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Supstrati za povrSinski pojacano Ramanovo rasprsenje (SERS) pripremljeni su na tri razliita
nacina: (i) sintezom koloidnih suspenzija srebra, (ii) depozicijom srebra na prethodno elektrokemijski jetkan
silicij i (iii) naparavanjem srebra na monosloj polistirenskih mikrosfera. Koloidne suspenzije sintetizirane su
redukcijom srebrove soli (AgNO3) s razli¢itim reducirajué¢im sredstvima. Prvi tip ¢vrstih podloga dobiven je
depozicijom metala na porozni silicij metodom uranjanja u otopinu AgNOs, nanoSenjem koloidne suspenzije
srebra ili postupkom pulsne laserske ablacije. Drugi tip ¢vrstih SERS supstrata dobiven je depozicijom
monodisperznih polistirenskih sfera (350 i 1000 nm) u monosloju na hidrofilnu staklenu podlogu te
naparavanjem razliitih debljina metalnih filmova pomocu evaporatora. Sve pripremljene podloge testirane
su na SERS aktivnost koristenjem testnih molekula (piridin, rodamin 6G, metilensko modrilo). Za koloidnu
suspenziju gdje je veli¢ina Ag Cestica iznosila oko 40 nm i uz koriStenje natrijevog borhidrida kao
agregirajuceg sredstva postignut je faktor pojacanja za piridin reda veli¢ine 10°. Za podloge bazirane na
poroznom Si najnize dobivene granice detekcije su 10™ mol L™ za metilensko modrilo (uz pobudu 633 nm)
i 10 mol L™ za rodamin 6G (uz pobudu 514,5 nm). Za supstrate bazirane na polistirenskim sferama najbolje
postignute granice detekcije su 10° mol L™ za rodamin 6G i 1,2 x10 mol L™ za piridin. Sintetizirane
koloidne SERS podloge primijenjene su za odredivanje niskih koncentracija histamina i aflatoksina B1.
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The substrates for surface enhanced Raman scattering (SERS) were prepared in three different
ways: (i) the synthesis of silver colloidal suspension, (ii) the deposition of silver on the previously
electrochemically etched silicon and (iii) vapor deposition of silver on a monolayer of polystyrene
microspheres. Colloidal suspensions were synthesized by reduction of silver salts (AgNO3) with various
reducing agents. The first type of solid substrates was obtained by the deposition of metal on the porous
silicon using immersion plating method, by applying Ag colloidal solution or by pulsed laser ablation.
Another type of solid SERS substrates was prepared by deposition of monodisperse polystyrene spheres (350
and 1000 nm) in a monolayer on a hydrophilic glass surface. Different thicknesses of metal films were
evaporated on the substrates using e-beam deposition. All prepared substrates were tested for their SERS
activity using the test molecules (pyridine, rhodamine 6G, methylene blue). For the colloidal suspension
where the size of Ag particles was about 40 nm and with the use of sodium borohydride as aggregating agent
the enhancement factor for pyridine of the order of 10° was reached. For the substrates based on porous Si
the lowest limits of detection obtained were 10™° mol L™ for methylene blue (with 633 nm excitation) and
10”° mol L™ for rhodamine 6G (with 514.5 nm excitation). For substrates based on polystyrene spheres best
achieved detection limits were 10° mol L for rhodamine 6G and 1.2 x 10~ mol L for pyridine.
Synthesized colloidal SERS substrates have been applied for the detection of low concentrations of
histamine and aflatoxin B1.
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1 UVOD

Potreba za detekcijom niskih koncentracija razli¢itih molekula sve je vise prisutna u
razli¢itim podrué¢jima. Tako se mnogi organski zagadivaci u zraku i u vodi moraju detektirati
pri vrlo niskim koncentracijama.! U prevenciji teroristickih napada pozeljno je otkriti
ekstremno niske koncentracije eksploziva.? U prehrambenoj industriji analiza biogenih
amina (npr. histamina, kadaverina, spermina) vazna je zbog njihove toksi¢nosti te koristenja
kao indikatora stupnja svjezine ili pokvarenosti hrane.® 1zazov nanomedicine je razvoj

osjetljivih i brzih metoda detekcije tumorskih markera pri vrlo niskim koncentracijama.*

U danasnje je vrijeme velik broj spektroskopskih tehnika dostupan za analizu
razli¢itih materijala i supstancija. Medu njima je i Ramanova spektroskopija kao moc¢na
analiticka tehnika koja omogucava identifikaciju 1 kvantifikaciju velikog broja molekula ¢ak
I u kompleksnim matricama. Osjetljivost i specificnost ove metode od velikog je
znanstvenog 1 prakticnog znacenja u mnogim poljima moderne tehnologije. Ramanovi
spektri sastoje se od vrpci koje odgovaraju vibracijskim i rotacijskim prijelazima specificnim
za molekulsku strukturu te stoga daju kemijski ,otisak prsta“ za identifikaciju analita.
Svojstva materijala mogu se odrediti analizom spektara ili se spektri usporeduju s postojec¢im

bazama spektara kako bi se identificirala nepoznata supstancija.

Otkri¢e spektroskopije povrsinski pojacanog Ramanovog rasprsenja (engl. surface-
enhanced Raman scattering, SERS) od strane Fleischmanna i suradnika 1974. privuklo je
znatnu pozornost zbog velikog pojacanja inace slabog Ramanovog signala. Veliki korak na
podru¢ju razvoja SERS-a bila je i detekcija jedne molekule $to je poslo za rukom Kneipp,
Nieu i Emoryju 1997. godine. Uspjesno su detektirane pojedinacne molekule bioloski

relevantnih spojeva poput adenina, kratkih peptida i alkalne fosfataze.>®’

Veliko pojacanje,
mogucnost detektiranja jedne molekule mnogih analita, moguénost analize vodenih otopina

uzoraka kao i moguénost analize smjesa ukazala je na vaznost SERS-a.

Budu¢i da materijali koji se koriste kao SERS supstrati i njihova geometrija igraju
kljuénu ulogu u fenomenu povrsSinskog pojac¢anja, mnogo istrazivanja posveceno je razvoju i
karakterizaciji SERS supstrata. Najcesce koriSteni supstrati za SERS su koloidne otopine
srebra i zlata. Ipak, kod koloidnih otopina postoje problemi poput stabilnosti i slabe

reproducibilnosti uslijed nekontrolirane agregacije Cestica.>® Supstrati koji se vrlo &esto
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upotrebljavaju su grube metalne povrsine, no iako su stabilni osjetljivost im je manja u
usporedbi s koloidima.’®** Metalni filmovi napareni na &vrste podloge daju reproducibilne
povrsine za pojatanje signala.’? Mnogi supstrati su osjetljivi na zrak ili na druge nacine
Imaju ograniceno Vrijeme upotrebe te stoga zahtijevaju posebnu opremu za proizvodnju ili

iskustvo u sintezi i vjesto rukovanje.

Za uspjesnu detekciju analita povrSinski pojacanom Ramanovom spektroskopijom
najbitniji su dobar odabir metala i odgovaraju¢a nanostruktura supstrata koji odreduju
ukupno poja¢anje Ramanovog rasprSenja. Postoji velik broj metoda proizvodnje SERS
supstrata, a u novije vrijeme razvijaju se pristupacnije podloge i jednostavnije postupci
proizvodnje. Pored toga, motiv za osmisljavanje jednostavnih SERS podloga je i razvoj
prijenosnih Ramanovih spektrometara te koristenje SERS-a u podru¢ju medicine, forenzike,
sigurnosti, prehrambene industrije, zastite okoliSa itd. Na ovaj je na¢in moguce Smanjiti
troskove i vrijeme analize, posebno za uzorke koji se mogu degradirati ili na drugi nacin
promijeniti izmedu tocke uzorkovanja i laboratorija u kojem se analiziraju. Stoga razvoj
jednostavnih metoda pripreme SERS supstrata pruza priliku povecanja broja znanstvenih

podru¢ja u kojima bi se mogao koristiti SERS.

Pri izradi jednostavnih SERS podloga treba obratiti paznju na Cetiri Smjernice:
proizvodnja supstrata koriStenjem opreme i regensa koji se uobicajeno nalaze u kemijskim
laboratorijima, minimalna obuka ili iskustvo potrebni za proizvodnju, jednostavan transport

ili proizvodnja na mjestu uzorkovanja te jednostavna integracija u analiticki sustav. 3

SERS je metoda koja se koristi ve¢ niz godina, a posljednja istraZivanja na tom

podrucju uglavnom idu u sljede¢im smjerovima:

» izrada novih 'opcenitih' SERS aktivnih podloga (za raznovrsne analite) te viSestruko
koristenje iste podloge

= poboljsanje SERS-a jedne molekule i poveéanje granica osjetljivosti

* bolje razumijevanje mehanizama uklju¢enih u SERS

= KoriStenje SERS-a za unutarstani¢no oslikavanje (engl. imaging), dijagnostiku i

daljnja potraga za novim aplikacijama.

Cilj ove doktorske disertacije je poboljSanje i unapredenje postojecih analitickih

metoda dobivanja SERS supstrata kako i razvoj inovativnih procedura za identifikaciju
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molekula. Poseban je naglasak stavljen na detekciju molekula koje su bitne u prehrambenoj
industriji. Svi prethodno spomenuti koncepti i terminologija detaljno su objasnjeni u ovom

radu.

Prakti¢ni rad ove disertacije podijeljen je na tri osnovna dijela. Prvi dio obuhvaca
pripremu koloidnih otopina srebra te koriStenje koloidnih otopina u povrsinski pojacanoj
Ramanovoj spektroskopiji. U ovom su dijelu detaljno opisana svojstva pripremljenih
koloidnih otopina kao i nac¢in pripreme uzoraka za SERS. U drugom je dijelu objasnjeno
dobivanje ¢vrstih podloga elektrokemijskim jetkanjem silicija. Na ovakve podloge razli¢itim
je metodama naneseno srebro te je njihova ucinkovitost za povrSinski pojac¢ano Ramanovo
rasprsenje ispitana testnim molekulama, metilenskim modrilom i rodaminom 6G. Treci se
dio bavi pripremom ¢&vrstih podloga na bazi monodisperznih polistirenskih sfera koje se u
monosloju deponiraju na hidrofilnu podlogu. Na takve je podloge potom napareno srebro (ili
zlato) u razli¢itim debljinama te je istrazeno pojacanje Ramanovog signala testnih molekula
na tim podlogama. Na kraju, istrazena je mogucéa primjena ovih supstrata za detekciju niskih
koncentracija razli¢itih nezeljenih supstancija u hrani. SERS supstrat takoder je uspjesno

koriSten za detekciju nepoznate tekucine.
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2 LITERATURNI PREGLED

2.1 Uvod u Ramanovu spektroskopiju

Ramanovo rasprSenje je vibracijska spektroskopska tehnika koja omogucava
identifikaciju supstancija detekcijom neelasti¢nog rasprsenja svjetla na molekuli pobudenoj
laserskom zrakom. Od otkrica Ramanovog rasprSenja dvadesetih godina proslog stoljeca, a
uslijed napretka tehnologije, Ramanova spektroskopija postala je vazna tehnika s mnogim
podruc¢jima primjene. Razlog tome je veliki broj informacija koje pruza, minimalna priprema
uzoraka te moguénost in Situ analize. No, problemi poput nedovoljne osjetljivosti i Ceste
pojave fluorescencije ogranicili su upotrebu Ramanove spektroskopije prilikom rutinskih

analitickih mjerenja.
2.1.1 Otkrice

Ramanovo rasprSenje ili Ramanov efekt je neelasti¢no rasprsenje fotona. Ime efekta
potjece od indijskog fizicara C.V. Ramana koji je efekt otkrio 1928. godine, premda su prve
ideje 0 neelasticnom rasprsenju svjetla nastale jo§ ranije. Raman je koristio sun¢evu svjetlost
fokusiranu pomocu teleskopa kako bi dobio dovoljno dobar intenzitet rasprsenog signala.
Vaznost ovog otkri¢a ubrzo je otkrivena te je za otkri¢e ovog efekta Raman dobio Nobelovu
nagradu za fiziku ve¢ 1930. Unutar godine 1 pol od objave otkri¢a objavljeno je vise od 150
radova koji spominju Ramanov efekt. Od tada je Ramanovo rasprsenje utjecalo na brojne

vazne tehnologije, a jedna od njih je Ramanova spektroskopija.

2.1.2 Teorija Ramanovog rasprsenja

Vedina svjetla koja prolazi kroz prozirnu supstanciju je Rayleigh rasprSena (ime
dolazi od Lorda Rayleigha koji je fenomen objasnio 1871). Ovo je efekt elastinog
rasprSenja Sto znaci da svjetlost niti dobiva niti gubi energiju za vrijeme rasprSenja te ostaje
iste valne duljine. U Rayleighovom rasprSenju foton intereagira s molekulom polarizirajuci
elektronski oblak i podizuéi ga u virtualna energetska stanja. Ovo stanje traje vrlo kratko (10°
4 sekundi) i molekula se ubrzo vraéa u osnovno stanje otpustajuéi foton. Otpustanje fotona
ide u svim smjerovima. Budu¢i da se molekula vrac¢a u osnovno stanje, otpustena energija
jednaka je energiji pobudnog fotona. Stoga rasprSeno svjetlo ima istu valnu duljinu kao i

upadno.
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Za razliku od Rayleighovog, Ramanovo rasprienje je neelasti¢no jer fotoni svjetlosti
gube ili dobivaju energiju za vrijeme procesa rasprsenja i stoga im se povecava ili smanjuje
valna duljina. Ako se molekula podigne iz osnovnog u virtualno stanje i ponovno padne na
vibracijsko stanje viSe energije tada rasprSeni foton ima manju energiju od poc¢etnog pa zato
i ve¢u valnu duljinu (Slika 1). Ovo se naziva Stokesovim rasprSenjem. Ako je molekula ve¢
na pocetku u viSem vibracijskom stanju, a nakon rasprSenja se vra¢a u osnovno stanje,

rasprSeni foton ima vecu energiju pa zato i manju valnu duljinu. Ovo je anti-Stokesovo

rasprsenje.
VIRTUALNA STANJA
/ \_l\_ -
RN AT
AE; = hv, AE .= hy, AE;=hvy | |AE.= h(vgv,) | AE; = hv, AE = hlvg+v,)
————— > |-----> ————> ———— ————> —————>
1. POBUDENO
STANJE OSNOVNO
\ STANJE
AEV=|‘IVV {
v N —V
RAYLEIGHOVO STOKESOVO ANTI-STOKESOVO
RASPREENJE RASPRSENJE RASPRSENJE

Slika 1 Shematski prikaz tri tipa rasprsenja svjetlosti na molekuli pobudenoj fotonom. AE;, AE, i
AE, su redom energija upadnog fotona, rasprienog fotona i vibracijska energija molekule.**
Samo jedan od 10’ fotona je Stokes rasprien pa je ova pojava zamaskirana daleko
rasprostranjenijim Rayleighovim rasprSenjem gdje je na svakih 10 000 upadnih fotona jedan
foton Rayleigh rasprien.® Koli¢ina anti-Stokesovog rasprienja jo§ je manja. Razlika u
intenzitetu Stokesove i anti-Stokesove komponente proizlazi iz inicijalno razli¢itog broja
molekula u svakom stanju. Populacija slijedi Boltzmannovu raspodjelu

E
N < e ksT (2-1)

Stoga ima eksponencijalno manje molekula koje su u viSem energijskom vibracijskom
stanju. Kako ovo ima utjecaj na anti-Stokesovo rasprsenje, intenzitet tog rasprsenja je mnogo
manji, a razlika intenziteta ovisi o razmjesStanju energijskih nivoa. Tako su za blize

rasporedene Vvibracijske nivoe Stokesovo i anti-Stokesovo rasprSenje sli¢nih intenziteta. Za
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vibracijske nivoe, koji su udaljeniji, anti-Stokesov signal je znacajno slabiji od Stokesovog
signala. Omjer se smanjuje povecanjem temperature, a razlika intenziteta moze se iskoristiti
za mjerenje temperature. Stokesovo i anti-Stokesovo rasprSeno svjetlo pomaknuto je na
jednaku udaljenost, ali na suprotne strane Rayleighovog rasprsenog svjetla. Stoga je i spektar
simetriCan u odnosu na valnu duljinu koriStenog svjetla, osim s obzirom na razliku u
intenzitetu. U Ramanovoj spektroskopiji uobicajeno je prikazivati samo Stokesovu polovicu

spektra zbog jacih intenziteta.

Za poboljsanje efikasnosti procesa Ramanovog rasprSenja koriste se rezonantna
Ramanova spektroskopija (engl. resonance Raman spectroscopy, RRS) i povrSinski
pojatano Ramanovo rasprienje (SERS) (poglavlje 2.2)."° Ramanova spektroskopija
uobicajeno se izvodi sa zelenim, crvenim ili bliskim infracrvenim laserima. Ove su valne
duljine ispod prvih elektronskih prijelaza vec¢ine molekula. Situacija se mijenja ako su valne
duljine lasera koji sluZze za pobudu unutar elektronskog spektra molekule. U tim se
slu¢ajevima intenzitet nekih Raman aktivnih vibracija poveéava za faktor 10%-10*. Tipican
Ramanov presjek je izmedu 10 i 10?° cm? po molekuli. Za razliku od Ramanovog,
fluorescentne boje imaju presjek priblizno 10 cm? po molekuli. Stoga rezonantno
Ramanovo rasprSenje moze drasticno povecati presjek. Tako na primjer presjek rodamina
6G pri 2=532 nm moze iznositi 10?° cm? po molekuli.’” Ovo rezonantno pojacanje (ili
rezonantni Ramanov efekt) moze biti vrlo korisno. Rezonantno pojacanje ne pocinje na
tocno definiranoj valnoj duljini. Pojacanje od 5 do 10 puta uoc€ava se ¢ak i ako je pobuda

lasera nekoliko stotina valnih brojeva ispod elektronskog prijelaza molekule.

2.1.2.1 Aktivni modovi

Ramanov spektar je prikaz Ramanovog pomaka u odnosu na intenzitet rasprienja.
Dvoatomne molekule imaju samo jedan vibracijski mod jer imaju samo jedan stupanj
slobode. Za molekulu s N atoma broj osnovnih vibracijskih stanja dan je s n = 3N-6 za
nelinearne molekule (npr. H,O) i n = 3N-5 za linearne molekule (npr. CO,). Svaki mod daje
karakteristiCan pomak frekvencije. U svakom neelastiénom procesu ima viSe Ramanovih
linija nego S$to ima osnovnih modova zbog viSestrukih pobudenja drugog reda i
kombinacijskih modova. Stoga svaka molekula ima jedinstven vibracijski spektar (tj. otisak
prsta, engl. fingerprint) ovisno o svom sastavu. lako su vibracijski modovi najzastupljeniji,
Ramanovo rasprsenje ukljucuje i elektronske prijelaze kao i rotacije molekula na kojima se

desava rasprsenje.
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Ramanov pomak ovisi 0 razmacima energija modova molekule. Ipak, nisu svi
modovi aktivni tj. ne pojavljuju se u Ramanovom spektru. Da bi mod bio Raman aktivan

mora do¢i do promjene polarizabilnosti, &, molekule, tj.

(Z—Z)e £0 2-2)

gdje je g normalna koordinata, a e ravnotezni polozaj. Ovo je spektroskopsko izborno
pravilo Ramanove spektroskopije. U slu¢aju infracrvene (IR) spektroskopije spektroskopsko
izborno pravilo je promjena dipolnog momenta. Kod molekula s centrom simetrije vibracije
koje su Raman aktivne nisu IR aktivne i obratno. Ovo se naziva pravilo medusobnog
iskljucenja, a ove se dvije tehnike smatraju komplementarnima. Kod kompleksnih molekula
koje nisu simetri¢ne, svi normalni modovi su i Raman i IR aktivni. To ipak ne znaci da se
modovi vide jer jace veze mogu zasjeniti slabije. Ako je kemijska veza jako polarizirana,
mala promjena njene duljine (kao Sto se dogada za vrijeme vibracije) imat ¢e samo mali
dodatni efekt na polarizaciju. Vibracije koje ukljucuju polarne veze (C-O, N-O, O-H) stoga
dovode do slabog Ramanovog rasprSenja. Suprotno tome, relativno neutralne veze (C-C, C-
H, C=C) dozivljavaju velike promjene polarizabilnosti za vrijeme vibracije. Kako dipolni
moment ne osjeca takve promjene, vibracije koje ukljucuju ovakve tipove veza dovode do
jakog Ramanovog rasprienja, ali imaju slabi IR spektar.’® Ramanova (i IR) aktivnost

kompliciranijih molekula moZe se odrediti koriste¢i njihovu simetriju i teoriju grupa.

2.1.2.2 Ramanovo rasprsenje na molekulama

Kod Ramanovog rasprSenja na molekulama (ne uzima se u obzir interakcija s
okolinom), frekvencija rasprSenog zracenja pomaknuta je za iznos frekvencije vibracijskih,
rotacijskih ili elektronskih prijelaza u njima. Iz dobivenih Ramanovih spektara moZze se
odrediti struktura promatranih molekula kao i dobiti informacije o kvantitativnoj analizi.

Rasprsenjem elektromagnetskog zracenja na molekulama inducira se njihov
vremenski ovisan dipol

p=0k (2-3)
gdje je a polarizabilnost molekule, a E elektri¢no polje ulaznog zra¢enja Cija je vremenska
ovisnost dana s

E = E, cos it (2-4)
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Ako se promatrana molekula nalazi u vibracijskom modu opisanom frekvencijom wp, i
duljinom vibrirajuce veze Q,

0=, COs @, (2-5)
tada je za male promjene duljine veze polarizabilnost dana kao njena linearna funkcija i

moze se razviti u Taylorov red

oo
a:ao+(a—J q+... (2-6)
0

Uvrstavanjem (2-4) i (2-6) u (2-3) za oscilirajuci elektri¢ni dipol molekule dobiva se
oo
1 =a, E,cosamyt + a 0, E, Cos ayt cos a, t (2-7)
0
Prvi ¢lan u (2-7) je Rayleighovo zracenje oscilirajuéeg dipola i ima frekvenciju upadnog
polja wo. Drugi ¢lan, koji je posljedica inducirane promjene polarizabilnosti, moze se

napisati u obliku

in 1({ dx

=3 2 i sl X cosffn ) @
0

te se na taj nacin dobiju dvije komponente zracenja dipola, anti-Stokesovo i Stokesovo

Ramanovo rasprienje.™* Presjek za ovo rasprienje je izmedu 10~ i 10 cm? po molekuli.”
2.1.2.3  Ramanovo rasprienje na kristalima

U kristalima se vibracije kvantiziraju kao fononi, modovi odredeni kristalnom
strukturom. Spektroskopska izborna pravila i dalje se primjenjuju, to¢nije samo fononi s
promjenom polarizabilnosti su Raman aktivni. Fononi imaju manje frekvencije nego
vibracije u plinovima §to rezultira manjim promjenama valnih brojeva. 1z ovih se promjena
dobivaju strukturne informacije. Kada elektromagnetsko zracenje dode na kristalni uzorak,
njegovo elektricno polje moze izazvati mikroskopsku polarizaciju u tom uzorku. Ako je
elektri¢no polje ravni val opisan frekvencijom w; I valnim vektorom k;,

E(r,t)=E(k, @ )cos(k, - r — art) (2-9)
I polarizacija koju taj val izaziva

P(r,t)=P(k;,@ )cos(k; - r — t) (2-10)
dobiva se linearna veza izmedu upadnog zracenja i polarizacije,

Pk, @)= cox (ki 0 )E(k;, ) (2-12)
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gdje je y elektri¢na susceptibilnost promatranog sustava. Upadno elektromagnetsko zracenje
rasprSuju fononi koji se mogu opisati relacijom
u(r,t)=u(g,@, Jeos(q - r — w,t). (2-12)

Ako je njihova amplituda mala u usporedbi s konstantom kristalne resetke, lokalna se
promjena susceptibilnosti moze razviti u Taylorov red

z(ki,a%,U)w”’(ki,w.){Z—Zj u(r,t)+... (2-13)

u u=0

Tako dobivena susceptibilnost sastoji se od dva dijela, neovisnog i perturbiranog fononima.
Uvrstavanjem (2-13) u (2-11) za polarizaciju se dobiva

P(r,t,u)=P(r,t)+ P"(r,t,u) (2-14)
gdje su
PO(r,t)= 2k, @ )&oE (K, @ Jeos(k; - r — art) (2-15)
i
P(i”d)(r,t,u):[%j u(r. e Ek. 0 )cos(k, -1 — o). (2-16)

Uvrstavanjem (2-12) u (2-16) i koriStenjem izraza za umnozak kosinusa, za fononima

induciranu polarizaciju slijedi

PI(r,t,u)= %80(%) u(q,a)q JE(k, e, )x {cos](k; + ) r = (e, + @, X cos[(k, —q)-r (e, - o, )t]} (2-17)

u=0

Zraenje emitirano uslijed polarizacije P™? sastoji se od dva vala, Stokes
pomaknutog vala s valnim vektorom ks = (ki — kg) 1 frekvencijom ws = (wi — wq) te anti-
Stokes pomaknutog vala s valnim vektorom kas = (ki + kg) 1 frekvencijom was = (@i + wq).
Te dvije linije u spektru simetricno su rasporedene oko Rayleighove linije i ¢ine Ramanovo
rasprienje prvog reda. Clan polarizacije proporcionalan drugoj derivaciji susceptibilnosti
daje Ramanovo rasprsenje drugog reda.

Kod Ramanovog rasprSenja vrijede zakoni ouvanja energije
o, =0, T o, (2-18)
i impulsa
ki =k, xq. (2-19)
Energije fonona mnogo su manje od energija ulaznog i rasprSenog fonona, wq << wj,

ws pa je wi ~ ws. Za valni vektor iz (2-19), u terminima recipro¢nog prostora i prve

Brillouinove zone (Brillouinova zona je primitivna ¢elija u recipro¢nom prostoru), slijedi da
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je g ~ 0 pa se Ramanovim rasprSenjem mogu detektirati samo oni fononi ¢iji je ukupni
moment gotovo jednak nuli, odnosno nalazi se u centru Brillouinove zone. Kod Ramanovog
rasprSenja drugog reda, u kojem sudjeluju dva fonona, valni se vektori moraju zbrojiti u

nulu.

2.1.2.4  Ramanovo raspr§enje na nanokristalima

Smanjenjem kristalnih struktura do nanometarskih dimenzija dolazi do efekta
fononskog zatocenja (engl. phonon confinement). Lokaliziranjem fononske valne funkcije
uvodi se neodredenost u njegov impuls ¢ime se relaksira izborno pravilo iz (2-19). U ovom
slucaju, osim fonona iz centra Brillouinove zone, u Ramanovom rasprSenju mogu
sudjelovati i fononi za koje je g>0. Njihova prisutnost uzrokuje crveni pomak i nesimetri¢no
Sirenje Ramanove linije promatrane nanostrukture u odnosu na onu cjelokupnog (engl. bulk)
materijala.

Iz pomaka Ramanove linije moze se odrediti veli¢ina nanokristala (L) odgovornih za

njega. Relacija koja daje taj odnos za porozni silicij je

Ap = —A{%)y (2-20)

gdje je 4p pomak Ramanove linije poroznog u odnosu na Ramanowvu liniju kristalnog Si, a
konstanta njegove reSetke, dok su A i y parametri koji opisuju vibracijsko zatoCenje zbog
konacne veli¢ine nanokristala.’ Njihove vrijednosti za sferne nanokristale su 47,41 cm™ i
1,44,

2.1.3 Instrumentacija

Izbor odgovarajuce valne duljine izvora svjetlosti u Ramanovoj spektroskopiji vrlo je
bitan, a moZe biti u rasponu od bliskog infracrvenog (NIR) do ultraljubicastog (UV)
podru¢ja. Kao izvor svjetlosti danas se koriste laseri (engl. Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation). Laseri su pogodni zbog svoje velike snage, monokromatske
svjetlosti (samo jedna valna duljina) i koherentne zrake (elektromagnetski valovi medusobno
su u istoj fazi 1 $ire se u istom smjeru).

Prednost koristenja NIR lasera (4>700 nm) u Ramanovoj spektroskopiji je supresija
fluorescencije koja moze zamaskirati Ramanov signal. Nedostatak NIR pobude je smanjenje
osjetljivosti (budu¢i da je efikasnost Ramanovog rasprSenja proporcionalna i rasprsenje je

5 puta efikasnije na 532 nm u odnosu na 785 nm). Prednost lasera u vidljivom podrucju je
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lakse rukovanje. Kod pobuda UV laserima (244 — 364 nm) Ramanov spektar lezi blize
laserskoj liniji dok je fluorescencija pomaknuta na vece valne duljine, stoga nema
preklapanja spektara i fluorescencija ne predstavlja problem. Pored toga povecana je
osjetljivost zbog vece efikasnosti rasprSenja. Ipak, budu¢i da je energija po fotonu veéa,
potrebno je obratiti paznju na zagrijavanje i degradaciju uzorka. Mnogi spektrometri ve¢
dolaze s viSe lasera koji se mogu mijenjati i koristiti po potrebi. S obzirom na prirodu medija
koji se koristi za stvaranje laserske zrake, laseri se dijele na lasere s ¢vrstom jezgrom (engl.
solid state), lasere s bojilima (engl. dye laser), lasere sa slobodnim elektronima (engl. free
electron) te plinske, poluvodi¢ke i kemijske lasere.

Kao detektori svjetlosti koriste se fotomultiplikatori i CCD (engl. charge-coupled
devices). Fotomultiplikatori su spori jer mogu registrirati samo jednu valnu duljinu u danom
vremenu, dok su CCD detektori brzi, osjetljivi i mogu odjednom mjeriti cijeli spektar, ali
samim time su i skuplji. U Ramanovoj spektroskopiji bitno je sprijeciti prekrivanje signala
zaostalim (engl. stray) svjetlom daleko intenzivnijeg Rayleighovog raspr$enja. U tu se svrhu
koriste interferencijski (engl. notch) filteri koji propustaju valne duljine samo iznad priblizno
100 cm™ u odnosu na lasersku zraku. Ovi se filteri ne mogu koristiti za promatranje
niskofrekventnih pomaka (koje proizvode fononi niskih frekvencija) pa se koriste dvostruki

ili trostruki spektrometri.

2.2 PovrSinski pojacéano Ramanovo rasprsenje

Povrsinski pojatano Ramanovo rasprSenje (engl. Surface-Enhanced Raman
Scattering, SERS) je tehnika kod koje dolazi do povecanja presjeka Ramanovog rasprsenja

na molekulama adsorbiranima na ili u neposrednoj blizini metalnih nanostruktura.®*??

Povecanje presjeka rezultira povecanjem intenziteta eksperimentalno mjerenog Ramanovog
signala. Pojaanje Ramanovog signala objaSnjava se elektromagnetskim i kemijskim
mehanizmom pojacanja u prisutnosti metalnih nanostruktura, no mehanizam nije u

23,24

potpunosti rasvijetljen. Intenzitet signala odreduje zamrSena veza izmedu povrSinske

strukture i optickih karakteristika (Slika 2).
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Slika 2 Shematski prikaz SERS efekta s molekulom piridina adsorbiranom na srebro. Vidi se
upadna laserska zraka i Ramanovo rasprsenje te promjena njihovih intenziteta zbog pojacanog
polja na Ag povrsini uslijed povrsinskih plazmonskih pobuda.”

2.2.1 Otkrice

SERS fenomen prvi put su opazili Fleischmann i suradnici 1974. godine te su
objavili da je Ramanov signal piridina znacajno poboljsan na povrsini hrapave srebrne
elektrode.”> Tri godine Kkasnije grupa Jeanmariea i Van Duynea te grupa Albrechta i
Creightona, prve predlazu da je hrapava povrsina metala zasluzna za povecanje Ramanovog
presjeka molekule, a ne poveéanje povriine na koju se adsorbira piridin.?#® Moskovits
pripisuje povecanje Ramanovog presjeka uzbudi povrSinskih plazmona na hrapavoj povrsini
elektrode.?” Drugi vazan korak na polju SERS-a bio je objavljivanje detekcije jedne
molekule od Kneipp te Nie i Emory 1997. godine.®*® Veliko pojatanje signala te
osjetljivost do 'jedne molekule’, dovela je do velikog interesa za SERS. U danasnje se

vrijeme SERS kombinira s drugim tehnikama te se mnogo radi na njegovoj primjeni.

2.2.2  Mehanizmi pojacanja

Opcenito je prihvaceno da su za pojacanje Ramanovog rasprSenja u SERS efektu
odgovorna dva mehanizma: (i) mehanizam elektromagnetskog pojacanja, kod kojeg je
elektri¢no polje koje osjeca adsorbirana molekula u blizini metalne povrSine znatno snaznije
nego §to bi bilo bez metalne povrsine, i (ii) kemijsko (ili elektronsko) pojacanje uslijed

promjene polarizabilnosti zbog interakcije adsorbirane molekule i metalne povréine.30

2.2.2.1 Elektromagnetsko pojacanje (EM)
Mehanizam elektromagnetskog pojacanja uglavnom se zasniva na pojacanju
elektromagnetskog polja u blizini metalne povrSine zbog povrSinske plazmonske

31,32

rezonancije. Male metalne Cestice ili nanostrukturirana povrs§ina polariziraju se upadnim

osciliraju¢im elektromagnetskim valom svjetlosti. Uslijed toga vodljivi elektroni na metalnoj
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povrsini kolektivno osciliraju stvaraju¢i povrSinski plazmon. Ova oscilacija vodljivih
elektrona, takoder poznata kao lokalizirana povrSinska plazmonska rezonancija (LSPR,
engl. Localized Surface Plasmon Resonance) se desava kada su kolektivna titranja valentnih
elektrona metala u rezonanciji s frekvencijom upadnog svjetla (Slika 3a). Lokalizirani
povrsinski plazmon omogucava rezonantnoj valnoj duljini da se apsorbira i rasprSi na
metalu, stvaraju¢i pritom snazno elektromagnetsko polje oko metalne Cestice il
nanostrukturirane povrsine.** Ovo jako elektromagnetsko polje inducira dipol u obliznjim

molekulama te na taj nacin pove¢ava Ramanovo rasprsenje na adsorbiranim molekulama.

Teorija pojacanja lokalnog polja modelirana je na maloj metalnoj sferi s promjerom
mnogo manjim od valne duljine pobudne svjetlosti. Elektricno polje inducirano laserom
moze se opisati jednadzbom

E\w)— €&
= M EIaser (2'21)

" g(w) + 26,

gdje je ¢(w) dielektri¢na konstanta metalne sfere, a gy dielektri¢na konstanta okolnog medija.
Kad se realni dio ¢(w) priblizava -2gy, deSava se rezonancija. U vidljivom dijelu spektra

dielektri¢ne konstante zlata i srebra zadovoljavaju ove rezonantne uvjete.

Veli¢ina pojacanja ovisi o materijalu od kojeg je napravljen supstrat, ali 1 o veli€ini 1
obliku struktura, kao i o valnoj duljini koriStenoj za pobudu. Tako su za valne duljine
pobude iz vidljivog dijela spektra, metali Ag, Au i Cu, kao i alkalijski metali vrlo dobri
materijali za SERS supstrate. Al i In daju dobra pojafanja u Sirokom dijelu spektra, od

infracrvenog do ultraljubicastog, dok Ga daje mjerljiva pojaganja samo u IR podrugju.®*

Elektromagnetsko pojacanje je dalekoseZan efekt i neosjetljiv je na kemijsku prirodu
molekule koja se Zeli analizirati. Pored modela povrSinske plazmonske rezonancije, postoje i
drugi mehanizmi elektromagnetskog pojacanja koji djeluju uz SPR efekt i zajedno rezultiraju
vrlo velikim pojacanjima. To su efekt gromobrana (engl. lighting-rod), kod kojeg se jako
elektromagnetsko polje stvara na tockama zakrivljenja tj. na ostrim vrhovima ili uglovima, i
efekt slike (engl. image field effect, IFE) kod kojeg dolazi do polarizacije metalne povrsine

induciranim dipolnim momentom adsorbirane molekule.

Budu¢i da je Ramanov intenzitet molekule ili kristala proporcionalan upadnom

elektromagnetskom polju, faktor pojacanja svake molekule ili kristala opisan je s
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EF ~ t|E(w)|* |E(w)|? (2-22)
gdje E(w) predstavlja faktor pojacanja elektriénog polja pri pobudi frekvencije w, a E(w’)
daje faktor pojacanja Ramanovog rasprSenja na Stokesovoj frekvenciji w'. Kad je w=w'’
pojacanje je otprilike |E(cu9|4. Pojacanje je moguce Cak i za molekule koje nisu u izravnom
kontaktu s metalnom povriinom. Pojadanje se moze prikazati kao [r/(r+d)]*, pri ¢emu je d
udaljenost od metalne sfere radijusa r.*>® Slika 3b shematski je prikaz plazmonskih

oscilacija za male metalne sfere.

a) , b)

Dielektrik
ELEKTRICNO POLJE

™\ METALNASFERA

¢ S ELEKTRONSKI ===
Metal OBLAK ; ;

Slika 3 Shematski prikaz a) povrsinske plazmonske rezonancije i b) lokalizirane povrsinske
plazmonske rezonancije koja je rezultat kolektivnih oscilacija delokaliziranih elektrona uslijed
djelovanja vanjskog elektri¢nog polja.”’

2.2.2.2 Kemijsko pojacanje

Osim elektromagnetskog, pojacanje Ramanovog signala molekule adsorbirane na
metalnu povrSinu moze se objasniti kemijskim ili elektronskim pojacanjem do kojeg dolazi
uslijed povecanja Ramanovog presjeka u kontaktu s metalnom nanostrukturom.*?
Mehanizam kemijskog pojacanja (engl. chemical enhancement, CE) tvrdi da interakcija
izmedu molekule koja se adsorbira i metalne povrSine dovodi do promjene polarizabilnosti,
a, te molekule zbog prijenosa naboja (engl. charge transfer, CT), ¢ ili = vezanja na metal ili
interakcije putem adatoma (atomi adsorbirani na metalnu povréinu).38 U CT modelu
preklapanje metalnih i molekulskih elektronskih valnih funkcija dovodi do procesa prijenosa
naboja. U ovom slu¢aju Fermijev nivo metala nalazi se izmedu najviSe okupirane
molekulske orbitale (HOMO) 1 najnize neokupirane molekulske orbitale (LUMO)
adsorbirane molekule. Prijenos naboja izmedu HOMO i LUMO adsorbirane molekule moze

i¢i alternativnim putem preko Fermijevog nivoa metala (Slika 4).
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Slika 4 Shematski prikaz razli¢itih mehanizama poja¢anja u SERS-u.*

Za postizanje kemijskog pojac¢anja molekule moraju biti kemisorbirane na metalnu
povrsinu. Osnovna razlika izmedu elektromagnetskog i kemijskog pojacanja je ¢injenica da
je kemijski efekt kratkog dosega (0,1 nm — 0,5 nm), tj. CE se smatra efektom ‘prvog sloja’ jer
samo molekule direktno na metalu 'osje¢aju’ kemijsko pojacanje. Kemijsko pojacanje ovisi o
mjestu adsorpcije, geometriji vezanja i energetskim nivoima molekule. Stoga se CE moze
koristiti za objasnjenje promjena u relativnom intenzitetu Ramanovih vrpci u SERS-u kao i
za rasvjetljavanje zasto se za razli¢ite molekule dobivaju razli¢ita pojacanja. Veliki pomaci 1
nove vrpce u spektru takoder se mogu objasniti CE mehanizmom.*’ Generalno je prihvaceno

da je faktor doprinosa CE mehanizma SERS pojacanju za veéinu uzoraka 10 do 103,

2.22.3 Zarista

Sposobnost SERS-a za detekciju jedne molekule lezi u formiranju regija s iznimno
visokim pojacanjem koje se zovu aktivna mjesta ili zarista (engl. hot spots). Ova mjesta s
velikim pojacanjem pojavljuju se na spoju izmedu dvije ili viSe plazmonskih struktura koje
se ili dodiruju ili su na vrlo malom razmaku. Kod koloidnih otopina ovakve se strukture
obi¢no formiraju dodavanjem soli, ¢ime se potiCe agregacija nanocestica. Dokazivanje
postojanja i proucavanje svojstava SERS Zzarista su komplicirani zbog molekula koje
doprinose ukupnom signalu bez da se zapravo nalaze u zaristu. Pored toga, SERS podloge
bez zarista, poput filmova srebra u formi otoka (engl. Ag island films, AglF) mogu postic¢i
pojacanje ukupnog signala oko 10° puta dok SERS podloge sa zaristima mogu dati prosjecno

pojaganje od oko 10°. U Tablici 1 dana je usporedba nekih tipova SERS supstrata.
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Tablica 1 Karakteristike nekih SERS supstrata s obzirom na podatke iz literature.** Kratice: MFON
— metalni filmovi na nanosferama; TERS — vrhom pojacana Ramanova spektroskopija; SHINERS —

shell-isolated nanoparticle enhanced Raman spectroscopy; Fs — femtosekundno.

SERS supstrat Pojacanje Procijeqjena veli¢ina Cijena Specifiéno§t ‘ SIYI
(EF) procjepa / nm prema analitu osjetljivost
Filmovi otoka 10° 10 - 100 $$ ne da
Periodi¢ni niz estica 10’ 10 - 100 $$ ne ne
Nanostapici 10%10’ - $ ne ne
Nanoskoljke ~10° - $ ne ne
MFON 10%-10" 0,1-10 $$ ne ne
Fs lasersko jetkanje <10° - $$ ne ne
E-beam litografija 10*-10° 1-100 SS ne ne
NanoZice 10°-10° 5-100 $$ ne ne
Agregirani koloidi 10°-10"° 0-10 S ne da
DNA hibridizacija 10%-10% 1-100 $S$ da da
Ugradeni polimer ~10° 10-100 S ne ne
SiO, omotane jezgre 10°-10° 0-10 SS da ne
Nanoprsti 10"-10" 0-10 SS ne ne
TERS 10°-10° 0-100 $ ne da
SHINERS 10>-10° 1-10 $$ ne ne

2.2.2.4 Faktor pojacanja (EF)

U znanstvenim se radovima ¢esto objavljuju izvjestaji o novim supstratima za SERS,

no ponekad je tesko procijeniti vaznost rezultata jer ne postoji uobi¢ajen na¢in mjerenja

ucinkovitosti supstrata. Stoga je van Duyneova grupa iznijela prijedloge za raCunanje faktora

pojaganja (engl. enhancement factor, EF) razli¢itih SERS podloga.* Na ovaj bi se na&in

moglo usporedivati aktivnosti razlicitth SERS podloga. Opcenito, postoji nekoliko nacela za

utvrdivanje EF koja bi se trebala usvojiti:

1) Jasno definirati kako je odreden faktor pojac¢anja. Najjednostavnija definicija EF je

omjer intenziteta analita na metalnoj povrsini i analita koji nije adsorbiran na metalnu

povrsinu,

Isgrs/Nsgrs

EFSERS = (2'23)

INRS/NNRS
gdje su lIsgrs 1 Ings intenziteti u SERS i normalnoj Ramanovoj spektroskopiji (NRS),

a Nsers 1 Nnrs brojevi molekula u SERS i NRS uvjetima. lsgrs | Ings trebaju biti
normalizirani na odgovarajuca vremena integracije kao i snage lasera koje se koriste
u eksperimentu. Ovo zahtijeva precizno mjerenje veli¢ine laserskog spota i

odredivanje aktivacijskog volumena SERS i NRS uzoraka. Ovom se temom detaljno
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pozabavio Le Ru.*? Za odredivanje Nsgrs I Nnrs potrebno je paZljivo odrediti probni

volumen, prekrivenost povrSine kao i referentnu koncentraciju.

2) Unatoc¢ ¢injenici da na nekim podlogama znacajan postotak signala potje¢e od malog
dijela ukupnih molekula, sve molekule na povrsini doprinose ukupnom signalu. U
idealnom sluc¢aju trebalo bi raditi s povrSinama zasi¢enim molekulama jer se tako
ogranicava uc¢inak slucajne adsorpcije na Zarista. Osim toga, kod zasi¢enih povrSina
najviSe se molekula nalazi u zaristima te tako doprinose najboljem SERS signalu.

3) Pozeljno je koristiti analit koji daje dobar signal i ima dobro definiranu povrsinsku
kemiju. Za Au i Ag povrSine obi¢no se koriste tioli, posebno tiofenol i njegovi
derivati. Ostale pogodne molekule su rodamin 6G, piridin i 1,2-di(4-piridil)etilen
(BPE). Pozeljno je koristiti analit bez ili s malom fluorescencijom kako bi usporedba

SERS i normalnog Ramanovog signala bila jednostavnija.

Ponekad je zbog fluorescencije nemoguée dobiti Ramanov spektar dok se u
blizini metalne povrsine fluorescencija gasi. U tom slucaju rezonantni Ramanov presjek
mora se eksperimentalno odrediti koriStenjem stimuliranih metoda ili mora biti
procijenjen ekstrapoliranjem nerezonantnog Ramanovog presjeka.'”** Problem se desava
i kada je analit slab Ramanov rasprsiva¢ te ne daje signal bez SERS pojacanja. U
ovakvim se slu¢ajevima Ramanov presjek procjenjuje teorijskim proracunima Koji se
mogu ili ne moraju kvantitativno slagati s eksperimentom. Izazov u racunanju EF
predstavlja 1 odredivanje broja molekula koje doprinose SERS signalu. U racunu treba
uzeti u obzir hrapavost povrsine, ukupnu povrSinu i gusto¢u pakiranja molekula. Stoga je
najbolje procijeniti najveci moguci broj molekula koje doprinose SERS signalu, ¢ime se

dobiva donja granica faktora pojacanja.

2.2.3 Plazmonski materijali

Uspjesnost SERS metode uglavnom proizlazi iz interakcije molekule adsorbirane na
povrsini 1 povrSine plazmonske nanostrukture, najces¢e zlata (Au), srebra (Ag) ili bakra
(Cu). Najc¢esce koristeni materijali su zlato i srebro jer su stabilni na zraku dok je bakar
reaktivniji. Sva tri metala imaju lokalizirane povrSinske plazmonske rezonancije koje
pokrivaju vecinu vidljivog i bliskog infracrvenog spektra valnih duljina, gdje se pojavljuje

glavnina Ramanovih vrpci (Slika 5).
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Slika 5 Priblizni intervali valnih duljina gdje su Ag, Au i Cu dobro karakterizirani i omogucavaju
SERS.*

Tijekom posljednjih godina znanstvenici nastoje optimizirati strukture i konfiguracije
podloga u svrhu maksimiziranja faktora pojac¢anja. Stvaraju se novi plazmonski materijali (S
negativnom realnom komponentom i malom pozitivnom imaginarnom komponentom
dielektri¢ne konstante) kao i razni oblici koji pokazuju dobro SERS pojacanje.*>*® Pored
navedenih, kao plazmonski supstrati koriste se i alkalijski metali (Li, Na, K, Rb i Cs), zatim
Al, Ga, In, Pt, Rh i metalne slitine.*’ Neki od ovih metala su vrlo reaktivni §to otezava
njihovu upotrebu. Noviji materijali, kao S§to je grafen, poluvodi¢i kao TiO; i kvantne tocke

pokazuju SERS aktivnost iako se ne uklapaju u tradicionalne SERS podloge. **°

2.2.4  Elektrokemijsko povrsinski pojacano Ramanovo rasprsenje

Elektrokemijsko povrsinski pojacano Ramanovo rasprsenje (engl. Electrochemical
SERS, EC-SERS) je posebna grana SERS tehnike koja se sastoji od nanostrukturiranih
elektroda i elektrolita.>® S analitickog glediita, EC-SERS pruza bitne informacije za

odredivanje adsorpcijskih konfiguracija ili reakcijskih mehanizama u elektrokemiji.

Kao $to je ve¢ spomenuto, pojacanje Signala u SERS-u dolazi od dalekoseznog
elektromagnetskog pojacanja (EM) koje daje veé¢i doprinos i kemijskog pojacanja (CE) koje
je kraceg dometa. Medutim, u slucaju elektrokemijskih sustava kemijsko pojacanje takoder
igra veliku ulogu. U ovakvim sustavima i kemijsko, kao i elektromagnetsko pojacanje, u
odredenoj se mjeri mijenjaju promjenom potencijala sto dovodi do ekstremnih promjena u
strukturi i u svojstvima. EC-SERS je vrlo slozen sustav, a njegova karakteristika je snazna

ovisnost intenziteta SERS signala o elektrodnom potencijalu. Promjena potencijala moze
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rezultirati promjenom pokrivenosti i/ili orijentacije molekule, a obje promjene dovode do

promjene SERS intenziteta.

U tipiénom EC-SERS postavu, proucava se elektrokemijski sustav za vrijeme
mijenjanja elektrodnog potencijala uz biljezenje spektralnog odziva. Na dobivenim
podacima analiziraju se promjene intenziteta kao i njihova ucestalost §to izravno odrazava
promjenu pokrivenosti povrsine, orijentacije molekule, strukture, sastava i morfologije.
NajceS¢e analizirani sustavi su anorganske i organske molekule te biomolekule u vodenim
otopinama. Slika 6 prikazuje shemu tipicnog EC-SERS eksperimentalnog postava.
Elektrokemijska celija se sastoji od tri elektrode: SERS aktivne radne elektrode, inertne
protuelektrode i referentne elektrode (obi¢no zasi¢ena kalomel elektroda (SCE) ili Ag/AgCI
elektroda). Sve tri elektrode trebaju biti u geometrijskom polozaju kako bi se omoguéio

ucinkoviti Raman i tocno elektrokemijsko mjerenje.

Zrcalo

I Notch filter

ﬁ Spektrometar
Laser

Objektiv U
Opticki prozor

- RE

Elektrokemijska c'elij\a}L =
WE

CE

Potenciostat

Slika 6 Shema elektrokemijske celije s potenciostatom za in situ SERS: RE — referentna elektroda,
WE - radna elektroda, CE — protuelektroda.51

Prva molekula koja je koriStena za dobivanje SERS efekta u elektrokemijskoj celiji
bio je piridin te se otad piridin Cesto koristi za potvrdu SERS aktivnosti. Relativni intenziteti
I pomaci u frekvenciji osnovnih vrpci piridina osjetljivi su na elektrodni potencijal i na
povrSinska svojstva metala koji se koristi kao SERS supstrat. Ovi fenomeni ne mogu se
tumaciti isklju¢ivo EM pojacanjem vec¢ treba uzeti u obzir doprinos CE pojacanja. Tian i
njegova grupa proveli su sustavne SERS studije piridina na razli¢itim metalnim povrSinama
te su pokazali kako se EC-SERS moze koristiti za karakterizaciju povrSinske adsorpcije i
molekula-metal interakcije.>® Njihovo je istraZivanje pokazalo da su frekvencije i intenziteti
piridina u SERS-u povezani s kemijskom interakcijom izmedu piridina i metalne povrsine te

orijentacije prilikom adsorpcije.
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2.3 Metalne nanodestice

2.3.1 Nanotehnologija

Podru¢je koje se bavi materijalima s nanometarskim dimenzijama naziva se
nanotehnologija. Nanotehnologija je sasvim slucajno koriStena u proslosti pa su tako u
Rimsko doba dobivani obojeni stakleni predmeti te kasnije obojeni stakleni prozori
mijeSanjem Au i Ag oksida.>® Slika 7 prikazuje neke primjere koristenja nanotehnologije u
proslosti. Likurgova ¢asa (Slika 7a) mijenja boju (crveno/zeleno) ovisno o tome prolazi li
svjetlo kroz ¢asu ili dolazi izvana. Ovo neobi¢no svojstvo potjece od male koli¢ine zlatnih i
srebrnih  koloidnih ¢estica u staklu. Prvi nanotehnolozi, iako toga nesvjesni, bili su
srednjovjekovni izradivaci vitraza (Slika 7b). Crvenu boju stakla postizali su zlatnim
nanocesticama (NC), dok su srebrnim nanoéesticama dobivali 'duboku’ Zutu boju. Za vrijeme
renesanse Cestice bakra i srebra koristile su se za proizvodnju obojenih metalnih glazura koje
su omogucile da se svjetlo s povrSine keramike odbija na razli¢itim valnim duljinama, dajuci
izgled 'prelijevanja’ (Slika 7c¢). Nanotehnologija je bitna iz dva razloga: (i) nanostrukturirani
materijali imaju veliki omjer povrSine i volumena te stoga induciraju kemijske i fizikalne

reakcije, i (ii) efekta kvantnog zatoCenja koji opisuje utjecaj smanjenja veli¢ine na

elektronska stanja materijala $to dovodi do novih optickih i fizikalnih svojstava.

Slika 7 a) Likurgova casa, 4. st. pr. Kr., b) srednjevjekovni obojeni prozor i c) Deruta keramika, 15.
st.

2.3.2 Nanocestice

Metalne nanoéestice (NC) vrlo su zanimljive zbog svojstava koja ovise 0 njihovoj
veli¢ini i obliku. Posebno su vazna njihova opti¢ka svojstva zbog kojih NC privlaée paznju
znanstvenika posljednjih nekoliko desetljeca. Stoga je vazno objasniti pojmove koji su usli u
upotrebu u posljednje vrijeme. Nanocestica je Cestica nanometarskih dimenzija, tj. agregat

atoma ili molekula, veli¢ine izmedu 1 i 100 nm.>* Ako sve dimenzije materijala nisu
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nanometarske, materijal se ¢esto naziva nanostrukturiranim, npr. tanke zice i tanki filmovi.
Nanokristal je ¢vrsti materijal s barem jednom dimenzijom u nanometarskom rasponu. U
proizvodnji nanocCestica postoje dva pristupa: (i) od vrha prema dolje (engl. top-down) i (ii)
od dna prema vrhu (engl. bottom-up). U prvom se pristupu materijal usitnjava do
nanometarskih dimenzija, dok u drugom slu¢aju nanocestice nastaju od atoma ili molekula,
Sto ukljuuje rast iz sjemena (engl. seed growth method) ili kemijsku redukciju. Osnovni
problem kod stvaranja nanomaterijala je kontrola njihova oblika, agregacije ili precipitacije i
stabilizacija.

Nanocestice imaju posebna fizikalna i kemijska svojstva. One su karakterizirane
magi¢nim brojem koji predstavlja specifi¢an broj atoma u nakupini stabilnih nanocestica.
Tako npr. najstabilnija nakupina Pb ima 7 ili 11 atoma.”® Kod smanjivanja veli¢ine metala
do nanometarskih veli¢ina, gustoca stanja energetskih nivoa mijenja se iz kontinuirane u
diskretnu te energetski nivoi postaju odvojeni energetskim razlikama vec¢ima od termalne
energije kgT. U ovom se slucaju energetski nivoi mogu kvantnomehanicki opisati ¢esticom u
kutiji (engl. particle in a box). Ovaj je fenomen poznat i kao efekt kvantnog zatocenja.
Svaka je nakupina karakterizirana svojom veli¢inom koja stvara njen vlastiti efekt kvantnog

zatocenja.

2.3.2.1 A nanocestice
Ag nanocestice bitne su u bazi¢nim istraZivanjima kao i u industrijskoj primjeni iz

sljedecih razloga:

e povrsinska plazmonska rezonancija srebra lezi u vidljivom spektru

e srebro je antibakterijski agens koji se koristi u industriji za prevenciju rasta
bakterija

o Kkoristi se kao opticka prevlaka zbog reflektivnosti

e srebro je jedini plemeniti metal kojem se SPR frekvencija moze podesiti na
bilo koju Zeljenu valnu duljinu u vidljivom podru¢ju, mijenjanjem raspodjele

gustoce, veli¢ine 1 dielektricnih svojstava okolnog medija.

Oblik SPR apsorpcijske vrpce ovisi uglavnom o obliku Ag nanocestica. Za male
Cestice, EM val je uniforman na cijeloj Cestici 1 svi se elektroni pokrecu u fazi stvarajuci
dipol-dipol oscilacije ¢ime nastaje jedna apsorpcijska vrpca. Kako se velicina Cestice duz

jedne osi povecava, polje preko Cestice postaje neuniformno i stoga razdoblje zakasnjenja
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proSiruje rezonanciju dipola te pobuduje visepolne rezonancije kao kvadrupolnu i oktopolnu,

¢ime nastaje spektar s vise vrpci.

2.3.3 Kaoloidne otopine

Koloidne otopine su otopine koje sadrze dovoljno male Cestice da mogu biti
uniformno dispergirane, ali i dovoljno velike da rasprSuju svjetlo. Koloidne otopine treba
razlikovati od kemijskih otopina koje sadrze potpuno otopljene Cestice veli¢ina manjih od
nanometra. Koloidne Cestice u stanju su neprekidnog slucajnog gibanja koje se naziva
Brownovo gibanje. Odbojne elektrostatske sile ili steri¢ki efekti odrzavaju cCestice u
suspenziji. Koloidi se mogu formirati u svim kombinacijama tekucine, krutine i plina osim u

kombinaciji plin — plin. Neki ¢esti koloidi navedeni su u Tablici 2.

Tablica 2 Tipovi koloida.

Dispergirana faza | Disperzno sredstvo Tip (primjer)
Tekucina Plin Aerosol (magla)
Tekucina Tekucina Emulzija (mlijeko)
Tekuéina Krutina Gel (Zelatina)

Plin Tekucina Pjena (Slag)

Plin Krutina Cvrsta pjena (stiropor)
Krutina Plin Aerosol (dim)
Krutina Tekucina Sol (koloidno srebro, krv)
Krutina Krutina Cvrsti sol (rubin)

2.3.3.1 Stabilnost koloida

Koloidne cestice zbog Brownovog gibanja sudaraju se jedna s drugom. Stoga je
stabilnost koloida uvjetovana interakcijama izmedu Cestica za vrijeme sudara. Dvije osnovne
vrste interakcija su privlaenje 1 odbijanje. U slu€aju kada dominira privlacenje, Cestice
prianjaju jedna uz drugu i dolazi do srastanja i formiranja agregata. Kada dominira odbijanje
sustav je stabilan i ostaje u dispergiranom obliku. Sli¢ne Eestice medusobno se privlace van
der Waalsovim silama pa su zato koloidne disperzije stabilne samo ako dovoljno jake

odbojne sile neutraliziraju van der Waalsovo privlacenje.

Deryagin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) teorija navodi da stabilnost Cestice u
otopini ovisi 0 ukupnoj potencijalnoj energiji (V1) sustava. Vr se izrazava kao suma nekoliko

doprinosa,
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Vi =Va+ Vg + Vs (2-24)

gdje Vs predstavlja potencijalnu energiju zbog otapala (manjeg znacaja), Vg odbojne sile
elektricnog dvosloja i Va privlatne van der Waalsove sile. Stoga je stabilnost koloidnog
sustava odredena sumom Vja i Vg u trenutku kada se Cestice nadu u blizini zbog Brownovog
gibanja. Ako su odbijanja medu ¢esticama dominantna, koloid ¢e biti stabilan. Stabilizacija u

koloidu moze se posti¢i elektrostatski, stericki ili njihovom kombinacijom.

2.3.3.1.1 Elektrostatska stabilizacija

Dispergirane Cestice u vodenim koloidima obi¢no imaju odredeni naboj, a taj je naboj
»zaklonjen® poveéanom koncentracijom iona suprotnog naboja blizu povrSine. Tocnije,
svaka Cestica okruzena je elektricnim dvoslojem ¢ime dolazi do elektrostatske stabilizacije.
Ovaj sloj suprotno nabijenih iona pomice se zajedno s nanoCesticama. Unutar koloidne
disperzije dvostruki sloj formira se kako bi se neutralizirao naboj na povrsSini nanostrukture
(Slika 8). S druge strane, dvosloj uzrokuje -elektrokineti¢ki potencijal na povrSini
nanocestica. Jakost potencijala povezana je s povrSinskim nabojem i debljinom dvosloja. U
Sternovom sloju potencijal opada priblizno linearno, zatim eksponencijalno u difuznom
sloju te se priblizava nuli na imaginarnoj granici dvosloja. Zeta potencijal (ili
elektrokineticki potencijal) je mjera ,.efektivnog® elektricnog naboja na povrsini Cestice.
Zeta potencijal smatra se vaznijim od povrSinskog potencijala i koristi se kao mjera

elektrostatske stabilnosti:

e 0-+5mV —Cestice agregiraju
e +5-+20mV — minimalno stabilne Cestice
e +20-+40 mV —umjereno stabilne Cestice

e >+40mV — vrlo stabilne &estice.®

Vrijednost naboja na povrsini nanocestice ovisi o pH otopine. Povrsinski naboj moze

se smanjiti do nule na odredenim pH vrijednostima (izoelektri¢na tocka).

Lara Mikac Doktorska disertacija



LITERATURNI PREGLED 24

— Elektricni dvosloj
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Slika 8 Shematski prikaz elektri¢nog dvosloja na povrsini nanocestice.”’

2.3.3.1.2 Stericka stabilizacija

Stabilnost koloida moze se posti¢i dodavanjem makromolekula ili polimera koji se
kemisorpcijom ili derivatizacijom vezu na povrSinu koloidnih Cestica. Ovi spojevi stvaraju
zastitni omota¢ oko svake koloidne Cestice te tako sprecavaju njihovu agregaciju (Slika 9).
Steri¢ki stabilizirani koloidi nisu osjetljivi na prisutnost elektrolita. Stericka stabilizacija

jednako je u¢inkovita u vodenim i u nevodenim sustavima.

Slika 9 Shematski prikaz stericke stabilizacije.

Elektrostatska 1 stericka stabilizacija se mogu kombinirati, a rezultat je

elektrostericka stabilizacija.
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2.3.4 Kvantne tocke

Kvantne tocke (engl. quantum dots, QD) su sitne CcCestice ili nanokristali
poluvodi¢kog materijala promjera od 2 do 10 nm (10 — 50 atoma). Otkrivene su 1980.
Kvantne tofke imaju jedinstvena svojstva, negdje izmedu svojstava cjelokupnog (bulk)
poluvodica 1 diskretnih molekula, koja dijelom proizlaze iz velikog omjera povrsine i
volumena. Bitno svojstvo ovih Cestica je fluorescencija jer nanokristali mogu emitirati

razli¢ite boje, ovisno o veli¢ini Cestica.

Zbog male veli¢ine elektroni su u kvantnim to¢kama ograniceni na mali prostor
(kvantna kutija). Kada je radijus poluvodi¢kog nanokristala manji od Bohrovog radijusa
ekscitona (Bohrov radijus ekscitona je prosjec¢na udaljenost izmedu elektrona u vodljivoj
vrpci i1 Supljine koju ostavlja za sobom u valentnoj vrpci) dogada se kvantizacija energetskih
nivoa prema Paulijevom principu iskljucenja (Slika 10). Kvantizirani energetski nivoi
kvantnih to¢aka povezuju ih vise s atomima nego cjelokupnim (bulk) materijalom pa se
kvantne tocke ponekad nazivaju 'umjetni atomi'. Sa smanjenjem veli¢ine nanokristala razlika
energije izmedu najviSe valentne vrpce i1 najnize vodljive vrpce se povecava. Stoga je
potrebno vise energije za pobudu kvantne tocke. Posljedica toga je veca energija oslobodena
prilikom vra¢anja nanokristala u osnovno stanje, $to rezultira promjenom boje. Rezultat
ovog efekta je da kvantne tocke istog materijala mogu emitirati bilo koju boju svjetlosti
jednostavnom promjenom veli¢ine. Zbog velike moguénosti kontrole sinteze nanokristala,

mogu se proizvesti kvantne tocke koje emitiraju to¢no Zeljenu boju svjetlosti.

Cjelokupni Kvantne
materiial tocke

Valentna

<H

Vodljiva =— =
vrpca
-m e . Ny
§ Energ.l jski I I
g procjep
w (band gap) . (0

vrpca

Smanjenje veli¢ine
Slika 10 Podjela energetskih nivoa kod kvantnih toc¢aka uslijed efekta kvantnog zatocenja;
poluvodicki energijski procjep se povecava sa smanjenjem veli¢ine nanokristala.>®
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2.3.5 Sigurnost

Koristenje nanocestica u prehrani, razli¢itim materijalima (kozmetika i sl.) i klini¢ckim
tretmanima drasti¢no se pojacalo u posljednjem desetljec¢u. Time se povecala i izlozenost
ljudi nanocCesticama Sto je ukazalo na vaznost istrazivanja molekularnih mehanizama koji se
mijenjaju pod utjecajem nanocestica. Mnoge informacije ukazuju na potencijalni rizik od
nanocestica. Nedavna istrazivanja ukazuju da nanocestice veli¢ine 20 nm ulaze u stanice i
pritom uzrokuju razli¢ite procese (Slika 11), tj. utje¢u na bioloske procese u organizmu, dok
NC od 100 nm ne ulaze.>® Nanogestice predstavljaju potencijalnu opasnost za zdravlje te su

potrebne detaljne studije o njihovom dugoro¢nom utjecaju.

{ 0000089000 «*.o AgNC
100 nm o . ® ®_c0000000099888500000085800,, s fi A8
s 0 oE GO0 o9 005800, * + *

580
#*  Degradacija 1‘ _To%ggoo

2

Oksidacija
proteina '

SUMOilacija 2

‘ ROS g8
B\ V Yo 'CE§Z§£21F§S

§8

# s i Proteini za transport &

%%, i Apoptoza : e DNA port. 45
T Veerrenmenmennat o3tecenje elektrona E%?

(,oocoogooormg
H

0
0
Bl
ae)
ol
>
—

"
Lo,
Coa2C000000aaa. "<§?®J
- “‘0000000?5%\3%%0&0;%9: 200, \':,‘fj%)

o000, 2

Slika 11 Shematski prikaz utjecaja nanodestica od 20 i 100 nm na stanicu.>

2.4 Metode pripreme supstrata za povrsinski pojacano Ramanovo
rasprsenje

Vazno podrudje istrazivanja u povrSinski pojacanoj Ramanovoj spektroskopiji je
izrada SERS aktivnih podloga. Kao $to je veé opisano, dva su osnovna nacina proizvodnje
nanostruktura: ,,od vrha prema dolje“ i ,,od dna prema vrhu“. U ,,0od vrha prema dolje*
pristupu kre¢e se od cjelokupnog (bulk) materijala koji se razli¢itim procesima oblikuje u
nanostrukture. Ovi procesi Cesto rezultiraju necisto¢ama i defektima. ,,Od dna prema vrhu*
pristup ukljuéuje samoorganizirani rast atoma za nastanak Zeljenog materijala. Opcenito,
SERS supstrati mogu se podijeliti u tri skupine: (1) suspenzije metalnih nanocestica, (2)
metalne nanocestice imobilizirane na ¢vrstim supstratima i (3) nanostrukture proizvedene

izravno na ¢vrstim podlogama. U slucaju prvih dvaju skupina teSko je kontrolirati razmak
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izmedu nanocestica U svrhu optimizacije SERS aktivnosti. Metode predlozaka daju vrlo
uredene SERS podloge s kontroliranim razmakom nanocestica. NajéeSc¢e koristene metode
predlozaka su nanosferna litografija (NSL) i filmovi anodnog aluminijevog oksida (engl.
anodic aluminum oxide, AAO). Osim toga, Langmuir-Blodgett (LB) tehnika moze se
koristiti za izradu vrlo dobro uredenih SERS podloga. U sljede¢im poglavljima ukratko su

razmotrene glavne kategorije SERS supstrata i s njima povezane metode proizvodnje.

2.4.1 Kemijska sinteza koloidnih rnanocestica

Uvjerljivo najpopularniji SERS supstrati, koji se koriste ve¢ nekoliko desetljeca, su
koloidne nanodestice.”*® Koloidne suspenzije sastoje se od dispergirane faze raspodijeljene

uniformno u disperznom mediju. Koloidi imaju velik omjer povrSine prema volumenu §to

koloidnim cCesticama daje jedinstvena fizikalno-kemijska svojstva. Slika 12 prikazuje

“

mikrografije razli¢itih nanocestica.

slika 12 Mikrografije razli¢itih nanostruktura.®

NajceS¢e koriStena metoda pripreme metalnih koloida u vodenim ili organskim
otapalima je kemijska redukcija metalnih soli. Redukcija citratima vrlo je ¢esta metoda za
sintezu Ag 1 Au nanocestica te iako je jednostavna i brza, kao konacni produkt dobiva se
heterogena smjesa s velikom raspodjelom veli¢ine Gestica.?? Ovo se moze iskoristiti i kao
prednost ako postoji potreba za razli¢itim maksimumima ekstinkcije. Koloidi se jednostavno
agregiraju upotrebom otopina soli (npr. NaCl, KBr). Agregacija srebrovog koloida je bitna
kod detekcije jedne molekule (SM SERS).”® Kako bi se dosko¢ilo problemu giroke
raspodjele veli¢ina Cestica, razvijene su metode za dobivanje monodisperznih metalnih
nanocestica specifiénih oblika: nanosSkoljke, trokutaste nanoprizme, kocke, bipiramide 1
zvijezde. 495856788 Ogim citrata, ostali reducensi koji se koriste su borohidridi, askorbati i
vodik. Redukcija metala je popularna metoda zbog jednostavnosti i brzine, ¢esto blagih
reakcijskih uvjeta (sobna temperatura), dobrog iskoriStenja i stabilnosti. Pored toga,

mijenjanjem eksperimentalnih uvjeta mogu se kontrolirati veli¢ina i geometrija nanoCestica
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§to omogucéava dobivanje &estica prema potrebama istrazivaca. Kontrola geometrije NC
slozenija je od kontrole veliine: reakcijski uvjeti moraju se prilagoditi tako da je rast Zeljene
kristalne ravnine energetski povoljniji. Jedna od popularnijih metoda kontrole morfologije
NC je poliolna sinteza srebrnih nano-kocki prema Sun i Xia.?® Sredstva za jetkanje kao i
surfaktanti mogu se dodati u reakcijsku smjesu radi mijenjanja termodinamike reakcije i
usmjeravanja rasta duz Zeljene kristalne ravnine.®® Grupa Xia i Yanga proizvele su neke od
vrlo zanimljivih NC (Slika 13): oktaedre i kuboktaedre, oktopode i varijacije ovih

struktura.’®"2

Zanimljive 1 korisne morfologije Cestica proizasle su i iz laboratorija El-
Sayeda i Murphyja.”"® Buduéi da veli¢ina, oblik i materijal NC odreduju karakteristike
plazmonske rezonancije, znaCajan je napor napravljen u kontroli plazmonske rezonancije
putem jezgra-ljuska (engl. core-shell) i legiranih ¢estica ¢emu je znatno pridonijela Halasova

grupa.”®”

NANOCESTICE OKTAEDRI

JETKANI OKTAEDRI

OKTOPODI

slika 13 Mikrografije razli¢itih nanoéestica."
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2.4.1.1 Priprema koloida za SERS

Nakon Sto se koloidne cCestice sintetiziraju, SERS analiza provodi se mijeSanjem
uzorka s koloidnom otopinom u kiveti. U odredenim situacijama suSenje smjese pomaze
poboljsanju adsorpcije analita na povrSine nanocestica §to moze poboljsati SERS signal.
Pojedina¢ne nanocCestice pruzaju odredeno SERS pojaCanje, a to posebno vrijedi za
nanostrukture s oStrim vrhovima. No, pojacanje je mnogo vecée na tzv. aktivnim mjestima ili
Zaristima.** Zarista su podrucja gdje se dvije nanocestice nalaze jedna blizu druge, na
udaljenosti od otprilike 2 nm." Zarista stvaraju vrlo veliko SERS pojacanje §to omoguéava
detekciju malih koncentracija analita. Kod koloidnih otopina agregacija nanoc¢estica moze se
inducirati dodatkom agregiraju¢ih agensa kao npr. klorida, bromida, nitrata 1 drugih ionskih
vrsta, dodatak kojih dovodi do promjene zeta potencijala. Stupanj agregacije tesko je
kontrolirati te moze doci do prevelike agregacije pri ¢emu se formiraju velike nakupine koje
Imaju smanjenu ili uopée nemaju plazmonsku aktivnost. Stabilnija zariSta mogu Se dobiti
depozicijom koloidnih nanostruktura na ¢vrste podloge. Metode deponiranja ukljucuju
pipetiranje (stavljane kapi na ¢vrstu podlogu), namakanje (engl. soaking), printanje na
podlozi (engl. screen printing), filtriranje i ink-jet printanje.”*® Medutim, osnovni problem
kod ovih jednostavnih postupaka depozicije je taj da se ZzariSta stvaraju i rasporeduju
nasumi¢no duz supstrata. Kako bi se dobio ravhomjerniji raspored nanocestica, a samim tim
i ZariSta, znanstvenici su pribjegli drugim metodama, kao $to su samouredenje (engl. self-
assembley) i usmjerena organizacija (engl. directed assembley) (npr. Langmuir-Blodgett

83,84

metoda). Ipak, ove tehnike ukljucuju sloZenije procese pri izradi podloga.

2.4.2 Metalne elektrode

Nakon $to je prvi put opisana metoda elektrokemijski ohrapavljenih elektroda (engl.
electrochemically roughened electrode), koristena je u mnogim radovima za izradu SERS
podloga. No, metoda se sve rjede koristi zbog postojanja jednostavnijih i reproducibilnijih
metoda. Izrada elektrokemijski ohrapavljenih elektroda zahtijeva elektrode, izvor napajanja,
generator signala za kontrolu izvora i otopinu u kojoj se nalaze elektrode. Svaka komponenta
doprinosi ukupnoj hrapavosti i znacajkama elektroda. U literaturi postoji nekoliko metoda
elektrokemijskog hrapavljenja Au i Ag povrsina.®>® Jednom kad elektroda postane hrapava,
lako ju je koristiti kao SERS supstrat. Otopina koja se zeli analizirati deponira se na
elektrodu ili se elektroda uranja u otopinu odredeno vrijeme te se zatim susi. Kako SERS

efekt ovisi o udaljenosti analita od podloge, ova metoda ima za posljedicu vecu
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koncentraciju molekula analita na nanostrukturiranoj povrsini elektrode ¢ime se postize bolji
SERS signal. Hrapavost povrsSine kao i SERS pojacanje ovise o broju i brzini oksidacijsko-
redukcijskih ciklusa. Ovisno o postupcima Kkoji se primjenjuju, elektroda moze imati

razligitu hrapavost to rezultira nejednakim pojatanjem duZ njene povrsine.®’
2.4.3 Filmovi metalnih otoka

Klasa SERS supstrata koji su relativno stabilni u vremenu su filmovi metalnih otoka
(engl. metal island films). Pripremaju se termalnom vakuumskom evaporacijom tankog sloja
metala (obi¢no manje od 20 nm) na krutu podlogu. Na ovaj nacin nastaje diskontinuirani sloj
metala koji stvara izolirane otoke nanocestica na podlozi. Veli¢ina nanocestica, njihov oblik
1 razmak odredeni su temperaturom supstrata, brzinom depozicije kao 1 konacnom debljinom
metalnog Sloja.88 Povecanjem koli¢ine deponiranog metala (npr. srebra), otoci nanocestica se
spajaju i formiraju kontinuirani film ¢ime se smanjuje broj neravnina na povrsini, a time i
faktor pojacanja (Tablica 3). U usporedbi s metalnim koloidima, filmovi metalnih otoka

pokazuju manja poja¢anja Ramanovog rasprSenja adsorbiranih molekula.

Tablica 3 Faktori pojacanja, EF, dobiveni na srebrnim filmovima razlicite debljine i pri razlicitim
valnim duljinama pobude.®

Syt Debljina Faktor pojacanja (EF) s obzirom na A
filma / nm 488 nm 514,5 nm 614,3 nm 722 nm
1,8 (1,0+0,2)x10* | (1,9+0,8) x 10" <10° <10°
Ag film 3,5 (1,0 +0,8) x 10;‘ (4,8 £0,6) x 101‘ (7,1+1,9) x 10;1 (9,7 +3,8) x 10:
8,0 (3,8+1,5) x 10 (9,5 +2,6) x 10 (24 +5,6) x 10 (53+2,3)x10
16,0 - (1,8+0,5)x10* | (8,2+1,7)x10* | (35%6,7)x 10"
2.4.3.1 Metalni filmovi na nanostrukturama

Metalni filmovi na nanostrukturama (engl. metal films over nanostrucutres, MFON)
uvelike su smanjili slabu reproducibilnost SERS supstrata. MFON supstrati pripremaju se iz
suspenzije nanosfera koja se nekom od metoda (poglavlje 2.4.4.1) stavlja na krutu podlogu.
Te se nanosfere zatim prekrivaju tankim slojem metala (gotovo isklju¢ivo Ag i1 Au)
termalnom evaporacijom ili kemijskom depozicijom. Mogu se koristiti razli¢ite nanosfere,
poput teflonskih, aluminijskih, od TiO,, Si itd. Budu¢i da je metal deponiran na nanocestice
kao kontinuirani film, morfologija MFON supstrata odredena je prvenstveno veli¢inom
nanosfera. Veliki utjecaj ima i1 koncentracija nanosfera u suspenziji. Za svaku veliinu 1
koncentraciju nanosfera postoji optimalna debljina metalnog filma za pojacanje SERS

signala (Tablica 4). MFON supstrati mogu imati faktor pojacanja reda veli¢ine 107 kao §to se
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vidi u Tablici 4, $to je dva do tri reda veli¢ine bolje od filmova srebrnih otoka.
Reproducibilnost MFON supstrata je dobra pa je tako za Al bazirane supstrate relativna

standardna devijacija unutar 5%.

Tablica 4 Faktori pojacanja na AgFON supstratima razlicitih debljina srebra i promjera
nanoéestica.®®

SueE Debljina filma Faktor pojacanja (EF) s obzirom na promjer Cestice
/ nm 121 nm 264 nm 542 nm 870 nm

100 2 x10° 4 x10° 5 x 10° -
FON 200 1x10° 7 x 10° 1x10’ 2 x10°
400 1x10° - 8 x 10° 4 x10°

2.4.4 Litografske metode dobivanja cvrstih podloga

Litografski procesi dobro su razradeni postupci koji se Cesto koriste pri proizvodnji
SERS supstrata. Oni omogucavaju kontrolu strukture, veli¢ine i oblika mikro i
nanostruktura. Dvije su osnovne litografske metode pripremanja uniformnih nanocestica:

nanosferna litografija (NSL) i litografija zrakom elektrona (engl. electron beam litography).

Koristenjem litografskih metoda nakon cega slijedi evaporacija Au ili Ag, dobiveni
su vrlo uniformni i reproducibilni SERS supstrati.®** Litografija zrakom elektrona obi¢no je
vezana s jetkanjem plazmom (engl. plasma etching) ili jetkanjem reaktivnim ionima (engl.
reactive ion etching) kako bi se u konacnici stvorili nizovi nanocestica koji omogucuju
nastajanje lokaliziranih povrSinskih plazmona za odredenu valnu duljinu. Iako na ovaj nacin
nastaju izuzetno reproducibilni SERS supstrati, nedostatak metode je sporost i visoki

troskovi proizvodnje.

Suprotno tome, nanosferna litografija je znatno jeftinija i jednostavnija metoda koja
daje faktore pojadanja veée od 10%. Tehniku je uvela Van Duyneova grupa, a ona ukljuduje
slaganje polistirenskih nanosfera (ili SiO, nanosfera) Zeljenog promjera u pravilni niz koji se
dalje koristi kao maska za stvaranje periodi¢nih nanostruktura.” Kao podloga moze se
koristiti indij kositar oksid (engl. indium tin oxide, ITO), ali i drugi materijali. Zlato ili
srebro evaporiraju se kroz pukotine koje nastaju prilikom slaganja nanosfera, a nakon toga
slijedi uklanjanje nanosfera, npr. soniciranjem u otapalu, te nastaju nanocestice s trokutastim
otiskom. Nazalost, ovakve strukture zauzimaju samo 7% ukupne povrsine. Varijacija ove

metode ukljucuje evaporaciju metala direktno na predlozak od tijesno pakiranih nanosfera.”
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Sli¢cna metoda ukljuéuje koriStenje polistirenskih nanosfera za stvaranje Supljina unutar sloja
zlata deponiranog evaporacijom ili rasprsivanjem.”® Polistirenske sfere mogu sluziti za
proizvodnju nanozdjela i polumjeseca koristenjem metoda evaporacije pod kutom.**%
Metoda nakrivljenog kuta (engl. oblique angle), koju su prvi u laboratorij uveli Zhao i
Dluhy, stvara nizove poredanih Ag nanoStapica koji su izvrsni SERS supstrati.96 Ovakuvi

supstrati koristeni su za detekciju virusa, RNA i spajanje podloga s optickim sondama.®" %%

2.4.4.1 Formiranje monosloja

Samouredenje (engl. self-assembly ili selforganization) se definira kao spontana (bez
pomo¢i vanjskih sila ili prostornog ogranicenja) organizacija dvaju ili viSe komponenti u
veée agregate pomoéu kovalentnih i/ili nekovalentnih veza.'® Osnovni nedostatak
samouredenja je nastajanje defekata iz Cega proizlazi i Cinjenica da su dobro uredena
podru¢ja bez defekata relativno mala pa je stoga tesko posti¢i dobru ponovljivost. Tijekom
proteklih godina mnoge su grupe radile na razliitim strategijama poboljSanja kvalitete
monoslojeva. Postoje razlicite tehnike kojima se nanosfere u monosloju deponiraju na krutu
podlogu.’® Slika 14 shematski prikazuje neke od metoda. Cesto koristene metode kojima se
dobiva gusta heksagonska slagalina su depozicija kapanjem (ili samouredenje hlapljenjem
otapala) (engl. drop coating), uranjanje (engl. dip coating), depozicija vrtnjom i konveksno

samouredivanje (engl. convective self-assembly).

Depozicija kapanjem Depozicija vrtnjom Langmuir-Blodgett

~
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Slika 14 Shematski prikaz razlicitih metoda depozicije nanosfera u monosloju.
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2.4.4.1.1 Samouredenje hlapljenjem otapala (engl. drop coating)

Metode hlapljenja temelje se na isparavanju otapala iz kapljice razrijedene suspenzije
koloidnih nanosfera nanesenih na supstrat (Slika 15). Isparavanje otapala potie nastajanje
meniskusa izmedu Cestica 1 stoga privlacne kapilarne sile dovode do samouredenja Cestica U
heksagonsku gustu slagalinu. Denkov i njegov tim doSli su do bitnih saznanja o
samouredenju &estica izravnim promatranjem koloida.*® Otkrili su da su privlaéne kapilarne
sile i konveksan transport nanosfera faktori koji dominiraju procesom samouredenja, dok na
kvalitetu dobivenih podrudja monosloja znatno utjede brzina isparavanja otapala.'®
Kontroliranjem temperature 1 vlaznosti sustava Micheletto i1 suradnici proizveli su monosloj

koloida na blago nagnutom supstratu, no slaba kontrola procesa Cesto rezultira viSeslojnim

strukturama.*®*

Hlapljenje

Supstrat

Slika 15 Sile koje sudjeluju u organiziranju sfericnih Cestica u otopini na supstratu. F, je kapilarna
sila izmedu cestica u tankom filmu tekucine ¢ija je debljina jednaka promjeru Cestice. F, je
hidrodinamicka sila koja vuce uronjene cestice prema unutarnjem podrucju. Ovu silu stvara
hidrodinamicki tok (/s) otapala koji kompenzira otapalo hlapljenjem s tanjih podruéja.'®

2.4.4.1.2 Depozicija uranjanjem

Na temelju svog rada na konvekcijskom uredenju koloidnih nanosfera tijekom
isparavanja otapala, Nagayama i suradnici razvili su postupak stvaranja 2D koloidnih
predlozaka uranjanjem (engl. dip coating).’® Brzina isparavanja kao i brzina izvlacenja
supstrata, kljuéni su parametri za postizanje velikih 2D uredenih podrucja. U ovom se
slucaju slojevi Cestica nalaze s obje strane supstrata ¢ime se povecava koli¢ina iskoriStene
suspenzije. Kako bi rijesili ovaj nedostatak Nagao i suradnici projektirali su hibridnu metodu

koristenjem hlapljenja i uranjanja.'®

Kap koloidne suspenzije poloZena je na supstrat koji se
nakon toga naginje vertikalno dok se suspenzija ne osusi. Viseslojni supstrati dobivaju se

ponavljanjem postupka.
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2.4.4.1.3 Depozicija vrtnjom

Depozicija koloidne suspenzije na supstrat vrtnjom (engl. spin coating) moze ubrzati
proces hlapljenja otapala. Na kvalitetu i debljinu koloidnog sloja utjeCu brzina vrtnje,
veli¢ina sfera, stupanj vlaZzenja itd. Za dobivanje vecih uredenih monoslojeva najcesce je
potrebna brza vrtnja suspenzije. Vrtnja supstrata pri velikoj brzini znaéi da centripetalna sila
u kombinaciji s povrsSinskom napetosti otopine povlaci tekuc¢inu u jednoliki premaz. Tijekom
vrtnje otapalo isparava te ostavlja zeljeni materijal na podlozi. Pokazalo se da je debljina
filma obrnuto proporcionalna brzini vrtnje.'” Stovise, Rehg i Higgins te Dushkin i suradnici
zakljucili su da se ve¢im brzinama isparavanja dobivaju uniformniji slojevi koloidnih
kristala.!®% Chen i suradnici nedavno su objavili mnogo korisnih informacija za
ucinkovitu i1 kontroliranu proizvodnju uniformnih jednoslojnih ili viseslojnih filmova
koloidnih kristala pomocu polistirenskih nanosfera razlicitih promj era.™™® Time su poboljsali

razumijevanje odnosa izmedu pokrivenosti supstrata U monosloju i brzine vrtnje.

2.4.4.2 Samouredenje na granici dvaju medija

2.4.4.2.1.1 Granica zrak-tekuéina

Langmuir-Blodgett depozicija se odnosi na dobivanje i prijenos monosloja nanosfera
s granice zrak-tekucina na Cvrsti supstrat kontroliranim povlacenjem supstrata. Koristenjem
surfaktanata ili putem povrSinskih modifikacija nanosfera radi poboljSanja njihove
hidrofobnosti, na povrsini tekuéine formira se plutajuéi 2D kristalni film.""**? Na ovaj se

nac¢in mogu dobiti monoslojevi makroskopskih dimenzija.

Kontrolirano hlapljenje razlikuje se od Langmuir-Blodgett postupka time $to supstrat
ostaje uronjen u tekucinu za vrijeme hlapljenja. Laganim naginjanjem supstrata, proizvedene

su domene veée od 150 pm? (koristenjem PS sfera promjera 200 nm).™

2.4.4.2.1.2 Granica tekuéina-tekuéina

Samouredenje se takoder moze odvijati na granici dvaju tekuéina koje se ne
mijesaju.'* Jednom kad su Cestice zarobljene na ganici, one se samoorganiziraju u monosloj,

nakon ¢ega se monosloj deponira na supstrat uklanjanjem ili hlapljenjem jedne faze.
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2.4.4.2.2 Elektroforetska depozicija

Kod elektroforetskog nanosSenja koloidna suspenzija je smjeStena izmedu dvije
elektrode. Primijenjeno elektri¢no polje inducira migracije Cestica te se samouredenje desava
na povrsini elektrode. Ova je metoda stoga ograni¢ena na vodljive supstrate (npr. ITO
staklo). Nastanak 2D i 3D koloidnih kristala istrazivan je primjenom istosmjerne i
izmjeni¢ne struje. KoriStenje izmjeni¢ne struje omogucuje manipulaciju s bilo kojom vrstom
Cestica u bilo kakvom mediju i ima prednost koriStenja polja visoke snage bez elektrolize

vode. 1

2.4.4.2.3 Konveksno samouredivanje

Kod konveksnog samouredivanja ploca se postavlja pod ostrim kutom neposredno
iznad podloge dok se mali volumen suspenzije nanocestica nalazi u kutu koji tvore ploca 1
podloga (Slika 16).**° Ploca se zatim povlagi odgovarajuéom brzinom (w,) pri ¢emu povlaci
suspenziju. Isparavanje otapala iz tankog filma koji zaostaje nakon povlacenja ploce potice
protok (Jy) otapala prema rubu. Protok povlaci ¢estice $to dovodi do rasta tankog koloidnog
kristala s jednim ili vi$e slojeva. Ovim se postupkom mogu deponirati uniformni filmovi na

nekoliko kvadratnih centimetara.

A
A4 A\ <

‘-:/Kapljica koloida f.~

2— Supstrat

Osovina \

~— Motor

F

Slika 16 Shematski prikaz konveksnog samouredivanja (samoudruzivanja).
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2.5 Ogranicenja SERS-a

Postoji nekoliko problema SERS metode koji trenutno ogranic¢avaju Siroku primjenu
tehnike."*” Da bi Ramanovo rasprSenje analita bilo povrSinski pojacano, analit se mora
nalaziti vrlo blizu SERS supstrata.*’® SERS-a nece biti ako se analit ne adsorbira ili ne dode
u blizinu supstrata $to je slu¢aj s mnogim analitima. Pored toga, orijentacija molekula s
obzirom na supstrat odreduje koji ¢e vibracijski modovi biti pojaéani.119 SERS spektar
ponekad se razlikuje od klasiénog Ramanovog spektra, a time je otezana i nhjegova
asignacija. U SERS spektru mogu se pojaviti nove vrpce, neke vrpce mogu postati vrlo slabe
ili ¢ak potpuno nestati.”® Razlog tome su veéinom izborna pravila za molekule na povriini
metala. Vibracije polarizirane okomito na povr§inu najintenzivnije rasprsuju zracenje, dok
vibracije paralelno s povrsinom ne doprinose rasprsenju. Adsorpcijom molekula na povrsinu
metala mijenja se geometrija molekule te dolazi do promjena normalnih vibracija. To je
najizrazenije za molekule s centrom simetrije, Koje vezanjem na povrSinu gube to svojstvo
pa vise ne vrijedi pravilo medusobnog isklju¢enja. Tad se u SERS spektru javljaju vrpce i

onih vibracija koje su inace bile samo IR aktivne.

Jo§ jedan problem SERS-a je nedovoljna reproducibilnost glede pojacanja.
Varijabilnost SERS signala u manjoj se mjeri moze smanjiti jednostavnim metodama
prilikom snimanja spektara. Tako se na primjer laserski snop moze konstantno pomicati.
Ova se metoda zove rastering ili rast scanning i pokazala se u¢inkovitom.**# Drugi je
pristup osvjetljavanje veceg podru¢ja (mijenjanjem fokusa laserske zrake) pri ¢emu dolazi
do pobude zarista na ve¢em podruc¢ju. Takoder je mogucée snimati spektre na vise razli¢itih
mjesta pa ih potom usrednjiti. Sve ove metode zapravo usrednjavaju SERS signal nad vise

ZariSta ¢ime se smanjuje varijabilnost.

Navedena ograni¢enja za sada smanjuju Siru primjenu SERS-a, ali i predstavljaju

podru¢ja buduceg razvoja ove metode.
2.5.1 Surfaktanti

SERS je efekt prvog sloja, to¢nije signal se poja¢ava samo na udaljenostima do 5 nm
od metalne povriine, a intenzitet eksponencijalno opada s udaljenoéu.’” Stoga je jasno da
¢e Sto je analit blize povrSini, pojacanje biti bolje. No, ¢ak i ako su podloge za SERS

pripremljene ultracistim metodama (npr. PVD), rad u dodiru s atmosferom ili otopinom koja
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sadrzi analit, dovodi do vezanja na povrSinu neZeljenih vrsta kao §to su O,, CO,, H,O itd. To
nije veliki problem za analite koji sadrze skupine poput tiola, amina, cijanida, karboksilnih
kiselina i sl., koji imaju ve¢i afinitet za Ag i Au koji su najéesée plazmonske povrsine. No, i
u tim je slu¢ajevima dokazano da se signal pojacava ako se iz otopina odstrane plinovi.*** U
slucaju koloidnih otopina potrebno je koristiti reducense i surfaktante za kontrolu veliCine 1
oblika &estica, a ti spojevi mogu interagirati s Au i Ag Gesticama. Cesto kori$tena redukcija
citratima, koji imaju slab SERS signal, daje koloide pogodne za razligite primjene.'® No, za
bolju kontrolu veli¢ine i oblika Cestica potrebno je dodavati razliCite povrSinske agense.
Kationski surfaktant cetil trimetilamonijev bromid (CTAB) jedan je od naj¢e$¢e koriStenih
agensa za usmjeravanje rasta. CTAB se snazno veze za Au povrsSinu i stvara dvosloj oko
Gestica te onemogucava prilaz vecine analita."”® Kako bi se dobio dovoljan SERS signal
potrebno je nakon sinteze ukloniti CTAB, na primjer centrifugiranjem i ispiranjem ili
koriStenjem plazme kisika. Sli¢na je situacija i s polimerom polivinilpirolidonom koji se

gotovo u potpunosti moze ukloniti centrifugiranjem.
2.5.2 Elektrostatske i hidrofobne interakcije

U slucaju metalnih koloida, Cestice su okruzene elektrostatskim dvoslojem. Stoga
prije same interakcije s metalom, analit mora biti privu¢en od strane iona koji okruzuju
Cesticu. Kod npr. citratnih i borhidridnih koloida, metalne Cestice su okruzene negativnim
ionima te za negativno nabijene analite dolazi do odbijanja. Ovaj se problem djelomicno
moze rijesiti aktivacijom koloida tj. dodavanjem otopine elektrolita poput nitrata, sulfata,
perklorata, halida i sl. u svrhu smanjenja ionske jakosti sustava.'?’” Dodavanje elektrolita
vodi manjem elektrostatskom odbijanju povrSine i analita, no s druge strane utjee na
stabilnost koloida. Korak dalje ukljucuje dodavanje mineralnih kiselina (HNO3, HySOy,
HCIO4) radi smanjenja pH otopine ¢ime se smanjuje ionska jakost, ali i povecava
koncentracija protona. U opisanim slucajevima povrsina ¢estica ostaje negativno nabijena pa

se za mijenjanje naboja iz negativnog u pozitivni moraju koristiti drugi pristupi.

Jedna od metoda promjene povrSinskog naboja ukljucuje koristenje alifatskih
aminokiselina koje su zwitterioni i imaju mali presjek za SERS. Ovisno o pH medija,
povrsinski naboj na ¢esticama moze se modificirati od +30 do -50 mV.'? Bitno je naglasiti
da se ne mogu koristiti sve aminokiseline jer cistein i metionin, koji sadrZe tiolne grupe, ¢ine
Au 1 Ag povrSine neaktivnim. Opisane metode ucinkovite su za polarne molekule s

funkcionalnim grupama koje imaju dobar afinitet za zlato i srebro. Ipak, postoje mnogi vazni
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analiti koji nemaju afinitet za zlato 1 srebro i koji su jako hidrofobni. Jedan od klasi¢nih
primjera su policikli¢ki aromatski ugljikovodici (engl. polycyclic aromatic hydrocarbons,
PAH), opasni atmosferski onecis¢ivaci, koji se sastoje od spojenih aromatskih prstena bez
heteroatoma. PAH-ovi se ne mogu analizirati klasi¢cnim SERS supstratima jer se ne
zadrzavaju na metalnim povrSinama. Stoga su razvijene nove metode koje ukljucuju
funkcionalizaciju povrSina monoslojem hidrofobnih molekula. Najjednostavnija metoda
ukljucuje stvaranje samoorganiziranog monosloja amino- ili tio- alifatskih lanaca. Ovi
spojevi nisu topljivi u vodi pa se u ovom slucaju kao podloge preferiraju nanostrukturirani
tanki filmovi.’*® Filmovi se mogu naknadno funkcionalizirati Zeljenim ligandima. Na taj su

nadin koristenjem alkilnih monoslojeva detektirani PAH-ovi i poliklorirani bifenili 33

2.6 Poroznisilicij
2.6.1 Povijest

Porozni silicij (PS, PSi) je poluvodi¢ki materijal kojeg ¢ini mreza pora razlicitih
promjera ugradenih u sloj silicija. Porozni Si prvi se put spominje (iako ne pod tim imenom)
1956. A. Uhlir uoc¢io je neobi¢ne depozicije na uzorcima anodiziranog silicija te je
pretpostavio da odgovaraju oksidnim formama silicija. *** Nedugo zatim, Turner je objavio
detaljniju studiju o anodno formiranim filmovima na siliciju.**® Tek 1971. Watanabe i Sakai
objavili su rad u kojem po prvi put formirane filmove na povrSini silicija povezuju s

poroznom strukturom.™*

Kljuéni trenutak za porozni silicij bio je kada je otkriveno da
materijal fotoluminiscira, a fotoluminiscencija (PL) je bila pripisana amorfnim fazama
prisutnim u poroznom mediju. Devedesetih godina Canhamov rad objasnio je PL pomocu
kvantnog zato&enja (engl. quantum confinement) i izazvao obimna istrazivanja.'*® Efekti
kvantnog zatocCenja nastaju kada pore postaju dovoljno velike da se po¢nu medusobno
preklapati, stvaraju¢i nanometarska vlakna silicija. Fotoluminiscencija (crvena do zelena) se
dogada na energijama koje su znaajno vece od energijskog procjepa (engl. band gap)

cjelokupnog (bulk) silicija (1,1 eV).

Porozni silicij ekstenzivno se istrazuje proteklih tridesetak godina, a uzrok tome je

njegova Siroka primjena, npr. u izradi mikroelektroni¢kih i optoelektronickih uredaja,

136-145

kemijskih i bioloskih senzora te solarnih ¢elija. Zbog slobodnog volumena (koji moze
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iznositi 1 viSe od 80 %) porozni Si moze nositi ‘teret’ kao §to su proteini, enzimi, lijekovi ili

geni te se koristi u raznim sustavima primjene lijekova.°
2.6.2 Dobivanje poroznog Si

Porozni silicij moze se pripremati jednostavno, jeftino i na vise nacina. Neke od
tehnika ukljucuju kombinaciju fluorovodi¢ne i nitratne kiseline (engl. stain etching) te
eroziju iskrom (engl. spark erosion) u prisutnosti jakog elektri¢nog polja.**"'*® Za dobivanje
poroznog Si ipak se najceS¢e koristi elektrokemijska metoda koja omogucava dobivanje
relativno velikih 1 homogenih slojeva. Elektrokemijska metoda takoder omogucava

zadovoljavajucu kontrolu debljine i poroznosti nastalog poroznog filma.
2.6.2.1 Elektrokemijsko jetkanje

Najpopularnija metoda dobivanja poroznog silicija je elektrokemijsko jetkanje
(anodizacija) dopiranog kristalnog silicija u otopinama koje sadrze fluorid.**® Postoji
nekoliko tipova ¢elija za jetkanje silicija od kojih je jedna prikazana na Slici 17. Celija za
jetkanje napravljena je od teflona i sadrzi katodu od platine i anodu koju ¢ini Si plocica
(wafer) koja je u kontaktu s elektrolitom. Elektrolit se sastoji od 48% fluorovodi¢ne kiseline
(HF) u vodenoj otopini koja je razrijedena etanolom u razli¢itim koncentracijama. KoriStenje
DC izvora potrebno je radi konstantne koncentracije elektrolita na vrhu katode, ¢ime se
postize bolja kontrola brzine korozije. lako postoji nekoliko hipoteza glede mehanizma
jetkanja opcenito je prihvaceno da su poluvodicki nosaci (rupe, Supljine) bitni za inicijalni

oksidacijski korak prilikom nastajanja pora.**

Platina (katoda)
2H*+2¢ — H,

o
+ HF elektrolit

Silicij (anoda)

Si+6F +2H*+2h* — SiF,> +H,

Slika 17 Shematski prikaz elektrokemijske éelije za pripremu poroznog Si.™**
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Nastajanje poroznog Si ukljucuje reakcije Si-Si, Si-H, Si-O i Si-F veza na povrSini

kristalnog silicija.™

Relativne jadine ovih veza dane su u Tablici 5. Pored relativne jacine
kemijskih veza na povrsini, bitnu ulogu igra i elektronegativnost elementa. Si-H i Si-C veze
¢ine povrSinu neaktivnom u vodenim otopinama dok je Si-F veza vrlo reaktivna.
Elektronegativni elementi poput O i F formiraju polarne veze ¢ine¢i Si atom podlozan za
nukleofilni napad. PovrSina svjeze pripremljenog poroznog silicija prekrivena je najveéim
dijelom Si-H vezama s malim udjelom Si-F i Si-O veza. Vodikom terminirana povrsina
silicija je hidrofobna, a povr$ina je hidrofilna kad su prisutne silanolne grupe (Si-OH) ili

tanki oksidni sloj. Oksidni sloj na povrSini moze se dobiti kemijskim putem pomocu HNO3

ili otopinama koje sadrze H202.152

Tablica 5 Entalpije nekih Si-X veza.

Spoj Veza Entalpija / kcal mol™
Me;Si-SiMe; Si-Si 79
Me;Si-CH; Si-C 94
Me;Si-H Si-H 95
Me;Si-OMes Si-O 123
Me;Si-F Si-F 158

Silicij je termodinamicki nestabilan na zraku i u vodi te spontano stvara oksidni sloj:
Si+0, - SiO, (2-25)

SiO; je izolator i stoga je za pripremu poroznog Si potreban aditiv koji ¢e otopiti oksidni sloj
i omoguciti elektrokemijsku oksidaciju. Si-F veza je stabilnija od Si-O veze te se u
prisutnosti vodene otopine fluorovodi¢ne kiseline SiO, spontano otapa kao silicijev
heksafluorid SiF¢”". Jednadzba (2-26) prikazuje reakciju koja se odvija na povrsini silicija za

vrijeme jetkanja,
Si+6HF — H,SiF, +H, +2H" +2e” (2-26)
Ako je anodni potencijal veci, otapanje moze i¢i putem anodnog oksidnog filma,

SIiO, + 2HF, +2HF — SiFZ +2H,0 (2-27)
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Silicij se ne otapa u kiselim otopinama cak i ako otopina sadrzi fluoridni ion. lako je
termodinamicki izvedivo, otapanje silicija u vodenoj otopini HF je sporo osim u prisutnosti
jakog oksidirajuceg sredstva (npr. O ili NO3), ili osim ako se reakcije oksidacije ne pokre¢u
elektrokemijski. Kada se Si kemijski ili elektrokemijski jetka u otopini HF, izlozena
povrsina Si terminirana je H atomima. PovrSinske Si-H veze moraju se ukloniti oksidacijom
kako bi se nastavilo jetkanje. U luznatim otopinama, OH™ ion kao dobar nukleofil moze
napasti Si-H veze. Ove veze na PSi mogu se ukloniti i kationskim surfaktantom Kkoji

polarizira povrsinu i inducira nukleofilni napad vode &ak i u kiselim otopinama.™*

Si+6F +2H%2h*— SiFgZ+H,  Si+6F +4h*— SiFs*

_ formiranje elektropoliranje

poroznog Si

Gustoc¢a struje/mA/cm 2

1 ' | ' | ' | '
Napon/V

Slika 18 Ovisnost gustoce struje o potencijalu kod elektrokemijskog jetkanja silicija u HF
elektrolitu na umjereno dopiranom p-tipu Si (h* - $upljina u valentnoj Si vrpci).**

Nastanak poroznog silicija najbolje se moze prikazati krivuljom ovisnosti I-V (Slika
18). Pri malim potencijalima struja se povecava eksponencijalno s povecanjem
potencijala.’® S daljnjim poveéanjem potencijala struja dolazi do maksimuma i ostaje na
priblizno istoj vrijednosti (tranzicijsko podrucje). Na potencijalima puno pozitivnijim od
maksimuma povrSina je potpuno prekrivena oksidnim filmom 1 anodne reakcije se
nastavljaju kroz formiranje i otapanje oksida dok je brzina reakcija ovisna o koncentraciji
HF. Vodik nastaje u eksponencijalnom podru¢ju, a brzina nastajanja se smanjuje s
potencijalom te gotovo prestaje kod vrijednosti maksimuma. Porozni silicij formira se u
eksponencijalnom podruc¢ju, ali ne pri potencijalima ve¢im od potencijala maksimuma.
Profil I-V krivulje slican je za sve tipove silicija osim za slabo dopiran n-tip koji treba

osvjetljavanje za stvaranje anodnih reakcija na povrsini.
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U U

Prazne pore Dijelom popunjene Potpuno popunjene

pore pore

I

Sloj mikro pora povise
makro pora

Monosloj makro pora s manjim
Monosloi mikro pora porama blizu povriine

Slika 19 Morfoloske karakteristike poroznog silicija.*””

Za vrijeme jetkanja preferirano se otapaju vrhovi pora zbog lakog pristupa
Supljinama. Zidovi pora, koji su dovoljno daleko od vrhova, nemaju dostupnih Supljina te se
otapaju kemijski 1 to vrlo sporo, Sto ne ovisi o primijenjenom potencijalu ve¢ samo 0
vremenu provedenom u elektrolitu. Pore mogu biti razli¢itih veli¢ina i oblika od kojih su
neki prikazani na Slici 19. U slucaju slabo dopiranog p-tipa mogu nastati dva sloja pora,
mikro i makro pore, pri ¢emu su pore na povrsini manje od pora u cjelokupnom (bulk) Si.
Ovakvo nastajanje dva sloja pora tumaci se tranzicijom od pocetnog rasta pora do stabilnog

rasta.

Slika 20 i Slika 21 prikazuju pojednostavnjeni mehanizam nastajanja pora u
slucajevima kada u otopini postoje fluoridni ioni ili kada je njihova koncentracija mala.
Proces zapocinje Supljinama u valentnoj vrpci koje putuju na povrsinu zbog primijenjenog
elektri¢nog polja i difuzije (Supljine nastaju kada se " pomakne iz valentne vrpce i za sobom
ostavi pozitivno nabijeno prazno mjesto). Kad Supljina dode u blizinu Si atoma na povrsini,
atom je podlozan napadu nukleofilnih vrsta, primarno F~ i H,O (Slika 20). Kada je
koncentracija HF u elektrolitu mala, oksidirani Si atomi na povr$ini se stvaraju toliko brzo
da ih F ne stigne napasti pa molekule vode preuzimaju ulogu nukleofila (Slika 21).
Mehanizam reakcije preusmjerava se na stvaranje Si-O i reakcija umjesto 2-elektronske
postaje 4-elektronska. Manjak fluoridnih iona znaci da se oksid ne moze ukloniti s povrSine i

na taj nacin izolatorski oksid zaustavlja propagaciju pora.

Lara Mikac Doktorska disertacija



LITERATURNI PREGLED 43

Elektrolit Elektrolit
H | H F H_
% N2
> 2 '
7N 7 \()
Si Si Si Si
Si- {100} ® Si v
q 2 5 2l
Elektrolit H, Elektrolit F E
v
‘ Si
& &) F Nk
SIS IG
( Si ) .
I —S+ H H —81—
TN .
Si Si \ /SI

Si S/

Slika 20 Shematski prikaz elektrokemijskih reakcija u procesu nastajanja poroznog Si u otopini
fluoridnih iona.***

Elektrolit Elektrolit

® @ fOHH@

OH OH o
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Slika 21 Shematski prikaz elektrokemijskih reakcija kod nastajanja PSi (jaca struja ili manja
koncentracija F).™!

Kad se Si ploc¢ica uroni u otopinu HF, oksidni sloj se otapa i povrSina postaje H
terminirana. Ovo izgleda neobicno budu¢i da znamo da je Si-F veza termodinamicki
najstabilnija (Tablica 5). Razlog ove proturjecnosti lezi u tome $to je Si-F veza jako
polarizirana zbog velike elektronegativnosti fluora te je time Si-F na povrSini puno
podlozniji napadu nukleofila nego Si-H. Drugim rije¢ima, ako se fluoridni ion veze na Si
atom, taj atom brzo napadaju drugi fluoridni ioni i micu s povrSine. Stoga za vrijeme
jetkanja na povrSini Si dominiraju H terminirani Si atomi. Nakon jetkanja uzorci PSi na

povrsini primarno sadrze Si-H, Si-H, i Si-Hs grupe i samo tragove kisika ili fluora.

Osnovne karakteristike jetkanja mogu se sumirati u nekoliko tocaka: u vodenim

otopinama Si spontano reagira s vodom i stvara oksidni film koji ¢ini povrS§inu pasivnom;
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HF otapa silicijev dioksid i aktivira povrSinu; fluoridi reagiraju i direktno s Cistom Si
povrsinom; u vodenim otopinama HF otapanje Si atoma moze i¢i na dva nacina, jedan je
reakcija s HF, a drugi s H,O; povrsina Si za vrijeme anodnog otapanja terminira se vodikom;
zamjena vodika fluorom polarizira i oslabljuje daljnje Si-Si veze i olak$ava napad HF ili
H.O; brzina uklanjanja povrSinskih Si atoma elektrokemijskim reakcijama ovisna je o

orijentaciji (najsporija za (111) i brza za druge orijentacije).

Proces kontrole nastajanja pora u poroznom siliciju vrlo je kompliciran jer na njega
utjeCe niz faktora.*® Ipak postoje neka generalna svojstva: a) pore se stvaraju ujednaceno i
bez posebnog reda na povrSini Si osim ako uzorak na plocici nije unaprijed odreden, b)
struja preferirano teCe prema dnu pora, c¢) zidovi pora postaju neaktivni $to dovodi do
otapanja Si primarno na mjestu dodira PSi i kristalnog Si, d) jednom kad su formirane pore
se viSe ne preraspodjeljuju i ne rekonstruiraju i €) u svim uzorcima postoji raspodjela
veli¢ine pora, a ne samo jedna veli¢ina pora. Kako parametri jetkanja utjeCu na konacni tip
PSi te oblik, promjer i dubinu pora moze se vidjeti na Slici 22. Poroznost kona¢nog PSi
moze se fino podesavati mijenjanjem parametara kao Sto su koncentracija elektrolita, struja

jetkanja, vrijeme anodizacije, koncentracija dopanta itd.
2.6.2.2  Gustocéa struje

Gustoca struje koriStena u procesu elektrokemijskog jetkanja silicija osnovni je
parametar koji diktira poroznost poroznog sloja silicija kad su svi ostali parametri
konstantni. Silicijevi atomi otapaju se kao SiF¢> kompleksi koji zahtijevaju prisutnost F°
iona koji se nalaze u fluorovodi¢noj kiselini te pozitivnih Supljina koje su u silicijevoj
plocici. Gustoca struje odreduje jesu li F ioni ili Supljine limitirajuca vrsta. U slucaju velikih
gustoca struje, difuzija F~ iona na povrsinu je sporija od transporta Supljina. U ovom je
sluaju gornja povrSina silicijevih atoma zasiCena Supljinama te svaki ion koji dode na
povrSinu bude docekan Supljinom. Ovaj se proces naziva elektropoliranje (engl.
electropolishing), sto je ekstremni slucaj otapanja silicija. Kada se gustoca struje smanji,
prisutno je dovoljno F iona na povrsini i odreden broj Supljina. Zbog tipicne raspodjele
elektriénog polja na nepravilnostima na povrSini, manje su Sanse da Supljina dode do

povrsine pa stoga dolazi do nastanka pora u silicijskom supstratu.
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2.6.2.3 Vrijeme jetkanja

Vrijeme jetkanja je parametar koji utjeCe na debljinu poroznog sloja. Ovisnost je
linearna, tj. debljina se pove¢ava s vremenom anodizacije.”’ Vazno je naglasiti da, kako se
debljina povecava, izlozenost poroznog silicija elektrolitu je duza pa se stoga poroznost jos
malo povecava zbog dodatnog kemijskog otapanja sloja u HF-u. U sluéajevima kad je
debljina poroznog sloja nekoliko stotina mikrona, moze do¢i do nastanka gradijenta
poroznosti pri ¢emu je najveca poroznost pri vrhu uzorka i smanjuje se prema dnu (najmanja

je na mjestu dodira poroznog Si i Si).

TIP PORA (MIKRO-, DIJAMETAR | OBLIK
MEZO-, MAKRO-) PORA DUBINA PORA

¢ dopant (fosfor, e kristalna e trajanje jetkanja
bor) orjentacija

e otpor ¢ koncentracija HF i

e sastav elektrolita aditivi

¢ gustoca struje
e temperatura
e osvjetljenje

Slika 22 Utjecaj osnovnih parametara jetkanja na morfologiju poroznog Si.

2.6.2.4 Kemijsko jetkanje

Pored elektrokemijskog jetkanja za dobivanje PSi upotrebljava se jos$ i jetkanje bez
struje silicija u vodenim otopinama HNOs i HF.™® U ovom su slu¢aju kemijske reakcije koje
se deSavaju izuzetno kompleksne i tesko ih se moze kontrolirati §to Cesto rezultira tankim i
nehomogenim slojevima pora. Kolasinski 1 suradnici napravili su znafajan pomak u
kemijskom jetkanju Si zamjenom HNO; s drugim oksidansima kao §to su Ce**, Fe** i VO,
uz pomo¢ kojih su dobili homogene slojeve pora.** Problem ove metode i dalje ostaje slaba
reproducibilnost iako se ovom metodom proizvode komercijalno dostupni praSci poroznog

silicija.
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2.6.2.4.1 Kemijsko jetkanje u luznatim otopinama

Luznate otopine za jetkanje uglavnom se koriste za kemomehani¢ko poliranje i
uklanjanje silicija na anizotropan nacin. Koriste se LiOH, NaOH, KOH, RbOH, CsOH i
NH4OH kao i vodene otopine organskih spojeva (etilen diamin, hidrazin). Svi spojevi imaju
slican mehanizam jetkanja koji se pripisuje OH™ i H,O dok su kationi manje bitni. Za vrijeme
jetkanja razvija se vodik. Dobivene morfologije variraju od mikronskih piramida (nize OH

koncentracije) do glatkih, ovisno o sastavu otopine za jetkanje i gusto¢e dopiranja silicija.
2.6.2.4.2 Kemijsko jetkanje u kiselim otopinama

Kisele otopine za jetkanje koriste se za izotropno uklanjanje silicija.">* Silicij je
stabilan u kiselim otopinama koje ne sadrze fluoridni ion jer je povrsina silicija pasivizirana
nativnim slojem oksida. Ako je u otopini prisutan samo fluoridni ion, brzina jetkanja je mala
(manja od 0,1 nm/min). Brzina jetkanja se znacajno povecava dodavanjem oksidiraju¢ih
sredstava. Vec¢ i otopljeni kisik u vodi moze povecati brzinu jetkanja. Brzina se povecava
dodavanjem H,0,, HNO3;, NaNO,, KBrO; itd. Dodatak HNO3; u HF (engl. stain etching)
povecava brzinu jetkanja nekoliko redova veli¢ine (do vrijednosti od ¢ak 1500 pm/min za
molni odnos HF i HNO; 4,5:1). Ako se doda kiselina visoke viskoznosti, poput H3PO,,

dobivaju se glatkije povrsine silicija.
2.6.3 Tipovi poroznog Si

Prema IUPAC-ovim standardima porozni silicij moZemo klasificirati u tri skupine s
obzirom na veli¢inu pora: mikroporozni (¢ < 2 nm), mezoporozni (2 < ¢ < 50 nm) i
makroporozni (¢ > 50 nm). Budu¢i da ova klasifikacija nije dovoljna za karakterizaciju
materijala, oblik pora promatra se SEM ili TEM mikroskopijom. Vazna karakterizacija
poroznih materijala je udio praznina u ukupnom volumenu, tj. poroznost. U slucaju
poroznog silicija izuzetna reaktivnost u bazi¢nim otopinama (KOH, NaOH) omogucava
uklanjanje cijelog poroznog sloja te se na taj nafin moZe izracunati poroznost (P)

jednostavnim mjerenjima mase uzorka

(2-28)
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gdje je m; masa uzorka prije jetkanja, m, masa uzorka nakon jetkanja i mz masa uzorka

nakon uklanjanja poroznog sloja.

PovrSina PSi terminirana je Si-H grupama neposredno nakon elektrokemijskog
jetkanja. Ove se grupe s vremenom zamjenjuju s oksidnim grupama zbog izlozenosti kisiku i
vlazi u zraku. Sloj oksida na povrsini Si ima debljinu oko 7 nm. lako se ova oksidacija moze
koristiti za dobivanje reproducibilnijih i stabilnijih povrSina, Cesto se povrSina PSi

funkcionalizira radi spre¢avanja oksidacije ili radi selektivnog vezanja analita.
2.6.4 Tipovi silicija s obzirom na dopant

Dopanti (nekad se nazivaju ne€istoce ili primjese) su elementi koji imaju jedan
valentni e vise ili manje od Si, a dodaju se u Si kako bi mu se povecala vodljivost. Silicij se
naj¢esée dopira fosforom i borom. Fosfor ima jedan e vise od Si i kad zamijeni Si atom u
kristalnoj resetki, elektron 'viska' donira u vodljivu vrpcu ¢ime se povecava vodljivost
silicija (n-tip). Na sli¢an na¢in atom bora ulazi u kristalnu reSetku i povecava vodljivost
doniranjem 'Supljine' valentnoj vrpci (p-tip). Slovo ,,n“ u n-tipu odnosi se na negativni naboj,
dok slovo ,,p“ u p-tipu oznacava pozitivno nabijenu 'Supljinu'’. Direktno vezana uz dopiranje
je otpornost koja se izrazava u ohm cm (Qcm). Prilikom jetkanja silicija na straznju stranu Si
plocice mora se postaviti kontakt malog otpora sto se postize stavljanjem aluminijske folije.
U mnogim je sluéajevima potrebno napraviti omski kontakt na Si plocici prije jetkanja, a to

se posebno odnosi na p-tip silicija.”**

Omski kontakt je spoj metala 1 poluvodica koji ima
zanemarivu otpornost kontakta u odnosu na otpornost samog poluvodi¢a. Omski kontakt
dobiva se naparavanjem metala ili mehani¢kom abrazijom. Za p-tip silicija najcesce se
koristi naparavanje aluminijem u sloju od oko 200 nm. Nakon naparavanja potrebno je
termalno aniliranje u 1nertnoj atmosferi ili vakuumu. Mehani¢ka abrazija radi se

utrljavanjem male koli¢ine galij/indija (Ga/ln) u unaprijed izgrebanu povrsinu Si plocice,

nakon ¢ega se povrSina prekrije srebrnom bojom (lakom).
2.6.5 Orijentacija

Kiristalni silicij ima strukturnu reSetku dijamanta u kojoj je svaki Si atom vezan na
cetiri druga Si atoma u tetraedarskoj koordinaciji. Jedini¢na celija prikazana je na Slici 23.
Budu¢i da silicij ima kubiénu simetriju, svih Sest ravnina jedini¢ne Celije je ekvivalentno 1

zbog jednostavnosti oznacava se sa Millerovim indeksima (100). Porozni Si obi¢no se
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priprema iz (100) plocica , tj. plocice su polirane na (100) kristalnu ravninu. Pore primarno

propagiraju u <100> smjeru kada se elektrokemijski jetka plocica polirana na (100) plohu.

(001) ploha

Slika 23 Jedini¢na celija silicija. Dvije bitne kristalne ravnine prikazane su desno: stranica kocke
(oznacena crtkano) odgovara (100) ravnini, dok dijagonala kocke (oznacena tockasto) odgovara
(111) ravnini.

2.6.6 Priprema samostojeceg PSi

Samostojec¢i PSi (engl. free-standing Si) ne priprema se klasi¢nim jetkanjem. Iako
porozni Si moze transportirati elektricnu struju za jetkanje druge strane Si plo€ice, ne moze
odrZati struju uniformnom preko cijele povrsine plocice zbog povecanja otpornosti uzorka za
vrijeme procesa jetkanja. Postoji nekoliko nac¢ina pripreme free-standing PSi, a najcesce se
koristi elektrokemijsko jetkanje nakon kojeg slijedi puls elektropoliranja visoke struje koji
oslobada PSi kao free-standing pahulju.’®**** Ovom se metodom ne dobivaju reproducibilne
PSi  membrane jer su pahulje razlicitih debljina, poroznosti, a time i
fizi€kih/(opto)elektronickih svojstava. Napredak u reproducibilnosti postignut je uvodenjem
mijesanja elektrolita, vremena za 'odmor' tj. vremena u kojem se elektrolit ekvilibrira u
porama za vrijeme jetkanja te uvodenjem 'zrtvene' Si plo¢ice nakon jetkanja jedne, a prije

jetkanja druge strane 1521

2.6.7 Toksicnost i biokompatibilnost

Povrsina poroznog Si, kao $to je ve¢ navedeno, sadrzi Si-H, Si-H; i Si-Hs skupine
koje se lako mogu pretvoriti u silan (SiH,;) koji je reaktivan i otrovan. Pored toga SiHy
skupine lako oksidiraju u vodenim otopinama. Zbog toga je primjena poroznog Si u medicini
I farmaceutici bila otezana. No Bayliss i mnogi drugi utvrdili su relativno nisku toksi¢nost,
dobru razgradivost kao i topljivost degradacijskih nusprodukata PSi u razli¢itim stani¢nim

. . .- .. 164.1 . v e , o ..
sustavima 1 u zivotinjama. %1% Danas je porozni Si obecavaju¢i materijal za farmaceutsku
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primjenu prvenstveno zbog niske toksi¢nosti kao i mogucnosti da se degradira u tijelu (za
razliku od ugljikovih nanocjev¢ica koje se u organizmu ne metaboliziraju). Elektrokemijske
metode primjene dozvoljavaju razlicite dizajne $to se ti¢e rasporeda i veliine pora. Pored
toga, povrsSina svjeze pripremljenog PSi lako se kemijski modificira razli¢itim organskim ili
bioloskim molekulama (lijekovi, peptidi, antitijela, proteini itd.). Opticka svojstva poroznog
Si pruzaju koristan uvid u in vivo istrazivanja. Porozni Si fluorescira §to omogucava
dobivanje signala koji se mijenja uslijed promjene okoliSa. Na taj se nacin razvijaju
funkcionalni senzori za dijagnosticke ili terapeutske primjene. Jednostavnost kojom se PSi
moze integrirati u mikroelektronicke uredaje vodi k razvoju sofisticiranih uredaja za

primjenu u medicini.*®®

2.6.8 Metode depozicije metala na porozni silicij

Prevlacenje supstrata metalnim filmovima Koristi se za dobivanje karakteristika koje
nisu prisutne u samom supstratu. Razvijene su mnoge metode za prevlacenje (tj. depoziciju,
premazivanje) raznih vrsta materijala. Slojevi na povrsini takoder mogu nastati spontano,
kao rezultat utjecaja okoline. Neke od cesto koriStenih metoda depozicije koje se mogu

primijeniti i na porozni Si opisane su u poglavlju 2.4.4.1.

2.6.8.1 Priprema povrsine (Ciséenje)

Pod pripremom povrsine zapravo Se Smatra njeno ciScenje. Razni kontaminanti
ometaju dobro prianjanje deponiranog sloja na supstrat. Metode cis¢enja mogu biti
mehanicke (poliranje, bruSenje itd.), kemijske (ispiranje u razli¢itim otopinama) i fizikalne
(ionsko rasprasivanje, ultrasoni¢no c¢is¢enje). Izbor nacina ¢is¢enja ovisi o materijalima i

cijeni.
2.6.8.2 Elektrokemijska i neelektri¢na depozicija

Dobivanje metalnih nanostruktura na povrsini (i u porama) poroznog Si mozZe se
posti¢i na viSe nac¢ina. Metode deponiranja metala koje se zbog svoje jednostavnosti ¢esto
koriste su elektrokemijska depozicija (jo§ nazvana elektroforeza, engl. electroplating ili

elektrodepozicija) i neelektricna (engl. electroless) depozicija.

Elektrodepozicija stvara metalnu prevlaku na odredenoj povrSini djelovanjem
elektricne struje. To se postize stavljanjem negativnog naboja na podlogu koja se prevlaci

(katoda) te njenim uranjanjem u otopinu koja sadrzi sol metala koji ¢e se deponirati. Kad
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pozitivno nabijeni ioni metala iz otopine dodu do negativno nabijene podloge, ona im daje

elektrone za redukciju u metalnu formu.*®’

Neelektricna depozicija moze se podijeliti na tri tipa: galvanska izmjena (engl.
galvanic displacement) ili depozicija uranjanjem (engl. immersion plating), supstratom

katalizirana depozicija i autokatalititka depozicija.'®®

2.6.8.3 Depozicija uranjanjem

Depozicija uranjanjem je jednostavna metoda pripreme SERS supstrata u kojoj
dolazi do stvaranja srebrnog filma na povrsini poroznog silicija uslijed slabih interakcija
izmedu metala i poluvodi¢a prema Volmer-Weberovom mehanizmu i opisanom

modelu.’®**"® Kad se porozni Si stavi u vodenu otopinu AgNOs, srebro se reducira prema

reakciji
ZSisurf+ H,0 —>Si—0—Sisurf+ 2H2q+ 2e” (2-29)
2Si—Hgyp+ Hy0 > Si—0—Sig, s+ 4Hb + 4e” (2-30)
Ang +e - Agsurf (2'31)

Vidimo da oksidacija Si na povrsini dovodi do pojave elektrona u otopini koji potom
sudjeluju u redukciji iona srebra. Kao rezultat ovog procesa formiraju se jezgre Ag kristala
preferirano na rubovima pora te se povrsina poroznog Si postupno prekriva slojem srebra.
Porozni Si zanimljiv je supstrat za stvaranje SERS podloga iz viSe razloga. Nakon jetkanja
povrsina je zasi¢ena Si-H vezama, a rubovi pora u ovom slu¢aju predstavljaju posebnu vrstu
povrsinskih defekata koji su zapravo podrucja povecane reaktivnosti i stimuliraju redukciju
metalnih iona. Stoga se taloZenje metala na povrSinu PSi odvija pri vecoj brzini nego
depozicija na obi¢nu Si plogicu.*” Proces nastanka srebrnih nanostruktura na poroznom Si
ovisi 0 brojnim faktorima od kojih su najbitniji koncentracija srebrnih iona (Ag*sg) i vrijeme

uranjanja.

Kristalne strukture koje nastaju obi¢no su fraktalne, dendritiéne ili poligonalne.'”
Nedostatak ove metode je nemogucénost kontrole reakcija $to rezultira velikom
varijabilnos¢u SERS pojacanja od tocke do tocke na istom supstratu kao i izmedu dva
supstrata istog materijala. Do sada su pripremljeni supstrati koji imaju reproducibilnost
unutar 10-15 %.'"
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2.6.8.4  Fizic¢ka depozicija (nanoSenje) pare (PVD)

Za depoziciju metala koriste se mehanicke i termicke metode koje zajednickim
imenom nazivamo metode fizicke depozicije para (engl. physical vapor deposition, PVD). U
PVD procesima materijal koji se nanosi prevodi se u plinsku fazu elektronima,
niskonaponskim lukom ili bombardiranjem ionima inertnog plina. Ova metoda ukljucuje
evaporaciju zrakom elektrona (engl. e-beam), termalnu evaporaciju, pulsnu lasersku
evaporaciju i magnetronsko rasprasivanje. Kod rasprasivanja generira se plazma izmedu
povrsine za prekrivanje i mete izradene od materijala kojeg se deponira pod vakuumom. Ova

metoda omogucava deponiranje na porozni Si.'”*"

2.6.8.4.1 E-beam evaporacija

E-beam evaporacija je proces sli¢an termalnoj evaporaciji. U e-beam evaporaciji
zraka elektrona velike kineticke energije usmjerava se prema materijalu koji se evaporira
(Slika 24). Uslijed udara, kineticka se energija pretvara u termalnu energiju, pri ¢emu se
materijal grije iznad temperature vreliSta (sublimacije), Sto omogucava evaporaciju
materijala i stvaranje filma na povrsini u koju udaraju evaporirani atomi.'’”> Prednost ove
metode je mogucnost koriStenja vecée kineticke energije elektronske zrake, posljedica ¢ega je

deblji film deponiranog materijala.

Vakuumska komora

Grija¢ _ | e :>
—— /Supstrati
o CEn O

=
S @ a0 T

=
/ Kupola za supstrate
< ‘ I

Evaporacija

Kristal za mjerenje

debljine filma . Vakuum
Zraka elektr/or:\ 2| zatvaraé
|
\
IIlz(:or Ladica ‘-b"‘“-——_____h Materijal za
elektrona evaporaciju

Slika 24 Shematski prikaz e-beam evaporacije. Metal za depoziciju stavlja se u ladicu (engl.
crucible), filament se zagrijava, a koriStenjem magnetskog polja e” se usmjeravaju na supstrat.

176
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2.6.8.4.2 Pulsna laserska depozicija/ablacija

U pulsnoj laserskoj depoziciji (engl. pulsed laser deposition, PLD) laser se koristi za
ablaciju cestica s mete u depozicijskoj komori pod smanjenim tlakom i poviSenom
temperaturom (Slika 25). Obi¢no se koriste pulsevi lasera velikih snaga (~108 W/cm?) za
taljenje, evaporaciju i ionizaciju materijala s povrsine mete. Ablacija (odstranjivanje) stvara
oblak plazme koji se brzo iri od cilja do mete do povrsine supstrata.'”’ Materijal se tada
sakuplja na odgovaraju¢e smjeStenoj podlozi, kondenzira te dolazi do nastajanja tankog
filma. Broj laserskih pulseva u direktnom je odnosu s debljinom deponiranog filma. Svojstva

deponiranih filmova mogu se mijenjati variranjem pulseva, tlaka i temperature podloge.

LASERSKA ZRAKA

KVARCNI
PROZOR

DRZAC
METE

GRUAC
UZORAKA

SUPSTRAT

i

Slika 25 Shematski prikaz pulsne laserske depozicije.'”®

Oblak plazme

ROTIRAJUCA META VAKUUMSKA KOMORA

Metoda je brza, moguce je deponirati filmove kompleksnih materijala, a buduéi da se
kao izvor energije koriste laseri, proces je izuzetno &ist.!”® Depozicije se mogu raditi u
inertnim, ali i u atmosferi reaktivnih plinova. Usprkos nizu prednosti, postoji i nekoliko
nedostatka ove metode: debljina deponiranog filma je nejednolika, a moZe varirati 1 sastav
filma; deponira se relativno mala povrsina (1 cm?); procesi koji se javljaju unutar laserski
proizvedene plazme nisu u potpunosti razjasnjeni; prilikom ablacije na meti nastaju
makroskopske kuglice rastaljenog materijala (do 10 um u promjeru) koje ako dodu na
povrsinu $tetno djeluju na svojstva deponiranog filma. Razli¢ite morfologije na povrs$ini, kao
i razlic¢ita opticka svojstva, mogu se posti¢i mijenjanjem tlaka Ar i vremena depozicije dok
su ostali parametri konstantni. Pri stalnom Ar tlaku i pri manjem broju pulseva nastaju
priblizno sferi¢ne Cestice, dok povecéanjem broja pulseva nastaju nakupine nanocestica. Tlak
Ar ima slicnu ulogu u morfologiji deponiranog filma pri konstantnoj vrijednosti broja

laserskih pulseva.
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2.6.8.5 Depozicija vrtnjom

Depozicija vrtnjom (engl. spin coating) proizvodi uniformni i tanki film koristeci
brzu vrtnju supstrata na kojem se nalazi komponenta za depoziciju. Kao $to je prikazano na
Slici 26, uzorak se drzi za nosa¢ vakuumom, a nosa¢ se zajedno s uzorkom vrti na razli¢itim
brzinama. Prilikom vrtnje uzorak se zbog velike centrifugalne sile rasiri po nosacu. Time se
formira tanki film, a viSak uzorka se odbaci. Debljina filma moze se kontrolirati

prilagodavanjem brzine vrtnje.

a) b) c) d)

Slika 26 Princip depozicije vrtnjom: a) postavljanje uzorka, b) ubrzavanje, c) konstantna vrtnja i d)
isparavanje otapala (susenje).

Za dobivanje dobrog SERS supstrata potrebno je povrSinu poroznog silicija
homogeno prekriti slojem metala. Kako bi se iskoristilo vazno svojstvo PSi, a to je njegova
velika povrSina, nije pozeljno u potpunosti ispuniti pore jer se time smanjuje dostupna
povrSina. U idealnom slucaju, porozni SERS supstrat trebao bi imati metalni premaz na
cijeloj povrsini Si bez zacepljivanja pora. Kad metalni premaz ispuni pore silicija dolazi do
gaSenja luminiscencije. Ovo ne predstavlja problem za SERS jer sloj poroznog silicija sluzi
kao mehanic¢ka potpora. No izazov u istrazivanjima predstavlja potpuno prevlacenje pora
srebrom (ili drugim metalom) bez njihovog zacepljivanja. Razlog tome je slaba difuzija
srebra na dno pora i reaktivnost PSi prema srebrovoj soli pri ¢emu dolazi do spontane
depozicije srebra koje blokira ulaz u pore. Jednu od metoda kojom se ovaj problem moze
rijesiti predlozili su Chan i suradnici.’®® Ukratko, ova metoda ukljuduje $est koraka od kojih
je prvi plazma oksidacija koja sprjecava spontano nastajanje srebra jer na povrsini nastaje
silicijev dioksid. Zatim se PSi uranja u 1 M otopinu srebrovog nitrata, a nakon vadenja visak
AgNO; se uklanja dusikom. Porozni Si prekriven AgNO; tada se susi na 100 °C kako bi se
uklonilo otapalo, a srebrov nitrat adsorbirao na zidove pora. Kona¢ni korak je grijanje na

500 °C pri ¢emu dolazi do termalne dekompozicije AgNO3 na metalno srebro.
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2.7 Primjena spektroskopije povrsinski pojacanog Ramanovog

rasprsenja

Povrsinski pojatanim Ramanovim rasprSenjem znacajno se povecava signal inace
slabog, ali strukturno bogatog Ramanovog rasprSenja. Znanstvenici primjenjuju nekoliko
metoda povecanja Ramanovog rasprSenja, kao S$to su stimulirani Ramanov proces ili
rezonantno pojacanje, ali najznacajnije pojacanje postize se upravo SERS-om. SERS je
danas vrlo osjetljiva tehnika, a moguénost kombiniranja s drugim povrSinskim tehnikama
omogucava proucavanje kako u fundamentalnim tako i u primijenjenim podru¢jima
istrazivanja kao Sto su biologija, biokemija, elektrokemija, kataliza, korozija, polimeri,
napredni materijali i senzori. Snaga SERS-a lezi u moguénosti identifikacije kemijskih vrsta
i dobivanju strukturnih informacija u razli¢itim poljima primjene. Ovdje su dani primjeri

samo nekoliko zanimljivih primjena SERS-a u razli¢itim podru¢jima.
2.7.1 Medicina

Liu i suradnici koristili su SERS Ag/aluminijev oksid (AAO) sustav za pracenje
antibioticima uzrokovanih kemijskih promjena stani¢nih stijenki bakterija.’® Njihova
metoda omogucava identifikaciju bakterija otpornih na lijekove unutar jednog sata. Slika 27
prikazuje dijagnostiku jedne Gram-pozitivne bakterije Staphylococcus aureus dobivenu
SERS metodom. Slika 27a prikazuje jednu bakteriju snimljenu pod svjetlosnim
mikroskopom pri ¢emu je SERS signal sniman svakih 10 minuta unutar 90 minuta. SERS
profil reflektira molekulski sastav u blizini SERS supstrata, tj. sastav stani¢ne stijenke.
Aromatske grupe u stani¢noj stijenci obi¢no imaju veliki afinitet prema srebrnim cesticama
SERS supstrata. Slika 27b prikazuje SERS spektre jedne bakterije S. Aureus prilikom
izlaganja antibiotiku vankomicinu koji aktivno uniStava stani¢nu stijenku. SERS profil

ukazuje na osjetljivost bakterije na antibiotik.
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slika 27 Dijagnostika jedne bakterije S. sureus bazirana na SERS metodi.'®

2.7.2 Biosenzori

Biosenzor je senzor bioloSke prirode kod kojeg se analit detektira uslijed
geometrijskih i/ili elektronskih promjena koje se deSavaju u razli¢itim molekulama
prethodno vezanim na nanostrukturiranu povrs§inu. Biosenzori nisu nuzno ograni¢eni samo
na bioloske uzorke. Upotreba bioloskih materijala je skuplja, ali je opravdana izvanrednom
kemijskom selektivnoséu i biokompatibilno$¢u. Dizajn optic¢kih biosenzora nije jednostavan.
Antitijela i nukleinske kiseline zahtijevaju vrlo dobro definirane podloge s obzirom na pH i
ionski sastav, a ponekad i temperaturu. Upotreba antitijela kao senzornih elemenata relativno
je nova metoda, a temelji se na strukturnim razlikama koje inducira antigen nakon stvaranja
kompleksa s antitijelom (Slika 28). Ova se metoda uspje$no primjenjuje za analizu malih
koli¢ina analita u vrlo kompleksnim smjesama bez prethodne separacije ili procis¢avanja.
Tako se npr. koristi za odredivanje egzogenih proteina u mlijeku, ali 1 za analizu malih

metabolita poput benzoilekgonina, kokainskog biomarkera. 818
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Slika 28 Shematski prikaz SERS detekcije ovalbumina (OVA) u mlijeku na Ag dendriti-antitijela
kompleksima.'®?

U posljednjih nekoliko godina na vaZnosti dobiva koristenje aptamera.'®*

Aptameri
su peptidi ili oligonukleotidi koji se vezu na odredene molekule 1 formiraju jedinstvene
sekundarne i tercijarne strukture. Aptamerima se mogu detektirati vrlo male promjene u
strukturi ciljane molekule, kao §to je prisutnost ili odsutnost odredene funkcionalne skupine.
Aptameri se mogu generirati za bilo koji ciljani protein, a takoder se mogu denaturirati i

renaturirati.

SERS biosenzori koriste se za otkrivanje bolesti npr. tumora, Alzheimerove bolesti i

Parkinsonove bolesti. 887

188

Mnogo je napravljeno na podrucju SERS biosenzora za detekciju
glukoze.™ Dijabetes je znacajan zdravstveni problem danasnjice. To je bolest u kojoj tijelo
ili ne proizvodi vlastiti inzulin (tip 1) ili stanice postaju otporne na inzulin (tip II).
Dijabeticari moraju kontrolirati razinu glukoze u krvi 3 do 10 puta dnevno. Razvoj in vivo
senzora za glukozu omogucio bi kontrolu glukoze bez vadenja krvi 1 tako poboljSao kvalitetu
Zivota pacijenata. Van Duyneova grupa ostvarila je bitan napredak u razvoju in vivo SERS
senzora glukoze. AgFON povrsina, funkcionalizirana dekantiolom i merkaptoheksanolom
(DT/MH) i samoorganizirana u monosloj (SAM), moze precizno detektirati glukozu u krvi
ak i uz prisutnost drugih analita.’® Bitan napredak postignut je kombinacijom AgFON
DT/MH funkcionaliziranin SERS senzora s prostorno pomaknutom Ramanovom
spektroskopijom (engl. spatially offset Raman spectroscopy, SORS) ¢ime je dobiven
povrsinski pojatan SORS (SESORS) (Slika 29). Ovakav senzor omoguéava mjerenje
glukoze u krvi kroz kozu zivog Stakora (Slika 29c¢). Implantirani senzori su tocni i precizni te

mogu mijeriti niske koncentracije glukoze.
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Slika 29 a) Ag film (200 nm) na 880 nm Si nanosferama (AgFON); b) SEM prikaz AgFON; c)
shematski prikaz SESORS senzora.*

2.7.3 Umjetnost
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Slika 30 Van Goghova “Gospoda Rouliln ljulja kolijevku” (1889). Cvjetovi su originalno obojeni
svjetlo ljubi¢astom bojom eozin Y. A) SERS s PDMS-Ag koloidnim filmom; SERS spektri 10*M
standardne otopine 1) eozina Y, 2) alizarina, 3) karminske kiseline s laserom 532 nm; B) Shematski
postav eksperimenta; C) SEM prikaz PDMS-Ag koloidnog filma.'*

SERS je prikladna metoda za identifikaciju prirodnih boja i premaza koji se nalaze u
umjetnickim dj elima.®™ U takvim je slucajevima koli¢ina uzorka obi¢no svedena na

minimum, a fluorescentna pozadina ometa standardna Ramanova mjerenja. NajceSce se
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agregirani Ag koloid inkubira s pigmentom. Dobiveni spektar identificira se pretraZzivanjem

spektralnih baza podataka.

Istrazivanja na podru¢ju kulturne bastine uklju¢uju identifikaciju umjetnikovih
materijala, otkrivanje krivotvorina te razumijevanje umjetnikove metodologije (Slika 30). U
posljednjih se nekoliko godina SERS etablirao kao rutinska tehnika za identifikaciju
organske crvene i zute boje u umjetnickim djelima. Razvoj na ovom podrucju ide u smjeru

identificiranja boje bez uklanjanja ili unistenja uzorka.
2.7.4 Nanooznake

SERS nanooznake, Au sfere funkcionalizirane molekulama i stavljene u silicijska
kuc¢iSta mogu se koristiti za oznaCavanje 1 odredivanje autenti¢nosti razli€itih objekata. Ove
se nanooznake koriste za osiguravanje autenti¢nosti pojedinih marki (brand), npr. za

192

oznacavanje nakita i luksuzne robe.”* Takoder ih se moZze stavljati u nov€anice za vrijeme

procesa printanja.®®
2.7.5 Ispitivanje pogonskih goriva

White i suradnici patentirali su 2007. nacin pripreme stabilnog i reproducibilnog
srebrovog koloida.’®* Koloid je dobiven redukcijom srebrovog nitrata s hidroksilamin
fosfatom 1 ima prosjecne dimenzije Cestica 20 nm 1 usku raspodjelu veli¢ina od 10 do 30
nm.*® Cestice su negativno nabijene jer se na povrSini nalaze fosfati. Reakcija je brza i
odvija se na sobnoj temperaturi. Budu¢i da je sinteza koloida reproducibilna, koloid se danas
komercijalno koristi za kontroliranje kvalitete goriva. Nije rijedak sluc¢aj da se goriva
razrjeduju. Kako bi se to sprijecilo, u goriva su dodani markeri. White 1 suradnici razvili su
aplikaciju za mjerenje markera u gorivima putem SERS-a kako bi se razotkrila ovakva
zlouporaba. SERS instrumenti su prijenosni, daju visoku specifi¢nost i1 osjetljivost za

markere u gorivima, a analiza je brza Cista i neosporna.
2.1.6 Mehanicko hvatanje

Mehanicko hvatanje sastoji se od okruzivanja aktivne povrSine odgovarajuc¢im
matriksom koji je sposoban hvatati 1 zadrzati analit. Nakon hvatanja matrica se 'povlaci'
kemijski ili fizicki, ¢ime sve 'zarobljene' molekule noSi prema metalnoj povrsSini.

Reverzibilnost procesa odredena je interakcijom analita i povrSine. Analiti s funkcionalnim
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grupama koje imaju velik afinitet prema zlatu i srebru vezu se na povrSinu i time
onemogucavaju ponovno koriStenje senzora. Analiti sa slabim interakcijama sa zlatnim 1
srebrnim povr$inama mogu sluziti kao visekratni senzori. Izrada polimernih kompozita s
anorganskim nanocesticama za SERS aplikacije dugo je predstavljala problem jer se nije
mogao posti¢i zadovoljavajuéi broj nanoCestica u polimeru.’® Stoga se koriste pristupi poput
derivatizacije (engl. grafting) polimera izravno na cesticama, depozicija 'sloj po sloj',
molekularni otisak polimera ili in situ redukcija metalnih iona unutar polimera. Najvise se
koristi utjecaj pH i temperature te ionske jakosti. Polimer koji se najcesée koristi je poli-N-
izopropilakrilamid (pNIPAM) koji je osjetljiv na temperaturne promjene.’®” Sto se tice
materijala osjetljivih na pH, pokreta¢ suzavanja ili Sirenja polimera su elektrostatske sile
nastale na funkcionalnim skupinama (karboksilne ili amino) kao funkcija koncentracije
protona. Npr. ako se detektiraju kationski analiti (amini) najviSe se koriste poliakrilne

kiseline.'*®

Pri visokom pH, polimeri se Sire zbog elektrostatskog odbijanja razli¢ito
ioniziranih karboksilatnih skupina (Slika 31). Kada se pH snizi, karboksilati prelaze u
karboksilne kiseline i polimer se suzava zbog stvaranja intra-molekularnih vodikovih veza.
U slucaju anionskih analita, polikarboksilni polimeri zamjenjuju se amino polimerima kao

$to je polilizin.*®®

Slika 31 Shematski prikaz promjene debljine polimera (PAA) pokrenute promjenom pH koja
dovodi do razli¢ite udaljenosti medu éesticama.'®
Molekularni otisak polimera (engl. molecularly imprinted polymers, MIP) na
nanostrukturiranu plazmonsku povrsinu sastoji se od depozicije tankog polimernog sloja s
analitom ugradenim u polimerni matriks. Analit se odstranjuje stvaraju¢i prazninu koja
savrSeno replicira Zeljenu molekulu. Prednost MIP metode je izuzetna selektivnost (po
principu kljuc-brava), ali su faktori pojacanja relativno slabi. Metoda je pogodna za srednje

velike i velike analite, poput beta blokatora propranolola i TNT-a.2%2%
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2.7.7 SERS jedne molekule

Prve eksperiment na SERS-u jedne molekule (engl. single molecule SERS, SM
SERS) izveli su Nie i Emory.?® Oni su kombinirali SERS s transmisijskom elektronskom
mikroskopijom (TEM) i skenirajuom tuneliraju¢om mikroskopijom (STM) §to im je
omogucilo proucavanje odnosa izmedu morfologije SERS aktivnih nanocestica i SERS
efekta. Uogili su pojacanje Ramanovog signala ¢ak do 10™ za jednu molekulu rodamina 6G
adsorbiranu na Ag nanocestice. Tako je prije gotovo dvadeset godina SERS omogucio
detekciju jedne molekule te na taj nadin doSao do svojih krajnjih granica detekcije.”® Van
Duyneova grupa uvela je izotopoloski pristup za potvrdu signala jedne molekule. Koristeci
par molekula koji imaju kontrastni izotopni vibracijski potpis, moguce je razlikovati signale

koji potjetu od jedne od molekula.?®?

Na ovaj su nacin detektirane boje rodamin 6G i crystal
violet pri ¢emu su se usporedivale smjese (50:50) njihovih izotopologa (H u odnosu na D
terminirane). Za svaki spektar, dobiven je vibracijski potpis ili deuteriranog ili
nedeuteriranog uzorka. Pored opaZanja jedne molekule, dobivena su i druga dva vazna
zakljucka: pojedinacna metalna Cestica ne moze dati SERS signal i nema korelacije izmedu
broja nanocestica u agregatu i intenziteta SM SERS signala. Iako je SM SERS postignut i za

nerezonantne molekule, uglavnom se koristi za rezonantne boje.*

Uvodenje tehnike ,,jedne
molekule” donijelo je novu dimenziju, posebno u biomedicinskim istrazivanjima za

proucavanje virusa, bakterija, proteina, DNK i RNK.
2.7.8 UV SERS

Pobuda SERS-a u podrucju ultraljubicastih frekvencija je relativno neistrazeno, ali i
vrlo zanimljivo podru¢je koje bi omoguéilo rezonantnu detekciju brojnih bioloSkih
molekula, ukljucujuéi proteine i DNK. Za vec¢inu metala, ukljucuju¢i Ag i Au, najveca
pojacanja nalaze se u vidljivom (Vis) 1 bliskom infracrvenom podru¢ju (NIR). Nekoliko je
skupina pokusalo dobiti UV SERS, cesto s puno teskoca te je postizanje povrSinskog
pojacanja u UV podruju i dalje izazov.?**?®® Potencijalno korisno bilo bi dobivanje SERS-a
u dalekom UV podrucju (DUV) ¢ime bi se omogucilo proucavanje bioloskih molekula koje
imaju elektronske rezonancije u ovom podrucju valnih duljina. Jedan od izazova UV SERS-a
je pronalazak materijala koji dovodi do povrSinskog pojacanja u UV podrucju. U tu su svrhu

1 204-207

proucavani razni plazmonski materijali kao Pd/Pt, Ru, Rh, Co i A Faktori pojacanja

za prijelazne metale su reda veliCine 10? sto je znacajno manje u usporedbi s Ag 1 Au U
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vidljivom podrucju. UV SERS je tehnika s puno potencijala, ali i nizom problema koje treba

rijesiti.
2.1.9 Vrhom pojacana Ramanova spektroskopija (TERS)

Vrhom pojacana Ramanova spektroskopija (engl. tip-enhanced Raman spectroscopy,
TERS) je metoda visoke osjetljivosti (do jedne molekule) i prostorne rezolucije (~10 nm),
kojom se istovremeno dobivaju podaci o topografiji kao i odgovarajuce spektralne
informacije o uzorku.?®® Kombinacija informacija iz Ramanove spektroskopije s pojadanjem
poznatim iz SERS-a i visoke rezolucije mikroskopije atomskih sila, ¢ini ovu metodu
pogodnom za istrazivanje velikog broja kemijskih i bioloskih uzoraka te razlicitih modernih
materijala.?®® Ova metoda nije destruktivna i provodi se in situ te se moze koristiti za
pracenje raznih bioloskih i fizioloskih procesa in vivo u Zivoj stanici. U TERS-u je pojacanje
elektromagnetskog polja lokalizirano na o$tri metalni vrh Kkoji je osvijetljen fokusiranim
laserskim snopom (Slika 32). Kad se vrh priblizava uzorku stvara se lokalizirano podrucje
povrsinskog pojacanja. To omogucava odredivanje strukture i sastava uzorka s rezolucijom
od nekoliko nm. Mehanizam pojacanja pripisuje se lokaliziranoj povrSinskoj plazmonskoj
rezonanciji (LSPR) i efektu 'gromobrana’. TERS eksperimenti se obi¢no provode
modificiranjem skenirajuée tuneliraju¢e mikroskopije (engl. scanning tunneling microscopy,
STM) ili mikroskopije atomskih sila (engl. atomic force microscopy, AFM). TERS je
inicijalno napravljen na molekulama boja da bi se kasnije analizirali lanci RNK, ugljikove

C . 210-212
nanocjevcice te vodikove veze medu DNK bazama. 0
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Slika 32 Prikaz vrhom pojacane Ramanove spektroskopije (TERS).”” SnaZno polje stvara se na

ostrom metalnom vrhu.
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Jedan od problema s kojim se TERS susrece je izracunavanje povrsine regije u kojoj
dolazi do pojacanja, a s time i raCunanje faktora pojacanja. Drugi je problem nedostatak
metode za dobivanje pouzdanih, dugotrajnih i robusnih TERS vrhova. Jedna od grana
TERS-a koja daje obecavajuce rezultate je TERS pod visokim vakuumom (engl. High-
Vacuum TERS).?*

2.8 Istrazivani spojevi
2.8.1 Histamin

Histamin spada u skupinu biogenih amina (BA). Biogeni amini su organske baze s
alifatskim (putrescin, kadaverin, spermin, spermidin), aromatskim (tiramin, feniletilamin) ili
heterociklickim (histamin, triptamin) strukturama. To su spojevi relativno malih molekulskih
masa koji nastaju mikrobnom aktivno$¢u koja se prirodno odvija u hrani i pi¢ima.?® U
nefermentiranim namirnicama poput vocéa, povréa, mesa, mlijeka i ribe, BA su endogenog
porijekla i1 tada se nalaze u niskim koncentracijama. Visoke koncentracije BA mogu se naci
u fermentiranoj hrani kao rezultat kontaminirajuée mikroflore. Njihova se aktivnost obi¢no
poveéava za vrijeme kontrolirane ili spontane mikrobne fermentacije hrane ili tijekom
kvarenja hrane. Osnovni put nastajanja biogenih amina je dekarboksilacija slobodnih
aminokiselina mikrobnom enzimatskom aktivno$¢u. Koli¢ina i omjer nekih BA moze
posluziti kao indikator kvalitete ili higijene hrane. Nekoliko karakteristicnih BA indeksa
(BAI) izrac¢unava se iz koli¢ine najzastupljenijih BA u ribi — histamina (Him), putrescina
(Put), kadaverina (Cad), spermidina (Spd), i spermina (Spm). Dodatni BA indeksi racunaju
se iz koli¢ine tiramina (Tym), Put, Him i Cad posebno za procjenu kvalitete tune. Unos
miligramskih koli¢ina histamina u ljudski organizam, ovisno o pojedincima, moZe dovesti
do snizenog ili poviSenog krvnog tlaka, glavobolje ili anafilakti¢kog Soka. Pored toga, unos
diamina (Put 1 Cad) mozZe sinergijski povecati toksi¢ni uc¢inak histamina. S druge strane,
fermentirane namirnice poput sira, Kiselog kupusa, suhih kobasica i tzv. orijentalne
fermentirane hrane (npr. soja sos ili pasta) dobivaju svoju konacnu teksturu, okus, izgled i
pikantnost kao rezultat mikrobioloske fermentacije. Ovisno o pocetnim kulturama i uvjetima
fermentacije neminovno se formiraju biogeni amini.**® To je takoder slucaj i za alkoholna

fermentirana pi¢a kao Sto su pivo i vino.
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Slika 33 Pretvorba histidina u histamin djelovanjem enzima histidin dekarboksilaze.

Odredene bakterije proizvode enzim histidin dikarboksilazu za vrijeme svog rasta.
Ovaj enzim reagira s histidinom, aminokiselinom koja se prirodno nalazi u ribljem mesu u
veé¢im ili manjim koli¢inama, te stvara histamin (Slika 33). Bakterije stvaraju histamin u
Sirokom temperaturnom rasponu. Nastanak histamina je brzi na npr. 20 °C nego na 7 °C, a
veoma je brz pri viSim temperaturama, npr. 32 °C. Jednom kada je histidin dekarboksilaza
prisutna u ribi, nastavlja proizvoditi histamin iako bakterije nisu aktivne. Enzim ostaje
stabilan u zaledenom stanju i moZe se reaktivirati vrlo brzo nakon otapanja. | enzim i
bakterija inaktiviraju se kuhanjem, ali nastali histamin ne moze se ukloniti niti kuhanjem niti
zaledivanjem. Propisane kriti¢ne granice koli¢ine histamina navedene su u odredbama
Pravilnika (NN 46/94) i iznose 10 mg histamina na 100 g ribljeg mesa (100 mg/kg) za svjezu
morsku ribu i 20 mg histamina na 100 g ribljeg mesa za zamrznute morske ribe, riblje
konzerve 1 sli¢ne proizvode (200 mg/kg). Ove vrijednosti u skladu su s vrijednostima

propisanim u Europskoj uniji.

Biogeni amini najées¢e se analiziraju tankoslojnom kromatografijom, plinskom ili
teku¢inskom  kromatografijom, kapilarnom elektroforezom te  enzimatskim 1
radioimunoloskim metodama.”’ Danas se najvise koristi tekuc¢inska kromatografija (HPLC).
Budu¢i da biogeni amini iz hrane nemaju zadovoljavaju¢u apsorpciju u vidljivom i
ultraljubi¢astom podrucju, niti imaju fluorescentna svojstva, obi¢no se derivatiziraju prije
detekcije. Opcenito, uobicajene metode detekcije histamina su sloZene, skupe 1 zahtijevaju

dosta vremena.

2.8.2 Aflatoksini

Aflatoksini (AF) su grupa hepatotoksi¢nih, karcinogenih, mutagenih i teratogenih

mikotoksina koje proizvode Aspergillus sojevi (Slika 39).%

aflatoksina: AFB1, AFB2, AFG1 i AFG2. Takoder postoji vise od 20 drugih AF derivata, ali

Postoje Cetiri osnovna

se samo Cetiri spomenuta pojavljuju u hrani. Nakon ulaska u organizam aflatoksini se mogu
metabolizirati u jetri u reaktivne epokside ili hidroksilirati te postati manje Stetan aflatoksin

M1. Medu aflatoksinima AFB1 ima najjacu toksi¢nost i kancerogenost za zivotinje 1 ljude te
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je svrstan u prvu skupinu karcinogena zato $to uzrokuje maligne tumore kod zivotinja kao 1
primarni hepatocelularni karcinom u ljudskim populacijama. Toksi¢nost i karcinogenost
AFB1 povezane su s oSte¢ivanjem DNK kao i malformacijama mnogih organa u embrijima.
Aflatoksini uzrokuju probleme u poljoprivredi i dovode do znacajnih ekonomskih gubitaka.
Europska komisija postavila je maksimalne razine aflatoksina u zitaricama i uljaricama
namijenjenim Zzivotinjskoj i ljudskoj potro$nji. Ove razine variraju ovisno o proizvodu, ali

se kreéu izmedu 2 i 8 pg/kg za AFB1 te 4 i 15 pg/kg za ukupne aflatoksine.”®

Trenutno dostupne metode za detekciju aflatoksina, kao Sto su tekucinska
kromatografija (HPLC) i ELISA testovi, vrlo su selektivne i precizne s dovoljno dobrim
granicama detekcije. Medutim, ovi postupci nisu prakti¢ni zbog dugog vremena analize,
visokih troSkova 1 sloZenosti analize. Stoga se provode brojne studije radi razvoja brze,
jednostavne i jeftine metode detekcije AF s visokom osjetljivos¢u. U tom su pogledu

obecavajuée spektroskopske metode zbog svoje brzine, specifiénosti i lake automatizacije.??°
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3 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 Kemikalije

Koristene kemikalije: srebrov nitrat, p.a. (Kemika), trinatrijev citrat dihidrat, p.a.
(Kemika), natrijev borhidrid, p.a. (Carlo Erba), DEAE-dekstran hidroklorid (aminodekstran),
p.a. (Sigma-Aldrich), B-D(+)-glukoza, p.a. (Sigma-Aldrich), kalijev Kklorid, p.a. (Kemika),
kalijev bromid, p.a. (Kemika), natrijev nitrat, p.a. (Kemika), poli(vinil pirolidon), PVP, M,
10000, p.a. (Sigma-Aldrich), L-(+)-askorbinska kiselina, p.a. (Kemika), 4-
merkaptobenzojeva kiselina, 99% (Sigma-Aldrich), natrijev hidroksid, p.a. (Kemika),
Klorovodi¢na kiselina (36,5%), p.a. (Kemika), fluorovodi¢na kiselina 48%, p.a. (Sigma-
Aldrich), Polybead® polistirenske mikrosfere 1 um, 2,5% (Polysciences Europe GmbH),
Polybead® polistirenske mikrosfere 0,35 um, 2,5% (Polysciences Europe GmbH), Triton®
X-100, p.a. (Merck), etanol, p.a. (Kemika), aceton, p.a. (Kemika), pentan, p.a. (Kemika), 2-
propanol, p.a. (Fluka), vodikov peroksid, 30%, p.a. (Gram-mol), nitratna kiselina, 65%, p.a.
(Kemika), sumporna kiselina, 96% (Carlo Erba), piridin, p.a. (Kemika), rodamin 6G, p.a.
(Exciton), metilensko modrilo, p.a. (Carlo Erba), histamin dihidroklorid, p.a. (Sigma-
Aldrich), aflatoksin By, p.a. (Sigma-Aldrich), silicij (100), p-tip, dopiran borom, otpornost ~
0,5-1 Qcm, silicij (100), p-tip, dopiran borom, otpornost ~ 20 Qcm.

wew 7

3.2 Priprema i ¢iséenje uzoraka

Laboratorijsko posude za pripravu koloida 1 mjerenje uzoraka oprano je otopinom
deterdZenta (Kemex), krom sumpornom kiselinom (zasi¢ena vodena otopina kalijeva ili
natrijeva dikromata pomijesana s koncentriranom sumpornom kiselinom), isprano obi¢nom
vodom, destiliranom vodom te deioniziranom vodom i potom ostavljeno preko no¢i u

susioniku na 105 °C. U pokusima je koristena deionizirana voda otpornosti 18 MQcm.

Uzorci za jetkanje (Si), kao i uzorci za depoziciju polistirenskih nanosfera (SiO5)
¢iS¢eni su u ultrazvucnoj kupelji 15 minuta prvo u acetonu, a zatim u etanolu. Uzorci za koje
je bio potrebno da su hidrofilni stavljeni su u ultrazvuénu kupelj 1 h u 2%-tnu otopinu
NaOH. Nakon toga, uzorci su sonicirani u otopini H,O:NH,OH:H,0,=5:1:1 pri temperaturi
od 80 °C 20 minuta. Ova je otopina dio standardne RCA metode za ¢iSéenje uzoraka, a
takoder se koristi za dobivanje hidrofilnih povrSina. Uzorci su nakon c¢iS¢enja isprani

velikom koli¢inom redestilirane vode, a uzorci za koje je bio potrebno da ostanu hidrofilni

Lara Mikac Doktorska disertacija



EKSPERIMENTALNI DIO 66

skladiSteni su u redestiliranoj vodi. Si plocice za pripremu poroznog silicija ¢is¢ene su
standardnom RCA metodom. Nakon soniciranja u otopini H,O:NH;OH:H,0,=5:1:1 (SC1)
pri temperaturi od 80 °C 20 minuta, uzorci su sonicirani 20 minuta u otopini
H,O:HCI:H,0,=5:1:1 (SC2) pri temperaturi od 80 °C. SC1 sluzi za ¢is¢enje organskih
ostataka kao 1 uklanjanje Cestica, ¢ak 1 onih netopljivih. SC2 tretman ucinkovito uklanja

zaostale metalne ione.

3.3 Testne molekule

3.3.1 Piridin

N
N

/

Slika 34 Struktura molekule piridina.

Piridin je aromatski spoj koji se koristi kao otapalo (Slika 34). Cesto se koristi za
demonstraciju SERS-a zbog dobre adsorpcije na metalne povrsine. Takoder je atmosferski
zagadivac 1 nalazi se u dimu cigareta. Maksimum UV apsorpcije piridina nalazi se izmedu
330 i 350 nm. Ramanov spektar piridina snimljen je stavljanjem ¢istog uzorka (12,35 M) u
kivetu u makro komoru spektrometra i prikazan je na Slici 35. U Tablici 6 dane su neke

karakteristiécne Ramanove vibracije piridina.

Tablica 6 Karakteristicni Ramanovi modovi piridina.

Ramanov pomak / cm™ Vibracija
647 Deformacija prstena
987 Disanje prstena
1030 Trigonalno disanje prstena
1215 Vibracija prstena
1575 C=C istezanje
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Ramanov intenzitet

T T T T T T T T T T T T
500 1 000 1 500 2000 2500 3000 3500
Ramanov pomak / cm™

Slika 35 Ramanov spektar piridina (vrijeme snimanja 10 s).

3.3.2 Rodamin 6G

Slika 36 Struktura molekule rodamina 6G.

Rodamin 6G (R6G) pripada skupini jako fluorescentnih rodaminskih boja (Slika 36).
Najc¢es¢a mu je forma rodaminov 6G klorid, kemijske formule C,7H29CIN,O3. Apsorpcijski
maksimum roadmina 6G nalazi se na priblizno 530 nm. U Tablici 7 dane su neke

karakteristicne Ramanove vibracije rodamina 6G.
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Tablica 7 Karakteristicni Ramanovi modovi rodamina 6G.

Ramanov pomak / cm™ Vibracija
614 C-C-C savijanje prstena u ravnini
776 C-H savijanje izvan ravnine
1130 C-H savijanje u ravnini
1270 C-O-Crastezanje
1365 Aromatsko C-C rastezanje
1509 Aromatsko C-C rastezanje
1575 Aromatsko C-C rastezanje
1652 Aromatsko C-C rastezanje

3.3.3 Metilensko modrilo

N
LI L
H3.C-_N 5 ﬁl..CH:-L

|
CH3 Cl- CHs

Slika 37 Struktura molekule metilenskog modrila.

Metilensko modrilo (MB) je heterocikli¢ki aromatski spoj molekulske formule

C16H18N3SCI (Slika 37). Koristi se u razli¢itim podru¢jima, a posebno u medicini i biologiji.

Maksimum apsorpcije nalazi mu se na priblizno 670 nm, ali apsorpcija ovisi o protonaciji,

adsorpciji na druge materijale te stvaranju dimera i drugih agregata. Neke od karakteristi¢nih

Ramanovih vibracija metilenskog modrila dane su u Tablici 8.

Tablica 8 Karakteristicni Ramanovi modovi metilenskog modrila.

Ramanov pomak / cm™ Vibracija
445 C-N-C deformacija skeleta
1390 Simetri¢no C-N rastezanje
1442 Nesimetricno C-N rastezanje
1620 Rastezanje prstena
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3.4 Istrazivani spojevi

3.4.1 Histamin

Histamin (Slika 38) je amin koji u tijelu nastaje iz aminokiseline histidina kao dio
lokalnog imunoloskog odgovora. Histamin takoder obavlja nekoliko vaznih funkcija u
crijevima te djeluje kao neurotransmiter. Histamin dihidroklorid topljiv je u vodi, metanolu i
etanolu. Apsorpcijski spektar histamina pokazuje maksimum na 211 nm. Ramanov spektar
histamin dihidroklorida snimljen je na prahu i u vodenoj otopini (Slika 88), a karakteristi¢ne

Ramanove vibracije histamina dane su u Tablici 9.

HzN \/%N
% «2HCI
e
H

Slika 38 Struktura molekule histamin dihidroklorida.

Tablica 9 Karakteristicni Ramanovi modovi histamina.

Ramanov pomak / cm™ Vibracija
958 N-H savijanje izvan ravnine
989 C-H savijanje izvan ravnine
1170 Rastezanje prstena
1474 Rastezanje prstena
2913 C-H (C-H,) istezanje
2938 C-H (C-H,) istezanje
3118 C-H (C-H,) istezanje

3.4.2 Aflatoksin B1
Aflatoksin B1 (Slika 39) spada u grupu mikotoksina koje proizvode Aspergillus

flavus i A. parasiticus. AFB1 je najviSe hepatotoksi¢an i hepatokarcinogen od svih

aflatoksina te se pojavljuje kao kontaminant u razli¢itim vrstama hrane. AFB1 je bezbojan
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do blijedo zuti kristal ili prah koji ima fluorescenciju u plavom podrucju.

AFB1 nalaze se u Tablici 10.

o OCH3
G2
Slika 39 Strukture molekula aflatoksina.

Tablica 10 Karakteristi¢ne SERS vrpce aflatoksina B1 prema.’

Ramanov pomak / cm™ Vibracija
624 Deformacija prstena
752 C -H savijanje izvan ravnine
934 Disanje prstena
1086 C-C-C deformacija prstena
1147 C-H istezanje
1249 C-H, istezanje (prsten)
1274 C-H deformacija prstena
1303 C-H, istezanje (prsten)

Neke SERS vrpce

20
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3.5 Priprava koloidnih suspenzija srebra

3.5.1 Priprema srebrnih nanocestica koristenjem citrata (AGC)

Koloidna suspenzija srebra AGC pripravljena je redukcijom srebrova nitrata s
trinatrijevim citratom prema izmijenjenom Lee-Meiselovom postupku.®® Srebrov nitrat (90
mg) otopljen je u deioniziranoj vodi (500 cm®) te je otopina zagrijana do vrenja (120 °C) u
trogrloj tikvici koja se nalazila na uljnoj kupelji (Slika 40). U vrucu otopinu dodana je 1%-
tna otopina trinatrijevog citrata (50 cm®) te je reakcijska smjesa mijeSana 90 minuta uz
refluks i propuhivanje s duSikom. Za vrijeme hladenja na sobnu temperaturu otopina je i

dalje mijesana.

Slika 40 Priprema srebrnih nanocestica redukcijom s citratima u uljnoj kupelji.

3.5.2 Priprema srebrnih nanocestica koristenjem askorbinske kiseline (AGA)

Koloidna suspenzija srebra AGA pripremljena je redukcijom srebrova nitrata s
askorbinskom kiselinom uz citrat kao stabilizirajuce sredstvo. Vodenoj otopini od 160 cm®
koja je sadrzavala askorbinsku kiselinu (6,0x10* M) i trinatrijev citrat (3,0x10° M)
namjesten je pH na 9-10 koriStenjem 1 M NaOH. Ova je otopina drzana na temperaturi od
30 °C na uljnoj kupelji te joj je uz mijesanje dodano 1,6 cm® 0,1 M srebrovog nitrata. Nakon
15 minuta uoc¢ena je promjena boje otopine iz bezbojne u smedu $to je znacilo da je reakcija

nastajanja nanocestica gotova.

3.5.3 Priprema srebrnih nanocestica koristenjem borhidrida (AGBH)

Koloidna suspenzija srebra AGBH pripremljena je redukcijom srebrova nitrata s
natrijevim borhidridom. Natrijev borhidrid dodan je u velikom suvisku kako bi osim

redukcije srebra sluZio i za stabilizaciju nastalih nanoCestica. 30 cm® 0,002 M natrijevog
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borhidrida stavljeno je u Erlenmeyerovu tikvicu na ledenu kupelj uz konstantno mijesanje 30
minuta. 10 cm® 0,001 M srebrovog nitrata dodano je kap po kap u otopinu borhidrida.
Mijesanje je zaustavljeno ¢im je dodan sav AgNOs3. Otopina je promijenila boju iz bezbojne

u Zutu.

3.5.4  Priprema srebrnih nanocestica koristenjem aminodekstrana (AGD)

Koloidna suspenzija srebra AGD pripremljena je koriStenjem borhidrida kao
reduciraju¢eg sredstva uz prisutnost aminodekstrana kao stabilizatora. 0,204 ¢
aminodekstrana otopljeno je u 12 cm® 50 mM vodene otopine AgNOs. Ova je otopina
mijesana dok nije postala homogena. Tako pripremljena otopina dodavana je kap po kap u
48 cm® svjeze pripremljenog 20 mM NaBHj, koji je hladen na ledenoj kupelji. Za vrijeme
dodavanja reakcijska smjesa je snazno mijeSana na magnetskoj mijeSalici. Uocena je

promjena boje iz bezbojne u svjetlo Zutu pa potom u tamno zelenu.

3.5.5 Priprema srebrnih nanocestica koristenjem PVP-a (AGP)

Koloidna suspenzija srebra AGP pripremljena je otapanjem 2,5 g polivinilpirolidona
u 50 cm® vode te dodavanjem 2,55 g srebrovog nitrata na sobnoj temperaturi. Unutar 2 sata

koliko je trajala reakcija, otopina je promijenila boju iz svjetlo zute u tamno smedu.

3.5.6  Priprema srebrnih nanocestica koristenjem glukoze (AGG)

Koloidna suspenzija srebra AGG pripremljena je reduciranjem srebrovog nitrata s
glukozom u vodenoj otopini PVP-a uz NaOH koji ubrzava reakciju. Otopina PVP-a
pripremljena je otapanjem PVP-a, glukoze i NaOH u 15 cm® vode. Ova je otopina uz
mijeSanje zagrijana na 60 °C. 5 cm® 0,01 M otopine srebrovog nitrata dodano je u PVP
otopinu kap po kap. Nakon dodatka AgNOj3 reakcijska smjesa je mijeSana jo§s 10 minuta.

Konacna boja otopine bila je tamno crvena.

3.5.7 Priprema srebrnih nanocestica ,,cvjetnog* izgleda (AGF)

Ova je koloidna otopina pripremljena tako da je 20 mL 1 mM otopine 4-
merkaptobenzojeve kiseline (MBA) u etanolu pomijesano s 20 mL vodene otopine AgNO;
(10 mM) uz konstantno mijesanje.””* Nakon 5 minuta dodano je 10 mL trinatrijevog citrat
dihidrata (30 mM) te je sve mijeSano jo§ 5 minuta. Na kraju je uz mijesanje dodano 20 mL
svjeze pripremljene L-askorbinske kiseline (10 mM) te se mijeSanje nastavilo na sobnoj
temperaturi jo§ 5 minuta. Nakon toga, otopina je ostavljena da stoji jo$ 1 sat (Slika 41).

Nastale nanocestice su centrifugirane te ispirane vise puta s vodom i s etanolom (5 min,
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6000 okr/min) kako bi se uklonili neZzeljeni surfaktanti, posebno merkaptobenzojeva
kiselina. Nakon ispiranja nanoCestice su osu$ene u vakuum suSioniku te po potrebi
redispergirane u odgovarajuéem volumenu vode. Ramanovi spektri koloidnih suspenzija

prije i nakon ispiranja etanolom prikazani su na Slici P2 u prilogu.

e EEeT |

Slika 41 Izgled a) otopine nakon mijeSanja MBA i srebrovog nitrata i b) konacne suspenzije.

3.5.8 Priprema zlatnih nanocestica (AUC)

Koloid zlata pripravljen je redukcijom tetrakloroauratne(lll) kiseline s trinatrijevim
citratom koristenjem modificirane Lee-Meiselove metode.”® U 10 mL deionizirane vode
dodano je 20,5 uL 4 % otopine HAuCI, x 3 H,0 te je otopina zagrijana do vrenja uz refluks
i konstantno mijesanje. U otopinu je zatim dodano 200 pL trinatrijevog citrata (1 %) i nakon
3 minute otopina je stavljena na ledenu kupelj te je nastala bistra intenzivno crvena

suspenzija zlata.

Pripremljenim koloidnim suspenzijama izmjerena je pH vrijednost (Tablica 11) i
snimljeni su UV/Vis spektri (Slika 49). Ramanovi spektri pripremljenih koloidnih suspenzija
prikazani su na Slici P1 u prilogu. Siroka vrpca izmedu 3100 i 3600 cm™ odgovara istezanju

O-H veza vode.???
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3.6 Priprema poroznog silicija

U svim eksperimentima porozni silicij je dobiven elektrokemijskim jetkanjem
silicijevih plocica u fluorovodi¢noj kiselini i1 pri odredenoj gustoc¢i struje. Elektrokemijska
¢elija za jetkanje izradena je od teflona, a napravljena je u Laboratoriju za molekulsku fiziku
Instituta Ruder Boskovi¢. U elektrokemijskoj celiji silicij je anoda, dok je Pt Zica katoda.
Celija je dizajnirana tako da je podrudje jetkanja 2 cm? Prethodno o&iéeni komadié
kristalnog silicija (2,5 x 2,5 cm) smjeSten je na teflonski stalak oko 4 mm ispod isprepletene
mreze od platine. Si plocica pazljivo je pricvrs¢ena na mjesto pomocu O ringa. U cCeliju je
potom stavljena odgovarajuc¢a koncentracija fluorovodicne kiseline. Keithley izvor koriSten

je za dobivanje konstantne struje (Slika 42).

+1.018338 V

Isprct+040,0000R Cwrl121,0000 U

200000000 - |
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Slika 42 a) Celija za elektrokemijsko jetkanje u plasti¢noj posudi i b) uredaj Keithley za kontrolu
struje i napona prilikom elektrokemijskog jetkanja.

3.6.1 Priprema uzoraka makroporoznog silicija

Silicijeve plocice (waferi) (100) p-tipa (dopirane borom) s otpornosti ~20 Qcm i1 525
+ 25 um debljine izrezane su na komade ~2,5 x 2,5 cm te ¢is¢ene prema metodi opisanoj u
poglavlju 3.2. Elektrokemijski eksperimenti napravljeni su u teflonskoj ¢eliji domace izrade
u 12% otopini fluorovodi¢ne kiseline u etanolu. Radna elektroda je silicijeva ploc¢ica dok je
protuelektroda Zica od platine. Elektricni kontakt na straznjoj strani komada silicija
napravljen je utrljavanjem Ga/ln paste u prethodno izgrebane utore na Si plo€ici te
premazivanjem srebrnim lakom. Gustoce struje kretale su se od 4 do 10 mA/cm? unutar 15
ili 30 minuta. Ovako pripremljeni porozni Si ispran je etanolom i osusen u struji dusika.
Ovom metodom dobiven je porozni Si sa Sirinom pora ve¢om od 50 nm S$to ga svrstava u

kategoriju makroporoznog silicija.
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3.6.1.1 Priprema SERS supstrata na makroporoznom Si

3.6.1.1.1 Uranjanje u otopinu srebrovog nitrata (engl. immersion plating)

Kod ove depozicije srebra na makroporozni Si, uzorci PSi uronjeni su u 0,01 i 0,001
M otopinu srebrovog nitrata (AgNQO3). Ispitana su razli¢ita vremena uranjanja: 1,2, 3,415
minuta. Nakon uranjanja uzorci PSi isprani su vodom i osuseni na zraku pri sobnoj

temperaturi.

3.6.1.1.2 Apliciranje koloidne suspenzije (engl. drop casting)
U slucaju apliciranja koloidne otopine, kap prethodno pripremljene koloidne
suspenzije (AGC) stavljena je na makroporozni Si i osu$ena na sobnoj temperaturi. Koloidna

suspenzije pripremljena je na na¢in opisan u poglavlju 3.5.2,

3.6.1.1.3 Pulsna laserska ablacija (engl. pulsed laser ablation, PLA)

Srebrne i zlatne nanocestice na makrporoznom Si dobivene su pulsnom laserskom
ablacijom krute mete u kontroliranoj Ar atmosferi (Slika 43). Uvjeti depozicije za ovaj
eksperiment odabrani su temeljem prijasnjih studija uz koristenje KrF lasera (41=248 nm,
Sirina pulsa 25 ns, brzina ponavljanja 10 Hz).?**** Srebrne i zlatne mete pozicionirane su
unutar vakuumske komore na rotiraju¢em drzacu. Uzorci makroporoznog Si smjesteni su na
udaljenost od 35 mm od mete. Ar tlak bio je 70 Pa za depoziciju srebra i 100 Pa za
depoziciju zlata. Gustoca energije lasera bila je otprilike 2,0 + 0,2 Jem™. Depozicija srebra
izvedena je s 30000 i 45000 laserskih pulseva, dok je za depoziciju zlata upotrijebljeno
30000 laserskih pulseva. Na ravnim povrSinama s navedenim uvjetima morfologija
dobivenih struktura odgovara uniformnoj raspodjeli gotovo sferi¢nih nanocestica. Ovdje se
mogu ocekivati drugacija uredenja nanocCestica zbog specifiéne povrSinske morfologije

makroporoznog Si.
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Slika 43 Uredaj za pulsnu lasersku ablaciju (IPCF, Messina, Italija); umetnuta slika prikazuje uzorke
neposredno prije pulsne laserske ablacije.

3.6.2 Priprema uzoraka mezoporoznog silicija i depozicija srebra

Silicijeve plocice (100) p-tipa (dopirane borom) s otpornosti ~0,5-1 Qcm izrezane su
na komade ~2,5 x 2,5 cm te ¢is¢ene prema metodi opisanoj u poglavlju 3.2 i jetkane kao §to
je opisano u poglavlju 3.6.1. Elektrokemijsko jetkanje trajalo je 15 min u 12 % HF.
Koristene su gustoce struje 0,5, 1, 2, 5, 8, 10, 12, 15, 20, 30 i 40 mA/cm?2. Ovom je metodom
dobiven mezoporozni Si (2 < ¢ < 50 nm). Pripremljeni mezoporozni Si koji nije bio svjeze
pripremljen (kao i uzorci kristalnog Si) umocen je 1 min u 2 % HF/EtOH otopinu kako bi se
uklonio oksidni sloj. Uzorci su isprani etanolom prije uranjanja u otopinu AgNOs.

Srebro je deponirano na povr$inu mezoporoznog Si uranjanjem uzoraka u 0,01 M i
0,001 M otopinu srebrovog nitrata pri sobnoj temperaturi. Vremena uranjanja bila su 30, 60,
90, 120 i 300 s. Nakon uranjanja, uzorci mezoporoznog Si isprani su vodom i osu$eni u

struji dusika.
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3.7 Priprema AgFON podloga

Kao podloga za depoziciju uredenih slojeva polistirenskih mikrosfera koristena su
mikroskopska stakalca koja su prethodno izrezana na dijelove 1,25 x 2,5 cm te o€iS¢ena
metodom opisanom u poglavlju 3.2. Kako je bilo potrebno da ovako ociS¢ena stakalca
ostanu hidrofilna do same depozicije mikrosfera, ona su Cuvana u deioniziranoj vodi.
Stakalca su izvadena iz vode neposredno prije eksperimenta kako bi ostala Sto vise

namocena.

Monodisperzne polistirenske sfere su koloidna suspenzija mlije¢no bijele boje kod
koje same sfere na povr$ini imaju slabi anionski naboj koji potjece od sulfatnih estera (Slika
44a). Polistirenske mikrosfere razrijedene su s metanolom u koji je dodana otopina TritonX
100 u omjeru 1:400. Osim mikrosfera veli¢ine 350 i 1000 nm, na krutu je podlogu aplicirana
I sSmjesa obje veli¢ine mikrosfera (16 pL mikrosfera od 1000 nm + 9 pLL mikrosfera od 350
nm). Nakon aplikacije kapljice (engl. drop coating) odgovarajuéeg volumena sfera na
stakalce, kapljica je pomocu pincete blagim kruZnim pokretima razlivena po cijeloj povrSini
stakalca. Tako pripremljeno stakalce stavljeno je na ravnu podlogu u vakuum u atmosferu

etanola na suSenje pri sobnoj temperaturi.

Nakon §to su se podloge osusile, na njih su napareni filmovi srebra u razli¢itim
debljinama (Slika 44b i c). Na mikrosfere 1000 nm napareni su filmovi srebra debljine 120,
180 i 240 nm, dok su na mikrosfere veli¢ine 350 nm, kao i na kombinaciju dvije veli¢ine

sfera, napareni slojevi srebra 80, 120, 160 i 200 nm.

Slika 44 a) Komercijalna suspenzija mikrosfera; b) i c) evaporator za depoziciju filmova srebra i
zlata.
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3.8 Priprema uzoraka za SERS mjerenja

3.8.1 Priprema analita u koloidnoj suspenziji

Koloidne suspenzije ¢uvane su na 4 °C, ali su prije snimanja Ramanovih spektara
ostavljene na sobnoj temperaturi oko sat vremena. Neposredno prije koriStenja lagano su
promijesane kako bi se izbjegli efekti sedimentacije. Za dobivanje jednake koncentracije
koloida u svrhu eksperimenata, uzorci AGD, AGP i AGG razrijedeni su ultra¢istom vodom
te su novonastali uzorci oznacani redom imenima AGDd, AGPd i AGGd. Koloid AGBH je
istalozen centrifugiranjem (12000 rpm, 15 min) i redispergiran u manjem volumenu
ultraciste vode (AGBHc).

Uzorci za SERS myjerenja pripremljeni su prije samog mjerenja. U plasti¢nu
Eppendorf epruvetu mikropipetom je stavljeno 80 pL odgovarajuceg koloida i 10 pL
agregirajuceg sredstva. Sustav je mijeSan trideset sekundi na mijesalici (vortex) te je potom
dodano 10 pL otopine analita i sve je ponovno mijeSano 30 sekundi. Pomocu Sprice i tanke
igle pripremljeni uzorak stavljen je u staklenu kapilaru (25 x 2 mm), a kapilara je stavljena u

komoru Ramanovog spektrometra prilagodenu za snimanje tekuéih uzoraka.

3.8.2 Priprema analita na krutim podlogama

Neposredno prije mjerenja odredeni volumen analita (1 — 10 pL) mikropipetom je
apliciran na krutu podlogu. Nakon susenja kapljice, uzorak je stavljen pod mikroskop
Ramanovog spektrometra. U nekim je sluCajevima snimanje napravljeno prije nego se
kapljica analita osuSila. U pojedinim se slucajevima pokazalo pogodno inkubiranje analita sa
SERS podlogom. U tu je svrhu porozni Si izrezan na manje komade (1,5 x 1,5 mm) i
stavljen u eppendorf epruvetu u kojoj se nalazila otopina analita odredene koncentracije te je
ostavljen da stoji u otopini najmanje 20 minuta. Testirano je Sest razli¢itih vremena
inkubacije (5, 15, 30, 60, 90 i 120 min) za 10° M R6G na poroznom Si prekrivenom s Ag.
Najbolji Ramanov intenzitet postignut je za inkubaciju od 30 minuta (Slika P3 u prilogu).
Inkubacije od 5, 15, 60 1 90 min dale su priblizno jednak signal, a inkubacija od 120 min
rezultirala je najslabijim signalom. Stoga je za daljnja istrazivanja koriSteno vrijeme

inkubacije od 30 minuta.

Kao testne molekule koristeni su piridin, rodamin 6G (R6G) i metilensko modrilo
(MB). Raspon testiranih koncentracija bio je od 10* do 10*M za R6G i metilensko modrilo

te 12 do 1,2 x 10° M za piridin. Kod piridina promatrane su dvije karakteristicne SERS
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vrpce na 1002 i 1036 cm™.??® Podrugje snimanja spektara za R6G najcesée je bilo 300 —
1000 cm™ gdje se nalaze neke od intenzivnijih vrpci rodamina (Tablica 7).%*" Podrugje
interesa za MB bilo je 400 — 1800 cm™ gdje se nalaze njegove karakteristi¢ne vrpce (Tablica
8) 228

3.9 Mjerni uredaji

Kako bi se utvrdila fizikalno-kemijska svojstva pripremljenih nanocestica koristene

su niZe opisane tehnike.

3.9.1 Snimanje UV/Vis apsorpcijskih spektara

Apsorpcijski spektri koloidnih suspenzija srebra i zlata snimljeni su pomodcu
UV/Vis/NIR spektrofotometra (UV-3600, Shimadzu) na sobnoj temperaturi. Za mjerenja su
koriStene kvarcne kivete duljine puta zracenja 1,00 cm. Spektri su snimani u podrucju

izmedu 200 1 1200 nm uz razlu¢ivanje 1 nm.

3.9.2  Odredivanje pH vrijednosti

Za mjerenja pH vrijednosti koloidnih suspenzija koristen je pH-metar s elektrodom.

pH-metar je prije mjerenja bazdaren otopinama pufera pH 4,005 i 7,00.

3.9.3 Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Morfologija nanocCestica odredena je skenirajué¢im elektronskim mikroskopom (FE
SEM, field emission scanning electron microscope, Jeol JSM 7000F) spojenim s energijskim
disperzivnim spektrometrom (EDS, Energy-dispersive spectroscopy) (Slika 45a). Za
koloidne suspenzije 10 uL suspenzije pipetirano je na silicijevu plo¢icu i osuseno pri sobnim
uvjetima. Za krute podloge uzorak je ili direktno zalijepljen na nosa¢ uzoraka ili izrezan na
manje dijelove (Slika 45b). Koristenjem kompjuterskog programa ImageJ i modificiranog

algoritma odredene su veli¢ina i raspodjela veli¢ine Cestica.??
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Slika 45 a) Skenirajuci elektronski mikroskop Jeol JSM 7000F; b) uzorci poroznog Si pripremljeni za
skenirajuci elektronski mikroskop.

3.9.4 Transmisijska elektronska mikroskopija

TEM (engl. transmission electron microscopy) mikrografije dobivene su koriStenjem
Zeiss EM mikroskopa. Uzorci za snimanje TEM slika pripremljeni su nanoSenjem kapi

suspenzije na ugljikom prevucenu bakrenu mreZicu i suSenjem pri sobnoj temperaturi.

3.9.5 Dinamicko rasprsenje svjetlosti (DLS)

Metodom dinamickog rasprSenja svjetlosti (DLS, engl. Dynamic light scattering) na
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK) opremljenom sa zelenim laserom (532 nm)
odredena je raspodjela veli¢ine dobivenih koloidnih Cestica. Koristene su raspodjele po
volumenu, a kao rezultat je prikazana srednja vrijednost Sest mjerenja. Za vrijednost Zeta

potencijala koriStena je srednja vrijednost barem Sest mjerenja.

3.9.6 Snimanje Ramanovih i SERS spektara

U Laboratoriju za molekulsku fiziku Instituta Ruder Boskovi¢ nalazi se Ramanov
spektrometar T64000 tvrtke Horiba Jobin Yvon u kojeg je integriran trostruki spektrometar
(Slika 46). T64000 moze raditi u tri razli¢ita moda: dvostruki subtraktivni koji sluzi za
mjerenje vrpci na niskim frekvencijama (obi¢no od 2 do 5 cm™), trostruki aditivni (fokalna
udaljenost 3x640 mm za ultravisoku spektralnu rezoluciju < 0,15 cm™) i direktni jednostruki

spektrometar za veliki protok uzoraka sa slabim rasprsenjem te za fluorescentna mjerenja.

Lara Mikac Doktorska disertacija



EKSPERIMENTALNI DIO 81

Slika 46 Ramanovi spektrometri a) Horiba Jobin Yvon T64000 i b) HR800.

Ramanovi i SERS spektri snimljeni su Horiba Jobin Yvon HR800 i Horiba Jobin
Yvon T64000 Ramanovim spektrometrima. Kao izvori zra¢enja koristeni su argonski laser,
koji je emitirao zracenje pri 488 i 514,5 nm, diodni laser, koji je emitirao zracenje pri 532
nm te He-Ne laser s emisijom na 632,8 i 785 nm. U slucaju koristenja 'makro’ komore
spektrometra laserska zraka fokusirana je s lecom 100 mm u 90° geometriji. Snaga lasera na
uzorku bila je oko 60 mW. Ramanova mjerenja napravljena su pri sobnoj temperaturi (Slika
47). Osim gdje je drugacije navedeno, spektri su snimani u triplikatu s vremenom snimanja
izmedu 1 i 30 s. Zbog smanjenja fotodegradacije uzoraka upotrijebljeni su filteri kako bi
snaga lasera bila mala: oko 6 mW za 514,5 nm i 6 uW za 632,8 nm pobudu, osim ako je
drugacije navedeno. Prilikom snimanja spektara s mikroskopom koristen je 100 x objektiv

§to je rezultiralo probnom povr§inom oko 1 mikrona.

L
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Slika 47 Uzorci poroznog silicija (prvi red uzoraka bez deponiranog srebra i drugi red uzoraka s Ag)
spremni za mjerenje Ramanovom spektroskopijom.
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4 REZULTATI I RASPRAVA

4.1 Koloidne suspenzije kao SERS supstrati

Srebrne nanocestice odgovarajucih veli¢ina pripremljene su koriStenjem razlicitih
reducirajuéih i stabiliziraju¢ih sredstava. Srebrni koloid reduciran citratima pripremljen je
stoga S§to su citratni koloidi najvise istrazivani koloidi te zato $to se pokazalo da su stabilni i
efikasni kao SERS supstrati. Zbog slabe kontrole veli¢ine nastalih Ag Cestica, citratni koloidi
obi¢no imaju Siroku raspodjelu veli¢ine sintetiziranih nanocestica. Kako bi se doskocilo
ovom problemu pripremljeni su uzorci koji su reducirani askorbinskom kiselinom. Osim
toga, ova se redukcija odvija na sobnoj temperaturi pa je jednostavnija. Uzorci reducirani s
borhidridom pripremljeni su kako bi se izbjeglo postojanje citratnih iona na povrsini
nanocestica $to moze otezati i smanjiti adsorpciju analita. Nadalje, Ag nanocestice stericki
stabilizirane polisaharidom aminodekstranom proucavane su jer umrezeni omotac
aminodekstrana djeluje kao izvrsno sredstvo za stabilizaciju. Takoder, ove Cestice imaju
veliku potencijalnu primjenu u medicini. Vaznu ulogu u medicini imaju i Cestice
stabilizirane biorazgradivim polimerom polivinilpirolidonom pa tako npr. mogu posluziti
kao linkeri za vezanje lijekova.”®® Koloid s Ag kristalima ,,cvjetnog® izgleda sintetiziran je
jer se iz literaturnih podataka moglo zakljuciti da takvi koloidi daju velika pojacanja

Ramanovog signala, ¢ak do nivoa jedne molekule.”

U sljede¢em su poglavlju proucavana
morfoloska svojstva Cestica dobivenih razli¢itim metodama kemijske sinteze te je istrazen

njihov utjecaj na SERS.

4.1.1 Karakterizacije koloida

Zlatni koloid (AUC) nije pokazao SERS pojaanje za testirane supstancije (piridin,
R6G) pri pobudi 514,5 nm pa nije ukljuéen u daljnja istrazivanja (Slika P2c u prilogu).
Srebrni koloid AGF nakon sinteze imao je prizeljkivani izgled cvijeta s razgranatim
»laticama® (Slika 48). No, u sintezi AGF koloida koristi se 4-merkaptobenzojeva kiselina pa
su se u spektru koloida pojavljivale vrpce merkaptobenzojeve kiseline, ¢ak i nakon
visestrukog obilnog ispiranja vodom i etanolom (Slika P2 a, b). Pokazalo se da ovo nije
dobar nacin sinteze ovakvog koloida te ga iz navedenog razloga nije bilo moguce koristiti

kao SERS supstrat.
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SEI 3.0k  X33,000 100nm_ WD 10.0mm

Slika 48 SEM slika AGF koloida (povecanje 33 000x).

Slika 49 prikazuje UV-Vis spektre sintetiziranih srebrnih nanocestica u rasponu od
200 do 800 nm. Apsorpcijska vrpea u vidljivom podruc¢ju izmedu 350 1 550 nm tipicna je za
srebrne nanocestice. Uzorci AGC, AGA, AGBH i AGD imaju apsorpcijske maksimume na
redom 407, 402, 390 i 410 nm. Uzorak AGC ima S$iroku apsorpcijsku vrpcu §to upuéuje na
neuniformnu raspodjelu veli¢ine srebrnih nanocestica dok AGA, AGBH i AGD imaju manje
vrijednosti za Sirinu na polovici visine (FWHM, engl. full width at half maximum) sto
upucuje na uzu raspodjelu veli¢ine. U sluéaju uzoraka stabiliziranih s PVP-om (AGP i AGG)
maksimum apsorpcije prekriven je apsorpcijom polimernih molekula. U tim se slu¢ajevima
apsorpcijske vrpce srebrnih nanocestica pojavljuju kao ‘ramena’ i na Slici 49 oznacene su sa

strelicom.
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Apsorbancija
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Valna duljina / nm

Slika 49 UV-vidljivi spektar sintetiziranih srebrnih nanocestica. Uzorci oznaceni zvjezdicom
razrijedeni su vodom (uzorak AGA 10 puta; uzorci AGD i AGG 300 puta).

FE-SEM i TEM mjerenjima odredene su veli¢ine i morfologije srebrnih nanocestica
pripremljenih s raznim reduciraju¢im i stabiliziraju¢im sredstvima. Na Slici 50 prikazane su
SEM slike sintetiziranih nanocestica. Uzorak AGC koji je pripremljen redukcijom s citratom
(Slika 50a) sastoji se od gotovo sfericnih nanocestica uz odredeni udio Stapicastih struktura.
U sludaju sinteza s citratima tesko je kontrolirati morfologiju Ag NC pa je ove $tapicaste
strukture tesko izbjeéi. Na Slici 50b vide se u velikoj mjeri uniformne NC, veli¢ine 17 nm,
koje su dobivene sintezom s askorbinskom kiselinom i citratom (uzorak AGA). Slika 50c
prikazuje nanocestice veli¢ine priblizno 11 nm dobivene redukcijom s NaBH, (uzorak
AGBH). Slika 50d prikazuje SEM slike AGD uzorka koji je dobiven uz prisutnost
aminodekstrana, polimera velike molekulske mase. U ovom su slu€aju prisutne Cestice
srebra veli¢ine 500 nm kao i mnogo manje svijetle tocke koje predstavljaju male Cestice
srebra. Slika 50e prikazuje nanocestice veli¢ine 12 nm dobivene redukcijom s citratom uz
prisutnost PVP, dok se na Slici 50f moze vidjeti nanoCestice od 13 nm sintetizirane u smjesi
glukoze i PVP.
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SEI 10.0kV
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SEI 10.0kV  X1,900 10um WD 9.8mm

b PORE | 5 >
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50kv  X50,000 100nm WD 9.9mm S 50kV  X60,000 100nm WD 10.0mm

Slika 50 SEM slike a) AGC (povecanje 25 000x), b) AGA (povecanje 70 000x), c) AGBH (povecanje
50 000x), d) AGD (povecanje 1900x), e) AGP (povecanje 50 000x) i f) AGG (povecanje 60 000x).

TEM mikrografije snimljene su za uzorke AGA, AGBH, AGG i AGP (Slika 51)
buduci da na SEM slikama tih uzoraka nije bilo jednostavno izmjeriti veli¢ine Cestica. Kod
uzoraka AGA i AGBH na TEM slikama mozemo vidjeti da su redukcijom srebra nastale

sferi¢ne Cestice (Slika 51a i b). Budu¢i da se AGG uzorak sastoji od kompleksnog organskog
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matriksa bilo ga je potrebno razrijediti kako bi se mogle vidjeti, a potom i izmjeriti srebrne
nanocestice (Slika 51d). U AGP uzorku mogu se vidjeti Cestice trokutastog oblika, ali i Sire

raspodjele veli¢ine (Slika 51c) .

a)

b) o

- —

c) ‘

e
o-r" .

Slika 51 TEM slike a) AGA, b) AGBH, c) AGP i d) AGG uzoraka.

Slika 52 i Slika 53 prikazuju raspodjele veli¢ina Cestica koje su izraCunate iz
odgovaraju¢ih SEM 1 TEM slika koriStenjem kompjuterskog programa ImagelJ. IzraCunate
srednje veli¢ine Cestica, kao i standardna devijacija dani su u Tablici 11. Raspodjele veli¢ine
Cestica dobivenih iz SEM 1 TEM slika ne razlikuju se znacajno, a najveca razlika uocena je

za AGG uzorak.
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Slika 52 Raspodjele velicine srebrnih cestica za a) AGC, b) AGA, c) AGBH, d) AGD, e) AGP i f) AGG
uzorke izra¢unate iz odgovarajué¢ih SEM mikrografija (Slika 50).
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Slika 53 Raspodjele veliCine srebrnih cestica za a) AGA, b) AGBH, c) AGG i d) AGP uzorke
izracunate iz odgovarajucih TEM mikrografija (Slika 51).

Tablica 11 Karakterizacija pripremljenih koloidnih otopina srebra. (Za raCunanje srednje

vrijednosti i standardne devijacije velicine Ag Cestica izmjereno je najmanje pedeset Cestica na

SEM i TEM slikama.)

Reducirajuci/ . . .. |uv-Vis- .
Uzorak " ISEM/nm | Zeta/ |Hidrodinamicki Koncentracija
) Stabilizirajudi ) NIR/ [|FWHM 4 pH
(koloid) TEM/nm | mV promjer / nm Ag/mglL
agens nm
AGC citrat/citrat  |35,8+6,3 | -33,4 14,6; 69,8 407 139 104 7,7
askorbinska 16,7 +4,4
AGA L . -46,8 5,4 402 62 107 7,9
kiselina/citrat |13,1+4,3
~110,9+2,9
AGBH [NaBH,/borati -10,1 2,87 390 62 27 7,5
12,1+£3,3
NaBH,/DEAE- ,
AGD 518 +114 | 39,5 473 410 60 10 8,2
dekstran
11,6 +4,1 4
AGP PVP/PVP -0,867 4,62 420 - 3x10 5,6
10,3+4,0
12,6 £4,2
AGG glukoza/PVP -11,2 14,28 283 - 270 7,9
58+1,9
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U Tablici 11 su takoder prikazane vrijednosti hidrodinamickih promjera i zeta
potencijala dobivene DLS mjerenjima. Za nanocestice s vrijednoS¢u zeta potencijala iznad
20 mV i ispod - 20 mV (ili £ 30 mV ovisno o literaturnom izvoru) smatra se da se dovoljno
elektrostatski odbijaju te stoga ostaju stabilne u otopini. Zeta potencijali uzoraka AGC, AGA
i AGD su iznad ili ispod navedenih vrijednosti i stoga se oni mogu smatrati stabilnim bez
tendencije da spontano agregiraju. Srebrne nanocestice u AGC i AGA uzorcima stabilizirane
su negativnim citratnim ionima koji su adsorbirani na njihovu povrSinu. Citratni ioni
uzrokuju odbojne sile medu cCesticama i tako sprecavaju agregaciju. Uzorak AGD
stabiliziran je stericki i elektrostatski velikim pozitivnim molekulama dietilaminoetil
dekstrana. Negativni zeta potencijal AGBH uzorka upucuje na stabilizaciju Cestica boratima.
Uzorci stabilizirani PVP-om (AGP i AGG) imaju malu negativnu vrijednost zeta potencijala
Sto implicira nakupljanje negativnog naboja na povrSini nanocCestica, tako da je pored
sterickog onemogucavanja agregacije koloidna stabilnost poja¢ana i elektrostatskim

odbijanjem.

Vrijednosti hidrodinamic¢kih promjera u vecini su slucajeva nesto niZze od promjera
izracunatih sa SEM slika. Budu¢i da toCan oblik i hidrodinamicka svojstva nanocesti¢nih
agregata nisu dovoljno poznati, moze postojati sustavna razlika izmedu izraCunatog promjera
1 dimenzija dobivenih iz SEM mikrografija. Koloidi osuSeni na zraku, kakvi se koriste u
SEM mijerenjima, vjerojatno ne predstavljaju u potpunosti sustav u vodenoj suspenziji. U
slu¢aju AGC uzorka postoje dvije vrijednosti promjera koje nas navode na zakljucak da

pored Ag sfera u suspenziji postoje 1 Stapicaste Cestice.

4.1.2 SERS mjerenja

Koristenjem piridina i rodamina 6G kao probnih molekula odredena je SERS
aktivnost koloida. Kako bi se postigla podjednaka koncentracija srebra u koloidima koloid
AGD je razrijeden (AGDd), a koloid AGBH je istalozen i redispergiran u manjem volumenu
vode (AGBHc) kako bi im konatna koncentracija bila 100 mg L™. Za odredivanje
odgovaraju¢eg volumena koloida pogodnog za daljnju analizu, razli¢iti volumeni AGC,
AGA, AGDd i AGBHc uzoraka testirani su koristenjem 10 pL 0,12 M piridina (AGC i
AGA) i 10 uL 1,2 M piridina (AGDd i AGBH(c). Slika 54 prikazuje dobivene rezultate. 1z
slike je vidljivo da postoji povecanje intenziteta s povecanjem volumena AGC uzorka do 7

uL, a nakon 100 pL intenzitet vrpce znacajno se smanjuje. Izmedu ova dva volumena tocke
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odstupaju tako da se ne moze sa sigurnoscu reci gdje se nalazi pravi maksimum intenziteta.
Situacija je jasnija za druga dva uzorka, AGA i AGDd, gdje se maksimum intenziteta moze
jasno ocitati i iznosi 30 pL. Kod AGBHc uzorka nije jednostavno re¢i gdje je maksimum jer
se vrijednosti intenziteta ne mijenjaju znac¢ajno s promjenom volumena Kkoloida u

ispitivanom rasponu.
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slika 54 SERS intenziteti vrpce piridina na 1008 cm™ kao funkcija volumena koloida u
logaritamskoj skali od 1 do 900 pL. Iscrtkane linije dodane su kao vizualna pomoé. Omjer
agregirajuceg sredstva i koloida odrzavan je konstantnim tijekom eksperimenta.

Kako bi se pronaSlo optimalno agregirajuce sredstvo kao i njegova odgovarajuca
koncentracija za SERS pojacanje, snimljeni su SERS spektri piridina koristenjem KBr, KCl 1
NaNO3 u 0,01, 0,1 i 1 M koncentraciji te NaBH; u 0,1 M koncentraciji. Istrazena su Cetiri
uzorka: AGC, AGA (koristen je 0,12 M piridin), AGBHc i AGDd (koristen je 1,2 M
piridin). Slika 55 prikazuje intenzitete SERS signala piridina uz razliita agregirajuca
sredstva. Intenzitet se znacajno pojacao kad su u uzorak dodani Br’, CI" ili NO3 ioni $to
potvrduje pretpostavku da dodavanjem iona dolazi do agregacije ili promjene na povr§inama
nanodestica. Sto se ti¢e koncentracija, u slu¢aju KBr, KCI i NaNOs, 1 M koncentracija daje
bolje pojacanje za AGC 1 AGA uzorke, dok 0,1 M koncentracija daje bolje pojacanje za
AGBHc i AGDd uzorke. Od tri vrste aniona NO3™ (1 M) daje najvece pojacanje SERS
signala za uzorke dobivene reduciranjem s askorbinskom kiselinom, a Br (1 M) za citratom
reducirane uzorke. Dodavanje borhidrida rezultiralo je vrlo dobrim pojacanjem Ramanovog
signala za AGA, AGDd i1 AGBHc uzorke i izuzetno velikim pojacanjem za AGC uzorak.
Promjene u SERS spektrima piridina prilikom dodavanja razli¢itih iona u razli¢itim

koncentracijama u koloidne suspenzije mogu se objasniti razliitim stupnjevima agregacije

Lara Mikac Doktorska disertacija



REZULTATI | RASPRAVA 91

koloida kao i promjenama na povrSini srebrnih nanostruktura.”®* Fenomen razli¢itog

pojacanja uslijed dodavanja razlicitih aniona u koloid nije joS u potpunosti ratzjaénjen.233
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slika 55 SERS intenziteti piridina na 1008 cm™ kao funkcija razli¢itih agregirajuéih sredstava i
njihovih koncentracija za AGC, AGA, AGBHc i AGDd uzorke. Koncentracija piridina bila je
konstantna tijekom eksperimenta.

Kako bi se procijenila ovisnost koncentracije analita o intenzitetu Ramanovog
signala, snimljeni su SERS spektri izabranih analita, piridina i rodamina 6G. Slika 56
prikazuje pojacani Ramanov intenzitet kao funkciju koncentracije dvije vrpce piridina na
dvije valne duljine pobude. Oba analita tvore kompleks sa srebrnim nanocesticama u
koloidu, tj. njihova adsorpcija na povr$inu nanocestica omogucena je stvaranjem van der
Waalsovih interakcija. Ovu adsorpciju karakterizira jedna od adsorpcijskih izotermi koja
opisuje prekrivenost povrSine kao funkciju tlaka ili koncentracije (pri ¢emu je
najjednostavnija Langmuirova adsorpcijska izoterma). U SERS mjerenjima kad intenzitet
dostize maksimalnu vrijednost za zasi¢ene koncentracije analita, odnosno kad analit formira
monosloj na povrsini nanocCestica, prekrivenost povrSine takoder dostize svoj maksimum.
Tako se koncentracijski ovisna kalibracijska krivulja moze objasniti Langmuirovom

adsorpcijskom izotermom:

Imax " K - ¢ (4-1)

I =
1+K-c
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gdje su I, Inax, K and ¢ redom Ramanov intenzitet analita, maksimalna vrijednost SERS
intenziteta, adsorpcijska konstanta i koncentracija analita.’®* Pri niskim koncentracijama
faktor Kxc je mnogo manji od 1 pa jednadzba (4-1) ima linearan oblik s nagibom KXl
Primjenom formule (4-1) za prilagodbu eksperimentalnih tocaka, dobivene su adsorpcijska
konstanta, K, i maksimalna vrijednost SERS intenziteta, Inax, za piridin i R6G. Slika 57
prikazuje kalibracijsku Kkrivulju nacrtanu temeljem gore opisane metode. Adsorpcijske
konstante i maksimalne vrijednosti SERS intenziteta izraCunate su za dvije vrpce piridina
(1008 i 1036 cm™) i dvije vrpce rodamina 6G (612 and 776 cm™), na tri valne duljine
pobude (488, 532 i 514,5 nm) uz dodatak nitrata i borhidrida u AGC, AGA, AGBHc i AGDd

uzorcima. Rezultati su prikazani u Tablici 12.

Tablica 12 R’ vrijednosti, adsorpcijske konstante i maksimalni SERS intenziteti za dvije vrpce
piridina (1008 i 1036 cm™) i dvije R6G vrpce (612 i 776 cm™) na tri pobude (488, 532 i 514,5 nm).

A/nm Uzorak v/cm? R’ Do K
piridin (nitrat) 1008 | 0,99604 7260 £ 570 23+5
1036 | 0,99351 3220 + 190 91 +21
1008 | 0,93671 | 35400+5500 | 185+ 130
A iy " )
Ge iridin (+borhidrid) 1= 031094410 | 17800£2900 | 1594115
612 | 0,99993 | 621000 + 29000 | 6748 + 523
R hidri ’
532 6G (+borhidrid) 776 | 0,99995 | 727000 + 80000 | 3016 + 430
i 1008 | 0,99780 5880 (Kx/pnoy)
Iridin
AGA 1036 | 0,98690 5740 (Kx/,0)
i N 1008 | 0,99486 | 18500 + 1060 306
Piridin (+borhidrid) = 031" 99712 7030 + 290 3,4+04
. L 1008 0,99810 2x10%(KX/ nay)
AGC Piridin (+borhidrid) = 53e ™1 90695 | 105001880 | 258 £ 222
- 612 | 0,99290 110 (Kxlypy)
R6G (+borhidrid
(+borhidrid) 776 | 0,99440 7x10° (Kx/yngy)
I - 1008 | 0,93786 3200 + 220 413 + 154
s15 | AGBHC Piridin (+borhidrid) = 03— 94757 1430 + 80 350 + 110
’ R6G (+borhidrid) 612 | 0,09972 | 44530+ 2320 1,5x10°
776 | 0,99983 | 39860 + 1480 1,4x10°
I - 1008 | 0,99208 5310 + 260 74+14
AGD Piridin (+borhidrid) = 03— 99697 2730 * 180 42+11
piridin (nitrat) 1008 | 0,97877 | 7530+ 1510 13406
1036 | 0,97896 2,5%10" (Kx/ax)
I o 1008 | 0,95949 1226 + 150 6,7+31
488 AGC | Piridin (+borhidrid) - == 101" 59576 988 + 170 15+0,6
i N 1008 | 0,90809 740 + 60 610 + 265
AGA | Piridin (+borhidrid) - = 53 —"9013; 485 + 40 360 + 165

Iz rezultata u Tablici 12 mozemo vidjeti da uzorci koloid-piridin u koje je dodan

borhidrid postizu veée Inax Vrijednosti od uzoraka u koje su dodani nitrati (ili nije dodano
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agregirajuce sredstvo). Visoke lnax vrijednosti za R6G djelomi¢no potjecu od rezonantnog

Ramanovog efekta na ovim valnim duljinama pobude.

+ AGC 532 nm 1008 cm-1 +AGC 532 nm 1036 cm-1
® AGC 514.5 nm 1008 cm-1 ¢ AGC 514.5 nm 1036 cm-1
4 AGA 532 nm 1008 cm-1 4 AGA 532 nm 1036 cm-1

® AGDd 514.5 nm 1008 cm-1 m AGDd 514.5 nm 1036 cm-1

& +
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Koncentracija piridina / mol L

slika 56 SERS intenziteti vrpci piridina na 1008 i 1036 cm™ kao funkcija koncentracije piridina u
logaritamskoj skali u AGC, AGA i AGDd uzorcima.

Ramanov intenzitet

00 02 04 06 08 10 12 1.4
Koncentracija piridina / mol L™

slika 57 Kalibracijska krivulja SERS intenziteta piridina (1008 cm™) u AGA uzorku na 532 nmu
odnosu na njegovu koncentraciju prema Langmuirovoj izotermi.

Vrijednosti SERS faktora pojacanja izraCunate su usporedivanjem intenziteta
odgovaraju¢e vrpce piridina (~1008 cm™) izmjerenog u SERS eksperimentu i iste vrpce

izmjerene u vodenoj otopini piridina.
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SERS faktor pojacanja definira se kao:

_ ISERS CNR
BF =" (4-2)

I NR CSERS
gdje su Isegs 1 Ing redom intenziteti vrpce piridina u SERS spektru i u normalnom
Ramanovom spektru (u ovom sludaju 1008 cm™) dok je ¢ koncentracija piridina u vodenoj
otopini (cngr) ili u koloidu (Csgrs). Ova se jednadzba moze prosiriti tako da se u obzir uzme

broj molekula u aktivacijskom volumenu lasera:

EF = ISERS_ Cnr . Npir

(4-3)

I NR CSERS N NP—pir
pri ¢emu su Ny, i Nnppy redom broj molekula piridina u vodenoj otopini i broj molekula
piridina koje su adsorbirane na srebrne nanocestice u aktivacijskom volumenu lasera.
Aktivacijski volumen lasera iznosi 9,8 x 107 cm® s obzirom na opticki put od 500 pm u
laserskom zraci od 50 um. Broj molekula piridina (Ny,) koje se nalaze u aktivacijskom
volumenu lasera pri 0,1235 M je 7,35 x 10", Buduéi da znamo volumen Ag atoma (Vag =
1,713 x 10 nm®) te na temelju toga moZemo izradunati volumen srebrne nanocestice za
AGC uzorak (pri ¢emu se uzima u obzir da je promjer 36 nm), mozemo izracunati broj Ag
atoma po nanodestici (1,42 x10°). Broj Ag atoma u aktivacijskom volumenu lasera je 5,68 x
10" kod koristenih koncentracija AGC uzorka pa je iz toga izradunat broj nanodestica koji
iznosi 4 x 10°. Ukupna dostupna povrina na ovim nano&esticama je 1,6 x 10° nm% Pod
pretpostavkama da je povrSina molekule piridina 0,28 nm? (izraCunato 1z parametara
jedini¢ne Celije) i da je doslo do potpune prekrivenosti Ag nanocestica, broj molekula
piridina adsorbiranih na nanoCestice u aktivacijskom volumenu lasera je 5,8 x 10° (Nnp-py)-
Na taj nacin, iz gore opisanih kalkulacija mozemo dobiti omjer Npy/Nnp-py koji iznosi 1,27 x

10%,

Najbolje pojacanje Ramanovog signala piridina kad je kao agregirajuce sredstvo
koristen nitrat (1 M) dobiveno je za AGC uzorak i iznosilo je 2,2 x 10°. Uzimaju¢i u obzir
vrijednost omjera Npy/Nyp-p, koja iznosi 1,27 x 10, dobivamo EF vrijednosti koje su reda
veli¢ine 10°. Uzorci AGA, AGBH, AGBHc i AGD pokazuju pone$to manja pojacanja
signala od uzorka AGC. Potrebno je naglasiti da je najbolje pojacanje signala za AGA i
AGBH uzorak postignuto bez dodatka nitrata, a mogu¢i razlog lezi u agregaciji koja se

desava uslijed dodatka samog piridina (Sto je vidljivo prilikom pripreme uzoraka).
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Kod uzoraka kod kojih nije dodavan nitrat vrpca piridina pri 1008 cm™ (vibracija
disanja prstena) bila je slabija od vrpce na 1036 cm™ (trigonalna deformacija prstena). S
dodatkom nitrata (ili drugih agregirajuéih sredstava) relativni intenziteti su se promijenili $to
bi mogla biti indikacija promjene povriinskog naboja.??® Uzorci koji su stabilizirani PVP-om
nisu pokazali povrSinsko pojacanje Ramanovog signala za piridin, ¢ak i kada su bili
razrijedeni. Vrlo je vjerojatno da nativni spojevi na povrsini pripremljenih nanoc¢estica imaju
veéi afinitet za vezanje na srebrne Cestice od samog piridina. Granica detekcije piridina u
slu¢aju kad su koristeni AGC i AGA uzorci iznosila je 1,2 x 10™ mol/L® dok je za vodenu
otopinu granica detekcije iznosila 0,12 mol/L3. Uzorak AGBH imao je granicu detekcije red
veli¢ine ve¢i od AGC i AGA uzoraka (1,2 x 10 mol/L%) dok je za uzorak AGD granica
detekcije piridina 6 x 10 mol/L*. Kod ovog se uzorka granica detekcije nije promijenila niti

nakon razrjedivanja (AGDdA).

Kad je kao agregirajue sredstvo umjesto nitrata dodavan borhidrid, najniza
izmjerena koncentracija piridina bila je dva reda veli¢ine manja za AGC uzorak (1,2 x 10°
mol/L®) i red veli¢ine manja za AGA uzorak (1,2 x 10° mol/L®) od najnizih koncentracija
izmjerenih bez borhidrida. Za uzorak AGBHc granica detekcije bila je 6 x 10 mol/L3, a za
razrijedeni AGD uzorak (AGDd) granica detekcije bila je 6 x 10* mol/L®. U Tablici 13

navedene su granice detekcije piridina za testirane koloidne suspenzije.

Sto se ti¢e samih faktora poja¢anja, najveéa se promjena dogodila kod AGD uzorka
(iako kod ovog uzorka nije bilo promjene §to se ti¢e granice detekcije) kod kojeg se
procijenjeni faktor pojadanja poveéao 20 puta. Cini se da je AGD vrlo kompleksan uzorak
koji se sastoji od malih srebrnih Cestica 1 velikih aminodekstranom oblozenih Cestica te bi ga
bilo potrebno dodatno istrazivati. Za ostala dva uzorka promjena pojacanja je nesto slabija te

za AGC uzorak konacni faktor pojacanja iznosi priblizno 1,3 x 10°,

Tablica 13 Granice detekcije (LOD) piridina uz dodatak NaNO; (1 mol L) i NaBH, (0,1 mol L"!) kao
agregirajucih sredstava.

Uzorak LOD (NaNO;) / mol L™ GD (NaBH,) / mol L*
AGC 1,2 x 10™ 1,2 x10°
AGA 1,2 x 10" 1,2 x 10°
AGBHc 1,2 x10° 6,0 x 10°
AGDd 6,0 x 10™ 6,0 x 10
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4.1.2.1 Dodavanje NaBH4

Budu¢i da je primijec¢eno da dodavanje natrijevog borhidrida dovodi do vrlo dobrog
pojacanja Ramanovog signala, pokusalo se pojasniti mehanizam borhidrida dodanog u
smjesu koloida i analita. Slika 58 prikazuje apsorpcijski spektar koloidnog uzorka AGC uz
dodatak natrijevog citrata i natrijevog borhidrida. Moze se primijetiti da dodavanje 1 M
NaNO; dovodi do smanjenja apsorpcije u podrué¢ju plazmonske rezonancije te se nova Siroka
vrpca pojavljuje na podrucju vecih valnih duljina. Nakon dodatka 0,1 M NaBHjy ¢ini se da ne
dolazi do promjene pozicije apsorpcijske vrpce vec vjerojatno do promjene kemijskih

svojstava na povrsini srebrnih nanocestica.

—AGC + nitrat 1M

—AGC + borhidrid 0,1M

Apsorbancija

200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Valna duljina / nm

Slika 58 UV-vidljivi apsorpcijski spektar koloidnog uzorka AGC s natrijevim nitratom (plava linija) i
natrijevim borhidridom (crvena linija).

Kako bi se objasnilo ponaSanje i agregacija Cestica u koloidu napravljena su DLS
mjerenja tijekom 20 minuta. Slika 59 prikazuje hidrodinamicki promjer agregata koji su
formirani u AGC 1 AGA uzorcima kada su kao agregirajua sredstva dodani nitrat i
borhidrid. Za razliku od uzorka AGA, dodatak borhidrida u AGC uzorak rezultirao je
stvaranjem velikog broja agregata razli¢itih veli¢ina i nekoliko manjih agregata (Slika 59b).
U slucaju dodatka nitrata u oba se uzorka formiraju dvije veli¢ine agregata. Agregati imaju
tendenciju sporog rasta tijekom mjerenog vremena. To pokazuje da vece pojacanje SERS
signala koriStenjem AGC uzorka i NaBH4 moZe biti uzrokovano povecanjem broja aktivnih
mjesta uslijed formiranja razli¢itih nakupina Ag Cestica. Pored toga, smjesa AGC, natrijevog

nitrata i piridina ima zeta potencijal vrlo sli¢an potencijalu samog AGC uzorka (-34,4 mV).
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Nasuprot tome, smjesa AGC uzorka, natrijevog borhidrida i piridina ima negativniji zeta
potencijal (-42 mV). Dodavanje razli¢itih agregiraju¢ih sredstava u vecoj ili manjoj mjeri

utjece na povrsinski naboj nanocestica te time i na stupanj agregacije.

a) 10000 b) £ 10000
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E 88 DOoQDOD @E ooo 5 T:_ BA AR i--g!g ﬁA
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slika 59 Agregacijski profili za AGA i AGC u vremenu prilikom dodavanja a) nitrata (1 mol L) i b)
borhidrida (0,1 mol L) kao agregirajuéeg sredstva.

Prilikom snimanja spektara piridina uoceno je da za razliku od slu¢ajeva kada se kao
agregirajuca sredstva koriste CI’, Br™ ili NO3’, u slucaju borhidrida intenzitet obje promatrane
vrpce raste s vremenom, do priblizno 30 minuta nakon dodatka. Slika 60 prikazuje SERS
spektre piridina (0,12 M) u AGC uzorku snimane jedan za drugim kroz 25 minuta nakon
dodatka 0,1 M borhidrida (a) i SERS spektre piridina (0,12 M) snimane unutar 19 sati nakon
dodatka 1 M nitrata (b). To se moze objasniti velikom reaktivno$¢u svjeze otopljenog
borhidrida koji vjerojatno odredeno vrijeme i dalje reducira zaostalo srebro u smyjesi.
Takoder, ako se analiza ponovi nakon 24 sata nema znacajnog smanjenja SERS intenziteta
Sto nije slucaj kad su agregirajuc¢e sredstvo halidni anioni ili nitrat. U tim slu€ajevima

intenzitet pada na polovicu svoje vrijednosti unutar 30 minuta od prve analize.

25
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Slika 60 SERS spektri piridina a) u AGC uzorku snimani jedan za drugim 25 minuta nakon dodatka
0,1 mol L™ NaBH, (najvi$a vrpca = najduZe vrijeme) i b) snimani unutar 19 sati nakon dodatka 1
mol L' NaNO; (od vrha prema dnu redom 0, 30, 50, 90 i 120 min te 19h; A=514,5 nm).

4.2 Porozni Si kao SERS supstrat

Drugi tip proucavanih SERS supstrata bili su supstrati poroznog silicija s
deponiranim Cesticama srebra i zlata. Porozni Si je materijal s nizom zanimljivih svojstava
koji se ve¢ niz godina proucva u Laboratoriju za molekulsku fiziku. Stoga je razumljivo

njegovo koriStenje kao supstrata u povrsinski pojacanoj Ramanovoj spektroskopiji.

Slika 61 Celija za elektrokemijsko jetkanje silicija (napravljena u Laboratoriju za molekulsku fiziku,
IRB) za vrijeme jetkanja.

4.2.1 Priprema makroporoznog silicija kao predloska za depozicije srebra i zlata

Elektrokemijskim jetkanjem uzoraka silicija (Slika 61) za gustoce struje 4 i 10
mA/cm? i vremena jetkanja 15 i 30 min dobivene su makroskopske pore, Siroke ~1 pm i
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razli¢itih duzina. Uzorci makroporoznog Si potom su oblozeni srebrom (i zlatom) na tri
na¢ina: a) uranjanjem u otopinu AgNOs, b) kapanjem otopine srebrovog koloida i c)
laserskom ablacijom. U slucaju laserske ablacije promijenjen je materijal (srebro-zlato) i
broj pulseva zbog bolje kontrole morfologije Cestica. Za svaki od SERS supstrata odredena
je granica detekcije (LOD) za testne molekule (R6G i metilensko modrilo) koriStenjem
pobuda na 514,5 nm, 633 nm i 785 nm. Slika 62 prikazuje detaljnu shemu eksperimenta. Cilj
je bio istraziti daje li porozni Si s metalnim Cesticama zadovoljavajuce pojacanje te je li

pogodan kao SERS supstrat.

Friprema poroznog silicija

Kristalni Si
v/4

LOD — granica detekoie

Depozicija nanodestica

Pulzna
lagerska
ablacija

Kapanje
koloida
(Ag koloid)

LOD
[0 M R6G

Uranjanje

SERS natfrivalne duljine

Slika 62 Shematski prikaz eksperimenata.

SEM mikrografije SERS supstrata dobivenih uranjanjem uzoraka PSi jetkanih 30
minuta pri 4 mA/cm?® u 0,01 M AgNO; otopinu prikazane su na Slici 63a. Srebrni se sloj
sastoji od homogeno rasporedenih nanocestica koje prekrivaju povrSinu pri ¢emu velike
makro pore ostaju otvorene. Prosjecna veli¢ina nanocestica je oko 100 nm, ali su takoder

prisutni neki agregati.
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Na mikrografijama uzoraka poroznog Si na koje je kapnut koloid srebra AGC (Slika
63b) moze se vidjeti formiranje mikronskih nakupina srebrnih nanocestica na otvorima pora.

Prosjecna veli¢ina pojedina¢ne nanocestice je oko 70 nm, ali su prisutne i neke manje

Cestice.

§ s

Broj Cestica
g

Sl

lllll W mm | !

Slika 63 SEM mikrografije srebrnih nanostruktura deponiranih na PSi (uzorak #2) a) iz 0,01 M
AgNO; otopine kroz dvije minute i b) kapanjem srebrovog koloida (povecanje 30 000x);
raspodjele velicine Cestica prikazane su kao umetnute slike.

Mikrografije uzoraka poroznog Si prekrivenih srebrom i zlatom pomocu laserske
ablacije prikazane su na Slici 64 i Slici 65. Srednje vrijednosti veli¢ine Cestica na povr$ini
makroporoznog silicija za obje laserske ablacije srebrom kao i za ablaciju zlatom izracunate
iz SEM slika su u rasponu od 20 do 40 nm. Takoder su izmjerene vrijednosti povrsinskih
plazmona na staklenim supstratima koji su se nalazili u komori za ablaciju za vrijeme
depozicije. Siroke plazmonske vrpce (LSPR) nalaze se na 610, 890 i 680 nm za redom prvu i
drugu ablaciju srebrom te ablaciju zlatom. Nadalje, kao §to je vidljivo na Slici 64 i Slici 65,
prisutne su vece sferi¢ne strukture koje se obi¢no pojavljuju za vrijeme procesa ablacije.?*®

Ove mikrometarske ili nanometarske Cestice nastaju za vrijeme izbacivanja materijala s

povrSine mete.

Ako usporedujemo pore kod uzoraka koji su jetkani 15 i 30 minuta pri 4 mA/cm?,
(Slika P4 u prilogu), mozemo vidjeti da su pore kod duZe jetkanih uzoraka izduzene
nekoliko mikrometara. Uzorci jetkani s gustoéom struje 10 mA/cm? (Slika 64d i Slika 65b)

imaju Sire pore, tj. ve¢u poroznost.
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Slika 64 SEM slike PSi uzoraka nakon ablacije srebrom: a) 30 000 pulseva, uzorak #1 (povecanje 30
000x), b) 30 000 pulseva, uzorak #2 (povecanje 43 000x), c) 45 000 pulseva, uzorak #2 (povecanje
33 000x) i d) 45 000 pulseva, uzorak #3 (povecanje 30 000x) s odgovarajuc¢im raspodjelama
veliCine Cestica (umetci).
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Slika 65 SEM slike uzoraka poroznog Si nakon ablacije sa zlatom: a) uzorak #2 (povecanje 15 000x)
i c) uzorak #3 (povecanje 13 000x) s odgovarajucim raspodjelama velicine Cestica (umetci).
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4.2.2 SERS mjerenja

Sljede¢i je korak bio testiranje srebrom i zlatom prekrivenih povrSina
makroporoznog Si na SERS aktivnost koristenjem dvaju uobicajenih kromofora, rodamina
6G (R6G) 1 metilenskog modrila (MB), dvije probne molekule koje se ¢esto koriste u SERS

testiranjima.?**?%

Kako bi se odredila efikasnost SERS supstrata, prvo je trebalo pronaci najbolje
parametre kod uranjanja uzoraka makroporoznog Si u otopinu AgNOs. U tu svrhu istrazeno
je pet razli¢itih vremena uranjanja za 0,01 M otopinu AgNOs (1, 2, 3, 4 i 5 minuta) i jedan
vremenski interval za 0,001 M otopinu (5 min) koristenjem 10® M otopine rodamina 6G.
Najbolji Ramanov signal za R6G dobiven je kod PSi koji je bio uronjen 1 minutu u 0,01 M
otopinu AgNOg; (Slika 66). Signal se znafajno smanjio za vremena uranjanja veca od 3
minute. Uranjanje u 0,001 M otopinu srebrovog nitrata u trajanju od 5 minuta dalo je sli¢an
rezultat kao 1 uranjanje od 1 minute u koncentriraniju otopinu. U ovom slucaju 10° M
koncentracija R6G nije se mogla detektirati $to nije bio slucaj za uzorke PSi koji su bili
uronjeni 1 min u 0,01 M otopinu. Zbog navedenog, kao i zbog manje fotoluminiscentne
pozadine, u daljnjem je radu koriSteno uranjanje u trajanju 2 min u 0,01 M otopinu

srebrovog nitrata.

a) [ ——1 10-2M 1min 10s b) ===612cm-110-2 M
frir’ 2 10-2M 2min 10s L =i=T776 cm-1 10-2 M
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Slika 66 a) SERS spektri 10° M R6G na PSi, uzorak #2 za razli¢ita vremena uranjanja u AgNO; i za
razli¢ite koncentracije (vrijeme raste od vrha prema dolje; koncentracija 10 M prikazana na dnu)
(514,5 nm; 1 mW,; vrijeme snimanja 10 s, osima ako nije drugacije navedeno; b) graf ovisnosti
SERS intenziteta 612 cm™ i 776 cm™ R6G vrpci o vremenu uranjanja; pune tocke - 10° M AgNO;.

Ramanovi spektri za niz rastu¢ih koncentracija rodamina 6G snimljeni su na
supstratima pripremljenim uranjanjem u otopinu srebrove soli. Rezultati su prikazani na Slici
67a. Valna duljina pobude za ove uzorke bila je 514,5 nm §to znaci da je snimano povrSinski

poja¢ano rezonantno Ramanovo rasprienje. Sto se tice granice detekcije za R6G na uzorcima
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PSi dobivenim uranjanjem s gore opisanim uvjetima, moguce je bilo detektirati 10° M
koncentraciju R6G. U svim su spektrima vidljive vrpce na 612 i 776 cm™, ali za 10% i 10°M

koncentracije postoje razlike u podrugju 1200 - 1700 cm™ koje potje¢u od amorfnog ugljika.

—1 pSi R6G 10-6M —2 pSiR6G 10-7M b) r 1 pSiR6G 10-6M
—3 pSi R6G 10-8M ——4 pSi R6G 10-9M
M F ——2 pSiR6G 10-7M
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Slika 67 a) SERS spektri R6G (10°, 107, 10 i 10° M od vrha prema dolje) na PSi uzorku #2 s
uranjanjem; 1 mW; b) SERS spektri R6G (10, 1071 10®M od vrha prema dolje) na PSi uzorku #2 s
Ag koloidom; 6 mW; (514,5 nm, vrijeme snimanja 10 s).

Druga istraZzivana metoda pripreme povrSina za SERS analizu bila je kapanje Ag
koloida na povrSinu PSi pri ¢emu je R6G koristen kao testna molekula. Slika 67b prikazuje
SERS spektre. R6G mogao se u ovom slu¢aju detektirati do koncentracije 10 M.

Na temelju prethodnih istraZivanja ocekivala se bolja efikasnost nasih PSi uzoraka u
crvenom i NIR podrugju.?*?* Ovo je bio razlog zbog kojeg su uzorci kod kojih je
napravljena laserska ablacija testirani s metilenskim modrilom pri pobudi od 633 nm, $to je
rezultiralo rezonantnim SERS-om. Nadalje, dubina prodiranja u Si pri 633 nm je 3 um, dok

pri 514 iznosi 0,7 um Sto nam omogucava bolji uvid u utjecaj pora kod poroznog Si.

Uzorci makroporoznog Si jetkani 15 i 30 minuta (s gustoéom struje 4 mA/cm?)
prekriveni su srebrnim nanocesticama koje su proizvedene laserskom ablacijom pomocu
30000 pulseva. Uzorci koji su jetkani 15 minuta pokazali su dobru SERS aktivnost s lijepim
spektrom metilenskog modrila pri koncentraciji od 10™° M (Slika 68a). S uzorkom koji je

bio jetkan 30 minuta moglo se detektirati samo 10 M otopinu MB.

Dobro je poznato da duze jetkanje stvara dublje makropore, nakon ¢ega dolazi do

smanjenja poroznosti uslijed kemijskog otapanja PSi. U naSem je slu¢aju doslo do povecanja
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duljine pora kod duzeg jetkanja S§to je vidljivo na SEM slikama. Razlog zaSto se, za
depoziciju srebra od 30000 impulsa, 15 min jetkani uzorak pokazao bolji za SERS mjerenja
od 30 min jetkanog uzorka, mozda lezi u ¢injenici da 30 min jetkan uzorak ima deblji
porozni sloj te vise analiziranih molekula moze uéi dublje u silicij. To bi moglo znaciti da te

molekule nisu dostupne za detekciju zbog relativno kratke dubine penetracije svjetlosti.

a) b)
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Slika 68 SERS spektri MB: a) 10, 10® i 10"°M (od vrha prema dolje) na PSi uzorku #1 nakon Ag
ablacije (30 000); 0.6 pW (D4) i 6 uW (D3); b) 10® i 10° M (od vrha prema dolje) na PSi uzorku #1
nakon Ag ablacije (45 000); c) 10°, 102 i 10°M (od vrha prema dolje) na PSi uzorku #2 nakon Ag

ablacije (45 000) i d) 10§ 10°M (od vrha prema dolje) na PSi uzorku #3 nakon Ag ablacije (45

000), (633 nm, 6 uW, osim ako je drugacije navedeno, vrijeme snimanja 10 s).

U sljede¢em pokusaju pravljenja dobrog SERS supstrata na PSi koristila se laserska
ablacija srebrom s ve¢im brojem pulseva. U drugoj je ablaciji koriSteno 45000 pulseva §to je
rezultiralo debljim slojem srebra. U ovom su slu¢aju uzorci jetkani 15 i 30 minuta pokazali
dobru SERS aktivnost (Slika 68b i c), kao i uzorak jetkan s gustoom struje 10 mA/cm? 15

minuta (Slika 68d). Za ovaj je uzorak (uzorak #3, 45000 pulseva) primijeCena vrpca pri
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koncentraciji 10™? M, no ne moze se sa sigurnodéu re¢i da ta vrpca pripada MB. Tako je
granica detekcije metilenskog modrila za sva tri PSi uzorka pripremljena s 45000 pulseva
izmedu 10"°M i 10" M.

Kod uzoraka nakon laserske ablacije zlatom najniza granica detekcije MB (za koju se
moze reéi da se nalazi izmedu 10° i 10® M) dobivena je na uzorku #2 (Slika 69).

Mjerenja na uzorcima makroporoznog Si nakon ablacije srebrom sa 45000 impulsa
takoder su provedena s koristenjem pobudne linije 785 nm. U tim spektrima vrpca MB na
450 cm™ nije bila prisutna. Vrpca metilenskog modrila na 1624 cm™ jedva je detektirana pri
koncentraciji 10"° M u uzorku #1 i u uzorku #2 (Slika P5 u prologu). Valja napomenuti da je
na uzorcima poroznog Si bez Ag nanostruktura na povrsini MB detektiran do koncentracije
10 M.
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slika 69 SERS spektri MB (10 i 10°M od vrha prema dolje) na PSi uzorku #2 nakon ablacije sa
zlatom (30 000 pulseva); (633 nm; 60 uW; vrijeme snimanja 10 s).

4.2.3 Formiranje Ag kristala na mezoporoznom Si

Kao $to je ve¢ opisano, jedna od metoda za dobivanje metalnih Cestica na povrsini

nekog supstrata je uranjanje u otopinu metalne soli. Depozicija metala ne porozni silicij

170

deSava se mehanizmom elektrokemijskog istiskivanja. Neke su grupe pokusale

optimizirati ovu metodu kako bi dobile Ag kristale s dobrim SERS poja¢anjem. Tako su
Giorgis i suradnici te Panarin i suradnici proucavali duza vremena uranjanja, ¢ak do 60 min,

236,237

na Si ploficama male otpornosti. Pored proucavanja vremena uranjanja, Virga i

suradnici ispitivali su utjecaj temperature otopine AgNO3 za dobivanje optimalnih supstrata
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za SM detekciju.?®® Lii i suradnici proudavali su na koji na¢in debljina poroznog sloja utjede

na morfologiju nastalih srebrnih Gestica.?®

U ovom je poglavlju istrazivano nastajanje srebrnih Cestica na povrSini uzoraka
mezoporoznog Si dobivenih jetkanjem s razli¢itim gusto¢ama struje, a U svrhu optimizacije
veliC¢ine Ag kristala za postizanje maksimalnog SERS signala. Za depoziciju srebra Koristena
je metoda uranjanja u otopinu Ag soli. Takoder je istrazeno SERS pojacanje ovakvih
supstrata na molekuli rodamina 6G. Proucavano je kako razli¢ite koncentracije srebrovog
nitrata, kao i razli¢ita vremena uranjanja, utjecu na formiranje Ag Cestica, a samim tim i na

pojacanje signala.

Uzorci mezoporoznog Si pripremljeni su elektrokemijskim jetkanjem uz razlicite
gustoce struje (od 1 do 40 mA/cm?) u 12 % HF (u etanolu) u trajanju 15 minuta. Nakon
anodizacije srebro je na uzorke naneseno uranjanjem u otopinu AgNOs;. Kad se porozni Si

stavi u otopinu AgNO3 desavaju se sljedece reakcije:

2 Sigry + Hy0 » Si— 0 — Sigyp + ZH;q-i- 2e” (4-4)
2851 —Hgypp+ Hy0 » Si—0 — Sigyr + 4H;q+ 4e” (4-5)
Ang + e > AGsury (4-6)

Redukcija srebra desava se istovremeno s oksidacijom poroznog silicija. Stoga je kod
uzoraka koji nisu svjeze pripremljeni potrebno pretvoriti povr$inske Si-O veze u Si-H veze

uranjanjem u razrijedenu HF otopinu.

Slika 70 i Slika 71 prikazuju SEM mikrografije Ag nanocestica formiranih na
uzorcima mezoporoznog Si jetkanima s razli¢itim gusto¢ama struje, nakon uranjanja u dvije
koncentracije srebrovog nitrata (10 i 102 M). U Tablici 14 navedeni su promjeri Ag NC

(zajedno sa Sirinom na polovici visine, FWHM, i pogreskama) izra¢unati sa SEM slika.
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ranjanjem PSi 1 min u 10° M AgNO; (ai f povecanje
150 000x; b, c, d i e povecanje 200 000x).

a,b,cie

povecanje 50 000x; d i f povecanje 75 000x).

U ovom rasponu gustoéa struje, za uranjanje u 10° M AgNO; koncentraciju, nema
vidljivih agregata ve¢ samo jedan sloj sferi¢nih Cestica. Pri viSoj AgNOj3 koncentraciji
vidimo da su se formirala dva sloja (Slika 71): pozadinski sloj, koji je formiran od manjih
Sestica i gornji sloj, koji se sastoji od Ag nakupina. Stovise, u slucaju 5, 20 i 40 mA/cm?

uzoraka, dominiraju agregati dok su manje NC vidljive ispod gornjeg sloja. U slu¢aju uzorka
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jetkanog s 1 mA/cm?, vidimo da agregati rastu i spajaju se te formiraju kompaktan drugi sloj
s procjepima §irine oko 10 do 20 nm. Cini se da koristenjem manjih gustoéa struje postizemo
vise defekata na povrsini silicija pa je stoga ubrzan rast Ag kristala. Jezgre nukleacije
stvaraju se preferirano na rubovima pora iz ¢ega proizlazi da razli¢ita poroznost rezultira

razli¢itom morfologijom deponiranih kristali¢ca. Ovo je takoder razlog brzeg rasta Ag sloja

na poroznom u odnosu na kristalni Si.

Tablica 14 Promjeri Ag Cestica ( pogreska) za dvije AgNO; koncentracije (izmjerenih na SEM
slikama) formiranih na povrsini uzoraka PSi koji su dobiveni jetkanjem s razli¢itim gusto¢ama
struje, 1. Kod veée koncentracije dani su promjeri Ag NC za prvi i drugi sloj.

c(AgNO3) / mol L™
I/ mAcm? 10° 10°
dye/ nm fwhm/nm | di g/ nm | fwhm/nm | d; 40/ nm | fwhm / nm

1 16,7+0,8 22 36,6+1,4 30 200 £ 52 100

5 10,7+0,3 7 20,8+0,6 16 113+32 56

10 11,9+0,2 8 19,3+0,6 27 87+19 45

20 95+0,4 16,5 15,1+1 15 78 £26 40

30 16,7+0,5 9,5 22,6+1,8 18 80+23 -
40 17,0+0,6 11 16,9+04 13 83129 45

Slika 72a prikazuje srednje vrijednosti promjera Cestica u dva nastala Ag sloja na
mezoporoznom Si nakon tretmana od 1 min u AgNOs. Vidimo da kristali nastali u donjem
sloju pokazuju sli¢no ponaSanje kao 1 vec¢i kristali u gornjem sloju s obzirom na koriStene
struje jetkanja. Veli¢ina Gestica smanjuje se do priblizno 10 - 15 mA/cm? Nakon ove
vrijednosti nema zna¢ajnih promjena veli€ine Ag kristala s porastom struje jetkanja. Ovo
pokazuje veliku osjetljivost rasta Ag kristala o parametrima jetkanja za gustoce struje do
priblizno 15 mA/cm?. Slika 72b prikazuje promjere veéih Ag kristala u drugom sloju u
ovisnosti o promjeru manjih kristala pozadinskog sloja. Vidljiva je jasna korelacija vecih 1

manyjih kristala s obzirom na njihovu veli¢inu.
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slika 72 a) promjer Ag ¢estica (za oba sloja) formiranih 1 min uranjanjem u 10> M AgNO; u
ovisnosti o struji jetkanja i b) promjer Ag agregata u drugom sloju u odnosu na promjer Ag Cestica
u prvom sloju.

Kako bi se jos detaljnije objasnila ovisnost rasta Cestica o parametrima anodizacije U
ovom podrucju niskih struja, napravljen je niz mezoporoznih uzoraka jetkanih s 0,5, 1,2, 5,
8, 12 i 15 mA/cm?. Na ovim su uzorcima ispitana fotoluminiscentna svojstva (Slika 73) kao i
promjena intenziteta Si vrpce nakon depozicije srebra (1 min u 5x10° M AgNOs). Nakon
depozicije srebra fotoluminiscencija je u svim uzorcima gotovo u potpunosti nestala. Nakon
depozicije srebra intenzitet Si vrpce opti¢kog fonona na 520 cm™ smanjio se kod svih
uzoraka priblizno 1,5 puta, dok je fotoluminiscencija gotovo u potpunosti nestala jer srebrni
kristali privlace pobudene elektrone ¢ime eliminiraju moguénost njihove rekombinacije sa

Supljinama.

Ramanov intenzitet

W

L

1 600 ‘ 2 C;OO ‘ 3 600 ‘ 4 600 ‘ 5 600 ‘ 6 600
Valni broj / cm™
Slika 73 Ramanovi spektri razlic¢itih uzoraka mezoporoznog Si (0,5, 1, 2, 5, 8, 12i 15 mA/cm?
odozgo prema dolje; A=514,5 nm).
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4.2.3.1 SERS mijerenja

Uzorci mezoporoznog Si s deponiranim srebrom ispitani su na SERS aktivnost
koristenjem 10® M rodamina 6G. U slu¢aju uzoraka uronjenih 1 min u 10° M AgNOs,
najbolje SERS pojaganje R6G postignuto je za uzorak jetkan s 1=5 mA/cm?, ali, kao $to se
vidi na Slici 74b, razlika u SERS intenzitetu medu uzorcima nije znacajna. Ovo se podudara
s ¢injenicom da se veli¢ina Ag kristala ne mijenja znacajno s promjenom struje jetkanja za
uranjanje u nizu koncentraciju Ag®. Daleko najbolji SERS intenzitet rodamina 6G za uzorke
tretirane 1 min u 102 M AgNO; dobiven je za mezoporozni Si jetkan pri 1 mA/cm? (Slika
74a). Ovo je uzorak s dobrom prekriveno$¢u povrsine sa srebrom kod kojeg postoje velike

nakupine priblizno udaljene par desetaka nm.
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slika 74 SERS spektri 10® M rodamina 6G na mezoporoznom Si: a) Ag deponiran 1 min uranjanjem
u 10 M AgNO; i b) Ag deponiran 1 min uranjanjem u 10 M AgNO; (A=514,5 nm).

U daljnjim se eksperimentima zeljelo ispitati kako SERS ovisi o vremenu uranjanja,
tj. o vremenu nastajanja Ag kristala. U tu su svrhu izabrani uzorci koji su imali najbolje
SERS pojacanje — uzorci dobiveni jetkanjem s 1 i 5 mA/cm? gustoéom struje. Ovi su uzorci
tretirani s dvije koncentracije AgNOs, 10° i 102 M, u vremenu od 30, 60, 90, 120 i 300 s.
Zajedno s uzorcima poroznog Si tretirani su i uzorci kristalnog Si u istim koncentracijama i s
uranjanjem od 30, 60, 90, 120, 180, 240 i 300 s. Rast Ag kristala na povrs§ini poroznog Si
ovisi o koli¢ini pora, tj. njihovih rubova, na kojima preferirano nastaju Ag Cestice. Budu¢i da
kristalni Si nema pore, rast kristala srebra u njegovom je slucaju puno sporiji. Iako su
jednako tretirani otopinom AgNOs;, tesko je usporedivati porozni i kristalni Si jer njihova
prekrivenost srebrom nije jednaka. Usporedba poroznog i kristalnog Si stoga je koriStena

samo kao gruba procjena.
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slika 75 SERS intenzitet 10° M R6G na mezoporoznom Si (1 i 5 mA cm™) i kristalnom Si u ovisnosti
o vremenu uranjanja u AgNO; (102 10 M): a) vrpca na 1360 cm™ i b) vrpca na 1648 cm™.

Slika 75 prikazuje SERS intenzitete dvije vrpce rodamina 6G: 1360 cm™ i 1648 cm™
na mezoporoznom Si i na kristalnom Si za razli¢ita vremena uranjanja. Najbolji SERS signal
postignut je za uzorak jetkan s 1 mA/cm? i uronjen u 10? M AgNOs u trajanju od 300 s. Kod
ovog uzorka za obje promatrane R6G vrpce SERS intenzitet raste linearno s vremenom
uranjanja. Ovo bi moglo znaciti da se na ovoj koncentraciji drugi sloj brzo formira te da
SERS ovisi isklju¢ivo o rastu agregata srebra u tom sloju i nastajanju kanala medu
agregatima. Razlika u intenzitetu za uzorak jetkan s 1 mA/cm? i uzorka kristalnog Si koji su
oboje uronjeni u 102 M AgNO3 300 s je oko 10%

Uzorak mezoporoznog Si jetkan s 1 mA/cm? i tretiran s 10° M AgNOj; pokazao je
znacajno slabiji SERS signal od ostalih uzoraka, ali je takoder pokazao blago povecanje
SERS intenziteta s produZenim vremenom uranjanja. Uzorci jetkani s 5 mA/cm? i tretirani s
102§ 10% M AgNO; pokazali su slican obrazac bez znac¢ajnih razlika. Za tretman od 90 s
postoji pad u intenzitetu za obje AgNOj3 koncentracije. Nakon toga ponovno postoji pad
SERS intenziteta za tretman od 300 s, ponovno za obje koncentracije. Budu¢i da ovisnost
nije linearna, ¢ini se da je ovdje situacija malo kompliciranija. Moguce je da su pad i porast
SERS intenziteta povezani s po¢etkom formiranja drugog sloja srebra. Nastanak drugog Ag
sloja kod uzorka jetkanog s 1 mA/cm? ide brze (Slika 71a i b) te je stoga drugi sloj kod ovog
uzorka nakon 60 s ve¢ formiran. S druge strane, kod uzorka jetkanog s 5 mA/cm?
pozadinski je sloj jo$ uvijek dobro vidljiv nakon tretmana od 60 s u 102 M AgNO;s te je
potrebno duze vrijeme uranjanja kako bi se postigao optimalan razmak izmedu kristala u
drugom sloju. Iz navedenog vidljivo je da je za proizvodnju SERS supstrata s dobrim
pojacanjem bitna pazljiva optimizacija parametara pripreme kao Sto su struja jetkanja i

vrijeme uranjanja u AgNOs.

350
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4.3 Uredeni monosloj polistirenskih mikrosfera kao predloZak za
depoziciju srebra i zlata

Kao tre¢a vrsta supstrata za povrsinski pojacano Ramanovo rasprSenje u ovom su
radu istrazivani monoslojevi polistirenskih sfera s naparenim filmovima srebra. Proizvodnja
ovakvih supstrata relativno je jednostavna i jeftina, a na$ je zadatak bio istraziti koliki se

faktor pojac¢anja moze dobiti za testne molekule.

lako postoje brojne metode za dobivanje monosloja polistirenskih mikrosfera na
podlozi, u ovom je radu koristena metoda depozicije sfera hlapljenjem otapala (opisana u
poglavlju 2.4.4.1.1) zbog svoje jednostavnosti i brzine. Za ovu je metodu karakteristi¢éno da
se veliki broj mikrosfera deponira u debeli prsten oko ruba supstrata koji je vidljiv golim
okom (Slika 76). Kao $to je shematski prikazano na Slici 77a, sfere se prilikom depozicije
organiziraju u heksagonsku gustu slagalinu (hcp, engl. hexgonally closed pack) na $to
upucuje i pojava duginih boja na uzorcima obaju veli¢ina sfera (Slika 76). Do prelijevanja u
duginim bojama dolazi zbog difrakcije svjetla, a ova nam pojava pruza izravnu informaciju
koji je dio uzorka monokristal, a koji je polikristal. U heksagonskoj gustoj slagalini jedini¢na
¢elija sastoji se od tri sloja atoma (u ovom slucaju sfera). U prvom i tre¢em sloju svaki atom
blisko je okruzen sa Sest drugih atoma u istoj ravnini (a). Tri atoma u srednjem sloju
smjestena su u udubine izmedu prvog i drugog sloja atoma (b). Struktura heksagonske guste

slagaline dobiva se naizmjeni¢nim slaganjem a i b slojeva atoma (a-b-a-b-a-b...).

Slika 76 Izgled nanosfera od 370 nm nakon susenja i prije naparavanja srebra.
Odredivanje broja mikrosfera koje u monosloju mogu prekriti odredenu povrsinu
moze se odrediti matemati¢kim izra¢unom. U slu¢aju supstrata veli¢ine 1 cm x 1 cm broj

sfera koje su poredane jedna pokraj druge u jednom redu je dan s:
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broj ed du = L™ (4-1)
roj sferau jednomredu = 1000

Budu¢i da se mikrosfere pakiraju u heksagonskoj gustoj slagalini, razmak izmedu svakog
reda nije samo promjer mikrosfera, ve¢ se moze odrediti koristenjem formule za visinu
jednakostrani¢nog trokuta (pri ¢emu je stranica trokuta jednaka promjeru sfere). U tom je

slu¢aju razmak izmedu redova dan s:

razmak izmedu redova = 1000 nm X > (4-2)

Iz toga dobivamo broj redova:

broi red lcm
ro] reaova =
J 3 (4-3)

1000 nm X -

Stoga je ukupan broj mikrosfera koje su potrebne za prekrivanje supstrata u monosloju:

ukupan broj sfera = broj sfera u jednom redu X broj redova

_ lcm y lcm (4-4)
1000 nm

1000 nm X @

Iz toga proizlazi da ukupan broj potrebnih mikrosfera veli¢ine 1000 nm za na$§ supstrat
veli¢ine 1,25 ¢cm x 2,5 cm iznosi 3,61 x 10%. Potreban broj sfera veli¢ine 350 nm za istu

veli¢inu supstrata iznosi 2,9 x 10°.

Budu¢i da je poznato da u 1 mL otopine polistirenskih sfera veli¢ine 1000 nm ima
4,55 x 10" mikrosfera, potreban volumen otopine za tu veli¢inu supstrata iznosi 7,93 pL. 1
mL otopine polistirenskih sfera koje imaju veli¢inu 350 nm sadrzi 1,06 x 10*? sfera. Za gore

navedenu veli¢inu supstrata broj potrebnih sfera za postizanje monosloja stoga iznosi 2,7 pL.

Ovaj je raun namijenjen samo gruboj procjeni volumena otopine mikrosfera
potrebnog za prekrivanje supstrata monoslojem. Prevelika koli¢ina mikrosfera dovodi do
stvaranja viSe slojeva dok premalo mikrosfera ima za posljedicu rijetko slozene otoke
mikrosfera. Eksperimentalno je utvrdeno da su supstrati koji su sadrzavali priblizno 1,5-1,7

puta veci broj sfera od izrac¢unatog imali najbolju pokrivenost povrSine.
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Slika 77 Shematski prikaz: a) slaganja u heksagonskoj gustoj slagalini i b) varijacije debljine
deponiranog sloja metala duz povrsine sfere.

Nakon odredivanja potrebne koli¢ine mikrosfera pokusalo se odrediti koje je otapalo
najpogodnije za razrjedivanje nanosfera prilikom aplikacije na supstrat. U tu su svrhu
koriSteni voda, etanol te otopina Tritona X-100 u metanolu u omjeru 1:400. Treba
napomenuti da se u slu¢aju kada otapalo nije koriSteno, tj. kad su se koristile originalne sfere
bez razrjedivanja, otopina sfera nije mogla dobro razliti (razmazati) po cijeloj povrSini
podloge sto je rezultiralo podlogom s vise slojeva. Isprobani su razli¢iti omjeri razrjedivanja
sfera u metanolu (1:1, 1:2 i 1:3), no najbolje rezultate dalo je razrjedenje 1:1 dok kod drugih
omjera nije nastao monosloj veé rijetko rasporedeni otoci sfera. Mnoge su grupe Koristile
Triton X-100 jer se pokazalo da povecava podru&je monosloja deponiranih sfera.”* Ovaj
surfaktant djeluje tako da smanjuje povrSinsku napetost i povecava hidrofilnost na povrsini
polistirenskih kuglica. Triton reducira hidrofobne interakcije izmedu polistirenskih cestica
tako da one mogu formirati bolje sloZenu heksagonsku gustu slagalinu jer se Cestice lakse

slazu jedna pored druge.240

Volumen kori$tenog Tritona X-100 u ovom radu prati metode
koje su koristile druge grupe pa je tako za razrjedivanje sfera koriStena otopina metanol :

TritonX 100 =400 : 1 (u daljnjem tekstu nazvana otapalo).

Za konacnu depoziciju mikrosfera u slucaju vec¢ih sfera (1000 nm) za supstrat
veli¢ine 1,25 x 2,5 cm koriSten je ukupni volumen od 25 pL (12,5 pL originalnih sfera +
12,5 uL otapala), dok je za manje sfere (350 nm) za isti supstrat koristen volumen od 9 pL
(4,5 pL originalnih sfera + 4,5 pL otapala). U trecem slucaju obje veliCine sfera su
pomijeSane prije aplikacije na podlogu. 16 uL mikrosfera od 1000 nm (veé razrijedenih
otapalom u omjeru 1:1) pomijesano je s 9 uLL mikrosfera od 350 nm (takoder razrijedenih

otapalom u omjeru 1:1).
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Nakon depozicije nanosfera na supstrat, aplicirana kap moze se ostaviti da sama
definira svoje granice ili se supstrat moze uhvatiti pincetom i lagano rotirati kako bi se kap
nanosfera rasporedila po CcCitavom supstratu. Prema nekim grupama ova metoda daje
uniformniju depoziciju nanosfera.?** Pored toga u mnogim je radovima navedeno kako je
prilikom suSenja potrebno supstrat nagnuti u odredenom smjeru i tako ga ostaviti.?*?
Naginjanje (tiltanje) supstrata stvara gradijent na dnu kapljice i tako pomaze da se kap
ujednacenije susi od vrha prema dnu. Stvaranje monosloja nanosfera tada bi trebalo i¢i red
po red za razliku od slu¢ajnog susenja kapi na razli¢itim lokacijama. Nakon pregledavanja
supstrata pripremljenih na razlicite na¢ine pomocu optickog mikroskopa, zakljuceno je da je
optimalna povrSina monosloja sfera postignuta suSenjem u vakuum su$ioniku u atmosferi
etanola na ravnoj povrsini. Prema nekim istrazivanjima, pojava prstena kave (engl. coffee
ring), tj. nakupljanja Cestica na rubu kapljice, moze se izbjeci ili barem smanjiti suSenjem

uzoraka u atmosferi para etanola.?*

U naSem se slucaju takoder pokazalo da su uzorci
uniformniji prilikom suSenja u atmosferi etanola. Domene monoslojeva mikrosfera imale su
povrsine od stotinjak pm? §to je daleko od idealnog sludaja prekrivenosti cijelog supstrata,
ali nam je bilo dovoljno dobro za daljnje eksperimente. Potrebno je jo§ napomenuti da
povrsina samih polistirenskih sfera nije glatka. Visinska razlika nabora na sferama je

priblizno 5 — 15 nm.

Na supstrate pripremljene na gore opisan nacin slojevi srebra razli¢itih debljina
napareni su pomocu e-beam evaporatora u Laboratoriju za optiku i tanke slojeve. Princip
rada e-beam evaporatora opisan je u poglavlju 2.6.8.4.1. Na mikrosfere veli¢ine 350 nm kao
i na pomijesane sfere (350 nm + 1000 nm) napareni su filmovi srebra debljine 80, 120, 160 i
200 nm. Na mikrosfere veli¢ine 1000 nm napareni su filmovi srebra debljine 120, 180 1 240

nm.

Prilikom deponiranja metala na nanosfere, jedan dio materijala prolazi kroz
meduprostor izmedu sfera te se deponira na supstrat. Kad se metalni film deponira na sfere,
njegova debljina varira duz povrsine sfere (Slika 77b). Film je najdeblji u smjeru depozicije i

postaje tanji prema dodirnim tockama sfera.?*

Slika 78 prikazuje SEM mikrografiju sloja polistirenskih sfera (1 um). U donjem
lijevom kutu (crveno podrucje) vide se sfere koje nisu organizirane u heksagonsku gustu

slagalinu. Monosloj se sastoji od mnogih poddomena razli¢itih veli¢ina kao §to su npr.
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poddomene oznacene plavo. U domenama su takoder prisutni defekti koji potje¢u od

dislokacija, promjena veli¢ina sfera i praznina, a na slici su oznaceni zelenim strelicama.

< e
D o

3.0kY  X1,700 WD 10.0mm

Slika 78 SEM slika polistirenskih sfera (1 um): crveno podrucje — sfere nisu organizirane u
heksagonsku gustu slagalinu, plava podrucja — poddomene u monosloju, zelene strelice — defekti
u monosloju (povecanje 1700x).

Slika 79a i ¢ prikazuju polistirenske sfere veli¢ine 1000 nm s naparenim srebrom
debljine 180 nm u razli¢itim povecanjima. Ove su slike snimljene na razli¢itim mjestima na
uzorku, ali na oba je mjesta snimljeno podruc¢je monosloja. O¢Cito je da razmak medu
sferama na razli¢itim mjestima nije jednak. U uzorku Kkoji je snimljen s manjim poveéanjem
(Slika 79a) najmanji razmak izmedu pojedinih sfera iznosio je 120 + 12 nm dok je kod
uzorka snimljenog s ve¢im povecanjem (Slika 79c) razmak medu sferama iznosio 55 + 7 nm.
Buduéi da iz ovog mozemo pretpostaviti da su na razli¢itim mjestima na uzorku sfere
razli¢ito udaljene iako su slozene u heksagonsku gustu slagalinu, mozemo ocekivati
promjene intenziteta signala na uzorku, tj. ovo bi moglo utjecati na reproducibilnost samog
supstrata. U oba slucaja na povrSini mikrosfera formirale su se Cestice srebra spojene u
nakupine (42 + 9 nm) izmedu kojih su vidljivi brojni procjepi. Procjepi imaju $irine priblizno
10 do 20 nm. Sto se manjih sfera ti¢e (Slika 79b i d), razmak medu sferama je 25 do 30 nm.
Na sferama su opet vidljivi procjepi u filmu srebra (8 do 10 nm), ali u manjoj mjeri nego kod
prethodnog uzorka.
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SEI 50kV X70,000 100nm WD 10.0mm kv X100,000 100nm WD 9.9mm

Slika 79 SEM slike polistirenskih sfera: a) sfere 1000 nm sa 180 nm srebra (povecanje 33 000x), b)

sfere 370 nm sa 80 nm srebra (povecanje 33 000x), c) sfere 1000 nm sa 180 nm srebra (povecanje

70 000x) i d) sfere 370 nm sa 80 nm srebra (poveéanje 100 000x). Na slici se vidi organizacija sfera
u heksagonsku gustu slagalinu.

SEI 50kV X95000 100nm WD 10.0mm ; SE kV  X95000 100nm WD 10.0mm

Slika 80 SEM slike polistirenskih sfera: a) 1000 nm s Ag filmom 120 nm i b) 350 nm s Ag filmom
200 nm (povecanje 95 000x).
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Takoder su snimljene SEM slike za uzorke 120 nm / 1000 nm i 200 nm / 350 nm
(Slika 80). Kod uzorka 120 nm / 1000 nm moze se vidjeti da je najmanja vrijednost razmaka
izmedu pojedinih sfera otprilike 110 nm. Vidimo da razlike u udaljenosti pojedinih sfera za
debljine filma od 180 nm i od 120 nm nisu velike. Postoje metode za smanjivanje razmaka
medu sferama, kao aniliranje, prekrivanje s SiO, i djelomi¢no otapanje polistirena u
organskim parama, ali prouc¢avanje ovih metoda ostavljeno je za buduci rad. Na podlozi
ispod sfera naziru se Stapicaste strukture duzine 33 = 7 nm. Na samim sferama prisutne su
Ag nakupine razli¢itih veli¢ina slozene gusto jedne pored drugih (Slika 80a). Kod uzorka
200 nm / 350 nm (Slika 80b) vide se utori izmedu sfera (13 nm + 3 nm) dok su same sfere

oblozene kristali¢ima srebra veli¢ine 30 do 40 nm.

Slika 81 prikazuje SEM slike uzorka 80 nm / (350 + 1000) nm. Vidljivo je da su se
manje sfere nasumiéno rasporedile oko vecih sfera §to je rezultiralo neravnomjernim
pakiranjem sfera. Kod veceg je pojacanja vidljivo (Slika 81a) da se struktura srebra na
povrsini sfera sastoji od manjih Cestica srebra. Manje sfere na nekim su mjestima
priljubljene uz veée dok su na drugim mjestima razmaknute. Slika 82 prikazuje izgled

uzoraka nakon naparavanja razlicitih debljina srebra.

~ »\-" % ia
PLE S 3 At ptis 2 = i % - A

‘lR‘F’)- T ‘SFI 3.0kV XSO.HGE] 100nm WD 9.6mm IRB SEI 3.0kV ‘;(f;.OUO 111;11 9.6mm
Slika 81 Polistirenske sfere veli¢éine 1000 nm i 370 nm pomijeSane zajedno, nakon depozicije 80
nm srebra: a) povecanje 30 000x, b) povecanje 8000x.
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Slika 82 Izgled mikrosfera od 370 nm nakon naparavanja razlicitih debljina srebra (a) i mikrosfera
od 370 i 1000 nm pomijeSanih zajedno nakon naparavanja razlicitih debljina srebra (b).

4.3.1 SERS mjerenja

Podloge pripremljene na gore opisani nadin testirane su kao SERS supstrati
koriStenjem rodamina 6G i piridina kao testnih molekula. Za testiranje podloga 2 pL
odgovaraju¢e koncentracije testne molekule naneseno je pipetom na samu podlogu te se
pri¢ekalo da se kap osusi. U slucaju piridina takva metoda nije rezultirala spektrom pa je
stoga spektar sniman na kapljici odmah nakon aplikacije.

U sluc¢aju podloga sa sferama od 1000 nm daleko najbolje pojacanje za rodamin 6G
dobiveno je za napareni sloj srebra od 180 nm. Slika 83 prikazuje dobivene SERS spektre
rodamina 6G nakon aplikacije na uzorak 180 nm / 1000 nm. Svi uzorci R6G snimani su
koriStenjem metode micanja laserskog snopa po uzorku koja je davala intenzivniji signal.
Najniza koncentracija R6G koju se moglo detektirati na ovom uzorku je 10° M. Pored SERS
spektara, Slika 84 prikazuje i spektar polistirenskih sfera (d) kao i njemu vrlo sli¢an spektar
sfera s naparenim slojem srebra (180 nm) (e). Spektar sfera odgovara spektrima polistirena
iz literature (intenzivna vrpca na ~ 1002 cm™).%*> No, pojavile su se i druge Siroke vrpce
(927, 1390 i 1590 cm™) koje bi mogle potjecati od amorfnog ugljika, podloge ili produkata
degradacije sfera iako je koriStena mala snaga lasera (0,5 mW). Ovo ukazuje na veliku

osjetljivost sfera i na potreban oprez glede odabira snage lasera prilikom snimanja spektara.

Kod podloga gdje su koristene sfere od 350 nm najbolji su rezultati dobiveni za
napareni sloj srebra od 80 nm. Dobiveni spektri prikazani su na Slici 84. Intenziteti R6G
vrpci za 10° i 10® M ve¢i su kod ovog uzorka nego kod uzorka 180 nm / 1000 nm. Ipak,
granica detekcije za R6G na uzorku 80 nm / 350 nm je negdje izmedu 10 i 10° M buduéi

da su intenziteti vrpci za 10° M koncentraciju vrlo slabi.
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Ramanovi spektri R6G snimljeni su i na podlogama koje su pripremljene mijeSanjem
sfera (350 + 1000 nm). U slucaju ovakvih podloga najbolje pojacanje Ramanovog signala
dobiveno je za debljinu Ag filma od 80 nm (Slika 85). Intenzitet vrpce R6G na 1650 cm™ za
koncentraciju 10° M bio je u prosjeku 1,5 puta veéi u odnosu na uzorak 80 nm / 350 nm i 9
puta ve¢i u odnosu na uzorak 180 nm / 1000 nm. Najniza detektirana koncentraciju kod ovog
je uzorka bila 10® M. Iako je najveéi intenzitet R6G postignut kod uzorka 80 nm / (350 +
1000 nm), najbolja granica detekcije dobivena je za uzorak 180 nm / 1000 nm. Nije
primijeéeno da postoji ovisnost intenziteta vrpce rodamina 6G na 1650 cm™ za koncentracije
10 i 10® M o debljini analiziranih slojeva, ve¢ su intenziteti varirali neovisno o debljini.
Testirano je pojacanje Ramanovog signala rodamina 6G na podlogama na koje je na Cisto
stakalce (bez polistirenskih sfera) napareno srebro. U tom je slucaju najniza detektirana
koncentracija rodamina 6G za debljinu filma 180 nm bila 10° M (Slika 83d), dok je za
debljinu filma 80 nm bila 10 M (Slika 84d).

Ramanov intenzitet

T T T T T T T T T T T T T T T
400 600 800 1000 1200 1400 1 600 1800
. . -1
Valni broj / cm

Slika 83 SERS spektri R6G na uzorku 180 nm / 1000 nm: a) 10° M, b) 10® M i c) 10° M, d) 10° M na
uzorku s Ag bez sfera i Ramanovi spektri e) monosloja mikrosfera (1 um) i f) 180 nm Ag na
sferama 1000 nm (A=514,5 nm; 0,5 mW; vrijeme snimanja 30 s; objektiv 100 x).
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Slika 84 SERS spektri R6G na uzorku 80 nm / 350 nm: a) 10° M, b) 102 M, c) 10° M i d) R6G 10° M
na uzorku s Ag bez sfera (A=514,5 nm; 0,5 mW; vrijeme snimanja 30 s; 100 x).

Ramanov intenzitet
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Slika 85 SERS spektri R6G na uzorku 80 nm / (350 nm + 1000 nm): a) 10° M, b) 10° M i 10° M
(A=514,5 nm; 0,5 mW,; vrijeme snimanja 30 s; 100 x).

Druga molekula s kojom su testirane SERS podloge bio je piridin. Kao $to je ve¢
napomenuto, snimao se spektar kapi piridina odredene koncentracije prije nego se kap

osusila. Treba napomenuti da su najbolja pojacanja dobivena za iste debljine filmove kao i u
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slu¢aju rodamina 6G. Slika 86 prikazuje SERS spektre piridina na uzorku 180 nm / 1000 nm
u podrugju 700 do 1300 cm™. Najniza detektirana koncentracija piridina bila je 1,02 x 107
M. Na spektru 1,2 x 10 M piridina (Slika 86e) vidi se vrpca na 1002 cm™ koja potjece od
podloge (Slika 83e). Jednaka granica detekcije piridina (1,02 x 10° M) dobivena je za
uzorke 80 nm /350 nm i 160 nm / 350 nm (Slika 87a i b) te za uzorak 80 nm / (350 + 1000)
nm (Slika 86b). U slucaju uzorka 80 nm / (350 + 1000) nm intenziteti vrpci bili su znatno
nizi nego kod ostalih uzoraka. Ako usporedujemo intenzitete vrpci piridina pri koncentraciji
1,2 x 102 M, najbolje pojacanje dobiveno je na uzorku 80 nm / 1000 nm (gotovo dupli

porast intenziteta) u odnosu na druga dva uzorka.

Usporedivanjem SEM slika uzoraka koji su pokazali SERS pojacanje i uzoraka koji
nisu dali pojacanje moZemo zakljuciti da su za dobro SERS pojacanje bitne male promjene u
strukturi i veli¢ini naparenih Cestica srebra. Znatno pojacanje (2-3 reda veli¢ine) SERS
signala na uzorcima gdje je srebro napareno na sfere u odnosu na uzorke gdje je srebro
napareno na Cistu staklenu podlogu moZze se pripisati puno vecoj povrsini koja je dostupna
testnim molekulama za adsorpciju na srebro. Na uzorcima sa sferama prisutan je puno veéi

broj utora i pukotina u koje se mogu smjestiti molekule, a samim time postoji i viSe Zarista.
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Slika 86 SERS spektri piridina: a) na uzorku 180 nm /1000 nm: 1) 1,2 M, 2) 0,12 M, 3) 1,2 x 107 M,
4)1,2x10%Mi5)1,2 x 10” M i b) na uzorku 80 nm Ag / (350 nm + 1000 nm): 6) 1,2 M, 7) 0,12 M,
8)1,2x102M,9)1,2x10°Mi10) 1,2 x 10* M (A1=514,5 nm; 0,5 mW; 10 s; 50 x).
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Slika 87 SERS spektri piridina a) na uzorku 80 nm / 350 nm: 1) 1,2 M, 2) 0,12 M, 3) 1,2 x 102 M, 4)
1,2x 10> M, 5) 1,2 x 10* M i b) na uzorku 160 nm / 350 nm: 6) 1,2 M, 7) 0,12 M, 8) 1,2 x 102 M, 9)
1,2x10° M i 10) 1,2 x 10 M (A=514,5; 0,5 mW; vrijeme snimanja 10 s; 50 x).

4.4 Primjena metode povrsinski pojacanog Ramanovog rasprienja
4.4.1 Detekcija histamina u ribi

Ramanovi spektri praha histamin dihidroklorida kao i 2 M vodene otopine snimljeni
su koriStenjem pobude 514,5 nm (Slika 88) te se podudaraju s ranije objavljenim

podacima.?*®
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Slika 88 Ramanovi spektri histamin dihidroklorida: a) prah (vrijeme snimanja 6 s, 100x) ib) 2 M
otopina (A=514,5 nm; vrijeme snimanja 60 s).
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Za snimanje SERS spektara histamina koriStene su koloidne suspenzije AGC, AGA,
AGD i1 AGBH koje su pokazale najbolje pojacanje za piridin i rodamin. Kao agregirajuce
sredstvo koristena je otopina NaBH,. Slika 89 prikazuje spektre 10 M otopine histamina u
svakom od koloida u podru&ju od 1050 do 1650 cm™ gdje se o&ekivalo nekoliko jakih vrpci.
Najbolje pojacanje postignuto je za AGC koloid uz dodatak 0,23 M otopine NaBH, kao
agregirajuceg sredstva. Koloid AGA takoder je rezultirao dobrim pojacanjem Ramanovog
signala dok AGBH koloid ne daje gotovo nikakvo pojacanje. AGD koloid uopce ne daje
pojacanje signala, ¢ak ni u kombinaciji s drugim agregiraju¢im sredstvima. Ovi rezultati nisu
neocekivani buduéi da se histamin u pH podrucju koriStenih koloidnih suspenzija (7,7 — 8,2)
nalazi u formi monokationa. Stoga je vjerojatnije da je adsorpcija histamina na nanocestice
ili agregate srebra koji imaju negativniji zeta potencijal laksa. U slucaju AGD, pored

pozitivnog potencijala, adsorpciju dodatno oteZava organski sloj oko NC.
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Slika 89 SERS spektri histamina (10 M) u podruéju 1050 do 1650 cm™ u razli¢itim koloidnim
suspenzijama (A=514,5 nm).

U daljnjem su radu snimljeni SERS spektri razli¢itih koncentracija histamina u AGC
koloidnoj suspenziji uz dodatak 0,23 M NaBH, uz vrijeme snimanja od 60 s u podrucju od
400 do 1800 cm™. Slika 90 prikazuje SERS spektre histamina kao i njegove najintenzivnije
vrpee koje ée se promatrati u daljnjem radu: 618, 748, 1268, 1320 i 1570 cm™.
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Slika 90 SERS spektri razli¢itih koncentracija histamina u AGC koloidnoj suspenziji: a) 10> M, b)
103, ¢) 10*, d) 10”, e) 5 x 10° i f) voda (514,5 nm; 60 s).

Potrebno je napomenuti da je u SERS spektrima doslo do znacajnog pomaka
Ramanovih vrpci i promjene u njihovom relativnom intenzitetu $to je Cest sluc¢aj kod SERS
mjerenja. Slicne je rezultate objavio Davis sa suradnicima nakon prouc¢avanja SERS spektara
histamina na srebrnoj elektrodi te je pripisao vrpce na 1268, 1320 i 1570 cm™ disanju i

rastezanju imidazolnog prstena.?’

Granica detekcije za vodenu otopinu histamin
dihidroklorida u AGC koloidnoj suspenziji je 5 x 10 mol/L. U daljnjim se eksperimentima
pristupilo SERS mijerenjima histamina u ekstraktima ribljeg mesa. Budué¢i da se za
ekstrakciju histamina iz ribljeg mesa koriste HCIO, ili trikloroctena kiselina, pH konacnog
ekstrakta je nizak (1,4) $to nepovoljno utjece na citratni koloid koji je stabilan u rasponu pH
vrijednosti od 2 do 12.%" Za prilagodavanje pH vrijednosti ekstrakta isprobane su dvije
metode. U prvoj je metodi za neutralizaciju koristena ekvimolarna koli¢ina NaOH dok je u

drugoj metodi kori$tena smola za anionsku izmjenu u OH™ obliku.

Slika 91 prikazuje SERS spektre histamina dodanog u ekstrakt koji nije tretiran te
ekstrakt koji je tretiran s NaOH i smolom za anionsku izmjenu. Spektar histamina u
ekstraktu koji nije tretiran ne pokazuje karakteristicne vrpce histamina. Dodavanje
ekvimolarne koli¢ine NaOH rezultiralo je SERS spektrom s intenzivnim vrpcama na 1260,
1325 i 1340 cm™ koje vjerojatno potjecu od supstancija preferirano vezanih na NC srebra.
Najbolji SERS spektar dobiven je koriStenjem smole za anionsku izmjenu i u tom se spektru

vide karakteristicne vrpce histamina.
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Slika 91 SERS spektri: a) 10 mol L™ histamina u ribljem ekstraktu u AGC koloidu: 1) ekstrakt
tretiran s NaOH, 2) ekstrakt tretiran sa smolom za anionsku izmjenu i 3) ekstrakt bez tetmana i b)
histamina u ribljem ekstraktu nakon obrade smolom za anionsku izmjenu: 4) 102 M, 5) 10° M, 6)

10" M, 7) 10®° M i 8) ekstrakt (514,5 nm).

Ovaj podatak nije neocekivan budué¢i da smola za anionsku izmjenu pored
perkloratnih iona veze i ostale necistoe u obliku aniona pri ¢emu otpusta OH" ione i
poveéava pH eckstrakta. Moguée je da perkloratni ioni kao i druge komponente ribljeg
ekstrakta nepovoljno utje¢u na agregaciju NC srebra i/ili adsorpciju histamina na NC.
Granica detekcije histamina u ribljem ekstraktu iznosi 10™ mol/L $to preratunato iznosi
111,2 mg/kg ribljeg mesa. Ova je vrijednost malo visa od pravilnikom propisane kriti¢ne
granice koli¢ine histamina u svjezoj ribi koja iznosi 100 mg/kg. lako su potrebna daljnja
poboljsanja ove metode, posebno glede granice detekcije i kvantifikacije, metoda povrSinski
pojacanog Ramanovog rasprSenja pokazala se jednostavnom i ucinkovitom za detekciju

histamina u ribljem mesu.

4.4.2 Detekcija aflatoksina B1

AFB1 kao i ostali aflatoksini ima kompleksnu molekulsku strukturu (Slika 39) pa je i
njegova interakcija s Ag nanocesticama slozena. Stoga je potrebno, ako se kao metoda
detekcije koristi SERS, to¢no utvrditi vrpce svakog aflatoksina posebno. U ovom smo se
dijelu usredotocili samo na analizu aflatoksina AFB1. Za SERS detekciju koriStena je AGC
koloidna suspenzija uz dodatak NaBH, kao agregirajuceg sredstva. Standard AFB1 otopljen
je u metanolu. Slika 92 prikazuje SERS spektre negativne kontrole (metanola u koloidu uz
agregirajuce sredstvo) te dvije koncentracije AFB1 6 x 1021 6 x 10* mol L™, Vidljivo je da
se u spektru aflatoksina u promatranom podrucju pojavljuje nekoliko vrpci kojih nema u
negativnoj kontroli: 1238, 1262, 1303 i 1355 cm™. Wu i suradnici vrpcu na 1355 cm™
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pripisali su deformacijskoj vibraciji CHs, dok je vrpca na 1303 cm™ pripisana C-H
deformacijama u ravnini.?® Vrpce na 1238 i 1262 cm™ odgovaraju C-H deformaciji prstena
te C-O-C i C-O-C(Hs) vibracijama.??>?*® U literaturi se navodi da u SERS spektrima dolazi
do znacajnog pomaka vrpci aflatoksina B1 u odnosu na konvencionalnu Ramanovu
spektroskopiju.?*® Ovi pomaci Ramanovih vrpci mogu se pripisati prijenosu naboja izmedu
adsorbirane molekule aflatoksina i cestica srebra u kombinaciji s rezonantnom pobudom
povrsinskih plazmona. U nasem je slutaju zbog niske koncentracije standarda (6 x 10” mol
L") bilo nemoguée dobiti zadovoljavaju¢i spektar AFB1 obi¢nom Ramanovom
spektroskopijom te stoga nismo bili u moguénosti provjeriti ove navode. Najniza detektirana
koncentracija AFB1 bila je 6 x 10 mol L™. Ova vrijednost razlikuje se priblizno za red
veli¢ine od 5 x 10° mol L™ za AFB1 koji su dobili Wu i suradnici 2012. godine.”” Buduéi
da je AFB1 genotoksi¢an i karcinogen te se vrlo Cesto pojavljuje u ljudskoj hrani, mnoga
istrazivanja idu u smjeru razvoja visoko osjetljive metode detekcije. 2015. godine Ko i
suradnici objavili su rad u kojem su postigli granicu detekcije od 1 ng/mL (tj. 3,2 x 10™° mol
L) SERS baziranom imunoanalitickom metodom koristenjem SiO,-oklopljenih Supljih NC
zlata i magnetskih zrna.?*® Ovo pokazuje vaznost SERS metode, posebno u razvoju

osjetljivih metoda za detekciju opasnih supstancija u tragovima.
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Slika 92 SERS spektar AFB1 u AGC koloidu: a) 6x10° M, b) 6x10™ M i c) metanol u AGC koloidu
(514,5 nm; vrijeme snimanja 120 s).
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4.4.3 Detekcija nepoznate tekucine

Analiza pomo¢u SERS metode napravljena je za tekucinu nepoznatog sadrzaja,
nazvanu tekuéina X. Ramanov spektar tekuc¢ine X nije rezultirao vrpcama (Slika 93, spektar
d). Za daljnju je analizu kao SERS supstrat koriStena koloidna suspenzija AGC (priprema
opisana u poglavlju 3.5.1) uz NaBH, kao agregirajuce sredstvo. Uzorak tekuéine X za SERS
mjerenje pripremljen je na standardan nacin (opisano u poglavlju 3.8.1): 10 uL 0,1 M
otopine NaBH, pomijesano je s 80 uL koloidne suspenzije te je nakon mijesanja dodano 10
uL tekuc¢ine X. Slika 93a prikazuje dobiveni spektar. Na spektru su slabo vidljive pojedine
vrpce, ali je prisutna znatna fotoluminiscentna pozadina. Potom je pripremljena tekuéina X
razrijedena s milliQ vodom 10 x te je ovako razrijedena otopina pomijesana s 10 uL 0,1 M
otopine NaBH, i 80 uL koloidne suspenzije. Ovaj je spektar prikazan na Slici 93 pod b. U
ovom su slucaju dobivene jasno vidljive vrpce na mjestu gdje su se u prethodnom spektru
samo nazirale. Takoder je smanjen pozadinski signal. Dvije ostre i intenzivne vrpce nalaze
se na 1075 cm™ §to je podrugje C-C i C-O-C vibracija i na 1580 cm™ §to bi moglo
odgovarati C-C aromatskim ili C=C vibracijama. Napravljeno je jo$ jedno razrjedenje
tekuc¢ine X tako da je prethodno razrijedena tekucina X razrijedena jo§ 10 x te je snimljen
spektar nakon mijesanja s koloidom i agregiraju¢im sredstvom. Spektar ovog uzorka (Slika
93 pod c) nije pokazao poboljsanje u odnosu na prethodni uzorak pa se zakljucuje da je
optimalna koncentracija teku¢ine X za postizanje dobrog SERS pojafanja dobivena

razrjedivanjem 10 x.
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Slika 93 Spektri tekucine X: a, b i c — SERS spektri razli¢itih koncentracija tekuéine X i d — Ramanov
spektar tekucine X (A=514,5 nm).
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5 ZAKLJUCAK

Niz srebrovih koloida razlic¢itih veli¢ina cestica pripremljen je reduciranjem
srebrovog nitrata s citratom, askorbinskom kiselinom, NaBH4, PVP-om i glukozom uz
prisutnost stabiliziraju¢eg sredstva. Koloidi su okarakterizirani s obzirom na njihovu
morfologiju i SERS aktivnost. Rezultati UV-vidljive spektroskopije, mjerenja zeta
potencijala, DLS-a i SEM-a potvrduju da su nastale stabilne srebrne nanocestice odredene
veli¢ine 1 naboja. Primjenom Langmuirove adsorpcijske izoterme, izra¢unate su adsorpcijske
konstante, K, i maksimalne vrijednosti SERS intenziteta, Inax, piridina i rodamina 6G.
Najbolje pojacanje Ramanovog signala za piridin postignuto je koriStenjem srebrnih
nanocestica veli¢ine 40 nm koje su dobivene reduciranjem s citratom te su s citratom i
stabilizirane. SERS signal testnih molekula jo$ je viSe pojacan dodatkom natrijevog
borhidrida kao alternativnog agregirajuceg sredstva. Najnize granice detekcije dobivene su
za AGC (redukcija i stabilizacija citratom) i AGA (redukcija askorbinskom Kkiselinom,
stabilizacija citratom) uzorke. SERS faktor pojacanja piridina izracunat je uzimajuci u obzir
broj molekula na srebrnim nanocesticama u aktivacijskom volumenu lasera te je za najbolji

rezultat faktor procijenjen na 10°.

Nekoliko razlic¢itih SERS supstrata pripremljeno je koristenjem makroporoznog
silicija kao podloge. Makroporozni silicij dobiven je elektrokemijskim jetkanjem u
fluorovodi¢noj kiselini. SERS efikasnost supstrata testirana je koriStenjem metilenskog
modrila (MB) i rodamina 6G pri razli¢itim valnim duljinama. Kori$tenjem pobude na 514,5
nm i rodamina 6G odredene su granice detekcije za supstrate dobivene uranjanjem u otopinu
AgNO; te za supstrate dobivene nanoSenjem koloidne suspenzije na makroporozni Si. U
prvom je sluGaju granica detekcije iznosila 10° M dok je u drugom sluaju najniza

detektirana koncentracija rodamina 6G bila 10° M.

Koristenjem pobude na 633 nm i metilenskog modrila odredene su granice detekcije
za uzorke makroporoznog Si na koje su Ag i Au naneseni laserskom ablacijom.
Najizrazeniju SERS aktivnost dali su uzorci nakon laserske ablacije s 45 000 pulseva kod
kojih su dobiveni dobri spektri za koncentraciju MB 10™° M. Ista granica detekcije dobiven
je i za uzorak 4 mA/cm®-15 min s Ag ablacijom od 30 000 pulseva. Za uzorke dobivene
laserskom ablacijom zlatom najniza detektirana koncentracija bila je 10® M. Kod koristenja

pobude u bliskom infracrvenom podrucju (785 nm) granica detekcije za MB bila je 1010Mm
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(uzorci 4 mA/cm? 15 i 30 min). Na temelju gore opisanog moze se zaklju¢iti da su

koriStenjem podloge makroporoznog Si dobiveni stabilni SERS supstrati.

Serija razli¢itih uzoraka mezoporoznog Si pripremljena je jetkanjem uz koristenje
razlicitih gustoca struje. Metoda depozicije uranjanjem koristila se za nanosSenje srebra na
uzorke mezoporoznog i kristalnog Si. Pazljivim odabirom parametara anodizacije moguce je
utjecati na veli¢inu kristala srebra formiranih na mezoporoznom Si. Na ovaj je na¢in moguce
direktno utjecati na SERS pojacanje. Takoder su se proucavala razli¢ita vremena uranjanja
mezoporoznog Si u 107 i 10" M otopinu AgNOs. Najbolje pojacanje rodamina 6G dobiveno
je za uzorak jetkan s 1=1 mA/cm? i s uranjanjem od 300 s u 10 M otopinu AgNOs. Cini se
da nastajanje drugog sloja srebra na mezoporoznom Si ima bitnu ulogu kod SERS pojacanja.
Omijer SERS signala rodamina 6G na mezoporoznom Si i na kristalnom Si uronjenom u 107
M AgNO;3 u vremenu od 300 s iznosi priblizno dva reda veli¢ine u korist mezoporoznog Si.
Optimizacijom parametara pripreme supstrata na bazi mezoporoznog Si, kao §to su struja
jetkanja i vrijeme uranjanja u AgNOs3, mogu se proizvesti SERS supstrati sa znacajnim

pojacanjem Ramanovog signala.

SERS supstrati pripremljeni su koriStenjem monodisperznih polistirenskih sfera (350
i 1000 nm) koje su u monosloju deponirane na hidrofilnu podlogu. Za deponiranje sfera
koriStena je metoda evaporacije otapala zbog svoje jednostavnosti i brzine. Na tako
pripremljene sfere evaporirani su filmovi srebra razli¢itih debljina. KoriStenjem testnih
molekula, rodamina 6G i piridina, ispitana je SERS aktivnost ovakvih supstrata kao i
optimalna debljina deponiranog filma srebra za postizanje najboljeg pojacanja. Najbolje
pojacanje Ramanovog signala za obje testne molekule dobiveno je na filmu debljine 180 nm
deponiranom na 1 pum sfere i filmu debljine 80 nm deponiranom na 350 nm sfere. Najniza
detektirana koncentracija rodamina 6G bila je 10”° mol L, a piridina 1,2 x 10° mol L™.
Koristenjem monodisperznih polistirenskih sfera zadovoljavaju¢i SERS supstrati dobiveni su

na brz i jednostavan nacin.

Povrsinski pojacana Ramanova spektroskopija (SERS) ima primjenu u razli¢itim
podruc¢jima i pobuduje veliki znanstveni interes, posebno zato jer mnogi njeni aspekti nisu u
potpunosti razjasnjeni. Mnogo se toga jo§ moZe napraviti na podrucju eksploatacije ove
metode, pogotovo kod analiza niskih koncentracija spojeva. No, kritican dio metode jo$
uvijek je supstrat. U ovom su radu predstavljena tri reprezentativna primjera SERS podloga

za koje je postignuto visoko pojacanje (EF). To ukljuc¢uje podloge pripremljene kemijskim
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putem (sinteza koloidnih suspenzija), podloge dobivene depozicijom srebra na prethodno
elektrokemijski jetkan silicij te podloge dobivene naparavanjem srebra na monosloj
polistirenskih mikrosfera. Uz veliki broj SERS podloga koje su dostupne na trzistu,
smatramo da su podloge pripremljene na ovaj nacin dobro optimizirane te je moguéa njihova
komercijalna primjena. Daljnji napori na podru¢ju SERS-a trebali bi prije svega i¢i u smjeru
razvoja novih aplikacija s naglaskom na kvantifikaciju ili poboljSavanje postojecih tehnika.
Takoder, visekratno koristenje SERS aktivnih podloga eliminiralo bi potrebu proizvodnje

velikog broja supstrata.
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6 POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

AF — aflatoksini

BA — biogeni amini

CCD - detektori sakupljaci naboja

CE — kemijsko pojacanje

DLS — dinamicko rasprsenje svjetla

EDS - energijski disperzivni spektrometar
EF — faktor pojacanja

EM — elktromagnetsko pojacanje

FWHM - Sirina vrpce na polovici visine
IR — infracrveno zraCenje

LOD - granica detekcije

LSPR — lokalizirana povrsSinska plazmonska rezonancija
MB — metilensko modrilo

MFON — metalni film na nanostrukturi
NC — nanodestica

NIR — blisko infracrveno zracenje

NSL - nanosferna litografija

PL — fotoluminiscencija

PLD — pulsna laserska depozicija

PNS — polistirenske nanosfere

PVD - fizicka depozicija pare
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PVP - polivinilpirolidon

R6G — rodamin 6G

RRS - rezonantna Ramanova spektroskopija

SEM - skenirajuéa elektronska mikroskopija
SERS — povrsinski poja¢ano Ramanovo rasprsenje
SM — jedna molekula

TEM — transmisijska elektronska mikroskopija
UV — ultraljubicasto zracenje

VIS — vidljivo zracenje
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Slika P1 Ramanovi spektri koloidnih suspenzija (A=514,5 nm); vrijeme snimanja 30 s osim AGP - 3s
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Slika P2 a) Ramanovi spektri AGF koloidne suspenzije prije i b) nakon ispiranja s etanolom; c) SERS
spektar piridina (0,12 M) u zlatnom (AUC) koloidu (A=514,5 nm).
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slika P3 SERS spektri 10° M R6G na makroporoznom Si (uzorak #2) za razli¢ita vremena inkubacije
- 5,15, 30, 60, 90 i 120 min (vrijeme se povecava odozgo prema dolje), (A=514,5 nm; 1 mW;
vrijeme snimanja 10 s).
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Slika P4 SEM slike poroznog Si nakon ablacije s Ag (30 000 pulseva): a) uzorak #1 (povecanje 10
000x) i b) uzorak #2 (povecanje 8000x).
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Slika P5 SERS spektri 10™° M MB na makroporoznom Si nakon ablacije srebrom (45 000 pulseva):
1 - uzorak #1 (5, 600 uW) i 2 — uzorak #2 (10 s, 60 uW) na 785 nm.
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