraju¢im agensom. Kao reduciraju¢i agensi najées¢e se upotrebljavaju trinatrijev citrat,
natrijev borhidrid, hidrazin te hidroksilamin hidroklorid.® Promjer nanogestica metala se kreée
izmedu 10 i 100 nm.* Tijekom priprave vazno je kontrolirati njihovu veli¢inu i geometriju
mijenjanjem eksperimentalnih uvjeta poput temperature i koncentracije reduciraju¢eg agensa,
s time da je kontroliranje geometrije sloZenije od kontrole veli¢ine. Ta dva parametra, veli¢ina
1 geometrija nanocestice metala, uvelike utjecu na rezonatnu frekvenciju povrsinskih plazmona,
a samim time i na pojacanje intenziteta rasprSenja. U svrhu pojacanja rasprsenja koloidne
suspenzije nanocestica metala se mogu dodatno agregirati dodatkom agensa anorganske ili
organske prirode. Agregacijom nanoCestica Mijenja Sse naboj §to smanjuje elektrostatsku
barijeru prilikom adsorpcije analita i povecava broj vrucih to¢aka u kojima se opaza najvece
pojacanje rasprSenja adsobirane molekule analita. Stupanj agregacije je tesko kontrolirati, pa

prekomjerna agregacija moze dovesti do nastanka velikih klastera koji ne pokazuju plazmonsku
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aktivnost ili je ona u velikoj mjeri smanjena §to za posljedicu ima izostanak signala u spektru
molekule analita.*

Nanocestice metala imobilizirane na ¢vrstim podlogama su ¢esto koriSteni supstrati za
molekule koje nisu Raman aktivne ili slabo rasprSuju zracenje. Kao ¢vrste podloge uglavnom
se koriste stakleni filter-papiri te mikroskopska stakalca povrSina kojih se silanizira ili tretira
fluorovodi¢nom kiselinom u svrhu postizanja efekta ,,prstena kave (engl. coffee ring). Efekt
Lprstena kave“ podrazumijeva nakupljanje nanocCestica metala na rubu kapljice i njihovu
agregaciju ¢ime nastaje veliki broj SERS aktivnih mjesta, tzv. vru¢ih tocaka §to povecava
osjetljivost same metode zbog vece efikasnosti rasprSenja molekula analita adsorbiranih na

takva aktivna mjesta (slika 4).
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apliciranje (\(Tf ’) _7
koloidne C C C\)) [/ 30

otopine s aill

O O Ag NPs Raman
O

Y09
"a['". I)'. / 204
o'l (¢ (‘hr 1)

susenje
——Ee

"'M/
"‘00

staklo ,coffee-ring" efekt

Slika 4. Shematski prikaz efekta “prstena kave” (engl. coffee ring) na stakalcu tretiranom s
HF.1

Postupak silanizacije staklenih povrS§ina se provodi pomoc¢u spojeva organosilana, (3-
merkaptopropil)trimetoksisilana (MPTMS) ili (3-aminopropil)trimetoksisilana (APTMS) u
svrhu uvodenja amino ili tiolnih skupina na koje ¢e se vezati nanocestice metala. Organosilani
su bifunkcionalne molekule te se preko metoksi skupine veZzu na povrSinu stakla koja je
prekrivena silanolnim skupinama dok preko druge funkcionalne skupine, tiolne ili amino,
ostvaruju jaku interakciju s nano¢esticama metala koja moze biti kemijske (npr. Au—-S, Ag—N)
ili elektrostatske prirode.® Silani s amino funkcionalnom skupinom pokazuju velik afinitet za

nanocestice srebra, no da bi se ostvarila privlacna elektrostatska interakcija nuzno je protonirati
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amino skupine buduci da povrSinu nanocestica srebra ve¢inom stabiliziraju negativni ioni (slika
5) 12

OH OH OH

OH OH
HCLCHOH (1:1) ) Ll
staklo H2304(konc.)+H202(3:1)

(3-aminopropil)trimetoksisilan
inkubacija

T Ag = ag = AB D77

N () SN (1) 4

(ae T NHE  NHE(Ae) N, NH,

g o —r— o é o é 0
/o\si/o\Si/o\ svjezi Ag NP NSNS TN
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O OH O o 0 (o)
Al L S (oY ) = R N
S

Slika 5. Shematski prikaz postupka imobilizacije nanocestica srebra na silaniziranu povr§inu

stakla.?

Manje efikasni Cvrsti supstrati za opazanje efekta povrSinskog pojacanja rasprSenja
adsorbirane molekule analita su stakleni filter-papiri. Naime, povrsina tih supstrata je hidrofilna
te brza apsorpcija suspenzije koloidnih nanocestica i analita za posljedicu ima slabi SERS
signal. Tako im je SERS ucinkovitost niska, stakleni filter-papiri su jeftini supstrati za
imobilizaciju nanocCestica srebra koji ne zahtjevaju ¢iS¢enje prije tretiranja koloidom. Uz nisku
cijenu i jednostavnost upotrebe tu vrstu supstrata karakterizira i biorazgradivost.*3

Osim vrste metalnog supstrata, na povrSinsko pojacanje Ramanovog rasprSenja utjecaj
imaju struktura molekule analita, nacin adsorpcije iste, te frekvencija i snaga primjenjenog

upadnog zracenja lasera.
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2.2.3.Modelne molekule

Rodamin 6G je heterociklicki spoj molekulske formule C2gH31CIN2O3 ¢ija je molekulska
struktura prikazana na slici 6. Pripada skupini ksantenskih bojila i zbog svojih svojstava je ¢esto
koriSten kao fluorescentna proba i kao modelna molekula u spektroskopiji povrsinski poja¢anog
Ramanovog rasprsenja. Naime, rodamin 6G ima visoki molarni apsorpcijski koeficijent, ¢ u

vidljivom podruéju elektromagnetskog spektra te visoko kvantno iskoristenje.>

P O .
Slika 6. Strukturna formula molekule rodamina 6G.

Molekula rodamina 6G sadrzi pozitivno nabijeni ksantenski sustav aromatskog karaktera kao
osnovni dio svoje strukture. Upravo taj pozitivan naboj u strukturi je klju¢an za adsorpciju
molekule na povrSinu koloida metala, ukoliko je ona negativno nabijena, 1 opazanje efekta
povrsinski pojacanog Ramanovog rasprSenja. Ksantenski dio rodamina 6G kao supstituente
sadrzi dvije metilne skupine, dvije etilamino skupine, te orto supstituirani fenilni prsten. Preko
dusikovih atoma etilamino skupina moguce je i kemijsko vezanje na hrapavu nanostrukturiranu
povrSinu metala, te stoga uz elektromagnetski mehanizam pojacanju intenziteta rasprSenog
zraCenja doprinosi 1 kemijski mehanizam §to molekulu rodamina 6G ¢ini vrlo pogodnom
modelnom molekulom za SERS mijerenja.

Fluorescein je heterociklicki spoj molekulske formule C20H120s. Takoder pripada skupini
fluorescentnih ksantenskih bojila buduéi da osnovu strukture spoja ¢ini ksantenski prsten.?

Strukturno je slican molekuli rodamina 6G, no za razliku od rodamina 6G koji je isklju¢ivo
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pozitivno nabijen, fluorescein u vodenim otopinama moze postojati u razli¢itim oblicima $to je
posljedica pH ovisne ravnoteze izmedu neutralnog i anionskih oblika floresceina, te kationskog
oblika fluoesceina (slika 7).1* Ovisno o naboju fluoresceina razlikovat ée se i priroda interakcije
s povrSinom metalnog supstrata. Ukoliko je fluorescein prisutan u svom anionskom obliku
moze do¢i do odbojnih elektrostatskih interakcija ako je nanostrukturirana povrSina metala
negativno nabijena. U tom slu¢aju ne dolazi do adsorpcije fluoresceina na nanocestice metala

te pojacanje Ramanovog rasprSenja izostaje.

pKa <5

OH

X
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Slika 7. Strukturni oblici fluoresceina.'*
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Heterociklicki spojevi rodamin 6G i fluorescein zbog svojih strukturnih karakteristika dobro
rasprsuju zracenje i stoga su Cesto koristeni u istrazivanju prikladnosti pripravljenih metalnih

suptrata za SERS mjerenja.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

Srebrov nitrat, p.a., Kemika

Trinatrijev citrat dihidrat, p.a., Kemika

Kalcijev nitrat tetrahidrat, p.a., Kemika

Natrijev klorid, p.a., Kemika

Rodamin 6G, p.a., Fluka

Dinatrijev fluoresceinat, p.a., Fluka

Fluorovodi¢na kiselina (¢ = 1 %), p.a., Riedel-de Haén
Klorovodi¢na kiselina (W = 36,5%), p.a., Fluka
Metanol, p.a., Fluka

Sumporna kiselina (konc.), p.a., Fluka

Vodikov peroksid (w = 30%), p.a., T.T.T. doo
(3-Aminopropil)trimetoksisilan, p.a., Sigma-Aldrich

Laboratorijsko posude za pripravu koloida i otopina modelnih molekula oprano je otopinom
deterdzenta (Kemex), isprano 5% dusi¢nom kiselinom te deioniziranom Milli-Q vodom.
Kvarcne Kivete, koriStene za pripravu i snimanje mjernih uzoraka, prane su 5% dusi¢nom

kiselinom te temeljito ispirane deioniziranom Milli-Q vodom.
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3.2. Mjerni uredaji

Apsorpcijski spektar koloida srebra snimljen je UV/VIS/NIR spektrofotometrom SPECORD
200 tvrtke Analytik Jena pri ¢emu su koriStene kvarcne kivete duljine puta zra¢enja od 1,00 cm.
Mjerno podrucje snimanja bilo je izmedu 200 i 1100 nm uz razlu¢ivanje od 1 nm.

Za mjerenje pH vrijednosti pripravljenog koloida srebra koriSten je pH metar tvrtke Mettler
Toledo (model MP 220) s kombiniranom staklenom-kalomel elektrodom InLab® 413. pH
metar je bazdaren otopinama pufera pH vrijednosti 7,00 14,01.

Ramanovi 1 SERS spektri snimljeni su pomocu interferometra EQUINOX 55 tvrtke
BRUKER koji je opremljen s Ramanovim modulom FRA 106/S. Kao izvor pobudnog zrac¢enja
koristen je Nd:YAG laser valne duljine 1064 nm. Snaga laserskog snopa ovisila je o agregatnom
stanju mjernih uzoraka, tako su tekuc¢i uzorci snimani pri snazi lasera od 500 mW, dok su kruti
uzorci snimani uz snagu lasera od 100 mW. Za snimanje krutih uzoraka koristen je aluminijski
nosac, dok su otopine i koloidne suspenzije snimane u kvarcnim kivetama. Spektri su snimani
u podru¢ju 3500-100 cm™ uz razlu¢ivanje od 4 cm™, a kona¢ni spektri bili su rezultat

uprosje¢ivanja 128 snimaka. Snimljeni spektri su obradeni u programu ORIGIN® 8.5.
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3.3. Priprava supstrata srebra

3.3.1. Priprava koloida srebra

Koloid srebra pripravljen je redukcijom srebrova(l) nitrata s trinatrijevim citratom prema
izmijenjenom Lee-Meiselovom postupku.®

Srebrov nitrat (0,03607 g) je otopljen u deioniziranoj vodi (200 cm?®) te je otopina zagrijana
do vrenja na uljnoj kupelji uz mijeSanje i refluks otapala. U otopinu je potom dodana 1%-tna
otopina trinatrijevog citrata (4 cm®) te je reakcijska smjesa dalje zagrijavana (refluks otapala)
90 minuta na uljnoj kupelji uz neprestano mijeSanje, pri cemu Se bezbojna reakcijska smjesa
obojila u sivo zelenu.

Pripravljenoj koloidnoj suspenziji nanocCestica srebra (AgNP) izmjerena je pH-vrijednost
7,25 te joj je snimljen UV/Vis spektar. Valna duljina apsorpcijskog maksimuma sintetiziranog

koloida zabiljezena je pri411 nm (slika 8).
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Slika 8. UV/Vis apsorpcijski spektar koloida srebra.
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3.3.2. Priprava otopina

Ishodne otopine rodamina 6G (R6G) i fluoresceina (FL) koncentracije 1x10~° mol dm
pripravljene su otapanjem odgovaraju¢e mase krute tvari u deioniziranoj vodi. Za pripravu
ishodne otopine rodamina 6G koncentracije 1x10~3 mol dm= otopljeno je 0,0048 g rodamina
6G u deioniziranoj vodi (10,00 cm®), dok je ishodna otopina fluoresceina iste koncentracije
pripravljena otapanjem 0,0037 g dinatrijevog fluoresceinata takoder u deioniziranoj vodi
(10,00 cm®). Za pripravu mjernih uzoraka dodatno su pripravljene otopine nizih koncentracija
(1x10™* mol dm=, 1x10™° mol dm=, 1x10°® mol dm™) razrjedivanjem ishodnih otopina

rodamina 6G i fluoresceina deioniziranom vodom.
3.3.3. Priprava mjernih uzoraka u koloidnim suspenzijama

Mijerni uzorci modelnih molekula, rodamina 6G i fluoresceina, u koloidnim suspenzijama
pripravljeni su neposredno prije mjerenja koriStenjem svjeze pripravljenog, koncentriranog i
agregiranog koloida. Koloid srebra je tijekom priprave mjernih uzoraka mijeSan pomocu
magnetske mijeSalice kako bi se izbjeglo taloZzenje nanocestica koje moze utjecati na SERS
signal. Po zavrSetku priprave kiveta s mjernim uzorkom je pazljivo stavljena u komoru

Ramanovog spektrometra prilagodenu za snimanje tekuc¢ih uzoraka.

3.3.3.1. Svjeze pripravijena koloidna suspenzija

Mjerni uzorci rodamina 6G i fluoresceina u svjeze pripravljenoj koloidnoj suspenziji
pripravljeni su na nacin da je u kvarcnu kivetu mikropipetom prvo dodan ranije izracunati
volumen odgovaraju¢e koncentracije otopine spoja, rodamina 6G ili fluoresceina, zatim
deionizirana voda, te 400 pdm?® svjeze pripravljenog koloida srebra. Nakon dodatka svake
komponente sustav analit-koloid je promijesan, a ukupni volumen koloidne suspenzije iznosio
je 500 pdmd. Ukupno je bilo pripravljeno osam mjernih uzoraka, a koncentracije rodamina 6G
1 fluoresceina u svjeze pripravljenom koloidu su redom iznosile 1x1074, 5x107°, 2,5%10°°,

1x107°, 5%10°%, 1x10°, 5107 i 1x10~" mol dm™3.
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3.3.3.2. Koncentrirana koloidna suspenzija

Ukupni volumen od 70 cm® svjeze pripravljenog koloida srebra koncentriran je
centrifugiranjem pri 5000 obrtaja u minuti tijekom 15 minuta pri sobnoj temperaturi. Tako
pripravljen, koncentrirani koloid koriSten je za pripravu mjernih uzoraka razlicitih
koncentracija rodamina 6G i fluoresceina. Uzorci za SERS mjerenje, ukupnog volumena 500
udm?®, pripravljeni su na isti nadin i wu istom koncentracijskom podrudju
(1x104=1x10~" mol dm™3) kao u slucaju kada je za pripravu mjernih uzoraka koristen svjeze

pripravljeni koloid.
3.3.3.3. Agregirana koloidna suspenzija

Mijerni uzorci ispitivanih spojeva koncentracija 1x107, 5x107°, 2,5x107°, 1x107°, 5x107%,
1x1075, 51071 1x10~" mol dm~ u agregiranoj koloidnoj suspenziji pripravljeni su u kvarcnim
kivetama na nafin da su mikropipetom redom dodani i promijeSani odredeni volumen
odgovarujuée otopine spoja rodamina 6G ili fluoresceina, zatim deionizirana voda, 400 pdm?
svjeze pripravljenog koloida srebra, te ukupno 50 pdm? agregirajuéeg sredstva. Za agregaciju
koloida srebra koristene su vodene otopine kalcijevog nitrata (1x10-3 mol dm) i natrijevog
klorida (1x1072 mol dm). Soli za agregaciju dodavane su prema redoslijedu prema kojem je
prvo dodan kalcijev nitrat, a zatim natrijev Klorid u jednakom volumenu. Ukupni volumen

svakog mjernog uzorka iznosio je 500 pdm?d.

3.3.4. Priprava mjernih uzoraka na c¢vrstim podlogama

Mjerni uzorci su pripravljeni nanoSenjem otopine spoja, rodamina 6G i fluoresceina, na
nanocestice srebra imobilizirane na razli¢itim ¢vrstim podlogama. Kao ¢vrste podloge koriSteni
su: stakleni-filter papir, staklo tretirano fluorovodi¢nom kiselinom i silanizirano staklo. Spektri
mjernih uzoraka na ¢vrstim podlogama su snimljeni njihovim unosenjem u komoru Ramanovog

spektrometra prilagodenu snimanju ¢vrstih uzoraka.

3.3.4.1. Stakleni filter-papir

Filter papir s borosilikatnim staklenim nitima koji je koriSten kao ¢vrsti supstrat tretiran je prije

nanosenja otopine spoja s koloidom srebra na nacin da je na Cetvrtinu staklenog filter-papira
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postupno, mikropipipetom, aplicirano 100 pdm® (30 + 30 + 40 pudm?®) koloidne suspenzije.
Tretirani stakleni filter-papir je ostavljen preko no¢i da se susi na sobnoj temperaturi te je potom
koristen kao SERS supstrat. Na osuseni stakleni filter-papir je pazljivo, po sredini, aplicirano
100 pdm? otopine ispitivanog spoja odredene koncetracije. Koncentracije otopina rodamina 6G
i fluoresceina, aplicirane na tretirane staklene filter-papire su bile u rasponu od 1x10* do
1x10~" mol dm=3. Tretirani stakleni filter-papiri s analitom su suseni na sobnoj temperaturi 1
h, te su potom podvrgnuti snimanju. Spektri su snimani na razli¢itim mjestima ¢vrstog supstrata

u svrhu opaZanja $to boljeg signala.
3.3.4.2. Tretirano staklo

Druga ¢vrsta podloga na kojoj je testirano pojacanje Ramanovog signala modelnih molekula,
rodamina 6G i fluoresceina, bilo je predmetno stakalce za mikroskopiju. Stakalca su ocis¢ena
uranjanjem 20 minuta u vodenu otopinu fluorovodiéne kiseline (¢ = 1 %) te ispiranjem
deioniziranom vodom. Nakon toga stakalca su suSena na sobnoj temperaturi 48 h. Na osusSena
stakalca je pomoc¢u mikropipete aplicirano po 100 pdm® mjernog uzorka modelnog spoja
koncentracija 1x1074, 5x107°, 2,5x107°, 1x107°, 5x107%, 1x1078, 5x10~ i 1x10~" mol dm™ u
svjeze pripravljenoj koloidnoj suspenziji srebra. Mjerni uzorci rodamina 6G 1 fluoresceina u
svijeze pripravljenoj koloidnoj suspenziji srebra pripravljeni su na nacin opisan u poglavlju
3.3.3.1. Nakon apliciranja mjernih uzoraka na tretirana stakalca ista su suSena 2 sata na sobnoj
temperaturi. Na osuSenim stakalcima bila je vidljiva pojava tzv. ,prstena kave“ (engl. coffee
ring). SERS spektri su snimani na rubovima nastalog prstena pomicanjem nosaca s uzorkom u

fokus laserskog snopa.
3.3.4.3. Silanizirano staklo

Pojacanje Ramanovog rasprSenja modelnih molekula je testirano i na silaniziranim kvarcnim
stakalcima koja su koriStena kao ¢vrsti SERS supstrati. Prije postupka silanizacije kvarcna
stakalca su temeljito ociS¢ena na nacin da su prvo uronjena 30 minuta u otopinu koja je
sadrzavala 30 cm® klorovodi¢ne kiseline i 30 cm® metanola, te potom kratko u otopinu 45 cm®
sumporne kiseline i 15 cm® vodikovog peroksida (tzv. piranha otopina) ¢ime je pospjesena i
hidroksilacija povrsine stakla.*?> Nakon tog tretmana stakalca su dobro isprana deioniziranom

vodom i osusena na zraku pri sobnoj temperaturi. Osusena stakalca su silanizirana na nacin da
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su bila uronjena 4 sata u 60 cm® otopine (3-aminopropil)trimetoksisilana u metanolu (¢ = 5
%).1” Nakon toga su isprana metanolom te susena u susioniku 1 sat na temperaturi od 100 °C.
Nakon suSenja stakalca su uronjena u koloidnu suspenziju nanocestica srebra 24 sata. Na
tretirana silanizirana stakalca, osusena na sobnoj temperaturi, aplicirane su otopine rodamina
6G i fluoresceina u rasponu koncentracija od 1x10* do 1x10~" mol dm. Nakon nano$enja
otopine spoja stakalca su suSena 2 sata na sobnoj temperaturi. Spektri su snimani na razli¢itim

mjestima ¢vrstog supstrata pomicanjem nosaca s uzorkom u fokus laserskog snopa.

3.4. SERS ucinkovitost supstrata srebra

Ucinkovitost pripravljenih supstrata srebra, nanocCestica srebra dispergiranih u koloidnim
suspenzijama i imobiliziranih na ¢vrstim podlogama, ispitana je snimanjem koncentracijski
ovisnih SERS spektara modelnih spojeva, rodamina 6G i fluoresceina, na temelju kojih je

odredena reproducibilnost i faktor pojatanja SERS supstrata.

3.4.1. Koncentracijski ovisni SERS spektri

U svrhu mjerenja koncentracijski ovisnih SERS spektara pripravljeni su mjerni uzorci koji su
sadrzavali modelne molekule sljede¢ih koncentracija: 1x1074, 5x107°, 2,5x107°, 1x107,
5x107%,1x107%, 5107 i 1x10~" mol dm~3. Mjerni uzorci u koloidnim suspenzijama i na ¢vrstim

podlogama su pripravljeni na ranije opisani nacin.

3.4.2. Reproducibilnost

Otopine rodamina 6G i fluoresceina koncentracije pri kojoj je opazen najintenzivniji SERS
spektar sa svakim od pripravljenih supstrata srebra, koristena je za odredivanje njegove
reproducibilnosti. Tri mjerna uzorka odgovaraju¢e koncentracije pripravljena su na isti na¢in
sa svakim od SERS supstrata. Potom je provedeno snimanje jednog mjernog uzorka tri puta. U
slu¢aju koloidnih suspenzija sadrzaj u Kiveti promije$an je izmedu svakog snimanja, dok su u
slucaju supstrata na ¢vrstim podlogama spektri snimljeni na tri razli¢ita mjesta na susptratu. Za
preostala dva mjerna uzorka provedeno je samo po jedno snimanje. Reproducibilnost mjerenja

S nanocesticama srebra u koloidnim suspenzijama i na ¢vrstim podlogama za rodamin 6G i
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fluorescein izrazena je kao standardno odstupanje intenziteta vrpce pri pri 1509 cm™ za R6G,

odnosno vrpce pri 1314 cm™ za FL.

3.4.3. Faktor pojacanja

Faktor pojacanja (engl. enhancement factor, EF) za svaki SERS supstrat izracunat je na temelju
intenziteta najjace vrpce modelne molekule u Ramanovom spektru otopine (1x1072 mol dm™3)
I intenziteta odgovarajuée vrpce u SERS spektru modelne molekule one koncentracije za koju
je opazeno najvece povrSinsko poja¢anje Ramanovog rasprsenja.

Za molekulu rodamina 6G je odabrana vrpca pri 1509 cm™, dok je za molekulu fluoresceina
analizirana vrpca pri 1314 cm. Intenziteti vrpci pri tim valnim brojevima odredeni su u
programu OPUS 6.0. U Ramanovim spektrima otopina intenziteti su iznosili 0,00036 za R6G i
0,00031 za FL, dok su vrijednosti u SERS spektrima, ovisne 0 SERS supstratu, navedene u
tablici 1.

Tablica 1. Intenziteti vrpci R6G 1 FL u SERS spektrima najveceg intenziteta.

R6G FL
SERS supstrat
l1500 ¢/ mol dm® 1314 ¢/ mol dm
svjezi koloid AgNP 0,014591 5x107° - -
koncentrirani koloid AgNP 0,062568 5x10°° - -
agregirani koloid AgNP 0,204488 1x10°° - -
AgNP na staklenom filter-papiru 0,012170 1x107* - -
AgNP na tretiranom staklu 0,194780 1x107* 0,025503 1x107*
AgNP na silaniziranom staklu 0,001010 1x107* 0,0028594 1x107*

18.

Za izracun vrijednosti faktora poja¢anja SERS supstrata koriSten je sljedeci izraz

_ Isgrs Crs

EF =
Igs Csers (2

u kojem ¢ oznacava koncentraciju modelne molekule u vodenoj otopini (crs) ili na SERS

supstratu za koju je opazen najjintenzivniji SERS spektar (Csers), dok su simbolima Isgrs i Irs
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redom oznaceni intenziteti odgovaraju¢e vrpce modelne molekule u SERS spektru i u
Ramanovom spektru otopine. lzracunate vrijednosti faktora pojacanja koriStene su za
usporedbu uc¢inkovitosti razli¢itih SERS supstrata, odnosno Sposobnosti pojacanja rasprsenog

zracenja molekula rodamina 6G 1 fluoresceina.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Ramanovi spektri

Ramanovi spektri pripravljenih koloidnih suspenzija srebra snimljeni su radi njihove dodatne
karakterizacije te lakSeg tumacenja SERS spektara modelnih molekula rodamina 6G i
fluoresceina snimljenih s razli¢itim supstratima.

Ramanovi spektri svjeze pripravljenog i koncentriranog koloida srebra prikazani na slici 9
pokazuju medusobnu slicnost. U oba spektra moze Se uociti Siroka vibracijska vrpca srednjeg
intenziteta u podruéju izmedu 3500 i 3000 cm™* koja odgovara istezanju veza O—H vodenog
medija. U spektrima nisu uocene vrpce koje bi se mogle pripisati karakteristicnim vibracijama
citratnih iona koji se nalaze na povr$ini nanocCestica srebra, a uslijed kojih nanocestice nose
negativan naboj. Naime, trinatrijev citrat je koriSten kao reducirajuci agens u pripravi koloida,
u kojem se nakon redukcije zaostali citratni ioni smjestaju na formirane nanostrukture srebra i
imaju stabiliziraju¢i ucinak, sprjeavajuci agregaciju nanocestica srebra. Ramanov spektar
trinatrijeva citrata prikazan je na slici D1 u Dodatku. U spektru koncentrirane suspenzije srebra,
pripravljene centrifugiranjem svjezeg koloida, uocava se podignuta bazna linija, koja se
pripisuje rasprSenju zracenja na vefem broju nanocestica metala u jednakom volumenu

suspenzije.
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Slika 9. Ramanov spektar svjeze pripravljenog i koncentriranog koloida srebra.

Na slici 10 prikazan je spektar koloida srebra agregiranog s kalcijevim nitratom
(1x107° mol dm™®) i natrijevim kloridom (1x1072 mol dm™). loni kalcija neutraliziraju
negativan naboj citratnih iona na povrSini nanocestica srebra, Sto uzrokuje agregaciju
nanocestica, dok kloridni ioni, zahvaljuju¢i visokom afinitetu prema srebru, istiskuju s povrSine
slabo vezane citratne ione, stvaraju¢i manju stericku barijeru molekulama analita prilikom
vezanja na povrsinu srebra. U spektru se opaza ostra intenzivna vrpca pri priblizno 240 cm™
koja odgovara istezanju veze Ag—Cl, a rezultat je kemisorpcije kloridnih iona na povrSinu
srebra. U spektru izostaje karakteristicna vrpca nitratnih iona u podruéju izmedu 1400 i
1300 cm™?, jer se zbog slabog afiniteta prema srebru nitratni ioni ne vezu na nanostrukturianu

povrsinu.
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Slika 10. Ramanov spektar koloida srebra agregiranog s Ca(NOs)2 (¢ = 1x10= mol dm™) i
NaCl (c = 1x1072 mol dm™).

Prije snimanja koncentracijski ovisnih SERS spektara modelnih molekula na razli¢itim
supstratima srebra, za svaku modelnu molekulu je snimljen Ramanov spektar ¢vrste tvari i
otopine koncentracije 1x1072 mol dm=3. Asignacija karakteristiénih vrpci u Ramanovim
spektrima rodamina 6G i fluoresceina dana je u tablici 2.

Najintenzivnije vrpce u Ramanovom spektru ¢vrstog uzorka rodamina 6G opazaju se pri
1506, 1361 i 1305 cm (slika 11.a). Vrpce pri 1506 i 1361 cm™ pripisuju se istezanju CC veza
u aromatskom ksantenskom sustavu, dok intenzitetu vibracijske vrpce pri 1305 cm™ uz
aromatsko CC istezanje doprinosi i istezanje C—N veze izmedu atoma ugljika ksantenskog
prstena i atoma dusika iz etilamino skupine. Vrpca slabijeg intenziteta pri 1181 cm™* rezultat je
vibracija istezanja C—O—C veza u ksantenu. Jasno razludene vrpce pri 770 i 610 cm™ pripisuju
se redom deformacijskim vibracijama CH skupina ksantenskog i fenilnog prstena te svijanju
aromatskih sustava.

U Ramanovom spektru otopine rodamina 6G (¢ = 1x102 mol dm) uocavaju se vrpce pri

pri 1509, 1362 i 1310 cm™, no bitno slabijeg intenziteta od odgovaraju¢ih vrpci u spektru
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¢vrstog uzorka (slika 11.b), razlog ¢emu lezi u slaboj osjetljivosti Ramanove spektroskopije.
Ostale vrpce rodamina 6G vrlo su slabog intenziteta, a osim znacajnog Suma, spektru otopine

doprinose i vrpce isteznih (~3500 cm™) i deformacijskih (~1600 cm) vibracija molekula vode.

Ramanov intenzitet

ol

Ramanov intenzitet

T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Valni broj / cm™

Slika 11. Ramanovi spektri R6G: a) &vrsti uzorak i b) otopina, ¢ = 1x1072 mol dm=,

Najintenzivnije vrpce u Ramanovom spektru ¢vrstog uzorka fluoresceina, pri 1502 i
1312 cm?, potjecu od isteznih vibracija CC veza aromatskog ksantenskog sustava, dok se vrpca
pri 1168 cm pripisuje istezanju C—O veze (slika 12.a). Vrpce slabijeg intenziteta pri 1598 i
1387 cm! odgovaraju redom antisimetri¢nom te simetri¢nom istezanju COO™ skupine. Slabe
vrpee u podrucju 950-600 cm™ potjecu od deformacijskih vibracija CH skupina aromatskih
sustava. U spektru se uo¢avaju i dvije ostre vibracijske vrpce srednjeg intenziteta pri 463 i 365
cm* koje se pripisuju deformaciji prstena.

U Ramanovom spektru vodene otopine fluoresceina (¢ = 1x1072 mol dm™3) opaZena je tek

vrlo slaba vrpca vibracije ksantena pri 1314 cm™ (slika 12.b).
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Slika 12. Ramanovi spektri FL: a) &vrsti uzorak i b) otopina, ¢ = 1x1072 mol dm3.
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Tablica 2. Asignacija osnovnih vibracijskih vrpci u Ramanovim spektrima R6G i FL.

Valni broj / cm™
] R6G _ ] FL _ Vibracija'® 2
Cvrsti Otopina Cvrsti Otopina
uzorak 1102 mol dm3 uzorak 1x102 mol dm’3

3063 v C-H (ar)
2976 Vas C-H (CHs)
2916 vs C—H (CH3)
1712 v C=0
1646 6 N-H
1598 1638 v CC (ar)

1598 vas COO™
1506 1509 1502 v CC (xr)

1387 vs COO™
1361 1362 1312 1314 v CC (xr)
1305 1310 v C-N
1181 1253 vas C-O0-C

1168 vC-0
1025 1040 dip CH (ar)

939 6 COO~
770 765 Soop CH (ar)
610 643 Soop CH (ar)
472 463 6 CCC

365 6 CCC

Kratice: vss, antisimetricno istezanje; vs, simetri¢no istezanje; 6, deformacija; ip, u ravnini; oop, izvan ravnine;

ar, aromatski sustav; xr, ksantenski sustav.

4.2.  Koncentracijski ovisni SERS spektri

4.2.1. Svjeze pripravijena koloidna suspenzija

U svrhu ispitivanja SERS uéinkovitosti svjeze pripravljene koloidne suspenzije srebra snimljeni

su SERS spektri ksantenskih boja, rodamina 6G i fluoresceina, razli¢itih koncentracija u

pripravljenom supstratu srebra.

Za mjerne uzorke koji su sadrzavali rodamin 6G opaZeno je pojacanje Ramanovog

rasprSenja, dok je to pojacanje za drugu ksantensku boju izostalo (slike 13 i 14). Molekule

rodamina 6G nose pozitivan naboj u strukturi te se uslijed elektrostatskih privlacnih sila s
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negativnho nabijenim citratnim ionima na nanocesticama srebra u koloidnoj suspenziji
adsorbiraju na povrsinu nanocestica. Za razliku od rodamina 6G, molekule fluoresceina su pri
pH vrijednosti koloidne suspenzije (pH = 7,25) negativno nabijene te se zbog elektrostatskih
odbojnih sila s negativno nabijenim povrSinskim slojem citratnih iona ne adsorbiraju na
povrSinu nanocestica srebra.

U svjeze pripravljenom koloidu srebra snimljeni su koncentracijski ovisni SERS spektri
rodamina 6G u podru&ju koncentracija 1x10~"—1x10* mol dm= (slika 13). U spektrima
rodamina 6G koncentracija 2,5x107°, 5x107° i 1x10 mol dm™ opazaju se karakteristi¢ne
vrpce vibracija molekule, medutim, njihov intenzitet ne mijenja se linearno s povecanjem
koncentracije. Na to ukazuje prikaz ovisnosti intenziteta vrpce pri 1511 cm, koja odgovara
isteznoj vibraciji ksantenskog sustava molekule, o koncentraciji rodamina 6G (umetak na slici
13). Koncentracija rodamina 6G pri kojoj se opaza najintenzivniji SERS spektar iznosi
5x10° mol dm=. Moze se pretpostaviti da je pri toj koncentraciji postignuta optimalna
pokrivenost povr$ine nanocCestica srebra, pri ¢emu intenzivne vrpce istezanja ksantenskog
sustava (1509 i 1362 cmt) ukazuju na adsorpciju molekula rodamina 6G na povrsinu srebra s
okomito poloZenim ksantenskim prstenom. Takoder, u SERS spektru rodamina 6G prisutna je
i vrpca srednjeg intenziteta pri priblizno 240 cm™, koja se mozZe pripisati istezanju veze Ag-N,
nastale izmedu dusika iz etilamino skupine rodamina 6G i metalnog supstrata. SERS spektar
rodamina 6G koncentracije 2,5%107°> mol dm je znacajno slabijeg intenziteta u usporedbi sa
SERS spektrima rodamina 6G vec¢ih koncentracija, razlog ¢emu je drugacija orijentacija
molekula na povrSini srebra. Pri nizoj koncentraciji molekule na povrSini nanocestica imaju
viSe prostora na raspolaganju te se smjestaju pod kutem, pri ¢emu slabije rasprsuju zracenje.
Takoder, u istom SERS spektru nedostaje vrpca koja bi ukazivala na kemisorpciju molekula na
povrsinu srebra. Pojacanje Ramanovog rasprSenja U potpunosti izostaje za koncentracije
rodamina 6G nize od 2,5x107° mol dm3, $to se pripisuje malom broju molekula rodamina 6G
na nanocesticama srebra te smjeStanju molekula paralelno povrsini srebra, koje ne doprinose

pojacanju rasprSenog zracenja.
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Slika 13. Koncentracijski ovisni SERS spektri R6G (1x107—1x107* mol dm) u svjezem
koloidu AgNP. Umetak: ovisnost intenziteta vrpce istezanja ksantenskog sustava pri

1511 cm* o koncentraciji rodamina 6G.

Na slici 14 prikazani su SERS spektri fluoresceina u podru¢ju koncentracija
1x10-"~1x10"* mol dm™3 u svjeZe pripravljenom koloidu srebra. U snimljenim spektrima nisu
uocene karakteristicne vrpce fluoresceina neovisno o koncentraciji ksantenske boje te snimljeni

spektri odgovaraju spektru koloidne suspenzije srebra.
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Slika 14. Koncentracijski ovisni SERS spektri FL (1x10~—1x10~* mol dm) u svjezem
koloidu AgNP.

U snimljenim koncentracijski ovisnim SERS spektrima rodamina 6G i fluoresceina uocava
se podignuta bazna linija, $to je posljedica rasprSenja zraCenja na nanocesticama srebra i

fluorescencije molekula.

4.2.2. Koncentrirana koloidna suspenzija

Koncentracijski ovisni SERS spektri rodamina 6G (1x107"-1x10* mol dm™) u
koncentriranoj koloidnoj suspenziji srebra ocekivano su jaCeg intenziteta od spektara
snimljenih sa svjezim koloidom srebra (slika 15). Centrifugiranjem koloida uklonjen je suvisak
citratnih iona iz suspenzije, ¢ime je omoguéena spontana agregacija veceg broja nanocestica
srebra u odnosu na jednaki volumen svjezeg koloida. Agregiranjem nanocestica nastaju mjesta
vrlo jakih elektriénih polja, tzv. vruce tocke, na kojima adsorbirane molekule rodamina 6G
intenzivno rasprSuju zracenje. Slicno SERS spektrima rodamina 6G u svjeZem koloidu, nije
uocena linearna promjena intenziteta raspr§enog zracenja s povecanjem koncentracije, $to je

vidljivo iz prikaza ovisnosti intenziteta karakteristi¢ne vibracije rodamina 6G pri 1511 cm™ o
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koncentraciji (umetak na slici 15). Nelinearnost promjene intenziteta rasprSenja s
koncentracijom molekule pripisana je koncentracijski ovisnom polozaju i orijentaciji molekula
na povrsini nanocestica srebra. U koncentriranoj koloidnoj suspenziji srebra najintenzivniji
SERS spektar opazen je pri koncentraciji 5x10~° mol dm3, jednako kao i u svjezem koloidu
srebra, no jaceg intenziteta. Medutim, iako slabog intenziteta uocen je spektar rodamina 6G u

koncentriranoj suspenziji pri nizoj koncentraciji, ¢ = 1x10~° mol dm=3, nego u svjezem koloidu.

—— R6G 1x10* M e
0,08 4 | — R6G 5%x10°M :
—— R6G 2,5x10° M g ~
—— R6G 1x10° M
1 | — R6G5x10°M
—— R6G 1x10° M L
RGG 5)(1077 M 0 10x10° 2,0610° 30x10° 40x10° 5,0x10° 6,0x10° 100"
0,06 4 | —Re6G 1x10'M Y o "
)
—
L
N
c 4
[¢]
-
£
8 0,04
c
£
¢
e
0,02

0,00 ===

- N T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Valni broj / cm™
Slika 13. Koncentracijski ovisni SERS spektri R6G (1x10~—1x107* mol dm3) u

koncentriranom koloidu AgNP. Umetak: ovisnost intenziteta vrpce istezanja ksantenskog

sustava pri 1511 cm™ o koncentraciji rodamina 6G.

U koncentracijski ovisnim SERS spektrima fluoresceina (1x10—1x10* mol dm3) ne
uocavaju se karakteristi¢ne vrpce fluoresceina koje bi ukazivale na adsorpciju molekula na
nanocCestice metala (slika 16). I u ovom slu¢aju najvjerojatniji uzrok izostanku pojacanja
Ramanovog rasprSenja su odbojne elektrostatske interakcije izmedu negativno nabijenih

molekula fluoresceina i povrSinskog sloja citratnih aniona na nanoc¢esticama srebra.
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Slika 14. Koncentracijski ovisni SERS spektri FL (1x10~—1x10~* mol dm) u
koncentriranom koloidu AgNP.

4.2.3. Agregirana koloidna suspenzija

Prije snimanja koncentracijski ovisnih SERS spektara u agregiranoj koloidnoj suspenziji
srebra, ispitan je utjecaj agregirajuc¢ih agensa na pojacanje Ramanovog rasprsenja rodamina 6G
koncentracije 5x107° mol dm3, pri kojoj nije opazen SERS spektar u svjezem koloidu srebra.
Kao agregirajuéi agensi koristeni su kalcijev nitrat (¢ = 1x10°3 mol dm™) i natrijev klorid
(c = 1x10"2 mol dm™) razli¢itog redoslijeda dodavanja u mjerni uzorak.

SERS spektar otopine rodamina 6G, ¢ = 5x10°° mol dm3, nije opaZen u koloidu srebra bez
agregirajuceg agensa. Dodatkom NaCl u koloidnu suspenziju srebra koja sadrzi rodamin 6G
opaza se pojacanje Ramanovog rasprsenja, koje se nakon dodatka Ca(NOs). u isti uzorak ne
mijenja. Medutim, ako se u mjerni uzorak najprije doda Ca(NOs3)2, pojacanje Ramanovog
rasprSenja rodamina 6G vrlo je slabo, a vrpcama vibracija rodamina 6G interferiraju vrpce

vibracija citratnih iona (1420, 1030, 950 cm™). Daljnjim dodatkom NaCl u isti mjerni uzorak,
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Ramanovo rasprsenje rodamina 6G znacajno se pojacava. To se moZze objasniti ¢injenicom da
kalcijevi ioni neutraliziraju negativan naboj na povrsini koloida srebra koji potjece od citratnih
iona te na taj nacin potiu agregaciju nanocestica i stvaranje vrucih tocaka. Nakon dodatka
natrijeva Klorida u mjerni uzorak kloridni ioni zamjenjuju citratne ione na povrsini nanocestica
srebra te zahvaljujuéi svojoj veli€ini stvaraju manju stericku barijeru molekulama rodamina 6G
za vezanje s nanodesticama srebra.?! Vrlo intenzivna vrpca pri 240 cm potvrduje kemisorpciju

kloridnih iona na povrsini srebra i nastanak velikog broja SERS aktivnih mjesta.
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Slika 15. SERS spektri R6G (5x107° mol dm~) u svjeze pripravljenom koloidu srebra: bez
agregirajuéeg sredstava (crno), s NaCl (¢ = 1x102 mol dm=3) (crveno), s NaCl (c = 1x102
mol dm~3) i Ca(NOs)2 (c = 1x1073 mol dm™3) (plavo), s Ca(NO3)2 (¢ = 1x1073 mol dm™3)
(ruziasto), s Ca(NOs), (¢ = 1x1072 mol dm~3) i NaCl (c = 1x10-2 mol dm3) (zeleno).

S obzirom na najintenzivniji SERS spektar rodamina 6G opaZzen kombinacijom
agregirajucih agensa koja je ukljucivala dodavanje najprije kalcijeva nitrata, a zatim natrijeva
klorida u mjerni uzorak, uzorci rodamina 6G razli¢itih koncentracija u koloidnoj suspenziji

srebra agregirani su dodatkom anorganskih soli tim redoslijedom.
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Pojacanje intenziteta Ramanovog rasprsenja rodamina 6G u agregiranom koloidu srebra
opazeno je u &itavom mjerenom koncentracijskom podrucju (1x107-1x10"* mol dm3)
(slika 18). Medutim, niti u ovom slu¢aju promjena intenziteta rasprSenog zrac¢enja linearno ne
prati povecanje koncentracije, na §to ukazuje prikaz ovisnosti intenziteta vrpce istezanja
ksantenskog sustava molekule pri 1511 cm™ o koncentraciji rodamina 6G (umetak na slici 18).
Najveée pojacanje rasprSenog zraenja rodamina 6G opaZzeno je pri koncentraciji
1x107% mol dm=3. Intenzivne vrpce u podruéju izmedu 1550 i 1100 cm™, koje odgovaraju
isteznim vibracijama ksantenskog sustava, ukazuju na adsorpciju molekule s optimalno
okomito polozenim ksantenom prema povrsini srebra. Pri ve¢im i manjim koncentracijama od
1x107° mol dm= molekule se smjestaju pod kutem u odnosu na povriinu srebra te je intenzitet
rasprienog zradenja manji. Pri najmanjoj mjerenoj koncentraciji rodamina 6G, ¢ =1x10"7 mol
dm=3, jos uvijek se naziru vrlo slabe vrpce u spektru, koje upuéuju na prisutnost rodamina 6G
u suspenziji. Porast bazne linije sa smanjenjem koncentracije pripisan je veéem doprinosu
rasprSenja zraCenja na agregiranim nanocesticama srebra. Vrlo jaka vrpca pri priblizno
240 cmt, uocena u svim SERS spektrima rodamina 6G, odgovara istezanju veze Ag—Cl, nastale

izmedu metala i kloridnih iona iz agregacijskog agensa, NaCl.
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Slika 16. Koncentracijski ovisni SERS spektri R6G (1x107—1x10* mol dm=) u koloidu
AgNP agregiranom s Ca(NOs)2 (¢ = 1x10~3 mol dm=) i NaCl (c = 1x1072 mol dm2).
Umetak: ovisnost intenziteta vrpce istezanja ksantenskog sustava pri 1511 cm™ o

koncentraciji rodamina 6G.

Prije snimanja koncentracijskih ovisnih SERS spektara fluoresceina ispitan je utjecaj
agregirajucih agensa iredoslijeda njihova dodavanja u mjerni uzorak fluoresceina koncentracije
5x107% mol dm™3, pri kojoj nije opazen SERS spektar u svjezem koloidu. Dodatkom niti jednog
od agregirajucih agensa u mjerni uzorak, neovisno o redoslijedu, nije opaZeno pojac¢ano
Ramanovo rasprsenje fluoresceina (slika 19), odnosno nije pospjesena adsorpcija molekula s
negativnim nabojem u strukturi na nanocestice srebra. U spektru uzorka koji sadrzi samo
Ca(NOs), kao agregirajuéi agens uodene su slabe vrpce citratnih iona (1030, 950 cm?), $to
upudéuje na agregaciju nanocestica i nastajanje vruéih to¢aka, dok vrpca pri 245 cm™ u spektru
uzorka koji sadrzi samo NaCl ukazuje na zamjenu citratnih iona na povrsini kloridnim ionima.

U prisutnosti oba agregiraju¢a agensa U mjernom uzorku bazna linija u spektru je podignuta,
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bez obzira na redoslijed dodavanja soli, uslijed rasprSenja zraenja na agregiranim

nano&esticama, te se uo¢ava vrpca istezanja veze Ag—Cl (245 cm™).
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Slika 17. SERS spektri FL (5x107° mol dm) u svjeZe pripravljenom koloidu srebra: bez
agregirajuéeg sredstava (crno), s NaCl (¢ = 1x102 mol dm=) (crveno), s NaCl (c = 1x1072
mol dm=) i Ca(NOs)2 (c = 1x103 mol dm=) (plavo), s Ca(NO3)2 (c = 1x10~° mol dm=)
(ruzi¢asto), s Ca(NO3)2 (¢ = 1x1073 mol dm=) i NaCl (c = 1x1072 mol dm=) (zeleno).

Koncentracijski ovisni SERS spektri fluoresceina (1x10"—1x10* mol dm=) snimljeni u
suspenziji srebra agregiranoj na isti nacin kao u slu¢aju rodamina 6G (dodatak Ca(NOs). pa
NaCl), u potpunosti su odgovarali Ramanovom spektru agregiranog koloida srebra (slika 20).
Niti djelomi¢na neutralizacija negativnog naboja na nanocesticama srebra niti ve¢i broj SERS
aktivnih mjesta nastalih kontroliranim agregiranjem nanocestica, nisu doprinijeli uspjes$noj
adsorpciji molekula fluoresceina i opazanju Ramanovog rasprsenja fluoresceina u koloidnoj

suspenziji srebra.
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Slika 18. Koncentracijski ovisni SERS spektri FL (1x10~—1x10~* mol dm~) u koloidu AgNP
agregiranom s Ca(NOs)2 (¢ = 1x10= mol dm=) i NaCl (¢ = 1x1072 mol dm3).

4.2.4. Stakleni filter-papir

Stakleni filter-papir, koji je koristen kao ¢vrsti nosa¢ za imobilizaciju nanoCestica srebra,
sastoji se od isprepletenih borosilikatnih staklenih niti, koje daju vrlo slabo Ramanovo
rasprsenje, te ¢ine neravnu povrSinu pogodnu za pojacanje rasprsenog zracenja. Na povrsinu
staklenog-filter papira kapanjem je nanesena koloidna suspenzija srebra, na koju je nakon
suSenja nanesena kap otopine ksantenske boje. Spektri su snimljeni nakon potpunog susenja
uzorka.

Snimljeni su koncentracijski ovisni spektri rodamina 6G (1x10~—1x10* mol dm™3) nakon

nanoSenja i suSenja kapi otopine na staklenom filter-papiru prethodno tretirano koloidom
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srebra. Pojacanje rasprsenja za molekulu rodamina 6G na staklenom filter-papiru opazeno je za
uzorak najveée koncentracije, ¢ = 1x10~* mol dm™ (slika 21). Intenzivne vrpce karakteristi¢nih
vibracija molekule ukazuju na adsorpciju molekula na tretirani stakleni filter-papir, dok vrlo
jaka vrpca pri 240 cm™! upuéuje na kemisorpciju molekula na &vrsti supstrat. Vrlo slabi SERS
spektar opazen je i za uzorak koncentracije 2,5x107°> mol dm™, dok je za uzorke nizih
koncentracija, kao i za uzorak koncentracije 5x107> mol dm™, rasprSenje potpuno izostalo.
Izostanak slijeda opazenih SERS spektara pripisan je neravnomjernoj raspodjeli nanocestica
srebra na povrsini filter-papira. Naime, nakon susenja kapi koloidne suspenzije moglo se opaziti
nakupljanje nanocestica srebra na rubu kapi. Iako se pomicanjem nosaca uzorka podeSavao
polozaj uzorka u fokus zrake, nije bilo moguce precizno fokusirati lasersku zraku na mjesta

nakupina nanocestica na filter-papiru.
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Slika 19. Koncentracijski ovisni SERS spektri R6G (1x10"—1x10~* mol dm™) na

nanocesticama srebra imobiliziranim na staklenom filter-papiru.
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Za sve otopine fluoresceina u  mjerenom  koncentracijskom  podrucju
(1x107=1x10"* mol dm™3), nanesene u obliku kapi na nanodestice srebra imobilizirane na
staklenom filter-papiru, rasprSenje je u potpunosti izostalo (slika 22). Uz neravhomjernu
raspodjelu nanocestica srebra na staklenom filter-papiru, razlog izostanku rasprSenog zracenja
su i odbojne elektrostatske interakcije negativnih molekula s citratnim ionima koji okruzuju

nanocCestice srebra, a koje sprjecavaju adsorpciju molekula na povrsinu SERS supstrata.
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Slika 20. Koncentracijski ovisni SERS spektri FL 1x107"—1x10"* mol dm) na nanocesticama

srebra imobiliziranim na staklenom filter-papiru.
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4.2.5. Tretirano staklo

Prije imobilizacije nanocCestica srebra na mikroskopsko staklo, stakalce za mikroskopiju
nagrizano je fluorovodi¢nom kiselinom u svrhu formiranja neravne hidrofilne povrsine. Mjerni
uzorak modelnih spojeva u svjeze pripravljenoj koloidnoj suspenziji srebra nanesen je u obliku
kapi na stakalce. Susenjem kapi nanocCestice srebra nakupljaju se na rubu kapi, pri ¢emu nastaje
tzv. prsten kave.?? Nakupljanjem nanodestica srebra na rubu kapi stvaraju se vruée tocke, na
kojima se pojacava intenzitet rasprSenog zracenja adsorbiranih molekula.

Koncentracijski ovisni SERS spektri rodamina 6G (1x10~—1x10~* mol dm) na tretiranom
staklu prikazani su na slici 23. Opazeni su SERS spektri rodamina 6G u gotovo ¢itavom
mjerenom koncentracijskom podruju, 5x107—1x10™* mol dm=, pri ¢emu najintenzivniji
spektar za uzorak najveée koncentracije, ¢ = 1x10™ mol dm=3, a najslabiji spektar, s
prepoznatljivim vrpcama rodamina 6G, za uzorak submikromolarne koncentracije, ¢ = 5x10~"
mol dm=. Medutim, intenzitet vrpci u opazenim SERS spektrima ne prati linearno promjenu
koncentracije rodamina 6G, §to je ve¢ ranije pripisano koncentracijski ovisnoj orijentaciji
molekula na povrSini nanoCestica srebra. Na to ukazuje prikazana ovisnost intenziteta vrpce pri

1511 cm o koncentraciji rodamina 6G (umetak na slici 23).
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Slika 21. Koncentracijski ovisni SERS spektri R6G (1x107—1x10 mol dm™3) na staklu
tretiranom s HF i AgNP. Umetak: ovisnost intenziteta vrpce istezanja ksantenskog sustava pri

1511 cm* o koncentraciji rodamina 6G.

Pri snimanju koncentracijski ovisnih SERS spektara fluoresceina
(1x107-1x10* mol dm=3) najintenzivniji SERS spektar opaZen je za uzorak najvece
koncentracije, ¢ = 1x10* mol dm, dok su slabi spektri opaZeni za uzorke nizih koncentracija,
od 5x10° mol dm=3 do 1x10° mol dm3 (Slika 24). Vrpce opazene u podrudju
1500-1100 cm* veéinom su pripisane istezanju C—-O-C i CC veza aromatskog ksantenskog
sustava molekule fluoresceina. Opazanju karakteristiénih vrpci fluoresceina doprinijelo je
spontano nastajanje agregata nanocestica srebra i SERS aktivnih mjesta tijekom susenja uzorka
na tretiranom staklu, na kojima su istovremeno izmedu nanocestica srebra ostale ,,zarobljene*

molekule fluoresceina. lako smanjenje koncentracije uzorka prati pad SERS intenziteta, ono

Helena Banovié¢ Diplomski rad



4. Rezultati i rasprava 44
§ p

nije linearno, na $to upucuje prikaz ovisnosti intenziteta vrpce pri 1330 cm™ o koncentraciji

fluoresceina (umetak na slici 24).
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Slika 22. Koncentracijski ovisni SERS spektri FL (1x10~—1x10~% mol dm3) na staklu
tretiranom s HF i AgNP. Umetak: ovisnost intenziteta vrpce istezanja ksantenskog sustava pri

1330 cm* o koncentraciji fluoresceina.
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4.2.6. Silanizirano staklo

Postupak silaniziranja stakla s (3-aminopropil)trimetoksisilanom proveden je u svrhu uvodenja
primarnih amino skupina na povrSinu borosilikatnog stakla i imobilizacije koloidnih
nanoCestica srebra. Naime, vezanje nanocestica srebra na silanizirano staklo posljedica je
elektrostatskog privla¢enja izmedu pozitivno nabijenog dusika amino skupine na povrSini
silaniziranog stakla i negativno nabijenih citratnih iona na nanocesticama srebra. Uz privlacne
elektrostatske interakcije imobilizaciji nanocestica srebra doprinose i van der Waalsove sile te
slabe kovalentne veze. Na postojanje kemijske veze Ag—N ukazuje vrpca slabog intenziteta pri

priblizno 240 cm™ u Ramanovom spektru &vrstog supstrata (slika 25).
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Slika 23. Ramanov spektar silaniziranog stakla tretiranog s AgNP.

U Ramanovom spektru silaniziranog stakla tretiranog s koloidom srebra opazaju se dvije vrpce
jakog intenziteta pri priblizno 1100 i 520 cm™, koje redom odgovaraju antisimetri¢nom
istezanju Si-O-Si veza te svijanju O-Si-O skupine u strukturi stakla.?® Radi usporedbe
snimljeni su Ramanovi spektri Cistog stakla i silaniziranog stakla bez nanocestica srebra (slika

D2 u Dodatku). Imobilizacijom nanocestica srebra na silanizirano staklo, one se nalaze blizu
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jedna drugoj te tvore agregate na povrsini ¢vrstog supstrata, s kojih se rasprsenje adsorbiranih
molekula pojacava.

Otopine rodamina 6G u rasponu koncentracija 1x10~—1x10~* mol dm™ nanesene su na
povrsinu silaniziranih stakalaca tretiranih koloidom srebra. SERS spektri su opazeni samo za

uzorke najveéih koncentracija 1x107* i 5x10~° mol dm (slika 26).
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Slika 24. Koncentracijski ovisni SERS spektri R6G (1x10~—1x10~% mol dm~3) na staklu

silaniziranom s (3-aminopropil)trimetoksisilanom i tretiranom s AgNP.

Uz karakteristi¢ne vrpce vibracije rodamina 6G u podrugju 1550-1250 cmt, u SERS spektru
su prisutne vrpce silaniziranog stakla (1100, 520 cm™). Za uzorke koncentracija nizih od
5x107° mol dm™ nije opazano pojacanje rasprienog zracenja rodamina 6G, te su razlike u
spektrima tih uzoraka pripisane nejednolikoj raspodjeli nanocestica srebra, odnosno razli¢itoj
povrsini SERS supstrata.

U nizu otopina fluoresceina koncentracija 1x10~—~1x10~* mol dm™3 na silaniziranom staklu
tretiranom s koloidom srebra, opaZen je SERS spektar samo za uzorak koncentracije 5x10°°

mol dm3 (slika 26). Spektar otopine vece i nizih koncentracija od 510> mol dm3 nisu opaZeni
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§ p

te snimljeni spektri odgovaraju spektru silaniziranog stakla razli¢itog intenziteta rasprSenja
zracenja. Za pretpostaviti je da povrSina silaniziranog stakla nije jednoliko prekrivena
nanocesticama srebra, pri ¢emu na mjesta imobiliziranih nanocestica nije bilo moguce precizno

fokusirati lasersku zraku.
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Slika 25. Koncentracijski ovisni SERS spektri FL (1x10-—1x10~% mol dm3) na staklu

silaniziranom s (3-aminopropil)trimetoksisilanom i tretiranom s AgNP.

Helena Banovié¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 48

4.3. Reproducibilnost

Ponovljivost mjerenja s odgovaraju¢im SERS supstratom odredena je snimanjem tri spektra
jednog uzorka, te snimanjem spektara tri uzorka pripravljena na isti na¢in (Slike 28—39). Spektri
istog uzorka ukazivali su na reproducibilnost koriStenog SERS susptrata (jednolikost
nanostrukturirane povrsine s koje se opaza pojacanje), dok su spektri uzoraka pripravljenih na
isti nacin, osim na svojstva supstrata, upucivali 1 na ponovljivost priprave uzorka. Pri
odredivanju reproducibilnosti mjerenja koriStene su otopine rodamina 6G i fluoresceina onih
koncentracija za koje je opaZzeno najvece pojacanja Ramanovog rasprsenja. Reproducibilnost
je izrazena kao standardno odstupanije intenziteta vrpce pri 1509 cm™ za rodamin 6G te vrpce
pri 1314 cm za fluorescein (tablica 3).
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Slika 26. SERS spektri R6G (5%107° mol dm3) u svjezem koloidu AgNP: a) jedan uzorak

snimljen tri puta, b) tri uzorka. Spektri su razmaknuti radi preglednosti.
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Slika 27. SERS spektri FL (5x10° mol dm®) u svjezem koloidu AgNP: a) jedan uzorak

snimljen tri puta, b) tri uzorka. Spektri su razmaknuti radi preglednosti.
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Slika 28. SERS spektri R6G (5%10° mol dm) u koncentriranom koloidu AgNP: a) jedan

uzorak snimljen tri puta, b) tri uzorka. Spektri su razmaknuti radi preglednosti.
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Slika 29. SERS spektri FL (5x10~° mol dm) u koncentriranom koloidu AgNP: a) jedan

uzorak snimljen tri puta, b) tri uzorka. Spektri su razmaknuti radi preglednosti.
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Slika 30. SERS spektri R6G (1x10° mol dm) u agregiranom koloidu AgNP: a) jedan

uzorak snimljen tri puta, b) tri uzorka. Spektri su razmaknuti radi preglednosti.
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Slika 31. SERS spektri FL (5x10°°> mol dm) u agregiranom koloidu AgNP: a) jedan uzorak

snimljen tri puta, b) tri uzorka. Spektri su razmaknuti radi preglednosti.
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Slika 32. SERS spektri R6G (1x10* mol dm) na staklenom filter-papiru tretiranom
koloidom srebra: a) jedan uzorak snimljen tri puta, b) tri uzorka. Spektri su razmaknuti radi

preglednosti.
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Slika 33. SERS spektri FL (1x10* mol dm) na staklenom filter-papiru tretiranom koloidom
srebra: a) jedan uzorak snimljen tri puta, b) tri uzorka. Spektri su razmaknuti radi

preglednosti.
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Slika 34. SERS spektri R6G (1x10* mol dm) na staklu tretiranom s HF i AgNP: a) jedan

uzorak snimljen tri puta, b) tri uzorka. Spektri su razmaknuti radi preglednosti.
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Slika 35. SERS spektri FL (1x10* mol dm) na staklu tretiranom s HF i AgNP: a) jedan

uzorak snimljen tri puta, b) tri uzorka. Spektri su razmaknuti radi preglednosti.
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Slika 36. SERS spektri R6G (5%10° mol dm) na staklu silaniziranom s
(3-aminopropil)trimetoksisilanom i tretiranom s AgNP: a) jedan uzorak snimljen tri puta, b)

tri uzorka. Spektri su razmaknuti radi preglednosti.
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Slika 37. SERS spektri FL (5x10° mol dm) na staklu silaniziranom s
(3-aminopropil)trimetoksisilanom i tretiranom s AgNP: a) jedan uzorak snimljen tri puta, b)

tri uzorka. Spektri su razmaknuti radi preglednosti.
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Tablica 2. Reproducibilnost supstrata izrazena pomocu standardnog odstupanja intenziteta

vrpce pri 1509 cm™ za R6G te vrpce pri 1314 cm™ za FL.

R6G FL
SERS supstrat 11500 l1314
Jedan uzorak | Triuzorka | Jedanuzorak | Triuzorka
svjezi koloid AgNP 0,0107+0,0003 | 0,013+0,002 - -
koncentrirani koloid AgNP 0,1205+0,005 | 0,102+0,013 - -
agregirani koloid AgNP 0,148+0,004 0,140+0,008 - -
AgNP na staklenom filter-papiru 0,01+0,02 0,01+0,02 - -
AgNP na tretiranom staklu 0,22+0,03 0,21+0,07 0,056+0,006 0,02+0,03
AgNP na silaniziranom staklu | 0,0009+0,0001 | 0,0008+0,0007 | 0,0022+0,0008 | 0,001+0,001

U nizu pripravljenih SERS supstrata srebra bolju reproducibilnost pokazuju nanocestice

srebra dispegirane u koloidnim suspenzijama nego nanocestice srebra imobilizirane na ¢vrstim

podlogama. Medu koloidnim suspenzijama nanocestica srebra najbolja ponovljivost supstrata i

priprave uzorka karakterizira svjezi koloid srebra, dok se koncentriranjem i agregiranjem

nanocestica srebra ponovljivost mjerenja smanjuje. LoSa reproducibilnost i supstrata i priprave

uzorka opaZena je za nanocestice srebra na staklenom-filter papiru i silaniziranom staklu, koja

se moze pripisati neravnomjernoj imobilizaciji nanocestica na povr$ini ¢vrstog nosaca. Nesto

bolja ponovljivost postignuta je nanoSenjem mjernog uzorka (suspenzije nanocestica srebra s

analitom) na tretirano staklo. Odstupanja medu spektrima u tom slucaju posljedica su otezanog

fokusiranja laserske zrake na nakupine nanocestica na rubu prstena formiranog susenjem

mjernog uzorka na staklu.
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4.4. Faktor pojacanja

Ucinkovitost pripravljenih supstrata srebra za povrSinsko pojacanje Ramanovog rasprSenja
modelnih molekula, rodamina 6G i fluoresceina, procijenjena je izraCunom faktora pojacanja
rasprSenog zracenja za svaki pojedini supstrat. Izracunate vrijednosti faktora pojacanja

rasprsenog zra¢enja modelnih molekula na odgovaraju¢em SERS supstratu dane su u tablici 3.

Tablica 3. Faktori pojacanja rasprSenog zracenja R6G i FL na razli¢itim SERS supstratima

srebra.
SERS Supstrat Faktor pojacanja (EF)
R6G FL

svjezi koloid AgNP 8,11x103 —

koncentrirani koloid AgNP 3,48x10% -

agregirani koloid AgNP 5,68x108 —

AgNP na staklenom filter-papiru 3,38x10° -
AgNP na tretiranom staklu 5,41x10* 8,23x103
AgNP na silaniziranom staklu 5,61x10? 9,22x102

Izracunati faktori pojacanja ukazuju da isti supstrati razli¢ito pojacavaju rasprsenje zracenja
razli¢itih modelnih molekula. Naime, za fluorescein je pojacanje Ramanovog rasprSenja u
koloidnim suspenzijama u potpunosti izostalo, dok se za rodamin 6G Ramanovo rasprsenje
pojacalo 10°-10° puta. Za razliku od negativno nabijene molekule fluoresceina, molekula
rodamina 6G nosi pozitivan naboj u strukturi te se elektrostatski privlaci sa slojem negativno
nabijenih citratnih iona na nanocesticama srebra, sto doprinosi adsorpciji molekula iz vodenog
medija na povrSinu metala i opazanju SERS efekta. Najveci faktor pojacanja izraunat je za
rodamin 6G u agregiranoj koloidnoj suspenziji (EF = 5,68x10°), $to je posljedica nastanka
velikog broja SERS aktivnih mjesta s kojih se rasprSeno zracenje adsorbiranih molekula
intenzivno pojacava. Nadalje, kada se usporede vrijednosti faktora pojacanja, koloidne
suspenzije nanocCestica Srebra bolje pojacavaju rasprSeno zracenje rodamina 6G nego
nanoéestice srebra na ¢vrstim podlogama. Cvrste SERS supstrate karakterizira nejednolika
raspodjela nanocestica srebra, Sto utjeCe na njihovu SERS aktivnost i umanjuje vrijednost

faktora pojacanja.
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Medutim, upravo je na C¢vrstim SERS supstratima opaZeno pojacanje Ramanovog
rasprSenja fluoresceina. Pri tome je za nanocestice srebra na tretiranom staklu opazen faktor
pojadanja (EF = 8,23x10%) za red veli¢ine ve¢i od faktora pojadanja za nanodestice srebra na
silaniziranom staklu (EF = 9,22x10?). Opéenito, najveéi faktor pojaéanja za nanocestice srebra
na ¢vrstim podlogama izracunat je u slucaju kada se na podlogu nanosi suspenzija nanocestica
koja ve¢ sadrzi analit. Moze se pretpostaviti da nakupljanjem nanocestica srebra u obliku
prstena kave nastaju SERS aktivna mjesta na kojima zaostaju modelne molekule, neovisno o

svom naboju, te se rasprseno zracenje povrsinski pojacava.
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§ 5. ZAKLJUCAK

SERS ucinkovitost nanocestica srebra dispergiranih u razli¢itim koloidnim suspenzijama:
svjeze pripravljenoj, koncentriranoj i agregiranoj, te imobiliziranih na ¢vrstim podlogama:
staklenom filter-papiru, staklu tretiranom s fluorovodi¢nom Kiselinom i staklu
silaniziranom s (3-aminopropil)trimetoskisilanom, istrazena je pomoc¢u rodamina 6G i
fluoresceina. U tu svrhu su snimljeni koncentracijski ovisni SERS spektri modelnih molekula
te su odredeni reproducibilnost i faktor pojac¢anja pripravljenih SERS supstrata.

U snimljenim spektrima fluoresceina u koloidnim suspenzijama nisu uoene vrpce
karakteristicnih vibracija molekule, budu¢i da su pri pH koloida srebra (pH = 7,25),
pripravljenog redukcijom srebrova(l) nitrata s trinatrijevim citratom, molekule fluoresceina
negativno nabijene te su odbojne elektrostatske sile sprijecile njihovu adsorpciju na nanocestice
srebra, koje su nosile negativan naboj zbog zaostalih citratnih aniona na povrsini. S druge
strane, poja¢anje Ramanovog rasprSenja rodamina 6G opazeno je U svim koloidnim
suspenzijama i posljedica je adsorpcije pozitivno nabijenih molekula na negativno nabijenu
povrsinu nanocestica srebra. Koloidne suspenzije su se pokazale reproducibilnim supstratima
za opazanje pojaCanog rasprSenja rodamina 6G, pri ¢emu je za koloidnu suspenziju srebra,
agregiranu dodatkom kalcijeva nitrata i natrijeva klorida, postignut najve¢i faktor pojacanja
rasprienog zracenja, reda veli¢ine 10°. U prilog u¢inkovitosti agregirane koloidne suspenzije
srebra ide i ¢injenica da je s tim SERS supstratom detektirana najniza koncentracija rodamina
6G od 1x1077 mol dm™.

U odnosu na koloidne suspenzije, nanocestice srebra imobilizirane na ¢vrstim podlogama
nisu se pokazale reproducibilnim supstratima, Sto je posljedica neravnomjerne raspodjele
nanocestica srebra na povrSini supstrata i otezanog fokusiranja laserske zrake pri snimanju
SERS spektara. Takoder, faktori pojacanja rasprSenog zraCenja na nanocesticama srebra
imobiliziranim na ¢vrstim podlogama bili su nizi od faktora pojac¢anja za nanocestice srebra u
suspenzijama. Usprkos tome, SERS spektri fluoresceina opazeni su upravo na nanocesticama
srebra na tretiranom staklu i silaniziranom staklu, na temelju ¢ega se moze pretpostaviti da
elektrostatske interakcije imaju manju ulogu pri adsorpciji molekula na ¢vrste SERS supstrate.
Najvece pojacanje rasprienog zracenja fluoresceina, reda veli¢ine 10% opaZeno je za

fluorescein adsorbiran na nanocCestice srebra na staklu tretiranom s HF, koje stvaraju
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prepoznatljiv oblik prstena kave i SERS aktivna mjesta s kojih se rasprSeno zracenje intenzivno

pojacava.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA (prema
potrebi)

AgNP — nanocestice srebra

ar — aromatski

as — antisimetri¢na vibracija

& — deformacijska vibracija

EF — faktor pojacanja

FL — fluorescein

ip — u ravnini, engl. in plane

IR — infracrveno zracenje

Nd:YAG - itrij-aluminij granat dopiran s neodimijem
NIR — blisko infracrveno zracenje

v — istezna vibracija

00p — izvan ravnine, engl. out of plane

R6G — rodamin 6G

S — simetri¢na vibracija

s — standardno odstupanje

SERS — povrsinski pojacano Ramanovo rasprsenje
UV — ultraljubicasto zracenje

VIS — vidljivo zracenje

xr — ksantenski prsten, engl. xanthene ring
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Slika D1. Ramanov spektar trinatrijeva citrata.

Helena Banovié¢ Diplomski rad



§ 8. Dodatak XVi

0,006 -
staklo
—— sil staklo

0,005
@ 0,004 1
N
C
g
£ 0,003
>
(@]
C
]
% 0,002 -
4

0,001 - ) NWWW “w M

M.»W "' i
1
"«1,\
0,000 -1 T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Valni broj / cm™

Slika D2. Ramanov spektar stakla i silaniziranog stakla.
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