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ISTRAZIVANIJE STABILNOSTI I SERS UCINKOVITOSTI NANOCESTICA ZLATA
PRIPREMLIJENIH U PUFERU HEPES

Nikolina Gudan

UV/VIS 1 SERS spektroskopijom istrazena je stabilnost tijekom vremena 1 SERS ucinkovitost
koloidnih nanocestica zlata nastalih reakcijom tetraklorozlatne(III) kiseline 1 4-(2-hidroksietil)-
1-piperazinetilensulfonske kiseline (HEPES). Kao modelne molekule koriSteni su rodamin 6G
(R6G) 1 (E)-1,2-di(piridin-4-il)eten (BPE). Koloidi zlata pripremljeni su sa 1 bez dodatka
srebrova(l) nitrata te su usporedeni s koloidima kojima su dodani stabilizatori nanocestica;
cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB), odnosno N,N-di-(3-aminopropil)butan-1,4-diamin
(spermin). U svim pripravljenim koloidima najjace pojacanje rasprSenja zracenja opazeno je za
molekule BPE, zbog karakteristicne strukture bez naboja. Molekule R6G daju intenzivne
spektre samo u nemodificiranim koloidima zbog elektrostatskog odbijanja pozitivno nabijenih
molekula R6G i molekula stabilizatora koje okruzuju nanocestice u modificiranim koloidima.
CTAB se pokazao kao bolji stabiliziraju¢i agens nanocestica zlata u odnosu na spermin.
Dodatak AgNOs tijekom sinteze koloida rezultira nastankom nanocestica koje intenzivnije
pojacavaju rasprSenje zracenja, u usporedbi s koloidima bez dodatka srebrova(l) nitrata.
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N,N-di-(3-aminopropyl)butane-1,4-diamine (spermine). In all prepared colloids, the strongest
radiation scattering enhancement was observed for BPE molecules, due to their characteristic
uncharged structure. R6G molecules give intense spectra only in unmodified colloids due to
electrostatic repulsion between positively charged R6G molecules and stabilizer molecules
surrounding the nanoparticles in modified colloids. CTAB has been shown to be a better
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Spektroskopija povrsinski poja¢anog Ramanovog rasprienja' (eng. surface-enhanced Raman
scattering, SERS) je vrlo mo¢na i korisna tehnika vibracijske spektroskopije. Kao i klasi¢na
Ramanova spektroskopija, SERS spektroskopija se temelji na neelasticnom rasprSenju zracenja
do kojeg dolazi prilikom interakcije zra¢enja s molekulom. S obzirom da je najve¢i nedostatak
Ramanove spektroskopije slaba osjetljivost metode zbog vrlo malog broja neelasticno
rasprSenih fotona, SERS tehnika nalazi Siroku primjenu zbog visoke osjetljivosti i moguénosti
odredivanja vrlo niskih koncentracija analita. U SERS spektroskopiji dolazi do pojacanja
Ramanovog rasprienja za faktor 10° do 10'°, u odnosu na klasi¢énu Ramanovu spektroskopiju,
kada su molekule analita u neposrednoj blizini ili direktno adsorbirane na hrapavu metalnu
povrsinu. Kao aktivni SERS supstrati najceS¢e se koriste nanoCestice zlata ili srebra
dispergirane u koloidnim suspenzijama ili imobilizirane na &vrstim nosa¢ima.? Koloidne
nanoCestice metala uglavnom se sintetiziraju redukcijom soli metala odgovaraju¢im
redukcijskim sredstvom, dok se za povecanje stabilnosti nastalih nanocestica koriste razliciti
stabilizirajuci agensi.

Cilj ovog diplomskog rada je istraziti stabilnost i primjenjivost pripravljenih koloida zlata
kao aktivnih metalnih supstrata za SERS spektroskopiju. Koloidne suspenzije nanocestica zlata
sintetizirane su redukcijom tetraklorozlatne(IIl) kiseline pomoc¢u 4-(2-hidroksietil)-1-
piperazinetilensulfonske kiseline (HEPES) na dva nacina, sa i bez dodatka srebrova(I) nitrata.
Dio tako pripravljenih koloidnih nanocestica je modificiran dodatkom stabilizirajuéih tvari;
cetiltrimetilamonijevog bromida (CTAB), odnosno N,N-di-(3-aminopropil)butan-1,4-diamina
(spermin). Za odredivanje u¢inkovitosti pripremljenih koloidnih suspenzija zlata kao aktivnih
supstrata u SERS spektroskopiji koriStene su dvije modelne molekule; rodamin 6G i (E)-1,2-
di(piridin-4-il)eten. Snimljeni su koncentracijski ovisni SERS spektri otopina modelnih
molekula u svim pripremljenim koloidima te je odredena granica detekcije i1 faktor pojacanja
za sve sintetizirane metalne supstrate. Vremenska stabilnost svih pripravljenih koloidnih
suspenzija promatrana je UV/Vis spektroskopijom, dok je pomocu vremenski ovisnih SERS
spektara odabrane molekule promatrano ponaSanje koloida kao aktivnih SERS supstrata

tijekom vremena.
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§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Ramanova spektroskopija

Ramanova spektroskopija je metoda vibracijske spektroskopije koja se temelji na neelasticnom
rasprSenju elektromagnetskog zracenja 1 omogucuje strukturnu karakterizaciju velikog broja
spojeva.’ Fenomen neelasti¢nog rasprienja svjetlosti prvi je teorijski predvidio Smekal 1923.
godine, a eksperimentalno su ga dokazali Raman 1 Krishnan 1928. godine. Eksperiment je
proveden na nacin da je sunCeva svjetlost fokusirana teleskopom na uzorak, a uz uzorak je
postavljena druga le¢a kako bi sakupila rasprSeno zracenje. Pomocu sustava optickih filtera
dokazano je da se frekvencija rasprSenog zraCenja razlikuje od frekvencije upadnog zracenja
Sto je osnovna znacajka Ramanove spektroskopije.

Ramanova spektroskopija 1 infracrvena (eng. infrared, IR) spektroskopija su
komplementarne tehnike vibracijske spektroskopije buduc¢i da obje pruzaju informacije o
vibracijskim 1 rotacijskim prijelazima u molekuli, ali su principi tih metoda razliciti. IR
spektroskopija je apsorpcijska tehnika kod koje energija upadnog fotona mora odgovarati
razlici energija izmedu osnovnog i pobudenog vibracijskog stanja, kako bi doslo do apsorpcije
fotona 1 prijelaza molekule u vise vibracijsko stanje. U Ramanovoj spektroskopiji interakcijom
zracenja 1 molekule dolazi do rasprSenja zraCenja pri ¢emu energija upadnog fotona ne mora
odgovarati energijskoj razlici izmedu osnovnog i pobudenog vibracijskog stanja molekule. Kao
izvor zraCenja koriste se laseri koji emitiraju monokromatsko ultraljubicasto (eng. ultraviolet,
UV), vidljivo (eng. visible, Vis) ili blisko infracrveno (eng. near-infrared, NIR) zraéenje.>*

Ozrac¢ivanjem molekule monokromatskim zracenjem dolazi do interakcije upadnog fotona
1 molekule ¢ime se narusava elektronski oblak oko jezgara te molekula prelazi u virtualno
stanje. To je nestabilno, kratkoZivuée stanje iz kojeg se fotoni otpustaju u obliku rasprSenog
zracenja. Virtualno stanje nije stvarno energijsko stanje molekule, ve¢ nastaje pod utjecajem
vanjskog izvora zracenja 1 njegova energija odredena je frekvencijom upadnog zracenja.
Zrafenje se moze rasprsiti na dva nacina, elasti¢no i neelasti¢no (slika 1). Kod elasti¢nog
rasprSenja zraCenja, promjena energije tijekom rasprSenja je neznatna te se molekula iz
virtualnog stanja vraca u prvotno energijsko stanje iz kojeg je pobudena. Taj proces rasprSenja
zracenja je dominantan i naziva se elasticno, odnosno Rayleighovo rasprsenje. Neelasticno

rasprSenje zracenja javlja se kada je u procesu rasprSenja potaknuto gibanje jezgara ¢ime dolazi
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§ 2. Literaturni pregled 3

do prijenosa energije s upadnog fotona na molekulu ili s molekule na rasprseni foton. U tom
slucaju se energija rasprSenog fotona razlikuje od energije upadnog fotona. Neelasticno
rasprienje naziva se Ramanovo rasprienje i to je slab proces jer se samo jedan od 10°-10°
upadnih fotona neelasti¢cno rasprs$i. RasprSenje koje nastaje pobudivanjem molekule iz
osnovnog vibracijskog stanja osnovnog elektronskog stanja u virtualno stanje, nakon cega
slijedi povratak molekule u vise vibracijsko stanje osnovnog elektronskog stanja naziva se
Stokesovo rasprsenje. To je proces prilikom kojeg molekula prima energiju od upadnog fotona
te energija rasprSenog fotona odgovara razlici energije upadnog fotona i1 energije prijelaza
izmedu dva vibracijska stanja. Kada se molekula pobuduje iz viSeg vibracijskog stanja
osnovnog elektronskog stanja u virtualno stanje te se vra¢a u osnovno vibracijsko stanje, tada
se zbiva anti-Stokesovo rasprSenje te se energija prenosi s molekule na rasprSeni foton.
Intenzitet Stokesovog i anti-Stokesovog rasprSenja ovisan je o broju molekula u osnovnom 1
pobudenom vibracijskom stanju. Prema Boltzmannovoj raspodjeli, pri sobnoj temperaturi se
ve¢ina molekula nalazi u vibracijskom stanju najniZze energije zbog cega su Stokesovo

rasprienje i odgovarajuée vrpce u spektru intenzivnije od anti-Stokesovog.**®

Pobudeno elektronsko stanje

- O S O S S e e

Virtualna stanja

- e e e ww g e g o ww ww ow ww w w——

Pobudeno vibracijsko stanje

\ 4 +

Osnovno elektronsko stanje

Raman . Raman
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Slika 1. Energijski dijagram Rayleighovog i Ramanovog rasprienja zracenja’

Prema osnovnom izbornom pravilu Ramanove spektroskopiji, vibracije aktivne u Ramanovom

spektru su one uslijed kojih dolazi do promjene polarizabilnosti elektronskog oblaka oko
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§ 2. Literaturni pregled 4

molekule. Kod simetri¢nih vibracija javljaju se najvece promjene polarizabilnosti Sto rezultira
intenzivnim rasprSenjem zracenja. Za usporedbu, u IR spektroskopiji dolazi do apsorpcije IR
zracenja 1 pojave vrpca u spektru samo ako se tijekom vibracija mijenja elektricni dipolni
moment molekule te su intenzivnije antisimetri¢ne vibracije zbog veée promjene dipolnog
momenta. Zbog spomenutih razli¢itih izbornih pravila, iste vibracije rezultiraju vrpcama
razlicitih intenziteta u Ramanovom i IR spektru, pa tako vrpca odredene vibracije moze biti
vrlo intenzivna u jednom spektru, a slabijeg intenziteta u drugom. Takoder, postoji dodatno
izborno pravilo za molekule koje posjeduju centar simetrije, pravilo medusobnog iskljucenja,
prema kojemu molekule s centrom simetrije ne mogu imati niti jednu vibraciju aktivnu i u
infracrvenom i u Ramanovom spektru.’

Najve¢i nedostatci Ramanove spektroskopije su slaba osjetljivost metode te utjecaj
fluorescencije koja moze prekriti Ramanov spektar. Kako bi se umanjili navedeni nedostatci,
razvijaju se razliCite tehnike Ramanove spektroskopije, a jedna od njih je i spektroskopija

povrsinski pojacanog Ramanovog rasprSenja.

2.2. PovrSinski pojatano Ramanovo rasprSenje
Fenomen povrSinskog pojacanja Ramanovog rasprSenja prvi put su uocili 1974. godine
Fleischmann i suradnici. Snimali su Ramanov spektar piridina adsorbiranog iz vodene otopine
na srebrovu elektrodu hrapave povrsine i1 primijetili neocekivano visoki intenzitet Ramanovog
rasprSenja. Autori su opazeni efekt pripisali povecanju povrsine elektrode uslijed hrapavosti
¢ime je postignut veci broj adsorpcijskih mjesta. Dvije skupine znanstvenika, Jeanmarie 1 Van
Duyne te Albrecht i Creighton, dokazali su 1977. godine da je sama hrapavost povrsine metala
odgovorna za pojac¢anje Ramanovog rasprienja, a ne samo povecéanje povrsine elektrode.’
Spektroskopija povrSinski pojatanog Ramanovog rasprSenja je tehnika vibracijske
spektroskopije u kojoj dolazi do pojacanja neelastiéno rasprsenog zradenja za faktor 10° do
10'°, u odnosu na klasi¢nu Ramanovu spektroskopiju, kada se molekule analita nalaze vrlo blizu
ili su adsorbirane na hrapavu metalnu povrsinu. Na slici 2 shematski je prikazan SERS efekt.
SERS metoda kombinira svojstva klasicne Ramanove spektroskopije, poput strukturne
karakterizacije molekula, minimalnu pripravu uzorka i istovremenu detekciju razli€itih analita
s visokom osjetljivos¢u, Sto omogucava detekciju mikromolarnih i nizih koncentracija analita
u vodenim otopinama te je, uz odgovarajuci supstrat, moguca cak i detekcija na razini jedne

molekule.® Na uspje$no odredivanje molekula analita SERS spektroskopijom utjece vrsta
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metalnog supstrata, hrapavost povrSine metala, adsorpcija analita na povrSinu supstrata,

odnosno interakcija izmedu analita i supstrata te valna duljina pobudnog zracenja.

Povrsinski pojacano
Pobudno zracenje Ramanovo rasprsenje

Analit

R

Slika 2. Shematski prikaz SERS efekta’

2.2.1. Teorije SERS-a

U literaturi su opisana dva osnovna mehanizma odgovorna za pojacanje Ramanovog rasprsenja
u SERS spektroskopiji; mehanizam elektromagnetskog pojacanja i mehanizam kemijskog
pojacanja (mehanizam prijenosa naboja).

Do efekta elektromagnetskog pojacanja dolazi na nanostrukturiranoj metalnoj povrsini.
PovrSina metala prekrivena je vodljivim elektronima koji se slobodno mogu kretati po povrSini.
Uslijed interakcije zracenja s vodljivim elektronima na metalnoj povrsini, elektroni pocinju
koherentno oscilirati te nastaju povrSinski plazmoni. Lokalizirana povrSinska plazmonska
rezonancija nastaje kada su kolektivne oscilacije valentnih elektrona metalne nanocestice u
rezonanciji s frekvencijom upadnog zracenja (slika 3). U mehanizmu elektromagnetskog
pojacanja, analit je adsorbiran ili se nalazi u neposrednoj blizini povrSine metala. Pobuda
povrsinskih plazmona povecava lokalno elektricno polje oko molekule adsorbirane na metalnu
povrsinu $to dovodi do veée polarizacije molekule te do pojacanja Ramanovog rasprSenja.

Ukupno elektri¢no polje na povrSini metala sastoji se od elektricnog polja okomitog na povrsinu
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1 od elektri¢nog polja koje je paralelno metalnoj povrsini i utvrdeno je da do najveceg pojacanja
Ramanovog rasprSenja dolazi za molekule koje su adsorbirane i polarizirane okomito na
povrsinu metala.® Pove¢anjem udaljenosti izmedu analita i povr$ine metala smanjuje se jakost
elektriénog polja zbog ¢ega je manje pojacanje rasprSenja zra¢enja. U odnosu na klasi¢no
Ramanovo rasprsenje zracenja, faktor pojacanja za elektromagnetsko poja¢anje Ramanovog
rasprienja iznosi 10%-10'°. Elektromagnetsko pojacanje moze se detektirati i za molekule
analita koje nisu u direktnom kontaktu s povr§inom metala. Na pojaCanje Ramanovog
rasprSenja zracenja takoder utjece veliCina 1 oblik Cestica metala te nacin na koji Cestice stvaraju
nakupine (agregate). Najintenzivnije pojacanje rasprSenja zracenja stvara se na ,,vrucim

toCkama* (eng. hot spots), odnosno mjestima gdje se Cestice metala dodiruju ili formiraju

9,10

agregate.

* 4— clektronski oblak

.
-

Vnannécstica metala

y

Slika 3. Shematski prikaz lokalizirane povrsinske plazmonske rezonancije!!

Mehanizam kemijskog pojacanja, ili mehanizam pojacanja uslijed prijenosa naboja, zahtijeva
nastajanje kemijske veze izmedu molekule analita i povrSine metalnog supstrata. Vezanjem
analita na metalnu povrS$inu, stvaraju se nove i vrlo polarizabilne povrSinske vrste te dolazi do
prijenosa naboja s povrSine metala na molekulu i/ili s molekule na povrSinu metala. Uslijed
interakcije s elektronima metala, povecava se polarizabilnost molekule $to dovodi do pojac¢anja
Ramanovog rasprSenja. Mehanizam kemijskog pojaCanja u potpunosti je ovisan 0 samoj
molekuli analita, odnosno o njezinoj strukturi i kemijskim svojstvima. Kemijsko pojacanje

smatra se efektom kratkog dosega zato Sto do kemijskog pojacanja dolazi samo iz prvog sloja
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molekula analita vezanih na povrSinu metala. Faktor pojaanja za kemijsko pojacanje
Ramanovog rasprienja iznosi 102-10%u odnosu na klasi¢no Ramanovo rasprienje.”!'°

U wveéini slucajeva, ukupnom pojacanju Ramanovog rasprSenja doprinose i
elektromagnetsko i kemijsko pojacanje, pri ¢emu se elektromagnetskim mehanizmom postize

znatno veci efekt pojacanja.

2.2.2. Metalni supstrati

Za uspjeSan SERS eksperiment potrebno je odabrati odgovaraju¢i metalni supstrat. Dobar
SERS supstrat treba imati hrapavu povrsinu kako bi doslo do poja¢anja Ramanovog rasprsenja,
mora biti stabilan duzi vremenski period kako bi se mogao iskoristiti za viSe analiza te mora
dati reproducibilan SERS signal. NajceSce koristeni metali za pripravu SERS supstrata su zlato
1 srebro zbog njihove inertnosti, visokog faktora pojacanja i stvaranja povrsinskih plazmona u
Vis ili NIR podrucju elektromagnetskog spektra. Rjede se koriste metali bakar i aluminij jer na
zraku stvaraju sloj oksida koji djeluje kao barijera izmedu metala i analita te mijenja prirodu
povrsine i afinitet analita prema povrsini metala.® SERS supstrati koji se najvise primjenjuju su
nanoCestice metala dispergirane u koloidnim suspenzijama ili imobilizirane na ¢vrstim
nosac¢ima te nanostrukture izravno pripravljene na ¢vrstim nosac¢ima.?

Koloidne suspenzije nanoCestica metala mogu se pripraviti fizikalnim ili kemijskim
metodama. Primjer fizikalne metode je pulsna laserska ablacija u kojoj se metal stavlja na dno
otopine te se povrsina metala ozra¢i pulsnim laserom.® Procesi zagrijavanja i fotoionizacije
mijenjaju agregacijsko stanje metala te se formiraju tekuée kapljice, para ili oblak plazme.
Zatim dolazi do kondenzacije atomiziranog materijala, Sto dovodi do stvaranja nanocestica.
Prednost ove metode je nastajanje nanocCestica koje na svojoj povrSini ne sadrze ionske ili
organske vrste. Kemijska sinteza nanocestica provodi se redukcijom soli metala pri ¢emu se
koriste razli¢iti reducensi, uglavnom anorganske soli ili puferi (citrat, natrijev borohidrid,
hidrazin, pufer HEPES).> Koloidne suspenzije nanodestica mogu se tijekom vremena
nepovratno agregirati, te se u svrhu povecanja stabilnosti nastalih nanocestica, tijekom sinteze
dodaju razliCiti stabiliziraju¢i agensi koji se vezu na povrSinu nanocestice, poput polimera,
surfaktanata i proteina.'? Kao stabilizirajué¢i agens moze djelovati i sami reducens (primjerice:
trinatrijev citrat, pufer HEPES). Cesto koristeni stabiliziraju¢i agensi u reakcijama sinteze
nanoCestica zlata su  poli(N-vinilpirolidon) (PVP), poli(etilen-glikol) (PEG) i
cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB). Kada se kao SERS supstrati koriste koloidne suspenzije

nanocCestica metala, vazno je uzeti u obzir povrSinski naboj nanocestice te naboj molekule
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analita. Najvece pojacanje Ramanovog rasprSenja uocava se kada je detektirana molekula
analita suprotnog naboja od naboja metalne nanocestice gdje elektrostatsko privlacenje dovodi
molekulu analita vrlo blizu povr$ine metala.!* Na veli¢inu nanocestica najvise utjede jakost i
koncentracija reducensa. Opcenito vrijedi da ja¢i reducensi dovode do nastajanja manjih
nanocestica, dok slabiji reducensi stvaraju vece nanocestice. Oblik nanocestica moze se
kontrolirati dodatkom surfaktanata tijekom njihove sinteze jer oni mijenjaju povrSinsku
energiju i kontroliraju agregaciju Cestica. Pazljivim odabirom metala i surfaktanta, mogu se
pripraviti razli¢iti oblici nanocestica; sferne nanocCestice, nanoStapi¢i, nanokockice,

nanozvjezdice, nanotrokuti, nanoplode, nanoZice... (slika 4).'*

100nm

Slika 4. Slike nanocestica zlata razli¢itih oblika nastale pretraznim elektronskim
mikroskopom i transmisijskim elektronskim mikroskopom'

Imobilizacija nanocestica na C¢vrste nosace je metoda priprave SERS supstrata koja
omogucuje priblizavanje nanocestica u metalnom supstratu. Pogodna je za pripravu nanocestica
sfernog oblika koje trebaju agregirati da bi doslo do poja¢anja Ramanovog rasprSenja. Primjer
takve metode je imobilizacija nanocestica zlata ili srebra na povrSinu kvarca, u kojoj se
nanocestice sintetiziraju redukcijom tetraklorozlatne(III) kiseline ili srebrovog nitrata pomocu
trinatrijevog acetata. Povrsina kvarca silanizira se koriStenjem (3-
merkaptopropil)trimetoksisilana (MPTMS). Zatim se silanizirani supstrat uroni u suspenziju
nanocCestica zlata ili srebra pri ¢emu se nanocestice vezu na sulfhidridnu skupinu. Takoder,

povrsina nosaca moze se silanizirati pomocu (3-aminopropil)trimetoksisilana (APTMS) i u tom
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sluCaju, nanocestice ostvaruju vezu sa silaniziranim supstratom preko amino skupina. Osim
kvarca, kao ¢vrsti nosa¢, moze se upotrijebiti staklo, papir ili aluminij. Prednost ove metode je
kontrolirana imobilizacija nanocCestica na povrSini nosaca pri ¢emu nastaju supstrati vece

reproducibilnosti.*¢

2.3. Modelne molekule za SERS mjerenja

2.3.1. Rodamin 6G

R6G je pozitivho nabijena molekula koja se sastoji od dva kromofora, ksantena i
karboksifenilne skupine (slika 5). R6G je jedna od najcesce koristenih fluorescentnih boja koja
jako apsorbira zraCenje u vidljivom dijelu spektra te ima visoki prinos fluorescencije.
Maksimum apsorpcije R6G u vodenim otopinama nalazi se oko 530 nm. Koristi se kao laserski
medij i fluorescentni obiljezivac.'® Takoder se primjenjuje kao bojilo u kozmeti¢koj i tekstilnoj
industriji te u tiskarstvu. Molekula rodamina 6G je vrlo prikladna za istrazivanje u¢inkovitosti
razli¢itih SERS supstrata jer intenzivno raspriuje zracenje.!”!® Uslijed adsorpcije molekule
R6G na hrapavu povrSinu metala, dolazi do gaSenja fluorescencije te se u SERS spektru opazaju

intenzivne vrpce vibracija promatrane molekule.

Slika 5. Struktura rodamina 6G
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2.3.2. (E)-1,2-di(piridin-4-il)eten

(E)-1,2-di(piridin-4-il)eten (BPE) je organski spoj koji se Cesto koristi u reakcijama organske
sinteze, posebno za pripravu polimera koji u svojoj strukturi sadrze piridin.!” Takoder se
primjenjuje kao gradevna jedinica supramolekulskih sustava te u dizajniranju luminescentnih
metalnih kompleksa.?’ Molekula BPE u svojoj strukturi sadrZi dva piridinska prstena povezana
preko etilenske skupine (slika 6). U SERS spektroskopiji, BPE se primjenjuje kao stabilna
modelna molekula za testiranje uCinkovitosti SERS supstrata. Molekula se adsorbira na

povrsinu metala preko dusikovog atoma piridina.

Slika 6. Struktura (E)-1,2-di(piridin-4-il)etena (BPE)
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetilensulfonska kiselina, p.a., Sigma-Aldrich
Natrijev hidroksid, p.a., T.T.T.

Tetraklorozlatna(III) kiselina trihidrat, > 99,9 %, Sigma-Aldrich

Srebrov nitrat, p.a., Gram-Mol

Cetiltrimetilamonijev bromid, p.a., Sigma-Aldrich
N,N-di-(3-aminopropil)butan-1,4-diamin tetrahidroklorid, p.a., Sigma-Aldrich
Rodamin 6G, p.a., Fluka

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

3.2. Mjerni uredaji

Ramanovi 1 SERS spektri snimljeni su koriStenjem disperzivnog inVia Ramanovog
spektrometra tvrtke Renishaw koji je spregnut s konfokalnim opti¢kim mikroskopom Leica i
opremljen laserima valnih duljina 785 1 532 nm. Za snimanje spektara koriSten je laser koji
emitira zraCenje pri 785 nm, maksimalne snage 300 mW. Snaga lasera se prilagodila vrsti
uzorka te je naznacena u opisu slike. Koristen je objektiv povecanja x5, a spektri su snimani u
podruéju 100-3200 cm™'. Za snimanje &vrstih praskastih uzoraka koristen je aluminijski nosag,
a za snimanje tekuc¢ih uzoraka koristene su aluminijske posudice volumena 40 pL. Svaki mjerni
uzorak je sniman tri puta i prikazani spektri su usrednjena vrijednost snimanja.

Apsorpcijski spektri koloidnih suspenzija zlata snimljeni su pomoc¢u UV/Vis spektrometra
SPECORD 200 tvrtke Analytik Jena. Koristena je kiveta od kvarca duljine puta zracenja 0,2
cm. Spektri su snimani u podruc¢ju 400-800 nm s razlu¢ivanjem od 1 nm.

pH vrijednost koloida izmjerena je pH metrom tvrtke Mettler Toledo s InLab®413
kombiniranom staklenom-kalomel elektrodom. Prije mjerenja pH metar je baZzdaren s
otopinama pufera pH vrijednosti 7,00 1 4,00.

Slike dobivene pretraznim elektronskim mikroskopom (model Jeol, JSM 7000F) snimljene

su na Institutu Ruder Boskovi¢, u Zavodu za kemiju materijala.

Nikolina Gudan Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 12

3.3. Priprava koloidnih suspenzija

Prije same sinteze koloidnih nanocestica zlata potrebno je bilo pripraviti pufer HEPES pH
vrijednosti 7,4. U tu svrhu otopljeno je 5,95232 g ¢vrste tvari HEPES-a u 200,0 mL Milli-Q
deionizirane vode, a zeljena pH vrijednost postignuta je dodavanjem otopine natrijevog
hidroksida (¢ = 1 mol L'). Na kraju, pripravljena otopina pufera nadopunjena je Milli-Q

deioniziranom vodom do 250,0 mL.

3.3.1. Sinteza nemodificiranih koloida zlata
Koloidna suspenzija nanocestica zlata (AuNP) pripravljena je mijeSanjem 6,0 mL Milli-Q
deionizirane vode s 4,0 mL pufera HEPES (¢ = 0,1 mol L™!, pH 7,4), nakon &ega je u otopinu
dodano 40 L tetraklorozlatne(I1I) kiseline (¢ = 5x10~2 mol L™"). Otopina je lagano promijesana
te je ostavljena na sobnoj temperaturi sat vremena.

Koloidna suspenzije zlata s dodatkom srebrovog(I) nitrata (AuNP_Ag) pripremljena je na
prethodno opisan nacin pri ¢emu je nakon dodatka tetraklorozlatne(IIl) kiseline dodano joS 1 8

uL srebrovog nitrata (¢ = 1x1073 mol L.

3.3.2. Sinteza modificiranih koloida zlata
Modificirane koloidne suspenzije zlata, koje su dodatno stabilizirane molekulom CTAB
(AuNP_CTAB), odnosno molekulom spermina (AuNP_spermin), sintetizirane su na sli¢an
nacin kao 1 nemodificirani koloidi. Nakon mijeSanja pufera i zlatne kiseline, pripravljeni koloid
je stajao sat vremena na sobnoj temperaturi, a zatim je tako sintetiziranoj koloidnoj suspenziji
dodano 1200 pL otopine CTAB-a (¢ = 2,5%102 mol L'!), odnosno 1200 pL otopine spermina
(c=2,5%10"2 mol L) i ostavljeno je na sobnoj temperaturi preko no¢i.

Za sintezu modificiranih koloida zlata s dodatkom srebrovog(I) nitrata, AuNP_Ag CTAB
1 AuNP_Ag spermin, u otopinu je, nakon dodatka tetraklorozlatne(III) kiseline, dodano i 8 pL.
srebrovog(I) nitrata (c = 1x10~* mol L™"). Tako pripravljena otopina je stajala sat vremena na
sobnoj temperaturi, a zatim su dodane otopine stabilizirajucih tvari i pripravljene suspenzije su

ostavljene na sobnoj temperaturi preko noci.
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3.4. Priprava otopina i mjernih uzoraka

Ishodna otopina rodamina 6G (R6G) koncentracije 2x10° mol L™! pripravljena je otapanjem
odgovarajuce mase ¢vrste tvari R6G u Milli-Q deioniziranoj vodi. Razrjedivanjem ishodne
otopine pripravljene su otopine R6G koncentracija: 8x107%, 81077, 8x1075, 8x107 te 8x107*
mol L' koje su koristene za pripravu mjernih uzoraka R6G u koloidnim suspenzijama.

Ishodna otopina (E)-1,2-di(piridin-4-il)etena (BPE) koncentracije 1,510 mol L
pripravljena je otapanjem odgovaraju¢e mase krutine BPE u Milli-Q deioniziranoj vodi.
Razrjedivanjem ishodne otopine BPE pripravljene su otopine koncentracija 8x107°, 8x107%,
8x1077, 8x107%, 8x107° i 8x10~* mol L™! koje su koristene za pripravu mjernih uzoraka BPE u
koloidnim suspenzijama.

Mjerni uzorci za snimanje SERS spektara priredeni su u aluminijskim posudicama
volumena 40 pL na nacin da je pomijesano 35 puL koloidne suspenzije zlata 1 5 uLL otopine
modelne molekule odgovaraju¢e koncentracije. Kona¢ne koncentracije modelnih molekula,
R6G i BPE, u uzorcima za SERS mjerenja iznosile su 1x107%, 1x1077, 1x1076, 1x10 1 1x10™*
mol L™! te dodatno za BPE 1x10~ mol L.
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Ramanovi spektri modelnih molekula

4.1.1. Rodamin 6G

Snimljeni su Ramanovi spektri krutine i vodene otopine rodamina 6G koncentracije 2x10~> mol
L' pri valnoj duljini pobude od 785 nm. Dobiveni spektri prikazani su na slici 7, a asignacija
opazenih vibracijskih vrpci dana je u tablici 1.

U Ramanovom spektru krutine R6G moze se uociti podignuta bazna linija zbog
fluorescencije R6G. U spektru su opazene vrpce slabijih intenziteta koje odgovaraju
vibracijama strukturnih motiva rodamina 6G. Tako vrpce pri 1650 i 1510 cm™' potjecu od
aromatskog istezanja CC veze u ksantenskom prstenu.!” Vrpcama pri 13651 1310 cm™! takoder
doprinosi aromatsko istezanje CC veze ksantena te istezanje C-N veze etilamino skupine vezane
na ksantenski prsten.?! Vrpca veoma slabog intenziteta pri 612 cm™! pripisana je deformaciji u
ravnini aromatskog prstena.

U Ramanovom spektru vodene otopine R6G koncentracije 2x107> mol L™ uogene su dvije
dodatne vrpce, u odnosu na spektar krutine. Doprinos aromatskog istezanja CC veze ksantena
pripisan je vrpcama pri 1660 i 1518 cm™, dok istezanja C-N veze rezultira vrpcama pri 1373 i
1319 ecm™. Vrpca koja potjece od deformacije u ravnini prstena javlja se pri 620 cm™'. Vrpce

pri 1192 i 782 cm™! pripisane su deformaciji u ravnini i izvan ravnine CH skupina aromata.'”-?!

a b

Ramanov intenzitet

500 1000 1500 2000 2500 3000 500 1000 1500 2000 2500 3000
Valni broj / cm™ Valni broj / cm™!
Slika 7. Ramanovi spektri: a) krutine R6G snimljeni pri snazi lasera od 3,19x10* mW i b)
otopine R6G (¢ = 2x10° mol L") pri snazi lasera od 319 mW
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Tablica 1. Asignacija karakteristicnih vrpci u Ramanovom spektru krutine i otopine R6G

Valni broj / em™
Krutina Vodena otopina Vibracija'”?!

1650 1660 v CC

1510 1518 v CC

1365 1373 v CC,v C-N

1310 1319 v CC,v C-N
1192 5 CH
782 Soop CH

612 620 8p C-C-C

Kratice: v = istezanje; 6 = deformacija; ip = u ravnini; oop = izvan ravnine.

4.1.2. (E)-1,2-di(piridin-4-il)eten
Snimljeni su Ramanovi spektri krutine i otopine (E)-1,2-di(piridin-4-il)etena koncentracije
1,5%1073 mol L™! pri valnoj duljini pobude od 785 nm (slika 8, tablica 2).

U Ramanovom spektru krutine BPE uocavaju se vrlo intenzivne vrpce karakteristicne za
vibracije strukturnih motiva promatrane molekule. Dvije najintenzivnije vrpce u spektru nalaze
se pri 1643 1 1602 cm™'. Vrpca pri veéem valnom broju potjece od istezanja C=C veze etilena,
dok intenzitetu vrpce pri 1602 cm™' doprinose istezanje CC veze u piridinskom prstenu i
deformacija u ravnini CH skupina. Vrpce u spektru pri 1203 i 1000 cm™' rezultat su deformacije
u ravnini C-N veze, istezanja C-C veze izmedu piridinskog prstena 1 etilena te deformacije u
ravnini prstena. Vrpca pri 1240 cm™! potjece od istezanja CC veza i deformacije u ravnini CH
skupina piridina.2*-?223

Ramanov spektar vodene otopine BPE koncentracije 1,5%10* mol L™! pokazuje nekolicinu
vrpci vrlo slabog intenziteta koje potjecu od istezanja C=C veze etilena (1651 cm™), istezanja

CC veza u prstenu piridina i deformacija u ravnini CH skupina (1613 cm ™) te od deformacije

u ravnini C-N veze i istezanja C-C veze izmedu prstena i etilena (1207 cm™).
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Y]
1643
o

1602

1203

1000

1240

Ramanov intenzitet

M

500 1000 1500 2000 2500 3000 500 1000 1500 2000 2500 3000
Valni broj / cm™ Valni broj / cm™
Slika 8. Ramanovi spektri: a) krutine BPE pri snazi lasera od 3,19 mW 1 b) otopine BPE (¢ =
1,5%10 % mol L") pri snazi lasera od 319 mW

Tablica 2. Asignacija karakteristi¢nih vrpci u Ramanovom spektru krutine 1 otopine BPE

Valni broj / em™ Vibracija?%?>%
Krutina Vodena otopina

1643 1651 v (C=C)e.
1602 1613 v (C-C)p, 8ip CH
1553 v C-N, djp prsten
1496 dip (CH)p, v C-N, v C-C
1425 dip (CH)p, v (C-C)p
1352 dip CH
1324 dip (C=C)e
1240 dip (CH)p, v (C-C),
1203 1207 dip C-N, v Cprsten-Ce
1000 Oip prsten
881 doop CH, 8oop (C=C)e
676 dip prsten

Kratice: v = istezanje; & = deformacija; ip = u ravnini; oop = izvan ravnine; e = etilen; p = piridin.
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4.2. Nemodificirane koloidne suspenzije zlata

Nemodificirane nanocestice zlata, AuNP 1 AuNP_Ag, sintetizirane su reakcijom
tetraklorozlatne(I1I) kiseline i1 pufera HEPES (slika 9). Prilikom postupka priprave koloida,
molekule pufera imaju visestruku ulogu; na dusikovim atomima piperazina generiraju se
slobodni radikali te pufer djeluje kao reducens,?* a istovremeno molekule pufera stabiliziraju
nastale koloidne nanocestice. Molekule pufera HEPES vezu se preko dusikovih atoma na
povr$inu nanodestice metala ¢ime sprje¢avaju agregaciju nastalih metalnih nanodestica.?
Tijekom sinteze koloida AuNP_Ag, srebrov(I) nitrat dodatno potice rast nanocestica odredene
morfologije, pri ¢emu nastaju monodispergirane nano&estice kontrolirane veli¢ine.?*

Prije detaljne karakterizacije nastalih koloidnih suspenzija, sama molekula HEPES-a je
detaljno strukturno okarakterizirana pomoc¢u Ramanove spektroskopije. Snimljeni Ramanov
spektar krutine HEPES prikazan je na slici 10, a asignacija najznacajnijih vrpci dana je u tablici
3. Najintenzivnija vrpca u spektru pri 1035 cm™! potjece od simetri¢nog istezanja sulfonatne
skupine. Vrlo intenzivne vrpce pri 1448 i 1305 cm™! pripisane su vibracijama strizenja i uvijanja
CH: skupina, dok srednje intenzivnim vrpcama pri 1170 i 777 cm™' doprinosi simetri¢no

istezanje C-N veze, odnosno istezanje C-S veze.?6’

Slika 9. Struktura spoja HEPES

Nikolina Gudan Diplomski rad
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Slika 10. Ramanov spektar krutine HEPES snimljen pri snazi lasera od 319 mW

Tablica 3. Asignacija osnovnih vrpci u Ramanovom spektru krutine HEPES

Valni broj / em™! Vibracija®®?’
1448 85 (CHa)
1305 St (CH)
1170 vs C-N
1035 vs (SO3)
777 v C-S

Kratice: v = istezanje; & = deformacija; sc = strizenje; tw = uvijanje; s = simetri¢no.
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4.2.1. Karakterizacija nemodificiranih koloidnih suspenzija zlata

Za karakterizaciju pripravljenih koloidnih suspenzija zlata, snimljeni su Ramanovi spektri
koloida koriStenjem pobudnog zracenja pri 785 nm, UV/Vis apsorpcijski spektri te je koloidima
izmjerena pH vrijednost. Morfologija pripravljenih metalnih nanocestica odredena je
snimanjem uzorka koloida pomocu pretraznog elektronskog mikroskopa.

Nemodificiranom koloidu zlata bez dodatka srebrovog nitrata (AuNP), izmjerena pH
vrijednost iznosila je 7,32, dok je plazmonski apsorpcijski maksimum pri 669 nm. Opazena
valna duljina povrSinskog plazmona upucuje na prisutnost nanocestica razlicitih veli¢ina 1
nepravilnog ,,razgranatog* oblika, buduéi da je iz literature®® poznato da Ciste sfere zlata daju
apsorpcijski maksimum oko 500 nm, dok zlatne nanozvjezdice apsorbiraju oko 750 nm. Prilog
tome je 1 SEM slika AuNP koloida (slika 11a) koja prikazuje nakupine (agregate) nanocestice
nepravilnog ,,razgranatog® oblika. U Ramanovom spektru koloida AuNP (slika 12) vidljiva je
vrpca istezanja sulfonatne skupine iz HEPES-a pri 1050 cm™.

Nemodificiranom koloidu zlata s dodatkom srebrovog nitrata (AuNP_Ag), izmjerena pH
vrijednost iznosila je 7,34 dok je maksimum apsorpcije UV/Vis zracenja na 616 nm. SEM slika
(slika 11b) prikazuje nanocestice slicnih dimenzija, nepravilnog oblika, ali manje ,,razgranate
morfologije, Sto je u skladu s manjom valnom duljinom apsorpcijskog maksimuma. Kada se
Ag" ioni dodaju tijekom sinteze zlatnih nanoCestica, nastaju nanolestice koje su
monodispergirane i manje sklone agregiranju.’* U Ramanovom spektru koloida AuNP_Ag

(slika 12) takoder se moze uociti vrpca istezanja sulfonatne skupine HEPES-a.

4 £ ; “

A

15.0kV  X50.000 WD 4.0mm  100nm SEI 250kV  X50,000 WD40mm 100nm

a) b)

Slika 11. SEM slike koloida: a) AuNP i b) AuNP_Ag
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Slika 12. Ramanovi spektri nemodificiranih koloida zlata AuNP 1 AuNP_Ag snimljeni pri
snazi lasera od 31,9 mW

4.2.2. SERS ucinkovitost nemodificiranih koloidnih suspenzija zlata

Kako bi se ispitala u¢inkovitost pripravljenih nemodificiranih koloidnih suspenzija zlata, AuNP
1 AuNP_Ag, kao metalnih supstrata u SERS spektroskopiji, snimljeni su koncentracijski ovisni
SERS spektri otopina modelnih molekula u promatranim koloidima zlata.

SERS spektri R6G u koloidu AuNP snimljeni su u koncentracijskom podrudju 1x10~"—
1x10*mol L (slika 13). U dobivenim SERS spektrima za koncentracije modelne molekule
1x1074, 1x10731 1x10°° mol L' uo¢ava se veéi broj vrpci koje odgovaraju vibracijama molekule
R6G. Molekula rodamina 6G sadrzi pozitivno nabijenu skupinu u svojoj strukturi koja
ostvaruje privlacne elektrostatske interakcije s negativno nabijenom sulfonatnom skupinom iz
pufera HEPES?’, §to omoguéava molekulama R6G da se pribliZe povrsini nanodestica zlata. Za
najintenzivniji SERS spektar R6G koncentracije 1x10™* mol L™! prikazana je asignacija
opazenih vrpci u tablici 4. Vrlo intenzivna vrpca pri 1517 cm™' i vrpca pri 1658 cm™ potjecu od
istezanja CC veza u aromatskom ksantenskom prstenu. Intenzitetu vrpca pri 13691 1319 cm™
doprinosi aromatsko istezanje CC veza ksantena 1 istezanje C-N veze izmedu ugljikovog atoma

ksantenskog prstena i duSikovog atoma etilamino skupine. Vrpce srednjeg intenziteta pri 1194
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i 781 cm™! pripisane su deformaciji u ravnini i izvan ravnine aromatskim CH skupinama, dok
vrpca pri 619 cm™! odgovara deformaciji u ravnini aromatskog prstena. U spektru se javlja i
vrpca istezanja sulfonatne skupine iz molekule pufera HEPES pri 1048 cm ™.

Na slici 13 je vidljivo kako se smanjenjem koncentracije R6G u koloidnom sustavu
smanjuju intenziteti vrpci spoja. No, uoceno je kako sve vrpce ne prate isti trend pada intenziteta
te je najizraZenija promjena uocena za vrpcu pri 1517 cm™! §to upuéuje na drugadiju orijentaciju
molekule R6G na povrSini nanocCestica u otopinama razli¢itih koncentracija. Takoder se moze
uociti kako se intenzitet vrpce istezanja sulfonatne skupine molekula HEPES-a koji okruzuje
nanocestice povecava sa smanjenjem koncentracije R6G. Granica detekcije za modelnu
molekulu, odnosno najmanja koncentracija R6G koja je detektirana u koloidnoj suspenziji zlata
AuNP pri odabranim uvjetima mjerenja, iznosi 1x10° mol L'. Spektar sljedeée nize
koncentracije R6G odgovara spektru koloidne suspenzije zlata.

Koncentracijski ovisni SERS spektri R6G u koloidu AuNP_Ag snimljeni su u
koncentracijskom podrucju 1x10¥-1x10* mol L' (slika 14). U tablici 4 dana je asignacija
najintenzivnijeg spektra R6G (1x10* mol L™'). SERS spektar modelne molekule, dobiven
koriStenjem supstrata s dodanim srebrovim(I) nitratom, izgledom vrlo nalikuje spektru R6G
dobivenom u koloidu zlata bez dodanog Ag". Tako istezanja CC veza u ksantenskom prstenu
rezultira vrpcama pri 1657 i 1517 ecm™!, dok vrpcama pri 1369 i 1319 cm™' doprinosi uz
navedeno aromatsko istezanje takoder i istezanje C-N veze izmedu ugljikovog atoma ksantena
i dusikovog atoma etilamino skupine. Vrpce pri 1193 i 781 cm™ potjecu od deformacije u
ravnini i izvan ravnine aromatskih CH skupina, a vrpca pri 619 cm™' od deformacije u ravnini
aromatskog prstena. Smanjenje koncentracije R6G u koloidu zlata rezultira smanjenjem
intenziteta odredenih vrpci u SERS spektrima, $to je i u ovom supstratu najintenzivnije za vrpcu
vibracije ksantena pri 1517 cm™'. Smanjenjem koncentracije modelne molekule u koloidu
uoceno je povecanje intenziteta vrpca istezanja CC veza aromata oko 1600 cm™'. Sve navedeno
ide u prilog tezi da se molekule rodamina 6G razli¢ito orijentiraju na povrsini zlata, ovisno o
koncentraciji u kojoj su prisutne u sustavu. NajniZza koncentracija R6G za koju su uocene
karakteristi¢éne vrpce spoja u spektru snimljenom u koloidu zlata AuNP_Ag, pri odabranim
uvjetima mjerenja, je 1x10~"mol L™!. Koloidne nanocestice pripremljene dodatkom srebrova(I)
nitrata tijekom sinteze, pokazuju vec¢u SERS efikasnost, dakle intenzivnije pojacavaju
rasprSenje zracenja, Sto rezultira niZom granicom detekcije, odnosno ve¢om osjetljivosc¢u

supstrata na rodamin 6G, u odnosu na koloid sintetiziran bez dodatka Ag" iona.

Nikolina Gudan Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 22

1x107* mol L™
1x1073 mol L™
1%x10~% mol L™
1x10~7 mol L™

Ramanov intenzitet

I T I T I T T T T T I
500 1000 1500 2000 2500 3000
Valni broj / cm™
Slika 13. Koncentracijski ovisni SERS spektri R6G snimljeni u koloidu AuNP pri snazi

lasera od 319 mW
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Slika 14. Koncentracijski ovisni SERS spektri R6G snimljeni u koloidu AuNP_Ag pri snazi
lasera od 319 mW
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Tablica 4. Asignacija vrpci u SERS spektrima R6G koncentracije 1x10 4 mol L ! u koloidima
zlata AuNP i AuNP_Ag

Valni broj / em™! Vibracija'”?!
AulNP AulNP_Ag

1658 1657 v CC
1517 1517 v CC
1369 1369 v CC,v C-N
1319 1319 v CC,v C-N
1194 1193 8, CH
1048 1047 vs(SO3)
781 781 Soop CH
619 619 oip C-C-C

Kratice: v = istezanje; 6 = deformacija; ip = u ravnini; oop = izvan ravnine; s = simetric¢no.

Koncentracijski ovisni SERS spektri modelne molekule BPE u koloidu AuNP snimljeni su u
podrudju 1x107°-1x10~* mol L' (slika 15). U spektrima su opazene vrpce karakteristi¢ne za
vibracije molekule BPE. Najintenzivniji SERS spektar dobiven je za koncentraciju 1x10~4mol
L', te je asignacija opaZenih vrpci prikazana u tablici 5. Intenzivna vrpca pri 1613 cm™! potjece
od vibracije istezanja CC veze u piridinskom prstenu te deformacije u ravnini CH skupina. U
spektru su vidljive i dvije intenzivne vrpce koje potjecu od istezanju C=C veze etilena (1646
cm ') te deformacije u ravnini C-N veze i istezanje C-C veze izmedu prstena piridina i etilena
(1208 cm™). Intenzivnoj vrpci pri 1025 cm™ te slabije intenzivnoj vrpci pri 664 cm™ doprinosi
deformacija u ravnini piridinskog prstena, dok vrpca pri 1348 cm ! potjede od deformacije u
ravnini CH skupina piridinskog prstena. Vrpce manjeg intenziteta pripisane su istezanju C-N
veze (1550 cm™), istezanju CC veze i deformaciji u ravnini CH skupina u prstenu (1429 i 1251
cm '), deformaciji u ravnini C=C veze etilena (1323 cm!) te deformaciji izvan ravnine CH
skupina i C=C veze etilena (893 cm™'). Dodatna vrpca koja se javlja u spektru pri 1073 cm™
potjee od pufera HEPES, a odgovara simetricnom istezanju sulfonatne skupine. Kako se
smanjuje koncentracija BPE u koloidu zlata, slabije je pojac¢anje Ramanovog rasprsenja te su 1
vrpce slabijeg intenziteta. Nije uoCena pojava novih vrpca niti promjene u omjerima intenziteta

postojec¢ih vrpca u spektru, koje bi upucivale na promjenu orijentacije molekula na povrsini
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metala. Granica detekcije za modelnu molekulu BPE u koloidnoj suspenziji zlata AuNP, pri
odabranim eksperimentalnim uvjetima, je 1x10% mol L.

Koncentracijski ovisni SERS spektri molekule BPE u koloidu AuNP_Ag snimljeni su u
koncentracijskom podru¢ju 1x10°-1x10* mol L' (slika 16). U tablici 5 prikazana je
asignacija opazenih vrpci za najintenzivniji SERS spektar molekule BPE koncentracije 1x10~*
mol L', Spektri BPE dobiveni koristenjem koloida s dodatkom AgNOs vrlo nalikuju spektrima
modelne molekule dobivenim u ¢istom AuNP koloidu. Tako su vrpce najveceg intenziteta
pripisane istezanju C=C veze etilena (1646 cm™), istezanju CC veze u prstenu piridina i
deformaciji u ravnini CH skupina (1614 cm™"), deformaciji u ravnini C-N veze i istezanju C-C
veze izmedu piridinskog prstena i etilena (1208 cm™') te deformaciji u ravnini piridinskog
prstena (1026 cm™). Takoder, u spektru se javlja vrpca pri 1073 cm™! koja odgovara istezanju
sulfonatne skupine iz pufera HEPES. Kao granica detekcije u odabranim eksperimentalnim
uvjetima, za modelnu molekulu BPE u koloidu zlata AuNP_Ag, odredena je koncentracija

1x108 mol L.

1%x10~* mol L™
1%1075 mol L™
1%x107° mol L™
1%107" mol L™
1%107% mol L™
1x107 mol L™

1613

1646

1208

1025

1348
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Slika 15. Koncentracijski ovisni SERS spektri BPE snimljeni u koloidu AuNP pri snazi lasera
od 31,9 mW
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Ramanov intenzitet
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Slika 16. Koncentracijski ovisni SERS spektri BPE snimljeni u koloidu AuNP_Ag pri snazi

lasera od 31,9 mW

Tablica 5. Asignacija vrpci u SERS spektrima BPE koncentracije 1x10% mol L' u koloidima

zlata AuNP i AuNP Ag

Valni broj / em™ Vibracija?%?>%
AuNP AuNP_Ag

1646 1646 v (C=C)e
1613 1614 v (C-C)p, 8;p CH
1550 1552 v C-N, djp prsten
1429 1429 81 (CH)p, v (C-C)p
1348 1348 dip CH
1323 1323 8ip (C=C)e
1251 1250 81 (CH)p, v (C-C)p
1208 1208 Oip C-N, v Cprsten-Ce
1073 1073 ve(SO3)
1025 1026 dip prsten
893 891 Soop CH, Soop (C=C)e
664 661 dip prsten

Kratice: v = istezanje; d = deformacija; ip = u ravnini; oop = izvan ravnine; e = etilen; p = piridin.
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4.2.3. Vremenska stabilnost nemodificiranih koloidnih suspenzija zlata

Jedna od bitnih znacajki dobrog SERS supstrata je stabilnost tijekom vremena.? Kako bi se
odredio utjecaj protoka vremena na stabilnost i u¢inkovitost pripravljenih koloidnih suspenzija
zlata, snimljeni su vremenski ovisni UV/Vis i Ramanovi spektri. Takoder, snimljeni su i
vremenski ovisni SERS spektri kako bi se istrazilo mijenja li se tijekom vremena ucinkovitost
pripravljenih koloida kao SERS supstrata. Za snimanje vremenski ovisnih SERS spektara
odabrana je modelna molekula BPE koncentracije 1x107°> mol L™'. Svi vremenski ovisni spektri
snimani su prvog, sedmog, Cetrnaestog te dvadeset prvog dana, racunavsi od dana priprave
koloida.

Vremenski ovisni UV/Vis spektri nemodificiranog koloida AulNP (slika 17) pokazuju kako
je doslo do znacajnog pomaka valne duljine apsorpcijskog maksimuma za koloid snimljen
sedmi dan (646 nm) u odnosu na svjeze pripremljeni koloid (669 nm). Uocen je plavi pomak u
iznosu od 23 nm. Daljnjim starenjem koloida nema toliko znacajnih promjena u polozaju
apsorpcijskog maksimuma. Promatraju¢i vremenski ovisne UV/Vis spektre koloida zlata
AuNP_Ag (slika 18), vidljivo je kako tijekom vremena ne dolazi do znacajnijeg pomaka valne
duljine apsorpcijskog maksimuma Kao §to je ranije spomenuto, u sluc¢aju koloida AuNP_Ag,
dodatak iona srebra tijekom sinteze rezultira stvaranjem nanocestica koje su stabilnije i manje
sklone agregaciji, Sto je vrlo vjerojatno razlog zaSto je pripravljeni koloid stabilniji duzi
vremenski period, u odnosu na izvorno pripravljeni koloid AulNP.

Za oba koloida je uoceno da tijekom vremena dolazi do smanjenja vrijednosti apsorbancije
uslijed taloZenja nanocCestica $to je pokazatelj nestabilnosti pripravljenih koloidnih suspenzija

nemodificiranih nanocestica zlata.
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Slika 17. Vremenski ovisni UV/Vis apsorpcijski spektri koloidne suspenzije zlata AuNP
snimljeni u rasponu valnih duljina od 400 do 800 nm
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Slika 18. Vremenski ovisni UV/Vis apsorpcijski spektri koloidne suspenzije zlata AuNP_Ag
snimljeni u rasponu valnih duljina od 400 do 800 nm
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Vremenski ovisni Ramanovi spektri koloidnih suspenzija AuNP i AuNP_Ag, prikazani na
slikama 19 1 20, pokazuju da nema znacajnih promjena u izgledu spektra tijekom vremena, osim

pojacanja vrpci koje potjecu od vibracijskih modova molekula HEPES-a smjestenih na povrsini

nanocdestica.
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Slika 19. Vremenski ovisni Ramanovi spektri koloidne suspenzije zlata AuNP snimljeni pri
snazi lasera od 31,9 mW
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Slika 20. Vremenski ovisni Ramanovi spektri koloidne suspenzije zlata AuNP_Ag snimljeni
pri snazi lasera od 31,9 mW

Vremenski ovisni SERS spektri modelne molekule BPE koncentracije 1x107> mol L™! snimljeni
u koloidima zlata AuNP i AuNP_Ag prikazani su na slici 21 1 22. Iz dobivenih spektara moze
se zakljuciti kako se tijekom vremena smanjuje ucinkovitost sintetiziranih koloida zlata kao
SERS supstrata jer je uofeno smanjenje intenziteta vrpca BPE u spektrima snimanim u
razli¢itim danima. Umetak u slici 21, koji prikazuje ovisnost intenziteta karakteristicne vrpce
za BPE o danu snimanja, pokazuje znacajan pad intenziteta vrpce izmedu prvog i sedmog dana
za koloid AuNP, §to je u skladu s ranije opisanim promjenama u UV/Vis spektrima navedenog
koloida. OpaZeno je potvrda nestabilnosti koloidnih nanocestica AuNP tijekom vremena. [z
slike 22 1 pripadaju¢eg umetka uocava se postepeno smanjenje intenziteta vrpca BPE tijekom
vremena koriStenjem AuNP_Ag kao metalnog supstrata, §to je posljedica taloZenja koloidnih
nanocestica, odnosno pokazatelj nestabilnosti koloidne suspenzije kroz duzi vremenski period.

Iz UV/Vis spektara nemodificiranih koloida i SERS spektara molekula BPE snimljenih u
navedenim koloidima, moze se zakljuciti da je koloidna suspenzija nanocestica zlata s
dodatkom srebrovog(I) nitrata pokazala vecu stabilnost tijekom vremena, u odnosu na izvorno

pripravljeni koloid AuNP.
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Slika 21. Vremenski ovisni SERS spektri BPE (¢ = 1x107 mol L™!) snimljeni u koloidu zlata
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Slika 22. Vremenski ovisni SERS spektri BPE (¢ = 1x10° mol L™!) snimljeni u koloidu zlata

AuNP_Ag pri snazi lasera od 31,9 mW
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4.2.4. Faktor pojacanja

Faktor pojacanja’ (eng. emhancement factor, EF) definira se kao vrijednost pojacanja
Ramanovog rasprSenja kada je molekula adsorbirana na aktivni SERS supstrat. Vrijednost
faktora pojacanja ovisi o koriStenom SERS supstratu, izvoru pobudnog zracenja i molekuli
analita, a vrijednosti faktora uglavnom se nalaze u rasponu 10°-10'*. SERS faktor pojacanja
izracunat je pomocu sljedece jednadzbe:

EF = ISERS Csol

Isol CSERS

gdje Isers oznacava intenzitet vrpce u SERS spektru, /51 intenzitet vrpce u Ramanovom
spektru otopine modelne molekule, a ¢ je koncentracija modelne molekule u otopini (csor) ili
koloidnoj suspenziji (csers).>°

Za izraCun faktora pojacanja pojedinih koloidnih suspenzija zlata kao SERS supstrata,
koritena je modelna molekula BPE (cso1 = 1,5x10 mol L) te je kao referentna vrpca
odabrana intenzivna vrpca pri 1614 cm™!.

Za koloid AuNP izracunati faktor pojac¢anja iznosi 1442,0, a za koloid AuNP_Ag 2842.5.
Dobivene vrijednosti faktora pojacanja upucuju na zakljucak da su sintetizirani koloidi zlata
ucinkoviti SERS supstrati, no nedostatak ovih nemodificiranih koloida je nestabilnost tijekom
vremena Sto rezultira bitno slabijom SERS ucinkovitos¢u ve¢ nakon nekoliko dana od priprave

koloida.

4.3. Modificirane koloidne suspenzije zlata
Nemodificirani koloidi, AuNP i AuNP_Ag, pokazali su se kao ucinkoviti SERS supstrati, ali
nestabilni tijekom vremena. MoZe se zakljuciti da molekule HEPES-a koje okruzuju
nanocestice zlata u ovim koloidima nisu dostatne za stabilizaciju nanocestica zlata tijekom
duzeg vremenskog razdoblja. Kako bi se povecala stabilnost koloidnih suspenzija, u koloidne
sustave se dodaju stabiliziraju¢e molekule ¢iji zadatak je sprjeCavanje agregacije 1 talozenja
nanoCestica. U ovom radu kao stabilizirajuée molekule koriSteni su cetiltrimetilamonijev
bromid i spermin.

Sintetizirane su Cetiri modificirane koloidne suspenzije nanocestica zlata, AuNP_CTAB,
AuNP_Ag CTAB, AuNP_spermin i AuNP_Ag spermin. Sinteza koloida provedena je na

jednak nacin kao i sinteza nemodificiranih koloida, odnosno reakcijom tetraklorozlatne(III)
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kiseline i pufera HEPES, uz dodatak molekula CTAB-a i spermina za dodatnu stabilizaciju
nastalih koloidnih nanocestica zlata.

Cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB) je kationski surfaktant ¢ija je struktura prikazana na
slici 23. Njegova uloga je stabilizacija nanocestice u koloidnim suspenzijama, odnosno
sprjecavanje agregacije nanocestica koje bi moglo rezultirati taloZenjem.>! Ramanov spektar
krutine CTAB prikazan je na slici 24, a asignacija osnovnih vrpci dana je u tablici 6. Vrpca
simetri¢nog istezanja C-H veze skupine CHj se javlja pri 2892 cm™!, dok je vrpca simetri¢nog
istezanja C-H veze skupine CH; na 2857 cm™!. Najintenzivnije vrpce u spektru pripisane su
deformaciji CH; skupina alifatskog lanca (1473 i 1450 cm™) te uvijanju (1304 cm™) i klaéenju
CHa skupina (11361 1071 cm ™). Vrpce pri 11361 1071 cm ' imaju i doprinos antisimetri¢nog,
odnosno simetriénog istezanja CC veze. Vibracijska vrpca pri 967 cm™' pripisana je zibanju
CH: skupina, vrpca pri 895 cm™' zibanju CHj terminalne skupine, dok je vrpca pri 770 cm™

pripisana zibanju CHs skupina vezanih na dusikov atom.*

Slika 23. Struktura molekule CTAB
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Slika 24. Ramanov spektar krutine CTAB snimljen pri snazi lasera od 159,5 mW

Tablica 6. Asignacija vrpci u Ramanovom spektru krutine CTAB

Valni broj / em™ Vibracija®?
2892 vs C-H (CH3)
2857 vs C-H (CH)
1473 6 CH»
1450 0 CH»
1304 Ow CH2
1136 Vas CC, dwg CH2
1071 Vs CC, 8ug CHa
967 Orc CH2
895 Orc CH3
770 &« CH3 (N*(CH3)3)
460 v C-N
Kratice: v = istezanje; 8 = deformacija; s = simetrino; as = antisimetriéno; tw = uvijanje, wg = Klatenje; rc =
zibanje.
Nikolina Gudan
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Na slici 25 prikazana je struktura N,N-di-(3-aminopropil)butan-1,4-diamina (spermina) koji je
koriSten kao drugi stabiliziraju¢i agens pri sintezi nanocestica zlata. Spermin je poliamin koji
se izmedu ostalog koristi za stabilizaciju nanoestica u koloidima srebra.*> Snimljen je
Ramanov spektar krutine spermina tetrahidroklorida (slika 26) te su asignirane osnovne vrpce
(tablica 7). Vrpce najveéeg intenziteta pripisane su deformacijskim vibracijama CH> skupina,
odnosno strizenju (1479 cm™), klaéenju (1332 cm™!) i uvijanju (1174 cm™) te istezanju CC

veze (10821978 cm™) i istezanju C-N veze (1067 cm™).

H
HoN 2 VN e % N _~_-NH:
H
Slika 25. Struktura spermina
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Slika 26. Ramanov spektar krutine spermina tetrahidroklorida snimljen pri snazi lasera od
159,5 mW
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Tablica 7. Asignacija vrpci u Ramanovom spektru krutine spermina tetrahidroklorida

Valni broj / em™ Vibracija

2891 v C-H (CHy)
1479 dsc CH2
1332 S CHa
1174 Oww CH2
1082 v C-C
1067 v C-N
978 v C-C

Kratice: v = istezanje; 6 = deformacija; tw = uvijanje; wg = klaéenje; sc = strizenje.

4.3.1. Karakterizacija modificiranih koloidnih suspenzija zlata

Svim pripremljenim modificiranim koloidnim suspenzijama nanoCestica zlata snimljeni su
Ramanovi spektri koriStenjem pobudnog zrac¢enja pri 785 nm, UV/Vis apsorpcijski spektri te je
koloidima izmjerena pH vrijednost. U tablici 8 navedene su pH vrijednosti modificiranih
koloida zlata te izmjerene valne duljine maksimuma apsorpcije zraCenja. Kako bi dobili
detaljniji uvid u morfologiju nanocestica nakon dodatka stabiliziraju¢ih molekula, snimljene su

slike pretraznim elektronskim mikroskopom svake koloidne suspenzije.

Tablica 8. [zmjerene pH vrijednosti i valne duljine maksimuma apsorpcije zracenja
modificiranih koloida zlata

Koloid pH vrijednost Amax/ nm
AuNP_CTAB 7,32 543
AuNP_Ag CTAB 7,31 556
AuNP_spermin 7,27 643
AuNP_Ag spermin 7,27 634

Dobivene vrijednosti apsorpcijskih maksimuma u UV/Vis spektrima (~ 550 nm) za koloidne
sustave u kojima je dodan CTAB kao stabilizator nanocestica upucuju na nastanak sfericnih

nanocestica, $to je u skladu s literaturom?® i SEM slikama dobivenim za koloide AuNP_CTAB
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i AuNP_Ag CTAB (slika 27). Kada se tijekom sinteze koloida doda spermin (koloidi
AuNP_spermin i AuNP_Ag spermin) nastaju nanocestice nepravilnog ,,razgranatog oblika

(slika 28) $to je u skladu s valnim duljinama apsorpcijskog maksimuma prikazanih u tablici 8.

X50.000 WD 4.0mm  100nm 25.0kV  X50,000 WD 4.0mm  100nm

25.0kV  X50.000 WD 4.0mm  100nm

Slika 28. SEM slike koloida a) AuNP_spermin i b) AuNP_Ag spermin

Ramanovi spektri modificiranih koloidnih nanocestica zlata prikazani su na slici 29. Kod
koloida AuNP_CTAB prisutna je vrpca pri 1052 cm™' koja odgovara istezanju sulfonatne
skupine HEPES-a te vrpca pri 769 cm™!' koja potje¢e od molekule CTAB-a, a rezultat je
deformacije zibanja CHs skupina vezanih na duSikov atom. Spomenute vrpce prisutne su i kod

koloida s dodatkom srebrovog nitrata, AuNP_Ag CTAB gdje je jo§ dodatno pojacana vrpca
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pri 1448 cm™! koja se pripisuje deformaciji CH, skupina alifatskog lanca molekule CTAB. U
Ramanovim spektrima koloida AuNP_spermin i AuNP_Ag spermin uocene su vrpce koje
potjecu od istezanja sulfonatne skupine iz molekule HEPES (1049 cm™!) te od deformacije CH»
skupina spermina (1155 cm™"). Uogene vrpce molekula CTAB-a i spermina u spektrima koloida

upucuju na uspjesno vezanje molekula stabilizatora na nanocestice zlata.

a — AUNP_CTAB
H — AUNP_Ag_CTAB
o
&
Fd
-
4]
E
=
(=]
=
(1]
=
(3]
i
b —— AuNP_spermin

AUMP_Ag_spermin
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Slika 29. Ramanovi spektri modificiranih koloida zlata: a) AuNP_CTAB i
AuNP_Ag CTABib) AuNP_spermin i AuNP_Ag_spermin snimljeni pri snazi lasera od
319 mW
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4.3.2. SERS ucinkovitost modificiranih koloidnih suspenzija zlata

Snimljeni su koncentracijski ovisni SERS spektri modelnih molekula, R6G i BPE, u
modificiranim  koloidnim suspenzijama zlata, AuNP_CTAB, AuNP_Ag CTAB,
AuNP_spermin i AuNP_Ag spermin, kako bi se odredila u¢inkovitost pripravljenih koloida
kao aktivnih SERS supstrata.

Koncentracijski ovisni SERS spektri R6G u koloidu AuNP_CTAB snimljeni su za
koncentracije R6G 1x107* i 1x10° mol L' (slika 30). U spektrima nisu uodene vrpce
karakteristicne za vibracijske modove molekule R6G, ve¢ dobiveni spektri odgovaraju
Ramanovom spektru samog koloida AuNP_CTAB. Pretpostavlja se da je razlog tome
elektrostatsko odbijanje izmedu pozitivnho nabijene modelne molekule 1 pozitivno nabijene
molekule CTAB-a te stericka smetanja lanca molekule CTAB-a koji onemogucava
priblizavanje molekula rodamina 6G povrsini nanocestica zlata.

Koncentracijski ovisni SERS spektri R6G u koloidu AuNP_Ag CTAB snimljeni su u
koncentracijskom podru¢ju 1x107%~1x10% mol L™! i prikazani su na slici 31. U dobivenim
spektrima uocavaju se vrpce karakteristicne za vibracije molekule R6G, ali su znatno manjeg
intenziteta nego vrpce u spektrima dobivenim koriStenjem nemodificiranog koloida zlata
AuNP_Ag (slika 14). Asignacija opazenih vrpci u spektru R6G koncentracije 1x10#mol L™
prikazana je u tablici 9. Vibracijske vrpce koje odgovaraju aromatskom istezanju CC veze u
ksantenskom prstenu nalaze se pri 1660 i 1519 cm™', dok se vrpce koje potjecu od istezanja C-
N veze izmedu ugljikovog atoma ksantena 1 duSikovog atoma etilamino skupine nalaze pri 1370
i 1317 cm™. Takoder, uocene su vrpce koje su pripisane deformaciji u ravnini aromatskih CH
skupina (1190 cm™") te deformaciji u ravnini aromatskog prstena (620 cm™). Prili¢no intenzivna
vrpea pri 772 em! potjece od deformacije zibanja CH; skupina iz molekule CTAB. U SERS
spektru R6G koncentracije 1x107° mol L™ uo¢ene su dvije vrpce vrlo slabog intenziteta koje
potjecu od vibracija molekule R6G te je ta koncentracija odredena kao granica detekcije za
R6G u koloidu zlata AuNP_Ag CTAB. Pretpostavlja se da, kada se koristi CTAB kao
stabiliziraju¢a molekula, nanocestice zlata dobivene uklju¢ivanjem iona srebra u sintezu su
ucinkovitiji SERS supstrat za detekciju rodamina 6G, u odnosu na izvorno pripravljene
nanocCestice. Uklju¢ivanjem AgNOs3 u proces sinteze vrlo vjerojatno nastaju nanocestice
optimalnije morfologije koje u¢inkovitije pojacavaju neelasticno rasprsenje.

U koloidima zlata AuNP_spermin i AuNP_Ag spermin snimljeni su koncentracijski

ovisni SERS spektri R6G za koncentracije 1x10#1 1x10°mol L™ (slike 32 33). U dobivenim
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SERS spektrima uocene su vrpce vrlo slabog intenziteta, koje odgovaraju vibraciji molekule
R6G, samo za najveéu koncentraciju R6G, 1x10~* mol L™, te je asignacija tih vrpci prikazana
u tablici 9. Spektri snimljeni u oba koloida zlata, AuNP_spermin i AuNP_Ag spermin,
pokazuju prisutnost vrpci R6G koje odgovaraju istezanju CC veze u aromatskom ksantenskom
prstenu (1518 cm™), istezanju C-N veze izmedu ugljikovog atoma ksantena i dusikovog atoma
etilamino skupine (1370 cm') te deformaciji aromatskog prstena (619 cm™'). Takoder, u
spektrima se uocavaju vrpce koje potje¢u od pufera HEPES (1050 cm™!) te vrpce koje
odgovaraju deformaciji CH> skupina iz molekule spermina (1154 cm™). Slabo pojacanje
rasprSenja R6G u ovim koloidima vrlo vjerojatno je posljedica elektrostatskog odbijanja
izmedu pozitivnog naboja molekule R6G i pozitivnog naboja spermina®* zbog ¢ega se modelna
molekula ne moze dovoljno pribliziti metalnoj povrsini. Granica detekcije R6G u koloidnim
suspenzijama zlata AuNP_spermin i AuNP_Ag_spermin iznosi 1x10* mol L™!. Spektri niZe

koncentracije R6G 1x10° mol L' odgovaraju Ramanovim spektrima koristenih koloida zlata.

1x10* mol L™
1x107° mol L™

Ramanov intenzitet

| ! | ! | ! | ! I ! |
500 1000 1500 2000 2500 3000
Valni broj / cm™

Slika 30. Koncentracijski ovisni SERS spektri R6G snimljeni u koloidu AuNP_CTAB pri
snazi lasera od 319 mW
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Slika 31. Koncentracijski ovisni SERS spektri R6G snimljeni u koloidu AuNP_Ag CTAB

pri snazi lasera od 319 mW
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Slika 32. Koncentracijski ovisni SERS spektri R6G snimljeni u koloidu AuNP_spermin pri

snazi lasera od 319 mW
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Slika 33. Koncentracijski ovisni SERS spektri R6G snimljeni u koloidu AuNP_Ag spermin
pri snazi lasera od 319 mW
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Tablica 9. Asignacija vrpci u SERS spektrima R6G koncentracije 1x10* mol L' u koloidima
zlata AuNP Ag CTAB, AuNP spermin i AuNP Ag spermin

Valni broj / em™ Vibracija'’*!
AuNP_Ag CTAB AuNP_spermin AuNP_Ag spermin
1660 v CC
1519 1518 1516 v CC
1370 1369 1370 v CC,v C-N
1317 v CC,v C-N
1190 dip CH
1154 1153 o CHz

1050 1051 1051 Vs (SO3")
772 ore CH3
620 619 619 dip C-C-C

Kratice: v = istezanje; 6 = deformacija; ip = u ravnini; s = simetri¢no; rc = zibanje.
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Koncentracijski ovisni SERS spektri modelne molekule BPE u koloidima zlata AuNP_CTAB
i AuNP_Ag CTAB snimljeni su u koncentracijskom podru¢ju 1x107-1x10~* mol L' (slike
34 1 35). Dobiveni spektri pokazuju vrlo intenzivne vrpce koje odgovaraju vibracijama
molekule BPE cija asignacija je prikazana u tablici 10. Najintenzivnije vrpce u spektrima
pripisane su vibraciji istezanja CC veze u prstenu piridina i deformaciji u ravnini CH skupina
(1615 cm™) te istezanju CC veze izmedu piridinskog prstena i etilena te deformaciji u ravnini
C-N veze (1206 cm™). Vrlo intenzivnoj vrpci pri 1645 cm™! doprinosi istezanja C=C veze
etilena, dok su vrpce pri 1028 i 668 cm ! rezultat deformacije u ravnini piridinskog prstena.
Vrpca srednjeg intenziteta pri 1346 cm™! pripisana je deformaciji u ravnini CH skupina prstena
piridina. Smanjenje koncentracije molekula BPE u modificiranim koloidima zlata rezultira
slabljenjem intenziteta vrpci spoja u dobivenim spektrima. Najmanja koncentracija modelne
molekule BPE koja je detektirana u koloidnoj suspenziji zlata AuNP_CTAB iznosi 1x107¢ mol
L~!. Za supstrat AuNP_Ag CTAB dobivena je ista granica detekcije, ali za mjerenja u ovom
supstratu je koriSten laser pobudnog zraCenja dvostruko manje snage, nego za sva ostala
mjerenja koloida s CTAB-om, iz ¢ega proizlazi da je AuNP_Ag CTAB vrlo u¢inkovit supstrat
za detekciju molekula BPE SERS spektroskopijom.

Koncentracijski ovisni SERS spektri molekule BPE snimljeni su u koncentracijskom
podruju 1x10%-1x10~* mol L' u koloidu AuNP_spermin (slika 36) te u koncentracijskom
podruéju 1x107—1x107* mol L' u koloidu AuNP_Ag_spermin (slika 37). Asignacija opaZenih
vrpci u spektrima BPE  koncentracije 1x10~* mol L™ prikazana je u tablici 10. Vibracijskim
vrpcama najveéeg intenziteta doprinosi istezanje C=C veze etilena (1645 cm™), istezanje C-C
veze u piridinskom prstenu i deformacija u ravnini CH skupina (1614 cm™), deformacija u
ravnini C-N veze i istezanje CC veze izmedu prstena piridina i etilena (1207 cm™) te
deformacija u ravnini piridinskog prstena (1026 cm™!). Srednje intenzivne vrpce pri 1347 cm™
pripisane su deformaciji u ravnini CH skupina piridinskog prstena. Granica detekcije modelne
molekule BPE u koloidu zlata AuNP_spermin iznosi 1x10~" mol L', dok u koloidu

AuNP_Ag spermin iznosi 1x10°mol L.
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Slika 34. Koncentracijski ovisni SERS spektri BPE snimljeni u koloidu AuNP_CTAB pri
snazi lasera od 319 mW

1027

1614

1207

1x10~* mol L™
1x107% mol L™
1x107% mol L™
1x107 mol L™’

1645

)
-

-

T st ome]

e

T ; T
500 1000

I
1500

T - T |
2000 2500 3000

Valni broj / cm™

Slika 35. Koncentracijski ovisni SERS spektri BPE snimljeni u koloidu AuNP_Ag CTAB
pri snazi lasera od 159,5 mW
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Slika 36. Koncentracijski ovisni SERS spektri BPE snimljeni u koloidu AuNP_spermin pri

snazi lasera od 319 mW
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Slika 37. Koncentracijski ovisni SERS spektri BPE snimljeni u koloidu AuNP_Ag spermin

pri snazi lasera od 319 mW
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Tablica 10. Asignacija vrpci u SERS spektrima BPE koncentracije 1x10 *mol L 'u
modificiranim koloidima zlata
Valni broj / em™!
) ) Vibracija?%?>%
AuNP_CTAB | AuNP_Ag CTAB AuNP_spermin AuNP_Ag spermin
1645 1645 1645 1646 v (C=C)
1615 1614 1614 1614 v (C-C)p, 8 CH
1550 1550 1550 1550 v C-N, dip prsten
8ip (CH)p, A% C'N,
1498 1498 1498 1498
v C-C
0ip (CH)p,
1432 1433 1431 1432  (CEDp
v (C-C)p
1346 1346 1347 1348 dip CH
1321 1320 1322 1323 Oip (C=C)e
0ip (CH)y,
1251 1251 1250 1251  (CEDp
v (C-C)p
Sip C‘N,
1206 1207 1207 1208
v Cprsten‘ce
1028 1027 1026 1026 dip prsten
60013 CH,
891 892 892 893
60013 (C:C)e
668 667 666 667 Oip prsten

Kratice: v = istezanje; 6 = deformacija; ip = u ravnini; oop = izvan ravnine; e = etilen; p = piridin.

4.3.3. Vremenska stabilnost modificiranih koloidnih suspenzija zlata

Kako bi se istrazila vremenska stabilnost modificiranih koloidnih suspenzija zlata,

AuNP_CTAB, AuNP_Ag CTAB, AuNP_spermin i AuNP_Ag spermin, snimljeni su

vremenski ovisni UV/Vis 1 Ramanovi spektri pripravljenih koloida zlata te vremenski ovisni

SERS spektri modelne molekule BPE koncentracije 1x10~> mol L™'. Svi vremenski ovisni

spektri snimani su prvog, sedmog, Cetrnaestog te dvadeset prvog dana, racunavsi od dana

priprave koloida.
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Vremenski ovisni UV/Vis apsorpcijski spektri koloida zlata AuNP_CTAB (slika 38)
pokazuju da tijekom vremena ne dolazi do znacajne promjene u valnoj duljini apsorpcijskog
maksimuma, dok je iz spektara koloida AuNP_Ag CTAB (slika 39) vidljivo kako tijekom prva
tri snimanja takoder nema veée promjene u polozaju maksimuma apsorpcije, ali je dvadeset
prvog dana doslo do veceg pomaka apsorpcijskog maksimuma prema nizoj vrijednosti valne
duljine. Iz vremenski ovisnih UV/Vis spektara koloida AuNP_spermin (slika 40), moze se
uociti da je starenjem koloida doSlo do promjene polozaja apsorpcijskog maksimuma 1
zamijeen je plavi pomak od 9 nm. Vremenski ovisni UV/Vis spektri koloida
AuNP_Ag spermin (slika 41), pokazuju kako je tijekom vremena doSlo do znacajnije
promjene polozaja valne duljine maksimuma apsorpcije, pri ¢emu razlika izmedu prvog i
dvadeset prvog dana snimanja iznosi 118 nm. Iz opisanog se moze zakljuciti da, u odabranim
eksperimentalnim uvjetima, cetiltrimetilamonijev bromid uspjeSno stabilizira promatrane
nanocCestice zlata kroz duzi vremenski period, dok koriStenje spermina kao stabilizatora

rezultira taloZenjem nanocestica nakon nekoliko dana od priprave koloida.

—1.dan
—— 7.dan
—— 14.dan
——21.dan

543

541

541
539

T [ T [ T I T
400 500 600 700 800
A/ nm

Slika 38. Vremenski ovisni UV/Vis apsorpcijski spektri koloidne suspenzije zlata
AuNP_CTAB snimljeni u rasponu valnih duljina od 400 do 800 nm
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Slika 39. Vremenski ovisni UV/Vis apsorpcijski spektri koloidne suspenzije zlata
AuNP_Ag CTAB snimljeni u rasponu valnih duljina od 400 do 800 nm
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Slika 40. Vremenski ovisni UV/Vis apsorpcijski spektri koloidne suspenzije zlata
AuNP_spermin snimljeni u rasponu valnih duljina od 400 do 800 nm
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Slika 41. Vremenski ovisni UV/Vis apsorpcijski spektri koloidne suspenzije zlata
AuNP_Ag spermin snimljeni u rasponu valnih duljina od 400 do 800 nm

Vremenski ovisni Ramanovi spektri koloida zlata AuNP_CTAB prikazani su na slici 42, a
koloida zlata AuNP_Ag CTAB naslici 43. Dobiveni spektri pokazuju kako starenjem koloida
ne dolazi do znacajnih promjena, jedino su vrpce pri 769 i 1448 cm™!, koje potjecu od vibracije
molekule CTAB, veceg intenziteta u spektrima snimanih prvog dana, dok se tijekom vremena
njihov intenzitet smanjuje. U vremenski ovisnim Ramanovim spektrima koloida zlata
AuNP_spermin (slika 44), nisu uocene promjene uslijed starenja koloida. Na slici 45 prikazani
su vremenski ovisni Ramanovi spektri koloida AuNP_Ag_spermin, iz kojih je vidljivo kako
tijekom vremena dolazi do pojacanja anomalnih vrpci koloidne suspenzije, $to je u skladu s
UV/Vis spektrima ovog koloida i zakljucka da koloid AuNP_Ag spermin nije stabilan tijekom

duZeg vremenskog perioda.
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Ramanov intenzitet
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Slika 42. Vremenski ovisni Ramanovi spektri koloidne suspenzije zlata AuNP_CTAB

Ramanov intenzitet

snimljeni pri snazi lasera od 319 od mW
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Slika 43. Vremenski ovisni Ramanovi spektri koloidne suspenzije zlata AuNP_Ag CTAB

snimljeni pri snazi lasera od 159,5 mW
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Slika 44. Vremenski ovisni Ramanovi spektri koloidne suspenzije zlata AuNP_spermin

snimljeni pri snazi lasera od 319 mW
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Slika 45. Vremenski ovisni Ramanovi spektri koloidne suspenzije zlata AuNP_Ag spermin

snimljeni pri snazi lasera od 319 mW
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Vremenski ovisni SERS spektri modelne molekule BPE koncentracije 1x10° mol L,
snimljeni u modificiranim koloidnim suspenzijama zlata, AuNP_CTAB, AuNP_Ag CTAB,
AuNP_spermin i AuNP_Ag spermin, prikazani su na slikama 46-49. U svim dobivenim
spektrima moze se uociti da su vibracijske vrpce molekule BPE priblizno jednakog intenziteta
kod prva tri mjerenja, a tek je kod dvadeset prvog dana snimanja vidljiv mali pad intenziteta
vrpci. Moze se pretpostaviti da dodatak molekula stabilizatora u metalni supstrat stabilizira
nanocCestice tijekom vremena, omogucujuc¢i tako njihovo dulje koriStenje kao ucinkovitih 1

reproducibilnih SERS supstrata.
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—— 21.dan
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Slika 46. Vremenski ovisni SERS spektri BPE (¢ =1x10° mol L) snimljeni u koloidu
AuNP_CTAB pri snazi lasera od 319 mW
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Slika 47. Vremenski ovisni SERS spektri BPE (¢ = 1x107° mol L") snimljeni u koloidu
AuNP_Ag CTAB pri snazi lasera od 159,5 mW
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Slika 48. Vremenski ovisni SERS spektri BPE (¢ = 1x10 > mol L) snimljeni u koloidu
AuNP_spermin pri snazi lasera od 319 mW
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Slika 49. Vremenski ovisni SERS spektri BPE (¢ = 1x107° mol L") snimljeni u koloidu
AuNP_Ag spermin pri snazi lasera od 319 mW

4.3.4. Faktor pojacanja

Faktor pojacanja za modificirane koloidne suspenzije zlata izraCunat je na jednak nacin kao 1
za nemodificirane koloide zlata. Takoder je za izracun faktora pojacanja pojedinih koloida
koritena modelna molekula BPE (csoi= 1,5%107 mol L) te je kao referentna vrpca odabrana
intenzivna vrpca pri 1614 cm™'.

U tablici 11 nalaze se izracunati faktori pojacanja modificiranih koloida zlata. Usporedujuci
dobivene vrijednosti, vidljivo je kako do veceg pojacanja rasprSenja zracenja dolazi kod
koloidnih suspenzija nanocestica zlata koje su dodatno stabilizirane CTAB-om, nego
sperminom. Takoder, u sluaju koloida AuNP_CTAB i AuNP_Ag CTAB te koloida
AuNP_spermin i AuNP_Ag spermin, vece vrijednosti faktora pojacanja dobivene su u
koloidima s dodatkom srebrova(l) nitrata $to se moze objasniti nastankom nanocestica zlata

optimalne morfologije koje ucinkovitije pojacavaju Ramanovo rasprsenje.
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Tablica 11. Izracunati faktori pojacanja modificiranih koloida zlata za modelnu molekulu

BPE
Koloid zlata Faktor pojacanja (EF)
AuNP_CTAB 2057,0
AuNP_Ag CTAB 3513,2
AuNP_spermin 588,4
AuNP_Ag spermin 849,0
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§ 5. ZAKLJUCAK

Sintetizirane su koloidne suspenzije nanocestica zlata redukcijom tetraklorozlatne(III) kiseline
pomocu 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetilensulfonske kiseline (pufera HEPES), pri ¢emu su
koloidi pripremljeni sa 1 bez dodatka srebrova(l) nitrata. Za sintezu modificiranih koloidnih
nanocCestica zlata koriSteni su spojevi cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB) 1 N,N-di-(3-
aminopropil)butan-1,4-diamin tetrahidroklorid (spermin). Istrazena je ucinkovitost svih
pripremljenih koloidnih suspenzija nanocestica zlata kao ucinkovitih SERS susptrata pomocu
dvije modelne molekule, rodamina 6G (R6G) 1 (E)-1,2-di(piridin-4-il)etena (BPE), snimanjem
koncentracijski ovisnith SERS spektara. Odredena je granica detekcije te je izracunat faktor
pojacanja za sve koloide zlata.

Najvece pojatanje Ramanovog rasprSenja za modelnu molekulu R6G dobiveno je
koriStenjem nemodificiranih koloida zlata, AuNP i AuNP_Ag. Kod modificiranih koloida
zlata, pojacanje rasprSenja R6G je znatno slabije te u slucaju koloida AuNP_CTAB u
potpunosti izostaju vrpce koje odgovaraju vibraciji rodamina 6G. S obzirom da je R6G
pozitivno nabijena molekula, u nemodificiranim koloidima zlata dolazi do elektrostatskog
privlacenja s negativno nabijenom sulfonatnom skupinom pufera HEPES, §to omogucuje
adsorpciju R6G na povrsinu koloidnih nanocestica zlata. U modificiranim koloidima koriSteni
stabilizirajuci agensi, CTAB i spermin tetrahidroklorid, takoder sadrze pozitivan naboj u svojoj
strukturi zbog Cega dolazi do odbojnih elektrostatskih interakcija izmedu pozitivnih naboja
molekule R6G i stabiliziraju¢ih molekula Sto otezava priblizavanje modelne molekule povrsini
nanocestica zlata.

Za razliku od rodamina 6G, druga koriStena modelna molekula daje vrlo intenzivne vrpce
karakteristi¢ne za strukturne motive BPE u svim sintetiziranim koloidima zlata. Budu¢i da je
modelna molekula neutralna, vrlo vjerojatno ne dolazi do elektrostatskog odbijanja izmedu
molekula koje stabiliziraju nanocestice 1 smjestene su na njihovoj povrsini te molekula BPE.
1z tog su razloga vrpce karakteristi¢ne za vibracije molekule BPE vidljive u koloidima koji su
stabilizirani samo molekulama HEPES-a (AuNP i AuNP_Ag), ali i u modificiranim koloidima
gdje CTAB 1 spermin imaju ulogu stabilizatora (AuNP_CTAB, AuNP_Ag CTAB,
AuNP_spermin, AuNP_Ag spermin).
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Vremenski ovisni SERS spektri molekule BPE snimljeni u nemodificiranim koloidima
zlata, AuNP i AuNP_Ag, pokazuju da tijekom vremena dolazi do znacajnog pada intenziteta
vrpci spoja Sto znaci da starenjem koloida dolazi do smanjenja njihove u¢inkovitosti kao SERS
supstrata. Navedeno je potvrdeno i pomacima valnih duljina apsorpcijskih maksimuma u UV/
Vis spektrima nemodificiranih koloida. Dodatak stabiliziraju¢ih agenasa u koloide povecava
stabilnost nanocestica zlata tijekom vremena te njihovu ucinkovitost kao SERS supstrata, pri
¢emu vecu stabilnost pokazuju supstrati u koje su dodane molekule CTAB-a, gdje su
zamije¢ene minimalne razlike u intenzitetu SERS vrpca molekule BPE tijekom vremena, kao i
mali pomaci apsorpcijskog maksimuma u UV/Vis spektrima.

Dodatak srebrova(l) nitrata tijekom sinteze koloida rezultira nastankom cestica kontrolirane
veliCine, koje intenzivnije pojaCavaju rasprSenje zracenja, Sto je vidljivo iz veéeg faktora
pojacanja 1 nizih granica detekcije za modelne molekule, kada se usporeduju koloidi

pripravljeni s dodatkom AgNOs 1 bez dodatka AgNO; tijekom sinteze.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

APTMS - (3-aminopropil)trimetoksisilan

as — antisimetri¢na vibracija

AuNP — nanocestice zlata

AuNP_Ag — nanocestice zlata sa srebrovim nitratom
AuNP _Ag CTAB - nanocestice zlata sa srebrovim nitratom 1 cetiltrimetilamonijevim
bromidom

AuNP_Ag spermin — nanocestice zlata sa srebrovim nitratom i sperminom
AuNP_ CTAB — nanocestice zlata s cetiltrimetilamonijevim bromidom
AuNP_spermin — nanocestice zlata sa sperminom

BPE — (E)-1,2-di(piridin-4-il)eten

CTAB — cetiltrimetilamonijev bromid

0 — deformacija

ip — u ravnini

v — istezanje

NIR - blisko infracrveno zracenje

MPTMS - (3-merkaptopropil)trimetoksisilan

00p — izvan ravnine

PEG - poli(etilen-glikol)

PVP - poli(N-vinilpirolidon)

R6G — rodamin 6G

s — simetri¢na vibracija

SERS — povrsinski pojacano Ramanovo rasprsenje

UV — ultraljubicasto zracenje

Vis — vidljivo zracenje
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