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POVRSINSKI POJACANO RAMANOVO RASPRSENJE ORGANSKIH BOJA NA
NANOCESTICAMA SREBRA [ ZLATA

Izabela Purasovié

Ucinkovitost povrSinski pojac¢anog Ramanova rasprSenja (SERS) nanocestica srebra i zlata
dispergiranih u svjeze pripravljenim i koncentriranim koloidima te imobiliziranih na staklu
tretiranom s fluorovodi¢nom kiselinom i staklenom filter-papiru istrazivana je pomoc¢u metilenskog
modrila (MetB) i rodamina B (RB) pri pobudama 532 i 785 nm. Koncentrirane koloidne suspenzije
jace pojacavaju rasprSenje zrac¢enja boja u odnosu na svjeze pripravljene koloide. U koncentriranom
koloidu zlata pri pobudi 785 nm opazene spektralne promjene upuéuju na drugaciju orijentaciju
molekula MetB na povrsini zlata, u odnosu na koloid srebra. Atom sumpora iz fenotiazinskog
sustava boje tvori kemijsku vezu sa zlatom, dok su u koloidu srebra molekule MetB vezane na
supstrat preko atoma dusika fenotiazina. Kod svih koriStenih supstrata pobuda pri 785 nm rezultira
intenzivnim vrpcama MetB i RB, dok pobuda pri 532 nm daje vrpce slabijeg intenziteta za MetB,
a vrpce RB zasjenjuje Siroka vrpca fluorescencije. U odnosu na koloidne suspenzije, nanocestice
srebra 1 zlata imobilizirane na ¢vrstim podlogama nisu se pokazale reproducibilnim supstratima
zbog neravnomjerne raspodjele nanocestica metala na povrsini supstrata.
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Efficiency of surface-enhanced Raman scattering (SERS) of silver and gold nanoparticles dispersed
in freshly prepared and concentrated colloids, and immobilized on hydrofluoric acid-treated glass
and glass-fiber filter paper was investigated using methylene blue (MetB) and rhodamine B (RB)
at excitation of 532 and 785 nm. Concentrated colloidal suspensions intensified the scattering of
dye radiation, compared to freshly prepared colloids. In the concentrated gold colloid at 785 nm,
observed spectral changes indicated a different orientation of MetB molecules on metal surface,
compared to the silver colloid. The sulfur atom from phenothiazine created a chemical bond with
gold, while MetB molecules in the silver colloid were bonded to the substrate via phenothiazine
nitrogen atom. For all used substrates, the excitation at 785 nm resulted in intense MetB and RB
bands, while excitation at 532 nm yielded lower-intensity bands for MetB, and a wide fluorescence
band that overlapped RB bands. Metal colloidal suspensions were more reproducible substrates
than the solid substrates, due to the uneven distribution of nanoparticles on the solid substrates.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Spektroskopijom povrsinski pojacanog Ramanova rasprsenja (engl. surface-enhanced Raman
scattering, SERS) opaza se vibracijski spektar molekule smjestene na neravnu povrsinu ili vrlo
blizu nje pri Cemu se intenzitet rasprsenja pojacava i1 do milijun puta u odnosu na klasi¢nu
Ramanovu spektroskopiju.! SERS efekt objasnjava se pomocu elektromagnetskog mehanizma,
koji pretpostavlja jaka elektri¢na polja oko molekule uslijed pobude plazmona na povrSini
metala, te kemijskog mehanizma, koji predvida nastajanje kemijske veze izmedu metala 1
istrazivane molekule.> Metali koji apsorbiraju zradenje u vidljivom podrudju
elektromagnetskog zraCenja pokazali su se kao vrlo u¢inkoviti SERS supstrati, stoga se najcesce
koriste srebro i zlato. Utvrdeno je da srebro preferirano tvori kemijsku vezu s atomom dusika
istrazivane molekule, dok se molekula s atomom sumpora u strukturi bolje veze na povrsinu
zlata.?

Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati SERS ucinkovitost nanocestica srebra i zlata
dispergiranih u suspenziji i imobiliziranih na ¢vrstim nosa¢ima. U tu svrhu sintetizirane su
koloidne suspenzije srebra i zlata redukcijom srebrova(I) nitrata, odnosno tetraklorozlatne(III)
kiseline s trinatrijevim citratom. Kao ¢vrste podloge za imobilizaciju nanocestica srebra 1 zlata
koristeni su staklo tretirano s fluorovodi¢nom kiselinom 1 stakleni filter-papir. SERS aktivnost
pripravljenih supstrata ispitana je pomocu dvije boje, metilenskog modrila 1 rodamina B.
Organske boje se vrlo Cesto koriste kao analiti u SERS spektroskopiji zbog aromatskih
strukturnih motiva koji izvrsno rasprsuju zracenje i, s obzirom da se adsorpcijom molekule na
metalni supstrat fluorescencija djelomicno gasi, moguca su strukturna istraZivanja boja pri
mikromolarnim koncentracijama.’

U svrhu ispitivanja ucinkovitosti supstrata srebra 1 zlata snimljeni su koncentracijski
ovisni SERS spektri otopina modelnih molekula na svakom pojedinom supstratu te je odredena
reproducibilnost supstrata i granica detekcije. Sva mjerenja provedena su nakon pobude
zra¢enjem pri valnim duljinama 532 1 785 nm. Opazeni SERS spektri detaljno su analizirani 1
interpretirani te je usporeden utjecaj pobudnog zraCenja, vrste metala 1 supstrata na pojacanje

rasprSenja zracenja istraZivanih boja.
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§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Ramanova spektroskopija

Ramanova spektroskopija je metoda vibracijske spektroskopije koja se primjenjuje pri
istrazivanju struktura molekula. Metoda se temelji na neelasticnom rasprSenju
elektromagnetskog zradenja uslijed interakcije zradenja i molekula.!™ Strukturna analiza
pomoc¢u Ramanove spektroskopije moguca je za molekule koje su polarizabilne, odnosno imaju
sklonost naruSavanju elektronskog oblaka oko jezgre uslijed izlaganja elektromagnetskom
zrac¢enju. Prilikom distorzije elektronskog oblaka, molekula prelazi u kratkozivuce stanje, koje
se naziva virtualno stanje. Virtualno stanje ne odgovara nijednom stvarnom energijskom stanju
molekule i njegova energija ovisi o energiji pobudnog zracenja. Ramanova spektroskopija
koristi pobudno zraenje samo jedne frekvencije, pa se kao izvor zracenja koriste laseri koji
emitiraju zraenje u ultraljubic¢astom (UV), vidljivom (Vis) i bliskom infracrvenom (NIR)
dijelu spektra.

Poznata su dva nacina rasprSenja zracenja: elasticno rasprSenje koje se naziva i

Rayleighovo rasprsenje, te neelasticno ili Ramanovo rasprsenje (slika 1).

E A

V'=2 Prvo pobudeno
V=1 elektronsko stanje
V'=0

Nyl Virtualno stanje

T T
h V(ﬁ‘h Vg
h Vofh Vg
h Vo
hv, hv hv
v=1 L Y Osnovno elektronsko stanje
v=0
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Slika 1. Mehanizmi razli¢itih procesa rasprSenja zracenja

Izabela Purasovi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

Rayleighovo rasprSenje je dominantna vrsta rasprSenja u kojoj je energija fotona
upadnog zracenja jednaka energiji fotona rasprSenog zraenja. Ono se zbiva prilikom
interakcije upadnog zracenja i elektronskog oblaka, pri ¢emu ne dolazi do pomicanja jezgara
atoma 1 energija rasprSenog fotona jednaka je energiji pobudnog zracenja.

U odnosu na elasti¢no Rayleighovo rasprsenje, Ramanovo rasprsenje je rijedak dogadaj
obzirom da se samo jedan od 10° — 10® fotona neelasti¢no rasprsi. Kod Ramanovog rasprienja
interakcija fotona 1 upadnog zracenja potice i1 gibanje jezgre atoma. Ovisno o tome je li se
interakcija fotona upadnog zracenja i molekule dogada kada se molekula nalazi u osnovnom
vibracijskom ili pobudenom vibracijskom stanju, razlikuju se dvije vrste Ramanova rasprsenja:
Stokesovo i anti-Stokesovo rasprsenje (slika 1). Kod Stokesovog rasprSenja molekula se iz
osnovnog vibracijskog stanja pobudi u virtualno stanje, a zatim se vra¢a u pobudeno vibracijsko
stanje prilikom c¢ega rasprSuje zracenje manje energije od upadnog zrafenja. Anti-Stokesovo
rasprsenje se zbiva kada molekula nakon pobude iz viseg vibracijskog stanja prelazi u virtualno
1 pri povratku u osnovno vibracijsko stanje rasprsuje fotone energije veée od energije pobude.
Stokesov 1 anti-Stokesov spektar daju iste informacije o energijama vibracije, ali s obzirom da
je pri sobnoj temperaturi ve¢ina molekula u osnovnom vibracijskom stanju, vrpce u
Stokesovom spektru su intenzivnije od vrpci u anti-Stokesovom spektru. Najintenzivnije vrpce
u Ramanovim spektrima, s obzirom na promjenu polarizabilnosti kao izborno pravilo, potjecu
od simetri¢nih vibracija skupina bogatih elektronima.

Najveci nedostaci Ramanove spektroskopije kao analiticke metode su slaba osjetljivost,
posebno prilikom snimanja otopina, te pojava fluorescencije. Ukoliko je energija pobudnog
zraCenja dovoljna za prijelaz molekule iz osnovnog elektronskog stanja u vise elektronsko
stanje, umjesto rasprsenja fotona dolazi do apsorpcije 1 zatim fluorescencije zracenja. U spektru
je fluorescencija prisutna kao Siroka vrpca koja prekriva svo Stokesovo rasprSenje.
Interferencije u spektrima obojanih uzoraka koje uzrokuje fluorescencija mogu se izbjeci
odabirom lasera u UV (4 <400 nm) ili NIR (4 > 700 nm) podrucju, promjenom matrice ukoliko
ona fluorescira ili proc¢iS¢avanjem analita, ukoliko su prisutne necistoce. Kako bi se umanjili
opisani nedostaci, razvijaju se razliite tehnike Ramanove spektroskopije, a jedna od njih je
spektroskopija povrSinski pojacanog Ramanova rasprSenja (engl. surface-enhanced Raman

scattering, SERS).!?
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§ 2. Literaturni pregled 4

2.2. Povrsinski pojacano Ramanovo rasprsenje

Spektroskopija povrsinski pojacanog Ramanovog rasprSenja (SERS) zasniva se na adsorpciji
molekula analita na hrapavu metalnu povrsinu, ¢ime se pojacava signal do 10® puta u odnosu
na klasi¢no Ramanovo rasprsenje.

Fenomen povrSinskog pojacanja rasprSenja zraCenja otkrili su 1974. godine
znanstvenici Fleischmann, Hendra i McQuillan. Pri adsorpciji molekula piridina na srebrnoj
elektrodi uoceno je kako Ramanov spektar pokazuje intenzivnije vrpce vibracija, S$to je
pripisano povecanju povrsSine srebrove elektrode, obzirom da su elektrodu prethodno ucinili
hrapavom nizom oksidacijsko-redukcijskih procesa. Samo tri godine kasnije, dvije grupe
znanstvenika (Jeanmaire i Van Duyne te Albrecht i Creighton) utvrdili su kako je za povecanje
intenziteta rasprSenja zasluzna hrapava metalna povrsina, a ne veca povrsina na koju molekule
analita mogu adsorbirati. Moskovits je 1978. iznio teoriju o povrSinskim plazmonima koji
uzrokuju povrSinsko pojacanje Ramanova rasprSenja, a koja se s vremenom pokazala
ispravnom. Krajem devedesetih godina proslog stolje¢a pocinje rasti interes za ovu metodu,
kada su Kneipp te Nie i Emory objavili rad na temu detekcije jedne molekule SERS
spektroskopijom.'?

Dvije su opce prihvacene teorije kojima se objasnjava pojacanje rasprSenja zracenja:
elektromagnetski mehanizam 1 mehanizam prijenosa naboja, tj. kemijski mehanizam.
Elektromagnetski mehanizam znacajnije doprinosi ukupnom pojacanju signala u odnosu na
mehanizam prijenosa naboja. Prije detaljnijeg opisa obje teorije nuzno je spomenuti SERS

aktivne povrsine, tj. metalne supstrate koji ¢ine osnovicu obje teorije.'™

2.2.1. Metalni supstrati

Pojacanje rasprSenja zracenja u SERS spektroskopiji opaza se primarno za molekule
adsorbirane na povrSini metala koji apsorbiraju zratenje u vidljivom podrucju
elektromagnetskog spektra. NajceS¢e koriSteni metali su srebro i1 zlato koji najintenzivnije
pojacavaju rasprSeno zracenje. PovrSine drugih metala, poput bakra, litija 1 zeljeza takoder
pojacavaju rasprienje, ali manje efikasno.’ Kao SERS aktivne povriine najéesce se koriste

koloidne suspenzije, ¢vrsti nosaéi i fleksibilne podloge (slika 2).*

Izabela Purasovi¢ Diplomski rad



2. Literaturni pregled 5
§ preg

Koloidne suspenzije

d=270nm
A=350nm

Cvrsti nosadi

500 nm

1400 nm

Fleksibilne podloge

Slika 2. SERS supstrati snimljeni pretraznim elektronskim mikroskopom: 1) sferi¢ne
nanocestice, 2) nanoStapici, 3) nanoprstici, 4) nanootoci, 5) nanoklaster, 6) nanorupice, 7)
nanojazice, 8) nanokolone, 9) nanostupovi*

Idealni SERS supstrati odlikuju se visokom SERS aktivnosc¢u, ¢isto¢om, stabilnosc¢u i
homogenom raspodjelom nanocestica §to je bitno za reproducibilnost supstrata. Nazalost, jo§
uvijek nije otkriven supstrat koji bi zadovoljio sve uvjete pa se, s obzirom na vrstu analize,
koriste razli€iti supstrati. Tako je u kvantitativnoj analizi vrlo bitna reproducibilnost supstrata,
dok je u kvalitativnoj analizi bitna dobra SERS aktivnost koja omogucava visoku osjetljivost 1

intenzivno pojacanje rasprsenja.

2.2.2. Elektromagnetski mehanizam pojacanja
Prema elektromagnetskom mehanizmu pojacanje rasprSenja potjeCe od interakcije molekula
analita 1 povrSinskih plazmona metala, pri ¢emu je analit adsorbiran ili smjeSten jako blizu

metalne povrsine.
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§ preg

Povrs$ina metala je prekrivena elektronima koji se relativno slobodno gibaju duz
povrsine i stvaraju elektronski oblak koji se proteZe na odredenoj udaljenosti od povrsine.® Kada
se upadno elektromagnetsko zracenje usmjeri na povrSinu metala, dolazi do interakcije
elektricnog polja upadnog zracenja i1 elektronskog oblaka pri ¢emu se slobodni elektroni
polariziraju 1 pocinju koherentno oscilirati. Takve oscilacije elektrona nazivaju se povrsinski
plazmoni (slika 3). Plazmoni imaju rezonantnu frekvenciju pri kojoj najefikasnije apsorbiraju i
rasprSuju zracenje. Rezonantna frekvencija ovisi o vrsti metala i prirodi povrSine. Plazmoni
srebra 1 zlata imaju rezonantne frekvencije u vidljivom podrucju elektromagnetskog spektra i
zato se mogu pobuditi zracenjem lasera, u Vis i NIR podrucju, koji se koriste u Ramanovoj
spektroskopiji. Rezonantna frekvencija povrsinskih plazmona odreduje se snimanjem UV/Vis

apsorpcijskog spektra. !

metalne
Cestice

¢

elektronski oblak

elektricno polje

Slika 3. Shematski prikaz povrSinskih plazmona metalnog supstrata s naznac¢enim pomakom

elektronskog oblaka u odnosu na jezgru®

Ovaj mehanizam ne zahtijeva adsorpciju analita na metalnu povrsinu, ve¢ je dovoljno
da je analit u blizini povrSine metala. RasprSenje ¢e biti najjace za molekule koje su adsorbirane
1 polarizirane okomito na povrSinu metala, obzirom da je elektricno polje najjace kada je
okomito na povrSinu nanocestica. Udaljavanjem od povrSine metala dolazi do slabljenja
elektricnog polja 1 pojacanje rasprsenja je slabije. Na mjestu dodira dviju nanocestica zapazeno
je iznimno jako elektri¢no polje i ta mjesta se nazivaju ,,vruce tocke™ (engl. hot spots) te su
izuzetno SERS aktivna (pojacanje rasprSenja i do 10'? puta), a nastaju agregiranjem

nanodestica.’

Izabela Purasovi¢ Diplomski rad
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2.2.3. Mehanizam prijenosa naboja (kemijski mehanizam)
Mehanizam prijenosa naboja pretpostavlja stvaranje kemijske veze izmedu atoma analita i
metala. Prilikom pobude elektrona na hrapavoj metalnoj povrSini dolazi do nastanka para
elektron-Supljina, iz kojeg elektron prelazi u analit. Molekula se pobudi u virtualno stanje, a
zatim se vraca u vise vibracijsko stanje osnovnog elektronskog stanja i elektron se vra¢a u metal
pri cemu dolazi do rasprSenja zraCenja (slika 4).

Zbog stvaranja kemijske veze, ovaj mehanizam je ograniCen samo na jedan sloj
molekula oko metalne povrsine, za razliku od elektromagnetskog mehanizma gdje se rasprseno
zra¢enje promatra i iz udaljenijih slojeva. Kemijski mehanizam nije osnovni mehanizam

pojacanja rasprienja i primjenjiv je samo na pojedine molekule.®

A

* clektron

% ) A

Supljina

o]

Slika 4. Mehanizam prijenosa naboja
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2.3. Organske boje
2.3.1. Metilensko modrilo
Metilensko modrilo (MetB), poznato i kao tetrametiltionin klorid (slika 5), je ¢vrsta tvar koju
¢ine tamnozeleni kristali ¢ijim otapanjem u vodi nastaje otopina plave boje. Spoj MetB je
graden od srediSnjeg fenotiazinskog sustava na ¢ijim krajevima su dvije dimetilamino skupine.
Ovaj organski pigment koristi se u razlicite svrhe: kao bojilo u tiskarstvu (za papir) i
industriji tekstila (za kozu, pamuk 1 viskozu), kao indikator u biokemiji (za promatranje
bioloskih redoks reakcija), kao antiseptik u operacijskim salama i mnoge druge.” U medicini je
najpoznatiji kao inhibitor monoamin oksidaze (MAO) i lijek protiv methemoglobinemije. MAO
ima funkciju uklanjanja klju¢nih neurotransmitera (serotonin, dopamin, epinefrin, norepinefrin)
1z mozga. Metilensko modrilo inhibira enzim MAO 1 tako djeluje kao svojevrsni antidepresiv.
Kao lijek protiv methemoglobinemije, metilensko modrilo ima ulogu reducensa i reducira
zeljezo(Ill) u zeljezo(Il). Na taj na¢in MetB reducira methemoglobin u hemoglobin, koji
omogucava vezanje kisika na eritrocite te posljedi¢no stani¢no disanje i normalizaciju funkcija
organa.®
MetB se takoder koristi i u biokemiji za bojanje bakterija, pekarskog kvasca,

nukleinskih kiselina 1 drugih spojeva jer ne uzrokuje trajno bojanje, ne interferira s analitom 1

posjeduje nisku toksi¢nost.”

N -
~ N S \N+/

Slika 5. Strukturna formula metilenskog modrila
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2.3.2. Rodamin B
Rodamin B (RB) je ksantenska boja koja se koristi kao pigment u tekstilnoj industriji (za
bojanje koze, pamuka i vune) i tiskarstvu (za bojanje papira i kao tinta za pisac), kao pokazno
bojilo u analizi voda te kao fluorescentno bojilo za bojanje bakterija i enzima.’ Strukturna
formula RB je prikazana na slici 6. Kristali rodamina B su intenzivno crvene boje, zbog ¢ega
su jedno vrijeme bili ilegalno dodavani u bocice s ¢ilijem u prahu. Vodene otopine rodamina B
su jarko ruzicaste boje, radi cega se RB koristi kao pokazno bojilo u svrhu odredivanja smjera
toka 1 brzine protoka podzemnih voda.

Poput metilenskog modrila, i rodamin B se koristi kao boja u biokemijskim analizama.
S obzirom da otopine rodamina B intenzivno fluoresciraju zracenje, obojani bioloski vazni
analiti mogu se detektirati fluorescentnim mikroskopom, enzimskim imunoloskim testovima

(engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) i proto¢nom citometrijom.'”

COOH

S
Ny 0 \N/\
) T

Slika 6. Strukturna formula rodamina B
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

Srebrov nitrat, p.a., Gram-Mol

Tetraklorozlatna(III) kiselina trihidrat, p.a., Sigma-Aldrich

Trinatrijev citrat dihidrat, p.a., Kemika

3,7-bis(dimetilamino)fenotiazin-5-klorid (metilensko modrilo), p.a., Kemika
[9-(2-karboksifenil)-6-dietilamino-3-ksanteniliden]-dietilamonijev klorid (rodamin B), p.a.,
Merck

Fluorovodic¢na kiselina, p.a., Fluka

3.2. Priprava koloidnih suspenzija

3.2.1. Priprava koloidne suspenzije srebra

Koloidna suspenzija srebra pripravljena je redukcijom srebrova nitrata s trinatrijevim citratom
prema modificiranom Lee-Meiselovom postupku.!! Srebrov nitrat (0,03709 g) otopi se u
deioniziranoj vodi (206,06 mL) i1 zagrijava uz mijeSanje do vrenja na uljnoj kupelji. U vrucu
otopinu doda se otopina trinatrijevog citrata (0,04166 g otopljeno u 4,12 mL vode; w=1 %) 1
reakcijska smjesa se mijeSa uz vrenje 90 minuta pri cemu nastaje koloidna suspenzija smede-

sive boje.

3.2.2. Priprava koloidne suspenzije zlata

Koloidne nanocestice zlata u suspenziji pripravljene su redukcijom tetraklorozlatne(III) kiseline
s trinatrijevim citratom prema postupku opisanom u literaturi.!? Tetraklorozlatna(III) kiselina
trihidrat (0,10607 g) otopi se u deioniziranoj vodi (106,07 mL) i zagrijava na uljnoj kupelji do
vrenja uz mijeSanje na magnetskoj mijesalici. Nakon vrenja, u otopinu se doda otopina
trinatrijevog citrata (0,10129 g otopljeno u 10,03 mL vode; w = 1 %). Reakcijska smjesa se

mijesa uz vrenje jo§ dodatnih 15 minuta pri ¢emu nastaje suspenzija crveno-smede boje.

Izabela Purasovi¢ Diplomski rad
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3.3. Priprava otopina boja

Otopine boja pripravljene su otapanjem odredene koli¢ine ¢vrstog uzorka u deioniziranoj vodi.
Tako pripravljene otopine metilenskog modrila (0,00329 g otopljeno u 5,143 mL vode) i
rodamina B (0,00484 g otopljeno u 5,05 mL vode) molarnih koncentracija ¢ = 2,00x107> mol
dm3 koristene su za pripravu ishodnih otopina boja nizih koncentracija koje su se koristile za

pripremu mjernih uzoraka (tablica 1).

Tablica 1. Koncentracije ishodnih i radnih otopina organskih boja

c (ishodna otopina) / mol dm ™ | c (radna otopina) / mol dm>
8x107* 1x107*
4x1074 5x107°
8x1075 11073
4x107° 5x10°¢
8x10°¢ 1x10°¢
4x10°° 5x1077
8x1077 1x1077

3.4. Priprava mjernih uzoraka u koloidnim suspenzijama

Mjerni uzorci organskih boja u koloidnim suspenzijama pripravljeni su neposredno prije
mjerenja. Kao metalni supstrat koriStene su svjeze pripravljene i koncentrirane koloidne
suspenzije srebra i zlata koje su tijekom priprave uzoraka mijeSane na magnetskoj mijesalici
kako bi se osigurala homogenost supstrata i izbjeglo taloZenje nanocestica, §to moZe utjecati na

SERS spektar boje.

3.4.1. Svjeze koloidne suspenzije

Uzorci za SERS mjerenja u kojima je kao metalni supstrat koriStena svjeze pripravljena
koloidna suspenzija srebra, odnosno zlata, priredeni su u aluminijskoj posudici na nacin da se
5 uL organske boje odgovarajuce ishodne koncentracije (tablica 1) pomijesa s 35 uL koloida.
Konaéne (radne) koncentracije MetB, odnosno RB, u mjernim uzorcima iznosile su: 1x107
mol dm, 5107 mol dm™, 1x107° mol dm™, 5x107° mol dm=, 1x107° mol dm™, 5x10~7 mol

dm>3i1x107 mol dm>.
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3.4.2. Koncentrirane koloidne suspenzije

Koncentrirana koloidna suspenzija srebra, odnosno zlata, dobivena je centrifugiranjem svjeze
pripravljenog koloida brzinom od 5000 okretaja po minuti tijekom 15 minuta, nakon ¢ega se
odvaja supernatant od taloga. 85 % supernatanta se uklanja, a preostalih 15 % supernatanta se
pomijesa s talogom i koristi kao metalni supstrat za SERS mjerenja. Na taj nacin je iz 150 mL
svjeze pripravljenog koloida dobiveno 22,5 mL koncentrirane koloidne suspenzije. Tako
pripravljene koloidne suspenzije koriStene su kao metalni supstrati za SERS uzorke, gdje se,
kao i kod svjeze pripravljenih koloida, u aluminijsku posudicu ukupnog volumena 40 pL. dodalo
5 pL ishodne otopine boje i 35 pL koncentriranog koloida. Kona¢ne koncentracije boja u

uzorcima za mjerenje prikazane su u tablici 1 kao radne koncentracije.

3.5. Priprava mjernih uzoraka na ¢vrstim podlogama

Osim koloidnih suspenzija kao metalnih supstrata za pripravu SERS uzoraka, u ovom radu
koriStene su i ¢vrste podloge: staklo tretirano fluorovodi¢nom kiselinom i stakleni filter-papir.
Smyjesa organskih boja 1 koncentriranih koloidnih suspenzija nanosi se na ¢vrsti nosac i zatim

susi, nakon ¢ega se pripravljenom mjernom uzorku snima SERS spektar.

3.5.1. Tretirano staklo

Prva c¢vrsta podloga koriStena u radu bilo je predmetno stakalce za mikroskopiju. Prije
nanoSenja smjese boja 1 koloida, staklo je o¢iS¢eno otopinom fluorovodicne kiseline. Stakalce
se do pola svoje visine uronilo u otopinu fluorovodi¢ne kiseline (¢ =1 %) na 20 minuta, nakon
&ega se dobro ispralo deioniziranom vodom i susilo na zraku 48 sati.'?

Radne otopine boja MetB i RB volumena 100 puL pripremljene su neposredno prije
apliciranja na stakalce mijeSanjem 12,5 pL ishodne otopine organske boje s 87,5 uL
koncentriranog koloida. Tako pripravljeni mjerni uzorci sadrzavali su organske boje u
koncentracijskom rasponu od 1x10* do 1x10~7 mol dm>. Uzorci za mjerenje pripremani su na
nacin da se mikropipetom na stakalce stavilo 100 pL pripravljene otopine organske boje u
koncentriranom koloidu, a zatim su tretirana stakalca suSena na sobnoj temperaturi oko dva
sata. Na osusenim stakalcima uo¢io se obojani prsten, tzv. ,,prsten kave* (engl. coffee ring).'*
Koncentracijski ovisni SERS spektri boja na tretiranom staklu snimani su na rubovima nastalog

prstena.
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3.5.2. Stakleni filter-papir

Filter-papir sa staklenim nitima koriSten je kao drugi ¢vrsti nosac. Da bi se odredio optimalan
nacin priprave uzoraka za SERS mjerenja koji ¢e rezultirati s najve¢im pojacanjem Ramanova
rasprsenja, isprobana su dva nacina priprave uzorka na staklenom filter-papiru.

Kod prvog nacina priprave uzorka, na stakleni filter-papir je dodano 40 pL prethodno
pripravljene smjese koncentriranog koloida i boje, nakon Cega je filter-papir susen dva sata na
zraku i sniman. Konaé¢na koncentracija boje u pripravljenom uzorku bila je 5x107° mol dm™.

Kod drugog nacina priprave, na stakleni filter-papir mikropipetom je aplicirano 35 pL
odgovarajuce koncentrirane koloidne suspenzije, nakon ¢ega se tako tretirani filter-papir susio
na zraku oko dva sata, a zatim je na osuSeno podrucje s nanocesticama dodano 5 pL boje, tako
da je ukupna koncentracija MetB, odnosno RB, u sustavu iznosila 5x107 mol dm™. Nakon
dodatka otopine boje, filter-papir je susen dva sata na sobnoj temperaturi, a zatim se snimio
SERS spektar pripravljenog uzorka.'

Usporedbom SERS spektara dobivenih snimanjem uzoraka boje na ¢vrstom nosacu,
vidljivo je da prvi nacin priprave uzorka rezultira intenzivnijim vrpcama u spektrima, tako da
je taj nacin priprave uzoraka za SERS mjerenja na staklenom filter-papiru odabran za pripremu
uzoraka za snimanje koncentracijski ovisnih SERS spektara.

Uzorci za mjerenja na ¢vrstom nosacu od staklenog filter-papira koncentracija boja
1x1074,5x107°, 1x1073, 51075, 1x10°°, 5x1077 i 1x1077 mol dm™> pripremljeni su tako da je na
filter-papir mikropipetom dodano 50 pL prethodno pripremljene smjese organske boje i
koncentrirane koloidne suspenzije srebra, odnosno zlata. Nakon susenja tretiranog filter-papira

na zraku, snimani su SERS spektri pripravljenog uzorka boje.

3.6. Priprava uzoraka za odredivanje reproducibilnosti

Za odredivanje reproducibilnosti pripravljeni su uzorci boja MetB i RB, ¢ = 5x107° mol dm,
u svim koloidnim suspenzijama te na obje vrste ¢vrstih nosaca. Tri mjerna uzorka pripremana
su na isti na¢in i snimljeni su im SERS spektri. Jednom uzorku boje u koloidnim suspenzijama
SERS spektar je snimljen tri puta, dok je kod ¢vrstih nosaca spektar snimljen na tri razlicita

mjesta na nosacu. Za preostala dva uzorka provedeno je samo jedno snimanje.
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3.7. Mjerni uredaji

Pomoéu UV/Vis spektrofotometra SPECORD 200 tvrtke Analytik Jena snimljeni su
apsorpcijski spektri uz koristenje kvarcnih kiveta duljine puta zraenja 0,2 cm. Spektri su
snimljeni u podrucju 190—1100 nm.

Mettler Toledo MP 220 pH-metar s InLab®413 kombiniranom staklenom—kalomel
elektrodom koriSten je za mjerenje pH-vrijednosti koloidnih suspenzija. Uredaj je prije
mjerenja bazdaren s otopinama pufera pH 7,00 i 4,00.

Za snimanje Ramanovih i SERS spektara koriSten je konfokalni Ramanov
mikroskop/spektrometar InVia tvrtke Renishaw opremljen laserima koji emitiraju zracenje pri
532 1 785 nm. Prilikom snimanja spektara, snage lasera mijenjane su ovisno o uzorku. Za
snimanje spektara koristen je objektiv povecanja x5 ili x20. Tako su svi uzorci za mjerenja
Ramanovih spektara i SERS spektara u koloidnim suspenzijama snimani s objektivom
povecanja x5, dok su uzorci na ¢vrstim nosac¢ima snimani pod povecanjem x20. Svi spektri su
snimani u podruéju 100—3200 cm!' uz vrijeme ekspozicije od 10 s, prikupljena je jedna

akumulacija. Spektri su obradeni u programu Wire 5.3.
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Karakterizacija koloidne suspenzije srebra

Koloidna suspenzija srebra pripravljena je redukcijom srebrovog nitrata s trinatrijevim
citratom. Snimanjem UV/Vis spektra svjeze pripravljenog koloida srebra odredena je valna
duljina maksimalne apsorpcije koja je iznosila 413 nm (slika 7). pH-vrijednost koloida je 6,83

$to upucuje na stabilnost koloidne suspenzije.'®!”
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Slika 7. UV/Vis spektar AgNP svjezeg koloida

Ramanovi spektri svjeze pripravljenog (AgNP_svjeZzi) i koncentriranog (AgNP_konc)
koloida srebra, snimljeni pri valnim duljinama pobude 532 1 785 nm, prikazani su na slici 8.

U spektrima svjeze pripravljenog, kao 1 u spektrima koncentriranog koloida srebra
uocavaju se iroke vrpce oko 900 i 1400 cm ™! koje potjecu od vibracija citratnih aniona.’ Buduéi
da je trinatrijev citrat koriSten u sintezi metalnih nanocestica kao reducirajuéi agens, zaostali
citrati nakon redukcije smjesStaju se na nanocestice srebra 1 na taj nacin ih stabiliziraju. U
Ramanovim spektrima pri 785 nm vrpce citrata su intenzivnije u spektrima koncentriranog
koloida u odnosu na svjeze pripravljeni (slika 8.b i 8.d), vrlo vjerojatno zbog povecanja broja
nanocestica u jednakom volumenu suspenzije nakon centrifugiranja koloida. Priblizavanje
nanocCestica srebra moze rezultirati stvaranjem ,,vru¢ih tocaka™ (engl. hot spots) gdje je

pojadanje rasprienja zraéenja vrlo veliko.
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Slika 8. Ramanovi spektri koloidnih suspenzija srebra: a) AgNP_svjezi pri valnoj duljini

pobude 532 nm, snaga lasera 5 mW, b) AgNP_svjeZi pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga

lasera 30 mW, c¢) AgNP_konc pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 5 mW 1 d)

AgNP_konc pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 30 mW

4.2. Karakterizacija koloidne suspenzije zlata

Koloidna suspenzija nanocestica zlata pripravljena je iz tetraklorozlatne(III) kiseline pri ¢emu

je kao redukcijsko sredstvo koristen trinatrijev citrat. Apsorpcijski spektar dobivenog koloida

prikazan je na slici 9, gdje je jasno vidljiv maksimum na 545 nm. Izmjerena pH-vrijednost

suspenzije iznosila je 3,34.

Izabela Purasovié¢

Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 17

545

2,0 -

-
(&)
|

Apsorbancija
o
|

0,5+

0,0 -———7——7
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Valna duljina / nm

Slika 9. UV/Vis spektar koloidne suspenzije zlata

Snimljeni su Ramanovi spektri svjeze pripravljenog (AuNP_svjezi) i koncentriranog
(AuNP_konc) koloida pri valnim duljinama pobude 532 i 785 nm (slika 10). U Ramanovim
spektrima koloida zlata pri pobudi 532 nm (slike 10.a i 10.c) javlja se nekoliko Sirokih vrpci
slabog intenziteta koje odgovaraju vibracijama citratnih aniona. Pobuda pri 785 nm rezultira
spektrima zlatnih koloidnih suspenzija u kojima su jasno vidljive anomalne vrpce citratnih iona
koje okruzuju metalne nanodestice, te njihovih razgradnih, odnosno oksidacijskih produkata.’
U oba koloida pri pobudi 785 nm najintenzivnije vrpce oko 250 cm™! odgovaraju istezanju veze

Au-O. Vrpce koje potjecu od vibracija citratnih aniona javljaju se kod 1030 cm™' i oko 1400

1 1

cm™'. Siroke i slabije definirane vrpce u podrudju 1400—-1600 cm™' vrlo vjerojatno potjeéu od

vibracija razgradnih produkata citratnth aniona: acetondikarboksilne 1 acetoacetatne

kiseline, 1920
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Slika 10. Ramanovi spektri koloidnih suspenzija zlata: a) AuNP_svjezi pri valnoj duljini
pobude 532 nm, snaga lasera 100 mW, b) AuNP_svjeZi pri valnoj duljini pobude 785 nm,
snaga lasera 150 mW, c) AuNP_konc pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 100 mW
1d) AuNP_konc pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 30 mW

4.3. Ramanovi spektri boja
4.3.1. Metilensko modrilo
Snimljeni su Ramanovi spektri ¢vrstog uzorka boje MetB i vodene otopine MetB koncentracije
¢=2x1072 mol dm? pri valnim duljinama pobude 532 i 785 nm (slika 11). OpaZene vibracijske
vrpce asignirane su u tablici 2.

Dobiveni Ramanovi spektri boje MetB razlikuju se ovisno o valnoj duljini pobudnog
zraCenja. Tako je spektar krutine MetB kod 532 nm bogat vrpcama od kojih su najveceg
intenziteta vrpce koje potjeCu od istezanja i deformacija srediSnjeg fenotiazinskog sustava.

! odgovara istezanjima CC veza sredi$njeg aromatskog

Najintenzivnija vrpca kod 1625 cm™
sustava, dok veéina intenzivnih vrpci izmedu 1390 i 1500 cm™! potjede od istezanja CC i

svijanja C—H veza fenotiazinskog sustava.?’?> Vrpce u podruéju nizih valnih brojeva rezultat
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su vibracija svijanja C—H veza fenotiazina i aminometilenskih skupina (tablica 2). Vrpca kod
500 cm ™! potjede od svijanja CNC dimetilamino skupine, dok se vrpca oko 450 cm™! pripisuje
deformaciji fenotiazinskog sustava.?’

Spektar krutine MetB snimljen pobudom pri 785 nm sadrzi samo nekoliko vrpci koje
odgovaraju vibracijskim modovima metilenskog modrila (tablica 2) i odgovaraju isteznim
vibracijama te deformacijama srediSnjeg aromatskog sustava. Bazna linija je uzdignuta zbog

fluorescencije uzorka.
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Slika 11. Ramanovi spektri: a) ¢vrstog uzorka MetB pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga
lasera 1 mW, b) ¢vrstog uzorka MetB pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 3 mW,
¢) otopine MetB (¢ = 2x107% mol dm ) pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 10
mW i d) otopine MetB (c = 2x107> mol dm™>) pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera
150 mW

SERS spektar vodene otopine metilenskog modrila koncentracije ¢ = 2x10* mol dm
snimljen pri pobudi 532 nm pokazuje jako slabe vrpce, od kojih je jasno vidljiva samo vrpca
CC istezanja veza u aromatskom sustavu kod 1628 cm™!. Za razliku od SERS spektra pri 532

nm, spektar otopine MetB snimljen pobudom pri 785 nm rezultira ve¢im brojem vrpci ¢ija
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asignacija je dana u tablici 2. Kao i u spektru krutine, najintenzivnije vrpce pri 1627, 1400 1 450

cm ! potjecu od vibracijskih modova fenotiazina.

Tablica 2. Asignacija Ramanovih spektara ¢vrstog uzorka MetB i otopine MetB (c = 2x107

mol dm>) pri valnim duljinama pobude 532 i 785 nm?°-2

Valni broj / cm™
4 =532 nm A =785 nm
_ _ Vibracija
Cvrsti Cvrsti
wzorak Otopina wzorak Otopina
1620 1628 1615 1627 v CC (ft)
1504 v CC (ft), 8 CH3

1471 6 CHs, vCC (ft)
1414 v C—N (dma)
1399 1399 1393 1400 dip CH (ft)
1304 1304 v C—N (ft)

1180 1187 v C—N (dma)
1149 o CH (ft)
1073 1071 v C—N (dma)
1034 o CH (ft)
855 859 8 C—S—C (ft)
774 774 777 doop CH (1)
673 doop CH (1)
501 497 502 6 CNC (dma)
450 445 450 o CNC (ft)

Kratice: v — istezanje, 6 — deformacija, ip — u ravnini, 0oop — izvan ravnine, (ft) — fenotiazin, (dma) — dimetilamino.
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4.3.2. Rodamin B
Snimljeni su Ramanovi spektri évrstog uzorka RB i otopine RB (¢ = 2x107> mol dm™>) pri 532
1785 nm (slika 12) te su asignirane dobivene vrpce (tablica 3).

Ramanovi spektri RB razlikuju se ovisno o valnoj duljini pobudnog zracenja. Pri
snimanju spektra ¢vrstog uzorka pobudnim zraenjem valne duljine 532 nm nije bilo moguce
detektirati signal, koji je pri vecoj snazi lasera uzrokovao zasi¢enje detektora, dok je pri manjoj
snazi lasera potpuno izostao (slika 12.a). U spektru otopine RB, prikazanom na slici 12.c, pri
istoj valnoj duljini pobude, takoder nisu uocene vrpce koje bi odgovarale vibracijama spoja,
ve¢ Siroka vrpca fluorescencije RB koja prekriva Citavo spektralno podrucje. Opisano se
pripisuje svojstvima apsorpcije i emisije zra¢enja organske boje. RB apsorbira zracenje pri 555
nm (slika D1), nakon ¢ega intenzivno fluorescira.”® S obzirom da je valna duljina pobude, 532
nm, blizu valnoj duljini maksimuma apsorpcije RB, pobuduju se elektronski prijelazi u

molekuli i odgovarajuéi procesi, koji otezavaju detekciju Ramanovog rasprsenja.
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Slika 12. Ramanovi spektri: a) ¢vrstog uzorka RB pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga
lasera 0,1 mW, b) ¢vrstog uzorka RB pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 0,3 uW,
¢) otopine RB (¢ = 2x1073 mol dm™) pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 0,1 uW i
d) otopine RB (¢ = 2x10~° mol dm>) pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 150 mW
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Ramanovi spektri ¢vrstog uzorka RB i otopine RB pri 785 nm prikazani su na slici 12.b
i 12.d. U spektru krutine RB javljaju se vrlo slabe vrpce u podru&ju 1280-1650 cm™! koje
potjecu od isteznih CC vibracija ksantenskog sustava (tablica 3). Podignuta bazna linija rezultat
je fluorescencije rodaminske boje.

U Ramanovom spektru otopine RB koncentracije ¢ =2x10~° mol dm > opaZaju se vrpce
istezanja CC veze ksantenskog sustava pri 1357, 15071 1651 cm™!, dok svijanje metilne skupine
rezultira vrpcom pri 1077 cm™!. Vrpce deformacija C—H veza sredisnjeg aromatskog sustava
smjestene su na 1204 i 734 cm™!, dok je vrpca pri 1278 cm ™! rezultat istezanja veza C—-O—C iz

ksantenskog sustava. Vrpce ispod 700 cm™! potje¢u od vibracija i torzija ¢itave molekule.?-?’

Tablica 3. Asignacija Ramanovih spektara ¢vrstog uzorka RB i otopine RB (¢ = 2x107* mol

dm™) pri valnoj duljini pobude 785 nm?**?’

Valni broj / cm™
42 =785 nm
e Vibracija
wzorak Otopina
1646 1651 v CC (ar)
1531 v CC (ks)
1503 1507 v CC (ks), 8 CH3
1361 1357 v CC (ks)
1285 1278 v C-0—C (ks)
1204 dip CH (ks)
1077 o CH (CHa)
734 doop CH (ks)
621 0 prsten (ks)
588 0 prsten (ks)
488 0 prsten (ks)
351 0 prsten (ks)

Kratice: v — istezanje, 6 — deformacija, ip — u ravnini, oop — izvan ravnine, (ks) — ksanten, (ar) — aromat.

Izabela Purasovi¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 23

4.4. Koncentracijski ovisni SERS spektri
U svrhu ispitavanja uc¢inkovitosti pripravljenih SERS supstrata srebra i zlata, snimljeni su SERS
spektri otopina MetB i RB razlicitih koncentracija u koloidnim suspenzijama i na ¢vrstim

nosacima pri valnim duljinama pobude 532 i1 785 nm.

4.4.1. Svjeze pripraviljena koloidna suspenzija srebra
Snimljeni su koncentracijski ovisni SERS spektri MetB u svjeze pripravljenom koloidu srebra
pri 532 nm (slika 13) 1 785 nm (slika 14).

Nanocestice srebra u koloidnoj suspenziji AgNP svjezi okruzene su negativno
nabijenim citratnim ionima. Dodatkom boje u koloid, citratni anioni elektrostatski privlace
pozitivno nabijene molekule MetB. Kada se molekule boje priblize metalnoj povrsini, dolazi
do pojacanja rasprSenja zracenja. Intenzitet povrSinski pojacanog rasprSenog zracenja ovisi o
koncentraciji boje u koloidnoj suspenziji, ali se ne povecava linearno s porastom koncentracije.
Na to jasno ukazuje ovisnost intenziteta vrpce pri 1624 cm ™!, koja odgovara istezanju CC veze
srediSnjeg fenotiazinskog sustava, o koncentraciji boje MetB u mjernim uzorcima pri obje
valne duljine pobude, prikazana kao umetci na slikama 13 i 14. Vidljivo je da najvece rasprsenje
ne daje uzorak boje najveée koncentracije, veé sljedece nize koncentracije (5x107° mol dm3).
Zapazeno se moze objasniti razli¢itim smjeStanjem molekula MetB na povrSini metala.
Intenzitet vrpci u SERS spektrima ovisi o polozaju analita na metalnom supstratu, pri ¢emu se
najvece pojacanje rasprSenja zraCenja zapaza za molekule orijentirane okomito na povrSinu
metala.® Pri visokim koncentracijama boje, velik broj molekula MetB je ,.gusto* poslagan i
smjeSten pod odredenim kutem prema povrSini koloidnih nanocestica $to rezultira slabijim
rasprSenjem zracenja. Smanjenjem koncentracije, manji broj molekula boje lakSe zauzima
optimalan okomit poloZaj prema nanocesticama srebra uslijed ¢ega se maksimalno pojacava
Ramanovo rasprSenje. Daljnjim smanjenjem koncentracije, u mjernom sustavu je prisutan sve
manji broj molekula analita koje se na razliCite nacine mogu orijentirati prema povrsini srebra,
pod odredenim kutem ili ¢ak paralelno, S§to ne doprinosi pojacanju rasprSenja. Granica detekcije
za MetB u svjeze pripravljenom koloidu srebra, pri valnim duljinama pobude 532 1 785 nm,
iznosi ¢ = 5x107° mol dm™3, s obzirom da je to najmanja koncentracija za koju je opazen SERS
spektar boje. SERS spektri nizih koncentracija analita odgovaraju Ramanovim spektrima svjeze

pripravljene koloidne suspenzije srebra.
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Slika 13. SERS spektri spoja MetB razli¢itih koncentracija u svjeze pripravljenom koloidu

srebra, AgNP_svjezi, pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 0,5 mW
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Slika 14. SERS spektri spoja MetB razli¢itih koncentracija u svjeze pripravljenom koloidu

srebra, AgNP_svjezi, pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 0,15 mW
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U tablici 4 prikazana je asignacija vrpci otopina MetB koncentracija ¢ = 5x10~> mol

dm>3ic=5%x10"°mol dm>.

Tablica 4. Asignacija osnovnih vrpci u SERS spektrima MetB razlicitih koncentracija u koloidu

AgNP svjezi, pri valnim duljinama pobude 532 1 785 nm

20-22,28

Valni broj / cm™

4A=532 nm A =785 nm Vibracija
c=5x10"5 | ¢=5x10" | ¢ =5x10" | ¢ =5x10"°
mol dm=> | moldm= | moldm™> | mol dm™
1624 1625 1623 1623 v CC (ft)
1500 v CC (ft), d CH3
1470 1470 6 CH;, vCC (ft)
1397 1398 1399 1400 dip CH (ft)
1364 1366 6 CNC (dma)
1302 1302 1303 v C—N (ft)
1182 1182 v C—N (dma)
1153 dip CH (ft)
1071 v C—N (dma)
1037 1047 dip CH (ft)
949 959 0 prsten (ft),
6 C—S—C (ft)
859 6 C—S—C (ft)
771 773 doop CH (ft)
670 672 doop CH (ft)
504 593 0 prsten (ft),
0 CNC (dma)
500 503 506 0 CNC (dma)
446 449 450 6 CNC (ft)
245w 245 v Ag—N

Kratice: v — istezanje, & — deformacija, ip — u ravnini, oop — izvan ravnine, (ft) — fenotiazin, (dma) — dimetilamino, w — slaba.
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Snimljeni su SERS spektri otopina RB u koncentracijskom podrugju 1x107—1x107*
mol dm u svjeZe pripravljenom koloidu srebra pri pobudi 532 (slika 15) i 785 nm (slika 16).

Pri valnoj duljini pobude 532 nm u koncentracijski ovisnim SERS spektrima RB nisu
uocene vibracijske vrpce rodaminske boje, ve¢ samo Siroka vrpca fluorescencije koja prekriva
Ramanovo rasprsenje. Kao §to je ranije navedeno, valna duljina pobudnog zracenja 532 nm je
vrlo blizu valnoj duljini apsorpcije rodamina B (Amax = 555 nm) i energija pobudnog zracenja

uzrokuje elektronske prijelaze Sto rezultira apsorpcijom i fluorescencijom zracenja u spektru.

1x10™ mol dm™
5x10° mol dm™
1%10° mol dm™
5x10° mol dm™
1x10° mol dm™
5x107 mol dm”
1x107 mol dm™

Ramanov intenzitet
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Valni broj / cm™
Slika 15. SERS spektri spoja RB razli¢itih koncentracija u svjeze pripravljenom koloidu

srebra, AgNP_svjezi, pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 0,1 uW

U SERS spektrima otopina RB razli¢itih koncentracija u koloidu AgNP svjezZi pri
pobudi 785 nm (slika 16) uocene su vibracijske vrpce rodamina B i njihova asignacija je
prikazana u tablici 5. U spektrima dominiraju vrpce vibracije ksantenskog sustava, i to istezanje
aromatskih CC veza pri 1649, 1507 i 1358 cm!, istezanje C-O-C veze pri 1278 cm™! i

deformacija izvan ravnine aromatskih CH skupina (734 cm™!).23-28
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Slika 16. SERS spektri spoja RB razli€itih koncentracija u svjeZe pripravljenom koloidu

srebra, AgNP_svjezi, pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 300 mW

Intenzitet vrpci u koncentracijski ovisnim SERS spektrima spoja RB ne mijenja se
linearno s promjenom koncentracije, $to je jasno vidljivo na slici 16. Iz prikaza ovisnosti
intenziteta vrpce aromatskog istezanja ksantena pri 1358 cm™! o promjeni koncentracije otopina
RB (umetak na slici 16) vidljivo je da u svjeze pripravljenom koloidu srebra najintenzivnije
raspriuje zraenje otopina rodamina B koncentracije 510> mol dm . Kao §to je navedeno kod
ranije prikazanih SERS spektara otopina metilenskog modrila, pretpostavlja se da se molekule
RB u otopinama vece 1 manje koncentracije od optimalne slazu pod kutem prema povrSini
srebra, Sto rezultira slabijim pojacanjem Ramanova rasprSenja. Kod koncentracije boje u ¢ijem
SERS spektru se javljaju najintenzivnije vrpce, molekule RB su okomito slozene na povrsini.
Kod takvog slaganja molekula promjena polarizabilnosti je najveca, stoga je i pojacanje
rasprSenja zra¢enja maksimalno. Granica detekcije za rodamin B u koloidu AgNP_svjezi iznosi

1%x10~° mol dm™.
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Tablica 5. Asignacija osnovnih vrpci u SERS spektrima RB razli¢itih koncentracija u koloidu

AgNP svjezi, pri valnoj duljini pobude 785 nm?-28
Valni broj / cm™!
c=5x10" | c=1x107 Vibracija
mol dm= | mol dm
1649 1649 v CC (ar)
1528 1528 v CC (ks)
1507 1507 v CC (ks), 6 CH3
1358 1357 v CC (ks)
1278 1275 v C—0—C (ks)
1201 dip CH (ks)
1075 6 CH (CH3)
1046 v CH (e)
734 doop CH (ks)
620 620 0 prsten (ks)
245 vAg—O/vAg—N

Kratice: v — istezanje, & — deformacija, ip — u ravnini, oop — izvan ravnine, (e) — etil, (ks) — ksanten, (ar) — aromat.

4.4.2. Koncentrirana koloidna suspenzija srebra
Koncentracijski ovisni SERS spektri spoja MetB u koncentriranom koloidu srebra, pri
pobudama 532 i 785 nm, prikazani su na slikama 17 i 18. Koncentrirana koloidna suspenzija
srebra priprema se centrifugiranjem svjeze pripravljenog koloida. Na taj nacin se povecava broj
metalnih nanocestica u odnosu na broj nanocestica u istom volumenu svjezeg koloida te se
uklanja suviSak citratnih aniona, koji inace stabiliziraju nanocestice, ¢ime se omogucava
spontana agregacija nanocestica i stvaranje ,,vru¢ih toaka“ u kojima je pojacanje rasprSenja
zraCenja vrlo intenzivno. Kao rezultat navedenog, u SERS spektrima MetB u AgNP konc
uocen je velik broj vrpci koje nisu bile vidljive u spektrima MetB u koloidu AgNP_svjezi.
SERS spektri otopina MetB u koncentriranom koloidu srebra prate trend nelinearne
ovisnosti intenziteta vrpce pri 1625 cm™! o koncentraciji MetB u mjernom uzorku (umetci na
slikama 17 1 18), koji je ve¢ zapazen kod koloida AgNP svjezi. Najniza koncentracija spoja

MetB za koju je opaZen spektar iznosi 5x107° mol dm™.
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U tablici 6 prikazana je asignacija vibracijskih vrpci MetB koncentracija ¢ = 5x107° mol
dm™ i ¢ =5x10"° mol dm3, u koncentriranom koloidu srebra.

Pri obje valne duljine pobude najintenzivnije vrpce potjecu od vibracija srediSnjeg
fenotiazinskog sustava. Tako vrpce na 16251 1397 cm™! (pri pobudi 532 nm), odnosno 1623 i
1398 cm™! (pri pobudi 785 nm) odgovaraju aromatskom CC istezanju, odnosno svijanju C—H
veza fenotiazina u ravnini. Kod pobude pri 532 nm javlja se srednje intenzivna vrpca pri 1474
cm ! kojoj doprinosi vibracija svijanja metilne skupine te istezanje srediS$njeg aromatskog
sustava. Vibracije dimetilamino skupina vezanih na sredi$nji aromatski sustav javljaju se u
spektrima kao istezanje C—N veze pri 1072 cm™' i deformacija CNC skupine pri 1361 i 501
cm . Nakon pobude SERS uzoraka MetB zradenjem pri 785 nm (slika 18), osim intenzivnih
vrpci fenotiazinskog sustava pri 1623, 1398, 773 1 448 cm™!, u spektru su jasno vidljive i vrpce
srednjeg intenziteta pri 1184 i 502 cm™! koje odgovaraju vibracijskim modovima dimetilamino
skupine. Uzdignuta bazna linija posljedica je fluorescencije molekula metilenskog modrila.
Smanjenje koncentracije boje u mjernim sustavima ne rezultira znacajnim pomacima niti
promjenom omjera intenziteta postojec¢ih vrpci, $to ukazuje samo na male promjene orijentacije
molekula MetB na povrSinu srebra. Najvefe promjene intenziteta u SERS spektrima
zamijeCene su za vrpce fenotiazinskog sustava, koje su 1 najintenzivnije u spektrima. Njithov
intenzitet zamjetno pada sa smanjenjem koncentracije, dok se intenzitet vrpci dimetilamino
skupina vrlo malo mijenja. MoZe se pretpostaviti da se molekule MetB adsorbiraju na
nanocestice srebra na nacin da je planarni fenotiazinski sustav okomit na povrsinu metala (kod
optimalne koncentracije), dok je aromatski sustav pod kutem pri koncentracijama niZim i vi§im

od optimalne.
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Slika 17. SERS spektri spoja MetB razlicitih koncentracija u koncentriranom koloidu srebra,

AgNP_konc, pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 0,5 mW
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Slika 18. SERS spektri spoja MetB razli¢itih koncentracija u koncentriranom koloidu srebra,

AgNP_konc, pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 0,15 mW
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Tablica 6. Asignacija osnovnih vrpci u SERS spektrima MetB razlicitih koncentracija u koloidu

AgNP_konc, pri valnim duljinama pobude 532 1 785 nm

20-22,28

Valni broj / cm™

A=532 nm A=785 nm Vibracija
c=5%x10"° | ¢=5%10"° | c=5%x10"5 | ¢ =5x107%
mol dm= | moldm= | moldm=> | mol dm™
1625 1625 1623 1623 v CC (ft)
1501 v CC (ft), 8 CH3
1474 1470 6 CHs, v CC (ft)
1438 1435 v CC (ft)
1397 1398 1398 1399 dip CH (ft)
1361 6 CNC (dma)
1302 1302 v C—N (ft)
1184 1184 v C—N (dma)
1159 dip CH (ft)
1072 v C—N (dma)
1038 1040 dip CH (ft)
051 949 0 prsten (ft),
o C-S—C (ft)
885 doop CH (ft)
860 862 8 C—S—C (ft)
772 773 772 doop CH (ft)
671 671 doop CH (ft)
4 592 0 prsten (ft),
0 CNC (dma)
501 502 501 0 CNC (dma)
447 448 447 d CNC (ft)
245w 246 v Ag—N

Kratice: v — istezanje, & — deformacija, ip — u ravnini, oop — izvan ravnine, (ft) — fenotiazin, (dma) — dimetilamino, w — slaba.
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SERS spektri otopina rodamina B razli¢itih koncentracija (1x1077~1x10~* mol dm ) u
koncentriranom koloidu srebra, snimljeni pri pobudama 532 1 785 nm, prikazani su na slikama
191 20.

U SERS spektru RB, snimljenom pri 532 nm, fluorescencija prekriva cijeli spektar i
nisu zamijecene karakteristicne vrpce boje. Lasersko pobudno zracenje pri 785 nm rezultira
mnostvom vrpci u koncentracijski ovisnim SERS spektrima rodamina B. Velik broj novih
vrpci, koje nisu zamije¢ene u spektru svjeze pripravljenog koloida srebra, navodi na zakljucak
da je AgNP konc optimalniji supstrat za dobivanje SERS spektara boja, Sto je i ocekivano s
obzirom na moguénost agregacije i stvaranja podrucja jakog poja¢anja Ramanovog rasprsenja.
Detaljna asignacija vrpci, od kojih ponovno najintenzivnije vrpce u spektru odgovaraju
vibracijama ksantenskog sustava, prikazana je u tablici 7 za koncentracije RB ¢ = 5x10~> mol
dm™ic=5x10"%mol dm™. Vidljivo je da veéina novih vrpci odgovara vibracijama ksantena,
Sto upucuje da se upravo ksantenski prsten slaze okomito prema povrsSini metala.

Umetak na slici 20 jasno pokazuje prethodno opisanu ovisnost intenziteta vrpce
istezanja srediSnjeg aromatskog sustava o promjeni koncentracije RB u mjernom uzorku.

Granica detekcije boje RB u supstratu AgNP_konc je ¢ = 5x10~" mol dm™.
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Slika 19. SERS spektri spoja RB razlicitih koncentracija u koncentriranom koloidu srebra,

AgNP_konc, pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 0,1 pW
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Slika 20. SERS spektri spoja RB razli¢itih koncentracija u koncentriranom koloidu srebra,

AgNP_konc, pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 30 mW
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Tablica 7. Asignacija osnovnih vrpci u SERS spektrima RB razlic¢itih koncentracija u koloidu

AgNP kongc, pri valnoj duljini pobude 785 nm

23-28

Valni broj / cm™

c=5%105 | ¢=5x10"¢ Vibracija

mol dm= | mol dm™
1649 1650 v CC (ar)
1595 v CC (ks)
1531 1530 v CC (ks)
1508 1508 v CC (ks), 6 CH3
1385 v CC (ar)
1359 1359 v CC (ks)
1281 1281 v C-0—C (ks)
1203 1202 dip CH (ks)
1188 dip CH (ks)
1077 1077 6 CH (CHs3)
1012 1014 dip CH (ks)
923 & CCC (ks)
790 doop CH (ks)
737 738 doop CH (ks)
684 doop CH (ks)
665 doop CH (ks)
621 621 0 prsten (ks)
551 0 prsten (ks)
520 0 prsten (ks)
487 490 0 prsten (ks)
355 355 0 prsten (ks)
241 240 vAg-O/vAg-N

Kratice: v — istezanje, 6 — deformacija, ip — u ravnini, oop — izvan ravnine, (ks) — ksanten, (ar) — aromat.
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4.4.3. Svjeze pripravijena koloidna suspenzija zlata

SERS spektri otopina MetB koncentracija 1x1077—1x10 mol dm™ snimljeni su u svjeZe
pripravljenom koloidu zlata pri valnim duljinama pobude 532 1 785 nm (slike 21 1 22). Koloidne
nanocestice zlata okruzene su negativnim citratnim ionima i elektrostatski privlace pozitivno
nabijene molekule analita, pri ¢emu se one priblizavaju povrsini metala S§to dovodi do nastanka
SERS signala.

U dobivenim spektrima, pri pobudi 532 nm, opazene su samo dvije vrpce koje se
pripisuju vibracijama istrazivane boje. To su vrpce pri 1625 i 1396 cm™!, koje odgovaraju
istezanju CC veza fenotiazina, odnosno vibraciji izvan ravnine aromatskih C—H veza. Ostale
vrpce spoja MetB nisu opazene vrlo vjerojatno zbog fluorescencije otopina. Najniza
koncentracija pri kojoj je uoden spektar spoja MetB u koloidu AuNP_svjezi bila je 1x107° mol
dm™.

Spektri otopina boje MetB, snimani pri pobudi 785 nm, sadrze jasno definirane i
intenzivne vrpce vibracija sredi$njeg fenotiazinskog sustava (1623, 1397, 773 i 502 cm™!) i
dimetilamino skupine (11871 502 cm™!). Detaljna asignacija vrpci dana je u tablici 8. Opadanje
intenziteta vrpci uslijed smanjenja koncentracije spoja u koloidu zlata ne prati linearni trend
(umetak na slici 22), Sto je uo€eno 1 kod koriStenja koloida srebra kao metalnog supstrata. SERS
spektar s najintenzivnijim vrpcama dobiven je snimanjem uzorka MetB koncentracije ¢ = 5%10~
> mol dm™, gdje se pretpostavlja optimalno okomito slaganje aromatskog fenotiazinskog

sustava na nanocestice zlata. Granica detekcije za MetB u svjeZe pripravljenom koloidu zlata

pri pobudi 785 nm iznosi 5x107° mol dm™.
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Slika 21. SERS spektri spoja MetB razli¢itih koncentracija u svjeze pripravljenom koloidu

zlata, AuNP_svjezi, pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 1 mW
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Slika 22. SERS spektri spoja MetB razli¢itih koncentracija u svjeze pripravljenom koloidu
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zlata, AuNP_svjezi, pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 0,3 mW
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Tablica 8. Asignacija osnovnih vrpci u SERS spektrima MetB razlicitih koncentracija u koloidu

AuNP svjezi, pri valnim duljinama pobude 532 i 785 nm?2-222%-30

Valni broj / cm™
4A=532 nm A=785 nm Vibracija
c=5x10"5 | ¢=1x10" | ¢ =5x10" | ¢ =5x10"°
mol dm= | moldm= | moldm~> | mol dm™
1625 1623 v CC (ft)
1543 v CC (ft)
1501 v CC (ft), 8 CH3
1471 6 CHs, v CC (ft)
1438 v CC (ft)
1396 1397 dip CH (ft)
1303 v C—N (ft)
1187 v C—N (dma)
1039 dip CH (ft)
950 d prsten (ft),
8 C—S—C (ft)
886 doop CH (ft)
862 0 C-S—C (ft)
773 doop CH (ft)
670 doop CH (f1)
503 0 prsten (ft),
6 CNC (dma)
502 0 CNC (dma)
449 0 CNC (ft)
251 v Au—O/v Au—-S

Kratice: v — istezanje,  — deformacija, ip — u ravnini, oop — izvan ravnine, (ft) — fenotiazin, (dma) — dimetilamino.
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Snimljeni su koncentracijski ovisni SERS spektri spoja RB u svjeze pripravljenom
koloidu zlata pri pobudama 532 (slika 23) i 785 nm (slika 24).

Budu¢i da je valna duljina pobudnog zracenja (A = 532 nm) vrlo blizu valne duljine
maksimalne apsorpcije rodamina B (Amax = 555 nm), SERS spektri RB pri pobudi navedenim
laserskim zracenjem ne pokazuju signale karakteristicne za vibracijske modove molekule boje,

vec se intenzivna Siroka vrpca u spektru pripisuje fluorescenciji spoja.

—— 1x10™* mol dm™
5x10° mol dm”
1x10® mol dm™

——5x10° mol dm™
1x10°® mol dm™
5x10” mol dm™

1x107 mol dm™
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Slika 23. SERS spektri spoja RB razli¢itih koncentracija u svjeze pripravljenom koloidu zlata,

AuNP _svjezi, pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 0,1 uW

U SERS spektrima otopina RB razlic¢itih koncentracija pri pobudi 785 nm vidljive su
brojne vrpce koje potjecu od vibracija strukturnih motiva molekula rodamina B. Vrlo intenzivne
vrpce pri 1509, 1359, 1280 i 622 cm™! koje odgovaraju vibracijama istezanja i svijanja
ksantenske jezgre, zajedno uz vrpcu istezanja CC veza aromatskog prstena pri 1649 cm™!,
upucuju na zakljucak da su aromatski prstenovi smjesteni vrlo blizu povrSine zlata, te se vrlo
vjerojatno adsorbiraju na zlato tvoreci m-interakcije s elektronima metala. Ovisnost intenziteta

vrpce ksantenskog CC istezanja pri 1359 cm ™! o promjeni koncentracije RB u SERS uzorcima

(umetak na slici 24) ne pokazuje linearnost, §to je prethodno objasnjeno kao utjecaj orijentacije
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molekula rodamina B prema povrSini metala na izgled SERS spektra. Najniza koncentracija

koja rezultira SERS spektrom s vidljivim vrpcama boje je 5107 mol dm.
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Slika 24. SERS spektri spoja RB razli¢itih koncentracija u svjeZe pripravljenom koloidu zlata,

AuNP _svjezi, pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 15 mW
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Tablica 9. Asignacija osnovnih vrpci u SERS spektrima RB razlic¢itih koncentracija u koloidu

AuNP _svjezi, pri valnoj duljini pobude 785 nm

23-27,29,31

Valni broj / cm™

c=5%105 | ¢=5%x10"° Vibracija

mol dm~ | mol dm
1649 1648 v CC (ar)
1595 1596 v CC (ks)
1531 1531 v CC (ks)
1509 1509 v CC (ks), & CH3
1469 1468 v CC (ks)
1359 1359 v CC (ks)
1280 1281 v C-O—C (ks)
1204 1202 dip CH (ks)
1183 1182 dip CH (ks)
1132 1130 dip CH (ks)
1077 1075 6 CH (CH3)
1011 1013 dip CH (ks)
923 925 8 CCC (ks)
788 787 doop CH (ks)
759 761 doop CH (ks)
736 737 doop CH (ks)
684 685 doop CH (ks)
622 620 0 prsten (ks)
524 525 0 prsten (ks)
488 487 0 prsten (ks)
356 355 0 prsten (ks)
247 249 v Au-O

Kratice: v — istezanje, 6 — deformacija, ip — u ravnini, oop — izvan ravnine, (ks) — ksanten, (ar) — aromat.
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4.4.4. Koncentrirana koloidna suspenzija zlata

SERS spektri otopina MetB u koncentriranom koloidu zlata, snimljeni pri obje valne duljine
pobude, prikazani su na slikama 25 1 26. Nacin priprave koncentriranog koloida zlata istovjetan
je pripravi koncentriranog koloida srebra. Centrifugiranjem izvornog svjezeg koloida povecava
se broj nanocestica u jednakom volumenu koloidne suspenzije i uklanjaju se stabilizirajuci
anioni, Sto rezultira spontanim stvaranjem agregata nanocestica koji izrazito pojacavaju
rasprSenje molekula u svojoj blizini.

Pobudno zracenje pri 532 nm daje SERS spektre spoja MetB s malim brojem vrpci koje
odgovaraju vibracijama aromatskog sustava fenotiazina, dok fluorescencija prekriva ostale
vrpce.

U koncentracijski ovisnim SERS spektrima MetB pri pobudi 785 nm uocene su
promjene u spektrima razli¢itih koncentracija analita. U spektru koncentracije boje c(MetB) =
5x107° mol dm, u kojem su SERS vrpce boje najintenzivnije (umetak na slici 26), najvise
dolaze do izrazaja vrpce koje potjecu od vibracijskih modova fenotiazina i dimetilamino
skupine, kao 1 u prethodno opisanim spektrima MetB u koloidu AuNP_svjezi. Smanjenjem
koncentracije analita dolazi do smanjenja intenziteta vrpci, pojedine vrpce se pomicu i javljaju
se nove vrpce u spektrima. Najvece promjene intenziteta vrpci zapazene su kod vrpci istezanja
CC i svijanja CH veza fenotiazina pri 1622 i 1395 cm™! te deformacije CNC veze pri 449 cm ™.
Takoder je primijeeno intenzivno gaSenje intenziteta vrpce svijanja CNC skupine

1

dimetilamina pri 502 cm™! i istezanja C-N veze pri 1184 cm™!. Vrpca pri 1503 cm™!, kojoj

doprinosi istezanje CC veza fenotiazinskog sustava 1 deformacijska vibracija metilne skupine
nestaje smanjenjem koncentracije, kao i vrpca istezanja C—N veze fenotiazina pri 1302 cm ™.
Iz opisanog se moze zakljuciti da smanjenjem koncentracije molekula MetB u koncentriranom
koloidu zlata dolazi do promjene u orijentaciji molekula u odnosu na povrSinu metala, pri cemu
se molekule MetB slazu na nacin da je atom sumpora okrenut prema povrsini nanocestice. To
potvrduje nova vrpca pri 404 cm ! koja odgovara deformaciji CSC veze fenotiazina. Vrpca kod
251 cm™!' smanjenjem koncentracije boje u mjernom sustavu postaje Siroka, vrlo vjerojatno
zbog doprinosa Au-S veze. Detaljna asignacija vrpci u SERS spektrima prikazana je u tablici
10.

Najmanja koncentracija kod koje se vide vrpce vibracija MetB u koncentriranom

koloidu zlata iznosi c(MetB) = 5x10~" mol dm™.
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Slika 25. SERS spektri spoja MetB razlicitih koncentracija u koncentriranom koloidu zlata,

AuNP_konc, pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 1 mW
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Slika 26. SERS spektri spoja MetB razlicitih koncentracija u koncentriranom koloidu zlata,

AuNP_konc, pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 3 mW
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Tablica 10. Asignacija osnovnih vrpci u SERS spektrima MetB razli¢itih koncentracija u

koloidu AuNP_konc, pri valnoj duljini pobude 785 nm?®2%31-32

Valni broj / em™!

c=5x10"° | ¢=5x10" Vibracija
mol dm mol dm™
1622 1620 v CC (ft)
1543 1545 v CC (ft)
1503 v CC (ft), 0 CH3
1471 1465 6 CHs, v CC (ft)
1436 1431 v CC (ft)
1395 1392 dip CH (ft)
1302 v C-N (ft)
1293 dip CH (ft)
1221 dip CH (ft)
1184 1180 v C-N (dma)
1040 1034 dip CH (ft)
950 948 0 prsten (ft),
o6 C—S—C (ft)
885 883 doop CH (ft)
860 861 o C-S—C (ft)
772 772 doop CH (ft)
670 673 doop CH (ft)
592 589 0 prsten (ft),
0 CNC (dma)
502 503 0 CNC (dma)
449 451 0 CNC (ft)
404 6 C—S—C (ft)
251 v Au—O /v Au-S

Kratice: v — istezanje, & — deformacija, ip — u ravnini, oop — izvan ravnine, (ft) — fenotiazin, (dma) — dimetilamino, w — slaba.
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Snimljeni su koncentracijski ovisni SERS spektri otopina RB na koncentriranom koloidu zlata

pri 532 (slika 27) 1 785 nm (slika 28).

Pobuda pri 532 nm rezultira spektrima u kojima nisu primijeene karakteristi¢ne

vibracije rodamina B, $to se pripisuje apsorpciji zraCenja i naknadnoj fluorescenciji koja

zasjenjuje Ramanovo rasprsenje. Nakon pobude laserskim zra¢enjem pri 785 nm, dobiveni

SERS spektri sadrze velik broj vrpci ¢ija detaljna asignacija je dana u tablici 11. Kod ovog

supstrata, najintenzivnije vrpce rezultat su vibracija elektronima bogatih skupina poput aromata

1 srediSnjeg ksantenskog sustava.

Granica detekcije za otopine RB u koloidu AuNP_konc iznosi 5%10~" mol dm™.

Ramanov intenzitet

-~
w"’w ka
/ |

"

WT

1x10™ mol dm”
5x10° mol dm™
1%10° mol dm”
5x10° mol dm™
1%10®° mol dm™
5x10” mol dm™
110”7 mol dm”

MMM%M

T
400

T
800

L I e
1200 1600 2000
Valni broj / cm’

T
2400 2800 3200

Slika 27. SERS spektri spoja RB razli¢itih koncentracija u koncentriranom koloidu zlata,

AuNP_konc, pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 0,1 pW
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1358
1509

Intenzitet vipce pri 1358 em™

621

00 20x10° 40110° 6.0x10° 80x10° 1.0x10°

¢/ mol dm”

——1x10* mol dm™
5x10° mol dm*
—— 1x10° mol dm”
5x10° mol dm*
——1x10° mol dm”
5x107 mol dm™
1x107 mol dm™

Ramanov intenzitet

I ! 1 ' | ' 1 I I ! I M
400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200
Valni broj / cm™

Slika 28. SERS spektri spoja RB razlicitih koncentracija u koncentriranom koloidu zlata,

AuNP_konc, pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 30 mW
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Tablica 11. Asignacija osnovnih vrpci u SERS spektrima RB razli¢itih koncentracija u koloidu

AuNP_kongc, pri valnoj duljini pobude 785 nm

23-27,29,31

Valni broj / cm™

c=5%105 | ¢=5x10"¢ Vibracija

mol dm™ mol dm™
1648 1648 v CC (ar)
1590 1594 v CC (ks)
1530 1528 v CC (ks)
1509 1508 v CC (ks), 8 CH3
1468 1468 v CC (ks)
1358 1359 v CC (ks)
1279 1277 v C-0-0 (ks)
1202 1201 dip CH (ks)
1182 1185 dip CH (ks)
1161 1161 v C—N (dea)
1130 1129 dip CH (ks
1077 1078 6 CH (CHj3)
1011 1011 dip CH (ks)
920 920 & CCC (ks)
787 787 doop CH (ks)
755 755 doop CH (ks)
735 735 doop CH (ks)
683 683 doop CH (ks)
621 621 0 prsten (ks)
524 522 0 prsten (ks)
488 488 0 prsten (ks)
275 271 0 prsten (ks)
246 247 v Au—O

Kratice: v — istezanje, & — deformacija, ip — u ravnini, oop — izvan ravnine, (ks) — ksanten, (ar) — aromat, dea — dietilamino.
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4.4.5. Tretirano staklo s nanocesticama srebra

Mikroskopsko stakalce, koje se koristi kao nosa¢ za pripravu prvog c¢vrstog supstrata
nanocestica srebra, prije imobilizacije s AgNP tretira se fluorovodi¢nom kiselinom pri cemu se
stvara neravna hidrofilna povrsina.'*> Mjerni uzorak boje u koncentriranom koloidu nanosi se
na tretirano staklo apliciranjem odredenog volumena u jednu tocku pri ¢emu nastaje kap koja
se susenjem pretvara u ,,prsten kave* (engl. coffee ring). Nanocestice srebra se nalaze na rubu
kapi u obliku agregata i1 predstavljaju podrucja u kojima se intenzivno pojaCava rasprsenje
zradenja.'* Fotografija nastalih obojanih prstenova nalazi se u Dodatku (slika D2). Kako bi se
odredio doprinos rasprsenja stakla u spektrima uzoraka, snimljeni su Ramanovi spektri stakla
nakon tretiranja s otopinom fluorovodi¢ne kiseline pri obje pobude (slika D4).

SERS spektri otopina MetB u odredenom koncentracijskom podru¢ju (1x107—1x10*
mol dm?) na staklu tretiranom nanocesticama srebra snimljeni su pri valnim duljinama pobude
5321785 nm (slike 29 i 30).

U SERS spektru MetB pri pobudi 532 nm opaZzaju se vrpce koje potjecu od vibracijskih
modova istraZzivane boje. Najintenzivnije vrpce u spektru odgovaraju istezanju CC veza
sredi$njeg fenotiazinskog sustava (1624 cm™!) i svijanju CNC veze fenotiazina (447 cm™).
Smanjenjem koncentracije molekula MetB u sustavu pada intenzitet vrpci koje potjecu od
vibracija boje, ali raste intenzitet vrpci pri 1522, 1055 i 685 cm™'. Spomenute vrpce su
zamijecene u Ramanovom spektru osusenog koloida srebra na tretiranom staklu 1 potjeu od
vibracija citratnih aniona (slika D5)."

Spektri otopina MetB na tretiranom staklu s nanoc€esticama srebra pri pobudi 785 nm
rezultat su pojacanja rasprSenja zraenja na strukturnim motivima istrazivane boje. Optimalno
slaganje aromatskog sustava na povrSinu nanocestica srebra rezultira intenzivnim vrpcama
istezanja aromatskih CC veza u podrucju 1630-1430 cm™!. Vrpce koje odgovaraju vibracijama
dimetilamino supstituenta vezanog na srediSnji aromatski sustav javljaju se pri 1182 1 500 cm™
!, Intenzivna vibracija svijanja aromata zapaZena je kod 447 cm™'. Nova vrpca pri 250 cm™!
rezultat je istezanja veze srebro-kisik iz citratnih aniona koji su adsorbirani na metalnim
nanodesticama.'® !>’ Najniza koncentracija pri kojoj se zamjeéuju karakteristi¢ne vrpce MetB
je 51077 mol dm™.

Reprezentativna fotografija jednog uzorka MetB na tretiranom staklu s nanocesticama

srebra prikazana je u Dodatku na slici D6.
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Ramanov intenzitet

1x10“ mol dm™
5%x10° mol dm™
1x10™ mol dm™
5x10°® mol dm™
1x10°® mol dm™
5%x10” mol dm™
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¢/ mol dm™

W //_/\
N~ _\‘Lm_f N /_VH\\__*M_?_J\H‘_
! — I — _'W-n- 7I_ _: - I ' I 1_'77 I__J.il — I -' — 77 :-_. =
400 800 1200 1600 2000 2400 2800

Valni broj / cm’”
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Slika 29. SERS spektri spoja MetB razlicitih koncentracija na nanocesticama srebra

imobiliziranim na staklu, pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 0,86 mW

Ramanov intenzitet

3

500

1623

gl

Intenzitet vrpce pri 1623 cm’

0.0

20x10° 4.0x10" 6.0x10° 8.0x10° 1.0x10"

¢/ mol dm”

1x10™ mol dm™
—— 5x10°° mol dm

1x10”° mol dm
—— 5x10° mol dm
—— 1x10* mol dm

5x107 mol dm
1x107 mol dm

3
3
3
3
3
3

T
400

I
800

|
1200

I
1600

|
2000
Valni broj / cm’”’

! 1
2800

|
2400 3200

Slika 30. SERS spektri spoja MetB razlicitih koncentracija na nanocesticama srebra

imobiliziranim na staklu, pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 0,195 mW
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Snimljeni su koncentracijski ovisni SERS spektri otopina RB na tretiranom staklu s
AgNP pri valnim duljinama pobude 532 (slika 31) 1 785 nm (slika 32).

U prethodno opisanim sustavima smjesa RB 1 koloida primije¢eno je da koriStenje
pobude pri 532 nm rezultira spektrima u kojima dominira Siroka vrpca fluorescencije, bez
obzira na vrstu metalnog supstrata. Jednako je zapazeno i koriStenjem tretiranog stakla s AgNP,
Sto je prikazano na slici 31 gdje Siroka vrpca fluorescencije prekriva gotovo sve vibracije
istrazivane boje, osim isteznih vibracija aromata i ksantena izmedu 1650 i 1500 cm™'.2*27 Pri

niskim koncentracijama RB u spektrima dolaze do izraZaja anomalne vrpce koloida.’

1x10™ mol dm®
5%10° mol dm™
1x10”° mol dm”
5%10° mol dm’®
1x10° mol dm™
5x10" mol dm™
1x107 mol dm®

1648

~
o
o
—

Ramanov intenzitet

T v T — T T v T v — T
400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200
Valni broj / cm”
Slika 31. SERS spektri spoja RB razli¢itih koncentracija na nanocesticama srebra

imobiliziranim na staklu, pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 0,086 uW

Pobuda pri 785 nm (slika 32) rezultira SERS spektrima RB bogatim vrpcama gdje do
izrazaja najvise dolaze vrpce istezanja CC veze aromata pri 1648 cm™' te vibracije istezanja i
svijanja CC i CH veza ksantenskog sustava zapaZzene pri 1507, 1357, 1198 i 621 cm ™. Srednje
intenzivna vrpca pri 1281 cm™! potjede od istezanja COC strukturnog motiva ksantena $to
potvrduje pretpostavljeni nacin orijentacije molekula RB na povrSini AgNP sa ksantenskim

prstenom okomitim na povr$inu metala, pri éemu nastaje veza Ag—O (vrpca kod 245 cm™).%
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Smanjenjem koncentracije molekula RB u mjernim uzorcima smanjuje se intenzitet vrpci i

posljednja koncentracija kod koje su opazene vrpce u SERS spektru bila je 5x10~7 mol dm™.

1x10™ mol dm™
—— 5%10° mol dm®
—— 1x10”° mol dm™
5x10° mol dm™
1x10° mol dm®
5x10” mol dm™
———1x107 mol dm™

245

Intenzitet vrpce pri 1357 cm”'

1357
1507

']
— ——
00  20x10° 4.0x10° 6.0x10° 8.0x10° 1.0x10°

¢/ mol dm™

Ramanov intenzitet

T T T T T T T T T T T T T —
400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200
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Slika 32. SERS spektri spoja RB razli¢itih koncentracija na nanocesticama srebra

imobiliziranim na staklu, pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 0,195 mW

4.4.6. Tretirano staklo s nanocesticama zlata
SERS spektri otopina MetB razlicitih koncentracija snimljeni na tretiranom staklu s
nanocesticama zlata pri pobudama 532 1 785 nm prikazani su na slikama 33 i 34. Fotografije
nastalih obojanih prstenova nalaze se u Dodatku (slika D3).

Pobudno zracenje pri 532 nm rezultira spektrima u kojima se zapaza samo nekoliko
vrpei karakteristiénih za boju MetB. To su: C—H deformacija prstena u ravnini pri 1396 cm™!

te CC istezanje fenotiazinskog sustava pri 1473 i 1624 cm™!.20-2!
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3
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Slika 33. SERS spektri spoja MetB razlicitih koncentracija na nanocesticama zlata

imobiliziranim na staklu, pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 0,086 mW
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Slika 34. SERS spektri spoja MetB razli¢itih koncentracija na nanocesticama zlata

imobiliziranim na staklu, pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 0,195 mW
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SERS spektri MetB na tretiranom staklu s AuNP pri pobudi 785 nm sadrze mnostvo
vrpci od kojih najintenzivnije potjecu od isteznih vibracija fenotiazina (pri 449, 1397 i 1623
cm ') $to se poklapa s prethodno opisanim SERS spektrima MetB dobivenih koristenjem
koloidnih suspenzija kao supstrata, gdje smjestanje molekula metilenskog modrila na povrsini
nanocestica rezultira snaznim pojacanjem rasprSenja vibracija aromatskog sustava. SERS
spektri MetB na tretiranom staklu s AuNP pokazuju nelinearnu ovisnost intenziteta vrpce pri
1623 cm™' o promjeni koncentracije boje u mjernom uzorku, §to se povezuje s malim
promjenama orijentacije molekula boje na povrSini te smanjenjem broja molekula MetB u
mjernom sustavu. Granica detekcije za MetB na tretiranom staklu s AuNP je 5x1077 mol dm™

pri valnoj duljini pobude 785 nm.

Snimljeni su koncentracijski ovisni SERS spektri RB na tretiranom staklu s AuNP pri
pobudama 532 (slika 35) 1 785 nm (slika 36). Fotografija jednog uzorka RB na tretiranom staklu

s nanocesticama zlata prikazana je u Dodatku (slika D7).

—— 1x10™ mol dm”
—— 5%10° mol dm™

o 1x10° mol dm®

F —— 5x10° mol dm™

a.*’ 1%10°® mol dm’
/ U\ 5x10” mol dm™
\‘ 1x10” mol dm”

Ramanov intenzitet

v T T T T v T v T v T v
400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200
Valni broj / cm’™
Slika 35. SERS spektri spoja RB razli¢itih koncentracija na nanocesticama zlata

imobiliziranim na staklu, pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 0,086 pW
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Pobuda pri 532 nm ne rezultira karakteristicnim SERS spektrima boje RB zbog
intenzivne fluorescencije uzorka, dok spektar snimljen pobudom pri 785 nm pokazuje velik
broj vrpci, pri ¢emu vrlo intenzivne vrpce potjeu od vibracija aromatskih strukturnih motiva
molekule rodamina B. Vrlo intenzivne vrpce pri 15101 1359 cm ™! potjecu od istezanja CC veza
ksantena, dok deformacije C—H veza srediSnjeg aromatskog sustava rezultiraju vrpcom pri 1200
cm !, Istezna vibracija C—O—C ksantena daje vrpcu pri 1280 cm ™!, dok je vrpca kod najveéeg
opazenog valnog broja (1649 cm™!) rezultat istezanja aromatskog prstena.?®3%3? Najniza

koncentracija pri kojoj se opaza spektar RB iznosila je 5x1077 mol dm>.

—— 1x10™ mol dm™
——5x10° mol dm™

1x10° mol dm”
——5%10° mol dm®
—— 1x10° mol dm”

5x10” mol dm”
——1x107 mol dm™

1359
1510

1280

Intenzitet vrpce pri 1358 cm’

1200
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Slika 36. SERS spektri spoja RB razlic¢itih koncentracija na nanocesticama zlata

imobiliziranim na staklu, pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 0,195 uW
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4.4.7. Odabir nacina priprave uzorka na staklenom filter-papiru

S obzirom da se mjerni uzorak na nanocesticama imobiliziranim na staklu pripremao tako da
se prethodno pripravljena smjesa boje 1 koloida aplicirala na tretirano staklo, opisan nacin
priprave uzorka isproban je i na staklenom filter-papiru (prvi nacin priprave). U literaturi je
opisan nacin priprave uzorka na staklenom filter-papiru gdje se prvo na filter-papir aplicira
koloid, a zatim se na osuseni koloid dokapa otopina boje i pripravljeni uzorak se snima nakon
potpunog susenja.'> Navedeni nacin je bio drugi nadin priprave uzorka na staklenom filter-
papiru.

Snimljeni su SERS spektri otopina MetB i RB na staklenom filter-papiru tretiranom s
nanocesticama AgNP i AuNP pri valnim duljinama pobude 532 (slike D8 i D9) i 785 nm (slike
37 1 38). Prvi nacin priprave mjernih uzoraka na tretiranom staklenom filter-papiru rezultirao
je SERS spektrima s intenzivnijim vrpcama boja i odabran je za pripremu mjernih uzoraka
MetB i RB razlicitih koncentracija na staklenom filter-papiru tretiranom metalnim

nanocesticama.

Ramanov intenzitet

Ramanov intenzitet

1. nagin
| AgNP

2. nagin
AgNP

1. naéin
AuNP

2. nadin
AuNP

500 1000 1500 2000 2500 3000

Valni broj / cm™

500 1000 1500 2000 2500 3000

Valni broj / cm”

Slika 37. SERS spektri MetB na staklenom filter-papiru pri valnoj duljini pobude 785

nm: a) s AgNP, uzorak pripremljen na prvi nacin, snaga lasera 0,975 mW, b) s AgNP, uzorak

pripremljen na drugi nacin, snaga lasera 0,975 mW, c¢) s AuNP, uzorak pripremljen na prvi

nacin, snaga lasera 0,195 uW 1 d) s AuNP, uzorak pripremljen na drugi nacin, snaga lasera

0,195 uW
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Slika 38. SERS spektri RB na staklenom filter-papiru pri valnoj duljini pobude 785
nm: a) s AgNP, uzorak pripremljen na prvi nacin, snaga lasera 195 mW, b) s AgNP, uzorak
pripremljen na drugi nacin, snaga lasera 195 mW, c) s AuNP, uzorak pripremljen na prvi
nacin, snaga lasera 97,5 mW 1 d) s AuNP, uzorak pripremljen na drugi nacin, snaga lasera

97,5 uW

4.4.8. Stakleni filter-papir s nanocesticama srebra

Snimljeni su koncentracijski ovisni SERS spektri MetB na staklenom filter-papiru s AgNP pri
5321 785 nm (slika 39 i1 40). Fotografija pripremljenih uzoraka na ¢vrstom nosacu nalazi se u
Dodatku (slika D10).

U spektru dobivenom koriStenjem pobude pri 532 nm najintenzivnija vrpca pri 1438
cm ! rezultat je vibracija CC veza u fenotiazinskom sustavu, kao i vrpca pri 1617 cm™'. Vrpce
deformacija van ravnine i u ravnini C—H veza aromata javljaju se pri 1240, 1120 i 1032 cm ™.
Pri nizim valnim brojevima javljaju se vrpce deformacija aromatskog sustava i torzije cijele

molekule MetB.
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Slika 39. SERS spektri spoja MetB razlicitih koncentracija na nanocesticama srebra
imobiliziranim na staklenom filter-papiru, pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 0,43

mWwW

Pobuda pri 785 nm rezultira SERS spektrima MetB na staklenom filter-papiru
tretiranom s AgNP, gdje su ponovno najintenzivnije vrpce istezanja 1 deformacija
fenotiazinskog sustava. Kod obje pobude, intenzitet vrpci u spektrima pada sa smanjenjem
koncentracije zbog manjeg broja molekula u mjernom uzorku. Fotografija jednog uzorka MetB

na staklenom filter-papiru tretiranom s nanocesticama srebra prikazana je u Dodatku (slika
D12).
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Slika 40. SERS spektri spoja MetB razli¢itih koncentracija na nanocesticama srebra

imobiliziranim na staklenom filter-papiru, pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera

0,975 mW

Snimljeni su koncentracijski ovisni SERS spektri RB na staklenom filter-papiru
tretiranom s nanocesticama srebra pri 532 (slika 41) 1 785 nm (slika 42).

Vrpce vibracija u SERS spektrima RB dobivene pobudom pri 532 nm prekriva Siroka
vrpca fluorescencije. Koristenjem pobude pri 785 nm dobiveni su spektri u kojima dominira
Siroka vrpca fotoluminescencije stakla izmedu 11002000 cm™ i nisu zapaZene vibracijske
vrpce rodamina B. Pojava fotoluminescencije opazena je i u Ramanovom spektru cistog,

netretiranog staklenog filter-papira (slika D14).%
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Slika 41. SERS spektri spoja RB na nanoc¢esticama srebra imobiliziranim na staklenom filter-

papiru, pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 0,086 pW

1x10™ mol dm
5x10°° mol dm
——— 1x10° mol dm
5x10° mol dm
1x10°® mol dm
——5x107 mol dm
1x107 mol dm

3
3
3
3
3
3
3

Ramanov intenzitet

T T T+ 1T * T * T T T
400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200
Valni broj / cm’”
Slika 42. SERS spektri spoja RB na nanocesticama srebra imobiliziranim na staklenom filter-

papiru, pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 195 mW
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4.4.9. Stakleni filter-papir s nanocesticama zlata
Snimljeni su koncentracijski ovisni SERS spektri MetB na staklenom filter-papiru tretiranom s
AuNP pri 532 1 785 nm (slike 43 1 44). Fotografija pripremljenih uzoraka na ¢vrstom nosacu
nalazi se u Dodatku (slika D11).

Pobudno zracenje pri 532 nm rezultira SERS spektrima u kojima su jasno vidljive vrpce
samo u spektrima vece koncentracije i one potjecu od vibracija aromatskih strukturnih motiva

MetB.

—— 1x10™ mol dm™
—— 5x10° mol dm”

1%x10° mol dm™
——5%10° mol dm™
—— 1x10° mol dm®

5x10” mol dm™
—— 1x10” mol dm”

1622

Intenzitet vrpce pri 1622 cm’

¢
00 20x10°4.0x10% 6.0x10° 8.0x10° 1.0x10™

¢/ mol dm”

Ramanov intenzitet

| ! I ! I ! I ! I ! I ! ! !
400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200
Valni broj / cm™
Slika 43. SERS spektri spoja MetB na nanocesticama zlata imobiliziranim na staklenom

filter-papiru, pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 0,086 mW

SERS spektri otopina MetB razli¢itih koncentracija snimani pri pobudi 785 nm na
staklenom filter-papiru tretiranom s AuNP pokazuju velik broj vrpci koje odgovaraju
istezanjima 1 svijanjima veza fenotiazina i dimetilamino skupina (slika 44). Najmanja

koncentracija u ¢ijem spektru su vidljive vrpce MetB je 5x10~7 mol dm™.
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Slika 44. SERS spektri spoja MetB na nanocesticama zlata imobiliziranim na staklenom

filter-papiru, pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 0,195 uW

Koncentracijski ovisni SERS spektri RB na nanocesticama zlata imobiliziranim na
staklenom filter-papiru prikazani su na slikama 45 1 46. Fotografija jednog uzorka RB na
staklenom filter-papiru tretiranom s nanocesticama zlata prikazana je u Dodatku (slika D13).

Spektri su snimljeni pri valnim duljinama pobude 532 i 785 nm. Dobiveni spektri
uzoraka RB su vrlo sli¢ni spektrima prethodno opisanog ¢vrstog supstrata gdje je kao metal
koriSteno srebro. Tako je u spektru dobivenom na staklenom filter-papiru s AuNP, pri pobudi
532 nm, zamijecena jedino Siroka vrpca fluorescencije, dok je u spektru dobivenom s pobudom

pri 785 nm dominantna Siroka vrpca koja potjece od fotoluminescencije stakla.>
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Slika 45. SERS spektri spoja RB na nanoc¢esticama zlata imobiliziranim na staklenom filter-

papiru, pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 0,086 pW
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Slika 46. SERS spektri spoja RB na nanocesticama zlata imobiliziranim na staklenom filter-

papiru, pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 97,5 mW
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4.5. Reproducibilnost

Za odredivanje ponovljivosti SERS mjerenja s odredenim metalnim supstratom pripremljeni su
uzorci boja MetB i RB koncentracije ¢ = 5x107° mol dm™ u koloidnim suspenzijama i na
¢vrstim supstratima pri pobudi 785 nm. Za svaki metalni supstrat pripravljen je i snimljen isti
uzorak tri puta, Sto daje informaciju o ponovljivosti priprave uzorka. Takoder, jedan uzorak je
sniman tri puta, pri ¢emu se uzorak u koloidnoj suspenziji promijesa izmedu snimanja, a kod
¢vrstih supstrata snima se na tri razlicita mjesta. Dobiveni spektri (slike 47-54) ukazuju na
reproducibilnost koriStenog supstrata. Reproducibilnost je izrazena kao standardno odstupanje

intenziteta vrpce pri 1623 cm™! za MetB i 1359 cm™! za boju RB, te se moZe prougiti u tablici

12.

a MetB MetB
1 uzorak 3x 3 uzorka
o}
N
c
L
£ |
> -
]
c L‘k“
@
€
[v]
[hdl
c RB d RB
‘ 1 uzorak 3x | 3 uzorka
| H
Lm n
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Slika 47. SERS spektri u koloidu AgNP_svjezi: a) MetB, jedan uzorak sniman tri puta, snaga
lasera 0,15 mW, b) MetB, tri uzorka, snaga lasera 0,15 mW, c) RB, jedan uzorak sniman tri
puta, snaga lasera 300 mW, d) RB, tri uzorka, snaga lasera 300 mW.

Svi uzorci su snimani pri valnoj duljini pobude 785 nm.

Koncentracija boja je ¢ = 5x107> mol dm >
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Slika 48. SERS spektri u koloidu AgNP_konc: a) MetB, jedan uzorak sniman tri puta, snaga
lasera 0,15 mW, b) MetB, tri uzorka, snaga lasera 0,15 mW, c) RB, jedan uzorak sniman tri
puta, snaga lasera 30 mW, d) RB, tri uzorka, snaga lasera 30 mW.

Svi uzorci su snimani pri valnoj duljini pobude 785 nm.

Koncentracija boja je ¢ = 5107 mol dm>
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Slika 49. SERS spektri na AgNP imobiliziranim na staklu: a) MetB, jedan uzorak sniman tri
puta, snaga lasera 0,0975 mW, b) MetB, tri uzorka, snaga lasera 0,0975 mW, c¢) RB, jedan
uzorak sniman tri puta, snaga lasera 0,195 mW, d) RB, tri uzorka, snaga lasera 0,195 mW.

Svi uzorci su snimani pri valnoj duljini pobude 785 nm.

Koncentracija boja je ¢ = 5x107° mol dm™>
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Slika 50. SERS spektri na AgNP imobiliziranim na staklenom filter-papiru: a) MetB, jedan
uzorak sniman tri puta, snaga lasera 0,975 mW, b) MetB, tri uzorka, snaga lasera 0,975 mW,
¢) RB, jedan uzorak sniman tri puta, snaga lasera 195 mW, d) RB, tri uzorka, snaga lasera
195 mW. Svi uzorci su snimani pri valnoj duljini pobude 785 nm.

Koncentracija boja je ¢ = 5x107° mol dm™>
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Slika 51. SERS spektri u koloidu AuNP_svjeZzi: a) MetB, jedan uzorak sniman tri puta, snaga
lasera 0,3 mW, b) MetB, tri uzorka, snaga lasera 0,3 mW, c) RB, jedan uzorak sniman tri
puta, snaga lasera 15 mW, d) RB, tri uzorka, snaga lasera 15 mW.

Svi uzorci su snimani pri valnoj duljini pobude 785 nm.

Koncentracija boja je ¢ = 5x107° mol dm™>
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Slika 52. SERS spektri u koloidu AuNP_konc: a) MetB, jedan uzorak sniman tri puta, snaga

lasera 3 mW, b) MetB, tri uzorka, snaga lasera 3 mW, c¢) RB, jedan uzorak sniman tri puta,

snaga lasera 30 mW, d) RB, tri uzorka, snaga lasera 30 mW.

Svi uzorci su snimani pri valnoj duljini pobude 785 nm.

Koncentracija boja je ¢ = 5x107° mol dm™>
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Slika 53. SERS spektri na AuNP imobiliziranim na staklu: a) MetB, jedan uzorak sniman tri
puta, snaga lasera 0,195 mW, b) MetB, tri uzorka, snaga lasera 0,195 mW, c¢) RB, jedan
uzorak sniman tri puta, snaga lasera 0,195 mW, d) RB, tri uzorka, snaga lasera 0,195 mW.
Svi uzorci su snimani pri valnoj duljini pobude 785 nm.

Koncentracija boja je ¢ = 5x107° mol dm™>
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Slika 54. SERS spektri na AuNP imobiliziranim na staklenom filter-papiru: a) MetB, jedan
uzorak sniman tri puta, snaga lasera 0,195 mW, b) MetB, tri uzorka, snaga lasera 0,195 mW,
¢) RB, jedan uzorak sniman tri puta, snaga lasera 97,5 mW, d) RB, tri uzorka, snaga lasera
97,5 mW. Svi uzorci su snimani pri valnoj duljini pobude 785 nm.

Koncentracija boja je ¢ = 5x107° mol dm™>
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Tablica 12. Reproducibilnost supstrata izrazena pomoc¢u standardnog odstupanja intenziteta

vrpee pri 1623 cm ™! za MetB i pri 1359 cm ™! za RB

MetB RB
SERS supstrat
Jedan
Tri uzorka Jedan uzorak Tri uzorka
uzorak
13 001,50 + 10 149,33 + 2541437 + 23 865,93 +
Koloid AgNP_svjezi
340,93 2701,26 1 804,56 3679,14
3434792 + 3249877 + 25 652,90 + 25253,74 +
Koloid AgNP konc
N 407,83 1492,10 351,16 3961,29
AgNP na tretiranom 8 073,66 + 2 8413,38 = 20 931,16 = 8 806,43 +
staklu 1 642,81 4 463,34 1 183,89 1 860,74
AgNP na staklenom 5182,93 + 9592,18 +
filter-papiru 783,40 2 464,29
50 670,47 + 49 310,40 + 63 253,22 + 66 006,16 +
Koloid AuNP _svjezi
1250,58 4 626,75 2 333,87 4 457,03
48 972,71 + 51 042,01 £ 137 989,70 + 128 489,40 +
Koloid AuNP_konc
3 092,85 4 421,60 4701,94 10 964,49
AuNP na tretiranom | 52 948,08 + 53 465,40 + 84 464,79 + 71 344,79 +
staklu 11 396,50 6 423,95 1215,16 9 028,98
AuNP na staklenom | 12 398,93 + 8 682,55 +
filter-papiru 602,29 1228,63

U nizu pripravljenih SERS supstrata srebra i zlata, bolju reproducibilnost pokazuju
nanocestice metala dispergirane u koloidnim suspenzijama nego nanocestice imobilizirane na
¢vrstim nosacima. Svjezi koloidi srebra 1 zlata pokazuju bolju ponovljivost priprave uzoraka i
supstrata, vrlo vjerojatno jer su agregati nanocestica, dobiveni spontanom agregacijom u
koncentriranim koloidima nehomogeno rasprSeni u koncentriranim suspenzijama. LoSija
reproducibilnost priprave uzoraka opazena je kod uzoraka pripremanih na tretiranom staklu i
staklenom filter-papiru, $to se moze pripisati nehomogenoj raspodjeli nanocestica na povrsini

évrstog nosaca.>®
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§ 5. ZAKLJUCAK

Istrazena je SERS ucinkovitost nanocestica srebra i zlata dispergiranih u suspenzijama te
imobiliziranih na ¢vrstim nosa¢ima pomocu dviju boja, metilenskog modrila i rodamina B. U
tu svrhu pripremljene su koloidne suspenzije srebra i zlata, redukcijom srebrova nitrata,
odnosno tetraklorozlatne(III) kiseline, s trinatrijevim citratom, i kao supstrat koriStene su svjeze
pripravljene te koncentrirane. Staklo tretirano fluorovodi¢nom kiselinom i stakleni filter-papir
koriSteni su kao Cvrsti nosaci. Za svaki supstrat snimljeni su koncentracijski ovisni SERS
spektri i odredene su granica detekcije te reproducibilnost mjerenja.

Snimljeni su i asignirani ¢vrsti uzorci i otopine boja metilenskog modrila i rodamina B
koncentracije ¢ = 2x10~* mol dm™ pri valnim duljinama pobude 532 i 785 nm.

U koncentriranim suspenzijama srebra i zlata opaza se intenzivnije pojacanje Ramanova
rasprSenja MetB i RB u odnosu na svjeze pripravljene koloide AgNP svjezi i AuNP_svjezi pri
valnoj duljini pobude 785 nm. Zapazeno je rezultat poveéanja broja metalnih nanocestica u
jednakom volumenu suspenzije nakon centrifugiranja svjezeg koloida, pri ¢emu se uklanjaju
citratni anioni koji stabiliziraju nanocestice metala $to dovodi do spontane agregacije i nastanka
mjesta velikog pojacanja rasprsenja (,,vruce tocke*). Pozitivno nabijene molekule boja MetB i
RB elektrostatski su privucene citratnim anionima na povrSinu metala pri ¢emu je najjace
rasprSenje zraCenja opazeno za strukturne motive smjeStene blizu metalne povrSine.
Koncentracijski ovisni SERS spektri boja, snimani u koloidnim suspenzijama, pri pobudnom
zraCenju 785 nm, ne pokazuju linearnu promjenu intenziteta vrpci s koncentracijom MetB 1
RB, §to upucuje na razlicite orijentacije molekula istraZivanih boja na povrsini metala. Vecina
vrpci u spektrima potjece od vibracija aromatskih sustava, Sto znac¢i da se molekula RB smjesta
srediSnjim ksantenskim sustavom okomito na povrSinu metala, te su spektri u suspenzijama
srebra i zlata vrlo sli¢ni. SERS spektri MetB u koncentriranoj suspenziji zlata pri pobudi 785
nm pokazuju najvece koncentracijski ovisne promjene u spektru, gdje pojava novih vrpci,
zajedno s promjenama intenziteta odredenih vrpci, upucuje na drugacije slaganje molekula
MetB na povrSini zlata, u odnosu na povrSinu srebra. Vrlo vjerojatno se atom sumpora iz
fenotiazinskog sustava okrece prema povrsini zlata, obzirom da zlato preferirano tvori kemijsku
vezu s atomom sumpora, dok su u koloidu srebra molekule MetB vezane na supstrat preko

atoma dusSika fenotiazinskog sustava. Spektri snimljeni pri pobudi 532 nm daju slabije vrpce
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MetB kada se koriste nanocestice srebra i zlata u koloidnoj suspenziji kao supstrati, dok spektre
rodamina B zasjenjuje Siroka vrpca fluorescencije.

U odnosu na koloidne suspenzije, nanocCestice srebra i zlata imobilizirane na Cvrstim
podlogama nisu se pokazale reproducibilnim supstratima, $to je posljedica neravnomjerne
raspodjele nanocestica metala na povrsini supstrata. Staklo tretirano fluorovodi¢nom kiselinom
pokazalo se kao bolji nosa¢ nego stakleni filter-papir, $to je posebno vidljivo koriStenjem
pobude pri 785 nm. Dobiveni SERS spektri boja na tretiranom staklu sadrze intenzivne vrpce
koje potjecu od vibracija metilenskog modrila i rodamina B. Kada se koristi stakleni filter-papir
kao nosa¢ za Cvrsti supstrat kod snimanja SERS spektara rodamina B, Siroka vrpca
fotoluminescencije stakla prekriva cijeli spektar i1 nisu zamijeCene karakteristiCne vrpce
vibracija RB.

Koncentrirane koloidne suspenzije srebra i zlata, kao i nanocestice srebra i zlata
imobilizirane na tretiranom staklu, pokazuju izvrsnu SERS reproducibilnost, dok priprava
mjernih uzoraka u svim koloidnim suspenzijama pokazuje zadovoljavaju¢u ponovljivost, za
razliku od tretiranog stakla i staklenog filter-papira, gdje se slabija ponovljivost moze pripisati

neravnomjernoj imobilizaciji nao€estica na povrsini ¢vrstog nosaca.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

AgNP — srebrne nanocestice
(ar) — aromat

AuNP — zlatne nanocestice
0 — deformacija

(dma) — dimetilamino

ELISA — enzimski imunoloski test (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

(e) —etil

(ft) — fenotiazin

ip — u ravnini

(ks) — ksanten

MAO — monoamin oksidaza
MetB — metilensko modrilo

v — istezna vibracija (svijanje)
NIR - blisko infracrveno

00p — izvan ravnine

RB - rodamin B

SERS — povrsinski pojac¢ano Ramanovo rasprsenje
UV — ultraljubicasto

Vis — vidljivo

w — slaba (engl. weak)
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Slika D1. UV/Vis spektri: a) otopine MetB b) otopine RB.

Koncentracija boja bila je ¢ = 1x107 mol dm™
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Slika D3. MetB i RB na tretiranom staklu s AuNP
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Slika D4. Cisto tretirano staklo a) pri valnoj duljini pobude 532 nm, snaga lasera 0,43 mW
1 b) pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 0,098 mW
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Slika D5. AgNP na tretiranom staklu pri valnoj duljini pobude 532 nm
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Slika D6. MetB (¢ = 1x10*mol dm™) na tretiranom staklu s AgNP, snimano pod objektivom

uvecanja x20

Slika D7. RB (c = 1x10"*mol dm™) na tretiranom staklu s AuNP, snimano pod objektivom

uvecanja x20
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Slika D8. SERS spektri MetB na staklenom filter-papiru pri valnoj duljini pobude 532

nm: a) s AgNP, uzorak pripremljen na prvi nacin, snaga lasera 0,43 mW, b) s AgNP, uzorak

pripremljen na drugi nacin, snaga lasera 0,43 mW, c) s AuNP, uzorak pripremljen na prvi

nacin, snaga lasera 0,086 mW i d) s AuNP, uzorak pripremljen na drugi nacin, snaga lasera

0,086 mW
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Slika D9. SERS spektri RB na staklenom filter-papiru pri valnoj duljini pobude 532

nm: a) s AgNP, uzorak pripremljen na prvi nacin, snaga lasera 0,086 uW, b) s AgNP, uzorak

pripremljen na drugi nacin, snaga lasera 0,086 uW, ¢) s AuNP, uzorak pripremljen na prvi

nacin, snaga lasera 0,086 pW i1 d) s AuNP, uzorak pripremljen na drugi nacin, snaga lasera

0,086 pW

Izabela Purasovié¢

Diplomski rad



§ 8. Dodatak xxi

R

Slika D10. Otopine MetB i RB koncentracija ¢ = 1x10~*mol dm™ na staklenom filter-
papiru s AgNP

Slika D11. Otopine MetB i RB koncentracija ¢ = 1x10~*mol dm™ na staklenom filter-
papiru s AuNP
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Slika D12. MetB (¢ = 1x10*mol dm ) na staklenom filter-papiru tretiranom s AgNP,

snimano pod objektivom uvecanja %20

Slika D13. RB (c = 1x10~*mol dm) na staklenom filter-papiru tretiranom s AuNP, snimano

pod objektivom uvecanja %20
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Slika D14. Ramanovi spektri Cistog staklenog filter-papira: a) pri valnoj duljini pobude

532 nm, snaga lasera 86 mW 1 b) pri valnoj duljini pobude 785 nm, snaga lasera 195 mW
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