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Abstrakt v ceském jazyce:

V této diplomové praci byla méfena a interpretovana SERRS (Surface — enhanced
resonance Raman Scattering) a SERS (Surface — enhanced Raman Scattering) spektra, spektra
plasmonov¢ extinkce (SPE) a TEM snimky systému obsahujicich kationtovy zinkovy porfyrin
ZnTMPyP a nanodastice Ag (Ag NC). Byly studovany jednak systémy s izolovanymi
nanoéasticemi, jednak systémy s kompaktnimi agregity Ag NC. Systémy s izolovanymi
Casticemi byly tvoteny piidanim ZnTMPyP k hydrosolu Ag NC. K tomuto systému byl pfidan
chlorid sodny, ¢imz vznikl systém s kompaktnimi agregaty. SERRS a SERS spektra
ZnTMPyP pfi Aexe= 441,6 nm a 532 nm byla studovéana nejprve staciondrné v piipravenych
systémech, a posléze v dynamickém vyvoji systémi Ag NC (hydrosol) — Ag NC/ ZnTMPyP
— Ag NC/ ZnTMPyP/ NaCl po dobu 680 s. Casové vyvoje SERRS a SERS spektra byly
podrobeny faktorové analyze (FA) a doplnény studii casového vyvoje SPE spekter systémad.
FA ukazala pfedevSim vyrazny nartist signalu ZnTMPyP spojeny s piidavkem NaCl, tedy
s konverzi systému s izolovanymi nanoé¢asticemi na systémy s kompaktnimi agregaty Ag NC.
V ptipadé€ systému s nejvysSimi koncentracemi ZnTMPyP byl narist signalu nasledovan jeho
poklesem. FA byly rovnéZ uréeny meze SERRS ( Aexe= 441,6 nm) a SERS (Aexe= 532 nm)
spektralni detekce ZnTMPyP v obou typech systémii a porovnavany s hodnotami mezi
detekce ze stacionarnich méfeni. Bylo zjiSté€no, Ze pii pii Aexe= 441,6 nm je mez SERRS
spektralni detekce ZnTMPyP v systému s izolovanymi nano&asticemi 5.107 M a v systému
s kompaktnimi agregaty 5.10° M. P Aee= 532 nm byla zjisténa mez SERS spektralni
detekce 5.10° M pro systém s izolovanymi nano&asticemi a pro systém s kompaktnimi
agregaty 5.10° M v ptipadé stacionarnich méfeni a o fad nizsi v piipadé dynamickych méfeni.
Vyrazny pokles mezi SERRS a SERS spektralni detekce ZnTMPyP v systému s kompaktnimi
agregaty oproti systému s izolovanymi nanocésticemi je plné¢ v souladu s pozorovanym
nariistem intenzity SERRS a SERS signalu a je vysvétlen lokalizaci ZnTMPyP do velmi
silnych optickych poli (,,hot spots*) v kompaktnich agregétech. Testovaci studie SERS a SPE
spekter systémii sAg NC a kationty 1,1'-dimethyl-4,4 bipyridinia a I-ethyl-3-
methylimidazolia pak prokazaly, Ze tyto kationty nejsou vhodnymi referentnimi

nechromoforovymi adsorbaty pro SERS spektralni studie.



Abstract in English:

In this diploma thesis, SERRS(Surface — enhanced resonance Raman Scattering) and
SERS (Surface — enhanced Raman Scattering), surface of plasmon extinction spectra and
TEM images of systems with tetracationic zinc porphyrin ZnTMPyP and silver nanoparticles
(Ag NPs) were studied and interpreted. The systems with isolated nanoparticles and the
systems with compact aggregates were investigated. The systems with isolated nanoparticles
were prepared by addition of ZnTMPyP to hydrosol of Ag NPs. NaCl was added to this
system and so compact aggregates were prepared. SERRS and SERS spectra of ZnTMPyP
were studied at excitation wavelengths Aexc= 441.6 nm a 532 nm. Firstly, stationary systems
and secondly dynamic development of hydrosol Ag NPs — Ag NPs/ ZnTMPyP — Ag NPs/
ZnTMPyP/ NaCl systems for 680 s was investigated. Time evolution of SERRS and SERS
spectra were analyzed by factor analysis (FA) and time evolution of spectra extinction
plasmon were measured. FA showed a strong increase of the signal of ZnTMPyP after the
addition of NaCl, i.e. after conversion of isolated nanoparticles to compact aggregates. In
these systems with high concentration of ZnTMPyP the increase of signal was succeeded by
its decreased. With help of FA the limit of SERRS spectral detection (Aex= 441,6 nm) and
limit of SERS spectral detection (A= 532 nm) were determined in both types of systems,
and compared with those obtained from stationary measurement. It was found out that the
limit of SERRS spectral detection is 5.107 M for system with isolated nanoparticles and
5.10 M for system with compact aggregates at 441.6 nm. The limit of SERS spectral
detection is 5.10” M for system with isolated nanoparticles and 5.10° M in system with
compact aggregates at 532 nm and in stationary measurement. In case of dynamic
measurements the limit of SERS spectral detection of ZnTMPyP in system with compact
aggregates is lower by one order of magnitude. A significant decrease of SERRS and SERS
spectral detection limits of ZnTMPyP in the systems with compact aggregates of Ag NPs as
compared to those in the system with isolated NPs is in full agreement with the observed
increase of SERRS and SERS signals and it is explained by localization of ZnTMPyP into
strong nanoscale localized optical fields ( “hot spots”) excited in compact aggregates. Test
study of SERS and SPE spectra of system Ag NPs and cation 1,1 -dimethyl 4,4 bipyridinium
and 1-ethyl-3-methylimidazolium showed, that these cations are not suitable reference non-

chromophoric adsorbates for SERS spectral studies.
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1. Uvod

1.1.  Povrchem zesileny Ramantiv rozptyl a rezonan¢ni Ramantiv rozptyl

Spektroskopie povrchem zesileného Ramanova rozptylu je metoda, kterd je zaloZena na
principu povrchem zesileného Ramanova rozptylu nebo povrchem zesilené¢ho rezonan¢niho
Ramanova rozptylu (Surface — enhanced Raman Scattering (SERS), Surface — enhanced
resonance Raman Scattering (SERRS)). Pii obecném zafazeni této metody, je mozno
konstatovat, ze tato metoda patii mezi vibra¢né — spektroskopické metody. MozZnosti
uplatnéni nasla tato metoda v kvalitativni analyze, v katalyze a adsorpci. Siroké uplatnéni 1ze
téz nalézt pti studiu biologicky dilezitych molekul jako napt. DNA.

Pocatky o povrchem zesileném Ramanové rozptylu jsou spjaty s Fleischmannem,

' Fleischmann jako prvni pozoroval SERS  pyridinu

van Duynem a Creightonem.
adsorbovaného na stiibrné elektrodé v roce 1974." Pii tomto experimentu pozoroval velky
narast intenzity signalu, ackoli nevédél, ze se jedna pravé o SERS. Kvantifikovat tento jev
dokézal o tfi roky pozdé&ji, v roce 1977, van Duyne. Ten ve své praci ukdzal, Ze je mozno
zvy&it intenzitu signalu Ramanova rozptylu diky faktoru povrchového zesileni az 107, Stejné
jako Fleischmann experimentoval s pyridinem adsorbovaném na stiibrné elektrods.”

Bylo zjisténo, ze nutnou podminkou pro SERS je adsorpce molekuly na povrchy
nanostruktury, napf. silné¢ vodivych nanocastic kovii. Nejlepsi vysledky jsou pozorovany
u nanocastic stiibra, zlata a médi. Soudobé vysledky téz ukazuji mozZnosti pouZiti
bimetalickych nano&astic &i nanoé&astic typu core — shell.”® Byly rovnéz pouZity i nano&astice
jinych kovil, ovSem faktor zesileni byl vzdy mensi neZ pfi pouziti nanocastic stiibra. K tomu,
aby mohl nastat SERS musi byt jesté splnéna podminka, podle které musi byt povrchové

nerovnosti mensi nez vinova délka excitacniho zdroje.

1.2. Faktory zesileni

Faktor celkového zesileni povrchem zesileného Ramanova rozptylu je definovan jako
pomér intenzity SERS signalu a signalu normdlniho Ramanova rozptylu za konstantniho
poctu rozptylujicich molekul. Celkovy faktor zesileni je slozen ze dvou ptispévkll hlavnich
mechanismu:

1. Elektromagneticky mechanismus.”"

) ., 11
2. Mechanismus molekularni rezonance.



V Ramanov¢ rozptylu lze intenzitu rozptylen¢ho zareni definovat pomoci dipdlového

momentu. Dipélovy moment je definovan jako soucin tenzoru polarizovatelnosti molekuly o

a vektoru intenzity elektrické slozky elektromagnetického pole E.
- -
P=aoE (1.1)

Lus =/ P/ (1.2)

Jak z rovnice (1.1.) a (1.2.) vyplyva, je mozno velikost intenzity rozptyleného zafeni

ovlivitovat. Lze tak uskutecnit zvySenim intenzity elektrického pole v misté, kde se molekula

vvvvvv

y < : : y oo TRV
slozZkou zména polarizovatelnosti, slozka (6_)0 podle vibrac¢ni soufadnice Qx Tenzor
k

polarizovatelnosti je poté mozno rozepsat:
oa
a=0,+|—
0 [anpok (13)

1.2.1. Elektromagneticky mechanismus

Hlavnim  mechanismem  povrchem  zesileného  Ramanova rozptylu je
elektromagneticky mechanismus. Tento mechanismus nastava, jestlize dojde k interakci
dopadajiciho elektromagnetického zaieni s nanocastici vhodného kovu pii splnéni rezonan¢ni
podminky Mieova rozptylu (rovnice 1.4). Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.1. je dilezité
pouzit nanocastice tzv. plasmonickych kovil, tedy nanocastice stiibra, zlata nebo médi. Jako
zdroj elektromagnetického zafeni je pouzivan laser, ktery poskytuje koherentni a

monochromatické zafeni.

A‘exc = A’res (14)

V této diplomové praci bude zaméfena pozornost na systémy s Ag NC, které se
nejvice vyskytuji v SERS. Ag NC jsou obvykle mnoho¢lenné osamocené krystaly (vyssi
polyedry — dodekaedry a ikosaedry), nicméné pro jednoduchou teoretickou studii jsou
aproximovany na izolovanou kouli. Nejprve bude vysvétleno jak a kde Ag NC funguji jako
zesilovace svétla.

Kdyz je mala Ag NC ozifena zafenim uréité vinové délky za splnéni podminky
Mieovy rezonance, valen¢ni elektrony v nanoc¢astici zacnou oscilovat pfi stejné frekvenci jako

zafeni a je vytvoren oscilujici dipdl. Rezonancni excitace tohoto dipolu se nazyva téZ excitace
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dipolarniho povrchového plasmonu. V jednoduché kvazistatické aproximaci je dip6l popsan

dipélovym momentem P:

P = gr'E, (1.5))

kde Ey je intenzita elektrického pole vyskytujiciho se zafeni, r je polomér nanocastice a g je
faktor charakterizujici material v systému,
g4 )¢,

80 T ey + 2, (16)

kde €(A) je relativni komplexni permitivita (dielektrickd funkce) kovu (v tomto ptipadé
sttibra) a gy je relativni permitivita (dielektrickd konstanta) prostiedi (obvykle vody nebo
vzduchu) obklopujici Ag NC.

Materidlové vlastnosti kovu (Ag) a prostiedi souvisi s jejich optickymi vlastnostmi,
pfedevsim s komplexnim indexem lomu kovu N(A)=n+ik (kde n je index lomu a k je index
absorpce) a s indexem lomu prostfedi ny ,0 kterém se predpoklada, ze je neabsorbujici pfi

prichodu viditelnou oblasti spektra a tudiz ky,, = 0

(M) =N*(1) g, = (n,)’ (1.7)

Faktor g a dipdlovy moment P je maximalni, jestlize je spInéna podminka rezonance

Reg(A) — 2¢, (1.8,)

a Im g()), které reprezentuje rezonanc¢ni tlumeni, je velmi malé.

Rezonac¢ni vinova délka, pfi které jsou splnény podminky rezonance pro izolované Ag
koule ve vodé, je piiblizn¢ 390 nm a redlny systém, odpovidajici tomuto popisu, je hydrosol
AgNC.

Dulezitym faktorem je, Ze oscilujici dipol emituje zafeni. Intenzita tohoto zafeni je

umérna Ctverci velikosti dipélového momentu:

1 4
zz(ﬂ /P (19)

TudiZ pfi excitaci zafenim o rezonanéni vinové délce, Ag NC funguji jako zesilovace
zéteni.'> 'V EM mechanismu SERS dochazi k zesileni jak dopadajiciho zafeni, tak i zafeni
Ramansky rozptyleného. Zesileni Ramanova rozptylu adsorbované molekuly na izolovanych
Ag NC je ptiblizng 10*,

Nicméné systémy v interagujicich Ag NC jsou mnohem lepsi zesilovade nez systémy

s izolovanymi nanocasticemi. Na interagujici nanocastice pusobi vzajemna interakce dipodl

11



dipdl. Ve vétsing piipadil je pozorovan cerveny posun a roz§ifovani oblasti rezonan¢ni vinoveé
délky. V nékterych systémech interagujicich nanocastic dochdzi k vyrazné prostorové
lokalizaci zesileni signalu po optické excitaci laserovym zafenim. Nanooblasti, ve kterych je
silné EM pole jsou nazyvany ,,hot spots*. Existence ,,hot spots* byla pfedpovédéna teoreticky

13'19, tak i v dimérech." Faktory

a experimentalné ovéfena jak u fraktalnich agregati Ag NC
vedouci k zesileni EM mechanismu se pohybuji vrozmezi 4 az 11 fadi v zavislosti na
morfologii systému Ag NC, umisténi molekuly v systému, excitaéni vlnové délce a polarizaci
svétla v SERS experimentu. ** Teorie EM mechanismu v SERS  byla detailng vysvétlena
v referencich '*2% !,

K maximalnimu zesileni dochézi, jestlize je splnéna podminka:

(M) > 2¢, = ¢,(L) =-2¢,,&,(1) >0 (1.10.)

Z tohoto vztahu je mozno usoudit, ze ¢im je VEtsi g, tim je zesileni signalu mensi.
Rovnéz z tohoto vztahu je mozno konstatovat, ze velikost zesileni vyrazné zavisi na typu
kovu a rezonancni podminka je pro riizné kovy splnéna pti rizné vinové délce excitacniho
zafeni. Kovy jako Ag, Au, Cu maji rezonan¢ni podminku splnénou v oblasti vinovych délek
ve viditelné oblasti. Dalsi vyhodou u téchto kovi je, Ze maji pomérné nizkou hodnotu &,.
Kombinaci téchto dvou faktorl je, ze tyto kovy maji ostré plasmonové rezonance s malym

tlumenim. Jiné kovy jako Pt, Pd maji podminku plasmonové rezonance splnénu v UV oblasti.

1.2.2. Mechanismus molekularni rezonance

Rezonan¢ni Ramaniv rozptyl (RRS) nastava v ptipad¢, ze se energie budiciho zdroje
shoduje s energii dovoleného pfechodu v molekule. Tento jev je doprovazen zvySenim
intenzity neelasticky rozptylené¢ho zafeni.

V nékterych ptipadech miize byt mechanismus molekularni rezonace kombinovan
s EM mechanismem. Toto nastane, jestlize v blizkosti SERS aktivniho povrchu jsou splnény
podminky buzeni povrchovych plasmontl v kovu a souc¢asné molekularné excitovaného stavu.
Zjisténi zdali je tato podminka uskute¢néna u RRS Ize pomoci absorp¢nich spekter. U SERSu
kde dochazi k interakci molekuly s povrchem kovu, které ma za nasledek poruSeni
energetickych hladin v molekule, je situace komplikovanéjsi. K pfesnému zjisténi ptispévku
molekularni rezonace 1ze dojit pomoci méfeni SERS spekter pro rizné vinové délky a zjistit
tak excitacni profily past.

Podminku piisobeni mechanismu molekularni rezonace 1ze schrnout v rovnici 1.11.:

A‘exc = 2’res = }’MR (11 1)
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kde Aexe je vinova délka excitaéniho zdroje, A.s je vinova délka rezonace a Avr je vinova
délka molekularni rezonance. Mechanismus molekularni rezonance je molekuldrné
specificky, tzn. Ze plisobeni zavisi na struktue molekuly. Jeho faktor zesileni poté miize Cinit
10> - 10°.

1. Chromoforové molekuly:

Ve vétsing piipadii se predpoklada, ze jsou molekuly adsorbovéany, ale dochazi pouze
ke slabému ovlivnéni jejich elektronovych hladin. Z absorpéniho spektra neadsorbované
molekuly je pot¢é mozno odhadnout pii které A bude pfispivat molekuldrni rezonance.
V ptipadé chromoforovych molekul dochézi k jevu, ktery je oznaCovan SERRS. Piikladem
takovéto molekuly je napt. ZnTMPyP.

2. Nechromoforové molekuly

V tomto pfipadé je volnd molekula nechromoforem, avSak vytvaii chromoforovy
povrchovy komplex. V tomto komplexu dochazi k vazbé kov — adsorbat pomoci chemisorpce.
V takovém povrchovém komplexu musi byt excitacni zafeni v rezonanci s charge —
transferovym pfechodem. Tento piipad lze oznacit jako chemicky mechanismus SERSu.

Ptikladem takového povrchového komplexu je Ag— 2,2 bipyridyl.

1.3.  SERS aktivni povrchy

Pfi povrchem zesileném Ramanové rozptylu je dilezité mit povrchy, které tento efekt
umoziuji. Pro SERS a SERRS je velice vyhodné pouzit agregované hydrosoly. K tomu, aby
agregace v hydrosolu nastala, je nejprve nutné ji vyvolat, coz miize byt ufinéno pomoci
preagregacniho Cinidla (napf. chloridovymi ionty) nebo samotnym adsorbatem. Samotnou
agregaci je poté mozno pozorovat pomoci zmén v plasmonové extinkci. Dal§i moznosti je
pouziti transmisni elektronové mikroskopie. Zatimco u plasmonové extinkce lze pozorovat
zménu zabarveni hydrosolu, u snimki z TEM, je moZzno pozorovat shlukovani ¢astic. V
disledku agregace dochazi k vzajemné interakci excitovanych dip6li na nanocasticich.

Pro popis t&chto interakci byly vyvinuty teoretické modely. Aravind ef al.”® pouzil
jednoduchy model dvou interagujicih Castic, které zobecnil na dvé kovové koule. Vysledkem
této studie byla opticka zavislost na vzdalenosti kouli. Maximum plasmonové extinkce se
objevi, jestlize se ¢astice maximalné ptiblizi.

Dalsi teoretickou studii udé€lal Xu et. al., ktery se zabyval zesilenim EM mechanismu
SERSu."” Pro svou studii pouZili totozny model dvou kouli. Vysledkem této studie bylo
zjisténi, ze faktor zesileni v prostoru spojnice dvou Ag kouli, jejichz vzdalenost je vyrazné

mensi nez jejich polomér, miize nabyvat hodnot az 10", Ve své studii rovnéz zminuji pouziti
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jiného modelového systému — systému tvofeného dvéma pronikajicimi koulemi. Jejich
vysledky ukazuji, Ze zesileni EM mechanismu v tomto typu systému miiZe byt az 10°. V praci
Sloufové et al. bylo zji§téno, Ze experimentalni realizaci takového systému jsou kompaktni
agregaty.”® V kompaktnich agregatech tvofenych adsorpci chloridovych iontt, a dale
v dimerech a ve fraktalnich agregatech vznikaji ,,hot spots®, tzn. prostorové lokalizovana

mista po optické excitaci, kde dochdzi vyraznému nartistu signalu.

1.4. Ptiprava a charakteristika SERS aktivnich systémi s hydrosoly Ag NC
Nanocastice jsou Castice o velikosti v rozsahu 1 — 100 nm. Jsou to takové Castice,
u kterych jsou rozdilné fyzikalné chemické vlastnosti od vlastnosti objemovych (bulkovych)
materidlt stejného slozeni. Odlisné vlastnosti se zejména uplatiiuji v optickych, elektrickych,
katalytickych ¢i reologickych vlastnostech.
Z literatury je mozno popisovat vznik nanocastic pomoci dvou piistup. U
syntetického postupuje tak, ze malé objekty se slucuji a vznikaji tak vetsi ¢astice. Protikladem

je desagregacni ptistup, kde se postupuje od vétsiho k mensimu.

1.4.1. Metody piipravy nanocastic

Ptipravu nanocastic Ize rozd¢lit do dvou zékladnich typl podle toho, jestli se zvoli
fyzikalni nebo chemické metoda.
1.4.1.1. Fyzikalni metody

Mezi fyzikdlni metody je mozno zafadit nasledujici metody: laserovou ablaci,
odpatovani elektronovym svazkem, jiskrovou erozi. Laserova ablace je metoda, ktera vyuziva
laserového paprsku. Tento paprsek ozatuje kovovy tercik, ze kterého se nasledné uvolni
nanocastice. Metoda odpafovani elektronovym svazkem se zejména pouzivd pro nanaSeni
vrstev na optické CoCky a filtry. Dal§i moznosti je pouziti pro nanaSeni izolacnich vrstev a
odpudivych filml na elektronické komponenty. V metod¢ jiskrové eroze jsou dvé elektrody
z dan¢ho materidlu piipojeny ke zdroji elektrického napéti, ¢imz dochazi ke vzniku
elektrického oblouku. Dojde k odpafeni materidlu, ktery se rychle zkondenzuje na malé
castice.

Vyhodou pouziti vySe uvedenych fyzikalnich metod je ptiprava kvalitnéjSich vrstev
nebo castic s Uzkou distribuci nano¢astic. Nevyhodu lze spatfovat ve vysokych ndkladech na

pofizeni aparatury.
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1.4.1.2. Chemické metody

Kromé pouziti fyzikalni metod je mozno pfipravit nano¢éstice pomoci chemickych
metod. Mezi zédkladni metody patfi napt. metoda sol — gel nebo citratova metoda. Metoda
sol- gel je zalozena na dvou zakladnich krocich a to hydrolyze a polykondenzaci. Tato metoda
se velmi Casto uplatituje pfi pfipravé nanocastic oxidi kovll zejména oxidu titaniCitého.
Citratova metoda je metoda, kdy se postupuje pomoci vhodného oxidu nebo soli, kterd se
smisi s a-hydroxykarboxylovymi kyselinami napf. kyselinou citronovou. Timto krokem
vznikne komplex s cheldtové vazanym ligandem. Po pfidani polyhydroxyalkoholu
a zahtivani, dochazi v systému k polymerizaci. Vznikld polymerni pryskyfice se poté dale
ziha za vzniku nanocastic.

Vyhodou chemickych metod jsou nizké potizovaci ndklady, ale pouze za cenu Sirsi

. . : s v e 2
distribuce velikosti ¢astic. >

1.4.2. P¥iprava Ag NC

Pro piipravu Ag NC lze v literatuie nalézt nékolik metod. V nasledujicim odstavci
velikost piipravenych Ag NC. Je prokazano, ze velikost Ag NC se projevi v intenzité SERS
signalu.

Nejéastéji pouzivanou chemickou metodu pro ptipravu Ag NC je metoda zaloZena na
redukei. K redukei se pouZivaji latky jako formaldehyd, *” sacharosa, maltosa a dalsi latky

o

z fady cukri. *°*° Dalsi moznosti je vyuziti hydrazin, *' vodik, ** tetrahydridoboritan sodny.
33,3435

Metoda, ktera bude pouzita v experimentélni ¢asti této diplomové prace je zaloZena na
redukci dusi¢nanu stiibrného za pomoci tetrahydridoboritanu sodného. Pomoci této metody se

daji pripravit Ag NC o pramérné velikosti 9 nm. 33

1.4.3. Charakterizace systémi s hydrosoly Ag NC
K ovéieni velikosti Ag NC slouZi zejména nasledujici metody:

1. Rozptylové techniky

Casto pouzivanou metodou pro stanoveni velikosti nano&astic je metoda zaloZena na
rozptylu svétla. Tento rozptyl muze byt bud staticky nebo dynamicky. Pfi méfeni
dynamického rozptylu svétla se méfi fluktuace intenzity rozptyleného svétla okolo jeji

prumérné hodnoty. Tyto fluktuace souvisi s interferen¢nim zeslabovanim a zesilovanim svétla
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rozptyleného na nestacionarnich c¢asticich disperzni faze, podléhajicich Brownovu pohybu.

Pii pouziti této metody neni mozno uréit velikost nano&astic mensich nez 10 nm. *°

2. Extink¢ni techniky

Pii pouziti UV/Vis spektroskopie je mozno méfit spektra plasmonové extinkce, tj.
takova spektra, kdy dochazi jak k absorpci, tak i k rozptylu zafeni Ag NC. Je prokazano, Ze
vlnova délka absorpéniho maxima souvisi s primérnou velikosti Ag NC.?°

3. Mikroskopické metody

K dtkladné charakterizaci Ag NC slouZi elektronové mikroskopické metody. Pro
charakterizaci hydrosolit Ag NC byvé pouzivano transmisni elektronové mikroskopie (TEM).
Ze snimki z TEM je mozno zjistit nejen informace o velikosti Ag NC, ale také informace
o ptipadné agregaci Ag NC. Pomoci této metody byly charakterizovany systémy o velikosti

nanoéastic 6,2 nm>’, 20 nm>® a 30 — 35 nm,” ale i v&tsich nano&astic.

1.5. Porfyriny

Porfyriny jsou biologicky dulezité latky. Byvaji ¢asto studovany v oblasti diagnostiky
a fotodynamické terapie zhoubnych nadorG. Tato metoda je =zalozena na aplikaci
fotosenzitivni latky (napt. ZnTMPyP), ktera v téle interaguje s nadorovymi buiikami. Jestlize
se tyto bunky ozafi, svétlem o vhodné vinové délce dochazi ke smrti naddorovych bunck.
Vyhodou této metody, oproti jinym metodam, pouzivanym k 1éceni rakoviny je, ze ni¢i pouze
zhoubné bunky. Porfyriny hraji dillezitou roli v biochemickych reakcich, v oxidacich a
v elektronovych ptenosech. Jejich vlastnosti jsou velmi zéavislé na substituentech. Porfyriny
naSly uplatnéni v detekci a degradaci nebezpecnych latek, nitroaromatickych sloucenin a
environmentalnich polutantﬁ.40 Rovnéz existuji studie zminujici pouziti porfyrinii jako
senzitizatoru v solarnich ¢lancich Graetzlova typu.41

V na$i vyzkumné skupin€¢ vyuzivame porfyrinii jako modelovych chromoforovych
adsorbatii pro studium SERS a SERRS.

Piikladem je studie, ktera popisuje SERRS tetrakationtového médnatého
metaloporfyrinu CuTMPyP. V této studii byla ziskana SERS spektra méd’natého porfyrinu
navazaného na Ag NC o koncentraci porfyrinu cy= 1.10° M az 1.10° M. Vysledky studie
ukazuji neagregované Ag NC v rozmezi koncentraci CuTMPyYP cy= 1.10® M az 2.107 M
a linearni koncentraéni zavislost SERRSu metaloporfyrinu. U agregovanych Ag NC doslo

k saturaci a poklesu signalu u koncentrace CuTMPyYP cy=3.10" M a vyssich. Rovn&Z tyto
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systémy byly charakterizovany pomoci spekter plasmonové extinkce a snimkti TEM. SERRS
spektra byla studovana pomoci excitaéni vinové délky 441,6 nm.*

Takto ziskané experimentalni vysledky lze vysvétlit tak, Ze tetrakationtovy porfyrin
CuTMPyP se adsorbuje na povrch Ag NC elektrostatickou interakci mezi kationtovym
porfyrinem a vné&j$i aniontovou &asti elektrické dvojvrstvy obklopujici Ag NC. P¥i nizkych
pokryvech Ag NC kationovym porfyrinem k agregaci Ag NC nedochazi. Teprve pii vyssich
pokryvech Ag NC nevykompenzuje kladny ndboj porfyrinovych molekul zaporny naboj
vnéjsi &asti elektrické dvojvrstvy na povrchu Ag NC, a dochazi k agregaci. Obdobny priibéh

zavislosti agregace Ag NC v systému Ag NC kationtovy metaloporfyrin lze oéekavat i pro

jiné kationtové metaloporfyriny nez je CaTMPyP napi. ZnTMPyP (obrazek 1).
H;C

CHj

Obrazek 1 Strukturni vzorec ZnTMPyP.
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2. Cile prace

Cile této diplomové prace lze rozdélit do nésledujicich bodi:

l.

Vytipovat a otestovat systémy s kationtovym porfyrinem ZnTMPyP a Ag NC v nichz

by tento porfyrin byl:

(1) elektrostaticky navazan na izolované Ag NC

(il))  prostfednictvim elektrostatické interakce zaclenén do kompaktnich agregatl
Ag NC, vnichz po optické excitaci vznikaji velmi silnid prostorové
lokalizovana pole, tzv. ,,hot spots*.

Proméftit zavislost SERRS (A= 441,6 nm) a SERS (Ax= 532 nm) spekter na

koncentraci ZnTMPyP a urcit meze SERRS a SERS spektralni detekce porfyrinu

v obou typech systéml pii obou zvolenych vlnovych délkach excitatniho zafeni,

vzajemn¢ porovnat ziskané vysledky a uvést je do souvislosti s morfologiemi obou

typl systému.

Metodami SERRS, SERS a SPE prostudovat casové zavisly vyvoj v systémech

hydrosol Ag NC — hydrosol Ag NC/ ZnTMPyP — hydrosol Ag NC/ ZnTMPyP/

NaCl a vyhodnotit ziskané vysledky.

Vybrat a otestovat vhodny kationtovy nechromoforovy adsorbat a prométit meze jeho

SERS spektralni detekce v systémech s izolovanymi nanoc¢ésticemi a kompaktnimi

agregaty.
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3.  Experimentalni ¢ast

3.1. Chemikalie

Pfi méteni byly pouzity vSechny chemikalie v Cistoté p.a.. VSechny experimenty a piipravy
roztokli byly provadény s deionizovanou nebo redestilovanou deionizovanou vodou. Byly
pouzity tyto chemikalie:

NaBH, — tetrahydridoboritan sodny (Merck)

AgNO; — dusi¢nan stiibrny (Merck)

EtOH — ethanol pro spektroskopii (Merck)

HCI — kyselina chlorovodikova (Lach - Ner)

H,SO4 — kyselina sirova (Lach - Ner)

HNOj; — kyselina dusi¢na (Lach - Ner)

Aceton (Penta)

Zn(Il)meso — Tetra(N-methyl-4-pyridyl) Porfyrin Tetratosylat - (TriporTech)

NaCl — chlorid sodny (Fluka Biochimika, Lachema Brno, Merck)

dichlorid 1,1"dimethyl-4,4 bipyridinia (methylviologen) (Sigma Aldrich)

1-ethyl 3-methylimidazolium tosylat 98% (EMIM) (Strem Chemicals)

Cisténi laboratorniho skla a nadobi

1) VSechno laboratorni sklo a nadobi bylo ponofeno do lucavky kralovské (smés
koncentrovanych kyselin dusi¢né a chlorovodikové v poméru 1:3) po dobu 30 minut. Poté
bylo laboratorni sklo umyto proudem vodovodni vody, deionizované vody a redestilované
neionizované vody.

2) Po kazdém méieni bylo vSechno laboratorni sklo a nddobi namoceno do smési kyselina
sirova: peroxid vodiku v poméru 1:2. Poté bylo laboratorni sklo umyto proudem vodovodni

vody, deionizované vody a redestilované neionizované vody.
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3.1.1. Ptiprava nanocastic sttibra

Pro piipravu nanoé&stic stifbra byla zvolena metoda piipravy podle Garellové® dale
upravend dle VIckové® procedury (ii). Tento postup je zaloZen na redukci dusi¢nanu
sttibrného tetrahydridoboritanem sodnym ve vodném prostiedi. Pii ptipravé bylo 3,5 mg
NaBH4 rozpusténo v 75 ml redestilované deionizované vody (ziskany roztok mé koncentraci
1,2.10° M). Dale bylo rozpu§téno 6,76 mg AgNO; rozpuiténo v 18 ml redestilované
deionizované vody (ziskany roztok mé koncentraci 2,2. 10° M). Oba roztoky se ochladi na
teplotu 2 °C. K chlazeni bylo pouzito smési led/ NaCl.
K roztoku NaBH,4 bylo za stdlého michani na magnetické michacce 10 ml sklenénou pipetou
pfikapano konstantni rychlosti 9 ml AgNQO;. Vznikly hydrosol Ag NC byl michan na
magnetické micha¢ce dale 45 minut. Béhem této doby doslo k ohievu hydrosolu Ag NC

na laboratorni teplotu.

3.1.2. Piiprava roztoku ZnTMPyP

Pro pfipravu zasobniho roztoku bylo pouzito 7,14 mg krystalického ZnTMPyP, ktery
byl rozpustén ve 100 ml redestilované deionizované vody. Vysledna koncentrace zasobniho
roztoku ZnTMPyP ¢inila 5.10° M. Takto pfipraveny zasobni roztok byl pouZit pro méfeni
RS, RRS, SERS,SERRS, plasmonové¢ extinkce a snimki z TEM. Dale byl piipraven roztok
o koncentraci 5.10° M pro méfeni RRS. Tento roztok byl ziskan rozpusténim 0,71 g ve 100

ml redestilované deionizované vody.

3.1.3. Ptiprava roztoku chloridu sodného

Pro ptipravu zasobniho roztoku chloridu sodného bylo pouzito 2,92 g krystalického
chloridu sodného. Tento krystalicky chlorid sodny byl rozpoustén v 50 ml redestilované
deionizované vody. Vysledna koncentrace Cinila 1 M. V prvnim roce méteni byl pouzit NaCl
od firmy Merck. Ve druhém roce od firmy Fluka Biochimica. RovnéZ byl otestovan NaCl

od firmy Lachema Brno.

3.1.4. Ptiprava roztoku methylviologenu
Pro ptipravu zasobniho roztoku methylviologenu bylo pouzito 0,13 g krystalického
methylviologenu, ktery byl rozpuStén ve 100 ml redestilované deionizované vody. Vysledna

koncentrace zasobniho roztoku methyviologenu byla 5.10™ M.
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3.1.5. Ptiprava roztoku EMIM

Pro ptipravu zasobniho roztoku EMIM bylo pouzito 71 mg iontové kapaliny. Tato
iontova kapalina byla rozpusSténa v5 ml redestilované deionizované vody. Vysledna
koncentrace zasobniho roztoku 1-ethyl 3-methylimidazolia byla 5.10> M.
3.1.6. Pfiprava vzorki ZnTMPyP a methylviologenu na Ramanovu
mikrospektorskopii

Krystalické vzorky ZnTMPyP a methyviologenu byly pomoci lepici pasky pfipevnény
na podlozni mikroskopickeé sklicko.
3.2. Piiprava systému pro méteni spekter plasmonové extinkce
Ke 2 ml hydrosolu Ag NC bylo piiddno 20 pl ZnTMPyP o dané koncentraci — viz tabulka
¢islo 1.

Vysledna
Objem koncentrace

hydrosolu Ag Objem a koncentrace ZnTMPyP v

NC roztoku ZnTMPyP systému
2 ml 20 ul 5.10° M 510" M
2 ml 40 ul 5.10° M 1.10° M
2 ml 60 ul 5.10° M 1,5.10° M
2 ml 20 ul 5.107 M 5.10°M
2 ml 20 ul 5.10° M 5.10"°M

Tabulka 1 Vztah mezi koncentraci pfipraveného roztoku ZnTMPyP a vyslednou koncentraci ZnTMPyP

v systému.

3.2.1. Priprava vzorkl na méreni RRS

Do kyvety bylo odpipetovano 2 ml ZnTMPyP o dan¢ koncentraci.

3.3. Piiprava SERRS/ SERS aktivnich systému
Ag NC/ZnTMPyP a Ag NC/ ZnTMPyP/ NaCl

Ke 2 ml hydrosolu Ag NC ptipravenych podle postupu uvedeného v kapitole 3.1.1.
bylo pfidano 20 ul vodného roztoku ZnTMPyP. Koncentrace piidavanych roztoka jsou
uvedeny niZe v tabulce ¢islo 2. K takto pfipravenym systémim bylo dale pfidavano 100 pl 1
M NaCl. U staciondrnich méfeni — viz kapitoly 4.2, 4.3) byl systém piipraven predem
a napipetovan do kyvety. U dynamickych méfeni byl zvolen postup, ktery je uveden
u obrazku €. 1.
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Vysledna
Objem koncentrace

hydrosolu Ag Objem a koncentrace ZnTMPyP

NC roztoku ZnTMPyP v systému
2 ml 20 ul 5.10° M 510" M
2 ml 20 ul 5.10° M 5.10%M
2 ml 20 ul 5.107 M 5.10°M
2 ml 20 ul 5.10° M 5.10-"'M

Tabulka 2 Vztah mezi koncentraci pfipraveného ZnTMPyP v roztoku a vyslednou koncentraci ZnTMPyP
v systému pied ptidavkem NaCl.

ZnTMPyP NaCly

i I‘-'r

i

L — = [ =

Hydrosol
Ag NC 2. 3. 4, 5.
40 s 240 s 400 s

Michani: 800
otacek/minuta

Obrazek 1 Znazornéni dynamickych méfeni systému Ag/ ZnTMPyP /NaCl.

Ag NC/ methylviologen a Ag NC/ methylviologen/ NaCl
Ke 2 ml hydrosolu Ag NC piipravenych podle postupu uvedeného v kapitole 3.1.1.

bylo pfidano 20ul vodného roztoku methylviologenu. Koncentrace pfiddvanych roztoki jsou
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uvedeny nize v tabulce ¢islo 3. K takto pfipravenym systémiim bylo dale piidavano 100 ul 1
M NaCl.
Vysledna
Objem koncentrace

hydrosolu Ag Objem a koncentrace methylviologenu

NC methyviologenu v systému
2 ml 20 ul 5.10° M 5.10° M
2 ml 20 ul 5.10* M 5.10°M
2 ml 20 ul 5.10° M 510" M
2 ml 20 ul 5.10° M 5.10°M

Tabulka 3 Vztah mezi koncentraci pfipraveného methylviologenu v roztoku a vyslednou koncentraci

methylviologenu v systému pied pfidavkem NaCl.

3.4. Ptiprava vzorkl pro TEM

3.4.1. Ptiprava nosnych povrchi

Pti pouhlikovavani médénych sit'ek byly nejprve médéné sitky ponofeny na 5 minut
do kyseliny octové a pak promyty destilovanou vodou a acetonem. Po ponofeni sit'ek
do kadinky s acetonem se kadinka vlozila na 10 minut do ultrazvuku. Po deseti minutach byly
sitky pfeneseny na filtra¢ni papir, aby se osusily.

Mezitim byla do ptipravené Petriho misky s vodou vlozena slida s uhlikovou folii
na povrchu a pfilozena k vodni hladiné pod thlem 30°. Po chvili se slida zacala zanotfovat.
Uhlikové folie se uvolnila a zlstala na hladin€. Prazdnou slidu bylo tieba odstranit.

Ocistend mikroskopicka sitka byla uchopena pinzetou a ponoiena do vody mimo uhlikovou
folii. Nasledn¢ byla sitka umisténa pod folii a pfi vynoteni byla folie nabrana na sitku. Sitka
byla osusena filtraénim papirem a vloZena do trezorku.

3.4 2. Nanaseni hydrosolu Ag NC na pouhlikované médéné sitky

Sitka byla uchycena do pinzety z trezorku. Pinzeta s uchycenou sitkou byla polozena
na Petriho misku tak, ze Spicka pinzety se sitkou piesahovala ptes okraj. Sitku je tfeba
umistit tak, aby pouhlikovana vrstva byla nahote. Nasledné byla na sitku nakapnuta pomoci
20 ul automatické pipety kapka hydrosolu Ag NC. Je tfeba postupovat velice opatrng, aby se
kapka nedotkla pipety nebot’ by hydrosol Ag NC mohl snadno zagregovat. Poté byla sitka
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s nakapnutym hydrosolem Ag NC piikryta vickem Petriho misky. Kapka byla ponechana

k zaschnuti 10 minut. Takto nanesena sitka byla vloZena do trezoru.

3.5. Instrumentace

Spektra Ramanova rozptylu, tj. RS, RRS, SERS, SERRS byla méfena pti konstantni
teplot¢ 20 °C s vyuzitim Ramanova spektrometru vybaveného Monospec 600
monochromatorem a CCD detektorem (Princeton Instruments), ktery byl chlazen kapalnym
dusikem. Holograficky filtr (Kaiser) byl umistén pfed vstupni §térbinou monochromatoru.
Pro excitaci zéfeni o vinové délce 441,6 nm byl pouzit laser He - Cd laser (Liconix 4230N)
a pro excitaci zafeni o vinové délce 532 nm byl pouzitNdVO, (Coherm). Ziskana spektra byla
dale upravena v programech NeokalSpex 2 a Sp2Asc (MFF UK, Praha).

Spektra Ramanovy mikrospektroskopie byla méfena na konfokalnim Ramanové
mikrospektrometru LabRAM HR 800 (Horiba Jobin Yvon). Bylo pouzito excitacnich
vlnovych délek 514,5 nm Ar' laser (Melles Griot) a 632,8 nm He — Ne laser (Melles Griot).

UV/ Vis spektra neboli spektra plasmonové extinkce byla méfena na aparature Ocean
Optics HR 4000. Od zaii 2011 byl pouzit modernéjsi ptistroj - jednokandlovy Specord S300
(Analytik Jena). Tento pfistroj byl vybran, aby bylo mozno realizovat dynamickd méfeni
UV/Vis spekter stejnym zptisobem jako méfeni SERS a SERRS spekter.

Snimky z TEM byly potfizovany, ve spolupraci s Odd€lenim elektronové mikroskopie
Ustavu makromolekularni chemie Akademie véd Ceské republiky, na aparatuie JEOL — JEM

200CX.

3.6. Teorie faktorové analyzy

Faktorovd analyza patfi mezi vicerozmérné statistické metody pouzivané pro
zpracovani a interpretaci rozsahlych soubort dat. Tyto matematické metody nalezly Siroké
uplatnéni v mnoha oblastech vyzkumu véetné zpracovani spektroskopickych dat. Casto se
oznacuji souhrnnym nazvem chemometrie (chemometrics).
S rostouci vykonnosti a dostupnosti pocitaci se faktorovad analyza zacind uplatiiovat
ve vibraéni spektroskopii pfi analyze rozsahlych souborti experimentalnich dat. ** Podstatou
této metody je redukce soubortit N experimentalnich spekter Y;(v), i=1,...,N na jejich nejmensi
dimenzi M bez ztraty spektroskopické informace, naptiklad procedurou rozkladu do

45,46

singularnich hodnot (SVD — Singular Value Decomposition). Kazdé¢ z N namétenych

spekter pak 1ze popsat vztahem:
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K(V):iWJVyS_/(V) G.1.)

kde W;, j=1,...,N jsou singularni hodnoty, S;(v), j=1,...,N jednotlivd ortonormalni subspektra
a Vj (NxN) je ctvercova matice koeficienttl, tj. relativnich vah subspekter v jednotlivych

experimentalnich spektrech, pticemz plati:

i=1

[S,0)8,(v)dv=0 pro j#k, [S,(v)dv=1
Z Vij Vik =0 pro jZk, ZV; =1 (3.2)

Protoze subspektra jsou ortonormalizovana (viz rovnice 3.2.), jejich vyznamnost
charakterizuje velikost pfislusné singularni hodnoty, podle které Ize subspektra setfadit do
klesajici posloupnosti. Subspektra snulovou nebo zanedbatelnou singuldrni hodnotou
ptfindSeni do linedrni kombinace pouze nulovy nebo zanedbatelny piispévek a Ize je vynechat.
Pokud pro aproximaci experimentalnich spekter Yi(v) pouZijeme pouze linedrni kombinace M
(M < N) nejvyznamngjSich spekter, ztrati se pouze nepatrna ¢ast informace, casto spojend se

Sumem:
i M
Y0) =Y W78, (33)
Jj=1

Minimélni hodnota M, pro kterou se leva strana rovnice (3.3.) li$i od experimentalniho
spektra pouze o nepodstatnou chybou, oznacujeme jako faktorovou dimenzi M. Faktorova
dimenze tedy urCuje minimdlni pocet linedrn€ nezavislych sloZzek, spektroskopicky
rozliSenych v analyzovaném souboru. Jeji urceni je klicovym bodem faktorové analyzy.

Pokud studujeme systém, ve kterém se sledovand molekula miZze vyskytovat
v nékolika (napf. L) spektroskopicky odlisitelnych formach, pak je zfeymé, Ze naméfena
experimentalni spektra musi byt také superpozici spekter Z,(v) Cistych forem této latky podle

vztahu:
L

YV =27,Z,(v) (3.4)
n=1

kde n je Cislo Cisté formy a v,; udava spektralni frakei n-té Cisté formy v i-tém vzorku. Spektra

Zq(v) Cistych forem lze také vyjadfit jako linedarni kombinaci relevantnich ortonormalnich

subspekter S;(v):
L

Z,0)=.C,S,() (3.5
j=1
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kde C,; jsou koeficenty transformacni (Casto oznaCované jako rotacni) matice. Na zakladé

rovnic (3.3.), (3.4.) a (3.5.) lze odvodit vztah mezi W;, Vj;, Cyj a ni

L

> Vm'an :Wle,j proi=1...N,j=1..L (3.6.)
n=l

Ziskame-li feSenim soustavy rovnic (3.6.) koeficienty matice C,j, miizeme z vysledki
faktorové analyzy zkonstruovat spektra Cistych forem Z, podle rovnice (3.5.). V obecném
piipad¢ existuje nekonecné mnoho feSeni. Pokud jsou vSak spektralni frakce (relativni
zastoupeni) jednotlivych Cistych forem vzdjemné propojeny néjakymi omezujicimi vztahy
(rovnice chemické rovnovahy, kinetické rovnice, apod.), jednd se o pfeurceny systém rovnic a
feSeni lze ziskat fitovacimi metodami. I v ptipad¢, Ze to neni mozné, jsou vysledky faktorové
analyzy velice uzitetné pro pochopeni procest, které ve studovaném systému probihaji,
protoze dovoluji (bez apriornich znalosti) urcit pocet linearné nezavislych, spektralné
odlisitelnych forem a jednoduchym zpiisobem nahlédnout, v ¢em tyto spektralni rozdily

vr e . , , 4
spo¢ivaji a jak jsou vyznamné.*’
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4.  Vysledky a diskuze

4.1. Spektralni charakteristiky vychoziho hydrosolu Ag NC a ZnTMPyP

Prvni cilem pfi experimentech bylo zméfeni elektronovych absorpénih spekter
ZnTMPyP a SPE spekter hydrosolu Ag NC. SPE spektrum hydrosolu Ag NC ukazuje obrazek
2. Pomérné Uzky, jen mirn€ asymetricky pds s maximem 393 nm, naznacuje pfitomnost
izolovanych Ag NC. SPE spektrum je ve shodé s velikosti Ag NC uvedenych v ref. 48. Dle
tohoto SPE spektra je mozno usuzovat na shodu s morfologiemi uvedenymi v ref 7. Dle této
reference je primérna velikost izolovanych Ag NC 9 — 10 nm.

Kromé elektronovych absorpénich spekter ZnTMPyP byla zmétena 1 spektra RRS pii

excitaéni vlnové délce A= 4416 nm a A=532 nm — viz Kkapitola 4.5.

0,35 - 393

0,30
0,25

0,20 -

Absorbance

0,15 -

0,10 -

0,05 -

0,00 T T T T T T T T T
300 400 500 600 700
Vinova delka(nm)

Obriazek 2 SPE spektrum hydrosolu Ag NC.
Ziskané SPE spektrum ukazuje shodu s SP — viz kapitola 1.2.1..
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Obrazek 3 Elektronové absorpéni spektrum vodného roztoku ZnTMPyP o koncentraci 5.10° M.

V elektronovém absorpénim spektru ZnTMPyP je pozorovéan Soretliv pas pii A=436
nm a dva Q-pasy pii vilnovych délkach A= 564 nm a 608 nm. Tyto udaje jsou dualezité¢ pro
dal$i méteni spekter Ramanova rozptylu, ponévadz ukazuji oblasti vinovych délek, pfi nichz v
Ramanovu, respektive SERS spektru pfispivd molekularni rezonance. Toto elektronové
absorp&ni spektrum je ve shods s tidaji publikovanymi Hikalem et. al..*

Metodou Ramanovy mikrospektroskopie byla ziskdna Ramanova spektra ZnTMPyP.
Zméfené spektrum odpovida spektru zméfenému v praci Bloma er. al.’® Vibragni pasy
odpovidajici charakteristickym pasiim metaloporfyrint jsou 379, 1353, 1554 cm’™. Pro tento
zinkovy porfyrin jsou pak charakteristické vibragni pasy 1192, 1220, 1554 a 1640 cm™.
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Obrazek 4 Spektrum krystalického ZnTMPyP pofizené pomoci Ramanovy mikrospektroskopie. Excitacni
vlnova délka A= 514,5 nm.

4.2. Agregace Ag NC v systémech hydrosol Ag NC a ZnTMPyP v zavislosti na
koncentraci porfyrinu

Dal$imi méfenimi bylo zjisténo pifi jaké koncentraci ZnTMPyP v systémech
s hydrosolem Ag NC dochézi k agregaci na Ag NC v disledku adsorpce ZnTMPyP. Bylo
zjisténo, Ze v pipadé Ze je koncentrace ZnTMPyP vyssi nebo rovna cy= 5.107 M dochazi
k agregaci Ag NC v systému, jak se projevuje na obrazku 6 A, B, C, D. Pfi nizi koncentraci
ZnTMPyP jiz k agregaci na Ag NC nedochézi. Schematické znazornéni elektrostatické
interakce mezi elektrickou dvojvrstvou na povrchu Ag NC a kationovym porfyrinem

ZnTMPyP je uvedeno na obrazku 5.
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Obriazek 5 Znazornéni elektrostatické interakce mezi elektrickou dvojvrstvou na povrchu Ag NC a kationovym

porfyrinem ZnTMPyP .
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Obrazek 6 SPE spektra systémi hydrosol Ag NC/ZnTMPyP v zavislosti na koncentraci ZnTMPyP v systému.
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4.3. Spektralni a morfologické charakteristiky systémi Ag NC/ ZnTMPyP a Ag NC/
ZnTMPyP/ NaCl

SPE spektrum systému a TEM snimek Ag NC/ ZnTMPyP (cy=5.10" M) (obrazek 7
A a C) shodné prokazuji pfitomnost izolovanych (tj. neagregovanych) Ag NC. Dalsim tikolem
bylo zjistit, zda ptidavkem vodného roztoku NaCl (100 pul 1 M) k tomuto systému lze
uskutecnit konverzi izolovanych nanocéstic na jejich kompaktni agregaty. SPE spektrum a
TEM snimek systému Ag NC/ZnTMPyP (cy= 5.107 M)/NaCl (obrazek 7 B a D) jsou ve
shodg s dfive publikovanymi vysledky Sloufové et. al** a ukazuji na piitomnost kompaktnich
agregatli v systému. Tyto vysledky (obrazek 7 A-D) dokumentuji, Ze se podafilo pfipravit dva
rizné systémy, v nichz je shodné latkového mnozstvi ZnTMPyP adsorbovaného jednak na
izolované nanocastice, ¢imz vznika systém bez ,,hot spots* (po optické excitaci), a jednak
vélenéno do kompaktnich agregati po piidavku NaCl, ¢imZ vznika systém obsahujici ,,hot
spots®.

Dal$im tkolem studie bylo tedy srovnani SERSS a SERRS spekter ZnTMPyP
v systémech izolovanymi Ag NC a kompaktnimi agregaty Ag NC v zavislosti na koncentraci

ZnTMPyP v systémech.

4.4 SERS/ SERRS spektra systémil hydrosol Ag NC/ ZnTMPyP a hydrosol Ag NC/
ZnTMPyP/ NaCl

Na obréazcich 8 a 9 lze vidét znatelny nartist SERS a SERRS signalu ZnTMPyP u
systému s chloridovymi anionty pii excitaci 441,6 nm a 532 nm. Tento narist signalu lze
vysvétlit tvorbou kompaktnich agregati s ,,hot spots* po optické excitaci. Dal$im vysledkem
této studie je, Ze vibracni pasy charakteristické po ZnTMPyP jsou shodné s obrazkem 4. Toto
znali, Ze centralni atom zinku neni v ZnTMPyP zaméiovan za stfibro. U téchto systémul

rovnéz byla prométena koncentracni zavislost.
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Obrazek 7 SPE spektra (A,B) a TEM snimky (C,D) systémii Ag NC/ ZnTMPyP (cy=5.10" M (A,C) a Ag NC/
ZnTMPyP (c\=5.10"7 M)/NaCl (B,D).
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Obrazek 8 Srovnani SERS spekter systémti Ag NC/ ZnTMPyP(a) a Ag NC/ ZnTMPyP /NaCl (b) pfi shodné
koncentraci ZnTMPyP c¢y=5. 107, Excitaéni vlnova délka A=441,6 nm.
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Obrazek 9 Srovnani SERS spekter systémi Ag NC/ ZnTMPyP(a) a Ag NC/ ZnTMPyP/NaCl (b) pfi shodné
koncentraci ZnTMPyP ¢\=5.10". Excitaéni vinové délka A=532 nm.
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Obrazek 10 Srovnidni SERS spekter systémii Ag NC/ ZnTMPyP v zavislosti na koncentraci ZnTMPyP.

Excita¢ni vlnova délka 441,6 nm.
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Obrazek 11 Srovnani SERS spekter systémti Ag NC/ ZnTMPyP/ NaCl v zavislosti na koncentraci ZnTMPyP.

Excitaéni vlnova délka 441,6 nm.
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Ze zavislosti SERRS spektra ZnTMPyP na jeho koncentraci na obrazcich 10 a 11 je
mozno stanovit mez SERRS spektralni detekce ZnTMPYP pro systémy Ag NC/ ZnTMPyP a
Ag NC/ ZnTMPyP/ NaCl pro excitaéni vlnovou délku 441, 6 nm. U systémi Ag NC/
ZnTMPyP je mez SERRS spektralni detekce cm(ZnTMPyP)= 5.107 M. U systému Ag NC/
ZnTMPyP/ NaCl dochéazi ke snizeni meze SERRS spektralni detekce o dva tady na
koncentraci cy(ZnTMPyP )= 5.10" M.
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2500000 1 1554 ¢, (ZnTMPYP)=5.10"M
¢, (ZnTMPyP)=5.10"M
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Obrazek 12 Srovnidni SERS spekter systémii Ag NC/ ZnTMPyP v zavislosti na koncentraci ZnTMPyP.

Excitaéni vlnova délka 532 nm.
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Obrazek 13 Srovnani SERS spekter systémi Ag NC/ ZnTMPyP/ NaCl v zavislosti na koncentraci ZnTMPyP.

Excitaéni vlnova délka 532 nm.
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Obriazek 14 Pramét pouZitych A do elektronového absorpéniho spektra ZnTMPyP o koncentraci 5.10°° M.

36



Ze zavislosti SERS spektra ZnTMPyP na jeho koncentraci na obrazcich 12 a 13 je
mozno stanovit meze SERS spektralni detekce pro systémy Ag NC/ ZnTMPyP a Ag NC/
ZnTMPyP/ NaCl pro excitaéni vinovou délku 532 nm. U systémi Ag NC/ ZnTMPyP je mez
SERS spektralni detekce pro koncentraci cy(ZnTMPyP)= 5.10” M. U systému AgNC/
ZnTMPyP/ NaCl dochazi ke snizeni mez SERS spektralni detekce o jeden fad na
cm(ZnTMPyP)=5.10° M.

4.5. Rezona¢ni Ramaniv rozptyl ZnTMPyP

Dalsim tkolem bylo stanoveni meze detekce RRS ZnTMPyP za pouziti excita¢nich
vinovych délek 441,6 nm a 532 nm. Pro excitacni vinovou délku 441,6 byla stanovena mez
detekce cy(ZnTMPyP)= 5.10° M (viz obrazek 15). Pi stanoveni meze detekce RRS
ZnTMPyP za pouziti excitatni vlnové délky 532 nm dochazelo k vyrazné fluorescenci
ZnTMPyP. Proto bylo nutné pouziti programu Matlab ke korekci pozadi. Mez detekce RRS
pro excitacni vinovou délku 532 nm byla stanovena na cp(ZnTMPyP)= 5.10" M (viz obrazek

16).
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Obriazek 15 RRS ZnTMPyP v zavislosti na koncentraci ZnTMPyP. Excitacni vlnova délka 441, 6 nm.
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Obriazek 16 RRS ZnTMPyP v zavislosti na koncentraci ZnTMPyP. Excita¢ni vlnova délka 532 nm.

4.6. Porovnani mezi SER(R)S a (R)RS spektralni detekce ZnTMPyP
V tabulce 4 jsou shrnuty experimentalné zjisténé SER(R)S a (R)RS spektralni detekce

pro vinové délky 441,6 nm a 532 nm.

Aexc (nm) | RRS cm(ZnTMPyP) | Ag NC/epm(ZnTMPyP) | Ag NC/ey(ZnTMPyP)/NaCl

441,6  [5.10°M 5.10"M 5.10°M

532 5.10°M 5.10°M 5.10°M

Tabulka 4 Porovnani mezi SER(R)S a (R)RS spektralni detekce ZnTMPyP.

Pokles (R)RS meze spektralni detekce o jeden fad ukazuje na nartst rezonacniho
zesileni pi1 zméné excitacni vinové délky z 532 nm na 441,6 nm. Tento narist signalu lze
vysvétlit tim, Ze excitaéni vlnovd délka koinciduje se Soretovym pasem ZnTMPyP
s maximem 436 nm, zatimco excita¢ni vinova délka 532 nm spada pouze do upati Q- pasu.
Nartst zesileni SER(R)S pifi zméné excitaéni vlnové délky 532 nm na 441,6 nm se
v projevuje v SER(R)S aktivnich systémech Ag NC/ ZnTMPyP i v Ag NC/ ZnTMPyP/ NaCl.

V systému Ag NC/ ZnTMPyP se na narGistu signalu pfi zménén& excitatni vlnové
délky 532 nm na 441,6 nm o 2 fady podili jak EM mechanismus, tak mechanismus
molekularni rezonance. Toto 1ze dokumentovat tim, ze absorpcni koeficient ¢ v elektronovych
absorpCnich spektrech ZnTMpyP pfii excitaéni vinové délce 441,6 nm je vyrazné veétsi nez u

excitani vlnové délky 532 nm, coz dokazuje obrazek 14. Rovnéz plasmonové extinkce
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isolovanych Ag NC jsou vyrazné vétsi v ptipadé systéma Ag NC/ ZnTMPyP/ NaCl. O podilu
EM mechanismu a molekularni rezonance na pozorovaném naruastu signalu rozhodnout nelze.
K tomuto ucelu by bylo nutné srovndni s mezemi SERS spektralni detekce referentniho
kationtového nechromoforového adsorbatu v obou systémech a pii obou excitacnich vinovych
délkach.

Pokles meze jak SERRS, tak 1 SERS spektralni detekce a odpovidajici narist zesileni
signalu pfi konverzi izolovanych nanocastic na kompaktni agregity je pozorovan jak pfi
excitaéni vlnové délce 441,6 nm, tak i pfi excitaéni vinové délce 532 nm a je vysvétlen

lokalizaci ZnTMPyP do ,,hot spots* excitovanych v kompaktnich agregatech.

4.7. SERS/ SERRS spektra systémii hydrosol Ag NC, hydrosol Ag NC/ ZnTMPyP,
hydrosol Ag NC/ ZnTMPyP/ NaCl — excitaéni vinova délka 441,6 nm — dynamické
méfeni

Pti dynamickych métenich bylo postupovano v souladu s kapitolou 3.3 a obrazkem 1.
Nejprve byl proméfen 40 sekund hydrosol Ag NC, ke kterému bylo pipetou piidano 20 pl
ZnTMPyP. Po dalSich 240 sekundach byl pipetou do systému piidan NaCl. Cely experiment
trval 680 sekund. Na obrazcich 19 — 22 je na ose x zaznamenano potadové ¢islo spektra. Pro
jejich interpretaci na Casové Skéle je nutné uvazit, ze akumulace trvala 2 s a expozice také
trvala 2s. Z tohoto diivodu je nutné hodnoty na ose x vyndsobit Ctyimi, aby byla ziskédna
informace o ¢ase v sekundach. Napf. na obrazku 19 je moZno pozorovat nartst signalu v bodé
10 na ose x, po vynasobeni 4, se ziska hodnota 40, coZ je t€z i1 Cas, ve kterém byl do systému

pipetovan ZnTMPyP

4.7.1. Pribeh experimentu

Obrazek 17 ukazuje zaznam z CCD detektoru pii méfeni systému hydrosol Ag/
ZnTMPYP (cy=5.10° M)/ NaCl. Na zaznamu Ize jednoznaéng vidét, e po piidani ZnTMPyP
k hydrosolu Ag NC se na detektoru objevi vibraéni pasy charakteristické pro ZnTMPyP. Po

pridavku NaCl dochézi k vyraznému navySeni signalu.
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Obrizek 17 Zaznam z CCD detektoru pfi méfeni systému Ag/ ZnTMPyP (cy=5.10° M) /NaCl.

Obrazek 18 ukazuje systém Ag/ ZnTMPyP (cy=5.10" M)/ NaCl a jeho zaznam z CCD

detektoru. Lze pozorovat, Zze pii pfidani ZnTMPyP do systému nedochazi k objeveni

charakteristickych past pro ZnTMPyP. Tyto pasy jsou zietelné az po ptidani NaCl do

systému. U této koncentrace ZnTMPyP v systému dochazi k nariistu pasu vody po piidani

A4

NacCl. U systému o vyssi koncentraci ZnTMPyP tento efekt neni pozorovan.
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Obrazek 18 Zaznam z CCD detektoru pii méfeni systému Ag/ ZnTMPyP (cy=5.10"* M) /NaCl

4.7.2. Faktorova analyza

Nejprve bylo potieba vSechna spektra normalizovat na vnitini standard a upravit tak,
aby méla identicky pribéh pozadi (background). Z relativnich velikosti singularnich hodnot
plyne, Ze vSechny spektralni zmény pozorované v pribéhu casového vyvoje lze popsat
prvnimi dvéma subspektry (viz obrazky 20, 21). Tteti spektralni komponenta je sice
statisticky podstatné méné vyznamna, piesto redlna a odrazi nékteré zmeény ve spektrech
ZnTMPyP pfi tvorbé ,,hot spots“(obrazek 22).

Na obrazku 19 je moZno pozorovat systém hydrosol Ag/ZnTMPyP (cy=5.10° M). V
subspektru S1 lze pozorovat charakteristické pasy ZnTMPyP a koeficient Vil zobrazuje

narist signalu po ptidavku ZnTMPyP do systému.
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Subspectrum: 1

Coefficient: 1

Obrazek 19 Vyvoj systému hydrosol Ag/ ZnTMPyP (cy=5.10° M) do okamziku piidani NaCl.

Tento systém byl podroben analyze i po pfidavku NaCl (obrazek 20,21, 22). Lze

pozorovat dal$i vyrazny nartst signalu a nasledny pokles signalu. Pfidanim chloridu sodného

dochézi k vzniku kompaktnich agregéti a tim ke vzniku ,,hot spots* po optické excitaci, coz

potvrzuji 1 zmény v prub¢hti SPE.
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Subspectrum: 1 Coefficient: 1

Obrizek 20 Vyvoj systému hydrosol Ag — hydrosol Ag/ZnTMPyP (cy=5.10° M) — hydrosol Ag/ ZnTMPyP

(ep=5.10" M)/NaCl, prvni spektralni komponenta.

Subspectrum: 2 Coefficient: 2
T v T
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Obrizek 21 Vyvoj systému hydrosol Ag — hydrosol Ag/ZnTMPyP (cy=5.10° M) — hydrosol Ag/ ZnTMPyP
(cp=5.10" M)/NaCl, druha spektralni komponenta.
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Subspectrum: 3 Soefiicient: 3
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Obrazek 22 Vyvoj systému hydrosol Ag — hydrosol Ag/ZnTMPyP (cy=5.10° M) — hydrosol Ag/ ZnTMPyP
(cp=5.10" M)/NaCl, tfeti spektralni komponenta.

Stejna analyza byla provedena pro systém o koncentraci ZnTMPyP cy=5.10" M (obrazek 23)
a spole¢nd pro systémy o koncentraci Zn'TMPyP cy=5.10" M a c=5.10""" M (obrazek 24)
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Obrazek 23 Vyvoj systému hydrosol hydrosol Ag —hydrosol Ag/ZnTMPyYP (cy=5.10" M) —hydrosol Ag/
ZnTMPyP (cy=5.10" M)/NaCl.
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Obriazek 24 Spoletna faktorova analyza vyvoje systému hydrosol Ag — hydrosol Ag/ Zn'TMPyP (cy=5.10" M)
— hydrosol Ag/ ZnTMPyP (cy=5.10" M)/NaCl a systému hydrosol hydrosol Ag — hydrosol Ag/ ZnTMPyP
(ep=5.10""" M) — hydrosol Ag/ ZnTMPyP (cy=5.10""" M)/ NaCl.
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4.7.3. Zéavéry z faktorové analyzy

1. Z namétfenych koncentracnich zavislosti vyplyva, ze ptidani ZnTMPyP k hydrosolu
Ag NC vede k objeveni se k SERRS signalu. Nartst signalu na jeho maximalni trovei
probihd exponencialn¢ s cCasem, pficemz podrobnd analyza prabéha ukazala, Ze se
pravdépodobné jedna o dvouexponencialni narist s casovymi konstantami fddové odliSnymi
(rychlejsi v fadu sekund, pomalejsi v fadu desitek sekund). V kazdém ptipadé bylo ovéieno,
ze po uplynuti cca 4 minut lze systém z hlediska intenzity celkového SERS signalu povazovat
za stabilizovany. FA ukazala, ze pro studované koncentrace lze systém charakterizovat pouze
jednou spektralni komponentou piipsanou molekulam ZnTMPyP adsorbovanym na povrch
neagregovanych nanocastic. Signal tohoto typu byl detekovatelny pouze do koncentrace
cm(ZnTMPyP)=5.10" M.

2. Pridéani agregacniho Cinidla NaCl vede k dalsimu vyraznému narGstu SERS signalu,
pricemz faktorova analyza ukazuje objeveni se dalSich dvou spektralnich komponent. Pokud
byla koncentrace ZnTMPyP vyss§i nez CM(ZnTMPyP)=5.10'8 M, pocatecni narist prechazi
postupné do poklesu celkové intenzity. Pokud byla koncentrace ZnTMPyP vysokd, nartst
signali byl rychlejsi, ale ndasledny pokles vyraznéj$i. Nové spektralni komponenty
pravdépodobné odpovidaji molekuldm ZnTMPyP nachéazejicim se v rizném okoli. Pomérné
prudké zmény v jejich zastoupeni v Casovém intervalu desitek vtefin po pfidani NaCl mohou
odrazet dramatické zmény v jejich relativnich orientacich vii¢i povrchu nanocastic, ke kterym
v procesu konstituce ,hot spots“ dochazi. Nasledny pokles signdlu je mozno pfipsat
fotodynamickym (pfemistovani ZnTMPyP v ,hot spots® v diisledku silnych lokalnich poli),
fotochemickym (rozklad ZnTMPyP) nebo termélné¢ indukovanym procesim (desorpce
ZnTMPyP) probihajicim v ,,hot spots“. Tomu by odpovidala zavislost tohoto poklesu na dobé
expozice, kdy podle casovych prubéhi SPE spekter systém nevykazuje dal§i vyvoj
plasmonové resonance.

3. Pro nizké koncentrace ZnTMPyP, které bez agregac¢niho Cinidla neposkytovaly Zadny
SERS signal, byl narist signalu polovi¢ni, ale na druhou stranu nedochézelo k jeho poklesu
pii prodluzujici se expozici. Jak je vidét ze spole¢né faktorové analyzy systémt s ZnTMPyP o
koncentracich cy(ZnTMPyP)=5.10" M a cy(ZnTMPyP)=5.10"" M, pii koncentracich niz§ich
nez cy(ZnTMPyP)=5.10" M uz ZnTMPyP neni detekovatelny ani v systému s kompaktnimi
agregaty. Tuto koncentraci mozno povazovat za mez detekce ZnTMPyP v systému s NaCl, tj.

s kompaktnimi agregaty.
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4.7.4. SERS spektra systémi hydrosol Ag NC, hydrosol Ag NC/ ZnTMPyP,
hydrosol Ag NC/ ZnTMPyP/ NaCl — excitaéni vinova délka 532 nm — dynamické
méteni

Pfi experimentu bylo postupovano analogicky jako v oddile 4.7.1..

Na obrazku 25 je mozno pozorovat Casové zavisly vyvoj systému hydrosol Ag/
ZnTMPyP(cy=5.10" a7 5.10°%) pii excitatni vinové délce 532 nm. Pro koncentraci 5.10° M
byla do spole¢né faktorové analyzy zahrnuta dvé méfeni.

Z &asové zavislych vyvoijt systému hydrosol Ag NC/ ZnTMPyP (obrazky 25, 26 a 27)
je mozno zjistit mez SERS spektralni detekce. Pro systém hydrosol Ag NC/ ZnTMPyP je mez
SERS spektralni detekce pro systém hydrosol Ag NC/ ZnTMPyP 5.10” pro excitaéni vinovou
délku 532 nm M. Pi koncentracich cy(ZnTMPyP)=5.10° M a nizsich jiz neni mozno
pozorovat pasy ZnTMPyP. P¥ nejvyssich koncentracich cy(ZnTMPyP)= 5.10° M je vidst
vyrazny pokles signalu s prodluzujici se dobou expozice az na uroven ca 55% maximalni
hodnoty, ale uz pro koncentraci cy(ZnTMPyP)=5.10" M ziistava signal konstantni. Pokles
signdlu u cy(ZnTMPyP)=5.10" M je tak velky, Ze v okamziku ptidani NaCl (280 s) je
priblizné stejné velky jako pro neménici se signal cp(ZnTMPyP)=5.10" M.

Faktorova analyza odhalila tfi signifikantni spektralni komponenty, znichz tfeti
odpovidad nejspi§ signdlu vody. Druha komponenta ma charakter diferencniho spektra
s kladnymi pasy u vysSich vlnocti a zapornymi u vIinoctl nizSich. Intenzity past pro vyssi
vlnodty jsou relativng vétsi pro cy(ZnTMPyP)=5.10" M neZ pro niz§i koncentrace. Maxima
v dosazenych intenzitach maji stejnou posloupnost jako koncentrace ZnTMPyP.

Po ptidani NaCl do systému dochézi k dalSimu narGstu SERS intenzity, ale pouze pro
koncentrace cm(ZnTMPyP)= 5.10" M (relativni zesileni 11 x) a niz8ich koncentraci
ZnTMPyP (obrazek 26). Tento narlst signalu lze pfipsat tvorbé kompaktnich agregatii a
vClenovani molekul ZnTMPyP do téchto agregati. U obou systéml s koncentraci
cm(ZnTMPyP)= 5.10" M (u kterych byl signal pred pfidanim NaCl nejvys§i) naopak dochazi
k poklesu signalu. Pokles signalu se s prodluzujici dobou expozice po pfidani NaCl objevi 1
pro koncentraci cy(ZnTMPyP)=5.10" M, jak je vidét z obrazku 26. Je mozno usuzovat, Ze s
klesajici koncentraci se relativni zesileni signalu pfidanim NaCl zvySuje. Napi. pro
em(ZnTMPyP)=5.10" M dojde k zesileni 170 x, ale koncentraéni posloupnost (po piidani
NaCl) uZ neni konzistentni, protoZe napk. pro cm(ZnTMPyP)=5.10" M je celkovy signal vyssi
nez pro cm(ZnTMPyP)=5.10" i cy(ZnTMPyP)=5.10° M (obrazek 27). V piipadé vzorkd o
cm(ZnTMPyP)=5.10* M se pravdépodobné jednalo o chybné méfeni. Mez SERS spektralni
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detekce tak ziejmé &ini cp(ZnTMPyP)=5.10" M, tedy asi o dva Fady niZ§i neZ v systému bez
NaCl, tedy s izolovanymi NC. Tato mez SERS spektralni detekce je o 1 fad niZsi nez mez

detekce urcend pro tento systém ze stacionarnich méteni.
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Obrazek 25 Vysledky spolec¢né faktorové analyzy ¢asove zavislych vyvoju SERS spekter pro rizné koncentrace

ZnTMPyP pro systém hydrosol Ag NC — hydrosol Ag NC/ZnTMPyP.
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Obrazek 26 Vysledky spolecné faktorové analyzy casovych vyvoji SERS spekter pro rizné koncentrace
ZnTMPyP v systému hydrosol Ag NC — hydrosol AgNC/ZnTMPyP. Okamziky pfidani ZnTMPyP (40 s) a

agregacniho Cinidla (280 s) jsou dobfe patrny ze skokil a zlomi v pribézich koeficientl V.
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Obrazek 27 Detailni analyza ¢asovych vyvojii pro systémy hydrosol Ag NC — hydrosol Ag/ ZnTMPyP —
hydrosol Ag/ ZnTMPyP/ NaCl (o koncentraci cy(ZnTMPyP)=5.10° M aZ cy(ZnTMPyP)=5.10" M. Systémy s
cm(ZnTMPyP)=5.10" a cy(ZnTMPyP)=5.10" M nevykazovaly zadny SERS signal na rozdil od systémil cy=
5.10" M, kde byl signal dokonce vy3si nez pro cy(ZnTMPyP)=5.10" M.
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4.7.5 Srovnani mezi SERRS a SERS spektralni detekce ze staciondrnich a
dynamickych méteni

Z tabulky 5 je mozno porovnat meze detekce pro jednotlivé systémy a pro excitacni
vinové délky 441,6 a 532 nm. Pii porovna s tabulkou 4 je mozno vyhodnotit celkovou studii
se ZnTMPyP. Mez RRS spektralni detekce pro excitatni vinovou délku 441,6 nm byla
stanovena cy(ZnTMPyP)=5.10" M. Pro excitaéni vlnovou délku byla mez RRS ZnTMPyP
stanovena cy(ZnTMPyP)=5. 10 M.

Je mozno konstatovat, Ze u systému s izolovanymi nanocasticemi je mez SERRS
spektralni detekce cy(ZnTMPyP)=5.107 M a po pfidani chloridu sodného a vzniknuti
kompaktnim agregatii dochézi ke snizeni meze detekce o 2 fady na cy(ZnTMPyP)= 5.10° M
v pfipadé pouZiti excitani vinové délky 441,6 nm. Dynamickd méfeni potvrzuji naméfené
meze detekce pro excitacni vinovou délku 441,6 nm.

Déle je mozno konstatovat, ze mez SERS spektralni detekce pro systémy
s izolovanymi nano&asticemi &ini cy(ZnTMPyP)=5.10" M pro excitatni vlnovou délku 532
nm. Pro systétm skompaktnimi je meze SERS spektralni detekce urcena pro
em(ZnTMPyP)=5.10° M pro excitaéni vlnovou délku 532 a stacionarni méfeni. U
dynamickych méfeni s izolovanymi nanoc¢asticemi byla stanovena mez detekce totozné se
stacionarnimi experimenty a to cy(ZnTMPyP)= 5.10° M. U dynamickych m&feni doglo u
systtmll s kompaktnimi agregaty k poklesu meze SERS spektralni detekce na

cm(ZnTMPyP)=5.10" M.

Typ . Ag
Aexe (NM) ) Ag NC/epm(ZnTMPyP) V
experimentu NC/epm(ZnTMPyP)/NaCl
441,6 stacionarni 510" M 5.10° M
441,6 dynamické 510" M 510" M
532 stacionarni 5.10° M 5.10°M
532 dynamické 5.10° M 510" M

Tabulka 5 Srovnani mezi detekce ze stacionarnich a dynamickych méfeni.
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4.8. SPE systémii hydrosol Ag NC, hydrosol Ag NC/ ZnTMPyP a hydrosol Ag/ ZnTMPyP
NaCl — dynamické méieni

U systémii obsahujici hydrosol Ag NC, ZnTMPyP o koncentraci cy(ZnTMPyP)= 5.10°
M aZ cm(ZnTMPyP)= 5.10° M a NaCl byla zmé&fena SPE spektra. Nejprve se promé&fila dvé
SPE spektra hydrosolu Ag NC. K hydrosolu Ag NC bylo nasledn& pomoci pipety piidano 20
ul ZnTMPyP o dané koncentraci. Takto bylo zméteno dalSich pét SPE spekter. Do tohoto
systému bylo pfidano 100 ul 1M NaCl a bylo zméfeno 13 SPE spekter, kterd jsou uvedena na
obrazku 28 (A-D).

Pti ptidani ZnTMPyP do systému bylo vzdy pozorovano malého poklesu absorbance
(0,1). K vyraznému poklesu absorbance a zméné tvaru absorpcni kiivky doslo az po pridani

chloridu sodného.
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Obriazek 28 SPE spektra systémi hydrosol Ag NC/ ZnTMPyP/ NaCl. ZnTMPyP mél koncentraci cy=5.10° M
(A), cy=5.10" M (B), cy=5.10"*M (C), c\,=5.10" M (D).
U systému hydrosol Ag NC/ ZnTMPyP (cy=5.10° M)/ NaCl bylo provedeno déle

trvajici méfeni. Toto méfeni potvrzuje, Ze absorbance 1 tvar kiivka plasmonové extinkce se

vyrazn¢ méni az po piridani chloridu sodného.
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Obrizek 29 SPE spektrum systému: hydrosol Ag NC, hydrosol Ag NC/ZnTMPyP(cy= 5.10° M), hydrosol Ag
NC/ZnTMPyP(cy= 5.10° M)/NaCl. Experiment trval 47 minut.

4.9. Vybér referentniho nechromoforového adsorbatu

4.9.1. Ramanova spektroskopie methylviologenu

Methyviologen (dichlorid 1,1 dimethyl-4,4 bipyridinia) byl plvodn& vybran jako
kationovy nechromofor. V pribéhu studie se ukazalo, Ze pii vySSich koncentracich
methylviologenu jsou vysledky studii ovlivnény pfitomnosti chloridi jako protionti
methyviologenového kationtu. U tohoto typu systému proto nebyly pofizeny snimky z TEM,
ani zde nejsou uvedeny SERS studie. Ze spekter plasmonové extinkce (obrazek 34A) lze
vidét, Ze pifi koncentraci methyviologenu cy=5.107 M dochazi kagregaci Ag NC
v systému. Toto je pravdépodobné zptisobeno piitomnosti chloridi ve vzorku. Kromé& méteni
SPE byla zméfena Ramanova spektra methyviologenu na Ramanové mikrospektrometru

(obrazky 30-34 a 36) a rovnéZ elektronové absorpcni spektra methylviologenu (obrazek 35).
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Obrazek 30 Spektrum krystalického methylviologenu pofizené pomoci Ramanovy mikrospektroskopie.

Excita¢ni vinova délka A= 632,8 nm.
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Obrazek 31 Spektrum krystalického methylviologenu pofizené pomoci Ramanovy mikrospektroskopie.

Excita¢ni vlnova délka A= 514,5 nm.
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Obrazek 32 Spektrum vodného roztoku methylviologenu cy=5.107 M pofizené pomoci Ramanovy

mikrospektroskopie. Excita¢ni vinova délka A= 632,8 nm.
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Obrazek 33 Spektrum vodného roztoku methylviologenu cy=5.10° M pofizené pomoci Ramanovy

mikrospektroskopie. Excitacni vinova délka A= 514,5 nm.
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4.9.2 SPE systémii hydrosol Ag NC, hydrosol Ag NC/ methyviologen a hydrosol
Ag NC/ methylviologen/ NaCl — dynamicka méfeni

U systémi o koncentraci cy(methylviologen)= 5.10~ M aZ cy(methylviologen)=5.10
M byla zméfena SPE spektra. Nejprve se proméfila dvé SPE spektra hydrosolu Ag NC.
K hydrosolu Ag NC bylo nasledné pomoci pipety ptidano 20 pl methylviologenu o dané
koncentraci. Takto bylo zméfeno dalSich pét SPE spekter. Do tohoto systému bylo piidano
100 pl 1M NacCl a bylo zméteno 13 SPE spekter, ktera jsou uvedena na obrazku 34 (A-D).

Pti pfidani methyviologenu o koncentraci cy(methylviologen)= 5.10° M do systému
bylo pozorovano vyrazného poklesu absorbance (az o 1,5) — viz obrazek 34(A). U systémi o
koncentraci cy(methylviologen)= 5.10* M az cy(methylviologen)=5.10° M - viz obrazek 34
(B-D) dochazelo k poklesu absorbance a zméné tvaru absorpcni kiivky az po ptidavku
chloridu sodného. Lze usuzovat, Ze pii koncentraci cy(methylviologen)= 5.10° M dochézi
k poklesu absorbance z duvodi velkého mnozstvi chloridovych ionti vazanych na

methyviologenu.
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Obrazek 34 SPE spektra systémii hydrosol Ag NC/ methyviologen/ NaCl. Methyviologen mé&l koncentraci
cv=5.10" M (A), cy=5.10" M (B), cy=5.10" M (C), cyy=5.10° M (D).
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Obrazek 35 UV/Vis spketrum methylviologenu o koncentraci 5.10™ M.

Bylo rovnéz provedeno déle trvajici meéfeni systému  hydrosol

methylviologen(cy=5.10" M)/ NaCl. Toto spektrum je ve shodé s obrazkem 34(A).

Ag NC/
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Obrazek 36 Spektrum plasmonové extinkce systému Ag/NC/ methylviologen ¢=5.10° M/NaCl. Experiment
probihal 47 minut.

4.9.3. Testovani EMIM jako referentniho nechromoforového adsorbatu

Jako nédhradni latka misto methyviologenu byl vybran EMIM (1-ethyl-3-methylimidazolium).
Tato latka byla vybrana jako dal§i mozny kationtovy nechromofor a byly proméfeny systémy
hydrosol Ag NC/ EMIM a hydrosol Ag NC/ EMIM/ NaCl pomoci SERS a SPE. Pfestoze
diive publikované prace prezentuji SERS®' spektra imidazoliového kationtu, ukazalo se, Ze

EMIM v studovanych systémech s Ag NC neposkytuje SERS.
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5. Zavér

1. Studium SPE spekter systému hydrosol Ag NC/ ZnTMPyP v zavislosti na
koncentraci ZnTMPyP ukézalo, Ze v pfipad¢ Ze je koncentrace ZnTMPyP vyss§i nez cy=
5.107 M dochazi k agregaci Ag NC v systému. P¥i nizsi koncentraci ZnTMPyP jiz k agregaci
na Ag NC nedochazi. Systémy snizkymi koncentracemi ZnTMPyP jsou tedy tvofeny
izolovanymi nanoc¢asticemi.

2. Studium dynamického vyvoje SPE spekter systémti Ag NC (hydrosol) — Ag NC/
ZnTMPyP — Ag NC/ ZnTMPyP/ NaCl s nizkymi koncentracemi ZnTMPyP, ukézalo, Ze
piidavkem NaCl piechazi systém s izolovanymi Ag NC na systém s kompaktnimi agregaty
Ag NC.

3. Faktorova analyza dynamického vyvoje SERRS ( Aex= 441,6 nm) a SERS ( Aexe=
532 nm) spekter ZnTMPyP v systému Ag NC (hydrosol) — Ag NC/ ZnTMPyP — Ag NC/
ZnTMPyP/ NaCl ukazala nasledujici vysledky:

(1) Byl detekovan vyrazny nartst signadlu ZnTMPyP spojeny s pfidavkem NaCl, tedy s
konverzi systému s izolovanymi nanoé¢asticemi na systémy s kompaktnimi agregaty Ag NC.
Nartist signalu je pozorovan pii obou A a je piipisovan lokalizaci ZnTMPyP do velmi
silnych optickych poli vznikajicich v kompaktnich agregatech Ag NC po optické excitaci.

(i) V pfipad¢ systémi s nejvysSimi koncentracemi ZnTMPyP byl nartist signalu
nasledovan jeho poklesem. Tento pokles je mozno pfipsat fotodynamickym (pfemistovani
ZnTMPyP v hot spots®“ v disledku silnych lokalnich poli), fotochemickym (rozklad
ZnTMPyP) nebo termélné indukovanym procesim (desorpce ZnTMPyP) probihajicim
v ,,hot spots*“. Tomu by odpovidala zavislost tohoto poklesu na dob¢ expozice, kdy podle
casovych pribéhti SPE spekter systém nevykazuje dalsi vyvoj plasmonové resonance.

(111) Byla zjisténa pfitomnost dalSich spektralnich forem ZnTMPyP ve velmi kratkych

Zasech po piidavku NaCl, tj. pii konverzi izolovanych Ag NC na kompaktni agregaty. Jejich
pfitomnost je piipisovana zménam orientace ZnTMPyP vii¢i povrchu Ag NC & optickym
polim mezi nanoéasticemi spojenym se zménou morfologie Ag NC.

4. FA byly rovnéz urCeny meze SERRS (A= 441,6 nm) a SERS (Aexe= 532 nm)
spektralni detekce ZnTMPyP v obou typech systému a porovnany s hodnotami mezi detekce
ze stacionarnich méfeni. V piipadé systémi s izolovanymi nanoc¢ésticemi byla mez SERRS
spektralni detekce stanovena na cy(ZnTMPyP)= 5.107 M pro excitaéni vlnovou délku 441,6

nm. V pifipadé kompaktnich agregiti, tzn. systémi vzniklych pfidavkem NaCl do systému,

65



&inila mez SERRs spektralni detekce cy(ZnTMPyP)= 5.10° M. Tyto meze detekce byly
stanoveny jak pro stacionarni, tak i pro dynamickd méteni. Pro excita¢ni vinovou délku 532
nm byla stanovena mez SERRS spektralni detekce pro systémy s izolovanymi nanoc¢asticemi
em(ZnTMPyP)= 5.10° M. Pro systémy s kompaktnimi agregity byla stanovena mez SERS
spektralni detekce cy(ZnTMPyP)= 5.10° M u stacionarnich mé&feni. U dynamickych mé&feni
poté doslo ke snizeni meze detekce o 1 ¥ad na c(ZnTMPyP)=5.10" M. Vyrazny pokles mezi
SERRS a SERS spektralni detekce ZnTMPyP v systému s kompaktnimi agregaty oproti
systému s izolovanymi nanocasticemi je plné v souladu s pozorovanym narGstem intenzity
SERRS a SERS signalu a je vysvétlen lokalizaci ZnTMPyP do velmi silnych optickych poli
(,,hot spots*) v kompaktnich agregatech.

5. Testovaci studie SERS a SPE spekter systémii s Ag NC a kationty 1,1’-dimethyl
4,4'bipyridinia (methylviologenu) a 1-ethyl-3-methylimidazolia (EMIM) pak prokdzaly, Ze
tyto kationty nejsou vhodnymi referentnimi nechromoforovymi adsorbaty pro SERS
spektralni studie. V prvnim ptipad¢ dochazi pii vysSich koncentracich k agregaci hydrosolu
Ag NC chloridovymi anionty coby protiionty methyviologenového kationtu a nelze tudiz
pfipravit systémy s izolovanymi Ag NC. V druhém piipadé nebyl pozorovan SERS signal
EMIM ani pii vysokych koncentracich.
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7. Seznam pouzitych zkratek a symbol

a.u. arbitrary units

EM elektromagneticky mechanismus

FA faktorova analyza

RS Ramantv rozptyl

RRS rezonan¢ni Ramantv rozptyl

SERS povrchem zesileny Ramantv rozptyl

SERRS povrchem zesileny rezonan¢ni Ramantv rozptyl
SP povrchovy plasmon

SPE spektra extinkce povrchovych plasmont

TEM transmisni elektronova mikroskopie

AgNC nanocastice stfibra

ZnTMPyP Zn(Il) 5,10,15,20—tetrakis(1-methyl-4pyridiniumyl) porfin (alternativné

uzivany nazev: viz seznam chemikalii, jedna se o tetrakationtovy porfyrin)
Methylviologen dichlorid 1,1"dimethyl-4,4 bipyridinia
EMIM 1-ethyl-3-methylimidazolium
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