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Abstrakt: Hlavnim poZadavkem biomolekuldarniho senzingu, zaloZeného na spektroskopii
povrchem zesileného Ramanova rozptylu (SERS), je vysokd citlivost a spektralni
reprodukovatelnost. K tomuto ucelu byly v rdmci prace testovany pravidelné pevné stfibrné
a zlaté nanostruktury, pfipravované magnetronovym naprasovanim a litografickymi
metodami na spolupracujicich pracovistich. Reprodukovatelna SERS spektra pouzitych
modelovych biomolekul (aminokyselin, lysozymu a albuminu) byla na pravidelnych pevnych
stiibrnych povrsich ziskana v koncentracich 10™ a? 10° M, v pripadé porfyrinfl az = 107 M.
SERS spektra nékterych biomolekul byla také srovnavdna se spektry namérenymi na
stfibrném koloidu. Stfibrny hydroxylaminovy koloid pfi pouzZiti KCl jako agregaéniho ¢inidla
poskytuje podstatné nizsi limit detekce vybranych latek (napf. pro cystein fadové 10 M),
ale s nizsi spektralni reprodukovatelnosti. Hlavnim problémem méreni SERS spekter ze
stfibrnych povrch( byl vyskyt anomalnich pasd, pochazejicich z procesu pripravy. V pfipadé
pevnych stfibrnych naprasovanych povrchl bylo zjisténo, Ze ponechani substratu nékolik
hodin ve vakuu tento jev vyrazné omezilo. Zlaté povrchy pfipravené litografickymi
metodami vykazovaly obecné mensi zesileni, neZ stfibro, ale podafilo se ziskat
reprodukovatelnd SERS spektra monomolekularni vrstvy oligonukleotidd obsahujicich 20
thyminovych jednotek, ukotvené na zlaty povrch pomoci thiolovych skupin.
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Abstract: The main requirement for surface enhanced Raman scattering (SERS)-based
biomolecular sensing is high sensitivity and spectral reproducibility. For this purpose,
ordered silver and gold nanostructures fabricated by magnetron sputtering and lithography
methods at cooperating institutes were tested in this work. Reproducible SERS spectra of
employed model biomolecules (amino acids, lysozyme and albumin) were obtained on
ordered silver surfaces at concentrations 10* M — 10° M and as low as = 10”7 M in the case
of porphyrins. SERS spectra of certain biomolecules were also compared to spectra
measured on silver colloid. The limit of detection provided by hydroxylamine-reduced silver
colloid, using KCl as an aggregating agent, is substantially lower (on the order of 10® M for
cysteine), but with lower spectral reproducibility. The main drawback of SERS spectra
measured on silver surfaces was the occurrence of spurious bands resulting from the
preparation procedure. In the case of sputter-deposited silver surfaces, it was found that
keeping the substrates several hours in vacuum significantly reduced this effect.
Lithographically produced gold substrates exhibited generally lower enhancement, than
silver, but reproducible SERS spectra of a monomolecular layer of oligonucleotides
comprising 20 thymine units, attached to the gold surface via thiol groups, were obtained.
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Uvod

Metody optické spektroskopie predstavuji v soucasnosti Sirokou skalu metod,
vyuzivajicich interakce optického zareni o presné definovanych vlastnotech s latkou.
Vyhoda téchto metod spociva predevsim v jejich nedestruktivnosti, rychlé ¢asové
Skale ziskanych dat a v pfipadé vibracni spektroskopie (absorpéni nebo Ramanova
rozptylu) snadné charakterizaci mérené latky diky jejimu specifickému ,otisku
prstu“ ve spektrech (fingerprintu), ktery je pro kazdou mérenou molekulu
jedinecny. Snaha vyuZit potencidl téchto metod naplno je vS8ak omezena tim, Ze
Ramanlv rozptyl je principialné velice slaby jev, proto jsou pro zisk kvalitnich
spekter vyzadovany pomérné vysoké koncentrace méreného vzorku (a pfimérené
dlouhé akumulace dat). Jeden ze zpUsobd, jak tento problém prekonat, predstavuje
povrchem zesileny Raman(v rozptyl (SERS), pfi kterém dochazi k zesileni intenzity
Ramanova rozptylu z molekul adsorbovanych na kovovych nanostrukturach, ¢imz je
alespon v principu mozno ziskat signal ze vzork( s koncentracemi o nékolik rad(
nizsich, nez bez pouziti kovové nanostruktury. Ackoliv byl povrchem zesileny
RamanUv rozptyl objeven jiz v roce 1974, jeho poufZiti pro rutinni analytické ucely

zUstava v praxi stale dosti omezené.

PfedloZzenad prace si klade za cil pfedevsim optimalizovat podminky pro ziskani SERS
spekter modelovych biomolekul a otestovat sensitivitu nékterych pouzitych povrchi
a naslednou reprodukovatelnost ziskanych dat. Jako modelové biomolekuly byly
vybrany aminokyseliny cystein, tryptofan a histidin, proteiny albumin a lysozym,
porfyriny H, TMAP, H,TMPyP, H,TSPP a oligonukleotid obsahujici 20 thyminovych
jednotek. Byly testovany rlzné druhy pevnych pravidelnych stfibrnych a zlatych
nanostruktur, pfipravenych magnetronovym naprasovanim a litografickymi
metodami na spolupracujicich pracovistich: Katedfe makromolekularni fyziky MFF
UK a Oddé&leni optickych senzort Ustavu fotoniky a elektroniky (UFE) AV CR. Ziskana
spektra nékterych latek byla srovnavana se spektry namérenymi na stfibrném
koloidu. Tato pilotni studie by v budoucnu méla vést k dalSimu rozvoji SERS aplikaci
vCetné biomolekularniho senzingu, tedy velice citlivé a reprodukovatelné detekci

biomolekul na kovovych substratech.



1. Teoreticky uvod k Ramanovu rozptylu

Jev, kdy pfi ozafeni vzorku latky silnym monochromatickym svétlem pozorujeme ve
spektru rozptyleného zareni kromé budici ¢ary i symetricky rozlozené slabsi linie,
poprvé pozoroval indicky fyzik Chandrasekhara Venkata Raman jiz v roce 1928.
Tento jev byl na jeho pocest nazvan Ramanovym rozptylem. Jednd se o neelasticky
rozptyl svétla, pfi kterém se cast energie dopadajiciho zafeni prenasi na
vnitromolekuldrni vibrace, a tudiz se méni i vnitfni energie rozptylujiciho objektu.
Raman(v rozptyl je ptrikladem tzv. dvoufotonového procesu, jehoZz energetické

schéma lze vyjadrit obrazkem 1:

hfo hfs hfo hf,

Ez EZ
El El

Obrazek 1: Energetické schéma Ramanova rozptylu. Pfipad vlevo odpovida Stokesové rozptylu,
pfipad vpravo odpovida antistokesové rozptylu. Plnou Carou jsou znazornény energetické hladiny
stacionarnich stavd molekuly, ¢arkované jsou znazornény virtualni stavy.

Dle schématu na obr. 1 si Ize Raman(v rozptyl predstavit jako déj, pfi kterém se
molekula po absorpci fotonu dostane ze stacionarniho stavu |1) do jistého
virtudlniho stavu, ktery je okamzité nasledovan emisi sekundarniho fotonu, ¢imz se
molekula dostane do stacionarniho stavu |2), ktery je odligny od stavu |1)* [1]. M&-li
ve stavu |1) jisty vibra¢ni méd molekuly energii E; a ve stavu |2) ma tentyz vibracni
mod energii E,, pficemz E; > E;, dochazi ke zmenseni energie fotonu vychazejiciho
z latky na ukor rozdilu energetickych hladin AE = E, — E;. Tento pfechod se nazyva
Stokestv prechod (Raman(v-Stokeslv rozptyl). Ma-li naopak ve stavu |1) urdity
vibraéni mod molekuly energii E, a ve stavu |2) ma tentyz vibracni mod energii E;,

pficemZz opét E, > E;, dochdzi k navySeni energie fotonu vychazejictho z latky

1 v . . . . , o . . 7 .. . v .

Prfedstava o existenci virtudlnich stav(i a absorpci a ndsledné emisi fotonu je spiSe ndzornou
pomuckou. Ve skutecnosti dochazi k absorpci fotonu ve smyslu jednofotonové absorpce pouze pfi
rezonan¢nim Ramanové rozptylu (viz dale).



odpovidajici energetickému rozdilu AE. Tento prechod se nazyva antistokeslv. Dle

zakona zachovani energie tedy mizZzeme psat pro StokesUv rozptyl

hfy = hf; + AE, (1.2)
a analogicky pro antistokes(v rozptyl

hfy, = hf, — AE, (1.2)

kde f, vobou pfipadech znali frekvenci dopadajiciho zéafeni, f; frekvenci

rozptyleného zareni a h Planckovu konstantu.

Jelikoz ma N-atomova nelinearni molekula 3N — 6 vnitfnich (vibracnich) stupnd
volnosti, Ize ve spektru Ramanova rozptylu pozorovat az 3N — 6 Stokesovych car
a 3N — 6 antistokesovych ¢ar. Vzdalenosti téchto linii od centralni ¢ary vyjadrené ve
stupnici vinoctl nezavisi na frekvenci budiciho zareni f a jsou charakteristické pro

danou rozptylujici latku, nebot poskytuji informace o vibracni strukture této latky.

AE . . y . .
Hodnota |fy — fil =— vyjadfend v jednotkach vino¢tu se nazyvd Ramanovym

posuvem; vyslednd spektra Ramanova rozptylu jsou tedy zndzornéna jako zavislost
intenzity rozptyleného zareni na Ramanové posuvu. Pro Ramanutv-Stokes(v rozptyl
je hodnota fy — f; kladna a pro Raman(v-antistokesiv rozptyl je tato hodnota
zaporna. Virtudlni stav na obr. 1 se obecné nemusi shodovat s zadnym jinym
stacionarnim stavem této molekuly. Ramanav rozptyl je zpravidla buzen frekvenci,
ktera je podstatné vétsi, nez odpovida energetickému rozdilu E, — E;, ale zaroven
podstatné mensi, nez odpovida energetickému rozdilu mezi zakladnim a prvnim
excitovanym elektronovym stavem. Takovyto Ramaniv rozptyl se oznacuje jako
nerezonanéni. Pokud frekvence budiciho zafeni odpovidd energetickému rozdilu
mezi zdkladnim a wvysSim excitovanym elektronovym stavem, mluvime
o rezonanénim Ramanové rozptylu. Pdsy ve spektru rezonancniho Ramanova
rozptylu maji zpravidla mnohem vétsi intenzitu, nez pri nerezonané¢nim Ramanovu
rozptylu, a také plati jind vybérova pravidla. Rezonan¢nim Ramanovym rozptylem se

dale v této kapitole zabyvat nebudeme (podrobnéji viz napr. [2]).



Raman(yv rozptyl je velmi slaby jev, coz je dano tim, Ze je jakozto dvoufotonovy
proces povolen a7 vdruhém Fadu poruchové teorie.” Dulezitou molekularni

charakteristikou, popisujici pravdépodobnost prechodu mezi stavy |1) a |2)

—
mechanismem Ramanova rozptylu, je tzv. Raman(v tenzor al2. Jednd se o matici

typu 3x3, pro kterou budeme pouzivat obvyklé oznaceni

12 12 12
3 a1 Ay a43
12 _ (12 _ 12 12 12

12 12 12
31 a3z 33

Pro Raman(yv tenzor dostavdme v druhém fadu poruchové teorie pfi aproximaci

dlouhych vin vztah [1]

= Y, [N @il -

K Ey — Eg + hfy E, —E;—hfy |

s#1,2

kde d je operator elektrického dipdlového momentu a d, jeho libovolna slozka
(k = 1,2,3). S¢itani ve vzorci (1.4) probiha pres vsechny stacionarni stavy molekuly
vyjma stavd |1) a |2). Pravdépodobnost prechodu molekuly ze stavu |1) do stavu

|2) mechanismem Ramanova rozptylu, spojena s emisi fotonu o polarizaci uréené
jednotkovym vektorem e® do prostorového thlu df2 (je-li tento pfechod indukovan

g
fotonem o polarizaci uréené jednotkovym vektorem e?), je imérna vyrazu

P R 12 0
TRGETICE (1.5)

V souladu s Einsteinovou sumacni konvenci vys¢itavame ve vyrazu (1.5) pres dva
indexy i,j € {1,2,3}. Upravou Ramanova tenzoru pfi nerezonanénim pfiblizeni Ize
ziskat dUlezity zavér, Ze intenzita dané vibraéni linie je Umérnd zméné
polarizovatelnosti molekuly pfi uvazovaném vibraénim pohybu. V nerezonanénim
pfiblizeni je zaroven tenzor Ramanova rozptylu symetricky a neméni se pfi zdaméné
stavi |1) a |2). Intenzita ¢ar ve Stokesové vétvi je vsak mnohem vétsi, nez
v antistokesové vétvi, nebot nizsi energetickd hladina molekuly ma ve stavu

termodynamické rovnovahy vétsi pravdépodobnost obsazeni. PFi stavu

> Raman(v rozptyl vSak mlze byt ¢asteéné vysvétlen i pomoci klasické teorie — viz napft. [2], [3].
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termodynamické rovnovahy je totiz pomér obsazovacich dCisel Nj, N,

nedegenerovanych energetickych hladin E;, E, podle Boltzmannova rozdéleni

Ep—Eq
Ny AT
Ny

(1.6)
kde kp znadi Boltzmannovu konstantu a T termodynamickou teplotu. Napfiklad pro

energeticky rozdil odpovidajici vinoétu 1000 cm™! a teplotu T = 300 K vychazi
tento pomér jako % ~ 120. JelikoZ vybérova pravidla povoluji v prvnim pfibliZzeni za
2

nerezonancni aproximace existenci pouze tzv. fundamentdlnich prechodd, jsou ve
spektru nejcastéji pozorovany prechody mezi zakladnim a prvnim excitovanym
stavem daného vibraéniho mddu, tedy mezi stavy skvantovymi Cisly n; =0
an, = 1. ProtoZe je spektralni hustota zafivosti Ramanova rozptylu uvazovaného
souboru molekul pfimo umérna ctvrté mocniné frekvence rozptyleného zareni, Ize
pomér intenzit mezi Stokesovou linii (Is;okes ) @ antistokesovou linii (Iutistokes )

daného pasu ve spektru odhadnuty vzorcem (1.6) zptesnit do vysledného tvaru

Ea—Eq
Istokes :[hfo—(Ez—El)4 kpT

hfo+E;—E1

(1.7)

Lantistokes

Pro ziskani celkové zafivosti Ramanova rozptylu vzorku je nutné vystredovat vyraz

el-Ro:ilj2 e]-O pres orientace vSech rozptylujicich molekul. V rozptylovych experimentech
dale zavadime veli¢inu ucinny prirez rozptylu o, ktery je roven poméru celkového
rozptyleného svételného vykonu @ a plosné hustoty zarivého toku dopadajiciho

zareni (|§|)

E

o= (1.8)

“y

(shy
Ug&inny prGfez Ramanova rozptylu, ktery je funkci frekvence rozptyleného zéteni f;,
Ize tak chdpat jako miru pravdépodobnosti, s jakou se foton dopadajici na vzorek

latky rozptyli mechanismem Ramanova rozptylu.3

* Takto je definovan tzv. totdlni Ucinny prifez. Miru pravdépodobnosti rozptylu do jednotlivych

v o . . s . TV , o0y do .
smérl v prostoru (prostorového uhlu 2) udava tzv. diferencialni Gcinny prarez o Analogicky Ize
. . TV , oy v , . ;. , do
definovat diferencidlni uUcinny prifez vztazeny na jednotkovy interval frekvenci w: T resp.
w

. . " , iy, d2g
kombinaci obou predchozich velicin: Todn
w



Pro nerezonanc¢ni Raman(v rozptyl je uddvana velikost ucinného prlifezu fadové
mezi 10%° — 103 cm? [3 - 5], co? je zhruba 10° a7 10° krat méné, ne ucinny prarez
pro elasticky rozptylené zareni, a zaroven mnohem méné, nez ucinny prlifez vétsiny
dalsSich optickych proces(, jako napf. absorpce &i fluorescence [3]. Velky rozvoj
Ramanovy spektroskopie tedy mohl nastat az s objevem vykonnych laseri a CCD

detektord.
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2. Povrchem zesileny Ramaniiv rozptyl

V 70. letech minulého stoleti bylo zjisténo, Ze pfi adsorpci molekul na nerovny
kovovy povrch mize dojit k zesileni intenzity Ramanova rozptylu i o nékolik radu [6].
Tento jev dnes oznacujeme jako povrchem zesileny RamanUv rozptyl (SERS, z angl.
surface enhanced Raman scattering). Vyhodou této metody je schopnost detekce
nékterych molekul jiz za velmi nizkych koncentraci — obvykla zesileni ucinného
prifezu oproti klasickému Ramanovu rozptylu se pohybuji v fadu 10° — 107 [5, 7 - 9],
ale udava se, Ze tento faktor muize u nékterych molekul dosdhnout az hodnoty
okolo 10%, co? by mohlo vést k detekci jednotlivych molekul [10, 11]. PGvod tohoto

zesileni naznac¢ime v nasledujicich odstavcich.

V klasickém modelu interakce elektromagnetického zareni s latkou predpokladdme,
Ze elektricka slozka proménného elektromagnetického pole plsobi na nabité ¢astice
v latce Lorentzovou silou a rozkmitava je. Vynucené kmity nabojli Ize popsat pomoci

multipélového rozvoje, jehoz dominantnim c¢lenem je indukovany elektricky

dipélovy moment d.v aproximaci linearni odezvy (slabého elektrického pole ﬁ) Ize
indukovany elektricky dipélovy moment vyjadfit jako

- =

d = BE, (2.1)

kde ﬁje tenzor polarizovatelnosti molekuly, coz je obecné komplexni veli¢ina zavisla
na frekvenci pole. Jedna se o matici typu 3x3; vektorova rovnice (2.1) je tedy

ekvivalentni tfrem skaldrnim rovnicim, které mizeme napsat také ve tvaru

d; = By E, (2.2)
kde v souladu s Einsteinovou sumacéni konvenci s¢itame pres index j; i,j € {1,2,3}.
Vektor indukovaného elektrického dipdlového momentu tedy obecné nemusi mit
stejny smér, jako pole E.

JelikoZ je podle klasické teorie intenzita rozptyleného zareni mérnd druhé mocniné

indukovaného dipélového momentu [12], Ize v principu vysvétlit zesileni Ramanova

rozptylu povrchem budto zesilenim polarizovatelnosti S (tzv. molekularni

mechanismus), nebo zesilenim lokalni intenzity elektrického pole E (tzv.
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elektromagneticky mechanismus). V dalSim textu se témto dvéma mechanismim

budeme vénovat podrobnéji.

2.1. Elektromagneticky mechanismus zesileni

Elektromagneticky mechanismus zesileni je zaloZzen na zesileni lokdlniho
elektromagnetického pole v dlsledku rezonanéni excitace povrchovych plazmona
v kovu. Povrchové plazmony jsou kvaziCastice reprezentujici kvantum oscilaci
vodivostnich elektronl v kovu (vazany stav elektromagnetického pole a kmitl
vodivostnich elektrond). K vybuzeni téchto povrchovych plazmond dojde, pokud
bude frekvence excita¢niho zareni spadat do oblasti plazmonové rezonance kovu.

Molekula adsorbovana na povrch kovu pak muze byt vystavena mnohem silnéjSimu

elektrickému poli E; stejnym mechanismem vsak mUze byt zesileno i rozptylené
zareni, coz se ve spektru mlze projevit mnohem intenzivnéjSimi pasy, neZz bez
pfitomnosti kovu. Udava se, Ze za hlavni prispévek na celkovém zesileni ve vétsiné

experimentl SERS odpovida pravé elektromagneticky mechanismus [7, 8, 13, 14].

Interakci svétla s latkou lze v ramci klasické teorie popsat pomoci modelu, ktery
navrhl jiz na konci 19. stoleti H. A. Lorentz. Tento model predpoklada, ze elektrony
atoma v latce jsou k jadru vazany silou, ktera je pfimo umérna vychylce elektronu
soustavu jadra a elektronu tedy nahliZime jako na harmonicky oscilator. Ackoliv je
Lorentziv model znacné zjednodusSeny, pomaha vysvétlit nejen rezonancni
charakter prenosu energie z elektromagnetické viny na atomy v latce, ale umozniuje
v jistém priblizeni odvodit i explicitni vztah pro zavislost relativni permitivity kovu na
frekvenci. ProtoZe tato zavislost hraje klicovou roli pfi vysvétleni

elektromagnetického mechanismu zesileni, jeji odvozeni zde nazna&ime.*

Pohybova rovnice tlumeného harmonického oscilatoru pro elektron, ktery se

-

pohybuje na pruZiné o tuhosti k ve sméru osy x v elektrickém poli E= Ee,, md

tvar:

* Zde uvedené odvozeni Ize najit napt. v knihdch [3] nebo [15]. Nékteré dalsi tvary pro zavislost
relativni permitivity kovu na frekvenci Ize najit v [7].
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mi + myx + kx = —eE, (2.3)

kde m znaci hmotnost elektronu, e elementdrni naboj a y konstantu tlumeni. Na

pravé strané rovnice (2.3) vystupuje Lorentzova sila, kterd zpUsobuje nucené

oscilace elektronu. Zavedenim vlastni uhlové frekvence oscilatoru wy: wy = —~ lze

rovnici (2.3) prepsat do tvaru
¥+ yx+ widx = —%E. (2.4)

Velikost ¢asové proménného vektoru elektrické intenzity v misté kmitajiciho dipdlu

predpokladame ve tvaru

E = Ege™'t, (2.5)
Redeni rovnice (2.4) budeme hledat ve tvaru

x = xoe ™, (2.6)

kde Ey a xp jsou konstanty nezavislé na Case (zajimame se pouze o partikuldrni
feSeni rovnice (2.4), nebot homogenni feseni se diky nenulovému ¢lenu y po
dostatecné dlouhé dobé utlumi). Dvojim derivovanim rovnice (2.6) a dosazenim do
rovnice (2.4) dostdvame amplitudu vychylky x, ve tvaru

X = eEo 1
07 m wi-wl-iyo’

(2.7)

Vychylka x je obecné komplexni, nebot mezi touto vychylkou a kmitajicim
elektrickym polem muzZe existovat jisty fazovy posuv. Elektricky dipélovy moment

soustavy d spojeny s vychylkou elektronu x a polarizace latky P jsou rovny

Ne?E, 1

m  wi-wl-iyo’

d =—exy, P=Nd = (2.8)

kde N znaci pocet dipdlovych momentl d v jednotkovém objemu. Srovnanim se
znamym vztahem mezi intenzitou elektrického pole a polarizaci dostaneme

frekvenéné zavislou hodnotu relativni permitivity latky e(w) ve tvaru

2
e(w) = 1+ > :

gom wo—wz—iyw !

(2.9)

kde &y znaci permitivitu vakua. Frekvenéné zavislou hodnotu relativni permitivity

pro kovy lze urcit v pfiblizeni volnych elektron(, jak navrhl na samém konci 19.
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stoleti P. Drude. Podle Drudeho modelu je pro kovy v urlitém pfiblizeni silova
konstanta k nulovd (wg = 0; zanedbdvdme zde pfispévek vazanych elektrond).

Potom ovSem dostavame hodnotu relativni permitivity pro kovy ve tvaru

_ Ne? 1 w}
gl =1- e =1-—tr, (2.10)
kde jsme zavedli tzv. plazmovou frekvenci ve tvaru
2 _ Ne?
wy = pypy (2.112)

Velikost plazmové frekvence pro dany kov lze odhadnout na zakladé jeho znamé
hustoty, molarni hmotnosti a poctu valencnich elektron(l. Vztah (2.10) pomaha
vysvétlit také napf. silnou odrazivost kovl ve svétle s nizsi frekvenci, nez plazmova,

a tudiz i jejich lesk (viz napf. [14, 15]).

Pro elektromagneticky mechanismus zesileni je nutnd pfitomnost kovovych
nanostruktur vhodné velikosti. Nachazi-li se molekula v blizkosti kovové
nanostruktury, muze dojit k mnohonasobnému zvyseni intenzity
elektromagnetického pole, kterému je vystavena, oproti poli, kterému by byla
molekula vystavena bez pfitomnosti kovové nanostruktury. Obecné je pro vypocet
zesileného pole nutno feSit Maxwellovy rovnice s pfislusSnymi okrajovymi
podminkami [7]; explicitné Ize toto spocist napfiklad pro malou kovovou kuli¢ku
v tzv. elektrostatické aproximaci. Tato aproximace vyzZaduje, aby velikost této
kulicky byla alespon vice nez 20x mensi, nez vinova délka dopadajiciho zareni (coz
odpovida ve viditelné oblasti poloméru kulicky mensimu, nez zhruba 20 nm).
Intenzita elektrického pole spojena s dopadajicim zarenim je pak sice stale casové
proménna, oviem faze tohoto pole se v pevné zvoleném case vtésné blizkosti
kuli¢ky pfFilis neméni.

UvaZujme tedy kovovou kuli¢ku o poloméru a a relativni permitivitou &(w) danou
vzorcem (2.10), obklopenou neabsorbujicim homogennim prostiedim s relativni
permitivitou &, (viz obr. 2). Ve vzdalenosti r od stfedu kulicky necht se nachazi
zkoumana molekula. Pomér intenzity elektrického pole v misté molekuly bez
pritomnosti kovové kuli¢ky (E;) a za pfitomnosti kovové kuli¢ky (E;) lze vyjadfit jako

(viz napf. [3, 9, 16])
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Ez _ a3

Ey

e(w)—¢,
e(w)+2e,

(2.12)

T3.

Obrazek 2: Molekula v pfitomnosti kovové ¢astice.

Intenzita zareni je vSak pfimo umérnd druhé mocniné s ni spojeného elektrického
pole. Umocnime-li tedy obé strany rovnice (2.12) a uvazime, ze mGze dojit k zesileni
jak dopadajiciho zareni, tak zareni rozptyleného, dostdvame pro celkovy zesilovaci
faktor (EF, z angl. enhancement factor) pro molekulu v blizkosti kovového povrchu

za vySe uvedeného pfiblizeni vztah

2,12

¢ (2.13)

127

al?

EF = L(w0)? - L(w;)* - 25 =

ri2

e(ws)—er
e(wg)+2e,

e(wo)—e&r
e(wo)+2¢e,

kde index 0 nadale znaci excitacni zafeni a index s zareni rozptylené.

Vzhledem k tomu, Ze permitivita kovu €(w) je obecné komplexni veli€ina, lze
ocekavat maximalni zesileni v pfipadé, kdy budou jeji redlnd ¢ast € (w) a imaginarni

Cast e (w) splfiovat podminky
£ (w) =~ =2¢, € (w) =0, (2.14)

jak Ize snadno ovéfit diskusi vyrazu (2.13). Aby ovSsem byly jmenovatele prvnich
dvou zlomkd na pravé strané rovnice (2.13) zaroven blizko nuly, je tfeba, aby se
permitivity kovu pfislusejici frekvencim wq a wg pfilis neliSily. Za vySe uvedeného
pfiblizeni jsou tedy ve spektru Ramanova rozptylu nejvic zesileny vibraéni pasy
s malym Ramanovym posuvem a toto zesileni klesad s rostouci energii vibracnich
maoduU. Zesileni také prudce klesa s rostouci vzdalenosti molekuly od kovové kulicky,
ackoliv primy kontakt molekuly s kovovou nanocastici neni nutny — hovorime proto
o adsorpci, nékdy také o physisorpci molekuly na kovovy povrch. Podle [3] se

physisorpci mini interakce kovu s molekulou prostrednictvim Van der Waalsovych
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sil, pficemz nedochazi ke zméné struktury energetickych hladin molekuly (frekvence
vibraci zUstavaji neposunuté vici hodnotam ziskanym pfi méreni bez pritomnosti
kovového povrchu). Hodnota adsorpcni energie této interakce je mensi, nez energie

chemické vazby.

Pro pfipravu SERS substratll se nejcastéji pouziva stfibro a zlato, nebot podminka
plazmonové rezonance pro excitacni zareni je u téchto kovl splnéna ve viditelné
Casti spektra [7, 14]. Zatimco prUbéh realné i imaginarni ¢asti relativni permitivity
stfibra Ize alespon ve viditelné oblasti velmi dobfe vystihnout pomoci Drudeho
modelu, zlato ma ve viditelné oblasti v intervalu vinovych délek zhruba do 600 nm
znacné vyssi imaginarni slozku relativni permitivity, nez jaka by odpovidala pouze
Drudeho modelu. U zlata je totiz potfeba vzit v Uvahu i optickou odezvu vazanych
elektronl a elektronové prechody probihajici na frekvencich na hranici UV
a viditelné oblasti spektra [17]. Pravé imaginarni slozka relativni permitivity pfitom
souvisi s absorpci svétla v materidlu a energetickymi ztratami.” Jeliko? podminky
(2.14) az na vyjimky nelze splnit soucasné a redlné ¢asti permitivity zlata i stfibra se
v celé viditelné oblasti prakticky shoduji, poskytuje stfibro v oblasti vinovych délek
zhruba do 600 nm obvykle vétsi zesileni, nez zlato. Ke srovnatelnému zesileni obou
téchto kovl dochdzi azi v cervenéjSi oblasti viditelné c¢dasti spektra a blizké
infracervené oblasti. Pro ilustraci jsou hodnoty realné iimaginarni ¢asti relativni
permitivity zlata a stfibra v zavislosti na vinové délce usporadany v grafu na obr. 3.
V grafu na obr. 4 je zakreslena zavislost zesilovaciho faktoru L (tak, jak byl zaveden
v rovnici (2.13)) na vinové délce pro stfibro, zlato a relativni permitivity okolniho

prostiedi odpovidajici vzduchu a vodé.

> Ze vztahu n? = g, kde € = e +ie’ je permitivita prostfedian = n +in" index lomu (n' an’ je

2 . Y . , ” 1 ’ " ' v ;.
redlna a imaginarni ¢ast indexu lomu), lze ziskat n = \/5 We 24"t ¢ ). Obecné komplexni je

pak i vinovy vektor k = k' +ik" (k' a k' je redlna a imaginarni &ast vinového vektoru). Intenzita
svétla v kovu je pak tlumena exponencialné s absorpénim koeficientem 2k . Podrobnéjsi diskusi lze
nalézt napf. v [15].

16



416
0

—@— Stiibro -

> —w— Zlato -‘§
= 55
:E 10 g
5 -
o ‘E
c =
= =
%-20 B 3 g
b 2
2 ,
&) E
N —
230 1 ®
o =
4 g
—@— Stfibro £

_40 —w— Zlato
40
200 400 600 800 200 400 600 800
Vinova délka/nm ViInova délka/nm

Obrazek 3: Redlna a imaginarni cast relativni permitivity stfibra a zlata v zavislosti na vinové délce
v rozsifené viditelné oblasti. Jedna se o interpolaci experimentalné namérenych hodnot z [18].
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Obrazek 4: Zavislost faktoru zesileni L na vinové délce. Faktor L je definovan rovnici (2.13). Vypocet
byl proveden pro experimentalné namérend data z grafu na obr. 3 a dvé rGzné hodnoty relativni
permitivity okoli odpovidajici indexm lomu vzduchu (n = 1) a vody (n = 1,33). Pfi zvySeni indexu
lomu se rezonan¢ni kfivka posunuje do cervenéjsi oblasti. Rezonance nastava pro takovou vinovou
délku, pro kterou je zaporné vzata hodnota relativni permitivity kovu blizkd dvojnasobku relativni
permitivity prostredi. Vyska rezonancni kfivky je pak nepfimo Umérnd prislusné imagindarni Casti
relativni permitivity kovu. S rostouci imagindrni Casti relativni permitivity kovu soucasné dochazi
k rozsifeni pasu rezonancnich frekvenci. Z toho divodu je maximalni zesileni poskytované stribrem
¥adové 10” krat vétsi, nez zesileni poskytované zlatem; v oblasti, kde A > 600 nm, jsou schopnosti
zesileni téchto dvou kovl srovnatelné.
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Pti jinych tvarech nerovnosti, nez kulovych, muizZe byt rezonancni podminka
(maximum rezonancni kfivky v grafu na obr. 4) posunuta do jiné vinové délky, nebot
musi byt pfi reSeni takového problému v elektrostatické aproximaci splnény jiné
okrajové podminky, nez v pripadé kulicky. Stale ale plati, Ze redlnd ¢ast relativni
permitivity kovu musi byt zaporna. Vétsina ostatnich kovl (napf. méd, hlinik, platina
atd.) poskytuje rfadové mensi zesileni kvali vysoké hodnoté imaginarni slozky
relativni permitivity, k jejimuz snizeni (a vétsi potencialni schopnosti zesileni)
dochdzi obvykle az v UV oblasti. Podrobnéjsi prehled o experimentdlné namérenych

hodnotach konstant charakterizujicich optické vlastnosti kovi Ize najit v [19].

Aby mohlo dojit k dostatecnému zesileni, je nutnd velikost nerovnosti pfiblizné
viaddu 5 — 100 nm [4, 8, 14, 16]. Prilis malé castice nejsou schopné vytvofrit
plazmony, zatimco pfi vysSich rozmérech jiz selhdva vySe uvedena elektrostaticka
aproximace. Zatimco v elektrostatické aproximaci Ize v situaci zndzornéné na obr. 2
vyjadrit elektrickou intenzitu jako soucet puvodniho elektrického pole a pole dipdlu,
umisténého ve stfedu koule, rovnobézného s polarizaci dopadajiciho zareni, pro
vétsi rozméry c¢dstic se zacnou uplatiovat i dalsi ¢leny multipélového rozvoje,
zejména elektricky kvadrupdl. S rostouci velikosti kovovych &astic se rezonanéni
podminka posouva do cervené oblasti spektra a zesileni, které u vétsich kovovych

castic v dsledku radiacnich ztrat klesa, jiz nelze vyjadrit vzorcem (2.13).

Jak jiz bylo zminéno, na vyslednou schopnost zesileni daného systému ma vliv i tvar
jednotlivych nanonerovnosti a také jejich vzajemna interakce. Nahradime-li v nasem
modelu kovovou kulicku protdhlym elipsoidem, dojde k posunu rezonanéni
podminky k ¢ervené oblasti spektra a rozsifeni pasu pfrislusnych rezonancnich
frekvenci [20]. Maximalni zesileni lze ocekdvat na pélech elipsoidu a jeho pokles
smérem k rovniku, coZ lze povaZovat za specialni pripad jevu, Ze na nabitém
kovovém télese je nejsilnéjSi elektrické pole pravé voblasti hrotl a zakfiveni

(“lightning rod effect”).

Priblizime-li k sobé 2 nanocastice na vzdalenost mensi, nez zhruba 1 nm, muze
zesileni mezi nimi dosadhnout hodnoty az 10", co? je a# 10° krat vic, ne? zesileni pro
izolovanou kulicku [7, 8, 13]. Takovymto objektim fikdme dimery a mista s takto

velkym zesilenim nazyvame ,hot-spoty”“. Pravé hot-spoty jsou pfitom v SERSu
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zdrojem obrovského zesileni, které by mohlo vést azZ k detekci jednotlivych molekul.
Zesileni je vtomto pfipadé, stejné jako napf. pfi excitaci nanocastic ve tvaru

elipsoidl, obecné zavislé i na polarizaci dopadajiciho zareni [8, 14, 20].

Interakci jesté vétSiho poctu nanocastic vznikaji klastry, takZe zatimco u izolované
nanocastice odpovida podmince plazmonové rezonance pouze Uzky pas kolem
urcité frekvence, pro soubor agregovanych nanocastic je typicky mnohem Sirsi pas
plazmonové rezonance [4]. K takovémuto nehomogennimu rozsifeni rezonancni
krivky dochazi obecné u substratl s urcitou distribuci velikosti a tvar( jednotlivych
nanocdstic. V mnoha ptipadech vytvareji SERS-aktivni substraty fraktalni struktury
(sobépodobné utvary, tedy utvary, které vypadaji stale stejné pfi zméné méfritka),
kterym muZe prisluSet pas plazmonové rezonance pokryvajici ¢asto celou viditelnou
oblast spektra [16, 21]. Pocet hot-spotl v obvyklém vzorku je ovsem zpravidla velmi
maly; nékteré odhady naznacuji, Ze pouze asi 3 % adsorbovanych molekul se
nachazi pobliz hot-spotl a zbylych 97 % molekul pobliz mnohem méné zesilujicich
mist, ¢imZz obvykle dojde ke zprimérovani signalu na vyslednou typickou hodnotu

zesileni 10° — 10° [13].

2.2. Molekularni mechanismus zesileni
Molekularni neboli chemicky mechanismus zesileni je zalozen na zesileni

polarizovatelnosti molekuly ﬁH v disledku jeji interakce skovovym povrchem.
Molekuldrni mechanismus zesileni vyzaduje, aby byla molekula v pfimém kontaktu
s kovovym povrchem, na druhé strané vSak nanometrické nerovnosti v kovu nejsou
nutnou podminkou. JelikoZ je vtomto pripadé energie interakce molekuly s kovem
srovnatelna s energii chemické vazby, hovofime o chemisorpci molekuly na kovovy
povrch za vzniku komplexu molekuly s kovem (podle [3] se chemisorpci mini
interakce, jejiz energie je v absolutni hodnoté vétsi, nez 40 kJ/mol, coZ vétsinou
odpovida kovalentni vazbé mezi molekulou a kovem; naopak interakce s energii
v absolutni hodnoté mensi, nez 25 kJ/mol, je nazyvana adsorpce). Udava se, Ze
molekuldrni mechanismus zesileni pfispiva k celkovému SERS zesileni zhruba

faktorem 10' - 10° [16], ackoliv podle [5] hodnota zesileni dana molekuldrnim
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mechanismem jen zfidkakdy presahne faktor 10. Pravé interakce molekuly s kovem
vSak mlZe podstatnym zplsobem ovlivnit tvar vysledného spektra, které se tak
muzZe znacné lisit od spektra volné molekuly. Vznik komplexu molekuly s kovem
Casto zapfi€ini zménu bodové grupy molekuly i zménu struktury jejich
elektronovych hladin, ¢imz m(ize dochazet k posuvu nékterych spektralnich car i

zméné jejich Sitky, ale mohou se objevovat i pasy nové, pfislusejici vazbé molekuly

s kovem apod.

Zesileni dané molekuldarnim mechanismem se nejcastéji vysvétluje mechanismem
pfenosu naboje mezi molekulou a kovem (CT, z angl. charge transfer, viz obr. 5,
[22]). To, zda se zesileni dané molekularnim mechanismem projevi na celkovém
zesileni, zaleZi na vinové délce excitatniho zafeni a na rozloZeni energetickych
hladin molekuly vzhledem k Fermiho hladiné kovu. Jsou-li hodnoty energii
prislusejici nejvyssSimu obsazenému molekulovému orbitalu (HOMO, z angl. highest
occupied molecular orbital) a nejnizSimu neobsazenému molekulovému orbitalu
(LUMO, z angl. lowest unoccupied molecular orbital) rozlozeny symetricky kolem
Fermiho hladiny kovu, muze dojit vlivem excitacniho zareni k prenosu elektronu
z kovu na molekulu ¢i naopak. Tim miZe dojit ke zméné polarizovatelnosti molekuly
a k vyslednému zesileni pak dochdzi mechanismem analogickym, jako
u rezonan¢niho Ramanova rozptylu. Zvysenim excitacni vinové délky lze docilit toho,
Ze energie dopadajiciho fotonu nemusi byt k pfenosu naboje dostateéna, a zesileni

dané molekularnim mechanismem tudiz neni pfitomno.
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Obrazek 5: Schéma mechanismu pfenosu naboje. V levé ¢asti obrazku jsou energetické hladiny
kovu, v pravé c¢asti energetické hladiny molekuly. E; znaéi hodnotu Fermiho energie kovu. Pfi
dostatecné nizkych teplotach obsazuji elektrony v kovu vyhradné energetické hladiny lezZici pod
hodnotou Fermiho energie (zaCernéna oblast v obrazku). V obrazku jsou znazornény mozné
prechody elektronu z hladiny HOMO do Fermiho hladiny kovu, resp. prechod elektronu z Fermiho
hladiny kovu do hladiny LUMO. Takovyto prechod je doprovdzen zménou struktury elektronového
obalu molekuly a mlze vést ke zvyseni polarizovatelnosti molekuly. Excitace molekuly zarenim
o frekvenci potifebné k pfimému piechodu zhladiny HOMO do hladiny LUMO odpovida
rezonan¢nimu (povrchem zesilenému) Ramanovu rozptylu, toto je na obrazku znazornéno svislou
plnou Sipkou. V méfitku na tomto schématu je k prechodu mezi uvazovanymi molekulovymi orbitaly
a Fermiho hladinou zapotrebi priblizné 2x mensi energie, nez k excitaci samotné molekuly do vyssiho
elektronového stavu. PreruSovanou carou je znazornéna energie potiebnd kionizaci elektronu.
Zpracovano podle [22].
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3. SERS-aktivni povrchy

Jako SERS-aktivni povrchy neboli SERS substraty se v SERS spektroskopii nazyvaji
vSechny kovové struktury, které poskytuji zesileni svym povrchem. Dostatecné velké
zesileni je v SERS spektroskopii nejdulezitéjSim predpokladem pro to, aby bylo
mozno ziskat signal i pfi velmi nizkych koncentracich méreného vzorku. Pro
kvantitativni analyzu je vSak témér stejné dlilezitd i dostatecna homogenita a ¢asova
stabilita pouzitého povrchu, kterd je klicova pro reprodukovatelnost ziskanych dat.
Maximalni pfipustna odchylka mezi intenzitou signdlu v ramci rliznych mist povrchu
i vramci rGznych povrch(, pripravenych toutéZ metodou, je optimalné udavana
okolo 20 % [23]. Zaroven musi byt takovy povrch dostate¢né odolny vuci
kontaminaci jinymi nezddoucimi latkami, které by mohly prekryvat signdl mérené
molekuly a znehodnotit tak celd méreni. Snahou soucasné SERS spektroskopie je
vyrobit takovy povrch, ktery by vSechny vySe uvedené predpoklady splfoval.
V neposledni fadé je tfeba volit kompromis mezi jednoduchosti pripravy,

dostupnosti a cenou takového povrchu.

70. a 80. let, patti zdrsnélé kovové elektrody, kovové ostrivkové filmy a kovové
koloidy. Kvali vysokym narokiim na dostatecné citlivou a reprodukovatelnou detekci
molekul se zhruba v poslednich 15 letech zacaly objevovat dalsi typy pravidelnych
pevnych nanosubstratl se snahou mit pod kontrolou velikost, tvar i usporadani
nanocastic na povrchu. Ztéchto metod zminme napf. litograficky pfipravené
pravidelné nanostruktury vyuzivajici jako templat dielektrické kulicky (metoda tzv.
nanosphere lithography [24, 25] nebo jeji varianta hole-mask colloidal lithography
[26]), povrchy pripravené elektronovou litografii [27] nebo magnetronovym
naprasovanim pod velkym dhlem [28]. Podrobnéjsi informace o nékterych z téchto
metod Ize prehledné najit napt. v [7, 29]. Na Oddéleni fyziky biomolekul MFF UK je
v poslednich letech vénovana znacna pozornost imobilizaci kovovych nanocastic na
pevné substraty, ¢imzZ je moZno ziskat stabilni povrch s relativné Uzkou distribuci
velikosti ¢astic. Kovové nanocastice je mozZno na podloZznim skle bud nechat
zaschnout [30], nebo je imobilizovat na povrch sklicka pomoci silanu [31, 32].

Takovéto povrchy byly pouZity v pracich [33, 34] predevsim ke studiu porfyrind.
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Pro urcité druhy molekul a nékteré substraty je diky pfitomnosti hot-spotli mozno
ziskat signal presahujici i standardné udavany faktor zesileni 10> a7 10’, oviem
zpravidla s vysokou mirou nereprodukovatelnosti. Pravé casta nepfima umérnost
mezi reprodukovatelnosti daného substratu, vyZzadovanou pro rutinni analytické
Ucely, a citlivosti, tedy schopnosti detekovat dané molekuly za velmi nizkych

koncentraci, byla v SERS spektroskopii nazvana principem neurcitosti [23].

Z teoretickych uvah, vychazejicich z tvaru frekvencni zavislosti relativni permitivity
kovl, diskutovanych v predchozi kapitole, plyne, Ze stfibro by mélo poskytovat ve
viditelné oblasti ze vSech kov(l nejvétsi SERS zesileni. Ve skutecnosti existuje nékolik
dlvodl, proc¢ je vnékterych situacich vhodné dat prednost spiSe povrchim
vyrobenym ze zlata. Zlato, ackoliv v principu poskytuje o néco mensi zesileni, nez
sttibro, totiz vykazuje lepsi stabilitu, je méné nachylné k oxidaci, nez sttibro, a také
je biokompatibilni, coz je duleZita vlastnost pro studium biologickych objekt(.
Uspédnost SERS experimentu viak zavisi nejen na vlastnostech kovové struktury, ale
i na vlastnostech molekuly a jeji schopnosti se na dany povrch adsorbovat. Tato
schopnost je primarné urcena elektrostatickymi interakcemi mezi zkoumanymi
molekulami a kovovym substratem, ale i vzajemnou chemickou afinitou. Jelikoz
vysledny naboj adsorbovanych molekul zavisi na pH, Ize oéekdvat znaénou zménu
intenzity jejich past ve spektru s ménicim se pH (viz napf. [35, 36]). Ve specidlnich
pfipadech lze kovovy povrch vhodnou metodou funkcionalizovat tak, aby se na néj
cilené vazaly pouze uréité skupiny molekul. O nékterych metodach takovéto
funkcionalizace se zminime v kapitole 4. Vzhledem k tomu, Ze dominantnim
mechanismem zesileni je v SERSu elektromagneticky mechanismus, je nutno peclivé
volit i vinovou délku excitacniho zafeni, nebot i pfi vyborné zesilovaci schopnosti
daného substratu mulze byt pfi pouZiti nevhodné vinové délky vysledny signal
(v lepSim pripadé) jen o malo vétsi, nez signdl ziskany bez pritomnosti zesilujiciho

kovového povrchu (viz obr. 4).°

® U klasického Ramanova rozptylu je Ucinny prifez Ramanova rozptylu amérny c¢tvrté mocniné
frekvence rozptyleného zareni, tedy zvySeni excitacni vinové délky feknéme z 500 nm na 600 nm
vede k pfiblizné dvojndasobnému poklesu intenzity past ve spektru. V pfipadé povrchem zesileného
Ramanova rozptylu ovsem takovéto zvySeni excitacni vinové délky mulze vést naopak k tomu, Ze
vysledna intenzita pasl ve spektru bude naopak mnohem vétsi (viz obr. 4).
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V nasledujicich odstavcich si vSimneme blize nékterych z vySe uvedenych SERS-

aktivnich povrch, které byly pouzivany béhem vlastnich méreni této prace.

3.1. Kovové koloidy

Kovovy koloid je suspenze kovovych nanocastic o velikosti zhruba 1 — 100 nm
rozptylenych v roztoku — jednd se tedy o heterogenni systém [3]. Zminime se zde
o jejich nejcastéjsim zplsobu pfipravy, ktery byl v prlibéhu této prace také pouzit,

a to o pripravé koloid(i pomoci chemické redukce.

Pti chemické redukci se anorganicka stl, obsahujici nejcastéji kationt stfibra nebo
zlata, redukuje vhodnym redukénim cCinidlem. V literatufe bylo dosud popsano
nékolik takovych zpUsobU pfiprav, a to vyuzivajici redukci AgNOs ¢i HAuCl; pomoci
borohydridu sodného [37], citrdtu sodného [38], popf. redukci AgNO; pomoci
hydroxylamin-hydrochloridu [39]. Velikost vzniklych nanocastic a jejich tvar zavisi na
podminkach pfipravy, mezi které patfi zejména mnozstvi vychozich latek, teplota,
pH, ale i rychlost michani vznikajici smési. Vyhodou takto pfipravenych koloidu je
nizka cena a relativni jednoduchost pripravy, ktera neni naro¢na na pouzité
experimentalni zafizeni — napf. hydroxylaminovy koloid [39] muZe byt oproti
ostatnim pfripraven jiz za pokojové teploty a lze jej pouzit jako SERS-aktivni substrat
okamZité po jeho pfipravé. Nevyhodou je ovSem S$patna reprodukovatelnost
takovychto povrchd plynouci z toho, Ze i velice mala zména ve zpUsobu pfipravy
koloidu mlze vést ke znacnym rozdildm v jeho vyslednych vlastnostech i v jeho
vysledné schopnosti fungovat jako SERS-aktivni substrat. Jiz v ¢lanku [39] bylo
ukdzano, Ze k rozdilné distribuci velikosti vzniklych nanocastic hydroxylaminového
koloidu muze vést i poradi miseni dvou dil¢ich roztokd, ze kterych vysledny koloid
vznika, ¢&i rychlost tohoto miseni. Pro uUspéSnou pfipravu kovového koloidu je

v neposledni fadé nezbytna také Cistota pouzitého nadobi.

Dalsi vyhodou kovovych koloidl je to, Ze je lze snadno charakterizovat pomoci
extinkéniho spektra (SPE, z angl. surface plasmon extinction), které zahrnuje extinkci
zareni v takto pripraveném koloidu, tedy pokles intenzity svétla v disledku absorpce

a elastického rozptylu. Optimalni vinova délka pouZitelnd k rezonancni excitaci
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povrchovych plazmon( by méla odpovidat poloze maxima extinkéniho pasu. Z Sirky
tohoto pasu lze nasledné usuzovat na distribuci velikosti nanocastic. Extinkéni
spektrum lze snadno zméfit pomoci UV-VIS absorpcéniho spektrometru. Zatimco
pro monodisperzni systémy, tedy systémy obsahujici ¢astice pouze prakticky jedné
velikosti, je charakteristicky velice uzky extinkéni pas, pfi SirSi distribuci velikosti
Castic a vzniku vétsich agregatld dochazi k nehomogennimu rozsiteni pdsu, ktery ve
vysledku mubzZe pokryvat i celou viditelnou oblast [4]. Dalsi mozZnosti, jak
charakterizovat kovovy koloid, je vyuziti elektronové mikroskopie (SEM, z angl.
scanning electron microscopy, nebo TEM, z angl. transmission electron microscopy),
pomoci nichz Ize ziskat podrobné;jsi informace o rozmérech kovovych nanodastic,

jejich tvaru a celkové distribuci.

Cerstvé pripraveny koloid je tvoreny kladné nabitymi kovovymi nano&asticemi,
okolo kterych se vytvofi zaporné nabita obalka iontd redukéniho Cinidla. Velikost
tohoto ndboje a jeho rozlozeni v okoli kovového povrchu rozhoduje o schopnosti
koloidu adsorbovat dany analyt a také o jeho stabilité, tj. odolnosti v{ci agregaci.
Pokud bude odpudiva sila mezi okolnimi ¢asticemi koloidu mensi, nez uréitd mezni
hodnota, tak za¢nou koloidni ¢astice agregovat, precipituji z roztoku a usadi se na
dné nadoby — takovyto koloid pak neposkytuje potifebné zesileni. Miru agregace lze
ovsem ovlivnit pfidanim vhodného agregacniho Cinidla — nej¢astéji anorganické soli
obsahujici kationty sodiku, drasliku, vapniku ¢i horciku a chloridové, siranové nebo
dusi¢nanové anionty [40]. Pridanim urcitého mnozstvi soli do koloidu lze snizit
elektrostatickou repulsni bariéru mezi okolnimi &asticemi koloidu, které se pak
k sobé mlzZou vice priblizit a vytvorit struktury, které ve vysledku poskytuji vétsi
zesileni, nez izolované castice [40]. V SPE spektru se agregace mezi Casticemi
koloidu projevi rozsifenim pasu a posuvem do Cervenéjsi oblasti [4, 9] — zménu
barvy koloidu tak Ize nékdy pozorovat i pouhym okem. Stejné jako samotna pfiprava
koloidu, i efekt agregace zavisi na mnoha rliznych parametrech, jako je teplota, pH,
poradi miseni dil¢ich vzorkd (koloid, agregacni Cinidlo a méreny vzorek), rychlost
michdani i ¢as, coz je dalsim dlvodem, pro¢ je méreni na koloidech stale zatizeno

vysokou mirou nereprodukovatelnosti.
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U SERS spekter ziskanych méfenim na koloidech je tfeba dbat opatrnosti pfi jejich
interpretaci; obzvlasté je treba rozlisit pdsy pfislusejici mérené molekule od
parazitnich (anomalnich) past pochazejicich ze samotného koloidu, popf. ze smési
koloidu a agregacniho Cinidla (v horSim pfipadé i z jinych neznamych kontaminanta).
Jesté slozitéjsi situace nastava tehdy, pokud se pas pfrislusejici mérené molekule
a néjaky z past pochazejicich od koloidu prekryvaji, a nelze je tudiz bezpecéné odlisit.
V praxi to znamen3, Ze ackoliv na prvni pohled mGzZeme v SERS spektru zkoumané
molekuly rozlisit pomérné znacné mnoizstvi pasu, ve skutecnosti jen malo z nich
mUzZe prisluset samotné zkoumané molekule. Obecné je tak pro dany koloid nutno
zméfit nejen spektrum zkoumané molekuly (tedy smési koloidu, agregacniho ¢inidla
a dané molekuly), ale i spektrum samotného koloidu a spektrum koloidu spolu
s agregacnim Cinidlem. Vyskyt téchto anomadlnich pasd byl v odborné literature
zatim zkouman spiSe okrajové (viz napt. [41, 42]), jejich detailngjsi studie

a vysvétleni jejich presného plivodu vsak dosud chybi.

3.2. Povrchy pripravené magnetronovym naprasovanim

Pfi metodé oznacované zkratkou OAD (z angl. oblique angle deposition) dochazi
k naprasovani atom stribra na Cisté podlozni sklicko nebo kiemikovou desti¢ku pod
Sikmym uhlem [43, 44]. K depozici obvykle dochazi pfi tlaku << 1 Pa. Svazek atom(
dopadajici na substrat na ném v prvni fazi vytvari ostrivkovité filmy; po urcité dobé
se vSak diky efektu stinéni dopadajici ¢astice nemohou dostat do vSech mist
substratu a rostou preferencné jen v urcitych oblastech, ¢imz dochazi ke vzniku
sloupcovitych struktur (angl. nanorods, nanopillars). Probiha-li depozice pod Uhlem
a vic¢i normale pouzitého substratu (obr. 6), budou vzniklé sloupce rist prevainé

pod uhlem B, ktery souvisi s uhlem a pribliznym vztahem [45]

f = a — arcsin (1_C;S a); (3.1)

uhel B je tedy vidy mensi, nez uhel a (viz obr. 6). Vlastnosti vzniklého substratu je
mozno modifikovat zménou uhlu a, teplotou substratu nebo dobou depozice, ktera
souvisi s tloustkou vzniklé kovové vrstvy. Uhel a je ¢asto volen vétsi, nez 80°, takie

depozice pak probihda témér rovnobéiné s povrchem substratu [43, 46]. Timto
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postupem lze pripravit struktury majici rozméry nékolika desitek nanometr( a lze je

snadno charakterizovat napf. pomoci SEM.

Uhlem o je pfi metodé OAD uréen nejen uhel B, ale i vzdalenost jednotlivych
sloupcll od sebe neboli pérovitost vznikajiciho povrchu. Pfi modifikaci metody OAD,
metodé GLAD (z angl. glancing angle deposition), je substratem pfi depozici zaroven
otaceno okolo jeho normdly, ¢imZ je moino pfi daném depoziénim Uuhlu
a dosahnout mensiho dhlu B, nez jaky by odpovidal vzorci (3.1), ale se zachovanim
velikosti mezer mezi jednotlivymi sloupci (podrobnéji viz napt. [28]). Poznamenejme
viak, Ze v odborné literatufe nemusi byt takto zavedené nazvoslovi jednoznacné,
a nékdy se zkratka GLAD pouZiva i pro zpusob pfipravy zde popsany zkratkou OAD
[47].

Y/ Ly
ﬂﬂﬂﬂﬂﬁﬂﬂﬂﬂﬁ 22 P 2

Substrat Substrat

Obrazek 6: Pfiprava naprasSovanych povrchli. Na obrazku vlevo je Uhel depozice a = 30°, ¢emuz
podle vzorce (3.1) odpovida uhel rlstu castic B = 26°. Na obrazku vpravo je uhel depozice a = 80°,
¢emuzZ podle vzorce (3.1) odpovida uhel ristu ¢astic B = 56°. Pfi metodé OAD (stacionarni poloze
substratu vic¢i sméru naprasovani) je pro dany substrat pfi dané teploté uhlem a jednoznacéné urcen
i uhel B a mezery mezi jednotlivymi vznikajicimi sloupci. Otacenim substratu okolo jeho normaly
béhem depozice je moZno pfipravit povrch sjen nepatrnou odchylkou sméru rlstu castic vici
normale substratu, ale s vétsi porovitosti (mensi hustoté ¢astic na povrchu substratu). Zpracovdno
podle [28].

3.3. Litograficky pripravené pravidelné nanostruktury

V metodé nanosphere lithography (NSL) je na Cistou sklenénou nebo kifemikovou
podlozku nanesena vrstva nanokulicek z dielektrického materidlu (nejcastéji
polystyrenu) s typickymi rozméry nékolika desitek az stovek nanometrd, které po
zaschnuti vytvareji na povrchu samousporadané vrstvy. Po napareni kovu na
takovouto strukturu vznika povrch s nerovnostmi, jejichz velikosti jsou dany
rozméry pouZzitych kulicek a jejich vzajemnou vzdalenosti. To dava vzniku utvarim
podobnym obracenym mistickam, které jsou v literatufe oznacovany zkratkou FON

(z angl. film over nanospheres), [25]. Naslednym chemickym odstranénim
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polystyrenovych kulicek lze dosahnout toho, Ze zbylé struktury (Useky napafeného
kovu, které se vytvorily v mezerdch mezi kulickami) budou mit spiSe trojuhelnikovity
tvar. Modifikaci této metody, postupem tzv. hole-mask colloidal lithography, je
vytvorena samousporadanad vrstva polymernich kuli¢ek na sklicku pfedem pokrytém
vrstvou polymeru. Po depozici zlatého filmu a mechanickém odtrzeni
polystyrenovych kuli¢ek zGstanou na povrchu stfidavé mista pokrytd zlatem a mista
bez zlata, kde byly polystyrenové kulicky odstranény. Chemickym odstranénim
polymeru v mistech, kde byly odstranény polystyrenové kulicky, dalSim naparenim
zlatého filmu a dalSim chemickym odstranénim prebyte¢ného polymeru lze ziskat
struktury oznacované jako nanodirky nebo nanodisky (viz obr. 7). Zménou uhlu
naparovani mohou vznikat napf. Utvary podobné mésickim nebo kuzilkim.
Takovouto zménou tvaru vzniklych nanocastic, resp. zménou jejich velikosti, Ize ladit
rozloZeni elektromagnetického pole v blizkosti povrchu, a tedy i rezonanéni vinovou
délku. Uvedenym postupem lze pfipravovat substraty o povrchu az nékolik cm? [26].

Morfologii takto pfipravenych povrch(l lze zkoumat napf. pomoci mikroskopie

atomadrnich sil (AFM, z angl. atomic force microscopy).

Self-assembly of Deposition of gold mask
PDDA h e h
Spin-coating of PMMA charged layer (+) Ll g L R g g g
PMMA PMMA PMMA PMMA
Glass Glass Glass Glass
Adhesi\re_tzfpe Heac.tive ion Deposition of Lift-off in acetone
striping etching gold
[w] nanopartlc E5

PMMA PMMA PMMA __ - - — —
Glass Glass Glass Glass

Obrazek 7: Schéma pfipravy pravidelnych zlatych nanostruktur. Pievzato z material@ UFE.
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4. Aplikace SERS spektroskopie pro studium
biomolekul, SERS biosenzing

Jak jsme se snazili naznadit uz v predchazejici kapitole, metoda povrchem zesileného
Ramanova rozptylu predstavuje extrémné citlivou metodu vibraéni spektroskopie,
pouzitelnou ke studiu biomolekul za velice nizkych koncentraci. Zatimco ke studiu
spekter klasického Ramanova rozptylu biomolekul je tfeba pouzivat pomérné velké
koncentrace molekul (Fadové 102 az 10 M, pfitemz horni limit této koncentrace je
¢asto dany rozpustnosti zkoumané latky v pouZitém rozpoustédle), povrchem
zesileny Raman(v rozptyl umoznuje tyto studované koncentrace i o nékolik rad(
snizit, ¢imZ je moZno studovat spektra biomolekul i za fyziologickych koncentraci.
Chovani mnohych biomolekul ve velmi zfedénych roztocich pfitom mize byt
odlisné, neZ za vyssich koncentraci, pfi kterych mliZzou nékteré molekuly agregovat.
Horni hranice Ucinného prarezu povrchem zesileného Ramanova rozptylu mUze byt
dokonce jesté vétsi, nez u fluorescence; prednosti Ramanova rozptylu pred
fluorescenci je navic unikatni “otisk prstu” (fingerprint) mérené molekuly ve
spektrech, ktery zajistuje mnohem vétsi specificitu a pomaha spolehlivéji urdit
pfitomnost molekuly i v pfitomnosti pozadi a pripadnych parazitnich pasu. Efekt
zesileni s sebou pfindsSi i mensi experimentdlni ndrocnost a moziné zkraceni
akumulaéni doby z obvyklych minut az desitek minut na sekundy az zlomky sekund,
¢imZ je mozno sledovat nékteré fyzikalné-chemické procesy v redlném c&ase. Pfi
méreni v mikro-modu (na Ramanové spektrometru kombinovaném s mikroskopem
— viz kapitola 5.2) lze ziskat signal z oblasti o rozméru odpovidajici fadové vinové
délce pouzitého svétla. Pfi tzv. metodé TERS (z angl. tip enhanced Raman
spectroscopy) je mozno dostat dokonce lepsi prostorové rozliseni, nez je difrakéni

limit viditeIného svétla [48].

Nevyhodou povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie je pfriliSné zahfivani
molekul na kovovych povrsich v dlisledku pritomnosti silného elektromagnetického
pole, coz mlzZe vést k dekompozici adsorbovanych molekul. Ve spektru biomolekul
je pak moino pozorovat fadu ostrych car, které vsak obvykle nepochazeji ze
samotné molekuly, ale z uhlikatych produktl vzniklych jejim tepelnym rozkladem.

Poloha i intenzita téchto c¢ar muiZe v céase znatné fluktuovat a pfi delSich
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akumulacnich dobach se stfeduje do pdsu, vytvarejicich ve spektru Siroké pozadi [49
— 51]. Ackoliv byly navrieny metody k eliminaci tohoto nezadouciho jevu [52],

moznosti jejich pouziti jsou v praxi stale jeSté pomérné omezené.

Jak jiz bylo zminéno, jednim z nejvétSich problémU SERS spektroskopie je $patna
reprodukovatelnost namérenych dat souvisejici s nehomogenitou a nestabilitou
pouzitych substratd. Pfimocara vSak nemusi byt ani interpretace namérenych dat.
Interakce molekuly s kovem muze zapficinit zménu poloh nékterych past ve
spektru, zménu pomérd jejich relativnich intenzit oproti spektru klasického
Ramanova rozptylu, zménu jejich polositek, popf. vznik zcela novych pasl (viz
kapitola 2.2). Znamy je napf. pfipad inkorporace atomu stfibra do porfyrinového

cyklu [53 — 55]. PFi kontaktu biomolekuly s kovovym povrchem také mlze dochazet

k denaturaci a zméné jeji vyssi urovné struktury (napft. [56, 57]).

Prvni pokusy o zméreni SERS spekter nékterych biomolekul byly provedeny uz na
zaCatku 80. let, kdy byla ziskana prvni SERS spektra aminokyselin i nékterych
proteinll [57 — 59]. | po vice nez 30 letech se vSak SERS spektra téchto biomolekul
stdle intenzivné studuji ve snaze optimalizovat experimentalni podminky, snizovat
hranice detekénich limitd a spolu s vyvojem novych pravidelnych pevnych
nanosubstratl zajistovat vétsi reprodukovatelnost namérenych dat. Navzdory tomu
se vSak SERS spektra napt. nékterych aminokyselin, publikovanad v poslednich
nékolika letech [30, 35, 36, 40, 42, 60 — 69], ¢asto znacné lisi, a to nejen pfi méreni
na rlznych typech substratl, ale i v ramci stejného substratu. Pritom
koncentrace 10® M [62], a to i pfi méfeni na bézné dostupnych koloidech. Typické
koncentrace nékterych proteinid nebo oligopeptidl, pouZitelné k méreni SERS
spekter, se v literatufe pohybuji pfiblizné v ¥adu 10> M az 10° M [70 — 73],
ojedinéle viak az 107 M [74]. Takto nizké koncentrace by ziejmé& mohly pred¢it
i metodu kapkové nanasenych povlakll (DCDR, z angl. drop coating deposition
Raman), kde se diky zahusténi vzorku na okraji kapky nakapnuté na hydrofobnim
povrchu typické méfitelné koncentrace nékterych proteini pohybuji v fadu 10° ™M
[75]. Dalsi skupinou casto zkoumanych biomolekul v SERS spektroskopii jsou

nukleové kyseliny a jejich soucasti. Ze tfi zakladnich sloZzek nukleovych kyselin
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(sacharid, fosfat a dusikaté baze) poskytuje obvykle nejvétsi SERS signal dusikatd
baze, casto vyrazné prevySujici signdl ostatnich casti molekuly. Pozice
nejintenzivnéjsiho pasu dusikatych bazi ve spektru mlze, podobné jako ve spektru
klasického Ramanova rozptylu, slouzit k jednoznacné identifikaci daného
mononukleotidu [76 — 78]. Pfesto se vSak SERS spektra nukleovych kyselin mohou
znacné lisit od spekter nativni DNA, zjisténych pomoci klasického Ramanova
rozptylu. Tvar ziskanych spekter je ovlivnén predevsim uspordddnim vidken DNA
(jednovlaknova/dvouvldknova), pH, které rozhoduje o zpUsobu vazani molekuly na
kovovy povrch a vpfipadé koloidd ipouzitym agregacnim Cinidlem [78].
Koncentrace nékterych nukleotid pfi méreni na borohydridovém koloidu se pfitom
v &lanku [78] pohybuje v Fadu 10™ a7 10® M. Citlivd a reprodukovatelnad detekce
biomolekul v takto nizkych koncentracich by mohla oteviit nové moZnosti
bioanalytickych aplikaci véetné SERS biosenzingu. Metoda povrchem zesileného
Ramanova rozptylu ma proto rozsahlé potencidlni aplikace v oblastech od analytické
chemie pres medicinské diagnostiky, analyzy znecisténi ovzdusi ¢i potravy
a kriminalistiku az po analyzu uméleckych dél a lze ji bez nadsazky oznacit za silné
multidisciplinarni obor na hranici mezi fyzikou, chemii, biologii ainzenyrstvim.
Podrobnéjsi informace o soucasném stavu poznani SERS spektroskopie a nékteré

konkrétni aplikace Ize najit souhrnné napfr. v [4, 9, 79].

Potencidlni aplikace povrchem zesileného Ramanova rozptylu v biosenzingu
vyzaduji jednak schopnost specifického navazani molekuly na povrch substratu a jeji
specificky SERS signal, ktery by mél znacné prevysSovat signdl dalSich molekul
pfitomnych v méreném vzorku, nebo by od nich mél byt alespornn dostatecné
odlisny. Takové zatizeni, pomoci néhoz Ize zjistovat pritomnost urcitych biomolekul
v méfeném vzorku, se obecné nazyva biosenzor. Vhodnou funkcionalizaci zlatych
nebo stfibrnych povrchi je skute¢né mozno docilit pfipravy ivysoce selektivniho
senzoru, ktery bude mit afinitu pouze ke specifickym latkam. Pfi takové procedure
je na povrch kovu prichycena vrstva molekul (nej¢astéji prostiednictvim thiolovych
skupin vytvorenych vhodnou chemickou modifikaci) tak, Ze postranni skupiny téchto
molekul slouzi jako bio-rozpoznavaci elementy pro jiné tercové molekuly, jejichz

pfitomnost, popf. mnozstvi chceme stanovit. Pfi inkubaci takového povrchu
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vroztoku dojde kvysoce specifickému navdzani terCovych molekul na povrch
senzoru, ¢imZ se molekula dostane do blizkosti kovového povrchu, a nasledné je
moino z ni méfit SERS. Zadouci je v takovém pfipadé potlaéeni jakychkoliv
nespecifickych vazeb, které by pfi méreni mohly poskytovat parazitni signal. Mezi
skupiny nejcastéji pouzivanych latek svysokou vzdjemnou afinitou patfi
receptorové proteiny svysokou afinitou k nékterym liganddm (napf. disociaéni
konstanta dvojice avidin/biotin je v fadu 10™ [80]), protilatky s vysokou afinitou
k pFislusnym antigenGim nebo vzajemné komplementarni fetézce oligonukleotidd.’
Tercova molekula navdzand na povrch biosenzoru, neni-li jeji SERS uc¢inny prifez
dostatecny k prfimé detekci, mize byt dale inkubovana v roztoku obsahujicim
molekuly, které jsou chemicky oznaceny jistou molekulou s vysokym SERS U¢innym
prarezem a které jsou schopné se na tercovou molekulu selektivné navazat.
Navazani terové molekuly na povrch biosenzoru je ndsledné indikovano SERS

signalem této chemické znacky (viz napf. [81]).

Poznamenejme, Zze vySe uvedend metoda navazovani biomolekul na povrch senzoru
prostfednictvim vysoké afinity kjejich specifickym biochemickym partnerim je v soucasnosti
vyuzivana i u skupiny senzorl zaloZzenych na rezonanci povrchovych plazmon( (SPR), jejichZ poufZiti
a dalsi vyvoj jsou do budoucna povazovany za velice perspektivni [82].
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5. Experimentalni metody a pouzité vzorky

5.1. Ramaniv spektrometr

Pro méreni spekter Ramanova rozptylu byl pouZit mnohokanalovy Ramaniv
spektrometr, umistény v laboratofi Oddéleni fyziky biomolekul MFF UK. Jako
excitacni zdroj byl pouzit Nd: YVO, laser Verdi V-2 s vinovou délkou 532,027 nm.
Vykon na vystupu laseru byl pro méfeni SERS spekter nastaven na 0,2 W, coz
odpovidalo vykonu 0,12 W paprsku vstupujiciho do kyvety. Paprsek z tohoto laseru
byl vedeny pomoci soustavy zrcadel a CoCek do vzorkové komory na kyvetu
s mérenym vzorkem, pfiCemZz ke sbéru rozptyleného zareni byl pouzit sbérny
objektiv ve sméru svirajicim uhel 90° oproti plvodnimu sméru chodu laserového
paprsku (tzv. pravouhlé usporadani). Tato ¢ast aparatury byla ze vSech stran
chranéna cernymi zdvésy proti nezadoucimu zareni vstupujicimu zvnéjsku, navic
okna laboratofe byla trvale zatemnénad. Detekcni systém aparatury byl tvofen CCD
detektorem, chlazenym tekutym dusikem na teplotu okolo 150 K. Separace
rozptyleného zareni v zavislosti na vinoctu byla provedena pomoci spektrografu
Jobin Yvon — SPEX 270M s ohniskovou vzdalenosti 270 mm, obsahujiciho mfizku
s 1800 vrypy/mm. Jelikoz signal mérenych vzorkd bylo tfeba ziskavat ze spektralni
oblasti odpovidajici Ramanovym posuvim pfiblizné od 400 cm™ do 1800 cm’,
nastavili jsme polohu mfizky pro stfed mérené oblasti odpovidajici vinové délce 574
nm (v pravé casti spekter vodnych roztokl bylo moZzno pozorovat Ramanlv pas
deformacnich vibraci vody). Nastaveni polohy mftizky, véetné moZnosti prepnuti
mezi dvéma dostupnymi mftizkami (mfizka oznacend jako grating 1 s1200
vrypy/mm a mfizka oznacena jako grating 2 s 1800 vrypy/mm), bylo moZno provést
pomoci ovladaci konzole spektrometru HandScan. Sitka vstupni $térbiny byla na
displeji nastavena na 60 um, coz podle kalibraéni tabulky spektrografu odpovidalo
realné Sitce 43,4 um. Tato Sitka dovolovala ve vySe uvedeném usporadani mérit
spektra Ramanova rozptylu s rozlidenim okolo 3 cm™. K dosazeni optimalniho
signalu Ramanova rozptylu daného vzorku bylo také moino jemné pohybovat
drzakem kyvety ve tfech vzdjemné kolmych smérech. Tato poloha byla béhem

méreni prabéiné korigovdna pomoci spektra toluenu, obsahujiciho velmi silné
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spektralni ¢ary. Sbér dat, tedy Udaje o zavislosti intenzity rozptyleného zareni na

vinoctu, byl realizovan fidicim pocitacovym programem spektrometru WinSpec.

Ihned po zméreni kazdého spektra bylo tfeba zmérit spektrum kalibracni neonové
vybojky, coZ se teSilo zastinénim drahy laserového paprsku pobliz jeho vystupu
z laseru a nastavenim hranolu pobliz sbérné ¢asti spektrometru do pfislusné polohy
tak, Ze dosSlo ke sbéru svételného signalu pouze od vybojky. Spektrum neonové
vybojky obsahuje ve viditelné oblasti fadu ¢ar, jejichz vinové délky jsou tabelovany,
tudiz pfirfazeni téchto znamych hodnot jednotlivym ¢aram vedlo k vytvoreni presné
vinoctové stupnice na vodorovné ose pro kazdé ze zmérenych spekter. Tato
kalibrace byla provadéna pomoci programu NeokalSpex2, ktery vytvoril doc. Bok
z FUUK. Pomoci programu spc2asc byla spektra nasledné prevedena do tabulek ve
formé textovych soubord, které jiz mohly byt snadno pouZity pro dalsi zpracovani

namérenych dat.

5.2. Konfokalni Ramantv mikrospektrometr

Pro méreni Ramanovych spekter z pevnych vzorkd byl v ramci této prace pouzit
Ramaniv mikrospektrometr LabRAM HR 800 Horiba Jobin-Yvon s mikroskopem
BX40 od firmy Olympus, umistény ve stejné laboratofi, jako Ramaniv spektrometr
popsany v kapitole 5.1. Hlavni rozdil oproti Ramanovu spektrometru popsaném
v kapitole 5.1 spociva v tom, Ze Ramanuv mikrospektrometr pouziva usporadani pro
méreni zpétného rozptylu. Jako excitaéni zdroj byl vyuzivdn He-Ne laser s vinovou
délkou 632,816 nm, jehoZ stopa byla pomoci optické soustavy vedena smérem
k pohyblivému stolku mikroskopu a posléze pomoci objektivu fokusovdna na
vzorek.® Tenty? objektiv sbiral i vedkeré odraZené arozptylené zafeni, popf.
fluorescencni zareni, pficemz zareni s nezménénou vinovou délkou bylo filtrovano
pomoci hranového edge filtru. Vykon na vystupu laseru byl 10 mW, coZ odpovidalo
vykonu 6,4 mW paprsku fokusovaného na vzorek. Tento vykon byl vsak béhem

experimentll ¢asto regulovdan pomoci Sedych filtrli, oznacenych jako D1 az D4.

® P¥i souasném usporadani aparatury je mozno pouzit i dalsi laserové zdroje s vinovymi délkami
priblizné 488 nm, 514 nm a 785 nm. Tyto vinové délky vsak byly béhem méreni v ramci této prace
pouzivany jen vyjimecné.

34



Pfesné vykony laserového paprsku fokusovaného na vzorek odpovidajici

jednotlivym filtrdm jsou usporadany v tabulce 1.

Separace rozptyleného zdareni v zavislosti na vino¢tu byla realizovana pomoci
spektrografu HR 800 s ohniskovou vzdalenosti 800 mm, obsahujictho mfizku s 300
vrypy/mm. Detekéni systém aparatury byl tvoren CCD detektorem, chlazenym
tekutym dusikem na teplotu okolo 150 K. V cesté svazku bylo dale zarfazeno optické
vlakno, pomoci néhoz bylo mozno osvétlit vzorek bilym svétlem. Pomoci barevné
kamery tak bylo mozno sledovat povrch vzorku na obrazovce pocitace a tim i velice
jemné nastavovat spravnou fokusaci svazku. Pobliz sbérné casti spektrometru bylo
umisténo otdcivé zrcadlo, jehoz pootocenim bylo mozno docilit toho, Ze svazek

rozptyleného zareni byl veden budto do kamery, nebo do spektrografu.

Tabulka 1: Vykon He-Ne laseru na vzorku v zavislosti na pouzitém filtru
Filtr - D1 D2 D3 D4

Vykon laseru na vzorku/mw 6,4 0,5 0,065 0,02 0,002

Vyhodou Ramanova spektrometru kombinovaného s mikroskopem je moZnost
fokusace stopy laseru do oblasti, jejiz prdmér je radové srovnatelny s vinovou
délkou pouzitého svétla. Pfi pouziti objektivu s vysokou numerickou aperturou (NA)
je mnohem vyssi efektivita sbéru rozptyleného zareni, nez pfi méreni na aparature
popsané v kapitole 5.1, kde sbér signdlu probihd pouze v jednom konkrétnim Ghlu
(objektivem pouzivanym pro méreni SERS spekter byl v této praci vidy objektiv
100x, NA = 0,9, pricemz objektivy s nizsi numerickou aperturou byly vyuzivany
pouze pfi pocateénim hrubém nastavovani polohy méreného vzorku). Pfi
maximalnim uzavieni konfokalni Stérbiny spektrometru je moino ziskat vysoké
rozliSeni nejen ve vodorovné (xy) roviné, ale i hloubkové rozliSeni ve svislém (z)
sméru. Konfokalita vSak pro nase méreni nebyla pfilis podstatnd; naopak uzavreni
konfokalni Stérbiny vedlo ke sniZeni ziskaného signalu, proto byla béhem méreni
SERS spekter konfokalni $térbina oteviend na maximalni hodnotu 1100 pm. Sitka

$térbiny spektrografu byla 100 um, spektralni rozli$eni odhadujeme okolo 3 cm™.

Sbér dat, tedy udaje o zdvislosti intenzity rozptyleného zareni na vinoctu, byl

realizovan fidicim pocitaCovym programem spektrometru LabSpec. Pomoci téhoz
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programu bylo rovnéZ mozino uréovat Sitrku otevieni konfokalni Stérbiny nebo
pootacet mrizku a volit stfed mérené oblasti. Pfislusny software navic dovoloval
naprogramovat na méreném vzorku sit bodd, ze kterych bylo tfeba méfit signal,
a provadét tak Ramanovo mapovani. Posun vzorku vroviné xy byl realizovan
joystickem s nejmensim krokem 0,1 pum, ¢imZz byl zajiStén velice presny vybér

meéreného mista.

5.3. Pomér signal/Sum v Ramanové spektroskopii

Pfesnost méreni spekter Ramanova rozptylu byla na obou vySe popsanych
aparaturach negativné ovlivnéna zejména pritomnosti Sumu. K eliminaci tohoto
nezddouciho jevu jsme proto vyuzili akumulaci spekter. Pomoci pocitacovych
programl bylo mozno u kazdého méreni nastavit dobu trvani expozice i pocet
akumulaci. Pfi zvySovani poctu akumulaci, postupné zaznamendvanych pomoci
pocitace, dochdazelo k opakovanému pramérovani zmérenych spekter, ¢imzZ se
zaroven celkova hodnota Sumu stfedovala na co nejmensi hodnotu. Pfitom plati, Ze
pfi N opakovanych méfenich se Uroveri ndhodného $umu snizi VN krat [1]. Délka
jedné expozice byla pfi méreni spekter klasického Ramanova rozptylu nastavena na
5 sa pri méreni SERS spekter na 1 s; celkovd doba akumulace dat se v pfipadé
spekter klasického Ramanova rozptylu pohybovala v fadu nékolika desitek minut

a v pripadé SERS spekter nejc¢astéji okolo jedné minuty.

5.4. Méreni absorpc¢nich spekter

K méfeni absorpcnich spekter koloidu byl pouzZit absorpéni UV-VIS spektrometr
Lambda 12 od firmy Perkin Elmer, umistény na Oddéleni fyziky biomolekul MFF UK.
Tento spektrometr obsahuje deuteriovou vybojku a halogenovou lampu, které
slouzi jako zdroje zareni ve viditelné a blizké UV oblasti spektra. Disperznim prvkem
je v pfipadé spektrometru opticka mftizka, kterd separuje svétlo z lampy v zavislosti
na vinové délce. Zareni konkrétni vinové délky je posléze pfivedeno na déli¢ svazku
a pomoci detektoru je snimana intenzita svazku po prichodu jak mérenym

vzorkem, tak referenci. Informace o absorbanci, tedy dekadickém logaritmu podilu
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intenzity svétla dopadajiciho na vzorek a intenzity propusténé, je pro kazdou
vinovou délku spektra zapsdna do pocitade prostiednictvim Fidiciho programu
WinAspect. Vysledné absorpcni spektrum je znazornéno jako zavislost absorbance
vzorku na vinové délce zareni. Poznamenejme, Ze pokud dochazi ke snizovani
intenzity svétla po prichodu vzorkem vlivem absorpce i elastického rozptylu,
mluvime obvykle o extinkénich spektrech a misto terminu absorbance pouzZivdme

spiSe termin extinkce.

Veskera méreni extinkénich spekter koloidl probihala v intervalu vinovych délek od
300 do 800 nm s krokem 1 nm a integra¢nim c¢asem 0,1 s. Spektra byla mérena

v kiemenné kyveté s optickou drahou 2 mm, pro jednoduchost vzidy bez reference.

5.5. Pouzité vzorky

Pro pfipravu vzork(l byla béhem diplomové prace pouZita deionizovana voda,
pfipravovana v zafizeni umisténém v laboratofi Oddéleni fyziky biomolekul MFF UK.
Na vymyvani kyvet byla dale pouZita destilovand voda a 65% HNOs; od firmy
Lachema. Pro pfipravu hydroxylaminového koloidu byly pouzity nasledujici

chemikalie:

e Dusi¢nan stfibrny (AgNO3) — od firmy Lachema.
e Hydroxylamin-hydrochlorid (NH,OH-HCl) — od firmy Sigma-Aldrich.
e Hydroxid sodny (NaOH) — od firmy Fluka.

Jako agregacni cinidlo byl pouZit chlorid draselny (KCl) od firmy PENTA. Jako

modelové (bio)molekuly byly pouzity nasledujici latky:

e Aminokyseliny: Cystein, tryptofan, histidin (vSe fady L-) od firmy Sigma-
Aldrich.

e Proteiny: Albumin (BSA, 66400 g/mol, od firmy Sigma-Aldrich), kureci
lysozym (14600 g/mol, od firmy Fluka).

e Methylenova modf — od firmy Sigma-Aldrich.

e Free-base porfyriny: 5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridyl)-21H,23H-porfin
(H,TMPyP), 5,10,15,20-tetrakis(4-trimethylammoniofenyl)-21H,23H-porfin
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(H,TMAP) a 5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl)-21H,23H-porfin (H,TSPP),
vse od firmy Sigma-Aldrich.

e 36% HCI na okyselovani zasobnich roztokl — od firmy Lachema.

Vazeni pevnych vzorkd probihalo na analytickych vahach s pfesnosti okolo jedné
desetiny miligramu. Pfi pfipravé zasobnich roztok( i pfi jejich fedéni byly pouzity
pipety s plastovymi nastavci s presnosti lepsi, nez jeden mikrolitr. VSechny zasobni
roztoky byly uchovavany v prihlednych eppendorfkach v lednici pti teploté okolo 2

°C. Zasobni roztoky proteint byly uchovdvany v mrazaku pfi teploté okolo -18 °C.

Zasobni roztoky aminokyselin byly pfipraveny s molarnimi koncentracemi 0,05 M
(cystein), 0,03 M (tryptofan) a 0,25 M (histidin). Z téchto zasobnich roztok( byla
v ramci prace pro porovnani zmérena rovnéz spektra klasického Ramanova rozptylu
(viz obr. 15, 21 a 27). Pro ucely mérteni spekter povrchem zesileného Ramanova
rozptylu téchto latek za jesté nizSich koncentraci byly tyto roztoky ddle zredény;
konkrétné z pavodniho zdsobniho roztoku cysteinu byly pfipraveny dalsi 4 zasobni
roztoky o molarnich koncentracich cysteinu 5.10° M, 10* M, 5.10° M a 5.10”7 M.
Z puvodniho zasobniho roztoku tryptofanu byly pripraveny roztoky o molarnich
koncentracich tryptofanu 10*Ma10°Maz plvodniho zdsobniho roztoku histidinu
byl pfipraven jeété roztok o molarni koncentraci 10™ M. Jako agrega¢ni &inidlo byl
béhem méreni na hydroxylaminovém koloidu pouzit KCI, jehoZz moldrni koncentrace
v zasobnim roztoku byla zvolena jako 1,0 M. Zasobni roztoky albuminu, resp.
lysozymu o molarnich koncentracich 4.10° M, resp. 7.10” M, byly dale zfedény na
koncentrace 10> M a 10° M. Vzorky porfyrinG a methylenové modfi, pouzivané
béhem méreni predevsim v druhé casti prace, byly pfipraveny fedénim jejich

zasobnich roztok(, pripravenych na Oddéleni fyziky biomolekul jiz v minulosti.
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Obrazek 8: Molekuly cysteinu, histidinu a tryptofanu.
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Obrazek 9: Molekuly porfyrint H,TMPyP, H,TMAP a H,TSPP.
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Obrazek 10: Molekula methylenové modfi.
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6. Vysledky a diskuse

6.1. Méreni na hydroxylaminovém koloidu

6.1.1. Priprava hydroxylaminového koloidu

Prvnim SERS-aktivnim substratem, ktery byl pouZit pro méreni SERS spekter
nékterych modelovych biomolekul v prvni fazi této prace, byl hydroxylaminovy
koloid. Veskeré chemické ndadobi, které bylo pro pfipravu koloidu pouzito, bylo
vymyto pomoci kyseliny dusi¢né (plvodné 65% HNOs, pro ucely vymyvani ziedéna
destilovanou vodou v poméru priblizné 1:1), ndsledné nékolikrat proplachnuté

horkou vodou, destilovanou vodou a deionizovanou vodou a ususeno v susicce.

Samotna pfiprava hydroxylaminového koloidu probéhla podle ndvodu uvedeného
v [39]: 0,017 g AgNOs bylo rozpusténo v 90 ml deionizované vody, ¢imzZ vznikl prvni
dil¢i roztok o molarni koncentraci AgNO; 1,1-10° M. Dale bylo navazeno 0,043 g
NH,OH-HCI, ktery byl rozpustén v 10 ml deionizované vody. Do tohoto roztoku bylo
nasledné pridano 9 ml 0,1 M roztoku NaOH, protoZze redukce musi probihat
v zasaditém prostfedi. Timto postupem vznikl druhy dilé¢i roztok o finalni molarni
koncentraci NH,OH-HCI 3,3:102 M. Kédinka s prvnim dil¢im roztokem byla posléze
umisténa na magnetickou michacku a za stdlého michdani do ni byl pomoci pipety
pomalu pfikapdvan druhy dil¢i roztok, ¢imZz vznikla Sedo-hnéda suspenze. Pro
pripravu koloidu bylo celkové pouZito veskeré pripravené mnozstvi prvniho roztoku
(obsahujici AgNO3) a 9,5 ml druhého roztoku (obsahujici NH,OH-HCl). pH takto
pfipraveného koloidu bylo ihned po jeho pfipravé zméfeno pomoci univerzalniho
indikatorového papirku jako pH = 5. Po celou dobu prace byl koloid skladovan
v uzaviené nadobé vzatemnélé skfini o pokojové teploté; pfi delSi manipulaci

s koloidem béhem pfipravy vzorki byla jeho nddoba zakryvana alobalem.

6.1.2. Charakterizace hydroxylaminového koloidu

Pro charakterizaci pfipraveného hydroxylaminového koloidu byla zméfena jeho
extinkéni spektra, kterd jsou zobrazena v grafu na obr. 11. Cerstvé pfipraveny koloid
vykazuje maximum extinkce na vinové délce (418 + 2) nm. Zhruba po dvou tydnech

se toto maximum posunulo na vinovou délku (428 + 2) nm, pficemz tato poloha
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zUstala v Casové Skale zhruba 10 dalSich mésich (az do spotfebovani témér
veskerého objemu) prakticky nezménénd. Tvar spektra se vSak v ramci nékolika
mésicll mirné zménil zejména v oblasti ndbéhu extinkéniho pasu smérem k vysSim
hodnotam vinovych délek. Posun maxima extinkéniho spektra o zhruba 10 nm
k oblasti vyssSich vinovych délek souvisi s jistou agregaci koloidnich &astic, ktera

zfejmé probihala jesté nékolik hodin aZ dni po pfipravé koloidu.

Jelikoz bylo pozdéji pfi méreni SERS spekter aminokyselin pouZito jako agregacni
Cinidlo KCI, zméfili jsme dale extinkéni spektrum smési koloidu a KCI (obr. 11).
Ptidani agregacniho ¢inidla do koloidu je doprovazeno posunem maxima extinkce
do vyssich vinovych délek (viz kapitola 3.1), ale také sniZzenim absorbance, nebot pfi
agregaci dochdazi k sedimentaci vétSich c¢astic na dno nadoby, a dochazi tedy
k odbarvovani smeési, coZ lze nékdy pozorovat i pouhym okem. Pro extinkéni
spektrum takto zagregovaného koloidu je dale typické plossi maximum extinkce
a pozvolnéjsi klesani extinkce smérem k vy$sim vinovym délkdm, coz svédci o vétsi
distribuci velikosti pfitomnych nanocéastic. Naproti tomu pfidani aminokyseliny do
samotného koloidu (bez agregacniho Cinidla) v mnozstvich, ktera byla pouzita pro
ziskani jejich SERS spekter (nejvy$e 10 M), tento efekt nemélo (extinkéni spektra
smési koloidu a aminokyseliny byla prakticky totoina s extinkénimi spektry
samotného koloidu). Stejné tak nebyla pozorovana ani dalsi agregace po pfidani
aminokyseliny do smési koloidu s agregacnim cinidlem (extinkéni spektrum smési
koloidu, agrega¢niho cinidla a aminokyseliny bylo prakticky totozné s extinkénim

spektrem samotného koloidu a agregacniho ¢inidla).

Vysledky extinkénich méreni ukazaly, Ze zatimco pro finalni molarni koncentraci
0,01 M KCI ve vzorku se extinkéni spektrum takového vzorku pfilis nelisi od spektra
samotného koloidu (maximum extinkce zUstalo neposunuté), tak pro molarni
koncentraci 0,1 M KCl jiz doSlo k posunu maxima extinkce ze 428 nm zhruba na 440
nm a hodnota extinkce v maximu extinkéniho pasu se sniZila pfiblizné 4x. Odtud
plyne, Ze vétsi zesileni v SERS experimentech lze ocekdvat s koncentracemi
agregacniho ¢inidla KCl spiSe v fadu 0,1 M, nez 0,01 M. Toto je v souladu i s nedavno
publikovanym ¢lankem [40], kde byla optimalizovana mnozstvi agregacnich cinidel

pfi studiu povrchem zesileného Ramanova rozptylu nékterych biomolekul.
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Obrazek 11: Extinkéni spektra hydroxylaminového koloidu. Casy v legendé udavaji, jak dlouho po
pFipravé koloidu bylo dané extinkéni spektrum zméreno. U Cerstvé pfipraveného koloidu bylo ziskano
maximum extinkce na vinové délce (418 + 2) nm. Béhem méreni po dvou tydnech od pfipravy
koloidu doslo k posunu tohoto maxima na vinovou délku (428 + 2) nm. Tato poloha jiz zlstala
v Casové skale nékolika dalSich mésicii nezménéna. Tvar spektra se v ramci nékolika mésici mirné
liSil zejména v oblasti nabéhu extinkéniho pasu smérem k vyssim hodnotam vinovych délek. Modre je
vyznaceno spektrum po pfidani pfislusného mnoistvi KCl, jehoZz maximum lezi na vinové délce (440
+ 3) nm (méfeno 2 tydny po pripravé koloidu; toto spektrum je pro lepsi prehlednost vyndsobeno
Ctyfmi a vertikalné posunuto).

Casovd zavislost extinkce smési koloidu a KCI byla zméiena pro molarni koncentrace
KCl 0,01 M a 0,2 M v pribéhu pfiblizné 50 minut od pfipravy vzniklé smési.
Srostoucim c¢asem dochazi podle predpokladu ke sniZzovani extinkce, nebot
vznikajici agregaty postupné sedimentuji na dno nadoby. Béhem 50 minut doslo
uvzorku s 0,2 M KCl k poklesu maximalni extinkce z hodnoty 0,215 na hodnotu
0,160 a podobné u vzorku s 0,01 M KCI poklesla maximalni extinkce z hodnoty 0,681
na hodnotu 0,501. Zajimavé je, Ze ackoliv mély oba mérené vzorky rliznou molarni
koncentraci KCl a tedy i trochu jiny tvar extinkénich spekter a liSici se polohu
maxima extinkce, u obou z nich doslo za dobu 50 minut k poklesu hodnoty
extinkéniho maxima o (26 + 1) %. Toto je zobrazeno v grafu na obr. 12, kde je pro

oba mérené vzorky znazornéna prevracena hodnota maxima extinkce v zavislosti na
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Case. Pro lepsi prehlednost jsou prevracené hodnoty maxima extinkce pro vzorek s

0,01 M KCl vynasobené tfemi.
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Obrazek 12: Casova zavislost prevracené hodnoty maxima extinkce smési hydroxylaminového
koloidu a KCI. Hodnoty pfislusejici 0,01 M koncentraci KCl jsou pro lepsi prehlednost vyndsobené
tfemi. Casy na vodorovné ose znadi zpozdéni zacatkd jednotlivych méfeni vici dobé, kdy bylo do
koloidu pridano pfislusné mnozstvi KCI.

Ptiprava vSech vzorkl pro méreni SERS spekter na hydroxylaminovém koloidu
probihala tak, Ze do 500 ul koloidu, aplikovaného do kyvety pomoci pipety, bylo
pfidano pfislusné mnoizstvi zdsobniho roztoku aminokyseliny, ¢imz byla ziskdna
smés s pozadovanou finalni moldrni koncentraci mérené latky. Objem takto
prfidaného zasobniho roztoku mérené latky byl pfitom ve vSech ptipadech zhruba
50x az 500x mensi, nez objem samotného koloidu, coZ odpovida fadovée 1 az 10 pl
zasobniho roztoku pridaného do kyvety obsahujici 500 ul koloidu. Do takto vzniklé
smési bylo casto pfidavdno navic jako agregacni cinidlo jesté urcité mnoiZstvi
zasobniho roztoku KCl o molarni koncentraci 1,0 M. Pfi findlni molarni koncentraci
0,2 M KCI ve vysledné smési to odpovida az 25% zfedéni koloidu a tedy i molarni
koncentrace mérené latky, které je nutno ve vypocCtech mnoistvi mérené latky
(aminokyseliny) uvaZovat, aby nedoslo ke zkresleni jeji vysledné koncentrace

v kone¢ném vzorku. Ve vSech nasledujicich prezentovanych udajich o koncentracich
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mérené latky je tato korekce uvazovana. Obraceny zpUsob pfipravy (nejdfive pridani
roztoku KCl a aZ pak roztoku aminokyseliny) vedl k podstatnému zhorseni signalu,
coz patrné souvisi stim, Ze zagregovany koloid (po pfidani KCl) jiz nedovoluje

molekuldm aminokyseliny dostat se do blizkosti nejvice zesilujicich mist.

6.1.3. Analyza anomalnich pasu

U¢elem prvnich méfeni SERS spekter bylo mimo sezndmeni se s méFici aparaturou
orienta¢né otestovat zesilujici schopnosti Cerstvé pripraveného koloidu na znamych
l[atkach svysokym SERS ucinnym prifezem — methylenové modfi a porfyrinu
H,TMPyP. Jelikoz se ukazalo, Zze prlibézné vymyvani kyvet pouze destilovanou vodou
nestaci (ve spektru Cistého koloidu byly obdas pozorovany pdsy latky pritomné
v kyveté béhem nékterého z pfedchozich méreni), musela byt kyveta pokazdé, kdy
se v ni méfila jind latka (nebo tataz latka, ale s mensi koncentraci), vyplachnuta
kyselinou dusi¢nou, nasledné horkou vodou, destilovanou vodou a deionizovanou
vodou a usuSena v susi¢ce. Mozné kontaminace kyvety nezadoucimi latkami (které
se diky efektu zesileni mohou projevit jiz ve velmi nizkych koncentracich) byly po
kazdém takovémto vymyti prabéiné kontrolovany tak, Ze jesté pred vlastnim

mérenim bylo orientaéné zméreno i spektrum samotného koloidu.

Spektrum Ramanova rozptylu samotného hydroxylaminového koloidu je zobrazeno
v grafu na obr. 13. V tomto spektru je dominantni pas deformacnich vibraci vody na
vinottu kolem 1635 cm™. Prakticky cely zbytek spektra je tvofen pozadim, jehoz
hodnota prudce roste zhruba od vino¢tu 1000 cm™ smérem k nizéim hodnotam
vinoctu. Po odectu spektra vody zjistime, Ze ve spektru hydroxylaminového koloidu
jsou ve skutenosti pfitomné 3 pasy, a to na vino¢tech okolo 600 cm™, 800 cm™
a 1048 cm™ (pas na vinottu okolo 1620 cm™ vznikl pravdépodobné nedokonalym
odectenim pozadi, navic ma tento pas oproti ostatnim tfem znaéné vétsi polosirku).
Vhodny koeficient pro odecet téchto dvou spekter byl nalezen s vyuZzitim programu
Spectra Calc. Reprodukovatelnost spektra samotného koloidu byla ovéfena
minimalné béhem 3 méreni v pribéhu 6 mésicl od pfipravy koloidu. Celkova doba
akumulace spektra samotného koloidu byla 15 minut ve srovnani s 1 minutou, po

kterou byla akumulovana vétsina namérenych SERS spekter.
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Spektrum samotného koloidu bylo ddle zméreno jesté pro jiny hydroxylaminovy
koloid, pfipraveny na Oddéleni fyziky biomolekul jiz v minulosti. Po podobné

analyze, jako u nami pfipraveného koloidu, se ukdzalo, Ze pas na vino¢tu 1048 cm™

z0stava ve spektru neposunuty, aviak doslo k posunu pasu ze 600 cm™ na 612 cm™
a k posunu pasu 2800 cm™ na 785 cm™ (zde nezobrazeno). Tyto posuny souvisi
pravdépodobné s nepatrné odliSnym zplisobem ptipravy obou koloid(, ktery lze i ve

snaze presného dodrzeni postupu pfipravy jen velmi tézko reprodukovat.

Dale byla zmétena spektra 0,2 M KCl v hydroxylaminovém koloidu, tedy o stejné
molarni koncentraci, kterd se ukdzala jako optimalni pfi méreni spekter nékterych
aminokyselin (viz nasledujici kapitola). Pfehled namérenych spekter spolu s uréenim

vinoctl jednotlivych pasi je v grafu na obr. 14.
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Obrazek 13: Spektrum Ramanova rozptylu hydroxylaminového koloidu. Ve spektru je dominantni
pas deformaénich vibraci vody na vino&tu kolem 1635 cm™. Prakticky cely zbytek spektra je tvofen
pozadim, jeho? hodnota prudce roste zhruba od vino&tu 1000 cm™ smérem k nizéim hodnotam
vinoCtu. Celkova doba akumulace je 15 minut. Ve vyfezu je zobrazeno spektrum vzniklé odectem
vody od spektra hydroxylaminového koloidu. Pfi odectu vynikly 3 pasy pochdzejici od koloidu na
vinoétech 600, 800 a 1048 cm ™. P4s na 1620 cm *vznikl zfejmé nedokonalym odeétenim pozadi.
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Obrazek 14: Casovy vyvoj Ramanovych spekter 0,2 M KCl v hydroxylaminovém koloidu. Casy
vlegendé znadi zpoZdéni zacatkl jednotlivych méfeni vici dobé, kdy bylo do koloidu pfidano
pfislusné mnoistvi zasobniho roztoku KCl. Srostoucim ¢&asem hodnota celkové intenzity
rozptyleného zafeni monoténné klesala. Celkova doba akumulace vSech spekter je 1 minuta, zde
prezentované spektrum je bez jakychkoliv dalSich Uprav i odectu pozadi.

Grafy na obr. 13 a 14 demonstruji, jak je dllezité charakterizovat spektra
samotného koloidu, resp. spektra smési koloidu a agregacniho cinidla, jesté pred
mérenim SERS spekter samotného vzorku. Spektra na téchto obrazcich obsahuji
fadu anomalnich pasl, jejichz poloha se mlzZe prekryvat pravé s pasy mérené
molekuly a ztéZovat interpretaci namérenych dat. V neposledni tadé muze
pfitomnost téchto anomalnich pasl vést ke zcela chybné uréenému detekénimu
limitu mérené latky. Pfesny plavod téchto anomalnich pasd neni dosud znam, avsak
jednd se zfejmé o néjakou kombinaci mezimolekularnich interakci mezi
hydroxylaminovymi ionty, ionty agregac¢niho ¢inidla a koloidnimi casticemi. Vliv
riznych agregacnich cinidel na vyskyt anomalnich past byl caste¢né studovan
v ¢lanku [42], ze starSich ¢lank( zminme napf. [41]. Nékteré polohy anomalnich
past publikované v [42] pro hydroxylaminovy koloid v rdmci uvedeného
spektralniho rozlieni souhlasi, nebo se nejvyée o nékolik cm™ li& od poloh past
v ndami zmérenych spektrech na obr. 14. Pfesnému srovnani s [42] ovSem brani fakt,

Ze ve zminéném clanku se jedna o anomalni pasy pochazejici ze souhrnu nékolika
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raznych agregacnich cinidel a jejich pouzitd molarni koncentrace byla 10x mensi,
nez v pripadé naseho méreni. Jak jiz bylo zminéno, svoji roli zde mohla rovnéz

sehrat i nepatrné odlisnd priprava hydroxylaminového koloidu.

Ucelem pocateénich méFeni v laboratofi bylo vytipovat nékteré biomolekuly,
u kterych bylo pfi predbéinych mérenich jejich SERS spekter dosazeno
dostatecného zesileni, a ddle se pokusit optimalizovat pouZité experimentdlni
podminky, jako koncentraci vzorku, agregacniho cinidla nebo dobu akumulace
s ohledem na ¢asovou zavislost namérenych spekter. V této prvni fazi prace jsme se
soustredili zejména na méreni SERS spekter aminokyselin — zakladnich stavebnich
kamen( proteinl, nebot porozuméni interakce aminokyselin s kovovymi povrchy
proteiny a dalSimi biomolekulami. V nasledujicich dvou kapitolach budeme
prezentovat vysledky nasSich méreni ziskanych na aminokyselinach cysteinu

a histidinu.

6.1.4. Méreni na cysteinu

Cystein je jedna z 21 zakladnich aminokyselin a jedna ze dvou aminokyselin
obsahujici atom siry. Namérena SERS spektra cysteinu mlZeme porovnavat
s Ramanovym spektrem jeho vodného roztoku, které je zobrazeno v grafu na obr.
15. Toto spektrum bylo zméreno s molarni koncentraci cysteinu 0,05 M a s celkovou
dobou akumulace 15 minut. Zde prezentované spektrum je vysledkem odectu
spektra vody s vhodnym koeficientem (nalezenym pomoci programu Spectra Calc)
a linearni korekce tvaru spektra vzhledem k pozadi, provedenou pomoci programu

SigmaPlot.
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Obrazek 15: Ramanovo spektrum cysteinu. Molarni koncentrace cysteinu je 0,05 M, celkova doba
akumulace 15 minut, vykon laseru 0,3 W. Zde prezentovany graf je vysledkem odectu spektra vody
a linearni korekce tvaru spektra vzhledem k pozadi.

Nejintenzivnéjsim pasem Ramanova spektra cysteinu je pas na 683 cm?, ktery se
pfipisuje valenc¢ni vibraci atomd C-S [42]. RovnéZ plvod nékterych dalSich pasu
v naméreném spektru Ize prehledné najit v [42]. Zatim vSak neni zcela jasné, jestli
pas na 1620 cm™ pfisludi skute¢né néjaké vnitromolekuladrni vibraci cysteinu, nebo
jestli vznikl pouze nedokonalym odectem pozadi vody (na vinoc¢tu okolo 1635 cm?
se nachazi pas deformacnich vibraci vody). Podle [42] by se s pasem deformacnich
vibraci vody méla pfekryvat deformaéni vibrace skupiny NHs", jejiz energie by méla

odpovidat vino&tu okolo 1636 cm™.

Zvoleny koncentracni rozsah aminokyseliny i agregacniho Cinidla, pouzivanych pfi
SERS mérenich, byl zvolen na zakladé podobnych méfeni publikovanych v odborné
literature [40, 42, 60 — 74]. Béhem vSech méreni na koloidech byl pouzit KCl jako
agregacni Cinidlo, ktery byl shledan optimalnim agregacnim cinidlem pro cystein
v ¢lanku [40], a také z dlvodu relativné malo intenzivnich anomalnich past (ve
srovnani s jinymi agregacnimi Cinidly, [42]). Findlni molarni koncentrace KCl ve

vysledném vzorku byla pfi predbéZznych mérenich SERS spekter cysteinu
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optimalizovéna na 0,2 M (méfeno pro molarni koncentrace cysteinu 107 M a 5.107
M). ZvySeni molarni koncentrace KCl na 0,3 M, resp. snizeni na 0,1 M, resp. 0,01 M,
jiz pfi méreni SERS spekter nevedlo k dalsimu zvySovani signdlu. Toto je rovnéz
v souladu s ¢lankem [40], kde byla po peclivéjsi analyze shledana optimdlni moldrni
koncentrace KCl jako 0,26 M, a ¢astec¢né iv souladu s absorpénimi mérenimi (viz

kapitola 6.1.2).

Koncentracni zavislost SERS spekter cysteinu byla zmérena pro 7 vzorkd s molarnimi
koncentracemi cysteinu pokryvajici interval od 10® M a# po 5.10° M a pevnou
molarni koncentraci KCl 0,2 M. Spektrum kazdého z ptipravenych vzork( pfitom
bylo zméreno v rlznych c¢asech, pocinaje ¢asem cca 0,5 minuty od pfipravy vzorku,
az po dobu cca 25 minut po jeho pfipravé. Vétsina spekter o dané koncentraci byla
zmérena alespon 2x v pribéhu nékolika dni, pricemzZ k dalSimu zpracovani bylo
vybirdno vidy nejlep$i namérené spektrum. Casova zavislost SERS spekter cysteinu
o molarni koncentraci 10® M je zobrazena na obr. 16. Pro viechny méfené
koncentrace byl nejvyssi signal pozorovan v ¢ase zhruba 3 az 5 minut po pfipravé
vzorku; dale jiz s rostoucim ¢asem velikost signdlu monoténné klesala. S rostoucim
Casem dochazi k poklesu maximalni intenzity SERS spekter, ale i k poklesu pozadi.
Tato zavislost dobre koreluje s poklesem extinkce smési koloidu s KCl, zmérenym na

absorpcénim spektrometru (obr. 12).
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Obrazek 16: SERS spektra cysteinu na hydroxylaminovém koloidu — casova zavislost. Molarni
koncentrace cysteinu je 10 M, finalni molarni koncentrace KCI je 0,2 M, celkova doba akumulace
véech spekter je 1 minuta. Casy v legendé znadi zpozdéni za¢atk( jednotlivych méfeni vii&i dobé, kdy
bylo do smési koloidu a aminokyseliny pfidano pfislusné mnoZstvi KCl. Nejvyssi signdl byl pozorovan
v €ase zhruba 3 az 5 minut po pfidani KCI do smési, dale jiz s rostoucim ¢asem velikost signdlu
monotdénné klesala. Podobnd ¢asova zavislost byla zjisténa i u dalSich koncentraci cysteinu.

Koncentracni zavislost SERS spekter cysteinu je zobrazena v grafu na obr. 17. Pro
danou molarni koncentraci je v grafu vykresleno vidy nejlepsi spektrum s ohledem

na Casovou zavislost. Koncentrace KCl je ve vSech pfipadech 0,2 M.
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Obrazek 17: Koncentracni zavislost SERS spekter cysteinu na hydroxylaminovém koloidu. Pro
danou koncentraci je v grafu zobrazeno nejlepsi namérené spektrum s ohledem na ¢asovou zavislost.
Finalni koncentrace KCl je ve vSech pripadech 0,2 M. Pro vétsi prehlednost jsou vici sobé spektra
v grafu vertikalné posunuta. Doba akumulace vsech spekter je 1 minuta.

Zkoumejme nejprve, zda se vnékterém ze SERS spekter cysteinu vyskytuji
i anomalni pasy, jejichz poloha ve spektru je naznacena v grafu na obr. 14. Pro
vétSinu anomadlnich pasl plati, Ze s rostouci koncentraci cysteinu zacaly tyto pasy ze
spekter mizet, coz je i vsouladu s ¢lankem [42] (tam vSak byla pouzita jesté vétsi

koncentrace cysteinu, a to 0,01 M, a zaroven nizsi koncentrace KCl, a to 0,02 M).

Anomalni pds, vyskytujici se ve spektru 0,2 M KCl v koloidu na 679 cm™, je v SERS
koncentrace 2,5.10% M); u vy$8ich koncentraci jiz zadind byt tento pas prekryty
mnohem intenzivnéjsSim pasem samotného cysteinu, ktery leZi na vinocétu pfiblizné

663 cm™.

Anomalni pasy na 1447, 1513, 1592 cm™ a velice slaby pas na 893 cm™ byly v SERS
spektrech cysteinu pozorovany v jeho ctyfech nejnizsSich koncentracich; pro

koncentrace cysteinu vy3&i, nez 107 M, ji tyto pasy v SERS spektrech cysteinu
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nebyly p¥itomny. Podobné i daléi velice slabé anomalni pasy na 1150 a 1274 cm™
pro koncentrace cysteinu vy3$i, nez 2,5.10% M, jiZ tyto pasy v SERS spektrech
cysteinu rovnéz nebyly pfitomny.

evvs

P4s na 1180 cm™ Ize v SERS spektru cysteinu pozorovat pouze pro &tyfi nejnizdi
koncentrace; s rostouci koncentraci se viak ve spektru za¢ind objevovat novy pas
pFiblizné na 1187 cm™. Z provedenych méfeni neni zcela jasné, zda se skute¢né
jedna pouze o mirné posunuty anomalni pas, avsak vzhledem ke znaénému zvyseni
intenzity tohoto pdsu ve spektrech svyssimi koncentracemi cysteinu je
pravdépodobné, Ze by se mohlo jednat spiSe o pds pfislusejici vibracim cysteinu.
Neobjasnéna zlstava i interpretace anomalniho pasu na 1347 cm®, ktery je v SERS
spektru cysteinu pozorovatelny pro koncentrace nizéi, nez 10° M, a nasledné a? pfi
nejvy3$i koncentraci 5.10° M. Zména tvaru tohoto pasu pfi riznych koncentracich
cysteinu sice koresponduje s odliSnym prabéhem spektralniho pozadi, avSak ani zde
nelze zcela vyloudit moznost, Ze by se pri nejvyssi koncentraci mohlo jednat o pas
prislusejici rovnéz vibracim cysteinu. V SERS spektrech cysteinu méfenych na
hydroxylaminovém koloidu v ¢lanku [42] byl navic pozorovadn pds se stfredem na

stejné pozici, ktery zde byl pfipsan valenénim vibracim skupiny atom( C—NH,.

Jednim z nejintenzivnéjiich anomalnich past ve spektru je pas na vino¢tu 1080 cm™.
Tento pas se vyskytuje ve vSech SERS spektrech cysteinu mimo spektra s nejvyssi
koncentraci, tedy 5.10° M. Podobné se anomalni pas na vino¢tu 805 cm™, a&koliv
patfi k nejslabSim ve spektru, vyskytuje ve vSech namérenych spektrech cysteinu,
mimo spektra méfeného pfi koncentraci 10° M. | pFesto, ze se v nadich méFenich
tento pas vyskytoval jiz ve spektru samotného koloidu s KCI, byl v ¢ldanku [42] tento

pas pfipsan deformacnim vibracim karboxylové skupiny molekuly cysteinu.

Z ostatnich pdsu v SERS spektrech cysteinu, které by jiz mohly pfisluset vibracim
samotné aminokyseliny, mély nejvyssi intenzitu ve spektrech pasy na 663 cm™ a 745
cm’’. Tyto dva pasy by ve spektrech klasického Ramanova rozptylu cysteinu mohly
odpovidat pastim na 683 cm™, resp. 772 cm™. Prvni ze zmifiovanych se pfipisuje
valencni vibraci atomd C-S [42], coz by mohlo naznacovat, Ze pravé atom siry

obsaZeny v cysteinu interaguje se stfibrnym povrchem nejsilnéji. Pvod pdsu na 745
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cm™ je dosud nejasny; prekvapujici je predeviim jeho velkd intenzita, kterd pfi
koncentraci cysteinu 10° M dokonce prevyiuje intenzitu pasu na 683 cm™, co?
dosud pravdépodobné v zddném ¢lanku vénovaném SERS spektru cysteinu [40, 42]
nebylo publikovdno. Oba tyto pdsy lze v SERS spektrech cysteinu rozeznat jiz pfi
koncentraci 2,5.10® M, pfitom stied pasu nachazejici se na vinotu 663 cm™ je pfi
vyssich koncentracich cysteinu (10 M a 5.10° M) posunuty asi o 7 cm™ smérem do
oblasti vy3gich vino¢td. PFiblizné 2x vétsi poloditka pasu okolo 663/683 cm™ v SERS
spektru oproti spektru klasického Ramanova rozptylu je ddna ziejmé urcitou
distribuci orientaci molekul aminokyseliny v blizkosti stfibrného povrchu

(nehomogenni rozsifeni spektralni cary).

Se zvysujici se koncentraci cysteinu se v jeho SERS spektrech zacinaji objevovat
nékteré dalii pasy, zejména pas okolo 1700 cm™, detekovatelny pro koncentrace
cysteinu 5.10% M a vy&si, pasy na 981 a 1034 cm™, detekovatelné pro koncentrace
cysteinu 107 M a vy$3i, pasy na 1224, 1387, 1575 a 1647 cm™, detekovatelné pro
koncentrace cysteinu 10°M a vyssi, a pasy na 900, 1298 a 1610 cm™, detekovatelné
pouze pro dvé nejvyssi koncentrace cysteinu (10° M a 5.10” M). Naproti tomu pas
na 608 cm™ byl pfi nizdich koncentracich cysteinu (od 2,5.10% M do 107 M)
pozorovatelny posunuty asi o 8 cm! smérem k oblasti nizdich vinottd a pro nejvyssi
koncentraci (5.10° M) nebyl ve spektru pozorovan viibec. Stejné tak pas na 840
cm™, atkoliv byl pozorovany ve spektrech cysteinu o koncentracich 10°Ma 10° M,
ve spektru s koncentraci 5.10° M pozorovany nebyl. Tyto kvalitativni rozdily ve
spektrech by mohly odpovidat riznym zpUlsoblm vazani molekul cysteinu na kovovy

povrch v zavislosti na koncentraci molekul v roztoku.

P4s na 1575 cm™ byl pro koncentraci cysteinu 10° ™M detekovatelny az po case
pfiblizné 10 minut po pfipravé daného vzorku. Toto byl jediny zaznamenany pfipad,
kdy byl ve spektru pozorovan pas az po urcité dobé od pridani KCl, a nikoliv hned
béhem prvni minuty po pfipravé vzorku. Vzhledem k tomu, Ze k tomuto pasu lze
tézko najit korespondujici pas ve spektru klasického Ramanova rozptylu, lze
predpoklddat, Ze by se mohlo jednat o vibraci amorfniho uhliku vzniklého
dekompozici uhlikatych latek v blizkosti kovového povrchu (coZz by odpovidalo

i zminénému ¢asovému vyvoji tohoto pasu).
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Tabulka 2: Vyskyt past v naméfenych SERS spektrech cysteinu na hydroxylaminovém koloidu

SERS C1 C C3 Cs Cs Cs Cy Raman Anom. [42]
608 X 600 | 600 | 600 | Vv v x 623 623
663 X v v v v | 670 | 670 683 663
679 v v X X X X X 679
745 x v v v v v v 772 729
805 v v v v x v v 805 802
840 x x X X v v X 875
893 v X X X 893
900 x x x x x v v 939 896
981 X x X v v v v 999 978

1034 x X x v v v" | 1050 1073 1061
1080 v v v v v v X 1080
1150 v v x x x x x 1150
1180 v v 1187 (1187|1187 1150 1180 1140

1224 x x x x v v v 1216 1251
1274 v v x x x x x 1274

1298 x X x x x v v’ |1275/1312 1298
1347 v v v v x v 1350 1340 1347

1387 X X x x v v v’ 11402/1429 1400
1447 v v v v x x x 1447
1513 v v v v X P X 1513
1575 x x x x v v v Amorf. C
1592 v v v v X X X 1592

1610 X X X X X v v 1620 1622

1645

1647 X X X X v v v (anom.)

1700 X X v v v v v 1734

V tabulce je symbolicky znazornéno, které pasy byly pfi které mérené koncentraci cysteinu
pozorovatelné a které ne. Koncentrace cysteinu jsou c; = 10°® M, c, = 2,5.10'8 M, c3 = 5.10% M,
Cy= 107 M, c5 = 10° M, ¢ = 10° M, ¢c; = 5.10° M. Prvni sloupec znaci polohu daného pdasu v SERS
spektru cysteinu [cm™); &sla v jednotlivych sloupcich c; az c; znaci pfipadny posun daného pasu
oproti pozici dané v prvnim sloupci tabulky. V poslednich 3 sloupcich je zaznamenana poloha
moznych korespondujicich past ve spektru klasického Ramanova rozptylu cysteinu (obr. 15), poloha
anomalnich paslt smeési KCl v koloidu (obr. 14) a pro srovnani i polohy pasa SERS spektra cysteinu
méreného na hydroxylaminovém koloidu z ¢lanku [42]. Tu¢né jsou vyznaleny pasy, které lze na
zakladé provedenych méreni povaZovat za dikaz pritomnosti cysteinu v méreném vzorku.

Za dlkaz pritomnosti cysteinu pfi méreni jeho SERS spekter na hydroxylaminovém
koloidu lze na zakladé provedenych méreni povazovat existenci past na 663, 745,
840, 900, 981, 1034, 1224, 1298, 1387, 1610 a 1700 cm"l, nebot poloha téchto past
je dostatecné vzdalend od polohy anomalnich pasl pochazejicich ze smési

samotného koloidu a KCl, ktémto pdsim lze snadno najit pravdépodobné
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korespondujici pasy ve spektru klasického Ramanova rozptylu cysteinu a mnohé
z téchto pdsu byly pfi méfeni SERS spekter cysteinu pozorovany uz dfive [42],
pfitom k nékterym znich byl pfifazen i pfislusny vibracni pohyb jader [42].
Podrobnéjsi prehled vyskytu vSech pdsu ve vSech namérenych spektrech cysteinu je

zaznamenan v tabulce 2.

Jak plyne z grafu na obr. 17, intenzita nékterych pdsu v SERS spektru cysteinu miize
s jeho rostouci koncentraci rdst, ale maze i klesat. VSimneme si zde zavislosti
integralni intenzity pasu se stfedem okolo 663 cm™. Graf zavislosti integralni
intenzity tohoto pdsu (vypoctené pomoci programu Spectra Calc) je na obr. 18.
Z grafu plyne, ze nejvétsi intenzitu ma tento pas p¥i koncentraci cysteinu 10° M
a s dalSim zvySovanim i sniZzovanim koncentrace tato intenzita klesa. DalSimu rdstu
signalu pfi zvyseni koncentrace mérené latky pak muzZe branit to, Ze pri vyssi
koncentraci mérené latky se uz ne vSechny jeji molekuly mohou dostat k povrchu
stfibrnych nanocastic, a ne vSechny tak pfispivaji do vysledného signalu. Nejvyssim
intenzitam ve spektru by pak méla odpovidat jista nasycend hodnota koncentrace
méreného vzorku, pti které dochazi k optimdlnimu pokryti koloidnich nanocastic
molekulami mérené latky. Jak plyne z grafG na obr. 17 a 18, pro cystein byla
nalezena tato optimalni koncentrace jako = 10° M. P¥i vyssich koncentracich mlze
dochazet k agregaci mérené latky, ke zméné jejiho zpUlsobu vazani na kovovy povrch
a také knizsi ucinnosti obsazovani hot-spotl, proto muze pti dalSim zvySovani
koncentrace signal dokonce klesat. Ke sniZovani poctu rozptylujicich center pak
dochdzi samozifejmé i pfi snizovani koncentrace mérené latky, a tim padem
k dalsimu poklesu signalu. Poznamenejme, Ze podobnd zavislost signalu na

koncentraci je pro SERS pomérné charakteristicka, viz napf. [40, 62, 83].
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Obrazek 18: Zavislost relativni intenzity pdsu cysteinu na 663 cm™ na koncentraci cysteinu.
Integralni intenzita tohoto pdsu byla vypoctena pomoci programu Spectra Calc v oblasti od 620 em™
do 700 cm™.

Faktor zesileni Ize v SERS experimentu definovat jako pomér integralnich intenzit
nejsilnéjSiho pdsu v SERS spektru a spektru klasického Ramanova rozptylu,
mérenych za stejnych experimentalnich podminek a normovanych v obou
pfipadech na pocet rozptylujicich center [7]. JelikoZ Ize ale pocet rozptylujicich
center Casto jen stéZzi odhadnout, zavadime ddle tzv. analyticky faktor zesileni, kde
jsou pfislusné intenzity v SERS spektru a spektru klasického Ramanova rozptylu
normovany na koncentrace pouzitého vzorku [7]. | zde je ovsem dulezité, aby byla
obé spektra mérena za stejného experimentalniho usporadani. JelikoZ jsme v nasich
meérenich pouzivali pfi méreni SERS spekter a spekter klasického Ramanova rozptylu
razny vykon laseru a rlizné doby expozice, nelze faktor zesileni stanovit zcela
presné, ale spiSe jen radové odhadnout. Faktor zesileni takto odhadneme pro
koncentraci cysteinu 10° ™ pro pas ze spektra na 663 cm™, jeho? integralni
intenzitu porovname s integralni intenzitou pasu ve spektru klasického Ramanova
rozptylu 0,05 M cysteinu na 683 cm™. Tyto integralni intenzity, ziskané pomoci
programu Spectra Calc, normujeme na koncentraci vzorku, vykon laseru (0,3 W

v pripadé Ramanova rozptylu a 0,12 W v pfipadé povrchem zesileného Ramanova
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rozptylu) a dobu expozice (5 s v pripadé spektra Ramanova rozptylu a 1 s v pripadé
povrchem zesileného Ramanova rozptylu). Udaje, ze kterych je faktor zesileni
vypocten, jsou shrnuty v tabulce 3. Timto zplsobem byl faktor zesileni uréen pro
pasy na 663/683 cm™ a nejlepsi zmé¥ené spektrum (p¥i koncentraci 10° M) jako EF

~ 8.10°.

Jinou mozZnosti, jak v SERS experimentu odhadnout faktor zesileni, je provést
normovani na intenzitu jiného pasu, vyskytujiciho se ve spektru jak Ramanova
rozptylu, tak povrchem zesileného Ramanova rozptylu, pficemz jeho intenzita se
v pfitomnosti koloidu pftilis§ neméni. V nasem pfipadé je prakticky jedinou moZnosti,
jak toto provést, zvolit jako normalizacni faktor intenzitu pasu deformacnich vibraci
vody. Tento zpUlsob ¢astecné pomaha odstranit nepfesnost v predchozim vypoctu
danou nelinearnim rlstem intenzity signalu Ramanova rozptylu srostoucim
vykonem laseru, resp. dobou expozice. Touto metodou vypocteny faktor zesileni
vychazi pro pasy na 663/683 cm™ a nejlepsi naméiené spektrum jako EF = 10°.
Ackoliv se tyto dva faktory zesileni, vypocétené rlznymi metodami, lisi zhruba o 25
%, je tento faktor zesileni pfiblizné 6x az 9x vétsi, nez faktor zesileni publikovany

v [40] pro SERS spektrum cysteinu, mérené na stejném typu koloidu.

Tabulka 3: Udaje pro vypocet faktoru zesileni cysteinu

Integralni intenzita | Integralni intenzita | Koncentrace | Vykon Doba
pasu cysteinu pasu vody cysteinu laseru expozice
SERS 5,1.10° 7,5.10° 10°M 0,12 W 1s
Raman 4.10° 1,2.107 0,05 M 0,3W 5s

Integralni intenzita pasu cysteinu byla vypo&tena pomoci programu Spectra Calc v oblasti od 620 cm™
do 700 cm™; podobné byla vypottena i integralni intenzita pasu cysteinu bez piitomnosti koloidu (se
stfedem okolo 683 cm™) a integralni intenzity pasu deformacnich vibraci vody se stfredem okolo 1635

-1 v, Yo o , s s ;. 5 ve
cm . Pfi normovani na dobu expozice a vykon laseru vychazi faktor zesileni jako EF = 8.10°, pfi
normovani na intenzitu deformacnich vibraci vody vychazi faktor zesileni jako EF = 10°. PFi vypoctu
integralni intenzity pasu deformacnich vibraci vody v SERS spektru cysteinu byl bran do dvahy
i odecet integralnich intenzit pasU cysteinu, které se s pasem vody prekryvaiji.

Podminkou detekce latky o dané koncentraci pomoci klasického nebo povrchem
zesileného Ramanova rozptylu je rozliSeni dostatecného mnoiZstvi past v jejim
spektru s dostatecnym pomérem signal/Sum a dostate¢nym odstupem od pozadi.
Odpovéd na otazku, jaké podminky musi byt splnény, aby jiz bylo mozno danou

[atku ve spektru uspokojivé identifikovat, vSak neni zcela jednoznacéna. V ¢lanku [84]
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koncentrace vzorku, u které lze z provedenych méreni rozhodnout, zda naméreny
signal skutecné pochazi z méreného vzorku, nebo zda se jedna pouze o Sum pozadi.
Podle definice v [84] lze limit detekce vyjadreny jako koncentrace vypocitat jako
trojnasobek standardni odchylky o tzv. prdazdného vzorku, vyndsobeny citlivosti S
(sklonem kalibracni ktivky neboli pfevracenou hodnotou smérnice pfimky vyjadfujici
zavislost standardni odchylky Sumu na koncentraci, je-li tato zavislost linearni).
Standardni odchylku prazdného vzorku o lze pfitom ziskat extrapolaci funkéni
zavislosti standardni odchylky Sumu (mérené v misté signalu) na koncentraci vzorku
smérem k nulové hodnoté koncentrace. Standardni odchylku Sumu ziskdame
z diferencniho spektra dvou spekter mérenych za stejného experimentalniho
usporadani, popr. z diferenéniho spektra originalné naméreného spektra a téhoz
spektra vyhlazeného pomoci vhodné pocitacové procedury. Z kalibra¢ni krivky
(zavislosti intenzity signdlu na koncentraci vzorku) lze poté snadno urcit hodnotu
koncentrace, které pfislusi hodnota signalu 30 — tato hodnota koncentrace pak
uréuje pravé hledany limit detekce.” Vyhodou takovéhoto postupu je, e takto
definovanou hodnotu limitu detekce lze urcit zcela objektivné, a navic aniz bychom
vzorek s touto koncentraci viibec méfili. Timto postupem nyni uré¢ime limit detekce
pro pés cysteinu se stfedem okolo 745 cm™. Tomuto pasu jsme dali pfednost pred
pasem se stfedem okolo 663 cm™, protoZe v blizkosti pasu na 663 cm™ se nachazi
anomalni pas, jehoZ pritomnost by mohla vést k chybné uréenému limitu detekce.
lze pokles intenzity ismérodatné odchylky Sumu s klesajici koncentraci vzorku
povazovat s dostateénou presnosti za linearni. Smérodatna odchylka Sumu byla
uréena pro interval od 710 cm™ do 790 cm™, nebot pfi vypotu smérodatné
odchylky Sumu z celého spektra by byla kvlli vysokému pozadi v oblasti vyssich
vinoctu tato hodnota pfiblizné o 10 % nadhodnocena. Tato hodnota byla vypoctena
pomoci rozdilu origindlné naméreného spektra a spektra vyhlazeného Savitzkeho-

Golayovym filtrem (stupné 25) pomoci programu Spectra Calc. Relativni vySka pasu

° To, Ze se jedna pravé o trojnasobek standardni odchylky Sumu, je spiSe subjektivni volbou. Mimo
limitu detekce se nékdy uvadi i tzv. limit kvantifikace, ktery lIze urcit podobnym zptsobem, jako limit
detekce, pouze misto trojnasobku standardni odchylky Sumu se bere jeji desetindsobek.
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byla uréena jako rozdil intenzit v maximu daného pasu (okolo 745 cm™) a v jeho
minimu (okolo 715 cm™). Zavislosti smérodatné odchylky umu a relativni vysky
pasu na koncentraci jsou zobrazeny v grafech na obr. 19 a 20. Timto zplsobem byl

nafitovan limit detekce jako koncentrace cysteinu ¢ = 1,1.10% M.
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Obrazek 19: Zavislost smérodatné odchylky Sumu SERS spekter cysteinu na koncentraci.
Smérodatnd odchylka Sumu byla ziskdna z rozdilu origindlné naméreného spektra a spektra
vyhlazeného Savitzkeho-Golayovym filtrem pomoci programu Spectra Calc a spoctena pro interval
vino&tl 710 a# 790 cm™. Finalni molarni koncentrace KCl ve vzorcich byla 0,2 M, celkovd doba
akumulace spekter byla 1 minuta. Smérodatna odchylka prazdného vzorku byla nafitovana jako o =
39+2.
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Obrazek 20: Zavislost relativni vysky pasu okolo 745 cm™ na koncentraci cysteinu. Relativni vyska
pasu byla uréena jako rozdil mezi maximalni hodnotou intenzity okolo 745 cm™ a minimalni
hodnotou intenzity v oblasti (715 £ 5) cm™. Pfevracena hodnota smérnice linearni funkce vyjadfujici
zavislost relativni vysky pasu na koncentraci uréuje citlivost S (sklon kalibraéni kfivky). Ciselna
hodnota této smérnice byla nafitovdna metodou linearni regrese jako 110 + 4. Odtud uréime
koncentraci, které pfislusi relativni vyska pdsu 30 = 117, jako ¢ = 1,1.10° M.

ProtoZe pritomnost jediného pasu mérfené molekuly jesté nemusi zcela
prokazatelné svédcit o pfitomnosti dané molekuly v roztoku, je v mnoha pfipadech
prakti¢téjsi uvadét tzv. spektralni limit detekce, podle kterého je tfeba k identifikaci
mérené latky ve spektru rozliSit zhruba 3 az 5 jejich pas(. Takto stanoveny detekéni
limit Ize odhadnout spiSe jen fadové a jeho urceni je do zna¢né miry subjektivni.
Podle udaji v tabulce 2 Ize spektralni limit detekce pro cystein stanovit okolo
koncentrace = 5.10® M, nebot pfi této koncentraci jiz ve spektru cysteinu mazeme
rozeznat alespon tfi pasy mérené molekuly (které nepatfi mezi pdsy oznacené

v tabulce 2 jako anomalni).

6.1.5. Méreni na histidinu
Dalsi aminokyselinou, u které jsme se pokusili optimalizovat podminky pro ziskani

SERS spekter, byl histidin. Pro porovnani bylo nejprve naméreno spektrum
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klasického Ramanova rozptylu vodného roztoku histidinu, které je zobrazeno v grafu
na obr. 21. Toto spektrum bylo zméfeno s molarni koncentraci histidinu 0,25 M
a s celkovou dobou akumulace 30 minut. Zde prezentované spektrum je bez
jakychkoliv dalSich uprav i odeltu pozadi. Pfifazeni nékterych pasi ve spektru
jednotlivym molekularnim vibracim histidinu Ize najit napt. v [64]. Pas na 1633 cm™

zfejmé pochazi od histidinu, ale ve spektru se prekryvd s pasem deformacnich

vibraci vody.
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Obrazek 21: Ramanovo spektrum histidinu. Molarni koncentrace histidinu je 0,25 M, celkova doba
akumulace 30 minut, vykon laseru 0,3 W. Zde prezentované spektrum je bez jakychkoliv dalSich
Uprav i odectu pozadi.

SERS spektra histidinu byla zkoumana jiz pred nékolika lety v ¢lanku [64] mérenim
na citratovém koloidu s koncentraci histidinu = 10> M. V nasem pfipadé jsme pro
méreni pouzili hydroxylaminovy koloid, stejné jako v pfipadé méreni na cysteinu,
a pokusili jsme se optimalizovat podminky, za kterych by bylo moZno snizit
detekovatelnou koncentraci histidinu oproti koncentraci méfené v ¢lanku [64]. Jako
agregacni Cinidlo byl pouzit KCl, stejné jako v pripadé cysteinu. Optimalni finalni
molarni koncentrace KCl ve vysledné smési byla pfi pfedbéinych mérenich SERS

spekter histidinu (s koncentraci histidinu 5.10™ M) shledana jako 0,01 M, nebot dalsi
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zvySovani koncentrace KCl jiz nevedlo k dalSimu zvySovani signalu. Na rozdil od
spekter cysteinu jsme vSak v pfipadé  histidinu shledali znacnou
nereprodukovatelnost ve spektrech vzorkd s prakticky stejnou moldrni koncentraci
histidinu, ovSéem mérenych rliznou dobu po pfipravé hydroxylaminového koloidu
(obr. 22 a 23). Spektrum histidinu mérené pfriblizné 3 mésice od pfipravy koloidu
vykazovalo strmy nardst intenzity pozadi v oblasti zhruba od 1000 cm™ smérem
k vy$sim hodnotam vinoctu. Takto vzniklé Siroké pasy se v literature [49 — 51]
pfipisuji amorfnimu uhliku, ktery vznikd tepelnym rozkladem a fotodekompozici
uhlikatych sloucenin obsaZenych ve vzorku vlivem intenzivniho laserového zareni.
Pritomnosti past grafitického uhliku jsme se nezbavili ani po pridani malého
magnetického michadla do kyvety s mérenym vzorkem. U¢elem michadla mélo byt
docileni vétsi homogenity méreného vzorku, ¢aste¢nd eliminace rozkladu uhlikatych
slouenin asnaha zajistit vétsi reprodukovatelnost namérenych dat. Ani pfi
systematickém pouzivani michadla vSak nedochdzelo k systematickému zlepSovani
signalu; naopak pouZiti michadla ipfi jeho peclivém omyvani nékolikrat vedlo
k vyskytu dalSich, velice silnych anomalnich past v namérenych spektrech, které se
opakované objevovaly i pfi méreni odliSnych aminokyselin. Z tohoto ddvodu jsme

nadale magnetické michadlo pfi méfeni SERS spekter prestali pouzivat.

Casova zavislost SERS spekter histidinu o molarni koncentraci 2,5.10°Mas0,01 M
KCl je zobrazena v grafu na obr. 23. Na rozdil od ¢asové zavislych SERS spekter
cysteinu dochazi v pripadé histidinu s rostoucim ¢asem k narlstu celkové intenzity
signalu, coz je dano zejména postupnou dekompozici uhlikatych sloucenin
pfitomnych ve vzorku a vysokou intenzitou past grafitického uhliku v oblasti od

zhruba 1000 cm™ smérem k oblasti vyssich vino¢td, kterd s éasem déle roste.
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Obrazek 22: SERS spektra histidinu na hydroxylaminovém koloidu. Molarni koncentrace histidinu je

5.10" M, findlni moldrni koncentrace KCl je 0,01 M, resp. 0,1 M, celkova doba akumulace je 1
minuta. Spektrum bylo zméreno 1 tyden po pfipravé hydroxylaminového koloidu.

o™ ™
—— 1min 0y §
—— 3min o o T8
30000 - : 0 o
8 min 0?8 o o
15 min X o o
28000 - —— 20 min RIS
—— 26 min A
£ 26000 -
N
c
L
£ 24000
%)
Y LN
22000 4 e
20000 -
18000 A
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Vinoget/cm™

Obrazek 23: Casova zavislost SERS spekter histidinu na hydroxylaminovém koloidu. Molarni
koncentrace histidinu je 2,5.10'4 M, findlni molarni koncentrace KCl je 0,01 M, celkova doba
akumulace vSech spekter je 1 minuta. Spektra byla zméfena 3 mésice po pfipravé
hydroxylaminového koloidu. Casy v legendé znaci zpozdéni zac¢atkl jednotlivych méreni vici dobé,
kdy bylo do smési koloidu a aminokyseliny pfidano prislusné mnozZstvi KCl. S rostoucim ¢asem se
zvétsuje intenzita pasu grafitického uhliku.
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S anomalnimi pdsy, jejichz poloha je zaznamenana v grafu na obr. 14, se ve spektru
histidinu prekryvaji pasy na 675, 1073, 1155/1160, 1180 a 1345 cm™. Dal3i anomalni
pasy, pochazejici ze smési koloidu + KCl, ve spektrech histidinu pfitomné nejsou, coz
je obdoba vysledku ziskaného pfi méreni SERS spekter cysteinu, pfi kterém
s rostouci koncentraci cysteinu zacaly mnohé anomalni pasy ze spekter mizet.
Molarni koncentrace histidinu pfi méreni SERS spekter pfitom byla téméfr o 1 rad
vétsi, nez nejvyssi mérena koncentrace cysteinu, a navic finalni molarni koncentrace
KCl byla v pfipadé histidinu 20x mensi, nez v pripadé cysteinu. Presto je vSak pds na
675 cm™ ve spektrech histidinu pfiblizné 5x intenzivnéjsi, nez tenty? pas ve spektru
samotné smési koloidu + KCl, coz pfipousti moznost, Ze by se mohlo jednat o pas
prislusejici histidinu (odpovidajici ve spektru klasického Ramanova rozptylu histidinu
pasu na 630 nebo 707 cm™). Anomdlni pasy na 1080, 1150 a 1180 cm™ sice v SERS
spektrech cysteinu s rostouci koncentraci aminokyseliny mizely, ovSiem na zakladé
toho nelze uspokojivé stanovit, zda pasy na 1073, 1155/1160 a 1180 cm™ ve
spektrech histidinu skutecné svédci o pritomnosti mérené molekuly, nebo zda se
jedna pouze o pozUstatek anomalnich past. Siréi pas se sttedem okolo 1345 cm™ je
mozno pripsat budto vibracim histidinu (ve spektrech klasického Ramanova rozptylu
byl pfitomny pas, ktery by tomu velice dobfe odpovidal), nebo vibracim uhlikatych
produktl, vyskytujicich se v blizkosti kovového povrchu; v literature je tento pas

nazyvan pas D [50].

Mezi nejintenzivnéjsi pasy SERS spektra histidinu patfi pasy na 862, 1040, 1396,
1437, 1471 a 1623 cm’’, které byly pozorovany ve vsech ziskanych SERS spektrech
histidinu. Poloha nékterych dalSich pasl je vyznacena v grafech na obr. 22 a 23
a v tabulce 4, tyto pasy jsou vsak velice slabé, ¢asto témér na hranici limitu detekce,
z nichz vétsina je prekryta strmym spektrdlnim pozadim, které znesnadriuje jejich

dalsi interpretaci.

Vyrazny rozdil, kterym se spektra histidinu v grafu na obr. 23 lisi od spekter z grafu
na obr. 22, je mimo pfitomnosti silného pozadi, pfislusejiciho amorfnimu uhliku,
také pritomnost dalSich past na vinoctech okolo 1496 a 1553 cm™. PGvod téchto
pasd neni zcela jasny, ale zfejmé se nejedna o pasy prislusejici histidinu, nebot tyto

dva pdsy se opakované vyskytovaly i ve spektrech jinych aminokyselin (mimo
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cysteinu). Jedno z moZnych vysvétleni je, Ze se jednd o pasy uhlikovych
kontaminant( vzniklych tepelnym rozkladem nebo fotodekompozici organickych
molekul v blizkosti kovového povrchu. Navic Ize tézko najit korespondujici pasy se
spektrem klasického Ramanova rozptylu histidinu a pasy na 1496 a zaroven 1553

cm™.

Tabulka 4: Vyskyt past v naméfenych SERS spektrech histidinu na hydroxylaminovém koloidu

SERS | 5.10°M | 2,5.10°M | Raman | Anom. [64]
675 v v 630/707 | 679

773 v x 807

862 v v 857 856
950 v v 922/962 919/961
1004 v v 997

1040 v v 1055 1057
1073 v v 1077 1080

1093 x v 1097

1155 v 1160 1150

1180 v v 1180 1182
1221 v v 1198

1252 v x 1269 1267
1285 v v 1277

1301 v 1314

1345 v v 1346 1340 1353
1396 v 1415 1412
1437 v v 1440

1471 v v 1495 1477
1496 X v Amorf. C

1553 X v Amorf. C

1602 v v

1623 v v 1633 1623

V tabulce je symbolicky znazornéno, které pasy byly pti jednotlivych mérenich spekter histidinu
pozorovatelné, a které ne. Spektrum s koncentraci 5.10* M bylo ziskéno tyden po p¥ipravé koloidu
a spektrum s koncentraci 2,5.10" M t¥i mésice po pfipravé koloidu. Prvni sloupec zna&i polohu
daného pasu v SERS spektru histidinu [cm™]; &isla v dalich dvou sloupcich znaé&i pfipadny posun
daného pasu oproti pozici dané v prvnim sloupci tabulky. V poslednich 3 sloupcich je zaznamenana
poloha moznych korespondujicich past ve spektru klasického Ramanova rozptylu histidinu (obr. 21),
poloha anomalnich pasG (obr. 14) a pro srovnani i nékteré polohy past SERS spektra histidinu
z ¢lanku [64], byt méFeného na citratovém koloidu. Tuéné jsou vyznaceny pasy, které Ize na zékladé
provedenych méreni povaZovat za dikaz pritomnosti histidinu v méreném vzorku.

65



6.2. Méreni na stiribrnych GLADech

6.2.1. Priprava a charakterizace stiibrnych GLAD1

Povrchy, na kterych byla testovdna moZnost ziskani SERS spekter nékterych
biomolekul v druhé &asti prace, byly sttfibrné GLADy.10 Jednalo se o substraty, jejichz
pripravu zajistoval na Katedfe makromolekularni fyziky MFF UK kolega Mgr. Martin
Petr. Princip pripravy téchto povrchi je popsan v kapitole 3.2. Sloupcovité struktury
stfibra vznikaly na povrchu kfemikové desticky metodou magnetronového
naprasSovani stfibrného terce s konstantnim proudem 0,3 A prochazejicim
magnetronem. Depozice probihala ve vakuové komorfe za tlaku 0,18 Pa,
zabezpecfovaného pomoci rotacni a difuzni vyvévy. Vzdalenost mezi magnetronem
a substratem byla 10 cm a uhel naparovani vici normale substratu Cinil 85°. Jako
pracovni plyn byl pouZit argon, pricemz celkova doba depozice byla nastavena na 15
minut. Snimky pfipravenych povrchd byly pofizeny pomoci skenovaciho
elektronového mikroskopu Tescan Mira Il vIlomu iv pohledu zeshora, oboje pfi

pouzitém urychlovacim napéti 15 kV (obr. 24).

@

SEM HV: 15.0 kV WD: 2.43 mm MIRA3 TESCAN| SEM HV: 15.0 kV WD: 5.69 mm | MIRA3 TESCAN|
View fleld: 5.00 um Det: InBeam 1pm View fleld: 1.000 pm Det: InBeam 200 nm
SEM MAG: 277 kx  Date(m/dly): 11/16/13 Performance in nanospace

SEM MAG: §5.4 kx | Date(m/dly): 11/16/13 Performance in nanospace

Obrazek 24: SEM snimky stfibrnych GLADU. V levém obrazku pfi pohledu zeshora, v pravém obréazku
pfi pohledu v lomu.

%V dalim textu budeme pro uvedené povrchy pouzivat zkratku GLAD namisto OAD, i kdy? pfi jejich
pFipravé nedochdzelo k rotaci substratu podél jeho normaly. Driime se zde ndzvu zavedeného na
Katedie makromolekularni fyziky MFF UK, kde byly uvedené kovové povrchy pfipravovany, ackoliv to
neodpovida ndzvoslovi pouzivanému napf. v [28] a [44], viz kapitola 3.2. Zdd se, Ze uvedena
terminologie neni v odborné literature dosud zcela jednoznacna.
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6.2.2. Mapovani stribrnych GLADG

Jelikoz se SERS intenzita zkoumané molekuly méfend v pfitomnosti pevného
kovového povrchu mize diky pritomnosti hot-spotl v jednotlivych mistech vzorku
znacné lisit, rozhodli jsme se pro charakterizaci homogenity prislusného povrchu
z hlediska velikosti jeho SERS zesileni provést Ramanovo mapovani. Ovladaci
software Ramanova mikrospektrometru dovoluje naprogramovat na mérfeném
vzorku sit bodl, ze kterych lze méfit signdl, acely proces mérfeni tak
zautomatizovat. K mapovani stfibrnych GLADU byla pouZita methylenova modf¥, coz
je Vv SERS spektroskopii ¢asto pouzivand modelova molekula z ddvodu jejiho
vysokého SERS G&inného priifezu. Pevné vzorky o velikosti pfiblizné 0,5 x 0,5 cm?
byly pro Ggely mapovani na 1 hodinu ponofeny do 10°® M roztoku methylenové
modfi, poté volné polozeny na podlozni sklicko a opatrné osuseny sprejem
obsahujicim netec¢ny plyn. VSechna SERS spektra mérena na stfibrnych GLADech
byla ziskana s excitaci He-Ne laserem o vinové délce 632,8 nm, nebot méreni
stouto vinovou délkou davalo vidy vétsi intenzitu pasli, nez méreni s dalSimi

dostupnymi lasery s vinovymi délkami 514 a 785 nm.

Série spekter byly zpracovany v programu Cell Viewer, vytvofeném v prostredi
Matlab dr. Janem Palackym. Tento program zpracovava mapu namérenych spekter
pomoci faktorové analyzy, konkrétné metodou Singular Value Decomposition (SVD,
[85]). Z hlediska faktorové analyzy je vhodné nahlizet na kazdé origindlné namérené
spektrum™ jako na vektor o velmi vysoké dimenzi n (v naSem p¥ipadé n = 1024, co?
je pocet pixeld detektoru). Pri algoritmu SVD je série origindlné namérenych
spekter Y;(t) (i = 1,...N, kde N je potet naméfenych spekter) rozloZena na linearni
kombinaci subspekter U; (t) (j = 1, ... N), ktera tvofi ortonormdlini bazi vektorového
prostoru generovaného origindlné namérenymi spektry. Formalné tedy pro vSechna

j,k €{1,..N}plati:

U (O, U®) = D U0 Up®) = &, 6D
t=1

" Moze se jednat budto pfimo o origindlné namérend spektra, nebo o spektra vznikld vhodnou
Upravou origindlné namérenych spekter, napf. spektra, od kterych jiz bylo odecteno pozadi, nebo
o vyclenéni originalné namérenych spekter pouze na urcitém spektralnim intervalu.
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kde symbolem (-,-) zna¢ime skaldrni soucin definovany rovnéz pfedchozim vztahem
(6.1), tedy standardné po slozkach. Jednotliva pocatecni spektra Y; pak lze zpétné
vyjadfit jako linearni kombinaci subspekter U; s urCitymi parametry jisté unitarni

matice V a vektoru W. Formalné plati:

Y

N
Y6 =Y WVU O, (6.2)
j=1
kde W, resp. V;;, kde i,j = 1,... N, je vektor, resp. matice, oboji vypoctené podle
daného algoritmu. Cisla W, se nazyvaji singularni Cisla, ktera udavaji relativni
statistickou vahu jednotlivych subspekter. Jelikoz se v nasem pripadé nejednalo
o soubor namérenych spekter s jistym systematicky se ménicim parametrem, ale
v jednotlivych spektrech (ziskanych z rlznych mist vzorku) dochazelo viceméné
pouze ke kolisani intenzity, mizeme vzit za referencni spektrum, ke kterému
budeme vztahovat intenzity vSech origindlné namérenych spekter v riznych mistech
vzorku, pfimo prvni subspektrum. Prvni subspektrum totiz v naSem pripadé
odpovida jakémusi ,,praméru” vsech spekter zmérenych v rlznych mistech vzorku,
ackoliv primy fyzikalni vyznam (stejné jako subspektra s dalSimi poradovymi Cisly)

samo o sob& nemd.*?

Pomoci programu Cell Viewer byla relativni intenzita spekter v jednotlivych mistech
vzorku (definovana pro kazdé zi namérenych spekter jako velikost Cisla Vi)
vyhodnocena graficky pomoci barevné skaly, ve které tmavé modra barva znaci
relativné nejnizsi intenzitu spekter a ¢ervena barva svéd¢i o nejvyssich intenzitach
spekter namérenych vdaném bodé, tj. o pfitomnosti hot-spotl. Ztakového
grafického vyjadreni Ize snadno usoudit na homogenitu povrchu z hlediska SERS

zesileni (viz obr. 25).

2 Jeliko? byla doba akumulace spekter pouze 1 s, miZe byt intenzita nékterych spekter zkreslena
i vznikem nahodného signalu na detektoru, napf. pfitomnosti kosmického zareni (pfi delSich
akumulacich pocitacovy program tyto jevy sam automaticky eliminuje). Toto zkresleni se ale
nejcastéji projevuje az u subspekter s vyssim poradovym cislem.

68



Obrazek 25: Mapy methylenové modfi na stfibrnych GLADech. Vzorky byly na 1 hodinu ponofeny
do roztoku 10° M methylenové modfi. Dvé spodni mapy byly ziskdny na odlisné varce stribrnych
GLADU, nez dvé svrchni mapy. Stupnice barevné skaly udava relativni statistickou vahu, s jakou do
originalné naméreného spektra v daném bodé prispiva prvni subspektrum. Spektra byla zpracovana
na spektralnim intervalu od 300 do 1700 cm™ a bez jakychkoliv dalSich Uprav pozadi. Vzdalenost
dvou sousegnich bodd, ze kterych byla ziskana spektra, je 5 um; celkova velikost kazdé mapy je tedy
50 x 50 pm".

Vysledky mapovani ukdzaly, Ze i na opakované pripravenych varkach stfibrnych
GLADU vykazuje pfiblizné 2 az 5 % plochy vzorku vlastnosti hot-spot(. V téchto
mistech byla intenzita ziskanych spekter priblizné o 1 rad vétsi, nez intenzita na

ostatnich mistech vzorku (viz obr. 26).

69



1800

350 4

451

300 |
1600 -

250 4

1400

200

503

150

1623

1200

100

1000 - 1

T T T T T T T
800 400 600 800 1000 1200 1400 1600

771

SERRS intenzita

600

400 ~

200

400 600 800 1000 1200 1400 1600

Vino&et/cm™

Obrazek 26: Ukazka SERRS spekter methylenové modfi na stfibrnych GLADech — originalné
namérend spektra bez jakychkoliv Uprav pozadi. Vzorky byly na 1 hodinu ponofeny do roztoku
methylenové modfi o molarni koncentraci 10° M. V grafu je prezentovano prvnich 5 spekter
ziskanych z levé horni mapy na obr. 25 a spektrum odpovidajici hot-spotu téZze mapy v poloze
odpovidajici souradnicim [1,4]. Polohy nejintenzivnéjsich past ve spektru jsou vyznaceny. Doba
akumulace 1 spektra byla 1 s, pfi méreni byl pouzit filtr D2.

Jako modelové biomolekuly pro testovani stfibrnych GLADUG byly, podobné jako
u hydroxylaminového koloidu, vybrany aminokyseliny cystein, histidin a tryptofan,
dale proteiny albumin a lysozym a nékteré porfyriny. JelikoZ ponofovani stfibrnych
substratl do zadsobnich roztokl mérenych latek nevedlo (mimo porfyrinQ) ani po
hodinovém ponofeni k dostateéné silnému signdlu, rozhodli jsme se naddle
pfipravovat vzorky nakdpnutim cca 2 pl kapky zasobniho roztoku mérené latky na
substrat, pricemz kapka byla nasledné ponechana pfiblizné 20 az 30 minut
k zaschnuti. Nizky SERS signal pfi ponorovani a nasledném suSeni mulze byt
vysvétlen tim, Ze pfi této procedure se molekuly mérené latky nedokazou
dostatecné pevné navazat na povrch substratu, zatimco pti nakapnuti a nasledném
zaschnuti dochazi v urcitych mistech zaschlé kapky k zahustovani koncentrace
mérenych molekul, které jiz mohou poskytovat dostatecné silny SERS signal.
Nevyhodou tohoto zpUsobu pfipravy vzorkl je vsak mensi homogenita SERS signalu,

ziskaného v rliznych mistech vzorku, nez jakad by odpovidala mapam na obr. 25.
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Metoda meéreni povrchem zesileného Ramanova rozptylu ze zaschlych kapek je
dosti analogickd metodé DCDR, pfi které béhem vysychani kapky na hydrofobnim
povrchu dochazi k zahustovani vzorku na jejim okraji (tzv. coffee ring effect), coz
podobné jako metoda SERS umoziiuje méreni spekter Ramanova rozptylu nékterych
latek i pfi jejich nizkych koncentracich (= 10° M, [75]). Pfi méfeni spekter ze
zaschlych kapek je proto tfeba dbat zvySené pozornosti i pfi interpretaci
namérenych dat, zejména spravné rozlisit, zda se v namérenych spektrech projevil
efekt zesileni povrchem (SERS), nebo pouze efekt zahusténi vzorku na okraji zaschlé
kapky (DCDR). Dalsi nevyhodou méreni SERS spekter z pevnych substrat(i je casty
tepelny rozklad a fotodekompozice uhlikatych sloucenin, nachdzejicich se v blizkosti
kovového povrchu. Intenzita spektralnich past téchto uhlikatych necistot je kvdali
Spatnému odvodu tepla z povrchu substrdtu casto jesté vétsi, nez pfi méreni
vroztocich (i pfi srovnatelnych vykonech excitacniho zafeni); navic poloha
i intenzita téchto parazitnich ¢ar mize béhem jednotlivych skenl znacné fluktuovat
a prekryvat tak pasy mérené molekuly [49 — 51]. Pro ziskani kvalitnich SERS spekter
s optimalnim pomérem signal/Sum je tak tfeba volit kompromis predevsim mezi

vykonem laseru (tj. pouzitym filtrem) a dobou akumulace.

6.2.3. Méreni na tryptofanu

Tryptofan je v odborné literatufe zfejmé jedna z nejcastéji studovanych
aminokyselin metodou povrchem zesileného Ramanova rozptylu [30, 36, 60 — 63].
Namérenda SERS spektra tryptofanu miZeme srovnat s Ramanovym spektrem jeho
vodného roztoku, které je zobrazeno v grafu na obr. 27. Toto spektrum bylo
zméreno s koncentraci tryptofanu 0,03 M a s celkovou dobou akumulace 40 minut.
Zde prezentované spektrum je vysledkem odectu spektra vody svhodnym
koeficientem (nalezenym pomoci programu Spectra Calc) a nasledné korekce na
pozadi pomoci polynomu 5. stupné. Ve spektru dominuji predevsim pasy na 759
a 1012 cm™, které se pfipisuji dychacim vibracim, kterych se zGéastni indolovy kruh
molekuly [60, 62, 63]. Prifazeni dalsSich pasu jednotlivym molekuldrnim pohyblim lze

najit pfehledné napft. v [60].
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Obrazek 27: Ramanovo spektrum tryptofanu. Molarni koncentrace tryptofanu je 0,03 M, celkova
doba akumulace je 40 minut, vykon laseru 0,3 W. Zde prezentované spektrum je vysledkem odectu
spektra vody a korekce na pozadi pomoci polynomu 5. stupné.

Pocatecni koncentrace tryptofanu pro méreni na stfibrnych GLADech byla zvolena
jako 10™ M. | pfi méfeni s filtrem D2 viak dochazelo k silné tepelné dekompozici
vzorku, kterd se podobné jako v pfipadé histidinu (obr. 23) projevovala narlstem
pozadi v oblasti pfiblizné od 1000 cm™ smérem k vy$$im hodnotam vinoétu a také
vyskytem velice Uzkych spektrdlnich ¢ar v této oblasti, jejichZz poloha v ¢ase béhem
jednotlivych skent znaéné fluktuovala, a to prakticky bez ohledu na konkrétni misto
sbéru signalu na vzorku. Z toho divodu byla vSechna dal$i spektra tryptofanu
mérena s filtrem D3. Vysledky nejlepsSich ziskanych SERS spekter tryptofanu jsou

zobrazeny v grafu na obr. 28.
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Obrazek 28: SERS spektra tryptofanu na stfibrnych GLADech — prehled nejlepsich namérenych
spekter. Jednd se o origindIni spektra namérend ze zaschlych kapek, bez jakychkoliv dalSich Uprav.
Doba akumulace 1 spektra byla 10 s, pfi méreni byl pouzit filtr D3.

Z porovnani spekter na obr. 27 a 28 plyne, Ze SERS spektra tryptofanu namérend
z povrchu stfibrnych GLADG se velice dobfe shoduji i se spektrem klasického
Ramanova rozptylu vodného roztoku tryptofanu, pficemz orientacné z(stava
zachovdn i pomér intenzit jednotlivych pdsid. Nami ziskand spektra se zaroven
pomérné dobre shoduji se spektry tryptofanu publikovanymi v ¢lancich [30, 60]
a ¢astecné i v [62, 63], ackoliv v uvedenych pracich se vesmés jednalo o méreni na
koloidech, pfevainé borohydridovém. Na druhou stranu, takto zjisSténa spektra
tryptofanu se vyrazné lisSi od spekter publikovanych v praci [61], méfenych na
hydroxylaminovém koloidu. Pfedpokladame, Ze nesoulad mezi jednotlivymi pracemi
je dan pravé vyskytem parazitnich past — at uZ pochazejicich z koloidu, nebo
z grafitického uhliku, které mohou vést k chybné pfifazenym pdsim pochdzejicim od

tryptofanu i k nespravné urcenym limitim detekce.

Spektrum tryptofanu bylo pro ovéfeni reprodukovatelnosti zméreno alespon z 20
rGznych bodl na povrchu vzorku a zaroven alespon ze tfi rlznych varek

pfipravenych GLADU. Ackoliv Uroven pozadi v rdmci rlznych mist vzorku fluktuovala
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az pétindsobné, polohy pasl vyznacené v grafu na obr. 28 i jejich orientacné uréend
intenzita (po odecteni pozadi) zlstaly pro danou koncentraci tryptofanu zachovany.
Béhem meéreni nebyl shledan statisticky vyznamny rozdil mezi mérenim uprostfed
kapky a na jejim okraji, coZz znamena, Ze efekt zesileni a moznost ziskani spekter
tryptofanu v takto nizkych koncentracich nelze pfipsat efektu DCDR. Pomérné nizky
pomér signal/sum v ziskanych spektrech je dan tim, Ze akumulace spektra trvala
pouze 10 s; nicméné pfi prodlouzenych dobach akumulace dochdzelo i s filtrem D3
ke vzniku teplem/svétlem indukované dekompozici uhlikatych slouéenin pobliz
kovového povrchu a vzniku dalSich anomalnich pasl ve spektru, které degradovaly
plvodné akumulované spektrum. K vyraznému narlstu pozadi ¢asto dochazelo
zhruba okolo 10 s po zatatku méfeni, o éemz vypovidd i spektrum 10 M tryptofanu
z grafu na obr. 28, ze kterého je naznak rostouciho pozadi u vysSich hodnot vinoctu
patrny. Navic, tepelnda dekompozice vzorku svédc¢i o vysokych hodnotach
elektromagnetického pole vtésné blizkosti kovového povrchu, coz by mohlo
naznacovat, Ze ziskana spektra tryptofanu jsou zesilena predevSim diky
elektromagnetickému mechanismu, nebot spektra téze latky v takto nizkych
koncentracich nebyla na dalSich povrsich, které neobsahovaly kovové

nanonerovnosti, byt byly srovnatelné hydrofobni, pozorovana vibec.

6.2.4. Méreni na histidinu

Dale jsme se pokusili, podobné jako na hydroxylaminovém koloidu, ziskat spektra
histidinu i na stfibrnych GLADech. SERS spektrum histidinu o molarni koncentraci
zasobniho roztoku 10 M, nakdpnutého na pevny povrch, je zobrazeno v grafu na

obr. 29.
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Obrazek 29: SERS spektrum histidinu na stfibrnych GLADech — nejlepsi origindlné namérené
spektrum bez jakychkoliv dalSich dGprav pozadi. Molarni koncentrace histidinu je 10 M, méFeni
probihala ze zaschlych kapek. V grafu jsou oznaceny pasy, jejichZ poloha se pfi méfeni z rlznych mist
vzorku i z rdznych varek GLADU neménila, Gdaje s lomitkem znaci mirnou zménu polohy jednotlivych
pasl v ramci rdznych ziskanych spekter. Doba akumulace 1 spektra byla 1 minuta, pfi méfeni byl
pouzit filtr D3.

V SERS spektru histidinu na stfibrnych GLADech se pasy, vyskytujici se na vinoétech
okolo 707, 860, 998/1004, 1256/1276, 1360/1370 a 1494/1504 cm’, velice dob¥e
shoduji s polohou pasl zjisténou pomoci klasického Ramanova rozptylu (viz obr.
21). Pasu, jehoZ poloha byla pfi SERS mérenich uréena jako 648 cm?, by pfitom ve
spektru klasického Ramanova rozptylu histidinu mohl odpovidat pas okolo 630 cm™,
pasu na 927/932 cm™ by mohl odpovidat pas na 922 cm™, jednomu z past na
1130/1140 a 1167 cm™ pravdépodobné ve spektru klasického Ramanova rozptylu
histidinu pfislu$i pas na 1198 cm™ a pasu na 1402 cm™ by mohl pfisluiet pas na
1415 cm™. Mirné kolisani poloh nékterych pasd, vyznagenych v grafu na obr. 29,
mUze byt dusledkem rlznych orientaci molekuly histidinu adsorbované na pevny
kovovy povrch. Spektra histidinu byla pro ovéreni reprodukovatelnosti zmérena
alespon z 10 rdznych bodd na povrchu vzorku a zaroven alespon ze dvou rtznych
varek pripravenych GLADU. Ze stejného duvodu, jako v pfipadé tryptofanu, nelze ani

v pripadé histidinu zisk spekter v takto nizkych koncentracich prisoudit efektu DCDR.

75



6.2.5. Méreni na cysteinu

Posledni modelovou aminokyselinou, jejiz SERS spektra byla ziskdna na stfibrnych
GLADech, byl cystein. Jelikoz predbéina méreni této aminokyseliny, nakdpnuté na
pevny stfibrny povrch, nevedla ktak velkému signadlu, jako v pfipadé
hydroxylaminového koloidu, rozhodli jsme se dale zkusit pouzit takové zasobni
roztoky, jejichz pH bylo upraveno pfidanim malého mnozstvi HCl nebo NaOH. Se
zménou pH zasobniho roztoku se totiz méni vysledny naboj molekul aminokyseliny

v roztoku, jak je zndzornéno na obr. 30.

R — CH— COOH R — CH— COO R — CH— COO
| | |
NH5" NH5" NH,
1
pH < pK; pH = 3 (pK; + pK3y) pH > pK;

Obrazek 30: Prevazujici formy aminokyselin v roztoku v zavislosti na pH. pK konstanty jsou
definovany jako hodnoty pH, kdy jsou obé ,sousedni“ formy dané aminokyseliny zastoupeny
v roztoku stejnou mérou. Pro aminokyseliny je pK; = 2 a pK, = 9, takze pfi kyselych hodnotach pH
prevazuje u vétsiny molekul v roztoku kladny naboj (dochazi k protonaci aminoskupiny i karboxylové
skupiny) a pfi zasaditych hodnotdch pH zaporny naboj (dochazi k deprotonaci karboxylové skupiny).
Pfi hodnotach pH okolo priméru obou konstant pK; a pK, (v izoelektrickém bodé) se nachazi
aminokyselina vroztoku prevazné sndbojem 0. MduaZe-li se vurcitém rozsahu pH
protonovat/deprotonovat i uhlovodikovy zbytek R-, Ize u dané aminokyseliny definovat jesté dalsi
konstantu pKy takovou, Ze pro pH < pKg se uhlovodikovy zbytek R- vyskytuje prevainé v protonované
formé a pfi pH > pKg pfevainé v deprotonované formé. Zpracovano podle [80].

Pro odhad podilu jednotlivych rGzné protonovanych forem téze latky v roztoku Ize
vyuzit Henderson-Hasselbalchovu rovnici (6.3). Je-li pfi pH = pKa v roztoku stejny
podil dvou rGznych forem téze latky (liSicich se pouze protonaci na jisté skupiné
atomQ; symbolicky tyto latky znacime HA a A’), pak pfi jiném pH bude podil jejich

koncentraci v roztoku takovy, aby platilo

_ (A7)
pH = pK, + log AT (6.3)
tj. napf. pfi zvySeni hodnoty pH o 1 uZ je vroztoku deprotonovana forma

v desetinasobném nadbytku oproti protonované formé.

pK konstanty cysteinu jsou pK; = 1,96, pK, = 10,28 a pKsy = 8,18 [80], pficemz
u plivodné pfipraveného zdsobniho roztoku cysteinu bylo orientacné zméreno pH

jako pH = 5, tj. Ize predpokladat, Ze v takovém roztoku ma vétsSina molekul cysteinu
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vysledny naboj nulovy. Dale proto byly pfipraveny zasobni roztoky 10 M cysteinu,
do kterych bylo pfiddno malé mnoiZstvi HCl, resp. NaOH, ¢imZ bylo dosaZzeno
orientacni pH roztoku okolo 1, resp. okolo 11. Dale byly pfipraveny zasobni roztoky,
které mimo toho, Ze bylo takto upraveno jejich pH, obsahovaly jeSté KCl o finalni
molarni koncentraci 0,1 M ve vysledném vzorku. NejlepSi naméfend spektra
z nékterych ztéchto zdasobnich roztok(, nakdpnutych na stfibrné GLADy, jsou

zobrazena v grafu na obr. 31.
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Obrazek 31: SERS spektra cysteinu na stfibrnych GLADech — prehled nejlepsich namérenych spekter
v zavislosti na pH. Molarni koncentrace cysteinu je ve viech vzorcich 10* M, méfeni probihala ze
zaschlych kapek. Spektra jsou pro lepsi prehlednost vertikdlné posunuta. pH plvodné pripraveného
zasobniho roztoku (pH = 5) bylo upraveno na hodnoty pH = 1 a pH = 11 pfidanim malého mnoZstvi
HCl nebo NaOH. Zasobni roztok cysteinu o hodnoté pH = 1 obsahoval navic 0,1 M KCl; ptidani KCl do
zasobnich roztokd o hodnotach pH = 5 a pH = 11 nevedlo k vyraznému zlep3eni signalu. Polohy pasd,
které se u namérenych spekter neméni, jsou vyznaceny plnou cCarou. Pasy, jejichz poloha v zavislosti
na pH kolisa, jsou vyznaceny cCerchovanou ¢arou. Doba akumulace 1 spektra byla 1 minuta, pfi
méreni byl pouzit filtr D3.

Reprodukovatelnost namérenych spekter byla podobné jako u predchozich
aminokyselin ovérena béhem nékolika dni béhem pfiblizné 20 méreni z rGznych

bodl na povrchu vzorku. BEéhem méfeni nebyl shleddn statisticky vyznamny rozdil
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mezi mérenim uprostied kapky a na jejim okraji, coz znamend, Ze efekt zesileni

nelze ani v pfipadé cysteinu pfipsat efektu DCDR.

Vysledky z grafu na obr. 31 naznaduji, Ze ve spektrech cysteinu zacind rlst intenzita
nékterych pasl jak se zvysujicim se pH, tak se sniZujicim se pH (oproti hodnoté pH
blizké neutralnimu pH). Vibec nejlepsi spektrum bylo ziskano pfi zasaditém pH (pH
= 11), pfi kterém se molekuly cysteinu v roztoku vyskytuji pfevainé s ndbojem -2
(dochazi k deprotonaci karboxylové ithiolové skupiny). Interakce deprotonované
thiolové skupiny s kladné nabitym kovovym povrchem by pfitom mohla byt dilezita
pro spravnou adsorpci molekuly cysteinu na kovovy povrch, cozZ Ize dokumentovat
i vysokou intenzitou pasu se stfedem okolo 663 cm™, ktery byl jiz p¥i méfenich na
hydroxylaminovém koloidu pfipsan vibracim, kterych se zucéastni atom siry. Intenzita
pasu na 663 cm™ byla v pfipadé zasaditého vzorku zhruba 2x a7 3x vétdi, ne?
intenzita v pfipadé vzorku, jehoZ pH bylo blizké neutralni hodnoté pH. Pro neutralni
a zasadité zasobni roztoky cysteinu dale platilo, Ze intenzita pdst ve spektrech
nebyla nijak vyrazné ovlivnéna pfitomnosti KClI v zasobnim roztoku. V kyselém
prostredi bez pridaného KCl byla intenzita past ve spektru zhruba srovnatelna se
spektry zmérenymi v neutrdlnim prostredi, avsak intenzita nékterych pas( vzrostla
po pridani KCl do zasobniho roztoku cysteinu s kyselym pH. Z toho lze usuzovat, ze
molekuly cysteinu, majici v kyselém prostredi prevdiné ndboj +1, se mohou na
pevny kovovy povrch vazat proto, Ze kladny ndboj kovového povrchu je odstinén
pritomnymi chloridovymi anionty. Poznamenejme vsak, Ze presnéjsi analyze vlivu
pH na adsorpci cysteinu na kovovy povrch brani nehomogenita pouzitého povrchu,
ktera zpUsobuje, Ze intenzity past ve spektrech, mérenych ztéhoZz zasobniho
roztoku, se v rliznych mistech zaschlé kapky mohou lisit témér srovnatelné, jako
intenzity pasd cysteinu z rGznych zasobnich roztokl. Stejné tak je do budoucna
nutno podrobnéji prozkoumat i kolisani intenzity pas ve spektrech pfi pouzivani
povrchll z rGznych pfipravenych varek, coz vyZzaduje jesté dalsi studie, které by

mohly predchozi Uvahy o adsorpci cysteinu na kovovy povrch potvrdit.

NejintenzivnéjsSim pdsem v SERS spektrech cysteinu, mérenych na stfibrnych
GLADech, je stejné jako v pfipadé méreni na hydroxylaminovém koloidu pas na 663

cm™, ktery jsme jiz dfive pFisoudili valenéni vibraci atomil C=S. Dale se ve viech
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naméfenych SERS spektrech vyskytuje pas na 805 cm™, co? je pas, ktery byl v [42]
pfipsan deformacnim vibracim skupiny karboxylové skupiny molekuly cysteinu. Oba
tyto pasy byly pozorovatelné i ve spektru cysteinu zméreném na hydroxylaminovém
koloidu (viz tabulka 2). Pas na 1128 cm™ byl pozorovan ve viech SERS spektrech
cysteinu na stfibrnych GLADech, ovsem ne na hydroxylaminovém koloidu, coz mlze
vnaset jisté pochybnosti, zda se jednd skutecné o pas pfrislusejici cysteinu, nebo
o néjaky anomadlni pas. Ve spektru cysteinu byly dale pozorovany pdasy, jejichz
poloha mirné kolisala s ménicim se pH roztoku: Jednd se o pasy, které byly ve
spektru neutralniho cysteinu pozorovany na 900, 1050 a 1298 cm™ (co? je opét
v souladu s Udaji vtabulce 2). Pas na 900 cm™ je viak v pfipadé vzorku s kyselou
hodnotou pH posunut asi o 15 cm™ smérem k oblasti nizéich vino¢td a v piipadé
vzorku se zésaditou hodnotou pH asi o 10 cm™ smérem k oblasti vy33ich vino&td.
Poloha pést okolo 1050, resp. 1298 cm™, zdstava i v kyselém prostiedi prakticky
nezménéna, avsak v zdsaditém prostiedi se oba dva pdsy posouvaji asi o 15, resp.

0 10 cm™ smérem k oblasti nizéich vino&td.

Pasy, které se v SERS spektrech cysteinu vyskytuji pouze pfi zasaditém pH, jsou pasy
na 735, 1374, 1585 a 1645 cm™. Témto pasdm by mohly odpovidat pasy na 745,

1387, 1575 a 1647 cm™, zméfené na hydroxylaminovém koloidu.

P4s na 1696 cm™ (odpovidajici poloze tietiho nejintenzivnéj$iho pasu cysteinu,
zméreného na hydroxylaminovém koloidu) byl pozorovdn u vzorku s neutrdlnim
i zasaditym pH. U vzork( s kyselym pH tento pds pozorovan nebyl, naproti tomu se
véak u vzorkd s kyselym pH objevily pasy na 1345 a 1734 cm™, co? naopak velice
dobfe souhlasi s polohami pasd zjisténymi ve spektru klasického Ramanova

rozptylu.

Zavérem shrime, Ze pasy ziskané pri méreni SERS spekter na stfibrnych GLADech,
které svédc¢i o pfitomnosti cysteinu, jsou pasy na 663, 735, 900, 1035/1050,
1288/1298, 1374 a 1696 cm™, nebot k témto pasiim Ize snadno najit korespondujici
pasy ve spektru klasického Ramanova rozptylu i v SERS spektrech ziskanych na

hydroxylaminovém koloidu.
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6.2.6. Méreni na proteinech

Pro testovani stfibrnych GLADG byly dale vybrany modelové proteiny albumin
a lysozym. Podobné jako pfi méreni SERS spekter aminokyselin byly zdsobni roztoky
téchto proteind nakapnuty na stfibrnych povrch a ponechany k zaschnuti. Z takto
zaschlych kapek byla ziskana spektra obou proteind. Vysledky jsou zobrazeny

v grafech na obr. 32 a 33.

N~
N N =
oo — N [To)
g5 5 8 %
—
200 -|
8
N 7.10°° M, vnitfek kapk
S 150 - Py
€
0
n'd
L
» 100 +
10 M, okraj kapky
50 4
10 M, vnitfek kapky
T T

T
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Vino&et/cm™

Obrazek 32: SERS spektra lysozymu na stfibrnych GLADech — prehled nejlepSich namérenych
spekter. Jedna se o origindlné namérena spektra bez jakychkoliv dalSich Uprav. Doba akumulace 1
spektra byla 1 minuta, pfi méfeni byl pouzit filtr D2.

Spektra lysozymu se podafilo ziskat v molarnich koncentracich 7.10> M a 10° M.
Reprodukovatelnost méreni byla (stejné, jako v pfipadé albuminu) ovérena
mérenim alespon z 20 rdznych bodl na povrchu vzorku béhem nékolika dni. Pfi
méfeni s koncentraci 7.10° M nebyl shledan statisticky vyznamny rozdil mezi
intenzitou spekter ziskanych z okraje zaschlé kapky a z jejiho vnitfku; pfi koncentraci
lysozymu 10 M véak jiz méFeni z okraje kapky dévala ponékud lepsi vysledky, ne?
meéreni z vnititku kapky (viz obr. 32). To by mohlo naznacovat, Ze na efektu zesileni
a moznosti ziskani spekter lysozymu v takto nizké koncentraci nema podil pouze

zesileni dané kovovym povrchem, ale jistou roli zde hraje i efekt zahusténi vzorku na

80



okraji zaschlé kapky (DCDR). Na druhou stranu, nepfimym projevem existence
elektromagnetického mechanismu zesileni je tepelnd a svételnd dekompozice
vzorku pfi pouziti vysSich vykon( laseru, ktera ve spektrech lysozymu opakované

vedla k vyskytu pasl prislusejicich amorfnimu uhliku.

Ve spektrech lysozymu dominuji pasy na 759, 1002, 1009 a 1550 cm™, které se
v literature pfipisuji vibracim aromatickych rezidui tryptofanu (759, 1009 a 1550
cm™) a fenylalaninu (1002 cm™). Déle je moZno ve spektrech rozeznat silny pas na
1445 cm™, pripisovany deformaénim vibracim —CH,— skupin, a pasy oznalované
v literatufe jako Amid I (1657 cm™) a Amid 1Il (okolo 1240 cm™), které se pfipisuji
vibracim peptidickych vazeb. Poloha vSech vySe uvedenych pasl se velice dobfe
shoduje s mérenimi publikovanymi na sttibrnych koloidech: borohydridovém [70]
i citrdtovém [74]. Prehledné pfifazeni pdsd pozorovanych v SERS spektrech

lysozymu jednotlivym molekuldrnim vibracim lze najit napf. v [70].
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Obrazek 33: Spektra albuminu na stfibrnych GLADech — prehled nejlepsSich namérenych spekter.
Vsechna spektra byla zméfena z okraje zaschlé kapky. Jedna se o originalné namérena spektra bez
jakychkoliv dalSich uprav. Doba akumulace 1 spektra byla 1 minuta, pfi méreni byl pouzit filtr D2.

Spektra albuminu se podafilo naméFit v koncentracich 4.10° M, 10° M a 10° M.

Vsechna tato spektra byla zmérena z okraje zaschlé kapky, nebot sbér rozptyleného
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zareni z vnitrku kapky nedaval prakticky Zadny uziteény signal. Naproti tomu, signal
ziskany z okraje kapky vedl i pfi opakovanych pokusech kzisku dobfre
reprodukovatelnych spekter, coz naznacuje, zZe v ptfipadé albuminu jsou ziskana
spektra vtakto nizkych koncentracich predevsim projevem zahusténi molekul
proteinu na okraji zaschlé kapky (DCDR). K vyrazné tepelné dekompozici molekul
albuminu pfitom nedochazelo ani pfi pouziti filtru D1, coZ (ve srovnani se silnou
dekompozici molekul lysozymu i aminokyselin pfi pouZiti odpovidajiciho vykonu
laseru) by mohlo svédcit o nizsi schopnosti molekul albuminu adsorbovat se do
tésné blizkosti kovového povrchu (ve srovnani s molekulami lysozymu
a aminokyselin). | pfesto se podafilo naméFit spektra 10° M albuminu z okraje
zaschlé kapky jiz s pouZitim filtru D3, coZ odpovida 500x mensimu vykonu
excitatniho zareni, nez jaky byl pouzit pfi DCDR mérenich v ¢lanku [75] na

komercnich teflonovych substratech.

Ve spektrech albuminu, podobné jako ve spektrech lysozymu, dominuji pasy rezidui
aromatickych aminokyselin na vinoctech okolo 1002 a 1029 cm™ (fenylalanin) a dale
pasy deformaénich vibraci —CH,— skupin (1445 cm™) a amidu | (1657 cm™). Nami
namérena spektra se dobre shoduji se spektry publikovanymi v ¢lancich [75] (DCDR
méreni albuminu) a [72] (SERS spektra albuminu ziskand na pravidelnych zlatych
substratech). Vyraznéjsi rozdil mezi ndmi namérenymi spektry a spektry
publikovanymi v [75] je dan v pfipadé vétSiny spekter ziskanych na stfibrnych
GLADech absenci pasu okolo 759 cm™, pfislusejiciho vibracim tryptofanu; naopak ve
spektrech v [75] chybi SirSi pas se stfedem okolo 663 cmt. Tento pas byl pfitom
v nasSich mérenich pozorovany ve spektrech albuminu ilysozymu. Navrhujeme, Ze
tento pds by mohl pfisluset vibracim, kterych se ucastni atom siry obsazeny
v cysteinovych reziduich obou protein(, nebot stejny pas byl pozorovan i ve spektru
samotného cysteinu (viz obr. 31). To by zarovefi mohlo vysvétlovat, pro¢ v = 10° M
DCDR spektrech albuminu [75] na teflonovych substratech tento pas pozorovany
nebyl, nebot k zesileni jeho intenzity je zfejmé potfeba mimo efektu DCDR
i interakce thiolové skupiny obsazené v cysteinu skovovym povrchem.
Poznamenejme, Ze pasy v SERS spektrech nékterych dalsSich proteind, vyskytujici se

na vino¢tech = 670 az 690 cm™, byly pfipsany vibracim, kterych se Géastni atomy
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siry, i v ¢lanku [70]. VtémzZe clanku byly zdroven pdsy pfitomné u proteinl na
vino¢tech okolo 500 a# 550 cm™ pfipsany vibracim disulfidickych vazeb, co? by
zarovefi mohlo vysvétlovat pdvod pasu na 508 cm™, pozorovatelného jak ve spektru

albuminu, tak ve spektru lysozymu.

Rozdil mezi ndami ziskanymi spektry lysozymu a albuminu je dan predevsim
nepritomnosti pdsu pfrislusejicich tryptofanu ve spektru albuminu, tj. past na 759,
1009 a 1550 cm™, které jsou naopak velice vyrazné v SERS spektrech lysozymu. To
doklada, Ze na stfibrnych GLADech jsme schopni ziskat spektra téchto dvou protein(
s dostate&nou specificitou, a to az do koncentrace 10> M (v pfipadé albuminu az do

koncentrace 10° M).

6.2.7. Méreni na porfyrinech

Posledni pouzité modelové molekuly byly porfyriny. JelikoZ se diky konjugovanému
systému dvojnych vazeb porfyrinového jadra jednd prakticky o rovinné molekuly
s vysokou polarizovatelnosti, které navic absorbuji svétlo ve viditelné oblasti
spektra, lze u téchto molekul olekdvat vysokou intenzitu SER(R)Su i klasického
(rezonanéniho) Ramanova rozptylu. Z tohoto divody byly koncentrace pro méreni
SER(R)S spekter porfyrin zvoleny priblizné o 2 az 3 fady mensi, nez u predchozich
biomolekul, coZ odpovida i standardné pouzivanym koncentracim porfyrind
v literature [30, 32, 53 — 55]. Vzhledem k silné tepelné dekompozici porfyrinG na
povrchu stfibrnych GLADU i pfi poutziti filtru D3 byl v pfipadé méreni SERS spekter
porfyrinG pouZit dokonce filtr D4, se kterym byl pfi méfeni ostatnich biomolekul
ziskan prakticky vidy témér nulovy signal. Nejlepsi ziskana spektra porfyrinQ
H,TMAP, H,TMPyP a H,TSPP, namérend ze zaschlych kapek, jsou zobrazena v grafu
na obr. 34.
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Obrazek 34: SER(R)S spektra porfyrinii na stfibrnych GLADech — pfehled nejlepSich naméfenych
spekter. Méreno ze zaschlych kapek. U vSech zde prezentovanych spekter byla provedena korekce na
pozadi pomoci polynoml vhodného stupné; pro prehlednost jsou spektra vici sobé vertikalné
posunuta. Poloha nejintenzivnéjsich pasd ve spektrech je vyznacena. Pdsy, které lze jednoznacné
pfipsat jednotlivym porfyrinovym formam | az Il (viz text), jsou vyznaceny pomoci ptislusnych
symboll. Doba akumulace 1 spektra byla 1 minuta, pfi méreni byl pouzit filtr D4.

V SERS spektrech porfyrinli je mozno rozliSit pasy, z nichz nékteré pfrislusi free-base
formé (1) a nékteré pfrislusi metalované formé (lIl), kdy je do porfyrinového jadra
inkorporovan stiibrny kationt Ag® [54]. Ve spektru porfyrinu H,TMPyP byly v3ak
navic pozorovany jesté dalsi pasy, které byly v literature pfifazeny jesté treti formé
porfyrinu (Ill), kdy dochazi k metalaci neutrdlnim atomem st¥ibra Ag® [55].
Relevantni markery jednotlivych metalovanych forem molekuly se nachazeji
predevsim ve spektrdlni oblasti = 310 — 400 cm™ a = 1330 - 1360 cm™ [54, 55]
av grafech na obr. 34 jsou vyznaceny pfislusnym symbolem | az lll. U porfyrinu

H,TMAP byla ze spekter ziskdna predevsSim jeho nemetalovanad forma, coz lze
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zfejmé vysvétlit tim, Ze kvlli jeho prostorové velkym postrannim skupindm nemuze
v této koncentraci porfyrin H,TMAP zaujmout takovou orientaci na povrchu, aby
dochazelo kjeho metalaci. Nemetalovand forma se projevuje predevsim
pFitomnosti past okolo 320 cm™, dubletem okolo 1338/1356 cm™ a absenci silného
pasu v oblasti = 370 — 400 cm™. Naproti tomu pfechod z dubletu 1338/1356 cm™ na
jediny tzky pas okolo 1337 cm™ v p¥ipadé porfyrinu H,TSPP znaéi, Ze tento porfyrin
se na stfibrnych GLADech ¢aste¢né metaluje, o ¢emz by mohl svédc¢it i mensi pas
okolo 355 cm™ [86, 87]. Pfedpokladame, 7e adsorpce porfyrinu H,TSPP na kovovy
povrch je usnadnéna tim, Ze se jednd o porfyrin, jehoZ kazda postranni skupina nese
v rdmci fyziologického pH zdporny naboj. V ptipadé porfyrinu H,TMPyP byla
detekovanad i tfeti metalovand forma, coz je indikovano dalSim stépenim pdsu na
383/400 cm™ a $ir$im pasem na 1350 cm™, jeho? netrivialni struktura viak po
podrobnéjSim prozkoumani naznacuje, Ze zde dochdzi k prekryvu vice pasl
prislusejicich rGznym formam. Podrobnéjsi studie, tykajici se podilu jednotlivych
forem molekuly pfitomnych na kovovém povrchu ¢i zkoumdni kinetiky metalace,

vSak presahuje ramec této prace.

6.2.8. Kontaminace stribrnych GLAD

Vedle vyskytu anomalnich pasli, pochazejicich z grafitického uhliku, byla dalsi
prekdzkou v ziskani SERS spekter biomolekul na stfibrnych GLADech kontaminace
samotnych substratl. Kontaminace se projevovala vyskytem dalSich parazitnich
pash i pfi méreni z prazdného vzorku, tj. z mist, na kterd mérena latka viibec nebyla
nakdpnuta. Intenzita téchto parazitnich past a jejich ,reprodukovatelnost” v ramci
rGznych mist téhoz substratu se pfitom lisila v ramci rlznych varek povrch,
pfipravenych na Katedfe makromolekularni fyziky. Z pfiblizné 8 opakovanych
pokusl o pripravu substratli bez povrchovych kontaminantl v pribéhu zhruba 5
mésicl se podafrilo pfipravit pouze 2 varky substratli, které tyto kontaminace
prakticky nevykazovaly (na téchto varkach byla zméfena vSechna spektra
prezentovana vtéto kapitole). Opakované pokusy o pfipravu substratd

s optimalnimi vlastnostmi vedly k nasledujicim zavérim:
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U varek nové pfipravenych GLADUG, které pfi prvnim méfeni Zadnou
kontaminaci nevykazovaly, nedochazelo kvyraznému zhorSovani jejich
zesilovacich schopnosti ani po pfiblizné mési¢nim skladovani. Kratkodoba
vystaveni téchto povrchli okolni atmosféfe ani opakovana manipulace se
vzorky pfi normalnim tlaku vzduchu jiz nevedly k Zadnému dodate¢nému
navazovani kontaminantl ze vzduchu na povrch vzorku ani k naslednému
vyskytu parazitnich pasti ve spektrech. To naznacovalo, Ze kontaminace
vzorkd pochdzi pravdépodobné jiz ze samotného procesu jejich pfipravy.
Ultrazvukové Cisténi kontaminovanych substratd v deionizované vodé obcas
vedlo k desorpci kontaminant( z povrchu vzorku a k mizeni parazitnich pasu
ze spekter. Tim se vSak zaroven zesilovaci schopnosti daného povrchu pro
nakdpnuty vzorek biomolekuly zhorSily pfiblizné 2x az 4x (viz obr. 35).
Usp&snost tohoto procesu viak silné zavisela na intenzité parazitnich pasd:
V optimdlnim pfipadé stacilo Sminutové ultrazvukové CcCisténi k vyrazné
eliminaci parazitnich pasa ze spekter, u nékterych silnéji kontaminovanych
varek stfibrnych GLADUG vSak tento proces nevedl k cili vibec.

PFi pokusech ziskat SERS spektra biomolekul nakapnutych na kovovy povrch
i z takto kontaminovanych povrchl dochézelo obcas do urcité miry k prebiti
signalu kontaminantl signalem z nakapnuté biomolekuly (viz obr. 35), a to
i v pripadé, Ze signdl kontaminantl z prazdného vzorku byl vétsi, nez signal
samotné biomolekuly. Toto lze vysvétlit zfejmé jistou kompetici mezi
navazovanim molekul mérené latky a molekul kontaminantll na kovovy
povrch, resp. schopnosti nékterych biomolekul wvytladit molekuly
kontaminant( ze zesilujicich mist na povrchu vzorku. Na obr. 35 je toto
ilustrovano pro tryptofan o molarni koncentraci 10* M, pficemz pro nizsi
koncentrace tryptofanu jiz signal aminokyseliny nebyl schopny prevysit
signdl parazitnich past kontaminantl. Podobny vysledek byl ziskan i pro
lysozym (az do koncentrace 10” M), ovéem nikoliv pro albumin, co?
potvrzuje nasi domnénku, Ze spektra albuminu nakdpnutého na stfibrné
GLADy jsou namisto SERS efektu zesilena spiSe efektem DCDR (viz kapitola

6.2.6; ipfi nejvy$si koncentraci albuminu 4.10° M byly ve spektru
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pozorovany pouze parazitni pasy kontaminantl, a to i na okraji zaschlé
kapky).

Na zakladé opakovanych problém( s kontaminaci vzorkd doslo béhem Unora
2014 na Katedre makromolekularni fyziky MFF UK k prestavbé aparatury, na
které byly provddény depozice stfibrnych GLADUG. Plivodni motivace stavby
nové aparatury spocivala v pouzivani lepsiho systému vyvév, které by mély
zcela vyloucit moZnost kontaminace vzorkd pracovnimi oleji. Pfesto se vsak
ukazalo, Ze nejcitlivéjSi na adsorpci necistot na Cerstvé pfipraveny substrat
(a nasledny vyskyt parazitnich pdsli v SERS spektrech) je manipulace se
vzorkem tésné po jeho pfipravé. Se zvySovanim casového odstupu mezi
ukoncenim depozice daného vzorku a jeho vystavenim okolni atmosfére
dochazelo systematicky ke sniZovani intenzity parazitnich pdsd ve spektru.
To lze vysvétlit pravdépodobné vysokou chemickou reaktivitou stfibrného
povrchu tésné po ukondeni depozice, kterd je vSak utlumena s postupnym
chladnutim substratu, kdy dochdzi k deaktivaci stfibrné vrstvy a ke snizovani
jeji schopnosti chemicky vézat latky obsazené v okolni atmosfére.
Vyzkousenim rlznych casovych odstupl byl ziskdn zavér, Ze k optimalni
deaktivaci povrchl je nutno pouZit ¢asovy odstup mezi depozici a dalsi
manipulaci se vzorkem pfi normalnim tlaku vzduchu v fadu alespon nékolika
hodin; v nasem ptipadé byly proto nadale vzorky po depozici pred dalsi
manipulaci ponechavany ve vakuové aparature pres noc (cca 16 hodin).

Pti nékolika pokusech o pfipravu substratl bez navdzanych kontaminant(
byl jesté pred depozici k ocisténi kfemikovych desti¢ek pouZit aceton
nebo ethanol. Ukazalo se vsak, Zze samotné ¢isténi navazani kontaminantd na
vznikly stfibrny povrch nezabrdni; naopak v nékolika pfipadech vedl tento
postup jesté k vyssi intenzité parazitnich past ve spektru, neZ pfi pripravé

bez chemického cisténi.

Metodu, pfi které je z dlivodu eliminace kontaminant( na povrchu substratu vzorek

po depozici nechan jesté nékolik hodin ve vakuu, povaZujeme za optimalni

predevsim diky tomu, Ze pfi ni neni nutno do procesu depozice vnaset dalsi

parametry, jako je chemické cisténi povrchu pred zacatkem samotné depozice,
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nebot vliv pouZitych chemikdlii na parametry vzniklych substrat, vcetné jejich
afinity k pfipadnym kontaminantiim, je i naddle diskutabilni. Timto postupem je
navic mozno vyhnout se i relativné nesetrnému precistovani jiz kontaminovanych
substratd ultrazvukem nebo napf. nedavno publikovanymi metodami cisténi
pomoci argonového plazmatu [88, 89], popf. chemickou cestou, které mohou
zménit morfologii pfipraveného povrchu, resp. vést k oxidativnimu poskozeni

pfipraveného povrchu, a tim zhorsit jeho schopnost fungovat jako SERS-aktivni

substrat.
—
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Obrazek 35: SERS spektra tryptofanu na stfibrnych GLADech. Moldrni koncentrace tryptofanu je ve
viech ptipadech 10™ M. Jedn4 se o origindlné namé&¥end spektra bez jakychkoliv Uprav pozadi. Pasy
prislusejici tryptofanu jsou oznaceny hvézdickou. Parazitni pasy pochdzejici od povrchovych
kontaminant( jsou vyznaceny Ciselnym symbolem, ackoliv jejich poloha v ramci rlznych substratd
aizdlvodu teplem/svétlem indukované dekompozice na povrchu vzorku ¢asto fluktuovala. Doba
akumulace kazdého spektra byla 10 s, pfi méreni byl pouzit filtr D3.
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6.3. Méreni na zlatych povrsich

Poslednim druhem substrati, na kterych jsme se v ramci prace pokusili ziskat
spektra nékterych modelovych biomolekul, byly litograficky pfipravené zlaté
nanostruktury. Pfiprava téchto substratl probihala na spolupracujicim pracovisti
UFE. Princip pfipravy uvedenych povrchd je popsan v kapitole 3.3. Mirnou
modifikaci zde popsaného procesu pfipravy vznikaly struktury oznacené jako disky,
kuzilky nebo mésicky, které byly nasledné testovany z hlediska SERS zesileni.
Optimalizace podminek pro ziskani SERS spekter nékterych jednodussich biomolekul
na téchto povrsich a testovani reprodukovatelnosti prislusnych substratd bylo
ukolem paralelné probihajici disertacni prace kolegy Mgr. Vlastimila Peksy. Stav
v bfeznu 2014 je zatim takovy, Ze se dosud nepodafilo pfipravit vhodné zlaté
nanostruktury tak, aby byl z ndmi pouzivanych modelovych molekul adsorbovanych
na jejich povrch ziskan takovy SERS signal, jehoz zesileni by bylo alespon srovnatelné

se signalem ziskanym v ptipadé stfibrnych povrch(.

Mozny problém s adsorpci biomolekul na zlaty povrch jsme se pokusili pfekonat tim,
Ze jsme se rozhodli vyzkouset ziskat SERS spektra z chemicky modifikovanych
modelovych biomolekul, které by byly na stfibrny povrch cilené ukotveny. Jako
modelové biomolekuly byly pouzity chemicky modifikované useky jednovldaknové
DNA, konkrétné oligonukleotid slozeny z 20x opakujici se jednotky dTMP (2'-
deoxythymidinmonofosfat), modifikovany thiolovou skupinou na 5 konci
(schematicky HS-5’-(dT),0-3’). Depozice takto modifikovanych oligonukleotidd na
pevny zlaty substrat, spocivajici v inkubaci zlatych povrchl v médiu obsahujici
thiolované molekuly DNA a jejich nasledném navazani na pevny povrch
prostfednictvim thiolovych skupin, vedla k vytvoreni uspofddané monomolekularni
vrstvy na povrchu, ze kterého jsme se pokusili ziskat SERS signdl. Povrchova
koncentrace molekul byla odhadnuta okolo 4.10" molekul/cm® na zakladé SPR
méfeni, provedenych na pracoviéti UFE. Tam bylo také pro porovnani zméfeno
spektrum klasického Ramanova rozptylu oligonukleotidu (dT),o (bez pfitomnosti
kovového povrchu). Namérena spektra jsou zobrazena v grafu na obr. 36, na obr. 37
je AFM snimek typického zlatého substratu (kuzilky), pofizeny rovnéz na pracovisti

UFE.

89



200

A

- 150 4 ~
?5 ? o
c N Y
o 10 ©RS > N
c M~ —
= —
0
r 100 -
]
9p]

50 -

400 600 800 1000 1200 1400 1600

Vinoget/cm™

Obrazek 36: Ramanovo spektrum oligonukleotidu (dT),, (A) a sada SERS spekter oligonukleotidt
HS-5’-(dT),0-3’, ukotvenych na zlaty povrch prostifednictvim thiolovych skupin (B). Spektrum (A)
bylo naméfeno metodou DCDR bez piitomnosti zlatého povrchu na pracovisti UFE, toto spektrum
neni v grafu zobrazeno v odpovidajicim méfitku. Substratem pro sadu spekter (B) byly kuzilky H497
na podloZnim skle, pfipravené na pracovisti UFE. SERS spektra jsou origindlné naméFend a bez
jakychkoliv Uprav pozadi, poloha nejintenzivnéjsich past ve spektru je vyznacena. Doba akumulace
kazdého SERS spektra byla 1 minuta, pfi méreni byl pouzit filtr D3.

Obrazek 37: Typicky snimek litograficky pfipravenych zlatych povrcht (kuZilky H497) pofizeny
pomoci AFM. Pfevzato z materialt UFE.
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Z grafu na obr. 36 plyne, Ze SERS spektra oligonukleotidd, namérena z rlznych mist
na povrchu vzorku, jsou velice dobre reprodukovatelna, pficemz podil integralnich
intenzit odpovidajicich pasd u nejintenzivnéjsiho a nejméné intenzivniho
naméreného spektra (ze sady spekter ziskanych méfenim pfiblizné v 15 rdznych
bodech méreného vzorku) nepresahne faktor 5. Zaroven je vSak nutno dodat, Ze
vSechna zde prezentovana spektra byla ziskana ve velice malé oblasti vzorku o plose
mendi, nez 1 mm?’ Odhadujeme, 7e méné nei 1 % plochy vzorku poskytuje
dostatecné zesileni na to, aby na ném bylo moZno méfit spektra oligonukleotid(
v takto nizké koncentraci, ackoliv v rdmci této plochy byla ziskana spektra velice
dobfe reprodukovatelnd. Toto pravdépodobné souvisi s jistou nedokonalosti
pfipravy zlatych povrch(, v jejiz nékteré fazi dochazi zfejmé k poSkozeni vzniklych
nanostruktur, ¢imzZ je vznik vhodnych nanonerovnosti omezen pouze na dosti maly
zlomek pUvodni ptipravené plochy. Pfedpokladame, Ze do budoucna se budou
parametry ovliviujici pripravu téchto povrchl dale intenzivné studovat se snahou
odhalit pravou pficinu tohoto jevu a tim zvySit UspéSnost pfipravy zmifnovanych

povrch.

V SERS spektrech oligonukleotidu HS-5’-(dT)e-3" pfisludi pas na 797 cm™ dychaci
vibraci thyminu, coz dokladaji v literature ¢etné studie tykajici se Ramanovych
i SERS spekter jednak samotného thyminu, jednak sloZzek nukleovych kyselin, jejichz
soucdsti je thymin (v pfipadé SERS spekter vSak nejcastéji na stfibrnych substratech;
[76 — 78, 90]). Pas na 1612 cm™ Ize ziejmé pfisoudit vibracim ketoskupiny, ackoliv
v literature je poloha tohoto pdsu vesmés stanovenad az zhruba v oblasti okolo 1650
cm’’. Daldimi charakteristickymi pasy pfisluejicimi thyminu jsou pasy na 1172,
1197, 1362 a 1389 cm™ (posledni dva zmifiované jsou ziejmé dubletem vzniklym
$§tépenim pésu okolo 1372 cm™ ve spektru klasického Ramanova rozptylu), ackoliv
jejich presna poloha v SERS spektrech se napfti¢ riznymi publikovanymi vysledky
v literatufe muaze v krajnich pfipadech ligit az 0 20 cm™ [76, 90]. Pfedpokladame, ze
tento posun muze byt dan jednak druhem pouZitého substratu (zlato/stfibro, pevny
povrch/koloid) ajednak spfazenim vibraci molekuly thyminu s vibracemi
sacharidové casti, coZ v Clancich [76, 90] studovano nebylo. Poloha past na 679

a756 cm™ naopak dobfe souhlasi se spektry klasického Ramanova rozptylu
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polynukleotid obsahujici thymin [91], avSak v jinych ¢lancich, vénujicich se SERSu,
tyto pasy nenachazime. Existuje vSak i mozZnost, Ze se s nékterym z pas( v této
oblasti prekryva pas valencnich vibraci atoma C-S, jehoZ polohu ve spektru jsme pfi
méfeni cysteinu na st¥ibrnych povrsich stanovili na 663/679 cm™. Stejné tak pfislusi
vibraci thyminu i nejsilnéjsi pasy v SERS spektrech na vinoctech okolo 431 a 520
cm™, agkoliv v odbornych &lancich vénujicich se thyminu jsou pasy o takto nizkych

vinocétech studovany pomérné malo (viz napt. [90]).

Spektra nukleotidli ukotvena podobnym zplsobem na zlaty povrch byla zkoumana
jiz v €lanku [92], kde vSak byly pouzity polynukleotidy obsahujici rGzné druhy bazi,
coz brani prfesnému srovnani s nasimi mérenimi. Jak v naSich, tak ve spektrech
publikovanych v [92], vSak oproti spektru klasického Ramanova rozptylu chybél pas
okolo 1098 cm™, ktery se pfipisuje vibracim fosfatové skupiny. Naproti tomu se
v ndmi zméfenych spektrech vyskytuje pas na 911 cm™, ktery byl v [77] pFipsan

vibracim cukr-fosfatové patere.
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Zaveér

V rdmci predlozené diplomové prace byly zkoumdany kovové povrchy se snahou
otestovat na nich mozZnost zisku spekter povrchem zesileného Ramanova rozptylu
(SERS) nékterych modelovych biomolekul. Jako modelové biomolekuly byly
studovany aminokyseliny cystein, tryptofan a histidin, proteiny albumin a lysozym
a porfyriny H,TMAP, H,TMPyP a H,TSPP. Hlavnim cilem prdce byla optimalizace
experimentalnich podminek, za kterych lze ziskat SERS spektra téchto biomolekul,
testovani sensitivity pouZitych povrch( a reprodukovatelnosti ziskanych dat. Tato
pilotni studie by v budoucnu méla vést k dalSimu rozvoji SERS aplikaci véetné
biomolekuldrniho senzingu, tedy velice citlivé a reprodukovatelné detekci

biomolekul na kovovych substratech.

V prvni Casti prace jsme se zabyvali mérenim SERS spekter biomolekul na
hydroxylaminovém koloidu. Podafilo se zméfit koncentracni zavislost SERS spekter
cysteinu a ukazalo se, Ze limit detekce této aminokyseliny se pfi pouziti KCl jako
agregacniho cinidla a excitacni vinové délky 532 nm pohybuje v fadu molarni
koncentrace = 10 M. Faktor zesileni byl stanoven v fadu = 8.10° az 10°, tedy zhruba
6x az 9x vétsi, nez dosud nejvyssi faktor zesileni publikovany pro SERS spektrum
cysteinu v koloidnich systémech [40]. Schopnost hydroxylaminového koloidu
fungovat jako SERS-aktivni povrch pro cystein pfisuzujeme zejména thiolové
skupiné obsazené v cysteinu, diky které se cystein mulze adsorbovat na kovovy
povrch, coz dovoluje ziskat jeho SERS spektra i vtakto pomérné nizkych
koncentracich. Vramci prace byla také provedena analyza anomalnich pasq,
vyskytujicich se i ve spektrech prazdného vzorku (tj. obsahujiciho pouze koloid +
KCI), a bylo prokazano, Ze pritomnost ani poloha téchto anomalnich pasud ve spektru
se pfi pouzivani téhoz koloidu a téhoz agregacniho ¢inidla neméni, avsak s rostouci
koncentraci aminokyseliny mize dochazet k jejich mizeni. Zisku kvalitnich spekter
nékterych dalsich aminokyselin vSak ¢asto branil tepelny rozklad a fotodekompozice

organickych molekul v blizkosti kovového povrchu, coz také zapficinilo

nedostatecnou spektralni reprodukovatelnost namérenych dat.

V druhé ¢&asti prace byly pro méreni SERS spekter modelovych biomolekul pouzZity

pravidelné pevné kovové povrchy, zejména stfibrné GLADy, pfipravené ve
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spolupraci s Katedrou makromolekuldrni fyziky MFF UK. Castym problémem pfi
méfeni SERS spekter ztohoto druhu povrchl byl vyskyt anomalnich pdsu
pochazejicich jednak z procesu pfipravy, jednak z produktl dekompozice
organickych latek v blizkosti kovového povrchu pfi vyssich vykonech laseru.
Opakované pokusy o pfipravu substratd s optimalnimi vlastnostmi odhalily, ze
nejcitlivéjsi na adsorpci necistot na Cerstvé pripraveny substrat (a nasledné vyskyt
parazitnich pasa ve spektru) je manipulace se substratem tésné po jeho pripravé,
proto bylo nutné po skonceni depozice ponechat vzorek jesté nékolik hodin ve
vakuu. Pfi méfeni na stfibrnych GLADech se podafilo ziskat reprodukovatelna
spektra tryptofanu o koncentracich 10 a 10 M a spektra histidinu a cysteinu
o koncentraci 10* M. V pfipadé cysteinu byla navriena moznost, jak vice zesilit
interakci aminokyseliny s kovovym povrchem, a tim zesilit iintenzitu pdst ve
spektrech, a to zménou pH zdsobniho roztoku cysteinu. Z proteini se podafilo
naméfrit spektra albuminu a lysozymu s dostate¢nou specificitou a srovnatelnou
koncentraci, jakd se pohybuje pfi DCDR mérenich. Nakonec byla na stfibrnych
GLADech ziskdna spektra porfyrind o koncentracich = 107 M. Zlaté povrchy
pfipravené litografickymi metodami poskytovaly mensi zesileni, nez stfibro, ale
podafilo se ziskat dobfe reprodukovatelnd SERS spektra monomolekuldrni vrstvy
oligonukleotidl obsahujicich 20 thyminovych jednotek (v mnoiZstvi odpovidajici
pokryti povrchu zhruba 4.10" molekul/cm?), ukotvenych na zlaty povrch pomoci
thiolovych skupin. Dalsi rozsifeni okruhu takto studovanych oligonukleotidd by
v budoucnu mohlo byt zakladem pro planovanou studii SERSu DNA, zejména, pokud
by se ve spolupraci s UFE podafilo zvysit Uspésnost pripravy zlatych povrch(, popf.
pokud by se podafilo pfipravovat uvedené struktury i na kiemikové podloZce, jejiz
pas by v Ramanovych spektrech mohl slouzit jako interni standard pro normovani

ziskanych SERS spekter.

Zakladni cile diplomové prace byly splnény — vybrané zlaté a stfibrné pravidelné
nanostruktury se jevi jako vhodné pro SERS biosenzing testovanych biomolekul. Zd3
se vsak, Zze v prfipadé stfibrnych GLADU( stdle jeSté existuje prostor i pro dalsi
zdokonaleni procesu jejich pfipravy, napf. pouzitim lepsiho systému chlazeni vzorku

béhem depozice nebo soucasnym umoznénim rotace vzorku, ¢imz by bylo mozno
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dale ladit parametry vzniklych povrchli, a tim i velikost SERS zesileni pfi
experimentech s biomolekulami. Do budoucna se predpoklada pokracovani
spoluprace s Katedrou makromolekularni fyziky i Ustavem fotoniky a elektroniky na
vyvoji a testovani dalSich stfibrnych a zlatych pevnych pravidelnych SERS subtratd
(zlaté GLADy, povrchy pfipravované nanolitografickymi metodami a elektronovou
litografii), vhodnymi pro SERS biosenzing. Na druhé strané je zifejmé, Ze detekce
urcitych typd biomolekul bude vyZadovat vhodné funkcionalizované SERS-aktivni

substraty, a to predevsim s ohledem na specificitu, citilivost a reprodukovatelnost.
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Seznam zkratek

AFM — atomic force microscopy

CT — charge transfer

DCDR — drop coating deposition Raman

EF — enhancement factor

FON — film over nanospheres

GLAD — glancing angle deposition

HOMO - highest occupied molecular orbital
LOD - limit of detection

LUMO - lowest unoccupied molecular orbital
NSL — nanosphere lithography

OAD - oblique angle deposition

SEM — scanning electron microscopy

SERRS — surface enhanced resonant Raman scattering
SERS — surface enhanced Raman scattering
SPE — surface plasmon extinction

SPR — surface plasmon resonance

SVD - singular value decomposition

TEM — transmission electron microscopy
TERS — tip enhanced Raman scattering

UFE — Ustav fotoniky a elektroniky

105



