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ribonukleotida (AMP, GMP, CMP, UMP) i njihovih kompleksa u koloidu srebra
pripravljenom redukcijom srebrova nitrata s trinatrijevim citratom 1 agregiranom
magnezijevim sulfatom. Na temelju koncentracijski ovisnih SERS spektara predloZeni su
mehanizmi adsorpcije molekula na nanocestice srebra. Alkaloidi se adsorbiraju na povrsinu
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najvjerojatnije zamjenjuju citratne ione na povrsSini 1 duSikovom bazom ostvaruju vezu s
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Alkaloidi predstavljaju skupinu prirodnih spojeva, uglavnom sekundarnih metabolita biljaka,
koji posjeduju jako farmakolosko djelovanje te se vec stolje¢ima koriste u tradicionalnoj, a u
danasnje vrijeme 1 u modernoj medicini. Osim farmakoloskog djelovanja, utvrdeno je da se
nakupljaju u stanicama tumora gdje tvore nekovalentne komplekse s nukleinskim kiselinama,
pri ¢emu blokiraju procese replikacije, transkripcije i translacije genetskog materijala.'

Spektroskopija povrSinski pojacanog Ramanovog rasprSenja (engl. surface-enhanced
Raman spectroscopy, SERS) je tehnika vibracijske spektroskopije koriStena za detekciju i
strukturnu analizu molekula kojom se dobiva vibracijski spektar karakteristican za molekulu,
a temeljena je na pojacanju Ramanovog rasprSenja uslijed adsorpcije ili kemijskog vezanja
molekula analita na nanostrukturiranu metalnu povrSinu. SERS spektroskopija posjeduje
mnoge prednosti u odnosu na klasicnu Ramanovu spektroskopiju, uklju¢ujuéi pojacanje
rasprSenog zracenja i gasenje fluorescencije $to ju Cini visoko osjetljivom metodom koja
omogucava istrazivanje analita u mikro- i submikromolarnom koncentracijskom podrucju.
Rijec je o suvremenoj metodi koja posjeduje Sirok spektar primjene, a uspjesno se primjenjuje
1 za strukturnu analizu mononukleotida i oligonukleotida.z’3

Svrha ovog rada je primijeniti spektroskopiju povrSinski pojacanog Ramanovog rasprsenja
pri istraZivanju interakcija alkaloida berberina 1 papaverina s ribonukleotidima. Kao SERS
aktivni supstrat koriStene su nanocestice srebra pripravljene redukcijom srebrova(l) nitrata s
trinatrijevim citratom koje su prema potrebi agregirane dodatkom magnezijevog sulfata
neposredno prije mjerenja. U koloidnoj suspenziji srebra snimljeni su koncentracijski ovisni
SERS spektri alkaloida (berberina i papaverina) te ribonukleotida (adenozin-5'-monofosfata,
gvanozin-5'-monofosfata, citidin-5'-monofosfata i uridin-5'-monofosfata). Snimljeni spektri
detaljno su asignirani i1 interpretirani s obzirom na mehanizam adsorpcije istrazivanih
molekula na povrSinu nanocestica srebra i prirodu pojacanja Ramanovog rasprSenja. Zatim su
snimljeni SERS spektri smjesa alkaloida i ribonukleotida pripremljenih u molarnom omjeru
1/1. Sva mjerenja provedena su nakon pobude zracenjem valne duljine od 785 nm. Spektralne
razlike analizirane su u svrhu istraZivanja interakcija i na¢ina vezanja berberina i papaverina s

ribonukleotidima.
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§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Ramanova spektroskopija

Ramanova spektroskopija je tehnika vibracijske spektroskopije koja se temelji na fenomenu
neelasti¢nog rasprsenja elektromagnetskog zracenja uslijed interakcije zracenja i molekule te
omogucava identifikaciju molekula na temelju njihovog strukturnog ,,otiska prsta.* Fenomen
neelasti¢nog rasprSenja prvi je postavio A. Smekal 1923. godine, dok je eksperimentalno
uocen po prvi puta 1928. godine od strane K. S. Krishnana i C. V. Ramana. Otada se fenomen
naziva Ramanovo rasprsSenje. U izvornom eksperimentu, sunceva svjetlost bila je teleskopom
fokusirana na uzorak, koji je bio tekucina, te je uz njega postavljena druga leca koja je sluzila
za prikupljanje rasprSenog zracenja, a kao dokaz da je frekvencija rasprSenog zracenja
razli¢ita od frekvencije upadnog zrafenja, Sto je osnovna karakteristika Ramanovog
rasprienja, koriten je sustav optickih filtera.’

Prilikom interakcije zraCenja s tvari u vibracijskoj spektroskopiji foton se moze
apsorbirati, rasprsiti ili pro¢i kroz tvar bez interakcije. Ako energija upadnog fotona odgovara
razlici energija osnovnog i pobudenog stanja, foton se apsorbira i molekula prelazi u vise
vibracijsko stanje, $to je ujedno 1 temelj infracrvene (IR) spektroskopije. S druge strane, ako
energija upadnog fotona ne odgovara razlici energija izmedu osnovnog i pobudenog stanja
foton se rasprSuje. RasprSeno zracenje se sakuplja pod odredenim kutem u odnosu na upadno
zraCenje, a efikasnost se povecava s Cetvrtom potencijom frekvencije upadnog zracenja. U
procesu rasprSenja, kao posljedica interakcije molekule s monokromatskim zracenjem,
narusSava se oblak elektrona oko jezgre pri ¢emu nastaje kratko zivuce nestabilno stanje koje
se naziva virtualno stanje, nakon ¢ega dolazi do brzog otpustanja fotona. Ako su frekvencije
upadnog i rasprSenog zracenja jednake, rije¢ je o elasticnom, odnosno Rayleighovom
rasprSenju, gdje u rasprSenju sudjeluje elektronski oblak, nema promjene energije te se
molekula iz virtualnog stanja vraca u isto energijsko stanje iz kojeg je pobudena. No, ako su
frekvencije upadnog i rasprSenog zracenja razlicite, rije¢ je o neelasticnom ili Ramanovom
rasprSenju, kojim se potice gibanje jezgara te se energija prenosi s upadnog fotona na
molekulu ili s molekule na rasprSeni foton. Razlikujemo Stokesovo 1 anti-Stokesovo

rasprSenje. Kod Stokesovog rasprSenja molekula iz osnovnog vibracijskog stanja prelazi u
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§ 2. Literaturni pregled 3

virtualno stanje te se vraca u viSe vibracijsko stanje, a kod anti-Stokesovog rasprSenja
molekula iz viSeg vibracijskog stanja prelazi u virtualno stanje i vraa se u osnovno
vibracijsko stanje. U Ramanovoj spektroskopiji mjeri se razlika energije izmedu dvaju
vibracijskih stanja, odnosno oduzima se energija rasprSenog fotona od energije upadnog
fotona.** Na slici 1. shematski je prikazano Rayleighovo i Ramanovo rasprienje.

Rayleighovo rasprsenje statisticki je najvjerojatnije te stoga ono predstavlja dominantan
proces. S druge strane, Ramanovo rasprSenje inherentno je slab proces jer tek jedan od
10°~10® fotona koji se raspriuju je Raman rasprien. Relativni intenziteti Stokesovog i anti-
Stokesovog rasprSenja ovise o popunjenosti stanja molekule. Pri sobnoj temperaturi, prema
Boltzmannovoj raspodjeli, ve¢ina molekula se nalazi u osnovnom vibracijskom stanju, a tek
mali dio je u pobudenom vibracijskom stanju pa je u tom slucaju Stokesovo rasprSenje
statisticki vjerojatniji proces te su vrpce koje pripadaju Stokesovom rasprSenju znatno

intenzivnije od vrpci koje pripadaju anti-Stokesovom rasprienju.*’

E &
S T T T T T T T T T AT T Virtualna
stanja
2 T E T T T T T E T IIT T T -7
n Vibracijska
+ stanja
m
Raman Rayleigh Raman
Stokes anti-Stokes

Slika 1. Shematski prikaz Rayleighovog i Ramanovog rasprienja.’

IR spektroskopija 1 Ramanova spektroskopija medusobno su komplementarne tehnike koje se
koriste za dobivanje informacija o strukturi molekule na temelju vibracijskih prijelaza. Iako se

IR i Ramanova spektroskopija medusobno nadopunjuju i kemijska informacija koju daju je
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§ 2. Literaturni pregled 4

sli¢na, postoje razlike koje utjecu na to koja ¢e tehnika biti optimalna u danom eksperimentu.
U IR spektroskopiji kao izvor zracenja koristi se IR zraenje koje obuhvaca niz frekvencija i
temelji se na apsorpciji zracenja, dok se Ramanova spektroskopija temelji na neelasticnom
rasprSenju monokromatskog zracenja, pri cemu se kao izvor zracenja koristi laser koji emitira
zrac¢enje u vidljivom (Vis), bliskom infracrvenom (NIR) ili ultraljubi¢astom (UV) podrucju.
Osnovno izborno pravilo Ramanove spektroskopije govori kako se Ramanovo rasprSenje
opaza uslijed vibracija koje mijenjaju polarizabilnost molekule, a polarizabilnost opisuje
koliko se lako elektronski oblak oko molekule polarizira pod utjecajem vanjskog elektricnog
polja. U tom slucaju vibracija ¢e biti Raman aktivna i ocituje se kao vrpca u Ramanovom
spektru. U IR spektroskopiji vibracija ¢e biti aktivna ako uzrokuje promjenu dipolnog
momenta molekule. Kao posljedica razli€itih izbornih pravila, intenzivne vrpce vibracija u IR
spektru mogu biti znatno manjeg intenziteta u Ramanovom spektru ili obrnuto. U
Ramanovom spektru veceg intenziteta ¢e biti simetricne vibracije zbog veée promjene
polarizabilnosti i veceg rasprSenja, dok su u IR spektru veeg intenziteta antisimetricne
vibracije uslijed vece promjene dipolnog momenta. Osim toga, za molekule koje imaju centar
simetrije postoji i dodatno izborno pravilo medusobnog iskljucenja, koje govori kako za takve
molekule niti jedna vibracija ne moze istovremeno biti 1 IR 1 Raman aktivna. IR 1 Ramanovi
spektri nisu uvijek identini pa se njthovom usporedbom mogu dobiti vrijedne informacije o
simetriji molekula. VaZna prednost Ramanove spektroskopije je to Sto voda ne smeta pri
snimanju Ramanovih spektara vodenih otopina jer voda slabo rasprSuje zracenje te je vrpca
istezanja veza O—H Siroka 1 slaba. Naprotiv, zbog velike razlike u elektronegativnosti izmedu
atoma vodika 1 atoma kisika promjena dipolnog momenta prilikom istezanja veza O—H vode
je velika te je IR vrpca istezanja veza O—H vrlo intenzivna §to predstavlja problem prilikom
snimanja IR spektara vodenih otopina.*”

Osim mnogih prednosti, Ramanova spektroskopija takoder ima i nedostatke od kojih je
najveca to Sto je neelasticno rasprSenje fotona malo vjerojatno te je Ramanovo rasprSenje
inherentno slab proces pa je 1 primjena Ramanove spektroskopije ograni¢ena zbog slabe
osjetljivosti. U dana$nje vrijeme koriste se laseri koji omogucavaju snimanje spektara uzoraka
malih dimenzija velikom snagom zracenja. Medutim, oni mogu uzrokovati razgradnju uzorka,
1 pobuditi fluorescenciju analita ili necistoa koje su prisutne u uzorku, Sto rezultira
djelomi¢nim 1ili potpunim prekrivanjem Stokesovog dijela Ramanovog spektra, jer je cak 1

slaba fluorescencija intenzivnija u odnosu na Ramanovo rasprienje.*® Stoga je razvoj tehnika
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§ 2. Literaturni pregled 5

povrsinski pojatanog Ramanovog rasprSenja od iznimne vaznosti, u kojima niska osjetljivost

vide nije ograniavajuce svojstvo Ramanove spektroskopije. ’

2.2. Povrsinski pojacano Ramanovo rasprSenje

Spektroskopija povrsinski poja¢anog Ramanovog rasprsenja (SERS) je tehnika vibracijske
spektroskopije koju karakterizira pojacCanje intenziteta u odnosu na normalno Ramanovo
rasprSenje za molekule koje su vezane na nanostrukturiranu povrSinu metala ili se nalaze u
njezinoj neposrednoj blizini (slika 2).* Fenomen povrsinski pojadanog Ramanovog rasprienja
prvi su uoc€ili Fleischmann i suradnici 1974. godine u eksperimentu u kojem su opazili
pojacanje Ramanovog rasprSenja piridina adsorbiranog iz vodene otopine na srebrovu
elektrodu hrapave povrSine. Taj su efekt pripisali poveéanju povrSine elektrode uslijed
hrapavosti $to je omogucéilo adsorpciju veéeg broja molekula. 1977. godine Jeanmarie i Van
Duyne te Albrecht i Creighton, neovisno jedni od drugih, dokazali su, proucavanjem faktora
pojacanja Ramanovog rasprSenja piridina, kako razlog pojacanja Ramanovog rasprSenja ne
lezi samo u poveéanju povrsine, ve¢ i u hrapavosti povriine.®’

Kao SERS aktivne povrsine koriste se metali poput srebra i zlata, dok su bakar i zeljezo
rjede koriSteni jer u prisutnosti kisika tvore slojeve oksida pa se mijenja priroda povrsine,
gubi se hrapavost i nastaje prostorna barijera izmedu metalne povrSine 1 analita, §to u

konacnici rezultira losijim pojacanjem Ramanovog rasprsenja s tih podlo ga.9’10

Povrsinski pojacano
Pobudno Ramanovo rasprienje
zracenje

Adsorbirana
molekula

Nanostrukturirana
metalna povriina

Slika 2. Shematski prikaz SERS efekta za molekulu adsorbiranu na nanostrukturiranu

iy 11
metalnu povrsinu.
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Spektroskopija povrsinski pojacanog Ramanovog rasprSenja kombinira prednosti Ramanove
spektroskopije, poput identifikacije molekula na temelju njihovog strukturnog otiska prsta,
nedestruktivne analize, minimalne pripreme uzorka, mogucénosti provodenja analize u
bioloskim teku¢inama, s obzirom da voda ne ometa mjerenje, s visokom osjetljivos¢u. U
odnosu na klasi¢nu Ramanovu spektroskopiju intenzitet rasprSenog zracenja povecava se do
10%, a ponekad i do 10" puta, §to omoguéava primjenu SERS spektroskopije za proutavanje
strukture analita pri niskim koncentracijama u uzorku, pa Cak i identifikaciju jedne molekule u
otopini (engl. single molecule detection).” Medutim, interpretacija SERS spektra nije
jednostavna, koji se u velikom broju slucajeva razlikuje od normalnog Ramanovog spektra.
Molekula s centrom simetrije, vezanjem na SERS aktivnu povrSinu, gubi to svojstvo te se u
SERS spektru mogu pojaviti nove vrpce, jer vise ne vrijedi izborno pravilo medusobnog
iskljucenja. Moguca je 1 promjena intenziteta vrpci u odnosu na normalni Ramanov spektar,
Sto je posljedica orijentacije molekule na povrsini. Takoder je potrebno uzeti u obzir da veca
osjetljivost SERS spektroskopije u odnosu na Ramanovu spektroskopiju moze uzrokovati

pojavu vrpci koje potjecu od necistoca prisutnih u uzorku.
2.2.1. Mehanizmi pojacanja Ramanovog rasprsenja

Mehanizam povrSinski pojac¢anog Ramanovog rasprSenja joS uvijek nije sasvim jasan te je
predlozeno nekoliko teorija ovog efekta, no dvije dobro prihvacene i jednako valjane teorije
su elektromagnetski mehanizam 1 kemijski mehanizam. Opisani mehanizmi djeluju neovisno
jedan o drugome, ali se Cesto javljaju simultano.

PovrSina metala prekrivena je vodljivim elektronima koji se po njoj mogu slobodno
kretati. Uslijed interakcije s elektromagnetskim zracenjem, elektroni pocinju oscilirati, a te
oscilacije se nazivaju povrSinskim plazmonima. PovrSinski plazmoni na malim jednolikim
Cesticama ili hrapavim povrSinama imaju rezonantnu frekvenciju, koja ovisi o metalu te
prirodi povrSine metala, pri kojoj najefikasnije apsorbiraju 1 rasprSuju zracenje. Svaki metal
ima karakteristicnu rezonantnu frekvenciju, npr. rezonantna frekvencija plazmona Ag nalazi
se u Vis podrucju, te karakteristiCan omjer apsorpcije i rasprsenja, pa je tako za plazmone Ag
favorizirano rasprienje. Sto se ti¢e prirode povrsine, na glatkoj povrsini se oscilacije odvijaju
u ravnini povr§ine metala te se zraenje apsorbira, a na hrapavoj povrSini oscilacije se javlaju

odvijaju u ravnini i okomito na povrS§inu metala te se zracenje apsorbira i rasprsuje.
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U opisu elektromagnetskog pojacanja analit je adsorbiran na ili se nalazi vrlo blizu
metalne povrSine pri ¢emu nastaju interakcije izmedu analita i povrSinskih plazmona te se
temelji na plazmonskoj rezonanciji. Elektromagnetski mehanizam aproksimira se modelom
metalne sfere koja simbolizira nanocesticu metala prekrivenu vodljivim elektronima. Prilikom
ozraCivanja nanostrukturirane hrapave metalne povrSine laserom odredene valne duljine
nastaju povrsinski plazmoni. Pri rezonantnoj frekvenciji plazmona, oko molekule adsorbirane
na povrSini metala javlja se jako elektricno polje Sto uzrokuje jacu polarizaciju molekule te se
Ramanovo rasprsenje adsorbirane molekule pojacava. Elektricno polje u svakoj tocki sastoji
se od komponente okomite na povrSinu i komponente paralelne s povr§inom pri ¢emu je
elektri¢no polje okomito na povrsinu veée u odnosu na ono paralelno s povrSinom. Stoga je
orijentacija molekule na povrSini metala vazna te je najvece pojatanje Ramanovog rasprsenja
uoceno za adsorbiranu molekulu polariziranu okomito na povrSinu. Takoder, jakost
elektricnog polja opada s udaljenos$¢u molekule od povrSine metala Sto utjeCe na intenzitet
Ramanovog rasprSenja molekule pa je pojacanje tim manje ¢im je molekula udaljenija od
metalne povrSine. Pojacanje rasprSenja zracenja, osim o frekvenciji, ovisi 1 o veli¢ini i obliku
Cestica metala te nacinu na koji se Cestice organiziraju u nakupine. Najvece pojacanje
Ramanovog rasprSenja uocava se na mjestima gdje se Cestice dodiruju ili stvaraju nakupine,
odnosno agregate. Rije¢ je o takozvanim hot spots ili ,,vru¢im tockama* gdje su elektri¢na
polja veoma jaka pa se rasprSeno zracenje izrazito povecava. U agregatima plazmon postaje
zajedni¢ki plazmon vise od jedne nanoGestice i ima novu rezonantnu frekvenciju.’'?
Frekvencija plazmona se smanjuje s porastom veli€ine Cestice pa dimeri, trimeri itd. posjeduju
plazmonsku rezonanciju pri nizim frekvencijama u usporedbi s pojedinacnim Cesticama.
Elektromagnetsko pojacanje Ramanovog rasprSenja duzeg je dometa i moguce ga je opaziti za
nekoliko slojeva molekula analita blizu povrS$ine metala. U odnosu na klasicno Ramanovo
rasprSenje faktor pojacanja rasprSenja iznosi i do 10'°. Neovisno je o vrsti molekula analita te
je to svojstvo karakteristiéno za SERS supstrat.’

Kemijski mehanizam, odnosno mehanizam pojacanja uslijed prijenosa naboja,
pretpostavlja da je analit kemijski vezan na metalnu povrSinu. Kemijska veza najceSce se
ostvaruje preko atoma dusika, kisika ili sumpora. Stvaranjem kemijske veze izmedu molekule
analita 1 metalne povrSine nastaju nove povrSinske vrste i omogucava se prijenos naboja s
metalne povrSine na molekulu analita i s molekule analita na metalnu povrSinu. Naime, uslijed

interakcije s elektronima metala povecava se polarizabilnost molekule, a prijenos naboja
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podrazumijeva prijelaz elektrona iz Fermijevog nivoa metala u energijski najnizu
nepopunjenu molekulsku orbitalu i obrnuto. Nakon kratkotrajne pobude slijedi povratak
elektrona u metal pri cemu se zracenje rasprSuje. Kemijsko poja¢anje Ramanovog rasprsenja
kratkog je dometa i ograniCeno je na prvi sloj molekula analita. U odnosu na klasi¢no
Ramanovo rasprienje faktor pojacanja rasprienja iznosi 10%-10* $to upuéuje na veéi doprinos
elektrokemijskog mehanizma ukupnom poja¢anju Ramanovog rasprienja.’

Elektromagnetsko 1 kemijsko pojacanje obicno se tretiraju kao zasebni fenomeni, ali
granica izmedu njih viSe nije tako jasna kao Sto je to ranije bilo prezentirano. U danasnje
vrijeme znanstvenici pokuSavaju kreirati jedinstvenu teoriju mehanizma pojacanja

Ramanovog rasprsenja.

2.2.2. SERS supstrati

Spektroskopija povrSinski pojacanog Ramanovog rasprSenja od velike je vaZnosti u
analitickoj kemiji, no i1 dan danas klju¢ni korak za Siru primjenu SERS tehnike je uspjesna
priprava SERS supstrata. SERS supstrat mora imati hrapavu povrsinu, biti kemijski stabilan i
robustan, priprema treba biti jednostavna i rezultirati reproducibilnim supstratom velikog
faktora pojacanja Ramanovog rasprSenja. Prvi koriSteni SERS supstrat bila je hrapava
srebrova elektroda pripremljena elektrokemijskom ciklitkom voltametrijom.'® Danas najéesce
koriSteni SERS supstrati su suspenzije metalnih nanoCestica, metalne nanocestice
imobilizirane na ¢vrstim nosac¢ima i1 nanostrukture pripremljene izravno na ¢vrstim nosa¢ima
nanolitografskim postupkom.'?

Suspenzije metalnih nanocestica moguce je pripremiti fizikalnim ili kemijskim metodama.
Cesto koristena fizikalna metoda je pulsna laserska ablacija plemenitih metala u tekué¢em
mediju. Ovom tehnikom, nanocestice Ag, Au ili Cu pripremaju se stavljanjem mete u vodu ili
organsko otapalo. Laserski impulsi fokusirani na metu se apsorbiraju pri ¢emu se stvara oblak
plazme koji se brzo $iri u okolnu teku¢inu uz emisiju udarnih valova, hladi i razgraduje
tijekom nano do mikrosekundi. Atomizirani materijal uklonjen s mete reagira s vrstama
prisutnim u teku¢ini Sto dovodi do nukleacije, rasta i stvaranja nanocestica. Prednost ove
tehnike je nastanak stabilnih nanocestica koje na povrsini ne sadrze organske niti ionske vrste.
Kemijska sinteza SERS aktivnih nanocestica obi¢no se provodi redukcijom iona Ag ili Auu
otopini, koriStenjem redukcijskih sredstava poput trinatrijevog citrata, hidrazina ili

hidroksilamin hidroklorida, ¢ije su glavne prednosti jednostavna priprema i karakterizacija
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nanoGestica.” Veli¢ina nanoCestica moze se kontrolirati jaginom i koncentracijom koristenog
redukcijskog reagensa. Jaca redukcijska sredstva daju manje nanocestice, dok slabija
redukcijska sredstva, kao Sto je 1 trinatrijev citrat, daju ve¢e nanocCestice. Faze nukleacije 1
rasta tijekom kemijske redukcije odreduju raspodjelu veli¢ine Cestica. Tijekom faze
nukleacije, atomi metala se grupiraju i tvore klastere te na kraju nastaje kristalna jezgra, a
tijekom faze rasta kristalna jezgra raste i nastaju nanocCestice. Oblik nanocestica moze se
kontrolirati dodavanjem surfaktanata tijekom sinteze koji uzrokuju promjenu povrSinske
energije 1 kontroliraju agregaciju Cestica. Surfaktant stabilizira specifi¢ne kristalne ravnine u
rastu¢oj nanostrukturi i na taj na¢in omogucéuje kontrolirani rast u toj ravnini. Ovisno o
surfaktantu 1 odabranom metalu, mogu se pripraviti nanocestice razli¢itog oblika poput
nanosfera, nanotrokuta, nanoZzica i nanozvijezda itd. (slika 3). Na pojacanje Ramanovog
rasprSenja utjeCu oblik i veli¢ina nanocestica. Najvece pojacanje Ramanovog rasprSenja
prisutno je u slucaju nanozvijezda, a razlog lezi u velikom broju intrinzi¢nih aktivnih mjesta
(engl. hot spots) po nanocestici. Takoder, s povec¢anjem dimenzija nanocestica uocava se vece
pojatanje Ramanovog rasprienja.”” Opéenito, metalne nanolestice pojaavaju Ramanovo
rasprSenje, no za dodatno pojacanje SERS signala vaZzna je agregacija koloida metala jer
formiranjem agregata dviju ili viSe nanocestica nastaju brojna SERS aktivna mjesta i sprezu
se elektricna polja, te se takoder mijenja naboj povrSine metala §to je posebice korisno u
slucaju negativno nabijenih analita koji se, za razliku od pozitivno nabijenih, ne adsorbiraju
lako na povrSinu nanoCestica ve¢ uglavnom zaostaju u suspenziji. Uobicajeni nacin
agregacijie koloidnih nanocestica podrazumijeva dodavanje anorganskih soli, poput KCI,
NaCl, NaBr, NaNO; i MgSO,, surfaktanata, etanola ili organskih amina u koloidnu
suspenziju.'® Sintetizirane, ili komercijalne, agregirane nano&estice pri prikladnim uvjetima

znaajno pojacavaju Ramanovo rasprienje.’
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(a) (b) (c)

Slika 3. SEM fotografije nanocestica zlata: a) nanosfere, b) nanotrokuti i c)

nanozvijezde. "

Koloidne suspenzije Ag veoma su cCesto koriStene kao SERS supstrati, a najceSée se
pripremaju redukcijom srebrova nitrata s trinatrijevim citratom. Postupak sinteze osmislili su
Lee i Meisel,'* a potom su ju modificirali Munro i sur.” Citrati reduciraju srebrove ione,
nastaju acetondikarboksilna kiselina i acetoctena kiselina koje se zajedno sa suviskom
citratnih iona adsorbiraju na povrSinu nanocestica te tako djeluju kao stabilizirajuéi agensi.
Povrsina koloidnih nanocestica Ag negativno je nabijena (slika 4). Koloidi pripremljeni ovom
metodom stabilni su tijekom vremena. Nisu uocene promjene u UV/Vis apsorpcijskom

spektru niti u SERS spektru koloida dva mjeseca nakon pripreme koloida. '’
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Slika 4. Shematski prikaz povrSine koloidnih nanocestica srebra pripremljenih redukcijom

srebrova nitrata s trinatrijevim citratom. '
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Osim u suspenziji, pripravljene koloidne nanocestice mogu se koristiti kao SERS supstrati
imobilizirane na ¢vrstom nosacu. Time se postize dodatno pojacanje Ramanovog rasprsenja,
posebno korisno za sfericne nanocestice. Imobilizacijom nanocestica na ¢vrstoj podlozi, one
se dovode u neposrednu blizinu te se tako povecava broj SERS aktivnih mjesta. U tu svrhu
primjenjuje se nekoliko strategija. Moguéa je primjena ,kemijskog lanca“ za sidrenje
nanocestica Au ili Ag na kvarcnu podlogu. U ovoj metodi, nanocestice Au i Ag pripremaju se
redukcijom HAuCly ili AgNO; pomocu trinatrijevog citrata. PovrSina kvarcnog nosaca
silanizira se (3-merkaptopropil)trimetoksisilanom (MPTMS) koji se metoksi skupinama veze
na kvarc. Nakon toga se silanizirani supstrat uranja u suspenziju nanocestica Au ili Ag, te
nanocCestice metala ostvaruju veze s tiolnim skupinama silana. Postupak imobilizacije
nanocestica Au na kvarcni nosa¢ prikazan je na slici 5. Takoder, pokazano je da se 1 (3-
aminopropil)trimetoksisilan (APTMS) moze koristiti za imobilizaciju nanocestica Au ili Ag.
U tom slucaju, nanocestice se vezu na povrSinu silaniziranog supstrata preko amino skupina
silana.”> APTMS i MPTMS se mogu koristiti i za imobilizaciju nano&estica na staklo, papir,
silicij 1 aluminij. Kontrolirana imobilizacija nanocestica na povrSini poboljSava
reproducibilnost SERS supstrata, a takoder je rije¢ o fleksibilnoj metodi jer se na podlogu
mogu vezati nanocestice razli¢itih veli¢ina, oblika i1 sastava te se mogu proizvesti supstrati

r v ey 2
vece povrsine, reda veli¢ine cm 2

SH H H
é ({ é Au NPs
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Slika 5. Shematski prikaz imobilizacije nano&estica Au na kvarcni supstrat.

Visoko uredene metalne nanostrukture mogu se pripremiti koriStenjem nanolitografije 1
srodnih litografskih tehnika. Rije¢ je o elegantnom, mo¢nom 1 brzom nacinu priprave SERS

supstrata koji omogucava izvanrednu kontrolu veli¢ine 1 oblika nanocestica te razmaka
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izmedu nanocestica, i rezultira supstratima velike povrSine koje karakterizira veliko pojacanje

L . : 12,1
Ramanovog rasprienja i kemijska stabilnost.'>"?

2.3. Alkaloidi
2.3.1. Berberin

Berberin (BBR) je benzilizokinolinski alkaloid s molarnom masom 336,3612 g mol ™' &ija je
struktura prikazana na slici 6. BBR je krutina svijetlo Zute boje s taliStem pri 145 °C. Topiv je
u vrucoj vodi 1 metanolu, slabo topiv u hladnoj vodi i etanolu, a netopiv u benzenu, eteru,
kloroformu i drugim organskim otapalima. Osjetljiv je na svjetlost i toplinu; kada je izlozen

svjetlosti i visokoj temperaturi sklon je razgradnji.'®"

O]

OCH;
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Slika 6. Struktura berberina (BBR).

Tijekom godina, prirodni spojevi, obi¢no dobiveni iz biljaka, ¢esto su koriSteni za lijeCenje
Sirokog spektra poremecaja. Biljke imaju raznolik spektar medicinskih i bioloskih funkcija Sto
ih ¢ini idealnim izvorom za razvoj lijekova, s obecavaju¢im terapeutskim prednostima.
Alkaloidi su sekundarni metaboliti biljaka koji imaju raznolika farmakoloska djelovanja.
Rije¢ je o skupini prirodnih tvari koje se stolje¢ima koriste u tradicionalnoj, a u danasnje

vrijeme 1 modernoj medicini. Izokinolinski alkaloidi su druga naje$¢a skupina biljnih

Patricia Tikvenjak Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 13

alkaloida koji imaju protuupalno, analgetsko, antimikrobno, antitumorsko i antioksidativno
djelovanje, ali i mnoga druga. BBR je jedan od najistrazivanijih izokinolinskih alkaloida koji
se od davnina koristi u kineskoj i ajurvedskoj medicini, a pronalazimo ga u rizomima,
korijenju 1 kori stabljika raznih ljekovitih biljaka poput Berberis aquifolium, Hydrastis
canadensis, Coptis berberis, Berberis vulgaris 1 Berberis aristata. RijeC je o farmakoforu koji
potencijalno moze doprinijeti razvoju novih terapijskih lijekova za razne poremecaje.
Dokazano je da ima antimikrobni ucinak na Siroki spektar vrsta, kao Sto su gljivice, klamidije,
bakterije, protozoe i virusi, te je koristan u terapiji raznih stanja koze i ociju. Takoder,
posjeduje 1 antimalarijska, antihipertenzivna, antioksidativna, protuupalna, antiaritmicka, anti-
HIV i antitumorska svojstva. Pokazao se korisnim u lijeCenju Alzheimerove bolesti i
sindroma policisti¢nih jajnika. Opsezna znanstvena istrazivanja pokazala su sposobnost BBR-
a da modulira visSestruke stani¢ne mete ukljuene u etiologiju raznih poremecaja pa stoga
Djeluje na raznolike molekularne mete poput transkripcijskih faktora, faktora rasta, citokina,
enzima i gena koji reguliraju stani¢nu proliferaciju i apoptozu te na upalne faktore.'® Njegov
najvec¢i nedostatak je niska bioraspolozivost kada se primjenjuje oralno; stoga su u praksi
razliCite strategije temeljene na nanotehnologiji za povecanje bioraspolozivosti BBR-a.
Nadalje, istodobna primjena s odredenim lijekovima dovodi do njegove povecane
apsorpcije.'’

BBR u biljnim ekstraktima i1 bioloskim teku¢inama analiziran je pomocu UV-Vis
apsorpcijske spektroskopije, tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC),
tankoslojne kromatografije (TLC), kapilarne elektroforeze (CE) 1 tekuc¢inske kromatografije
spregnute s masenom spektrometrijom (LC-MS)."® Berberin jako fluorescira §to ograni¢ava
koriStenje Ramanove spektroskopije za njegovu identifikaciju. S druge strane, SERS
spektroskopija pokazala je svoj potencijal u analizi prirodnih boja. Ova tehnika kombinira
visoku osjetljivost s gaSenjem fluorescencije $to ju ¢ini veoma atraktivnom. Takoder, BBR je
pozitivno nabijen, pokazuje veliki afinitet prema nanocesticama srebra §to ga ¢ini pogodnim
za SERS spektroskopiju. Jedan od primjera koriStenja SERS spektroskopije za analizu BBR je
istrazivanje adsorpcije berberina na nanocCestice srebra i njegove identifikacije u drevnom

tekstilu.
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2.3.2. Papaverin

Papaverin (PPV) je benzilizokinolinski alkaloid s molarnom masom 339,1471 g mol ' ¢&ija je
struktura prikazana na slici 7. PPV je krutina bijele boje s taliStem pri 224 °C. Dobro je topiv

u etanolu i kloroformu, topiv je u acetonu, a slabo topiv u vodi i ugljikovom tetrakloridu.*’
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Slika 7. Struktura papaverina (PPV).

PPV je prirodan nenarkoti¢ki spoj dobiven iz biljke Papaver somniferum, opéenito poznat kao
opijumski mak. Mak je Cesto koriSten kao biljni lijek u kineskoj 1 indijskoj medicini zbog
svojih analgetskih ucinaka. Unato¢ tome Sto je ekstrahiran iz sjemena maka, farmakoloska
aktivnost PPV-a ne posjeduje narkoticka svojstva i analgetski u¢inak.”' Desetlje¢ima se
koristi kao relaksator miSia te vazodilatator za lijeCenje cerebralnih vazospazama,
subendokardijalne ishemije 1 erektilne disfunkcije. Vazodilatacijski u€inak PPV-a pripisuje se
inhibiciji cikli€kih nukleotidnih fosfodiesteraza, s rezultiraju¢éim porastom unutarstani¢énih
razina cAMP-a i cGMP-a popraéenih s padom Ca®". Vazodilatacijsko djelovanje jedan je od
korisnih efekata koristenja papaverina za i COVID-19 pacijente sa sréanim poremeéajima.”
Takoder, istrazivanja su pokazala da moZze inhibirati rast stanica 1 potencijalno inducirati
stani¢nu smrt u stani¢nim linijama raka, ali specifi¢ni u¢inci na biokemijske putove zasad nisu
objasnjeni.”’ Antivirusni u¢inak $irokog spektra jo§ je jedno svojstvo ovog spoja koje se u

posljednje vrijeme sve vise istiCe.
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NajceS¢e koriStene tehnike za detekciju papaverina su tekuéinska ili plinska
kromatografija spregnuta s masenom spektrometrijom (LC-MS, GC-MS). Takoder, ve¢ neko
vrijeme se za detekciju opijatskih analita od forenzicke vaznosti koristi i SERS spektroskopija
koja ima sposobnost kombiniranja prednosti Ramanove spektroskopije s visokom
osjetljivoscu i gaSenjem fluorescencije Sto ju ¢ini moénim alatom u forenzici. Sok biljke
maka, koji se koristi za dobivanje opijuma, sadrzi vise alkaloida ukljuc¢uju¢i morfin, kodein,
iz kojih se dobiva i i1 heroin koji izaziva veliku ovisnost. Ovisnost o opijatima je ozbiljan
medicinski 1 drusStveni problem sa znacajnim ekonomskim posljedicama. Unato¢ velikim
naporima, oni koji trguju opijatima konstantno pronalaze nove nacine za njihovo prenosSenje
preko granice. S obzirom na to da se papaverin proc¢is¢ava iz soka maka, njegova prisutnost u
uzorku moze posluziti za identifikaciju osoba odgovornih za rane faze ove sloZene trgovine;
onith koji uzgajaju, beru i dobivaju lateks iz maka te je predlozeno koriStenje SERS
spektroskopije za detekciju papaverina $to bi bilo korisno i u svrhu smanjenja trgovine

opijatima.**

2.4. Ribonukleotidi

Nukleinske kiseline, deoksiribonukleinska i ribonukleinska, su dugi polimeri koji imaju
funkciju molekularnih spremista genetskih informacija. Sposobnost pohranjivanja i prijenosa
genetskih informacija s generacije na generaciju temeljni je uvjet za Zivot. >

Za otkri¢e nukleinskih kiselina 1860-tith godina zasluZan je Svicarski kemicar Johann
Friedrich Miescher koji ju je izolirao iz bijelih krvnih stanica. Ovu supstancu nazvao je
nuklein, neznaju¢i da je otkrio molekularnu osnovu zivota. Nadalje, 1881. godine njemacki
biokemicar Albrecht Kossel nuklein je nazvao nukleinskom kiselinom 1 dao joj kemijsko ime,
deoksiribonukleinska kiselina. Takoder je izolirao 5 nukleotida koji su gradevni blokovi DNA
1 RNA. U 20. stolje¢u Phoebus Levene otkrio je poredak triju komponenti nukleotida (fosfat-
Secer-baza), a takoder je otkrio da RNA sadrzi ribozu, a DNA deoksiribozu. 1944. godine
Erwin Chargaff dokazao je da su molarni omjeri purinskih i pirimidinskih baza gotovo uvijek
jednaki, no medusobni omjeri pojedina¢nih baza nisu pa nukleotidna kompozicija varira
ovisno o vrsti.***

Ove biomakromolekule su izgradene od velikog broja medusobno povezanih sli¢nih

jedinica. Svaka monomerna jedinica unutar polimera je nukleotid, a svaki nukleotid sastoji se
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od 3 komponente: Seéera pentoze, fosfatne skupine i dusiéne baze. Seéer u RNA je D-riboza
koja, za razliku od 2'-deoksi-D-riboze u DNA, na C-2' atomu sadrzi OH skupinu. U
nukleotidima, obje vrste pentoza su u obliku B-furanoze (zatvoreni peteroClani prsten).
Takoder, prsten nije planaran ve¢ se pojavljuje u konformaciji ,,stolice* 1 ,,omotnice*.

Dvije baze u RNA derivati su purina — adenin (A) i gvanin (G), a dvije pirimidina —
citozin (C) i uracil (U). Osim Seéerne jedinice, druga vazna razlika izmedu DNA i RNA je ta
Sto se u RNA umjesto timina (T) nalazi uracil (U) koji je nemetilirani oblik timina. Purinske i
pirimidinske baze su aromatske i planarne molekule. Jedinica koja se sastoji od baze vezane
na Secer naziva se nukleozid. U svakom od nukleozida je N-9 purina ili N-1 pirimidina vezan
na C-1' Se¢era N-glikozidnom vezom. Ako je struktura napisana na standardni nacin, baza lezi
iznad ravnine Secera, odnosno konfiguracija N-glikozidne veze je B. Nukleozid povezan
esterskom vezom preko C-5' atoma s jednom ili viSe fosfatnih skupina je nukleotid. U
prirodnim nukleotidima uobi¢ajeno mjesto vezanja fosfata je OH skupina na C-5' polozaju
Sedera pri ¢emu nastaje nukleozid-5'-fosfat. Cetiri ribonukleotida su adenozin-5'-monofosfat
(AMP), citidin-5'-monofosfat (CMP), gvanozin-5'-monofosfat (CMP) i uridin-5'-monofosfat

(UMP), prikazani na slici 8.2
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AMP CMP

GMP UMP

Slika 8. Struktura ribonukleotida: adenozin-5'-monofosfat (AMP), citidin-5"-monofosfat

(CMP), gvanozin-5'-monofosfat (GMP) i uridin-5'-monofosfat (UMP).

Zahvaljujuéi pruzanju strukturnih podataka pri submikromolarnim koncentracijama, primjena
SERS spektroskopije u svrhu proucavanja biomolekula konstantno raste. Nukleinske kiseline
proucavane su SERS tehnikom iz razli¢itih razloga, ukljucujuéi otkrivanje nacina vezanja s
bioloski aktivnim malim organskim molekulama. Brojna istrazivanja usmjerena su i na
strukturnu analizu gradevnih komponenti nukleinskih kiselina. SERS spektri purinskih 1
pirimidinskih baza lako su opaZeni zbog njithove sposobnosti koordinacije Ag ili Au, Sto
rezultira u¢inkovitom adsorpcijom na metalnu povrSinu uobicajenih SERS supstrata. Takoder,
pokazano je da Secer u strukturi nukleozida ne utjece na afinitet molekula prema metalnoj
povrsini, pri ¢emu baze imaju dominantan doprinos u vezanju s metalom pa Sec¢erna skupina

ima mali utjecaj na Ramanov spektar u kojem dominiraju vrpce vibracija baza. S druge strane,
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zbog odbojnih sila koje se javljaju izmedu negativno nabijenog fosfata u strukturi nukleotida i
anionskog sloja na povrsSini veéine metalnih nanocestica, SERS spektri mononukleotida
zahtjevniji su za snimanje.” U tu se svrhu stoga ne primjenjuju opéenito najéesée koristeni
SERS supstrati pripravljeni Lee-Meisel metodom, odnosno koloidi srebra reducirani s
trinatrijevim citratom i agregirani s halogenidnom soli (npr. NaCl, KCI). To je u skladu sa
zapazanjem da su agregirani koloidi ovog tipa neprikladni za detekciju anionskih analita
budu¢i da halogenidni ioni tvore cvrsto vezan povrSinski sloj koji odbija anione. No,
otkriveno je da koloidi srebra pripravljeni redukcijom s trinatrijevim citratom mogu pojacati
Ramanovo rasprSenje anionskih analita kada su agregirani s MgSQ,. Sulfatni ioni se ne vezu
na povrsinu Ag pa anionski analiti mogu zauzeti vezna mjesta na povrsini izmjenom sa slabo
vezanim citratnim ionima zaostalim tijekom redukcije. Takoder, utvrdeno je da viSestruko
nabijeni kationi, u ovom slu¢aju Mg>", poti¢u jadu agregaciju u odnosu na jednostruko

.. . 2
nabijene katione.*’
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

Srebrov(I) nitrat, p.a., Gram - Mol

Trinatrijev citrat dihidrat, p.a., Kemika

Magnezijev sulfat heptahidrat, p.a., Kemika

Berberin klorid, > 98 %, Sigma - Aldrich

Papaverin hidroklorid, > 98 %, Sigma - Aldrich

Adenozin-5'-monofosfat dinatrijeva sol, > 99,9 %, Sigma - Aldrich
Citidin-5"-monofosfat dinatrijeva sol, > 99,9 %, Sigma - Aldrich
Gvanozin-5'-monofosfat dinatrijeva sol hidrat, > 99,9 %, Sigma - Aldrich
Uridin-5"-monofosfat dinatrijeva sol, > 99,9 %, Sigma - Aldrich
Klorovodicna kiselina (36,5 %), p.a., Gram - Mol

3.2. Mjerni uredaji

Ramanovi 1 SERS spektri snimljeni su koriStenjem inVia Ramanovog spektrometra tvrtke
Renishaw spregnutog s konfokalnim optickim mikroskopom Leica. Kao izvor zracenja
koriSten je laser koji emitira zracenje pri 785 nm, maksimalne snage 300 mW. Tijekom
snimanja spektara snaga lasera podeSavana je ovisno o uzorku i1 naznaCena je u opisu slike.
Cvrsti praskasti uzorci snimljeni su na aluminijskom nosa¢u za Ramanovu spektroskopiju
¢vrstth uzoraka, dok su teku¢i wuzorci snimljeni u aluminijskim posudicama za
termogravimetrijsku analizu volumena 40 pL. Za snimanje je koriSten objektiv povecanja x5.
Spektri su snimani u podru¢ju 100-3200 cm ' uz vrijeme izlaganja zraCenju lasera od 10 s.
Program Wire 5.3 koriSten je za analizu 1 obradu spektara.

Apsorpcijski spektri neagregirane 1 agregirane koloidne suspenzije nanocestica srebra
snimljeni su pomoc¢u UV/Vis/NIR spektrofotometra SPECORD 200 tvrtke Analytik Jena.
Koristena je kvarcna kiveta s duljinom puta zra¢enja 0,2 cm. Spektri su snimani u podrucju

190—-1100 nm s razlu¢ivanjem od 1 nm.
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pH-vrijednost neagregiranog i agregiranog koloida izmjerena je pomocu Mettler Toledo
MP 220 pH metra s kombiniranom staklenom-kalomel elektrodom. Prije mjerenja uredaj je

bazdaren s otopinama pufera pH 7,00 i 4,00.
3.3. Priprava koloidne suspenzije srebra

Koloidna suspenzija nanocestica srebra (AgNP cit) pripremljena je prema modificiranom
Lee-Meisel postupku.'® Srebrov(1) nitrat (0,018 g) otopio se u Milli-Q deioniziranoj vodi (100
mL) te se otopina zagrijavala na uljnoj kupelji do vrenja. Potom se u vru¢u otopinu dodala
1%-tna otopina trinatrijevog citrata (2 mL) i reakcijska smjesa je zagrijavana uz mijesanje
pomocu magnetske mjesalice sljede¢ih 90 minuta, pri ¢emu se boja smjese promijenila iz
prozirne u zuto-zelenu, a naposljetku u sivu.

U svrhu karakterizacije pripravljenog koloida, snimljen je UV/Vis apsorpcijski spektar
koloidne suspenzije te mu je izmjerena pH-vrijednost. pH-vrijednost pripravljene koloidne
suspenzije Ag iznosila je 8,00, a valna duljina rezonancije plazmona Ag bila je 436 nm (slika
9). Koloid agregiran s magnezijevim sulfatom (0,1 mol L™") pripremljen je zadrzavajuéi iste
volumne omjere sastojaka kao 1 u mjernim uzorcima za snimanje SERS spektara analita (1
mL deionizirane vode, 3 mL koloida i 1 mL magnezijevog sulfata), pri ¢emu je umjesto
vodenih otopina analita dodana deionizirana voda. pH-vrijednost agregiranog koloida Ag
iznosila je 7,00, a UV/Vis spektar nije bilo moguce snimiti jer su se agregirane nanocestice

talozile na dno kivete.

Patricia Tikvenjak Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 21

3
2

2,

‘D

£

s

e

—

o

72}

o

< 14
0 | " | » I L 1 d | " | . |

I — T '
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Amm

Slika 9. UV/Vis apsorpcijski spektar koloidne suspenzije nanocestica Ag.

Snimljeni su Ramanovi spektri koloida srebra 1 koloida srebra agregiranog s magnezijevim
sulfatom (slika 10). Uzorak koloida volumena 100 pL bez agregiraju¢eg sredstva pripravljen
je mijeSanjem 40 puL Milli-Q deionizirane vode i 60 pL koloida, a s agregiraju¢im sredstvom
mijeSanjem 20 uL. Milli-Q deionizirane vode, 60 pL koloida 1 20 pL. vodene otopine MgSO4
(0,1 mol L™"). Koloid je tijekom priprave uzoraka mijeSan pomo¢u magnetske mjesalice, a
Ramanovi spektri snimljeni su neposredno nakon priprave.

U Ramanovom spektru koloidne suspenzije srebra uocava se slaba vrpca deformacije vode
pri priblizno 1630 cm ' te brojne vrpce slabijeg intenziteta koje najvjerojatnije potjetu od
citratnith iona 1 njegovih oksidacijskih ili razgradnih produkata na povrSini koloidnih
nanodestica pri 802, 933 i 1390 cm ™' u sludaju neagregiranog koloida, odnosno pri 1395,
1355, 1285, 1020, 949, 840, 799 i 738 cm ™' uz dodatak agregirajuéeg reagensa.’’ Intenzivna
vrpea pri 230 cm ' pripisana je istezanju Ag—O veze nastale izmedu nanolestica srebra i
kisikovih atoma u strukturi kemijskih vrsta na povrSini nanocestica srebra. Agregacijom
nanocestica srebra uoceno je pojac¢ano Ramanovo rasprSenje vrsta na povrsini nanocestica

zaostalih nakon sinteze koloida.
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Slika 10. Ramanovi spektri koloidne suspenzije nanocestica Ag: a) bez agregirajuceg agensa
pri valnoj duljini pobude 785 nm i snazi lasera 300 mW, b) u prisutnosti agregirajueg agensa
MgSO; (0,1 mol L™") pri valnoj duljini pobude 785 nm i snazi lasera 15 mW. Spektri su

razmaknuti zbog preglednosti.

3.4. Priprava otopina i mjernih uzoraka
3.4.1. Priprava otopina

Pripravljene su ishodne otopine alkaloida berberina i papaverina koncentracije 1310 mol L™
otapanjem Cvrste tvari u Milli-Q deioniziranoj vodi. Razrjedivanjem ishodnih otopina
alkaloida pripremljene su otopine koncentracija 5x10™* mol L™, 5x10™ mol L™, 5x10° mol
L™, 5x107" mol L™" i 5x10™® mol L™" koje su koritene za pripravu mjernih uzoraka u svrhu
snimanja koncentracijski ovisnih SERS spektara.

Ishodne otopine ribonukleotida (AMP, GMP, CMP i UMP) koncentracije 1x10~ mol L™
pripravljene su otapanjem ¢vrste tvari u Milli-Q deioniziranoj vodi. Razrjedivanjem ishodne

otopine pripremljene su otopine koncentracija 5x10* mol L™, 5x10™ mol L™, 5x10°® mol
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L' i 5x107 mol L' koje su koridtene za pripravu mjernih uzoraka za snimanje
koncentracijski ovisnih SERS spektara.
Otopina magnezijevog sulfata koncentracije 0,1 mol L' pripravljena je otapanjem

odgovarajuc¢e mase ¢vrste tvari u Milli-Q deioniziranoj vodi.
3.4.2. Priprava mjernih uzoraka alkaloida

Za pripravu mjernih uzoraka alkaloida berberina i papaverina koriStena je pripravljena
koloidna suspenzija nanocestica srebra. Pripravljeni su mjerni uzorci volumena 100 pL
mijeSanjem vodene otopine odgovarajuceg alkaloida, ¢ija je koncentracija ovisila o konac¢noj
koncentraciji alkaloida u mjernom uzorku, koloidne suspenzije i Milli-Q deionizirane vode za
snimanje koncentracijski ovisnih SERS spektara bez dodatka agregacijskog sredstva, odnosno
mijeSanjem vodene otopine alkaloida, koloidne suspenzije i vodene otopine 0,1 mol L'
magnezijevog sulfata u sluc¢aju snimanja koncentracijski ovisnih SERS spektara uz dodatak
agregirajuceg sredstva. Omjer volumena alkaloid / koloid / voda, odnosno alkaloid / koloid /
agregirajuce sredstvo iznosio je 1/3/1. Nakon dodatka svih komponenti u semimikro epruvetu
smjesa je promijeSana pipetom, a potom je alikvot od 40 pL otpipetiran u aluminijsku
posudicu. Kona&ne koncentracije alkaloida u mjernim uzorcima iznosile su 1x10™* mol L™,
5x10° mol L™, 1x10 mol L™, 5x10° mol L™, 1x10° mol L™, 5x107 mol L™, 1x10”’
mol L™, 5x10° mol L™, 1x10® mol L™ i 5x10~ mol L™'. Priprava mjernih uzoraka
alkaloida s odgovaraju¢im volumenima pojedinih komponenti prikazana je u tablici 1. Koloid
je tijekom priprave mjernih uzoraka mijeSan pomocu magnetske mjesalice, a SERS spektri

mjernih uzoraka snimani su neposredno nakon priprave.
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Tablica 1. Priprava mjernih uzoraka alkaloida berberina i papaverina za snimanje
koncentracijski ovisnih SERS spektara bez agregiraju¢eg agensa i u prisutnosti agregirajuceg

agensa MgSOy (0,1 mol L™).

W alkaloid) / uL | V(H,0)/uL | V(koloid)/pL V(H,0) / pL ili c(alkaloid)kon /
(c/mol L") V(MgS0y) / uL mol L™
20 (5x10°%) 0 60 20 1x107*
10 (5x10°%) 10 60 20 5%10°°
20 (5%107) 0 60 20 13107
10 (5x107) 10 60 20 5x107°
20 (5x10°°) 0 60 20 1x10°°
10 (5%10°°%) 10 60 20 5x1077
20 (51077 0 60 20 1x1077
10 (5x1077) 10 60 20 5%x10°
20 (5x10°%) 0 60 20 1x10°°
10 (5x10°%) 10 60 20 5x10~°

Pripravljeni su mjerni uzorci papaverina koncentracije 1x10™* mol L™ u kiselom koloidu
tako Sto je razrijedivanjem koncentrirane 36% klorovodi¢ne kiseline pripravljena 10% HCI
nakon ¢ega je koloid zakiseljen dodatkom 2 kapi 10% HCI. Mjerni uzorak je zatim pripravljen
na prethodno opisan nacin mijeSanjem vodene otopine papaverina, koloidne suspenzije

zakiseljene s klorovodi¢nom kiselinom i vodene otopine 0,1 mol L magnezijevog sulfata.

3.4.3. Priprava mjernih uzoraka ribonukleotida

Za pripravu mjernih uzoraka ribonukleotida (AMP, GMP, CMP i UMP) koriStena je
pripravljena koloidna suspenzija nanocestica Ag. Pripravljeni su mjerni uzorci volumena 100
pL mijeSanjem vodene otopine odgovarajuceg ribonukleotida, ¢ija je koncentracija ovisila o
konac¢noj koncentraciji ribonukleotida u mjernom uzorku, koloidne suspenzije i1 vodene
otopine 0,1 mol L™' magnezijevog sulfata za snimanje koncentracijski ovisnih SERS spektara.
Omjer volumena ribonukleotid/koloid/ agregirajuce sredstvo iznosio je 1/3/1. Nakon dodatka
svih komponenti u semimikro epruvetu smjesa je promijesana pipetom, a potom je alikvot od
40 pL otpipetiran u aluminijsku posudicu. Kona¢ne koncentracije ribonukleotida u mjernim

uzorcima iznosile su 1x10™* mol Lfl, 1x107° mol Lfl, 1x10°° mol L' i 1x1077" mol L.
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Priprava mjernih uzoraka ribonukleotida s odgovaraju¢im volumenima pojedinih komponenti
prikazana je u tablici 2. Koloid je tijekom priprave mjernih uzoraka mijeSan pomocu

magnetske mjesalice, a SERS spektri mjernih uzoraka snimani su neposredno nakon priprave.

Tablica 2. Priprava mjernih uzoraka ribonukleotida (AMP, GMP, CMP i UMP) za snimanje
koncentracijski ovisnih SERS spektara u prisutnosti agregiraju¢eg agensa MgSQOy4 (0,1 mol

L.

V(ribonukleotid) / uL | V(koloid) / pL V(MgSQy) / uL c(ribonukleotid)ye, / mol L
(c/mol L™
20 (5107 60 20 1x107°
20 (5x107°) 60 20 1x107
20 (5x10°°) 60 20 1x107°
20 (5x1077) 60 20 1x1077

3.4.4. Priprava mjernih uzoraka kompleksa alkaloid/ribonukleotid

Mjerni uzorci kompleksa alkaloid/ribonukleotid u koncentracijskom omjeru 1/1 volumena
100 pL pripravljeni su mijesanjem 10 uL vodene otopine alkaloida koncentracije 1x10™* mol
L' i 10 pL vodene otopine ribonukleotida koncentracije 1x10~* mol L™ (koje su pripravljene
razrjedenjem otopine koncentracije 5107 mol L"), 60 pL koloidne suspenzije i 20 pL
otopine 0,1 mol L' magnezijevog sulfata. Nakon dodatka svih komponenti u semimikro
epruvetu smjesa je promijeSana pipetom, a potom je alikvot od 40 pL otpipetiran u
aluminijsku posudicu. Kona¢na koncentracija alkaloida i1 ribonukleotida u mjernim uzorcima
iznosila je 1x10~° mol L™". Koloid je tijekom priprave mjernih uzoraka mije$an pomocu

magnetske mjeSalice, a SERS spektri mjernih uzoraka snimani su neposredno nakon priprave.
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§ 4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1. Ramanovi i SERS spektri alkaloida

Snimljeni su Ramanovi spektri &vrstog uzorka i vodene otopine (1x10° mol L") te SERS
spektri berberina i papaverina u koncentracijskom podruju 1x107'—1x10"* mol L™ u
koloidnoj suspenziji srebra bez agregirajueg reagensa te u koncentracijskom podrucju
5x107°=1x10" mol L™ za berberin i 5x10°~1x10"* mol L™' za papaverin u prisutnosti
agregirajuceg reagensa MgSO4 (0,1 mol L™") pri valnoj duljini pobude 785 nm. Opazene

vibracijske vrpce u spektrima asignirane su na temelju literaturnih podataka.
4.1.1. Berberin

Iako Ramanovom spektru ¢vrstog uzorka berberina doprinosi fluorescencija, na Sto ukazuje
uzdignuta bazna linija, uoCene su vibracijske vrpce koje potjecu od spoja (slika 11).
Intenzivna vrpca pri 1400 cm ™' i slaba vrpca pri 1345 cm™' pripisane su istezanju jednostrukih
veza C—C prstenova. Vrlo jaka vrpca pri 1571 cm ™', srednje jaka vrpca pri 1631 cm ™' i slaba
vrpea pri 1523 cm ' potjedu od istezanja aromatskih veza C=C uz doprinos deformacije

3031 Vrpee srednjeg intenziteta pri 1207 i 1280 cm ™' odgovaraju istezanju

prstena u ravnini.
veza C—N, pri ¢emu prvoj vrpci doprinosi kla¢enje CH, skupine prstena 3, a drugoj vrpci
deformacija metoksi skupina.*® Medu slabim vrpcama u podru&ju nizih valnih brojeva istice
se vrpca pri 733 cm ', koja je pripisana vibraciji “disanja” prstenova 2 i 3.>° Opazene

vibracijske vrpce asignirane su u tablici 3.
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Slika 11. Ramanovi spektri ¢vrstog uzorka berberina pri valnoj duljini pobude 785 nm i snazi

lasera 1,5 mW i vodene otopine berberina (1x10> mol L™") pri valnoj duljini pobude 785 nm

1 snazi lasera 300 mW. Spektri su razmaknuti zbog preglednosti.

U Ramanovom spektru vodene otopine BBR (1x107 mol L") uo&ene su vrlo slabe vrpce
spoja pri 1399 i 1521 cm ™' (slika 11), pri ¢emu Ramanov spektar ve¢inom odgovara spektru
vode. Koncentracija vodene otopine BBR 1x10° mol L™ preniska je za opazanje Ramanovog
rasprSenja organske molekule, Sto je posljedica slabe osjetljivosti Ramanove spektroskopije.
Stoga su u svrhu detekcije berberina Ramanovom spektroskopijom, snimljeni SERS spektri
spoja u koloidnoj suspenziji srebra. Dodatno, koloid je agregiran pomocu agregirajuceg
sredstva MgSOy s ciljem nastanka SERS aktivnih mjesta i pojacanja Ramanovog rasprsenja.
SERS spektar berberina koncentracije 1x10~ mol L™ razlikuje se od Ramanovog spektra
&vrstog uzorka i vodene otopine (slika 12). Nove vrpce uodene su pri 889 i 1045 cm' te
pripisane isteznoj vibraciji prstena 1 1 svijanju CH skupina prstena 5, odnosno deformaciji
izvan ravnine CH skupina prstenova 4 i 5.>' Vrpca prisutna u Ramanovom spektru pri 1240
cm ' nije opazena u SERS spektru. Nadalje, za razliku od Ramanovog spektra, u SERS
spektru dominira vrpca deformacijske vibracije prstenova 2 i 3 pri 731 cm ', dok su vrpce

istezanja aromatskih veza i deformacija prstenova u ravnini pri 1523, 1570 i 1625 cm™ ' slabog
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intenziteta. Jak intenzitet zadrzala je vrpca pri 1398 cm ' koja odgovara istezanju veza C—C.

Intenzivna vrpca pri 226 cm '

u SERS spektru pripisana je istezanju veze Ag—N nastale
izmedu nanocestica srebra i dusikovog atoma u molekuli berberina. Prisutnost, odnosno
odsutnost pojedinih vrpci u SERS spektru berberina u odnosu na Ramanov spektar te razlike
relativnog intenziteta vrpci u SERS 1 Ramanovom spektru posljedica su orjentacije molekula 1
izbornih pravila na povrsini koja vrijede u SERS spektroskopiji.*® Opisane spektralne razlike
ukazuju na smjestanje berberina na povrsini nanocestica srebra rubnim dijelom molekule na
kojem se nalazi pozitivnho nabijen duSikov atom. Moze se pretpostaviti da se adsorpcija
molekula berberina na povrSinu nanocestica metala odvija uslijed elektrostatskog privlacenja
izmedu pozitivno nabijenog dusika u strukturi berberina te negativno nabijenih citratnih iona
na povrsini nanocestica srebra. Takoder, vrpca istezanja veze Ag—N upucuje da pojacanju
rasprsenja zrac¢enja doprinosi i kemijski mehanizam.

S ciljem pracenja utjecaja koncentracije molekula berberina na povrSinsko pojacanje
Ramanovog rasprienja graficki je prikazana ovisnost intenziteta vrpci pri 731 1 1398 cm ™' o
koncentraciji berberina (slika 13). Zbog preglednosti na osi x nije prikazana realna
koncentracijska skala niti su na osi y navedene vrijednosti Ramanovog intenziteta. Za uzorke
koji nisu sadrzavali agregiraju¢e sredstvo, opaZena je linearna ovisnost Ramanovog
intenziteta o koncentraciji berberina, pri cemu smanjenjem koncentracije intenzitet rasprSenog
zraCenja slabi. S druge strane, za uzorke agregirane s MgSQ,, uocena je nelinearna promjena
intenziteta rasprSenog zracenja s koncentracijom, pri ¢emu najvece rasprSenje ne karakterizira
uzorak najvece mjerene koncentracije 1x10™* mol L™, ve¢ uzorak koncentracije 5x10°° mol
L', pa se mozZe pretpostaviti da je pri toj koncentraciji povriina nanoGestica srebra optimalno
prekrivena molekulama BBR. Uocena nelinearna promjena intenziteta s koncentracijom moze
se objasniti razli¢itim smjeStanjem molekula berberina na povrSini nanocestica. Uvjet za
pojacanje Ramanovog rasprSenja je smjeStanje analita blizu nanostrukturirane povrSine
metala, pri ¢emu se uslijed orijentacije molekula polariziranih okomito na povrSinu
nanoCestica Ramanovo rasprSenje najvisSe pojacava. Pri niskoj koncentraciji molekule na
povrSini nanocestica imaju viSe prostora na raspolaganju te se polazu paralelno povrSini
metala, pri ¢emu promjena polarizabilnosti ne doprinosi rasprSenju zrac¢enja. S povecanjem
koncentracije, molekule se prvotno smjeStaju pod kutem u odnosu na povrsinu i slabo
raspriuju zraGenje, a pri koncentraciji 5x10°° mol L™ orijentiraju se gotovo okomito na

povrSinu metala, kada promjena polarizabilnosti rezultira najve¢im pojacanjem rasprsenja.
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Intenzitet rasprSenog zracenja slabi s daljnjim porastom koncentracije uslijed ,,gustog*
slaganja molekula na nanocesticama, $to uzrokuje naruSavanje optimalne orijentacije na
povr§ini nanoGestica te se molekule smjestaju pod kutem u odnosu na povr§inu metala.’
Granica detekcije berberina u koloidnoj suspeziji srebra bez dodatka agregiraju¢eg reagensa
iznosi 1x10°° mol L', s obzirom da je to najniZa mjerena koncentracija za koju su opaZene
vrpce koje potjeCu od analita. Kada je rije¢ o SERS spektrima uz dodatak agregirajuceg
sredstva, pri najnizoj mjerenoj koncentraciji 5x10° mol L™ jo§ uvijek se opaZaju vrpce
pripisane vibracijama berberina. Opazeno se moze objasniti Cinjenicom da se dodatkom
anorganske soli pospjeSuje agregacija nanocestica, nastaju brojna SERS aktivna mjesta
odgovorna za pojacanje rasprSenog zracenja i poboljSanje osjetljivosti mjerenja. No, u
spektrima s agregiraju¢im sredstvom prisutne su i vrpce koje potjecu od citratnih iona koje
interferiraju vrpcama berberina 1 €iji intenzitet raste kako se koncentracija analita smanjuje,

Sto otezava analizu spektara pri nizim koncentracijama.
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Slika 12. SERS spektri berberina u koloidnoj suspenziji srebra: a) u koncentracijskom
podrugju 1x107—1x10"* mol L™ bez agregirajuéeg reagensa pri valnoj duljini pobude 785 nm
i snazi lasera 30 mW, b) u koncentracijskom podrugju 5x10°—1x10"*mol L™" u prisutnosti
agregirajuceg reagensa MgSOy, (0,1 mol L™") pri valnoj duljini pobude 785 nm i snazi lasera

15 mW. Spektri su razmaknuti zbog preglednosti.
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Slika 13. Ovisnost SERS intenziteta vrpei pri 7311 1398 cm ™' o koncentraciji berberina u
koloidnoj suspenziji srebra: a) bez agregirajuceg reagensa, b) u prisutnosti agregirajuceg

reagensa MgSO, (0,1 mol L™).
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Tablica 3. Asignacija osnovnih vibracijskih vrpci u Ramanovom spektru ¢vrstog uzorka i

vodene otopine (1x107° mol L") te SERS spektru berberina (1x10> mol L") pri valnoj

duljini pobude 785 nm.
Valni broj/cm™'
Cvrsti uzorak 1x10~° mol L™! Vibracija™'
226 v Ag—N
540 538 doop CN, 8, prsteni
733 731 doop Prsten 2 13
756 756 »disanje‘ prstena 1
773 774 dip prsteni, vos O—CH,—O
839 837 v C-0, &, CH (prsten 2 1 3)
889 vprsten 1, doop CH (prsten 5)
1045 80op CH (prsten 4 i 5)
1149 1142 dwg CH (prsten 4 1 5)
1207 1205 v C—N, 8y, CH; (prsten 3)
1240 vC-N
1280 1278 v C—N, 6,, O—CHj3
1345 1343 vC—C (prsten 21 3), vC—N
1367 vC—C (prsten 314), vC-O
(OCH3)
1400 1398 vC—C, vC—N
1426 1425 vC—N, vC—C (prsten 2, 3 1
5), vC—0 (OCH3)
1451 dip prsteni
1523 1520 dip prsteni, v C=C (prsten 5),
0sc CH; (prsten 1)
1571 1570 dip prsteni, v C=C (prsten 2)
1631 1621 v C=C (prsten 4), 0sc CH3

Kratice: v, istezanje; 9, deformacija; as, antisimetricno; s, simetricno; ip, u ravnini; oop, izvan
ravnine; sc, strizenje; rc, zibanje; wg, klacenje; tw, uvijanje.
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4.1.2. Papaverin

Ramanovom spektru ¢vrstog uzorka papaverina znacajno doprinosi fluorescencija, na $to
ukazuje uzdignuta bazna linija, no uocene su i vrpce slabog intenziteta koje potjecu od spoja
(slika 14). Vrpca pri 719 cm™ pripisana je deformaciji izokinolinskog prstena izvan ravnine i
zibanju CH, skupine, dok vrpca pri 771 cm™' potjeée od deformacije izokinolinskog prstena u
ravnini i zibanja CH; skupine.*® Istezanje veza C—C i C—-N uz doprinos deformacije CH
skupina izokinolinskog prstena u ravnini pripisano je vrpci pri 1352 cm ™. Vrpee pri 1411 i
1512 cm ' potje¢u od isteznih vibracija izokinolinskog prstena uz doprinos deformacije u
ravnini CH skupina i deformacije CHj skupine, dok vrpca pri 1391 cm™' potje¢e od isteznih
vibracija benzenskog prstena, klaéenja CH, skupina i zibanja CH; skupine. Vrpca pri 1610
cm ' pripisana je isteznim vibracijama C=C veza.’> Opazene vibracijske vrpce asignirane su u
tablici 4.

U Ramanovom spektru vodene otopine papaverina (1x10° mol L") nisu uo&ene vrpce
koje odgovaraju vibracijama analita (slika 14). Ramanov spektar ishodne vodene otopine
papaverina odgovara spektru vode. Kao i u sluc¢aju vodene otopine berberina, koncentracija
otopine 1x10°> mol L™' preniska je za opazanje Ramanovog spektra papaverina te je izostanak
vrpci analita rezultat slabe osjetljivosti Ramanove spektroskopije. Shodno tome, snimljeni su
SERS spektri papaverina u koloidnoj suspenziji srebra, u kojima je moguce uociti vrpce koje

potje€u od analita uslijed poja¢anja Ramanovog rasprsenja.
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Slika 14. Ramanovi spektri ¢vrstog uzorka papaverina pri valnoj duljini pobude 785 nm i
snazi lasera 1,5 mW i vodene otopine papaverina (1% 10° mol L™ pri valnoj duljini pobude

785 nm 1 snazi lasera 300 mW. Spektri su razmaknuti zbog preglednosti.

U SERS spektru papaverina koncentracije 1x10~ mol L™, pojedine vrpce su izostale, u
odnosu na Ramanov spektar ¢vrstog uzorka, no uocene su i nove koje nisu prisutne u
Ramanovom spektru (slika 15). Nova vrpca slabog intenziteta pri 1190 cm™' potje¢e od
deformacije u ravnini CH skupina benzenskog prstena i svijanja CH; skupine, dok se vrpca pri
1090 cm ™' javila kao posljedica deformacije u ravnini CCN i CH skupina izokinolinskog
prstena uz doprinos istezanja veze C—O metoksi skupine. Nadalje, deformacija u ravnini CH
skupina izokinolinskog prstena 1 istezanje veze C—O metoksi skupine doprinose slaboj vrpci
pri 1041 cm™', dok vrlo slaba vrpca pri 952 cm ' odgovara deformaciji izvan ravnine CH

3233 Vrpea pri 732 em™! pripisana je deformaciji u ravnini izokinolinskog prstena.*

skupina.
Pri valnim brojevima niZim od 500 cm ™' prisutne su vrpce deformacije kostura molekule. Vrlo
intenzivna vrpca pri 232 cm ' pripisana je istezanju veze Ag—N nastale izmedu nanocestica
srebra i duSikovog atoma u molekuli papaverina.

Utjecaj koncentracije molekula na povrSinsko pojacanje Ramanovog rasprSenja graficki je

prikazan kao ovisnost intenziteta vrpci pri 771 i 1360 cm ' o koncentraciji papaverina (slika
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16). Zbog preglednosti na osi x nije prikazana realna koncentracijska skala niti su na osi y
navedene vrijednosti Ramanovog intenziteta. U SERS spektru papaverina u koloidu srebra
bez agregirajuceg sredstva, vrpce papaverina jasno se opazaju za uzorak najviSe mjerene
koncentracije 1x10™* mol L™, u kojem dominiraju vrpce pri 770 i 1358 cm ', dok SERS
spektri uzoraka nizih koncentracija ve¢inom odgovaraju spektru koloidne suspenzije srebra. S
druge strane, u SERS spektrima uzoraka uz dodatak agregirajueg sredstva uocena je
nelinearna promjena intenziteta rasprSenog zraCenja s koncentracijom, pri ¢emu najvece
rasprienje ne karakterizira uzorak najveée mjerene koncentracije 1x10™* mol L™, ve¢ uzorak
koncentracije 1x10~> mol L™, §to upucuje da je pri toj koncentraciji povriina nanoestica
srebra optimalno prekrivena okomito polozenim molekulama PPV. Granica detekcije
papaverina u koloidnoj suspeziji srebra bez agregirajuéeg reagensa iznosi 5x10° mol L', s
obzirom da je to najniza mjerena koncentracija za koju je opazena prisutnost vrpci koje
potje¢u od PPV, dok u agregiranoj koloidnoj suspenziji srebra granica detekcije iznosi 5x107
mol L™". Opazeno se moze objasniti &injenicom da se dodatkom anorganske soli pospjesuje
agregacija nanocestica, nastaju brojna SERS aktivna mjesta Sto uzrokuje pojacanje rasprSenog
zraCenja 1 povecava osjetljivost mjerenja. No, u SERS spektrima s agregiraju¢im sredstvom
znacajan je doprinos vrpci koje potjeCu od citratnih iona na povrSini nanocestica, koje
interferiraju vrpcama papaverina i ¢iji intenzitet raste kako se koncentracija analita smanjuje,
Sto oteZava analizu spektara pri nizim koncentracijama i1 odredivanje granice detekcije.

Na temelju intenzivnih vrpci izokinolinskog prstena u SERS spektru moZe se pretpostaviti
da se papaverin adsorbira na povrSinu nanocestica srebra aromatskim dijelom molekule s
duSikom orijentiranim prema povrsini. Takoder, intenzivna vrpca istezanja veze Ag—N nastale
izmedu atoma dusika 1 srebra upucuje na doprinos kemijskog mehanizma.

Nadalje, promjenom koncentracije PPV u agregiranom koloidu mijenja se relativni odnos
intenziteta vrpci izokinolinskog sustava u SERS spektru. U odnosu na spektar najvece
mjerene koncentracije 1x10™* mol L™, sa smanjenjem koncentracije pove¢ava se intenzitet
vrpei pri 1400 1 1627 cm ™', a smanjuje intenzitet vrpei 7321 771 cm™'. Koncentracijski ovisne
spektralne razlike vecinom se pripisuju promjeni orjentacije molekula na povrSini
nanocestica. Medutim, SERS spektar PPV (pK, = 6,4) pri nizim koncentracijama odgovara
SERS spektrima PPV u kiselom mediju pH < 5 objavljenim u literaturi.”* S obzirom na
mogucénost protoniranja 1 deprotoniranja dusika izokinolinskog dijela molekule (pK, = 6,4)

snimljen je SERS spektar PPV u koloidnoj suspenziji srebra zakiseljenoj s klorovodi¢nom
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kiselinom. Snimljeni spektar PPV najveée mjerene koncentracije 1x10™* mol L™ u kiselom
mediju (pH = 1,2) vrlo je sli¢an spektru PPV 100 puta niZe koncentracije 1x10° mol L™ u
neutralnoj koloidnoj suspenziji srebra (pH = 7,00) (slika 17). Moze se pretpostaviti da u
neutralnom mediju pri koncentraciji 1x10™* mol L' SERS spektru doprinose veéinom
deprotonirane molekule PPV, pri koncentracijama 5x10°-~1x107* mol L™" deprotonirane i
protonirane molekule PPV, dok se pri koncentracijama nizim od 5x10°° mol L™' opaZa
spektar protoniranih molekula, koje se zahvaljuju¢i pozitivnom naboju u strukturi zadrzavaju

blize negativno nabijenim nanocesticama srebra s koje se Ramanovo rasprsenje pojacava.
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Slika 15. SERS spektri papaverina u koloidnoj suspenziji srebra: a) u koncentracijskom

podrugju 1x107— 1x10"*mol L™' bez agregirajuceg reagensa pri valnoj duljini pobude 785

nm i snazi lasera 300 mW, b) u koncentracijskom podru&ju 5x10 = 1x10*mol L' u

prisutnosti agregirajuéeg reagensa MgSOy (0,1 mol L™") pri valnoj duljini pobude 785 nm i

snazi lasera 30 mW. Spektri su razmaknuti zbog preglednosti.
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Slika 16. Ovisnost SERS intenziteta vrpci pri 771 cm ™' i 1360 cm ™' o koncentraciji papaverina
u koloidnoj suspenziji srebra: a) bez agregirajuceg reagensa, b) u prisutnosti agregirajuceg

reagensa MgSO, (0,1 mol L™).
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Slika 17. SERS spektri papaverina (1x10~*mol L™") u koloidnoj suspenziji srebra pri pH = 1,2

i papaverina (1x10~°mol L™") pri valnoj duljini pobude 785 nm i snazi lasera 30 mW. Spektri

su razmaknuti zbog preglednosti.
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Tablica 4. Asignacija osnovnih vibracijskih vrpci u Ramanovom spektru ¢vrstog uzorka

papaverina i SERS spektru papaverina (1x10~> mol L™") pri valnoj duljini pobude 785 nm.

Valni broj/cm™
Cvrsti uzorak 1x10~° mol L™" Vibracija***’
232 v Ag—-N
719 doop prsteni, &, CH,
732 dip prsten 1
771 771 dip prsten 1, &, CH;
952 doop CH
1041 dip (prsten 1), v C-O (OCHj3)
1090 0 CCN (prsten 1), 6;, CH (prsten
1), vC—0O (OCHs)
1190 dip CH (prsten 2), 6, CH»
1352 1360 vC-C, vC—N, 6;, CH (prsten 1)
1391 v prsten 2, 8y CH», 6, CH3
1411 1400 v prsten 1, 6;, CH
1512 vprsten 1, 8,5 CHj
1610 1627 v C=C

Kratice: v, istezanje; o, deformacija; as, antisimetri¢no; s, simetri¢no; ip, u ravnini; oop, izvan
ravnine; sc, strizenje; rc, zibanje; wg, klacenje; tw, uvijanje; prsten 1, izokinolinski prsten;
prsten 2, benzenski prsten.

4.2. Ramanovi i SERS spektri ribonukleotida

SERS spektroskopija se pokazala kao vazna tehnika za karakterizaciju bioloskih materijala,
no unato¢ velikom broju radova objavljenih u ovom podrucju, jedna vrlo vazna klasa
biomolekula, mononukleotidi, vrlo je slabo zastupljena u literaturi.” Detekcija vrsta koje nose
negativan naboj pomocu SERS spektroskopije opcenito nije veoma uspjeSna zbog
elektrostatskih odbojnih interakcija izmedu analita 1 stabilizirajuéeg anionskog sloja, koje
sprjeavaju ucinkovitu adsorpciju molekula analita na metalnu povrsinu. Kako bi se prevladao
ovaj nedostatak, u koloid se obi¢no dodaje agregirajuci reagens koji neutralizira povrSinski

naboj 1 uzrokuje nastajanje agregata nanocestica s brojnim SERS aktivnim mjestima na
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kojima su elektricna polja vrlo jaka. Ribonukleotidi su odabrani s ciljem proucavanja
povrsinski pojacanog Ramanovog rasprSenja jer sva Cetiri mononukleotida imaju jednak
strukturni dio odgovaran za anionski karakter molekule, fosfatnu skupinu, no razlikuju se
prema duSi¢noj bazi odgovornoj za adsorpciju molekule na metalnu povrSinu. Osim toga,
budué¢i da su mononukleotidi gradevni blokovi nukleinskih kiselina, poznavanje pojacanja
Ramanovog rasprsenja njihovih strukturnih elemenata korisno je za budu¢a SERS istrazivanja
biomakromolekula.*®

Snimljeni su Ramanovi spektri &vrstog uzorka i vodene otopine (1x107> mol L") te SERS
spektri  adenozin-5’-monofosfata (AMP), gvanozin-5’-monofosfata (GMP), citidin-5’-
monofosfata (CMP) 1 uridin-5’-monofosfata (UMP) u koncentracijskom podrucju
1x107"=1x10"* mol L™ u koloidnoj suspenziji srebra agregiranoj s MgSOy (0,1 mol L),
nakon pobude zracenjem pri 785 nm. OpaZene vibracijske vrpce u spektrima asignirane su na

temelju literaturnih podataka o nukleotidima te dusikovim bazama i nukleozidima.
4.2.1. Adenozin-5'-monofosfat

U Ramanovom spektru ¢vrstog uzorka AMP vrlo jaka vrpca pri 1335 cm ' pripisana je
isteznim vibracijama peteroClanog prstena adenina, dok istezanja SesteroClanog prstena
doprinose vrpcama srednjeg intenziteta u podrugju 1600-1350 cm ™' (slika 18).>* Slabe vrpce
pri 1634, 1034 i 553 cm™' odgovaraju redom strizenju, zibanju i klaéenju amino skupine.
Vrpee pri 991 i 844 cm ™! potjedu od antisimetri¢nog i simetri¢nog istezanja veza C—O riboze,
dok je vrpca pri 1429 cm™' rezultat deformacije hidroksilnih skupina riboze.’*”” Slaba vrpca
pri 1065 cm™' pripisana je istezanju veze N9—C izmedu petero¢lanog prstena adenina i
riboze.?” Intenzivna vrpca pri 741 cm™' potjede od “disanja” aromatskog sustava.”

U Ramanovom spektru vodene otopine AMP (1x10 mol L") nisu opaZene vrpce

ribonukleotioda, ve¢ vrpce vibracijskih modova vode (slika 18), Sto je posljedica niske

osjetjivosti Ramanove spektroskopije.
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Slika 18. Ramanovi spektri &vrstog uzorka i vodene otopine (1x10~°> mol L") AMP pri valnoj

duljini pobude 785 nm i snazi lasera 300 mW. Spektri su razmaknuti zbog preglednosti.

Nadalje, snimljeni su SERS spektri AMP u koncentracijskom podru&ju 1x10~—1x10~* mol
L', Spektri su snimljeni u koloidu srebra agregiranom pomoéu MgSO, (0,1 mol L™) s ciljem
nastanka SERS aktivnih mjesta i lakSe adsorpcije negativno nabijenih molekula. U SERS
spektru AMP (1x107° mol L") dominiraju vrpce istezanja dusikove baze, petero¢lanog
prstena adenina pri 1331 ecm™' te $esterodlanog prstena pri 1463, 1501 i 1560 cm ™" (slika
19).>* U podru&ju nizih valnih brojeva isti¢e se vrpca “disanja” aromatskog sustava pri 741
cm '> SERS vrpcama ribonukleotida interferiraju vrpce citratnih iona na povrsini
nanocestica srebra, osobito pri nizim koncentracijama. Vrpce citratnih iona opaZene su pri
448, 519, 956, 1400 i 1626 cm’! (*), Ciji intenzitet raste kako se koncentracija analita
smanjuje.”>* Opazene vibracijske vrpce asignirane su u tablici 5.

Uocena je linearna promjena intenziteta rasprSenog zracenja s promjenom koncentracije

AMP, pri ¢emu je Ramanovo rasprSenje najjate za najvecu mjerenu koncentraciju AMP

(1x10~* mol L™"), koje smanjenjem koncentracije slabi.
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Slika 19. SERS spektri AMP u koloidnoj suspenziji srebra u koncentracijskom podrucju
1x10 "=1x10"*mol L™" u prisutnosti agregirajuéeg reagensa MgSO, (0,1 mol L™") pri valnoj
duljini pobude 785 nm i snazi lasera 30 mW. Vrpce koje potjecu od citratnih iona oznacene su

s (*). Spektri su razmaknuti zbog preglednosti.

SERS spektar reflektira nac¢in na koji su molekule adsorbirane na povrSini metala pa je
moguce da se u SERS spektrima jave vrpce koje nisu uocene u Ramanovom spektru, dok
pojedine vrpce, koje su prisutne Ramanovom spektru, izostanu. Nukleotidi sadrze razlicite
strukturne jedinice kojima bi se potencijalno mogli vezati na povrSinu nanocestica srebra, a
ukljucuju sustav prstena duSikove baze, heterociklicke i1 egzociklicke atome dusSika te kisik
karbonilne skupine.”” S obzirom na vrpce opazene u SERS spektru, medu kojima dominiraju
vibracijske vrpce dusikove baze, i s obzirom na izborna pravila na povrsini prema kojima su
najintenzivnije vrpce vibracija onih skupina koje su poloZene okomito na povrSinu metala,
pretpostavlja se da se molekula AMP dusikovom bazom smjeita okomito na povrsinu,” §to je
i steri¢ki i elektrostatski najpovoljnije.*® Pri tome nisu uo&ene vrpce koje potjedu od fosfatne
skupine i riboze, $to upucuje na to da su Secer 1 fosfatna skupina udaljeni od SERS aktivne
metalne povrine. U SERS spektru takoder je prisutna je vrlo jaka vrpca pri 235 cm™' koja

potjece od istezanja veze Ag—N. Na temelju porijekla i intenziteta vibracijskih vrpci koje su
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opazene u SERS spektru moze se pretpostaviti da se AMP orijentira prema povrSini
nanocestica srebra purinskom bazom pri ¢emu ostvaruje vezu sa srebrom preko N7 atoma
peteroclanog prstena. Takoder, s obzirom na prisutnost vrpci pripisanih vibracijskim
modovima NH; skupine, vrlo je vjerojatno da vezanju doprinosi amino skupina na
Sestero¢lanom prstenu, $to ide u prilog ¢injenici da je prilicno tesko da N7 atom ostvaruje

kontakt s povr§inom bez dodatnog kontakta NH, skupine i povrsine.’’
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Tablica 5. Asignacija osnovnih vibracijskih vrpci u Ramanovom spektru ¢vrstog uzorka AMP

i SERS spektru AMP (1x107> mol L™") pri valnoj duljini pobude 785 nm.

Valni broj/cm

Cvrsti uzorak 110~ mol L™ Vibracija®*****’
235 v Ag—N
448 citrati
510 citrati
537 553 d prsten (6); prsten (5); dwy NHa
671 683 dprsten (6); prsten (5)
741 741 »disanje* prstena
800 0 prsten (6)
844 v C—0 (riboza)
901 O prsten (6); prsten (5)
956 citrati
991 Va5 C—O (riboza)
1034 O NHo. 6 prsten (5)
1065 VN9—Ciipoza
1124 v C-N, 8 N-H
1185 v C-N, 5 C-H, § N-H
1257 v Cs—NH,
1335 1331 v prsten (5)
1377 v prsten (C6—N1)
1400 citrati
1429 6 OH (riboza)
1484 1463 v prsten (6)
1521 1501 v prsten (6)
1579 1560 v prsten (6)
1634 1626 dsc NHo; citrati

Kratice: v, istezanje; 0, deformacija; as, antisimetri¢no; s, simetri¢no; ip, u ravnini; oop, izvan

ravnine; sc, strizenje; rc, zibanje; wg, klacenje; tw, uvijanje.

4.2.2. Gvanozin-5'-monofosfat

U Ramanovom spektru ¢vrstog uzorka GMP vrpca umjerenog intenziteta pri 1673 cm

1

pripisana je istezanju karbonilne skupine te dijelom deformaciji amino skupine gvanina (slika
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20).2 Jaka vrpca pri 1497 cm™' i srednja vrpea pri 1576 cm ™' odgovaraju isteznim vibracijama
SesteroGlanog prstena gvanina, dok vrpce srednjeg intenziteta pri 1368 i 1329 cm™' potjecu od
istezanja petroGlanog prstena gvanina.”*> “Disanje” aromatskog sustava doprinosi vrpci pri
679 cm "> Intenzivna vrpca pri 977 cm ' potjete od simetriénog istezanja fosfatne skupine.*

U Ramanovom spektru vodene otopine GMP (1x10~° mol L™") nisu uocene vibracijske

vrpce ribonukleotida, ve¢ spektar otopine odgovara spektru vode (slika 20).

—— GMP krutina
——— GMP (1x10° mol L™
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Ramanov intenzitet
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Slika 20. Ramanovi spektri &vrstog uzorka i vodene otopine (1x10~> mol L") GMP pri valnoj

duljini pobude 785 nm 1 snazi lasera 300 mW. Spektri su razmaknuti zbog preglednosti.

SERS spektri GMP snimljeni su u koncentracijskom podru¢ju 1x107'=1x10"* mol L™, u
koloidu srebra agregiranom pomoéu MgSOy (0,1 mol L™"). U spektru prevladavaju Siroke
vrpce medu kojima se istiGu vrpce istezanja gvanina, petero&lanog prstena pri 1328 cm ' i
Sesterolanog prstena pri 1512 i 1582 cm™' (slika 21).* Ostale vrpce u spektru veéinom su
slabog intenziteta. Takoder, u SERS spektru GMP koncentracije 1x10 > mol L™ uo&ene su i
interferirajuée vrpce citratnih iona pri 454, 516, 1402 i 1633 cm™' (*), koje su intenzivnije pri
nizim koncentracijama GMP.*>*® Opazene vibracijske vrpce asignirane su u tablici 6.
Pojacanje Ramanovog rasprSenja priblizno je jednako za uzorke GMP koncentracija

1x10* mol L™" i 1x10™ mol L', nakon koje smanjenjem koncentracije slabi.
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Na temelju vrpci opazenih u SERS spektru, u kojem dominiraju vibracijske vrpce
dusikove baze, i s obzirom na izborna pravila na povrsini prema kojima su najintenzivnije
vrpce vibracija skupina koje su poloZzene okomito na povrSinu metala, pretpostavlja se da se
molekule GMP dusikovom bazom gvanina smjeStaju okomito na povr§inu.”> Pri tome nisu
uocene vrpce koje potjecu od fosfatne skupine i tek slaba vrpca istezanja veze N9—C izmedu
petero¢lanog prstena i riboze je uodena pri 1042 cm ', §to upucuje na to da su Seéer i fosfatna
skupina udaljeni od SERS aktivne metalne povrSine. U SERS spektru prisutna je vrlo jaka
vrpea pri 232 cm ' koja potjete od istezanja veze izmedu srebra i heteroatoma, Ag—O ili
Ag—N. ITako literaturni podaci sugeriraju da GMP ostvaruje vezu sa srebrom preko kisikova
atoma karbonilne skupine,”™ u SERS spektru opaza se tek rame istezanja veze C=0 pri 1633
cm ', kojem interferira vrpca koloida. S druge strane, prisutne su intenzivne vrpce pri 1328 i
1582 cm’™! koja su pripisane istezanju prstenova gvanina, $to uz prisutnost intenzivne vrpce
istezanja veze izmedu srebra i heteroatoma, ukazuje na vezanje GMP putem dusSikovih atoma

s povr§inom nanocestica srebra i nastajanje veze Ag—N.

——1x10*mol L™
——1x10°mol L
———1x10°mol L™

 x 10" mol L™

Ramanov intenzitet
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Slika 21. SERS spektri GMP u koloidnoj suspenziji srebra u koncentracijskom podrucju
1x107—1x10"* mol L™ u prisutnosti agregiraju¢eg reagensa MgSOy (0,1 mol L™") pri valnoj
duljini pobude 785 nm i snazi lasera 30 mW. Vrpce koje potjecu od citratnih iona oznacene su

s (*). Spektri su razmaknuti zbog preglednosti.
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Tablica 6. Asignacija osnovnih vibracijskih vrpci u Ramanovom spektru ¢vrstog uzorka GMP

i SERS spektru GMP (1x107> mol L™") pri valnoj duljini pobude 785 nm.

Valni broj/cm

Cvrsti uzorak 110~ mol L™ Vibracija®***
232 v Ag-N
454 citrati
516 citrati
540 0 prsten (6)
570 0 prsten (C2—N3—C4)
593 610 d prsten (6)
679 675 “disanje* prstena
831 810 d prsten (6)
870 887 O prsten (6)
897 d prsten (6)
958 & NHy; 8 prsten (5)
977 vsPO;”
1010 Vas C—O (riboza)
1042 vV N=Ciiboza
1092 1085 Vv prsten
1183 v prsten (5)
1235 i, C8—H
1259 dip N9—H; v prsten (5)
1308 v prsten (5)
1329 1328 v prsten (5)
1368 dip N1-H; v prsten (6)
1390 v prsten (5)
1402 citrati
1423 v prsten (6)
1459 v prsten (5)
1497 1513 v prsten (5); v prsten (6)
1576 1582 v prsten (6) (C—N1)
1633 citrati
1673 v C=0; 8,:NH,

Kratice: v, istezanje; 0, deformacija; as, antisimetri¢no; s, simetri¢no; ip, u ravnini; oop, izvan

ravnine; sc, strizenje; rc, zibanje; wg, klacenje; tw, uvijanje.
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4.2.3. Citidin-5'-monofosfat

U Ramanovom spektru &vrstog uzorka CMP vrpca srednjeg intenziteta pri 1616 cm'
pripisana je istezanju karbonilne skupine citozina (slika 22).>' Isteznim vibracijama prstena,
koje ukljucuju najveci doprinos istezanja veza N3—C4 i N1-C2—N3, odgovaraju jake vrpce
pri 1298 i 1248 cm ', dok deformacija aromatskog prstena (C2—N3—C4) odgovara vrpci
umjerenog intenziteta pri 604 cm '.*® Vrlo jaka vrpca pri 784 cm™' posljedica je “disanja”

aromatskog prstena.” Jaka vrpca pri 980 cm ' potjete od simetri¢nog istezanja fosfatne
skupine.®®
Ramanov spektar vodene otopine CMP (1x10° mol L™) nije opaZen te spektar otopine

odgovara spektru vode (slika 22).

~——— CMP krutina
———CMP (1x107 mol L™
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Slika 22. Ramanovi spektri ¢vrstog uzorka i vodene otopine (1x10~> mol L™") CMP pri valnoj

duljini pobude 785 nm 1 snazi lasera 300 mW. Spektri su razmaknuti zbog preglednosti.

SERS spektri CMP snimljeni su u koncentracijskom podru¢ju 1x107'—1x10"*mol L™, u
koloidu srebra agregiranom pomoéu MgSO4 (0,1 mol L™'). U SERS spektru CMP
koncentracije 1x10~ mol L™ opaZa se jaka vrpca istezanja karbonilne skupine pri 1640 cm™'

(slika 23).>! Vrpce istezanja prstena opaZene su pri 1298 i 1226 cm™',> dok ,,disanje“ citozina
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doprinosi jakoj vrpei pri 794 cm'.*® U spektru se istide i jaka vrpca istezanja veze N1-C,
izmedu dusikove baze i riboze, pri 1032 cm . U SERS spektru uzorka koncentracije 13107
mol L™ uocene su interferirajuée vrpce citratnih iona pri 446, 501, 956, 1353 i 1400 cm ™' (*)
&iji intenzitet raste sa smanjenjem koncentracije ribonukleotida.’>*® OpaZene vibracijske
vrpce asignirane su u tablici 7.

Na temelju vrpci opazenih u SERS spektru moze se pretpostaviti da se molekula CMP
aromatskim sustavom citozina smjeSta okomito na povrsinu, dok vezu sa srebrom ostvaruje
preko dugikova atoma (N3) i kisika C=0 skupine.” Na to ukazuje i vrlo jaka vrpca pri 233
cm ' koja se pripisuje istezanju veza Ag—O i Ag—N.»

Na temelju SERS spektara CMP u koncentracijskom podru&ju 1x10~'=1x10~* mol L™
nije opazena linearna ovisnost Ramanovog intenziteta o koncentraciji CMP, vec¢ je uoceno da
se sa smanjenjem koncentracije povecava intenzitet rasprSenog zra¢enja do koncentracije
1x10~° mol L™, nakon koje se smanjuje, a §to ukazuje da je pri koncentraciji 1x10~> mol L™
postignuta optimalna pokrivenost nanocestica srebra molekulama CMP. Uoc¢eno se moze

objasniti razli¢itim smjestanjem molekula CMP u odosu na povrsinu nanocestica srebra.
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Slika 23. SERS spektri CMP u koloidnoj suspenziji srebra u koncentracijskom podrucju

1x1077=1x10"*mol L™" u prisutnosti agregirajuceg reagensa MgSOy (0,1 mol L™") pri valnoj

duljini pobude 785 nm i snazi lasera 30 mW. Vrpce koje potjecu od citratnih iona oznacene su

s (*). Spektri su razmaknuti zbog preglednosti.
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Tablica 7. Asignacija osnovnih vibracijskih vrpci u Ramanovom spektru ¢vrstog uzorka CMP

i SERS spektru CMP (1x10~° mol L") pri valnoj duljini pobude 785 nm.

Valni broj/cm™
Cvrsti uzorak 1x10~° mol L™" Vibracija®*"%

233 v Ag-O; v Ag-N
446 citrati
501 citrati

604 599 d prsten (C2—N3—-C4)
650 6 C=0

784 794 “disanje* prstena

875 863 Vv prsten
956 citrati

980 v PO
1032 vV N=Ciiboza

1248 1226 v prsten (N1-C2—N3)

1298 1298 v prsten (N3—C4)
1353 citrati
1400 citrati
1443 S OH (riboza)

1531 1499 Vv prsten

1616 1640 v C2=0

Kratice: v, istezanje; o, deformacija; as, antisimetricno; s, simetri¢no; ip, u ravnini; oop, izvan
ravnine; sc, strizenje; rc, zibanje; wg, klacenje; tw, uvijanje.

4.2.4. Uridin-5"-monofosfat

Sli¢no spektru CMP, u Ramanovom spektru ¢vrstog uzorka UMP vrpca slabog intenziteta pri
1628 cm pripisana je istezanju karbonilne skupine C2=0 (slika 24). Intenzivna vrpca pri
1672 cm™' pripisana je istezanju druge karbonilne skupine C4=0 u strukturi te istezanju veze
C5=C6 prstena. Vrlo jaka vrpca pri 1233 cm ' odgovara istezanju prstena uracila, s osobitim
doprinosom NI1—-C2-N3 skupine.” Intenzivna vrpca pri 782 cm ' potjete od “disanja”

aromatskog prstena, dok vrpce u rasponu 670-560 cm ', uz vrpcu pri 590 cm ', potjecu od
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deformacijskih vibracija uracila.”> U Ramanovom spektru &vrstog uzorka prisutna je i vrpca

simetri¢nog istezanja fosfatne skupine pri 976 cm™'.>°

Nije opaZen Ramanov spektar vodene otopine UMP (1x10~ mol L™") (slika 24).

—— UMP krutina
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Slika 24. Ramanovi spektri &vrstog uzorka i vodene otopine (1x10~> mol L") UMP pri valnoj

duljini pobude 785 nm 1 snazi lasera 300 mW. Spektri su razmaknuti zbog preglednosti.

SERS spektri UMP snimljeni su u koncentracijskom podru¢ju 1x107'=1x10™* mol L™, u
koloidu srebra agregiranom pomoéu MgSOy4 (0,1 mol L™"). Vrpca ,.disanja“ aromatskog
prstena pri 797 cm ' najveéeg je intenziteta u SERS spektru, dok istezne vibracije prstena
doprinose vrpcama srednje intenziteta pri 1243 i 1297 cm ™' te §irokoj vrpci pri 1389 cm™'. U
spektru se opaza vrpca istezanja veze N1-C veze izmedu dusSikove baze i riboze pri 1035
cm ' te vrpca istezanja karbonilnih skupina pri 1634 cm'.> U SERS spektrima UMP
koncentracije 1x10~> mol L™ uo&ene su interferirajuée vrpee citratnih iona pri 451, 510 i 955

cm ' (%), Ciji intenzitet raste kako se koncentracija ribonukleotida smanjuje.35’3

¥ Opazene
vibracijske vrpce asignirane su u tablici 8.

Slicno CMP, pojacanje Ramanovog rasprSenja UMP ne prati linerano povecanje
koncentracije u podrudju 1x107'=1x10"* mol L', pri éemu najveée rasprienje karakterizira

uzorak koncentracije 1x107° mol L™".
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Vrpce opazene u SERS spektru UMP upucuju na smjestanje prstena uracila blizu povrSine
nanocestica srebra NH 1 C=0 skupinom. U SERS spektru javlja se samo jedna vrpca istezanja
C=0 skupine, $to moze biti posljedica toga da obje karbonilne skupine vibriraju jednakim
frekvencijama ili da je samo jedna vibracija vidljiva.* MoZe se pretpostaviti se da se dusikova
baza orijentira prema povrsini srebra C2=0 skupinom pri ¢emu se druga karbonilna skupina
C4=0 smjesta gotovo paralelno povrSini metala pa vibracijska vrpca ove karbonilne skupine
izostaje. U spektru nisu uocene vrpce koje potjecu od fosfatne skupine, §to upucuje na to da je
fosfatna skupina udaljena od SERS aktivnhe metalne povrSine. Na preferirano vezanje
molekula UMP s povr§inom srebra preko kisika upucuje i veoma intenzivna vrpca pri 237

cm ' koja potjede od istezanja Ag—O veze.”

——— 1 x10"mol L™

N 8 -1
' L 1 x 10" mol L

S ———1x 10 mol L

" ——1x10"mol L™

Ramanov intenzitet
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Slika 25. SERS spektri UMP u koloidnoj suspenziji srebra u koncentracijskom podrucju
1x107—1x10"*mol L™ u prisutnosti agregiraju¢eg reagensa MgSOy (0,1 mol L™") pri valnoj
duljini pobude 785 nm i snazi lasera 30 mW. Vrpce koje potjecu od citratnih iona oznacene su

s (*). Spektri su razmaknuti zbog preglednosti.
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Tablica 8. Asignacija osnovnih vibracijskih vrpci u Ramanovom spektru ¢vrstog uzorka UMP

i SERS spektru UMP (1x107> mol L™") pri valnoj duljini pobude 785 nm.

Valni broj/cm™

Cvrsti uzorak 1x10~° mol L™" Vibracija™*>’
237 v Ag—O
451 citrati
510 citrati
536 d prsten
568 d prsten (C2—N3—-C4)
588 590 0 prsten (C2—N3—C4)
634 d prsten
662 d prsten
782 797 “disanje* prstena
872 868 Soop C6—H
955 citrati
976 vsPOs*"
1035 vV N1=Criboza
1233 1243 v prsten (N1-C2—N3)
1297 v prsten (N3—C4)
1389 v prsten (C—C;C—N)
1399 dip N3-H
1463 Vv prsten
1628 1634 v C2=0
1672 v C4=0; v C5=C6

Kratice: v, istezanje; 0, deformacija; as, antisimetri¢no; s, simetri¢no; ip, u ravnini; oop, izvan

ravnine; sc, strizenje; rc, zibanje; wg, klacenje; tw, uvijanje.

Patricia Tikvenjak

Diplomski rad




§ 4. Rezultati i rasprava 55

4.3. SERS spektri kompleksa alkaloid/ribonukleotid

Istrazivanje interakcija malih molekula s nukleinskim kiselinama ve¢ je duze vrijeme
podrucje interesa mnogih istrazivackih skupina diljem svijeta. U provedenim istrazivanjima
DNA je vise zastupljena zbog Cinjenice da Cini genetski materijal stanice. S druge strane,
RNA je gotovo zanemarena jer se smatralo da je njezina uloga u ekspresiji gena i drugim
stani¢nim aktivnostima minimalna te da je rijeC o strukturi koja ima ulogu samo u procesu
transkripcije. Osim toga, na to je utjecala 1 Cinjenica da RNA tvori raznolike i slozene
strukture koje je bilo teSko karakterizirati u usporedbi s dvostrukom spiralnom zavojnicom
DNA.* Medutim, u skorije vrijeme RNA dobiva na vaznosti pa su stoga danas istraZivanja o
ciljanom vezanju malih molekuka s RNA podrugje od iznimnog interesa.*' Zbog toga je bitno
razumijevanje interakcija malih molekula s razli¢itim strukturama RNA, ali 1 samim
ribonukleotidima kao njihovim gradevnim jedinicama. Alkaloidi posjeduju potencijal za
primjenu u terapeutske svrhe, a nedavno je zabiljezena i1 njihova interakcija s RNA
strukturama. Mnogi alkaloidi pokazuju izvrstan afinitet vezanja s RNA, S§to je moguce
iskoristiti za razvoj terapeutika usmjerenih na RNA.*

Pripremljene su smjese alkaloida 1 ribonukleotida u molarnom omjeru
[alkaloid]/[ribonukleotid] = 1/1 pri ¢emu je kona¢na koncentracija alkaloida i ribonukleotida
u mjernim uzorcima iznosila 1x10~ mol L™'. Potom su snimljeni njihovi SERS spektri u
koloidnoj suspenziji srebra agregiranoj s MgSO, (0,1 mol L™") pri valnoj duljini pobude 785
nm. U svrhu istrazivanja interakcija 1 nacina vezanja berberina 1 papaverina s
ribonukleotidima, spektri kompleksa analizirani su na nacin da su usporedeni sa spektrom
sume spektara pojedinih komponenti (alkaloida i ribonukleotida). Toc¢nije, analiziran je
spektar razlike eksperimentalnog SERS spektra kompleksa alkaloid/ribonukleotid 1
izraCunatog spektra zbroja normaliziranih SERS spektara alkaloida 1 ribonukleotida.

Berberin i ribonukleotidi mogu ostvariti razli¢ite interakcije. Cetiri atoma kisika u BBR
sposobni su za stvaranje vodikovih veza, djelujuci kao akceptori vodikove veze, s vodikom
NH; skupine AMP, GMP i CMP te s vodikom NH skupine GMP i UMP, ali i s vodikom OH
skupina Secera pri ¢emu ribonukleotidi, odnosno Secer djeluju kao donori vodikove veze.
Moguce su 1 elektrostatske interakcije izmedu pozitivno nabijenog atoma duSika u strukturi

BBR s negativno nabijenim kisikom fosfatne skupine ribonukleotida ili s kisikom karbonilne
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skupine GMP, CMP i UMP. Takoder, moguce su i m-interakcije slaganja aromatskih dijelova
alkaloida s dusikovim bazama ribonukleotida.

Usporedbom SERS spektra smjese BBR i AMP sa spektrom zbroja SERS spektara
pojedina¢nih molekula uocene su spektralne razlike, koje se veéinom odnose na promjene
intenziteta vrpci. U SERS spektru smjese intenzivnija je vrpca pri 234 cm ' koja potjece od
istezanja veze Ag—N obje molekule u smjesi. Vrpci pri 736 cm ' doprinose deformacije
prstenova BBR i ,disanje* adenina AMP bez vece promjene u intenzitetu u odnosu na
izraGunati spektar. Medutim, vrpce pri 1335, 1463, 1505 i 1563 cm ™', koje uglavnom potjedu
od isteznih vribracija dusikove baze AMP, prigusene su u eksperimentalnom SERS spektru
kompleksa, dok vrpca deformacije prstenova izvan ravnine pri 683 cm ' u potpunosti izostaje.
Usporedbom spektara nije zamije¢ena pojava novih vrpci niti znac¢ajan pomak vrpci u SERS
spektru smjese u odnosu na spektre pojedinacnih spojeva, no opisane spektralne razlike
ukazuju na nastajanje kompleksa, pri ¢emu najvjerojatnije dominiraju n-interakcije slaganja.

Na temelju izbornih pravila SERS spektroskopije, promjene intenziteta SERS vrpci
upucuju na promjene polozaja molekule na povrSini nanocestica srebra. Pretpostavlja se da
interakcijom alkaloida i1 ribonukleotida nastali kompleks ima drugaciju orijentaciju na
povrsini nanoc¢estica u odnosu na pojedine molekule, zbog cega su razliiti vibracijski modovi
razli¢ito pojacani u spektru. S obzirom da BBR posjeduje na atomu duSika pozitivan naboj u
strukturi, moze se pretpostaviti da se nastali kompleks smjeSta berberinom blizu povrSine
metala, pri ¢emu se adsorpcija molekula berberina na povrSinu nanocestica srebra odvija
uslijed elektrostatskog privlaCenja izmedu pozitivnog naboja u molekuli berberina te
negativnog naboja citratnih iona na povrSini nanocestica srebra. lako su ribonukleotidi
negativno nabijeni zbog fosfatne skupine koja nosi negativan naboj, u kompleksu BBR/AMP
pozitivno nabijeni BBR pomaZe djelomi¢no neutralizirati negativno nabijeni ribonukleotid i

“ .. v 42
olaksSava adsorpciju kompleksa na povrSinu.
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—— SERS spektar kompleksa [BBRJ/[AMP] 1/1 (1x10 *mol L ")
zbroj SERS spektara BBR (1x10 *mol L )i AMP (1x10 “mol L ")
razlika eksperimentalnog 1 izracunatog spektra
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Slika 26. SERS spektar kompleksa [berberin]/[AMP] 1/1 (c(berberin) = ¢(AMP) = 1x10 > mol
L") u koloidnoj suspenziji srebra u prisutnosti agregirajuéeg reagensa MgSOy (0,1 mol L)
nakon pobude zraGenjem pri 785 nm, spektar zbroja SERS spektara berberina (1x10> mol
L") i AMP (1x107° mol L™") te razlika eksperimentalnog i izraunatog spektra. Spektri su

razmaknuti zbog preglednosti.

U SERS spektru smjese BBR 1 GMP uocene su spektralne razlike koje se ve¢inom odnose na
promjene intenziteta SERS vrpci pojedinih molekula. Vrpca deformacije Sestero¢lanog
prstena GMP pri 608 cm ™' te vrpce istezanja petero¢lanog, odnosno estero&lanog prstena i
istezanja veze C—N1 pri 1337, 1513 i 1585 cm ' intenzivnije su u SERS spektru kompleksa
BBR/GMP u odnosu na sumu spektara pojedinih molekula. S druge strane, vrpce BBR pri
730, 1396 i 1425 cm ', koje odgovaraju deformaciji izvan ravnine prstenova 2 i 3 te isteznim
vibracijama veza C—C, C—N i C—0, znacajno su slabijeg intenziteta. U SERS spektru smjese
opazeno je i slabljenje vrpce pri 243 cm ', koja potjede od istezanja veze izmedu dusikova
atoma i povrsine srebra. U spektru razlike nova vrpca pri 987 cm ' moZe se pripisati istezanju
fosfata ili pomaku vrpce koja odgovara deformaciji amino skupine GMP (958 cm ™),

Kao 1 u prethodnom slucaju, moze se pretpostaviti da adsorpciju kompleksa BBR/GMP na

povrSinu na nanocestica srebra olakSavaju elektrostatske privlacne interakcije izmedu
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pozitivnog naboja u molekuli berberina te negativhog naboja citratnih iona na povrsini
nanocestica srebra. Medutim, za razliku od kompleksa BBR/AMP, opazen je suprotan trend
promjene intenziteta vrpci dusikove baze, koji ukazuje da se nastali kompleks BBR/GMP
smjesta dusikovom bazom ili okomito ili blize povrSini srebra u odnosu na molekulu BBR.
Takoder se osim m-interakcija moze pretpostaviti doprinos drugih interakcija, primjerice
vodikovih veza, potencijalno ostvarenih izmedu vodika egzociklicke NH, skupine ili NH

skupine Sesteroclanog prstena GMP 1 atoma kisika u strukturi BBR.

il — SERS spektar kompleksa [BBR]/[GMP] 1/1 (1x10 " mol L ™)
zbroj SERS spektara BBR (1x10 mol L™') i GMP (1x10“mol L")
razlika eksperimentalnog i izracunatog spektra
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Slika 27. SERS spektar kompleksa [berberin]/[GMP] 1/1 (¢(berberin) = ¢c(GMP) = 1x10~ mol
L") u koloidnoj suspenziji srebra u prisutnosti agregirajuéeg reagensa MgSOy (0,1 mol L)
nakon pobude zra¢enjem pri 785 nm, spektar zbroja SERS spektara berberina (1x10> mol
L") i GMP (1x107° mol L™") te razlika eksperimentalnog i izraunatog spektra. Spektri su

razmaknuti zbog preglednosti.

Usporedbom eksperimentalnog SERS spektra smjese BBR i CMP u odnosu na spektar zbroja
SERS spektara pojedinih molekula, uocene su odredene razlike. U SERS spektru smjese
intenzitet vrpci BBR pri 731 cm ™' i 1400 cm ™', koje odgovaraju deformacijskim i isteznim

vibracijama prstenova 2 i 3 berberina, ve¢i je u odnosu na izracunati spektar, dok su vrpce

Patricia Tikvenjak Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 59

vibracije dusikove baze CMP pri 1300 i 1430 cm™' slabijeg intenizteta. Takoder, u spektru
razlike opaza se vrpca pri 1642 cm ', koja je posljedica pomaka bilo vrpce istezanja
karbonilne skupine CMP (1637 cm ') bilo istezanja veza C=C prstena 4 berberina uslijed
interakcije. MoZe se pretpostaviti da BBR ostvaruje m-interakcije s citozinom, ali 1 vodikove
veze s karbonilnom skupinom citozina.

Kompleks BBR/CMP najvjerojatnije se smjeSta berberinom blizu povrSine srebra, pri
¢emu je adsorpcija molekula berberina na povrs$inu nanocestica srebra vodena elektrostatskim
privla¢nim interakcijama izmedu pozitivnog naboja u molekuli berberina te negativnog

naboja citratnih iona na povrsini nanocestica srebra.

——— SERS spektar kompleksa [BBR)/[CMP] 1/1 (1x10 *mol L ")
zbroj SERS spektara BBR (1x10°mol L") i CMP (1x10°mol L")
razlika eksperimentalnog i izracunatog spektra
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Slika 28. SERS spektar kompleksa [berberin]/[CMP] 1/1 (¢(berberin) = ¢(CMP) = 1x10> mol
L") u koloidnoj suspenziji srebra u prisutnosti agregirajuceg reagensa MgSO, (0,1 mol L™")
nakon pobude zra¢enjem pri 785 nm, spektar zbroja SERS spektara berberina (1x10> mol
L™ i CMP (1x10™ mol L™") te razlika eksperimentalnog i izraunatog spektra. Spektri su

razmaknuti zbog preglednosti.

Spektralni motivi u spektru razlike eksperimentalnog i izracunatog spektra smjese BBR i

UMP nalikuju onima u spektru razlike za smjesu BBR 1 CMP. Vrpce pri 732, 1275 1 1570
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cm ', koje potje¢u od vibracijskih modova BBR i to redom od deformacije izvan ravnine
prstenova 2 i 3, istezanja veze C—N 1 zibanja metoksi skupine te od deformacije u ravnini
prstenova i deformacije metoksi skupine, jaceg su intenziteta, dok su vrpce pri 1035, 1389 1
1635 cm ', pripisane vibracijama prstena i istezanju karbonilne skupine UMP, slabijeg
intenziteta. Stoga se pretpostavlja i slican mehanizam adsorpcije kompleksa na povrsinu
nanocestica srebra berberinom blize povrSini metala, te nastajanje kompleksa uslijed m-

interakcija i vodikovih veza.

—— SERS spektar kompleksa [BBR])/[UMP] 1/1 (1x10 *mol L")
- zbroj SERS spektara BBR (1x10 "mol L") i UMP (1x10 *mol L ")
razlika eksperimentalnog i izracunatog spektra
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Slika 29. SERS spektar kompleksa [berberin]/[UMP] 1/1 (c(berberin) = ¢(UMP) = 1x10~ mol
L") u koloidnoj suspenziji srebra u prisutnosti agregirajuceg reagensa MgSO, (0,1 mol L™")
nakon pobude zraenjem pri 785 nm, spektar zbroja SERS spektara berberina (1310 mol
L™ i UMP (1x107° mol L") te razlika eksperimentalnog i izra¢unatog spektra. Spektri su

razmaknuti zbog preglednosti.

Papaverin moZze s ribonukleotidima ostvarivati interakcije na vise razli¢itih nacina. Cetiri
atoma kisika u PPV 1 atom duSika u izokinolinskom prstenu PPV sposobni su za stvaranje
vodikovih veza, djelujuci kao akceptori vodikove veze, s vodikom NH, skupine AMP, GMP i
CMP te s vodikom NH skupine GMP i UMP, ali i s vodikom OH skupine Secera pri ¢emu

ribonukleotidi, odnosno Secer djeluju kao donori vodikove veze. Moguce su i elektrostatske
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interakcije izmedu pozitivno nabijenog atoma dusSika, kada je prisutan u protoniranom obliku
u strukturi, s negativno nabijenim kisikom fosfatne skupine ribonukleotida ili s kisikom
karbonilne skupine GMP, CMP i UMP. Takoder, moguée su i m-interakcije slaganja
aromatskih djelova alkaloida s duSikovim bazama ribonukleotida.

Usporedbom eksperimentalnog SERS spektra smjese PPV i AMP 1 spektra zbroja SERS
spektara pojedinith molekula opazene su odredene razlike. U SERS spektru kompleksa
PPV/AMP uoéen je slabiji intenzitet vrpci pri 1322, 1398, 1469, 1551 i 1624 cm™' koje
potje¢u od vibracijskih modova ribonukloetida. S druge strane, uocena je intenzivnija vrpca
pri 1357 cm™ koja potjece od isteznih vibracija C—C i C—N veza papaverina. Takoder, u
spektru kompleksa PPV/AMP opazena je nova vrpca pri 1430 cm koja nije prisutna u
izraCunatom spektru, a najvjerojatnije je posljedica isteznih vibracija izokinolinskog prstena
papaverina. Moze se pretpostaviti da kompleks nastaje uslijed m-interakcija izokinolinskog
sustava i1 duSikove baze AMP te vodikovih veza izmedu kisika PPV i vodika NH; skupine
AMP. Intenzivnije SERS vrpce papaverina ukazuju da se nastali kompleks smjesSta

izokinolinskim sustavom PPV blize povrsine srebra.
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ﬂ —— SERS spektar kompleksa [PPV])/[AMP] 1/1 (1x10 “mol L ")
I zbroj SERS spektara PPV (1x10mol L") i AMP (1x10* mol L")
razlika eksperimentalnog i izracunatog spektra
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Slika 30. SERS spektar kompleksa [papaverin]/[AMP] 1/1 (c(papaverin) = c(AMP) = 1x10~
mol L") u koloidnoj suspenziji srebra u prisutnosti agregirajuéeg reagensa MgSO, (0,1 mol
L") nakon pobude zradenjem pri 785 nm, spektar zbroja SERS spektara papaverina (1x10~°
mol L") i AMP (1x107 mol L") te razlika eksperimentalnog i izra¢unatog spektra. Spektri

su razmaknuti zbog preglednosti.

Usporedbom eksperimentalnog 1 izracunatog SERS spektra smjese PPV i GMP, vrpce
deformacije u ravnini izokinolinskog prstena PPV pri 731 i 769 cm ' nisu opaZene u
eksperimentalnom spektru kompleksa, u kojem je i vrpca istezanja izokinolinskog prstena pri
1400 cm ™' slabijeg intenziteta. Nadalje, u spektru PPV/GMP uoéena je slabija vrpca pri 1624
cm ', koja potje¢e od vibracijskih modova obje molekule. S druge strane, intenzivnije su
vrpee deformacijskih vibracija aromatskog sustava gvanina pri 596 cm ' te isteznih vibracija
petero¢lanog prstena pri 1336 i 1520 cm ™' i $estero&lanog prstena GMP pri 1583 cm . U
eksperimentalnom SERS spektru kompleksa PPV/GMP prisutna je vrpca pri 984 cm™' koja
nije uoc¢ena u spektru zbroja spektara pojedinih molekula, a moZe se pripisati istezanju fosfata

ili pomaku vrpce koja odgovara deformaciji amino skupine GMP (958 cm ™).
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S obzirom da u spektru kompleksa dominiraju vrpce ribonukleotida, moze se pretpostaviti
da se nastali kompleks PPV/GMP smjesta dusikovom bazom ili okomito ili blize povrSini
srebra u odnosu na izokinolinski sustav PPV. Osim m-interakcija izmedu aromatskih sustava,
PPV i GMP mogu ostvariti vodikove veze izmedu kisika metoksi skupina PPV i vodika NH,
skupine ili NH skupine GMP.

|| —— SERS spektar kompleksa [PPV]/[GMP] 1/1 (1x10 mol L")
zbroj SERS spektara PPV (1x10 mol L") i GMP (1x10~ mol L™
I | razlika eksperimentalnog i izracunatog spektra
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Slika 31. SERS spektar kompleksa [papaverin]/[GMP] 1/1 (c(papaverin) = ¢(GMP) = 1x10™
mol L") u koloidnoj suspenziji srebra u prisutnosti agregiraju¢eg reagensa MgSOy (0,1 mol
L") nakon pobude zradenjem pri 785 nm, spektar zbroja SERS spektara papaverina (1x10~°
mol L") i GMP (1x107 mol L") te razlika eksperimentalnog i izratunatog spektra. Spektri

su razmaknuti zbog preglednosti.

U eksperimentalnom SERS spektru smjese PPV i CMP dominira spektar ribonukleotida.
Usporedbom s izraCunatim spektrom intenzivnije vipce CMP opaZene su pri 794, 1031, 1227
i 1310 cm ', te su pripisane redom ,.disanju” prstena dusikove baze, istezanju veze C—N
1izmedu riboze i1 dusikove baze i isteznoj vibraciji veza N1—-C2—N3 prstena. Naprotiv, u SERS
spektru kompleksa PPV/CMP vrpce slabijeg intenziteta pri 728, 943, 1403 i 1628 cm'

pripisane su vibracijskim modovima PPV. Vazno je istaknuti da u SERS spektru kompleksa

Patricia Tikvenjak Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 64

nije opazena vrpca deformacijske vibracije u ravnini prstena PPV i zibanja OCHj skupine pri
771 cm ™.

Eksperimentalni spektar kompleksa PPV/CMP ukazuje da se kompleks smjesta
dusikovom bazom blize ili povoljnijom orjentacijom povrSini nanocestica srebra nego PPV.
Pri nastajanju kompleksa interakcije izmedu PPV i CMP mogu ukljuciti n-interakcije slaganja

1 vodikove veze.

| —— SERS spektar kompleksa [PPV]/[CMP] 1/1 (1x10°mol L ™)
zbroj SERS spektara PPV (1x10 *mol L) i CMP (1x10 *mol L")
razlika eksperimentalnog i izracunatog spektra

Ramanov intenzitet

1403

T T T T

T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000

Valni broj/cm

Slika 32. SERS spektar kompleksa [papaverin]/[CMP] 1/1 (c(papaverin) = ¢(CMP) = 1x107
mol L") u koloidnoj suspenziji srebra u prisutnosti agregirajuéeg reagensa MgSO, (0,1 mol
L") nakon pobude zratenjem pri 785 nm, spektar zbroja SERS spektara papaverina (1x10
mol L™") i CMP (1x10~° mol L") te razlika eksperimentalnog i izratunatog spektra. Spektri

su razmaknuti zbog preglednosti.

Usporedbom eksperimentalnog SERS spektra smjese PPV 1 UMP s izracunatim spektrom
smjese, uocen je slabiji intenzitet vrpci pri 795, 1034 i 1630 cm ™, koje potjetu od vibracijskih
modova UMP, te vrpci pri 956 i 1400 cm ', koje potjecu od izokinolinskog sustava PPV. Veéi
intenzitet uoden je samo za vrpcu pri 1359 cm™' pripisanu isteznim vibracijama veza C—C i

C-N PPV.
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Moze se pretpostaviti da se nastali kompleks PPV/UMP smjesta blizu povrsine
nanocestica srebra izokinolinskim prstenom papaverina. Kompleks najvjerojatnije nastaje
uslijed m-interakcija izmedu PPV i UMP, pri ¢emu ne treba zanemariti i eventualni doprinos

vodikovih veza.

:‘ —— SERS spektar kompleksa [PPV])/[UMP] 1/1 (1x10 “mol L ")
zbroj SERS spektara PPV (1x10 “mol L "y i UMP (1x10 “mol L ")
razlika eksperimentalnog 1 izracunatog spektra

Ramanov intenzitet
=

1625
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Slika 33. SERS spektar kompleksa [papaverin]/[UMP] 1/1 (c(papaverin) = c(UMP) = 1x10~
mol L") u koloidnoj suspenziji srebra u prisutnosti agregirajuéeg reagensa MgSOy (0,1 mol
L") nakon pobude zradenjem pri 785 nm, spektar zbroja SERS spektara papaverina (1x10~°
mol L") i UMP (1x10~° mol L") te razlika eksperimentalnog i izra¢unatog spektra. Spektri

su razmaknuti zbog preglednosti.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Istrazeno je povrsinski pojacano Ramanovo rasprSenje alkaloida (berberina i papaverina) i
ribonukleotida (AMP, GMP, CMP i UMP) te njihovih kompleksa (alkaloid/ribonukleotid
1/1). Kao SERS aktivni supstrat koriStene su nanocestice srebra pripravljene redukcijom
srebrova(l) nitrata s trinatrijevim citratom, koje su prema potrebi agregirane dodatkom
magnezijeva sulfata (0,1 mol L") neposredno prije mjerenja. Sva mjerenja provedena su
nakon pobude zra¢enjem 785 nm.

Snimljeni su i asignirani Ramanovi spektri ¢vrstih uzoraka i vodenih otopina (1x10~ mol
L") svih istraZivanih spojeva. Ramanovi spektri spojeva u otopini nisu opaZeni i odgovaraju
spektru otapala (voda), Sto je posljedica slabe osjetljivosti Ramanove spektroskopije.

Nadalje, snimljeni su koncentracijski ovisni SERS spektri berberina i papaverina (5x107°—
1x10™ mol L") i predlozeni mehanizmi adsorpcije istrazivanih molekula na povrSinu
nanocestica srebra. Molekule BBR adsorbiraju se na povr$inu nanocestica srebra uslijed
privlacnih elektrostatskih interakcija izmedu pozitivnog naboja na atomu dusika u strukturi
BBR te negativnog naboja stabilizirajuceg sloja citratnih iona. Vrpca istezanja veze Ag—N
opazena u SERS spektrima BBR ukazuje da pojacanju rasprSenog zracenja doprinosi i
kemijski mehanizam. Promjene u koncentracijski ovisnim spektrima pripisane su promjeni
orjentacije, odnosno poloZaja molekula BBR na povr§ini nanocestica srebra.

SERS spektri papaverina ukazuju da se molekule PPV adsorbiraju na povrSinu nanocestica
srebra izokinolinskim sustavom. Tome doprinosi nastajanje veze Ag—N izmedu atoma duSika
izokinolinskog sustava i povrSine srebra, ali i privlane elektrostatske interakcije izmedu
negativno nabijenog sloja citratnih 1ona na povrSini nanocestica i protoniranih molekula PPV
(pKa. = 6,4) u koloidu neutralne pH-vrijednosti. Promjene u koncentracijski ovisnim SERS
spektrima PPV posljedica su stoga, ne samo razliite orjentacije molekula na povrsini
nanocestica, ve¢ 1 kemijske vrste adsorbirane na povrSini metala, pri ¢emu protonirane
molekule PPV ve¢im dijelom doprinose spektru pri nizim koncentracijama (<5x107° mol
L.

SERS spektri purinskih ribonukleotida sugeriraju da se molekule AMP i GMP smjeStaju
duSikovom bazom okomito prema povrSini nanocestica srebra, pri cemu AMP ostvaruje vezu

s povr§inom najvjerojatnije preko N7 atoma peteroClanog prstena, a GMP preko N1 atoma
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Sestero¢lanog prstena. Pirimidinski ribonukleotidi, CMP i UMP, takoder su dusikovom bazom
orijentirani prema povrsini nanocestica srebra. CMP vezu sa srebrom ostvaruje preko atoma
N3 i kisika C2=0 skupine, dok UMP vezu sa srebrom ostvaruje preko dusikova atoma NH
skupine i kisika C2=0O skupine. U koncentracijski ovisnim SERS spektrima (1x10"'—1x10~*
mol L") intenzitet raspr§enog zratenja smanjuje se s koncentracijom AMP i GMP te je
najveéi za najvecu mjerenu koncentraciju (1x10™* mol L™), za razliku od CMP i UMP za koje
je najja¢e Ramanovo rasprienje uoceno za uzorke koncentracije 1x10> mol L™, pri kojoj je
postignuta optimalna pokrivenost povrsine nanocestica srebra.

Nadalje, SERS spektroskopijom istrazeno je nastajanje kompleksa alkaloida i
ribonukleotida pripremljenith u molarnom omjeru [alkaloid]/[ribonukleotid] = 1/1 (c(alkaloid)
= c(ribonukleotid) = 1x10° mol L'). Spektri su analizirani na temelju razlike
eksperimentalnog SERS spektra kompleksa i1 izracunatog spektra sume SERS spektara
pojedinih molekula. OpaZene promjene, veéinom intenziteta SERS vrpci, ukazale su na
nastanak kompleksa i njegov polozaj na povrSini nanocestica. Tako se nastali kompleksi
berberina s AMP, CMP i UMP smjeStaju berberinom blize povrSini srebra, dok spektar
kompleksa s GMP ukazuje na povoljniji polozaj ribonukleotida na povrsini metala. Papaverin
se 1zokinolinskim sustavom nalazi bliZe povrsini srebra u kompleksima s AMP 1 UMP, dok su
kompleksi PPV s GMP i1 CMP duSikovim bazama orijentirani prema metalnim
nanocesticama. lako se moze pretpostaviti da kompleksi alkaloida i1 ribonukleotida nastaju
uslijed m-interakcija aromatskih sustava alkaloida i duSikovih baza, vodikovih veza izmedu
kisikovih 1 duSikovih atoma alkaloida i amino ili hidroksilnih skupina ribonukleotida te
elektrostatskih interakcija izmedu pozitivnog naboja u strukturi alkaloida 1 negativno
nabijenog fosfata ribonukleotida, uocene spektralne promjene jednozna¢no ne upucuju na
vrstu interakcije. Za to¢nije odredivanje interakcija potrebno je primijeniti ostale metode

strukturne analize, $to je izvan opsega istrazivanja ovog diplomskog rada.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA (prema

potrebi)

AgNP _cit — nanocestice srebra s povrSinskim slojem citratnih iona
AMP — adenozin-5'-monofosfat

APTMS — (3-aminopropil)trimetoksisilan

as — antisimetri¢na vibracija

BBV — berberin

CMP - citidin-5"-monofosfat

0 — deformacijska vibracija

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

GMP — gvanozin-5'-monofosfat

HPLC — teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti

ip — u ravnini

IR — infracrveno zracenje

Amax — valna duljina maksimalne apsorpcije

GC-MS — plinska kromatografija spregnuta s spektrometrom masa
LC-MS - teku¢inska kromatografija spregnuta s spektrometrom masa
MPTMS — (3-merkaptopropil)trimetoksisilan

v — vibracija istezanja

NIR — blisko infracrveno zracenje

00p — izvan ravnine

PPV — papaverin

RNA — ribonukleinska kiselina

rc — zibanje

s — simetri¢na vibracija

sc — strizenje

SERS — povrsinski pojac¢ano Ramanovo rasprsenje

tw — uvijanje

UMP — uridin-5"-monofosfat

UV — ultraljubicasto zracenje

Patricia Tikvenjak

Diplomski rad



§ 6. Popis oznaka, kratica i simbola 69

Vis — vidljivo zracenje

wg — kladenje
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Slika D1. Ramanov spektar ¢vrstog uzorka srebrova nitrata pri valnoj duljini pobude 785

nm 1 snazi lasera 3 mW.
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Slika D2. Ramanov spektar ¢vrstog uzorka trinatrijeva citrata pri valnoj duljini pobude

785 nm 1 snazi lasera 300 mW.
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Slika D3. Ramanov spektar ¢vrstog uzorka magnezijeva sulfata pri valnoj duljini pobude

785 nm 1 snazi lasera 150 mW.
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