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1  Uvod

Teoreticky predpovézeny Ramantv jev byl prvné experimentalné dokazan v roce
1928 vyzkumnou skupinou C. V. Ramana. Ramanova spektroskopie je metoda zalozena
na Ramanové jevu, ktera souvisi s rozdilem vlnové délky dopadajiciho zareni
z excitaéniho laserového zdroje a vlnovou délkou rozptyleného zafeni po interakci se
zkoumanym vzorkem.'! Jedna se o nedestruktivni metodu slouzici k charakterizaci
materiala a identifikaci molekul, ktera nevyzaduje slozitou upravu vzorkt pred méfenim
a umozinuje taktéz méfeni vodnych roztokl, coz z ni dé€la velice rychlou a tGc¢innou
metodu. Jeji vyvoj je uzce spjaty sinfraCervenou spektroskopii a Casto sni byva
spojovana jakozto dopliikova metoda. Nastup Ramanovy spektroskopie pfichazi zejména
s vyvojem prvnich laseri a monochromator, kdy byl vroce 1953 sestrojen prvni
komer¢ni Ramantv spektrometr. Naslednym rozvojem citlivéjSich detektord byla
rozsifena cela Skala jejich aplikaci a vznikaji metody umoziujici méteni analytd i o velmi
nizkych koncentracich. Mezi tyto metody patfi povrchem zesilena Ramanova
spektroskopie objevena v roce 1974 M. Fleischmannem.? Jedna se o metodu vyuzivajici
zesileni intenzity Ramanova signalu prostfednictvim povrchové plazmonové rezonance
plazmonickych kovu. Tento efekt vykazuji nejCastéji kovy jako je stfibro, zlato nebo med’.
Tato metoda muze také existovat v kombinaci s rastrovaci sondovou mikroskopii, kdy se

jedna o hrotem zesilenou Ramanovu spektroskopii.’#>¢.789

Pfi méfeni povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie (SERS) je dulezité
pfipravit vhodny substrat, ktery zprostfedkuje vyrazné zesileni Ramanova signalu.
Pripravou idealniho substratu lze vyladit citlivost SERS az na aroven jedné molekuly
adsorbované na jedné nanocastici. K takovému substratu se lze piiblizit naptiklad
vyladénim velikosti, tvari castic a vzdalenostmi mezi nimi na povrchu substratu.
V porovnani sférickych a anizotropnich nanocastic budou prave anizotropni nanocastice
jako jsou trojuhelniky, nanohvézdy nebo krychlicky zesilovat Ramantv signal mnohem
vice, a to z duvodu tvorby aktivnich mist neboli tzv. , hot , spots™ na jejich povrchu.
Dulezita je také stabilita a reprodukovatelnost daného substratu, pfipadné jeho

rovnomérnost, aby vykazoval nizkou odchylku v zesileni signalu,'%!-12.13

Tato prace je zalozena na studiu pfipravy celulosovych substratd, které jsou snadno

pripravitelné a ekologické. Nanocastice stfibra pouzité k naneseni na nosné substraty byly



ptipraveny redukci dusi¢nanu stfibrného tetrahydridoboritanem sodnym, stabilizovany
dihydratem citronanu sodného a modifikovany riznymi ptidavky peroxidu vodiku.
Testovani SERS aktivity pfipravenych substrati bylo nasledné provedeno na modelovém
analytu — adeninu o koncentraci 10 mol'l™!. Pfi méteni byly vyuzity lasery o vinovych
délkach 455; 532; 633 a 780 nm. Na zakladé vysledk méfeni byl vybran nejefektivnéjsi

substrat, ktery byl pouzit pro detekci riznych koncentraci malachitové zeleng.



2  Teoreticka cast

2.1 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je nedestruktivni rotacné—vibracni metoda slouzici
pro charakterizaci materialt a identifikaci molekul, které maji sva specificka spektra. Je
zalozena na neelastickém rozptylu elektromagnetického zareni pii interakci s molekulami
meéfeného vzorku, ktery nazyvame jako Ramanuv rozptyl. B€hem interakce svételného
zateni s molekulou muze dochazet bud k absorpci nebo rozptylu svétla, ale taktéz vSak
dana molekula nemusi s dopadajicim zafenim vibec interagovat. Jednotlivé energetické

hladiny jsou popsany pomoci zjednoduseného Jablonskiho diagramu (viz Obr. 1)

Pokud mé foton dopadajiciho zafeni dostatecnou energii odpovidajici energetickym
rozdilim mezi dil¢imi molekulovymi stavy, maze dojit k jeho absorpci. Pfi tomto procesu
molekula prechazi ze zékladniho nebo niz§iho excitovaného stavu do wvyssiho
excitovaného stavu. Po uplynuti urcité doby dochazi k emisi fotonu molekulou
v zavislosti na zivotnosti daného vybuzeného stavu. Emise fotonu potom odpovida
rozdilu energii, kdy se molekula vraci do svého zékladniho stavu nebo do nizsi
energetické hladiny. Pfi procesu rozptylu svétla mize dochazet k Rayleighovu
nebo Ramanovu rozptylu. Rayleightiv rozptyl svétla je zptsobeny elastickymi srazkami
foton s molekulami, coz znamena, Ze po prob&hnuti procesu rozptyleni zafeni je energie
molekularniho systému stejna jako na zac¢atku. Po dopadu fotonu tedy dochazi k excitaci
molekuly do virtualni energetické hladiny a pfi nasledné deexcitaci molekula prechazi
zpét do zakladniho vibra¢niho stavu a vyzafi foton o stejné energii jakou mél foton, ktery
byl molekulou pivodné€ absorbovan. Rayleightiv rozptyl proto nenese zadnou analytickou
informaci o zkoumané molekule a je nutné ho odfiltrovat pied dopadem
na detektor, jelikoz jeho intenzita je mnohonasobné vyS$s§i nez intenzita neelastického

rozptylu zéafeni, ktery by tak mohl byt zastinén.”'*!3

V Ramanové spektru l1ze taktéz pozorovat dva typy symetricky rozlozenych linii
kolem Rayleighova rozptylu. Mezi tyto dvé linie patii Stokestv a anti-Stokesuv rozptyl,
které jsou pro Ramanovu spektroskopii stézejni a vzdy nesou analytickou informaci
o zkoumané molekule. Behem Stokesova rozptylu dochézi nejprve k excitaci molekuly

ze zakladniho vibra¢niho stavu po interakci s dopadajicim zafenim do vysSiho



energetického stavu a nasledné molekula emituje foton o nizsi energii, nez mél foton
budiciho zafeni. Molekula se nevraci zpét do zakladniho vibra¢niho stavu, ale zistava
na vySsi energetické hladin€é. Zaroveni se mald ¢ast molekul podle Boltzmannova
rozdéleni 1 za laboratornich teplot jiz vyskytuje ve vysSich vibracnich energetickych
hladinach a po interakci s elektromagnetickym zafenim emituji foton s vysSi energii.
Po relaxaci se molekula opét vraci zpét na zakladni vibracni hladinu. Tento proces
nazyvame anti-Stokestiv rozptyl, ktery ma proto zrozptylovych procesi nejnizsi
intenzitu. Jelikoz tyto efekty vétsinou zahrnuji pfechody mezi hladinami vibracni energie
stejného elektronového stavu, patfi Ramanova spektroskopie mezi vibracni a poskytuje
tak informace o vibracnich a rotacnich stavech molekul diky detekci neelastického

Ramanova rozptylu.”!+15
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Obr. 1: Zjednoduseny Jablonskiho diagram popisujici rozptylové procesy Ramana
a Rayleigha'

2.1.1 Historie

Vyvoj Ramanovy spektroskopie je uzce spjaty s pocatky infraervené
spektroskopie, avSak jeji vzestup za ni vyrazn€ zaostaval hlavné v disledku technickych
obtizi. Nejdulezitejsi udalosti pro Ramanovu spektroskopii byl nastup a rozvoj laseru,

diky ¢emuz bylo mozné rozsifit jeji vyuziti i mimo laboratofe do primyslu.’

Obecné se ma za to, ze teoretickou predpovéd Ramanova rozptylu ucinil rakousky

teoreticky fyzik A. Smekal v roce 1923. Experimentalné dokazali tuto pfedpoveéd jevu,
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ktery spoc¢iva ve zméné vinové délky rozptyleného monochromatického svétla, potvrdit
v roce 1928 C. V. Raman a jeho student K. S. Krishnan pii hledani obdoby Comptonova
jevu. C. V. Raman ve své prvni zpraveé uvedl, ze pozoroval depolarizaci vody v zavislosti
na vlnové délce, ktera se ménila o 13,2; 10,2; 11,5; 15,3 a 21,7 % pro Cervené, zluté,
zelené, modré a fialové svétlo. O par let pozdéji pozoroval K. S. Krishnan slabou
fluorescenci pfi prachodu svétla riznymi kapalinami (vodou, étherem, acetaldehydem
nebo jednosytnymi alkoholy). Pokusy o prokazani této slabé fluorescence nebyly uspesné
pro jeji nizkou intenzitu, avSak s pouzitim laseru bylo dokazéano, ze u pouze velmi malého
zlomku svétla (1 mocnina ze 108) dochazi pfi rozptylu ke zméné frekvence. Rovnéz
nezavisle na vyzkumné skupin€¢ C. V. Ramana experimentalné prokazali Ramanuv jev
také védci z Ruska G. S. Landsberg a L. I. Mandelstam. Za jeho objev byla vSak ocenéna
pouze prvni vyzkumna skupina, kdyz byla C. V. Ramanovi v roce 1930 udélena Nobelova
cena za fyziku jako uznani tohoto uspéchu a stal se tak druhym Indem, ktery ziskal

toto ocenéni. Tento objev byl také jako pocest pojmenovan po C. V. Ramanovi.'*?

Prvni komer¢ni Ramantv spektrometr byl vSak sestrojen az v roce 1953 po vyvoji
prvniho monochromatoru. Jako zdroj zafeni byla pouzita rtut’ s vinovou délkou 435,8 nm.
Diky tomuto spektrometru bylo mozné jiz v této dobé identifikovat vice nez 40 000
slouCenin. Pouzity zdroj vSak ztézoval aplikaci hlavné pro barevné roztoky, které
intenzivné absorbovaly toto svételné zareni, proto vynalez laseru v roce 1960 a jeho
pouziti jako zdroj zafeni v Ramanovych spektrometrech znamenal velky pokrok v tomto
sméru vyzkumu a umoznil rychlejsi a reprodukovatelngjsi pouziti Ramanovy
spektroskopie. Nasledné bylo vroce 1974 vyvinuto zafizeni vyuzivajici propojeni
mikroskopu s Ramanovym spektrometrem, coz umoznilo rozSifeni vyuzitelnosti
Ramanovy spektroskopie pro mapovani povrcht. Dilezitym krokem bylo taktéz pouziti
CCD (Charged Coupled device) detektorti z divodu slabé intenzity Ramanova signalu.
Pouzitim CCD detektort byla rozsifena cela skala aplikaci a byly vyvinuty dalsi varianty
Ramanovy spektroskopie. Jednou znich je pravé povrchem zesilena Ramanova
spektroskopie, ktera naSla své vyuziti pii méfeni velmi nizkych koncentraci analytt

s moznosti detekce az na trovni jednotek molekul.*
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2.1.2 Zakladni princip Ramanovy spektroskopie

Jak jiz bylo uvedeno vySe, Ramanova spektroskopie se oznacuje jako vibracni
spektroskopicka technika a Casto byva spojovana s infracervenou spektroskopii, jakozto
doplnkova metoda. Tyto dve techniky se rozlisuji na zakladé fyzikalniho pavodu. Zatimco
IR absorpce si zaklada na pfimé absorpci fotonu v infraervené oblasti za iCelem excitace
vibra¢niho kvanta, tedy procesu absorpce jednoho fotonu, v Ramanové spektroskopii

probiha vibraéni excitace prostfednictvim procesu dvoufotonového rozptylu.®

Dulezitym prvkem je také symetrie molekuly, ktera urCuje, zda budou vibrace
aktivni v Ramanové nebo infracervené spektroskopii. Jestlize ma molekula stred
symetrie, vibrace bude aktivni bud’ v infraCervené nebo Ramanové spektroskopii.
Schémata popisuyjici aktivni vibrace v IR a Ramanové spektru jsou znazornény (viz Obr.
2). Pokud je tedy vibrace aktivni v Ramanové spektru, nebude aktivni v IR spektru
a naopak. Za laboratorni teploty se témét vSechny molekuly vyskytuji v nejnizsi vibracni
energetické hladin€ charakterizované vibraénim kvantovym cislem (v = 0).
Mezi nejpravdépodobnéjsi prechody pak patii prechod ze zakladni vibrac¢ni hladiny
do prvni excitované vibracni hladiny (v = = 1). Tyto pfechody jsou oznacCovany jako
fundamentélni, jimz odpovida hodnota fundamentalni frekvence. Pfechody spojené
s excitaci do vysSich vibracnich hladin jsou méné pravdépodobné a jsou piiblizné
nasobky fundamentalni frekvence (ve skuteCnosti jsou ¢astecné nizsi, jelikoz s vys§imi
hodnotami vibra¢niho kvantového &isla dochazi ke zhustovani energetickych hladin).

Tyto vibracni hladiny nazyvame overtony neboli vyssi harmonické frekvence.”!”

Totally symmetric Asymmetric
Center of symmetry vibration vibration

~/ /—
- =0 =0 —» e 1)
Raman active IR active

Obr. 2: Aktivni vibrace v IR a Ramanové spektru a stiedy symetrie molekuly H> a CO"
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Fundamentalni vibrace jsou v Ramanové spektroskopii silné, zatimco overtony
byvaji mnohem slabsi, avSak ne vSechny fundamentalni vibrace mohou byt
zaznamenatelné v Ramanove spektru. Intenzita konkrétniho vibracniho pasma totiz zavisi
na stupni polarizovatelnosti na rozdil od infracervené spektroskopie, kde je nutna zména
dip6lového momentu molekuly béhem vibrace. Pokud tedy vibrace vyrazné¢ nezmeni
polarizovatelnost, potom bude intenzita Ramanova rozptylu velmi nizkd a naopak.
Zpravidla u symetrickych valen¢nich vibraci nedochazi ke zméné dipélového momentu
atato vibrace nebude aktivni v IR spektru, ale bude aktivni v Ramanové spektru. Zakladni

vibra¢ni pohyby molekul jsou znazornény na obrazku (viz Obr. 3).571617

Stretching
0=—Q ‘\\//’ V
\ - J
Symmetric Asymmetric

Bending and deformation
Y Y ¥ Y Y
Scissoring Wagging Rocking Twisting Torsion

Obr. 3: Zdkladni vibracni pohyby molekul’

Polarizovatelnost molekuly je mira deformovatelnosti elektronového obalu vlivem
vnéjsiho elektrického pole, kdy v dasledku interakce svétla s hmotou dochazi k indukci
elektrického dipolu v molekule, jelikoz se polarizuji atomy. Béhem interakce
s elektromagnetickym polem se totiz pfemisti centrum zaporného naboje z atomovych
jader (viz Obr. 4). V ptipadé Rayleighova elastického rozptylu lze polarizovatelnost
povazovat za statickou, ktera se neméni s Casem, v dusledku cehoz je frekvence
rozptyleného  elektromagnetického  zafeni  totozna s frekvenci  wvnéjSiho
elektromagnetického pole. U vibrujicich molekularnich systému vSak dochazi ke zméné
polarizovatelnosti v pribéhu vibrace. To znamena, ze se elektronova hustota rychle

upravuje v zavislosti na pohybu jader.®!
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Without Electric field

With Electric field

Obr. 4: Deformace elektronového obalu molekuly ve vnéjsim elektrickém poli’®

Jelikoz jsou dané vibrace charakteristické pro kazdou molekulu, muzeme
proto vibracni spektra povazovat za ,molekularni otisk® zkoumané anorganické,
organické nebo biologické molekuly, pfipadné slozit€jSich systémd, jako jsou napf.
biologické buiky nebo tkan€. Typickymi vazbami, které lze v Ramanové spektru
spolehlivé zachytit jsou vazby s w-elektrony (napt. C = C). Naopak vysoce polarni vazby
(napt. -OH) byvaji slabé.®’

2.2 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (SERS)

Povrchem zesilenda Ramanova spektroskopie je velice uU¢inna nedestruktivni
vibrani spektroskopicka metoda, ktera ma schopnost rozsifit citlivost Ramanovy
spektroskopie na uroveri jedné molekuly diky zesileni Ramanova signalu az o nékolik
fadi pomoci adsorpce molekul na zdrsnéné povrchy nékterych kovu. Tento efekt byl
poprvé pozorovan v roce 1974 M. Fleischmannem, P. J. Hendrou a A. J. McQeuillanem
pii studiu adsorpce pyridinu na elektrochemicky zdrsnéné stiibrné elektrodé.? Zpocatku
se tento jev spojoval s narustem plochy povrchu kovu béhem redoxnich reakci, ale
pozdé&ji bylo zjisténo, ze takto silny rist Ramanova signalu nezavisi pouze na zménach

na povrchu kovu.?®

Celkové zesileni Ramanova signalu v SERS je dano predev§im prostfednictvim
interakce elektromagnetického =zareni skovy, béhem které dochazi k zesileni
elektromagnetického pole skrze excitace znamé jako povrchova plazmonova rezonance.

Jedna se o vychyleni elektronového mraku, ktery se chova jako oscilator a kmita
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tak s urcitou frekvenci vlivem plsobeni elektrické slozky elektromagnetického zafeni
(viz Obr. 5). Tato vlastnost nastava pouze u plasmonickych nanocastic kovt diky omezeni
prostoru pro pohyb elektrond. Termin povrchové zesilena Ramanova spektroskopie 1ze

velmi dobfe popsat tfemi zakladnimi prvky tohoto jevu:

1. Povrch: SERS je metoda povrchové spektroskopie a je potfeba zarucit, aby
se zkoumané molekuly navazaly na povrch kovového substratu nebo musi byt

alespon v jeho tésné blizkosti.

2. Zesileni: Jak jiz bylo feCeno vySe, zesileni signalu je dano povrchovou
plazmonovou rezonanci v kovovém substratu, a proto je pro SERS aplikace
dilezité vyuziti kovovych nanostruktur. Uplatiuji se zde substraty od kovovych

koloidii v roztoku az po rizné substraty pfipravené napt. nanolitografii.

3. Raman: Technika spocCivajici v méfeni Ramanovych signali molekul, ktera se
zabyva studiem neelastického rozptylu svétla. Poskytuje zakladni informace

o rota¢nich a vibracnich stavech molekul.'**°

Electric field

Obr. 5: Schéma popisujici efekt povrchové plazmonové rezonance’
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Vyhodami povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie jsou ostré piky ve spektru
o vysokém rozliSeni, které mohou napomahat simultdnni multikomponentni analyze,
dale neinvazivni povaha metody, jednoduchost pfipravy vzorku s moznosti méteni
vodnych roztokt diky nizké intenzit€ Ramanova rozptylu pro vodu a taktéz manipulace
se vzorkem, rychlost analyzy, identifikace méfenych vzorka a pienositelnost zafizeni.
Velkou vyhodou je také méfeni tenkych povrchovych filma, pevnych vzorkt a krystala
1 ve velmi malém mnozstvi mefené latky. Hlavnimi omezenimi SERS jsou pozadavky
na blizky kontakt substratu s méfenym analytem, mozna degradace substrati, problémy
se selektivitou, homogenita substratu nebo opétovné pouziti. Celkova vSestrannost
a jednoduchost SERS tak muze byt vyuzita v Siroké Skale oblasti. Napftiklad spektra
zaznamenana pii meéfeni riznych koncentraci analytd mohou byt vyuZzity pro analyzu
potravinaiskych vyrobkd. Muze také poskytovat detailni strukturni charakterizaci
riznych materialti jako jsou uhlikové nanotrubicky nebo polymery. S vyuzitim zlatych
a stfibrnych nanocastic byla tato metoda uplatnéna také jako analyticky nastroj
pro detekci  bakterii. Své wvyuziti naSla 1 voblastech elektrochemie,
biochemie a medicing, napfiklad pfi detekci a stanoveni biomarkert, které souviseji

s Alzheimerovou chorobou.!*!1¢-2!22
2.2.1 Mechanismy zesileni Ramanova signalu

Metoda povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie kombinuje vyhody
plazmoniky 1 Ramanova rozptylu. Vyuziva vysoce lokalizované povrchové plazmonové
rezonan¢ni pole (LSPR), které muze za spravnych podminek existovat na povrSich
kovovych substratil, ke zvysSeni signalu Ramanova rozptylu molekul, jez se vyskytuji
na povrchu kovovych substrath nebo vjejich tésné blizkosti (fadové jednotky
nanometrl). Mezi nejdilezitéjsi aspekty této metody patii urCeni o kolik mize byt tento
signal zesilen. Jinymi slovy to znamena, ze je potieba védét jaka je hodnota zesilovaciho
faktoru a jaky je jeho fyzikalni ptivod. Zesilovaci faktor je velmi dulezitym prvkem jak
pro vyzkum, tak pro riazné SERS aplikace. Pfi porovnavani teoretickych predpovédi
s experimentalné naméfenymi hodnotami se ale objevuje fada problému, které se
promitaji do sirokého rozptylu hodnot uvadénych v literatuie od ~10 do ~10'°v zavislosti
na rozdilech mezi riiznymi substraty. Proto je dulezité presné definovat zesilovaci faktor

SERS %
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Existuji dvé ruzné definice, respektive dva rizné pohledy na vysvétleni

zesilovaciho faktoru:

1. Analyticky pohled: Tento pfistup je nejjednodussi a nejvice intuitivni. Rik4 nam, ze
pro koncentraci analytu crs je Ramanuv signal /zs. Za identickych experimentalnich
podminek, jako je vinova délka laseru, vykon laseru atp. a za stejnych podminek
ptfipravy poskytuje nyni stejny analyt na SERS substratu (pfipadné o jiné

koncentraci csgrs) signal Isers. Zesilovaci faktor potom definujeme jako:

AEF = ISERS/CSERS 1)

IRs/CRrs

Tato definice pfedpoklada, Ze Irs a Isirs se linearné meéni s hustotou dopadajiciho
zafeni a koncentraci molekul crs. U barviv je poté potieba zajistit, aby nedochézelo
k molekularni agregaci nebo absorpci, Cemuz piipadné muize zabranit snizeni koncentrace
analytu a také zvoleni vhodnych podminek (napt. zvoleni vhodné vinové délky laseru),
tak aby nedochazelo kintenzivni fluorescenci. Témto nezadoucim efektim lze také
zpravidla predchazet snizenim koncentrace analytu. Analyticky zesilovaci faktor je velmi
zavisly na adsorp¢nich vlastnostech sondy (typicky SERS analyt, napt. benzotriazol),
koncentraci analytu csgrs, respektive na pokryti povrchu substratu a na ptiprave vzorku.
AEF je spiSe vhodné pro ptipad SERS aktivnich kapalin, tedy koloidnich roztoki,

na rozdil od planarnich SERS substratt.

2. Experimentalni pohled: Nevyhodou analytického pfistupu je, ze ignoruje SERS
jako povrchovou spektroskopii, coz znamena, ze pouze adsorbované molekuly
prispivaji k zesileni Ramanova signalu. Tuto nevyhodu lze eliminovat pouzitim

nasledujici definice pro faktor zesileni substratu SERS:

SSEF = ISERS/NSurf’ @)

Irs/Nyol
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kde Nioi = crs x Vje prumémy pocet molekul v rozptylovém objemu J
pro Ramanovo méfeni (bez SERS) a Nsuy je prumémy pocet adsorbovanych molekul
ve stejném rozptylovém objemu pro méfeni SERS. Tento vypocet se obvykle povazuje
jako nejlepsi odhad praimeérného faktoru zesileni pro dany SERS substrat. Tato definice
pracuje s omezenim pouziti rovnice, kdy je pokryti povrchu mensi nez jedna monovrstva,
protoze SERS efekt je zavisly na vzdalenosti, a proto jsou obvykle Ramanovy signaly
druhé a dalSich monovrstev sniZzeny. Toto omezeni tak zajistuje, Ze primérna intenzita
SERS je umérna primérnému poctu adsorbovanych molekul a je nezavisla na Nz, cozZ
by neplatilo na delSi vzdalenost, nez je tloustka jedné monovrstvy. To ale nemusi byt

omezenim, protoze v mnoha aplikacich je zdjmem velmi nizkéd koncentrace zkoumané

latky. >
2.2.2 Elektromagneticky a chemicky jev

Zesileni Ramanova signalu vyrazné zavisi na vlastnostech budiciho laseru (napf.
vlnova délka laseru, polarizace a smér dopadu) a také na vlastnostech okolniho prostfedi
a optickych vlastnostech SERS substrati. Mezi nejCast€ji pouzivané substraty patii
stiibrné a zlaté nanocastice o velikosti desitek nanometrt, hroty o velikosti nanometrq,
hrany a strukturované povrchy s otvory, dutinami, hrbolky, drazkami nebo vybézky
o rozmérech nanometrti, protoze nejlépe podporuji povrchovou plazmonovou rezonanci.
Zakladnim popisem celkového zesileni Ramanova signalu zodpovédného za vynikajici
citlivost povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie, je kombinace dvou

mechanismg. 112

Prvnim je elektromagneticky jev, ktery je zodpovédny za velmi vysoké zesileni
Ramanova signadlu. Dominantnim mechanismem je vlastnost lokalizovanych
povrchovych plazmont v plazmonickych nanomaterialech, které mohou byt excitovany
dopadajicim elektromagnetickym zafenim, jehoz energie muze byt nasledné soustiedéna
v nanoméfitku, tedy na hranach, hrotech nebo Stérbinach, coz mé za nasledek zvySeni
intenzity elektromagnetického pole az o né€kolik fadia (muze dosahnout faktoru zesileni
az 10%). Podminkou pro ziskani zesileného signalu je frekvence laseru odpovidajici
frekvenci povrchové plazmonové rezonance. Maximalni zesileni 1ze dosahnout pfi vzniku

tzv. ,hot spots“, které nejCastéji vznikaji, pokud se nanocastice dostanou do velmi
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blizkého kontaktu, tedy do vzdalenosti v fadu maximalné nékolika jednotek nanometrt
(viz  Obr. 6). Ve srovnani spovrchem sférické nanoCéastice je intenzita
elektromagnetického pole v ,hot spots“ nékolikanasobné vyssi. Tyto mista tedy
nevznikaji pouze pfi blizkém kontaktu nanocastic, ale prave
také na hranach, hrotech nebo §térbinach anizotropnich nanocastic jako jsou trojuhelniky,

nanohvézdy nebo krychlicky.!%11.12

Electron cloud

N\

Metal sphere
Enhanced electromagnetic field

Q—Lb
/\/\ﬂ I =
N/ Enhancement Factor

Incident laser Raman scattering

Metal sphere

Obr. 6: (A) Zesileni elektromagnetického pole prostiednictvim povrchového plazmonu,
(B) Ilustrace vzniku ,, hot spots “!°

Teorie elektromagnetického jevu nedokaze vysvétlit rizné velikosti zesileni
Ramanova rozptylu mezi riznymi vibracnimi mody, proto byla navrzena také teorie
chemického jevu (viz Obr. 7). Tento mechanismus je spojeny s prenosem elektrického
naboje, kdy v zasadé existuji tii rizné mechanismy prenosu naboje jako je rezonancni
prenos elektronli, pfenos elektronli z molekuly do kovu a prenos elektroni z kovu
do molekuly. Dale je spojeny s hybridizaci nebo s jinymi interakcemi mezi molekularnim
adsorbatem a povrchem nanocastice kovu, coz vede k vétsi polarizovatelnosti a tim tak
ke zvySeni Ramanova rozptylu. Zesileni signalu mize dosahovat hodnoty zesilovaciho
faktoru az 10° pro modelovy kovovy molekulami systém. Obecné mohou k chemickému
zesileni signalu prispivat dva mechanismy. Prvnim je nerezonancni prispévek, ktery je
charakterizovany chemisorp¢nimi interakcemi mezi molekulou a substratem v zakladnim
stavu bez vytvoreni nového elektronového stavu, tedy bez excitace. Nicméné takova
interakce muze vyvolat znatelnou geometrickou a elektronovou zménu ve struktuie

molekuly. Druhy piispévek je efekt pfenosu rezonan¢niho néaboje, ktery zavisi na vinové
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délce budiciho zafeni a pfinasi vytvoreni stavu prenosu naboje ve sméru kov—molekula
nebo molekula—kov na zakladé¢ polohy Fermiho hladiny v kovu a HOMO/LUMO
(nejvyssi obsazeny/nejniz$i neobsazeny molekulovy orbital) orbitald molekuly.
K pfenosu naboje dochazi, pokud jednotlivé energetické rozdily mezi orbitaly a Fermiho
hladinou odpovidaji energii pouzitého laseru. Nejvétsiho efektu se pak dostava pii
prenosu naboje do/z hladin v blizkosti Fermiho hladiny kovu. Chemicky jev obecné
zpusobuje zmény v Ramanové spektru spojené s polohou a tvarem spektralnich Car

v dasledku modifikace molekularni struktury napfiklad pfi vzniku novych chemickych

vazeb na povrchu adsorbentu.'*'?
Analyte
7 vt X
9 i3 @
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Obr. 7: Chemické zesileni signdlu prostiednictvim prenosu elektronii’

2.2.3 Dalsi moznosti zesileni Ramanova signalu

I pres veskeré vyhody oproti infraervené spektroskopii je spontanni Ramantv
rozptyl velmi slaby, a proto se vyvinulo mnoho dalsich technik rozsifujicich Ramanovu
spektroskopii. Mezi tyto techniky patii jiz vySe diskutovand povrchem zesilena
Ramanova spektroskopie (SERS), dale hrotem zesilenda Ramanova spektroskopie
(TERS), stimulovany Ramanuv rozptyl (SRS) a koherentni anti-Stokestiv rozptyl
(CARS).*

SRS zkouma stejné vibracni mody molekul, které mohou byt pozorovany pii

spontannim Ramanové rozptylu, protoze se ale jednd o koherentni proces, umoziuje
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ziskat vyrazné silnéjsi signaly. Zaroveni umoziuje Casové rozlisit jednotlivé vibracni
pohyby. Koherentni rozptyl svétla zahrnuje vice dopadajicich fotond, které mohou
soucCasné interagovat s rozptylujicim materidlem. Historie této techniky je paralelni
s vyvojem laserovych zdroju a vyuZziva se v celé fadé oblasti vyzkumu, jako je naptiklad
fyzika plazmatu, zobrazovani biomolekul v potravinach nebo chemie uvnitf zivych

bunek 2

CARS je proces, ktery zahrnuje Ctyfi fotony a opét dokaze poskytovat mnohem
veétsi mnozstvi signalu. Tato technika se stala dominantnim néstrojem pievazné
pro zobrazovani vibra¢nich méda v molekularni medicing, protoze anti-Stokesovy fotony
jsou modfe posunuty oproti Stokesovym frekvencim, a proto je lze snadnéji detekovat

v pritomnosti jednofotonové fluorescence molekul >

TERS kombinuje chemickou citlivost povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie
a vysoké rozliSeni rastrovaci sondové mikroskopie s hrotem z plazmonického materialu,
diky ¢emuz umoznuje chemické zobrazovani povrchil na rovni nanometrd. Na rozdil od
elektronové spektroskopie a mikroskopickych technik (XPS, SEM, TEM), které vyzaduji
vyuziti vakua, lze TERS pouzivat v okolnim prostfedi a taktéz je vhodna pro meéfeni
vzorki ve vodném roztoku. TERS rozSifuje prostorové rozliSeni Ramanovy
spektroskopie na nanometrové méfitko a vyuziva se pro zkoumani nanostrukturnich
materiald a biologickych vzorki, kde mize poskytovat informace o struktufe a chemii

téchto systému, které nelze ziskat béznymi analytickymi metodami.’
2.3 Obecna piiprava koloidnich materiali a nanomateriali

Ptiprava koloidnich roztokt kovovych nanocastic je jedna z nejdulezit€jSich oblasti
moderni védy. V soucasnosti jsou koloidni ¢astice sledovany predev§im pro své jedinecné
fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti, diky kterym se odlisuji od ,,bulk® materialt.
Ojedinglé vlastnosti takovych ¢astic jsou dany zejména jejich velikosti
ale také tvarem. Metody pfipravy koloidi a nanomateriald lze rozdélit na dva

pfistupy, a to na top-down (dispergaéni) a bottom-up (kondenza¢ni) metody.

Dispergacni techniky jsou zaloZeny na rozbijeni objemnéjSiho materidlu, tzv.
,,bulk“ materialu na malé Castice o velikosti nanometrt. Jedna se pirevazné o jednoduché

metody pfipravy, pficemz nejsou uinné pro vyrobu anizotropnich nanocastic a Castic
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o velikosti jednotek nanometrti. Nejjednodussim a nejicinnéjsim top-down zpisobem je
mechanické mleti, které vyuziva tfeni a narazy kulicek se sypkym materidlem a sténou
nadoby. Dalsi moznosti piipravy spadajici mezi dispergacni techniky, je laserova ablace
vyuzivajici vysoce energeticky laser, jez slouzi k odstraiiovani materialu z pevné latky,
ale muze byt aplikovana také na kapaliny a je zajimavou moznosti k pfipravé
monodisperznich koloidnich nanocastic bez pouziti povrchové aktivnich latek nebo
ligandti. Tato metoda je GCinna zejména pro piipravu nanocastic kova. Do této skupiny
technik patii také vakuové napraSovani, litografie, tepelné odparovani, leptani nebo
vyuziti ultrazvuku. Hlavni nevyhodou top-down metod jsou obtize pii piipraveé

pozadované velikosti a tvaru nanocastic.?’

Kondenzacni metody jsou opacnym zpusobem metod dispergacnich a zakladaji
si na spojovani atomd a molekul jako stavebnich blokd za vzniku vétsich &astic. Casto se
oznacuji jako ,mokré* metody, protoze vyuzivaji pridavky rozpoustédel a dalSich
chemickych latek. Velkou vyhodou této skupiny technik je moznost pfipravy nanocastic
o kyzenych tvarech a velikostech, kdy je mozné ziskat téméf monodisperzni soustavy.
Castice je viak nutné Gasto stabilizovat, aby nedochazelo k jejich agregaci, tedy riistu za
hranice nanoméfitka. Nejbéznéjsim zpusobem je chemicka redukce, ktera je dokonale
fiditelna, nendkladnd a pomémé rychla. Dal§imi moznostmi jsou sol-gel,
elektrochemické, templatové nebo sonochemické metody. Oba zminéné pfistupy jsou

znazorény na schématu (viz Obr. 8).2"2#

Top-down

Bulk Fragments

Nanoscale

\ Structures

Bottom-up

Obr. 8: Ilustrace top-down a bottom-up pristupii®
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2.3.1 Priprava nanocastic stfibra

Nejcasteji pouzivanou metodou piipravy nanocastic stiibra (AgNPs) ve formé
stabilnich koloidnich disperzi ve vodé je chemicka redukce. Reakce bézné probiha
v pritomnosti stabilizatoru, ktery brani agregaci nanocastic, reduk¢ni latky a ptipadné
chemické latky starajici se o modifikaci vznikajicich tvard Castic. Mezi obvykle
pouzivané redukcni latky patii tetrahydridoboritan sodny, citrat sodny, kyselina
askorbova, elementarni vodik nebo redukujici sacharidy jako je maltdza, fruktdza,

piipadné glukoza.”

Vysledkem redukce iontt stiibra, nejbéznéji se jako vychozi latka pouziva dusi¢nan
stiibrny, je zisk koloidniho stfibra o velikosti Castic nékolika nanometrd v zavislosti
na pouzité redukcni latce. Podle studii totiz pii pouziti tetrahydridoboritanu sodného,
jakozto silného redukéniho C¢inidla, vznikaji AgNPs o malych velikostech
a s nizkou polydisperzitou v porovnani se slabou redukcni latkou, citratem sodnym,
kde redukce probihd vyrazné pomaleji a distribuce velikosti AgNPs neni zdaleka tak

nizka.?

Hojné vyuzivanou metodou pro pfipravu nanocastic stiibra je tzv. Tollenstv proces.
Jedna se o relativné rychly a jednoduchy jednokrokovy zptsob ptipravy. Jak jiz z nazvu
napovida, tato metoda spociva v redukci Tollensova ¢inidla, tedy komplexu Ag(NHs),",
pomoci aldehydu. V ramci modifikovaného Tollensova postupu se vyuziva redukce
dusi¢nanu stiibrného v pfitomnosti amoniaku pomoci redukujicich sacharidi (maltdza,
glukoza, galaktoza, laktdza). Nasledné fizeni velikosti a morfologie vznikajicich
nanocastic stfibra je mozné pii zménach koncentrace amoniaku a v zavislosti na povaze
pouzitého redukéniho ¢inidla. Primérna velikost nanocastic roste s rostouci koncentraci
amoniaku a nejvyssich velikosti je dosahovano pii koncentraci amoniaku 0,035 moll™
v kombinaci s redukujicimi disacharidy a pfi koncentraci 0,2 moll”' s monosacharidy.
Pripravené nanocastice stfibra lze stabilizovat pomoci latek jako je Tween 80 nebo

polyvinylpyrrolidon (PVP).*

Jednou z dalsich mnoha moznosti je také vyuziti dvoustupnové redukce pii ptiprave
AgNPs. Tento pfistup popisuje napiiklad clanek, ve kterém je vysvétlena metodika
zalozena na redukci dusi¢nanu stiibrného (c = 0,01 moll™) tetrahydridoboritanem

sodnym (¢ = 0,1 moll™) a kyselinou askorbovou (¢ = 0,005 mol1™?) jako sekundarni

23



reduk¢ni latkou. Byla sledovana kriticka zavislost kyseliny askorbové na stabilitu
a reprodukovatelnost nano¢astic, dale koncentrace citratu sodného (c = 0,075 mol1™) jako
stabilizatoru a také ucinky peroxidu vodiku (1%), ktery slouzil jako modifikator
vznikajicich tvarad AgNPs. Vétsi AgNPs byly také ziskavany fedénim zakladni disperze
pred pfidanim kyseliny askorbové a rychlosti, popf. mnozstvim dodatecné piidaného
dusi¢nanu stiibrného po pfidavku kyseliny askorbové. Vysledkem byly AgNPs v rozsahu
absorp¢nich maxim od 400 do 800 nm, které by mohly byt dale vyuzity napt. pro aplikace

povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie.’!
2.4 Stabilizace koloidu

Jak jiz bylo feCeno vySe, pfiprava kovovych koloidnich roztokd probiha
v pfitomnosti stabilizujici latky, kterd dokaze zabranit agregaci vznikajicich nanocastic.
NejcCastejsi strategii, jak chranit nanocastice je pridavek ochranné latky, ktera
se adsorbuje na povrch nanocCastice, ¢imz zabrani jejich shlukovani. Druhym
prostifedkem, jak toho dosahnout, je stabilizace naboje, pficemz stabilitu mizeme ovlivnit

zménou chemického prostiedi, jako je koncentrace soli, typ ionti nebo pH. %

V prvnim pfipadé se jednd o tzv. sférickou stabilizaci a lze wvyuzit
makromolekularni latky, které se adsorbuji na povrch a vytvori mechanickou bariéru (viz
Obr. 9). Utinnost stabilizace zavisi na fyzikalné—chemickych vlastnostech navazaného
polymeru, jeho koncentraci v roztoku, schopnosti adsorbovat se na povrch nanocastice,
pfipadné na rozpustnosti v kapalném prostiedi. Nadbytek stabilizatoru muze naopak
zpusobovat propojeni polymerd a snizeni stability systému. Nejb€zné€ji pouzivané
polymery jsou polyvinylpyrrolidon (PVP), polyethylenglykol (PEG), polymethakrylova
kyselina (PMAA) nebo polyakrylaty (PAA).2%%

Ve druhém pripadé je dualezité dodatecné zvysSit odpudivé interakce
mezi jednotlivymi Casticemi, protoze bez téchto dopliikovych sil je energeticka bariéra
mezi prechodem na destabilizovanou soustavu tak mala, Ze maze dojit k agregaci Castic
jiz vlivem kinetické energie souvisejici s Brownovym pohybem. Dodate¢né odpudivé
interakce jsou nejCastéji dany elektrickym nabojem na povrchu Castice, coz vede
k vytvoteni elektrické dvojvrstvy (viz Obr. 9). K vytvoreni elektrostatické repulze lze
vyuzit iontové slouceniny, jako jsou karboxylaty (napf. bézn€ pouzivany citrat sodny)

nebo polyoxoanionty.*
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Steric stabilization Electrostatic stabilization

Obr. 9: Moznosti stabilizace koloidir**

2.5 Vlastnosti nanocastic stribra

Kovové nanocastice maji obrovsky specificky povrch a vysoky podil atomu
na povrchu nanocastice, které jsou schopny interagovat s okolim, coz je hlavni podstatou
jejich vyjimecnych fyzikalné—chemickych vlastnosti vcetné katalytické aktivity,
optickych, elektrochemickych, magnetickych vlastnosti a antimikrobialni aktivity

zejména u stfibrnych nebo zlatych nanocastic.®

Nanocastice stfibra jsou nejvice ucinné zejména pii absorpci a rozptylu svétla.
Na rozdil od vétsiny barviv nebo pigmentti maji své zbarveni zavislé na velikosti a tvaru
castice. K tak ucinné interakci elektromagnetického zafeni s nanocastici stfibra dochazi
v dusledku povrchové plazmonové rezonance, ktera byla jiz diskutovana vysSe. Tento
efekt ma za nasledek neobvykle silné absorpcni a rozptylové vlastnosti stfibrnych
nanocastic. Zarovei je zodpoveédny za jejich zluté zbarveni v roztoku pro sférické ¢astice
o velikosti 1-50 nm. Jakakoli viditelna zména v roztoku potom obvykle znamené agregaci
nanocastic. JedineCnou vlastnosti sférickych nanocastic stfibra je také vrcholova vinova
délka povrchové plazmonové rezonance, kterou lze ladit zmeénou velikosti nanocastic
nebo indexu lomu od 400 nm (fialova) do 530 nm (zelena). Vétsiho posunu az do
infraCervené oblasti elektromagnetického zateni l1ze ziskat pfipravou nanocastic stfibra ve

tvaru tyCinek nebo desti¢ek 3337

Slouceniny stiibra jsou taktéz velmi ucinné v boji proti bakteriim, tim ze srazeji

bunécné proteiny a blokuji systém mikrobidlniho dychaciho fetézce. Diky své velikosti
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mohou navazat lepsi kontakt s mikroorganismem a zaroven poskytuji velkou plochu
pro kontakt s bakteriemi, pfipadné mohou pronikat skrz bunécnou membranu. Po vstupu
do bakterialnich bunék zpusobuji trvalé uvolfiovani Ag", coz mulZe vytvafet volné
radikaly a vyvolat oxidativni stres, diky cemuz se dale zvySuje jejich antibakterialni

aktivita.
2.6 Typy substratu pro aplikace SERS

Jak jiz bylo feCeno, zesileni Ramanova signalu je dano dvéma mechanismy, tedy
elektromagnetickym a chemickym, znichz prvni zminény je dominantni.
Elektromagnetické zesileni je déano efektem povrchové plazmonové rezonance
a vyladénim slozeni, tvaru, velikosti a vzdalenosti mezi nanocasticemi plazmonického
kovu, lze ziskat optimalizovany substrat pro povrchem zesilenou Ramanovu

spektroskopii pfi dané vinové délce."

Pomoci ¢ty vlastnosti substratii 1ze nastinit idealni substrat pro aplikace SERS.
Tento substrat by mél mit vysokou SERS aktivitu a poskytovat vysokou citlivost.
Vyladénim velikosti a vzdalenosti (méné nez 10 nm) mezi nanocasticemi lze ziskat
stejnou frekvenci lokalizované povrchové plazmonové rezonance, jako je frekvence
dopadajiciho budiciho zafeni, ¢imz dochézi k zesileni intenzity signalu. Povrch substratu
by mél byt rovnomérny, aby odchylka zesileni na celém povrchu byla mensi nez 20 %.
Takovy povrch vyzaduje usporadané nanocastice na substratu. Dokonaly substrat by mél
byt taktéz dlouhodobé stabilni a reprodukovatelny, ¢imz by efekt zesileni signalu mohl
byt zachovan i na dlouhou dobu. V posledni fadé by mél vykazovat dostate¢nou Cistotu
a nemél by vykazovat signalové interference substratu nebo latek, které byly pouzité
pro jeho pfipravu (napf. stabilizatory), tak aby bylo mozno méfit nejen silné adsorbaty,

ale také nékteré slabé adsorbaty a neznamé vzorky."

Obvykle byva problém pripravit dokonaly substrat, ktery by spliioval vSechny vySe

zminéné vlastnosti soucasné. Na zakladé daného wvyuziti substratu je potieba

vvvvvv

dilezity rovnomérny a reprodukovatelny substrat, ale naopak pii analyze stopového

mnozstvi latky je za pottebi dosazeni maximalniho zesileni signalu.'?
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Z hlediska efektu zesileni signalu byla studovana cela rada kovu, jako jsou Li, Na,
K, Rb, Cs, Pt, In, Ga, Rh, Al, Cu, Ag a Au. Nejlepsich vysledku je dosahovano u stfibra,
zlata a poptipadé meédi, protoze vytvareji vysoce zesilené a spolehlivé signaly SERS
pro Sirokou Skalu studovanych molekul a zaroveni snadnou laditelnost plazmonu
ve viditelné oblasti, pfipadné pro blizkou infracervenou oblast elektromagnetického
spektra s vyuzitim pro biomolekuly, které v této oblasti obvykle nefluoreskuji. Vysledny
design substratu mize mit riznou podobu. Casto byvaji potazeny na riznych pevnych
nosicich, kterymi muze byt sklo, kiemikové desticky, lepici pasky, polymery (napf. nylon,
PET, PE, PAA), grafen, uhlikové nanotrubicky nebo na hojné vyuzivané celuloze.
Imobilizace kovovych nanocastic na pevném nosici je funkéni metoda, jak udrzet
nanocCastice v tésném kontaktu. Jinym zpisobem muze byt také forma koloidniho

roztoku, pokud je moznost jejich stabilizace pomoci riznych ¢inidel.'*-#

Tato prace vyuziva pro pripravu SERS substratd celulézu jako pevny nosi¢
stiibrnych nanocastic. Obecné ji lze ale vyuzit v nékolika raznych formach, jako je
stabiliza¢ni Cinidlo, které muze zabrafiovat agregaci plazmonickych nanocastic i béhem
syntézy v pritomnosti reduk¢niho Cinidla. Za vhodnych reakénich podminek mutze hrat
také roli redukéni pro plazmonické nanocastice. S ohledem na tyto vlastnosti se jedna
o velky pfinos pfi navrhovani substrati pro aplikace SERS. Vyhledové tedy bude
teoreticky mozné ptipravovat udrzitelné, flexibilni a ekologické substraty. V dalsi
kapitole jsou popsany nékteré metody, kterymi lze pfipravovat vrstvy plazmonickych

nanodastic na celuldze.’®

Substraty ve formé koloidniho roztoku jsou taktéz vyhodné pro aplikace v SERS,
protoze agregace kovovych nanocastic vede k tvorbé agregati s drsnosti a morfologii
dulezitou pro zesileni Ramanova signalu.*® Vyhodou je také pomémé jednoducha
pfiprava téchto roztoku a jejich reprodukovatelnost. Svoji roli mtuzou hrat také relativné
nizké naklady na jejich pfipravu. Diky témto vyhodam lze pfipravovat pro kazdou
analyzu Cerstvy koloidni roztok, coz umoziuje spolehlivé méteni. NejCastéji vyuzivané
koloidni roztoky jsou na bazi stiibra nebo zlata. Metody pfipravy stiibrnych nanocastic
byly popsany v kapitole 2.3.1.*° Experimentalné bylo zji§téno, ze intenzita signalu roste
s velikosti nanocastice stiibra (primérna velikost 50 nm), avsak pfi dal§im zvétSovani
(100-130 nm) vede ke snizeni intenzity.*' Pokud je molekula zodpovidajici za efekt SERS

prili§ mala, snizuyje se efektivni vodivost kovovych nanocastic a dochazi
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ke snizeni efektu povrchové plazmonové rezonance, coz vede ke zhorSeni kvality zesileni

signalu.*
2.7 Priprava vrstev nanocastic stiibra na celuléze

Jedine¢né vlastnosti celuldzy v jejich riznych formach jsou hlavnim divodem,
diky kterym se Siroce uplatiiuje predevSim pro navrhovani substrati pii aplikacich
v SERS. Jelikoz se jedna o flexibilni substrat s minimalnimi interferencemi signalu, jsou
substraty na bazi celuldzy v papiru nejvice zkoumanou formou. Samotna celuloza vSak
nemuze poskytnout i ve svych riznych formach povrchovou plazmonovou rezonanci,
avSak napomaha agregaci a stabilizaci plazmonickych nanocastic, diky ¢emu vznikaji
,hot spots pro zesileni signalu SERS. Pripravy substrati na bazi celuldézy v papiru
s obsahem plazmonickych nanocastic jsou vétSinou inovativni, jednoduché
a ekonomické oproti obvyklym metodam. Existuje velké mnozstvi metod, avSak

nejbéznéjsi jsou techniky zalozené na namaceni, nakapnuti nebo in situ redukci.’®+

Celuldza je jednim z nejrozsSifenéjSich biopolymerti na svété, ktera se sestavuje
z jednotek B-D-glukopyrandzy (CsHi100s) spojenych B-1,4-glykosidickou vazbou (viz
Obr. 10). Zékladni jednotkou je celobioza, ktera ma pfitomno Sest hydroxylovych
funk¢nich skupin. Morfologicky se poté celuloza sklada ztuhych a usporadanych
krystalickych casti, které jsou spojené méné usporadanymi amorfnimi oblastmi. Ty
mohou byt nachylné k hydrolyze za Gcinkd koncentrovanych kyselin nebo mohou byt

snadno oxidovany.*®

Obr. 10: Strukturni vzorec celuldzy
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Prvni substraty na celulozovém papife byly pfipraveny nakapanim AgNPs
na filtrani a tiskarsky papir, které poskytly stabilizaci pro nanocastice stfibra. SERS
spektra byla ziskavana za mokra bez suSeni, aby bylo vyuzito dielektrického prostiedi,
které zprostfedkovava voda (dochazi k vytvoreni lepSiho zesileni ve srovnani
se vzduchem). U tiskatrského papiru s obsahem AgNPs bylo pozorovano vyssi zesileni
v porovnani s filtraénim papirem. Tyto rozdily jsou dany nékolika faktory, pficemz
nekteré z nich jsou vlastni morfologie, slozeni, porovitost papiru, ale také techniky
nanasSeni, piipadné doba suseni substratu. Taktéz koncentrace plazmonickych nanoc¢astic
nanesenych na celul6zovy papir kapkovanim silné ovliviiuje intenzitu SERS signalu. Ten
se postupné zvysuje s rostoucim objemem nanocastic, az do dosazeni bodu nasyceni, pii
kterém dochazi k shlukovani nanocastic a poklesu intenzity. Problémem této jednoduché
techniky zastava nerovhomérné nanaseni plazmonickych nanocastic

na povrch celulézového papiru 384344

Dalsi jednoduchou technikou naneseni plazmonickych nanocastic na celulozovy
papir je jeho ponofeni do pfedem piipravené disperze nanocastic. Pokryti papiru opét
zavisi na koncentraci koloidniho roztoku. Cim je koncentrace vy$si, tim je ¢asto hustsi
a rovnomerngjsi pokryti povrchu papiru, coz vede k zesileni SERS signalu v porovnani
s niz§imi koncentracemi. Dulezitym poznatkem je, Ze povrchovy naboj nanocastice
vyrazné ovliviuje afinitu k povrchu celulézového substratu a ptispiva tak k homogenité
nanesené vrstvy vice nez velikost nanocastic. Aby byl snizen pocet cykli nanaseni
pro dosazeni homogenity vrstvy, 1ze v pfipadé AgNPs vyvolat samousporadani pomoci
dusi¢nanu tetrabutylamonného na rozhrani voda/dichlormethan, coz vede k vytvotreni

rovnomeérného pokryti AgNPs v jedné vrstveé *®

V neposledni fad€ lze pfipravit vrstvy nanocastic na celul6zovych substratech
pomoci in situ redukce. Tato technika je zalozena na adsorpci stfibrné soli na povrch
celulozy, po niz nésleduje redukce na kovové AgNPs. Zajimavou alternativou je také
naneseni AgNPs rozprasovanim z tlakové nadoby. V porovnani s kapkovanim je touto
technikou dosazena vys§i presnost a reprodukovatelnost vrstvy, tedy rozlozeni AgNPs
na povrchu papiru je rovhoméméjsi. Metoda vSak obvykle zahrnuje k optimalnimu
zesileni signalu velké mnozstvi cykll, coz znamena delsi dobu pfipravy a vétsi mnozstvi

¢inidla 8+
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Chemikalie

Tabulka 1: PouZité chemikalie

Nazev chemikalie Vyrobce
Dusi¢nan sttibrny (p.a.) Fagron
Peroxid vodiku (29 — 32%) Penta
Citronan sodny dihydrat (p.a.) Lach-Ner
Tetrahydridoboritan sodny (p.a.) Sigma-Aldrich
Adenin (>99%) Sigma-Aldrich
Vétveny polyethylenimin (M;~ 800) Sigma-Aldrich

‘ Honeywell Specialty Chemicals
Malachitova zelen (> 90%)

Seelze GmbH
Kyselina chlorovodikova (35%) Lach-Ner
Kyselina dusi¢na (65%) Lach-Ner

Pri pripravé roztoki vSech vySe zminénych chemikalii byla pouzita

demineralizovana voda s &istotou <0,1 pS-cm™.

Jako nosny substrat pro pfipravu vrstev stiibra byl vyuzit chromatograficky papir
(CEL) Grade 1 znacky Whatman vyuzivany pro papirovou chromatografii
a chromatograficky papir impregnovany polyethyleniminem (CEL-PEI).
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3.2 Experimentilni vybaveni

UV-VIS spektroskopie

Pro zaznam UV-VIS absorp¢nich spekter byl vyuzit absorpcni spektrofotometr
Specord S600 (Analytik Jena AG, Germany) a spektrofotometr s integracni sférou
Specord 250 Plus (Analytik Jena AG, Germany), ze kterych byly ziskany informace

o absorp¢nich maximech pfipravenych disperzi a vrstev stiibra.
Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Metodou DLS byla zjisténa velikostni distribuce a primérna velikost pfipravenych

nanocastic stfibra. Jako pfistroj byl vyuzit Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK).
Elektronovy mikroskop (SEM a TEM)

Pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu byly pofizeny snimky struktury
u vybranych vrstev nanoCastic stfibra na chromatografickém papife (CEL)
a chromatografickém papife impregnovaném pomoci polyethyleniminu (CEL-PEI)
a zaroven byly pofizeny snimky z energiové disperzni spektroskopie. Méfeni probihalo
ve spolupraci s Katedrou experimentalni fyziky s Mgr. Michalem Kotfenkem na pfistroji
Tescan VEGA3. Béhem méteni byly pofizeny snimky jak v rezimu detekce sekundarnich
elektrontl (SE), tak zpétné odrazenych elektront (BSE). Z transmisniho elektronového
mikroskopu byly pofizeny snimky piipravenych disperzi stiibra ve spolupraci s Ceskym
institutem vyzkumu a pokrocCilych technologii (CATRIN) sMgr. Janou Straskou
na pfistroji JEOL 2100.

Termicka analyza

U nosnych substrati (CEL a CEL-PEI) byly pofizeny TG a DTG kiivky
simultannim termalnim analyzatorem SDT650 (TA Instruments) Mgr. Zuzanou
Kovatovou. Zahtivani probihalo pod teplotnim programem rychlosti 20 °C/min do 500
°C. Na zékladé vysledki z termické analyzy bylo potvrzeno navazani polyethyleniminu

na chromatograficky papir.

31



Atomova absorpéni spektrometrie (AAS)

U pripravenych vrstev nanocastic stribra na nosnych substratech CEL a CEL-PEI
bylo zjisténo mnozstvi navazaného stiibra pomoci pfistroje ContrAA 300 (Analytik Jena

AG, Germany) s plamennou atomizaci.
Infracervena spektroskopie

Pro zaznam infraCervenych spekter Cistych nosnych substrati CEL a CEL-PEI byl
vyuzit FTIR spektrometr Nicolet iS50. Méfeni probihalo metodou zeslabeného uplného
odrazu zareni na rozhrani méficiho krystalu (diamant) a méteného vzorku, tedy metodou

ATR krystalu.
Ramanova spektroskopie a povrchem zesilena Ramanova spektroskopie

K ziskani Ramanovych spekter nosnych substratt CEL a CEL-PEI byl vyuzit
Ramantiv spektrometr iRaman™Plus dod4vany firmou B&W Tek, Inc. B&hem méfeni
byl na pfistroji pouzit laser s vinovou délkou 785 nm o maximalnim vykonu 340 mW.
K dalsimu méfeni Ramanovych spekter jiz pfipravenych vrstev byl vyuzit Ramantv
mikroskop DXR™ dodavany firmou Thermo Fisher Scientifc Inc, ktery umoziiuje méteni
pii ruznych vlnovych délkach. Vinové délky pouzitych laseri byly: 455 nm
s maximalnim vykonem 6 mW, 532 nm smaximalnim vykonu 9 mW, 633 nm
s maximalnim vykonem 7 mW a 780 nm s maximalnim vykonem 24 mW. VSechny lasery

byly pouzivany v kombinaci s full-range miizkami.
3.3 Priprava nanocastic stribra

Nanocastice stfibra byly pfipraveny pomoci metody chemické redukce. Jako
vychozi latka byla pfi piipravé pouzita stiibrna sl — dusi¢nan stfibrny (AgNO3). Hlavnim
krokem této syntézy je redukce dusi¢nanu stiibrného s vyuzitim tetrahydridoboritanu
sodného (NaBHy), ktery umoziiuje pfipravu nanocastic az o velikosti jednotek nanometra.

Redukce probihala podle nasledujici rovnice:
AgNO, + NaBH,— Ag + 1/2 H, + 1/2 B,H, + NaNO, 3)

Pii pripravé nanocastic je taktéz velmi dulezita jejich nasledna stabilizace. V tomto

ptipade byl jako stabilizator vyuzit dihydrat citronanu sodného (CsHsNas;O72 H20).
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Vzhledem k nasledné aplikaci pfipravenych nanocastic pro ucely povrchem zesilené
Ramanovy spektroskopie byl navic vyuzit peroxid vodiku (H20:) slouzici jako
modifikator vyslednych tvari nanocastic, kdy jeho rizné ptidavky podporuji vznik
anizotropnich ¢astic. VSechny disperze byly pfipravovany s vyslednym objemem 25 ml
a vyslednou koncentraci stitbra 0,0003 mol'l”'. Celkové bylo piipraveno osm disperzi
s pfidavky peroxidu vodiku 0; 20; 40; 50; 60; 80; 100 a 120 ul. Veskeré navazky,
koncentrace a objemy pouzitych chemikalii k pfipravé nanocastic stiibra jsou uvedeny

v nasledujici tabulce (7abulka 2).

Tabulka 2: Koncentrace, navazky a objemy pouZitych chemikalii

Chemikalie ¢ [mol'l] V [ul] Navazka do 50 ml [g]
H>O - od 24200 | do 24080 -
AgNOs 0,05 150 150 0,4246
TSC 0,075 450 450 1,102
H,0O» 15% od 0 do 120 -
NaBH4 0,1 200 200 0,1892

Béhem piipravy byly vSechny chemikalie smichany v kéadince umisténé
na magnetické michacce s magnetickym michadlem v poradi, ve kterém jsou uvedeny
v tabulce (Zabulka 2). Pted pfidavkem redukéniho ¢inidla bylo vy¢kano cca 1 minutu
a nasledné byl za stalého michani pozvolna napipetovan pozadovany objem NaBHs.
Samotna redukce probéhla béhem nékolika desitek vtefin. Pfipravené disperze byly

charakterizovany pomoci UV-VIS, DLS a TEM.
3.4 Priprava vrstev nanocastic stiibra

Pro pfipravu vrstev byly wvyuzity 2 typy nosnych substrati, a to Cisty

chromatograficky  papir vyuzivany pro papirovou chromatografii (CEL)

a chromatograficky papir impregnovany vétvenym polyethyleniminem (CEL-PEI).
Impregnace probihala ponofenim papiru do pfedem pfipraveného roztoku
polyethyleneiminu o koncentraci 10 g/l. Doba impregnace byla zvolena na délku 2 hodin.
U nizsich koncentraci a nizsi doby impregnace nedochazelo k tak efektivnimu navazani
polyethyleneiminu na chromatograficky papir. K samotné pfiprave jednotlivych vzorka

byl vzdy vysttihnut obdélnik o velikosti 25 x 5 mm.
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Takto nachystané substraty byly nasledné namoceny do predem pfipravenych
disperzi stribra, které byly vybrany na zaklad¢ jejich optickych vlastnosti. Pro vrstvy
obsahujici nosny substrat ve forme €istého chromatografického papiru byly vyuzity 2 ml
disperze, kdy byl substrat ponofen do zkumavky Eppendorf o objemu 2 ml. Stfibro bylo
nasledné otac¢enim rotatoru (25 rpm) navazovano po dobu 20 hodin. Po uplynuti této doby
byly vzorky vysuSeny za laboratorni teploty na vzduchu. U vrstev obsahujicich nosny
substrat s polyethyleneiminem byly provedeny tfi cykly nanaSeni po dobu 20 minut
a Cctvrty cyklus opét po dobu 20 hodin. Pro pfipravu téchto vrstev tedy byla spotieba
disperzi 8 ml. Uvodni tii cykly byly zvoleny kviili téméf okamzité destabilizaci. Cas

nastupu destabilizace se s kazdym cyklem prodluzoval.

Vysledkem byly barevné vrstvy stfibra v zavislosti na pouzité disperzi od zluté
az do modré na Cistém chromatografickém papife a tmavé zbarvené vrstvy stiibra na
chromatografickém papife impregnovaném polyethyleniminem, které naznacuji vznik

agregatd. VSechny vrstvy byly charakterizovany pomoci UV-VIS, AAS a SEM.
3.5 Méreni SERS

Pro ucely povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie byly vybrany nanocastice
stiibra, které nejlépe absorbovaly viditelné elektromagnetické zareni v oblastech
odpovidajicich pouzitym laserim o vinovych délkach 455; 532; 633 a 780 nm. Zvolené
byly tedy disperze s ptidavky peroxidu vodiku 20; 50; 60; 80 a 100 pl na zakladé jejich

absorpCnich maxim zjisténych pomoci UV-VIS spektroskopie.

V ramci samotného méfeni SERS spekter byla modelovou molekulou zvolena
molekula adeninu ve formé vodného roztoku obsahujici atomy dusiku, prostfednictvim
kterych je schopna navazat se na vrstvach stfibra. Na naméfenych SERS spektrech je
viditelny tzky pik adeninu v oblasti 725 — 738 cm™ Ramanova posunu. Méfeni
modelového analytu probihalo nakapnutim 5 pl vodného roztoku o koncentraci 107
mol'1™! pomoci automatické mikropipety na vystiizeny ¢tvereek nosnych substratii CEL
a CEL-PEI pokrytych vrstvami stiibra. Parametry métfeni SERS jsou uvedeny v tabulce
(1abulka 3). Pro kazdy vzorek bylo méfeni provedeno jednou bez pfitomnosti adeninu
a tfikrat po nakapnuti adeninu na jednotlivé vrstvy. Celkové bylo tedy provedeno 40
zaznamli SERS spekter postupné na vSech Ctyfech pouzitych laserech. Zaroven bylo

zméfeno Ramanovo spektrum pro roztok adeninu o koncentraci 0,1 moll™, ktery byl
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pfipraven rozpu$ténim adeninu v okyselené¢ destilované vodé nékolika kapkami
koncentrované kyseliny chlorovodikové do odmérné baiiky o objemu 25 ml a Ramanova
spektra pro oba pouzité nosné substraty (CEL a CEL-PEI) bez pfitomnosti stfibra.
Okyseleni destilované vody pii rozpousténi adeninu bylo provedeno z divodu dosazeni
vétsi rozpustnosti adeninu ve vodé. Parametry pro méfeni Ramanovych spekter jsou

uvedeny v tabulce (7abulka 4).

Tabulka 3: Parametry méieni SERS spekter adeninu o koncentraci 10~ mokl”!
na nosnych substrdatech CEL a CEL-PEI s vrstvami stiibra

VInova délka | Vykon laseru | Pocet expozic | Pocet expozic | Doba jedné
laseru [nm] [mW] vzorku pozadi expozice [s]
455 6 15 5
532 9 15 5 2
633 7 15 5 2
780 24 15 5 2

Tabulka 4: Parametry méreni Ramanovych spekter 0,1 mol I adeninu a nosnych
substrdtit CEL a CEL-PEI

VInova délka | Vykon laseru | Pocet expozic | Pocet expozic | Doba jedné
laseru [nm] [mW] vzorku pozadi expozice [s]
785 340 6 6 30

Po vyhodnoceni SERS spekter naméfenych na vSech pfipravenych vrstvach byl
vybran substrat celPEI100, ktery dosahoval nejlepSich vysledkii v ramci zesileni
Ramanova signalu pro modelovy analyt (adenin) v kombinaci s laserem o vinové délce
780 nm. Na tomto zminéném substratu bylo nasledn€ provedeno méteni vodnych roztoka
malachitové zelen& o koncentracich 102 — 10* moll! s charakteristickymi piky
v oblastech 1172 cm™, 1377 cm™ a 1612 cm™. Malachitova zelefi se vaZe na vrstvy stiibra
prostiednictvim atomd dusiku navazanych na benzenova jadra. Navazka
pro nejvyssi koncentraci byla 1,2875 g/250 ml a dalSich méné koncentrovanych roztoku
bylo dosazeno postupnym fedénim. Méfeni probihalo obdobné nakapnutim 5 pl vodného
roztoku dané latky na vystfizeny ¢tvereCek nosného substratu potazeného vrstvou stiibra.

Parametry méfeni jsou uvedeny v tabulce (Zabulka 5).
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Tabulka 5: Parametry méreni SERS spekter malachitové zelené na substratu celPEI100

VInova délka | Vykon laseru | Pocet expozic | Pocet expozic | Doba jedné
laseru [nm] [mW] vzorku pozadi expozice [s]
780 24 15 5 2
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Charakterizace nanocastic stribra pomoci UV-VIS spektroskopie

Disperze pfipravené vySe zminénou redukci dusi¢nanu stiibrného pomoci
tetrahydridoboritanu sodného s vyuzitim citratu sodného jako stabilizacniho ¢inidla
a peroxidu vodiku slouziciho k modifikaci nanocastic jsou uvedeny na obrazku (viz Obr.

1)

Obr. 11: Pripravené disperze nanocastic stiibra
Vsechny piipravené disperze nanocastic sttibra byly charakterizovany pomoci UV-

VIS spektroskopie. Jejich absorpéni spektra jsou znazornéna na nasledujicim obrazku (viz

Obr. 12),

Absorbance

\\

350 450 550 650 750
A [nm]

Obr. 12: Absorpcni spektra disperzi nanocdstic stribra
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Z hodnoceni ziskaného absorpcniho spektra vyplyva, ze ¢im vyS$si je pridavek
peroxidu vodiku, tim se absorpéni maximum jednotlivych disperzi nanocastic stiibra
posouva do vyssich vinovych délek (pfidavky peroxidu vodiku jsou uvedeny v legendé
grafu). Hranici tohoto tvrzeni je poté disperze s pfidavkem peroxidu vodiku 120 pl, pfi
které se absorpéni maximum jiz vraci zpé€t k niz§im vlnovym délkam pravdépodobné
z divodu rozpousténi hran anizotropnich ¢astic prebytkem peroxidu vodiku.** Hodnoty
absorpcnich maxim odpovidajici danym disperzim jsou uvedeny do tabulky (Zabulka 6).
Uvedené spektrum nam také mize napovidat o vlastnostech pfipravenych nanocastic jako
je jejich polydisperzita, pfipadng zda se jedna o sférické &i anizotropni nanoéastice. Cim
véetsi je Sirka absorpcniho piku, da se predpokladat, ze dané nanocastice budou zaujimat
razné velikosti a tim vyssi tedy bude jejich polydisperzita. Absorpéni maxima v oblasti ~
400 nm odpovidaji spiSe sférickym nanocasticim stfibra a nasledny posun téchto
absorpcnich maxim do vysSich vinovych délek napovida o vyskytu anizotropnich tvara
nanocastic, které vznikaji na zaklade teorie blokovani hran, kdy se kryci €inidlo pfichyti
na urcitou krystalovou hranu rostouci Castice a zpomali tak rast této hrany ve srovnani

s ostatnimi 467

Tabulka 6: Hodnoty absorpcnich maxim

. Absorpcéni maximum
Disperze —
Absorbance | Vinova délka [nm]

0 0,5152 387,5
20 0,5961 396,9
40 0,4639 411,0
50 0,4411 416,2
60 0,4980 530,4
80 0,6203 5545
100 0,6211 616,6
120 0,6531 579,4

4.2 Charakterizace nanocastic pomoci dynamického rozptylu svétla

Orienta¢né bylo provedeno meéfeni DLS, na zéklad€ kterého bylo zjisténo, ze
pfipravené nanocastice stiibra jsou pomérné polydisperzni, coz odpovida predpokladu
zmeéfeni UV-VIS spektroskopie a dale byla ziskana informace o primémé velikosti
nanocastic. Také bylo zmeéteno pH jednotlivych disperzi, které se pohybuje v rozmezi 8
— 9 a spfidavky peroxidu vodiku klesa. VSechny zminéné naméfené hodnoty jsou

uvedeny do tabulky (Zabulka 7). Ptesnéjsi informace o velikosti pfipravenych nanocastic
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byly ziskany ze snimkl z transmisniho elektronového mikroskopu a jsou uvedeny nize

v kapitole 4.3.

labulka 7: Namérené hodnoty z DLS a pH disperzi

Disperze | Priumérna velikost ¢astic [nm] | PDI | pH
0 13,08 0,559 | 8,18

20 30,52 0,566 | 8,79

40 26,42 0,714 | 8,67

50 33,49 0,434 | 8,48

60 32,96 0,255 18,43

80 29,73 0,462 | 8,34
100 19,29 0,584 | 8,27
120 18,99 0,607 | 8,25

4.3 Transmisni elektronova mikroskopie

V nasledujici kapitole jsou uvedeny snimky nanocastic stfibra pofizené pomoci
transmisni elektronové mikroskopie. Na zakladé nejvyssi kvality snimkd zde byly
uvedeny snimky s méfitkem 100, 50 a ptipadné€ 20 nm. Snimky byly potizeny ke zjisténi
tvart a velikosti pfipravenych nanocastic. U disperzi s piidavky peroxidu vodiku 0, 20
a 40 ul prevladaji Ciste sférické Castice a u disperzi s vysSimi piidavky se jiz vyskytuji

Castice anizotropni jako jsou trojuhelniky, ty¢inky nebo rizné mnohouhelniky.
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Obr. 13: TEM snimky disperze nanocdstic stribra s pridavkem peroxidu vodiku 0 ul,
méritko 100 a 50 nm
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Obr. 14: TEM snimky disperze nanocastic stribra s pridavkem peroxidu vodiku 20 ul,
meéritko 100 a 50 nm

Obr. 15: TEM snimky disperze nanocastic strib
meéritko 100 a 50 nm

a s fkem peroxiu vodiku 40 ,ul

Obr. 16: TEM sm'ky disperze nanocastic stribra s pridavkem peroxidu vodiku 50 ul,
meéritko 100 a 50 nm
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Obr. 17: TEM snimky disperze nanocastic stribra s pridavkem peroxidu vodiku 60 ul,
meéritko 100 a 50 nm
g - . ,,

|_20mm \ - . [Tsoom |
Obr. 18: TEM snimky disperze nanocdstic stribra s pridavkem peroxidu vodiku 80 ul,
meéritko 20 a 50 nm

Obr. 19: TEM snimky disperze nanocdstic stribra s pridavkem peroxidu vodiku 100 ul,
meéritko 100 a 50 nm
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Obr. 20: TEM snimky disperze nanocastic stiibra s pridavkem peroxidu vodiku 120 ul,
méritko 100 a 50 nm

Z TEM snimkt byla nasledné zjisténa velikost nanocastic za pomoci softwaru
Digimizer. Méfeni velikosti bylo provedeno pro kazdou disperzi ze 100 Castic v jednom
sméru. Vysledné velikosti jednotlivych disperzi a smérodatné odchylky byly uvedeny
do tabulky (Zabulka 8). Pro kazdou disperzi byl sestrojen histogram znézorfiujici zavislost
velikosti Castic na Cetnosti. Priméma velikost pfipravenych nanocastic se pohybuje
kolem 13 nm. Jelikoz jsou nanocastice znacné polydisperzni, disperze obsahuji velké
mnozstvi Castic o velikostech mensich nez 10 nm, ale 1 nékteré castice dosahujici velikosti
az okolo 50 nm. Za tvorbou nanocastic o velikostech v jednotkach nanometrt stoji vyuziti
silného redukcniho Cinidla béhem syntézy, kterym je tetrahydridoboritan sodny. Variace
ptidavkd peroxidu vodiku nijak vyrazné nepiispiva k ovlivnéni velikosti vznikajicich

nanocastic, ale rozdily jsou znatelné v jejich vyslednych tvarech.

Tabulka 8: Vyhodnoceni TEM snimkii

Prumérna “ .
. . ‘i . Smérodatna
Disperze | velikost ¢astic
odchylka [nm]
[nm]

0 14,09 7,44
20 12,49 4,99
40 13,69 5,21
50 12,57 6,94
60 12,92 8,00
80 9,50 5,70
100 9,61 7,26
120 15,99 9,02
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Obr. 21: Velikostni distribuce cdstic disperze s pridavkem 0 ul peroxidu vodiku
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Obr. 22: Velikostni distribuce nanocdstic s pridavkem 20 ul peroxidu vodiku
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Obr. 23: Velikostni distribuce nanocdstic s pridavkem 40 ul peroxidu vodiku
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Obr. 24: Velikostni distribuce nanocdstic s pridavkem 50 ul peroxidu vodiku
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Obr. 25: Velikostni distribuce nanocdstic s pridavkem 60 ul peroxidu vodiku
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Obr. 26: Velikostni distribuce nanocdstic s pridavkem 80 ul peroxidu vodiku
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Obr. 27: Velikostni distribuce nanocdstic s pridavkem 100 ul peroxidu vodiku
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Obr. 28: Velikostni distribuce nanocdstic s pridavkem 120 ul peroxidu vodiku

Z grafu velikostnich distribuci poté vyplyva, ze nejvice zastoupenou skupinou jsou

nanocastice v rozmezi velikosti 10 — 17,5 nm.
4.4 Modifikace celulosy

Pro naslednou pftipravu vrstev stiibra jsou vyuzivany dva nosné substraty — Cista
celulosa (CEL) a celulosa impregnovana vétvenym polyethyleneiminem (CEL-PEI).
Cista celulosa se jiz nijak nemusi upravovat a je rovnou vhodna pro piipravu vrstev.
K pripravé CEL-PEI se Casto vyuziva ruznych linkert jako naptiklad glutaraldehydu, kde
dochazi k zavedeni mezimolekularnich mustkt prostfednictvim struktury Schiffovy baze
mezi celulosou a PEL*® V této praci byla zvolena zjednodusena piiprava formou

impregnace, pii které se PEI navazuje na celulosu pomoci elektrostatickych sil
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a vodikovych vazeb.* Priprava probihala namocenim cisté celulosy do vodného roztoku
PEI o koncentraci 10 g1"! na dobu dvou hodin. Jiz impregnovana celulosa se po vyjmuti
z roztoku nechala susit v Petriho misce na vzduchu. Struktura fetézce PEI obsahuje velké
mnozstvi -NHa skupin (viz Obr. 29), na které jsou nanocastice stiibra schopny se navazat.
Impregnovana celulosa tak na sob& dokaze zachytit veétSi mnozstvi stfibra, které je

nasledné vyuzito pro ucely povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie.

7 ONH, r/\NH/\\//NH2 |

H2N//\\\//N\\///\\NH/\\\//N\\///«\\N//ﬁ\\\///NH\¢///\\\

H NH2

N
. N/\/ \/\NHZ
2

Obr. 29: Struktura vétveného polyethyleneiminu

Pro potvrzeni, zda se polyethyleneimin navazal na povrch celulosy byla provedena
analyza funkcnich skupin pomoci infracervené spektroskopie. Oba nosné substraty maji
stejné primarni funkéni skupiny. Jedna se o pik v oblasti 3319 cm™, ktery je zptisobeny
vibraci -OH vazby a pik v oblasti 2883 cm™, ktery odpovida vibraci C-H vazby (viz Obr.
30). Ve spektru potfizeném pii mefeni modifikované celulosy se navic vyskytuji piky
v oblasti 1651 cm™, kterému odpovida vibrace C=N vazby a pik v oblasti 1037 cm™!, ktery

je zpusobeny vibraci C-C v modifikované celulose (viz Obr. 31).%°
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Obr. 30: Infracervené spektrum cisté celulosy

46



0,3

025 - /

1037 cm™!

Absorbance

-0,05 T T T T T T T
400 900 1400 1900 2400 2900 3400 3900

¥ [em™]
Obr. 31: Infracervené spektrum impregnované celulosy pomoci PEI
Oba nosné substraty byly rovnéz podrobeny termogravimetrické analyze.
Vyhodnocenim termogravimetrickych (viz Obr. 32) a derivacnich termogravimetrickych
kiivek (viz Obr. 33) byl zjistén nulovy ubytek hmotnosti termickym rozkladem u nosného
substratu CEL-PEI pfi nizsich teplotach v porovnani s istou celulosou, coz je zptisobeno

rozkladem PEI !
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Obr. 32: Termogravimetrické kiivky nosnych substratu CEL a CEL-PEI
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Obr. 33: Derivacni termogravimetrické kiiivky nosnych substratit CEL a CEL-PEI
4.5 Charakterizace vrstev stiibra pomoci UV-VIS spektroskopie

Na zaklad€ absorp¢nich spekter zminénych v kapitole 4.1 byly pro pfipravu vrstev
stfibra a pro nasledné ucely v povrchem zesilené Ramanové spektroskopii vybrany
disperze nanocastic stfibra s pfidavky peroxidu vodiku 20; 50; 60; 80 a 100 l, jelikoz
jejich absorpéni maxima nejlépe odpovidaly pouzitym laserim, které byly dostupné pfi

meéteni SERS spekter.

Oba nosné substraty CEL a CEL-PEI pokryté vrstvami stfibra jsou uvedeny

na nasledujicich obrazcich (viz Obr. 34 a 35).

Obr. 34: Substrdaty cel20 — cell100
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Obr. 35: Substrdty celPEI20 — celPEIL100

Na zakladé vizualniho porovnani obou nosnych substrati CEL a CEL-PEI lze fici,
ze k efektivné€j§imu navazani stfibra na povrch obou nosi¢i doslo v pfipade substrati
CEL-PEL Celkové mnozstvi stribra, které se navazalo na substratech CEL a CEL-PEI je
uvedeno v kapitole 4.6. Béhem pripravy vSak bylo v pfipadé CEL-PEI vyuzité
Ctyfnasobné mnozstvi disperzi nanocastic stiibra z divodu destabilizace zpusobené
uvolnénim piebytecného PEI z povrchu celulosy a casteCnému vysrazeni a sedimentaci
stiibra na dno zkumavky. Tmavé zbarveni CEL-PEI substrat rovnéz napovida ke vzniku
agregatli na povrchu, zatimco CEL substraty dosahly vysledného zbarveni na zakladé
pouzitych nanocastic stiibra. Pro vSechny piipravené vzorky byly nasledné¢ naméfeny

UV-VIS spektra pomoci integracni stéry (viz Obr. 36 a 37).

Absorbance
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Obr. 36: UV-VIS spektra substratit cel20 — cel100
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Obr. 37: UV-VIS spektra substratii celPEI20 — celPEI100

UV-VIS spektra byla méfena ve viditelné oblasti v rozsahu 350 — 850 nm oproti
oxidu hotfe¢natému (MgO). Ve spektrech (viz Obr. 36) 1ze rozpoznat jednotliva absorpcni
maxima CEL substratt, které se v zavislosti na pouzitych nanocasticich stfibra pro
ptipravu vrstev postupné posouvaji do vyssich vinovych délek, zatimco na spektrech (viz
Obr. 37) je vidét, ze substraty CEL-PEI absorbovaly pfiblizné stejné v ramci celé oblasti
viditelného spektra zafeni, coz viceméné odpovida predchozimu pozorovani, kdy CEL-

PEI substraty jsou vyrazné€ tmaveé zbarveny oproti substratim CEL.
4.6 Mnozstvi stfibra na vrstvach

Ke stanoveni obsahu stiibra navazaného na povrchu nosnych substrati CEL a CEL-
PEI bylo vyuzito meéfeni atomové absorpéni spektrometrie. Mefeni probihalo
rozpusténim jednotlivych vzorkd o rozmérech 25x5 mm v 30% roztoku kyseliny dusi¢né
v kadince a naslednym prevedenim obsahu do 25 ptipadné 50 ml odmérnych banek podle
meéteného substratu CEL nebo CEL-PEIL Ze zjisténych koncentraci bylo pro kazdy
substrat dopoc€itano mnozstvi navazaného sttibra v mikrogramech. Mnozstvi sttibra bylo
také vztazeno na jednotku plochy, a nakonec bylo dopocitdno procentualni navazani
stfibra z celkového mnozstvi, které bylo obsazeno v pouzitych disperzich pro pfipravu

vrstev. VSechny zminéné hodnoty jsou uvedeny v tabulkach (7abulka 9 a 10).
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labulka 9: Vyhodnoceni AAS pro substraty CEL20 — CEL100

cel-Ag
. CA: XA mAg —max. | Procentualni navazani
Substrit| g1y | ™A M) | pugem?) | g (%]
cel20 0,8754 21,86 17,51 33,78
cel50 | 0,5806 | 14,52 11,61 22.44
cel60 | 04931 | 12,33 9,86 64,72 19,05
cel80 0,6045 15,11 12,09 23,35
cel100 | 0,5977 | 14,94 11,95 23,08
Tabulka 10: Vyhodnoceni AAS pro substraty CEL-PEI20 — CEL-PEI100
celPEI-Ag
. CAg MAg XAg mAge — max. | Procentualni navazani
SUbSUA | mgt?] | [ug] | [ngem?| | [ug] %]
celPEI20 | 0,5412 27,06 21,65 10,45
celPEIS0 | 04268 21,34 17,07 8,24
celPEI6O | 06229 31,14 24,92 258,88 12,03
celPEI80 | 0,6176 30,88 24,70 11,93
celPEI100 | 0448 2240 17,92 8,65

Z hodnoceni tabulek vyplyva, ze mnozstvi stfibra, které se navazalo na nosny
substrat CEL-PEI je vyssi, coz odpovida také vzhledu pfipravenych vrstev. K piipraveé
kazdé CEL-PEI-Ag vrstvy vsak bylo vyuzito 8 ml disperze nanocastic stiibra
s maximalnim mnozstvim 258,88 ug, tedy ctyfnasobné mnozstvi nez pro CEL-Ag vrstvy.
Pfi porovnani procentualniho navézani stfibra se tedy da fici, ze efektivnéji doslo

k navéazani stiibra na nosny substrat CEL.

4.7 Skenovaci elektronova mikroskopie a energiové disperzni

spektroskopie

V nasledujici kapitole jsou uvedeny snimky vSech pfipravenych vrstev stiibra
na substratech CEL a CEL-PEI, které byly pofizeny pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu a zaznamy zenergiové disperzni spektroskopie slouzici pro mapovani
prvkového slozeni povrchu vzorku. Méfeni probihalo ve dvou rezimech, a to v rezimu
detekce sekundarnich elektroni (SE) a zpétné odrazenych elektronti (BSE). Snimky
potizené pomoci BSE maji vétsi kvalitu obrazu, avSak pro porovnani zde byly uvedeny

i snimky naméfené pomoci detekce sekundarnich elektronti. BEhem méfeni bylo vyuzito

51



urychlovaci napéti od 3 do 5 kV s intenzitou dopadajiciho svazku elektronti 3. Méfeni

EDS snimkut poté vyzadovalo vyssi urychlovaci napéti — 15 kV.

SEM HV: 5.0 kV WD: 17.85 mm VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 1.34 kx Det: SE, BSE
Date(m/dly): 03/01/24 KEF UPOL

Obr. 38: SEM snimek substratu CEL20, BSE snimek vpravo, méritko 100 um

SEM HV: 5.0 kv WD: 17.02 mm VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 1.34 kx Det: SE, BSE
BI: 3.00 Date(m/dly): 03/01/24 KEF UPOL

Obr. 39: SEM snimek substratu CELS50, BSE snimek vpravo, méritko 100 um
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SEM HV: 5.0 kV WD: 17.46 mm VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 1.34 kx Det: SE, BSE
Date(mi/dly): 03/01/24 KEF UPOL

CELG60, BSE snimek vpravo, méritko 100 um

3 i

SEM HV: 5.0 kV WD: 17.05 mm VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 1.35 kx Det: SE, BSE
BI: 3.00 Date(mi/d/y): 03/01/24 KEF UPOL

SEM HV: 5.0 kV WD: 17.97 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 1.33 kx Det: SE, BSE
BI: 3.00 Date(m/d/y): 03/01/24 KEF UPOL

Obr. 42: SEM snimek substrdtu CEL100, BSE snimek vpravo, méritko 100 um
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SEM HV: 5.0 kV WD: 19.65 mm 0 ) VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 1.33 kx Det: SE, BSE
BI: 3.00 Date(midly): 03/01/24 KEF UPOL

=

SEM HV: 5.0 kv . WD:17.13mm : VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 1.33 kx Det: SE, BSE
BI: 3.00 Date(m/d/y): 03/01/24 KEF UPOL

SEM HV: 5.0 kv WD: 19.53 mm VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 1.34 kx Det: SE, BSE
BI: 3.00 Date(m/dly): 03/01/24 KEF UPOL

Obr. 45: SEM snimek substrdtu CEL-PEI60, BSE snimek vpravo, méritko 100 um
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SEM HV: 5.0 kV ‘WD: 17.07 mm | VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 1.34 kx Det: SE, BSE
BI: 3.00 Date(m/dly): 03/01/24 KEF UPOL

Obr. 46: SEM snimek substratu CEL-PEIS0, BSE snimek vpravo, méFitko 100 um

SEM HV: 3.0 kV ‘ Wi 91 mm : VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 1.38 kx Det: SE, BSE \ 100 pm

BI: 3.00 Date(m/d/y): 03/01/24 KEF UPOL

Obr. 47: SEM snimek substratu CEL-PEI100, BSE snimek vpravo, méritko 100 um

I kdyz se substraty CEL-Ag jevi z vysledkli atomové absorpcni spektrometrie jako
podklady, které jsou efektivné€jsi pro navazani stiibra na jejich povrch, na snimcich téchto
substrati nelze pozorovat tvorbu shlukd vétsiho mnozstvi Gastic. Castice o velikostnim
pruméru 13 nm na povrchu celulosy nebylo mozné na pouzitém skenovacim
elektronovém mikroskopu zachytit. Faktu, ze nedochazi ke tvorbé agregatii na povrchu
odpovida také zbarveni téchto substrati od zluté az po modrou (viz Obr. 34) v zavislosti
na pouzitych disperzich nanocastic stfibra. U svétlych oblasti vyskytujicich se na BSE
snimcich CEL-Ag substrati se pravdépodobné nebude jednat o vyskyt shluka castic

stfibra, ale spiSe o hrany ve struktufe celulosy. Naopak na BSE snimcich substrati CEL-
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PEI-Ag lze pomérné hezky pozorovat svétlejsi oblasti, které odpovidaji mistam, kde
béhem pripravy dochazelo k vytvoreni shlukt vétsiho mnozstvi Castic. Tyto shluky Castic
jsou taktéz pozorovatelné na snimcich pofizenych pomoci SE, které u substrati CEL-Ag

pozorovatelné nejsou.

Na nékterych snimcich (viz Obr: 41, 44 a 47) je také patrné, ze béhem meéfeni
dochazelo k vyraznému nabijeni povrchu vzorku z divodu nedostate¢ného odvodu
naboje, a tedy nizké vodivosti téchto materiald. Z tohoto divodu byly vSechny vzorky
meéfeny pod pomémé malym urychlovacim napétim elektrond. Pfi méfeni EDS snimku

pod urychlovacim napétim 15 kV misty také dochazelo ke spaleni méfenych vzorkd.

Nize jsou poté uvedeny snimky z mapovani povrchu jednotlivych substratd pomoci
energiove disperzni spektroskopie (viz Obr. 48 — 52). Z téchto snimkd je patrné, Ze vetsi

mnozstvi stfibra je obsazeno na substratech CEL-PEI-Ag.

Map data 2240 Map data 2244
MAG: 984x HV: 15kV WD: 17,5mm MAG: 983x HV: 15kV WD: 19, 7mm

Obr. 48: Porovnani mapovant sti'ibra na povrchu pro substraty CEL20 (vlevo) a CEL-
PEI20, méritko 20 um

Map data 2247
MAG: 984x HV: 15kV WD: 16,6mm

Obr. 49: Porovnani mapovdni stitbra na povrchu pro substraty CEL50 (vilevo) a CEL-
PEI50, méritko 30 um

Map data 2252
MAG: 980x HV: 15kV WD: 16,8mm

56



Map data 2253 Map data 2245
MAG: 965x HV: 15kV WD: 17,1mm MAG: 978x HV: 15kV WD: 19,1mm

Obr. 50: Porovnani mapovani stiibra na povrchu pro substraty CEL60 (vievo) a CEL-
PEI60, méritko 30 um a 20 um

Map data 2248 Map data 2250
MAG: 987x HV: 15kV _WD: 16,6mm MAG: 971x HV: 15kV WD: 16,7mm

Obr. 51: Porovnani mapovani stiibra na povrchu pro substraty CEL80 (vievo) a CEL-
PEIS0, méritko 30 um

Map data 2243
MAG: 968x HV: 15kV WD: 17,7mm

Map data 2245
MAG: 976x HV: 15kV WD: 12.4mm

Obr. 52: Porovndani mapovani stribra na povrchu pro substraty CEL100 (vilevo) a CEL-
PEI100, méritko 30 um
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4.8 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie

VSechna spektra méfenych vzorkh pomoci povrchem zesilené Ramanovy
spektroskopie byla zaznamenana v rozmezi Ramanova posunu od 51 cm™ do 3400 cm™
pro lasery vSech pouzitych vlnovych délek (455; 532; 633 a 780 nm). Pfi méfeni byly
vyuzivany maximalni mozné vykony vsech laserti (7abulka 3). Naméfena spektra byla
upravovana pomoci programu SpectraGryph v1.2.16 — spectroscopy software.
Provedenych zmén se tyka uprava rozsahu vino¢ti jednotlivych spekter na hodnoty
od 500 cm™ do 2000 cm™. Vsechna spektra byla dale vyhlazena pomoci piikazu
Advanced smoothing, tak aby nedoslo ke ztrat€ nebo sniZeni intenzity jednotlivych pika
obsazenych v daném spektru a zarovnana pomoci piikazi Simple baseline a Advanced
baseline pro snadnéjsi odeCet intenzit charakteristickych piki meéfenych analyta.
Pro kazdy substrat bylo méfeni provedeno jednou bez pritomnosti zkoumané latky
a trikrat po nakdpnuti analytu na jednotlivé substraty. Z té€chto tfi méfeni byla nasledné
pomoci piikazu Average spectra zhotovena jedna kiivka odpovidajici primeéru danych tfi

méreni.

V nésledujicim grafu (viz Obr. 53) je uvedeno Ramanovo spektrum vodného
roztoku 0,1 mol'1"! adeninu, které bylo naméfeno v kyveté za pouZiti laseru o vinové délce
785 nm a vykonu laseru 340 mW. Nejvyraznéj§im pikem adeninu je pik v oblasti 724
cm’™!, ktery odpovida symetrickému modu ,,dychani prstence purinu. Piky v oblasti 533
cm™ a 620 cm™ odpovidaji vibracim C-C=C a N-C-C. Maximum v oblasti 949 cm™
odpovida deformacni vibraci péticlenného kruhu, 1315 cm™ pak valenéni vibraci C-N
a 1411 cm™ deformacni vibraci N=CH. Posledni vyrazn&jsi piky v oblasti 1505 cm’

a 1614 cm™ odpovidaji deformaéni vibraci C-N-9-H a valenéni vibraci C=N.*
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Obr. 53: Ramanovo spektrum 0,1 moll" adeninu s vykonem laseru 340 mWw, . = 785 nm
4.8.1 Méreni adeninu na nosnych substratech bez stiibra

V nasledujici kapitole jsou nejprve uvedeny grafy (viz Obr. 54 — 56) obsahujici
spektra z méfeni adeninu o koncentraci 0,1 moll” na obou nosnych substratech CEL
a CEL-PEI bez navazaného stiibra a taktéz zdznam z méreni kapky vodného roztoku
adeninu na mikroskopickém sklicku. Pro méteni bylo vzdy na nosny substrat, pripadné
mikroskopické skli¢ko nakapnuto pomoci automatické mikropipety 5 ul vodného roztoku

adeninu. Méfeni bylo provedeno pro vSechny vyse zminéné vinové délky lasera.

=
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=
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()
S
— =1
=
.=
S .
< ——cel-adenin-455nm
+~
g cel-adenin-532nm
% cel-adenin-633nm
(!
cel-adenin-780nm
|
T T T T T T T |
500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900

Ramanav posun [cm™!]

Obr. 54: SERS spektra 0,1 moll'" adeninu na nosném substratu CEL bez pritomnosti
stribra
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2000 arb. u.

celPEI-adenin-455nm

celPEI-adenin-532nm

celPEI-adenin-633nm

Intenzita [arb. u.]

celPEI-adenin-780nm

500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900
Ramantv posun [cm™!]

Obr. 55: SERS spektra 0,1 moll" adeninu na nosném substratu CEL-PEI bez
pritomnosti stribra

= SiOx-adenin-455nm

SiOx-adenin-532nm

400 arb. u.

SiOx-adenin-633nm

SiOx-adenin-780nm

Intenzita [arb. u.]

L—l"“"an-_.» Y e e
Sl - g,

500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900
Ramantv posun [cm™!]

Obr. 56: SERS spektra 0,1 mol "' adeninu méreného ve formé kapky na mikroskopickém
sklicku
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Méteni adeninu o koncentraci 0,1 mol'l™! na nosnych substratech bez piitomnosti
stfibra bylo provedeno z duvodu vypoctu faktora zesileni, které vykazovaly substraty
s vrstvami stiibra. Spektra adeninu byla také domeétena na mikroskopickém sklicku (viz
Obr. 56) z davodu vyskytu silné fluorescence ve spektrech adeninu méfenych na obou

nosnych substratech CEL a CEL-PEI zpusobené celulosou.™
4.8.2 Méfeni pripravenych substrati pro SERS

Testovani aktivity substrati v povrchem zesilené Ramanové spektroskopii
probihalo na modelovém analytu, jimz byl zvolen vodny roztok adeninu o koncentraci
107 mol 1. Pro ugely méfeni bylo piipraveno celkem deset vzorkti. Jedna se o substraty
celPEI100, celPEI80, celPEI60, celPEIS0, celPEI20, cel100, cel80, cel60, cel50 a cel20,
které byly postupné prométeny pomoci vSech typu laserd. Parametry méfeni jsou uvedeny
vyse v tabulce (1abulka 3). Vysledky méfeni vzorkd s impregnovanou celulosou jako
nosnym substratem jsou uvedeny v nasledujicich grafech (viz Obr. 57 — 76). Pokud se
v nékterém z méteni vyskytovala fluorescence, nebylo takové spektrum zahrnuto
v prumérovani, protoze by doslo k pfiliSnému zkresleni piku adeninu. Pro vypocet nize

uvedenych faktort zesileni vSak byla vyuzita vSechna naméfena data.

celPEI20 + adenin
celPEI20
=
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8 =
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i (=)
Q <t
=]
et
500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900

Ramantv posun [cm™!]
Obr. 57: SERS spektrum 10~ moll" adeninu na substratu celPEI20 a Cistého substrdtu
celPEI20, A = 455 nm
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Obr. 58: SERS spektrum 10~ moll"! adeninu na substratu celPEI50 a Cistého substrdtu
celPEI50, A = 455 nm
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Obr. 59: SERS spektrum 10~ moll adeninu na substratu celPEI60 a Cistého substrdtu
cePEI60, A = 455 nm
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Obr. 60: SERS spektrum 10~ moltl'" adeninu na substratu celPEIS0 a Cistého substrdtu
cePEIS0, A = 455 nm
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Obr. 61: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu celPEI100 a Cistého substrdtu
cePEI100, 4 = 455 nm
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Obr. 62: SERS spektrum 10~ moll'" adeninu na substratu celPEI20 a Cistého substrdtu
celPEI20, A = 532 nm
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Obr. 63: SERS spektrum 10~ moll! adeninu na substratu celPEI50 a Cistého substrdtu
celPEI50, A = 532 nm
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Obr. 64: SERS spektrum 10~ moll'" adeninu na substratu celPEI60 a Cistého substrdtu
celPEI60, A = 532 nm

,..M.A,W‘\J\AM\.M

500 700 900

=]
— -e celPEI80 + adenin
= s
E § celPEI80
8
‘N
=
3
=)
—
500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900

Ramantv posun [cm™!]
Obr. 65: SERS spektrum 10~ moll adeninu na substratu celPEIS0 a Cistého substrdtu
celPEIS0, A = 532 nm
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Obr. 66: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu celPEI100 a Cistého substrdtu
celPEILN00, A = 532 nm
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Obr. 67: SERS spektrum 10~ moll'" adeninu na substratu celPEI20 a Cistého substrdtu
celPEI20, A = 633 nm
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Obr. 68: SERS spektrum 10~ moltl'" adeninu na substratu celPEI50 a Cistého substrdtu

celPEI50, A = 633 nm
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Obr. 69: SERS spektrum 10~ moll" adeninu na substratu celPEI60 a Cistého substrdtu
celPEI60, A = 633 nm
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Obr. 70: SERS spektrum 10~ moll'" adeninu na substratu celPEIS0 a Cistého substrdtu
celPEIS0, A = 633 nm
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Obr. 71: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu celPEI100 a Cistého substrdtu
celPEILN00, A = 633 nm
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Obr. 72: SERS spektrum 10~ moll'" adeninu na substratu celPEI20 a Cistého substrdtu

celPEI20, A = 780 nm
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Obr. 73: SERS spektrum 10~ moll" adeninu na substratu celPEI50 a Cistého substrdtu

celPEI50, A = 780 nm
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Obr. 74: SERS spektrum 10~ moll" adeninu na substratu celPEI60 a Cistého substrdtu

celPEI60, A = 780 nm
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Obr. 75: SERS spektrum 10~ moll" adeninu na substratu celPEIS0 a Cistého substrdtu

celPEIS0, A = 780 nm
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Obr. 76: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu celPEI100 a Cistého substrdtu
celPEILN00, A = 780 nm

Pro vzorky pfipravené na impregnované celulose pomoci polyethyleneiminu bylo
docileno nejvétsiho zesileni Ramanova signalu pro molekulu adeninu v kombinaci
s lasery o vlnovych délkach 780 nm a 633 nm. Naopak nejnizsi SERS aktivitu substraty
vykazovaly v kombinaci s laserem o vinové délce 455 nm s vyjimkou substratu celPEI60,
ktery dosahoval pomérné vysokého zesileni. V téchto spektrech se také navic vyskytuje
fluorescence celulosy o dosti vysoké intenzit€, kterd Castecné zakryva viditelnost
charakteristického piku adeninu v oblasti ~ 735 cm™ (viz Obr. 60). Fluorescence
impregnované celulosy se také vyskytuje ve spektrech, ktera byla ziskana pifi méteni
s excitacnim laserem o vlnové délce 532 nm (viz Obr. 62), kde je ale naopak intenzita
Ramanova signalu adeninu dostatené vysoka. Ve spektrech naméfenych s lasery
o vlnovych délkach 633 nm a 780 nm se fluorescence v takovém rozsahu jako v pfipadé
laserti o vinovych délkach 455 nm a popt. 532 nm nevyskytuje. Jediny substrat, ktery
nevykazoval zadnou SERS aktivitu byl substrat celPEI100 v kombinaci s laserem
o vlnové délce 455 nm, kde se nepodaftilo detekovat zadny signal odpovidajici molekule
adeninu a opét je ve spektru pfitomna silna fluorescence celulosy (viz Obr. 61). Ve vSech
ostatnich ptipadech byly substraty SERS aktivni a molekula adeninu byla detekovana
s pomém¢ vysokou intenzitou. NejlepSimi z této fady substrati s vyuzitim impregnované
celulosy se poté konkrétné jevi substraty celPEI8SO a celPEI100. K nejvyssimu zesileni
doslo pii kombinaci substratu celPEI8O s laserem o vinové délce 780 nm a 633 nm.
Nejvyssi zesileni Ramanova signélu pro laser o vinové délce 532 nm bylo poté dosazeno
se substratem celPEI100, ktery obecné vykazoval pomérné konzistentni vysledky v ramci

jednotlivych méfeni kromé zminéného selhani tohoto substratu pfi méteni s laserem
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o vinové délce 455 nm. Diky razné adsorpci molekul adeninu na povrch substratl, které
vykazovaly zesileni Ramanova signalu, byl ¢asto jeho charakteristicky pik posunuty
v rozmezi 726 cm™ az 734 cm™ Ramanova posunu. Tato adsorpce také miize ¢astecné
ovliviiovat miru zesileni intenzity Ramanova signalu méfeného analytu. Vypocitané

faktory zesileni a primérné intenzity jsou uvedeny nize v kapitole 4.8.3.

Na nasledujicich grafech jsou zobrazeny SERS spektra adeninu meéfeného
na vzorcich s €istou celulosou jako nosnym substratem pro vrstvy stiibra (viz Obr. 77 —

96).
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Obr. 77: SERS spektrum 107 moll'" adeninu na substrdtu cel20 a Cistého substrdtu
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Obr. 78: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu cel50 a Cistého substrdtu
cel50, /. = 455 nm
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Obr. 79: SERS spektrum 107 moll'" adeninu na substrdtu cel60 a Cistého substrdtu
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Obr. 80: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu cel80 a Cistého substrdtu
cel80, /. = 455 nm
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Obr. 81: SERS spektrum 107 moll'" adeninu na substratu cell00 a Cistého substrdtu
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Obr. 82: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu cel20 a Cistého substrdtu
cel20, /. = 532 nm

:’: cel50 + adenin
"c% cel50
o

- S

= —

=

&

S

BS

=

ot

A=)

500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900

Ramantv posun [cm™!]
Obr. 83: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu cel50 a Cistého substrdtu
cel50, /. = 532 nm
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Obr. 84: SERS spektrum 10~ moll" adeninu na substratu cel60 a Cistého substrdtu
cel60, /. = 532 nm
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Obr. 85: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu cel80 a Cistého substrdtu
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Obr. 86: SERS spektrum 107 moll'" adeninu na substratu cell00 a Cistého substrdtu

cell00, /. = 532 nm
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Obr. 87: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu cel20 a Cistého substrdtu
cel20, /. = 633 nm

500 700 900

72



cel50 + adenin
e 150

50 arb. u.

Intenzita [arb. u.]

hmullmhuulll. “Mul

500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900
Ramantv posun [cm™!]

Obr. 88: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu cel50 a Cistého substrdtu
cel50, /. = 633 nm
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Obr. 89: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu cel60 a Cistého substrdtu
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Obr:. 90: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu cel80 a Cistého substrdtu
cel80, /. = 633 nm
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Obr. 91: SERS spektrum 107 moll'" adeninu na substratu cell00 a Cistého substrdtu
cell00, /. = 633 nm
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Obr. 92: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu cel20 a Cistého substrdtu
cel20, /. = 780 nm
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Obr. 93: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu cel50 a Cistého substrdtu
cel50, /. = 780 nm
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Obr. 94: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu cel60 a Cistého substrdtu
cel60, /. = 780 nm
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Obr. 95: SERS spektrum 107 moll" adeninu na substratu cel80 a Cistého substrdtu
cel80, /. = 780 nm
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Obr. 96: SERS spektrum 107 moll'" adeninu na substratu cell00 a Cistého substrdtu
cell00, /. = 780 nm
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Pro vzorky pfipravené na Cisté celulose nejlépe dopadly méfeni s excitaCnim
laserem o vlnové délce 780 nm, kde vSechny substraty dosahovaly pomé&rné vysokého
zesileni Ramanova signalu a ¢aste¢né také v kombinaci s laserem o vinové délce 532 nm,
kde zesilovaly vSechny substraty s vyjimkou substratu cel80, u kterého se ve spektrech
vyskytovala pouze fluorescence celulosy (viz Obr. 85). Vysledné intenzity
charakteristického piku adeninu jsou vSak vyrazné€ nizs§i nez pro substraty celPEI-Ag.
Obecné se tedy substraty pripravené na Cisté celulose jevi jako méné vhodné v porovnani
se substraty obsahujici celulosu impregnovanou pomoci polyethyleneiminu, coz muze
byt pravdépodobné zptusobeno tvorbou shluki a agregati vétsiho mnozstvi cCastic
na impregnované celulose. U vrstev pfipravenych na Cisté celulose lze 1 z vizualniho
hlediska pozorovat, Ze ke tvorbé shlukt castic béhem ptipravy nedochazi, coz bylo rovnéz
potvrzeno na zakladé vysledkti ze skenovaciho elektronového mikroskopu. Oproti
substratim celPEI-Ag dochazelo vyrazné Castéji k Uplné neaktivité cel-Ag substratd
pii méfeni. Kromé substratu cel80 v kombinaci s laserem o vinové délce 532 nm se jedna
také o substraty cel20 a cel50 pfi méfeni s excitacnim laserem o vlnové délce 455 nm,
kde je viditelna opét pouze fluorescence celulosy a také substraty cel60 a cel80
v kombinaci s laserem o vinové délce 633 nm. Jak bylo vySe zminéno, néktera spektra
byla také primérovana pouze ze dvou méfeni, a to z divodu silné fluorescence, ktera by
svoji vysokou intenzitou prebila Ramantv signal adeninu. Jedna se o substraty cel50
s laserem o vinové délce 633 nm, cel20 a cel50 s laserem o vinové délce 532 nm a substrat
cel100 s laserem o vinové délce 633 nm, kde byla naméfena pouze dvé spektra. Ve tfech
ptipadech byla fluorescence celulosy tak Casta, ze bylo spektrum adeninu zaznamenano
pouze z jednoho méfeni. Jedna se méteni na substratech cel 100 a cel60 s laserem o vinové
délce 532 nm a cell00 slaserem o vinové délce 455 nm. Vlivem adsorpce adeninu
na povrch substrati opét dochazelo k ¢asteCnému posunu charakteristického piku adeninu
v rozsahu 729 cm™ — 732 cm™. V nasledujici kapitole jsou uvedeny primérné intenzity

a faktory zesileni jednotlivych substrata cel-Ag a celPEI-Ag.
4.8.3 Faktory zesileni pripravenych substratu

K ziskani informaci o efektivité jednotlivych substrati v ramci povrchem zesilené
Ramanovy spektroskopie je dilezité stanoveni zesilovaciho faktoru té€chto substrati. Pro
vypocet faktoru zesileni byl vyuzit analyticky pohled. Vypocet byl tedy proveden pomoci

rovnice (1) uvedené v kapitole 2.2.1. Za hodnotu /szrs byla pfi vypoctu dosazena intenzita
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charakteristického piku adeninu, ktera byla ziskana z jeho méfeni na substratech cel-Ag
a celPEI-Ag. Hodnota lrarun poté piedstavuje intenzitu Ramanova signalu pro méfeni
adeninu na nosnych substratech cel a celPEI bez vrstev stfibra. Za tuto hodnotu intenzity
bylo dosazeno Cislo 1, jelikoz v méfeni adeninu na substratech bez pfitomnosti stfibra
nebyl viditelny zadny pik (viz Obr. 55). Nakonec byly do rovnice dosazeny koncentrace
CsERrs a Cravav, které odpovidaji koncentracim 107 mol1! vyuzivanou pii méfeni adeninu
na substratech celPEI-Ag a cel-Ag a 0,1 mol1™ pfi mé&Feni adeninu na nosnych substratech
bez pokryti stfibrem. Vypocitané faktory zesileni pro vSechny substraty pifi meéteni

adeninu byly uvedeny do tabulky (Zabulka 11).

Tabulka 11: Faktory zesileni jednotlivych substrdtii

Laser
Substrat 455nm | 532 nm | 633 nm | 780 nm
celPEI100 - 1,85107 | 1,81:10° | 9,73:10°

celPEISO | 1,53:10° | 4,7810° | 3,6510° | 1,76:107
celPEI6O0 | 3,9410° | 22710° | 2,37:10° | 7,12:10°
celPEISO | 8,42:10° | 58310° | 2.4410° | 9210°
celPEI20 | 9,63:10° | 3,1910° | 3,77:10° | 8,6510°

cel100 42710° | 44410° | 5,5010° | 1,2410°

cel80 43710° - - 1,2510°
cel60 7,1010° | 1,9610° - 6,36:10°
cel50 - 8,51'110° | 1,53:10° | 1,5410°
cel20 - 1,41'10° | 1,67110° | 3,62:10°

NejlepsSich vysledkti pifi zesileni Ramanova signalu adeninu bylo dosazeno
pouzitim excitatniho laseru o vlnové délce 780 nm, pii kterém uspé$né zesilovaly
viechny pfipravené substraty s faktorem zesileni fadové 10° — 10”. O podobnych
vysledcich se da hovorit také u substratii s impregnovanou celulosou v kombinaci s lasery
o vlnovych délkach 532 nm a 633 nm. Zhruba desetkrat méné potom tyto substraty
zesilovaly Ramanidv signal v kombinaci s laserem o vinové délce 455 nm. Ze vSech
meéfeni adeninu na substratech s impregnovanou celulosou nebylo zesileni spé§né vSak
pouze jednou, a to u substratu celPEI100 a laseru o vlnové délce 455 nm. Substraty
s &istou celulosou zesilovaly s faktorem zesileni fadové vrozmezi 10° — 10°.
Neuspesnéjsim substratem v této skupiné byl substrat cel100, ktery zesiloval pfi pouziti
laserd o vSech vinovych délkach. Nejméne uspé$nym byl poté substrat cel80, ktery
az dvakrat Ramantv signal adeninu nezesiloval, a to pro lasery o vinové délce 532 nm

a 633 nm. Zbylé tfi cel-Ag substraty nebyly uspésné vzdy alespon jednou. Substraty cel50
77



a cel20 v kombinaci s laserem o vlnové délce 455 nm a substrat cel60 v kombinaci
s laserem o vinové délce 633 nm. Celkové lepSich vysledka tedy dosahovaly substraty
pfipravené s impregnovanou celulosou oproti Cisté celulose, zejména z divodu tvorby
shlukl a agregatt v pripadé substrati celPEI-Ag a taktéz z dvodu Castého vyskytu silné
fluorescence pii méfeni na substratech cel-Ag, ktera tak snizila efektivitu té€chto vrstev.
Pii porovnani bylo podobnych vysledkd dosazeno v praci zabyvajici se piipravou
celulosovych substrati z filtraéniho papiru. Nanocastice stfibra ptipravené Tollensovou
metodou byly na tyto substraty naneseny pomoci imerzni techniky. Substraty byly
nasledné vyuzity pro SERS méfeni 1éCiva acyklovir, kdy bylo dosazeno faktorti zesileni
tadové 10°.3 Obdobné SERS aktivni substraty na bazi filtra¢niho papiru byly také vyuzity
napfiklad v dalSich dvou pracich pro detekci 1é€iv flucytosin a amoxicillin, u kterych bylo

dosazeno faktor( zesileni fadové 107 pro flucytosin a 10* pro amoxicillin.*%

Na nasledujicich grafech (viz Obr. 97 — 104) jsou uvedeny primérné intenzity

a relativni smérodatné odchylky jednotlivych métfeni v§ech substrati celPEI-Ag a cel-Ag.
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Obr. 97: Prumérné intenczity pikii adeninu, RSD a smérodatné odchylky pri méreni
na substratech celPEI-Ag, A = 455 nm
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Obr. 98: Prumérné intenczity pikii adeninu, RSD a smérodatné odchylky pri méreni
na substratech celPEI-Ag, 4 = 532 nm
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Obr. 99: Prumérné intenczity pikii adeninu, RSD a smérodatné odchylky pri méreni
na substratech celPEI-Ag, /. = 633 nm
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Obr. 100: Priimérné intenzity pikit adeninu, RSD a smérodatné odchylky pri méreni
na substratech celPEI-Ag, 4 = 780 nm
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Obr. 101: Priimérné intenzity pikit adeninu, RSD a smérodatné odchylky pri méreni
na substratech cel-Ag, . = 455 nm
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Obr. 102: Priimérné intenzity pikit adeninu, RSD a smérodatné odchylky pri méreni
na substratech cel-Ag, 4 = 532 nm
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Obr. 103: Priimérné intenzity pikit adeninu, RSD a smérodatné odchylky pri méreni
na substratech cel-Ag, . = 633 nm
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Obr. 104: Priimérné intenzity pikii adeninu a smérodaté odchylky pri méreni
na substratech cel-Ag, . = 780 nm

Do grafti byly uvedeny pouze substraty, které vykazovaly SERS aktivitu alespon
v ramci jednoho méfeni ze tii. V grafech se také vyskytuji hodnoty namétenych intenzit,
které odpovidaji nule. Jednd se o chybéjici sloupce v grafu odpovidajici vyskytu
fluorescence pii méfeni, ktera zptsobila zakryti charakteristického piku adeninu anebo

dany substrat v daném meéfeni nevykazoval SERS aktivitu.
4.8.4 SERS méreni malachitové zelené

Malachitova zelern je nejCastéji vyuzivana v barvifském pramyslu, ale na zaklade
jejich vlastnosti se vyuziva také jako léCebny prostredek pro ryby. Jedna se
o antimykotikum, které je povazovano za nejucinnéjsi prostiredek v boji proti plisiovym
infekcim. Malachitova zelen neni presné definovanou chemickou slouceninou a vétsinou
se vyskytuje ve formé chloridové nebo oxalatové soli jako zelena krystalicka latka.
Prestoze existuji také obavy o jeji karcinogenité, je vzhledem k jeji snadné dostupnosti
a vysoké ucinnosti stale vyuzivanou latkou.’” Z tohoto divodu byla zvolena malachitova

zelen jako analyt pro detekci na pfipravenych SERS substratech.

Na zakladé vysSe zminénych vypocta faktorti zesileni byl vybran jeden substrat

s nejlepSimi vysledky pfi zesileni Ramanova signalu adeninu. Jednd se o substrat
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celPEI100 v kombinaci s laserem o vinové délce 780 nm, ktery vykazoval faktor zesileni
tadové >10° Na nasledujicich obrazcich (viz Obr. 105 a 106) je uvedeno porovnani SERS
spekter pro méfeni riaznych koncentraci malachitové zelené na nosném substratu celPEI

bez pokryti stfibrem a substratu cel PEI100.
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Obr. 105: SERS spektra malachitové zelené o koncentracich 107, 1073 a 10 moll!
na nosném substratu celPEI bez stribra
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Obr. 106: SERS spektra malachitové zelené o koncentracich 1 072 1073 107 a 107
mol' I’ substrdtu celPEI100

Na grafu (viz Obr. 105) l1ze vidét, ze malachitova zelen je pii koncentraci 0,01

mol1! bez problému detekovatelna pomoci Ramanovy spektroskopie. P¥i zfedéni
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zakladniho roztoku na nizs§i koncentrace 0,001 mol'1! a 0,0001 mol1! se jiz ztraci nékteré
jeji charakteristické piky, a to pik v oblasti 1377 cm™ odpovidajici vibraci C-H vazeb
a 1612 cm™!, ktery odpovida vazb& N-C a natahovani vazby C-C. Vyrazny pik v oblasti
1172 cm™ odpovidd ohybu aromatickych C-H vazeb.*® Pii pouziti aktivniho SERS
substratu celPEI100 bylo mozné tyto piky detekovat az do koncentrace 107
mol 1!, ktera se zd4 byt pro tento substrat hrani¢ni. Piestoze byla malachitova zelefi
detekovana na nosném substratu bez pokryti stfibrem, intenzita jednotlivych
charakteristickych pikti této slouCeniny je zhruba Ctyficetkrat nizsi nez pii pouziti
substratu celPEI100. Vypocet faktori zesileni probihal obdobné jako u modelového
adeninu. Za hodnotu /rarun byla dosazena intenzita charakteristickych pikd na nosném
substratu celPEIL V pfipadé, ze nebyl pik viditelny, bylo za tuto hodnotu dosazeno Cislo

jedna.

Substrat celPEI100 dosahoval faktor zesileni pouze fadové 10! — 102, coz je

v porovnani s méfenim adeninu vyrazn€ niz§i zesileni. Tento fakt je pravdépodobné
zpusoben mensi schopnosti adsorpce molekuly malachitové zelené na povrch substratu.
Pro méfeni malachitové zelené byly rovnéz sestrojeny grafy s primérnymi intenzitami

z jednotlivych méfeni a smérodatné odchylky (viz Obr. 107 — 109).
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Obr. 107: Priimérné intenzity pikii malachitové zelené o koncentraci 0,01 mol'l"', RSD
a smérodatné odchylky pri méreni na substrdatu celPEI100, A = 780 nm
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Obr. 108: Priimérné intenzity pikit malachitové zelené o koncentraci 0,001 mol'I'', RSD
a smérodatné odchylky pri méreni na substratu celPEI100, A = 780 nm
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Obr. 109: Priimérné intenzity pikii malachitové zelené o koncentraci 0,0001 mol I, RSD
a smérodatné odchylky pri méreni na substrdatu celPEI100, A = 780 nm

Pfi méfeni vSech koncentraci malachitové zelen¢ bylo ziskdno znacné vice

konzistentnich hodnot intenzit jednotlivych charakteristickych pikii nez pfi méfeni

modelového adeninu. Zarovenl bylo dosazeno pomémé vysokych intenzit Ramanova

signalu, coz je pravdépodobné zplisobeno méfenim vysSich koncentraci nez v pripadé

adeninu.
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5 Zavér

Tato bakalafska prace byla zamétena na studium pfipravy vrstev nanocastic stiibra
na nosnych celulosovych substratech a jejich charakterizaci. Tyto substraty byly nasledné
vyuzivany pro ucely v oblasti povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie. Piiprava
vrstev probihala ponofenim nosného substratu do pfedem zvoleného objemu disperze
nanocastic stfibra a po definovanou dobu byla promichévana. Jednalo se o dva odlisné
typy podkladovych substratd, a to o ¢isty chromatograficky papir vyuzivany
pro papirovou chromatografii (CEL) a chromatograficky papir impregnovany vétvenym
polyethyleneiminem (CEL-PEI). Ptiprava nanocastic stiibra probihala pomoci metody
chemické redukce. Jako vychozi latka byl pouzit dusi¢nan stiibrny, jehoZ ionty Ag" byly
redukovany pomoci silného redukéniho cinidla tetrahydridoboritanu sodného. Takto
vyredukované Castice stfibra byly stabilizovany pridavkem dihydratu citronanu sodného.
K modifikaci vznikajicich nanoc¢astic byl vyuzit pfidavek peroxidu vodiku (15%), ktery
se pohyboval v rozmezi 0 — 120 pl, za G¢elem pfipravy anizotropnich tvara Castic stiibra.
Timto zplisobem pripravené nanocastice stiibra byly charakterizovany pomoci UV-VIS
a transmisniho elektronové mikroskopu. Podle tohoto méfeni byla zjisténa velikost
nanocastic a jejich velikostni distribuce. Na zakladé€ vlastnosti pfipravenych disperzi bylo
vybrano nekolik, které byly nasledné dale vyuzity. Celkove bylo pfipraveno deset riznych
substrati, na kterych byla testovana SERS aktivita pfi méfeni modelového analytu —
adeninu o koncentraci 10 mol'l!. Méteni SERS probihalo na &tytech laserech o vinovych
délkach 455 nm, 532 nm, 633 nm a 780 nm. VSechny pfipravené substraty byly také
charakterizovany pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu. SERS aktivita
substrati byla nasledné vyhodnocena pomoci vypoctu faktort zesileni Ramanova signalu.
Pro vypodet byly vyuzity intenzity SERS signalu adeninu o koncentraci 10 mol 1™
a intenzity Ramanova signalu adeninu o koncentraci 0,1 moll™. Intenzity Ramanova
signalu adeninu byly ziskany méfenim na nosnych substratech bez pfitomnosti stiibra.
Substraty dosahovaly nejlepsSich vysledkt pfi pouziti laseru o vinové délce 780 nm, kde
viechny substraty zesilovaly Ramandv signal fadové v rozmezi 10° — 107. Pi porovnani
vypoctenych faktorti zesileni, lepsSi zesileni Ramanova signalu vykazovaly substraty
pfipravené na impregnované celulose. Podobné substraty na bazi filtracniho papiru
pokrytého vrstvami stfibra byly také testovany pro detekci 1éCiv jako je acyklovir,

flucytosin a amoxicillin, které dosahovaly faktorti zesileni Ramanova signalu fadové
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10* — 1073555 Na zakladé nejvice konzistentnich vysledkd pfi méfeni byl vybran substrat
celPEI100 v kombinaci s laserem o vinové délce 780 nm pro métreni malachitové zelené
o raznych koncentracich. Nejmensi koncentrace, pfi které se malachitova zeler podafila

na zvoleném substratu detekovat, byla 10 mol1™.
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6 Summary

This bachelor thesis is focused on the study of the preparation of silver nanoparticle
layers on cellulose-based substrates and their characterization. These substrates where
subsequently used for purposes in surface-enhanced Raman spectroscopy. The
preparation of the layers was carried out by immersing the base substrate in a chosen
volume of silver nanoparticle dispersion and stirred for a defined period of time. Two
different types of base substrates were used — pure chromatographic paper, which is used
for paper chromatography (CEL) and chromatographic paper impregnated with branched
polyethyleneimine (CEL-PEI). The preparation of silver nanoparticles was carried out
using a chemical reduction method. Silver nitrate was used as a starting substance and its
Ag" ions were reduced using a strong reducing agent, sodium borohydride. So reduced
silver particles were stabilized by the addition of sodium citrate dihydrate. To modify the
resulting nanoparticles, the addition of hydrogen peroxide (15%), which ranged from 0
to 120 pl, was used to prepare anisotropic shapes of silver particles. The prepared silver
nanoparticles in this way were characterized by UV-VIS and transmission electron
microscopy. Based on this measurement, the size of the nanoparticles and their size
distribution were determined. Based on the properties of the prepared dispersions, several
were selected and subsequently further utilized. In total, ten different substrates were
prepared and tested for SERS activity by measuring the model analyte — adenine
at a concentration 10 M. The SERS measurement were performed on four lasers with
wavelengths of 455 nm, 532 nm, 633 nm and 780 nm. All prepared substrates were also
characterized by scanning electron microscopy. The SERS activity of the substrates was
then evaluated by calculating Raman signal enhancement factors. The SERS signal
intensities of adenine with concentration 10° M and the Raman signal intensities of
adenine with concentration 0,1 M were used for calculation. The Raman signal intensities
of adenine were obtained by measurements on substrates without silver. The substrates
performed best when using a 780 nm laser, where all substrates amplified the Raman
signal in the order of 10° — 10”. Comparing the calculated enhancement factors, the
substrates prepared on impregnated cellulose showed better for Raman signal
enhancement. Similar substrates based on filter paper coated with silver layers were also
tested for the detection of drugs as acyclovir, flucytosine and amoxicillin, which achieved

Raman signal enhancement factors of the order of 10* — 10754555 Based on the most
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consistent measurement results, the celPEI100 substrate was selected in combination with
780 nm laser to measure malachite green at various concentrations. The lowest
concentration at which malachite green could be detected on the selected substrate was

10* M.
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