Nanocestice srebra kao SERS supstrati za analizu
sterigmatocistina

Vrlji¢, Valentina

Master's thesis / Diplomski rad

2020

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:774039

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-25

§TE U 2
\Bt\\_,'\s é,q G

»
< £,
& %
o % . .
& % Repository / Repozitorij:
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
2 ey Zagreb
% T
< SN
(@) o8

L
Ay \
0. MATEMP:‘

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:774039
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:8849
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:8849
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:8849

PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET
Kemijski odsjek

Valentina Vrlji¢

NANOCESTICE SREBRA KAO SERS
SUPSTRATI ZA ANALIZU
STERIGMATOCISTINA

Diplomski rad

predlozen Kemijskom odsjeku
Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu
radi stjecanja akademskog zvanja

magistre kemije

Zagreb, 2020.






Ovaj diplomski rad izraden je u Zavodu za analiti¢ku kemiju Kemijskog odsjeka
Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu pod mentorstvom prof. dr. sc.

SneZane Miljani¢ 1 neposrednim voditeljstvom doc. dr. sc. Adriane Kendel.






Z.ahvale

Veliko hvala mojoj mentorici prof. dr. sc. Snezani Miljani¢ na brojnim strucnim savjetima,
strpljenju, potpori i rijecima ohrabrenja tijekom izrade ovog diplomskog rada. Veliko hvala i
neposrednoj voditeljici doc. dr. sc. Adriani Kendel na pruzenoj pomoci i ulozenom trudu te

podrsci i velikom razumijevanju tijekom izrade eksperimentalnog dijela diplomskog rada.
Mojim dragim prijateljima i kolegama, hvala za sve zajednicke studentske trenutke i za svu
ljubav i podrsku koju ste mi pruzili.

Mojoj obitelji, mami, tati i sestri, sacuvala sam posljednje ali najvaznije rijeci hvale za

podrsku, trpljenje i vieru tijekom svih godina studiranja.

"Nismo svi stvoreni da radimo velike stvari, ali zato moZemo raditi male stvari s puno ljubavi”

- sveta Majka Terezija -






§ Sadrzaj vii

Sadrzaj

SAZETAK ouuurinninincsncsssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess IX
ABSTRACT auuuuueeeeriiiiiiinssssnnenniissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss XI
§ 1. UVOD auuceeiiiiiiiiinnnnenniiiisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
§ 2. LITERATURNI PREGLED ....cccciiiiiiiiinnnnnnniiiiccisssssssnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 3
2.1. Ramanova SPeKtroSKOPija ....ccccvvvvvruerriiiressssrrsnnrriiessssssssnssrnissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnsses 3
2.2. PovrSinski pojatana Ramanova SpektroSKOPija ....cccceevveriensssnniensssaenicsssnsiessssnsssssssnsssossnseses 7
2.2.1. Mehanizmi pojacanja FASPISEHJQ................ccceuueeeriiriieeeeiieeeeeeiteeeeeeieee e et e e e etsae e e sisaeeeeiraee e 8
2.2.2. MEtQINT SUDSIFQLL ........ooooeeeeeeiiiii et e ettt e e e e e e et e e e e e e e sstabsraeeaeeeeseesasssaeaaaeens 10
2.3, SterigMAtOCIStIN coccccvrreerriicessssssssnnerreiesssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnsnss 13
§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO..cciiiiiiiiiiiiicnnnnennnnssnssnnnnssnssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 16
3.1, KeMUKALE covvveerrrieerssscsrsnerriecsssssssssnssssaessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnsses 16
3.2, Mjerni Uredaji....cccccecccssseerreeccssssssnneerseesssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssnssssssssssssssssnsssssssssssssssnnanss 17
3.3.  Priprava supstrata SreDIa....ccccceeeriiicosssssssnneniiisssssssssnsssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnssss 18
3.3.1. Priprava kOlOida STEDVA. .................cccccuviiiiiiiiiiiiiiiiii et 18
3.3.2. PFIDFAVA OLOPDINA. ...........ccceeeeee e et e e et e e e e e e ettt e e e e e e e e e stasssaaeeeeeennaes 20
3.3.3. Priprava mjernih uzoraka u koloidnim suspenzijama......................ccccccevvviiiiieemneciiiniiineeeeanenn, 20
3.3.3.1. Svjeze pripravijena koloidna SUSPENZIJa......................ccoeeeiuveviiiieiiiiciiiiiiie e e e 20
3.3.3.2. Koncentrirana koloidna SUSPENZIJA................cccccuueiiiiiiiiieiiiiiiii e e 21
3.3.3.3. Agregirana koloidna SUSPENZIJa...................coccoiiiiiiiiiiiiiiiii et 21
3.3.4. Priprava mjernih uzoraka na ¢vrstim ROSACIIMGA. ...............ccocueeieiiiiie e 22
3.3.4.1. Stakleni filter-papPir ............coooiiiiii e 22
3.3.4.2. Tretir@no SEAKIO ............c..ooiiiiiiiie ettt 23
3.3.4.3. Silanizir@no SEAKLO ................ccccoiiiiiii i 24
§ 4. REZULTATI I RASPRAVA...cittitiiiiiinnnnnnnnnnnnnsssnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 26
T8 W 2 & 11 F:0 1 1027 T 1<) Q2 o 26
4.2. SERS udinkovitost i reproducibilnost supstrata srebra...........ccccoevveeiiiivveriiiisieeiccsisericsinnes 29
4.2.1. Svjeze pripravijena koloidna SUSPENZIJa ...................cccoiiiiiiiiieiiiiie e 29
4.2.2. Koncentrirana koloidna SUSPENZIJQ ..................ccccciiiiiiiiiiiiiii et 31
4.2.3. Agregirana koloidna SUSPENZIJA ................cccueiiiiiuiiiiiieiie ettt 33
4.2.4. Stakleni filter-DaPIT . ..........ccc.ooooiiiiiiiiiii ettt 40
4.2.5. TrEtiFANO SEAKIO ..ottt e 42
4.2.6. SIlanizirAno SEAKIO .............c..coooiiiiiiiii e 45

Valentina Vrljié¢ Diplomski rad



§ Sadrzaj viii

4.2.6.1. Koncentracijski ovisni SERS spektri SterigmatOCIStING .............cccc.eeevevveeeriiiieeiiiieeeeeirieeaanns 49
4.2.6.2. SERS Spektri flatokSTNG B ..........cccccooooviiiieiiiiiii ettt 51
§ 5. ZAKLJUCAK ...uuirereeeererereresesesesssessssesesesssesessssssssssssesesssssssssssssssessssssssssssssssssssssens 52
§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA ........iiiintriinnnneeccssnneecccssnneecssssnnne 53
§ 7. LITERATURNI IZVORI......cciiiitiiiiirtniiiiisnnniiccsnnneecsssseessssssseesssssssessssssssessssssane 54
§ 8. DODATAK ....rtiiiitttiiciteticninttieisnneteesssseteessssssessssssssessssssssesssssssssssssssssesssnss XV
§ 9. ZIVOTOPIS ...ueeeererreerereneresesesesesssssssesesesssesssssssssssssesesesssssessssssssssesssesssessssssene XVI

Valentina Vrlji¢ Diplomski rad



§ Sazetak ix

SveuciliSte u Zagrebu Diplomski rad

SAZETAK

NANOCESTICE SREBRA KAO SERS SUPSTRATI ZA ANALIZU STERIGMATOCISTINA
Valentina Vrlji¢

U svrhu analize mikotoksina sterigmatocistina (STC) SERS spektroskopijom, istrazeni su SERS
supstrati temeljeni na nanocesticama srebra dispergiranim u koloidnoj suspenziji i imobiliziranim
na ¢vrstom nosacu. KoriSteni su svjeze pripravljeni koloid srebra, koncentrirani koloid te koloid
agregiran dodatkom anorganskih soli (kalcijeva nitrata, natrijeva klorida), dok su kao ¢vrsti nosaci
za nanoSenje srebrovih nanocCestica koriSteni stakleni filter-papir, staklo tretirano s
fluorovodi¢nom kiselinom te staklo silanizirano s (3-aminopropil)trimetoksisilanom. Nanocestice
srebra pripravljene su redukcijom srebrova(l) nitrata s trinatrijevim citratom, odnosno
hidroksilamin hidrokloridom. Niti s jednim od istrazivanih supstrata nije uofeno pojacanje
Ramanovog rasprienja STC (1x10~° mol dm™), $to ukazuje da se molekule analita nisu
adsorbirale na povrSinu nanocestica srebra bez obzira na vrstu supstrata. Privlacne elektrostatske
interakcije izmedu neutralnih molekula analita i sloja aniona na povrsini nanocestica srebra nisu
bile moguce, niti je nastala kemijska veza izmedu atoma kisika molekule analita i povrSine
nanodestica srebra. SERS spektar aflatoksina B, (1x10~ mol dm™) takoder nije opaZen.

(xii + 57 stranica, 25 slika, 3 tablice, 33 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)

Rad je pohranjen u SrediSnjoj kemijskoj knjiznici Prirodoslovno-matematickog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu, Horvatovac 102a, Zagreb i Repozitoriju Prirodoslovno-matematickog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu

Kljucne rijeci: ¢vrsti nosac, koloid, nanocestice srebra, SERS, sterigmatocistin

Mentor: prof. dr. sc. Snezana Miljani¢
Neposredni voditelj: doc. dr. sc. Adriana Kendel

Ocjenitelji:
1. prof. dr. sc. Snezana Miljani¢
2. doc. dr. sc. Jasmina Rokov Plavec
3. doc. dr. sc. Pani Skalamera
Zamjena: doc. dr. sc. Adriana Kendel

Datum diplomskog ispita: 29. rujna 2020.

Valentina Vrlji¢ Diplomski rad






§ Abstract xi

University of Zagreb Diploma Thesis

Faculty of Science

Department of Chemistry

ABSTRACT

SILVER NANOPARTICLES AS SERS SUBSTRATES FOR STERIGMATOCY STIN
ANALYSIS

Valentina Vrlji¢
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Sterigmatocistin (STC) je mikotoksin, prekursor u biosintezi aflatoksina Bi (AFBi), kojeg
sintetiziraju plijesni veéinom iz roda Aspergillus." STC toksi¢no djeluje na jetru i bubrege
uzrokujuci hepatitis, odumiranje stanica i krvarenje, a dokazana su i kancerogena, mutagena i
teratogena svojstva ovog spoja. Pojavljuje se u raznolikoj hrani, poput Zitarica, kruha, zrna
kave, grozdanog soka, mesa, sira, piva te hrane za Zivotinje. Metode koje se primjenjuju za
odredivanje STC su imunokemijske 1 kromatografske metode, no one, iako su osjetljive,
imaju svoje nedostatke, poput visokih troSkova izvedbe (HPLC, LC-MS/MS) 1 moguce krizne
reaktivnosti strukturno sli¢nih spojeva (ELISA). Stoga je potrebno provesti daljnja
istrazivanja 1 razviti novu, osjetljivu, pouzdanu i1 ekonomski prihvatljivu metodu za analizu
STC.

Spektroskopija povrsinski pojatanog Ramanovog rasprSenja (engl. surface-enhanced
Raman scattering, SERS) je tehnika vibracijske spektroskopije kojom se opaza
karakteristiCan vibracijski spektar molekule u blizini nanostrukturirane metalne povrsine, tj.
metalnog supstrata.’ Zahvaljujuéi pojacanju inaée slabog Ramanovog rasprienja te
mogucénostima detekcije mnogih analita pri niskim koncentracijama i analize vodenih otopina
uzoraka i sloZenih smjesa, SERS metoda se primjenjuje u brojnim podru¢jima. S obzirom na
to da se pojacano Ramanovo rasprSenje opaza samo za molekule vezane ili adsorbirane na
povrsinu metala, svojstva metalnih supstrata zna¢ajno utjecu na intenzitet SERS spektra.?

Cilj ovog rada bio je istraziti SERS supstrate temeljene na nanocesticama srebra u
svrhu detekcije 1 kvantitativnog odredivanja STC. Pripravljeni su supstrati s nanocesticama
srebra dispergiranim u koloidnoj suspenziji i1 imobiliziranim na c¢vrstim nosacima.
Nanocestice srebra pripravljene su redukcijom srebrova(l) nitrata, u jednom slucaju s
trinatrijevim citratom, a u drugom s hidroksilamin hidrokloridom. Koloidna suspenzija
nanocestica srebra koriStena je svjeze pripravljena, koncentrirana te agregirana dodatkom
anorganskih soli (kalcijeva nitrata i natrijeva klorida) neposredno prije mjerenja. Kao ¢vrsti
nosaci za imobilizaciju srebrovih nanocestica koristeni su stakleni filter-papir, staklo tretirano
s fluorovodicnom kiselinom te staklo silanizirano s (3-aminopropil)trimetoksisilanom.
Pripravljenim supstratima istraZzena je SERS ucinkovitost te odredena reproducibilnost. Sa

supstratom najvece ucinkovitosti snimljeni su koncentracijski ovisni SERS spektri STC 1
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§ 1. Uvod 2

SERS spektri AFB1. Opazeni SERS spektri detaljno su analizirani i interpretirani s obzirom

na svojstva pripravljenih supstrata srebra i molekulske strukture STC i AFB;.
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§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Ramanova spektroskopija

Ramanova spektroskopija je metoda vibracijske spektroskopije komplementarna infracrvenoj
spektroskopiji pomocu koje se molekule mogu identificirati na temelju spektra koji je njihov
strukturni ,,otisak prsta®. Osjetljivost, specificnost, minimalna priprema uzorka i mogucnost
analize in situ omogucavaju Siroku primjenu Ramanove spektroskopije. Metoda se temelji na
fenomenu neelasti€nog rasprSenja zracenja uslijed interakcije zracenja s molekulom, kojeg je
teorijski postavio A. G. Smekal 1923. godine, a eksperimentalno su ga opazili i dokazali C. V.
Raman 1 K. S. Krishnan 1928. godine. Od tada neelasticno rasprSenje nosi naziv Ramanovo
rasprienje, a spektroskopska metoda Ramanova spektroskopija.* U njihovom pokusu sunéeva
svjetlost je teleskopom fokusirana na tekuci uzorak, a rasprSeno zracCenje je sakupljano
drugom le¢om koja je bila smjesStena u blizini uzorka. KoriStenjem sustava optickih filtera
dokazano je da se frekvencija rasprSenog zraCenja razlikuje od frekvencije upadnog zracenja.

U Ramanovoj spektroskopiji uzorak se izlozi laserskom monokromatskom zracenju, a
detektira se rasprSeno zraCenje Cija se energija razlikuje od energije pobudnog zracenja.
Prilikom rasprSenja zracenja upadni foton ne mora imati energiju koja odgovara razlici
energije izmedu dva energijska stanja molekule. Stoga se najcesce kao izvori zracenja koriste
laseri koji mogu emitirati zraCenje ultraljubiastog (UV), vidljivog (VIS) ili bliskog
infracrvenog (NIR) podruéja.* Energija takvog zradenja veéa je od energije potrebne da bi se
molekulu pobudilo u vise vibracijsko stanje.

Medudjelovanjem zracenja s uzorkom nastaju dva tipa rasprSenja, Rayleighovo 1
Ramanovo rasprienje (slika 1).* Rayleighovo rasprienje podrazumijeva elasti¢no rasprienje
zracenja pri kojem su frekvencije pobudnog i rasprSenog zrafenja jednake. Ramanovo
rasprSenje je neelastino rasprSenje tijekom kojeg je potaknuto kretanje jezgara, pa se, s
obzirom da jezgre atoma imaju znatno ve¢u masu od elektrona, frekvencija rasprSenog
zraCenja razlikuje od frekvencije pobudnog zracenja. Kada je rije¢ o Ramanovom rasprsenju
razlikujemo Stokesovo i anti-Stokesovo rasprSenje. Ukoliko se molekule nakon pobude u
virtualno stanje vracaju u viSe vibracijsko stanje osnovnog elektronskog stanja, rasprSeni

foton manje je frekvencije od pobudnog te se ta pojava naziva Stokesovo rasprsenje. Pri anti-
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§ 2. Literaturni pregled 4

Stokesovom rasprsenju frekvencija rasprSenog fotona veca je od frekvencije pobudnog fotona,
budu¢i da se molekule pobudene u virtualno stanje iz pocetnog viSeg vibracijskog stanja
vradaju u nize vibracijsko stanje osnovnog -elektronskog stanja. Virtualno stanje je
kratkozivuée energijsko stanje molekule te ne odgovara niti jednom stvarnom elektronskom
stanju, i s obzirom da je nestabilno, slijedi vrlo brzo otpustanje fotona. Energija virtualnog
stanja ovisi o energiji zraenja izvora. I Stokesov i anti-Stokesov spektar sadrze iste
informacije o energijama vibracija. U odnosu na Rayleighovo rasprSenje, Ramanovo
rasprienje rijetko se dogada, s obzirom da se samo jedan od 10°-10° upadnih fotona
neelasti¢no rasprsi. Takoder, prema Boltzmannovoj raspodjeli, pri sobnoj temperaturi vecina
molekula se nalazi u osnovnom stanju najnize energije, dok je vrlo mali broj molekula u
pobudenom stanju, odnosno u viSim vibracijskim stanjima osnovnog elektronskog stanja.
Prema tome, pri sobnoj temperaturi uglavnom se opaza Stokesovo rasprsenje, dok se pri visSim
temperaturama povecava doprinos anti-Stokesovog rasprSenja jer su mnoge molekule ve¢ u
viSem vibracijskom stanju.

Ramanovo rasprSenje se javlja kao rezultat interakcije upadnog fotona s elektricnim
dipolom molekule §to uzrokuje promjenu polarizabilnosti. Da bi vibracija molekule bila
aktivna u Ramanovom spektru, tijekom vibracije mora do¢i do promjene polarizabilnosti, o.
Polarizabilnost molekule opisuje koliko se lako elektronski oblak moze polarizirati pod

utjecajem vanjskog elektricnog polja.
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Slika 1. Dijagram Rayleighovog i Ramanovog rasprSenja uz Ramanov spektar s prikazom

pomaka anti-Stokesovih i Stokesovih vrpci te razlike u intenzitetima.’
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§ 2. Literaturni pregled 6

Ramanova spektroskopija i infracrvena (IR) spektroskopija daju komplementarne informacije
o molekulskim vibracijama i opcenite tablice s valnim brojevima za asignaciju IR vrpci mogu
se koristiti i prilikom asignacije vrpci u Ramanovom spektru. Medutim, s obzirom da za njih
vrijede razliCita izborna pravila (vibracije koje uzrokuju promjenu dipolnog momenta su IR
aktivne, a one koje uzrokuju promjenu polarizabilnosti su Raman aktivne), intenzivna vrpca u
Ramanovom spektru moze biti puno slabijeg intenziteta u IR spektru i obrnuto. Isto tako, za
molekule s centrom simetrije vrijedi pravilo medusobnog iskljucenja, prema kojem niti jedna
vibracija ne moze biti 1 IR 1 Raman aktivna. Prema tome, vrpca istezanja veze C=C bit e
intenzivnija u Ramanovom spektru jer dvostruka veza bogata elektronima spaja dva istovrsna
atoma te se njenim istezanjem znacajno mijenja polarizabilnost, dok ¢e vrpca istezanja veze
C=0 biti slabijeg intenziteta u Ramanovom spektru u odnosu na IR spektar jer je promjena
dipolnog momenta veca u odnosu na promjenu polarizabilnosti s obzirom da dvostruka veza
povezuje dva razlicita atoma s velikom razlikom u elektronegativnosti. Zbog istog su razloga 1
vrpce vibracija polarnih skupina OH 1 NH u Ramanovom spektru Siroke i slabe, ¢ime je
omoguceno snimanje Ramanovih spektara vodenih otopina, S§to ovoj metodi daje veliku
prednost pred IR spektroskopijom.

Bez obzira na prednosti Ramanove spektroskopije, primjena ove metode za rutinska
analiticka mjerenja je ograni¢ena najvisSe zbog problema nedovoljne osjetljivosti 1 Ceste
pojave fluorescencije. Za poboljSanje efikasnosti procesa Ramanovog rasprSenja koristi se

metoda povrsinski pojacanog Ramanovog rasprsenja.
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2.2. PovrSinski pojacana Ramanova spektroskopija

Spektroskopija povrsinski poja¢anog Ramanovog rasprSenja (engl. surface-enhanced Raman
scattering, SERS) je metoda kojom se opaza povecanje intenziteta Ramanovog rasprSenja za
molekule koje se nalaze u neposrednoj blizini ili su adsorbirane na metalne nanostrukture
(slika 2). SERS fenomen su prvi opazili M. Fleischmann i suradnici 1974. godine koji su
uocili znacajno intenzivniji Ramanov signal piridina na povrsSini hrapave srebrne elektrode 1
pripisali ga adsorpciji veceg broja molekula na vecu povrSinu hrapave elektrode u odnosu na
glatku povriinu elektrode.? 1977. godine su dvije neovisne grupe znanstvenika, D. L.
Jeanmarie 1 R. P. Van Duyne s jedne strane, te M. G. Albrecht 1 J. A. Creighton s druge
strane, predlozile da je hrapava priroda povrSine metala zasluzna za pojacanje Ramanovog
rasprsenja, a ne povecanje povrsine na koju se molekule piridina adsorbiraju. Zbog iznimnog
pojacanja signala koji omogucuje direktnu identifikaciju jedne jedine molekule, interes za

SERS metodu kao ultraosjetljivu analiticku tehniku neprestano raste.

Povriinski pojacano
Pobudno zracenje Ramanovo rasprienje

Molekula

o

Nanostrukturirana metalna povrsina

Slika 2. Shematski prikaz SERS efekta za molekulu adsorbiranu na nanocestice metala.’

U odnosu na klasi¢nu Ramanovu spektroskopiju intenzitet rasprSenog zracenja povecava se
10* do 10° puta, a u nekim slucajevima ¢ak 107 do 10'° puta.? Uspjesnost SERS metode
uglavnom proizlazi iz interakcije molekule adsorbirane na povrSini i povrSine plazmonske

nanostrukture, najcesce zlata (Au), srebra (Ag) ili bakra (Cu). Najcesce koristeni metali su
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zlato i srebro jer su stabilni na zraku, dok se na bakru stvaraju slojevi oksida $to mijenja
prirodu povrsine i predstavlja prostornu barijeru izmedu analita i povrSine metala. S obzirom
da se mjerni sustav sastoji od analita i metalnog supstrata, uspjeSnost SERS myjerenja i
pojacanje Ramanovog rasprSenja ovise o razli¢itim parametrima kao §to su: znacajke
metalnog supstrata, struktura i svojstva analita, naCin adsorpcije analita na povrSinu metala, te

karakteristike pobudnog zracenja (frekvencija, snaga).

2.2.1. Mehanizmi pojacanja rasprSenja

Iako je SERS prili¢no opsezno 1 vrlo aktivno podrucje istrazivanja, sam mehanizam pojacanja
rasprSenog zraCenja jo$ uvijek nije sasvim razjaSnjen. Dokazano je da su za pojacanje
Ramanovog rasprsenja zasluzna dva zasebna 1 jednako valjana mehanizama: elektromagnetski
i kemijski.® Prema elektromagnetskom mehanizmu pojacanje potjece od interakcije analita i
povrsinskih plazmona metala, pri ¢emu je analit adsorbiran na povrSinu metala ili mu se
nalazi vrlo blizu. Prema kemijskom mehanizmu ili mehanizmu prijenosa naboja, analit se
kemijski veze na metalnu povrSinu, pri ¢emu se elektroni prenose s metala na analit 1 obrnuto
te se polarizabilnost molekula analita povecava.

PovrSina metala prekrivena je vodljivim elektronima koji se mogu slobodno kretati
uzduz povrsine, stvarajuéi elektronski oblak koji se proteZze na odredenoj udaljenosti od
povrsine. Nakon interakcije s upadnim zracenjem elektroni pocinju oscilirati, uslijed Cega se
polariziraju nanocestice metala. Oscilacije elektrona nazivaju se povrSinski plazmoni.
Rezonancijom oscilacija valentnih elektrona nanocCestica metala s frekvencijom upadnog
zraCenja nastaju lokalizirani povrSinski plazmoni, Sto rezultira nastajanjem snaznog
elektromagnetskog polja oko metalne Cestice ili nanostrukturirane povrsine (slika 3.a). Ovo
jako elektromagnetsko polje inducira dipol u obliznjim molekulama, uslijed cega se povecava
Ramanovo rasprSenje adsorbiranih molekula. Na tome se zasniva teorija elektromagnetskog
mehanizma. Jakost elektromagnetskog polja brzo opada udaljavajuéi se od povrsSine metala, a
priroda okolnog polja je vrlo heterogena.” To dovodi do stvaranja SERS ,vru¢ih mjesta‘
(engl. hot spots) na vrhovima, rubovima i dodirnim to¢kama nanocestica (slike 3.b i 3.c).
»Vruéa mjesta” su mjesta gdje se Cestice dodiruju u nakupinama nanocestica 1 gdje jedan
plazmon postaje zajednicki plazmon dviju ili viSe Cestica te ima novu rezonantnu frekvenciju.

Na takvim se mjestima rasprSeno Ramanovo zrafenje jo$ vise pojacava.
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a Elektricno Metalne

|E|

Slika 3. a) Lokalizirani povrSinski plazmoni. b) Povecanje elektromagnetskog polja oko
sferne nanocestice srebra. ¢) Povecanje elektromagnetskog polja na vrhovima kockaste

nanocestice srebra.’

Elektri¢no polje okomito na nanostrukturiranu povr§inu metalnog supstrata je vece od polja
paralelnog s povrSinom. Prema tome, vibracije s promjenom polarizabilnosti okomito na
metalnu povrSinu rezultiraju najveéim pojacanjem rasprSenog zracenja, dok vibracije u
ravnini s metalnom povr§inom ne doprinose rasprsenju.

lako je elektromagnetski mehanizam dominantan u sveukupnom pojacanju rasprSenog
zraCenja, njemu doprinosi 1 kemijsko pojaCanje. Ono nastaje zbog prijenosa naboja koji
podrazumijeva prijelaz upadnim fotonom pobudenog elektrona iz Fermijevog nivoa metala u

nepopunjenu orbitalu molekule i obrnuto.® Da bi se dogodio prijenos naboja molekula analita

Valentina Vrlji¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 10

mora biti kemijski vezana za metalni supstrat, §to se ve¢inom ostvaruje preko atoma kisika,
duSika ili sumpora, kada nastaje novo elektronsko stanje. Prijenos naboja rezultira
kratkotrajnim pobudenim stanjem nastalog kompleksa, nakon ¢ega se elektron vrac¢a u metal
popunjujuéi prethodno nastalu Supljinu, Sto je praceno otpusStanjem fotona koji nosi
informaciju o vibracijskom prijelazu molekule. Pojaanje prijenosom naboja u najboljem

slu¢aju iznosi 100 puta, te je ograni¢eno na prvi sloj molekula analita vezanih na metal.

2.2.2. Metalni supstrati

SERS efekt otkriven je 1970-ih godina te su se prva istrazivanja bavila razumijevanjem
fenomena 1 razvojem tehnike u svrhu detekcije 1 identifikacije jedne jedine molekule. Daljnja
istrazivanja usmjerena su prema analitickim primjenama, a razvoj nanoznanosti u 1990-im
godinama dovodi do ubrzanog razvoja SERS supstrata za detekciju Sirokog raspona kemijskih
i bioloskih analita.’

Kako bi se SERS metodom uspjesno detektirale molekule analita, najvaznije je
odabrati dobar aktivni supstrat. Dobar aktivni supstrat ima hrapavu povrsinu, reproducibilan
je, stabilan 1 robustan, a molekule analita se ucinkovito adsorbiraju na njegovu povrsinu.
Danas se kao SERS aktivni supstrati najées¢e koriste: metalne nanocestice u suspenziji,
metalne nanocestice imobilizirane na ¢vrstim nosa¢ima te nanostrukture sintetizirane direktno
na ¢vrstim nosacima procesom nanolitografije. U ostale aktivne supstrate koji se rjede koriste
ili su se nekad koristili ubrajaju se elektrokemijski pripravljene elektrode hrapave povrsine i
metalni filmovi pripravljeni naparavanjem metala u vakuumu. No, zahvaljujuci jednostavnoj i
financijski povoljnoj pripravi te jednostavnom rukovanju, unato¢ nedostatku visoke
reproducibilnosti, metalni koloidi (nanocCestice u suspenziji) naj¢es¢e su koriSteni SERS
supstrati.

Razli¢itim postupcima pripravljaju se koloidne nanocestice razlicitih oblika i veli¢ina,
no najceS¢e se koristi kemijski postupak redukcije iona srebra ili zlata u otopini pomocu
redukcijskih sredstava kao S$to su ftrinatrijev citrat, natrijev borhidrid, hidrazin ili
hidroksilamin hidroklorid. Budu¢i da morfoloski parametri nanocestice, veli¢ina i oblik,
utjecu na rezonantnu frekvenciju povrSinskih plazmona, odgovaraju¢om tehnikom moguce je
pripraviti pogodne supstrate za odabrani mjerni sustav. Veli¢ina nanocestica moze se
kontrolirati ja¢inom 1 koncentracijom redukcijskog sredstva budu¢i da primjenom jacih

redukcijskih sredstava, poput natrijeva borhidrida, nastaju manje nanocestice metala, dok
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redukcijom slabijim reducensima, poput trinatrijeva citrata, nastaju veée nanodestice metala.’
Koloidi se mogu i dodatno agregirati u svrhu povecanja broja ,,vru¢ih mjesta“ na kojima se
opaza najvece pojacanje rasprsenja.

U svrhu optimizacije SERS ucinkovitosti ¢esto je potrebno kontrolirati razmak izmedu
nanocestica, §to je u slucaju koloida tesko posti¢i. Zbog toga se nanocestice imobiliziraju na
¢vrstim nosacima poput staklenih ili kvarcnih plocica te staklenog filter-papira.

Porozni stakleni filter-papiri vrlo su korisni za izradu jeftinih 1 jednostavnih SERS
supstrata koji se vrlo brzo mogu pripraviti i kojima je lako snimiti spektar, a uz to su i
ekoloski prihvatljivi. NanocCestice srebra se ravnomjerno nanose na povrSinu filter-papira
tvoreéi diskretne nakupine (otoke) koje doprinose SERS pojacanju.® Najéedée koristene
metode nanoSenja nanocestica na filter-papir su nanoSenje zra¢nim kistom te uranjanje filter-
papira tijekom odredenog vremena u suspenziju nanodestica.” Metoda ispustanja suspenzije
nanocestica automatskom pipetom na filter-papir je jednostavna i brza, ali uzrokuje nastajanje
nehomogenog sloja nanocestica na papiru 1 ,,coffee-ring™ efekta, pri cemu koncentracija
nanocestica po jedinici povrSine nije jednolika. Posljedice toga su loSa reproducibilnost
pokrovnog sloja nanocestica i promjene SERS signala.

Kao stakleni ¢vrsti nosac¢i mogu se koristiti predmetna stakalca za mikroskopiju koje je
prvo potrebno temeljito i pazljivo ocistiti, a zatim ih se primjerice moze silanizirati pomocu
bifunkcionalnih  organosilana, (3-merkaptopropil)trimetoksisilana (MPTMS) 1 (3-
aminopropil)trimetoksisilana (APTMS), ili tretirati fluorovodi¢cnom kiselinom kako bi se
postigao ,,coffee-ring” efekt. Posljednjih godina se ,,coffee-ring™ efekt sve viSe koristi za
detekciju molekula koje nisu Raman aktivne, slabo rasprSuju zracenje ili imaju nizak afinitet
prema metalnim supstratima. Naime, ovim efektom, nakon isparavanja otapala, nastaje
samostalno posloZeni prsten gusto slozenih nanocCestica metala, a time i puno veci broj
,vru¢ih mjesta® (slika 4) §to dovodi do pojacanja signala i povec¢anja osjetljivosti.'® Priprava

ovakvog supstrata je jeftina, jednostavna i ne zahtijeva nikakvu specijaliziranu opremu.
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4 A $ Stlaklo z A Prstenasta nakupina nanocestica
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Slika 4. Shematski prikaz ,,coffee-ring* efekta na staklenom &¢vrstom nosacu.'!
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Prilikom silanizacije staklenih ¢vrstih nosaca pomoc¢u MPTMS ili APTMS, molekule silana
se za staklo vezu preko metoksi skupina tvore¢i monosloj, dok na povrsini ostaju amino ili
tiolne skupine na koje se vezu nanocestice srebra ili zlata (slika 5). Time se mijenjaju
povrsinska svojstva stakla jer nepolarne metilenske —CH> skupine povrSinu ¢ine hidrofobnom
pa se i nepolarne molekule mogu adsorbirati pomoéu Van der Waalsovih interakcija.'? Silani
s tiolnom skupinom vecinom se koriste za vezanje nanocestica zlata, dok silani s amino
skupinom pokazuju vec¢i afinitet vezanja s nanocesticama srebra. Takoder, protonirane amino
skupine ¢ine pozitivno nabijeni sloj, na koji se nanocestice s negativnim ionima na povrsini

3 Da bi se amino skupine protonirale

mogu lako vezati elektrostatskim interakcijama.
potrebno je osigurati kiseliji pH. PovrSinske karakteristike nanocestica, njithova morfologija,
ali 1 sastav, vazni su parametri koji utjeCu na stvaranje jacih ili slabijih interakcija izmedu

sloja silana 1 nanosloja metalnih nanocestica.

1
Ag koloid

24h

Stakalce

Slika 5. Shematski prikaz postupka imobilizacije nanocestica srebra na stakleni ¢vrsti nosac

modificiran s APTMS. '
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2.3. Sterigmatocistin

Sterigmatocistin (STC) je sekundarni toksi¢ni metabolit razli¢itih nitastih gljivica ukljucujuci
proizvodi je Aspergillus.”> STC se moze naéi u sirovoj, preradenoj hrani i stoénoj hrani
najces¢e zbog losih skladisnih uvjeta. Danas postoji relativno malo podataka o kemijskoj
karakterizaciji STC. Njegova strukturna sli¢nost s aflatoksinom B (AFB:) (slika 6), dobro
poznatim kancerogenom, potaknula je istrazivanja vezana za STC u kontekstu
hepatokarcinogeneze te je, prema dostupnim podacima, STC Kklasificiran kao tip 2B
kancerogen 1 naveden je kao rizican faktor karcinoma Zeludca 1 ostalth bolesti

gastrointestinalnog sustava.

Sterigmatocistin, STC Aflatoksin By, AFB;4

Slika 6. Strukture sterigmatocistina i aflatoksina B;.

Aflatoksini su grupa hepatotoksicnih, kancerogenih, mutagenih i1 teratogenih mikotoksina
koje ve¢inom proizvodi plijesan Aspergillus flavus, Aspergillus parastiticus 1 Aspergillus
nomius. Toksicni su 1 kancerogeni za Zivotinje i ljude jer uzrokuju oSte¢enje DNA i imaju
teratogena svojstva koja uzrokuju malformacije mnogih organa embrija.'® Aflatoksini, kao
najucestaliji mikotoksini detektirani u ljudskoj 1 Zivotinjskoj hrani, privla¢e puno paznje zbog
ucestale pojave u mnogim poljoprivrednim proizvodima (Zitarice, pamuk, kikiriki). STC je

prekursor u biosintezi AFB;.
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Podaci o prisutnosti STC u hrani i hrani za zZivotinje su ograniCeni, te je od strane
Europske agencije za sigurnost hrane (engl. European Food Safety Authority, EFSA), s ciljem
procjene rizika izloZenosti ljudi ovom mikotoksinu, dana preporuka za prikupljanje podataka
0 njegovoj pojavnosti uz primjenu visokoosjetljivih analitickih metoda. STC je do sada
pronaden u hrani za zivotinje, Zitaricama, kruhu, orasastim plodovima, zrnima kave, za¢inima,
pivu te siru.!”

Visoka prisutnost STC u radnim 1 kuénim prostorima opasna je za zdravlje
respiratornog sustava. Mehanizam toksi¢nosti ovog mikotoksina jo$ uvijek nije u potpunosti
razjaSnjen. Postoji ograniceni broj studija koji demonstriraju toksi€nost STC u ribama,
Stakorima 1 majmunima. Patoloske promjene kod riba ukljucivale su krvarenja i1 otoke Skrga te
krvarenje jetre i gusterace.'”> Nakon oralnog tretmana $takora s *H-STC, radioaktivnost je
zabiljeZzena uglavnom u jetri, Zelucu, bubrezima, dvanaesniku i plu¢ima. U istraZivanju
provedenom na majmunima, redoviti unos STC uzrokovao je kroni¢ni hepatitis nakon cetiri
do Sest mjeseci trajanja tretmana, a nastavak tretmana uzrokovao je agresivni hepatitis.!’
Mehanizam toksi¢nosti najvjerojatnije se sastoji od mnogih transformacija i interakcija s
razli¢itim metama, ukljucuju¢i nekovalentna i kovalentna vezanja s DNA. Transformacije
podrazumijevaju stvaranje reaktivnih dijelova, poput epoksi skupine i1 katehola, preko kojih se
molekula moze kovalentno vezati za DNA. STC 1 aflatoksini su mutageni jer im je meta
stanicna DNA. Tako je utvrdeno da se 1 STC 1 aflatoksin AFB; ve¢inom kovalentno vezu za
gvanin na DNA pomocu enzima, rijeSene strukture jasno pokazuju da se aromatski
mikotoksini interkaliraju izmedu parova baza gvanin-citozin (GC) u molekuli DNA, Sto
sugerira da nekovalentne interakcije slaganja (aromatski stacking) mogu prednjaciti pred
kovalentnim vezanjima. Dakle, pri vezanju STC mijenja se struktura DNA. Visoka toplinska
stabilnost na taj nacin promijenjene molekule DNA i planarna aromatska struktura STC
upucuju da je interkalacija izmedu parova baza najvjerojatniji nacin vezanja.

Za kvantitativno odredivanje mikotoksina razvijeno je nekoliko metoda, od kojih se
najviSe koriste kromatografske i imunokemijske metode: tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti  (engl. high-performance liquid chromatography, HPLC), tekuéinska
kromatografija spregnuta s masenom spektrometrijom (engl. liquid chromatography-mass
spectrometry, LC-MS) 1 enzimoimunokemijska analiza (engl. enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA).'® Prednosti tih metoda kvantitativne analize su selektivnost, osjetljivost,

pouzdanost 1 niska granica detekcije. No, svaka od njih ima svoje nedostatke. HPLC metoda
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je skupa, posebice imunoafinitetne kolone ograni¢enog roka trajanja. ELISA metodama
nedostaje konacna potvrda i moguénost to¢ne kvantifikacije, a nedostatak je i moguca krizna
reaktivnost strukturno sli¢nih spojeva. Navedene metode nisu prakti¢ne niti pogodne za
analizu u realnom vremenu zbog dugog trajanja analize, slozenosti i potrebe za stru¢nim
osobljem. Zbog toga je potrebno razviti metodu koja je osjetljiva, brza, pouzdana i ekonomski
prihvatljiva, $to odlikuje SERS metodu.

Provedeno je nekoliko istrazivanja u kojima je molekula AFB; uspjesno detektirana
SERS metodom, ali uz koristenje skupih 1 ne tako jednostavnih metalnih supstrata. Neki od
tih modificiranih supstrata su primjerice bio¢ipovi hrapave metalne povrSine s imobiliziranim
biomolekulama koje selektivno vezu AFBy, a ¢&ija se povrsina oslikava pomoéu mikroskopa,'®
mreZa srebrovih nanostapic¢a'® ili SERS ¢&ipovi s aptamerima.'® Aptameri, koji se jo$ nazivaju
1 umjetna antitijela, su mali ligandi koji se sastoje od kratkih oligonukleotida 1 vezu ciljanu
molekulu s visokim afinitetom. Supstrati bazirani na aptamerima specificno prepoznaju
molekulu AFBj, vrlo su reproducibilni 1 imaju veliki omjer signala prema Sumu. Pri takvoj
izvedbi metode ovisnost intenziteta SERS spektara o koncentraciji AFB; linearna je u
koncentracijskom rasponu od 1x107%do 1 ng cm™, dok granica detekcije iznosi 0,4 fg cm™."°
Plazmonske samoorganiziraju¢e trodimenzionalne nanostrukture, poput poslozenih srebrovih
nanostapi¢a (engl. nanorods), sadrze nanocestice jednakih veli¢ina i oblika, te se odlikuju
jakim meducesti¢nim plazmonskim sprezanjima i reproducibilnim ,,vruéim mjestima*.?°
Granica detekcije na taj nacin izvedenih SERS mjerenja AFB; iznosi 5x10~> mol dm™, dok je
linearno podruéje u rasponu koncentracija od 5x107 do 2x1073 mol dm™=.!® Za razliku od

aflatoksina Bi, sterigmatocistin do sada nije istrazivan primjenom SERS spektroskopije.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Kemikalije

Srebrov nitrat, p.a., Gram-Mol

Trinatrijev citrat dihidrat, p.a., Kemika

Kalcijev nitrat tetrahidrat, p.a., Kemika

Natrijev klorid, p.a., Kemika

Hidroksilamonijev klorid, p.a., Kemika

Natrijev hidroksid, p.a., Kemika

Acetonitril, za HPLC, J. T. Baker

Fluorovodic¢na kiselina (1%), p.a., Riedel-de Haén
Metanol, p.a., Fluka

Klorovodicna kiselina, p.a., Fluka

Sumporna kiselina, p.a., Fluka

Vodikov peroksid (30 %), p.a., T.T.T.
(3-aminopropil)trimetoksisilan, p.a., Aldrich
Sterigmatocistin, za HPLC, Cayman Chemical Company

Aflatoksin B, za HPLC, Sigma-Aldrich

Laboratorijsko posude za pripravu koloida srebra i snimanje uzoraka oprano je

deterdZzentom (Kemex), isprano obi¢nom vodom, destiliranom vodom, 5%-tnom otopinom

dusicne kiseline te Milli-Q deioniziranom vodom.
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3.2. Mjerni uredaji

Pomocéu UV/VIS spektrofotometra SPECORD 200 tvrtke Analytik Jena snimljeni su
apsorpcijski spektri koloidnih suspenzija srebra uz koriStenje kvarcnih kiveta duljine puta
zracenja 1 cm. Spektri su snimljeni u podru¢ju izmedu 200 i 1100 nm uz razlucivanje od 1
nm.

Mettler Toledo MP220 pH metar s InLab 413 kombiniranom elektrodom koriSten je za
mjerenje pH vrijednosti koloida. Uredaj je prije mjerenja bazdaren s otopinama pufera pH
7,00 1 4,00.

Za snimanje Ramanovih 1 SERS spektara koristen je interferometar EQUINOX 55
tvrtke BRUKER, opremljen s Ramanovim modulom FRA 106/S 1 Nd:YAG laserom koji
emitira zracenje pri 1064 nm. Prilikom snimanja ¢vrstih uzoraka 1 uzoraka na staklenom
filter-papiru snaga emitiranog zracenja bila je 100 mW, dok je prilikom snimanja uzoraka u
koloidnim suspenzijama 1 na tretiranim staklima snaga lasera bila 500 mW. Uzorci
pripravljeni u koloidnim suspenzijama snimani su u kiveti od kvarca, iza koje je postavljena
zrcalna ploCica kako bi se postigla refleksija rasprSenog zraenja prema detektoru. Za
snimanje ¢vrstih praSkastih uzoraka koriSten je nosa¢ od aluminija. Uzorci pripravljeni na
¢vrstim SERS supstratima pri¢vrSéeni su za nosaC koji se nalazi na putu zrake lasera u
prostoru za uzorak. Pomicanjem nosaca podeSavan je fokus laserske zrake na uzorku prije

1

snimanja spektra. Spektri su snimani u podru¢ju 3500—100 cm™! uz razluéivanje od 4 cm™', a

rezultat su uprosjecivanja 128 snimaka.
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3.3. Priprava supstrata srebra

3.3.1. Priprava koloida srebra

Pripravljeni su koloidi srebra koji su se razlikovali prema anionima na povr$ini nanocestica: u
jednom slucaju su srebrove nanocestice bile prekrivene slojem citratnih iona (AgNP_cit), a u
drugom slucaju su povrsinski sloj ¢inili kloridni ioni (AgNP_Cl).

Koloid srebra s povrsinskim slojem citratnih iona pripravljen je redukcijom srebrova(l)
nitrata s trinatrijevim citratom, tako da je 200 mL vodene otopine AgNOs; koncentracije
1,06x107° mol dm™ zagrijano do vrenja na uljnoj kupelji, a potom dodano 4 mL 1%-tne
otopine trinatrijeva citrata uz neprestano mijeSanje.>! Smjesa se dalje mijesala uz vrenje 60
minuta, pri ¢emu se bezbojna otopina zamutila i poprimila smede sivu boju. U svrhu
karakterizacije pripravljenog koloida snimljen je UV/VIS apsorpcijski spektar koloida i
izmjeren mu je pH. pH koloidne suspenzije iznosio je 6,88, a valna duljina maksimalne
apsorpcije koloida, koja odgovara plazmonskoj rezonanciji nanocestica srebra i inace se javlja

u podrucju 390—430 nm, iznosila je 408 nm (slika 7).
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Slika 7. Apsorpcijski spektar AgNP_cit.
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Koloid srebra s povrsSinskim slojem kloridnih iona pripravljen je redukcijom srebrova nitrata s
hidroksilamin hidrokloridom.?? Prvo je pripravljeno 360 mL vodene otopine AgNO;
koncentracije 1,11x107* mol dm 3, a potom 40 mL vodene otopine hidroksilamin hidroklorida
koncentracije 0,024 mol dm™> u koju se dodalo 0,88 mL otopine natrijevog hidroksida
koncentracije 2 mol dm . ZaluZena otopina hidroksilamin hidroklorida brzo se dodala u
otopinu srebrovog nitrata uz snazno mijesanje na magnetskoj mijesalici. Nakon par sekundi
reakcijska smjesa poprimila je smede sivu boju te se mijeSanje nastavilo 10 minuta. pH

koloidne suspenzije iznosio je 6,08, a valna duljina rezonancije plazmona 416 nm (slika 8).
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Slika 8. Apsorpcijski spektar AgNP Cl.
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3.3.2. Priprava otopina

Ishodne otopine sterigmatocistina koncentracija 0,015 mol dm™> i 0,0058 mol dm
pripravljene su na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu otapanjem
odgovaraju¢e mase ¢vrstog uzorka u acetonitrilu (MeCN) u kojem je STC dobro topljiv.
Razrjedivanjem ishodne otopine STC (¢ = 0,0058 mol dm™) pripravljena je otopina
koncentracije 510 mol dm™, koja je posluzila za pripravu uzoraka STC u koloidnim
suspenzijama (¢ = 1x107°> mol dm ™ i 1x10™* mol dm™).

Razrjedivanjem ishodne otopine STC (¢ = 0,015 mol dm™) u MeCN pripravljena je
otopina koncentracije 1x10° mol dm™ pomoéu koje su pripremljene otopine STC za
snimanje koncentracijski ovisnih SERS spektara na silaniziranim stakalcima (¢ = 1x10> mol

dm™, 5x107° mol dm™, 1x10™* mol dm™ i 5x107* mol dm™).

3.3.3. Priprava mjernih uzoraka u koloidnim suspenzijama

Za pripravu mjernih uzoraka u koloidnim suspenzijama koriSteni su svjeze pripravljeni,
koncentrirani 1 agregirani koloid s povrSinskim slojem citratnih iona. Za vrijeme priprave
uzoraka koloid se neprestano mijeSao na magnetskoj mijesalici te su sustavi koloid-analit

pripremani neposredno prije snimanja spektra.

3.3.3.1. Svjeze pripravljena koloidna suspenzija

Mjerni uzorak STC (¢ = 1x107° mol dm™) u svjeZe pripravljenoj koloidnoj suspenziji
pripravljen je mijeSanjem 400 puL koloida AgNP cit, 90 uL deionizirane vode 1 10 puL otopine
STC (c = 5%107* mol dm3). U svrhu odredivaja reproducibilnosti, spektar uzorka snimljen je
5 puta uz muckanje sadrZaja u kiveti izmedu dva snimanja. Zatim je 5 puta iznova pripravljen
isti mjerni uzorak i svakom je snimljen spektar. Radi lakSe asignacije spektara te opaZanja
vrpci koje potjecu od acetonitrila i koloida, pripravljena su i tri dodatna mjerna uzorka, od
kojih je jedan sadrZzavao samo koloidnu suspenziju, drugi 400 pL koloidne suspenzije, 90 uL

deionizirane vode i 10 pL MeCN, a tre¢i 10 pL. MeCN 1490 pL deionizirane vode.
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3.3.3.2. Koncentrirana koloidna suspenzija

Koncentrirana koloidna suspenzija je dobivena centrifugiranjem koloida brzinom od 5000
rpm tijekom 15 minuta, te odvajanjem supernatanta od taloga tako da je 85% supernatanta
uklonjeno, a 15% preostalog supernatanta promijeSano s talogom pomocéu automatske
mikropipete 1 prebateno u Erlenmeyerovu tikvicu. Na taj je nafin od 70 mL svjeze
pripravljenog koloida dobiveno 10,5 mL koncentriranog koloida. Mjerni uzorci su
pripravljani jednako kao uzorci sa svjeze pripravljenom koloidnom suspenzijom te su im

spektri snimljeni na isti nacin.

3.3.3.3. Agregirana koloidna suspenzija

Za agregiranje koloidnih nanocestica koriStene su anorganske soli: natrijev klorid (NaCl) 1
kalcijev nitrat (Ca(NOs3)2). Pripravljeno je 10 mL otopine NaCl koncentracije 0,1111 mol
dm™ i 10 mL otopine Ca(NO;): koncentracije 0,0111 mol dm™ s obzirom da je u svaki mjerni
uzorak ukupnog volumena 500 pL pipetirano po 45 uL tih otopina te je kona¢na koncentracija
soli bila 1x1072 mol dm 3, odnosno 1x10~° mol dm>.

Prvi mjerni uzorak nije sadrzavao analit te je pripravljen mijesanjem 400 pL koloidne
suspenzije, 10 uL MeCN, 45 pL. Ca(NOs)21 45 pL NaCl. Drugi mjerni uzorak je pripravljen s
otopinom analita umjesto otapala prema sljedecem redoslijedu dodavanja: 10 pL otopine STC
(c = 5x107* mol dm™), 400 pL koloidne suspenzije, 45 pL Ca(NOs)21i 45 pL NaCl. Nadalje,
istrazena je reproducibilnost priprave uzorka i mjerenja snimanjem 5 spektara istog uzorka uz
muckanje sadrzaja u kiveti izmedu dva snimanja i1 pripravom jo§ jednog istog uzorka.
Sljede¢a dva mjerna uzorka pripravljena su u svrhu istrazivanja utjecaja pojedine anorganske
soli na agregaciju nanocestica, a sastojala su se od: 10 uL otopine STC (¢ = 5x10™* mol
dm™), 400 pL koloidne suspenzije, 45 pL Ca(NOs), i 45 pL deionizirane vode, odnosno 10
uL otopine STC (¢ = 5x10°* mol dm™), 400 uL koloidne suspenzije, 45 uL. NaCli 45 uL
deionizirane vode. Koncentracija STC u svim uzorcima bila je 1x107> mol dm>.

Na isti nacin pripravljeni su mjerni uzorci s koncentriranom koloidnom suspenzijom.
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3.3.4. Priprava mjernih uzoraka na ¢vrstim nosacima

Imobilizacija nanoCestica na ¢vrste nosace omogucava da one medusobno budu u neposrednoj
blizini. Kao ¢vrsti nosaci koristeni su: stakleni filter-papir, staklo tretirano fluorovodi¢nom
kiselinom 1 silanizirano staklo. Na stakleni filter-papir i staklo tretirano fluorovodi¢nom
kiselinom imobilizirane su nanocestice srebra s citratnim ionima na povrSini, dok su na
silanizirana stakla imobilizirane nanocestice s citratnim i one s kloridnim ionima na svojoj

povrsini.

3.3.4.1. Stakleni filter-papir

Whatman GF/A stakleni filter-papir na€injen od borosilikatnog stakla, promjera 37 mm 1
veli¢ine pora 1,6 um, koriSten je kao Cvrsti nosaC. Aktivni SERS supstrat pripravljen je
nanoSenjem alikvota koloida srebra direktno na povrSinu staklenog filter-papira pomocu
automatske mikropipete.

Filter-papir prerezan je na Cetvrtine na koje je zatim pipetirano 100 pL ili koloidne
suspenzije ili uzorka sterigmatocistina (¢ = 1x107> mol dm™) u koloidu. Uzorak je sadrzavao
80 uL koncentrirane koloidne suspenzije srebra, 18 puL. deionizirane vode i 2 pL otopine STC
(¢ = 5%107* mol dm™). Alikvot koloida ili uzorka u koloidu mikropipetom je polako ispustan
na povrsinu filter-papira kako bi se kontrolirala brzina upijanja 1 Sirenje uzorka, tako da
nastali radijus bude uvijek ~1 cm (slika 9). Nakon nanoSenja uzorka filter-papiri su se susili
na zraku oko 30 minuta. Spektar svakog filter-papira snimljen je viSe puta, svaki put

usmjeravajuci zraku lasera na drugo mjesto na papiru.
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Slika 9. a) Alikvot koloida na cijelom staklenom filter-papiru radi vizualizacije Sirenja uzorka
po papiru. b) Alikvot uzorka sterigmatocistina u koncentriranom koloidu srebra na ¢etvrtini

staklenog filter-papira.

3.3.4.2. Tretirano staklo

Kao drugi tip ¢vrstih nosaca koriStena su predmetna borosilikatna stakalca za mikroskopiju
tvrtke Thermo Scientific. Kako bi se uklonio povrsinski sloj oksida te nagrizanjem postigla
neravna povrsina, stakalca su uronjena u 1%-tnu fluorovodi¢nu kiselinu do polovice visine 20
minuta,'® nakon &ega su uronjena do jednake visine u deioniziranu vodu dodatnih 20 minuta i
na kraju osuSena na zraku. Na jedno stakalce pipetirano je 100 pL svjeze pripravljene
koloidne suspenzije srebra te na jedno isti volumen koncentrirane koloidne suspenzije. Na tri
tretirana stakalca pipetirano je po 100 uL uzorka sterigmatocistina (¢ = 1x10~> mol dm™) koji
je sadrzavao 80 pL koloidne suspenzije srebra, 18 pL deionizirane vode i 2 pL otopine STC (¢
= 5x10~* mol dm ). Na preostala tri tretirana stakalca pipetiran je jednaki volumen uzoraka
koji su umjesto svjeze pripravljenog koloida sadrzavali koncentrirani koloid. Slijedilo je
suSenje pripremljenih mjernih uzoraka 2 sata pri sobnoj temperaturi. Nakon suSenja na nekim
je stakalcima nastali prsten nanocestica srebra bio izrazito lijepo vidljiv (slika 10). Svakom
uzorku je snimljeno viSe spektara usmjeravajuci zraku lasera na razli¢ita mjesta na nastalim

prstenovima.
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Slika 10. ,,Coffee-ring* efekt na stakalcima tretiranim fluorovodi¢nom kiselinom na koja je
pipetirano po 100 pL uzorka sterigmatocistina (¢ = 1x107> mol dm ) u koncentriranom

koloidu srebra.

3.3.4.3. Silanizirano staklo

Prije samog postupka silanizacije, predmetna stakalca su ociS¢ena dvjema razli¢itim

metodama (tablica 1).

Tablica 1. Metode ¢iS¢enja stakalaca.

Metoda Koraci

Uranjanje 30 min u 1:1 MeOH : HCI (Vu= 60 mL)

Ispiranje u H20, suSenje na zraku

o Inkubacija 30 min u konc. H>SO4 (V= 60 mL)
Ispiranje u H20, suSenje na zraku
Uranjanje 30 min u 1:1 MeOH : HCI (V= 60 mL)
24 Uranjanje 3 min u Piranha otopinu: 3:1 konc. H2SO4 : 30% H2O> (Vu = 200

mL)

Ispiranje u H20, suSenje na zraku
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Silanizacija supstrata je provedena uranjanjem ociS¢enih stakalaca u 50 mL otopine APTMS u
metanolu (¢ = 5%) tijekom 4 sata.'? Potom su stakalca temeljito isprana u metanolu da bi se
uklonio visak silana, koji moze uzrokovati agregaciju nanocestica pri uranjanju u koloidnu
suspenziju,? te suSena u susioniku 1 sat na 100 °C. Silanizirana stakalca su zatim okomito
uronjena do jednake visine u koloidnu suspenziju kako bi se nanocCestice srebra vezale za
povrsinu. Pri prvoj pripravi SERS supstrata 8 stakalca je bilo uronjeno u svjeze pripravljeni
koloid AgNP cit 1 sat, dok je pri drugoj pripravi po 8 stakalca uronjeno u koncentrirane
koloide AgNP_cit i AgNP_Cl u trajanju od 24 sata. Tijekom prve priprave stakalca su susena
u susioniku 10 min na 100 °C, a tijekom druge su suSena na zraku pri sobnoj temperaturi.
Nakon susenja su nanocestice AgNP_Cl bile ve¢inom ravnomjerno rasporedene po povrsini
stakalca, s neSto debljim slojem pri dnu stakalca, dok su nanocestice AgNP cit bile
nejednoliko vezane i1 grupirane na pojedinim mjestima (slika 11). Na podrucja stakalca s
najvise nanocCestica automatskom mikropipetom je pipetirano po 75 pL otopina STC
koncentracija 1x107° mol dm™, 5107 mol dm™>, 1x10™* mol dm™ i 5x10™* mol dm™.
Navedene otopine nanesene su na SERS supstrate pripravljene s oba koloida, AgNP cit i
AgNP_Cl. Takoder, mjerni uzorci na svakom od pripravljenih supstrata pripravljeni su i s

otopinom aflatoksina B; (¢ = 1x107 mol dm™).

Slika 11. Silanizirana stakalca s imobiliziranim nanocesticama srebra: a) AgNP_cit i

b) AgNP_CL.
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA
4.1. Ramanovi spektri

Snimljeni su Ramanovi spektri ¢vrstih uzoraka sterigmatocistina (slika 12) i aflatoksina B

(slika 13). OpaZene vibracijske vrpce asignirane su u tablici 2.
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Slika 12. Ramanov spektar ¢vrstog uzorka sterigmatocistina.
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Slika 13. Ramanov spektar ¢vrstog uzorka aflatoksina B;.

U Ramanovim spektrima sterigmatocistina i1 aflatoksina B; opaZene su vrpce slabog do
srednjeg intenziteta u podrucju 3120-2900 cm™' koje odgovaraju istezanju veza C—H
aromatskih i metilnih skupina. U spektru sterigmatocistina vrpca srednjeg intenziteta pri 1652
cm ! pripisana je istezanju veze C=0, dok u spektru aflatoksina B; na istu vibraciju upuéuju
dvije srednje intenzivne vrpce, jedna pri 1765 cm™! te druga pri 1746 cm™!, koje potjecu od
dvije karbonilne skupine u strukturi. Vrpce pri 1685 cm™' i 1618 cm™! u spektru AFB; te
vrpca pri 1611 cm™' u spektru STC odgovaraju istezanju veza C=C u prstenovima. Dvije
najintenzivnije vrpce u spektru AFB; pri 1589 cm ™' i 1551 cm™! su posljedica istezanja veza
izmedu atoma ugljika u prstenovima (v C—C—C 1 v C—C). Kod obje molekule deformacijske
vibracije u ravnini aromatskih CH skupina doprinose intenzivnim vrpcama pri 1459 cm™' i
1427 cm™!, a jednako intenzivnim vrpcama pri 1344 cm™' i 1349 cm™!, uz istezne vibracije
veza C—C okosnice prstenova, doprinose i istezanja veza C—O. Molekula sterigmatocistina, za
razliku od molekule aflatoksina Bi, u strukturi sadrzi hidroksilnu skupinu, pa se stoga u
spektru opazaju i dodatne vrpce deformacije OH skupine pri 1416 cm™ i 659 cm™!. Na
deformacijske vibracije izvan ravnine aromatskih CH skupina i1 deformacije prstenova

upucuju vrpce u podruéju nizih valnih brojeva od 900 cm™! do 640 cm™.
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Tablica 2. Asignacija osnovnih vibracijskih vrpci u Ramanovim spektrima ¢vrstih uzoraka

sterigmatocistina i aflatoksina B;.

Valni broj / em™
STC AFB. Vibracija'®%¢
3102 3112 v C—H (aromatski)
3004 3007 v C—H (aromatski)
2940 2937 vas C—H (CH3)
2921 vs C—H (CH3)
1652 1765 v C=0 piran
1746 v C=0 ciklopenten
1685 v C=C
1611 1618 v C=C
1587 1589 vC-C,vC-C-C
1551 v C—C, deformacije prstena
1484 v C—C, deformacije prstena
1454 das CH3
1459 1427 v C=C, dip C—H (prsten)
1416 dip O—H
1400 1376 ds CH;
1344 1349 v C—0, v C—C (okosnica prstenova)
1300 1304 Oip C—H (prsten)
1269 1267 Oip C—H (prsten)
1230 dip C—Ha> (prsten)
1175 1133 v C-0—C(Hs3), v C—O—C (prsten)
1059 1076 v C—C—C, deformacija prstena
979 1000 dip C-0,v C-—C
929 925 disanje prstena, v C—O
817 825 doop C—H (prsten)
659 doop O—H
640 682 deformacija prstena

Kratice: v istezanje; & deformacija; as antisimetricno; s simetri¢no; ip u ravnini; oop izvan

ravnine.
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4.2. SERS ucinkovitost i reproducibilnost supstrata srebra

4.2.1. Svjeze pripravljena koloidna suspenzija

Za istrazivanje pogodnosti koloidne suspenzije srebra kao SERS supstrata za analizu STC
koriSten je koloid AgNP _cit, pripravljen redukcijom srebrovih iona s trinatrijevim citratom.
Odabran je radi jednostavne priprave i visoke SERS ucinkovitosti za velik broj analita.

Mjerni uzorak STC (¢ = 1x107° mol dm™) pripravljen je mijeSanjem koloidne
suspenzije AgNP cit, deionizirane vode 1 otopine STC u acetonitrilu. U svrhu usporedbe sa
spektrom uzorka STC 1 eliminacije vrpci koje potjecu od otapala i koloida, snimljeni su
spektri koloidne suspenzije AgNP cit, zatim MeCN u koloidu (¢ = 2%) 1 MeCN u
deioniziranoj vodi (@ = 2%) (slika 14.a). U spektru koloida opazena je Siroka vrpce istezanja
molekula vode (3500-3000 cm™!) i podignuta bazna linija uslijed rasprienja zracenja na
nanocesticama srebra. U spektru smjese MeCN 1 koloida uo€ene su vrpce acetonitrila: pri
2946 cm ! koja je pripisana istezanju veza C—H metilne skupine, pri 2260 cm ™' koja odgovara
istezanju veze C=N i pri 925 cm™! kojoj doprinosi vibracija istezanja veze C—C. Ramanov
spektar acetonitrila nalazi se u Dodatku (slika D1). Kako bi se utvrdilo jesu li vrpce
acetonitrila u spektru opaZene zbog pojacanja Ramanovog rasprSenja uslijed vezanja
molekula MeCN na povrsinu srebra ili je koncentracija MeCN u smjesi s koloidom dovoljna
za opazanje Ramanovog spektra, snimljen je spektar acetonitrila u vodi u jednakom
volumnom omjeru. Priblizno jednaki intenziteti vrpci MeCN u smjesama s koloidom 1 s
vodom ukazuju da se molekule MeCN nisu vezale na nanocestice srebra.

U svrhu odredivanja reproducibilnosti supstrata i mjerenja snimljeni su spektri jednog
mjernog uzorka STC (¢ = 1x107° mol dm™) pet puta uz muckanje sadrzaja u kiveti izmedu
dva snimanja (slika 14.b). Takoder, za testiranje ponovljivosti priprave uzorka isti mjerni
uzorak STC (¢ = 1x107° mol dm>) nanovo je pripravljen pet puta i svakom je uzorku
snimljen spektar (slika 14.c). Svi snimljeni spektri nalikuju jedan drugome i u njima se
uocavaju jedino vibracijske vrpce MeCN, tj. otapala, na slikama oznaCene asteriskom.
OpaZzeni rezultati dovode do zakljucka da se molekule STC nisu adsorbirale na AgNP_cit.
Najvjerojatniji razlog tomu je Sto nanocestice srebra na povrsini imaju negativno nabijeni sloj

citratnih iona, a STC je neutralna molekula, zbog ¢ega elektrostatsko privlacenje izostaje.
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Slika 14. a) SERS spektri svjeze pripravljenog koloida AgNP _cit (crno), smjese MeCN i
koloida AgNP_cit ((MeCN) = 2%) (crveno), smjese MeCN i deionizirane vode (((MeCN) =
2%) (plavo). b) SERS spektri jednog uzorka STC (1x10~> mol dm ) u koloidu AgNP_cit
snimljeni pet puta. ¢) SERS spektri pet uzoraka STC (1x10~> mol dm ) u koloidu AgNP_cit.

Asteriskom su oznacene vibracijske vrpce MeCN. Spektri su razmaknuti radi preglednosti.
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4.2.2. Koncentrirana koloidna suspenzija

Nakon centrifugiranja i ukoncentriravanja koloida AgNP cit pripravljen je mjerni uzorak
STC (¢ = 1x107° mol dm™) u koncentriranoj koloidnoj suspenziji srebra. U snimljenim
spektrima uzoraka MeCN u koncentriranom koloidu i MeCN u vodi, koji nisu sadrzavali
analit, uo¢avaju se vrpce koje upucuju na prisutnost MeCN (slika 15.a).

Kao 1 u slucaju uzorka u svjeze pripravljenoj koloidnoj suspenziji, SERS spektri STC
(¢ = 1x107° mol dm ) u koncentriranom koloidu AgNP_cit snimljeni su pet puta uz muékanje
sadrzaja u kiveti izmedu dva snimanja (slika 15.b). Nadalje, isti mjerni uzorak STC (¢ =
1x107° mol dm™) je nanovo pripravljen jo§ pet puta i svakom uzorku je snimljen spektar
(slika 15.c). S obzirom da koncentrirana koloidna suspenzija sadrzi vecu koncentraciju
nanocestica u jedinici volumena, nanocestice se nalaze blize jedna drugoj te stvaraju veci broj
,vru¢ih mjesta“ blizu kojih se molekule analita mogu lakSe i ¢eS¢e naci te na njih adsorbirati.
Medutim, karakteristicne vrpce STC niti u ovom slucaju nisu uocene (slike 15.b 1 15.c) §to
ukazuje da se molekule analita zbog svoje neutralnosti ne adsorbiraju na povrSinu nanocestica

nego ostaju u otopini.
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Slika 15. a) SERS spektri koncentriranog koloida AgNP_cit (crno), smjese MeCN 1
koncentriranog koloida AgNP_cit ((MeCN) = 2%) (crveno), smjese MeCN i deionizirane
vode ((MeCN) = 2%) (plavo). b) SERS spektri jednog uzorka STC (1x10~> mol dm™) u
koncentriranom koloidu AgNP_cit snimljeni pet puta. ¢c) SERS spektri pet uzoraka STC
(1x107° mol dm ) u koncentriranom koloidu AgNP _cit. Asteriskom su ozna¢ene vibracijske

vrpce MeCN. Spektri su razmaknuti radi preglednosti.
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4.2.3. Agregirana koloidna suspenzija

Budué¢i da pojacanje Ramanovog rasprSenja molekula STC nije opazeno niti u svjeze
pripremljenom niti u koncentriranom koloidu, koloid AgNP cit je agregiran dodatkom
vodenih otopina natrijeva klorida (¢ = 0,1111 mol dm™) i kalcijeva nitrata (¢ = 0,0111 mol
dm ) u svrhu poveéanja broja ,,vruéih mjesta®“. Negativni citratni ioni na povrsini nanodestica
srebra stabiliziraju koloid jer wuslijed elektrostatskog odbijanja negativno nabijenog
povrsinskog sloja Cestice ostaju dispergirane u otopini. Dodatkom dovoljne koncentracije
natrijevih ili kalcijevih iona negativno nabijeni ioni na povrSini se u potpunosti ili djelomicno
neutraliziraju, ¢ime se odbojne sile medu nanocesticama smanjuju Sto omogucava njihovu
agregaciju.

Istrazen je utjecaj pojedine anorganske soli na agregaciju nanocestica srebra.
Snimljeni su spektri mjernih uzoraka STC (¢ = 1x10~° mol dm ) u koloidu AgNP_cit, koji su
sadrzavali NaCl (¢ = 1x1072 mol dm™), odnosno Ca(NOs)2 (¢ = 1x1073 mol dm™), te su

usporedeni sa spektrom STC u neagregiranom koloidu (slika 16).

—— AgNP_cit + MeCN

o™
o™
o~
—— AgNP_cit + STC + NaCl
—— AgNP_cit + STC + Ca(NO,),

Ramanov intenzitet

1397
1030
948

T I T T T T T T
3500 3000

T T T T T
2500 2000 1500 1000 500

Valni broj / cm™
Slika 16. SERS spektri STC (1x107° mol dm ) u neagregiranom koloidu AgNP _cit (crno), u
koloidu AgNP _cit agregiranom s NaCl (1x1072 mol dm>) (crveno) i u koloidu AgNP_cit
agregiranom s Ca(NO3) (1x107* mol dm™®) (plavo). Asteriskom je oznadena vibracijska vrpca

MeCN. Spektri su razmaknuti radi preglednosti.
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U spektrima nisu opazene vibracijske vrpce analita, Sto upucuje da niti agregiranjem koloida
molekule STC nisu ostale zarobljene izmedu nanocestica niti zadrzane blizu njihove povrSine.
Takoder, neutralizacijom povrSinskog naboja na nanocesticama nije potaknuta adsorpcija
STC na povrsinu srebra. Medutim, moze se primijetiti da su neke anorganske soli bolja
agregirajuca sredstva od drugih, $to ovisi o nabojnom broju kationa. Sto je veéi nabojni broj
kationa nanocestice s povrSinskim slojem aniona bolje agregiraju te je za agregaciju potrebna
manja koncentracija tih iona od iona manjeg nabojnog broja.?” Prema tome, dodatkom iona
Ca?" nanocestice srebra bolje agregiraju nego dodatkom iona Na®, na $to upucuje spektar
koloida AgNP cit u kojeg je dodan Ca(NO3).. U tom su spektru uocene vibracijske vrpce
citratnih iona koji ¢ine povrSinski sloj na nanocesticama srebra, a koje se ne uocavaju u SERS
spektru neagregiranog koloida. Za pretpostaviti je da se uslijed agregacije nanocestica citratni
ioni nalaze na ,,vru¢im mjestima‘ te se Ramanovo rasprsenje citratnih iona pojacava. Vrpca
pri 1397 cm™! odgovara vibracijama deformacije metilenske skupine i simetri¢nom istezanju
COO™ skupine. U Ramanovom spektru trinatrijeva citrata vrpca simetri¢nog istezanja COO™
skupine nalazi se pri 1417 cm™! te je vrlo intenzivna i ostra (slika D2), dok je u opazenom
SERS spektru ona Siroka i pomaknuta prema nizim valnim brojevima S$to upucuje na
interakciju izmedu karboksilata i povrsine srebra.>! Vrpca pri 1030 cm™! odgovara istezanju

listezanju veza C—COO. Vrpce pri nizim valnim brojevima

veze C—0O, a vrpca pri 948 cm™
odgovaraju vibracijama okosnice molekule, dok je vrpca pri 222 cm' pripisana vibraciji
istezanja veze Ag—0O. U spektru koloida AgNP cit agregiranom s NaCl vrpce vibracija
citratnih iona izostaju. Osim slabije agregacije ionima Na® dodatkom NaCl u odnosu na
Ca(NO3s),, izostanak vrpci citratnih iona u spektru moze se pripisati i djelomi¢noj zamjeni
citratnih iona na povrsini srebra s kloridnim ionima.?® Na to upucuje vrpca istezanja veze
Ag—Cl pri 238 cm ™.

Kako bi se istrazili procesi na povrsini nanocestica uslijed dodatka agregirajucih soli,
snimljeni su SERS spektri koloida AgNP cit u kojeg je prvo dodana otopina Ca(NOs)2 (¢ =
11073 mol dm™), a zatim otopina NaCl (¢ = 1x107% mol dm?) (slika 17).2® Zamjena citratnih
iona kloridnim ionima na povrSini agregiranih nanocestica doprinosi opazanju pojaanog
Ramanovog rasprSenja analita s obzirom da su kloridni ioni manji od citratnih te stericki
manje ometaju priblizavanje molekula analita nanocesticama srebra.?® U prisutnosti iona Ca®*
nanocCestice srebra agregiraju te se stvaraju SERS aktivna mjesta na kojima se pojacava

rasprSenje zracenja citratnih iona (slika 17.b). Dodatkom NaCl u agregirani koloid kloridni
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ioni se vezu na ista SERS aktivna mjesta zamjenjujudi citratne ione, Cije vrpce sada izostaju iz
spektra (slika 17.c). Zamjena se dogada jer ioni Cl” imaju veci afinitet prema srebru od
citratnih iona. U spektru se opaza jedino intenzivna vrpca pri 247 cm ' koja odgovara

istezanju veze Ag—Cl.
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Slika 17. Shematski prikaz procesa na povrSini nanoCestica srebra tijekom dodatka

agregirajucih soli Ca(NO3). i NaCl. a) Ramanov spektar svjeze pripravljenog koloida

AgNP_cit. b) SERS spektar citratnih iona nakon agregacije nanodestica srebra s ionima Ca?".

c) Intenzivna SERS vrpca istezanja veze Ag—Cl nakon zamjene citratnih iona kloridnim

ionima na povrsini nanocestica srebra.
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Slika 18. a) SERS spektri svjeze pripravljenog koloida AgNP_cit (crno), MeCN u koloidu
AgNP_cit (crveno) te MeCN u agregiranom koloidu u kojem je redom dodan Ca(NOs)2
(1x107% mol dm ) i NaCl (1x1072 mol dm™). b) SERS spektri jednog uzorka STC (1x107°
mol dm ) u agregiranom koloidu AgNP_cit snimljeni pet puta. c) SERS spektri dva uzorka
STC (1x107° mol dm™?) u agregiranom koloidu AgNP_cit. Spektri su razmaknuti radi
preglednosti.
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U spektrima uzoraka STC (¢ = 1x107° mol dm™®) pripravljenih u koloidu agregiranom s
Ca(NOs)2 (¢ = 1x107° mol dm™®) i NaCl (¢ = 1x102 mol dm?) nisu opaZene vrpce analita
(slike 18.b i 18.c). Niti djelomi¢na neutralizacija negativnog naboja povrsinskog sloja nije
pospjesila adsorpciju STC na nanocestice srebra. Takoder, veli¢ina citratnih iona zasigurno
otezava prilazak molekula analita povr§ini SERS supstrata, a time i eventualno kemijsko
vezanje s povrSinom srebra preko atoma kisika. Medutim, niti pri manjim sterickim
smetnjama, odnosno u pristnosti manjih kloridnih iona na povrSini nanocestica, nije opazen
spektar STC. Ponovljivost susptrata i mjerenja je istrazena snimanjem istog uzroka pet puta
uz muckanje sadrzaja u kiveti izmedu dva snimanja. Smanjenje intenziteta spektara tijekom
vremena pripisano je agregaciji nanocestica, odnosno nastajanju agregata koji se spustaju na
dno kivete i nestaju iz fokusa laserske zrake.*

Agregiranje koloidnih nanocestica anorganskim solima provedeno je 1 u
koncentriranoj koloidnoj suspenziji srebra. Pripravljena su tri mjerna uzorka STC (¢ = 1x107°
mol dm™®) u koncentriranom koloidu AgNP_cit koji su agregirani na sljede¢i nacin: jedan
uzorak s Ca(NO3)2 (¢ = 1x1073 mol dm™), drugi s NaCl (¢ = 1x1072 mol dm ), a tre¢i s obje
soli. Medutim, u snimljenim spektrima nisu uo¢ene karakteristicne vrpce analita, Sto ukazuje
da niti u ovom slucaju nije doslo do vezanja molekula STC na nanocestice srebra (slika 19). U
spektru uzorka u kojem je AgNP_cit agregiran samo s Ca(NO3); javljaju se vibracijske vrpce
citrata, dok se u spektru uzorka u kojem je AgNP cit agregiran samo s NaCl pojavljuje se
samo intenzivna vrpca pri 247 cm™ ! koja odgovara vibraciji istezanja veze Ag—Cl i upuéuje na
zamjenu citratnih iona na povrsini nanocestica kloridnim ionima. Zadnje potvrduje i1 spektar
uzorka u kojem je AgNP_cit agregiran s oba agregiraju¢a sredstva, u kojem nedostaju vrpce

citrata, dok je intenzivna vrpca pri 247 cm ! i dalje prisutna.
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Slika 19. SERS spektri: MeCN u koncentriranom koloidu AgNP _cit (crno), STC (1x10™° mol

dm?) u koncentriranom koloidu AgNP _cit agregiranom s NaCl (1x1072 mol dm™>) (crveno),

STC (1x107° mol dm™>) u koncentriranom koloidu AgNP _cit agregiranom s Ca(NO3)»
(1x1073 mol dm?) (plavo), STC (1x107> mol dm ) u koncentriranom koloidu AgNP_cit
agregiranom s Ca(NO3)2 (1x1073 mol dm ) i NaCl (1x1072 mol dm™®) (rozo).
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4.2.4. Stakleni filter-papir

Imobilizacijom nanocestica na ¢vrsti nosa¢ pripravljaju se SERS supstrati nepokretnih te po
moguénosti ravnomjerno i gusto rasporedenih nanocestica, ¢ime se povecava broj ,,vruéih
mjesta na kojima se Ramanovo rasprSenje analita pojacava. Osim toga, nanoSenje i susenje
otopine analita na povrSini SERS supstrata omoguc¢ava da se i neutralne molekule analita
smjestaju blizu nanocCestica metala, §to je neophodno za pojacanje Ramanovog rasprsenja.
Stakleni filter-papir odabran je kao ¢vrsti nosa€ s obzirom da staklo slabo rasprsuje
zracenje, a struktura isprepletenih staklenih niti osigurava neravnu povrSinu nuznu za
opazanje rasprSenog zracenja. Kako bi se utvrdile eventualne interferencije nosaca, snimljeni
su spektri Cistog staklenog filter-papira 1 staklenog filter-papira na koji je nanesen koloid
AgNP cit. Na staklenom filter-papiru se ne opaza Ramanovo rasprsenje®!' te u spektru nisu
uocene vrpce borosilikatnog stakla (slika 20.a). U spektru filter-papira sa slojem AgNP_cit
uoCava se podignuta bazna linija uslijed rasprSenja zracenja na nanocCesticama srebra, dok
intenzivna vrpca pri 245 cm™!, pripisana istezanju veze Ag—0O, ukazuje na vezanje nanodestica

srebra sa OH skupinama stakla (slika 20.a).
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Slika 20. a) Ramanovi spektri staklenog filter-papira (crno) i staklenog filter-papira sa slojem
AgNP_cit (crveno). b) SERS spektri jednog uzorka STC (1x10~°> mol dm ) na staklenom
filter-papiru sa slojem AgNP_cit snimljen tri puta. ¢) SERS spektri tri uzorka STC (1x107°

mol dm ) na staklenom filter-papiru sa slojem AgNP_cit. Spektri su razmaknuti radi

preglednosti.
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Mjerni uzorci pripremljeni su nanoSenjem koloidne suspenzije AgNP cit koja je sadrzavala
STC (¢ = 1x107° mol dm®) na stakleni filter-papir. U SERS spektrima uzoraka STC nisu
uocene karakteristicne vrpce analita, iako je zraCenje fokusirano na razli¢ita, okom vidljiva
mjesta nanoSenja uzorka na supstratu (slike 20.b i 20.c). Naime, uzorak je nanesen
ispustanjem koloidne suspenzije mikropipetom na filter-papir, za koji je nakon susenja bilo
vidljivo nakupljanje nanocestica na rubovima. Na nehomogenu raspodjelu nanocestica na
staklenom filter-papiru upucuje bazna linija razliitog intenziteta u spektrima snimljenim na
tri razli¢ita mjesta na suspstratu jednog uzorka (slika 20.b). Medutim, spektri tri uzorka STC
pripravljena na isti nacin nalikuju jedan drugome i1 ukazuju na ponovljivost priprave uzorka i
mjerenja kada se zracenje fokusira na mjesta najvecih nakupina nanocestica na supstratu

(slika 20.c).

4.2.5. Tretirano staklo

Uz stakleni filter-papir, kao nosa¢ nanocestica srebra istrazeno je i stakalce za mirkoskopiju
debljine 1 mm tretirano s fluorovodicnom kiselinom. Nagrizanje kiselinom provedeno je u
svrthu formiranja neravne povrSine stakla. IspuStanjem koloidne suspenzije na tretiranu
povrsinu stakla, nastaju prstenovi nanocestica srebra uslijed ,,coffee-ring efekta.
Usmjeravanjem zrake lasera na rub prstena gdje su nanocestice gusto poslozene stvarajuci
,vruca mjesta”, moguce je opaziti pojaCanje Ramanovog rasprsSenja analita.

Snimljeni su spektri Cistog tretiranog stakalca 1 tretiranog stakalca s koloidom
AgNP cit (slika 21.a). U Ramanovom spektru stakalca opaza se intenzivna vrpca pri 1093
cm ! pripisana istezanju veza Si—O u tetraedrima SiO4 u strukturi borosilikatnog stakla, slaba
vrpca oko 750 cm™! pripisana istezanju veza B—O u tetraedrima BOs te vrpca oko 600 cm™!
koja odgovara istezanju veza B—O u prstenastim metaboratnim skupinama.** U spektru
stakalca s koloidom AgNP_cit vrpca pri 1098 cm™ potjece od isteznih vibracija Si—O stakla,
dok je podignuta bazna linija posljedica rasprSenja zracenja na nanocesticama srebra.
Intenzivna vrpca pri 244 cm™' moZe se pripisati istezanju veze Ag—O nastale vezanjem
nanocestica srebra s OH skupinama na povrsini stakalca.

Mjerni uzorci pripremljeni su nanoSenjem koncentrirane koloidne suspenzije
AgNP_cit koja je sadrzavala STC (¢ = 1x10~° mol dm™?) na tretirano stakalce. Jednom uzorku

snimljeni su spektri na tri razli¢ita mjesta na prstenu nanocestica (slika 21.b). Spektri nalikuju
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jedan drugome no niti u jednom nisu opazene vrpce STC. Nadalje, spektri tri uzorka STC, svi
koncentracije 1x107> mol dm>, medusobno se razlikuju (slika 21.c). Razlike u spektrima
posljedica su otezanog fokusiranja laserske zrake na uski prsten nanocestica. Primjerice, u
jednom spektru opazene su vrpce koje se mogu pripisati citratima, poput intenzivne vrpce
oko 1030 cm™! i vrpce oko 1397 cm™! koja je prekrivena drugim vrpcama u tom podrudju.
Vrpce u podruéju 1650—1300 cm™! slabo su razludene i mogu potjecati od analita, &iji je

spektar u tom spektralnom podrucju bogat vrpcama istezanja i deformacija prstenova (slika
12).
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Slika 21. a) Ramanovi spektri stakalca tretiranog s HF (crno) i tretiranog stakalca s koloidom

AgNP_cit (crveno). b) SERS spektri jednog uzorka STC (1x10~° mol dm*) u koncentriranom

koloidu AgNP_cit na tretiranom stakalcu snimljeni tri puta. c) SERS spektri Cetiri uzorka STC

(1x107° mol dm™) u svjezem ili koncentriranom koloidu AgNP_cit na tretiranim stakalcima.

Spektri su razmaknuti radi preglednosti.
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Pomakom ruba prstena izvan fokusa zrake lasera, snimljen je spektar stakla (slika 21.c).
Snimljeni spektri upucuju na loSu reproducibilnost mjerenja primjenom SERS supstrata s

,coffee-ring* efektom pri postoje¢im eksperimentalnim uvjetima i konfiguraciji instrumenta.

4.2.6. Silanizirano staklo

Kako bi se postigla bolja SERS ucinkovitost 1 reproducibilnost te homogena i gusta raspodjela
nanocestica srebra na nosacu, povrsina stakalca za mikroskopiju silanizirana je pomocu (3-
aminopropil)trimetoksisilana. Na taj nacin je na povrsini stvoren monosloj protoniranih amino
skupina koje vezu nanocestice srebra ili elektrostatskim interakcijama s negativno nabijenim
ionima na povrsini nanodestica ili nastajanjem kemijske veze Ag—N s nanocesticama srebra.?’
Prema tome, molekule silana na povrsini stakla omogucuju stvaranje homogenog 1 gustog
sloja nanocCestica s mnoStvom ,,vru¢ih mjesta“ na koja se mogu smjestiti neutralne molekule
STC.

Na silanizirana stakalca su imobilizirane nanocCestice srebra s citratnim ionima i one s
kloridnim ionima na svojoj povrSini. Najprije su snimljeni spektri Cistog stakalca i
silaniziranog stakalca, a zatim spektri silaniziranih stakalaca s vezanim nanocesticama srebra
(slika 22). Spektri stakalca i silaniziranog stakalca su jednaki, sa Sirokom vrpcom pri 1093
cm ! koja odgovara istezanju veza Si—O u strukturi stakla. Vrpce vibracija silana nisu
opazene u spektru silaniziranog stakla jer je vezan u vrlo tankom sloju, nedovoljnom za
detekciju normalnom Ramanovom spektroskopijom. Spektar silana APTMS snimljen je za
usporedbu (slika 22), kako bi se asignirale njegove vibracijske vrpce, koje se javljaju u

spektrima silaniziranih stakalaca s imobiliziranim nanocesticama srebra (tablica 3).
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Slika 22. Ramanovi spektri stakalca (crno), silaniziranog stakalca (crveno) i APTMS (plavo)

te SERS spektri silaniziranih stakalaca s koloidom AgNP _cit (ruzicasto), odnosno koloidom

AgNP_ClI (zeleno). Spektri su razmaknuti radi preglednosti.

Tablica 3. Asignacija osnovnih vibracijskih vrpci u Ramanovom spektru APTMS.3?

Valni broj / em™ Vibracija
3329 v NH»
2966 vas CH3
2893 vs CHz
2843 vs CH3
1455 0as CH3
1076 6 OCH3
1044 vC-O
641 vs Si—OCH3
611 Vas Si—OCH3

Kratice: v istezanje; § deformacija; as antisimetricno; s simetri¢no.
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Spektri silaniziranih stakalaca s imobiliziranim nanocesticama srebra ukazuju da nanocestice
srebra pojacavaju Ramanovo rasprSenje aniona na povrsini nanocestica, s jedne strane, i silana
na koji su vezane, s druge strane. Tako su u spektru silaniziranog stakla s AgNP_cit pojacane
vrpce citratnih iona u podru¢ju 1650—1300 cm ™! te pri 932 cm™!, dok je intenzivna vrpca pri
1057 cm™! osim citratu (1030 cm™!), dijelom pripisana i silanu (1076 cm™!, 1044 cm™!). U

spektru silaniziranog stakalca s AgNP_Cl vrlo jaka vrpca pri 242 ¢cm™!

odgovara istezanju
veze Ag—Cl na povrsini nanodestica, dok vrpce slabog intenziteta oko 1445 cm™'i 1044 cm™!
potjecu od silana.

Mjerni uzorci pripravljeni su ispustanjem otopine STC (¢ = 1x107° mol dm™) u
acetonitrilu na pripravljene SERS susptrate. Dodatne poteskoce prilikom snimanja spektra
stvarala je raspodjela nanocestica srebra na silaniziranom staklu koja nije bila homogena,
posebice u slucaju AgNP cit, kada su se nakon suSenja supstrata nanocestice grupirale na
odredenim mjestima. S obzirom da su prije imobilizacije nanocCestica srebra stakla silanizirana
na isti nacin neovisno o vezanju AgNP cit, odnosno AgNP_Cl, moze se pretpostaviti da su
svojstva nanocCestica (veli¢ina nanocestica, spontana agregacija, povrSinski sloj iona) utjecala
na raspodjelu i1 vezanje nanocestica na povrsinu silaniziranog stakla. Takoder, ispustanjem
alikvota otopine analita na stakalce tesko je bilo kontrolirati zadrzavanje otopine na mjestu
najveéeg broja nanocCestica te se zbog niske viskoznosti otapala nije moglo sprijeciti
razlijevanje otopine po veéoj povrsini stakla. SERS spektri STC (¢ = 1x107> mol dm™) nisu
opazeni na silaniziranim stakalcima niti s AgNP cit niti s AgNP Cl (slika 23). Vrpce u

spektrima pripisane su povrsinskom sloju aniona i silanu.
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Slika 23. a) SERS spektri jednog uzorka STC (1x107> mol dm>) na silaniziranom stakalcu s

AgNP_cit snimljeni tri puta. b) SERS spektri jednog uzorka STC (1x107> mol dm™) na

silaniziranom stakalcu s AgNP_Cl snimljeni tri puta.
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4.2.6.1. Koncentracijski ovisni SERS spektri sterigmatocistina

S obzirom da na SERS supstratima pripravljenim imobilizacijom nanocestica srebra na
silaniziranom staklu nisu bili opazeni spektri otopine STC koncentracije 1x107> mol dm >,
snimljeni su koncentracijski ovisni SERS spektri za niz uzoraka rastu¢ih koncentracija,
1x1075-5%x10"* mol dm . Medutim, vrpce analita nisu uocene u snimljenim spektrima te su,
kao 1 u prethodnim slu¢ajevima, bile pojacane samo vrpce citratnih 1 kloridnih iona te silana

(slika 24).

Na temelju snimljenih i analiziranih spektara moze se zakljuciti da nanocestice srebra
s povrsSinskim slojem aniona, citrata 1 klorida, nisu pogodni SERS supstrati za analizu
sterigmatocistina. Molekule STC nisu se adsorbirale na povrSinu nanocestica srebra bile one

dispergirane ili agregirane u koloidnoj suspenziji ili imobilizirane na ¢vrstom nosacu.
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Slika 24. a) Koncentracijski ovisni SERS spektri STC (1x1075-5x10"* mol dm ) na

silaniziranom stakalcu s AgNP_cit. b) Koncentracijski ovisni SERS spektri STC

(1x1073-5%10"* mol dm™>) na silaniziranom stakalcu s AgNP_CI.
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4.2.6.2. SERS spektri aflatoksina B

Budu¢i da su provedena istrazivanja u kojima je aflatoksin Bi uspjesno detektiran SERS

16181926 snimljeni su SERS spektri otopine AFB; (¢ = 1x107° mol dm™>) u

metodom,
acetonitrilu na SERS susptratima pripravljenim imobilizacijom nanocestica srebra AgNP _cit i

AgNP_Cl na silaniziranom staklu (slika 25).

—— AgNP_cit
—— AgNP_CI

Ramanov intenzitet
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Slika 25. SERS spektri AFB; (1x107° mol dm™) na silaniziranim stakalcima s AgNP _cit
(crno) 1 AgNP_Cl (crveno). Spektri su razmaknuti radi preglednosti.

U snimljenim spektrima nisu uocene karakteristi¢ne vrpce AFB; (tablica 2), $to ukazuje da se
molekule AFB; nisu adsorbirale na nanocestice srebra. To dovodi do zakljucka da u ovom
radu koriSteni supstrati ne mogu omogucditi adsorpciju neutralnih molekula analita na
negativno nabijenu povrSinu supstrata niti dovoljnu osjetljivost detekcije mikotoksina koji

slabo rasprSuju zracenje u uzorcima mikromolarnih koncentracija.

Valentina Vrlji¢ Diplomski rad



§ 5. Zakljuéak 52

§ 5. ZAKLJUCAK

U svrhu analize sterigmatocistina SERS spektroskopijom istrazena je mogucnost primjene
razli¢itih SERS supstrata temeljenih na nanocesticama srebra. Pripravljeni su SERS supstrati s
nanoCesticama srebra dispergiranim u koloidnoj suspenziji i imobiliziranim na ¢vrstom
nosacu, a obuhvatili su: svjeZe pripravljenu, koncentriranu 1 agregiranu koloidnu suspenziju te
nanocestice na staklenom filter-papiru, nagrizanom staklu 1 silaniziranom staklu. Nanocestice
srebra pripravljene su redukcijom srebrova(l) nitrata s trinatrijevim citratom, odnosno
hidroksilamin hidrokloridom. S pripravljenim supstratima istraZena je reproducibilnost
mjerenja te SERS ucinkovitost za analizu sterigmatocistina. Supstrat s nanocesticama srebra
imobiliziranim na silaniziranom staklu koriSten je 1 za snimanje SERS spektara strukturno
sli¢nog mikotoksina, aflatoksina B, koji je do sada ve¢ uspjesno detektiran SERS metodom.

Snimljeni su i asignirani Ramanovi spektri krutih uzoraka STC 1 AFB,.

Niti s jednim supstratom nije opazen SERS spektar STC jer se molekule mikotoksina
nisu adsorbirale niti vezale na povrSinu nanocestica srebra. S obzirom da su molekule STC
neutralne, ne pokazuju afinitet prema nanocesticama srebra koje na povrSini imaju negativne
ione, citrate 1 kloride, te elektrostatsko privlaenje izostaje. S druge strane, pretpostavka da
citratni ioni na povrSini nanocestica stericki ometaju prilaz povrsini srebra molekulama analita
nije potvrdena jer se molekule STC nisu uspjele pribliziti niti nanocesticama s manjim
kloridnim ionima.

Molekule STC, jednako kao i molekule AFB1, u svojoj strukturi sadrze kisikove atome
kojima potencijalno mogu stvarati kemijske veze sa srebrom, no to se nije dogodilo. Niti
molekule AFBj, za koje je vezanje preko kisikovih atoma dokazano, nisu se uspjesno
adsorbirale na nanocestice srebra imobilizirane na silaniziranom staklu. Moze se zakljuciti da
je za adsorpciju neutralnih molekula STC 1 AFB; na povrS$inu metala potrebno koristiti
slozenije SERS supstrate s povr§inom metala modificiranom za specifi¢no prepoznavanje tih

molekula i reproducibilnim ,,vru¢im mjestima“.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

AFB; — aflatoksin B

AgNP_cit — nanocestice srebra s povrSinskim slojem citratnih iona

AgNP _cit_konc — koncentrirane nanocestice srebra s povrsinskim slojem citratnih iona
AgNP_CI — nanocestice srebra s povrSinskim slojem kloridnih iona

AgNP_Cl konc — koncentrirane nanocestice srebra s povrSinskim slojem kloridnih iona
APTMS — (3-aminopropil)trimetoksisilan

as — antisimetri¢na vibracija

0 — deformacijska vibracija

EFSA — Europska agencija za sigurnost hrane

ELISA — enzimoimunokemijska analiza

HPLC — teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti

ip — u ravnini

IR — infracrveno zracenje

LC-MS/MS — tekucinska kromatografija spregnuta s tandemnim spektrometrom masa
Nd:YAG - itrij-aluminijev granat dopiran s neodimijem

v — istezna vibracija

NIR - blisko infracrveno zracenje

MPTMS — (3-merkaptopropil)trimetoksisilan

00p — izvan ravnine

s — simetri¢na vibracija

SERS — povrsinski pojacano Ramanovo rasprsenje

STC — sterigmatocistin

UV — ultraljubicasto zracenje

VIS — vidljivo zracenje
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Slika D1. Ramanov spektar acetonitrila.
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Slika D2. Ramanov spektar trinatrijeva citrata.
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