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1. UVOD

1.1. Povrchem zesileny Ramaniv a rezonanéni Ramanuv
rozptyl

Spektroskopie povrchem zesileného Ramanova rozptylu je vibracné -
spektroskopicka metoda. Je zalozena na efektu, ktery se nazyva povrchem
zesileny Ramanuv rozptyl (Surface - enhanced Raman Scattering - SERS) ¢i
povrchem zesileny rezonan¢ni Ramantv rozptyl (SERRS). V téchto
metodach se uspésSné kombinuje selektivita vibracné spektroskopickych
metod s vysokou senzitivitou, jenz je zptisobena efektem povrchového
zesileni. Za dobu svého vyvoje nalezla tato metoda radu uplatnéni, zejména
v chemické analyze a v oblasti katalyzy a adsorpce. Podstatné také zasahla
do studia struktury biomolekul a jejich organizovanych systému.

Prvni zminka o povrchem zesileném Ramanové rozptylu je publikovana
v pracich Fleischmana, van Duynea a Creightona [1-3]. Tento jev byl poprvé
pozorovan Fleischmanem, jez studoval Ramanova spektra pyridinu
adsorbovaného na stribrné elektrodé [1]. Spektra vykazovala abnormalni
intenzity. Skutecnost, Zze se jedna o kvalitativné novy efekt - povrchem
zesileny Ramanuv rozptyl (SERS), pii kterém dochazi ke zvySeni intenzity
Ramanova rozptylu diky efektu povrchového zesileni faktorem az 107 — véak
dokazal az van Duyne [2].

Na zakladé navrhi mechanismt povrchového zesileni a prvotnich
experimentalnich vysledki [3, 4] bylo zjiSténo, ze nutnou podminkou
k dosazeni nejintenzivnéjsiho zesileni Ramanova rozptylu efektem povrchu
[5. 6] je adsorpce molekuly na povrchy stfibra, zlata, médi a alkalickych
kov1, jejichZz povrchové nerovnosti jsou mensi nez vinova délka excita¢niho
zareni. Na povrsich rady jinych kov( bylo zesileni pozorovano o nékolik
radi nizSi. Mezi tyto kovy patfi napriklad palladium a platina. Tyto
experimentalni vysledky pozdéji potvrdil na zakladé teoretickych vypocti
Creighton [7]. Pro SERS spektroskopii je moZno vyuzit ruzné typy
nanostrukturnich povrchti, napfiklad ostravkové filmy, za studena
nanasené filmy, litograficky pripravené mrizky [8], litograficky pripravené
soubory sféroidnich éastic [9], Ag elektrody (nerovnosti jsou vytvareny

oxidacné-redukénim cyklem v pritomnosti elektrolytu) a v neposledni radé
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pomeérné lehce pripravitelné hydrosoly kovt, pripravované vétSinou redukci
soli prislusného kovu vhodnym redukénim éinidlem ve vodném i nevodném
prostredi [10].

Faktor celkového zesileni signalu povrchem zesileného Ramanova
rozptylu (definovan jako pomér intenzity SERS signalu a signalu
normalntho Ramanova rozptylu za konstantniho poc¢tu rozptylujicich
molekul) je slozen z prispévkil dvou hlavnich mechanismit SERSu - tzv.
elektromagnetického mechanismu (EM) [11,12], jez je u silné vodivych kovti
(Ag. Au, Cu) zodpovédny za hlavni ¢ast zesileni (104 - 105) a tzv. chemického
mechanismu (zesileni 10! - 102) [13].

Intenzita rozptyleného zareni I je dana vztahem

2

Iis =|P) (1.1)

tedy je umérna ¢tverci indukovaného dipélového momentu.

Dipdlovy moment P je dan soucinem tenzoru polarizovatelnosti

molekuly a a vektoru intenzity elektrické slozky elektromagnetického pole

E:

Velikost I je mozno ovlivnit bud zvysenim intenzity elektrického pole E
v misté, kde se molekula nachazi, nebo zvySenim polarizovatelnosti

molekuly «. Pro Ramanuv rozptyl je vyznamna predevS§im zména

o
polarizovatelnosti [ J podle vibracni souradnice Q,
Q0

k

da
a=o, +| —— . . 1.3
4] [aQI\ J() QA ( )

1.2.1. Elektromagneticky mechanismus

Podstatou elektromagnetického mechanismu je interakce dopadajiciho
elektromagnetického zareni s nanoc¢astici nebo nanostrukturou kovu (Ag,
Au, Cu), pricemz dochazi k zesileni elektromagnetického pole v blizkosti

povrchu.
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Vektor intenzity elektrickeé slozky elektromagnetického pole lze vyjadrit

ve tvaru:

E=E +E,,. (1.4)

kde Ei je intenzita elektrického pole budiciho zareni, £, je intenzita

elektrického pole zareni elasticky rozptyleného kovovou ¢astici podle Mieovy
rozptylové teorie. K vyjadreni intenzity elektrického pole indukovaného
kovovou nanocastici o poloméru a (napifiklad nanocastici stfibra), kde
a << A, je nutné skutecny tvar nanocastic (v pripadé Ag se jedna o vyS$si
polyedry — dodekaedry a ikosaedry) aproximovat izolovanou kovovou kouli.
V pripadé Rayleighovy aproximace - zdroj zareni se nachazi daleko od mista
dopadu - a za predpokladu vztahu mezi vinovou délkou zareni a polomérem
a kovové castice A >> 20a, je mozné hodnotu intenzity elektrického pole
v misté r ziskat reSenim Laplaceovy rovnice, za uvazeni vhodnych
okrajovych podminek pro tangencialni a normalovou slozku elektrického
pole v misté r=a [11].

Resenim pak dostavame potencial ve tvaru

3

(D:—E(,-r-c0549+g-(% )-E, -cosé@, (1.5)
¥
kde
g:ﬁ@)__go, (1.6)
£,(4)+2¢,
pricemz
gf(l/):gl(/?'/)"_igz(l/) (1.7)

je dielektricka funkce kovu (komplexni relativni permitivita), jimz je

nanocastice tvorena, zavisla na vlnové délce A.. & je dielektricka konstanta
homogenniho prostiedi obklopujiciho c¢astici a E, je amplituda intenzity
elektrického pole budiciho zareni.

Prvni c¢len rovnice (1.5) predstavuje prispévek elektrického pole
dopadajiciho zareni a druhy ¢len je prispévkem dielektrického dipolu

indukovaného v kovové kouli o polarizovatelnosti g-a’.
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Primérné elektrické pole v normalovém sméru lze vypocitat jako druhou
L1072
mocninu stredni kvadratické hodnoty intenzity pole <En> , ziskanou

z integrace E’ pres element prostorového uhlu dQ = sinf d9 dg s limitami

pro 6 od Odo ma pro ¢ od Odo 2r

I
E, =5 (1.8)
pak
(E2) " =(/3)" E, - [1+2g(arr)]. (1.9)

Intenzita pole indukovaného molekulového dipolu, ktery je orientovany
kolmo k povrchu koule, bude zesilovana na zakladé zmény intenzity
elektrického pole podle rovnice (1.9). Toto zesileni, oznacované jako

elektromagneticke, lze vyjadrit vztahem

y

(£:) ~fi+2g(arr) ] (1.10)

Li(ll): Ez

Vypocet tangencialnich slozek elektrického pole v bodé r se provadi obdobné

jako u normalové slozky

E =_19® (1.11)
r a0

integrace E’ pres element prostorového thlu dQ pak dava vztah
2\I? 12 3
<E’> :(2/3) ~E0-[l—g(a/r) ] (1.12)

Pro slozky dipolového momentu molekuly orientované ve

smeéru tangencialnich poli Ize vztah elektromagnetického zesileni popsat

Lz(l,):<Elz>==[-g(a/r)3]2. (1.13)
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Obdobné vypocty lze provést i pro zafeni rozptylené molekulou. Ve
vztahu je vSak nutno misto vinové délky dopadajiciho zareni A; uvazovat
vilnovou délku rozptyleného zareni (uvazujeme Stokestiv proces Ramanova

rozptylu) As a misto dielektrické funkce ¢, (/1,) pouzit hodnotu dielektrické

funkce £,(1 ) . Ziskame tak koeficient zesileni go:

5

_ E(A)-¢g,

— . (1.14)
£,(A)+2¢,

0

Celkoveé zesileni Ramanova rozptylu pro jednotlivé normalni vibra¢ni mody
je mozné urcit na zakladeé zjisténi, ktera slozka tenzoru polarizovatelnosti
molekuly ¢; je modulovana v jejich pribéhu, tedy ktera vykazuje nenulovou
zménu podle normalni souradnice dané vibrace. Pokud je hlavni osa
molekuly orientovana kolmo k povrchu koule (v pfipadé jiné orientace
molekuly na povrchu koule je nutné provést transformaci souradnic), pak
pro vibrace prisluSejici danym slozkam tenzoru polarizibility plati

nasledujici faktory zesileni:

O L,(4)-L,(4,)

Y

o Oy, [ 1/2-L2(4)-2(A)+ L2 (4,)- L2 (4.)

! n

2 i

Olxx, Olyy, Olxy L; (ﬂ'/ ) L (/1,\- )

1 1

Maximalni zesileni 1ze dosahnout pre splnéni rezonan¢ni podminky, kdy

je hodnota koeficientu zesileni g (resp. go) maximalni, tedy:
£(1)— 2¢e, = €,(1)=2¢,,6,(1) > 0. (1.15)

Ve vakuu, kde ¢&,=1 a pri splnéni rezonan¢ni podminky ve tvaru

£, = -2, ma koeficient zesileni g (resp. go) hodnotu

g:(—3+i€2)/i€2 pro malé g3 : g =-3/ig,. (1.16)
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Ze vztahu (1.16) plyne zavislost zesileni na imaginarni slozce dielektrické
funkce kovu. Cim je &2 vétsi, tim je zesileni signalu mensi. Zaroven z tohoto
vztahu plyne i zavislost zesileni na typu kovu, nebot rezonan¢ni podminka
(pro realnou ¢ast g je pro rtizné kovy splnéna pri razné vilnové délce
excitacniho zareni. Bézné uzivané kovy v SER(R)S spektroskopii, tj. Ag, Au,
Cu, maji rezonanc¢ni podminku splnénu v oblasti vlnovych délek viditelného
zareni, tedy v oblasti, v niz se nachazeji vinové délky emisnich linii bézné
dostupnych laserovych pro excitaci Ramanova rozptylu. Navic je pri téchto

rezonanc¢nich vinovych délkach hodnota €, pro Ag, Au a Cu pomérné nizka,

a proto tyto kovy vykazuji ostré plasmonové rezonance s malym tlumenim.
Rada jinych kovtl, napt. Pt, Pd ma tuto podminku plasmonové rezonance
splnénu v oblasti UV zareni. Kovy s velkou hodnotou &2 (napf. pravé Pd, Pt)

navic nevykazuji ostrou plasmonovou rezonanci.

1.2.2. Mechanismy molekuliarni rezonance

Pokud se pifi Ramanové rozptylu shoduje energie budiciho zareni
s energii dovoleného elektronového prechodu v molekule, dochazi
k vyznamnému zvyseni intenzity neelasticky rozptyleného zareni. Tento jev
je oznacovan jako resonanc¢ni Ramantv rozptyl (RRS).

V pripadé molekuly nachazejici se v blizkosti SERS-aktivniho povrchu
muze byt molekularni mechanismus kombinovan s EM mechanismem,
pokud jsou pro excita¢ni vinovou délku splnény soucCasné rezonanéni
podminky pro buzeni jak povrchovych plasmont v kovu, tak
i molekularniho excitovaného stavu. Zatimco pri RRS je splnéni rezonanc¢ni
podminky zrejmé z elektronového absorpéniho spektra molekuly, v SERSu
je urceni prispévku molekularni rezonance komplikovano interakci
molekuly s povrchem kovu, jez zplsobuje poruSeni elektronovych
energetickych hladin v molekule. Vysledné zmény rezonanéni podminky pro
molekulu se obtizné stanovuji kvili prekryti slabé absorpce molekul
plasmonovou extinkci souboru kovovych nanocastic. Pro spolehlivé zjiSténi
prispévku molekularni resonance je tedy potfeba mérit SERS spektra pro

riuzné vinové délky a vyhodnotit excita¢ni profily past.
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Z hlediska terminologie jsou v literature rozliSovany dva piipady.
Kriteriem je skuteénost, zda volna (neadsorbovana) molekula pri dané
vlnové délce (apriori splnujici plasmonovou resonan¢ni podminku)
absorbuje (je chromoforem) ¢i nikoli.

1. Nechromoforové molekuly jsou chemisorbovany a dochazi ke
vzniku povrchového komplexu kov-adsorbat. Excita¢ni zareni je
v resonanci s charge-transferovym prechodem v takto vytvoreném
povrchovém komplexu. Takovy prispévek je oznacovan jako
chemicky mechanismus SERSu.

2. Chromoforové molekuly jsou adsorbovany, ale je predpokladano
pouze slabé ovlivnéni jejich elektronovych hladin. Molekularné
rezonan¢ni podminka je tak priblizné posuzovana podle
absorpéniho spektra neadsorbované molekuly. Spektra systému
s takovym piispévkem jsou oznacovana jako SERRS (surface-
enhanced resonance Raman scattering) spektra.

Uvedené déleni zjevné nezahrnuje ptripad chromoforové molekuly silné
interagujici s povrchem kovu. Takové pripady jsou diskutovany v souvislosti
s vysvétlenim faktoru zesileni az 104 pozorovanych v SERS experimentech

na urovni jedné molekuly.

1.2.3. Ag hydrosoly jako SE(R)RS-aktivni povrchy

Vedle elektrod nebo ostruvkovych filmi jsou hydrosoly kovt nejcastéji
uzivanymi SE(R)RS-aktivnimi povrchy. Je obecné znamo, Ze nejefektivnéjsi
SE(R)RS zesileni poskytuji agregované hydrosoly [1,14,15]. Agregace muze
byt vyvolana bud preagrega¢nim ¢inidlem (napr. Cl- ionty) nebo samotnym
adsorbatem [16,17]. Dochazi pii ni ke zméné v plasmonové extinkci
a v dusledku toho i ke zméné barvy hydrosolu. Tyto zmény plasmonové
extinkce je mozné studovat pomoci UV - vis absorp¢nich spektrometri.
Proces agregace byl studovan také pomoci elektronové mikroskopie a bylo
prokazano, ze vlivem agregace se cCastice nezvétSuji, ale pouze se spojuji
v soubory a shluky, v nichz optické excitace jednotlivych castic vzajemné
interaguji dipol — dipolovymi interakcemi [18].

Teoretickym popisem nejjednodussiho souboru .intragujicich castic* se
jako prvni zabyvali Aravind et al [19], ktefi pouzili modelu dvou

interagujicich kovovych kouli. Vypocetli, Zze optické odezvy paru vyrazné

10
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zavisi na vzdalenosti kouli. Jestlize se koule priblizuji, objevuje se nové
maximum plasmonové extinkce v oblasti vysSich vlnovych délek a dalsi
maximum v oblasti nizSich vlnovych délek, které je vSak velmi blizké
maximu extinkce izolované koule. Se zmensovanim vzdalenosti mezi obéma
koulemi se maximum v oblasti vysSich vinovych délek vzhledem k maximu
plasmonové rezonance jedné izolované koule posunuje dale do
nizkofrekvenéni oblasti.

Vypoctem faktorti zesileni EM mechanismem SERSu pro tento modelovy
systém se zabyvali Xu et al [20]. Zjistili, ze zminény faktor zesileni
v prostoru spojnice dvou Ag kouli, jejichz vzdalenost je vyrazné mensi nez
jejich polomér, mtize nabyvat hodnot az 10''. V téze praci jsou uverejnény
i vysledky obdobnych vypocti pro modelovy systém tvoreny dvéma
pronikajicimi koulemi (interpenetrating spheres). V tomto pripadé jsou
maximalni hodnoty faktoru zesileni EM mechanismem SERSu vypocteny
pro prostory mezi koulemi nestejnych poloméra (a, =4a,, kde a, a a, jsou
poloméry kouli) a ¢ini az 108.

Fornasiero a Grieser se zabyvali popisem plasmonové extinkce
linearnich agregatu [21]. Zjistili, Ze degenerovany excitovany stav souboru N
izolovanych identickych kouli ¢astice se vlivem interakce dipol — dipdl ve
vytvofeném linearnim agregatu rozstépi na N excitovanych stava. Podle
vzajemné orientace dipolovych momentt jednotlivych kouli se puvodni pas
plasmonové extinkce rozstépi na dva, z nichZ jeden se posune k vysSim a
druhy k niz8§im vlnovym délkam. Se zvySovanim poctu castic v agregatu se
tyto pasy posunuji dale od ptvodniho pasu prislusejiciho plasmonové
extinkci izolované koule. Pomoci modelu linearniho agregatu byla poprvé
s uspéchem interpretovana absorpéni spektra agregovanych Ag koloidt
[21].

V praci [22] bylo zjiSténo, Ze spontanni agregace nanocastic Ag a Au
hydrosoli v duisledku adsorpce monomernich nizkomolekularnich
adsorbatii (napf. pyridinu) vede ke vzniku fraktalnich agregatti. Vznik
silnych, prostorové lokalizovanych elektromagnetickych poli po vnéjsi
optické extinkci fraktalnich agregati (tzv. ,hot spots®) byl predpovézen na
zakladé teoretickych vypoétti optickych odezev fraktalnich agregatt v praci
[23] a probadan experimentalné v praci [24].

Nejcastéji pouzivanym typem hydrosolu pro SERS a SERRS spektralni

studie je hydrosol stfibrny (Ag hydrosol). Dtivodem je jiz zminéna ostra

11



Uvod

plasmonova rezonance Ag nanocastic. Je pripravovan zejména chemicky
redukci dusi¢nanu stribrného tetrahydridoboritanem sodnym[14,15, 25],
nebo citronanem (citratem) sodnym [26]. Na zptisobu pripravy hydrosolu
zavisi jeho nejdualezitéjsi chemické vlastnosti (povrchovy potencial,
koncentrace a oxida¢ni stav adsorpcénich mist na povrchu stribrnych
nanocastic), které vyrazné ovlivhuji schopnost adsorpce jednotlivych
molekul na jejich povrch.

Potencial hydrosolu ur¢eny potencialem elektrické dvojvrstvy na povrchu
castic hydrosolu zavisi na pomeéru jednotlivych slozek, z nichz je hydrosol
pripraven, a rovnéz na dobé od pripravy hydrosolu k pridani adsorbatu.
Hodnoty potencialu na povrchu ¢astic hydrosolu se pohybuji v rozmezi
od -0,9V do -0,1V, pricemz starnutim (aging) hydrosolu se hodnota tohoto
potencialu zvySuje [27]. Méreni potencialu hydrosolu je velmi slozité
vzhledem k tomu, Ze je nutné wuzit vnéjsiho, dokonale reverzibilniho
redoxniho systému [27].

Jiz od prvnich SERS spektralnich studii byla vénovana pozornost
identifikaci dostupnych adsorpénich mist na povrSich nanoc¢astic Ag

hydrosolti. Chemicka interakce mnoha typti adsorbati s povrchem byla
pripisovana v fadé praci pfitomnosti stfibrnych Ag, klastrd (n > 1) na
povrchu Ag nanoc¢astic. V praci Roye et al [28] byla prokazana existence
klastrad Ag, na povrchu Ag-elektrody.

Hildebrandt a Stockburger [29] poukazali na vyznam chemické
modifikace nanocastic Ag hydrosoli adsorbujicimi se ionty (konkrétné
chloridy) pro adsorpci dalSich adsorbatt. Na zakladé studia SERRS spekter
rhodaminu 6G identifikovali dva razné typy adsorp¢nich mist, které vsak
blize nespecifikovali.

Na pritomnost kladné nabitych adsorp¢nich mist (obecné oznacovanych
Ag+) na nemodifikovanych (nativnich) povrSich Ag nanocastic hydrosolt
pripravovanych redukci tetrahydroboritanem sodnym a jejich zasadni
vyznam pro SERRS porfyrini volné baze (free — base porphyrins) bylo
poukazano v praci [30]. Bylo prokazano, ze interakce porfyrinu volné baze
(5,10,15,20-tetrakis-4-carboxyphenylporphin) s témito adsorpénimi misty
vede ke vzniku metalovaného porfyrinu AgTPPC4 spektralné shodného se

synteticky pripravenym metaloporfyrinem AgTPPC4. Modifikaci porfyrinti na
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povrsich Ag nanocastic (modifikovanych i nemodifikovanych) byla vénovana
pozornost v fadé dalSich praci, napr. [31-33].

V pracich [33-43] bylo zjiSténo, ze na povrSich Ag nanocastic
modifikovanych adsorpci chloridi se nachazeji dva typy adsorp¢nich mist
lisicich se oxida¢nim stavem: Ag(0) a Ag+. Tvorba povrchovych spécii Ag(0) —
TMPyP a Ag+ - TMPyP v dusledku interakce porfyrinu volné baze HoTMPyP
(5,10,15,20-tetrakis-2-methyl-4-pyridylporphin) s povrchy modifikovanymi
adsorpci chloridad a pusobenim thiosulfatu sodného, byla prokazana
v pracich [33,43,44].

1.2.4. Elektronova, RR a SERRS spektra porfyrinua

Skelet porfyrinového makrocyklu tvoreny ¢tyfmi pyrrolovymi jadry
spojenymi methinovymi mustky ma symetrii odpovidajici bodové grupé
symetrie D,, .V pripadé metaloporfyrina s jednim centralnim atomem kovu
vazanym ke ¢étyfem donorovym atomtim N pyrrolovych jader zustava tato
symetrie zachovana. V pripadé porfyrinti volné baze jsou dva z protilehlych
pyrrolovych atomu N protonizovany a symetrie porfyrinového makrocyklu je
snizena na D,,. Symetrie porfyrinovych makromolekul muze byt dale
sniZzena asymetrickym usporadanim substituentli, jak je tomu napiiklad
pravé u PPIX.

Elektronova spektra metalovanych porfyrinad (symetrie D,,) jsou

ek /4
N
E, E(x.y)
2 1
Vv
a2u
T

a,

Schéma 1.1: Schématické znazornéni Goutermanova
¢tyr-orbitalového modelu

nejcastéji interpretovana na zakladé Goutermanova ¢tyf-orbitalového
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modelu, zahrnujiciho dvojici nejvy$sich obsazenych (HOMO) n orbitali

o symetrii a,, a a,, a degenerovany n* (e,) orbital jako nejnizsi neobsazeny

orbital (LUMO) (schéma 1.1).

Vzhledem k tomu, Ze energie dvou obsazenych orbitali a,, a a,, jsou

velmi blizké, dochazi k silné vzajemné interakci mezi elektronovymi

prechody a,, — ¢, a a,, — e, o stejné symetrii £, . Souctem transitnich

momentu obou prechodu ziskame intenzivni prechod B,

My =My + 4, (1.17)

zatimco v rozdilovém c¢lenu

Ho, = H, — i, (1.18)

se tranzitni momenty vzajemné témeér vyrusi. Prvni z pfechodu dava vznik
velmi intenzivhimu pasu B (tzv. Soretovu pasu), druhy mnohem méné
intenzivnimu (minimalné o 1 rad) pasu Q.

V pripadé porfyrind volnych bazi se snizeni symetrie porfyrinového
makrocyklu D,, — D,, projevuje rozstépenim Q - pasu na Ctyti
pozorovatelné pasy. Metaloporfyriny a porfyriny volné baze se také zpravidla
lisi polohou maxima Soretova pasu, ktery se obvykle nachazi pro
metaloporfyriny u vyssich hodnot A nez u volnych bazi.

Tvorba dimerti a vysSSich agregatu porfyrinovych molekul se projevuje
vyraznymi zmeénami v elektronovych absorpénich spektrech, zejména

v oblasti Soretova pasu. V pripadé vzniku dimert1 ¢i vysSich agregatt typu

\ A4

monomer H - dimer J - dimer

Schéma 1.2: Schématické zndzornéni stépeni energetickych
hladin H- a J - agregatu
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H- se Soretuv pas porfyrinu nachazi v oblasti nizSich vinovych délek,
v pfipadé dimeru ¢i vysSich agregata typu J- pak v oblasti vyssich vlnovych
délek nez Soretliv pas izolovanych porfyrinovych molekul (monomert).
Stépeni energetickych hladin H- a J - agregatt je zobrazeno na schématu
1.2.

O méreni a interpretaci elektronovych spekter konkrétnich porfyrint se
opira volba podminek, zejména excita¢nich vlnovych deélek, pro studium
jejich rezonancénich Ramanovych spekter.

Rezonan¢éni Ramanuv rozptyl zareni molekulami chromofori nastava
v pripadé, Ze energie zareni, jimZz je Ramanuv rozptyl excitovan, je blizka
nebo rovna energii elektronového prechodu chromoforu s dostateéné velkym
momentem prechodu (transitnim momentem). Takovému elektronovému
prechodu odpovida intenzivni pas v elektronovém absorp¢nim spektru. Pro
meéfeni rezonanéniho Ramanova rozptylu volime tedy takové vinove deélky
excitujiciho zareni, které spadaji do kontury vySe popsaného pasu
v elektronovém spektru chromoforu.

Z rady vyvinutych teoretickych popisti procesu rezonan¢niho Ramanova
rozptylu je stale nejcastéji pouzivan stacionarni popis (oznacovany jako
~.sum - over - state* pristup), zalozeny na poruchové teorii druhého radu
a podrobné popsany v ref. [45,46]. Na zakladé tohoto popisu rozliSujeme
nejméné dva prispévky (A a B, v notaci dle ref. [47]) k celkové hodnoté

kazdé z 9-ti slozek tenzoru polarizovatelnosti molekuly «  (kde p a o

po
oznacuji jednu z kartézskych souradnic).

Prispévek (clen) A ma pavod vrezonanci excitaéni energie s energii
jednoho elektronového prechodu molekuly. Zustava-li symetrie molekuly
(reprezentovana bodovou grupou) v jejim zakladnim elektronovém stavu
zachovana i v excitovaném elektronovém stavu (jako konec¢ném stavu
rezonancniho elektronového prechodu), pak je rezonanci typu A zesilen
Ramanuv rozptyl prostifednictvim totalné symetrickych vibraci molekuly.

V pripadé metaloporfyrint o symetrii D,, se bude jednat o vibrace
prislusejici symetrické reprezentaci 4, .

Prispévek c¢lenu B se uplatnuje v pripadé molekul, v jejichz elektronové
strukture nachazime dva energeticky blizké elektronové prechody a zvolime-

li energii excitujiciho zareni blizkou energii jednoho z téchto prechodu. Mezi
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zminénymi elektronovymi prechody dochazi pri optické excitaci k vibronické
interakci zprostredkované vibracemi o vhodné symetrii. Je patrno, Zze
v pripadé porfyrini se bude prispévek B - ¢lenu uplatnovat v dasledku
interakce (miseni) B a Q prechodti zprostredkované vibracemi o symetrii

(pro bodovou grupu D,,)

EuXEu :A1g+A2g+Blg+BQ_g (119)

a to pri excitaci do oblasti Q past, zejména do oblasti Qv pasu.

Rezonanéni Ramantiv rozptyl je tedy v pripadé porfyrinti mozno excitovat
zarenim o vlnovych délkach spadajicich do oblasti jak Soretova pasu, tak
do Q - past. V pripadé excitace do Soretova pasu vyrazné dominuje
prispévek A - ¢lenu. V pripade excitace do oblasti Q - pasu nastava
pomérné slozita situace, nebot ackoli bychom ocekavali, ze pii excitaci
do oblasti Qo pasu bude dominantni pfispévek A a v pripadé excitace
do oblasti Qv pasu prispévek B, nastavaji ve skutecnosti slozité
interferenc¢ni efekty mezi jednotlivymi typy rezonanci [47,48], které lze
interpretovat napr. na zakladé analyzy excita¢nich profil1 rezonan¢niho
Ramanova rozptylu.

Pri méreni SERRS spekter porfyrint musi byt soucasné splnéna jak
podminka plasmonové rezonance pro SERS - aktivni systém, v némz jsou
porfyrinové molekuly lokalizovany, tak podminka molekularni rezonance
samotného porfyrinu. Celkovy faktor zesileni Ramanova rozptylu porfyrint
je tedy v pripadé SERRSu dan prispévkem plasmonové rezonance SERS -
aktivniho povrchu ¢i systému a molekularni rezonance daného porfyrinu.
Tyto prispévky vsak nejsou prosté aditivni. Pri splnéni podminky
plasmonové rezonance totiz klesa prispévek molekularni rezonance
v disledku tlumeni této rezonance zpusobené snizenim doby Zivota
excitovanych vibronickych stavi porfyrinovych molekul lokalizovanych
v blizkosti SERS - aktivnhiho povrchu v disledku prenosu energie do
excitovanych stavli povrchového plasmonu na SERS - aktivnim povrchu.

Teorie SERRS pro obecny chromofor byla podrobné prozkoumana v praci
[49]. V pripadé porfyrinu volnych bazi ma zasadni vyznam pro optimalizaci
jejich SERRS spektralni detekce rovnéz identifikace spektralni formy C¢i

forem daného porfyrinu poskytujici detekovany SERRS signal. Z rady
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publikovanych studii SERRS spekter porfyrinti adsorbovanych na povrsich
nativnich i chemicky modifikovanych Ag nanocastic v systémech
s hydrosoly téchto nanoc¢astic vyplyva, ze vyznamnym faktorem ovliviiujicim
zpusob interakce porfyrinu s povrchem je, kromé jeho vlastni molekulové
struktury, i oxidaéni stav dostupnych adsorp¢nich mist na Ag povrchu (viz.
kap. 1.2.3) V pripadé H>TMPyP byly identifikovany [33,34] tri rozdilné
spektralni formy prifazené trem typam povrchovych species: H2TMPyP,
AgTMPyP a Ag(0)-TMPyP. Zatimco meze SERRS spektralni detekce prvnich
dvou forem dosahovaly hodnot 10%=5-10""M [43], v praci (43] byla rovnéz
stanovena velmi nizka hodnota meze SERRS spektralni detekce povrchové
species Ag(0)-TMPyP (identifikované na zakladé [44]), ktera éinila 107"° M.
Z téchto vysledku je patrné, Zze SERRS spektroskopie umoznuje selektivni

a vysoce citlivou detekci porfyrinﬁ v extrémné nizkych koncentracich.

detekce ma pak systematicka optimalizace SERRS experimentu vzhledem

ke konkrétnimu typu porfyrinu.

2.3. Protoporfyrin IX: biologicky vyznam a dosavadni
spektralni studie

2.3.1. Biologicky vyznam protoporfyrinu IX

Protoporfyrin IX se stal, diky své jedine¢né funkci pri syntéze hemu

v bunce, predmétem tfady studii v oblasti

‘ ’ & o diagnostiky a fotodynamické terapie
| Y ', ) » zhoubnych nadorti. Nasledné se vylucuje
:} / '( L {,I Cad * do krve (v komplexech s bilkovinami,

e ok

O-J' - napiiklad albuminem) a stolice a jeho

zvySena hladina pravdépodobné indikuje

{ J 4
3 o
¢ s o i)J e 3 rana stadia zhoubného bujeni. Vyskytuje
b

o - the o f}" se vSak ve velmi nizkych koncentracich
r,}‘ - a za pritomnosti dalSich porfyrinta, proto
( je velmi dulezité pouzit k detekci metody

Schéma 1.3: Protoporfyrin IX dostatecné selektivni i senzitivni.

Protoporfyrin IX (PPIX) (schéma 1.3)
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nejucinnéji absorbuje zareni o vinové délce okolo 400 nm a emituje svétlo
s maximem ve vinovych délkach 635 a 705 nm [50].

PPIX vznika v bunce jako posledni meziprodukt pfi syntéze hemu
(schéma 1.9). Je jediny oxidovany porfyrin v bunce, proto ma jako jediny
schopnost fluorescence. Ostatni porfyriny se za normalnich podminek
v bunce vyskytuji pouze v redukované formé jako porfyrinogeny, které
nefluoreskuji [51].

Cely proces syntézy hemu je regulovan kromé dostupnosti substrati
(glycinu a sukcinyl CoA) rovnéz zpétnovazebnou inhibici ALA syntetazy.
Tato zpétna vazba je realizovana hlavné pritomnosti hemu v bunce.
Pritomny hem je schopen ALA syntetazu inhibovat pfimo, pfipadné blokovat
transkripci, translaci a transport proteinu do mitochondrii. V praxi tedy
postihuje  zpétnovazebny uc¢inek hemu pouze syntézu prvniho
meziproduktu, tj. 5 - aminolevulovou kyselinu, ne vSak jiz dalsi kroky cyklu
syntézy hemu. Proto nedochazi za prirozenych podminek k akumulaci
zadného z  porfyrinogennich meziprodukti, schopnych dat vznik
fluoreskujici substanci [51].

Bylo prokazano, ze u fady nadorovych bunék je aktivita enzymu
ferochelatazy velmi snizena a dochazi tak k intracelularni akumulaci PPIX
[52].

Tento amfifilni porfyrin vykazuje ve vodném prostfedi pomérné slozité
acidobazické chovani spojené s tvorbou dimerti a vysSich agregat [53].
Aktualni struktura PPIX (tedy monomer, dimer ¢i agregat) je ve vodném
prostredi funkci pH.

V pripadé protonizace dusikt v porfyrinovém makrocyklu, kdy dochazi
k modifikaci volné baze (free base) na formu diacidickou, byla zjisténa
priblizna hodnota disociacni konstanty 1,5. Pri protonizaci karboxylovych
skupin se priblizna disocia¢ni konstanta pohybuje mezi hodnotami 4,3 az
5.7.

1.3.2. Syntéza hemu - vznik protoporfyrinu IX

Prvnim stupném syntézy porfyrini u savcu je kondenzace glycinu
a sukcinyl-CoA za vzniku 5-aminolevulatu [50,54] (schéma 1.4). Reakce je

katalyzovana 5-aminolevulat syntazou (PLP-enzymem). Tento enzym je
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lokalizovan na vnitini strané mitochondrialni membrany [55] a vyznamné se

1
"00C—CH,—CH,—C—S-CoA + OOC—CH,—NH;"

sukcinyl-CoA H glycin
CoA-SH co,

O
PLP - enzym [
7OOC_CH2_CH2_C—CH2_NH3+

S5-aminolevulat (5-ALA)

Schéma 1.4: Vznik 5-aminolevuldtu

podili na regulaci celého procesu.
Dvé molekuly 5-aminolevulatu pak kondenzuji za odstépeni dvou

molekul vody na porfobilinogen (schéma 1.5). Tento proces je katalyzovan

5-aminolevuliatdehydrataza
(IJOO (|JOO‘ CIOO'
C|H2 CH, cI:oo CH,
CH, CH, 2 H,0 CH, CH,
I ¥ A I
R ea
C|3H2 cle H2C|—C\ _CH
N
NH;" NH3" NH; " H
2 5-aminolevulait porfobilinogen
(5-ALA) (PBG)

Schéma 1.5: Vznik porfobilinogenu

5-aminolevulatdehydratazou, enzymem ulozenym v cytoplazmeé. Treti krok
je indukovan dvéma cytoplazmatickymi enzymy, porfobilinogen deaminazou
(PBGD) a wuroporfyrinogen III kosyntetazou. Ctyti porfobilinogeny
kondenzuji ,hlava - pata” za vzniku linearniho tetrapyrrolu, ktery zlistava
vazan na enzym. Z kazdého vznikléhomethylenového miustku se pii tom
uvolni jeden ion NHy*.

Tento tetrapyrrol se zacykluje za odstépeni posledniho NHs4* a vznika

uroporfyrinogen III, obsahuijici jiz porfinovy skelet (schema 1.6).

19



Uvod

Schéma 1.6: Vznik uroporfyrinogenu III

Nasledujici reakce méni postranni retézce a stupen nasycenosti porfinu.
Dekarboxylace acetatovych substituentn (pomoci cytoplazmatického
enzymu uroporfyrinogen dekarboxylazy) za vzniku metylt vede ke vzniku
koproporfyrinogenu III [51].

Dalsi proces se cyklicky vraci z cytoplasmy zpét do mitochondrii. Enzym

f|30°' uroporfyrinogen I11 protoporfyrin IX
cI;H2 coo ﬁHz
CH, CH, CH CH,
'00C—CH, CH,—CH,—C00~ HjC CH=CH,
> > >
"'00C—CH, CH,—CO0 H3C CHy
CH, CH, . CH, CH,
| protoporfyrinogen [ [
CHz FHz oxydaza ‘|3H2 CH,
COO’ (oefo]o) coO" coo"

Schéma 1.7: Vznik protoporfyrinu IX
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koproporfyrinogen oxydaza, jez se podili na nasledujicim kroku, je totiz

lokalizovan v prostoru mezi membranami mitochondrii. Tento enzym

CH2 protoporfyrin IX CH:  hem
I |
CH CHs CH CH,
H,C CH=CH, HsC CH=CH,
Fet™* 2H"
H,C CH, H4C CH,
CH, (l;Hz ferochelataza (|:H2 (l;Hz
CH, (|:H2 THZ (I:H2
coo coo’ Co0 coo’

Schéma 1.8: Vznik hemu

dekarboxyluje a oxiduje postranni fetézce propionovych kyselin v kruhu A
a B na vinylové skupiny za vzniku protoporfyrinogenu IX.

Vytvorenim methinovych mustkti misto methylenovych a konverzi dvou
propionati na vinyly vznika protoporfyrin IX (schéma 1.7). Enzym
odpovédny za tento krok, protoporfyrinogen oxydaza, se nachazi na vnitini
strané mitochondrialni membrany a vykazuje vysokou substratovou
specificitu.

Z protoporfyrinu IX vznikd hem inkorporaci ionti zeleza do
tetrapyrolového jadra (schéma 1.8). Tato faze se odehrava v mitochondriich
pusobenim enzymu ferochelatazy, ktery vykazuje velmi nizkou substratovou

specificitu [50].
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koproporfyrinogen 111

porfobilinogen /

uroporfyrinogen 111

Schéma 1.9: Syntéza hemu

1.3.3. Dosavadni vysledky studia PPIX volné baze a jeho
komplexu s pfechodnymi kovy metodami elektronové absorpéni,

RR a SERRS spektroskopie

Spektroskopické studium PPIX bylo dosud zaméfeno prevazné na
metaloporfyriny. Tato situace zfejmé souvisi se skute¢nosti, ze vyznam PPIX
volné baze v klinické diagnostice zhoubnych nadort byl rozpoznan pomérné
nedavno. Méreni a interpretace RR spekter metaloporfyrinu se zamérilo
nejprve na komplexy PPIX s Ni(ll) (56], Fe(ll) a Fe(Ill) [57]. Pfifrazeni pasu
v RR spektrech pritom vychazelo z vypoc¢tu analyzy normalnich soufadnic
(NCA) pro Ni(I)OEP (OEP - octaethylporphine) publikovaného Kitagawou et
al [58]. Vypocet NCA pirimo pro molekulu NiPPIX publikoval pozdéji
Kitagawa et al [59].
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Hlavni autor [56,57] (T.G. Spiro) se spolupracovniky pak uverejnili
r. 1990 dalsi rozsahlou analyzu normalnich soufadnic (NCA) pro NiP (P -
porphine) a Ni(TPP) (TPP - tetraphenylporphine) [60] a NiOEP [61]. Tyto
vypocty se staly vychodiskem pro prifazeni pasu v RR spektrech fady
metaloporfyrinti.

Elektronova a RR spektra komplexi PPIX s Ni(ll), Co(Il), Cu(ll), Zn(II)
a Cd(II) a jejich interpretace byly uverejnény v praci [62].

SERRS spektra adsorbovanych metaloporfyrinti PPIX byla studovana
predevsim Ag elektrodach [63-65]. V praci [63] byla studovana redukce
Fe(Il) komplexu na Fe(ll). Z analyzy SERRS spekter bylo zjisténo, Zze
vybérova pravidla pro SERRS aktivitu vibraci odpovidaji pravidlim pro RR
rozptyl, ktery je pak dale zesilen elektromagnetickym mechanismem
SERSu. SERRS spektralni studium tychZz metaloporfyrind kovalentné
vazanych k Au elektrodé modifikované monovrstvou dimerkaptoalkanta bylo
zameéfeno na studium pfenosu elektronu mezi porfyrinem a elektrodou [66].

V praci [67] (uvefejnénou soucasné s vypracovavanim této prace) byla
spektra FePPIX, adsorbovaného na Ag nanocasticich imobilizovanych na
polymerem pokrytém nosném povrchu, studovana metodou Ramanovy
mikroskopie. SERRS spektra vykazovala ¢asové zavislé fluktuace signalu,
pripisované adsorpcnim - desorpénim procesum pii detekci SERRS signalu
na urovni jednotlivych molekul.

Elektronova spektra PPIX volné baze byla studovana predevsim se
studiem agregace tohoto porfyrinu ve vodném prostfedi. Inamura
a spolupracovnici [68] zjistili pfitomnost monomerni formy porfyrinu pii
pH = 1 (charakterakterizované maximem Soretova pasu Amax = 405 nm)
a dimeru pifi pH = 12 (Amax = 388 nm), zatimco v mirné kyselém prostredi
o pH = 4,8 pozorovali Stépeni Soretova pasu monomeru na dva pasy
s maximy pri delSich i kratSich vinovych délkach nez v pripadé monomeru.
V pracich [32,69] bylo pozorovani pasu 352 a 470 nm vysvétleno tvorbou J-
a H - agregatd porfyrinovych molekul v neutralnim vodném prostredi.
V roztocich porfyrinu v DMSO (dimethylsulfoxidu) a EtOH (ethanolu) bylo
pozorovani jediného pasu pii A = 408 nm pfisouzeno piitomnosti
monomerni formy PPIX (volna baze).

Scolano a spolupracovnici [53] podrobné prostudovali elektronova

spektra PPIX ve vodném prostfedi v zavislosti na pH metodami absorpéni
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a fluorescencni spektroskopie a rezonanc¢niho rozptylu svétla (RLS). Ve
shodé s predchozimi pracemi zjistili, Ze PPIX je monomerni v rozsahu
pH = 0 - 3, dimerni pro pH > 8 a vytvari vyssi agregaty v oblasti pH = 3 - 7.
Agregaty izolované z neutralniho vodného prostredi byly studovany
rastrovaci elektronovou mikroskopii (SEM) a optickou mikroskopii blizkého
pole (SNOM). Byly identifikovany utvary protahlého tvaru o primérné délce
200 - 500 nm a S§ifce 60 nm popsané jako vesikuly. V roztocich PPIX v
DMSO byla ve shodé s praci [69] identifikovana monomerni forma
porfyrinu.

RR a SERRS spektra PPIX v neutralnim prostredi pri excitaci zareni
Aexe = 514,5 nm byla zméfena v pracich [32,69]. NejniZzsi hodnota meze
SERRS spektralni detekce PPIX v systému s Ag koloidem (hydrosolem Ag
nanoéastic) preagregovanym piidavkem H>SO. nebo HCIO4 byla 10~ M [69].
Tyto experimenty tak poukazaly na moznosti selektivni a velmi citlivé
detekce PPIX metodou SERRS. Zaroven vSak bylo patrné, ze pro
optimalizaci SERRS spektralni detekce PPIX v systémech s Ag
nanocasticemi umoznujici jeji vyuziti napr. pro ucely klinické diagnostiky
bude treba uskutec¢nit systematickou studii elektronovych absorp¢nich,
RRS a SERRS spekter PPIX. Jejim cilem bude dosazeni nejen co nejnizsi
hodnoty meze SERRS spektralni detekce, ale i maximalni
reprodukovatelnosti experimentu. Dalsim oc¢ekavanym vysledkem takovéto
studie je ziskani poznatkt o vzajemnych interakcich porfyrin - porfyrin
a porfyrin — Ag povrch v systémech vzajemné interagujicich porfyrinovych

molekul.
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2.CiL PRACE

Cilem diplomové prace je optimalizace podminek spektralni detekce
protoporfyrinu IX (PPIX) metodami spektroskopie rezonané¢niho Ramanova
rozptylu (RRS) a spektroskopie povrchem zesileného rezonanéniho
Ramanova rozptylu (SERRS).

K optimalizaci spektralni detekce PPIX byly provedeny nasledujici studie:

1) Méfeni a interpretace elektronovych absorpénich (UV-vis) a RRS spekter
PPIX ve vodném prostredi (jako funkce pH) a v nevodném prostredi (ethanol,

dimethylsulfoxid)

2) Méreni a interpretace SERRS spekter v systému

a) s nativnim Ag hydrosolem
» promeéreni spekter v zavislosti na koncentraci PPIX
» analyza souboru spekter pomoci faktorové analyzy (FA)
» identifikace spektralnich forem
» stanoveni meze SERRS spektralni detekce PPIX
» charakterizace morfologii SERRS-aktivnich systémii metodou
transmisni elektronové mikroskopie (TEM)
b) s chemicky modifikovanym Ag hydrosolem (Cl- anionty)
» promeéreni spekter v zavislosti na koncentraci PPIX
» stanoveni meze SERRS spektralni detekce PPIX
> charakterizace morfologii SERRS-aktivnich systémt metodou

transmisni elektronové mikroskopie (TEM)
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Chemikalie a chemické nadobi

3.1.1. Chemikalie

> protoporfyrin IX — PPIX (Porphyrin Products, inc.) — dvojsodna sl
> ethanol - EtOH (Merck), Uvasol

> dusic¢nan stribrng - AgNOs (Aldrich), p.a.

> dimethylsulfoxid - DMSO (Merck), Uvasol

> kyselina chlorovodikova - HCI (Lachema), p.a.

> hydroxid sodng - NaOH (Lachema), p.a.

> peroxid vodiku - H>O (Peroxides, s.r.o.), p.a.

> kyselina sirova - H.SO, (Lachema), p.a.
> kyselina dusi¢cna - HNO; (Lachema), p.a.
> deionizovana voda

3.1.2. Chemické nadobi

Jelikoz jsou Ag hydrosoly velmi citlivé na éistotu vychozich latek
i chemického nadobi, bylo velmi dulezité veSkeré chemické nadobi i optické
kyvety cistit témito postupy:

1) Nadobi, jez bylo pouzivano k ptipravé a k praci s Ag hydrosolem, bylo
nejprve umyto pod tekouci vodou a dale bylo ponechano minimalné 30
minut ve smési kyselina dusi¢na : destilovana voda v poméru 1:1. Poté bylo
nadobi opét dukladné umyto pod tekouci vodou, dale vymyto destilovanou
vodou a nakonec vyplachnuto deionizovanou vodou.

2) Nadobi, které ptiSlo do styku s PPIX, bylo ciSténo obdobnym
zpusobem jako v predeslém piipadé. AvSak misto smési kyselina dusi¢na :
destilovana voda (1:1) byla pouzivana smés kyselina sirova : peroxid vodiku

v poméru 1:2.
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3) Kremenné i sklenéné kyvety byly po pouziti ihned vymyty ziedénou
kyselinou dusicnou (1:1) a nasledné spolu s pouzitym nadobim ciStény

podle potreby postupem 1 nebo postupem 2.

3.2, Pristrojové metody
Mereni R(R)S a SE(RJRS spekter

R(R)S a SE(RJRS spektra byla zaznamenana pomoci multikanalového
Ramanova spektrometru vybaveného Monospec-600 monochromatorem a
CCD detektorem (Princeton Instruments) chlazenym kapalnym Na.
Holograficky notch-plus filtr (Kaiser) byl umistén pred vstupni §térbinu
monochromatoru, aby eliminoval Rayleighovo zareni z rozptyleného svétla.
Ramanuv rozptyl byl méren v pravouhlé rozptylové geometrii. Excitace
zafenim o vlnové délce Aexe = 514,5 nm byla provadéna pomoci
argonového iontového laseru ILA-120 (Carl-Zeiss, Jena), excitace zarenim o
vinové délce Aexc = 441,6 nm pomoci He-Cd laseru (Liconix 4230N). Méteni
bylo provadéno ve specialnich 1 cm kyvetach s péti leSténymi optickymi
okénky. VSechna méreni byla provedena pifi obou excita¢nich vlnovych
délkach. Spektra byla akumulovana 5 minut v 6-ti framech s expozi¢nim
casem 5 s. Takto namérena data byla upravovana pomoci programu CSA3
pro odstranéni nahodnych signalua (tzv. spikes). VIno¢tova kalibrace spekter

byla provedena programem TolkalO.

Meéreni UV-vis spekter

Pro méreni UV-vis spekter byl pouzit Hewlett-Packard UV-vis absorpcni
spektrometr (HP 8547) se spektralnim rozmezim 190 -820 nm. Pouzity byly
kyvety o optické draze (tloustce) 2 a 10 mm.

Meéreni TEM
Transmisni elektronova mikroskopie pracuje na principu piimého

pozorovani a snimani obrazu, kdy proud elektronti prostupujici objektem

a elektronovou optikou tvofi celistvy, pfimo na luminiscen¢nim stinitku
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pozorovatelny obraz s moznosti fotografického zaznamu. Jedna se tedy
o princip klasického mikroskopického zobrazeni.

Preparaty pro elektronovou mikroskopii byly pozorovany transmisnim
elektronovym mikroskopem JEOL-JEM 200CX (v Ustifedni vojenské

nemocnici v Praze - StreSovicich). Pouzita zvétSeni byla 50 000x — 100000x.

Faktorova analyza (FA)

Faktorova analyza je vicerozmérna statisticka metoda, ktera se
v poslednich letech hojné vyuziva v chemii pri analyze rozlicnych souboru
experimentalnich, napfiklad spektroskopickych dat [70]. Tato metoda

umoznuje redukci soubort N experimentalnich spekter Y,.(V),izl,...,N na

jejich nejmensi dimenzi M bez ztraty spektroskopické informace, naptiklad
procedurou rozkladu do singularnich hodnot (SVD - Singular Value
Decomposition) [71,72]. Kazdé z N namérenych spekter pak lze vyjadrit

vztahem:
N
)= S, 1,5, 0), 5.1
j=1

kde W, j=1..,N, jsou singularni Ccisla, §, (v),j=1..,N jednotliva
subspektra a V), (Nx N) je ctvercova matice koeficientt, tj. relativnich vah

subspekter v jednotlivych experimentalnich spektrech, pricemz plati:

[8,v)-8,(v)-dv=0 pro jzk, [S,(v)-dv=1

N

N
SV, Vy=0 pro jzk, YV =I. (3.2)
i=1 i=1

NejlepSi aproximace experimentalnich spekter pomoci linearni

kombinace M spekter pro vSechna M < N je dana vztahem:

M
Yw)=>w.-v,-S,v). (3.3)
j=1
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Kazdé experimentalni spektrum tedy miize byt popsano uvedenym vztahem
(3.3). Minimalni hodnota M, pro kterou se leva a prava strana rovnice (3.3)
lisi pouze experimentalni chybou, pfedstavuje faktorovou dimenzi M, tj.
minimalni pocet nezavislych slozek rozliSitelnych v analyzovaném souboru
spekter. Jeji urceni je klicovym bodem faktorové analyzy.

Da se predpokladat, ze naméfena experimentalni spektra jsou superpozici

spekter Z, (v) ¢istych forem pomoci vztahu

L
Y v)=>7.2,v), (3.4)
n=1

kde L je cislo cisté formy a y, udava spektralni frakci n-té formy v n-tém
vzorku. Spektra Z, (v) cistych forem mohou byt taka vyjadfena linearni

kombinaci relevantnich ortonormalnich subspekter §; (v)
zZ,v)=>.C,-S,v). (3.5)

Cilem je urcit rota¢ni matici Cy,; , pro kterou z (3.3), (3.4), (3.5) plati:

L

Ny, C, =W, V,. (3.6)

i nj J if
J=1

Ziskame-li feSenim rovnice (3.6) koeficienty matice C,, mlZeme

zkonstruovat spektra ¢istych forem Z, podle rovnice (3.5).

3.3. Priprava stifibrného hydrosolu

Stribrny hydrosol byl pripravovan redukci dusiénanu stifibrného
tetrahydridoboritanem sodnym ve vodném prostiedi. Pri piipravé bylo

pouzito postupu, jez vychazi z prace Garrellové [25] a prace [30].

29



Vysledky a diskuse

V 75 ml deionizované vody bylo rozpusténo 3,5 mg NaBH4 a pfipraven
tak 1,2*10-3 M roztok NaBH4. Takto pripraveny roztok byl vlozen do ledové
lazné a ochlazen na teplotu 2°C .

V 18 ml deionizované vody bylo rozpusteno 6,76 mg AgNOs; a ziskan
2,2*¥10-3 M roztok AgNOs.

K roztoku NaBHs; temperovanému na teplotu 2°C bylo za stalého
michani na magnetické michacce pipetou pfikapavano po kapkach 9 ml
pripraveného roztoku AgNOs. Poté byla banka uzaviena a vznikly Ag
hydrosol byl michan dale jesté minimalné 45 minut, aby doslo k jeho

rovnomérnému ohfevu na laboratorni teplotu.

3.4. Priprava roztoku pro méfreni koncentraénich zavislosti

U vSech studii byl pouzit stejny postup pfipravy. Vychozim bodem byla
priprava zasobniho roztoku PPIX v prislusném rozpoustédle o koncentraci ¢
= 104 M. Ve 20 ml rozpoustédla bylo rozpusténo 1,2 mg PPIX. Naslednym
redénim zasobniho roztoku byly pripraveny roztoky o koncentracich 7.5*10

5,5*105, 2.5%105, 105, 7.5*106, 5*106, 2.5*106, 106 M.

3.5. Priprava roztoku pro meéfeni zavislosti spekter PPIX na
pH

Vodné roztoky PPIX o daném pH byly pripravovany dvéma postupy:
Postup I: Nejprve byly pripraveny vychozi roztoky kyseliny ¢i zasady
o daném pH. Roztoky o pH = 1 - 3 byly pripraveny pridavkem
koncentrované HCI, roztoky o pH = 3 - 6 pridavkem zfedéné HCI,
roztoky o pH = 8 — 10 pridavkem O,1M NaOH, roztoky o pH =11 a 12
pridavkem 1M NaOH . V 10 ml takto pripraveného roztoku bylo
rozpusténo 0,00606 g PPIX.

Postup II: 0,00606 g PPIX rozpusténo v 10 ml deionizované vody. Nasledné

bylo v takto pripraveném roztoku pH upravovano vyse uvedenymi

postupy.
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3.6. Priprava systému Ag hydrosol/ PPIX

Vzorky pro méreni koncentraéni zavislosti SERRS spekter PPIX
v systémech s nativnim Ag hydrosolem byly pfipravovany timto postupem:
vychozim bodem byla pfiprava zasobniho roztoku PPIX v prislusném
rozpoustédle o koncentraci ¢ = 103 M. Ve 10 ml hydrosolu bylo rozpusténo
6,06 mg PPIX. Naslednym fedénim byly pfipraveny roztoky o koncentracich
104, 7.5*%105, 5*105, 2.5*105, 105, 7.5*106, 5*10-6, 2.5*10-6, 10-6, 7.5*10-
7, 5*107, 2.5*107, 107, 7.5*¥108, 5*108, 2.5*108, 10-8, 102 M.

3.7. Priprava systému Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX a Ag
hydrosol/ HCl/ PPIX

Systém Ag hydrosol/ NaCl/PPIX: ke 2 ml Ag - hydrosolu bylo pfidano 100 ul
1 M NaCl a po promichani bylo dale pfidano 10 pl vodného roztoku
PPIX.

Systémy Ag hydrosol/HCl/PPIX: ke 2 ml Ag - hydrosolu bylo pfidano 10 pul 1
M HCI a po promichani bylo dale pfidano 10 ul vodného roztoku PPIX.

V obou pfipadech byly pripraveny vzorky o vyslednych koncentracich PPIX
od 107 do 1010 M.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1. Elektronova absorpéni (UV-vis) spektra PPIX

Zakladem pro optimalizaci RRS a SERRS spektralni detekce PPIX bylo
meéfeni a interpretace elektronovych absorpénich spekter PPIX ve vodnych
i nevodnych rozpoustédlech. Vysledky studie dale slouzily jako vychozi bod
pro studium RRS a SERRS spekter. Z tohoto duavodu byly v grafech
prubéht elektronovych spekter na obr. 4.3 - 4.11 znaceny (jako kolmice
k ose vinovych délek) vinové délky zareni pouzitého k excitaci RRS
a SERRS. Z prubéhu elektronovych absorpcnich spekter a hodnot
absorbanci pri dané excitacni vinové délce pouzité v RR a SERRS
experimentu byla priblizné odhadnuta mira rezonancniho zesileni signalu
Ramanova a povrchem zesileného Ramanova rozptylu mechanismy

molekularni rezonance.

4.1.1. Elektronova absorp¢ni spektra PPIX v nevodném prostiedi

Pro studium elektronovych absorpénich spekter v nevodném prostiedi
byla zvolena dvé rozpoustédla - DMSO a EtOH. Cilem téchto méreni bylo

ziskat elektronova absorpéni spektra monomerni formy PPIX.

4.1.1.1. Koncentraéni zavislost elektronovych absorpénich spekter

PPIX v DMSO

kyveta: 2 mm

T -— 408

c=7.510'M
Maximum Soretova 1o ‘ c=510°M

c=2510"°M
1 c=10°M

pasu se nachazi pri
vlnové délce A = 408

Absorbance

nm. Maxima Q-pasu se

nachazi pri vlnovych ] » \

délkach A = 504, 540, 300 400 500 600 700 800
Wavelenght [nm]

574 a 628 nm (obr.

Obr. 4.1: Koncentraé¢ni zavislost elektronovych absorpénich
spekter PPIX v DMSO, ¢ = 10 az 7,.5*10°M
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4.1, 4.2). Nasledné
byla promeérena
koncentra¢ni zavislost
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vynesena zavislost
absorbance v maximu
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koncentraci (obr. 4.3).

Avsak zavislost
absorbance na
koncentraci nema
linearni prabéh,

z ¢ehoz vyplyva, ze pri
vys§8ich koncentracich
PPIX dochazi v tomto
rozpoustédle k asociaci

molekul PPIX anebo

Absorbance

Pfepotitana absorbance v maximu

Vysledky a diskuse

kyveta 1 cm
=510 M
c=2,510"°M
c=10"M
c=75"10"M
c=510"M
c=2510"M
c=10"M

" e—— 408

05

0.0

T M T v T T 0
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Vinovéa délka [nm]

Obr. 4.2: Koncentracni zavislost elektronovych absorpénich
spekter PPIX v DMSO, ¢ = 106 az 5*105M

0.00000

T T T T T
0.00002 0.00004 0.00006 0.00008 0.00010

Koncentrace [M]

Obr. 4.3: Zavislost absorbance v maximu Soretova pasu

(Amax = 408 nm) na koncentraci PPIX v DMSO

jejich ¢astecné precipitaci z roztoku.

4.1.1.2. Koncentraéni zavislost elektronovych absorpénich spekter

PPIX v EtOH

Zavislost
elektronovych
absorpc¢nich
PPIX byla studovana
v EtOH

spekter

rovnéz
roztocich o koncentraci
PPIX 106 - 104 M
(obr.4.4)

Absorbance

3
2.6 o I
|

kyveln 1cm

1 M
2c 75710 M
3c=510"M

'
6c=7510'M

Vinova délka [nm]

Obr. 4.4: Koncentraéni zavislost elektronovych
absorpcnich spekter PPIX v EtOH, ¢ = 106 az 106 M
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Lambertav-Beerav zakon),
PPIX

koncentracich se

formé monomerni.

2.5 4

Absorbance v maximu
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Vysledky a diskuse
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Obr. 4.5: Zavislost absorbance v maximu Soretova pasu

v celém zvoleném oboru koncentraci
z ¢cehoz plyne,
v EtOH

(Amax = 406 nm) na koncentraci PPIX v EtOH

(splnuje tedy
ze pii vSech zvolenych
ve

roztocich vyskytuje pouze

4.1.2. Elektronova absorpéni spektra PPIX ve vodném prostiedi

4.1.2.1. Koncentraéni zavislost elektronovych absorpénich spekter

PPIX ve vodném prostiedi

Zakladni predstavu

o chovani PPIX ve
vodném prostredi
poskytla studie
zavislosti

elektronovych
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Obr. 4.6: Koncentraé¢ni zavislost elektronovych absorpénich

spekter PPIX ve vodném roztoku ¢ = 10* az 2,5*10°M
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Vysledky a diskuse

jsou uvedena na obr. 4.6 a 4.7. Je patrno, Ze ve vodném prostredi (pH = 8,3)
dochazi k agregaci PPIX a vznikaji H- a J- agregaty s maximy pri vinovych
délkach Ay = 350 nm a A; = 472 nm. Maxima Q-pasti se nachazi pri
vlnovych délkach A = 540, 592 a 642 nm. Relativni intenzity vSech pasu
narustaji se zvySujici se koncentraci a vynesena zavislost absorpce

v maximech pasa J-

a H - agregatd na oo . § avora: 2 mm
koncentraci PPIX ) l l . c- 210"
spliiuje  Lambertav- 0u / |

Beertiv zakon a je tedy

Absorbance

v obou pripadech oz " 5
linearni. Z téchto

- ©, : 4 0.0 T T T T T 1
VySIedku .]e patmo’ Ze 300 400 500 600 700 800
ve vodném prostredi se Obr. 4.7: Koncentraéni zavislost elektronovych absorpénich

B spekter PPIX ve vodném roztoku, ¢ = 105 az 5*10-M
J- a H - agregaty PPIX

tvori jiz pfi koncentraci

PPIX ¢ = 106 M.

4.1.2.1. Zavislost elektronovych absorpénich spekter PPIX na pH

vodného prostiedi

Zavislost elektronovych absorpcénich spekter PPIX na pH vodného
prostfedi byla studovana na zakladé dvou riznych zplisobll pripravy
roztokll. V pripadé postupu I (P I) byl nejprve pripraven roztok kyseliny
nebo baze o daném pH a vném byl rozpustén PPIX. Tento zptisob
pripravy je shodny s postupem v ref. [53].

Postup II (P II) byl zalozen na dodate¢né upravé pH nativniho roztoku PPIX o
slabé alkalické reakci (pH = 8,3).

Zpusob pripravy jednotlivych roztokti pro tyto studie je podrobné popsan
v kapitole 3.5..

Zavislost elektronovych absorpénich spekter PPIX na pH vodného
prostredi: vzorky pripravené postupem I

V téchto studiich byla méfena elektronova absorpéni spektra vzorkti

PPIX o koncentracich 103 (obr. 4.8) a 105 (obr. 4.9).
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Zobr. 4.8 1i4.9 je
patrny vznik

monomerni formy PPIX

pii pH = 1 - 2
s maximem  Soretova
pasud = 406 nm.
Intenzita Soretova

pasu monomerni formy
pfi pH = 2 vyrazné
poklesne, coz se pri
dalsim zvySovanim
hodnoty pH projevi se
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Poloha maxima
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pouze malé zmény
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Obr. 4.8: Zavislost elektronovych absorpénich spekter
PPIX na pH vodného prostfedi, ¢ = 103 M
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Obr. 4.9: Zavislost elektronovych absorpénich spekter
PPIX na pH vodného prostfedi, ¢ = 105 M

pasu J- agregath vysSi nez v pripadé pasu

H- agregatii. Jiz od hodnot pH = 4 (obr. 4.8), resp. pH = 5 (obr. 4.9) se

vzajemny pomér absorbanci v maximech J- a H- agregatht zméni ve

prospéch H - agregata. Maxima H- agregatt se s rostouci hodnotou pH od 3

do 5 posunuji k vy§s§im vinovym délkam: 352 k 366 nm. Vzhledem k poloze

maxima pasu H - agregatd pri 378 nm (pfi pH = 12) a jeho prifrazeni

H - dimeru v pracich [53,68] by tento posun mohl odpovidat poklesu

velikosti H — agregati s rostouci hodnotou pH. Od pH = 4 je patrny rychly

rust koncentrace H - agregati a postupny ubytek koncentrace J agregati

az k velmi nizkym hodnotam. Q - pasy pak maji maxima pii A = 542, 592

a 648 nm.
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Vysledky a diskuse

Zavislost elektronovych absorpcnich spekter PPIX na pH vodného

prostredi: vzorky pripravené postupem II

Rovnéz v této studii byla mérena elektronova absorpc¢ni spektra vzorku
PPIX o koncentracich 10-3 (obr. 4.10) a 10-5 (obr. 4.11).
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Obr. 5.10: Zavislost elektronovych absorpénich spekter
PPIX na pH vodného prostiedi, ¢ = 10 M
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Obr. 5.11: pH zavislost elektronovych absorp¢nich spekter
PPIX na pH vodného prostfedi, c = 105 M

formé. Pii pH = 2 dochazi k ibytku monomerni formy PPIX. Dalsi upravou

pH nedochazi k posunu maxim H- a J- agregat(i, neméni se ani pomér jejich
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Vysledky a diskuse

intenzit. Polohy maxim Q - past se taktéZ neposunuji a jsou pozorovany
pri hodnotach A = 542, 592 a 642 nm. Ze ziskanych vysledku je patrné, ze
jiz vytvorené H- a J- agregaty PPIX jsou stalé v alkalickém neutralnim i
slabé kyselém prostiedi. K ¢asteénému rozpadu obou typli agregati na
momomerni molekuly PPIX dochazi az v silné kyselém prostfedi o pH = 1 -
2.

4.1.3. Vysledky studia elektronovych absorpénich spekter PPIX

1. Byla prokazana pfitomnost monomerni formy PPIX v ethanolovém
roztoku v rozsahu 106 - 104 M. Maximum Soretova pasu je pri
vinové délce A = 404 nm, maxima Q - pasu pii vinové délce A = 502,
538, 574 a 626 nm. Vzhledem k témto vysledkiim byly roztoky PPIX
v EtOH zvoleny jako nejvhodnéjsi prostredi pro studium
rezonanc¢nich Ramanovych spekter monomerni formy PPIX.
Elektronova absorpéni spektra monomerniho PPIX ve srovnani
svlnovymi délkami excitujictho zareni pro RRS a SERRS
experimenty ukazuji, ze Aexc = 441,6 nm odpovida upati Soretova
pasu monomeru, zatimco Aexc = 514,5 nm zasahuje do uboci
Qv — pasu.

2. Elektronova absorpc¢ni spektra ziskana v této praci pro PPIX ve
vodném prostfedi se pfi srovnavacich hodnotach pH = 1, 5, 12
v hlavnich rysech (tvar spektra, pfritomnost a relativni intenzity
past)) shoduji s odpovidajicimi spektry v ref. [53]. Vlnové délky
maxim Soretova pasu v elektronovych absorpcnich spektrech PPIX
monomeru pii pH = 1, H — dimeru pfi pH = 12 a H — agregat pri pH
= b5 se v praci [53] a v této praci témeér shoduji (rozdil vinovych délek
0 0 - 4 nm, maximum pasu J - agregat(i pfi pH = 5 se nachazi v této
praci pri vinové délce A = 480 nm, pficemz v praci [53] bylo
pozorovano pfi vinové délce A = 450 nm. Tento rozdil by mohl byt
zpusoben odliSnym poctem interagujicich monomert
v J — agregatech.

3. H- i J - agregaty jsou stalé v alkalickém, neutralnim i slabé kyselém
prostredi, zatimco v silné kyselém prostredi o pH = 1 — 2 se ustavuje

rovnovaha mezi agregaty a monomerem.
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4. Srovnani elektronovych absorpénich spekter H- a J — agregat PPIX
s vinovymi délkami excita¢niho zafeni pouzitého v RRS a SERRS
experimentech ukazuje, ze vinova délka A = 441,6 nm spada do
uboé¢i Soretova pasu J - agregatt, zatimco vinova délka A = 514,5
nm je blizka lokalnimu minimu mezi Soretovym pasem J - agregatu

a Q - pasem.

4.2. Rezonanéni Ramanova spektra PPIX

V navaznosti na studium elektronovych absorpc¢nich spekter PPIX bylo
dalsim bodem této prace méfeni a interpretace RR spekter. Pro tyto studie
byly pouzity dvé excitaéni vinové délky a to Aexe = 441,6 nm a Aexe = 514,5
nm (kap. 4.1.4.). RR spektra byla méfena v EtOH roztoku a ve vodnych
roztocich PPIX pfi pH = 1 — 12 (pro vzorky pripravené postupy P I a P II).

4.2.1. RR spektra PPIX v nevodném prostiedi

Pro studium rezonanc¢nich Ramanovych spekter v nevodném prostredi
byl zvolen EtOH, nebot PPIX se v tomto rozpoustédle vyskytuje ve formé
monomerni (kap. 4.1.4.). Rezonanéni Ramanova spektera PPIX v EtOH (obr.
4.13 - 14) byla proméfena pii tfech raznych koncentraci ¢ = 103, 5*105 a
105 M.

Pouzity byly dvé excitac¢ni vinové délky - Aexc = 441,6 nm odpovida upati
Soretova pasu monomeru a Aexc = 514,5 nm zasahuje do ubo¢i Qv - pasu
monomeru. RR spektra vzorki PPIX v EtOH jsou uvedena na obr. 4.13
(Aexc = 441,6 nm) a 4.14 (Aexe = 514,5 nm). Ziskani uplného spektra PPIX
bylo znemoznéno ¢asteénym prekryvem past PPIX pasy EtOH. Signal PPIX
je vyrazné intenzivnéjSi pri Aexc = 514,5 nm, tedy pii excitaci do oblasti
Q - pasu monomeru, jak bylo o¢ekavano z interpretace elektronovych
absorp¢nich spekter. Vinoéty pasti monomerni formy PPIX v RR spektru

meéreném s Aexe = 514,5 nm jsou uvedeny v tab. 4.1.
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Obr. 4.13: RR spektra PPIX v EtOH pfi Aexc = 441,6 nm
(vinotty past EtOH jsou vyznaceny ¢erven€)
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Obr. 4.14: RR spektra PPIX v EtOH pfi Aexc = 514.5 nm
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4.2.2. RR spektra PPIX ve vodném prostiedi v zavislosti na pH

RR spektra PPIX v zavislosti na pH vodného prostredi byla zmétrena pro
vzorky pripravované postupy P I a P II pfi koncentracich PPIX 105 a 103 M
a pri vlnovych délkach excitujiciho zareni 441,6 a 514,5 nm. Nameéfena

spektra jsou uvedena na obr. 4.15 az 4.23.

4.2.2.1. RR spektra PPIX v zavislosti na pH vodného prostiredi méfena
S Aexc = 441,6 nm

a) RR spektra vzorkti vodnych roztokti PPIX pripravenych P 1

RR spektra vodnych roztokttr PPIX o pH = 1 - 12 (pfipravenych P I)
a o koncentracich PPIX 105 a 10-3 M ukazuji obr. 4.15 a 4.16. Ve spektrech
na obr. 4.15 (pro ¢ = 105 M) je patrny velmi intenzivni pas vibrace & (H-O-H)
molekul H20 s maximem pii 1634 cm-!. Ve spektralni oblasti 1500 — 1700
cm! jsou pasy PPIX pozorovany pouze jako raménka na tomto velmi
intenzivhim pasu. Pri pH = 1 neni pozorovan zadny z pasu PPIX, pii
pH = 2 pouze jeden pas pfi 1370 cm'!. V rozmezi pH = 3 — 12 je pozorovano
nejméné 5 charakteristickych pasti PPIX. Koncentraci 10-5 M lze pokladat za
koncentraéni hodnotu meze RR spektralni detekce PPIX ve vodném
prostredi o pH =3 - 12.

Ve spektrech vzorku o koncentraci 103 M (obr. 4.16) jsou pii pH = 1
pozorovany pouze dva pasy PPIX pri 1366 cm-! a 1107 cm-!. Spektra vzorkt
Prikladem je detailni spektrum vzorku o pH = 7 na obr. 4.23A. Spektra na
obr 4.16 (¢ = 105 M) vykazuji pozorovatelné rozdily v absolutnich

intenzitach (spektra nejsou normovana).
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Obr. 4.15: RR spektra vzorkt vodnych roztoka PPIX(pfipravenych postupem P I)
jako funkce pH pfi Aexc =441.6nmac=10°M
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Obr. 4.16: RR spektra vzorku vodnych roztoki PPIX (pfipravenych postupem P I)

jako funkce pH pfi Axc=441.6nmac=105M
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Tyto zmény vSak neodpovidaji pomérnym zménam absorbanci pfi
Aexe = 441,6 nm PPIX. Je pravdépodobné, ze tyto rozdily maji ptivod ve
vyraznych zménach pozadi zpusobenych pravdépodobné zménami
v rozptylu i absorpci zareni se zménami velikosti agregata PPIX, anebo jsou
disledkem casteéné precipitace PPIX z roztoku. Rozdily tak maji spise
nahodny charakter nez jasnou zavislost na pH. Znaéné
nereprodukovatelnosti pri méreni elektronovych absorpénich spekter PPIX
jako funkce pH v pracich riiznych autortt bylo poukazano i v praci [53].
Vlnocty pasu jako funkce pH vS§ak ziistavaji bez zasadnich zmén. Vyjimkou
je pokles (pri pH = 11) a vymizeni (pfi pH = 12) pasti 1562 cm! a 831 cm-!.
Na zakladé interpretace elektronovych absorp¢nich spekter by mohlo jit
o spektralni projevy rozpadu J- a H - agregatii za vzniku H - dimert.
Naopak velmi nizké hodnoty signalu RR pii pH = 1 (pro vzorky
o koncentraci 103 M i 105 M) a pfi pH = 2 (pro ¢ = 105 M) jsou zfejmé
dusledkem velmi nizké hodnoty absorbance prevladajici monomerni formy

PPIX pti hodnot€é Aexc = 441,6 nm.

b) RR spektra vzorku vodnych roztoku PPIX pripravenych P II

RR spektra vodnych vzorkti PPIX o pH = 1 - 12 (ptipravenych P II)
o koncentracich PPIX 105 M a 103 M ukazuji obr. 4.17 a 4.18. Spektra
vzorkli o ¢ = 105 M (obr 4.17) nevykazuji zmény v po¢tu spektralnich past
(odpovidajici aktivité vibraci), ani v hodnotach jejich vlnocti. Pas 1637 cm'!
prislusi & (H-O-H) vibraci molekul vody. Pivod Sirokych pasu 269 cm'!
a 452 cm'! je zatim nejasny. Tyto pasy (na rozdil od pasu 1637 cm'! molekul
H20) nemaji odpovidajici partnery ve spektrech vzorka pfipravenych P I.
Spektra vzorki o ¢ = 103 M (obr. 4.18) rovnéz nevykazuji zmény v poctu
spektralnich past ani jejich vlnoétt v celé oblasti pH = 1 - 12. Tento
vysledek opét dobre odpovida interpretaci elektronovych absorpénich
spekter, ktera ukazuji na pfitomnost H- i J — agregati ve vodnych roztocich
pripravenych P II pfi vSech hodnotach pH. Pfi pH = 1 a pH = 2 jsou
H- i J — agregaty v rovnovaze s monomerem, avSak vzhledem k velmi malé
absorbanci monomerniho PPIX pii Aexe = 441,6 nm lze ocekavat, ze RR

signal monomeru bude prekryt RR signalem agregatu.
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Obr. 4.17: RR spektra vzorka vodnych roztoku PPIX (pripravenych postupem P II)
jako funkce pH pfi Aexe =4416nmac=105M
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Obr. 4.18: RR spektra vzorku vodnych roztoku PPIX (pfipravenych postupem P II)
jako funkce pH pfi Aexc =441,6 nmac=103M
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4.2.2.1. RR spektra PPIX v zavislosti na pH vodného prostredi mérena
S Aexc = 514,5 nm

a) RR spektra vzorkt vodnych roztokt PPIX pripravenych P I

RR spektra vodnych roztoki vodnych roztoki PPIX o pH = 1 - 12
(pripravenych P I) o koncentraci PPIX 105 a 10-3 M ukazuji obr. 4.19 a 4.20.
Pro vzorky s koncentraci 105 M o pH = 1 lze rozlisit v RR spektru pravé tri
charakteristické pasy (jedna se tedy o koncentracni hodnotu meze RR
spektralni detekce). Ve spektrech vzorkti o pH = 2 - 12 Ize rozliSit vice nez
patnact charakteristickych pastu PPIX, které jsou analogické s pasy ve
spektrech vzorkd o koncentraci PPIX 103 M v celém rozsahu pH =1 - 12.
Vyjimkou je Siroky pas pii 750 — 800 cm-! pozorovany ve spektrech vzorkt
o koncentraci 10-5M s relativné nizkymi hodnotami signalu PPIX. Je patrné,
ze RR spektra PPIX v téchto vzorcich nevykazuji vyznamnou zavislost ani na
koncentraci, ani na pH vodného roztoku. Vyjimkou by mohla byt pouze
nevyrazna zména pomeéru relativnich intenzit pasti 1605 a 1613 cm! jako
funkce pH, pozorovana pro spektra vzorki o koncentraci 103 M (obr. 4.20).
RR spektrum PPIX ve vodném prostiedi pii pH = 7 je ukazano v detailu na

obr. 4.23B.

b) RR spektra vzorkil vodnych roztokt PPIX pripravenych P II

RR spektra vzorkl vodnych roztoki PPIX o pH = 1 - 12 (pfipravenych
P II) jsou uvedena na obr 4.21 a 4.22. Vlnocty a intenzity pasi PPIX v RR
spektrech nevykazuji zasadni zmény se zménou koncentrace. Ve spektrech
vzork(t o ¢ = 105 M je patrny Siroky pas 8 H20 (obdobné jako ve vzorcich
pripravenych P I). Spektra vzorku o pH = 6 — 12 vykazuji systematicky vyssi
signal RR nez vzorky o pH = 1 - 5. Z absorbanci pfi Aexe = 514,5 nm
v elektronovych absorpénich spektrech nelze jednoznac¢né posoudit, zda jde

o dusledek nartistu absorbance pfi Aexc = 514,5 nm.
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Obr. 4.19: RR spektra vzorka vodnych roztoku PPIX (pfipravenych postupem P I)
jako funkce pH pfi Aexc=514,6nmac=10°M
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Obr. 4.20: RR spektra vzorkt vodnych roztoka PPIX (pfipravenych
postupem P ]) jako funkce pH pfi Aexc=5145nmac=10°M
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Obr. 4.21: RR spektra vzorku vodnych roztoka PPIX (pfipravenych postupem P II)
jako funkce pH pfi Aexe =514,5nmac=10°M
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Obr. 4.22: RR spektra vzorka vodnych roztoku PPIX (pfipravenych postupem P II)
jako funkce pH pfi Aexc=514,5nmac=10"M
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4.2.3. Vliv agregace molekul PPIX na RR spektra PPIX

Vliv agregace na RR spektra PPIX je posuzovan na zakladé srovnani
vlno¢tl past v RR spektrech monomerni formy PPIX v ethanolovém roztoku
a agregované formy PPIX ve vodném roztoku pii pH = 4 (J- i H — agregaty)
excitovanych Aexc = 514,5 nm uvedenych v tab. 4.1.

Z tab. 4.1 je patrno, Ze ke vSem pozorovanym pastim monomerni formy
PPIX existuji pasy odpovidajicich vlno¢tta ve spektru agregované formy PPIX.
V pripadé tfinacti pasti jde o shodu vino¢ti v rozmezi O — 2 cm'!, pouze
v pripadé dvou pasu jde o rozdil vinoct1 6 cm! {1229 cm! (m) — 1223 cm'!
(@); 1619 cm! (m) —» 1613 cm! (a)}. Zatimco pas 1229 cm-! je velmi slabym
pasem v RR spektru monomeru PPIX v EtOH a odecitani jeho vino¢tu je
proto zatizeno chybou, pasy 1619 cm-! v monomeru a 1613 cm-! ve spektru
agregatli jsou v obou pripadech dobre rozlisitelné.

Dale je ovSem tfeba uvazit, Ze k osmi pastim pozorovanym ve spektru
agregované formy nebylo mozno najit odpovidajici pasy ve spektrech
monomerni formy v dasledku pfitomnosti intenzivnich pasi EtOH
prekryvajicich pasy PPIX.

Ze srovnani v tab. 4.1 lze usoudit, ze vibrace vlastniho porfyrinového
makrocyklu nejsou vyznamné ovlivnény tvorbou agregatli, o ¢emz sveédci
zejména shoda vlnoétl pasu v oblasti 1300 -1400 cm! a 1500 - 1600 cm!
citlivych na zmeény velikosti centralni ¢asti makrocyklu (core size markers).
Ukazuje se, Ze indikatorem agrega¢niho stavu PPIX (monomer ve srovnani
s J- a H - agregaty) by mohl byt pouze pas 1619 cm'! (monomer) — 1613
cm! (agregat), ktery je v pracich [56,57,59] shodné pfisuzovan vibraci

v(C=C) vinylovych skupin.

4.2.3. Srovniani RR spekter PPIX pfi Acxc = 441,6 nm a 514,5 nm

Ze srovnani RR spekter vodnych roztokti PPIX o pH = 7 a ¢ = 103 M pri
excitaci Aexc = 441,6 nm a 514,6 nm (obr. 4.23 a tab. 4.2) vyplyva, ze RR
intenzita pasu PPIX je podstatné ovlivnéna volbou vinové délky excitujiciho
zareni. Z tab. 4.2 je patrno, Ze vSechny pasy pozorované ve spektru pri
Aexc = 441,6 nm byly nalezeny rovnéz ve spektru pii Aexc = 514,5 nm, pficemz
RR spektrum pii Aexe = 514,5 nm obsahuje navic jesté dalSich deset

spektralnich pasu.
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Tab. 4.1: Srovnani vinoc¢tu pasti v RR spektrech monomerni formy PPIX (v EtOH roztoku)
a agregované formy PPIX (ve vodném roztoku o pH = 4) v oblasti 600 - 1700 cm'! a

pokusné prifazeni pasu

MONOMER (EtOH) J- a H - AGREGATY PRIRAZENI
665 664 V7
739 738 Vie
EtOH 775 Y (CH2) vinyl
EtOH 837 Ve
EtOH 933 V32
EtOH 961 V3l
EtOH 990 Vs
EtOH 1074 Va3
EtOH 1109 v (Cp-Cuiny))
1124 1124 Vo2
1160 1160 V30
1171 1170 vV (Cp-Cuinyl)
1229 1223 Vi3
1332 1332 Va1
1354 1354 8 (=CH2)
1368 1367 Va
1385 1382 V20
EtOH 1479 d (=CHy)
1538 1537 V3
1560 1560 Vi1
1587 1585 Va
1605 1604 V19
1619 1613 v (C=C) vinyl
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Tab. 4.2: Srovnani vino¢ta past v RR spektrech ve vodném roztoku o pH=7ac=10-M
(pripravenych P I) méfenych Aexc = 441,6 nm a 514,5 nm v oblasti 600 - 1700 cm'! a
pokusné pfifazeni pasu

Aexc = 441,6 nm | PRIRAZENI | Acxc = 514,5 nm | PRIRAZENI

- 601 V24
664 V7 663 V7
738 Vie 738 Vie
772 v (CH2) vinyl 780 Y (CHz2) vinyl
835 Ve 837 Ve

- 931 V32

- 957 V31
990 Vs 990 Vs

_ 1073 V23
1106 V (Cp-Crinyl) 1109 V (Cp-Cuiny)

- 1125 V22

B 1160 V30
1166 Vv (Cp-Cuinyl) 1168 v (Cp-Cvinyl)
1222 V13 1223 Vi3

_ 1332 Va1

- 1354 V20
1366 Va 1368 \Z!

- 1424 V29
1481 3 (CHa)2 1480 5 (CHa)2
1538 V3 1538 V3
1565 Vil 1563 Vi1
1585 2 1586 P

- 1604 Vig
1613 v (C=C) vinyl 1614 v (C=C) vinyl

56




Vysledky a diskuse

Pokusné prifazeni pasu uvedené v tab. 4.1 a 4.2 vychazelo z nasledujicich
uvah a uverejnénych praci:

Excitacni vinova délka Aexc = 441,6 nm spada do oblasti Soretova pasu PPIX.
Na zakladé interpretace elektronovych spekter porfyrini ve vztahu
k mechanismiim jejich rezonan¢niho Ramanova rozptylu (kap. 1.2.4.),
dochazi v tomto pripadé k rezonanénimu zesileni prostfednictvim A - ¢lenu
(Franck - Condontiv mechanismus) a aktivni by mély byt pouze totalné
symetrické vibrace (v aktualni bodové grupé symetrie molekuly). Zatimco
metaloporfyriny, jejichz RR spektra byla interpretovana v pracich [56 - 61],
maji symetrii porfyrinového skeletu D,,, PPIX coby porfyrin volna baze ma

symetrii porfyrinového skeletu D,,. Snizeni symetrie D,, — D, ma za

nasledek zvysSeni poctu totalné symetrickych reprezentaci Ay a By bodové
grupy D,, [73]. Prvnim bodem pokusného prifazeni bylo tedy pfifazovani
pasu v RR spektru PPIX pii Aexc = 441,6 nm vibracim porfyrinového skeletu
prislusejicim symetrickym reprezentacim A;y a Big NCA Ni(I[)JOEP

publikované Spirem a spolupracovniky v referenci [61]. Pasy prislusejici

Spira a spolupracovnikt [56], v niz byly vibrace vinylové skupiny v molekule
NiPPIX prifazeny na zakladé izotopovych substituci. Stejnym zptisobem byly
prifazeny odpovidajici pasy ve spektru pfi Aexc = 514,5 nm. DalSich deset
dosud nepfifazenych past v tomto spektru bylo pokusné piifazovano
pasum vibraci netotalné symetrickych v bodové grupé symetrie D,, (tj.
prisluSejicim puvodnim symetrickym reprezentacim Az; a Bz v bodové

grupé symetrie D,,) v referenci [61]. Excitace Aexc = 514,5 nm totiZ zasahuje

do blizkosti vibronického Q - pasu PPIX, a tudiz lze (kap. 1.2.4.) ocekavat
prispévek B - c¢lenu (Herzberg - Telleriv  mechanismus) a rezonanc¢ni
zesileni totalné symetrickych i netotalné symetrickych Ramansky aktivnich
vibra¢nich médi (ptavodnich A4, Big, Azg a Bzy v bodové grupé symetrie

D,,).
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4.3. SERRS spektra PPIX v systémech s mnativnim
Ag hydrosolem

Hlavnim cilem experiment(i popsanych v této a nasledujici kapitole (4.4.)
bylo zjistit minimalni koncentraci PPIX, kterou jesté lze detegovat pomoci
SERRS spektroskopie (mez SERRS spektralni detekce PPIX). Celkova
koncentrace roztoku PPIX v systémech s nativhim Ag hydrosolu se
pohybovala v rozmezi od O - 104 M.

SERRS spektra byla excitovana vlnovymi délkami Aexe = 441,6 nm
a 514,5 nm. Zatimco excitace Aexc = 441,6 nm zasahuje do relativnhé uzkého
excitacniho pasu neagregovanych nanoc¢astic Ag hydrosolu (Amax ~ 400 nm),
pro efektivni zesileni Ramanova rozptylu pfi excitaci Aexe = 514,5 nm je
nutna pritomnost agregatti Ag nanocastic v hydrosolu. V tom piipadé se pas
plasmonové extinkce vyrazné rozsifuje do oblasti vysSich vinovych délek
a zasahuje az do ¢ervené oblasti spektra.

Vzhledem k tomu, ze agregacni stav SERS-aktivniho systému vyrazné
meni jeho rozptylové vlastnosti, pro porovnavani intenzity SERRS spekter
nameérenych na rizné agregovanych vzorcich je potrebny vnitini intenzitni
standard. Podstata problému spo¢iva v tom, Ze zvysSujici se elasticky rozptyl
a absorpce hydrosolu, spolu s rostouci absorpci PPIX (pokud absorbuje
v oblasti excitace), zpusobuji zkracovani drahy, kterou excita¢ni paprsek
urazi ve vzorku, a stopy ktera se zobrazuje na vstupni Stérbinu
monochromatoru (a detektor). Tim se zmensuje jak celkovy excita¢ni objem
vzorku, tak intenzita excitace v jednotlivych mistech vzorku. Tento problém
lze zmirnit tim, Ze se opticky signal sbira pouze z malého objemu tésné
u vstupu excitaéniho paprsku do vzorku. Pii uvazeni dalSich nepriznivych
faktorti, jakymi je mozné kolisani celkového excitaéniho vykonu laseru,
rozptyl a reabsorpce SERRS signalu na ¢asticich vzorku mezi excitaénim
objemem a sténou kyvety a ¢asteéna sedimentace agregovaného hydrosolu
v pribéhu experimentu, je ziejmé, Ze intenzitni normovani SERRS spekter
nema trividlni a univerzalné bezproblémové reSeni. NejkorektnéjSim
pristupem je normovani SERRS spekter na vnitini standard, kterym by mél
byt takovy pas v Ramanové spektru, jehoz intenzita by byla nezavisla na
koncentraci PPIX a SERRS-mechanismu pro danou vinovou délku.

Vzhledem k tomu, Ze do SERRS-aktivniho systému neni vhodné pridavat

zadné dalsi latky, jako nejprakti¢téjsi feSeni pro vnitini intenzitni standard
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se nabizi vyuziti valen¢nich vibraci molekul vody v oblasti ~ 2800 - 3800
cm!. Voda predstavuje podstatnou a prirozenou slozku Ag hydrosola a jeji
symetrické a antisymetrické valenéni vibrace zptisobuji silny (pro pouzivané
excitace Aexc = 441,6 nm a 514,5 nm nerezonanéni) Ramanuav rozptyl, ktery
za normalnich podminek dovoluje relativné spolehlivé normalizovat SERRS
spektra (tento pas svoji celkovou intenzitou obvykle radové odpovida
intenzité SERRS signalu PPIX v oblasti O — 2000 cm-!). Problém nastava,
pokud ma néjaka soucast SERRS-systému v uvedené oblasti
nezanedbatelny vlastni signal, at uz ve formé vlastniho Ramanova rozptylu
(pokud ho nelze lehce odliSit a nasledné odecist na zakladé odlisné
polositky pasii Ramanova rozptylu), nebo fluorescence. Pravé prekryv
sirokého Ramanova pasu vody s obecné Sirokymi fluorescen¢nimi pasy PPIX
je kriticky. Pokud je fluorescence silnéjsi nez Ramanuv rozptyl vody, nelze
jednotlivé prispévky odlisit, a tento pas nelze pouzit k normovani spekter.

V pripadé excitace Aexe = 441,6 nm spada interval 2800 - 3800 cm'!
(Ramanuv pas valenénich vibraci vody) do spektralni oblasti 504 — 531 nm
(vinova délka fotonti odpovidajicich Stokesovu mechanismu Ramanova
rozptylu), kde PPIX zjevné nema vyznamnéjsi fluorescenci. Naproti tomu,
v piipadé excitace Aexe = 514,5 nm tento interval spada do ¢ervené oblasti
600 - 640 nm, kde pozorujeme silnou vlastni fluorescenci PPIX
(fluorescen¢ni pas s maximem na cca 620 nm, [53]). Jak je zfejmé z obr.
4.24, pri excitaci Aexe = 441,6 nm v oblasti valen¢nich vibraci vody
nedochazi k nartistu signalu v disledku fluorescence, spiSe pozorujeme
jeho postupny pokles poc¢inaje od koncentrace ~ 3 x 106 M, pficemz se tvar
spektra prakticky neméni. Tento pokles souvisi pravdépodobné se zvySenym
elastickym rozptylem excitacniho zareni na agregovaném hydrosolu. Pokud
by SERRS spektra nebyla normalizovana na uvedeny pas vody, porovnanim
neupravenych spekter (pro tento konkrétni experiment) bychom se v oblasti
koncentraci PPIX 109 — 10-6 M dopustili pouze zanedbatelné chyby, nicméné
pri koncentraci 104 M by intenzita nenormovaného spektra predstavovala
pouze ~ 1/3 jeho skute¢né intenzity.

Naopak pfii excitaci Aexe = 514.5 nm (obr. 4.25), je patrny silny nartst
signalu (az o dva fady) pocinaje od koncentrace ¢ = 10-5 M, jehoZz zdrojem je
pravdépodobné vlastni fluorescence PPIX. Vysledky porovnavané na obr.

4.25 jsou ze dvou nezavislych experimentd, pficemz uvedena intenzita
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predstavuje nekorigovany celkovy signal akumulovany detektorem za

konstantni ¢asovy usek.
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Obr. 4.24: Porovnani celkové intenzity maxima signdlu detegovaného v oblasti valen¢nich vibraci
vody (intenzitni standard) pro excitaci 441.6 nm, jako funkce koncentrace PPIX v SERS-
systému. Vzorek s koncentraci PPIX 10-'© M predstavuje ve skute¢nosti Ag hydrosol bez
pfidavku PPIX (uvedeno timto zpisobem kvali problémim s nulovou koncentraci
v logaritmické 3kale).

Na rozdil od excitace Aexc = 441,6 nm, kdy se tvar spektra v této oblasti
zachovaval (a presné odpovidal znamému spektru valenénich vibraci vody),

prudky narust intenzity pro excitaci Aexc = 514,5 nm je doprovazen rovnéz
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Obr. 4.25: Porovndni celkové intenzity maxima signalu detegovaného v oblasti valen¢nich vibraci
vody (intenzitni standard) pro excitaci Axc = 514,5 nm, jako funkce koncentrace PPIX
v SERS-systému.
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zménou tvaru past, coz podporuje vysvétleni, Ze se jedna o fluorescenci.
Dtivodem, pro¢ se tato fluorescence objevuje pfi koncentracich vyssich
a rovnych ¢ = 105 M souvisi pravdépodobné s pritomnosti molekul PPIX,
které jiz nejsou v primém kontaktu s Ag nanocasticemi a jejichz
fluorescence tudiz neni zhasSena.
Z tohoto hlediska lze tedy informaci o objeveni se silné fluorescence pri
c = 105 M povazovat za vyznamnou, prestoze znemoznuje normalizaci

SERRS spekter.

4.3.1. SERRS spektra PPIX pfi excitaci Aexc = 441,6 nm

Pro studium povrchem zesilenych rezonanénich Ramanovych spekter
PPIX byly pripraveny vzorky PPIX v systému s Ag hydrosolem (postup
pripravy v kap. 3.6.) o koncentraci ¢ = 104 - 10° M (obr. 4.26). Tento
soubor spekter byl podrobné zpracovan pomoci faktorové analyzy (obr.
4.27). Pred samotnou faktorovou analyzou byla vSechna spektra
normalizovana na vnitini standard a upravena tak, aby méla identicky
prubéh pozadi (background). Dale byl od vSech spekter odeéten piispévek
Ramanova rozptylu samotného hydrosolu (zejména Siroky pas v oblasti
1640 cm'! deformacnich vibraci vody). Nicméné bylo zjisténo, ze SERRS
spektrum cistého Ag hydrosolu obsahuje navic fadu slabych, ale dobre
identifikovatelnych pasti, které vymizi po pfidani minimalniho mnozstvi
PPIX (~ 10° M). Pravdépodobné se jedna o SERRS signal produkta
hydrolyzy tetrahydridoboritanu sodného. Jakmile je do SERRS-systému
pridan PPIX (a to i v koncentracich, které nesta¢i na pozorovani SERRS
signalu PPIX samotného), tyto pasy vymizi (nebo jejich intenzita znac¢né
poklesne). Pravdépodobné se jedna o disledek vytésnéni hydrolytickych
produktti (napf. boritanovych aniontd) z povrchu koloidnich ¢astic, ale plné
Dusledkem téchto procesu je skutecnost, ze spektru samotného hydrosolu
odpovida spiSe SERRS spektrum hydrosolu s minimalni koncentraci PPIX
(kdy se ve spektrech jesté neprojevuji pasy PPIX), nez SERRS spektrum
opravdu c¢istého hydrosolu, odectenim kterého je vnesena do spekter
systematicka chyba ve formé nékolika negativnich pasu (preodecteny

signal). Proto bylo v upravach, které vyzadovaly eliminaci pfispévku Ag
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hydrosolu ode¢teno SERRS spektrum nameérené pro nejnizSi koncentraci
PPIX v sérii. Pfi uvadéni nékterych vysledkt v tomto ptipadé chybi udaj pro
nejnizséi koncentraci. V piipadech, kde nebylo nutné prispévek vody
eliminovat, jsou do analyzy zahrnuty i spektra s nejniz§i meérenou
koncentraci PPIX.

Po této, v nékterych pripadech i pomérné slozité upraveé, byla spektra
podrobena faktorové analyze. Na obr. 4.27 jsou zobrazena prvni Ctyfi
subspektra (S1 - S4), viridlni koeficienty (V1 - V4), stfedni odchylka
a singularni hodnoty pro sérii normovanych a na prispévek koloidu
korigovanych SERRS spekter excitovanych pfi Aexc = 441,6 nm.

Z relativnich velikosti singularnich hodnot je patrno, ze k souboru
spekter prispivaji hlavné prvni dvé subspektra, tedy v souboru namérenych
spekter se vyskytuji dvé zakladni spektralni formy PPIX, forma I (FI -
metalovand) a forma II (FII - free base, tj. nemetalovana forma), viz obr.
4.28. Uvedena spektra ¢istych forem byla extrahovana ze subspekter S1 a
S2 za zjednodusujiciho predpokladu, Ze vyvoj systému lze plné popsat prave
dvéma subspektry (coz do jisté miry plati). Vzajemné srovnani vlnoctt
pozorovanych pasu obou ¢istych forem a jejich srovnanim s vinocty pasu
v RR spektrech pfi Aexc = 441,6 nm spolu s prifazenim pasu (provedenym
zptisobem popsanym v kap. 4.2) je uvedeno v tab. 4.3. Z tab. 4.3 je patrné,
ze vinocty pasu F II (nemetalované) se velmi dobfe shoduji s vlnocty past
v RR spektrech PPIX, coz potvrzuje, ze F II odpovida porfyrinu volné baze.
Z tvaru malého, nicméné nezanedbatelného tretiho subspektra a nenulové
tireti singularni hodnoty je v8ak patrna pritomnost dalsi spektralni
komponenty v souboru spekter. Pravdépodobné se jedna o formu, ktera se
vyskytuje v malé koncentraci, nebo ma spektrum podobné spektru jedné
z majoritnich forem. Z prabéhu viridlnich koeficientt V3 na koncentraci
PPIX se da soudit, ze by se mohlo jednat o formu objevujici se pri vySSich
koncentracich PPIX (c > 10-5 M). Subspektrum S3 v podstaté odrazi rozdil
mezi SERRS spektry pii koncentraci 3 x 105 M a 104 M.

Ze zavislosti priibéht1 viridlnich koeficienta V1 a V2 na koncentraci PPIX
je dale patrny ostry zlom, ke kterému dochazi pii koncentraci 10-5M. Da se
fict, ze pravé pti této koncentraci dochazi k transformaci spektralni formy I
na spektralni formu II. Postupné zvySovani koncentrace PPIX od O do 105 M
ma za nasledek vice-méné pouze narust SERRS signalu, ktery (v prvnim

pfiblizeni) dobfe odpovida spektralni formé I. Od koncentrace 105 M se
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objevuje nova spektralni forma II, pricemz celkova intenzita SERS signalu
se dale neméni, pouze dochazi k pribyvani formy II na ukor formy I.

Protoze z predchozich vysledkii bylo zfejmé, Ze v o oblasti O - 105 M se
v SERRS systému pozoruje pouze spektralni forma I, k ur¢eni meze SERRS
spektralni detekce PPIX pii excitaci Aexe = 441,6 nm bylo pouzito pouze
SERRS spektra PPIX o koncentraci ¢ = 7,5*106 — 109 M (obr. 4.29). Pozadi
analyzovanych spekter pro tuto faktorovou analyzu vSak byla upravovana
odliSnym zptiisobem, protoze od spekter nebyl odeéitan piispévek hydrosolu
(tj. deformaéni vibrace vody & H20). Na druhou stranu, timto postupem bylo
do analyzy zahrnuto i spektrum s ¢ ~ 109 M.Vysledek faktorové analyzy je
na obr. 4.29. Z grafu prubéhu koeficienti V1 na koncentraci PPIX jsou
zfejmé tri oblasti, ve kterych lze zavislost V1 na logaritmu koncentrace PPIX
prolozit linearni zavislosti. Prvni oblast odpovida koncentracim, kdy je
koeficient V1 (plati i pro dalsi koeficienty) stejné velky jako pro SERRS
systém, ve kterém jeSté neni vidét zadny SERRS signal PPIX, a lze ho tedy
prolozit konstantni zavislosti s nulovou smérnici. Druhou oblasti jsou
koncentrace, pro které V1 nabyva vyznamné vysSich hodnot, nez je tomu
v prvni oblasti a ve které lze hodnoty V1 prolozit linearni zavislosti
s nenulovou smérnici. Treti oblast tvoii koncentrace, kde lze hodnoty V1
také prolozit linearni zavislosti, ale s jinou smérnici. V grafu V1 (obr. 4.29)
byly body prvnich dvou oblasti prolozeny primkami, jejichZz prusecik lze
interpretovat jako mez SERRS spektralni detekce PPIX, uréenou faktorovou
analyzou. Hodnota meze spektralni detekce tedy lezi priblizné pii
koncentraci ¢ = 6¥*10-8 M.
Mez detekce 1ze definovat v zavislosti na kritériu, které stanovime pro uréeni
detegovatelného signalu. Kritériem mutZze byt bezpecné pozorovani jistého
poctu pasti Ramanova rozptylu dané latky, pricemz nemtize dojit k zaméné
s obdobnymi pasy samotného hydrosolu (viz vySe). Ze samotnych
namérenych SERRS spekter PPIX byla timto zpusobem mez spektralni
detekce PPIX urcena pro koncentraci ¢ = 2,5*10-8 M, kdy jsou jasné patrné
tfi charakteristické pasy PPIX. Pri koncentraci ¢ = 5*108 M je vSsak jiz
patrno sedm charakteristickych past, coz zaruéuje napriklad selektivitu
PPIX vii¢i Fe-PPIX.

Zgrafu V1 (obr. 4.29) je dale patrny zlom mezi druhou a treti

koncentraéni oblasti, a to pfi koncentraci ¢ = 106 M.
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Obr. 4.26: Soubor normovanych SERRS spekter PPIX o koncentracich 10 - 104 M, excitovanych
kexe = 441.6 nm. Pozadi vsech spekter a bylo korigovdno na zakladé faktorové analyzy. Ze
spekter byl jednotnym zptisobem odec¢ten pfispévek rozpoustédla.(vody).
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Obr. 4.27: Vysledky faktorové analyzy normalizovanych SERRS spekter PPIX pro koncentrace

10 ~ 104 M, excitovanych Aexc = 441.6 nm
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Vysledky a diskuse

Tab. 4.3: Srovnani vinoc¢ti pasta v spektrech formy FI1a FII PPIX a RR spektrech
PPIX (ve vodném roztoku o pH = 7) v oblasti 300 - 1700 cm'! pfi Aexc = 441,6 nm

SERRS F1 SERRS F2 RR PRIRAZENI
- 329 - vy (free base)
353 368 -
381 - - Vy (metallo)
408 400 - Vi3
587 582 - Vaa
676 662 662 7z
747 738 738 Vie
- 765 -
933 937 - Vi
973 960 - V3|
1006 995 990 Vs
1117 1107 1106 v (C,-C) vinyl
1171 1166 1166 v (C,-C) vinyl
1225 1220 1222 Vi3
1281 - -
1360 1365 1366 V4
1445 1427 - V29
1473 1480 1481 8 (=CH,) vinyl
1542 1536 1538 V3
1559 - 1565 vii
1580 1581 1585 V)
1625 1615 1613 v (C=C) vinyl




Vysledky a diskuse

4.3.2. SERRS spektra PPIX pfii excitaci Aexc = 514,5 nm

Pro studium povrchem zesilenych rezonanénich Ramanovych spekter
PPIX pii excitaci 514,5 nm byly pfipraveny vzorky PPIX v Ag hydrosolu
o koncentraci ¢ = 7,5*105 - 10 M (obr. 4.30). Tento soubor spekter byl
dale zpracovan pomoci faktorové analyzy (obr. 4.31) podobnym zptisobem,
jako pfi excitaci Aexe = 441,6 nm. Nicméné, vzhledem k problémtm
s fluorescenci v oblasti signalu vnitfniho standardu, nebylo mozno SERS
spektra pii koncentracich nad 105 M spolehlivé znormovat. Pozadi
analyzovanych spekter bylo pied zpracovanim faktorovou analyzou
upraveno stejnym zpusobem jako pozadi spekter v kap. 4.3.1.. Na obr. 4.31
jsou zobrazena prvni ¢tyfi subspektra (S1 - S4), virialni koeficienty (V1 -
V4), stredni odchylka a singularni hodnoty. Z grafu singularnich hodnot je
patrno, ze k celkovému souboru spekter signifikantné prispivaji, podobné
jako pii excitaci 441,6 nm, pouze prvni dvé subspektra. Piispévek tretiho
subspektra, vzhledem k piispévkiim prvnich dvou subspekter, je
zanedbatelny a v prvnim prtiblizeni byl bran jako nepodstatny, i kdyz
pravdépodobné odpovida pfritomnosti tieti formy, spektralné podobné
predchozim. Linearni kombinaci prvnich dvou subspekter dostavame taktéz
dvé spektralni formy PPIX (obr. 4.32) - formu I (F I - metalovana) a formu 11
(F II - free base, tj. nemetalovana). Vlnoc¢ty pasu obou forem jsou spolu
s vinocty past1 v RR spektrech PPIX a prifazenim pasu uvedeny v tab. 4.4.

Z grafu virialnich koeficient® V1 jako funkce logaritmu koncentrace
PPIX (obr. 4.31) je opét patrny zlom pii koncentraci ¢ = 10-5 M. Tento zlom,
podobné jako pri excitaci 441,6 nm, interpretujeme jako koncentraci, pri
které dochazi k transformaci F I na F II.

K urceni meze SERRS spektralni detekce PPIX pomoci faktorové analyzy
byl pouzit soubor spekter PPIX v rozmezi koncentraci ¢ = 109 - 7,5¥106 M
(obr. 4.33), a to obdobnym zplisobem jako v pripadé excitace 441,6 nm.
Tento soubor spekter byl upravovan stejnym zptisobem jako soubor
predesly (kap.4.3.1).

V grafu viridlnich koeficienttt V1 (obr. 4.33) byly body prolozeny dvéma
smeérnicemi a jejich pruseéik oznacil mez SERRS spektralni detekce PPIX
urc¢enou faktorovou analyzou. Hranice detekce, plné v souladu s postupem

pouzitym pii excitaci Aexc = 441,6 nm byla stanovena na ¢ ~ 8 x 108 M.
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Obr. 4.30: Soubor normovanych SERRS spekter PPIX o koncentracich 10-® - 104 M, excitovanych
Lexe = 514,5 nm. Pozadi vSech spekter a bylo korigovano na zakladé faktorové analyzy. Ze
spekter byl jednotnym zpusobem odecten prispévek rozpoustédla (vody).
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Obr. 4.31: Vysledky faktorové analyzy normalizovanych SERS spekter PPIX pro
koncentrace 108 - 104 M, excitovanych Aexc = 514.5 nm
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Obr. 4.32: Spektralni formy PPIX ziskané z faktorové analyzy pfi excitaci Aexe = 514.6 nm
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Vysledky a diskuse

Tab. 4.4: Srovnani vinoc¢ti pasti v spektrech formy FIa FII PPIX a RR spektrech PPIX
(ve vodném roztoku o pH = 7) v oblasti 300 - 1700 cm'! pfi Aexe = 514.5 nm

SERRS F1 SERRS F2 RR PRIRAZENI

677 664 664 v7
740 739 738 Vie

- 778 780 v (CH2) vinyl
932 934 931 Va2
973 960 957 V31
994 993 990 Vs
1028 - -
1078 1073 1073 Va3
1097 1109 1109 v (Cp-Cuinyl)
1127 1125 1125 Voo
1155 1155 1160 V30
1169 1167 1168 v (Cp-Cuinyl)
1202 - -
1223 1224 1223 Vis

- 1308 -
1332 1332 1332 vai

- 1353 1354 Va0
1360 - -

- 1368 1368 V4
1383 1383 1383 Vao
1429 1422 1424 )
1478 1480 1480 8 (CHg)z
1508 1512 - Vag
1539 1538 1538 v3

- 1562 1563 Vi1
1581 1581 1586 V2
1604 1605 1604 Vi
1637 1614 1614 v (C=C) vinyl




Vysledky a diskuse

4.4. SERRS spektra PPIX v systémech s Ag hydrosolem
modifikovanym adsorpci chloridi na povrch Ag nanoéastic

v kyselém a neutralnim prostredi

Byla proméfena zavislost SERRS spekter systému Ag hydrosol/ NaCl/
PPIX a Ag hydrosol/ HCl /PPIX v rozmezi koncentraci ¢ = 107 - 10-10 M pfi
Aexc = 441,6 nm a 514,5 nm. Postup piipravy SERRS - aktivnich systému je
detailné popsan v kap. 3.5.6.. Koncentrace HCI a NaCl byla konstantni vzdy

v celém souboru vzorkd o proménné koncentraci PPIX.

4.4.1. SERRS spektra systému Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX jako
funkce koncentrace PPIX pfi Aexc = 441,6 nm

SERRS spektra systémut1 Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX v zavislosti na celkové
koncentraci PPIX v systému (107 — 10-10¢ M) ukazuje obr. 4.34. V SERRS
spektrech nedochazi k vyznamnym zménam vinoc¢ta ani relativnich intenzit
pastt PPIX s klesajici koncentraci PPIX. SERRS spektra systému
o koncentraci ¢ = 107 M (vlnoéty uvedeny v tab. 4.5) vykazuji pasy
odpovidajici F I a F II PPIX identifikovanym FA v kap 4.3.1. Pfi koncentraci
c = 5*10'10 M je detegovano jesSté osm charakteristickych past PPIX, pfi
koncentraci ¢ = 10-19 M jiZ pouze nejintenzivnéjsi pas spektra pri 1360 cm-1.
Za koncentra¢ni hodnotu meze SERRS spektralni detekce PPIX pokladame
koncentraci ¢ = 5*10-1© M, umoznujici jednoznac¢nou identifikaci PPIX (obr.
4.35).

4.4.2, SERRS spektra systému Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX jako
funkce koncentrace PPIX pfi Aexc = 514,5 nm

SERRS spektra systémut Ag hydrosol/ NaCl /PPIX v zavislosti na celkové
koncentraci PPIX v systému (107 — 1010 M) jsou vynesena na obr. 4.36.
V SERRS spektrech nedochazi kvyznamnym zménam vinoc¢ta ani
relativnich intenzit pastt PPIX s klesajici koncentraci PPIX. Vlnocty i
relativni intenzity past ve spektru systému o koncentraci ¢ = 107 M PPIX
odpovidaji tymz parametrum ve spektru F II PPIX ziskaném z FA, pouze

s nasledujicimi malymi odliSnostmi od spektra F II: pas 1352 cm! ma vyssi
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Obr. 4.34: Soubor nenormovanych SERRS spekter systému Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX
o koncentracich 10% - 104 M, excitovanych Aexc = 441,6 nm
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Obr. 4.35: SERRS spektrum systému Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX o koncentracich 5*10-1° M,
excitace pfi Aexc = 441,6 nm

relativni intenzitu nez pas 1368 cm'!, pas 1614 cm'! ma nizst relativni
intenzitu nez pas 1605 cm-!. Pii koncentraci ¢ = 10-10 M je detegovano jesté
sedm charakteristickych pasti PPIX (tab. 4.6, obr. 4.37). Tuto koncentraci
pokladame za koncentrac¢ni hodnotu meze selektivni SERRS spektralni

detekce PPIX systémt Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX pfi Aexc = 514,5 nm.

4.4.3. SERRS spektra systémi Ag hydrosol/ HCl1/ PPIX jako
funkce koncentrace PPIX pfi Aexc = 441,6 nm

V SERRS spektrech systémua Ag hydrosol/ HCl/ PPIX nebyla pozorovana
vyznamna zmeéna v aktivité vibraci v zavislosti na koncentraci PPIX (obr.
4.38). Ziskané SERRS spektrum jednozna¢né neodpovida zadné z forem F
I, F II ziskanych z FA SERRS spekter s nemodifikovanym Ag hydrosolem.
Tato nova spektralni forma PPIX je pracovné oznaéovana jako FIII. Zatimco

vinocty pasu (tab. 4.7) 661 a 738 cm-! odpovidaji F I, pasy 1125 a 1173 cm'!
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Obr. 4.36: Soubor nenormovanych SERRS spekter systému Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX

o koncentracich 10#® - 104 M, excitovanych ilec = 514,5 nm
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Obr. 4.37: SERRS spektrum systému Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX o koncentracich 101 M,
excitace pii Aee = 514,5 nm
FI i FII, pasl225 cm! u obou forem chybi. Nejintenzivnéjsi pas v4 pri
1360 cm-! (F I), resp. 1365 cm ! (F II) je posunut k hodnoté 1383 cm-!, pas
vz 1580 cm! (F I), resp. 1585 cm! je posunut k hodnoté 1552 cm-!. Pas
1606 cm'!, ktery byl pro F I a F II aktivni pouze pfi Aexe = 514,5 nm je ve
spektru F III aktivni i pfi Aexc = 441,6 nm. Pas v (C=C)viny je pozorovan pri
1627 cm'!. VSERRS spektru vzorku o koncentraci c¢ = 7,5*1010 M je
detegovano sedm charakteristickych past (tab. 4.7, obr. 4.39). Tato
hodnota koncentrace je oznacena jako koncentra¢ni hodnota meze
selektivni SERRS spektralni detekce PPIX v uvedeném systému.
Nejintenzivnéjsi pas ve spektru pri 1386 cm! je detekovan jesté ve spektru

pii koncentraci ¢ = 10-10 M.

4.4.4. SERRS spektra systému Ag hydrosol/ HCl/ PPIX jako
funkce koncentrace PPIX pfi Aexc = 514,5 nm
SERRS spektra PPIX v oboru koncentraci ¢ = 107 — 10-8 M se shoduji se
spektrem ziskanym pfi Aexe = 441,6 nm v oboru koncentraci ¢ = 107 —
7,5*10'10 M ve vinoc¢tech osmi charakteristickych pasu F III (tab. 4.8, obr.
4.40) konkrétné: 661 (661), 738 (738), 1224 (1225), 1172 (1173},
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Obr. 4.38: Soubor nenormovanych SERRS spekter systému Ag hydrosol/ HCl/ PPIX
o koncentracich 10% - 104 M, excitovanych Aexc = 441,6 nm
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Obr. 4.39: SERRS spektrum systému Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX o koncentraci 7,5*10-'° M,
excitace pfi Aexc = 441,6 nm

1383 (1383), 1477 (1479), 1551 (1552), 1607 (1605) cm-!. Prifazeni
spektralni formy F III PPIX konkrétni povrchové species neni jednoznacné.
Hodnota pH v systémech s HCI je cca 2,3 ,coz vzhledem k hodnoté pKa = 1,5
protonizace pyrrolovych N na [H4PPIX]2+ ukazuje na moznou pfitomnost
diacidické formy PPIX v systému. Na pfitomnost diacidické formy ukazuje
i vlnocet nejintenzivnéjSiho pasu ve spektru 1383 cm-! ve srovnani se
spektrem [H4sTMPyP]2+ v praci [43].

V oboru koncentraci ¢ = 7,5%¥10° - 109 M se v SERRS spektrech
systému Ag hydrosol/ HCl/ PPIX objevuji nové pasy o vilnoctech 1312,
1363, 1513, 1572 a 1650 cm!. Tyto pasy se velmi dobre shoduji se SERRS
spektry rhodaminu 6G jako kontaminantu fady SERRS spektralnich vzorkh
uverejnénymi v praci [74]. Mez SERRS spektralni detekce rhodaminu 6G je
10-14 M, a tudiz pouze nékolik molekul postacuje ke kontaminaci vzorku.
Zdrojem rhodaminu 6G jsou pravdépodobné popisovace a to i tehdy,
nejsou-li v daném experimentu k popisu chemického nadobi pouzity.
Spektra v oboru koncentraci ¢ = 7,5*109 - 109 M byla proto z dalsi
interpretace vyloucena. Je vSak patrno, ze mez detekce F III PPIX by ani

v nepritomnosti kontaminantu nedosahla hodnoty koncentrace ¢ = 10" M,
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Obr. 4.40: Soubor nenormovanych SERRS spekter systému Ag hydrosol/ HCl/ PPIX
o koncentracich 108 - 104 M, excitovanych Aexc =514,5 nm
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jiz je dosazeno v pripadé systému Ag hydrosol/ NaCl /PPIX.

Vysledky a diskuse

Tab. 4.5: Vinocty pasti v SERRS spektrech systémua Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX

pfi Aexc = 441,6 nm

c=10"M c=5*10'10 M
327 -
396 -
664 665
741 744
779 776
(990) -
(1086) -
1114 1119
1170 -
1224 1222
(1284) -
(1337) -
1368 1363
1478 -
1539 1539
(1565 -
1583 1586
1622 -
1657 -
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Vysledky a diskuse

Tab. 4.6: VInoc¢ty pasu v SERRS spektrech systému Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX

pfi Aexe = 514,5 nm

c=10"M c=2,5*101°M c=1010M
666 - -
739 738 737
897 896 -
928 922 -
970 - -
994 995 -
1075 - -
1098 1097 -
1125 1125 1124
1154 1154 -
1167 - 1173
1201 1196 -
1222 1223 1221
1331 1332 1332
1352 1352 1360
1367 1366 -
1422 1421 -
1479 1479 -
1511 1510 -
1538 1539 -
1564 - -
1586 1588 -
1605 1605 1603
1604 - -
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Vysledky a diskuse

Tab. 4.7: Vinoc¢ty pasu v SERRS spektrech systémii Ag hydrosol/ HCl/ PPIX

pii Aexe = 441,6 nm

c=10"M

c=5*1010 M

486

586

661

670

698

738

767

845

989

1125

1120

1173

1383

1383

1445

1479

1552

1553

1605

1606

1627

1622

Tab. 4.8: VInocty pasu v SERRS spektrech systému Ag hydrosol/ HCl/ PPIX

pri Aexe = 514,5 nm
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Vysledky a diskuse

c=107"M c=75*10°M c=10°M

- 613 613
661 658 656
738 - -
769 772 772
940 923 927
964 961 -
995 995 -
1053 1050 -

- - 1090
1124 1127 1126
1172 1177 1177

- - 1200

- (1259) (1259)

- 1312 1311
1330 - -

- 1363 1363
1383 1382 1381

- (1421) 1421
(1450) (1451) (1450)
1477 1474 (1471)
(1512) 1513 1513
1551 1552 -
(1584) 1572 1572
1607 1604 1601

- - (1619)

- 1650 1650
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Vysledky a diskuse

4.4.5. Transmisni elektronova mikroskopie SERRS-aktivnich
systému s Ag nanoédsticemi a PPIX ve vztahu k mezim
SERRS spektralni detekce PPIX

TEM snimky systémi1 Ag hydrosol /PPIX (obr. 4.41), Ag hydrosol/ NaCl/
PPIX (obr. 4.42) a Ag hydrosol/ HCl/ PPIX (obr. 4.43) umoznuji porovnani
morfologii Ag nanocastic a jejich souborti v jednotlivych typech
SERRS-aktivnich systémti. Koncentrace PPIX byla ve vSech systémech
10-7 M, koncentrace modifikujiciho ¢éinidla v modifikovanych systémech byla
5*102 M vpripadé NaCl a 5*103 M vpripadé HCl V systému
s nemodifikovanymi Ag nanocasticemi (nativnhim Ag hydrosolem) (obr. 4.41)
je patrna podstatna frakce izolovanych Ag nanoc¢astic. JelikoZz plasmonova
rezonance izolovanych nanocastic ve vodném prostiedi nastava v okoli
A = 400 nm, lze pro systémy s izolovanymi Ag nanocasticemi ocekavat vétsi
prispévek zesileni EM mechanismem pii Aexe = 441,6 nm nez pii
Aexe = 514,5 nm. Tomu odpovida i zjisténi, Ze mez detekce PPIX pii
Aexc = 441,6 nm je ponékud nizsi neZ pri Aexe = 514,5 nm, ackoli studie RR
spekter ukazuje na vétSi prispévek rezonanc¢niho zesileni Ramanova
rozptylu pri Aexc = 514,5 nm.

V systému s PPIX a Ag nanocasticemi modifikovanymi adsorpci chloridu
v neutralnim prostfedi (pfidavek NaCl) (obr. 4.42) jsou pozorovany malé
kompaktni agregaty Ag nanocastic. Na zakladé vypocta vref. [20]
a experiment1 v ref. [43] lze pro tyto systémy ocekavat vyznamné vétsi
faktory zesileni EM mechanismem (az do hodnot 108) nez pro systémy
s izolovanymi nanocasticemi, pricemz lze, vzhledem ke tvorbé agregati,
ocekavat veétsi faktor zesileni pro Aexc = 514,5 nm neZ pro Aexe = 441,6 nm.
Skute¢né pro systém Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX byla pro Aexc = 514,5 nm
zjiSténa nejniz8i hodnota meze SERRS spektralni detekce (c = 1010 M) ze
vSech studovany systému.

V systémech s PPIX a Ag nanocasticemi modifikovanymi adsorpci
chloridii v kyselém prostfedi jsou pozorovany morfologicky velmi zajimavé
utvary prisluSejici malym agregatim Ag nanocastic s dosud nejasnou
lokalizaci PPIX molekul. V téchto systémech vSak nebylo dosaZeno nizsi
meze SERRS spektralni detekce PPIX nez v systému Ag hydrosol/ NaCl/
PPIX (obr. 4.43). Agregaty na obr 4.43 by mohly pfedstavovat zajimavy

systém pro studium metodou SERRS-mikrospektroskopie.
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Vysledky a diskuse

Obr. 4.42: TEM systému Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX o koncentraci ¢ = 107 M
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Vysledky a diskuse

Obr 4.43: TEM systému Ag hydrosol/ HCl/ PPIX o koncentraci ¢ = 107 M
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Zavér

5. ZAVER

1. Méreni a interpretace elektronovych absorpcénich spekter prokazala
existenci monomerni formy PPIX v ethanolovém roztoku. Méreni
a interpretace elektronovych absorpénich spekter vzorku PPIX
pripravenych rozpusténim PPIX ve vodnych roztocich o daném pH
ukazala existenci monomerni formy PPIX pfi pH = 1 - 2,
H- a J- agregatua pii pH = 3 - 5, H - agregat( ¢i dimera pii pH = 12.
Vysledky studie ve vodném prostfedi jsou ve shodé s vysledky v praci
[63]. Dale bylo prokazano, ze H- a J - agregaty PPIX jsou stalé
v alkalickém, neutralnim a slabé kyselém prostiedi, v silné kyselém
prostiedi jsou agregaty v rovnovaze s monomerni formou.

2. Studie RR spekter monomerni formy PPIX v ethanolovém roztoku
a monomernich a agregovanych forem PPIX ve vodném prostiedi jako
funkce pH pri excitaci do oblasti Soretova pasu (Aexc = 441,6 nm) a do
oblasti Q — pasu (Aexc = 514,5 nm) prinesla nasledujici vysledky:

A) RR spektra monomerni a agregované formy PPIX na obou excitacnich
vinovych délkach jsou shodna z hlediska vIlnoc¢t i relativnich intenzit
pozorovanych pasu s vyjimkou posunu pasu v(C=C) vinylu
z 1619 cm'! (monomerni forma) na 1613 cm! (agregovana forma).
Zmeéna vilnocétu pasu vibrace v(C=C) vinylu u agregované formy oproti
formé monomerni muze byt pfimym dusledkem mezimolekulovych
interakci v agregatu, anebo dusledkem zmény v zapojeni vinylové
skupiny do elektronové delokalizace v systému makrocyklus - vinylové
skupiny.

B) Pokusné prifazeni pasi v RR spektrech jak monomerni, tak

agregované formy PPIX méfenych pfi Aexe = 441,6 nm

a Aexc = 514,5 nm ukazalo, ze

i) pasy RR spekter excitovanych Aece = 441,6 nm je mozZno
pokusné (s vyuzitim vibraéniho prifazeni v ref. [56,57,59]) priradit
vibracim totalné symetrickym v bodové grupé D,, odpovidajici
symetrii makrocyklht porfyrini - volnych bazi a vibracim
vinylovych skupin. V souladu s literaturou [, ] je pri této excitacni
vlnové délce uvazovan pouze prispévek Franck - Condonova

mechanismu rezonanéniho zesileni Ramanova rozptylu.
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ii) srovnani RR spekter excitovanych Aexe = 441,6 nm
a Aexc = 514,5 nm spolu s pokusnym pfifazenim pasi ukazaly, ze
pfi excitaci Aexe = 514,5 nm jsou aktivni rovnéz vibrace netotalné
symetrické, coz je v souladu s ptisobenim Herzberg — Tellerova
mechanismu rezonanéniho zesileni Ramanova rozptylu pfi vinové
délce excitace spadajici do Qv pasu porfyrinu.

C) RR spektra monomerni i agregované formy PPIX vykazuji vyrazné
vétsi pomér signal/ Sum pii Aexc = 514,5 nm nez pfi Aexc = 441,6 nm.
V RR spektrech monomerni formy PPIX v ethanolovém roztoku
méfenych pfi A = 514,5 nm bylo mozné pii koncentraci
¢ = 5*104 M detegovat jedenact charakteristickych pasi PPIX, v RR
spektru agregované formy PPIX ve vodném roztoku o pH = 7 bylo pri
stejné hodnoté vinové délky o koncentraci ¢ = 105 M detegovano vice
¢trnact charakteristickych pasti PPIX. Excitacni vlnova délka
Aexe = 514,5 nm byla shledana vhodnéjSi nez Aexc = 441,6 nm pro
detekci PPIX metodou RR spektroskopie.

3. Studium SERRS spekter PPIX vsystému s nemodifikovanymi
Ag nanocasticemi (nativnim Ag hydrosolem) a s Ag nanocasticemi
modifikovanymi adsorpci chloridd v neutralnim (pridavek NacCl)
a kyselém (pridavek HCI) prostfedi zaméfené na optimalizaci SERRS
spektralni detekci PPIX prineslo nasledujici vysledky:

A) Faktorova analyza (FA) souboru SERRS spekter PPIX v systémech
s nativnim Ag hydrosolem, proméfenych v zavislosti na koncentraci
PPIX pfi Aexc = 441,6 nm a Aexc = 514,5 nm, prokazala pritomnost
dvou spektralnich forem PPIX - F I a F II, pricemz byla ziskana
spektra obou ¢istych forem PPIX pii obou hodnotach excita¢nich
vilnovych délek. F I byla identifikovana jako Ag metalovana forma
PPIX (AgPPIX), F II prislusi PPIX - volné bazi a vinocty jejich SERRS
spektralnich pasti odpovidaji RR spektrim PPIX. Dale byly pomoci
FA stanoveny koncentra¢ni hodnoty SERRS spektralni detekce PPIX:
Cc=6*108M pii Aexc = 441,6 nm a ¢ = 8%*108 M prfi Aexc = 514,5 nm.
TEM snimky systéma ukazuji pfitomnost vyznamné frakce
izolovanych Ag nanocasic v téchto systémech. Niz8i mez detekce PPIX
Pri Aexc = 441,6 nm neZ pii Aee = 514,5 nm, ktera kontrastuje

s vy§8§im rezonan¢énim zesilenim Ramanova rozptylu PPIX lze
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uspokojivé vysvétlit vy§sim pfispévkem EM mechanismu SERRSu pri
Aexc = 441,6 nm v systému s izolovanymi Ag nanocasticemi.

B) Studium SERRS spekter systémt s PPIX a Ag nanocasticemi
modifikovanymi adsorpci chloridii v neutralnim prostredi (systémy
Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX) jako funkce koncentrace PPIX pri
Aexe = 441,6 nm a Aexe = 514,5 nm prokazalo pritomnost pasu
spektralnich forem F 1 a F 1II identifikovanych pomoci FA
v systémech s nativnimi Ag nanocasticemi. Koncentracni hodnoty
mezi SERRS spektralni detekce PPIX v systému Ag hydrosol/ NaCl/
PPIX dosahuji hodnot ¢ = 7,5*10'10 M pfi Aexc = 441,6 nm
ac= 1019 M pfi Aexe = 514,5 nm. TEM snimky systému ukazuji na
pritomnost malych kompaktnich agregati Ag nanocastic. Jejich
pritomnost velmi dobre vysvétluje skutecnost, ze mez SERRS
spektralni detekce pfi Aexc = 514,5 nm je nizsi neZ pii Aexc = 441,6 nm.

C) VSERRS spektrech systétmt sPPIX a Ag nanocasticemi
modifikovanymi adsorpci chloridii v kyselém prostredi (systémy
Ag hydrosol/ HCl/ PPIX) mérenych jako funkce koncentrace PPIX
byla identifikovana dalsi spektralni forma PPIX oznacena jako F III
a pripisovana zatim pokusné diacidické formé PPIX [H4PPIX]2+. Mez
detekce PPIX nabyvala v tomto systému pfi Aexe = 441,6 nm
a Aexe = 514,5 nm vySSich hodnot nez v pfipadé systému Ag
hydrosol/ NaCl/ PPIX.

4. Optimalnim systémem pro SERRS spektralni detekci PPIX je systém
Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX pii excitac¢ni vinové délce Aexc = 514,5 nm.
V tomto systému jsou Ag nanocastice v hydrosolu modifikovany adsorpci
chloridli v neutralnim prostredi. Tato modifikace vede ke tvorbé
kompaktnich agregatt Ag nanocastic, do nichz jsou zfejmé zaclenény
molekuly PPIX. Pro tento systém je pfi excitaci Aexc = 514,5 nm dosazeno
optimalni koincidence plasmonové rezonance malych kompaktnich
agregati s molekularni rezonanci molekul PPIX. Vysledna koncentra¢ni
hodnota meze SERRS spektralni detekce je ¢ = 1010 M. Pritom je
detegovano sedm charakteristickych past PPIX, umoznujicich selektivni
identifikaci molekuly. Koncentraéni hodnota SERRS spektralni detekce
PPIX v systému Ag hydrosol/ NaCl/ PPIX pfi Aexc = 514,5 nm je 0 4 - 5
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fadt nizsi nez koncentraéni hodnota meze RR spektralni detekce PPIX

pfi téze vinové délce.
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Seznam symbolu a zkratek

7. seznam pouzitych zkratek a symbolu

DMSO ..coiviiiiiiiinianne, dimethylsulfoxid

EtOH .....ccoiviiiiiiinin, ethanol

EM .. elektromagneticky mechanismus

FA faktorova analyza

FI . formal

FIl oo, forma 11

FIIO oo forma II1

HoTMPyYP ..o 5, 10, 15, 20-tetrakis (2-methyl-4-pyridyl) porphin
HoTPPCa v, 5, 10, 15, 20 - tetrakis (4-carboxyphenyl) porphin
NCA ..o, analyza normalnich soufadnic

(0] D) N octaethylporphine

PPIX oo protoporfyrin IX

RLS .o rezonandéni rozptyl svétla

RRS ..o rezonanéni Ramantiv rozptyl

RS Ramantiv rozptyl

SEM .ot rastrovaci elektronova mikroskopie

SERRS ..o povrchem zesileny rezonan¢ni Ramanuv rozptyl
SERS ... povrchem zesileny Ramanuv rozptyl

SNOM ...oiviiiiiiiiiieenans opticka mikroskopie blizkého pole

SVD i rozklad do singularnich hodnot

TEM .o transmisni elektronova mikroskopie

TPP o tetraphenylporphin
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