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1. Uvod

Povrchem zesilend Ramanova spektroskopie, bézné zndma pod zkratkou SERS, je
analytickd technika, kterou lze povazovat za jakési rozSifeni bézné Ramanovy
spektroskopie. Jedna se o velmi selektivni a zaroven citlivou metodu. Vysoka citlivost je
dana pomoci zesileni Ramanova rozptylu molekul, které jsou adsorbovany nebo se
nachazeji v blizkosti plasmonického kovu, kterym miize byt naptiklad zlato nebo stiibro.
Diky této metodé je mozné detegovat jedinou molekulu. Stava se tak v misteh s velmi
silnym zesilenim signalu, ktera se nazyvaji ,,hot spots”. Tato vibra¢ni spektroskopie se

vyuziva hlavné pti chemické analyze a pii studiu biomolekul.

Je n€kolik zpisobt, jakymi se daji vzorky zkoumat. V této praci byla analyza
provadéna pomoci stiibrné vrstvy na sklenéném substratu, kterd zaruCovala dostatecné
zesileni signalu. Ptipravené stiibrné vrstvy byly postupné modifikovany. Béhem posledniho
kroku modifikace byl imobilizovan avidin, ktery byl také pfedmétem zkoumani
v ptedlozené praci. Dulezitost avidinu spo¢iva v jeho interakci s modifikovanym biotinem,
¢imz vznika moznost aplikace takto ptipravenych vrstev napiiklad pii detekci diagnosticky

vyznamnych proteint.

Teoretickou ¢ast otevira kapitola vénovana obecnému tvodu do molekulové
spektroskopie, pozornost je pak zaméfena na Ramanovu spektroskopii. Hlavni ¢ast prace se
zabyva povrchem zesilenou Ramanovou spektroskopii, kde jsou popsany mechanismy, na
kterych tato spektroskopie pracuje, SERS aktivni povrchy a aplikace samotné
spektroskopie. V experimentalni ¢asti jsou popsany pristroje, které byly béhem prace
vyuzity a jsou zde popsany vysledky, ke kterym se doSlo. Hodnoty jsou reprezentovany

prevazné pomoci grafl a spekter, diky ¢emuz jsou vysledky ptehledné.



2. Teoreticka ¢ast
2.1 Molekulova spektroskopie

Molekulovou spektroskopii se dd nazvat soubor metod, které sleduji interakci
elektromagnetického zatreni s analyzovanou molekulou. Podstatou je studovani nastalych

jevu za ucelem identifikace nebo urceni struktury latek. [1]

Mezi techniky molekulové spektroskopie se fadi metody, které vyuZzivaji méteni
absorpce €1 emise elektromagnetického zéateni v ultrafialové az mikrovinné oblasti. Tyto

metody lze déle ¢lenit podle:

a) Zmeén, ke kterym dochazi pti interakci molekul s elektromagnetickym zatenim
b) Spektralni oblasti zafeni pouzitého k analyze
c) Toho, zda k méfeni vyuzivame zatfeni absorbovaného molekulami nebo zatreni

emitovaného

2.1.1 Spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti spektra
(UV/IVIS)

UV/VIS spektroskopie je zalozena na absorpci ultrafialového a viditelného zareni
ze spektra 200 — 800 nm. Pii absorpci nastane excitace valenénich elektrond. Latky
pohlcujici ultrafialové zareni (pod 400 nm) se jevi jako bezbarvé, zatimco latky pohlcujici
svétlo viditelné se jevi jako barevné. Barevné latky umoznuji vidét doplitkovou barvu
K barvé absorbované. [2] VInové délky a barvy absorbovaného zafeni uvedeny v tabulce

¢. 1.
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Absorbované zareni (nm) | Barva absorbovaného zareni | Barva dopliikova
400-435 Fialova Zlutozelena
435-480 Modré Zluta
480-490 Zelenomodra Oranzova
490-500 Modrozelena Cervenooranzova
500-560 Zelena Purpurova
560-580 Zelenozluta Fialova
580-595 Zlutooranzova Modra
595-610 Cervenooranzova Zelenomodra
610-760 Cervena Modrozelena

Tabulka 1: Soubor doplitkovych barev a piislusnych vinovych délek.

Pii excitaci elektronu muze dojit k nékolika pfechodim:

a)

b)

m — 7 piechod, ktery je mozny v molekulach s ndsobnymi vazbami. Latky, které
jej umoziuji, se nazyvaji chromatofory. Jedna se o ptechod antivazebného
elektronu.

6 — ¢ piechod u slouenin obsahujici jen jednoduché vazby, které jsou velice
pevné a je tedy potieba nejvétsiho mnozstvi energie.

N — =m znali prechod elektronu (navdzaného na atomu ndsobnou vazbou)
nevazebného elektronového paru do antivazebného orbitalu.

1 — & prechod, ktery se vyskytuje u nasycenych slou¢enin s volnym elektronovym
parem.

Pi'echod pfenosu naboje nastane, jestlize dochazi k pienosu elektronu z donoru na

akceptor. Tento pfechod se vyskytuje u anorganickych latek.
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Obr. 1: Zobrazeni elektronovych piechodt v molekule. Prevzato z [2].

2.1.2 Infracervena spektroskopie (IR)

Principem infraCervené spektroskopie je absorpce zafeni molekulami
z infracervené oblasti spektra. Vyuzivané spektrum se nachazi v intervalu 0,78 — 1000 um

(odpovida vino&tu v rozmezi 12800 — 10 cm™) a je rozd&leno do ti oblasti: [2]

1) Blizka infradervena oblast (0,78 — 2,50 um, tj. 12800 — 4000 cm™)
2) Sttedni infradervena oblast (2,50 — 50 um, tj. 4000 — 200 cm™)
3) Vzdalend infradervena oblast (50 — 1000 pm, tj. 200 — 10 cm™)

Infracervené zafeni ma vétsi vinovou délku a niz$i energii nez zatreni z oblasti

UV/VIS, zpiisobuje pouze zmény vibra¢né rotacni.

Pro absorpci IR =zafeni je nutnd zmeéna dipolového momentu molekuly.
S Ramanovou spektroskopii (popsana v kapitole 2.2), u které je nutnd zména

polarizovatelnosti, tak tvoii doplitkové metody.
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2.2 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je spektroskopickd technika zalozend na neelastickém

rozptylu monochromatického svétla, které je obvykle z laserového zdroje.

Neelasticky rozptyl znamena, ze rozptylené zaireni ma jinou vinovou délku nez
zateni dopadajici. Fotony ze zdroje zafeni jsou absorbovany a nasledn¢ reemitovany.
Frekvence reemitovanych fotoni je posunuta nahoru nebo doli vzhledem k ptivodni
frekvenci monochromatického zafeni. Tento jev se nazyva Ramandv rozptyl. Zména
frekvence a tedy i vinové délky poskytuje informace o vibra¢nim i rota¢nim stavu

v molekulach. [3]

2.2.1 Historie Ramanovy spektroskopie

Ramantv rozptyl byl piedpovézen poprvé vroce 1923 fyzikem Adolfem
Smekalem, ale poprvé pozorovan az vroce 1928 Sirem Chandrasekrou Venkatou
Ramanem. Za tento jev, ktery byl pojmenovan po jeho objeviteli, obdrzel v roce 1930

Raman Nobelovu cenu. [4]

Pti ptivodnim pokusu bylo slune¢ni svétlo — tehdy pouzito jako zdroj zéfeni,
zaméfeno na vzorek pomoci teleskopu. Dalsi ¢ocka umisténd u vzorku zachytavala
rozptylené zafeni a pomoci optickych filtrii bylo dokézéno zateni s rozdilnou frekvenci

oproti dopadajicimu slune¢nimu svéthu. [5]

Prvni vyzkum instrumentace zaméfeny na Ramanovu spektroskopii se zabyval
problémem nevyhovujiciho excita¢niho zdroje. Vhodnéjsi lampy (rtutnaté) se podaftilo
sestrojit az ve tficatych letech minulého stoleti. Zasadni rozmach této techniky nastal

Vv Sedesatych letech diky objevu laseru.
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2.2.2 Princip Ramanovy spektroskopie

Tato metoda je zalozena na rozptylu zafeni, které nastane pii kolizi fotonu ze
zdroje zafeni a molekuly vzorku. Soucasn¢ musi dochdzet i ke zméné rotacnich a

vibra¢nich stavt této molekuly. [3]

Vétsina fotonl kolidujicich s molekulou svou energii vilbec nezméni — jedna se o
elastickou kolizi, kterd se nazyvad Rayleighiv rozptyl. Molekula absorbuje zafeni o
frekvenci vp a excitovana molekula vyzafi pfi navratu na zakladni hladinu zafeni o stejné

frekvenci vg jako mél excitaéni zdroj. [6]

Pouze velmi malé mnozstvi fotonii zméni svou energii v zavislosti na interakci
s molekulou zkoumaného vzorku. V tomto pfipadé se jednd o neelasticky rozptyl. Pokud
foton pteda hv kvantum energie molekule vzorku, energie rozptyleného fotonu se zmensi
na h(vo-v) a frekvence rozptyleného fotonu se zmensi na vg-v. Jestlize foton obdrzi energii
hv z molekuly vzorku, energie rozptyleného fotonu vzroste na h(vp.v) a frekvence bude
vo+v. Rozptyl, béhem kterého si foton vyméni energii s molekulou, se nazyva Ramantiv
rozptyl. Podminkou tohoto rozptylu je, aby se pfi vibraci analyzované molekuly ménila jeji
polarizovatelnost (schopnost posouvat naboj v molekule pomoci elektrického pole a
vytvaiet tak indukovany dip6l). Jev, kdy rozptylené fotony maji frekvenci vo-v se nazyva
Stokestv rozptyl. V druhém piipadé€, kdy rozptylené fotony maji frekvenci vp+v se jedna o

anti-Stokestv rozptyl. [3,6,7]
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Anti-Stokes Raman scattering

%%%%%e . .ﬂv%%ab%e Rayleigh scattering

Stokes Raman scattering

Obr. 2: Znazornéni Ramannova a Rayleighova rozptylu zafeni. Pievzato z [9].

Stokestv rozptyl vzniké interakci mezi fotonem a molekulou, ktera je v zdkladnim
stavu, zatimco anti-Stokestv rozptyl vznikd interakci mezi fotonem a molekulou, ktera je
V excitovaném stavu. Protoze jsou molekuly Vv zdsadé v zakladnim vibra¢nim stavu, je

pravé Stokestuv rozptyl mnohem ¢astéji pozorovan a méfen, nez rozptyl anti-Stokestv. [8]

Y W N

hv;

i

Obr. 3: Znazornéni Stokesova a anti-Stokesova Ramanova rozptylu. Pievzato
z [9].
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Jak jiz bylo feceno, podminkou Ramanova rozptylu je polarizovatelnost molekul.
Tato schopnost se vyskytuje u nepolarnich ¢asti molekuly. V Ramanové spektru je tedy
mozné pozorovat intenzivni pasy vibraci nepolarnich vazeb, protoze pti vibracich se jejich

polarizovatelnost vyrazné¢ méni.

K lepsimu porozuméni Ramanova jevu slouzi tzv. klasicka teorie. Tato teorie je
zalozena na indukci dipolového momentu v molekule za pilisobeni oscilujiciho pole

excitovaného zateni. [9]

Tento indukovany dipol vyzafi rozptylené svétlo, které si vymeénilo nebo
nevymeénilo urCitou ¢ast energie se zkoumanou molekulou. Indukovany dipdlovy moment P

je ptimo imérny intenzité elektrického pole E a je vyjadien jako:
P=aE (1)

Koeficient a znaci elektrickou polarizovatelnost — ta urcuje, jak snadno se méni rozloZzeni
naboje. Intenzita elektrické slozky excitacniho zafeni je dana vztahem E = Eocos2zvot,

kde Eoodpovida amplitudé a Vo je frekvence laseru. Z toho vypliva Ze:
P = aEoCos 27zvot (2)

Polarizovatelnost o je mozné rozdélit na polarizovatelnost ap, ktera se nezménila navzdory
molekulovym vibracim a na polarizovatelnost, ktera se zménila skrz molekulové vibrace.

Zavedenim okamzité vychylky harmonického oscilatoru q = Qcos 21t kde g je amplituda

dané vibrace o frekvenci v,ziskame rovnici
oa
a=0,+ — | Qcos2zt (3)
aq J,

Substituci rovnice (3) do rovnice (2) obdrzime rovnici pro indukovany dipélovy moment:

P = a,E, cos(2zv,t) + %(2—8) QE, {cos 27z(v, +v)t + cos 2z(v, —v)t} (4)

16



Rovnice (4) obsahuje tii ¢asti, které prispivaji k indukci dipélového momentu
v molekule interagujici se zafenim. Z rovnice lze vycist tfi rizné frekvence, které dipol

vyzatuje. Emitované zafeni s nezménénou frekvenci agEqC0S(2vot) odpovida Rayleighovu
rozptylu. Tato frekvence je shodna s frekvenci excitatniho zafeni V. Zbylé dvé slozky

odpovidaji Ramanovu rozptylu. Zafeni o nizsi frekvenci (vo-v) odpovida tedy Stokesovu

rozptylu a zafeni o frekvenci vyssi (vp+v) odpovida rozptylu anti-Stokesovu.

Z rovnice (4) téz vypliva, ze pokud ma dojit ke vzniku Ramanovy linie, musi pti

vibracnim pohybu nastat zména polarizovatelnosti. To znamena, Ze musi platit:

oa
— =0 (5)

oq

Rovnici (5) oznaCujeme =za =zakladni vybérové pravidlo pro Ramanovu

spektroskopii.

Ramantiv jev je mozné popsat také pomoci kvantové teorie. Zde je Ramantiv
rozptyl popsan jako dvoufotonovy proces. Nejprve foton z excitaéniho zdroje interaguje
s molekulou, ktera je excitovana do virtualniho stavu. V dal$im kroku dochazi k pifechodu
molekuly na nizsi energetickou hladinu za soucasného vyzateni fotonu o energii, ktera
odpovida tomuto piechodu. Mohou nastat tii moznosti. Pokud se foton 2z virtudlni
energetické hladiny vrati na stejnou pocatecni energetickou hladinu, jedna se o Rayleightiv
rozptyl. Jestlize se foton navrati na vyssi hladinu, nez byla hladina pocate¢ni, hovoii se 0

Stokesovu rozptylu. Je-1i koncova hladina niz$i, nez pocateéni, tak nastal anti-Stokesiv

rozptyl. [9]
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Virtual
states

n Vibrational

states
Y

m
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Obr. 4: Diagram energetickych hladin znazoriujici interakci foton — molekula. Prevzato
z [6].

2.3 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (SERS)

Ve srovnani s jinym spektroskopickymi déji v molekule je Ramantv rozptyl
relativné slaby a ziskat Ramanovo spektrum latek pii nizkych koncentracich je pomérné
obtizné. Velice vyrazného zesileni intenzity lze dosahnout adsorpci molekuly na povrch
nanocastice kovli. Mezi nejbéznéji pouzivané patii zlato a stfibro, Ize vSak pouzit i jiné
kovy (Cu, Pt, Pd). Na tomto principu pracuje SERS spektroskopie. [10] Zkratka SERS se
da vysvétlit dvéma zplisoby. Jednim je Surface enchanced Raman Scattering a druhym je

Surface enchanced Raman Spectroscopy.

Povrchové zesileny Ramaniv rozptyl byl poprvé pozorovan roku 1974
Fleischmanem, kdy byl sledovan pyridin adsorbovany povrchu zdrsnéné stiibrné elektrody.
[11] Ziskany intenzivni signal Fleischman pfi¢ital zvétSenému povrchu elektrody, coz roku
1977 vyvratily dvé na sob&é nezavisle vypracované prace. Prace Jeanmarieho a Van
Duyneho vysvétlovala nezvykle zesileny signal pomoci elektromagnetického mechanismu

a prace Albrechta a Craightona pficitala toto zesileni efektu pienosu naboje mezi kovem a
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na ném adsorbovanou molekulou. [12, 13] AZ o nékolik dalsich let pozdé&ji se ptislo na to,

7e na zesileni Ramanova rozptylu se podileji oba tyto mechanismy.

Vime, ze intenzita rozptyleného Ramanova zéfeni je imérnd druhé mocniné

indukovaného dipélového momentu:
|~P? (6)

Z kapitoly 2.2.2. je znamo, zZe pro indukovany dip6lovy moment plati vztah P = oE. Z toho
vypliva, Ze intenzita zateni, které je rozptyleno molekulou, mtize byt zesileno dvéma

zpusoby:

1. Pomoci zvySeni intenzity elektromagnetického pole E, coz odpovida
elektromagnetickému mechanismu.
2. Zvysenim polarizovatelnosti o, coZ byva ozna¢ovano jako chemicky

mechanismus

2.3.1 Elektromagneticky mechanismus

Elektromagneticky mechanismus je povazovan za zakladni mechanismus SERS
spektroskopie. Faktor zesileni Ramanova rozptylu timto mechanismem je v rozmezi od 10*

az do 10*,

Pfi interakci elektromagnetického zaieni s nanocastici kovu a splnéni rezonancni
podminky Aexc ~Ares dOjde Kk tomu, Ze elektrony kovu za¢nou kmitat se stejnou frekvenci,
jakou ma dopadajici zafeni a tim vznikne oscilujici dip6l. V dasledku nastalé rezonan¢ni
excitace povrchovych plazmonli dojde k zesileni lokalniho elektromagnetického pole, coz

je podstatou elektromagnetického mechanismu.
Velikost oscilujiciho dipolu uréuje dipdlovy moment vztahem:
P=rgE (7

PricemZ r je polomér kovové nanocastice, E je intenzita elektrického pole excitaéniho

zateni a g je faktor zesileni excitaniho zafeni, které je dano vztahem:
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_ &M)—en
- eM)+2em (8)
Kde (1) piedstavuje relativni komplexni permitivitu kovu nano¢astice a &y je relativni

permitivita prostfedi.
Vznikly oscilujici dipol emituje zateni, jehoZz intenzita je dana vztahem:
| = P? (9)

Nejvétsi zesileni intenzity zafeni nastava pii splnéni rezonancni podminky, kdy je faktor
zesileni g nejvyssi. Tedy kdyz pro redlnou slozku komplexni permitivity kovu nanocastice

plati:
e = —2¢,
a pro imaginarni slozku, kterd odpovida mife tlumeni rezonance, plati:
e -0

Z téchto podminek vypliva, Ze velikost zesileni zavisi na typu kovu a Ze ke splnéni
rezonancni podminky pro riizné kovy je potieba rozdilna vinova délka excitacniho zaieni.
Vyhodou nejbéznéji pouzivanych kovi zlata a stiibra (z hlediska dostupnosti lasert) je to,
ze spliuji rezonan¢ni podminku vinovych délek ve viditelné oblasti. Dalsi vyhodou je nizka

hodnota g()), ktera je nutna k vétSimu zesileni intenzity signalu. [14]

K zesileni signdlu neni nutna pfima adsorpce molekuly na kovové nanocastici, ale
S rostouci vzdalenosti intenzita zafeni vyrazn¢ klesa. Pomoci SERS spektroskopie 1ze
pozorovat Ramantv rozptyl i z jednotlivych molekul. Aby to bylo mozné, musi byt
molekula v kontaktu se dvéma nanocasticemi kovu. Jedna se o takzvany dimer. Tato mista
s extrémné velkym zesilenim se oznacuji jako ,,hot spots”. Dalsi zesileni
elektromagnetického pole se vyskytuje v mistech nerovnosti kovového povrchu

nanocastic. [15]
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2.3.2 Chemicky mechanismus

Pomoci chemického mechanismu lze vysvétlit nékteré déje v SERS spektroskopii,
které nedokéaze vysvétlit elektromagneticky mechanismus. V tomto mechanismu dochazi
k dé&ji, pti kterém se zvysi polarizovatelnou molekuly o a podle vztahu P=oE tedy nastane

zesileni signalu.

Na rozdil od elektromagnetického mechanismu je nutné, aby byla molekula
v ptimém kontaktu s nanocastici kovu. Jedna se o druh adsorpce, kdy mezi adsorbatem a
adsorbentem vznika chemickd vazba. Tento jev se nazyva chemisorbce. Kvili silné
interakci molekuly s elektrony kovu se méni vlastnosti molekuly a velice ¢asto dochazi i
Kk pfenosu naboje. Ve vzniklém komplexu tedy osciluje elektron mezi molekulou a kovem.
Aby doslo k rezonancnimu ristu amplitudy oscilaci, musi na komplex piisobit vnéjsi
elektromagnetické zafeni o frekvenci blizké frekvenci téchto oscilaci. Diky tomu dochazi
ke zvétSeni polarizovatelnosti molekuly. Tento mechanismus ptispiva k rastu faktoru

zesileni v rozmezi 10 - 102. [10]

2.3.3 SERS aktivni povrchy

Diky plnéni podminky plazmonové rezonance pro excitani zareni ve viditelné
oblasti, patfi zlato, stiibro a méd’ mezi nejbéznéji pouzivané kovy na piipravu SERS
aktivnich povrchli. Snahou pii piipravé téchto povrchii je pfipravit povrch o znamé
velikosti, tvaru a uspofddani nanocastic. Povrchy pro chemickou analyzu musi byt
homogenni a reprodukovatelné. Mezi nejbéznéji pouzivané¢ SERS aktivni povrchy patti

zdrsnéné kovové elektrody, kovové filmy a kovové koloidy. [14]

2.3.3.1 Zdrsnéné kovové elektrody

Tento povrch je znam od samého zacatku SERS spektroskopie. [11] Nejprve je
povrch elektrody vyhlazen kvili reprodukovatelnosti a ndsledné je zdrsnén béhem nékolika
oxida¢né-redukénich cykla elektrolyzy. Na povrchu vznikaji nerovnosti o velikosti
v rozmezi 25 — 500 nm. Tato velikost je zavisla na n¢kolika faktorech, jako je pocet cyklu
elektrolyzy, preneseném naboji, na vlastnostech elektrolytu atd. Velikou vyhodou elektrod
je moznost nastaveni elektrodového potencialu, ¢imz lze ovlivnit adsorpci analytu.
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2.3.3.2 Kovové filmy

Kovové filmy se ptipravuji napafovanim kovu substrat, kterym byva nejbéznéji
sklo. Velikost nerovnosti se pohybuje kolem 100 — 600 nm a odviji se Vv zavislosti na
ruznych parametrech, jako je rychlost napafovani, teplota substratu béhem ptipravy vrstvy
a tloustka filmu. Dalsi zplisob, jak ziskat nanonerovnosti na filmu je nanasSet kov na

substrat s nerovnostmi na povrchu.

2.3.3.3 Kovové koloidy

Kovové koloidy jsou nanocastice rozptylené ve vod¢€. Jedna se o suspenzi, kde se
velikost kovovych nanoc¢astic pohybuje v fadu desitek nm. Ptipravuji se chemickou redukci

kovovych soli, pomoci laseru ablaci nebo fotoredukei. [16,17,18]

Chemicky zpusob ptipravy za pouziti vhodného redukéniho €inidla je nejbeznéjsi
metodou ptipravy kovovych koloidl. Vznikaji Castice s vyrazné uzsi distribuci velikosti,
nez je distribuce nerovnosti u predchozich zptisobt ptipravy. Velikost nanocastic zavisi na
pouzitém kovu, reduk¢énim cinidle, teploté a koncentraci kovovych iontli. Z extink¢niho
spektra, které se zjistuje pomoci UV-VIS spektroskopie se da zjistit, které excitacni vinové

délky jsou vhodné pro SERS.

V piipadé¢ znecisténi nékterych pouzitych latek mtze zacit koloid agregovat.
Vzniklé agregaty sice mohou poskytovat vétsi zesileni signalu, ale nejsou vhodné pro
reprodukovatelnost SERS méfeni. Cistému koloidu brani v agregaci anionty redukéniho

¢inidla, kterym je obalena kladné nabita kovova nanocastice.

Pti ptipravé kovového koloidu laserovou ablaci se ozafuje kovova folie ve vodé
pomoci pulzniho laseru. Kvili plisobeni laseru se z folie odpafuji nanocéstice kovu a
vznika tak velice Cisty koloid. Diky nepfitomnosti zddnych ¢inidel nehrozi, ze se v SERS
spektru objevi nezddouci pasy. Na velikost ¢astic ma vliv vinova délka pouzitého laseru,

pocet a intenzita pulzl a doba jeho plisobeni.

22



Principem fotoredukce je ozatfovani reakéni smési UV zéfeni, kdy se z organické
latky uvolni radikély a ty pak funguji jako reduk¢ni €inidlo kovovych iontd. Jedna se o

metodu spiSe ojedinélou.

2.3.3.4 Kovové koloidni ¢astice imobilizované na sklenéném
substratu

Problém s agregaci koloidi a tedy i s reprodukovatelnosti méfeni fesi kovové
koloidni ¢astice imobilizované na pevném substratu. Jsou zde spojeny vyhody kovovych
koloidii a pevnych povrchii. Ptipravou téchto povrchi se zabyva napiiklad clanek

Hajdukové a kol. [19]

Vzhledem k velkému vyznamu aplikace koloidnich disperzi v SERS spektroskopii,

jsou rozeberany jejich vlastnosti v dalsich kapitolach.

2.3.4 Aplikace SERS

O SERS spektroskopii se da jednoznacné¢ mluvit jako o multidisciplinarni
analytické metodé. Své uplatnéni nachdzi zejména v piirodnich védach od analytické
chemie, fyzikalni chemie, biochemie az po mineralogii, geochemii a biofyziku. Veliky
vyznam ma rovnéz ve farmacii a Iékafstvi. Dalsi, neméné dulezité vyuziti lze najit

Vv prumyslu a v analyze zneciSténého prostiedi. [14]

Siroka $kala vyuzivani je dana tim, ¢ SERS spektroskopie poskytuje vysokou
specificitu kombinovanou s vysokou citlivosti. Ramanovo spektrum poskytuje informace
Z oblasti otisku palce molekuly, coz mize byt pouZzito pro analytické ucely v Siroké oblasti
vyuziti. ,,Otisk palce* je velice cenny prvek SERS spektroskopie diky kterému tak

poskytuje vice specifické informace nez bézné pouzivané metody.

Velice specifickou aplikaci SERS spektroskopie je detekce jednotlivych molekul
(SM-SERS). Nejvétsi vyzkum a pokrok v SM-SERS oblasti provedli Nie, Kneipp a kol.,
ktefi dosahli faktoru zesileni az 10'. [20] Detekce jednotlivych je stale objektem
intenzivniho vyzkumu. K tomuto mimofadnému zesileni je kliCovy vznik ,,hot spots™. [21]

Vznik téchto mist je spojen a agregaci nanocastic. Timto problémem se zabyval také
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Schenk a kol. vjeho praci bylo dokazano, ze pridanim adeninu po skonceni tvorby
nanocastic dojde k agregaci téchto nanocastic a po 25 minutach nastane maximalni zesileni
Ramanova signalu. [22] Slibnym rozvojem SERS spektroskopie je hrotem zesilena
Ramanova spektroskopie (TERS), ktera se snazi vytvaret ,,hot spots* na kontrolovanych

mistech. [15]

Vyuziti SERS spektroskopie jako biosenzorti je v dne$ni dobé jiz velice dobie
prozkoumano. Diky této metodé je mozné detegovat a identifikovat biomolekuly, u

nékterych z nich Ize urcit i strukturni usporadani.

Mezi analyzami Zivotniho prostifedi se pfi kontrolach zneciSténi vody vyuziva
mobilni SERS spektroskopie, pomoci které je mozné detegovat 1 stopové mnozstvi
nebezpecnych latek latek in situ. Dal$i moznost vyuziti v tomto odvétvi pii analyze vod je

detekce NO, iontu, které svédc¢i o rozsahu znecisténi.

V primyslu  tato metoda hraje dilezitou roli naptiklad pi1 studiu
elektrochemickych systému. Tato technika poskytuje informace o molekulach na rozhrani
pevna latka — kapalina a je tak vhodna pro studium korozi. Studuji se kovy jako Pb, Ag, Fe,
Ni, Co, Cu, Cr, Au a SN.

Zajimavou ulohu SERS spektroskopie lze nalézt pti forenznich analyzach. Diky
nedestruktivnosti této metody ji lze pouzit 1 pfi zkoumani uméleckych dél nebo
archeologickych nalezli. Existuje mnoho dalSich moznych aplikaci SERS spektroskopie,
které nemohou byt pokryty pomoci klasické Ramanovy spektroskopie. Patii mezi né ty

aplikace, které jsou spojeny s ptitomnosti kovového povrchu. [5, 6, 8, 14, 15]

2.4 Disperzni soustavy

Disperzni soustavou oznacujeme systém, ktery obsahuje minimalné¢ dvé slozky,
pfiCemZ je jedna rozptylend ve druhé ve formé castic. Rozptylenou slozku tvofenou
¢asticemi oznacujeme jako disperzni podil a spojitou ¢ast disperze soustavy nazyvame

disperzni prostiedi.
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Heterogenni disperzni soustava se vyznacuje dvéma fazemi, kdy je jedna tvotfena
disperzni fazi a druha faze je tvofena disperznim prostiedim. Lze tak pozorovat fazové
rozhrani. Pokud je disperzni soustava tvofena pouze jednou fazi, jednd se o homogenni
soustavu. Jednofiazovy systém je na pohled stejnorody a nelze pozorovat zadné rozhrani.

[17, 23]

Jednou z moznosti, jak délit disperzni systém, je déleni na zakladé velikosti ¢astic
disperzniho podilu. Velikost castic charakterizuje stupenn disperzity, coz odpovida
prevracené¢ hodnoté primérné velikosti ¢astic. Podle rostouci velikosti dispergovanych

¢astic to jsou analytické disperze, koloidni disperze a hrub¢ disperze.

Analytickou disperzi se nazyvaji ¢astice, které jsou mensi nez 10° m. Tyto &astice
jsou tak malé, Ze je nemlizeme pozorovat ani v elektronovém mikroskopu. Prochazeji
filtranim papirem i membranami. Disperze obsahujici Castice v&tsi, nez je 10° m, ale
zaroven mensi nez 10° m se nazyvaji koloidni. Lze je pozorovat pomoci ultramikroskopu.
Na rozdil od analytické disperze zacinaji koloidni ¢astice pomalu sedimentovat a prochéazeji
pouze ne€kterymi membranami. Soustavy hrubych disperzi obsahuji Castice vétsi, nez je
10° m. Pokud jsou dostatecné velké, tak jsou pozorovatelné pouhym lidskym okem, jinak
lze vyuzit opticky mikroskop. Castice hrubé disperze zachytava filtraéni papir a velice

rychle sedimentuji. [23, 24]

Dalsim zptsobem d¢€leni disperznich systému je d€leni na zakladé distribuce
velikosti ¢astic. VétSina disperznich soustav obsahuje Castice razné velikosti, jedna se tedy
o polydisperzni systém. Opakem jsou monodisperzni systémy, kdy maji Castice stejnou
velikost nebo pouze velice malé rozmezi jejich velikosti. Korpuskularng, laminarné a
fibrilarné disperzni systémy jsou déleny podle tvaru ¢astic. Korpuskuldrné disperzni ¢éstice
se vyznaluji tim, Ze jsou ve vsech smérech piiblizné stejné velké. Céstice tvaru desticek
obsahuji laminarné disperzni systémy. Tvary ty€inek nebo vldken se vyskytuji ve fibrilarné

disperznich systémech. [25]
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2.4.1 Koloidni disperze

Koloidné disperzni soustava obsahuje Castice, které se svou velikosti pohybuji v
rozmezi 10° - 10° m. Koloidni disperze maji veliky vyznam diky svym fyzikaln&
chemickym vlastnostem. Cim je ¢astice mensi, tim je podil povrchovych molekul ku poétu

molekul uvnitt vétsi. Zde se tedy uplatiuji povrchové jevy, jako je adsorpce. [23]

2.4.2 Klasifikace a charakteristika koloidnich disperzi

Podle skupenstvi disperzniho prosttedi a disperzniho podilu Ize koloidni disperze

rozdé¢lit dle tabulky €. 2.

Disperzni prostiedi | Disperzni podil | Koloidni soustavy

plynny netvoii koloidy

plynné kapalny aerosoly
pevny aerosoly
plynny pény

kapalné kapalny emulze
pevny lyosoly
plynny Tuhé pény

pevné kapalny Tuhé emulze
pevny Tuhé lyosoly

Tabulka 2: Druhy koloidnich disperzi.

Podrobngjsi déleni koloidnich systémi je u lyosold — tedy disperze, kde jsou

v kapalném prostiedi rozptyleny pevné ¢astice. Lyosoly se d¢€li do tii skupin:

1) Lyofobni disperze jsou nestalé systémy, které maji tendenci shlukovat se a
nasledné¢ sedimentovat. Pokud je disperzni prostiedi tvofeno vodou,
oznacuji se tyto systémy jako hydrosoly. Disperzni prostiedi tvoiena
organickou latkou se nazyvaji organosoly.

2) Lyofilni systémy jsou stalé roztoky, kde neni nutna stabilizace. Nazyvaji se
také koloidni roztoky.

3) Asociativni koloidni soustavy vznikaji spojovanim rozptylenych povrchové

aktivnich Castic. Takto vznikl¢é utvary se nazyvaji micely. [18, 24]
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2.4.3 Kinetické vlastnosti koloidnich soustav

Diky studiu kinetickych vlastnosti koloidnich systémt lze urcit stupent disperzity

castic. Tyto vlastnosti jsou dany tepelnym pohybem

Vlivem tepelného pohybu dochdzi k nepravidelnym narazim mezi casticemi
disperzniho podilu a disperzniho prostiedi. Vznika tak neusporddany pohyb Castic, ktery se

vvvvvv

mensi jsou Castice disperzniho podilu.

Projevem Brownova pohybu je difuze. Je to schopnost systému vyrovnavat
rozdilné koncentrace dotykajicich se roztoki. K difuzi dochazi ve sméru z prostiedi o vyssi

koncentraci do prostfedi o niz§i koncentraci. [17, 23]

Vlastnost, pfi které dochazi k vyrovnavani tlaka pfes polopropustnou membranu,
se nazyva osmoéza. Pfes membranu mohou proniknout pouze molekuly rozpoustédla.
Rozpoustédlo prechazi smérem do koncentrovangjsiho roztoku, jedna se tedy opacny smér

nez u difuze. [24]

Koloidni ¢astice o urcité hmotnosti se vlivem plisobeni gravitacnich sil usazuji —

nastava sedimentace. K urychleni tohoto déje se vyuziva centrifug a ultracentrifug. [17]

2.4.4 Optické vlastnosti koloidnich soustav

Pti kontaktu elektromagnetického zéfeni s koloidnim systémem dohdzi soucasné
Kk absorpci a rozptylu zafeni. Diky témto vlastnostem lze urCit ptitomnost, velikost a

koncentraci dispergovanych ¢astic.

Absorpce zafeni je spojena s pohlcenim kvanta energie elektromagnetického
zateni o vhodné vinové délce a ndsledného zvyseni vnitini energie molekul soustavy. Aby
doslo k rozptylu svétla (jev, pii kterém je pfijata energie vyzarena do vSech smérti beze
zmény vinové délky), je nutné, aby vlnova délka dopadajiciho elektromagnetického zéateni

byla vétsi, nez velikost dispergovanych ¢astic soustavy. [17, 23]
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2.4.5 Elektrické vlastnosti koloidnich soustav

Kwvili elektrickému néboji na povrchu koloidnich c¢astic nastane pii vlozZeni
elektrického pole na koloidni soustavu v tomto systému pohyb. Pokud je na elektrody
ponofené v koloidnim roztoku pfiveden elektricky proud, nastane jev, ktery se nazyva
elektroforéza. Jde o pohyb nabitych ¢astic. Obdobnym jevem je elektroosmoza, zde se vSak
jednad o pohyb disperzniho prostiedi. Souhrnné tyto jevy nazyvame elektrokinetické. Své
uplatnéni nachazeji v analytické chemii nebo naptiklad pfi odvodiiovani porovitych

materialu. [17, 26]
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3. Experimentalni ¢ast
3.1 Instrumentace

3.1.1 Ramanitv spektrometr

K analyze vzorkii byl pouzit Thermo Scientific DXR Raman microscope. Tento
spektrometr vyuziva excitacni lasery o vlnovych délkach 532 nm, 633 nm a 780 nm.
Rozsah mozného méfeni je od 3500 cm™ do 50 cm™ pro lasery o vlnovych délkach 532 a
633 nm. Pro laser o vinové délce 780 nm je rozsah od 3300 — 50 cm™. Pomér signal $um je
pro laser 532 nm 3000:1, pro laser 633 nm je pomér 900:1 a pro laser 780 nm 750:1.
Maximalni vykony jsou pro jednotlivé lasery 10 mW, 8mW a 24 mW. Pomoci tohoto

spektroskopu lze métit pevné 1 kapalné vzorky.

Expozice byly nastaveny na 32 snimki, pficemzZ se jedna expozice nacitala jednu
vtefinu. U laserdi o vinovych délkach 532 nm a 633 nm byl vykon snizen na 2 mW
Z davodu ztraty signalu. U laseru s vinovou délkou 780 nm byl ponechan maximalni vykon,
tedy 24 mW. Veskeré nastaveni a kalibrace se provadélo pomoci softwaru OMNIC verze 8
(Nicolet, U.S.A)).

Obr. 5: Thermo Scientific DXR Raman Microscope. Ptevzato z [27].
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3.1.2 Elektronovy mikroskop (SEM)

Ke kontrole pfipravenych vrstev byl pouzit elektronovy mikroskop Hitachi SU
6600. Jako zdroje elektroni vyuziva ,,ZrO/W Schottky emission electron source®. Tento
mikroskop dosahuje rozliSeni 1,2 nm pfi napéti 30 kV a 3 nm pfi 1 kV. ZvétSeni dosahuje

10x — 600 000x.

3.2 Priprava stiibrné vrsty

Ptipravy sttibrnych vrstev probihaly podle zptisobu, ktery zavedl Gedanken. [28]

1. Sklicko bylo vlozeno do ultrazvukové banky s 0,05 molarnim roztokem
AgNO; rozpusténého v roztoku voda — etylenglykol.

2. Reakéni smés byla pal hodiny pfedistovana pomoci argonu, aby se
odstranily stopy vzduchu. Nasledn¢ byla banka hodinu ozafovana
ultrazvukem.

3. Béhem prvnich tfech minut ozafovani byl do reak¢éni smési ptidan vodny
roztok 24% NH; (NH3:AgNO3 = 2:1). Mnozstvi amoniaku bylo vypoc¢teno
pro plné utvoteni komplexu [AgNO(NH3),]".

4. Obdrzeny produkt byl promyt vodou, aby se odstranily stopy amoniaku a
nasledn¢ byl promyt etanolem.

5. Kuvili stabilizaci nanosttibra v disperznim stavu byl ke smeési pridan

polyvinylpyrrolidon o koncentraci 3 g-I™.

Metoda byla nasledné modifikovana ptidanim 1-10% mol-L™ 8-aminooktanové
kyseliny a hexylaminu v poméru 1:3. Po promyti byla smés aktivovana pomoci
5-10° mol-L™ NHS a EDC. Nakonec bylo piidano 1-10”° mol-L™ avidinu. Jednotlivé kroky

modifikace probihaly v hodinovych intervalech.
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a-16 5.0kV 6.3mm x45.0k SE

Obr 6: SEM snimek stiibrné vrstvy.

3.3 Zpracovani spekter

Zpracovani spekter bylo ur¢eno dvéma zpusoby: normalizaci spekter a zavedenim

referencniho piku.

1. Normalizace — odeétenim spektra Cité vrstvy od spektra avidinu doslo
k odstranéni spektralniho Sumu.

2. Zavedeni reference — byl vybran spektralni pas 373 cm™, ktery slouzi jako
srovndvaci bod pro porovnani intenzit cilenych spektralnich pasi, zejména
Amidu I, Il a lll. Tento pas zna¢i vazbu mezi linkerem a stfibrnou vrstvou.
Z principu by tedy neméla jeho intenzita zaviset na koncentraci ptidaného

avidinu.
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3.4 Vysledky a diskuze

Pomoci metody SERS byly zkoumany ptipravené stfibrné vrstvy S navazanym
avidinem o riznych koncentracich za ucelem pfipraveni vrstvy s CO mozna nejlepSimi

vlastnostmi pro nasledné vazani dalsich klicovych proteint.

Obr 7: Znazornéni struktury avidinu. Pfevzato z [29].
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Obr. 8: Zobrazeni Ramanského spektra stiibrné vrstvy s navazanym avidinem a barevné

vyznacenymi spektralnimi pasy za ucelem jejich popisu.
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Funk¢ni skupina Udavany vinocet Skute¢ny vinocet

1 -CHy- -CHj; skupina past znaci 2955 — 2915 2931

navazani linkert 2995 — 2940 2962

2880 — 2830 2872

2 Proteinové pasy Amidu I, II, III, 1650 — 1350 1555

znaci uspeésné navazani avidinu 1447

1354

3 -COOH 1190 — 1075 1097
4 R-OH 900 — 800 893
865
5 -NH- 750 — 700 704
6 -NH-CO- 770 — 620 640

Tabulka 3: Tabulka popisujici piky spektra z obrazku ¢. 8. Jsou zde uvedeny funkéni
skupiny, které piky zobrazuji a jim odpovidajici vlnocty jak béZné€ udavané, tak skute¢né

nameérené.

K analyze sttibrnych vrstev byly pouzity lasery o tfech riznych vinovych délkach.
Laser s vinovou délkou 532 nm dokéaze poskytnout nejvétsi vykon zaméfeny na vzorek, ale
v disledku toho se u biologickych vzorkii miize vyskytnout nezadouci fluorescence.
Naopak u laseru s vinovou délkou 780 nm je efekt fluorescence minimalizovan, ovSem za

v v

mezi vykonem a vyskytem fluorescence.

Pfi méfeni vrstev s vyuzitim laseru s vlnovou délkou 532 nm byl vykon postupné
snizovan z 10 mW na 2 mW, kde byl ziskan stabilni signal. Ke ztratam signalu dochazelo
z diivodu poskozovani ptipravené vrstvy vlivem laseru. Obdobny jev nastal pfi vyuzivani
laseru o vlnové délce 633 nm, kde se vykon musel snizit také na 2 mW. P#i pouziti laseru
s vlnovou délkou 780 nm bylo mozné vyuzit maximalni vykon pouzitého laseru, tedy

24 mW.
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Jako prvni laser k méfeni vrstev byl pouzit laser s vlnovou délkou 532 nm.
Ramanovo spektrum c¢isté stfibrné vrstvy je zobrazeno na obrazku 9. Na nasledujicim

obrazku ¢islo 10 je zobrazena totozna sttibrna vrstva s jiz navazanym avidinem.

25000-5 W \A/\

3500 3000 250 2000 1500 1000 500

Raman shift (cm-1)

Obr. 9: Spektrum ¢isté stfibrné vrstvy zméfené pomoci laseru s excita¢ni vinovou

délkou 532 nm.
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Obr 10: Spektrum stiibrné vrstvy s navazanym avidinem zméiené pomoci laseru

S excita¢ni vlnovou délkou 532 nm.

Na spektru s avidinem je nejintenzivngjsi pik s vinogtem 1445 cm™ a intenzitou 91
cps. Pas znaci uspésné navazani proteinu na stiibrnou vrstvu. Druhy, velice intenzivni pik
mé vIno&et 755 cm™ a intenzitu 71 cps. Tento pés signalizuje sekundarni amid. Dalsi dobie
pozorovatelné pasy kolem vIno&tu 1100 cm™ znaéi karboxylové skupiny. Pas z oblasti 448
cm? vznikl diky pritomnosti aromatickych uhlovodiké. Primérna hodnota péti

nejintenzivngjsich pasti (1445,1150, 1085, 755 a 448 cm™) je 44 cps.

K analyze byly pfipraveny &tyfi rizné koncentrace avidinu. Uéelem bylo zjistit,
ktera koncentrace bude poskytovat nejlepsi signal. Navazani avidinu o koncentraci

0,75 mM na stfibrnou vrstvu nebylo dostatecné. Pfi zvySeni koncentrace na 1 mM doslo
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k nartistu signalu navazaného proteinu. Béhem dal§iho zvySovani koncentrace avidinu jiz

k Zadnému ristu signalu nedoslo.
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S
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b5 M Pik X: 1445 cm-1
S 4
a.

2

0 T T T

0,75 1 5 10
Koncentrace (mM)

Graf 1: Graf znazorfujici podil piku (1445 cm™) avidinu o rtiznych koncentracich a
referenéniho piku s vinoétem 373 cm™ za pouziti laseru s excitaéni vinovou délkou 532 nm.

I I I E o
0,75 1 5 10

Koncentrace (mM)

Podil 755/373
O Rr N W A U1 O N 0 O

Graf 2: Graf znazoriiujici podil piku (755 cm™) avidinu o riznych koncentracich a
referenéniho piku s vlnodtem 373 cm™ za pouziti laseru s excitadni vinovou délkou 532 nm.
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' a 755 cm™ byly vybrany k proméfeni

Péasy z grafi o vlnoCtech 1445 cm’
Z diivodu, ze signalizuji navazani avidinu. Dal§im divodem je, Ze jsou velice intenzivni pfi

pouziti vSech tii lasert, se kterymi se pracovalo.

Z podili pasti 1445 cm™ a 755 cm™ s referenénim pasem o vino&tu 373 cm™ byla
odvozena volba koncentrace 1 mM avidinu jako nejvhodnéjsiho. Podil pasu avidinu o

koncentraci 1 mM s referen¢nim pasem je nejvyssi, tim padem lze fici, Ze intenzita pasu

s vinoétem 1445 cm™ a 755 cm™ je také nejvyssi.

Dalsi laser pouzity k proméfeni stiibrnych vrstev byl laser s excitaéni vlnovou

délkou 633 nm.

1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 200

Raman s hift (cm-1)

Obr 11: Spektrum sttibrné vrstvy s navazanym avidinem zmétené pomoci laseru

s excita¢ni vlnovou délkou 633 nm.
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Ramanovské spektrum na obrdzku 11 zobrazuje stiibrnou Vrstvu s navazanym
avidinem o koncentraci 1 mM. Lze pozorovat ndrGst intenzity nejintenzivnéj$iho piku
oproti spektru zméfeném laserem s vinovou délkou 532 nm. Pas ma shodny vinocet (1445
cm™) ale intenzita stoupla z 91 cps na 105 cps. U pasu zna&ici sekundarni amid s vlno&tem
755 cm™ je také moZné pozorovat narlst intenzity signalu na 95 cps. Dalsi intenzivngjsi
pasy pozorovatelné na pasu signalizuji karboxylovou skupinu a aromatické uhlovodiky.

Primé&rna hodnota pé&ti nejintenzivngjsich pasi (1445, 1084, 1067, 755 a 373 cm™) vzrostla

na 54 cps.
6
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Graf 3: Graf znazorfujici podil piku (1445 cm™) avidinu o riznych koncentracich a
referenéniho piku s vlno&tem 373 cm™ za pouziti laseru s excitaéni vlnovou délkou 633 nm.
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Graf 4: Graf znazorfjici podil piku (755 cm™) avidinu o riznych koncentracich a
referenéniho piku s vinoétem 373 cm™ za pouziti laseru s excita¢ni vinovou délkou 633 nm.

Pti pouziti laseru s vinovou délkou 633 nm doslo opét pii zvySeni koncentrace
avidinu ze 0,75 mM na 1 mM K ristu intenzity signalu. Pfi dalSim zvySeni koncentrace
proteinu nedos$lo k jeho vét§imu navazani na stfibrnou vrstvu. Volba 1mM avidinu jako

Vv

nejvhodnéjsi koncentrace byla tedy potvrzena i pro tento laser.

Jako posledni byl k analyze vrstev pouzit laser s excita¢ni vinovou délkou 780 nm.
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Obr 12: Spektrum stiibrné vrstvy s navazanym avidinem zméiené pomoci laseru

S excita¢ni vinovou délkou 780 nm.

Spektrum na obrazku 12 zméfené pomoci laseru s vinovou délkou 780 nm
vykazuje né¢kolikanasobné zvétseni intenzity signalu. Intenzita nejintenzivnéjsiho pasu opét
s vlno&tem 1445 cm™ vzrostla na 912 cps, pfitom u laseru s vinovou délkou 532 nm byla
intenzita 91 cps. Intenzita druhého nejintenzivnéj§iho piku s vlnoftem shodnym pro
viechny tfi pasy (755 cm™) vzrostla na 787 cps. Treti nejintenzivn&jsi pas signalizujici
ptitomnost aromatickych uhlovodiki odpovida vinoctu 453 cm™ a mé intenzitu 708 cps.

Primé&rna hodnota péti nejintenzivngjich pasa (1443,754, 453, 373 a 244 cm™) je 653 cps.
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Graf 5: Graf znazorfjici podil piku (1445 cm™) avidinu o réiznych koncentracich a
referenéniho piku s vinoétem 373 cm™ za pouziti laseru s excita¢ni vinovou délkou 780 nm.
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Graf 6: Graf znazoriiujici podil piku (755 cm™) avidinu o riznych koncentracich a
referen¢niho piku s vinoétem 373 cm™ za pouziti laseru s excitaéni vinovou délkou 780 nm.

Z grafu Cislo 5 a 6 lze vycist, Ze k nejvyssi intenzité¢ signdlu doSlo opét za

Vv
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ze avidin o koncentraci 1 mM se vdze na stfibrnou vrstvu nejlépe. Tato skutecnost byla

potvrzena tfemi lasery s riznymi excita¢nimi vlnovymi délkami.

1400
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M laser 532 nm

Intenzita

600 M laser 633 nm

400 i laser 780 nm

200

1445 cm-1 757 cm-1
Vinocet

Graf 7: Graf znazornujici relativni intenzity signali tii riznych lasert.

Pro lepsi pifehlednost pii porovnavani laserd byl utvofen graf ¢&islo 7. Graf
zobrazuje relativni intenzity signaldi past s vinodty 1445 cm™ a 757 cm™ p¥i pouziti ti
riznych lasert. Je patrné, Ze volba laseru s excitaéni vinovou délkou 780 nm je
nejvyhodnéjsi, nebot’ poskytovany signal je zhruba desetkrat vétsi nez za pouziti zbylych

dvou lasert.

43



4. 7.4avér

Prace se zabyvala studiem stfibrnych vrstev na sklenéném substratu pomoci
povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie (SERS) za ucelem selektivni detekce
fyziologicky aktivnich latek. Stimto zdmérem byly zkoumany stfibrné vrstvy
s imobilizovanym avidinem. Cilem bylo zjistit nejvhodnéj$i koncentraci navazaného
proteinu, ktera bude poskytovat nejlepsi signdl. Dal§im predmétem zkoumani bylo zajistit

nejvhodnéjsi parametry nastaveni pro SERS spektroskop.

Hlavnim z4jmem bylo najit nejvhodnéj$i koncentraci avidinu, kterd zajisti co
nejveétsi jeho mozné navazani. Aby bylo pokryti vrstvy avidinem co nejefektivnéjsi, bylo
zajisténo ne€kolik ptfedchozich modifikaci vrstvy. Z ptipravenych koncentraci avidinu (0,75;
1; 5 a 10 mM) byla jako nejvhodnéjsi urcena koncentrace 1mM. S touto koncentraci bylo

v v

dosaZeno tak vyrazného pokryti sttibrné vrstvy.

Béhem snimani jednotlivych expozic bylo zjisténo, ze dochazi ke ztratdm signalu.
Postupnym snizovanim vykonu laseru byl ziskan stabilni signdl a zjiSténo optimalni

nastaveni SERS spektroskopu pro dalsi méteni, kterymi se zabyvala tato prace.

Experimentaln¢ byla zjisténa nejvhodnéjsi koncentrace avidinu k maximalnimu
navazani na stfibrnou vrstvu. Takto imobilizovany avidin ma pti dalSich modifikacich

vrstvy Siroké spektrum aplikaci.
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5. Summary

The aim of this thesis was to study silver films on glass substrate by the means of
surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS) in order to selectively detect
physiologically active substances. Silver films with immobilised avidin were examined for
this purpose . The goal was to find the optimal concentration of the protein that would
provide the best signal possible. The secondary goal was to reach the optimal settings of an

SERS spectroscope used for this purpose.

The primary goal was to find the optimal concentration of avidin at which it would
bind with the silver film the most. Several modifications of the layer were made in order to
make the avidin coverage as effective as possible. Of the prepared avidin solution
concentrations (0.75; 1; 5 and 10 mM) the solution with concentration of 1mM has shown
the best results. The Raman signal would reach its maximum at this concentration. Both

lower and higher concentrations of avidin resulted in worse coverage of the silver film.

Signal losses were detected during the expositions. A stable signal was achieved
by gradual lowering of the laser wattage. Also the optimal settings for the SERS

spectroscope, necessary for further measurements, was reached.

The optimal concentration of avidin for the purpose of its maximal possible
binding to the silver film was arrived at experimentally. This immobilised avidin has a wide

range of applications if further modifications to its layer are made.
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