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Uvod

Stfibrné nanocéstice jsou v posledni dobé velmi dobre znamé
Siroké verejnosti pro své antibakteridlni Ucinky, nebot jsou pouzivany
v naplastich, zubnich pastach apod. Na rozdil od této jejich vlastnosti
maji jesteé dalsi unikatni vlastnost, o které vsak vi jiz malokdo. Jsou totiz
schopné fungovat jako zesilovace optickych jevl, jakymi jsou absorpce,
emise, rozptyl. A pravé tim posledné zmifnovanym jevem se zabyva tato
prace. Konkrétné jde o zesileni Ramanova rozptylu molekul, které jsou
umisténé v blizkosti stfibrnych nanocastic.

Ramanlv rozptyl je neelasticky rozptyl fotond molekulou pfi jeji
interakci s monochromatickym  zarenim. Pomoci spektroskopie
Ramanova rozptylu se zkoumaji vibracni hladiny sloucenin. Jednd se
vSak o metodu malo citlivou, je potfeba relativné vysoké koncentrace
vzorku v roztoku a dlouhé akumulacni ¢asy pro nasbirani dostate¢ného
signalu. A prave diky strfibrnym nanocasticim dispergovanym v roztoku
je  mozno podstatné zkratit akumulacni casy a meérfit v nizSich
koncentracich vzorku pri ziskani stejného poméru signalu k Sumu [1]. Pri
pouziti nanocastic stribra coby zesilova¢li Ramanova rozptylu hovorime
o povrchem zesileném Ramanové rozptylu (z anglického Surface-
Enhanced Raman Scattering, SERS)

Cilem této experimentalni diplomové prace je promérit Ramanova
spektra dvou modelovych sloucenin (adsorbatll) ve vodném roztoku
s nanocasticemi tri rznych rozmérd. Déle je cilem otestovat vliv Gc¢inku
HCI na signdl Ramanova rozptylu jednotlivych adsorbatd v pritomnosti
Ag nanocastic. Po vyhodnoceni Ramanovych spekter modelovych
slou€enin a jejich porovnani s Casopiseckou literaturou bude zjisténo,
jakym zpUsobem dochdazi k zesileni Ramanova signalu vlivem Ag
nanocastic tri rlznych rozmérl bez pritomnosti a za pritomnosti HCI.
Bude rovnéz urlena nejnizsi detekovatelna koncentrace modelovych
sloucenin, tzv. mez detekce, umoznénd diky Ag nanocasticim tri rliznych

rozmérd.
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1. Teoreticka cast

Kovové nanocastice fascinovaly védce svym pestrobarevnym
chovanim v koloidnich roztocich jiz dlouho pred polovodi¢i a jejich
aplikacemi jako nedilnou soucdst modernich technologii. Zlaté
nanocastice byly pouzity jako pigmenty v rubinové-Cervené
zabarvenych sklech jiz v 17. stoleti[2]. Faraday rozpoznal, Ze je ¢ervené
zabarveni zplsobeno kovovymi ¢asticemi zlata v koloidni formé. Mie byl
prvnim, kdo v roce 1908 vysvétlil tento jev teoreticky pomoci reseni
Maxwelovych rovnic pro absorbci a rozptyl elektromagnetického zareni
sférickymi Casticemi. Jeho teorie méla od zacatku Siroké vyuziti, protoze
dovolovala vypoclty casticovych extink¢nich  (tj. absorpcnich
a rozptylovych) spekter za predpokladld: (a) znalosti materidlové
dielektrické funkce a (b) velikosti ¢astic menSich, nez je vinova délka

svétla.

FyzikdIni zdlvodnéni extinkce kovovych nanoclastic spociva
v koherentni oscilaci elektron ve vodivostnim pasu indukované
interakci s elektromagnetickym polem. Tyto resonance jsou oznacCovany
jako povrchové plasmony (kvanta plasmonové oscilace) a jsou ve
skute¢nosti efektem malych ¢astic. Rezonance totiz vznikaji z d@vodu
nepritomnosti individualnich atom0 kovu oproti situaci v objemovém

materialu[3].

1.1. Velikostni zavislost plasmonové extinkce

Celkovy extink¢ni koeficient malych kovovych castic udava Mieho
teorie jako souclet pres vSechny elektrické a magnetické multipolové
oscilace absorpcCnich a rozptylovych interakci s elektromagnetickym
polem. Pro nanocastice o hodné mensich rozmérl nez je vinova délka
absorbovaného svétla (typicky se uvadi mensSich nez 1/20 A) prispiva
k extinkci pouze dipolovy ¢len Mieho teorie tzv. dipolova aproximace.



V kvasi-statickém rezimu je extinkcni koeficient k pro N ¢astic v objemu
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V dan nasledujici rovnici k=

V predeslé rovnici je A vinova délka absorbovaného zareni a €5, je
dielektrickd konstanta okolniho prostredi (predpokladem je frekvencni
nezavislost €»). Realnou a imaginarni Cast materialové dielektrické
funkce representuje ¢; a €,, coz Ize zapsat jako g(w)=¢€:1(w)+iez(w), kde
w je uhlova frekvence svétla. Absorbance A koloidniho roztoku
obsahujici N ¢astic v optické draze o délce L je A=(k/In 10)L.

Resonancni podminka pro plasmonovou extinkci je pfiblizné
splnéna pro &:(w)=-2¢,, pokud je £; malé, nebo slabé zavislé na w. Sitka
plasmonového pdasu predevsSim zdavisi na €x(w). Na zdkladé predchozi
rovnice pro extinkCni koeficient k je plasmonova extinkce v ramci
dipolové aproximace velikostné nezavisla. OvSem experimentalné je
velikostni efekt povrchové plasmonové extinkce pozorovan jako
zvétsujici se Sirka pasu povrchového plasmonu se snizujici se velikosti
Castic. Tedy ve skutecnosti je dobrfe prokazano, zZe je Sirka pasu
plasmonové resonance neprimo umeérna poloméru r ¢astic pro velikosti
mensi nez priblizné 20 nm.

Mieho teorie nalezla Siroké uplatnéni a byla uspésna v objasnéni
optickych extinkcnich spekter kovovych nanocastic. Velikostni zavislost
pro kvasi-staticky rezim muUze byt popséna predesSlou rovnici pro
extinkéni koeficient k pri zavedeni velikostné zavislé materialové
dielektrické funkce e(w,R). Dielektrickd funkce mize byt zapsana jako
kombinace mezipasového Cclenu ¢€:5(w), zodpovédného za odezvu
D elektronl a ¢ast zndma téz jako Drudelv clen &p(w). S ohledem na
vodivost elektronového plynu se dé& zapsat vztah &(w)=¢15(w)+ep(w).

Posledni Clen se v ramci tohoto modelu da zapsat jako nasledujici

vyraz eplw)=1-



kde w, =[ne’/eomes] je objemova plasmonova frekvence vyjadrend
v rovnici pomoci elektronového vodivostniho plynu n, elektrického
naboje e, permitivity vakua &, a efektivni elektronové hmotnosti mer.
Fenomenologicka relaxac¢ni (utlumova) konstanta y ma stejny vyznam
jako Sirka pdasu plasmonové resonance pro pripad idedlniho
elektronového plynu za predpokladu y«w. Relaxacni konstanta y souvisi
s dobou Zivota vSech elektronl v rozptylovém procesu v objemovém
materialu, predevsim vSak souvisi s elektron-elektron, elektron-phonon
a elektron-defektnim srazkami a tedy rozptylem. Pro malé céastice se
stava elektron-povrchovy rozptyl zajimavéjsim, coz je dano volnym
pohybem vodivostnich elektrond, (typicky u vzacnych kov( v radech
desitek nanometrd), ovSsem je limitovan hranicemi castic. Z tohoto
divodu se relaxa¢ni konstanta y stadvéd funkci poloméru castice
r a mizeme psat y(r)=yo+¥ ,

kde yo je objemova relaxacCni konstanta, vr je Fermiho rychlost (rychlost
elektrond na Fermiho hladiné). DalSim ¢lenem je A, cozZ je teoreticky
zavisly parametr, ktery obsahuje rozptylové procesy (isotropni nebo

difusni rozptyl) a je také velmi zavisly na pouzitém mediu[3][4]1[5][6].

1.2. VIinovy model Reyleigho a Ramanova rozptylu
Z Vinového modelu je krasné vidét rozdil mezi obéma druhy
rozptylu. Zakladem je popis elektrického pole, které dopada na analyt
a ma frekvenci vex. Toto pole se da zapsat jako E=E,cos (2mvex.t), kde E,
je amplituda zareni. Predesly vztah je zadkladem k odvozeni dipolového

momentu p celé soustavy a Ize ho nalézt v literature[7].
Vysledkem celého odvozeni je nasledujici vyraz

p=o,E, cos(2nvext)+%rm(g—i)cos[2n(vex—vv)t]-l-%rm(g—z)cos[2n(vex+vv)t] ,

kde a, je polarizovatelnost molekuly, E, je vektor intenzity elektrického
pole dopadajiciho zareni, vex je frekvence budiciho(excitacniho) zareni,

v, frekvence vibracni a nakonec rn,, jakozto vnitfni soufadnice molekuly.
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Prvni ¢len z vyraz( v predeslé rovnici reprezentuje Rayleighlv
rozptyl, v kterém se vyskytuje frekvence budiciho zareni ve.. Druhy
a treti vyraz se souhrné nazyva Ramandv rozptyl a odpovida Stokesovu,
respektive Anti-Stokesovu rozptylovému clenu s vlastnimi frekvencemi
(Vex - W) a (Vex + V). Jak je vidét, je v téchto dvou pfripadech excitacni
frekvence modulovana vibracni frekvenci vazby. [7][[8].

Vyraz (éa/or)#0  vyjadfuje zménu polarizovatelnosti vazeb
molekuly v zdvislosti na zméné mezijaderné vzdalenosti. Z tohoto
vyrazu ddale vyplyva nutna zmeéna polarizovatelnosti molekul pro vznik
Ramanova rozptylu. PredesSld rovnice je oznacCovdna za zdakladni

vybérové pravidlo pro Ramanovu spektrometrii.

1.3. Elektromagneticky mechanismus SERS

Hlavni slozkou povrchové zesileného Ramanova rozptylu je
zesileni elektromagnetického pole v blizkosti povrchu kovu. K tomuto
zesileni dochdazi, pokud excitacni anebo Ramanovym rozptylem
rozptylené frekvence spadaji do extinkéniho pasu (a) povrchu s nano-
nerovnostmi nebo (b) malych castic. Tato podminka SERS je splnéna
predevsim pro nékteré uslechtilé kovy, jmenovité Cu, Ag, Au a alkalické
kovy, které maiji nano-zdrsnény povrch anebo jsou ve formé nanocastic
vykazujicich zretelné extinkCni pasy ve viditeIné oblasti spektra.
S ohledem na bézné dostupné lasery emitujici ve viditeIné oblasti mUze
tak byt vyuzito excitace resonanc¢niho povrchového plasmonu.

Pro kovové castice modelované jako kulové s polomérem a, ktery
je mensSi nez vinova délka svételného svazku laseru, napr. pro A>>20%*a
je teoreticky zdaklad pro elektromagneticky =zesilovaci Ccinitel
aproximovan v ramci elektrostatického priblizeni, protoze nam tento
predpoklad (A>>20%*a) dovoluje zanedbat zpozdéni probihajiciho dé¢je
(elektrostatickd aproximace). Proto mizeme pouzit Laplaceovych rovnic

a ulehcit si tak praci s reSenim rovnic Maxwelovych. Predpoklad
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A>>20*a spole¢né s uvazenim jedné C(astice v interakci s elektro-
magnetickym zarenim a rovnomeérné rozdélenym elektrickym polem
budiciho svételného svazku pfichazejicim z nekonecna je ve svételné
rozptylové teorii nazyvan jako dlouhovinna, neboli Rayleigho
aproximace.

Problém v popisu elektrického pole v urlité vzdalenosti od
povrchu kovové céastice r je fesen pouzitim Laplaceho rovnice Vo=0,
kde @ je elektrostaticky potencidl s odpovidajicimi hrani¢nimi
podminkami:

a) Potencial elektrostatického pole v nekonecnu: ®=E,rcos@ , kde je

E, Casové zavisla slozka intenzity elektrického pole budiciho laserového
zareni, r je vzdalenost od stfedu kovové nanocastice (stred castice je
identicky s pocatkem zvoleného soufadného systému, kde je svéetelny
zdroj umistén na ose Z) a 0 je Uhel mezi osou Y a polohovym vektorem
r v roviné dané témito osami.

b) pro rovnost elektrické intenzity v tangencialni roviné ve
vzdalenosti r=a (a je polomér kovové castice, r je vzdalenost od stredu
kovové Castice):

00, oo

In|

006

OUt|

£
ol 00 -,

_£i|

r=a

C) pro rovnost elektrické indukce ve vzdalenosti r=a (a je polomér
kovové Castice, r je vzdalenost od stfedu kovové cCastice):
_19% __10%u
a 00 .., a 06 .,
kde ®;, a ®,.: jsou potencidly uvnitf a vné dielektrické koule.

Potenciadl vné sféry castice milzeme vypocitat z nasledujici

rovnice: ®=—-E,rcosf+g a_3 E.cos@ , kde g= Ei(A/)_EO
| ’ r’)° ' g,(A]+2¢,

Clen €i(A) je dielektrickd funkce kovovych d&astic, €(A) a & je
dielektrickd funkce homogenniho média v okoli castic. Prvni clen

12



v potencialové rovnici je prispévek budiciho pole, zatimco druhy clen je
prispévek pole elektrickych dipdld lokalizovanych v centrech sfér
s polarizabilitou g*a’® orientovanych ve sméru budiciho elektromagne-

tického pole.

1/2

Primeérnd hodnota pole v radidlnim sméru(£,)'? , ve sméru r je
nalezen potencial @, ktery je dan parcialni derivaci podle r, tedy
E,=—0o®lor
Stredni kvadratickd hodnota vyplyva z integrace pres element
prostorového Uhlu dQ=sin6dBdg s omezenim na interval pro 6€<0,m >,

©E<0,2n> a lze zapsat nasledujici rovnici:

(B2 =(1/3)*2<E g1+ 29(a/r ]

Dlvodem, proc¢ je indukovany molekuladrni dipolovy moment
p orientovany kolmo na sféru zesilovan, je pritomnost dalSiho clenu
(kromé elektromagnetické komponenty) v predeslié rovnici. Toto

elektromagnetické zesileni je pak dano vztahem

L2(A)=(E2IE2~[1 r2glairP]

Za Ucelem vypoctld tangencidlnich komponent elektrického pole je
rovnice pro potencial @ diferencovatelna podle vztahu
E.=—(1/r|x(o®/08)

a integraci pres vSechny elementy prostorového Uhlu dostavame
(E)Y2 —(2/3"2E yx|[1-gla/r ||
Pro vibracni médy orientované paralelné s tangencialni slozkou pole je
elektromagnetické zesileni dano
L2(A,)=E21E2~[1-glairP|
Kovové sférické Castice funguji na podobném principu jako antény,
posunuté elektromagnetické frekvence vs (Ize zapsat v podobé vinovych
délek A;), které jsou pravé zesileny pritomnosti kovovych ¢&3astic.
Dipélovy moment celého systému, emisni dipél molekuly plus
kovovy casticovy systém jako takovy, zahrnuje efekt elektromagne-

13



tického zesileni pole laseru a principu anténniho dipdlu.

Anténovy efekt ma v dobrém pfiblizeni stejnou formu jako L?(A,).
ProtoZe se vsak frekvence rozptyleného svétla zménila (Stokes-shifted),
dostdvame faktor zesileni L2(As). Tato zména vinové délky se projevi i na
dielektrické funkci go ,ktera je zapsana nize
£(A:)-€

I
9o = A ]+2¢,
Nakonec mlzeme zapsat obecnou rovnici intenzity rozptyleného
svételného zareni z jedné isolované stacionarni molekuly
I~L2(A L2 (A1,
kde I, je intenzita budiciho linedrné polarizovaného laserového zareni

(I,NES). Pri speciadlnich pripadech se mize molekula adsorbovat na

povrch kovovych castic tak, Ze se jeji hlavni osa rotace bude orientovat
kolmo k povrchu castice, coz vyvola tfi tzv. vibracni médy, které jsou
vyjadreny jako slozky tensoru polarizovatelnosti a jsou spolecné
s prislusnym faktorem zesileni zapsany v nasledujici tabulce:

Tab. 1 prvky tenzoru polarizovatelnosti
Qzz L2(A))L2(A,]
Oz, Qlyz 1/2[L2(A L2 (A, )+ (A2 A

Qoo Oy, By L[ A |LE(A,]

Pro maximalni elektromagnetické zesileni je potrfeba splnit
resonancni podminku (viz. vysSe, kde je uvedena jako povrchova
plasmonova rezonancni podminka). Tato podminka je splnéna pro
maximalni moznou hodnotu dielektrické funkce g (respektive go),
muUzeme tedy zapsat:

€[A|-—2e,=¢€/(A]=-2¢,,€,(A]-0
Z uvedeného je zrejmé, ze k maximalnimu zesileni dochazi

u takovych kovl, u kterych je imaginarni cast dielektrické funkce

14



(Gtlumovy resonancni faktor) blizky nule a redlnd cast dielektrické
funkce je rovna dielektrické konstanté obklopujiciho média nasobené
faktorem -2. Na zavér a v zajmu zobecnéni, je nutno zminit, ze
resonan¢ni podminka mdize byt splnéna pro kazdy kov v interakci

s vhodnou vinovou délkou pouzitého zareni.[9]

1.4. Chemické zesileni

Relativni prispévek, anebo vibec chemické zesileni je jiz roky
predmeétem mnoha diskusi a dodnes se nevyresilo. Tento fakt plati jen
¢astecné, protoze mnoho chemikdlnich efektd mbze mit vliv na
intenzitu SERS, napr. molekulova adsorbce, vliv orientace molekul atd.

Tyto jevy nejsou exaktné povazovany za zesilovaci faktor SERS.

Chemické zesileni je jen tézko meéritelné experimentalné, ale
urCité zavislosti existuji. Velikost tohoto zesileni jen zfidka presahne
faktor zesileni 10. Chemické =zesileni Ize chapat jako modifikaci
polarizacniho tensoru adsorbatu vyplivajiciho z tvorby komplexu mezi
adsorbatem a kovem. Spise nez zesilovaci mechanismus je chemicky
ucinek povazovan za zménu v povaze adsorbatu. Zmeéna tohoto tenzoru
polarizovatelnosti mlze vést k resonanci s dopadajicim excitac¢nim
zarenim, coz prave vede k zesilovani SERS.

Nejvice studovanym mechanismem chemického zesileni je
tzv. mechanismus prenosu naboje(charge-transfer mechanism).

Tento mechanismus ma nékolik variant:

a) Prvni varianta se vyskytuje, pokud neni adsorbat kovalentné
vazan s kovem. V tomto pripadé ovliviuje pritomnost kovu odchylku
v elektronové strukture analytu zplsobujici mirné zmény v elektronové
distribuci. To mlze mit za nésledek odpovidajici zménu
polarizovatelnosti a tim i zménu relativniho Ramanova zesileni. Tento
pripad byl registrovan napr. pro pasy 1008 cm™ a 1035 cm™ pyridinu.

b) Druha varianta vyzaduje kovalentni vazbu povrchového

komplexu s kovem, nebo neprimou vazbu za pomoci volnych iontl
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elektrolytu. Tyto vazby mohou zplsobovat podstatné zmény vlastni
polarizovatelnosti molekuly. Velikost polarizovatelnosti explicitné zavisi
na dostupném optickém prechodu mezi energetickymi hladinami. Takto
vznikly elektronovy prechod se musi prekryvat s molekularnimi
energetickymi hladinami, ¢imz poskytuje mozny prenos naboje a tim
i zménu polarizovatelnosti. Povrchovy komlex mdlzZe vytvorit nové
elektronové hladiny, které budou v resonanci, nebo blizko resonance
s inciden¢nim laserovym zarenim, coz opét poskytuje prispévek
k zesileni resonancniho typu SERS

c) Treti varianta je sofistikovanéjsi verzi druhé (obtizngji
postrehnutelnd). Zahrnuje fotoindukovany prenos naboje mezi analytem
a kovem. Tato situace mUzZe nastat jen v pripadech, kdy jsou rozdily
mezi Fermiho hladinami(Ef) kovu a HOMO a LUMO energiemi danymi
laserem. Mechanismus fotoindukovaného prenosu ndaboje mizZe byt
vyvolan mezi HOMO a neobsazenymi hladinami nad Ef, popf. mezi LUMO
a nejvyssi obsazenou hladinou pod E:. Tento proces byl pozorovan
béhem experimentu s galvanickym clankem, kde byla mozna zména
rozdilu energetickych hladin mezi adsorbovanym analytem a kovovou
elektrodou. Tento experiment je pravdépodobné jeden z nejjasnéjsich
dUkazl mechanismu prenosu naboje mezi molekulami a substraty.

Tyto mechanismy hraji nezanedbatelnou roli v SERS zesileni
a povazuji se za SERRS (Surface Enhanced Resonant Raman Scattering),

neboli povrchové zesileny resonan¢ni RamanUv rozptyl[1,10].
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2. Experimentalni cast
2.1. Priprava Ag nanocastic

2.1.1. Priprava Ag nanocastic pomoci redukce
stribrné soli borohydridem sodnym

Redukce stribrné soli Ag+ borohydridem sodnym (NaBH,) patfi do
skupiny kondenzalnich metod, které umoznuji tvorbu vysoce
dispergovanych a pomérné monodisperznich soustav nanocastic (dale
je vtextu oznacovana jako Agb)[11l]. V tomto pripadé se jedna
o chemickou kondenzacni metodu. Tato redukce byla navrzena
Creightonem, Blatchfordem a Albrechtem a je pravé zalozena na
redukci AgNOs; silnym redukénim cinidlem ( NaBH.). Tato metoda
pripravy je uvedena v literature napr. [12].
lontovy zapis této reakce Ize zapsat:

84g"+BH, +80H —84g+H,BO, +5H,0

Podstata spociva ve vmichani dusi¢nanu stfibrného do intenzivné
michaného a v ledové lazni chlazeného roztoku borohydridu sodného.
Timto postupem jsme vytvorili strfibrné nanocastice o prlmérné

velikostech kolem 12 nm.

2.1.2. Priprava redukci amino-komplexu Ag+
pomoci cukru

Priprava stribrnych nanocastic pomoci cukru je znama jako
Tollensova reakce, kdy se amoniakalni komplexni kation stfibrné soli
[Ag(NHs)2]* redukuje pomoci cukru. V této praci byla pouzita jako
zastupce monosacharidd glukéza (dale oznacované koloidy jako AgG)
a jako zastupce disacharidd maltéza (dale oznacované koloidy jako
AgM) [13].

lontovy zapis prvni z reakci Ize zapsat ve tvaru:

[Ag(NH,),| +20H +C,H,,0, - Ag° + C,H,,0, +2NH, + H,0
...... — Ag’ + C,H,,O, +2NH, + H,0
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Experimentalni detaily pfipravy Ag nanocastic pomoci
modifikované Tollensovy metody [14]: 0,085 g AgNo3 je rozpusténo ve
100 mL destilované vody (vSechna pouzitd voda je demineralizovana).
Potom je za stalého michani priddn 1 mL NH3 rozpustény v 100 mL
vody. Nasledné je za silného michani pfiddano 0,1920 g NaOH
rozpusténého v 100 mL vody, ¢imz vznikne reak¢ni smés. Nakonec se
0,9008 g glukosy rozpusténé v 100 mL vody rychle smicha s reakcni
smési. Celd reakéni smés je zfedéna 100 mL vody do findlniho objemu
500 mL[15]. Timto postupem jsme ziskali stfibrné nanocastice
o velikosti kolem 80 nm.

Pro pripravu dalSich nanocastic Ag bylo pouzito redukce pomoci
maltozy, jakoZto zastupce disacharidl. lontovy zapis této reakce lIze
zapsat ve tvaru:

[Ag(NH,),| +20H +C,H,,0,, - Ag" +C,H,,0,, +2NH, + H,0
Takto vytvorené nanocastice méli prilmérné velikosti okolo 28 nm.

2.2. Modelové slouceniny kationtovy porfyrin
TMPyP a 2,2 -bipyridin

Porphyrin (TMPyP) je zajimavy pro jeho potencialni pouziti ve
fotodynamické terapii (PDT) v boji proti rakoviné (obr.1la). Posledni
dobou jsou synthetizovdny porphyriny s r8znymi vhodnymi
a neobvyklymi substituenty jakozto kandidati pro pouziti v PDT. Jejich
struktury téz zajistuji pouziti v rlznych typech spektroskopickych
metod. Mezi nimi, Ramanova spektroskopie senzitivné zkouma
porphyrinovou strukturu a vazebné interakce s ostatnimi molekulami.
OvSem tato metoda neni vhodna k méreni velmi nizkych koncentraci

pouzivanych v PDT.

2,2°- bipyridin (bpy) patfi do skupiny tzv. heterocyklickych
sloucenin a je dobre znamy jako ligand v komplexni (koordinac¢ni) chemii

(obr. 1b). Tato bezbarvéa pevna latka je dllezitym isomerem ve skupiné
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dusikatych bazi a tvori komplexy s mnoha prechodnymi kovy. Povrchové
komplexy tvorené dusikatymi zasadami na nanostrukturach i
nanopovrsich Ag byly predmétem cetnych SERS spektralnich studii [9].
Mimo jiné tyto studie pomohly objasnit relativni prispévky
elektromagnetického a chemického zesileni na celkovy SERS signal.
Oproti predchozi slouc¢eniné (TMPyP) ma bpy o hodné mensi ucinny
prirez pro interakci se zarenim, proto je tézké ziskat dostatecny
Ramanlv signal. Obzvlasté v téchto pripadech jsme pouzili kyselinu
chlorovodikovou, kterd nam povrch Ag nanocéstic ,vycistila“ a vytvorila
tak podminky pro adsorbovani bpy na povrch castic. Soucasné pfi
osvétleni vhodnou vinovou délkou, konkrétné v oblasti ~540 nm
u povrchového komplexu Ag-bpy, dochazi k fotoindukovanému prenosu
naboje, tzv. charge-transfer [16], ktery lIze pfrifadit k chemickym
systémim zesileni signalu [1]. Timto zplsobem Ize docilit detekci
nizkych koncentraci bpy.

He”

a ) Scheme I — structure of H; TMPyP-tetratosylate salt

is conformation trans conformation

. f—— . o —— —
Pl . ooy N iy ey ’ - !

[ e | | < |

\ I - o \ '
e S A

]

b] Scheme I —two conformations of the 2,27 -bipyridine structure.

Obr.1 schema TMPyP (a) a 2,2 -bipyridin(b), obrazek prevzat z [9]

Povrchem zesilend Ramanova spektroskopie (SERS) a povrchem
zesilend resonancni Ramanova spektroskopie (SERRS) prekonava
problém detekce nizkych koncentraci, coz plati pro obé modelové

slou¢eniny. Raman(v signal z molekul adsorbovanych na zdrsnéném
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povrchu kovl nebo na nanoclasticich je =zesilen vyse zminénou
plasmonovou oscilaci elektronového plynu, pfipadné zminénym
prenosem naboje (charge-transfer). Tim dochazi k zesileni signalu
molekul modelovych slouc¢enin v fadech 10% - 10%. Vhodnymi kovy jsou
predevSim Ag, Au, a Cu, které maji extink¢ni krfivku povrchového
plasmonu umisténu ve vhodné cCasti spektra [17].

2.3. Pristrojové vybaveni a pouzité techniky

K charakterizaci vzniklych nanocastic bylo pouzito nékolik
experimentalnich technik. Nékteré z nich jsou vhodné pro zakladni
predstavy o vzniklych nanocastic, nékteré jsou zasadni pro
vyhodnocovani interakci nanocastic v roztoku a interakci nanocastic
s modelovymi slouceninami.

Do prvni kategorie mizeme zaradit dynamicky rozptyl svétla,
neboli DLS (Dynamic light scattering). Tato metoda slouzi k urceni
distribuce velikosti nanocastic. Principem je méreni Brownova pohybu
Castic ve vodném roztoku. Pouziva se laserového svazku, ktery se
rozptyluje na Ccasticich a nasledné se analyzuji fluktuace intenzit
rozptyleného svétla. To je provadéno v rliznych c¢asovych okamzicich
a pomoci korelac¢ni funkce Ize dopocitat difusni koeficient pomoci
Einsteinova-Smoluchowského rovnice [18,19]. Primarné namérené
distribuce jsou véazené podle intenzity z d0vodd ocekdvané Sirsi
distribuce nanocastic.

DalSi pomocnou metodou urcujici vlastnosti nanocastic je méreni
C (Zeta) potencidlu. Ten je parametrem charakterizujicim elektrické
vlastnosti na rozhrani nanocéastice s elektrickou dvojvrstvou
a prislusného rozpoustédla. Mezi témito dvémi soustavami je urcity
elektrokineticky potencial, tzv. T potencial, ktery vyjadfuje miru
elektrické stability nanocastic [20].

DLS i T potencial byly naméreny pomoci pfistroje Zetasizer Nano

Series (Malvern Instruments).
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Dale jsme pouzili transmisni elektronovou mikroskopii (TEM) pro
hruby odhad velikosti castic a jejich tvarl. TEM je bezesporu
nejpouzivanéjsi metodou pro mikroskopii malych rozmérd pod optickym
difrakénim limitem. Pouziti elektronového mikroskopu pod timto limitem
je dano nositely informace, které jsou v tomto pripadé elektrony, které
maji oproti fotondm o hodné kratsi vinovou délku, a tim i vétsi
rozliSovaci schopnost [21].

K méreni byl pouzit mikroskop JEOL JEM-2010 s LaBs katodou
(urychlujici napéti 160 kV s bodovym rozlisenim 0,194 nm). Vzorek pro
transmisni elektronovou mikroskopii byl ziskan nanesenim a vysusenim
4 uL prislusného systému na kruhovou Cu sitku o prdméru 3 mm.

VySe zminované metody jsou dobré pro vytvoreni zdakladni

predstavy o pripravovanych nanocasticich.

Pfimou metodou pro meéreni extink¢nich spekter je UV-vis
spektroskopie. Tato metoda se pouzivd predevsim v chemii. V principu
jde o absorpci zareni molekul v UV-vis oboru vinovych délek, tedy od
200 - 800 nm. V této oblasti dochazi u molekul k elektronovym
pfechoddm mezi energetickymi hladinami. Pri téchto prechodech
dochazi rovnéz k excitaci vibracnich a rotacnich hladin molekuly. Z toho
také vyplyva vysledné absorpcni spektrum, které je pdasové. Podle
polohy absorp¢nich maxim lze urcit vzdalenosti elektronovych orbitald,
které jsou charakteristické pro kazdy material [22,23]. UV-vis spektra
jsou doplnkova k Ramanovym spektridm a jako takovd nam davaiji
informace o déjich v systému nanocastic Ag, modelovych adsorbatech
¢i HCL.

SERS/SERRS, neboli povrchem zesilend Ramanova spektroskopie
nese informaci o vibracnim pohybu molekuly, kterou je mozno vyuzit pfi
strukturnich analyzdch organickych ¢i anorganickych sloucenin. Je

vhodna predevsSim k méreni velmi nizkych koncentraci sloucenin
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v pritomnosti nékterého z  vhodnych plasmonickych kov{
Vv nanorozmérech.

Méreni SERS a SERRS spekter jsme provadéli v teplotné
stabilizované mistnosti za pouziti Ramanova spektrometru s excitacni
vinovou délkou 532 nm za pouziti laseru Verdi V5 laser (DPSS
technology, Coherent Inc., Santa Clara, CA,USA, vykon ~100 mWw
v kontinudlnim rezimu). Rozptylené zareni bylo soustfedéno objektivem
pod Uhlem 90° a detekovano dusikem chlazenym CCD detektorem
Symphony (Horiba Jobin Yvon S.a.S., Longjumeau, France) s rozliSenim
2048 x 512 pixelu. Dalsim clankem v retézu je iHR320 obrazovy
spektrometr (Horiba Jobin Yvon S.a.S.,Longjumeau, France) s difrakcéni
mrizkou s 1200 vrypy/mm. Cely meérici systém byl kontrolovan
softwarem LabSpec 5 (Horiba Jobin Yvon S.a.S., Longjumeau, France).
Expozi¢ni ¢as byl nastaven na 90x 1s a velikost Stérbiny byla nastavena
na 110 um. Presnd kalibrace spekter Ramanova posunu byla provadéna
pomoci meéreni signalu toluenu. Kazdy pripraveny systém obsahujici
nanocastice Ag a modelovy adsorbat ¢i HCI byl testovan v pétiokénkové
kyveté (5 x 5 x 30 mm?3).

Ackoliv ke kompletni charakterizaci systém{ obsahujicich
nanocastice Ag a modelové adsorbaty ¢i HCI by mély byt vyuzity
vsechny vysSe zminéné techniky (TEM, DLS, zeta potencial, UV-vis), my
se v kapitoldch vysledkl a diskusi zamérime predevsSim na sledovani
zmén v UV-vis spektrech a budeme diskutovat pfimé souvislosti
pozorované v SERS/SERRS spektrech. DUvodem je fakt, Ze v obou
pfipadech sledujeme roztokové systémy (kde nic neodsycha na rozdil
od pripadu pripravy vzorkd na TEM), které interaguji pouze s viditelnym
zarenim (tzn. neni vkldadano napéti jako v pripadé méreni C potencialu).
Navic jsme pfi volbé excita¢ni vinové délky pro méreni Ramanova
rozptylu limitovani dostupnym laserem (532 nm), takze je dllezité
sledovat pr@béh plasmonové extinkce systémU obsahujicich Ag
nanocastice tri rliznych druhl v okoli této vinové délky.
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2.4. Charakterizace nanocastic

2.4.1. Vlastnosti AgB nanocastic
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a) b)

Obr.2 Velikostni distribuce (a), UV-vis spektrum (b) AgB nanocastic
vytvorenych redukci stribrnych soli pomoci NaBH,, Vzorek byl pro méreni
UV-vis zfedén v poméru 1:1 s destilovanou vodou.

Obr. 3 TEM snimek AgB nanocastic.

C (Zeta) potencial je v tomto pfipadé (5=-31,6 £0,1 mV
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2.4.2 Vlastnosti AgG a AgM nanocastic
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Obr.4 Velikostni distribuce (a), UV-vis spektrum (b) AgG nanocastic
vytvorenych redukci amino-komplexu Ag* pomoci glukosy. Vzorek byl

pro méreni UV-vis zfredén v pomeéru 1:2 s destilovanou vodou.

- - ®

200 nm

Obr. 5 TEM snimek AgG nanocastic.

C (Zeta) potencial je v tomto pripadé {s=-48,3 0,1 mV
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Size Distribution by Number
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Obr. 6 Velikostni distribuce (a), UV-vis spektrum (b) AgM nanocastic

vytvorenych redukci amino komplexu Ag* pomoci maltosy. Vzorek byl

pro meéreni UV-vis zfedén v poméru 1:2 s destilovanou vodou.

I
50 nm

Obr. 7 TEM snimek AgM nanocastic.

C (Zeta) potencial je v tomto pripadé {»=-38,1 £0,1 mV

Nasledujici tabulka prehledné shrnuje vsechny namérené fyzikalni

vlastnosti jednotlivych druh@ nanocastic.

Tab. 2 Souhrn charakteristickych veliin pripravenych nanocastic.

Primérna velikost [nm]
C potencial [mV]

VIinova délka A extink¢éniho
maxima [nm]

AgB

11,6 0,2
-31,6 =0,1
392 + 1

AgG
69,4+1,4
-48,3 0,1
432 1

AgM
27,6+0,6
-38,1 £0,1
407 £ 1

25




3. Vysledky a diskuse

3.1. Vliv HCI na UV-vis spektra Ag nanocastic

V grafu na obrdzku 8 je vidét pokles maxima rezonance
povrchového plasmonu v AgB systému bez pritomnosti modelovych
sloucenin. Pokles je tim vétsi, ¢im vice je v koloidnim roztoku HCI. Pri
koncentraci 10* M HCI v systému je pokles nepatrny. Pokles maxima
plasmonové resonance souvisi s agregaci ¢i zménou velikosti a tvaru

nanocastic, jak bylo jiz dfive pozorovano [24].

—— 107 M HCl v B systému
——— 10" M HCI v B systému
— B systém

2,0 o

Extinkce [ a.u.

T T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800
Vinova délka / nm

Obr. 8 UV-vis spektrum AgB systému s rliznou koncentraci HCI.
Stejné jako v predchozim pripadé je vidét v grafu na obrazku 9

pokles maxima resonance povrchového plasmonu v AgG systému , coz

je zplsobeno vlivem Gcinku HCI.
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—— 10" M HCI v G systému
——— 10" M HCl v G systému
—— 107 M HCI v G systému
— G systém

Extinkce / a.u.

T T T T T T T X T L
300 400 500 600 700 800

Vinova délka / nm

Obr. 9 UV-vis spektrum AgG systému s rliznou koncentraci HCI.

U maltosového Ag koloidu jsme nepozorovali zaddnou zménu

v UV-vis spektrech, proto neni uvedeno.

3.2. Vliv adsorbatu nebo adsorbatu a HCI na UV-vis

spektra Ag nanocastic

Zvolenymi adsorbaty priddvanymi k Ag nanocéasticim jsou
2,2 “-bipyridin (bpy) a kationtovy porfyrin TMPyP. V pripadé bpy jde
o latku, ktera absorbuje v UV a neabsorbuje ve viditelné casti spektra
(obr. 10), zatimco TMPyP diky prokonjugovanému porfynovému kruhu
absorbuje ve viditelné casti spektra (obr. 11). Bpy zplsobuje agregaci
Ag nanocastic v roztoku pouze pri vyssi koncentraci [9], proto jsme
s ohledem na pouzitou excitacni vinovou délku svétla zvolili preagregaci
ucCinkem HCI, a tim se dostali do lepsi rezonance pri 532 nm, jak je vidét
na obr. 10.
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———10° M HCI:10° M bpy v B systému
— B systém
———10° M bpy

2,0 4

Extinkce f a.u.

I I I ! I
300 400 500 600 700 800

Vinova délka / nm

Obr.10 UV-vis spektrum AgB systému s HCl s vysokou koncentraci bpy.

Do borohydridového Ag systému bylo prfiddno 1 x 108 M
koncentrace TMPyP, coz vedlo ke snizeni maxima plasmonové
resonance (modré spektrum v obr. 11). Pri dalSim zvySeni koncentrace
ke snizeni maxima plasmonové

Ve

TMPyP v systému opét dochazi
resonance, ale také dochazi k pozadovanému narlstu extinkce v oblasti

2,5
———10° M TMPyP v B systému
——— 107 M TMPyP v B systému
2.0 4 ———10® M TMPyP v B systému

——— 10" M TMPyP
—— B systém

1,5 4

1,0 4

Extinkce /a.u.

0,5

0,0 +

T T T T
400 500 600 700 800

VInova délka / nm

Obr. 11 UV-vis spektrum AgB systému s rliznou koncentraci TMPyP.
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od cca 450 nm vy$e (viz obr. 11, ¢erné a Cervené spektrum). Cerné
spektrum na obr. 11, odpovidajici koncentraci 1 x 10° M TMPyP v sobé
jiz zahrnuje prekrytou absorpci TMPyP (rézové spektrum v obr. 11 pro
prfimé srovnani) a plasmonovou resonanci AgB koloidu (zelené spektrum

v obr. 11 pro srovnani).

V dalSim kroku jsme vyuzili HClI opét pro preagregaci Ag

nanocastic a nasledné pridavali TMPyP (viz obr. 12).

2,5
—10°M HCI;107 M TMPyP v B systému
—— 107 M HC;10® M TMPyP v B systému

2.0 4 —— 107 M HCI;10™° M TMPyP v B systému
—— 107 M HC;10™° M TMPyP v B systému
—— 107 M HCl v B systému

e —— 10" M TMPyP v B systému

1,0

Extinkce { a.u.

0,5 4

0,0 H

300 400 500 600 700 800

Vinovéa délka / nm

Obr.12 UV-vis spektrum AgB systému s 102 M koncentraci HCI a rdznou

koncentraci TMPyP.

Obdobny postup jako u AgB jsme aplikovali rovnéz na systémy
obsahujici nanocastice redukované glukdzou, tj. pridavali preagregacni
Cinidlo HCI. Jak je vidét na obrazku 13, AgG koloid neni zdaleka tak
citlivy na pridavek HCI v koncentracich do 1 x 102 M a vietné jako tomu
bylo u AgB systému. v rezonanci s 532 nm-excita¢ni vinovou délkou

laseru.
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Obr.13 UV-vis spektrum AgG systému s 102 M koncentraci HCI a rdiznou
koncentraci bpy.

Pri zvySeni koncentrace HCI o jeden fad, tzn. na 1 x 10! M, a vyse
jiz dochéazi ke zna¢né agregaci ¢i prerlstani Ag nanocastic, jak je patrno
zobr. 14 a 15, ze zelenych kfivek. Cim vy$&i je koncentrace HCI, tim
nizsi je plvodni hodnota extinkce u ca 420 nm a zaroven je patrné;si
zvysena extinkce v oblastech nad 600 nm odpovidajici pravé bud

agregatlm, ¢i zvétSenym rozmérlm nanocastic (z pGvodnich desitek
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Obr.14 UV-vis spektrum AgG systému s 1 x 10* M koncentraci HCl a 1 x
107 M koncentraci bpy.
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nanometrd na stovky nanometr().
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Obr. 15 UV-vis spektrum AgG systému s 1 x 10* M koncentraci HCl a 1 x

107 M koncentraci bpy.

Kromé bpy jsme k otestovani SERS/SERRS aktivity povrchu
nanocastic v AgG koloidu pouzivali TMPyP. UV-vis spektra z téchto

systému jsou uvedeny na obr. 16

a ucinek HCI na obr. 17.
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tému s rliznou koncentraci TMPyP.
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Na obrazku 16 je vidét nepatrné snizeni plasmonové extinkce pro
koncentraci TMPyP 1 x 107 M. Oproti tomu, pfi vysSich koncentracich
TMPyP v AgG koloidu dochazi ke zvysSeni extinkce nejen v oblasti
plasmonové resonance (okoli ~440 nm), ale i v UV oblasti spektra (pas
u cca 260 nm) - Cerné spektrum v obr. 16. Pozorované zvyseni extince
odpovida prekryvu absorpce TMPyP (modré spektrum v obr. 16)
a plasmonové resonance AgG koloidu (zelené spektrum v obr. 16).
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—— 107 M HCI;10® TMPyP v G systému
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o
]
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o
w
1

0,0

300 400 500 600 700 800

Vinové délka / nm
Obr. 17 UV-vis spektrum AgG systému s 1 x 102HCI| a TMPyP s rliznou

koncentraci.

Na obrazku 17 je vidét vliv zvysujici se koncentrace TMPyP na
UV-vis spektra. Dochdzi k postupnému snizovani plasmonové
resonance. Pri koncentraci 1 x 10°® M TMPyP v systému se ndm projevi

absorbc¢ni pas samotnéhoTMPyP, jak bylo diskutovano vyse.
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3.3. SERS/SERRS bipyridinu na Ag nanocasticich

Pro interpretaci Ramanovych spekter bpy jsme vyuzili literaturu
[24], kde jsou publikovany dva nejznamejsi SERS/SERRS spektralni
projevy interakce bpy s povrchem Ag nanocastic: Ag*-bpy a Ag°-bpy
forma. Zatimco Ag°bpy forma, generovana pritomnosti zvysené
koncentrace chloridl, vykazuje fotoindukovany prenos naboje u ca
540 nm [16], Ag*-bpy forma tuto vlastnost nema. S ohledem na fakt, ze
pouzivame excitacni vinovou délku 532 nm, budeme bud pozorovat
SERRS spektra v pripadé Ag°-bpy formy, nebo SERS spektra v pripadé
Ag*-bpy formy.

Na obrdzku 18a jsou vidét spektra prvniho ze systémi tvoreného
AgB nanocasticemi, bpy a HCI. V tomto spektru je u ~240 cm™ patrny
AgCl pas, ktery ma oproti zbylému spektru o hodné vétsi intenzitu. Pri
této koncentraci HCI, 1 x 10* M, ktera je v porovnani s koncentraci
adsorbatu bpy o nékolik radd vyssi, jsou Ramanovy linie samotného bpy
neznatelné a nedochazi k zasadnimu zesilovani SERS/SERRS signélu az
do koncentrace 1 x 10> M bpy. Pri koncentraci 1 x 10° M bpy v systému
se objevuji pasy, které lIze priradit Ag®-bpy [22], coz je vSak s ohledem
na pouzitou koncentraci HCI neobvyklé. Proto toto spektrum prikladam

Spatné vymyté kyveté a zbytklm bpy v systému.
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Obr.18 Ramanovo spektrum AgB koloidu s nizkou koncentraci HCI a
rznou koncentraci bpy (a) a detail téhoz spektra (b).

Na obrazku 19 je jako v predesSlém pripadé vidét Ramanovo
spektrum AgB systému s bpy, ale tentokrat jsme zvysili koncentraci HCI
na 1l x 102 M, coz vedlo k ,vycisténi“ povrchu castic, adsorpci molekul
bpy a tvorbé Ag°-bpy formy. Pri této HCI koncentraci jiz dochazi
k zesilovani SERS signalu, i kdyz se s excitac¢ni vinovou délkou laseru
(532 nm) trefujeme do sestupné hrany UV-vis spektra (obr. 10).
Dlvodem je fakt, Zze navic k elektromagnetickému mechanismu SERSu
vyuzivame také fotoindukovaného prenosu naboje pri dané excitacni
vinové délce laseru [16], ¢imZz dostavame i prispévek chemického
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zesileni a jednd se tak o SERRS. Jak je vidét, SERRS signal samotného
bpy se vyrovnava v intenzité s pasem od Ag-Cl, ackoliv je koncentrace
bpy v systému stadle o nékolik radd nizsi nez HCI, napr. cervené

spektrum na obr. 19a anebo Cerné spektrum na obr. 19b.
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Obr.19 Ramanovo spektrum AgB koloidu s vySsi koncentraci HCI
a rlznou koncentraci bpy (a) a detail spektra (b) pro koncentrace bpy
1x10°alx10’M.
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Obr. 20 Ramanovo spektrum AgB koloidu s vysSsi koncentraci HCI

a koncentracemi 10® a 10° M bipyridinu.

Na obrazku 20 je vidét SERRS signdal z velmi nizké koncentrace
bpy v AgB systému. Z grafu je patrna velka hladina Sumu, i presto jsou
znatelné pasy bpy. Opét zde figuruje vysoka koncentrace HCl v systému
(1 x 102 M), kterd umoznuje tvorbu Ag°-bpy, tedy formu s moznosti
fotoindukovaného prenosu naboje [16], ¢imZz se pouzitim excitace
532 nm dostdvame opét do resonancniho Ramanova rozptylu, neboli
SERRS. Koncentraci 1 x 10° M povazujeme za detek¢ni mez tohoto

systému.
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Obr. 21 Ramanovo spektrum bipyridinu v AgG koloidu pri rdzné

koncentraci HCI.

Na obrazku 21 je vidét vliv HCI na Ramanovo spektrum AgG
systému a bpy. Ramanovy linie od Ag®-bpy povrchového komplexu jsou
zfejmé teprve u 1 x 10* M koncentrace bpy s 1 x 102 M koncentrace HCI
(Cernd krivka), coz povazujeme za detekCni mez tohoto systému. Vyssi
koncentrace HCI zplsobuji agregaci ¢i prerlstani nanocastic takového
rozsahu, Zze se dostdvame mimo rezonanci s excitacni vinovou délkou
532 nm, jak bylo pozorovano na extinkcnich spektrech v UV-vis oblasti

(zelend krivka na obr. 14).
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Obr. 22 Ramanovo spektrum AgM koloidu s bpy.

Na obrazku 22 je vidét spektrum AgM koloidu s bipirydinem.
U maltosového koloidu jsme po pridani bpy nebo HCI a bpy
nezaznamenali jakoukoliv zménu v UV-vis spektrech, jak uz bylo
uvedeno v kapitole 3.3, coz v kombinaci s malymi c¢asticemi a z toho
vyplyvajicim uzkym absorpcnim pasem nenaznacovalo SERS/SERRS
aktivitu pri pouziti excitace 532 nm. Tento fakt je dokumentovan
obrazkem 22, kde jsou vidét pouze pasy grafitického uhliku (~1400
a ~1600 cm). Grafiticky uhlik je zpravidla pozorovdn ve spektrech
Ramanova rozptylu, pokud dochazi k paleni organickych latek vlivem
silného elektromagnetického pole v blizkosti nanocastic Ag. S ohledem
na fakt, ze AgM koloid vznikl redukci disacharidem maltosou, je dost
pravdépodobné, ze vysoka koncentrace uhlikatych latek (pochazejicich
ze syntézy) v blizkosti nanocastic vede k pozorovani téchto dvou
charakteristickych pasd. Usoudili jsme tudiz, Ze nanocastice vytvorené
touto metodou jsou pro zesileni Ramanova rozptylu pfi pouziti excitacni

vinové délky 532 nm naprosto nevhodné.
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3.4. SERRS porfyrinu TMPyP na Ag nanocasticich

V této kapitole se budeme vénovat SERRS spektrlim porfyrinu
TMPyP na Ag nanocasticich. Podstata SERRS, jak jiz bylo zminovano
v teoretické casti a pfipomenuto v predchozi kapitole, spociva ve vyuziti
nejen elektromagnetického, ale i chemického mechanismu zesileni
Ramanova signalu molekul adsorbatu. Budeme tak vyuzivat nejen
plasmonové resonance Ag nanocastic, ale i absorpce modelové
slou¢eniny TMPyP v oblasti excitacni vinové délky laseru 532 nm.

Z Casopiseckeé literatury jsou znamé celkem tri formy TMPyP [25]:
dvé metalované (Ag®-TMPyP a Ag*-TMPyP) a jedna nemetalovana, tzv.
volna baze (anglicky ,free-base”). LiSi se navzajem SERRS spektry;
u metalovanych forem se projevuji metalacni markery [25], které se ve
spektrech objevuji vlivem interakce pyrolovych cykll porfynového jadra
s Ag atomy. Oproti tomu nemetalovana forma TMPyP odpovida spektru
samotného porfyrinu v jeho neporusené nativni podobé. Detekce této
nativni formy je obzvlasté cennd. O jeji detekci se pokousSely mnohé
vyzkumné skupiny [26,27,28,29,30,31].

Na obrazku 23a je vidét SERRS spektrum TMPyP v AgB systému
pfi relativné vyssich koncentracich TMPyP. Na obrazku 23b jsou nizsi
koncentrace stejného systému. 1 x 107 M koncentrace TMPyP lze
povazovat za detekcni mez. Ve vSech téchto koncentracich TMPyP jsme
pozorovali metalovanou formu Ag*-TMPyP, jak vime ze srovnani naSich
SERRS spekter s literaturou [25].

39



8000

——10° M TMPyP v B systému -
1 =3
——10° M TMPyP v B systému By e
7000
5
s 6000 -
£
N
=)
3 5000 4
<
4000 -
3000 T ' T ' T B T B T 4 T ' T ' T L
a) 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Ramaniv posun / cm™
3100
] ———107 M TMPyP v B Systému
3050 - ——10° M TMPyP v B Systému
] ——10° M TMPyP v B Systému
3000
5 2950
L]
oy ]
S 2900
N
[ o p
9
€ 2850
2800 |
2750
2700 '\ 4—r—F4+ ——+—F—+—F—+—F—+—F+—7—
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
b)

. |
Ramanuv posun / cm
Obr. 23 Ramanovo spektrum AgB systému pro rlizné koncentrace TMPyP
bez pridavkd HCI.

V dalSim kroku bylo pfidano malé mnozstvi HCl (ve vysledné
koncentraci 1 x 10* M) a pozorovano, jak se zméni Ramanovo spektrum
- obrazky 24a a 24b. Z obrazku 24b je patrné, ze diky tomuto pridavku
HCl se mez detekce porfyrinu posunula o jeden rad nize. Je tedy mozné
timto zplsobem bezpecné detekovat koncentrace 1 x 10® M TMPyP,
opét v jeho metalované, ale uz i ¢astecné nemetalované podobé (coz

vime zejména podle past umisténych u 334, 1004 a 1557 cm?).
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Obr. 24 Ramanovo spektrum AgB systému pro rlizné koncentrace TMPyP

s nizkou koncentraci HCI.

Pri zvysSeni koncentrace HCl v systému na 1 x 102 M doslo
k vyraznému snizeni meze detekce TMPyP, ato azna 1 x 10** M TMPyP
- obrazky 25a a 25b. Nutno vSak podotknout, ze v tomto pfripadé, pfi
nizkych pH (vysoké koncentraci HCIl), je detekovédna tzv. diacidicka
forma tohoto porfyrinu, jejiz vibracni pasy jsou opét zndmy z literatury
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[32]. Jednou z hlavnich indicii, ze se nejedna o klasickou metalovanou
formu TMPyP, je absence metala¢nich markert u 398, 1015, 1342 cm
a ponéku jiny charakter relativnich intenzit pasl. Ve spekterch se

objevuje rovnéz pas Ag-Cl, ktery jsme jiz diskutovali drive.
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Obr.25 Ramanovo spektrum AgB systému s vyssi koncentraci HCI
a koncentracemi 10*° a 10** M TMPyP
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Obrazek 26 shrnuje prehledné v jednom grafu vliv nepfitomnosti
a pritomnosti dvou rliznych koncentraci HCI na tutéz koncentraci TMPyP
(1 x 107 M) ve vysledném systému obsahujicim AgB koloid. Vzrist
SERRS signalu TMPyP v pritomnosti HCI oproti nepfitomnosti HCI souvisi
se zlepSenim resonance povrchového plasmonu s pouzitou excita¢ni
vinovou délkou laseru (532 nm) v systémech s HCI. Jinymi slovy vzrist
SERRS signdlu TMPyP je vyrazné ovlivnén preagregaci nanocastic, jak

bylo diskutovano u UV-vis spekter v kapitole 3.2.
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Obr. 26 Ramanovo spektrum AgB systému pro rlizné koncentrace TMPyP

s rliznymi koncentracemi HCI.

Nanocastice AgG koloidu byly rovnéz testovany pomoci modelové
slouCeniny TMPyP na SERRS-aktivitu. Nejprve jsme testovali samotné
nanocastice AgG koloidu, tj. bez pridavku HCI - obrazky 27a a 27b.

43



P
—— 10°M TMPyP v G systému 0
70004 — 10° M TMPyP v G systému
—— 107 M TMPyP v G systému g sl
™~
———10° M TMPyP v G systému — ﬁg 53 0
60004 —— 10° M TMPyP v G systému cten e f] 05
=
=
S
8
£ 5000
[ o
g
<
4000 S
3000 S
I ! I e I ' I . I . I . I ' I '
a) 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Ramaniv posun/cm
3700 — =
—— 107" M TMPyP v G systému n
u
36004 —— 107 M TMPyP v G systému ~
—— 10" MTMPyP v G systému %
3500 4 —— 10 M TMPyP v G systému —
5 3400 -
(V]
g 3300 4
N
. 3
g 3200
< J
3100 4
3000 4
2900 4
I . I ! I . I i I : I ! I . I .
b) 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Ramantiv posun /cm™
Obr. 27 Ramanovo spektrum AgG koloidu s réznou koncentraci TMPyP
(a) a detail spektra (b) pro koncentrace TMPyP 1 x 10 az 1 x 103 M.

U obr. 27a si Ize vSimnout celkového poklesu Ramanova signalu se
snizujici se koncentraci TMPyP vrozmezi 1 x 10° - 1 x 10° M
koncentrace 1 x 10> M tomuto trendu nepodléhd, protoze je jiz natolik
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vysokd, ze se uplathuje absorpce volnych, tj. neadsorbovanych molekul
TMPyP v roztoku, které tak plsobi jako wvnitfni filtr jak pro zareni
dopadajici, tak pro Ramansky rozptylené. Proto se nadm jevi RamanUv
signdl ze systému obsahujiciho 1 x 10° M TMPyP srovnatelny &i dokonce
nizsi nez ze systému obsahujicicho o rad nizsi koncentraci TMPyP. Navic
je patrny rozdil v pozadi Ramanova signélu: zatimco u 1 x 10° M
koncentrace TMPyP se uplatfiuje fluorescen¢ni prohnuti spektra, vliv
tohoto typu pozadi je méné a méné patrny pfi snizovani koncentrace
TMPyP (obr. 27a).

Z obrazku 27b je zfejmé, ze za mez detekce TMPyP v koloidu AgG
je mozno povazovat koncentraci 1 x 10 M.

Studovan byl rovnéz vliv pritomnosti HCI o nizSi (obrazek 28)
a vysSsi (obrdzky 29a a 29b) koncentraci ve findlnim systému
obsahujicim TMPyP a AgG koloid. Prehledné je pak vidét rozdil vlivu HCI
na SERRS signal TMPyP pfi koncentraci 1 x 107 M v obrazku 30.
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Obr. 28 Ramanovo spektrum AgG koloidu s nizsi koncentraci HCI

a rdznou koncentraci TMPyP.
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U obrdzku 28 je pozoruhodné, ze Ramanovo spektrum 1 x 10° M
koncentrace TMPyP sice lezi na fluorescencnim pozadi, ale celkova
intenzita je prece jen vyssi nez u 1 x 10°® M koncentrace TMPyP
v pfitomnosti 1 x 10* M HClI v AgG koloidu. Tento vysledek je
v protikladu k pozorovani signdlu Ramanova rozptylu 1 x 10° M
a 1 x 10° M koncentrace TMPyP v AgG koloidu (obr. 27a). Domnivame
se, ze tento rozdil v chovani TMPyP je zplsoben pravé pritomnosti HCI
v koncentraci 1 x 10* M. Podle poloh pasl a jejich relativnich intenzit je
rovnéz z obr. 28 patrné, Ze se jedna o nemetalovanou SERRS spektralni

formu TMPyP.

Na obrazcich 29a a 29b je vidét vliv pritomnosti HCI v koncentraci
1 x 102 M na systém obsahujici AgG koloid a TMPyP v rliznych
koncentracich. V charakteru SERRS spekter ze systémi obsahujicich
koncentrace TMPyP vySsi nez 1 x 10® M rozeznavame jednoznacné
nemetalovanou SERRS spektralni formu. Je pozoruhodné, ze ani v takto
vysoké koncentraci HCI nepozorujeme diacidickou formu TMPyP, kterou
jsme detekovali v AgB koloidech za jinak stejnych podminek meéreni.
Rovnéz nepozorujeme charakteristicky pas Ag-Cl, coz vSak bylo jiz
konstatovano u systémui obsahujicich bpy, HCI a AgG koloid.
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Dale je zajimavé, ze pocinaje koncentraci 1 x 10® M TMPyP se
charakter spektra méni a ¢im dal tim vice se polohami a relativnimi
intenzitami past podobd SERRS spektru bipyridinu, formé Ag°-bpy.
Podoba neni Uplné nahodna, protoze TMPyP obsahuje ctyri kladné
nabité metyl-pyridylové kruhy, které se mohou flexibilné natacet od
povrchu, ¢i k povrchu nanocastic Ag. Domnivame se, Zze vysoka
koncentrace HCI, kterd protonuje pyrolova jadra v porfynovém
makrocyklu zplsobi prostorovou deformaci TMPyP molekuly. Dale
z charakterizace AgG koloidu prostrednictvim zeta potencidlu vime, ze
pracujeme s nanocasticemi znacné zaporné nabitymi. Tyto jsou schopné
daleko snaze interagovat s kladné nabitymi metyl-pyridylovymi kruhy.
Vysvétluje se tak pozorovand nizkd mez detekce: 1 x 10> M TMPyP.

12000

——10° M HCl; 107 M TMPYP v G systému
] —— 10" MHCl; 107 M TMPyP v G systému
10000 { —— 107 M TMPyP v G systému

11000

1555

9000 -+

8000 A

Intenzita { a.u.
~
o
(=]
o
1

2000 b p— + —Tr—pe e e o e
200 400 600 3800 1000 1200 1400 1600 1800

Ramanlv posun /cm™
Obr. 30 Ramanovo spektrum AgG systému s rliznymi koncentracemi HCI
alx1l0’M TMPyP.

S ohledem na vysSe uvedené vysledky, srovnavame zdmérné
v obrazku 30 stejnou SERRS spektralni formu TMPyP v koncentraci
1 x 107 M v AgG koloidu za nepritomnosti ¢i pritomnosti HCI ve dvou
rdznych koncentracich. Je patrné, Ze stejnd koncentrace TMPyP se velice
lisi v celkové intenzité spekter z jednotlivych systémd.
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Zaver

V diplomové praci byly pouzity dva modelové adsorbaty, bipyridin
a porfyrin TMPyP. Jejich spektra Ramanova rozptylu byla zesilena
v pfitomnosti Ag nanocastic o velikostech cca 12 a 70 nm v préméru
(urceno dynamickym roztpylem svétla, DLS). Treti druh Ag nanocastic
o priméru cca 28 nm (uréeno pomoci DLS), pochéazejici ze syntézy
vyuzivajici redukénich Gc¢inkG maltosy, bohuzel nebyl vhodny pro
zesileni Ramanova rozptylu ani jedné z modelovych sloucenin, a to
predevsim z d@vodu pritomnosti vysoké koncentrace uhlikatych zbytk{
po syntéze, které se vlivem intenzivniho laserového svazku pdlily na
grafiticky uhlik a znemoznovaly tak detekci modelovych sloucenin.

Oproti tomu nanocastice pripravené redukci glukosou (cca 70 nm
v priméru, urceno diky DLS) se ukazaly byt velice perspektivni pro
detekci velmi nizkych koncentraci porfyrinu TMPyP, 1 x 10** M TMPyP
koncentraci, a to dokonce nativni formy tohoto porfyrinu, coz je
obzvlasté cenné pro pripadnou aplikaci povrchem zesilené Ramanovy
spektroskopie v diagnostice nizkych koncentraci porfyrind.

Studovany vliv pritomnosti HCI, zpUsobujici agregaci nanocastic
Ag, vedl v pripadé nanocastic pfipravenych borohydridovou syntézou
(velikosti cca 12 nm v prdméru, ureno pomoci DLS) ke snizeni
koncentrace nutné pro detekci kazdého z modelovych adsorbatl. Pro
bipyridin byla ur¢ena mez detekce v pritomnosti téchto Ag nanocéstic
v koncentraci 1 x 10° M, zatimco pro porfyrin TMPyP 1 x 1013 M.
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Spacer-free SERRS spectra of unperturbed
porphyrin detected at 100 fM concentration in
Ag hydrosols prepared by modified Tollens
method
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Radek Zbof¥il®

Surface-enhanced resonance Raman scattering (SERRS) spectroscopy is a powerful tool for the selective and sensitive detec-
tion of porphyrins. We report a repeatable detection of unperturbed free base 5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridyl)
21H,23H-porphine in concentrations as low as 1 x 107" M in the final system when Ag nanoparticles prepared by modified
Tollens method are employed as Raman scattering amplifiers, i.e. without any further post-modifications of their surface. Most
probably the residues of sugar oxidation present on Ag nanoparticle surface are responsible for the effective protection of
5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridyl)21H,23H-porphine molecules against the metalation by silver. Copyright © 2011 John

Wiley & Sons, Ltd.

Supporting information may be found in the online version of this article.
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Porphyrins and their derivatives are of particular interest because
of their biological and medical importance."? In particular, the
detection of their native forms at very low concentrations has
attracted a lot of attention during the past two decades and is
still an actual direction of research nowadays.“‘" Indeed, por-
phyrins should be investigated at extremely low concentrations
to mimic their physiological conditions and to prevent their
self-aggregation. Thus, a sensitive method has to be used. For
the sake of an unambiguous determination of a porphyrin type
in an investigated system, a selective method has to be chosen.
Surface-enhanced resonance Raman scattering (SERRS) spectros-
copy is an efficient tool for fulfilling both requirements at once as
it has been clearly demonstrated in the literature already.*™'?
The metalation of a free base porphyrin molecule, i.e. the incor-
poration of a metal ion into a porphyrin core,”®! can be an unde-
sirable effect from the viewpoint of the unperturbed free base
porphyrin SERRS detection in bioanalytical applications.**! Only
a few researchers have detected SERRS signal of unperturbed
free base porphyrins on Ag nanoparticles so far.*®! They had
to either employ molecular spacers, i.e. surface modifiers of Ag
nanoparticles that prevent porphyrins against the metalation,””?
or immobilize Ag nanoparticles through amino-silane mole-
cules on glass substrates.®® Another approach has been ap-
plied by Jia et al. who observed a photo-induced demetalation
of a porphyrin to its free base form when introducing human
serum albumin.

In this communication, we report a novel and easy way how to
repeatedly detect the SERRS signal of the unperturbed free base
5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridyl)21H,23H-porphine (TMPyP)
at very low concentrations. Modified Tollens method of Ag

nanoparticles generation'"® has been used and the as-prepared
Ag nanoparticles employed in SERRS testing by TMPyP. To the
best of our knowledge, nobody has yet probed the surface of
Ag nanoparticles prepared by Tollens method!* and/or modi-
fied Tollens method!™*' using porphyrins. There are two reasons
for using Tollens-method-prepared nanoparticles: (i) almost mono-
dispersed hydrosols can be easily formed!'*'® (supporting infor-
mation); (i) the surface of nanoparticles is very negatively charged
(as known from zeta-potential measurements presented in the
supporting information and in "'*) resulting in high stability of
hydrosols.

Figures 1(A) and (B) show that free base TMPyP SERRS signal
(as determined on the basis of band assignments in ') has been
detected in concentrations varying from 1 x 10°to 1 x 107"*M
in the final system (for experimental details see supporting
information). Such a broad range of TMPyP concentrations is in-
tentionally presented because it is well-known that TMPyP meta-
lation is easier and faster below its concentration of monolayer
coverage.'” The monolayer coverage TMPyP concentration in a

* Correspondence to: Karolina Siskovd, Regional Centre of Advanced Technologies
and Materials, Department of Physical Chemistry, Faculty of Science, Palacky Univer-
sity, 17. listopadu 12, 77146 Olomouc, Czech Republic. E-mail: karolina.siskova@upol.cz
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Figure 1.

SERRS spectra of TMPyP (532 nm excitation line, acquisition: 90x 1s, power ~100 mW at the sample): (A) porphyrin concentrations of (a)

1uM, (b) 0.1 uM, (c) 10 nM, and (d) 0.1 nM in the final system; (B) porphyrin concentrations of (a) 0.1 pM and (b) 10 fM in the final system; (C) 0.1
pPM TMPyP in the final system recorded after (a) 30 min and (b) 150 min elapsed from the system preparation.

particular system strongly depends on the size and type of Ag
nanoparticles.’? We roughly quantified the theoretical mono-
layer coverage to be at around 2 x 107°M value of TMPyP con-
centration in our case (for calculation details see supporting
information). Thus, Figures 1(A) and (B) clearly demonstrate that
even well below the monolayer coverage TMPyP concentration,

no metalation proceeds on Tollens-method-prepared Ag nano-
particles. It should be noted that the metalation markers appear
at 398, 1015, 1342, and 1545 cm™" . The TMPyP detection limit
was determined to be as low as 1 x 107'*M (Figure 1(B)). A fur-
ther decrease of TMPyP concentration revealed only bands attrib-
utable either to water, or to the residues of glucose oxidation

wileyonlinelibrary.com/journal/jrs
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Figure 2. (A) Characteristic TEM image of Ag nanoparticles surrounded by a thin shell. (B) UV-Vis extinction spectra of Ag nanoparticle hydrosol (solid
curve) and of hydrosol with 0.1 uM TMPyP in the final system (dashed curve).

(Figure 1(B), curve b). Last, but not least, the SERRS spectra plotted
in Figure 1(C) give evidence that the system containing 1 x 107> M
TMPyP concentration resists to the metalation for 2.5 h elapsed
from the system preparation.

Taking into account the results of Prochazka et all'? the
TMPyP metalation process can be controlled by the presence of
ions at the Ag nanoparticle surface. Therefore, in our case, the
residues of sugar oxidation (which takes place during the Tollens
method generation of Ag nanoparticles) can be considered to be
responsible for the effective prevention of TMPyP metalation.
This conclusion is further supported by transmission electron
microscopy (TEM) images, which repeatedly show polyhedrons
of sizes mostly ~80nm (see supporting information for a repre-
sentative TEM image and particle size distribution derived from
TEM images and dynamic light scattering measurements) sur-
rounded by a thin more/less visible shell (Figure 2(A)).

The low value of TMPyP SERRS signal detection can be most prob-
ably induced by several positive influencing factors. First, cationic
TMPyP can be driven toward a negatively charged nanoparticles sur-
face resulting thus in a close vicinity of TMPyP molecule to the Ag
surface. As a consequence, a high enhancement of Raman signal
is achieved because of electromagnetic mechanism. Second, the ex-
citation laser line falls within the surface plasmon band of even non-
aggregated Ag nanoparticles (Figure 2(B)). Finally, the resonance
enhancement mechanism contributes as well because the excita-
tion wavelength is in resonance with one of TMPyP Q-bands."'”

It can be envisaged that the easy way of free base TMPyP detec-
tion at very low concentrations because of SERRS employing Ag
nanoparticles prepared by modified Tollens method could be par-
ticularly exploited in medical science.
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Supporting Information

Spacer -free SERRS spectra of unperturbed porphyrin detected at 100 fM concentration
in Ag hydrosols prepared by modified Tollens method
Karolina Siskovéa, Ortej Begticka, Vlastimil MaSek, Klara Saféva, Radek Zhidl

Experimental details

Preparation of Ag nanopatrticles by the modifiedldmd method [Kvitek et al., J.Mater. Chem.
2005, 15, 1099]: 0.085 g of AgNGs dissolved in 100 mL of deionized water. ThemLl of
NH3 in 100 mL of deionized water is added under siyriSubsequently, 0.1920 g of NaOH
dissolved in 100 mL of deionized water is introddia&to the reaction mixture under vigorous
stirring. Finally, 0.9008 g of glucose dissolvedlidO0 mL of deionized water is rapidly added
into the reaction mixture. The whole reaction migtus diluted by another 100 mL of
deionized water to the final volume of 500 mL.

SERRS spectra were recorded at room temperature avlRaman spectrometer using the
532 nm excitation line of a Verdi V5 laser (DPSé&hteology, Coherent Inc., Santa Clara, CA,
USA, power ~100 mW at the sample). Scattered radiavas collected at 9Gelative to the
excitation beam and detected with a nitrogen coQl&dD detector Symphony (Horiba Jobin
Yvon S.a.S., Longjumeau, France) with 2048x512 Ipixeoupled to a iHR320 imaging
spectrometer (Horiba Jobin Yvon S.A.S., Longjumeatgnce) with a 1200 grooves/mm
grating. System was controlled by LabSpec 5 sof#twfforiba Jobin Yvon S.A.S.,
Longjumeau, France). Accumulation time was set @& @s and slit to 11Qun. Precise
calibration of Raman shift axis was done due tadné signal acquisition. A typical system
tested by SERRS measurements in a five-window teiggtx 5 x 30 mrf) comprised 0.5 mL
of Ag hydrosol and 0.mL of the appropriate concentration of TMPyP solatgp that the
final TMPyP concentration in the system varied franx 10° tol x 10" M. UV-visible
spectra were measured using Specord S600 (Analigica). Transmission electron
microscopic (TEM) images were recorded on a JEQU-2810 microscope equipped with a
LaBs cathode (accelerating voltage of 160 kV; a pampoint resolution of 0.194 nm). A
drop of the Ag hydrosol was placed onto a holeyeoarfilm supported by a copper TEM grid
and allowed to dry at room temperature. FT-IR gjpesere measured on FT-IR spectrometer
IS5 Thermo Nicolet employing ATR mode and ZnSe @aydDLS and zeta potential were

recorded on Zetasizer Nano Series (Malvern Instrig)e



Calculation of the monolayer coverage TMPyP concetion on the surface of Ag

nanoparticles prepared by modified Tollens method

The rough calculation is subsequently done in s¢weps according to these points:
1) Mol of Ag contained in a spherical nanoparticleB6fnm in diameter:

p(Ag) = 10.49 g.cni

Ar(Ag) = 107.87

R=40nm=4x 1&cm

Vsphere= 4/3 XIT x R?

Mass of one spherical Ag nanoparticle with 80 nrdiameter: m(1 NP)

m(1 NP) =p(Ag) X Vsphere= 10.49 x 4/3 x #x 10" g =8.95 x 13°g

n(Ag v 1 NP) = m(1 NP) / Ar(Ag) = 8.95 x 18/ 107.87 mol = 8.3 x 1 mol

2) Mol of Ag” ions present in the reaction mixture of 500 mL 8n@.5 mL of the final
system:
M(AgNOs) = 0.085 g in 500 mL of the reaction mixture
Mr(AgNO3) = 169.9
w(Ag" in AgNQOs) = Ar(Ag) / Mr(AgNOs) = 107.87 / 169.9 = 0.635
Mass of Ag in the reaction mixture: m(Agn 500 mL)
m(Ag" in 500 mL) = 0.085 x 0.635 g = 0.05397 ¢
n(Ag" in 500 mL) = m(Ag in 500 mL) / Ar(Ag) = 0.05397 / 107.89 mol = 5 8“lmol
n(Ag" in 0.5 mL) = 5 x 19 mol

3) Theoretical number of spherical Ag nanoparticle8@hm in diameter encountered in
0.5 mL of Ag hydrosol: N(Ag NPs)
N(Ag NPs) =5 x 10/ 8.3 x 10'® = 60.24 x 18 pieces

4) The surface area of a spherical Ag nanoparticg0aim in diameter:
S(Ag NP) = 4 H1 x R
R =40 nm
S(Ag NP) = 4 €1 x 40 nnt = 20 106 nrh

5) Available surface area of all Ag nanoparticles pntsn 0.5 mL of Ag hydrosol. This
calculation is based on the assumption that alh&goparticles are spherical, their

diameter is 80 nm and they do not create aggregates



S(Ag NPs) = S(Ag NP) x N(Ag NPs)
S(Ag NPs) = 20 106 x 60.25 x06nf = 1.211 x 16’ nn?

6) The surface area of a porphyrin molecule:
Based on the assumption made in [Sloufova-Srnowddkova B., NanoLett 2002, 2, 121-
125], the porphyrin diagonal dimension is ~2 nmerBfiore, the size of a porphyrin site
(labeled as) can be calculated according to Pythagorean theae (12 + 1%)'/2
Then, the surface area of a porphyrin moleculebeaestimated:

S(porphyrin) =a* = (22 )? nnmf= 2 nnf

7) Number of porphyrin molecules adsorbed on the alkglsurface area of all Ag
nanoparticles in 0.5 mL of Ag hydrosol. This caétidn is based on the assumption
that porphyrins are adsorbed next to each othatingethus a monolayer on Ag
nanoparticles:

N(porphyrins in 0.5 mL) = S(Ag NPs) / S(porphyrin).211 x 16°/ 2 = 6.05 x 18

8) The porphyrin concentration corresponding to theoteyer coverage:
n(porphyrins in 0.5 mL) = N(porphyrins in 0.5 mUNAyog
n(porphyrins in 0.5 mL) = 1 x 1Omol
c(porphyrin monolayer coverage) = n(porphyrins.;@L) / V
c(porphyrin monolayer coverage) = 1 x*100.5 x 10° mol/L = 2 x 1¢° M



Particle size distribution of the modified-Tollensethod prepared Ag nanopatrticles derived

from TEM and a characteristic TEM image
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Average particle size (in diameter) is 80.8 £ 7 n
Average particle size has been determined on this baseveral TEM images recorded on

different places of the TEM grid.

Particle size distribution determined on the basisdynamic light scattering (DLS)
measurements:

Average particle size (in diameter) is 85.7 £ 15 nm
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FT-IR spectra of glucose, Ag nanopatrticle hydrosod acidified Ag nanoparticle hydrosol

§ Gkol
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The FT-IR absorption spectrum of air-dried as-pre@aglucose-reduced Ag nanoparticle
hydrosol (black curve, labeled as Gkol in the abpvesented Figure) demonstrates the
presence of organic species in this hydrosol. Ngntleé presence of bands between 2800 and
2900 cnt, together with 1595, 1418 and 1077 timands can be attributed to the stretching
and/or deformation vibrations of -CH, -C-C- and -@®onds [Nakamoto Klnfrared and
Raman Spectra of Inorganic and Coordination Compounds, Part A: Theory and applications

in inorganic chemistry, Wiley: Hobogen, New Jersey, USA, 2009, pp 82-85kawaoto K.,
Infrared and Raman Spectra of Inorganic and Coordination Compounds, Part B:
Applications in coordination, organometallic, and bioinorganic chemistry, Wiley: Hobogen,
New Jersey, USA, 2009, pp 64-71]. Moreover, thelR'Bbsorption spectrum of an air-dried
acidified glucose-reduced Ag nanoparticle hydrdsamd been measured and is presented as
blue curve (labeled as Gkol-okys) in the above shdéwgure. There are clearly seen the
changes in relative intensities of 1646 and 1595 drands as well as a new broad peak
positioned at around 1734 @mThe latter is usually assigned to uncharged icetonated)
carboxylic group -COOH [Nakamoto Klnfrared and Raman Spectra of Inorganic and

Coordination Compounds, Part B: Applications in coordination, organometallic, and



bioinorganic chemistry, Wiley: Hobogen, New Jersey, USA, 2009, pp 71-7/3)r the sake of

a direct comparison, the FT-IR absorption spectafirglucose is shown as well (red curve,
labeled as glc in the above presented Figure). Fabbrthree FT-IR absorption spectra it is
obvious that glucose has been oxidized during #uiction of silver-ammonia complex.

Taking into account the generally known reactioking place during aldehydes oxidation
and simultaneous silver cations reduction, we asstimrat gluconic and glucuronic acids are
formed during the Ag nanoparticle hydrosol preparatising modified Tollens method. Most
probably gluconic and/or glucuronic acids are &itgicto the surface of Ag nanoparticles

creating thus a carbonaceous layer around eacltaAgparticle.

Furthermore, the presence of carboxylates on Agpenticle surface can be independently,
however, indirectly derived froneeta potential measurementsHydrosols repeatedly

manifested themselves by the valueG#.5 + 11 mV

Raman spectrum of Ag nanopatrticle hydrosol prepategdmodified Tollens method
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Reproducibility of 100 fM TMPyP signal recorded lifferent days under the same
experimental condition§532 nm excitation line of a Verdi V5 laser, powdi00 mW at the
sample, accumulation time 90x 1s, slit 1d0) using Ag nanoparticle hydrosol prepared by

modified Tollens method and TMPyP solution
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