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PRIPREMLJENIM U PUFERU HEPES
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Istrazena je SERS (spektroskopija povrsinski poja¢anog Ramanova rasprSenja) ucinkovitost i
stabilnost koloida =zlata pripravljenih redukcijom tetraklorozlatne(Ill) kiseline 4—(2—
hidroksietil)—1—piperazinetilensulfonskom kiselinom (pufer HEPES) pomocu modelnih
molekula rodamina 6G (R6G), (E)-1,2-di(piridin-4-il)etena (BPE) i dinatrijeva fluoresceinata
(NazFIl). Koloidi su sintetizirani na dva nacina: sinteza ,,bez sjemena™ u kojoj su samo
pomijeSani metalna sol i pufer, te sinteza ,,sa sjemenom* u koju se dodaje, osim metalne soli 1
pufera, 1 srebrov nitrat. Istrazen je 1 utjecaj dodatka polimera poli(vinil-pirolidona) (PVP) na
stabilnost pripravljenih koloida i pojacanje rasprSenja zra€enja. U svim koloidima zlata najjace
pojacanje rasprSenja nadeno je za molekulu BPE, vrlo vjerojatno zbog njezine neutralnosti i
strukturnih znac¢ajki. Modelne molekule s nabojem elektrostatski odbija HEPES koji stabilizira
nanoCestice 1 nalazi se na povrSini zlata u obliku zwitter iona. Uvodenje stabilizirajuceg
polimera PVP u sustav stvara steri¢ku barijeru i dobiveni spektri modelnih molekula pokazuju
vrlo slabe vrpce. No, takvi modificirani koloidi su najstabilniji kroz vrijeme.
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The SERS (surface—enhaced Raman scattering) efficiency and stability of gold colloids prepared
by reduction of tetrachloroauric(Ill) acid with 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethylenesulfonic
acid (HEPES buffer) were investigated using rhodamine 6G (R6G), (E)-1,2-di(pyridin-4-yl)ethene
(BPE) and disodium fluoresceinate (NazF1). Colloids were synthesized in two ways: the "seedless"
synthesis, in which the metal salt and buffer are mixed, and the "seeded" synthesis, in which, in
addition to the metal salt and buffer, silver nitrate was added. The influence of the poly(vinyl-
pyrrolidone) - PVP addition on the stability of the prepared colloids and the scattering enhancement
were investigated. In all gold colloids, the strongest SERS effect was found for the BPE molecules,
most likely due to its neutrality and structural features. The charged model molecules are
electrostatically repelled by HEPES, which stabilizes the nanoparticles and was located on the gold
surface as zwitter ion. Introduction of the polymer PVP into the system resulted with a steric barrier
and the obtained spectra of the model molecules show very weak bands. However, such modified
colloids are the most stable over time.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Ramanova spektroskopija je vibracijska metoda koja se temelji na detekciji neelasti¢nog
rasprSenja nakon interakcije zraCenja i molekule. Prednosti metode su nedestruktivnost,
mogucnost snimanja u vodenim otopinama te jednostavna priprava uzorka za mjerenje, najveci
nedostatci su slaba osjetljivost metode, degradacija uzorka te fluorescencija, stoga se razvijaju
tehnike koje ¢e ublaziti ili zaobic¢i navedene nedostatke. Jedna od takvih tehnika je i povrSinski
pojacano Ramanovo rasprSenje (engl. surface—enhaced Raman scattering, SERS). SERS
tehnikom se dobiva intenzivnije pojacanje rasprSenja (10°-10° puta veée od normalna
Ramanova rasprsenja) uslijed adsorpcije molekule analita na hrapavu metalnu povrSinu. Kao
metalni supstrati za adsorpciju i/ili kemijsko vezanje analita najesSce se koriste nanocestice
srebra 1 zlata u obliku koloidnih suspenzija ili imobilizirane nanocestice na ¢vrstoj podlozi.
Koloidne suspenzije pripremaju se redukcijom metalnih soli, pri ¢emu reducens vrlo ¢esto ima
i ulogu stabilizatora koji sprjecava agregiranje i oksidaciju nastalih nanocestica. Osim iona
zaostalih 1ili nastalih tijekom priprave koloida, kao stabilizirajuci agensi vrlo Cesto se koriste 1
molekule polimera.'*?

Svrha ovog diplomskog rada je ispitati SERS ucinkovitosti pripravljenih supstrata pri cemu
su koriStene modelne molekule rodamin 6G, (E)-1,2-di(piridin-4-il)eten 1 dinatrijev
fluoresceinat.  Sintetizirana je koloidna suspenzija zlata u 4—(2-hidroksietil)-1—
piperazinetilensulfonskoj kiselini (pufer HEPES) koji ima ulogu reducensa i stabilizatora
zlatnih nanocestica. Sinteza je provedena na dva nacina; u sintezi ,,bez sjemena‘“ reakcijska
smjesa ukljucuje samo metalnu sol i reducens, dok se u sintezi ,,sa sjemenom‘ dodaje srebrov
nitrat. Promatrana je SERS ucinkovitost koloidnih suspenzija zlata sa i bez dodatka polimera
poli(vinil-pirolidona) koji sluzi kao stabilizator, dok je UV/Vis spektroskopijom analizirana
stabilnost pripravljenih koloida. Snimljeni su koncentracijski i vremenski ovisni SERS spektri
u svrhu odredivanja granice detekcije 1 izracuna faktora pojacanja za pojedine supstrate te kako
bi se odredilo ponasanje analita u koloidnoj suspenziji tijekom vremena. Svi SERS spektri

snimljeni su kori$tenjem pobudnog zracenja pri 532 1 785 nm.

Ivana Radoslavié Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Ramanova spektroskopija

Fenomen neelasti¢nog rasprSenja svjetlosti prvi je postulirao Smekal 1923. godine, dok su ga
eksperimentalno analizirali 1928. godine Raman i Krishnan. U izvornom eksperimentu sun¢eva
svjetlost je bila fokusirana teleskopom na uzorak (tekucina ili para bez praSine). Uz uzorak je
bila postavljena druga leca za prikupljanje rasprSenog zracenja. Sustav optickih filtara koristen
je kako bi se dokazalo postojanje rasprSenog zracenja Cija se frekvencija razlikuje od

frekvencije upadne svjetlosti.*

?\I,J ser Anti-Stokesovo

\AM/\W Ramanovo rasprienje

) o = %
Aqaspriemya = Alaser

Stokesovo
Ramanovo rasprienje Rayleighovo
Arasprienja = Maser Rasprﬁenje

.-".:;_'-.p:%a)_' 2= Maser

Slika 1. Shematski prikaz Stokesova, Rayleigheva i1 anti—Stokesova rasprSenja.

[lustracija je preuzeta s internetske stranice www.edinst.com i prilagodena

literaturnom izvoru.’

Uslijed interakcije svjetlosti s tvari, foton svjetlosti moze se apsorbirati, rasprsiti ili moze proc¢i
kroz tvar bez interakcije. Ukoliko energijska razlika izmedu osnovnog i pobudenog stanja
odgovara energiji upadnog fotona, dolazi do apsorpcije fotona i prelaska molekule u vise
energijsko stanje. Kada interakcija fotona s molekulom rezultira rasprSenjem zracenja, energija
upadnog fotona ne treba odgovarati razlici energija izmedu dvaju stanja. RasprSenje se najcesce
primjenjuje za odredivanje veliine Cestica 1 raspodjele Cestica manjih od 1 pum, no glavna

tehnika rasprSenja koja se koristi za odredivanje strukture je Ramanova spektroskopija.

Ivana Radoslavié Diplomski rad
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§ 2. Literaturni pregled 3

U Ramanovoj spektroskopiji interakcijom zracenja i molekule dolazi do polarizacije
elektronskog oblaka oko jezgara. Pri tome nastaje kratkozivuce, nestabilno stanje molekule koje
se naziva virtualno stanje. Virtualno stanje nije stvarno energijsko stanje molekule i njegova
energija ovisi o energiji pobude. Iz virtualnog stanja se fotoni otpustaju u obliku rasprSenog
zraCenja. RasprSeno zracenje dijeli se na dominantno Rayleighovo rasprSenje i slabo Ramanovo
rasprSenje. Na slici 2 prikazan je energijski dijagram Rayleighova i Ramanova rasprsenja.
Intenzivno Rayleighovo rasprSenje se zbiva prilikom interakcije upadnog zracenja i
elektronskog oblaka pri kojoj ne dolazi do pomicanja jezgara. To je elasti¢an proces u kojem
nema prijenosa energije s fotona na molekulu ili obrnuto i molekula se nakon pobude u
virtualno stanje vraca u pocetno energijsko stanje. Ramanovo rasprSenje je puno manje
vjerojatno s obzirom na to da se tek 10°-10% fotona Raman raspriuje. Kod Ramanovog
rasprSenja upadno zracenje, osim polarizacije elektronskog oblaka, potice i gibanje jezgara pa
dolazi do prijenosa energije s fotona na molekulu ili obrnuto. Takvo neelasti¢no rasprSenje
naziva se Ramanovo rasprSenje. Ramanovo rasprsenje dijeli se na Stokesovo i anti-Stokesovo
rasprSenje. Prilikom Stokesovog nacina rasprSenja molekula iz osnovnog vibracijskog stanja
prelazi u virtualno i vrac¢a se u viSe vibracijsko stanje. RasprSeno zracenje je manje energije od
pobudnog zracenja. Proces u kojem molekula iz viSeg vibracijskog stanja prelazi u virtualno 1
vraca se u osnovno vibracijsko stanje odgovara anti—Stokesovom rasprSenju pri ¢emu je
energija rasprSenog zracenja veca od energije pobudnog zracenja. Stokesove 1 anti-Stokesove
vrpce daju istu informaciju o strukturi molekula, samo je razlika u njihovim intenzitetima u
Ramanovim spektrima.

Infracrvena (engl. infraed, IR) i Ramanova spektroskopija su komplementarne metode, ali
imaju razliCita izborna pravila. Molekula ¢e apsorbirati infracrveno zraCenje ako tijekom
vibracije dolazi do promjene elektri¢nog dipolnog momenta i zato su intenzivne vrpce u IR
spektrima posljedica apsorpcije zracenja polarnih skupina. Neka vibracija ¢e biti aktivna u
Ramanovom spektru ako pod utjecajem laserskog zra¢enja dolazi do promjene polarizabilnosti.
Najintenzivnije rasprSuju zraCenje funkcijske skupine bogate elektronima, kao S$to su
nezasi¢ene veze ili aromatski strukturni motivi. Upravo zbog ove razlike u izbornim pravilima,
intenzivne vrpce vibracija u Ramanovom spektru mogu biti puno slabijeg intenziteta u IR
spektru 1 obrnuto. Takoder, za molekule koje posjeduju centar simetrije vrijedi dodatno pravilo

medusobnog iskljucenja, prema kojem niti jedna vibracija ne moZe biti i IR i Raman aktivna.!*®
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§ 2. Literaturni pregled 4

A
E v=2 Prvo elektronsko
‘=1 .
:-= 0 pobudeno stanje
AT Virtualno stanje
-2 S—
hwy - fiv, hvy By + hv,
vy hvy hvg
v=2 ] Osnovno
v ; elektronsko stanje

Stokes Rayleigh anti-Stokes

Slika 2. Energijski dijagrami Stokesova, Rayleighova te anti—Stokesova rasprsenja.”

Ramanovom spektroskopijom mogu se dobiti informacije o kemijskoj strukturi i fizickim
oblicima molekula. Takoder se koristi i za semikvantitativnu analizu tvari u uzorku. Prednosti
Ramanove spektroskopije su minimalne pripreme uzoraka, visoke specifi¢nosti, in vivo
aplikacije optickih vlakana te kompatibilnosti s fizioloSkim mjerenjima jer voda ne smeta pri
mjerenjima.* Osnovni nedostatci su slaba osjetljivost te pojava fluorescencije koja moze
prekriti vrpce analiziranog spoja. Kako bi se umanjili navedeni nedostatci, razvijaju se razlicite
tehnike Ramanove spektroskopije, a jedna od njih je 1 spektroskopija povrSinski pojacanog

Ramanovog rasprsenja (SERS).

2.2. Spektroskopija povrSinski pojacéanog Ramanovog rasprsenja

SERS spektroskopijom opaza se rasprSenje molekula adsorbiranih na hrapavu povrSinu metala.
U odnosu na klasi¢nu Ramanovu spektroskopiju, intenzitet rasprSenog zrac¢enja pojacava se 1
do 10° puta.

Povrsinsko pojacanje Ramanova rasprSenja otkrio je Fleischman 1974. godine. Opazio je
intenzivno Ramanovo rasprSenje piridina adsorbiranog na hrapavu srebrovu elektrodu 1
pretpostavio da je povecanje povrsine uslijed hrapavosti dovelo do pojacanja rasprSenja. No,
1977. godine Jeanmaire i Van Duyne te Albrecht i Creighton su dokazali kako je pojacanje
rasprienja molekula koje su bile adsorbirane na povrsinu 10°-10° puta veée u odnosu na

klasicno Ramanovo rasprSenje vrsta u otopini, dok bi samo povecanje povrSine srebra
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rezultiralo pojacanjem rasprSenja za 10 puta. Shematski prikaz SERS eksperimenta dan je na

slici 3.

Povriinski pojacano
Ramanovo

pobudno T
rasprienje

zratenje

molekula

nanostrukturirana metalna
povrsina

Slika 3. Shematski prikaz SERS eksperimenta.'!

S obzirom da je adsorpcija analita na povrSini glavni uvjet za aktivni supstrat u SERS
spektroskopiji, vrsta metala i hrapave povrSine izuzetno je vazna. Osim toga, na pojaanje
rasprSenja utjecu 1 karakteristike pobudnog zracenja, struktura i svojstva molekula koje se
istrazuju 1 nac¢in adsorpcije ili vezanja molekula na povrSinu metala.

SERS spektar se vrlo Cesto razlikuje od Ramanovog spektra, jer moze do¢i do pomaka ili
smanjenja intenziteta postojecih vrpci, ili do pojave novih vrpci. Navedeno je rezultat izbornih
pravila za SERS prema kojim se tijekom adsorpcije molekule na metalnu povrSinu naruSava
simetrija molekule §to dovodi do promjene u normalnim vibracijama. Osim toga, vibracije koje
su polarizirane okomito na metalnu povrSinu najintenzivnije rasprSuju zracenje. Pravilo
medusobnog iskljucenja ne vrijedi u SERS spektrima ako se radi o molekulama koje imaju
centar simetrije jer se adsorpcijom na metalnu povriinu centar simetrije gubi.'-?

Prihvacena su dva mehanizma kojima se objasnjava pojacanje rasprSenja s povrsine metala.
U prvom mehanizmu analit se adsorbira ili se nalazi vrlo blizu metalne povrSine
(elektromagnetsko pojacanje), dok se u drugom slu€aju analit nalazi kemijski vezan na povrSinu
metala, najéeS¢e putem atoma duSika, kisika ili sumpora (kemijsko pojacanje). Kemijsko

pojacanje moze se dogoditi iskljucivo iz prvog sloja analita vezanog na povrSinu dok se
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elektromagnetsko pojacanje dogada iz prvog, drugog i svakog sljedeéeg sloja analita uz

povrsinu.?

2.2.1. Elektromagnetski mehanizam
Elektromagnetski mehanizam pretpostavlja interakciju molekula analita i1 povrSinskih
plazmona, pri ¢emu su molekule analita smjeStene vrlo blizu metalne povrSine.

Povrsina metala prekrivena je vodljivim elektronima koji se slobodno gibaju uzduz povrSine
stvarajuci elektronski oblak na odredenoj udaljenosti od povrsine. Kada se zracenje usmjeri na
povrsinu metala, dolazi do interakcije elektriénog polja upadnog elektromagnetskog zracenja i
elektronskog oblaka, te elektroni poc¢inju koherentno oscilirati 1 takve oscilacije nazivamo
povrsinski plazmoni (slika 4). PovrSinski plazmoni posjeduju tzv. rezonancijsku frekvenciju pri
kojoj najucinkovitije adsorbiraju i rasprsuju svjetlost, a spomenuta frekvencija ovisi o metalu i
prirodi povrsine. S obzirom na prirodu povrsine, koja moze biti hrapava ili glatka, ovisi hoce li
do¢i do oscilacija u ravnini ili okomito na metalnu povrsine. Ako su oscilacije elektrona u
ravnini povrsine, Sto je karakteristika glatkih povrSina, dolazi do apsorpcije, ali ne i rasprSenja
zra¢enja. Medutim, na hrapavim povrSinama prisutne su oscilacije okomito i u ravnini na
metalnu povriinu, §to rezultira apsorpcijom, ali u veéoj mjeri rasprienjem zracenja.'*

Model metalne sfere koristi se pri opisu elektromagnetskog pojacanja rasprSenog zracenja.
Kada se mala metalna kugla izloZi primijenjenom elektri¢nom polju iz lasera, elektri¢no polje
na povrsini je prikazano relacijom,

3
E. = Eycosb+ H(”—.) Ey cos B
r

(1
gdje je E, je ukupno elektri¢no polje na udaljenosti » od povrsine kugle, a je polumjer kugle, 6
je kut u odnosu na smjer elektricnog polja, a g je konstanta povezana s dielektricnim

konstantama tako da vrijedi,
_ ( Erlve) — & )
g1(ve) + 28 (2)

€01 &7 su dielektri¢ne konstante medija koji okruzuje kuglu i metalne kugle, a v, je frekvencija
upadnog zracenja &o 1 ¢; su dielektri¢ne konstante medija koji okruzuje kuglu i metalne kugle,
a v; je frekvencija upadnog zraCenja. Pri vrijednosti frekvencije (plazmonska rezonancijska

frekvencija) kad je vrijednost g maksimalna, ekscitacija povrSinskog plazmona izrazito
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pojacava lokalno elektricno polje molekule koja je adsorbirana na povrsini. Elektroni u analitu
molekula koja je adsorbirana na povrsinu uzrokuje poveéanje polarizacije oko molekule uslijed
interakcije s oblakom elektrona. Elektricno polje moze se opisati s dvije komponente, a to je
polje okomito na povrSinu i polje paralelno s povrSinom. Iz jednadzbi 1. i 2. vidi se kako je
elektricno polje koje je okomito na povrsinu veée od onog paralelno s povrSinom. Shodno
navedenom, najvece pojacanje je zapazeno za molekulu koja je adsorbirana i polarizirana
okomito na povrsinu.!

Dokazano je kako se najvece pojacanje ne dogada ravnomjerno oko svake izolirane Cestice,
ve¢ u tockama nekih dodirnih Cestica ili nakupinama cestica. Prilikom adsorpcije nanocestica
srebra na povrsinu, moguce je proucavati kakva je raspodjela poboljsanja po povrsini, iz ¢ega
se zakljuCuje kako su neki dijelovi povrSine iznimno aktivni, dok drugi ostaju neaktivni.
Aktivne dijelove zovemo ,,hot spots” te ovise o frekvenciji koriStene pobude. Mjesta izmedu
Cestica su podrucja iznimne SERS aktivnosti, a toCka na kojoj se dvije Cestice dodiruju
posjeduje vrlo jako elektricno polje. Valja istaknuti kako, veli¢ina i oblik Cestice, nacin

organiziranja Cestica u klastere te niska odabrana frekvencija doprinose poboljsanju SERS-a.!

Elektricno
polje

Metalna
sfera

Elektronski oblak

Slika 4. Shematski prikaz lokaliziranih povrsinskih plazmona.’

2.2.2. Kemijski mehanizam ili mehanizam prijenosa naboja

Kemijsko pojacanje ili pojacanje uslijed prijenosa naboja, podrazumijeva stvaranje veze
izmedu analita 1 metalne povrSine. Nastalom vezom nastaju povrSinske vrste koje ukljucuju
povrsinske atome metala 1 analit, ¢ime dolazi do prijenosa naboja s metalne povrSine na analit.
Nastanak povrsSinske vrste (novo elektronsko stanje) za posljedicu ima povecanje

polarizabilnosti molekule. Pretpostavlja se kako su ta nova stanja rezonantni meduprodukti
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Ramanovog rasprsenja. Kemijsko poboljSanje ima mnogo manji u¢inak na klasicno Ramanovo

poboljsanje, obiéno 10>-10* puta.!

2.2.3. Metalni supstrati

Zahtjevi koje metalni supstrati moraju ispuniti kako bi Sto efikasnije pojacali rasprSenje
zra¢enja su: hrapavost povrSine koja omogucuje pojatanje Ramanova rasprSenja, uspjesna
adsorpcija analita, dobra stabilnost, reproducibilnost i ¢isto¢a. Prvi supstrati koristeni za SERS
istrazivanja bili su koloidi srebra, zlata ili bakra te folije/Zice izradene od zlata, srebra ili bakra
koje su hrapavu povrSinu tvorile na kemijski/elektrokemijski nac¢in. SERS aktivne povrSine
mogu se dobiti na tri opéenita nacina pa razlikujemo: 1. metalne nanocestice u suspenziji 2.
metalne nanocestice imobilizirane na ¢vrstim podlogama i 3. nanostrukture proizvedene
izravno na krutoj tvari nanolitografijom ili sintezom temeljenoj na $abloni.'°

Metalne nanocestice u suspenziji mogu se pripraviti kemijskim ili fizikalnim metodama.
Primjer fizikalne metode njihove pripreme je pulsna laserska ablacija plemenitih metala u
teku¢em mediju. Nacin priprave spomenutom metodom sastoji se od usmjeravanje izvora
zracenja na metu, uslijed ¢ega dolazi do apsorpcije impulsa lasera te nastanka plazma oblaka
koji se brzo $iri u tekucini 1 emitira udarne valove, hladi se 1 razgraduje. Atomizirani materijal
se zatim ukloni s mete te stupa u interakciju s vrstama prisutnim u teku¢ini 1 dolazi do
nukleacije, rasta i formiranja nanocestica. Povecanje veli¢ine ¢estica vodi 1 do povecanja SERS
ucinka jer ono ovisi o broju dostupnih elektrona. SERS aktivne nanocestice mogu se prirediti i
»mokrom* kemijskom sintezom uz dodatak sredstva za redukciju srebra ili zlata, a to su
najceS¢e trinatrijev  citrat, natrijev  borhidrid, hidrazin ili 4—(2-hidroksietil)-1—
piperazinetilensulfonska kiselina (HEPES). Uz reducens, Cesto se koriste 1 stabilizirajuci
reagensi koji spre¢avaju agregaciju nanocestica na nacin da se vezu na povrsinu nanocestica, a
najvise koriSteni su poli(etilen—glikol) (PEG), cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB), taninska
kiselina i poli(vinil-pirolidon) (PVP). Ja€ina i koncentracija redukcijskog agensa odreduje
veli¢inu nanocestica. Tako ja¢i redukcijski agens poput natrijeva borhidrida tvori manje
nanocestice, a slabija redukcijska vrsta stvara vece Cestice. Nukleacijom se atomi metala spajaju
te dolazi do tvorbe klastera 1 na kraju do nastanka kristalne jezgre. Dodatkom sufraktanta moze
se kontrolirati oblik Cestica, jer uslijed takvog dodatka dolazi do promjene povrSinske energije

1 kontrole agregacije Cestica. Sintezom je moguce dobiti razne oblike nanocestica od nanosfera,
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nanotrokuta i nanokocki do nanozica i nanozvijezda. Slika 5 prikazuje strukture nanosfera,

nanotrokuta i nanozvijezda dobivene skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (SEM).

(a) (b)

Slika 5. Prikaz oblika nanosfera (a), nanotrokuta (b) i nanozvijezda (c) snimljeni
skenirajué¢im elektronskim mikroskopom (SEM).!°
Nadalje, SERS pojacanje ovisi o obliku nanocestica koloida. Na slici 6 prikazan je SERS
spektar rodamina 6G dobiven na tri razli¢ita oblika nanocestica zlata: nanzovijezde, nanotrokuti
1 nanosfere. Iz priloZenog je zaklju¢eno kako SERS poboljSanje raste za navedeni niz nanosfere
< agregirane nanosfere < nanotrokuti << nanozvijezde. Razlog opisanog je razli¢it broj ,,vrucih
tocaka® po Cestici, a taj je broj najveéi za nanozvijezde. ,,Vruce tocke su mjesta gdje je izrazito

pojacano lokalno elektri¢no polje u usporedbi s okolinom.!!

5000 p—
nanozvijezde
— 4000
3
=
% 3000
=
] nanotrokuti
s 2000
£ =
£ L
1000 b= nanosfere
u i I i I i I i ' Il ' i

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Valni broj / em™

Slika 6. Usporedba 5 uM rodamin 6G SERS spektra u suspenzijama zlatnih nanozvijezda,
nanotrokuta 1 agregiranih nanosfera. Spektri su dobiveni pomocu laserske pobude od 785

nm. Preuzeto iz reference 10 1 prilagodeno prema literaturnom izvoru.
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Prethodno je navedeno da elektromagnetski mehanizam najvise doprinosi pojacanju
Ramanova raspr$enja na hrapavoj metalnoj povrsini i najintenzivniji SERS efekt dobiva se kada
valna duljina lasera odgovara vrijednosti plazmonske rezonancije. Kao metali se najCesce
koriste srebro i zlato zbog njihove stabilnosti, no vrlo Cesto i bakar. Lokalizirana povrsinska
plazmonska rezonancija za najceS¢e koriStene metale u SERS analizama pokriva veéinu
vidljivog 1 bliskog infracrvenog dijela spektra, Sto je optimalno podru¢je za ve¢inu SERS

mjerenja (slika 7).!!

\ Fal|

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
Valna duljina / nm
Slika 7. PribliZni rasponi valnih duljina gdje su Ag, Au i Cu dobro okarakterizirani i

utvrdeni su da podrzavaju SERS.!!

2.3. Modelne molekule za SERS mjerenja

2.3.1. Rodamin 6G (R6G)
Za analizu SERS efekta Cesto se koristi boja rodamin 6G koja je vrlo jak fluorofor pod
djelovanjem vidljivog zraenja. Upotrebljava se kao nelinearni opti¢ki materijal, kao senzor te
kao fotosenzibilizator. Do gaSenja fluorescencije u molekuli R6G dolazi ukoliko je molekula
prisutna u obliku dimera ili vi$ih struktura. Spomenuti se proces dogada zbog prijenosa pobudne
energije izmedu monomera i agregata koji se zatim raspadaju bez emisije zra¢enja. Dimeri

imaju niski kvantni prinos te zahvaljuju¢i tome efikasno gase emisiju. Takoder, do gasenja
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fluorescencije moze do¢i uslijed snazne adsorpcije na hrapavu metalnu povrSinu, ¢ime je
omoguceno promatranje Ramanovih signala bez smetnji fluorescencije. U vrlo kiselim uvjetima
(pH <2) R6G gubi svoju etoksi skupinu te nastaje lakton, i shodno tome dolazi do smanjenja

fluorescencije.'! Struktura rodamina 6G prikazana je na slici 8.

Slika 8. Struktura rodamina 6G.

2.3.2. (B)-1,2-di(piridin-4-il)eten (BPE)

(E)-1,2-di(piridin-4-il)eten ili BPE je molekula koja nema Siru primjenu u kemiji kao primjerice
druge modelne molekule koriStene u ovom radu, ve¢ se koristi kao ligand ili takozvani ,,linker
u metalo—organskoj kemiji ili kod koordinacijskih polimera. Nadalje, svoju upotrebu nalazi 1
kod dinuklearnih kompleksa cinka koje pokazuju fotokontroliranu fluorescenciju. Razmatrani
spoj sastoji se od dva piridinska prstena povezana dvostrukom vezom, a struktura molekule

prikazana je na slici 9.'°

= TN
F N X

Slika 9. Struktura (E)-1,2-di(piridin-4-il)etena (BPE).
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BPE moze postojati u trans i cis obliku, no s obzirom na vecu stabilnost trans oblika,
trans—BPE se najcesc¢e koristi u SERS analizama kao modelna molekula za karakterizaciju
supstrata. Uoceno je kako pri pobudi od 532 nm elektroni iz zlatnih nanocestica odlaze s
povrsine i difundiraju dalje te konvertiraju molekulu u anionski oblik, a kao posljedicu imaju
promjenu konformacije molekule (izomerizacija).! BPE koji je adsorbiran na povrsini
nanodestica zlata daje SERS spektar s dvije intenzivne vrpce pri 1581 i 1638 cm™' koje se
znacajno razlikuju od onih u spektru snimljenom u otopini ili plinovitoj fazi ¢iste modelne
molekule. Navedene su razlike pripisane adsorpciji molekule na povrsini zlatnih nanocestica i

to na nac¢in da se BPE veZe na povrsinu metala preko atoma dusika iz piridinskog prstena.!”

2.3.3. Dinatrijev fluoresceinat (NazFI)
Dinatrijev fluoresceinat (NazF1) organski je fluorofor s ksantenskom jezgrom. Vodena otopina
NazFl apsorbira plavo svijetlo, dok emitira Zutozeleno svijetlo. Intenzitet emisije svjetlosti ovisi
o debljini uzorka, koncentraciji i pH otopine. Otopina dinatrijevog fluoresceinata koristi se u
oftalmologiji za otkrivanje bolesti roznice i kao mimeticki lijek, s obzirom na sli¢cnu molekulsku
masu 1 strukturu s mnogim lijekovima. Fluoresceinatni ion pokazuje sklonost stvaranja dimera
u vodenoj otopini kod vec¢ih koncentracija. Slozena kiselo—bazna ravnoteZa odgovorna je za
Cetiri razli¢ita oblika kojima se NayFl moze naéi, a to su: kationski, neutralni, anionski i
dianionski oblik. Spektroskopskim metodama je odredeno kako je pri neutralnim 1 bazi¢nim pH
uvjetima najvise prisutan anionski i dianionski oblik, dok je s druge strane neutralna i kationska

vrsta karakteristi¢na za kiseli medij. Kemijska struktura spoja prikazana je na slici 10.!%1
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Slika 10. Kemijska struktura dinatrijeva fluoresceinata.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije
4—(2-hidroksietil)-1—piperazinetilensulfonska kiselina, p. a., Fluka
Rodamin 6G, p. a., Fluka

(E)-1,2-di(piridin-4-il)eten, p. a., BLDpharm

Dinatrijev flouoresceinat, p. a., Fluka

Poli(vinil-pirolidon), p. a. Acros Organics

Tetraklorozlatna(IlI) kiselina, p.a. Sigma Aldrich

Srebrov nitrat, p. a., Gram-Mol

Natrijev hidroksid, p. a., T.T.T.

Koncentrirana klorovodi¢na kiselina, p. a., Fluka

3.2. Mjerni uredaji

Ramanovi 1 SERS spektri snimljeni su konfokalnim Ramanovim mikroskopom/spektrometrom
InVia tvrtke Renishaw opremljenim laserima koji emitiraju zracenje pri 532 1 785 nm.
Maksimalna snaga lasera koji emitira zracenje na 532 nm je 100 mW, a lasera koji emitira
zraCenje na 785 nm 300 mW. Vrijeme ekspozicije je 10 s, a broj akumulacija 1. Tijekom snimanja
povecanje objektiva bilo je x5, a snaga lasera podeSena ovisno o uzorku. Spektri su snimani u
podrudju 100-3200 cm™, a za njihovu obradu koristen je program Wire 5.3. Cvrsti uzorci
snimani su na aluminijskom nosacu, dok su uzorci u koloidnim suspenzijama te tekuci uzorci
snimani u aluminijskim posudama volumena 40 pL.

Apsorpcijski  spektri  koloidnih suspenzija nanocestica snimljeni su na UV/Vis
spektrofotometru SPECORD 200 tvrtke Analytik Jena. Uzorci su snimani u kvarcnoj kiveti
duljine puta zra¢enja 2 mm, u rasponu valnih duljina od 190-1100 nm.

pH vrijednost koloidnih suspenzija odredena je pH metrom tvrtke Mettler Toledo (model MP
220) s kombiniranom staklenom—kalomel elektrodom InLab®413. Uredaj je bazdaren otopinama

pufera, ¢ije su pH vrijednosti bile 7,00 1 4,00.
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3.3. Priprava koloidnih suspenzija zlata

Za pripravu koloidnih suspenzija koriSten je pufer HEPES odredene koncentracije i pH
vrijednosti. Pufer HEPES koncentracije ¢ = 0,1 mol L™ pripremljen je na sljede¢i naéin:
2,3804 g cvrstog uzorka se otopilo u 80,00 mL deionizirane vode, i otopina s tikvicom je
smjestena na magnetsku mijesalicu te je odredena pH vrijednost dobivene otopine. Zeljena pH
vrijednost od 7,40 dobivena je otapanjem krutog NaOH u otopini. Nakon §to je postignut pH od

7,40, tikvica je nadopunjena deioniziranom vodom do 100 mL.

3.3.1. Sinteza ,,bez sjemena “
Koloidna suspenzija zlatnih nanocCestica bez sjemena i polimera (AuNP) pripravljena je
mijeSanjem 4 mL HEPES pufera (¢ = 0,1 mol L™!) i 6 mL Mili—Q deionizirane vode, a zatim je
u otopinu dodano 20 pL tetraklorozlatne(IIl) kiseline (¢ = 5x102 mol L!). Nakon njeZnog
mijesanja, otopina je ostavljena na sobnoj temperaturi oko 30 min pri ¢emu je doslo do promjene

boje iz bezbojne u tamno—ljubicastu.
Koloidne nanocestice zlata stabilizirane polimerom PVP (AuNP(+PVP)) pripravljene su na
gore opisan nacin, samo je u dobivenu suspenziju, nakon stajanja od 30 minuta, dodano 1200 uL.
PVP 10 000 (¢ = 2,5x102 mol L") te je koloidna suspenzija ostavljena preko noéi na sobnoj

temperaturi.

3.3.2. Sinteza ,,sa sjemenom “
Srebrom potpomognuta sinteza nanocestica zlata, pripravljena je kao 1 prethodno opisana sinteza
,.bez sjemena*, ali uz dodatak 4 uL otopine srebrovog nitrata (¢ = 1x10-3 mol L) nakon dodatka
tetraklorozlatne(IIT) kiseline u otopinu (AuNP_Ag).
Stabilizator PVP 10 000 (c =2,5%1072 mol L™!) dodan je u koli¢ini od 1200 pL te je koloid
ostavljen preko no¢i na sobnoj temperaturi (AuNP_Ag(+PVP)).

3.4. Priprava otopina i mjernih uzoraka

Pocetne otopine rodamina 6G (R6G), (E)-1,2-di(piridin—4-il)etena (BPE) i dinatrijeva
flouresceinata (Na2Fl) koncentracije 2x10~> mol L™! pripravljene su otapanjem odgovarajuée
mase krutog uzorka u Milli—Q deioniziranoj vodi. Za pripremu otopine R6G otopljeno je 9,823

mg ¢vrste tvari u 10,229 mL deionizirane vode, dok je za pripremu otopina BPE otopljeno je
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3,721 mg cvrste tvari u 10,207 mL deionizirane vode. Otopina dinatrijeva flouresceinata
priredena je otapanjem 10,810 mg praskaste krutine u 14,300 mL deionizirane vode.

Za snimanje koncentracijski ovisnih SERS spektara pripravljene su ishodne vodene otopine
modelnih molekula u rasponu koncentracija od 8x107#, 8x107>, 8x107° i 810" mol L™! dok je
jos dodatno za BPE priredena otopina koncentracije 8x10°8 mol L™!. Navedene su otopine
pripremljene razrjedivanjem ishodne otopine analita u adekvatnom volumenu deionizirane vode.
U svrhu snimanja SERS spektara modelnih molekula u koloidnim suspenzijama, u aluminijsku
posudicu dodano je 5 uL otopine modelne molekule te 35 pL koloidne suspenzije zlata (ukupan
volumen iznosio je 40 pL). Koncentracije otopina modelnih molekula u mjerenim uzorcima

iznosile su redom 1x107*, 1x107, 1x107%1 1x107mol L' te dodatna 1x10® mol L! za BPE.

Ivana Radoslavié Diplomski rad
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Ramanovi spektri modelnih molekula

4.1.1. Rodamin 6G
Snimljeni su Ramanovi spektri modelne molekule R6G u ¢vrstom stanju i vodenoj otopini
koncentracije, ¢ = 2x1073 mol L ™!, pri valnim duljinama pobude 532 i 785 nm.

U spektru krutine R6G dobivenog pobudom pri 532 nm nisu dobivene vrpce koje bi
odgovarale karakteristicnim vibracijama molekule. KoriStenjem veée snage lasera rezultiralo je
zasi¢enjem detektora, dok mala snaga lasera ne rezultira vrpcama u spektru.

Ramanov spektar vodene otopine rodamina 6G (c = 2x107° mol L™!) dobiven pobudom iste
valne duljine pokazuje samo porast bazne linije kao posljedicu fluorescencije rodaminske boje.
R6G apsorbira zradenje pri 526 nm, nakon ¢ega intenzivno fluorescira.'® Buduéi da je valna
duljina pobude 532 nm vrlo blizu valne duljine apsorpcije R6G, vrlo vjerojatno dolazi do
pobudivanja elektronskih prijelaza $to rezultira emisijom zracenja, a ne rasprsenjem.

Ramanovi spektri ¢vrstog uzorka i otopine R6G (¢ = 2x107° mol L™!) snimljeni pri pobudi

od 532 nm prikazani su na slici 11.

Ramanov intenzitet

I v 1 T I
1000 2000 3000
Valni broj / cm™

Slika 11. Ramanovi spektri krutine R6G (crno) i vodene otopine R6G koncentracije

¢ =2x10mol L™! (crveno) pri pobudi lasera od 532 nm i snazi lasera 1,2x10* mW.

Ivana Radoslavié Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 18

Ramanov spektar krutine R6G dobiven pobudom 785 nm sadrzi nekoliko karakteristi¢nih
vrpci spoja, uz podignutu baznu liniju zbog ve¢ spomenute fluorescencije molekula analita.
Vrpee pri 1509 i 1363 cm™' odgovaraju vibracijama istezanja C—C veze, dok vrpca pri 1311
cm™!' odgovara istezanju C-N veze ksantenskg prstena. Slaba vrpca na 613 cm™! potjede od
deformacija C—H veze u aromatu (tablica 1).

U Ramanovom spektru vodene otopine R6G (c = 2x10* mol L™!) snimljenom pri pobudi
785 nm uocene su vrpce koje odgovaraju vibraciji ksantenskog prstena pri valnim brojevima
1514, 1368 1 1315 cm™. U spektru vodene otopine R6G uocena je dodatna vrpca pri 780 cm™!
koja odgovara deformaciji C-H veze u aromatu.”* Asignacija najintenzivnijih vrpci iz uzoraka
snimljenih pri pobudi 785 nm prikazana je u tablici 1, dok su Ramanovi spektri ¢vrstog uzorka

i vodene otopine rodamina 6G (¢ = 2x1073 mol L™!) prikazani su na slici 12.

Ramanov intenzitet
|
|
|
\

=1368
- 1514

>1315

10]OO ‘ 20]00 ‘ 30lOO
Valni broj / cm™
Slika 12. Ramanovi spektri krutine R6G (crno) i vodene otopine R6G koncentracije
¢ =2x10"*mol L™! (crveno) pri pobudi lasera od 785 nm i snazi lasera 3,2x10* mW za

krutinu te 319 mW za otopinu.
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Tablica 1. Asignacija osnovnih vibracijskih vrpci u Ramanovim spektrima ¢vrstog uzorka i

vodene otopine R6G (c = 2x107* mol L") pri valnoj duljini pobude 785 nm.

Valni broj / cm™!
Vibracija

krutina otopina
1509 1514 v CC (ks)
1363 1368 v CC (ks)
1311 1315 v C—N

780 doop CH (ar)
613 612 doop CH (ar)

Kratice: v — istezanje; & — deformacija; oop — izvan ravnine; ks — ksanten; ar — aromatsko.

4.1.2. (E)-1,2-di(piridin-4-il)eten

Ramanovi spektri modelnog spoja BPE u Cvrstom stanju i otopini koncentracije,

¢ = 2x1073 mol L™!, snimljeni pri pobudama 532 i 785 nm, prikazani su na slikama 13 i 14.

Asignacija opazenih vrpca dana je u tablici 2.

U spektru krutine BPE dobivenog pobudom pri 532 nm uoceno je povecanje bazne linije 1

nekoliko intenzivnijih vrpci koje potjeCu od vibracija promatrane molekule. Vrpce koje

odgovaraju istezanju CC veze (1638 cm™!) te vrpca istezanja C—C veze i deformacije C—H (1598

cm ') uocene su kao dvije najintenzivnije vrpce u Ramanovom spektru. Intenzitetu vrpci kod

valnog broja 1234 cm™! doprinose deformacije C—H veze i istezanja C—C veze piridinskog

prstena. Istezanje veze izmedu C atoma prstena 1 C atoma etilena rezultiraju vrpcom pri 1197

cm !, zajedno sa svijanjem C—H veze piridina.

Ramanov spektar vodene otopine BPE (¢ = 2x107° mol L!) dobiven pobudom pri 532 nm

nije pokazao karakteristicne vrpce modelne molekule ve¢ izraZenu baznu liniju kao posljedicu

emisije zracenja.

Ivana Radoslavi¢
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Ramanov intenzitet
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Valni broj / cm™

Slika 13. Ramanovi spektri krutine BPE (crno) 1 vodene otopine BPE koncentracije
¢ =2x10"mol L! (crveno) pri pobudi lasera od 532 nm i snazi lasera 0,06 mW za krutinu

te 1,2x10°> mW za otopinu.

Ramanov spektar krutine BPE dobiven pobudom lasera pri 785 nm (slika 14) sadrzi viSe
vrpci znacajnijih intenziteta, u odnosu na spektar dobiven pobudom pri 532 nm. Najintenzivnija
vrpca u spektru odgovorna je za istezanje C=C veze u lancu koji povezuje dva piridinska
prstena. Takoder su uogene vrpce vibracija aromata na 1598, 1550, 1235 i 1200 cm™! (tablica
2). Deformacije prstena piridina u ravnini rezultiraju vrpcom u spektru pri 997 cm™!, dok vrpca
slabog intenziteta pri 671 cm ' odgovora deformaciji unutar prstena.>>!

U Ramanovom spektru otopine BPE dobivenog pobudom pri 785 nm (slika 14) javljaju se
samo tri intenzivne vrpce koje potjeCu od vibracijskih modova modelne molekule. Tako

najintenzivnija vrpca na 1638 cm! odgovara istezanju C=C etilena, dok su druge dvije vrpce

kod 1608 i 1202 cm™! posljedice istezanja i deformacija piridinskog prstena (tablica 2).
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Ramanov intenzitet

I
1000
Valni broj / cm’’

T
2000

300

Slika 14. Ramanovi spektri krutine BPE (crno) 1 vodene otopine BPE koncentracije

c=2x10mol L™! (crveno) pri pobudi lasera od 785 nm i snazi lasera 3,2 mW za krutinu

te 319 mW za otopinu.

Tablica 2. Asignacija najintenzivnijih vrpci u Ramanovim spektrima krutina i otopine BPE

dobivenih pobudnim zra¢enjem pri 532 1 785 nm.

Valni broj / cm™
532 nm 785 nm Vibracija
krutina krutina otopina
1636 1638 1645 v C=C (etilen)
1596 1598 1608 v CC (piridin)
1550 v C—N (piridin)
1349 1349 0 CH, v CC (etilen)
1234 1235 0 CH, v CC (piridin)
1197 1200 1202 V Cprsten — Cetilen
995 997 d prsten
671 d prsten

Kratice: v — istezanje; 6 — deformacija
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4.1.3. Dinatrijev fluoresceinat
Snimljeni su Ramanovi spektri modelne molekule dinatrijeva fluoresceinata u ¢vrstom stanju i
otopini koncentracije, ¢ = 2x10~> mol L™!. Spektri su snimani pri valnim duljinama pobude od
532 (slika 15) i 785 nm (slika 16).

Ramanov spektar krutine Naz2FI dobiven pri pobudi od 532 nm pokazuje vrpce spoja slabih
intenziteta. Vrpca pri 1637 cm™' potjece od istezanja CC veze u ksantenskom prstenu, dok je
vrpea pri 1176 cm™! rezultat istezanja C—O veze. Vrpce pri niskim valnim brojevima kod 642 i
464 cm™! posljedica su deformacije C—H aromata, odnosno torzija ksantenskog prstena
(tablica 3).

Spektar vodene otopine dinatrijeva fluoresceinata (¢ =2x1073 mol L™!) snimljen pri pobudi

od 532 nm pokazuje intenzivnu baznu liniju kao posljedicu fluorescencije ispitivanog spoja.

Ramanov intenzitet

1OIOO ‘ 2[;00 30IOO
Valni broj /cm™
Slika 15. Ramanovi spektri krutine Naz2F1 (crno) i vodene otopine Naz2F1 koncentracije

¢ =2x10"mol L™! (crveno) pri pobudi lasera od 532 nm i snazi lasera 1,2 mW za krutinu

te 1,2x10~* mW za otopinu.

Prilikom pobude uzorka NazFI pobudnim zracenjem pri 785 nm nisu uocene vrpce analita
zbog koristene male snage pobude. Veca snaga lasera rezultirala je zasi¢enjem detektora.
Spektar otopine dinatrijeva fluoresceinata dobiven koriStenjem pobude pri 785 nm rezultira

slabim §irokim vrpcama (slika 17).'°> Najintenzivnije vrpce se javljaju na 1609 cm™', koja
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potjece od antisimetri¢nog istezanja COO™ skupine, te vrpca na 1322 cm™! i potjece od istezanja

CC veza ksantenskog prstena.

Ramanov intenzitet

I
1000

Valni broj / cm’”’

T '
2000 3000

Slika 16. Ramanovi spektri krutine NazF1 (crno) i vodene otopine Naz2F1 koncentracije

¢=2x10"mol L' (crveno) pri pobudi lasera od 785 nm i snazi lasera 3,2x10™*mW za

krutinu te 319 mW za otopinu.

Tablica 3. Asignacija najintenzivnijih vrpci u Ramanovim spektrima krutina i otopine Na2Fl

dobivenih pobudnim zra¢enjem pri 532 1 785 nm.

Valni broj / cm™

532 nm 785 nm Vibracija

krutina otopina

1637 v CC (ar)
1609 Vas COO™
1508 v CC (ks)
1322 v CC (ks)

1172 v C-O

642 doop CH (ar)

465 o CCC

Kratice: v — istezanje; & — deformacija; oop — izvan ravnine; ks — ksanten; ar — aromatsko,

as — antisimetri¢no.
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4.2. Karakterizacija pripravljenih koloidnih suspenzija zlata

U radu su sintetizirane i karakterizirane Cetiri koloidne suspenzije zlata. Prvi koloid dobiven je
reakcijom tetraklorozlatne(IIl) kiseline i pufera HEPES (AuNP). Prema literaturi, kada se
tijekom reakcije sinteze doda srebrov nitrat koji sluzi kao ,,sjeme* oko kojeg se formiraju
nanoCestice zlata, kao rezultat nastaju monodispergirane nanocestice zlata odredene,
kontrolirane veli¢ine. Tako pripravljenom koloidu (AulNP_Ag) odredila se stabilnost i SERS
efekt je usporeden s koloidom zlata AuNP pripremljenom sintezom bez ,,sjemena®. Koloidi
pripremljeni na opisana dva nacina, stabilizirani samo s molekulama pufera HEPES (slika 17)
koje okruzuju nanocestice, ne pokazuju stabilnost, pa je u koloide uveden poli(vinil-pirolidon)
(slika 18) kao stabilizirajuéi agens nanocestica zlata.?

U svrhu karakterizacije koloida odreden je pH svake koloidne suspenzije, valna duljina
maksimalne apsorpcije zraenja i snimljeni su Ramanovi spektri. U tablici 4 prikazane su
izmjerene vrijednosti pH te odredeni apsorpcijski maksimumi za istrazene koloide.

Svim pripravljenim koloidnim suspenzijama zlata snimljeni su Ramanovi spektri koristeci
pobudno zracenje pri 532 1 785 nm. U spektrima snimljenim pri pobudi 532 nm uocena je samo
bazna linija bez dodatnih vrpci i slike spektara nalaze se u Dodatku (slika D7). Spektri dobiveni
pobudom pri 785 nm prikazani su na slici 19. Vrpce koje se javljaju u spektrima oko 1350 i
1050 cm™! potjecu od vibracijskih modova sulfonata iz molekula HEPES-a koje okruZuje i
stabiliziraju nano&estice zlata.”” U Ramanovom spektru koloida AuNP_Ag(+PVP) uodene su

dodatne vrpce pri 900 i 1380 cm™! koje potjecu od svijanja CH veza dodanog polimera.?®

Slika 17. Struktura molekule HEPES.
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Slika 18. Struktura molekule PVP.

Tablica 4. Izmjerene vrijednosti pH i apsorpcijskih maksimuma za istrazene koloide.

Apsorpcijski
Vrsta koloida pH
maksimum
AuNP 7,18 552
AuNP_Ag 7,33 523
AulNP (+PVP) 7,18 541
AuNP_Ag(+PVP) 7,23 531
40000
AuNP
| —— AuNP_Ag
35000 | AUNP(+PVP)

30000
25000 |||
20000

15000

Ramanov intenzitet
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AuNP_Ag(+PVP)
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T T T
1500 2000 2500 3000

Valni broj / cm’

Slika 19. Ramanovi spektri Cetiri razliCite vrste sintetiziranih zlatnih nanocestica snimljeni

pri pobudi lasera od 785 nm 1 snazi lasera 319 mW.
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4.3. Nemodificirane koloidne suspenzije zlata kao SERS supstrati
4.3.1. Koncentracijski ovisni SERS spektri u nemodificiranom koloidu zlata AuNP

Snimljeni su SERS spektri modelnih molekula R6G, BPE 1 NaxFI u koloidnoj suspenziji zlata
bez dodatka polimera, AuNP, sintetiziranoj metodom bez ,,sjemena“, u rasponu koncentracija
1x1077— 1x10# mol L', odnosno 1x10® — 1x10# mol L' za BPE. Navedeni uzorci snimani
su pri dvije pobude laserskog zracenje, 532 i 785 nm kako bi se odredila u¢inkovitost koloida
kao SERS supstrata, granica detekcije te faktor pojacanja Ramanova rasprSenja za koristene
supstrate.

U koncentracijski ovisnim SERS spektrima rodamina 6G snimljenima pri pobudi 532 nm u
koloidu AuNP nisu uocene vrpce vibracija molekule R6G, vjerojatno zbog prekrivanja vrpca
molekula analita Sirokom vrpcom koja nastaje kao rezultat fluorescencije modelne molekule
(slika D8). U SERS spektrima modelne molekule rodamina 6G u koloidnoj suspenziji zlata
AuNP dobivenima pobudom pri 785 nm uocene su karakteristicne vrpce vibracija rodaminske
boje (slika 20). Tako vrpca na 1638 cm ! odgovara istezanju veza CC u aromatskom prstenu,
dok vrpce na 15151 1364 cm ™! potjecu od istezanja veza CC u ksantenskom prstenu. Pri 1318
cm ! javlja se vrpca istezanja C-N veze, dok vrpce pri nizim valnim brojevima odgovaraju
vibracijama svijanja CH aromatskog prstena. SERS spektri R6G najnizih koncentracija
poklapaju se s Ramanovim spektrom koloidne suspenzije AuNP gdje je samo prisutna vrpca
pri 1050 cm™! koja potjece od vibracija sulfonatnih skupina HEPES-a. Promjena koncentracije
modelnih molekula u sustavu nije rezultirala pomakom postojecih niti pojavom novih vrpci §to
upucuje na zakljuCak da ne dolazi do promjene orijentacije molekula R6G na povrSini
nanocCestica. Prili¢no slab intenzitet vrpca rodamina 6G u SERS spektrima dobivenim u AuNP
koloidu objasnjava se sterickim smetnjama molekula HEPES-a na povrSini metala koje
sprjeavaju da se molekule R6G, iako -elektrostatski privucene negativno nabijenom
sulfonskom skupinom, dovoljno priblize nanocestici zlata kako bi doslo do veceg pojacanja
rasprSenja zraCenja. Najniza koncentracija u ¢ijem spektru su jo$ vidljive vrpce spoja R6G,
odnosno granica detekcije, je 1x107°> mol L',

Asignacija svih dobivenih vrpci u SERS spektrima R6G razlicitih koncentracija, dobivenih

pobudom pri 785 nm prikazana je u tablici 5.
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Ramanov intenzitet
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Slika 20. SERS spektri rodamina 6G razli¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP

pobudom pri 785 nm i snage lasera od 319 mW.

Tablica 5. Asignacija opaZenih vrpci u SERS spektrima razlic¢itih koncentracija R6G u AuNP

koloidu dobivenih pobudom pri 785 nm.

Valni broj /cm™!
1x10~ 1x10°% 1x10°° Vibracija
mol L! mol L' mol L'
1636 1638 v CC (ar)
1515 1512 v CC (ks)
1364 1355 1353 v CC (ks)
1318 1318 v C-N
1053 1053 1051 vs(SO3 )*
777 doopCH (ar)
612 doopCH (ar)

Kratice: v — istezanje; & — deformacija; oop — izvan ravnine; s — simetri¢no; ks — ksanten; ar — aromatsko.

SERS spektri modalne molekule (E)-1,2-di(piridin-4-il)etena (BPE) u koloidu zlata AuNP

dobiveni pobudom pri 532 nm (slika D9) nisu pokazali karakteristicne vrpce vibracije spoja
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zbog Siroke vrpce fluorescencije koje prekriva spektre. No, koristenjem pobude pri 785 nm
dobiveni su SERS spektri s jasni vidljivim vrpcama, karakteristiCnim za vibracije modelne
molekule BPE. Vrpca vibracije pri 1642 cm™! rezultat je istezanja veze C=C u etilenu, dok je
vipca pri 1610 cm™' posljedica istezanja veze CC u piridinskom prstenu. Smanjenjem
koncentracije spoja BPE uoceno je smanjenje intenziteta vrpci u SERS spektra ¢iji profili
odgovaraju Ramanovim spektrima koloidne suspenzije zlata AuNP. Granica detekcije za
promatrani sustav je 1x10~> mol L~!. SERS koncentracijski spektri BPE prikazani su na slici 21

snimljeni pobudom lasera pri 785 nm, a asignacija najintenzivnijih vrpci dana je u tablici 6.

o
2 g BPE 1x10* M
o N BPE 1x10° M
| h ——BPE 1x10°M
i BPE 1x107 M
= I\ \, N BPE 1x10° M
= \ 813 |
c \ T | ‘
g \ \“\ f I '-} !‘
. W M J AN
§ St WY I\
£ N\ N -‘ Sl
m -I. \ 'h\.\,_'_ﬂnf‘\f" " _‘.,«I v AV \7‘
o \\\MHR%wWNMﬁJ w’kmvwlx\ \\““Nxxhﬁhﬁq_~_
\\H ’,lw /

506 | 100IO . 15OIO | 200IO | 250IO 3000
Valni broj / cm™
Slika 21. SERS spektri BPE razli¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP pobudom
pri 785 nm 1 snage lasera od 319 mW.
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Tablica 6. Asignacija opazenih vrpci u SERS spektrima razli¢itih koncentracija BPE u AuNP
koloidu dobivenih pobudom pri 785 nm.

Valni broj /cm™!
1x10 1x10°5 1x10-° 1x10~7 Vibracija
molL! | molL! | molL! | mol L
1642 1642 1642 1641 v C=C (etilen)
1610 1610 1611 1610 v CC (piridin)
1543 v C-N (piridin)
1204 1204 1204 1203 V Cprsten — Cetilen

SERS spektar dinatrijeva fluoresceinata u koloidnoj suspenziji zlata AuNP sniman pri
pobudi lasera od 532 nm (slika D10), zbog prekrivanja spektra vrpcom nastalog uslijed
fluorescencije nije pokazao vrpce tipi¢ne za vibracije modalne molekule Na2Fl. KoriStenje
pobude pri 785 nm rezultira spektrima dinatrijevog fluoresceinata koji sadrze nekoliko
karakteristi¢nih vrpci analita. Vrpca pri 1640 cm ™! potjece od istezanja CC veza u ksantenskom

1

prstenu, dok vrpca kod 1616 cm™ odgovara antisimetricnom istezanju karboksilne skupine.

Vrpca uocena pri 1201 cm™!

rezultat je istezanja C—O karboksilne skupine. Smanjenjem
koncentracije analita u koloidu rezultira smanjenjem intenziteta vrpci, te pri najnizoj
koncentraciji (c = 1x10~7 mol L™') SERS spektar odgovara spektru ¢&iste koloidne suspenzije
zlata. Dakle, granica detekcije je 1x10°° mol L™'. Koncentracijski ovisni SERS spektri
dinatrijeva fluoresceinata dobiveni pobudom 785 nm prikazani su na slici 22, a asignacija

najintenzivnijih vrpci u spektrima razlic¢itih koncentracija nalazi se u tablici 7.
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Slika 22. SERS spektri NazFlI razli¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP pobudom

pri 785 nm i snazi lasera 319 mW.

Tablica 7. Asignacija opaZenih vrpci u SERS spektrima razli€itih koncentracija Na2Fl u AuNP

koloidu dobivenih pobudom pri 785 nm.

Valni broj /cm™!
1x104 1x10-5 1x10°6 Vibracija
mol L! mol L! mol L!
1640 1645 1625 v (CC) ksan
1616 1609 vas COO™
1335 1344 1338 V (CC)ksan
1201 1206 v C-O (COOH)

Usporedbom spektara molekula rodamina 6G, (E)-1,2-di(piridin-4-il)etena te dinatrijeva

fluoresceinata u koloidnoj suspenzija zlata AuNP, uoceno je da pri najvecoj koncentraciji

otopina svih modelnih molekula nanocestice zlata najjace pojacavaju Ramanovo rasprsenje, Sto

rezultira najintenzivnijim vrpcama u spektrima. Nadalje, smanjenjem koncentracije analita

pojacanje Ramanovog rasprsenja slabi ili u slucaju najnize koncentracije u potpunosti izostaje
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kada SERS spektar odgovara Ramanovom spektru koloidne suspenzije zlata. Granice detekcije
svih modelnih molekula u AuNP koloidu bile su u mikromolarnom koncentracijskom podrucju.

Od svih promatranih modelnih molekula, molekule BPE pokazuju najintenzivnije vrpce u
SERS spektrima. Pri uvjetima snimanja, kod pH vrijednosti koloida 7,18 HEPES je zwitter ion
pa istovremeno odbija i privlaci nabijene molekule $to sprjecava njihovu optimalnu orijentaciju
na povrSinu nanocestica. Molekula bez naboja moze se pribliziti povrSini zlata i postici

optimalan poloZaj za najintenzivnije pojacanje rasprienja.*

4.3.2. Koncentracijski ovisni SERS spektri u nemodificiranom koloidu zlata AuNP_Ag
Snimljeni su SERS spektri modelnih molekula u koloidnoj suspenziji zlata (AuNP_Ag),
pripravljenoj metodom uz dodatak ,sjemena“, odnosno srebrova nitrata. Koncentracija
modelnih molekula bila je u rasponu 1x10~7 mol L™! ~1x10* mol L™!, odnosno 1x10~® mol L™
— 1x10* mol L' u slu¢aju BPE. Spektri su snimljeni pri dvije valne duljine pobude kod 532 i
785 nm kako bi se utvrdila u¢inkovitost SERS supstrata, granica detekcije te faktor pojacanja
za koriStene supstrate.

Koncentracijski ovisni SERS spektri molekula R6G u koloidnoj suspenziji zlata AuNP_Ag
snimljeni pobudom lasera od 532 nm (slika D11) nisu pokazali vrpce vibracija molekule R6G
s obzirom na fluorescenciju spoja pri toj pobudnoj valnoj duljini. SERS spektri rodamin 6G u
AuNP_Ag koloidu snimljeni pobudom pri 785 nm, prikazani su na slici 23. Intenzivne vrpce
modelne molekule jasno su vidljive u spektrima najveée koncentracije. U spektrima vrpce
najveéih intenziteta potje¢u od aromatskog sredi$njeg sustava pa vrpce kod 15141 1366 cm™!
odgovaraju isteznim CC vibracijama ksantenskog sustava, dok se vrpca pri 1315 cm™! pripisuje
istezanju C—N veze u ksantenskoj strukturi. CH deformacije van ravnine doprinose intenzitetu
vrpea pri 777 1 615 cm™!. U spektrima koncentracija nize od 1x10°mol L™! javljaju se samo
vrpce supstrata pa se navedena koncentracija smatra granicom detekcije. U tablici 8 dana je
asignacija intenzivnih vrpci iz SERS spektara R6G dobivenih pobudom pri 785 nm u koloidu
AuNP_Ag.
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Slika 23. SERS spektri R6G razli¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP_Ag

Ramanov intenzitet
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pobudom pri 785 nm i snazi lasera od 319 mW.

Tablica 8. Asignacija opaZenih vrpci u SERS spektrima razli¢itih koncentracija R6G u
AuNP_Ag koloidu dobivenih pobudom pri 785 nm.

Valni broj /cm™!
1310~ 1x10° 1x10°6 13107 Vibracija
mol L! mol L' mol L' mol L!
1654 1650 v CC (ar)
1514 1514 1514 v CC (ks)
1366 1368 1352 v CC (ks)
1316 1317 v C-N
1187 1188 v C-0-C
1044 1048 1045 1050 v(SO5 )*
777 776 SoopCH (ar)
615 615 SoopCH (ar)
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Koncentracijski ovisni SERS spektri molekula BPE snimljeni u AuNP_Ag koloidu pri

pobudi lasera od 532 nm (slika D12), nisu pokazali karakteristi¢ne vrpce modelne molekule.

SERS spektri spomenutog spoja dobiveni pobudom pri 785 nm (slika 24) rezultiraju vrpcama

karakteristicnim za modelnu molekulu BPE uz znacajno povecanje Ramanovog rasprSenja u

odnosu na Ramanov spektar ¢iste vodene otopine BPE. Najintenzivnije vrpce u spektru potjecu

od vibracija etilena (1642 i 1343 cm™) i istezanja CC veza prstena piridina (1610 i 1203 cm ™),

a detaljnije su asignirane u tablici 9. Smanjenje broja molekula BPE u koloidu dovodi do

slabijeg pojaCanja rasprSenja i posljedi¢no vrpcama manjeg intenziteta u SERS spektrima. Kao

granica detekcije odredena je koncentracija 13108 mol L.
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Slika 24. SERS spektri BPE razlic¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP_Ag

pobudom pri 785 nm 1 snazi lasera 319 mW.
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Tablica 9. Asignacija opazenih vrpci u SERS spektrima razli¢itih koncentracija BPE u
AuNP_Ag koloidu dobivenih pobudom pri 785 nm.

Valni broj /cm™
1x10+ | 1x105 | 1x10 | 1x107 | 1x10° Vibracija
mol L! mol L! mol L! mol L' | mol L'
1642 1639 1642 1640 1641 v C=C (etilen)
1610 1613 1611 1610 1609 v CC (piridin)
1546 v C—C (piridin)
1343 1344 1343 1341 doop CH /v CC (etilen)
1203 1204 1204 1202 1202 v C-0-C
1023 1023 1023 1025 V Cprsten— Cetilen

Mjernim uzorcima u koloidnoj suspenziji zlata AuNP_Ag, koji su sadrzavali otopine

dinatrijevog fluoresceinata razli¢itih koncentracija, snimljeni su SERS spektar kod obje valne

duljine pobude. Pobuda pri 532 nm nije rezultirala upotrebljivim spektrom, s obzirom na malu

snagu lasera koja je koriStena, a koja nije dovodila do zasi¢enja detektora (slika D13). SERS

spektri Naz2Fl dobiveni pobudom pri 785 nm prikazani su na slici 25. Slabe vrpce koje se

javljaju potjecu od vibracija molekula HEPES-a koje stabiliziraju nanocestice. Nisu uocene

vrpce karakteristicne za istrazivanu modelnu molekulu. Smanjenjem koncentracije spoja

intenzitet vrpci gotovo se ne mijenja, Sto je dodatan dokaz da vrpce ne potje€u od vibracija

natrijevog fluoresceinata.
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\ Na,Fl 1x10 M
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Slika 25. SERS spektri NazF1 razli¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP_Ag
pobudom pri 785 nm i je snage lasera 319 mW.

Dodatak ,,sjemena®, u ovom slucaju srebrovog nitrata, tijekom priprave koloidne suspenzije
zlata rezultira veéim brojem monodispergiranih 1 razgranatih zlatnih nanocestica, dakle
spomenuta sol srebra sluZi za usmjeravanje oblika nanocestica.?® Usporedbom SERS spektara
dobivenih u koloidu AuNP, koji je sintetiziran metodom bez ,,sjemena®, 1 spektara uzoraka u
koloidu AuNP_Ag, koji je pripravljen metodom ,sa sjemenom®, vidljivo je da ciljano
poboljsavanje morfologije kod drugog koloida pogoduje molekulama rodamina 6G i BPE, s
obzirom da vrpce u njihovim spektrima postaju intenzivnije, a u slucaju analize BPE smanjuje
se 1 detekcijska granica. Promjena morfologije i povecanje razgranatosti vrlo vjerojatno dovodi
do drugacije orijentacije molekula HEPES-a na povrSini nanocestica, pri ¢emu je negativno
nabijena sulfonatna skupina usmjerena prema suspenziji i1 elektrostatski privlaci pozitivno
nabijene molekule rodamina 6G koji se na taj nacin priblizava nanocesticama zlata, i dobiveni
SERS spektar R6G je bogat vrpcama. Opisano potvrduje i nedostatak vrpca u spektru NazFl
dobivenih u koloidu AuNP_Ag, §to se moze objasniti elektrostatskim odbijanjem izloZene

sulfonatne skupine i fluoresceinatnog aniona.
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4.4. Vremenski ovisni SERS spektri nemodificiranih koloida zlata AuNP i
AuNP_Ag

Kako bi se odredila vremenska stabilnost pripravljenih koloidnih suspenzija, snimani su SERS
spektri nakon 9. 1 22. dana od priprave koloida i usporedeni su sa spektrima dobivenim u svjeze
pripravljenom koloidu. Kao modelna molekula odabrana je otopina (E)-1,2-di(piridin-4-

il)etena koncentracije 1x107> mol L', s obzirom da je pokazivala intenzivne vrpce u oba

koloida, a kao pobudno zracenje odabran je laser pri 785 nm.

4.4.1. Koloid AuNP
Usporedbom SERS spektara molekula BPE snimljenim u koloidnim suspenzijama AuNP
razlicite starosti uoceno je da stajanjem koloid gubi na svojoj SERS ucinkovitosti i intenziteti
vrpca znatno slabe (slika 26). U spektrima nisu uocene nove vrpce ili pomaci postojecih vrpca,

Sto upucuje na zakljucak da nije doslo do raspada kemijskih vrsta u koloidu.
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Slika 26. Vremenski ovisni SERS spektri BPE, ¢ = 1x10~> mol L', snimljeni u koloidu
AuNP pobudom pri 785 nm 1 snazi lasera 319 mW.
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4.4.2. Koloid AuNP_Ag
Koloid sintetiziran metodom ,,sa sjemenom® AuNP_Ag, prema vremenski ovisnim SERS
spektrima (slika 27), pokazuje loSiju stabilnost u odnosu na koloid dobiven sintezom "bez
sjemena®. Stajanje koloida rezultira slabijim SERS efektom na modelnim molekulama te su
dobivene vrpce BPE u spektru snimanom u koloidu starom 22 dana izrazito oslabljene, u
odnosu na vrpce u spektru svjeze pripravljenog koloida. Takoder je zapazeno da dolazi do
promjene omjera intenziteta vrpci u spektru, Sto upucuje na drugaciju orijentaciju modelne
molekule prema povrsini zlata, vrlo vjerojatno zbog promjena na povrSini uzrokovanih

starenjem.
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Slika 27. Vremenski ovisni SERS spektri BPE, ¢ = 1x107° mol L™!, snimljeni u koloidu
AuNP_Ag pobudom pri 785 nm i snazi lasera 319 mW.
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4.5. Modificirane koloidne suspenzije zlata kao SERS supstrati

Koloidi zlata, AuNP i AuNP_Ag, u kojima su nanocestice stabilizirane molekulama HEPES-
a, nisu se pokazale kao stabilne koloidne suspenzije, jer ve¢ nakon par dana stajanja pokazuju
bitno slabiju SERS ucinkovitost. Kako bi se povecala stabilnost, ¢esto se u koloidnu suspenziju
dodaju razliciti reagensi koji sprje¢avaju agregaciju i/ili nagomilavanje nanocestica. U ovom

radu kao stabilizirajuéi polimer koriSten je poli(vinil-pirolidon).

4.5.1. Koncentracijski ovisni SERS spektri u modificiranom koloidu zlata
AuNP(+PVP)

Snimljeni su SERS spektri modelnih molekula R6G, BPE 1 NazFI u koloidnoj suspenziji zlata
uz dodatak poli(vinil-pirolidona), AuNP(+PVP), u rasponu koncentracija 1x10~7 mol L' —
1x10* mol L™!. Svi mjerni uzorci snimljeni su koristenjem pobuda pri 532 nm i 785 nm, dok
je snaga lasera prilagodena svakoj koncentraciji posebno ovisno o uzorku kako bi dobili vrpce
u spektru najveceg moguceg intenziteta.

U koncentracijski ovisnim SERS spektrima molekule rodamina 6G u koloidu AuNP(+PVP)
snimljenih pri pobudi zraenja od 532 nm, nisu uocene vrpce vibracija modelne molekule zbog
ve¢ prethodno spomenute fluorescencije spoja ¢ija Siroka vrpca prekriva cijeli spektar (slika
D14). SERS spektri R6G u koloidu AuNP(+PVP) snimljeni pobudom pri 785 nm u rasponu
koncentracija 1x1077— 1x10~* mol L™! sadrZe vrlo slabe vrpce koje potjecu od vibracija modelne
molekule 1 vidljive su samo u spektru najvece koncentracije R6G (slika 28). Tako vrpca pri
1642 cm™ potjece od aromatskog CC istezanja, a karakteristicne vrpce CC istezanja
ksantenskog sustava javljaju se pri 1515 i 1364 cm!. SERS spektri nizih koncentracija R6G
odgovaraju Ramanovom spektru Cistog koloida AuNP(+PVP).
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Slika 28. SERS spektri R6G razli¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP(+PVP)
pobudom pri 785 nm i snage lasera od 319 mW.

Snimljeni su SERS spektri otopina spoja BPE u rasponu koncentracija
1x107 = 1x10* mol L' u AuNP(+PVP) koloidu pri pobudi od 532 nm, ali u spektru nisu
opazene vrpce istrazivane molekule (slika D15). SERS spektri BPE u istom koncentracijskom
rasponu snimljeni su pobudom pri 785 nm 1 prikazani na slici 29. U spektrima su prisutne vrpce
koje potjecu od vibracijskih modova istraZivane molekule pa tako vrpca kod 1643 cm™! potjece

! odgovara istezanju CC veze u

od istezanja C=C veze etilena, dok vrpce na 1611 cm™
piridinskom prstenu. Sirokoj vrpci na 1347 cm™ doprinose deformacija CH veze i istezanje CC
veze etilenske skupine. Kao granica detekcije uzeta je koncentracija, ¢ = 1x10* mol L', jer

SERS spektar nize koncentracije odgovara Ramanovom spektru ¢istog koloida AuNP(+PVP).
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Slika 29. SERS spektri BPE razlic¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP(+PVP)

pobudom pri 785 nm i snazi lasera 319 mW.

U SERS spektrima dinatrijeva fluoresceinata u koloidu AuNP(+PVP), snimljenima pri
pobudi 532 nm, nisu vidljive vrpce spoja zbog fluorescencije. Nekoliko vrpci karakteristi¢nih
za analizirani spoj NazFl vidljivo je u SERS spektrima snimljenim pobudom pri 785 nm pa tako
vrpca kod 1641 cm™! potjede od istezanja CC veza u ksantenskom prstenu, dok je vrpca na
1612 cm™! rezultat antisimetri¢nog istezanja karboksilne skupine. Slaba vrpca istezanja C—O
veze javlja se kod 1201 cm™'. Smanjenje koncentracije NazFl u koloidu AuNP(+PVP) uocava
se slabljenje intenziteta i nestanak vrpci molekula analita. Koncentracijski ovisni SERS spektri
spoja NazFI u koloidu AuNP(+PVP) snimljeni pobudom pri 532 nm prikazani su na slici D16,

dok se SERS spektri snimljeni pobudom pri 785 nm nalaze na slici 30.
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Slika 30. SERS spektri NazF1 razli¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP(+PVP)

pobudom pri 785 nm i snazi lasera 319 mW.

Poli(vinil-pirolidon) (PVP) je polimer bez naboja koji sluzi kao stabilizator povrSine
nanocestica te regulira rast nanocestica. Zbog svoje strukture sprjecava agregaciju zlatnih
nanocestica putem odbojnih sila prisutnih zbog hidrofobnog lanca ugljika (u€inak sterickih
smetnji). Interakcija izmedu molekula PVP 1 metala odvija se putem karbonilne skupine 1
dusikovog atoma iz piridinskog prstena, i ta je interakciji drugacija za razli¢ite oblike AuNP.
SERS spektri dobiveni uvodenjem PVP u sustav puno su slabijeg intenziteta u odnosu na
spektre modelnih molekula dobivene u ¢istom koloidu AuNP. Vrlo vjerojatno dodatak polimera
u koloidnu suspenziju, €iji je cilj stabilizacija nastalih nanocestica, povecava steri€ku barijeru

kod adsorpcije molekula na nanocestice zlata i zato je poja¢anje Ramanovog rasprSenja bitno

slabije u odnosu na sustav bez PVP.??
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4.5.2. Koncentracijski ovisni SERS spektri u modificiranom koloidu zlata
AuNP_Ag(+PVP)

Snimljeni su SERS spektri modelnih molekula u koloidnoj suspenziji zlata dobivenoj metodom
sinteze ,,uz sjeme*, uz dodatak otopine poli(vinil-pirolidona), AuNP_Ag(+PVP). Raspon
koncentracija promatranih otopina R6G, BPE i NazFl1 bio je 1x107 mol L"'-1x10* mol L! te
su svi mjerni uzorci snimani pri dvije valne duljine pobude, 532 nm i 785 nm, kako bi se utvrdila
ucinkovitost SERS supstrata, granica detekcije te faktor pojacanja za pripravljeni supstrat.

U SERS spektrima rodamina 6G u koloidu AuNP_Ag(+PVP), snimljenima pobudom pri
532 nm (slika D17), nisu uocene vrpce vibracija molekula analita jer je spektar prekriven
Sirokom vrpcom fluorescencije. SERS spektri R6G snimljeni pobudom pri 785 nm (slika 31)
nisu pokazali karakteristi¢ne vrpce koje bi odgovarale modelnoj molekuli, ve¢ su sve vrpce
prisutne u spektru rezultat vibracija molekula HEPES-a koje okruzuju nanocestice zlata. Tako
vrpea pri 1050 cm™! odgovara istezanju veze sulfonatne skupine u molekuli HEPES-a, dok
slabe Siroke vrpce pri 942 i 1459 cm' odgovaraju posljedica deformacijskih vibracija

metilenske skupine u molekuli poli(vinil-pirolidona).*

| ——RBG 1x10* M
R6G 1x10° M
R6G 1x10° M
R6G 1x107 M

Ramanov intenzitet
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Slika 31. SERS spektri R6G razli¢itih koncentracija snimljeni u koloidu
AuNP_Ag(+PVP) pobudom pri 785 nm i snazi lasera 319 mW.
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Spektri modelne molekule BPE u koloidnoj suspenziji zlata AuNP_Ag(+PVP) snimljeni
su pri valnim duljinama pobude 532 i 785 nm. Pobuda pri 532 nm nije rezultirala vrpcama
modelne molekule (slika D18). Snimanjem SERS spektara BPE pri pobudi od 785 nm (slika
32) uocene su intenzivne vrpce koje odgovaraju vibracijama modelne molekule BPE. Vrpca
pri 1022 cm™! rezultat je istezanja C—C veze iz piridinskog prstena molekula BPE, dok
intenzitetu vrpca pri 1642 i 1343 cm™! pridonose vibracije etilenske skupine. Intenzivna vrpca
pri 1610 cm™' potjede od istezanja CC veza piridinskog prstena. Smanjenjem koncentracije
modelne molekule u koloidu uoceno je smanjenje intenziteta karakteristicnih vrpci
promatranog spoja. Kao granica detekcije odredena je koncentracija, ¢ = 1x107° mol L.
Asignacija najintenzivnijih vrpci iz koncentracijski ovisnih SERS spektara spoja BPE

snimljenih u koloidu AuNP_Ag(+PVP) pobudom od 785 nm prikazani su u tablici 9.

BPE 1x10 ‘M
\ BPE 1x10 °M
BPE 1x10 °M
BPE 1x10'M

—— 1610
1642

— 1204

— 1022
-1343

Ramnov intenzitet

S(IJO l 1 OIOO ' 1 5I00 ’ 20100 25'00
Valni broj / cm™
Slika 32. SERS spektri BPE razlic¢itih koncentracija snimljeni u koloidu
AuNP_Ag(+PVP) pobudom pri 785 nm i snazi lasera 319 mW.
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Tablica 9. Asignacija opazenih vrpci u SERS spektrima razli¢itih koncentracija BPE u

AuNP_Ag(+PVP) koloidu dobivenih pobudom pri 785 nm.

Valni broj /cm™
Ix10* | 1x105 | 1x10 | 1x107 Vibracija
mol L! mol L! mol L! mol L!
1642 1640 1641 1640 v C=C (etilen)
1610 1610 1610 1610 v CC (piridin)
1343 1342 1346 1344 doop CH /v CC (etilen)
1204 1203 1202 v C-0-C
1022 1024 V Cprsten— Cetilen

SERS spektri dinatrijeva fluoresceinata u koloidnoj suspenziji zlata, AuNP_Ag(+PVP),

prekriveni su intenzivnom vrpcom fluorescencije, kada se snime pobudnim zrac¢enjem pri 532

nm (slika D19). Kada se kao pobuda koristi lasersko zracenje pri 785 nm (slika 33), dobiveni

SERS spektri Naz2F1 ne pokazuju vrpce modelne molekule, nego anomalne vrpce supstrata koje

potjecu od vibracija molekula HEPES 1 PVP 1 profili SERS spektara odgovaraju profilu

Ramanovog spektra koloidne suspenzije AuNP_Ag(+PVP).
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Ramanov intenzitet

Na,Fl 1x10M
Na,Fl 1x10 °M
Na,Fl 1x10 °M
Na,Fl 1x10 "M

T
500

T T
1000 1500

Valni broj/ cm”

T
2000

Slika 33. SERS spektri NazFlI razli¢itih koncentracija snimljeni u koloidu

AuNP_Ag(+PVP) pobudom pri 785 nm i snazi lasera od 319 mW.

Usporedbom SERS spektara modelnih molekula dobivenih u koloidu pripravljenom

metodom ,,sa sjemenom* nakon ¢ega je dodan polimer, AuNP_Ag(+PVP), jasno je vidljivo da

dodatak polimera ne rezultira vrpcama u spektrima nabijenith modelnih molekula, vrlo

vjerojatno zbog sterickih smetnji molekula polimera 1 prethodno opisanog elektrostatskog

odbijanja izmedu HEPES-a i R6G te NazFl. Za razliku od spomenutih spojeva, BPE daje

spektre koji sadrZe intenzivne vrpce te se pretpostavlja kako je uslijed dodataka AgNOs3 doslo

do poboljsanja morfologije AuNP, koja pogoduje adsorpciji navedene modelne molekule na

povrsini zlata.?®
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4.6. Vremenski ovisni SERS spektri modificiranih koloida zlata
AuNP(+PVP) i AuNP_Ag(+PVP)

4.6.1. Koloid AuNP(+PVP)
Vremenski ovisni SERS spektri modelne molekule BPE u koloidu AuNP(+PVP), snimljeni
pobudom pri 785 nm u odredenim vremenskim intervalima prikazani su na slici 34. Vidljivo je
da stajanjem koloid ne gubi na SERS ucinkovitosti jer su promjene u intenzitetima vrpci spoja
BPE zaista malene. Moze se pretpostaviti da dodatak polimera PVP stabilizira pripravljene

koloidne nanocestice zlata.

Ramanov intenzitet

500 000 1500 D000 2500
Valni broj / cm™'

Slika 34. Vremenski ovisni SERS spektri BPE, ¢ = 1x107 mol L™!, snimljeni u koloidu
AuNP(+PVP) pobudom pri 785 nm i snazi lasera 319 mW.

4.6.2. Koloid AuNP_Ag(+PVP)
SERS spektri modelne molekule BPE snimani u koloidu AuNP_Ag(+PVP) snimani tijekom
vremena ne pokazuju znacajne promjene u omjeru intenziteta vrpci, nema pojave novih vrpci
ili bilo kakvi dokaz o promjeni vrsta na povrSini metala (slika 35). I u ovom slucaju

pretpostavlja se da je za stabilnost odgovoran dodani polimer.

Ivana Radoslavié Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 47

——1.dan
i 9. dan
\ 22. dan

l\
i
i
\ \\\\
\\\\
\

7 | lJl |
N
“,\,W_r{w’ -
ot

At
AN
%

T y T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000

1200
-1339

Ramanov intenzitet

e

"W
LAY

Valni broj / cm”’

Slika 35. Vremenski ovisni SERS spektri BPE, ¢ = 1x107> mol L™!, snimljeni u koloidu
AuNP_Ag(+PVP) pobudom pri 785 nm i snazi lasera 319 mW.

4.7. Vremenski ovisni UV/Vis/NIR i Raman spektri koloidnih suspenzija

zlata

OpaZeno je da tijekom vremena odredene koloidne suspenzije zlata vrlo vjerojatno podlijezu
promjenama Sto rezultira slabljenjem intenziteta vrpci u SERS spektrima. Da bi se odredilo
kako starenje utjece na polozaj maksimuma apsorpcije, odnosno kakve promjene se zbivaju s
metalnim nanocesticama tijekom vremena, snimani su vremenski ovisni UV/Vis/NIR 1
Ramanovi spektri pripravljenih koloida prvi dan, deveti dan te dvadeset i drugi dan nakon

priprave.

4.7.1. Vremenski ovisni UV/Vis/NIR spektri koloidnih suspenzija zlata

U svrhu ispitivanja stabilnosti koloida snimljeni su UV/Vis/NIR spektri za sve cetiri
pripravljena koloida, AuNP, AuNP_Ag, AuNP(+PVP) i AuNP_ Ag(+PVP), kako bi se
odredila valna duljina rezonancije plazmona (slike 36-39).

U slucaju ,,Ciste” koloidne suspenzije zlata (AuNP) kroz sva tri mjerenja (1., 9. 1 22. dan)

uocen je plavi pomak u kojem je razlika valne duljine rezonancije plazmona nanocestice zlata
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izmedu prvog (552 nm) i dvadeset drugog (537 nm) dana iznosila 15 nm. Nadalje, kada je
koloid zlata pripreman sintezom ,,sa sjemenom* (AuNP_Ag), promjene u valnoj duljini
apsorpcijskog maksimuma izmedu prvog 1 devetog dana su bile neznatne, dok je dvadeset
drugog dana doslo do crvenog pomaka, s pocetnih 523 nm do konacnih 527 nm. Dodatkom
stabilizatora poli(vinil—pirolidona) u koloidne suspenzije tijekom vremena nisu uocene bitne

promjene u valnoj duljini rezonancije plazmona kod svih promatranih supstrata.

1. dan
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22.dan
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Slika 36. Vremenski ovisni UV/Vis/NIR spektri koloida zlata AuNP.
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Slika 37. Vremenski ovisni UV/Vis/NIR spektri koloida zlata AuNP_Ag.
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Slika 38. Vremenski ovisni UV/Vis/NIR spektri koloida zlata AuNP(+PVP).
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Slika 39. Vremenski ovisni UV/Vis/NIR spektri koloida zlata AuNP_Ag(+PVP).
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4.7.2. Vremenski ovisni Ramanovi spektri koloidnih suspenzija zlata
S obzirom da su UV/Vis/NIR spektri pojedinih koloidnih suspenzija ukazivali na pomake u
valnoj duljini plazmona nastale tijekom vremena, §to se moze objasniti promjenama u nacinu
slaganja nanocestica u agregate ili obrnuto, snimljeni su Ramanovi spektri koloida zlata u istim
vremenskim periodima, kako bi se istrazilo jesu li navedene promjene vidljive i u Ramanovim
spektrima.

Vremenski ovisni Ramanovi spektri koloidne suspenzije zlata AulNP (slika 40) ne pokazuju
znacajnije promjene tijekom vremena starenja, osim §to su anomalne vrpce molekula HEPES

izrazenije kod koloida starog 22 dana, u odnosu na svjeze pripravljeni.

1. dan
" 9. dan
22. dan

Ramanov intenzitet

T Y T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000
Valni broj / cm™
Slika 40. Vremenski ovisni Ramanovi spektri koloida zlata AuNP snimljeni pobudom pri

785 nm 1 snazi lasera 319 mW.

Ramanovi spektri koloida AuNP_Ag (slika 41) prikazuju trend sli¢an gore opisanom
koloidu, gdje starenje koloida rezultira vrpcama veéeg intenziteta u spektru. U spektru koloida
starog 22 dana vidljive su nove vrpce pri 1613 i 1204 cm™! koje nisu uodene u Ramanovim

spektrima prethodno snimanih koloida, $to upucuje na mozebitnu promjenu orijentacije

molekula HEPES-a na povrsini zlata.
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1. dan
\ 9. dan
22. dan

Ramanov intenzitet
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Slika 41. Vremenski ovisni Ramanovi spektri koloida zlata AuNP_Ag snimljeni pobudom

pri 785 nm i snazi lasera 319 mW.

Ramanovi spektri koloidne suspenzije zlata, AuNP(+PVP), snimljeni pobudom pri 785 nm
tijekom vremena prikazani su na slici 42. Dobiveni spektri su vrlo sli¢ni, ali stajanje pogoduje
vibracijskim modovima HEPES-a ¢ije vrpce postaju intenzivnije u spektru snimanom 22. dan
od dana priprave. Pri 1047 cm™' u koloidu starom 22 dana izlazi vrpca, koja je bila samo rame

u spektrima dobivenim u mjerenjima prvi i deveti dan.
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Slika 42. Vremenski ovisni Ramanovi spektri koloida zlata AuNP(+PVP) snimljeni

pobudom pri 785 nm i snage lasera od 319 mW.

Vremenski ovisni Ramanovi spektri koloidne suspenzije zlata AuNP_Ag(+PVP) prikazani

su na slici 43. U spektru snimljenom prvi dan jasno su vidljive vrpce koje potjecu od vibracija

molekula PVP 1 HEPES. Stajanjem se mijenja nacin orijentacije stabiliziraju¢ih tvari oko

nanocestica Sto je vidljivo u spektru kao pad intenziteta vrpci.
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Slika 43. Vremenski ovisni Ramanovi spektri koloida zlata AuNP_Ag(+PVP) snimljeni
pobudom pri 785 nm i snage lasera od 319 mW.

4.8. Faktor pojacanja

Faktor pojacanja (engl. enhancement factor, EF) je klju€an parametar za procjenu uc¢inkovitosti
SERS supstrata, te postoje razli¢ite empirijske formule kojima se moZe procijeniti vrijednost
EF.

U ovom radu faktor pojacanja za sve pripravljene koloidne suspenzije zlata izraunat je
prema izrazu (3) pri ¢emu je koriStena modelna molekula BPE. [y, predstavlja intenzitet vrpce
u Ramanovom spektru otopine BPE, dok je Cs» koncentracija molekula u otopini,
¢ =2x1073 mol L', Csgs je koncentracija molekule BPE u dobivenom SERS spektru, a Isgrs

intenzitet odabrane vrpce.

_ IsersCsol

— 3
Is01CsERs ©)
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Iz tablice 10 je jasno vidljivo kako najbolje pojacava rasprSenje koloid dobiven metodom bez
sjemena AuNP i modificirani koloid pripravljen sintezom ,,sa sjemenom®, AuNP_Ag(+PVP).
Razlog veceg pojacanja rasprsenja u koloidu AuNP je optimalnija orijentacija molekule BPE
na povrsini zlatnih nanocestica pri cemu nema drugih molekula koje bi stericki ometale takvu
interakciju. S druge strane, prisustvo reagensa za dobivanje viSe monodispergiranih i
razgranatih nanocestica (AgNOs) uz prisustvo PVP—a koji je pridonio stabilizaciji povrSine ipak
je doslo do pojacanja Ramanova rasprSenja. Pri ¢emu isklju¢ivo njihovo medusobno prisustvo
dovodi do uc¢inkovita poboljsanja u SERS spektru.

IzraCunati faktori pojaCanja su priliéno mali §to, uz ¢injenicu da su svi SERS spektri
snimljeni pri najvecoj snazi lasera, upucuje na zakljucak da opisani nacini priprave koloida ne

rezultiraju supstratima izvrsne SERS ucinkovitosti.

Tablica 10. Prikaz faktora pojacanja rasprSenja izra¢unatog za svaki pojedini supstrat modelne

molekule BPE pri koncentraciji od 10 mol L™, za vrpcu pri 1610 cm™.

Vrsta supstrata Faktor pojacanja (EF)
AuNP 41,1
AuNP_Ag 33,5
AuNP(+PVP) 20,1
AuNP_Ag(+PVP) 41,0
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§ 5. ZAKLJUCAK

Istrazena je SERS ucinkovitost koloidnih suspenzija nanocestica zlata pripravljenih sintezom u
4—(2-hidroksietil)-1—piperazinetilensulfonskoj kiselini (pufer HEPES) ,bez sjemena®
(AuNP), zatim sintezom ,,sa sjemenom® (AuNP_Ag), te nastalih suspenzija s dodatkom
polimera poli(vinil-pirolidona), AuNP(+PVP) i AuNP_Ag(+PVP), pomocu modelnih
molekula rodamina 6G (R6G), (E)-1,2-di(piridin-4-il)etena (BPE) i dinatrijeva fluorsceinta
(NazFl). U tu svrhu snimljeni su koncentracijski ovisni SERS spektri modelnih molekula. Kako
bi se odredila stabilnost promatranih koloida zlata, snimljeni su UV/Vis/NIR spektri koloidnih
suspenzija te vremenski ovisni SERS spektri modelnih molekula u koloidnih suspenzija, kao i
samih koloidnih suspenzija.

U koncentracijski ovisnim SERS spektrima modelnih molekula u koloidnoj suspenziji
AuNP, najbolje pojacanje rasprSenja nadeno je za molekulu BPE, $to je vjerojatno posljedica
njezine strukture bez naboja koja joj omogucava priblizavanje povrSini zlata, dok ostale
modelne molekule elektrostatski odbijaju molekule HEPES-a smjeStene na povrSini
nanocestica kao njihovi stabilizatori. Dodatak AgNOs kao reagensa koji poti¢e nastanak
monodispergiranih i razgranatih zlatnih nanocestica omogucio je bolje pojacanje u koloidnoj
suspenziji AuNP_Ag za spojeve R6G 1 BPE, dok je za dinatrijev fluoresceinat izostalo.
Negativan naboj Naz2Fl onemogucio je adsorpciju molekula na povrsini zlata zbog odbojnih
elektrostatskih interakcija sa sulfonatnom skupinom pufera HEPES. Koloidna suspenzija zlata
dobivena sintezom ,,sa sjemenom®, u koju je dodan polimer PVP, AuNP_Ag(+PVP), pokazala
je zadovoljavajuce pojacanje u SERS spektru za (E)-1,2-di(piridin-4-il)eten, ali ne i za ostale
dvije modelne molekule, Sto se objasnjava kombinacijom naboja modelnih molekula te
sterickih smetnji koje izazivaju molekule polimera na povrsini. Koloidna suspenzija u kojoj je
dodan samo stabilizator PVP, AuNP(+PVP), pokazala je zadovoljavajuée pojacanje u
spektrima za sve tri modelne molekule. S druge pak strane, modelna molekula (E)-1,2-
di(piridin-4-il)etena u sve Cetiri vrste koloidnih suspenzija pokazala intenzivne vrpce u SERS
spektrima, a razlog tome je struktura koja ne dovodi do sterickih smetnji i omogucava blisku
interakciju s nanocesticama zlata. Pozitivan naboj rodamina 6G omogucio je povoljne

elektrostatske interakcije s puferom HEPES koriStenom u sintezi koloida, dok je rigidna
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struktura molekule ipak otezala povoljnu adsorpciju na povrSini AuNP, za razliku od NazFl
koja se zbog negativnog naboja i sterickih smetnji ne priblizava nanocesticama zlata.

Iz vremenski ovisnih SERS spektara modelnih molekula u koloidnim suspenzijama opazeno
je kako su najstabilnije koloidne suspenzije s dodanim poli(vinil-pirolidonom), AuNP(+PVP)
i1 AuNP_Ag(+PVP) pri ¢emu tijekom dvadeset dva dana nije doslo do znacajne promjene u
intenzitetu vrpci od interesa ili njihova nestanka u spektru. Proucavaju¢i valnu duljinu
rezonancije plazmona iz snimljenih UV/Vis/NIR spektara zaklju¢eno je kako su se takoder
koloidi s polimerom pokazali najstabilnijim, s obzirom da je promjena u valnoj duljini bila
neznatna, odnosno u sluc¢aju AuNP_Ag(+PVP) nije bilo promjene valne duljine rezonancije
plazmona u vremenskom periodu od 22 dana.

NajniZa granica detekcije odredena je u koloidu AuNP_Ag za BPE (1x10® mol L™!). Druge
dvije modelne molekule imale su niZe granice detekcije (1x10% mol L™! / 1x107° mol L) §to

je o¢ekivano zbog njihove slabe adsorpcije na nanocestice zlata.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA 1 SIMBOLA (prema
potrebi)

AuNP — zlatne nanocestice

AuNP_ Ag — zlatne nanocCestice s srebrovim nitratom
AuNP(+PVP) — zlatne nanocestice s molekulama poli(vinilpirolidona) na povrsini
AuNP Ag(+PVP)-zlatne nanocestice s srebrovim nitratom i molekulama poli(vinil—-
pirolidona) na povrsini

BPE —(E)-1,2-di(piridin-4-il)eten

0— vibracija deformacija

Owage — klacenje

Osci — striZzenje

ip — u ravnini

IR — infracrveno zracenje

ksan — ksantenski prsten

LSPR — lokalizirana povrSinska plazmonska rezonancija
v — vibracija istezanja

Vas — antisimetricna istezna vibracija

NaoFl — dinatrijev fluoresceinat

NIR - blisko infracrveno zracenje

00p-izvan ravnine

p — piridin

PVP — poli(vinil-pirolidon)

R6G —rodamin 6G

SERS — Povrsinski poja¢ano Ramanovo rasprsenje

UV — ultraljubicasto zracenje

v — vinil

Vis — vidljivo zrafenje
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§ 8. Dodatak XV

§8. DODATAK
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Slika D1. Ramanov spektar krutine HEPES snimljen pri pobudi lasera od 532 nm i snazi

lasera 1,2 mW.
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Slika D2. Raman spektar krutine HEPES snimljen pri pobudi lasera od 785 nm i snazi lasera

159,5 mW.
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§ 8. Dodatak xvi
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Slika D3. Raman spektar krutine PVP snimljen pri pobudi lasera od 532 nm i snazi lasera
1,2 mW.
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Slika D4. Raman spektar krutine PVP snimljen pri pobudi lasera od 785 nm 1 snazi lasera

159,5 mW.

Ivana Radoslavié Diplomski rad



§ 8. Dodatak xvii

Ramanov intenzitet
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Slika D5. Raman spektar krutine tetraklorozlatne (III) kiseline snimljen pri pobudi lasera

od 532 nm i snazi lasera 1,2 mW.
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Slika D6. Raman spektar krutine tetraklorozlatne (III) kiseline snimljen pri pobudi lasera

od 785 nm i snazi lasera 3,2 mW.
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§ 8. Dodatak xviii
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Slika D7. Raman spektri Cetiri razliCite vrste sintetiziranih zlatnih nanocestica crno
(AuNP), crveno (AuNP_Ag), plavo (AuNP(+PVP)) i zeleno (AuNP_Ag(+PVP)) snimljenih
pri pobudi lasera od 532 nm 1 snazi lasera od 12,1 mW (AuNP) 6,1 mW(AuNP_Ag), 12,1
mW(AuNP(+PVP)), te 6,1 mW (AuNP_Ag(+PVP)).
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Slika D8. SERS spektri R6G razli¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP pobudom

pri 532 nm i snazi lasera 1,2x10* mW.
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Slika D9. SERS spektri BPE razli¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP pobudom

pri 532 nm i snazi lasera 0,61 mW za sve koncentracije osim 1x107® mol L' gdje snaga lasera
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Slika D10. SERS spektri Naz2F1 razli¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP

pobudom pri 532 nm i snazi lasera 0,06 mW.
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Slika D11. SERS spektri R6G razli¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP_Ag

pobudom pri 532 nm i snazi lasera 1,2x107 mW.
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Slika D12. SERS spektri BPE razlic¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP_Ag

pobudom pri 532 nm i snazi lasera 0,61 mW za sve koncentracije osim 1x1078 mol L™! gdje

snaga lasera iznosi 1,2 mW.
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Slika D13. SERS spektri NazFI razli¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP_Ag

pobudom pri 532 nm i snazi lasera od 1,2x10* mW za koncentracije 1x107*/ 1x107° mol L~

te 0,06 mW za koncentracije 1x107°/ 1x10”7 mol L™"
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Slika D14. SERS spektri R6G razli¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP(+PVP)

pobudom pri 532 nm i snazi lasera 1,2x104 mW.
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Slika D15. SERS spektri BPE razlicitih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP(+PVP)

pobudom pri 532 nm i snazi lasera 0,06 mW za koncentracije 1x10#mol L™! te 0,06 mW za
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Slika D16. SERS spektri NazFl razli¢itih koncentracija snimljeni u koloidu AuNP(+PVP)

pobudom pri 532 nm i snazi lasera 1,2x10% mW za koncentracije 1x107%, 1x1075,

1x10°°mol L™ te 0,06 mW za koncentraciju 1x10~7 mol L™"
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Slika D17. SERS spektri R6G razlicitih koncentracija snimljeni u koloidu

AuNP_Ag(+PVP) pobudom pri 532 nm i snazi lasera 1,2x10*mW.
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Slika D18. SERS spektri BPE razlic¢itih koncentracija snimljeni u koloidu

AuNP_Ag(+PVP) pobudom pri 532 nm i snage lasera od 0,12 mW.
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Slika D19. SERS spektri NazFl1 razlicitih koncentracija snimljeni u koloidu
AuNP_Ag(+PVP) pobudom pri 532 nm i snazi lasera 1,2x10*mW.
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