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1 Uvod

Vyvoj a optimalizace analytickych technik, které by umoziiovaly snadnou a rychlou
detekci Sirokého spektra latek o velmi nizkych koncentracich, které 1ze nasledné vyuzit
v nejruzn€jSich oblastech lidské cCinnosti, jako je kontrola kvality potravin [1-5],
monitoring ovzdu$i ¢i vod [6], forenzni aplikace [7-9] ¢i biomedicina [10-16], je
v soucasné dobé objektem vysokého ziamu. Typicky vyuzivané metody s vysokou
citlivosti a selektivitou, naptiklad spojeni chromatografii s hmotnosti spektrometrii, jsou
obvykle narocné jak na pristrojové vybaveni, tak i co se tyCe pfipravy vzorku tak
i samotného casu, ktery je potieba k provedeni samotné analyzy. Ramanova
spektroskopie by mohla predstavovat vhodnou alternativu k témto metodam a zaroveni
v nékterych oblastech pfinést 1 znacné vyhody. Ramanovy spektrometry jsou
v soucasnosti dostupné také jako prenosné a rucni pfistroje s jednoduchym ovladanim,
coz umozinuje provadét také in-sitru meéfeni. Samotny Ramantv proces, neelasticky
rozptyl zafeni, [17] je vSak jevem pomérné slabym a po interakci se zarenim ho
vykazuje pouze 1/10° molekul [18], coz naznaCuje, ze je vhodny zejména pro
koncentrované vzorky. Tento problém lze vSak velice snadno vyfeSit pouzitim
specidlnich technik, zejména povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie (SERS —
surface enhanced Raman spectroscopy) [19], kdy na zakladé interakce mezi
nanostrukturovanym substratem (typicky se jedna o plasmonické kovy Ag, Au nebo Cu)
[20] a analytem adsorbovanym na jeho povrch lze ziskat vyrazné navySeni intenzit
Ramanova rozptylu, ¢imz extrémné snizujeme limity detekce a v nékterych pripadech
1ze detekovat i jedinou molekulu. [21-23] Ziskané zesileni je pfimo zavislé na struktufe
a vlastnostech pfipraveného substratu, zejména se jedna o material nanocastic, jejich
velikost, tvar, stupenn agregace a jejich vzajemnou vzdalenost. [24-26] S rozvojem
nanotechnologii jsou rozvijeny i metody piipravy nanocastic kovt, ¢ehoz se da vyuzit
pravé pro piipravu optimalnich SERS substratl, které 1ze nasledné vyuzit jako senzory
pro detekci riznych latek. Tyto senzory pak mohou byt pfi vhodné povrchové tpraveé

substratu vysoce selektivni, cehoz se da vyuzit naptiklad pro detekci biomarkera [27].

Tato prace je zaméfena na metodu sonochemické depozice nanocastic stiibra na dva
odlisné  podkladové  substraity (oxid hlinity a celulosa impregnovana
polyethyleniminem), které byly nasledné vyuzity jako senzory pro detekci modelového
analytu (roztok adeninu) pomoci povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie, a to za

pouziti lasert o vinovych délkach 532 nm a 780 nm. Byl také zkouman vliv rizné
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povrchové upravy pokladl pred depozici na vyslednou morfologii vrstev nanostfibra. U
pfipravenych vrstev byla také po depozici provadéna rekrystalizace v roztoku NaCl o
koncentraci

4 mol-dm™ stiibrmych &astic za tgelem modifikace jejich plasmonickych vlastnosti.
Morfologie vSech pripravenych senzord byla studovana pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie a na zakladé ziskanych snimkt byl sledovan vliv struktury nanesenych
vrstev na hodnotu zesileni Ramanova signalu. Také byla sledovana stabilita

pfipravenych substrati po 1 mésici od jejich pfipravy.



2 Teoreticka Cast

2.1 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je technika, ktera se zabyva méfenim posunt ve frekvenci
monochromatického zafeni, které je neelasticky odrazeno od zkoumaného analytu, na
zakladé interakce s jeho molekulami, ktera vede k zméné vibra¢né-rotacnich stavi, tedy
pfechodu molekuly do wvirtudlniho excitovaného stavu. K ziskani neelasticky
rozptylenych fotonii dochéazi pii nasledné vibracni relaxaci. Tyto rozptylené fotony
mohou mit bud’ niz§i frekvenci oproti monochromatickému zdroji zareni, tehdy se jedna
o Stokesiv Ramandv rozptyl, a pokud je frekvence generovanych fotonu vyssi
nez frekvence puvodnich, jde o anti-Stokesiv Ramantv rozptyl, kdy foton ziskava
energii z vazby v molekule. Tento jev nastava v pfipadé€, ze se molekula jiz na zacatku
nachazi v excitovaném vibracnim stavu. V principu se jedna o techniku vibra¢né-rotacni
molekulové spektroskopie, ktera se zabyva sledovanim rozdilt ve frekvenci primarniho
a ziskaného rozptyleného zafeni. Tento posun je pfimo zavisly na chemickém slozeni
zkoumané latky, coz predurcCuje vyuziti Ramanova rozptylu jako nastroje pro snadnou
interpretaci a vysoce citlivou strukturni identifikaci chemickych latek praveé na zakladé
jejich unikatnich vibra¢nich charakteristik. Ramaniv jev je pozorovan u molekul, pfi
jejichz vibracich dochazi ke zméné polarizovatelnosti. Ta je dasledkem vychyleni
atoml zjejich rovnovaznych pozic béhem vibracniho pohybu. Intenzita Ramanova

rozptylu je pak umérna velikosti zmény polarizovatelnosti dané molekuly. [28]

Ramanova spektroskopie, respektive jev Ramanova rozptylu, byl objeven roku 1928
C. V. Ramanem, na jehoz pocest nese svij nazev, a jeho studentem K. S. Krishnanem
a to pfi jejich vyzkumu, ve kterém se zabyvali hledanim jevu, ktery by byl analogicky
ke Comptonovu jevu. V bfeznu toho roku vydali prvni publikaci, ktera se timto jevem
zabyva — ,,A New Type of Secondary Radiation“. [17] Objeveni Ramanova jevu
predchazelo pozorovani depolarizace vody jako funkci vlnové délky, ktera se
procentuadlné rozdilné meénila pro Cervené, zluté, zelené, modré a fialové svétlo.
V dalSich experimentech, byla K. S. Krishnanem zaznamenana fluorescence o nizké
intenzit€ pii interakci zafeni s riznymi kapalinami (voda, acetaldehyd, alkoholy a dalsi).
Snaha o ziskani spekter této fluorescence z divodu jeji pfili§ nizké intenzity selhavala,
tudiz bylo nutné prodlouzit Cas méfeni. Ziskani jednoho spektra pak trvalo standardné

nekolik hodin. Raman tato spektra predstavil béhem prednasky na setkani the South



Indian Scientists Association 16. bfezna 1928. Celkem zaznamenali rozptylené
sekundarni zafeni o nizsich frekvencich u 60 kapalin a plynt. [29] V roce 1930 byla za

objev Ramanova jevu ud€lena Nobelova cena.

Mnoho desetileti vSak Ramanova spektroskopie nebyla ve srovnani s dalSimi
technikami vibra¢né-rotacnich spektroskopii (NIR, FT-IR) piili§ oblibenou ¢i
vyhledavanou, a to z divodu nizké intenzity ziskaného zafeni, jelikoz pouze 1/10%
interakci mezi fotonem a Raman-aktivni molekulou vede k ziskani Stokesova nebo
anti-Stokesova fotonu. Srovnani ucinnych prafezi Ramanova jevu a Rayleigho
elastického rozptylu svétla, pii kterém se frekvence rozptylenych fotoni neméni, je

popsano v Rovnici 1

(g_;)Raman ~ 10_3 (g_;)Rayleigh (1)

kde o popisuje ucinny prufez a Q2 tthel pozorovani rozptyleného svétla. [18]

Tim se Ramanova spektroskopie stdva metodou, ktera se vhodna pro analyzy pouze

koncentrovanych vzorka. [30]

Zaroven soucasti Ramanovych spektrometr byly pomémeé drahé a nevhodné pro in-situ
meéfeni. S rozvojem technologii a zaroven s vyvojem novych metod, diky kterym je
mozné snizovat limity detekce pii analyzach, bylo mozné konstruovat financné
i uzivatelsky pfiznivejsi pfistroje, a to véetné mobilnich ¢i prenosnych, diky kterym je
mozné analyzy realizovat i1 v terénu, coz déla z Ramanovy spektroskopie lukrativni
nastroj pro strukturni analyzu s vysokym aplikacnim potencidlem. [28] Nejen, ze lze
Ramanovu spektroskopii vyuzit ke strukturni charakterizaci a identifikaci latek a,
jelikoz jde o metodu vysoce selektivni, 1ze ve spektrech pozorovat i velmi malé zmény
chemické struktury. [31] Pfi vyuziti technik snizujici detek¢ni limit je mozné analyzovat
1 latky o extrémné nizkych koncentracich, v nékterych piipadech 1ze detekovat i jedinou
molekulu [21, 23, 32, 33] lze sledovat vazebné zmény v latkach, které mohou probihat
napfiklad pfi vzniku produktt [34, 35] nebo pii zméné krystalické struktury vzorku
[36].

Zaroven pifi srovnani s vySe zminénymi technikami vibra¢né-rotacnich molekulovych
spektroskopii, infradervené (FT-IR) a blizké infraCervené spektroskopie (NIR), u

kterych je zména vibracnich stavli vyvolana absorpci infracerveného zafeni a kde se ve
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spektrech projevuji pouze ty vibrace, béhem nichz dochéazi ke zmeéné dipolového
momentu molekuly, Ramanova spektroskopie poskytuje nékolik zasadnich vyhod, které
maji puvod pravé v rozdilnych vybérovych pravidlech a ve sledovani rozptylu zafeni
namisto jeho absorpce. Ramanovu spektroskopii je mozné pouzit pro méfeni pevnych,
plynnych i kapalnych vzorkt. Zde je hlavni vyhodou oproti infracervené spektroskopii
moznost méfeni vzorkll ve vodnych roztocich, jelikoz voda poskytuje v Ramanoveé
spektru signal velmi slaby. [31] Zaroven je mozné provadét analyzy 1 pres transparentni
obaly (sklo, plasty), v nékterych pfipadech pomoci specialnich technik (SORS —
spatially offset Raman spectroscopy) i neinvazivni meéfeni skrz neprihledné materialy
(napf: tkané, nepruhledné povrchové upravy, nepruhledné obaly). [37] Jedna se o
vysoce selektivni metodu, komplementarni k infracervené spektroskopii. Vysoka
selektivita ji umoziiuje identifikovat a rozlisit od sebe molekuly a chemickeé latky, které
si jsou velmi podobné, a v jejich naméfenych spektrech 1ze rozlisit 1 malé chemické

zmeny.

2.1.1 Princip a teorie neelastického rozptylu zareni

Ramanova spektroskopie vyuziva dvou-fotonovy proces neelastického rozptylu svétla —
Ramantv jev. Podstatou Ramanova jevu je interakce molekuly a fotonu o energii, ktera
svou velikosti prevySuje kvantum vibrac¢ni energie molekuly. Béhem tohoto procesu
predava foton cast své energie do vibrace molekuly a v dusledku toho je generovan
druhy foton o energii snizené prave o tento rozdil (v tomto pifipad€ se jedna o zminény
Stokestv rozptyl). Pii tom dochazi ke zméné polarizovatelnosti vazeb v molekule.
Polarizovatelnost lze definovat jako schopnost elektronového oblaku interagovat
s elektrickym polem, béhem cehoz se posunuje naboj v ramci molekuly a dochazi
k vytvateni indukovaného dipolu. Ke zméné polarizovatelnosti dochazi v disledku
zmény prostorové distribuce elektronového oblaku béhem vibrace. Ne vSechny vibrace
jsou vSak Ramansky aktivni. [38] Ve spektrech 1ze zaznamenat pouze ty, u kterych se
pfi interakci s excitaénim zafenim meéni s vibracni amplitudou Q jejich polarizovatelnost
o. [31]

da
20 0 2)

Zaroveni také plati, Ze ziskand intenzita ziskaného zafeni Iz je umémna druhé mocniné

zmeny polarizovatelnosti molekuly béhem vibracniho pohybu. [38]
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Ip (g—g)z 3)

Fyzika Ramanova jevu muze byt popsana dvéma zpusoby, a to bud’ klasickou vinovou
interpretaci, kdy je na zareni nahlizeno jako na elektromagnetickou vlnu (viz Obr. 1),

které nalezi oscilujici elektrické pole interagujici s hmotou skrze polarizovatelnost.

MWV + -0 = WA

Obrazek 1. Vlnova interpretace interakce zaieni s molekulou.

Druhou moznosti, jak vysvétlit Ramanuv jev, je skrz kvantoveé ¢asticovou interpretaci
zateni (viz Obr. 2). Zde dochazi pii srazce fotonu s molekulou ke vzajemné interakci

a generovani neelasticky rozptyleného fotonu. [31]

O+00—->0

Obrazek 2. Kvantové casticova interpretace interakce fotonu s molekulou a ziskani
neelasticky rozptyleného fotonu.

Bézny popis Ramanovy spektroskopie vyuziva k vysvétleni téchto interakci oscilujiciho
elektrického pole klasicky nahled. Elektrické pole E zptisobi perturbaci nabitych Castic

v molekule a tim vznik indukovaného dip6lového momentu u.
W=E-a “)

Elektrické pole a polarizovatelnost se v ¢ase méni. Elektrické pole zareni osciluje jako
funkce Casu pii urc€ité frekvenci vo, coz vede k oscilaci indukovaného dipolu s totoznou
frekvenci. Polarizovatelnost ma velikost, jejiz hodnota se s Casem muze mirn€ ménit,
ale s mnohem niz§i vibracni frekvenci vy, oproti té, s jakou osciluje indukovany dipol.
Na Obrazku 3 je znazornéna vysledna modulovana amplituda kmitani indukovaného

dip6lu molekuly.
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Obrazek 3. Schématicka reprezentace: (a) exictacni zafeni pfiméje indukovany dipol p
molekuly oscilovat frekvenci fotonu, (b) vibrace molekuly méni polarizovatelnost a, ktera
zméni amplitudu oscilace dipélového momentu, (¢) vysledkem je modulovana amplituda
oscilace dipolového momentu.

Z takto modulované viny lze matematicky ziskat tfi vlny o riznych frekvencich
a velikostech amplitud, které jsou znazornény na Obrazku 4. Jsou jimi Rayleigho

rozptyl, Stokestv rozptyl a anti-Stokestv rozptyl. [38]

b

\/\/\N\/\\/\A/\W

Yo Vo= Vm Vo + Vm

Obrazek 4. (a) Rayleigho rozptyl, (b) Stokesuv rozptyl, (¢) anti-Stokesuv rozptyl.

Tyto tii ziskané rozptyly je mozné pro lepsi vizualizaci popsat pomoci kvantoveé
Casticové interpretace, kde je Ramantv jev popsan jako interakce fotonu a vazby
v molekule s naslednym ziskdnim rozptyleného fotonu s charakteristikami, které se
odliSuji od fotonu primarniho. Toto je vyobrazeno na diagramu nize (Obr. 5), ktery
znazornéna excitace molekuly fotonem do virtualniho metastabilniho stavu. Pri
elastickém, Rayleigho, rozptylu molekula zrelaxuje zpét do zékladniho stavu a je
generovan foton o stejné energii jako mél foton excitacniho zafeni. Pokud jde o
neelasticky rozptyl, mohou nastat dva pfipady. Nachazi-li se molekula pred excitaci
v zakladnim stavu, muize dojit po excitaci k relaxaci do vyssi energetické hladiny
namisto do hladiny zékladni, a pak dochézi k vyzatfeni fotonu o niz§i energii, nez mél
pavodni foton. V tomto pripadé se jedna o Stokestv rozptyl. V pfipad€, Ze se molekula
jiz nachdzi mimo zakladni energetickou hladinu, poté po excitaci a nasledné relaxaci

ziskavame foton o vyssi energii a proces se nazyva anti-Stokesovym rozptylem. [31]
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Vlnova délka (nm)
1042 1064 1087

Rayleigho rozptyl

Anti-Stokesiv Ramaniv hcﬁi‘ . .
Stokeslv Ramanlv
rozptyl - ——
he (v, + Vi) rozptyl
- he (Vg = vm)
o |1
@ | l
el
@ s 1 1y
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Obrazek 5. Diagram Rayleigho, Stokesova a anti-Stokesova rozptylu; pi‘evzato a upraveno
z [38].

Vétsina molekul se vSak pii laboratorni teploté¢ nachazi v zakladnim stavu, tudiz
pravdépodobnost, Ze dojde k anti-Stokesovu posunu, je nizsi. V diasledku toho vétSina
Ramanovskych méfeni bere v ivahu pouze Stokestv rozptyl, pfi kterém ve spektrech

ziskavame, oproti anti-Stokesovym pasum, vysSi intenzity.

Zavislost intenzity pasu v Ramanovych spektrech Ir na poc¢tu molekul N vykazujicich
Ramaniv efekt je popsana Rovnici 5, kde Ip predstavuje intenzitu excitacniho laseru,
v je jeho frekvence, a je polarizovatelnost a Q vibracni amplituda.

Ip o V4N (g—g)z (5)

Z této rovnice zarovenl vyplyva, ze svyssi intenzitou laseru anebo pouzitim kratsi
vinové délky excitacniho zafeni lze ziskat vyssi intenzitu pasa ve spektru. [38] Pfi volbé
podminek experimentu, tedy intenzité laseru a jeho vinové délce, je vSak tfeba davat
pozor na to, aby nedoslo k vybuzeni fluorescence ¢i destrukci vzorku v dusledku vysokeé

intenzity budiciho zéafeni.
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2.2 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie

Jelikoz vétSina molekul na zakladé interakce s monochromatickym zarenim, pfi
porizovani Ramanovych spekter, poskytuje elasticky rozptylené fotony s nezménénou
frekvenci (viz Rovnice 1), spontanni Ramanuv jev je pomérné slaby [30] a mize byt
zna¢né omezen nizkou koncentraci analytu ve studovaném vzorku. [39] Zaroven
pozorovani Ramanova jevu ve spektrech mize byt limitovano skute¢nostni, jak bylo
zminéno dfive, ze pouZity excitaCni laser muze souCasné s Ramanovym rozptylem
vybudit fluorescenci, ktera obvykle vykazuje o né€kolik tada silnéjsi intenzitu. Toto
obvykle nastava ubiomolekul, které ve své struktufe obsahuji fluorofor, ktery
fluoreskuje, je-li vybuzen zafenim s vlnovou délkou ve viditelné oblasti spektra.
Problém fluorescence muze byt ve vétsin€ piipada vyfeSen pouzitim laseru s vinovou
délkou v oblasti blizkého infracerveného zateni (bézné pouzivané vinové délky NIR
lasert jsou napt.: 780 nm, 785 nm ¢i 1064 nm) nebo aplikaci specialnich technik, ktera
poméhaji zvySovat intenzitu Ramanova signalu. [30] Jednou ztéchto technik je

povrchem zesilena Ramanova spektroskopie.

K objevu jevu zesileni Ramanova signalu v dusledku interakce analytu s vhodnym
substratem doslo roku 1974 britskym chemikem Martinem Fleischmannem. Ten béhem
své prace zaznamenal neobvykle intenzivni Ramantv signal pyridinu, ktery byl
naadsorbovan na povrchu stfibrné elektrody. [19] Tento objev byl v nasledujicich letech
dale zkouman a byl potvrzen v dal§ich studiich. [40, 41] Prvné byl tento efekt zesileni
jednoduse prisuzovan zvétSeni aktivni plochy podkladu v dasledku jeho zdrsnéni. To
bylo ale vzapéti vyvraceno, jelikoz tak vyrazné zesileni signalu nemohlo pochazet
pouze ze zvétSeni plochy povrchu. [42] Nasledné se objevily hypotézy, ze tyto
neobvykle vysoké intenzity Ramanova rozptylu maji plvod v existenci silnych
elektromagnetickych poli na povrSich kovovych substrati [41] nebo ve vytvafeni
komplexi mezi molekulou a kovem [40]. Nasledovala teorie, ktera pivod vysokych
intenzit signalu pfisuzovala optické excitaci kolektivné oscilujicich elektrond na
povr§ich kovovych nanostruktur. [43, 44] V dalSich studiich bylo potvrzeno, Zze
povrchem zesileny Ramantv signal se sklada ze dvou pfispévku. Prvni ma puvod
chemickém efektu zesileni a druhy v efektu elektromagnetickém. Zaroven se celkové

ziskané zesileni svou hodnotou pohybuje okolo 109, [42, 45, 46]
Nezesileny Ramantv signal, ktery analyt generuje, 1ze zapsat jako:
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Praman = KNogl (6)

kde Prgman [foton/s] je Ramaniv vykon zméfeny detektorem, K popisuje frakci fotond,
kterd je po emisi zachycena a detektorem konvertovana na elektrony, N je pocet
molekul ozafenych laserem, o;, [cm*molekula] je Ramantv G¢inny prifez k-tého
vibraéntho modu integrovany pifes S§itku pasu skrz vSechny sméry emise,

I [foton/(cm?-s)] je intenzita pouzitého budiciho laseru.

Ramandv signal a zesileny Ramantv signal ziskany na zaklad¢ interakce analytu
a povrchu vhodné nanostruktury jsou spolecné svazany vztahem, ktery popisuje

Rovnice 7.

_ _ ~EM ~CH
Psprs = GsprsPraman = GsersGsers Praman (7)

Gsers je faktor SERS zesileni signalu a predstavuje zesileni zpisobené pritomnosti
vhodného substratu a sklada se ze dvou casti, které vyjadiuji piispévek

elektromagnetického zesileni GErks a chemického zesileni GEfh . [42]

Na zéklad€ tohoto ziskaného zesileni se povrchem zesilena Ramanova spektroskopie
stava metodou pro rychlou, vysoce citlivou, nedestruktivni analyzu s Sirokym
aplika¢nim potencidlem naptiklad v biochemickych ¢i biomedicinskych oblastech,
monitoringu zivotniho prostfedi, kontrole kvality jidla nebo ve forenznich aplikacich.
[27, 47-51] Naproti tomu jako moznou nevyhodou meéfeni, kterd vyuzivaji zesileni
Ramanova signalu vhodné nanostruktovanymi substraty, muaze byt pravé samotna
ptiprava dostatecné kvalitniho a homogenniho substratu poskytujiciho konstantni
intenzitu signalu s hodnotou zesileni Ramanova rozptylu 10° [20], a to zvlasts tehdy,
pokud je cilem méfeni nejen kvalitativni analyza, ale i kvantitativni. V poslednich
letech se nicméné vyvoj SERS metod pro konkrétni aplikace a selektivni detekce
a kvantifikace vyznamnych analyt a biomolekul (napf.: kvantifikace biomarkera, 1éciv
a drog, jejich metaboliti v té€lnich tekutinach, [52-55] nebo obsah kontaminanti
v pudach [56] avodach [57] nebo také detekce ilegalnich aditiv, toxinu i pesticidu
v potravinach [56]) znacné rozviji, reprodukovatelnost SERS signalu je ovSem v mnoha
ptipadech nedostatecna pro pouziti v oblastech, které jsou prisné regulovany piedpisy.
Tato nizka reprodukovatelnost je zpusobena vysokym poctem faktord, které maji vliv

na ziskané zesileni signalu. [58]
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2.2.1 Princip zesileni signalu

Jak bylo feCeno v predchozi podkapitole, na efektu povrchem zesileného Ramanova
signalu se podileji dva zakladni obecné uznavané mechanismy. Témi jsou zminény
elektromagneticky mechanismus a chemicky mechanismus. Elektromagneticky
mechanismus poskytuje vyrazné vyssi zesileni Ramanova signalu pfi srovnani
s chemickym mechanismem. Zesileni intenzity se zde pohybuje v oblasti okolo 10%
a 10" v piipadech, nachazi-li se molekula ve vysoce aktivnim misté substratu, tzv.
hot-spotu, ktery muze byt tvofen napiiklad mezerou mezi blizce sousedicimi

plasmonickymi nanocasticemi (viz Obr. 6) ¢i ostrych hranach nanocastice.

NH2

Obrazek 6. Zesileni signalu molekuly nachazejici se v hot-stopu mezi dvéma
plasmonickymi nanocasticemi.

Tento typ mechanismu je povazovan za dalekodosahovy — je zde nutné, aby se
molekula pohybovala do vzdalenosti pfiblizné 10 nm od povrchu substratu. Naproti
tomu u chemického mechanismu, ktery bude detailné popsan posléze, je treba, aby
molekula byla sorbovéana v tésné blizkosti povrchu SERS substratu, tj. vzdalenost

2 angstromu, tedy odpovidajici praimérné délce chemické vazby. [20, 59]

Proces zesileni Ramanova signalu pomoci elektromagnetického mechanismu je zalozen
na plasmonickych vlastnostech typicky pouzivanych SERS substrath. Zesileni je zde
podminéno pfitomnosti zkoumaného analytu na povrchu substratu vhodné

nanostrukturovaného plasmonického kovu (nejcastéji Ag, Ag, Cu), na kterém pfi
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interakci s monochromatickym zafenim (tj. laser vyuzity k ziskdni Ramanovych
spekter) dochazi k excitaci lokalizované rezonance povrchového plasmonu. Zaroven jde
o proces pfidruzeny k vlastnostem substratu a na zkoumané molekule je nezavisly.
Zakladem mechanismu elektromagnetického zesileni je navysSeni hustoty lokalniho
pole, coz je zpusobeno vysokym poctem vodivostnich elektronti plasmonickych
nanocastic kovli. Diky tomu molekuly v blizkosti jejich povrchi, v dasledku parovani
vstupniho zafeni s oscilaci povrchového plasmonu, ziskavaji vy$§i pocet moznosti
k ptechodu do virtualniho excitovaného stavu a také k emisi Ramanovsky rozptylenych
fotont (viz Obr. 7). NavySeni hustoty lokalniho pole navic zptisobuje navyseni rychlosti

excitace molekuly i nasledné emise zafeni. [60]

Ramandyv jev ve vakuu

NN

vakuum molekula vakuum

SERS proces v hot-stopu kovové nanostruktury

kvantové stavy kvantové stavy
plasmonu plasmonu
2, o
A
N

)

molekula

plasmon plasmon

Obrazek 7. Srovnani Ramanova rozptylu ve vakuu a SERS efektu u molekuly, ktera se
nachazi v aktivnim hot-spotu.

Toto zvySeni v poctu excitovanych fotonti a posléze i fotonti emitovanych lze oznacit
vysledek dvoukrokového zesileni pole, na kterém se podili dva faktory. [60, 61] Prvnim
je lokalni zesileni pole (zesileni excitacniho pole) kdy excitace povrchového plasmonu
indukuje vyrazné prostorové lokalizované zesileni laserového zareni. Molekula je tudiz
vystavena daleko siln€jSimu elektromagnetickému poli nez molekula, ktera se
v blizkosti plasmonické Ccastice nenachazi. [61] Druhym faktorem, ktery se na

elektromagnetickém zesileni Ramanova signalu podili, je dipdlové re-radiacni zesileni,
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které je zpusobeno tim, Zze emise indukovanym dipolem molekuly o Stokesove
frekvenci je zavisla na prostiedi, ve kterém se nachazi. Tento jev je oznaCovan jako
modifikovana spontanni emise. Pokud se dipol nachazi v homogennim prostfedi, jeho
emise se rozptyluje do okoli. V pfipadé, ze se kolem sorbované molekuly nachézi
néjaké prekazky, elektromagnetické pole emitované dipdlem se na nich rozptyli a bude
CasteCné odrazeno zpét na dipol. Toto zpétné odrazené zareni bude mit vliv na to, jak
bude probihat emise dipolem, a tedy ho Cini zavislym na svém okoli. [20, 60, 62, 63]
Jak excitacni laser, tak 1 zafeni emitované dipdlem mohou pii interakci s kovovou
Castici excitovat jeji povrchovy plasmon, tudiz oba mechanismy mohou zpusobit
lokalizované zesileni optického pole v mist€, v jehoz blizkosti se nachazi molekula. [20,

60, 62]

V ptipadé, ze dojde k propojeni metody SERS sRRS (rezonan¢ni Ramanova
spektroskopie), je mozné dosahnout faktoru zesileni az 10'*. [60] Rezonanéniho efektu
dosahujeme v pfipadé, ma vstupni laser frekvenci blizkou nebo odpovidajici
frekvenci elektronové excitaci. Obvykle plati, ze ¢im vice se excitacni energie piiblizi
elektronové rezonancni frekvenci, tim intenzivngj$i pasy ziskame. Pfi rezonancnim
Ramanové se efektu také dochazi ke zméné vyberovych pravidel pro to, které vibrace
budou Raman-aktivni. Pfechody vyssiho fadu, jako jsou overtony a kombinované pasy,
které se bézné v konvencnich Ramanovych spektrech neprojevuji, jsou pfi rezonanénim

Ramanovu efektu viditelné. [64]

Druhym mechanismem, ktery se podili na zesileni Ramanova signalu, je mechanismus
chemicky, pomoci které dosahujeme zesileni v oblasti okolo 10> — 10*. [20] Zesileni je
zde zplsobeno chemickou interakci mezi substratem a adsorbovanou molekulou a je
prevazné zalozeno na vibronickém parovani riznych vibra¢nich moda mezi molekulou
a substratem, na ktery je adsorbovana. Toto parovani molekuly mize probihat jak
s nanostrukturovanym kovovym substratem, tak 1 s polovodiCem. [65] Jedna se
o selektivni rezonancni proces, ktery je zavisly na vinové délce pouzitého laseru. Na
zakladé parovani mezi molekulou a substratem vznika novy stav, béhem kterého muze
dojit k vzajemnému fotonem-indukovanému prenosu naboje, a to v piipadé kdy se
hrani¢ni molekulové orbitaly nachéazi v blizkosti Fermiho hladiny kovu. Pfenos naboje
muize probihat jak ve sméru z kovu do molekuly, tak i z molekuly do kovu. Tento smér

je urCen relativni vzdalenosti Fermiho hladiny kovu (Er) a hrani¢nich orbitalt
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molekuly. Excitace a nasledna emise Ramanovsky rozptyleného fotonu je zde vyvolana
monochromatickym zatenim, ktery je v rezonanci (nebo pre-rezonanci, tj. energie zareni
je nizsi, nez energie potifebna k excitaci na vyssi hladinu) [66] s timto stavem mezi
molekulou a kovem, a v disledku toho mohou byt urcité Ramanovy pasy silné zesileny.
Zejména se pak jedna o ty, které jsou sparované s povolenymi elektronovymi prechody.
[67] Pokud je SERS substratem polovodi¢, dochazi k pfenosu naboje bud mezi
nejvys$sim obsazenym molekulovym orbitalem (HOMO - highest occupied molecular
orbital) a vodivostnim pasem okraje substratu, anebo mezi valenénim pasem substratu
anejniz§im neobsazenym molekulovym orbitalem (LUMO - lowest unoccupied
molecular orbital). [64, 65, 68] Porovnani mechanismii pfenosu naboje v pripadech,
kdy je jako SERS substrat pouzit plasmonicky kov a polovodi¢ (Obr. 8), kde Sipky
PICT (photon-induced charge transfer) popisuje transfer naboje mezi substratem
a molekulou, Sipky GSCT (ground-state charge transfer) popisuji prenosy naboju mezi
zakladnimi hladinami substratu a molekuly na rozhrani féazi, Sipky mol popisuji
rezonanci v molekule a Sipky ex excitonové rezonance, béhem kterych dochazi

k presunu elektronti z valen¢niho do vodivostniho pasu a vzniku excitond. [69]

—— | UMO CB N il S LUMO
4 - Tex PICT ciol
\<—> 3 womo VB +«—» ——— HOMO
GSCT GSCT
kov molekula polovodic molekula

Obrazek 8. Srovnani chemického mechanismu zesileni Ramanova signalu v piipadech,
kdy je jako substrat pouzit plasmonicky kov nebo polovodic.

2.2.2 Materialy pro SERS

Pro uspésné vyuzivani techniky SERS, tedy pro uspésnou detekci analyti o nizkych
koncentracich, je klicové zvolit material o optimalnich vlastnostech, které zajisti kvalitu
a reprodukovatelnost vlastniho meéfeni. Jak bylo zminéno dfive, ziskané zesileni
Ramanova signalu by meélo byt alespoii 10°. [20] Povrch substratu by mél byt
dostatecné zdrsnény, aby ve své struktufe poskytoval dostatecné mnozstvi aktivnich

mist (a pro kvantitativni analyzu je nutné pocet téchto mist kontrolovat), a zaroven by
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mél byt homogenni, aby poskytoval konstantni odezvu signalu ve vsech mistech svého
povrchu. Nutné je také, aby byl substrat mechanicky odolny a mél dobrou stabilitu, tedy
aby nedochazelo k vyrazné snizovani intenzity ziskaného signalu v dusledku rychlé
degradace substratu v ¢ase. [32] Pro pfipravu takovych substrati je nutné vyuzivat

reprodukovatelné metody, které jsou jednoduché, Casove a financné piijatelné.

Jak bylo zminéno dfive, pro povrchem zesilenou Ramanovu spektroskopii se typicky
pouzivaji substraty obsahujici nanoCastice plasmonickych kovii — zejména se jedna
0Ag, Au a Cu, jelikoz metody pfiprav jejich castic, které svymi laditelnymi
plasmonickymi vlastnostmi pokryvaji viditelnou a blizkou infracervenou oblast spektra
(tedy nejcCastéji vyuzivané oblasti SERS méfeni), jsou za poslednich nékolik desetileti
jiz dobfe prozkoumané a otestované. Oblasti pouzitelnosti t€chto kovi jsou zobrazeny

na Obrazku 9.

Cu
Au
a PAg
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Obrazek 9. Priblizné oblasti spektra, kde SERS substraty obsahujici Ag, Au a Cu nachazi
uplatnéni.

Obecné jsou vice vyuzivané stiibro a zlato, jelikoz ty jsou oproti médi méné reaktivni.
[20] Dale pak pii srovnani stfibra a zlata, co se tyCe jejich vyuziti v oblasti SERS, zlato
je pro svou nizs§i toxicitu vyhledavané spise pro in vivo biologické experimenty.
Nicméné dosazitelné primérné zesileni Ramanova signalu je u zlata typicky horsi nez
u stfibra, coz jsou spolu s vyssi cenou jeho hlavni nevyhody. [70] Naproti tomu je ale
stabilnéjs§i nez stribro, které je pii vystaveni vzduchu nachylnéjsi k oxidaci, a tudiz je
tteba zachovavat vhodné podminky skladovani stiibrnych substrati, aby byla jejich
dobra aktivita v SERS zachovana. Prodlouzit zivotnost substratii s obsahem stiibra lze
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také pokrytim jejich povrchu ochrannou vrstvou oxida (TiO2, SiOz) ¢i uhlikovymi

materialy jako jsou uhlikové tecky nebo grafen. [71-74]

Mimo tyto kovy s povrchovym plasmonem vyskytujicim se ve Vis a NIR oblasti, byly
zkoumany a testovany jako mozné SERS substraty 1 dalsi kovy jako jsou Al, Ga, In, Bi,
Sn, Pb, Pt a Rh (zvlasté pro rozvoj UV-SERS) a slitin kova. U téchto materiald je

oviem ziskané zesileni slabsi (~10?). [75-80]

V rannych experimentech byly nejCastéji vyuzivané substraty na bazi plasmonickych
kovtu bud’ ve formé koloidnich disperzi, anebo jako jejich folie Ci dratky, které byly
chemicky/elektrochemicky naleptavany. Dnes lze nejCastéji vyuzivané plasmonické
substraty rozdélit do tfech kategorii. Prvni jsou disperze kovovych nanocastic, druhou
Castice imobilizované jako vrstvy na pevnych povrsich a do posledni kategorie spadaji
nanostruktury na pevnych substratech pfipravené pomoci nanolitografickcych technik.

[32]

Jak bylo feceno diive, kovy nejsou jedinym materialem, pomoci kterého 1ze Ramantv
signal zesilit. V poslednich dobé& bylo zkoumany a déle se rozvijeni moznosti vyuziti
nékterych polovodicu i izolantt jako substratt pro SERS. [81-83] Tyto substraty oproti
kovim poskytuji atraktivni vyhody — u kovii muze pii Ramanové jevu dochazet
k zahtivani, coz muze negativné ovlivnit strukturu analytu (napf.: proteinu) [84],
v nékterych piipadech mize dojit k jeho dekompozici spolu s destrukci substratu. Pfi
pouziti neabsorbujiciho materialu muze byt molekula stale vystavena silnému
elektromagnetickému poli, aniz by dochazelo k jejimu prehfivani. V disledku toho
muze byt méfeno provedeno s vy$§im vykonem laseru, ¢imz muze byt ziskan lepsi

pomeér Ramanova signalu a Sumu tedy kvalitnéjSich spekter s vy§§im zesilenim.

U izolantd a polovodi¢u lze kontrolovat nejen velikost nanocastic, ale Sitku mezi
vodivostnim a valencnim pasem, a diky tomu optimalizovat zesileni signalu. [83] Pri
pouziti nekovovych substrati se na zesileni Ramanova signalu muze ucastnit jak
chemicky, tak i elektromagneticky efekt. Elektromagnetického zesileni zalozeného na
povrchovém plasmonu je vSak nesnadné dosahnout, jelikoz je k tomu vyzadovana
ptitomnost vysokého poc¢tu volnych elektront ve vodivostnim pasu. Ten ale bézné€ neni
v izolantech hojné zaplnén. Silné dopované polovodi¢e byly zkoumany jako moznost
pro zvysSeni elektronové hustoty v tomto pasu, coz umoziovalo excitaci plasmonové

resonance ve viditelné a blizké infraCervené oblasti. [20] Transparentni vodivé oxidy
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jako je naptiklad cinem dopovany oxid india (ITO — indium tin oxide), hlinikem
dopovany oxid zineCnaty nebo galiem dopovany oxid zineCnaty byly v poslednim
desetileti studovany abyla unich pozorovana plasmonova resonance Vv oblasti
1500 —2000 nm (coz ale neni bézné vyuzivana oblast pro SERS méteni). [85] Byly také
zkoumany plasmonické vlastnosti, adsorpce a zesileni pole, napfiklad u nanocastic TiN
a ZrN a bylo zjisténo, ze jsou srovnatelné s vlastnostmi zlata, coz tyto nitridy €ini pro
pouziti v oblasti SERS zajimavymi. Zaroven jsou nestechiometrické, tudiz jejich

struktura a optické vlastnosti mohou byt modifikovany pro konkrétni aplikace. [85, 86]

2.3 Vyuziti stiibra v oblasti SERS

Jak bylo zminéno, v oblasti povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie je stfibro
jednim z nejcastéji vyuzivanych plasmonickych kovl a to jednak z divodu, ze stfibro
obvykle poskytuje nejvyssi zesileni ze standardné pouzivanych SERS substrati
a zaroven metody pfipravy jeho nanocastic o konkrétnich velikostech a tvarech jsou jiz
velmi dobfe prozkoumany a existuje cela fada typt metod a postupt piipravy. Tudiz je
mozné piipravit SERS substraty s obsahem castic stiibra takika na miru pro specifické
aplikace, a to zejména diky laditelnym plasmonickym vlastnostem, které lze upravovat

praveé pomoci piipravy Castic o riznych morfologiich a velikostech.

2.3.1 Interakce nanocastic stfibra s elektromagnetickym zafenim
a povrchovy plasmon

Optické vlastnosti nanocastic stfibra, které prameni z jeho interakce se svazkem
elektromagnetického zarfeni, jsou piimo zavislé na velikosti a tvaru ¢éstic a také na
dielektrické konstantné jeho okoli. Je nutné dodat, ze optické vlastnosti nanocastic
stfibra se znacné li§i od stfibra makroskopického. To je dano takzvanym kvantové
velikostnim efektem (quantum-size effect). V ptipadé makroskopického materialu jsou
jeho vlastnosti dany zprimérovanymi vSemi kvantovymi silami ptusobicimi na atomy,
ze kterych tento material je. Se snizovanim velikosti ¢astic je nakonec dosazeno bodu,
kdy primeérovani uz dale nefunguje. Chovani atom@i a molekul v malych klastrech ve
srovnani s materialem makroskopickych rozméra je popisovano praveé jako kvantoveé
velikostni efekt. Mimo to, piebytek povrchové energie, ktery vyrazné narista se
snizujici se velikosti ¢astic, také prispiva k jejich specifickym vlastnostem a ovliviiuje
termodynamické chovani kovovych c¢astic. [87] DalSim ovliviiujicim faktorem je

omezena moznost pohybu elektronti uvnitt Castice. Kovovou nanocastici 1ze obecné
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popsat jako miizku slozenou z ionickych jader s vodivostnimi elektrony, které se mohou

témér volné pohybovat uvnitt Castice. [26]

Pfi interakci nanocastic stiibra s elektromagnetickym zafenim nastava nékolik jevi,
znichz jsou pro tyto Castice nejcharakteristictéjsi rozptyl a absorpce. Uvazujeme-li
koloidni disperzi nanocastic stiibra, tedy pripad elektricky vodivého roztoku koloidnich
Castic absorbujicich zafeni, je intenzita tohoto zafeni pii prachodu soustavou sniZena
a podminéna dvéma jevy — jednak absorpci jako takovou, ale také pfeménou svételné
energie na tepelnou. Poloha absorpéniho maxima této soustavy je vyrazné zavisla na
velikosti Castic, stupni polydisperzity soustavy, stupni agregace a na tvaru samotnych
¢astic. Obecné plati, ze pro sférické monodisperzni soustavy malych ¢astic je maximum
pomérné ostré a s dalSim snizovanim velikosti ¢astic se posouva k niz§im vlnovym
délkam. Naopak se zvétSovanim CcCastic dochazi k ¢ervenému posunu absorpcniho
maxima. [88] Absorpce zafeni nanocasticemi stfibra je vyrazné ovlivnéna rezonanci
povrchového plasmonu s vinovou délkou dopadajiciho zatfeni. Plsobi-li na nanocastice
elektromagnetické pole, dojde k presunu elektrond na jednu stranu jejich povrchu, coz
dava vniku zaporného naboje v této oblasti a zaroven vznikd elektronovy deficit na
strané protilehlé. Timto vznika dipol, ktery generuje elektrické pole uvnitt Castice, které
je opacné k poli vn€jsiho zafeni, coz vynucuje navrat elektronti do jejich rovnovaznych
pozic. Diky tomu vznika elektronova oscilace s urcitou rezonancni frekvenci. Tu
v tomto piipadé oznalujeme jako plasmonovou frekvenci. Cim vice jsou elektrony
vychyleny, tim vétsi vznikad dipdl a tim 1 vétsi vnika sila, kterd ovliviiuje rezonancni
frekvenci. Tento jev se oznacuje lokalizovana povrchova plasmonova rezonance (LSPR
— localized surface plasmon resonance), zobrazena na Obrazku 10, a jedna se
o nejvyznamnéjsi optickou vlastnost nanocastic stiibra (a dal§ich plasmonickych kovi).

[89]
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Obrazek 10. Schéma kolektivni oscilace vodivostnich elektronu nanocastice
plasmonického kovu, prevzato a upraveno z [20].

Povrchovy plasmon nanocastic stfibra pfispiva k nartstu kinetické energie
a elektrostatickych energii, které jsou spojeny s elektrickym polem dipolu. K tomu je
tfeba dodat Castici energii. Zdrojem této energie je pravé vstupni zafeni, a proto pfi
excitaci povrchového plasmonu dochazi jeho k &astednému oslabeni. Cim vyssi je
oscilace elektrontl, tim vice bude zafeni oslabeno, z cehoz plyne, ze absorpéni spektra
umoziuji detekci excitace lokalizovaného povrchového plasmonu. Rezonancni
frekvence povrchového plasmonu neagregovanych stfibrnych nanocastic se obvykle
nachazi v UV-Vis oblasti spektra. [90] Uginnost absorpce nanoCastici je dana jejim
absorpénim  uinnym  prufezem (absorption  cross-section). Ten odpovida
geometrickému prafezu idealné€ opticky nepropustné cCastice (dokonale absorbujici
kazdy foton interagujici s jejim povrchem), ktera absorbuje stejné mnozstvi fotont, jako

dana realna nanocastice.

Mimo absorpci muze pii interakci s Castici nastat také diive zminény rozptyl, kdy
dochazi ke zméne sméru pohybu fotoni a také energie. Rozptylu je také mozné priradit
jeho ucinny prafez (scattering cross—section). Ten je urCen geometrickym prifezem
takové Castice, kterd idealné rozptyluje zafeni (rozptyli kazdy foton, ktery s ni
interaguje) a ktera rozptyli stejny pocet fotonu jako realna Castice. SoucCtem téchto
ucinnych prafezi je dan extinkCni ucinny prafez, ktery popisuje, s jakou ucinnosti je
schopna Castice odebrat foton z primarniho svazku zafeni. Maximalni mozna hodnota
extinkéniho ucinného prufezu pro dokonalé opticky nepropustnou castici je jeji realny

prufez. Pro nanocastice stiibra je jejich u¢inny extinkéni prafez az desetkrat vysSsi nez
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jejich realny prarez. Diky tomu mohou nanocastice absorbovat a rozptylovat i fotony,

které neinteraguji piimo s jejich povrchem. [26]

Pripad soustavy, ktera diky svému povrchovému plasmonu poskytuje ve spektru pouze
jedno ostré absorpéni maximum je ovSem pomémé specificky. Toto maximum
poskytuji dipélové rezonance malych sférickych Castic. Absorp¢ni spektra plasmont
stfibrnych nanoc¢astic mohou byt mnohem komplexnéjsi, zejména v piipadech, kdy se
v soustaveé vyskytuji vEtsi Castice nebo anizotropické Castice a to v riznych stupnich
agregace. Priklady absorpcnich spekter pro disperze nanocastic stfibra o raznych

morfologiich jsou zobrazeny nize (Obr.11).
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Obrazek 11. Absorpcni spektra disperzi nanocastic stfibra pro razné morfologie
a velikosti nanocastic. Prevzato z [91].

V takovych piipadech obvykle dochéazi k posunu absorpéniho maxima k delS$im
vlnovym délkam, vniku novych maxim pro anizotropni Castice, zvétSujici se Castice Ci
agregaty sruznou mezicasticovou vzdalenosti, kde se mimo dipdlové rezonance
plasmonu zacinaji vyskytovat rezonance multipolové. Absorpéni maxima vnikajicich

multipélovych rezonanci jsou zobrazena na Obrazku 12. [92, 93]
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Obrazek 12. Extink¢ni spektra nanocastic stibra pripravenych redukci vodikem. Méreno
v 15Smin intervalech béhem jejich ristu. Maximalni velikost dosazena castic v ramci

téchtoo expperimentalnich podminek byla 215 & 10 nm — viz SEM snimky. Prevzato
a upraveno z [92].

Z tohoto plasmonického chovani plyne, ze vhodné volenou metodou piipravy substratu,
ktery obsahuje nanocastice stiibra, lze ziskat Castice s absorpénim maximem plasmonu
v takové vinové délce, které je vyhodnd pro zamyslené experimenty. Napiiklad pro
SERS méfeni na biologickych vzorcich je vhodné pfipravit substrat s plasmonem
posunutym do NIR oblasti (typicky se pouzivaji lasery s vlnovou délkou 780 nm,
785 nm ¢i 1064 nm pro FT-SERS méfeni) a to z divodu niz§i pravdépodobnosti

vybuzeni fluorescence u biomolekul. [16]

2.3.2 SERS substraty s obsahem nanocastic stribra

Hodnota zesileni Ramanova rozptylu je zavisla na vlastnostech pfipraveného substratu,

tedy tvaru a velikosti obsazenych Castic stfibra. Zdrsnéné povrchy a ostré okraje
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vykazuji vysoké zesileni signalu diky velkému poctu hot-spotli s vysokou intenzitou
pole. Proto je dulezité volit vhodné syntézy a metody pfiprav, aby byl ziskan co
nejidealné;si substrat vykazujici vyraznou aktivitu v SERS. Pokud se k méfeni vyuzivaji
substraty ve formé koloidd, je vyhodné volit spiSe ty s cCasticemi tvaru krychli,
nanohvézd, hranoll, trojuhelnikd, kvazi-sfér nebo nanocastic s defekty, které ve
srovnani se sférickymi Casticemi o stejnych primérech vykazuji podstatné vyssi
zesileni. [24, 25, 94] Toto je demonstrovano ve spektrech na Obrazku 13, kde jsou pro
SERS méfeni methylenové modfi vyuzity koloidy s nanocasticemi stiibra tvart
planarnich trojuhelnikli, planarnich hexagont, kvazi-sfér a sfér. TEM snimky téchto
Castic jsou pak uvedeny na Obrazcich 14 a 15. Tyto koloidy byly pfipraveny
jednokrokovou redukci AgNOs; pomoci NaBHs v pfitomnosti citratu sodného, PVP

a ruzné koncentrace H2Oz, ktery zde plnil funkci leptacniho Cinidla.
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Obrazek 13. Vliv tvaru AgNPs na zesileni Ramanova signalu methylenové modfi.
AgNPs-39: planarni trojuhelnik, AgNPs-142: kvazi-sféricka castice AgNPs-78: planarni
hexagon, AgNPs-0: sféricka Castice; pievzato a upraveno z [24].
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Obrazek 15. TEM snimky a) AgNPs-78, b) AgNPs-142; pievzato a upraveno z [24].

Pokud pouzivame koloidy, které obsahuji malé sférické Castice, které jsou pomérné
stabilni v Case, lze vyuzit k aktivaci koncentrovany roztok chloridi, ktery iniciuje
agregaci Castic. V dasledku toho vnikaji nova aktivni mista, coz vede k navyseni SERS

aktivity téchto koloidu. [95]

Dalsi moznosti je vyuziti substratu, kde jsou nanocastice stiibra ukotvené na povrSich
pevnych substrati. Tyto substraty lze pfipravit riznymi metodami. Lze pouzit
elektrochemické techniky pro depozici, jejichz vyhodou je, ze experimentalni podminky
je velmi snadné nastavit, ¢cimz lze ziskat Siroké spektrum castic o riznych velikostech,

tvarech a vzajemnému rozmisténi na povrchu substratu. [96]

Ukotvit nanocastice na pevny povrch je mozné také pomoci adsorpce. Znamou metodou
k depozici sférickych castic je silanizace sklenéného povrchu pomoci
(3—aminopropyl)trimethoxysilanu (APTMS). Pfitomn4 methoxy skupina je nahrazena
—OH skupinami na povrchu, coz vede ke vzniku kovalentni —Si—O-Si— vazby. Koncova
—NH> skupina APTMS je orientovana volné do prostoru kapalné faze. Substrat je

nasledné ponofen do disperze stiibrnych nanocastic a dochéazi k samovolné depozici
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monovrstvy stiibrnych nanoc¢éstic na jeho povrchu. Pfitomna —NH> skupina zaroven
zabrafiuje samovolné koalescenci vznikajicich nanocastic, coz se dé&e v pfipade
jednoduchého umisténi kapky disperze na povrch substratu a jejiho vysuseni. Jedna se
o velmi snadno modifikovatelnou metodu, 1ze pomoci ni ziskat Sirokou $kéalu nanoc¢astic
o raznych morfologiich. Zaroven neni nutné jako podklad pouzit pouze sklo, ale je
mozné vyuzit také napriklad kifemik, Formvar, plasmou upraveny teflon nebo cinem
dopovany oxid india. [97] K silanizace povrchu lze mimo APTMS pouzit i1 jiné
organické  spojovaci molekuly  obdobné  struktury, jako je napfiklad
(3-aminopropyl)triethoxysilan (APTES). [98] Dalsimi moznostmi jaké slouceniny
vyuzit jako spojovaci molekuly vyuzivajici jak kovalentni tak i1 nekovalentni interakce
k depozici stiibrnych ¢astic na podkladovych substratech mohou byt organické
polymery, polymerni dendrimery nebo napiiklad proteiny. [22, 99, 100] Casticemi
stiibra je také mozné riznymi metodami pokryt mnoho typl material, jako jsou
vlakna, filmy nebo substraty pokryté polymernimi vrstvami. V poslednich letech stoupa
zajem o piipravu SERS substrata s vyuzitim celul6zovych environmentalné pfijatelnych
podkladii, na které mlze byt stiibro nanaSeno mnoha metodami od nakapnuti kapky,
ponofeni do disperze nanostiibra, tisknuti nanocastic na chromatograficky papir, [101]

pres vyuziti specialnich per, [102] po fyzikalni depozici z plynné faze. [5]

2.3.3 Moznosti vyuziti vrstev obsahujici nanocastice stfibra v SERS

Vzhledem k Sirokému spektru SERS substratu ve formé vrstev nanocastic stiibra, které
1ze vhodnymi metodami pfipravit, tyto substraty mohou najit své vyuziti v nejriznéjsich
oblastech lidské Cinnosti a to zejména v téch, kdy je tfeba detekovat extrémné nizké
koncentrace analyti za relativné kratkou dobu bez nutnosti ¢asové naro¢nych tprav
analyzovanych vzorku, jako tomu je u jinych typicky pouzivanych metod jako jsou
napiiklad plynova chromatografie spojend shmotnosti spektroskopii nebo
elektrochemické metody, které se sice vyznacujici svou presnosti a citlivosti, nicméné
také vyzadujici komplexni laboratorni vybaveni. Zaroven za dals$i vyhodu Ramanovy
spektroskopie 1ze povazovat moznost provadét také in-situ analyzy pomoci pfenosnych
nebo rucnich spektrometrli, coz muze pfinést znacné vyhody, pokud jde napiiklad
o detekci kontaminantii nebo polutantti ve vodnich zdrojich. Kontrola kvality vody je
jednou z vyznamnych oblasti zajmu soucasné doby, jelikoz kvalita vody je zasadni jak
pro lidské zdravi, tak 1 pro zivotni prostfedni. Se stale rozsahlejsi lidskou Cinnostni se

vSak zhorSuje v dasledku rozvoje prumyslu a zemédé€lstvi, diky ¢emuz vodni zdroje
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mohou byt znecCistény latkami jako jsou napfiklad biocidy, pesticidy, herbicidy,
farmaceutické nebo pramyslové chemikalie. Ve vodach je mozné pomoci SERS
aktivnich vrstev stfibra detekovat nejriznéjsi persistentni organické polutanty C¢i
polychlorované bifenyly, které jsou nebezpecné pro lidsky organismus i1 v stopovych
koncentracich, pokud jde o chronickou toxicitu, a to zddvodu jejich tézké
odbouratelnosti a vysledné bioakumulace. Naptiklad 2, 3, 3', 4, 4'-pentachlorovany
bifenyl byl v koncentracich v rozmezi 10 az 10'° mol-dm™ analyzovan pomoci vrstvy
obsahujici stfibrné nanoty¢inky, ktera byla pfipravena technikou GLAD (glancing angle
deposition) na kifemikovém substratu. Pomoci této vrstvy byl 2, 3, 3' 4, 4-
pentachlorovany bifenyl usp&sné detekovan s limitem detekce 10® mol-dm=. [6] Pro
detekci latek nejen v povrchovych vodach, ale i jinych kapalinach, je mozné také vyuzit
plovouci stfibrné substraty slouzici k pfimé detekci na rozhrani plynu s kapalnou fazi.
Tento typ substratu se pripravuje redukci Ag" iontd v pfitomnosti PVP
(polyvinylpyrrolidon) na rozhrani kapalinné a plynné faze. Zkoumana latka je pak

vpravena do kapalné faze pod sttibrny film. [103]

SERS aktivni vrstvy mohou také najit hojné vyuziti v oblasti kontroly kvality potravin,
kde je lze suspéchem vyuzit pro detekci rezidualnich antibiotik, dale fungicidd,
herbicidl a dalSich latek bézné pouzivanych v zemédelstvi ¢i potravinarském primyslu,
v neposledni fadeé lze v potravinach také detekovat ilegalni aditiva a to na pevnych
substratech jako na skle nebo flexibilnich jako jsou substraty zalozené na celulosovych
vlaknech, netkanych textiliich nebo flexibilnich polymerech. [2] V oblasti kontroly
kvality potravin byly vrstvy s obsahem stiibra testovany naptiklad k detekci dimethoatu,
coz je silny organofosfatovy insekticid, ktery byl pfedstaven a patentovan v 50. letech
20. stoleti a v soucasné dob¢ je do Evropy zakazano dovazet produkty, zeyména ovoce
a zeleninu, s jakymkoli reziduadlnim mnozstvim této latky, jelikoz nelze vyloucit jeji
genotoxicky potencial, protoze pii jejim rozkladu vznikd mutagenni omethoat. [104]
K této detekci byly testovany vrstvy sférickych nanocastic stiibra, které byly pfipraveny
Lee-Meiselovou metodou [105], na povrchu tvofenym makroskopicky hladkym zlatym
filmem nanesenym na slidé. Pomoci tohoto substratu byl dimethoat aspésné detekovan,
ato s limitem detekce 0,1 mg-dm™. [4] V jiné studii byl k detekci tohoto insekticidu
pouzit sklenény substrat, na ktery byl nanesen roztok koloidnich ¢astic stfibra, do néhoz
byl predem pfidam roztok KNOs3, coz iniciovalo jejich agregaci. Po naneseni koloidu na
sklo byl koloidni roztok vysuSen a mohlo byt zahajeno méfeni. [3] Dalsim piikladem
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muze byt detekce karbarylovych pesticidi pomoci vrstev nanesenych na flexibilnich
substratech, jako je napfiklad netkana textilie, na kterou byly pomoci polydopaminové
mezivrstvy depozitovany nanocastice stfibra nepravidelnych tvari. Pomoci tohoto
flexibilniho substratu byly provedeny stéry ze slupek rtznych druhi ovoce, na které
byly naneseny pesticidy o riznych koncentracich, z nich nejnizs§i detekovatelna byla
10 mol-dm™. [1] Dal§im oborem, kde je tfeba detekovat nizké koncentrace
nejruznéjsich latek je forenzni chemie. Zde je mozné vrstvy pro SERS vyuzit v piipadé
detekci nelegalnich latek ¢i jejich metabolitd v télnich tekutinach ¢i stopovych
koncentraci téchto drog po jejich stéru z riznych povrcha. Detekovat stopova mnozstvi
kokainu lze pomoci zvrasnéného substratu, ktery byl pfipraven depozici stfibrného
nanocasticového inkoustu rotacnim hlubotiskem na flexibilni termoplasticky
polyuretanovy (TPU) substrat. Zvrasnéna struktura substratu byla zajisténa aplikaci
razného napéni na TPU substrat pfed samotnym nanasenim nanostiibra. [7] Ve forenzni
oblasti se zac¢ina také rozvijet kombinace metody SERS s tenkovrstvou chromatografii
(TLC-SERS), kde pomoci chromatografie na tenké vrstvé dojde k separaci jednotlivych
slozek ve zkoumaném komplexnim vzorku a nasledné je na jednotlivé skvrny
aplikovéana vrstva stfibrnych nanocastic depozici z koloidniho roztoku. Poté probiha
detekce a identifikace jednotlivych slozek ve vzorku. Kombinaci téchto dvou metod 1ze
uspeésné analyzovat fadu latek (amphetamin, kofein, kokain, kodein, diazepam,
flunitrazepam, lidokain, methamphetamin, 3,4-methylenedioxymethamphetamin

(MDMA), fenobarbital). [8, 9]

Mimo detekci drog je dale mozné SERS substraty vyuzit k detekci Ié¢iv, jejich
metabolit, patogent, biomarkerd, ¢imz se daji odhalit rizna onemocnéni jiz v poCatku
(obzvlasté je zajem o detekci markerd pro rakovinna onemocnéni), nebo dalSich
vyznamnych latek v oblasti biomediciny. Vyuziti SERS k bioanalyze muze odhalit
bakterialni infekce v brzkém stadiu. [15] K detekci dopaminu, jehoz abnormalni
koncentrace muze souviset nékterymi s neurologickymi onemocnénimi jako je
naptiklad Huntingtonova choroba, kde se vysokym hodnotam dopaminu u pacientd
stimto onemocnénim pfipisuje podil na vniku typickych nekontrolovatelnych
nahodnych pohybi riznych casti t€la (chorea), [106] lze vyuzit vrstvu nanohvézd
stfibra na zelezném podkladu. Zde se uplatiiuje peroxidaze podobna aktivita zelezného
podkladu, ktera byla ziskana pouzitim substratu pro ELISA metodu (enzyme-linked
immuno sorbent assay) AzBTS-(NH4)2 jako signalni SERS molekulu. Pomoci tohoto
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substratu bylo dosazenu limitu detekce pro dopamin 0,32 pmol-dm™. [14] Dalsim
piikladem muze byt pfiprava senzoru pro detekci glukosy, ktery je tvofen sklenénym
podkladem pokrytym stifibrnym filmem, ktery byl nanesen metodou kondenzace
zinertni plynné faze a naslednym nanesenim 2-TBA (2-thienylboronic acid), ktera
slouzila jako spojovaci molekula mezi stfibrem a glukosou. Na senzor byl poté nanesen
roztok glukosy, ten byl pak vysuSen pod suchou dusikovou atmosférou. Bylo dosazeno
limitu detekce glukosy 1 pmol-dm™. [13] Z dalSich vyznamnych latek 1ze uvést detekci
kyseliny mocové, produkt metabolismu purinovych nukleotidd, a je vyznamnym
biomarkerem v moc¢i av séru, indikujici abnormality metabolismu, silné koreluje
s renalni dysfunkci pfi revmatoidni artritidé, kardiovaskuldrnimi nemocemi a dnou.
Vysoké koncentrace kyseliny mocové se také vyskytuji u pacientd s tézkou
preeklampsii. Detekovat je mozné také kreatin v séru, jehoz koncentrace uzce souvisi
s onemocnénim ledvin a rozsahem jejich poskozeni. Tyto latky byly zkoumany pomoci
superhydrofobnich vrstev pfipravenych na skle redukci Tollensova cCinidla glukosou
a naslednou modifikaci povrchu raznymi thioly (butanthiol, hexanthiol, heptanthiol,
oktanthiol, dekanthiol, 1-dodekanthiol nebo oktadekanthiol). Analyzovany vzorek byl
smichan s koloidem obsahujicim stfibrné nanocastice o velikosti 20 — 80 nm a kapka
této smési byla umisténa na pfipravenou vrstvu a nasledné¢ méfena. Timto zpuisobem
byly detekovani obé& latky o koncentraci 5 pmol-dm™. [11] V neposledni fadé lze
detekovat nejriznéjsi biomarkery u pacienti s chronicky se nehojicimi ranami, kdy je
vyuziti tradi¢nich technik (ELISA, LC-MS, a dal§i) bylo pro stanoveni mnoha
biomarkert a biomolekul, které by mohly vypovidat o zdravotnim stavu pacienta, pfili§
zdlouhavé. K tomuto se da s vyhodou vyuzit ptiprava vrstev na flexibilnich podkladech,
jako je flexibilni material zalozeny na celulosovych vladknech (pouziti sklenénych ¢i
kiemikovych pevnych podkladi by bylo v ptipadé nehojici se rany nepraktické), ne
ktera se daji nanocCastice stfibra nanaset mnoha rliznymi metodami od namaceni do

koloidniho roztoku ¢i jeho prefiltrovani nebo inkoustovy tisk. [12]
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Chemikalie

Tabulka 1. Pouzité chemikalie.

Nazev Vyrobce
Adenin (>99%) Sigma-Aldrich
Amoniak vodny roztok (28 — 30%) Sigma-Aldrich
D-glukosa monohydrat (p.a.) Lach-Ner
D-maltosa monohydrat (p.a.) Sigma-Aldrich
Dopamin hydrochlorid (=99%) Sigma-Aldrich
Dusicnan sttibrny (p.a.) Fagron
Chlorid cinaty dihydrat (p.a.) Sigma-Aldrich
Chlorid sodny (=99%) Sigma-Aldrich
Kyselina chlorovodikova (35%) Lach-Ner
Tris (p.a) Lach-Ner

Pro vSechny experimenty byla vyuzivana demineralizovana voda z pfistroje AQUAL29

firmy MERCI o ¢istoté 0,05 uS/cm.

Jako podklady k nanaseni vrstev stiibra byly vyuzity desticky POLYGRAM® uréené
pro tenkovrstvou chromatografii firmy Macherey-Nagel. Jednalo se o desticky pokryté

0,2 mm vrstvou oxidu hlinitého (AlOx) a 0,1 mm celulosy impregnované

polyethyleniminem (CEL-PEI).
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3.2 Pristrojové vybaveni a metody

Sonikace
Pro sonochemickou depozici vrstev nanocastic stiibra byl vyuzit ultrazvukovy
homogenizator typu Sonopuls Advanced HD4100 firmy Bandelin, spole¢né

s ultrazvukovou sondou TS 113 o primeéru 13 mm.

Ramanovova spektroskopie a SERS
K ziskani Ramanovych spekter roztoku adeninu o koncentraci 0,1 mol-dm™ byl pouzit
prenosny Ramantv spektrometr iRaman™Plus od firmy B&W Tek, Inc. Vinova délka

excitacniho laseru byla 785 nm a maximalni vykon laseru 340 mW.

Pro méfeni SERS spekter roztoku adeninu o koncentraci 10 mol-dm™ byl pouzivan
Ramantv mikroskop DXR™ od firmy Thermo Fisher Scientific Inc. Méfeni probihalo
pfi téchto vinovych délkéach: 532 nm (maximalni vykon 10 mW) a 780 nm (maximalni
vykon 24 mW). U vSech laserti byly pouzivany full-range miizky s rozliSenim 5,0 cm™

FWHM a disperzi 2,0 cm™/CCD pixel.

Elektronova mikroskopie (SEM)

U vybranych substrati byly pofizeny snimky struktury jejich povrchii skenovacim
elektronovym mikroskopem Tescan VEGA3 na Katedfe experimentalni fyziky
Mgr. Josefem Koppem a Mgr. Tomasem Ingrem. Méfeni probihalo v rezimu
sekundarnich elektronii (SE) a zpétné odrazenych elektronti (BSE — backscattered
electrons). Pouzité urychlovaci napéti bylo 5,0 kV, beam intensity 3 a zvétSeni byla
10 000 a 50 000%. V praci jsou pouzity snimky z BSE rezimu z divodu lepsi obrazové
kvality, jelikoz snimky z SE rezimu byly v mnoha piipadech zkresleny rychlym
nabijenim pfipravenych vrstev. Obrazova analyza ziskanych snimk vrstev byla

provedena pomoci softwaru Digimizer.

3.3 Priprava vrstev stribra

3.3.1 Uprava substrati pied nanesenim vrstvy stiibra

Pred samotnou depozici vrstev nanocastic stfibra, byly zvoleny dvé rizné metody pro
upravu podkladovych substrati, které byly pouzity za ulelem podpofeni depozice
nanocastic v dusledku zvySeni poc¢tu aktivnich redukénich center na povrSich oxidu
hlinitého a celulosy impregnované polyethyleniminem. Prvni Gpravou bylo naneseni

vrstvy polydopaminu, kterd se nasledné vyuziva k polydopaminem asistované depozici
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stfibrnych nanocastic. [1, 107] Druhou upravou byla aktivace podkladového substratu
v SnCly, ktery se pouziva k podpoie redukce stfibrnych ionti a typicky takto byvaji
aktivovany sklenéné substraty. [108]

Pro naneseni polydopaminové vrstvy byly podkladové substraty o velikosti 25%30 mm
uchyceny do svorky a umistény do kadinky s roztokem TRIS-HCl o koncentraci
0,01 mol-dm™ a o hodnoté pH 8,5. Roztok byl nasledn& vytemperovan na 60 °C a pak
byl do reakéni smési piidan dopamin a jeho vysledna koncentrace byla 2 g-dm™.
Polymerizace probihala za stalého michéni a byla ukoncena po 30 minutach. [109] Poté
byl substrat vyjmut a oplachnut vodou. Aktivace podkladu o totoznych rozmérech
v chloridu cinatém probéhla jednoduchym ponofenim substratu do 1% (w/w) roztoku
SnCl,, ke kterému bylo predem pfidano par kapek kyseliny chlorovodikové. Po vyjmuti

z roztoku byl aktivovany substrat oplachnut vodou.

Pro porovnani vlivu upravy substratu na nasledné nanaSeni stfibra a posléze na
vyslednou SERS aktivitu pfipravenych vzorkd byly vrstvy stfibra nanaseny i na

substraty, které nijak upravovany nebyly.

3.3.2 Sonochemicka depozice vrstev nanocastic stribra

Depozice nanocastic stfibra na povrchy podkladovych substrati byla provedena
kombinaci modifikovaného Tollensova procesu [110] a sonochemické metody [111,
112], kdy byl dusi¢nan stiibrny redukovan vybranymi redukénimi cinidly —
maltosou a glukosou. Béhem reakce byl aplikovan ultrazvuk o parametrech 20 kHz,
a amplitudou 30 %. Pouziti sonikace béhem jednokrokového reakéniho procesu
umoziuje ziskat specifické podminky reakce, a to lokalizované oblasti o vysokém tlaku
(>100 atm) a teploté (>2000 K), coz je zpusobeno generovanim vysokoenergetickych
hot-spoti béhem imploze vznikajicich akustickych kavit. [113] Vzorek byl uchycen do
svorky a umistén do plastové kadinky o objemu 50 ml. Do této kadinky byla umisténa
ultrazvukova sonda typu TS 113. Pak byl do kadinky pfidan roztok dusi¢nanu
stiibrného, voda a nésledné vybrané reduk¢ni Cinidlo. Poté byla zahjena sonikace
aihned poté byl pfidan roztok amoniaku. Pouzité reagencie pro pfipravu stfibrnych

vrstev jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2. Koncentrace pouzitych reagencii.

AgNO3 H20 | Reduk¢ni ¢inidlo | NH4OH
Vysledna koncentrace | 0,01 mol-dm™ | - 0,01 mol-dm> | 0,03 %
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Reakce v ultrazvuku probihala 5 minut a po jejim ukonceni byl vzorek jesté¢ nechan
v reak¢éni smési dal§i 3 minuty za GCelem dalSiho ristu nanocCastic a dal§i adsorpce
Castic stfibra z kapalné faze na pevnou. Nasledné byl vzorek vyjmut, oplachnut

destilovanou vodou a ponechan k vysuseni pfi laboratorni teplotg.

3.3.3 Uprava substritu po naneseni vrstvy stiibra

Za ucelem optimalizace plasmonickych vlastnosti vrstev stiibra byla u kazdého typu
substratu provedena aktivace v roztoku NaCl o koncentraci 4 mol-dm™. B&hem této
aktivace muze na vrstvach dochazet k rekrystalizacim stfibrnych castic, k jejich rastu
skrz Ostwaldovo zrani ¢i ke vzniku shlukd a agregati na povrchu podkladovych
substratd, coz muze vést k tvorbé vétsiho poctu hotspotii o vyssi SERS aktivité a tim
k ziskani vy§siho zesileni Ramanova signélu. Pfed samotnou aktivaci byl kazdy vzorek
rozpulen a aktivace byla provedena pouze u jedné jeho poloviny, aby bylo nasledné
mozné srovnat jejich vlastnosti a vyhodnotit vliv této aktivace na SERS meéfeni.
Aktivace byla provedena ponofenim vzorku do roztoku NaCl o koncentraci 4 mol-dm™
po dobu 6 minut. Po uplynuti této doby byl vzorek vyjmut, oplachnut destilovanou

vodou a ponechan k samovolnému vysuseni pii laboratorni teploté.

V nasledujicich Tabulkach (Tab. 3,4,5,6) je uveden piehled vSech vzorku, které byly

pfipravovany.

Tabulka 3. Vrstvy nanocastic stiibra pripravené na AlOx s vyuzitim maltosy jako
reduk¢niho Cinidla.

B Redukéni I’Jprava pred Up”fva p’0 Oznaceni
Substrat Cinidlo sonikaci sonikaci vzorku
(4M NaC(Cl)
- Al-n
+ Al-n-Cl
] - Al-P
AlOx Maltosa Polydopamin " Al1-P-Cl
i Al-Sn
SnCl; n A1-Sn-Cl
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Tabulka 4. Vrstvy nanocastic

redukéniho €inidla.

stiibra pripravené na CEL-PEI s vyuzitim maltosy jako

. Reduk¢ni Uprava pred | Uprava po sonikaci « .
Substrat Cinidlo psonik;)ci P ( 4MpNa ) Oznaceni vzorku

- Cl-n
) + Cl-n-Cl

CEL-PEI Maltosa Polydopamin - cLP
+ Cl-n-Cl

- C1-Sn
SnCl n C1-Sn-Cl

Tabulka 5. Vrstvy nanodastic stfibra pripravené na AlOx s vyuzitim glukosy jako
reduk¢niho Cinidla.

. Redukéni Uprava pied Uprzfva po Oznaceni
Substrat Cinidlo sonikaci sonikaci vzorku
(4M NaCl)
- A2-n
A A2-n-Cl
. - A2-P
AlOx Glukosa Polydopamin + A2-P-Cl
- A2-Sn
SnCl, n A2-Sn-Cl

Tabulka 6. Vrstvy nanocastic stiibra pripravené na CEL-PEI s vyuZitim maltosy jako
redukéniho Cinidla.

, Reduk¢ni Uprava pred | Uprava po sonikaci . .
Substrat Cinidlo psonik;)ci P ( 4MpNaCl) Oznaceni vzorku
- C2-n
) + C2-n-Cl
CEL-PEI Glukosa Polydopamin - €2b
+ C2-n-Cl
- C2-Sn
SnCl> N C2-Sn-Cl

3.4 Ramanova spektroskopie a SERS

Pro zhodnoceni efektivity pfipravenych vrstev jako senzori pro detekci analytu
o nizkych koncentracich pomoci povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie byl jako
modelova molekula pro experimenty zvolen adenin. A to zdavodu, ze pfi
experimentech slasery o 532 nm a 780 nm nedochazi k rezonanci, na chemickém
charakteru analytu je tedy zesileni nezavislé a lze pfisoudit pouze vlivu plasmonického
substratu. Adenin se diky své struktufe, ve které je obsazen purinovy dusik, snadno

adsorbuje na stiibrné Castice. Zaroven je vyhodou, ze Ramanova a SERS spektra
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adeninu obsahuji Uzky snadno rozpoznatelny pik, ktery se vyskytuje v oblasti
725 — 738 cm™' Ramanova posunu, pochazejici z tzv. dychacich vibra¢nich piechodd
adeninu. [114]

Nejprve bylo zaznamenano Ramanovo spektrum roztoku adeninu o koncentraci
0,1 mol-dm™. Toto spektrum bylo zméfeno na spektrometru iRaman™Plus z diivodu
vys§iho maximalniho vykonu laseru a poskytnuti vyssich intenzit pasa ve spektru.
Vsiechna méfeni SERS spekter adeninu o koncentraci 10 mol-dm™ byla provedena ve
tfech riznych bodech kazdé pripravené vrstvy. Tato méfeni probihala na Ramanové
mikroskopu DXR s vinovymi délkami 532 nm a 780 nm. M¢éfeni bylo zopakovano
1 mésic po priprave vrstev za uc€elem zhodnoceni jejich stability a efektivity. Parametry
meéfeni jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 7).

Tabulka 7. Paramentry méi‘eni Ramanovych a SERS spekter.

1 A v
v Elova Vykon laseru | Pocet expozic | Pocet expozic Cas jedné
délka , .
[mW] pozadi vzorek expozice (s)

[nm]

785 340 6 6 30

780 3 10 10 3

532 0,5 10 10 3

Pro jednotlivd méfeni byla vzdy z pfipraveného substratu vystfizena oblast o velikosti
pfiblizn& 5x5 mm. Detekce roztoku adeninu o koncentraci 10 mol-dm™ byla provedena
nanesenim kapky tohoto roztoku o objemu 5 pl na pfipravenou vrstvu. Pokud byl tvar
kapky staly na pfipraveném substratu, méfeni probihalo stfedem kapky s laserem
zaostfenym na rozhrani mezi kapkou roztoku a povrchem substratu. Pokud kapka
roztoku byla sorbovana substratem, paprsek laseru byl zaostfen na povrch substratu do

mista, kde se pred vstiebanim nachazel stfed kapky.

Roztok adeninu o koncentraci 0,1 mol-dm™ byl také proméfen na destickach pokrytych
oxidem hlinitym a celulosou impregnovanou polyethyleniminem, které nebyly
modifikovany nanocasticemi stfibra. Béhem méfeni s laserem o vinové délce 532 nm
byla vybuzena vyrazna fluorescence podkladovych desticek, proto byl roztok adeninu
proméfen také na mikroskopickém podloznim skle, protoze sklo uz tak silné pozadi ve

spektru nevykazovalo.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Depozice vrstev Castic stiibra

Vzorky vrstev stiibra pied aktivaci v roztoku NaCl o koncentraci 4 mol-dm™ jsou

b
.
..

zobrazeny na Obrazcich 16 a 17.

a C

d e f

Obrazek 16. Pripravené SERS substraty s vyuzitim maltosy. (a) A1-P, (b) Al-n, (¢c) A1-Sn,
(d) C1-P, (e) C1-n, (f) C1-Sn.

d e

Obrazek 17. Piipravené SERS substraty s vyuzitim glukosy. (a) A2-P, (b) A2-n, (c) A2-Sn,
(d) C2-P, (e) C2-n, (f) C2-Sn.

f

Okem lze zhodnotit makroskopicky stav depozice Castic stfibra na podkladech.
V piipad€ pouziti oxidu hlinitého jako podkladu (Obr. 16: a, b, c; Obr. 17: a, b, ¢) se
vrstvy celkové jevi jako vice homogenni oproti vyuziti celulosy impregnované
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polyethyleniminem. Nehomogenity pokryti podkladu se vyskytuji nejvyraznéji
v piipad€, kdy nebyla provedena zadna tprava substratu (Obr. 16: e; Obr. 17: e), a na
vrstvé stiibra se nachazi tmavé skvrny koncentrovanéjSich shlukt castic stiibra.
Zaroven pokud se budeme drzet prfedpokladu, ze ¢im tmavsi nanesena vrstva je, tim
vy$§§i mnozstvi stiibra se na ni adsorbovalo, je mozné tvrdit, Ze Gprava substratu pred
nanesenim stfibra méla vyrazny vliv na mnozstvi stfibra na vrstvé a na vyslednou

homogenitu pokryti stfibrnymi ¢asticemi.

4.2 SERS méreni pripravenych substratu a SEM charakterizace

Nejprve byl proméfen samotny roztok adeninu o koncentraci 0,1 mol-dm™, aby bylo
ziskano referenni spektrum, pomoci kterého byla vSechna SERS spektra
vyhodnocovana. V nize uvedeném grafu (Obr. 18) je Ramanovo spektrum
koncentrovaného roztoku adeninu o koncentraci 0,1 mol-dm™ méfeného v kyveté
pomoci laseru s vinovou délkou 785 nm. Vyrazny pik ,dychacich® vibraci adeninu,
podle kterého byly hodnoceny nasledujici SERS spektra, se zde nachazi
v oblasti 724 cm™'.  Pasy s maximy v 529 cm™ a 620 cm™ odpovidaji deforma¢nim
vibracim C—C=C a N-C-C. V oblasti 949 cm™ se nachazi pas deformaéni vibrace
N-C=N, pfi 1316 cm™ pak valen¢ni vibrace C-N a C=N. Dale pas s maximem
v 1411 cm™ odpovida deformaéni vibraci N=CH a 1503 cm™ deformaéni vibraci
C-N-9-H. Siri pas s maximem 1614 cm™ odpovida valenénim vibracim C-N a C=N.

[115]
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Obrazek 18. Ramanovo spektrum roztoku adeninu o koncentraci 10! mol-dm3, které bylo
méreno laserem o vinové délce 785 nm a vykonu 340 mW.
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Toto spektrum bylo pomoci v programu SpectraGryph v.1.2.13 — spectroscopy software

zbaveno piku, jejichz Sifka byla mensi nez 7 pixeld.

U vybranych substratd byly také pofizeny snimky ze skenovaciho elektronového
mikroskopu, prevazné u téch, které byly pfipraveny redukci maltosou, jelikoz pfi
testovani jejich aktivity v oblasti SERS oproti vrstvam pfipravenych s pouzitim glukosy

jako redukéniho ¢inidla ve vétsin€ pripadu vykazovaly aktivitu vyssi.
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Obrazek 19. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na AlOx s pomoci maltosy jako redukéniho ¢inidla (A1-n) po jejich pFipravé
a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové délce 532 nm a vykonu
0,5 mW.
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Obrazek 20. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na AlOx s pomoci maltosy jako redukéniho ¢inidla (A1-n) po jejich pFipravé
a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové délce 780 nm a vykonu
3 mW.

Obrazek 21. SEM snimky substratu pripraveného na AlOx s vrstvou polydopaminu
s pomoci maltosy jako reduk¢niho ¢inidla (A1-n).

Na vzorku pfipraveném na substratu z oxidu hlinitétho bez povrchové upravy
a s vyuzitim maltosy jako redukcniho Cinidla (A1-n) se nachazeji nanocastice stiibra
o prumeérné velikosti kolem 70 nm, které se na povrchu vyskytuji jak samostatné tak
i ve shlucich nebo agregatech, které mezi sebou vykazuji pomémé velkou vzdalenost
a povrch oxidu hlinitého pokryvaji relativné rovnomérné, jak je ziejmé ze snimka
z elektronového mikroskopu (viz Obr. 21), coz potvrzuji i1 spektra na Obrazku 19, kde je
vidét, ze ziskané zesileni Ramanova signalu pomoci laseru o vinové délce 532 nm je ve

43



tfech raznych bodech tohoto substratu konstantni. Vyrazné zesileni signalu ma nejspise
pivod v drobnych nepravidelnych casticich a agregatech, jejichz plasmon svym
absorp¢nich spektrem koresponduje s pouzitou vinovou délkou laseru. Naproti tomu pfi
meéfeni s vinovou délkou 780 nm u vzorkd meéfenych ihned po piipravé k zadnému
zesileni nedoslo a ve spektru se vyskytuje pouze fluorescencni pozadi oxidu hlinitého
[116]. Toto pozadi nicméné po Case zanika, jak je vidét ze spektra méfeného po
I mésici (viz Obr.20), coz naznaCuje nestabilitu piipraveného substratu v Case,
pravdépodobné v disledku drobnych strukturnich zmén v agregatech stfibrnych
nanocastic v dasledku oxidace, coz by mohlo vést k posunu absorpénich past plasmonu
k del§im vlnovym délkam. SERS aktivita tohoto vzorku pro laser 780 nm mohla byt
také zpusobena vznikajicimi defekty v krystalinité¢ nanocastic, coz by mohlo generovat
aktivni hot-spoty. Alternativné, na vrstvach stfibra vnikaji vrstvy vody ze vzdus$né
vlhkosti a do téch se mohou uvolfiovat Ag* ion, které se nasledné mohou zpét redukovat
na Ag a zpusobovat rekrystalizace, a to naptiklad pfi vystaveni svételnému zafeni. [117,
118] Pti studovani stability vrstev pomoci laseru o 532 nm k vyrazné zmeéné ziskaného
nedochazi, coz naznaCuje, ze zde se na zesileni podileji hlavné samostatné se
vyskytujici Castice a agregaty o menS§im poctu castic, kde k vyraznéj§im strukturnim

zménam dochazelo v podstatné mensi mite.
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Obrazek 22. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na AlOx s pomoci maltosy jako redukéniho Cinidla, které byly po naneseni
vrstvy stiibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm™ (A1-n-Cl), po jejich pFipravé
a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové délce 532 nm a vykonu
0,5 mW.
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Obrazek 23. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na AlOx s pomoci maltosy jako redukéniho Cinidla, které byly po naneseni
vrstvy stiibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm= (A1-n-Cl), po jejich pFipravé
a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové délce 780 nm a vykonu
3 mW.

Obrazek 24. SEM snimky substratu pripraveného na AlOx s pomoci maltosy jako
reduké¢niho Cinidla, ktery byl po naneseni vrstvy stiibra upraven v NaCl o koncentraci
4 mol-dm> (A1-n-Cl).

Zde bylo stfibro naneseno na oxid hlinity s pomoci maltosy jako redukéniho cinidla
apo samotné depozici této vrstvy byla provedena , aktivace” ve 4mol-dm™ roztoku
NaCl za ucelem optimalizace plasmonickych vlastnosti substratu (Al-n-Cl). Jak je
zjevné ze snimku z elektronového mikroskopu (Obr. 24), po tomto procesu dochazi ke
vniku shlukt Castic o vétSich rozmérech a samostatné Castice se na povrchu oxidu
hlinitého vyskytuji v mensim zastoupeni. Tyto Castice a shluky jsou opét pomérné
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rovnomérné rozmistény na povrchu. Zaroven, pfevazné v mezerach mezi oxidem
hlinitym, dochazi ke vzniku krychli¢ek stfibra o rozmérech 0,5 — 1 pm. To, Ze jsou na
povrchu stale pfitomné i malé Castice nepravidelnych tvar o velikosti ptiblizné 100 nm,
je pravdépodobné zodpoveédné za vyraznou SERS aktivitu pifi pouziti laseru o vinové
délce 532 nm, jelikoz tyto Castice by mohly mit absorpcni maximum plasmonu praveé
v této oblasti. Se zvétSovanim Castic a naslednym vznikem jejich shlukli a zaroven
pfitomnost 1 vétSich kubickych castic muze dochazet k posunu absorpéniho pasu
plasmonu k del§im vinovym délkam do NIR oblasti a také maze dochazet ke vzniku
absorpcnich past pro multipolové rezonance. Pro ziskani SERS aktivity v oblasti 780
nm byla aktivace v NaCl klicova, tudiz je posun absorpce plasmonem k NIR oblasti
pfisouzen praveé zvétSovani Castic stfibra.[89, 92, 93, 119] Posouzenim ziskaného
zesileni v ptipadé pouziti obou laserd s vinovymi délkami 532 nm a 780 nm (Obr. 22,
23) je vidét, ze zesileni nebylo konstantni, z ¢ehoz lze usoudit, ze pfipravené vrstvy
nebyly po rekrystalizacich na NaCl jiz dostatecné homogenni. Z opakovaného testovani
vrstev po meésici od pripravy je zjevné, ze i zde dochazi ke strukturnim zménam, které
jsou tak vyrazné, ze po mesici od pfipravy zmifiovanych vrstev jiz s laserem o vinové
délce 532 nm nelze adenin detekovat. S vyssi vinovou délkou laseru (780 nm) to mozné
je, 1ze tedy predpokladat, ze dochéazelo rekrystalizaci samostatné se vyskytujicich Castic,

které byly oproti neaktivované vrstv€ zastoupeny ve vyrazné mensi mife.
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Obrazek 25. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na AlOx s vrstvou polydopaminu s pomoci maltosy jako redukéniho
¢inidla(A1-P) po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méiena laserem
o vinové délce 532 nm a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 26. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na AlOx s vrstvou polydopaminu s pomoci maltosy jako redukéniho Cinidla
(A1-P) po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla mérena laserem o vilnové
délce 780 nm a vykonu 3 mW.

Obrazek 27. SEM snimek substratu pripraveného na AlOx s vrstvou polydopaminu
s pomoci maltosy jako reduké¢niho ¢inidla (A1-P).

U téchto vrstev byl nejdfive na oxid hlinity nanesen polydopamin a az poté byla

sonochemickou reduknci nanesena vrstva nanocastic stiibra (A1-P). Poydopamin ve své

struktufe obsahuje trimerové komplexy dvou zacyklenych dihydroxyindola (DHI)2

a pyrrolkarboxylové kyseliny (PCA), které ve své struktute obsahuji katecholy, jejichz
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—OH skupiny jsou samy o sobé schopné redukovat Ag* ionty. Diky tomu pii pokryti
povrchu substratu polydopaminem vznika velmi vysoky pocet aktivnich mist, na
kterych se stfibrné ionty mohou redukovat. [120, 121] Oproti pfedchozim vrstvam je
povrch substratu pokryt stiibrnymi nanocasticemi vyraznéji v disledku vyssiho poctu
zarodenych mist vznikaji Castic o menSich rozmérech (<50 nm) s velice malymi
meziCasticovymi vzdalenostmi (Obr. 27). Nicméné tyto vrstvy zesilovaly Ramaniv
signal minimalné a to tehdy, byl-1i pouzit excitacni laser s vinovou délkou 532 nm. Je
zde predpoklad, ze tento laser neni pro danou vrstvu vhodny pravé z davodu velmi
nazké vzdalenosti mezi Casticemi. VIiv malé mezicasticové vzdalenosti také
koresponduje se vzorky C1-n a C1-n-Cl, kde byly mezicasticové vzdalenosti také velmi
malé v disledku —-NH skupiny ve struktufe substratu, ktera zajistovala vyssi pocet mist
pro navazani nanocastic stfibra na povrch a tyto vrstvy také nebyly pfi pouziti laseru
s vinovou délkou 532 nm aktivni. V SERS spektrech jsou také velmi vyrazné pasy
polydopaminu v oblastech 1380 cm ™! a 1568 cm™!, které poch4zi z vibraci aromatickych
kruht a alifatickych C—C a C-0. [122] Tyto pasy vyrazn€ dominuji ziskanym spektram
s vysokou intenzitou, coz tyto vrstvy Cini nevhodnymi pro detekci analytl, jejichz
charakteristické pasy se objevuji pravé v oblasti past polydopaminu. Zaroven
nevhodnost pro SERS meéteni pomoci vinové délky laseru 780 nm je pfisuzovana malé
velikosti depozitovanych nanocastic, jejichz plasmon svou absorpci do NIR oblasti

pravdépodobné nezasahuje.
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Obrazek 28. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na AlOx s vrstvou polydopaminu s pomoci maltosy jako redukéniho €inidla,
které byly po naneseni vrstvy stfibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm
(A1-P-Cl1), po jejich piipravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové
délce 532 nm a vykonu 0,5S mW.
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Obrazek 29. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na AlOx s vrstvou polydopaminu s pomoci maltosy jako redukéniho €inidla,
které byly po naneseni vrstvy stfibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm
(A1-P-CD), po jejich piipravé a po mésici od pripravy, ktera byla méiena laserem o vinové
délce 780 nm a vykonu 3 mW.
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Obrazek 30. SEM snimky substratu pripraveného na AlOx s vrstvou polydopaminu
s pomoci maltosy jako reduk¢niho €inidla, ktery byl po naneseni vrstvy stiibra upraven
v NaCl o koncentraci 4 mol-dm= (A1-P-Cl).

Ze SEM snimkiéi (Obr. 30) je vidét, ze pii aktivaci vrstev ve 4mol-dm™ roztoku NaCl,
které byly pted nanesenim stiibra redukci maltosou pokryty polydopaminem (A1-P-Cl)
dochazi ke zvétSovani castic az na 100 nm a ke zvétSeni mezicasticové vzdalenosti mezi
nimi. Zaroveni se ve struktufe ojedinéle vyskytuji i vétsi Castice stfibra az o velikosti
300 nm, coz muze také posouvat plasmon do NIR oblasti. Na povrchu lze také
pozorovat pfitomné krystaly NaCl. ZvétSeni ¢astic ma ziejme za nasledek zvySeni
SERS aktivity s excitatnim laserem o vinové délce 780 nm (Obr. 29), kde lze jednak
pozorovat charakteristicky pik adeninu v oblasti Ramanova posunu ~ 735 cm
a zaroven dochazi ke sniZeni intenzit pasi polydopaminu, coz Cini tento substrat
vhodnéjsi pro detekci analyti. Také je u této vrstvy zachovana jeji aktivita i po meésici
od jeji pfipravy. Pii méfeni s laserem o vinové délce 532 nm tyto vrstvy zadnou aktivitu
v SERS pfti detekci adeninu neprojevily a ve spektrech bylo vidét pouze charakteristické
pasy polydopaminu. Svou strukturou je tato vrstva také podobna vzorku Cl-n, ktery

s pouzitim vlnové délky 532 nm také aktivitu v SERS nevykazoval.
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Obrazek 31. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na AlOx aktivovaném v SnCl; s pomoci maltosy jako reduk¢niho cinidla,
(A1-Sn), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové
délce 532 nm a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 32. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich

pripravenych na AlOx aktivovaném v SnCl: s pomoci maltosy jako redukéniho cinidla

(A1-Sn), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové

délce 780 nm a vykonu 3 mW.

51



3

Obrazek 33. Obrazek 36. SEM snimky substratu pripraveného na AlOx aktivovaného
v SnCl; s pomoci maltosy jako redukéniho Cinidla (A1-Sn).

Tyto vrstvy byly pfipraveny redukci maltosou na oxidu hlinitém, ktery by piedem
upraven senzitizaci ponofenim do roztoku 1% SnCl> (A1-Sn), coz je proces typicky
pouzivany pro aktivaci povrchu skla, pro zlepSeni depozice stiibrnych vrstev. Na povrch
adsorbované cinaté ionty vystupujici jako aktivni mista pro vznik nukleacnich zarodka
sttibrnych nanocastic. [123] Po této povrchové Upravé anasledné sonochemické
depozici stfibra je pokryti povrchu pomémé rovnomémeé s vétSimi vzdalenostmi mezi
jednotlivymi &asticemi. Castice se svymi rozméry pohybuji v rozmezi 70 — 110 nm
a vyskytuji se jak samostatné, tak i ve shlucich Ccitajicich nékolik jednotek Castic (viz
Obr. 33). Zaroveil se na povrchu vyskytuji i nanokrychlicky s délkou hrany
180 — 250 nm, déale také trojuhelnikové nanocastice. Pravé takto strukturované
nanocastice s ostrymi okraji mohou zpusobit vyrazné zesileni Ramona signalu pri
pouziti laseru o vinové délce 532 nm, jelikoz pravé rohy krychlicek a trojahelnika tvori
hot-spoty, které poskytuji velmi vyrazné zesileni Ramanova signalu. [124] Zaroveri tyto
tvary Castic mohou mit ve svém plasmonu také pasy pro multipolové rezonance. [92]
Dale je pravdépodobné, ze pritomnost malych castic, které jsou na povrchu samostatné
i ve shlucich, také zpusobuje silné zesileni pro vinovou délku laseru 532 nm. Po
testovani SERS aktivity po 1 mésici laserem o 532 nm bylo zjisténo, ze tato vrstva je
stabilni a poskytuje stale konstantni hodnotu zesileni. Pfi experimentech, kdy byl pouzit

laseru o vlnové délce 780 nm, zadna SERS aktivita pozorovana nebyla (Obr. 32).
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Obrazek 34. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na AlOx aktivovaném v SnCl; s pomoci maltosy jako reduké¢niho cinidla,
které byly po naneseni vrstvy stfibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm
(A1-Sn-Cl), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem
o vinové délce 532 nm a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 35. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na AlOx aktivovaném v SnCl; s pomoci maltosy jako reduké¢niho cinidla,
které byly po naneseni vrstvy stiibra upravemy v NaCl o koncentraci 4 mol-dm
(A1-Sn-Cl), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem
o vinové délce 780 nm a vykonu 3 mW.
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Obrazek 36. SEM snimky substratu pfipraveného na AlOx aktivovaného v SnCl, s pomoci
maltosy jako reduké¢niho ¢inidla, ktery byl po naneseni vrstvy stiibra upraven v NaCl
o koncentraci 4 mol-dm (A1-Sn-Cl).

Substraty na oxidu hlinitém, jehoz povrch byl pfedem senzitizovan v roztoku SnCla,
byly po ptipravé dale upravovany ponorenim do roztoku NaCl (A1-Sn-Cl), ktery, jak je
vidét na snimcich =z elektronového mikroskopu (Obr. 36), inicioval vyrazné
rekrystalizace. Drobné krychlicky jiz na povrchu zastoupeny nejsou, dochéazelo ke
zvétSovani drobnych castic az na primérnou velikost okolo150 nm a nové€ jsou na
povrchu pfitomny jiz pomérné velké krychlicky stiibra o délce hrany okolo 1,5 pum,
které wvznikaly pravdépodobné mechanismem Ostwaldova zrani. Pfi porovnani
s neaktivovanym substratem A1-Sn je zfejmé snizeni SERS aktivity pro vinovou délku
laseru 532 nm (Obr. 34), a to v dusledku snizovani poCtu drobnych nanoCastic na
povrchu oxidu hlinitého a vymizeni malych krychli¢ek. Naopak zde bylo vyrazné
zvySeni SERS aktivity, pokud jde o laser s vlnovou délkou 780 nm (Obr. 35), coz
naznacCuje posun plasmonu do NIR oblasti. To je pravdépodobné zapfifinéno praveé
vznikem vétSich krystalkd stfibra. I v tomto pfipadé byla vrstva po mésici stabilni

a vykazovala konstantni zesileni Ramanova signalu.
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Obrazek 37. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI s pomoci maltosy jako reduké¢niho ¢inidla (C1-n) po jejich
pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla mérena laserem o vinové délce 532 nm
a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 38. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI s pomoci maltosy jako reduké¢niho ¢inidla (C1-n) po jejich
pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méiena laserem o vinové délce 780 nm
a vykonu 3 mW.
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Obrazek 39. SEM snimky substratu piipraveného na CEL-PEI s pomoci maltosy jako
reduk¢niho ¢inidla (C1-n).

V piipadé téchto vzork byly vrstvy stiibra na celulosovy substrat nanaseny redukci
pomoci maltosy bez jakékoli jejich pfedchozi upravy (Cl-n). Pouzity podklad,
polyethyleniminem impregnovana celulosa, ve své struktufe obsahuje —NH skupinu,
jejiz volny elektronovy par je schopny interagovat se stiibrem i nanoc¢asticemi stfibra,
coz je divodem vyrazné€jSiho pokryti celulosy stiibrnymi nanoc¢asticemi s primérnou
velikosti okolo 70 nm a nachazi se velmi blizko sebe (viz Obr. 39). Podobné jako
u vrstev, kde byl pfedem na oxid hlinity nanesen polydopamin, tyto vrstvy také nejsou
aktivni pro zesileni Ramanova signalu, pokud byl pouzit laser s vinovou délkou 532 nm
(Obr. 37). Zde byla vyssi aktivita pozorovana az po mesici od pfipravy vrstev v ramci
testovani jejich stability v Case. Pravdépodobné béhem zmeén ve velikosti a morfologii
Castic stiibra dochazelo ke zvySeni jejich efektivity v zesileni Ramanova signalu pfi
pouziti laseru s vinovou délkou 532 nm. Dale by mohlo dochézet k ptekryti nekterych
Castic stfibra, k jeho transformaci ¢i rekrystalizaci, ¢imz by mohly vznikat mista, ktera
by mohla nahrazovat potfebné mezicasticové vzdalenosti, a tudiz by se C1-n s delSim
Case od piipravy mohly stat aktivnimi. V ramci experimentd za vyuziti laseru s vinovou
délkou 780 nm, zde vrstvy vykazovaly znacné zesileni signalu ihned po jejich piipraveé
(Obr. 38), a to nejspis z davodu nizkych mezicasticovych vzdalenosti, jelikoz s mensi
vzdalenosti mezi Casticemi se absorpce plasmonu posouva k vyssim vinovym délkam.
[125] Po mésici od jejich piipravy uz vrstvy stiibra aktivitu zesileni Ramanova signalu

nevykazovaly.
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Obrazek 40. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI s pomoci maltosy jako redukéniho ¢inidla které byly po
naneseni vrstvy stiibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm (C1-n-Cl), po jejich
pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla mérena laserem o vinové délce 532 nm
a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 41. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI s pomoci maltosy jako reduk¢niho ¢inidla, které byly po
naneseni vrstvy stfibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm™ (C1-n-Cl), po jejich
pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méiena laserem o vinové délce 780 nm
a vykonu 3 mW.
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Obrazek 42. SEM snimky substratu piipraveného na CEL-PEI s pomoci maltosy jako
reduké¢niho Cinidla, ktery byl po naneseni vrstvy stiibra upraven v NaCl o koncentraci
4 mol-dm> (C1-n-Cl).

U vrstvy tohoto typu, kdy byla na celulosovy substrat nanesena vrstva Castic stiibra za
pouziti maltosy jako redukcniho cCinidla, se vyrazné projevuje nasledna aktivace
povrchu v roztoku NaCl okoncentraci 4 mol-dm™ (Cl-n-Cl). Na snimku
z elektronového mikroskopu (Obr. 42) je patrné, ze dochéazelo k rekrystalizaci
stiibrnych nanocastic, dochazi k jejich zvétSovani ataké vznikaji Castice ve tvaru
krychlicek ¢i kvadri, které jsou na povrchu pomérné rovnomérné rozmistény, a svymi
rozméry se pohybuji okolo velikosti 1 um. V dasledku malych vzdalenosti mezi
Casticemi se nevyskytuje SERS aktivita pfi méfeni s laserem o vlnové délce 532 nm
(Obr. 40). Naopak se zvySujici se velikosti Castic a se vznikem krychli¢ek nartsta
aktivita pro laser o vlnové délce 780 nm, a to oproti neaktivovanému vzorku Cl-n
nekolikanasobné (Obr. 41). Tyto vétsi Castice mohou vykazovat také multipolové
rezonance, coz muze mit vliv na velikost ziskaného zesileni Ramanova signalu. Po
mesici od pfipravy tyto vrstvy vykazovaly stale konstantni zesileni, coz poukazuje na

pomalejsi degradaci vrstvy a na homogenitu pfipraveného substratu.
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Obrazek 43. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI s vrstvou polydopaminu s pomoci maltosy jako reduk¢niho
¢inidla (C1-P), po jejich pripravé a po mésici od piipravy, ktera byla méiena laserem
o vinové délce 532 nm a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 44. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI s vrstvou polydopaminu s pomoci maltosy jako reduk¢niho
¢inidla (C1-P), po jejich pripravé a po mésici od piipravy, ktera byla méiena laserem
o vinové délce 780 nm a vykonu 3 mW.
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Obrazek 45. SEM snimky substratu pripraveného na CEL-PEI s vrstvou polydopaminu
s pomoci maltosy jako reduk¢niho ¢inidla (C1-P).

Podobné jako na oxidu hlinitém, na ktery byla nanesena vrstva polydopaminu (A1-P),
bylo v ptipadé€ pouziti celulosového podkladu (C1-P) vysledné pokryti ¢asticemi stiibra
velmi zna¢né a homogenni a tvofené drobnymi ¢asticemi s nizkymi mezicasticovymi
vzdalenostmi (Obr. 45). Podobn¢ jako u A1-P je zesileni Ramanova signalu pfi pouziti
vlnové délky laseru 532 nm nizké, a naopak v pripadé laseru o vinové délce 780 nm je
SERS aktivita této vrstvy velmi vyrazna (Obr. 43, 44). 1 zde se uplatiuje vliv
mezicasticovych vzdalenosti, kdy se sjejich snizovanim absorpéni pasy plasmonu

posouvaji k vy$sim vinovym délkam. [125]
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Obrazek 46. SERS spektra 10 mol-dm™ roztoku adeninu méfenia na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI s vrstvou polydopaminu s pomoci maltosy jako reduk¢niho
¢inidla, které byly po naneseni vrstvy stéibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm™
(C1-P-CD), po jejich piipravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové
délce 532 nm a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 47. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI s vrstvou polydopaminu s pomoci maltosy jako reduk¢niho
¢inidla, které byly po naneseni vrstvy stfibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm-3
(C1-P-CD), po jejich piipravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové
délce 780 nm a vykonu 3 mW.
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Obrazek 48. SEM snimky substratu pripraveného na CEL-PEI s vrstvou polydopaminu
s pomoci maltosy jako reduk¢niho Cinidla, ktery byl po naneseni vrstvy stifibra upraven
v NaCl o koncentraci 4 mol-dm™ (C1-P-Cl).

Po aktivaci v 4mol-dm™ roztoku NaCl lze u vrstev piipravenych na celulosovém
podkladu pokrytém vrstvou polydopaminu (C1-P-Cl) pozorovat zvétSovani Castic
stfibra a zvétSeni meziCasticové vzdalenosti mezi nimi. Zaroven byly na povrchu vrstev
pfitomny vétsi krystalky NaCl. Ani tento substrat nebyl po aktivaci v roztoku
chloridovych iontd vhodny pro méfeni s vinovou délkou laseru 532 nm (Obr. 46). Pri
pouziti laseru o vinové délce 780 nm uz vrstvy SERS aktivitu vykazuji (Obr. 47),
nicméné pii porovnani se vzorkem C1-P je ziskané zesileni pfiblizné Ctyfikrat niz8i. Po

mesici od pfipravy dochazelo ke snizeni ti€innosti.
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Obrazek 49. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI aktivované v SnCl; s pomoci maltosy jako redukéniho €inidla
(C1-Sn), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové
délce 532 nm a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 50. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI aktivované v SnCl; s pomoci maltosy jako redukéniho €inidla
(C1-Sn), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové
délce 780 nm a vykonu 3 mW.
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Obrazek 51. SEM snimky substratu pripraveného na CEL-PEI s pomoci maltosy jako
reduk¢niho ¢inidla, (C1-Sn).

V ptipadé, kdy byl celulosovy substrat pfed nanesenim vrstvy Castic stfibra ponofen do
chloridu cinatého (C1-Sn), byly na povrchu ziskany krychli€ky o rozmérech hran okolo
150 nm, a to jak samostatng, tak i ve shlucich (Obr. 51). Tento typ vrstvy byl vhodny
pouze pro méfeni s laserem o vinové délce 532 nm (Obr. 49), jelikoz krychlicky a dalsi
typy Castic nedosahuji takovych rozméra, aby byly SERS aktivni v NIR oblasti, a vétsi
vzdalenosti mezi ¢asticemi podporujici aktivitu pfi vinové délce 532 nm. U pfitomnych
krychli¢ek 1ze pozorovat, ze jsou vzajemné v kontaktu, coz mlze pozitivné ovlivnit
ziskané zesileni Ramanova signalu, zvlasté tehdy, dotykaji-li se svymi hranami, protoze
pfi tom generuji hot-spoty. Tyto vzajemné orientace Castic jsou na SEM snimcich také
pozorovatelné. [126, 127] Po opétovném meéfeni po 1 mésici od piipravy SERS aktivita

klesala, nicméné stale bylo zesileni pomérné vyrazné.
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Obrazek 52. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI aktivované v SnCl, s pomoci maltosy jako redukéniho €inidla,
které byly po naneseni vrstvy stfibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm
(C1-Sn-Cl), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem
o vinové délce 532 nm a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 53. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI aktivované v SnCl, s pomoci maltosy jako redukéniho €inidla,
které byly po naneseni vrstvy stiibra upravemy v NaCl o koncentraci 4 mol-dm
(C1-Sn-Cl), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem
o vinové délce 780 nm a vykonu 3 mW.
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Obrazek 54. SEM snimky substratu pripraveného na CEL-PEI s pomoci maltosy jako
reduké¢niho Cinidla, ktery byl po naneseni vrstvy stiibra upraven v NaCl o koncentraci
4 mol-dm> (C1-Sn-Cl).

V ptipadé vrstev stiibra na celulose impregnované polyethyleniminem, které byla
pfedem upravena v SnCl> a po naneseni stfibra byly vrstvy aktivovany v NaCl
o koncentraci 4 mol-dm™ (C1-Sn-Cl), dochazi k rekrystalizaci a zvétSovani stiibrnych
nanokrychli¢ek na rozméry hran 200 — 250 nm. Zaroven jsou na povrchu pfitomny
i vétsi krystaly NaCl. Tyto vrstvy byly aktivni pfi pouziti obou vinovych délek laseru,
nicméné ziskané zesileni bylo velice nizké. To bylo pravdépodobné zptisobené tim, ze
tyto vétsi krychlicky stfibra uz nevykazovaly tak intenzivni absorpci zafeni v oblasti
vinové délky 532 nm a zarover jejich velikost jesté nebyla dostate¢na k tomu, aby byly
absorp¢ni pasy plasmonu posunuty dostatecné do NIR oblasti. Zaroven se krychlicky jiz
vzajemné nedotykaji v takové mife jako v pfipade€ vzorku C1-Sn, coz mohlo zapficinit
niz§i intenzity, jelikoz pole v okoli ¢astic nebylo tak silné. Tyto vrstvy po 1 meésici od

ptipravy uz SERS aktivity nevykazovaly.
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Obrazek 55. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na AlOx s pomoci glukosy jako redukéniho cinidla (A2-n), po jejich
pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla mérena laserem o vinové délce 532 nm
a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 56. Obrazek 55. SERS spektra 10 mol-dm™ roztoku adeninu mérena na vzorcich
pripravenych na AlOx s pomoci glukosy jako redukéniho cinidla (A2-n), po jejich
pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méiena laserem o vinové délce 780 nm
a vykonu 3 mW.
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Obrazek 57. SEM snimky substratu piipraveného na AlOx s pomoci glukosy jako
reduk¢niho Cinidla (A2-n).

Nasledujici vzorky vrstev byly pfipravovany pomoci glukosy jakozto redukéniho
¢inidla. Na vzorku, kde neprob&hly zadné povrchové upravy (A2-n), a byla vyuzita
sonochemicka redukce a depozice Castic stribra, byly ziskany nanocastice o velikosti
100 nm, tedy o vétsi velikosti nez u maltosy. To mohlo byt zapfi€inéno tim, ze maltosa
v alkalickém prostfedi hydrolyzuje na glukosové podjednotky [110], coz vede ke
zvySeni koncentrace redukéniho ¢inidla v reakéni smési, a tedy ke generaci vétsiho
poctu nukleacnich zarodku, snizeni mezicasticové vzdalenosti vznikajicich castic
ajejich mensi vysledné velikosti. Tudiz pomoci glukosy by mélo byt ziskano méné
nuklea¢nich zarodk a tim padem, pfi stejné koncentraci obou redukcnich cinidel,
i vétSich Castic. S timto predpokladem bylo pracovano u hodnoceni aktivity vSech vrstev
pfipravenych pomoci glukosy. Na vzorku A2-n se Castice nachazi jak samostatné, tak
i v agregatech (Obr. 57), coz se odrazi i na jejich SERS aktivité, ktera je vyrazna
s pouzitim laseru o vlnové délce 532 nm (Obr. 55), nicméné je o vice jak polovinu nizsi
nez pii piipraveé substratu s pouzitim maltosy, coZ naznacuje, ze plasmonické vlastnosti
téchto vrstev nebyly optimalni, jelikoz mohla byt intenzita absorpce plasmonu v oblasti
okolo 500 nm niz8i, anebo byl plasmon posunut do oblasti s vyssi vinovou délkou. Pii

meéfteni s vinovou délkou laseru 780 nm adenin detekovan nebyl (Obr. 56).
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Obrazek 58. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na AlOx s pomoci glukosy jako redukc¢niho ¢inidla, které byly po naneseni
vrstvy stfibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm= (A2-n-Cl), po jejich pFipravé

a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové délce 532 nm a vykonu
0,5 mW.
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Obrazek 59. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na AlOx s pomoci glukosy jako redukc¢niho ¢inidla, které byly po naneseni
vrstvy stiibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm™ (A2-n-Cl), po jejich p¥ipravé

a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové délce 780 nm a vykonu
3 mW.
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Obrazek 60. SEM snimky substratu piipraveného na AlOx s pomoci glukosy jako
reduké¢niho Cinidla, ktery byl po naneseni vrstvy stiibra upraven v NaCl o koncentraci
4 mol-dm- (A2-n-Cl).

U vrstvy pfipravené pomoci glukosy jako redukéniho Cinidla na oxidu hlinitém, dochézi
béhem aktivace ve 4mol-dm™ roztoku NaCl (A2-n-Cl) na povrchu ke strukturnim
zmeénam vrstev stiibra. Samostatné Castice se nenachazi na povrchu v takové mife
a zaroven agregaty jsou vytvofeny mens§im poctem castic. To, ze jsou na povrchu stale
pfitomné malé samostatné se vyskytujici ¢astice, zpusobilo, ze vrstva je stale pouzitelna
i pro méfeni za vyuziti laseru o vinové délce 532 nm, nicmén€ se snizenym poctem
téchto Castic klesla i intenzita zesileného Ramanovu signalu, a to o necelou polovinu.
Naproti tomu, rekrystalizované shluky ¢astic byly vysoce aktivni, pokud byl pouzit laser
o vlnové délce 780 nm. V obou pfipadech intenzita Ramanova signalu po 1 mésici od

ptipravy vrstev vyrazné klesala.
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Obrazek 61. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na AlOx s vrstvou polydopaminu s pomoci glukosy jako reduké¢niho Cinidla
(A2-P), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méiena laserem o vinové
délce 532 nm a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 62. SERS spektra 10°mol-dm= roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na AlOx s vrstvou polydopaminu s pomoci glukosy jako reduké¢niho Cinidla
(A2-P), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méiena laserem o vinové
délce 780 nm a vykonu 3 mW.

V ptipadé substratu na oxidu hlinitém s vrstvou polydopaminu (A2-P) je situace velice
podobna jako v pfipadé pouziti maltosy (Al-P), substrat uspésné zesiluje Ramanav
signal pouze v prvnim piipadé€, kdy bylo méfeni provadeéno s laserem o vinové délce
532 nm. Intenzita ziskaného zesileni byla v tomto pfipadé o néco vyssi, coz mohlo byt
zpusobeno predpokladanym vznikem vétSich cCastic s veét§imi mezicasticovymi

vzdalenostmi. Intenzita zesileného Ramanova signalu po mésici byla také nepatrné
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vyssi, coz mohlo byt zpisobeno strukturnimi zménami ve vrstvé polydopaminu, které
jsou mozné vidét ve spektrech (Obr. 61, 62) a to pfevazné s pouzitim laseru s vinovou

délkou 780 nm, které mohly mit vliv na strukturu stfibrné vrstvy.
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Obrazek 63. SERS spektra 10 mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na AlOx s vrstvou polydopaminu s pomoci glukosy jako redukéniho Cinidla,
které byly po naneseni vrstvy stiibra upravemy v NaCl o koncentraci 4 mol-dm
(A2-P-Cl), po jejich piipravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové
délce 532 nm a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 64. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na AlOx s vrstvou polydopaminu s pomoci glukosy jako redukéniho Cinidla,
které byly po naneseni vrstvy stfibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm
(A2-P-Cl), po jejich piipravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové
délce 780 nm a vykonu 3 mW.
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U vzorku na oxidu hnitém s vrstvou polydopaminu, kde byla k redukci vyuzita glukosa
a nasledné probéhla aktivace ve 4mol-dm™ roztoku NaCl (A2-P-Cl) je zajimavé, ze
vykazuje velice podobnou aktivitu u obou pouzitych lasert, co se tyka zesileni
charakteristického piku adeninu (Obr 63, 64). U laseru svlnovou délkou 780 nm
dochézelo ke snizeni intenzit pasu polydopaminu, coz méfeni pomoci tohoto laseru ¢ini
vyhodngjsi, jelikoz pfi detekci jiného analytu je menS$i pravdépodobnost, ze jeho piky

budou prekryty intenzivnim signalem polydopaminu.
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Obrazek 65. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na AlOx aktivovaném v SnCl; s pomoci glukosy jako redukéniho Cinidla
(A2-Sn), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové
délce 532 nm a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 66. SERS spektra 10 mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na AlOx aktivovaném v SnCl; s pomoci glukosy jako reduk¢niho cinidla
(A2-Sn), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové
délce 780 nm a vykonu 3 mW.

Vzorek na oxidu hlinitém, jehoz povrch byl pfedem upraven v roztoku SnCl, (A2-Sn),
vykazoval vyraznou SERS aktivitu v pfipad€ pouziti laseru s vilnovou délkou 532 nm
(viz Obr 65). Predklada se obdobna struktura jako u substratu A1-Sn, ovSem s vétSimi
samostatné se vyskytujicimi se casticemi, u vzorku redukovaném glukosou vSak
intenzita ziskaného signalu po 1 mésici klesa na polovinu. Naopak pii méteni s laserem
o vlnové délce 780 nm substrat zacal vykazovat zesileni az po mésici od jeho pfipravy
(Obr. 66), coz mohlo byt zpisobeno moznou rekrystalizaci a vznikem defekti ve

struktufe nanocastic.
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Obrazek 67. SERS spektra 10 mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na AlOx aktivovaném v SnCl; s pomoci glukosy jako redukc¢niho c¢inidla,
které byly po naneseni vrstvy stiibra upravemy v NaCl o koncentraci 4 mol-dm
(A2-Sn-Cl), po jejich pripravé a po meésici od pripravy, ktera byla mérena laserem
o vinové délce 532 nm a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 68. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na AlOx aktivovaném v SnCl; s pomoci glukosy jako redukc¢niho c¢inidla,
které byly po naneseni vrstvy stfibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm
(A2-Sn-Cl), po jejich pripravé a po meésici od pripravy, ktera byla mérena laserem
o vinové délce 780 nm a vykonu 3 mW.

U vzorku na oxidu hlinitém pfedem upraveném v SnCl,, ktery byl po naneseni vrstvy
stifbra aktivovan ve 4mol-dm™ roztoku NaCl (A2-Sn-Cl), dochazelo k zesileni signalu
adeninu s obéma lasery (vinové délky 532 nm a 780nm) a ziskané intenzity byly

srovnatelné (Obr. 67, 68). To naznacuje, ze v povrchu oxidu hlinitého budou pfitomné
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jak drobné samostatné se vyskytujici ¢astice, tak 1 ve vétsich shlucich, a také se mohou

vyskytovat vétsi Castice svou velikosti nad 500 nm. V pfipadé pouziti laseru s vinovou

délkou 780 nm po 1 mésici od pfipravy dochazelo k navySeni ziskaného zesileni, a to

pravdépodobné v dusledku moznych strukturnich zmén ve shlucich a agregatech

stiibrnych nanocastic.
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Obrazek 69. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI s pomoci glukosy jako redukéniho ¢inidla, (C2-n), po jejich
pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla mérena laserem o vinové délce 532 nm
a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 70. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méFenia na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI s pomoci glukosy jako redukéniho €inidla (C2-n), po jejich
pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méiena laserem o vinové délce 780 nm
a vykonu 3 mW.
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Obrazek 71. SEM snimky substratu piipraveného na CEL-PEI s pomoci glukosy jako
reduk¢niho ¢inidla (C2-n).

V piipadé vrstvy stiibra pfipravené glukosou na celulosovém podkladu bez dalSich
uprav (C2-n) se morfologie a rozmisténi nanocastic na povrchu pfili§ neli§i od vzorku
Cl-n, ktery byl pfipraveny maltosou, nanesené Castice jsou jen nepatrné vetsi, coz
pravdépodobné zptisobuje aktivitu tohoto substratu i s laserem o vlnové délce 532 nm
(Obr. 69). V tomto piipadé se po 1 mésici aktivita snizuje. V pfipadé méfeni laserem
s vinovou délkou 780 nm vrstva aktivitu vykazuje az po 1 meésici, coz muze byt
zpusobeno drobnymi strukturnimi zménami v podkladovém substratu, které mohly
ovlivnit morfologii stfibrné vrstvy, anebo zménami ve struktufe stfibra vlivem koroze

nebo rekrystalizacemi zplisobenymi vzdusnou vlhkosti.
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Obrazek 72. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI s pomoci glukosy jako redukéniho cinidla, které byly po
naneseni vrstvy stfibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm (C2-n-Cl), po jejich
pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla mérena laserem o vinové délce 532 nm
a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 73. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfenia na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI s pomoci glukosy jako redukéniho cinidla, které byly po
naneseni vrstvy stfibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm™ (C2-n-Cl), po jejich
pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méiena laserem o vinové délce 780 nm
a vykonu 3 mW.
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Obrazek 74. SEM snimky substratu pfipraveného na CEL-PEI s pomoci glukosy jako
reduké¢niho Cinidla, ktery byl po naneseni vrstvy stiibra upraven v NaCl o koncentraci
4 mol-dm> (C2-n-Cl).

V piipad€¢ aktivace vrstvy stfibra na celulose impregnované polyethyleniminem ve
4mol-dm™ roztoku NaCl (C2-n-Cl) lze na snimcich z elektronového mikroskopu
(Obr. 74) vidét vyrazné zmény ve struktufe stfibrnych nanocastic. Pokryti jiz neni tak
husté a homogenni, vznikaji nepravidelné shluky, které pravdépodobné zptuisobuji dobré
zesileni Ramanova signalu pfi pouziti laseru o vlnové délce 780 nm. Zaroven v tomto
ptipadé vykazovaly vrstvy dobrou stabilitu v Case (viz Obr. 73). Zesileni ziskané s kratsi
vlnovou délkou laseru bylo velmi slabé (Obr. 72), coz mohlo byt zpisobeno pfili§
malou velikosti samostatn€ se vyskytujicich nanocastic, které by pravdépodobné mohly

vykazovat vy$si SERS aktivitu s jesté kratsi vinovou délkou laseru (napt.: 455 nm).
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Obrazek 75. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI s vrstvou polydopaminu s pomoci glukosy jako reduké¢niho
(C2-P), po jejich piipravé a po mésici od piipravy, ktera byla méiena laserem o vlnové
délce 532 nm a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 76. SERS spektra 10 mol-dm™ roztoku adeninu méFenia na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI s vrstvou polydopaminu s pomoci glukosy jako reduké¢niho
¢inidla (C2-P), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla mérena laserem
o vinové délce 780 nm a vykonu 3 mW.

U vzorku, kde byl pouzit polydopamin a nasledné glukosa jako redukéni Cinidlo (C2-P),
je pravdépodobné, ze vznikaly vétsi Castice nez v piipadé pouziti maltosy, a v dasledku
toho byly mezi Casticemi i vétsi vzdalenosti, coz bylo nejspiSe pric¢inou dobré aktivity

jak pfti pouziti laseru o vinové délce 532 nm, tak i pfi méfeni s vinovou délkou 780 nm
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(viz Obr. 75, 76). V obou piipadech substrat vykazovou dobrou c¢asovou stabilitu

a poskytoval konstantni zesileni signalu.
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Obrazek 77. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfFenia na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI s vrstvou polydopaminu s pomoci glukosy jako reduké¢niho
¢inidla, které byly po naneseni vrstvy stéibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm™
(C2-P-CD), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové
délce 532 nm a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 78. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI s vrstvou polydopaminu s pomoci glukosy jako reduké¢niho
¢inidla, které byly po naneseni vrstvy stéibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm™
(C2-P-CD), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méfena laserem o vinové
délce 780 nm a vykonu 3 mW.
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Zde byla SERS aktivita pozorovana pouze s pouzitim laseru o vinové délce 780 nm, a to

1 mésic po ptipravé (Obr. 78), kdy v tomto ¢asovém rozmezi pravdépodobné dochazelo

k dal§im strukturnim zménam vlivem vzdus$né vlhkosti a k rekrystalizacim. Pomoci

laseru s vlnovou délkou 532 nm nebyl adenin detekovan ani po pfipraveé vrstvy, ani

mesic od jeji pripravy (Obr. 77).
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Obrazek 79. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI aktivované v SnCl; s pomoci glukosy jako reduk¢niho ¢inidla
(C2-Sn), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méiena laserem o vinové

délce 532 nm a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 80. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI aktivované v SnCl s pomoci glukosy jako reduk¢niho ¢inidla
(C2-Sn), po jejich pripravé a po mésici od pripravy, ktera byla méiena laserem o vinové

délce 780 nm a vykonu 3 mW.
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U vzorku vrstvy stiibra na celulosovém podkladu, ktery byl pfedem upraven v SnCl,
(C2-Sn), dochazelo k vyraznému zesileni Ramanova signalu, pokud jde o laser
s vlnovou délkou 532 nm (Obr. 79). Intenzity jsou vSak ptiblizn€ o polovinu nizsi nez
u vzorku C1-Sn, ktery byl redukovan maltosou. To naznacuje, ze ziskané Castice na
povrchu jsou zde bud’ vétsi, anebo se nachazi dale od sebe, a tudiz neposkytuji tolik
hot-spott. Pfitomnost vétSich Castic také koresponduje se ziskanym zesilenim pfi
pouziti laseru o vinové délce 780 nm (Obr. 80), nicméné zastoupeni téchto Castic nejspis
nebude tak vyrazné, vzhledem k tomu, sjakou intenzitou je zesilen Ramantiv signal

s laserem o vlnové délce 532 nm.
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Obrazek 81. SERS spektra 10°mol-dm™ roztoku adeninu méfena na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI aktivované v SnCl s pomoci glukosy jako reduk¢niho ¢inidla,
které byly po naneseni vrstvy stfibra upraveny v NaCl o koncentraci 4 mol-dm
(C2-Sn-Cl), po jejich pripravé a po meésici od pripravy, ktera byla mérena laserem
o vinové délce 532 nm a vykonu 0,5 mW.
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Obrazek 82. SERS spektra 10 mol-dm™ roztoku adeninu méFenia na vzorcich
pripravenych na CEL-PEI aktivované v SnCl s pomoci glukosy jako reduk¢niho ¢inidla,
které byly po naneseni vrstvy stiibra upravemy v NaCl o koncentraci 4 mol-dm
(C2-Sn-Cl), po jejich pripravé a po meésici od pripravy, ktera byla mérena laserem
o vinové délce 780 nm a vykonu 3 mW.

Poslednim zkoumanym vzorkem je C2-Sn-Cl, kde byla vrstva stfibra nanesena na
celulosovy podklad, ktery byl pfedem upraven v SnCl> a po naneseni stiibra byla vrstva
aktivovana ve 4mol-dm™ roztoku NaCl. kde byla SERS aktivita pozorovana jen
s laserem o vinové délce 780 nm (Obr. 82), coz je pravdépodobné zpisobeno moznou
pfitomnosti vétSich Castic stibra, které vznikaly rekrystalizaci pomoci roztoku NaCl.
Tato vrstva také vykazovala dobrou stabilitu v ¢ase a poskytovala konstantni zesileni

Ramanova signalu.

Intenzity u vech vzorkd pro piky v oblasti ~ 735 cm™ Ramanova posunu, které nalezi
vibraci purinu, jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach (Tab. 8, 9, 10 a 11). Intenzity
byly odecitany vzdy po zarovnani spekter na baseline. V tabulkach jsou zaznamenany
i intenzity naméfené na senzorech po 1 meésici od jejich pfipravy. I toto méfeni pro
testovani stability probihalo zméfenim ve 3 riznych bodech vzorku. V predchozich

grafech je pro piehlednost uvedeno vzdy jen spektrum z jednoho bodu na vzorku.
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Tabulka 8. Prehled substrati pripravenych na AlOx, Kk jejichz pripravé byla pouzita
maltosa jako reduk¢ni Cinidlo.

Intenzita piku ~ 735 cm!
Substrat | Uprava pied gl;iagg (l;l(; Vzorek 532 3 321nm 780 7801nm
nm “ nm .,
mesic mesic
164 224 - 166
- Al-n 180 259 - 171
175 229 - 133
) 326 - 142 138
+ Al-n-Cl 366 - 180 113
177 - 67 81
0 - 270 108
- Al-P 62 - 334 116
. 68 - 269 129
AlOx | Polydopamin - - o )
+ Al-P-Cl - - 195 197
- - 314 224
105 125 - -
- A1-Sn 112 146 - i
107 125 - i
sncl: 10 3 37 24
+ A1-Sn-Cl 18 11 38 25
22 11 29 30

Tabulka 9. Pi‘ehled substratu piipravenych na CEL-PEIL k jejichz pripravé byla pouzita
maltosa jako reduk¢ni Cinidlo.

Intenzita piku ~ 735 cm’!
Substrat | Uprava pied glfvliag: (I;l(; Vzorek 532 5321nm 780 7801nm
nm v nm v
mesic mesic
- 121 37 -
- Cl-n - 132 32 -
- 136 68 -
i - - 157 126
+ Cl1-n-Cl - - 150 104
- - 103 90
36 54 512 38
- Cl1-P 34 53 668 40
CEL-PEI | Polydopamin 31 L 217 33
- - 136 33
+ Cl1-P-Cl - - 183 53
- - 115 44
445 148 - -
_ C1-Sn 392 111 - -
378 123 - -
SnCl 20 16 17 -
+ C1-Sn-Cl1 21 19 22 -
22 13 19 -
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Tabulka 10. Piehled substrati pripravenych na AlOx, Kk jejichz pripravé byla pouzita
glukosa jako redukéni €inidlo.

Intenzita piku ~ 735 cm™!
Substrat | Uprava pied gl;iagg (l;l(; Vzorek 532 3 321nm 780 7801nm
nm “ nm .,
mcsic mesic
72 155 - -
- A2-n 74 189 - -
65 179 - -
] a1 9 199 | 46
+ A2-n-Cl 40 6 213 41
34 10 140 34
64 115 - -
- A2-P 78 110 - -
. 100 106 - -
AlOx | Polydopamin = - = —
+ A2-PCl 61 _ 70 9%
99 - 95 26
125 55 - 137
- A2-Sn 92 63 - 119
109 52 - 118
Snch 38 | 43 | 24 | 131
+ A2-Sn-Cl 59 43 23 149
47 37 40 90

Tabulka 11. Piehled substrati pripravenych na CEL-PEL Kk jejichz piipravé byla pouzita
glukosa jako redukéni €inidlo.

Intenzita piku ~ 735 cm!
Substrat | Uprava pied glfvliag: (I;l(; Vzorek 532 5321nm 780 7801nm
nm L nm L
meésic meésic
81 36 - 57
- C2-n 140 38 - 56
146 32 - 48
) 34 26 135 170
+ C2-n-Cl 36 28 110 183
39 31 98 106
53 46 104 200
- C2-P 57 52 104 144
. 60 43 105 177
CEL-PEI | Polydopamin - . - o1
+ C2-P-Cl - - - 102
- - - 109
200 39 7 8
- C2-Sn 222 51 7 8
150 46 10 9
SnCl, - - 104 104
+ C2-Sn-Cl - - 94 91
- - 105 121
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Tyto ziskané intenzity, a tudiz i efektivita pouziti pfipravenych vrstev jako SERS
senzoru byly evaluovany pomoci faktoru zesileni, ktery je dan nasledujicim vztahem:

EF = ISERS/CSERS (8)

IRaman/CRaman
Kde Isers predstavuje intenzitu piku adeninu ~ 735 cm™ ziskaného pii SERS méfent,
IRaman Intenzitu téhoz piku v Ramanové spektru, tedy spektru adeninu na podkladovém
substratu, ktery nebyl pokryt stfibrem a tim padem nedochazelo k zesileni signalu. csers
a CRaman jSOU koncentrace méfenych roztokd, tedy 10 mol-dm=a 0,1 mol-dm™,
V grafech na Obrazcich 83 a 84 jsou uvedena spektra 0,1mol-dm™ roztoku adeninu na

podkladech bez vrstvy Castic stribra.
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Obrazek 83. SERS spektra 10'mol-dm™ roztoku adeninu méfena na skle, oxidu hlinitém
ana celulose impregnované polyethyleniminem laserem o vinové délce 532 nm a vykonu
0,5 mW.
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Obriazek 84. SERS spektra 10'mol-dm™ roztoku adeninu méfena na skle, oxidu hlinitém

ana celulose impregnované polyethyleniminem laserem o vinové délce 780 nm a vykonu
0,5 mW.

Z vyse uvedenych spekter je vidét, ze pii nizkych vykonech laseri nebylo mozné
detekovat ani koncentrovany 0,1mol-dm™ roztok adeninu pomoci zadné z pouzitych
vinovych délek. Méfeni bylo navic v nékterych pripadech zkomplikované fluorescenci
podkladovych substrati. K vypoc¢tu naslednému faktoru zesileni byla pouzita intenzita
jednotlivych spekter kapky adeninu na skle v oblasti 735 cm™. Siroké pasy ve spektru
adeninu na skle, které bylo méfené s vlnovou délkou laseru 780 nm, v oblasti

1300 — 2000 cm™! nalezi slabé fluorescenci podlozniho mikroskopického skla. [128]

Faktory zesileni byly pocitany pouze pro méfeni na substratech po jejich pfipravé a jsou
uvedeny v Tabulkach 12 a 13. Jako hodnota intenzity piku v 735 cm™! byl bran priimér

z tfech méfeni, které jsou uvedeny v Tabulkach 8,9, 10 a 11.
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Tabulka 12. Prehled substrati, k jejichz piipravé byla pouzita maltosa, a jimi ziskané
faktory zesileni Ramanova signalu.

] ] Faktor zesileni EF
Substrat | Uprava pi‘ed | Uprava po (4M NaCl) | Vzorek 532 nm 1 730 o
- Al-n | 346-10° -
) + Al-n-Cl | 5.79-10° | 2.59-10°
- Al-P | 8,66-10* | 5,82-10°
AlOx | Polydopamin
+ Al1-P-Cl - 5.99-10°
- Al-Sn | 2,16-10° -
SllClz
+ A1-Sn-Cl | 3,33-10* | 6,93-10*
- Cl-n - 9,13-10*
) + Cl-n-Cl . 2.73-10°
- Cl-P | 6,73-10* | 1,39-10°
CEL-PEI | Polydopamin
+ C1-P-Cl - 2.89-10°
- Cl-Sn | 8,10-10° -
SllClz
+ C1-Sn-Cl | 4,20-10* | 3,86-10*

Tabulka 13. Prehled substrati, k jejichz piipravé byla

faktory zesileni Ramanova signalu.

pouzita glukosa, a jimi ziskané

) ) Faktor zesileni EF
Substrat | Uprava pi‘ed | Uprava po (4M NaCl) | Vzorek 532 0m 1 780 nm
- A2-n 1.41-10° -
+ A2-n-Cl | 7,66-10* | 3,68-10°
- A2-P 1,61-10° -
AlOx | Polydopamin
+ A2-P-Cl | 1,53-10° | 1,65-10°
- A2-Sn | 2,17-10° -
SllClz
+ A2-Sn-Cl | 9.60-10* | 5,80-10*
- C2-n | 24510° -
+ C2-n-Cl | 7.27-10* | 2,29-10°
- C2-P 1,33-10° | 2,09-10°
CEL-PEI | Polydopamin
+ C2-P-Cl - -
- C2-Sn | 3.81-10° | 1,60-10*
SllClz
+ C2-Sn-Cl - 2,02-10°

Ziskané faktory zesileni se pohybovaly v oblastech 10* — 10°. Ve vétsiné pfipadd bylo
dosahovano vyssiho zesileni u méfeni s laserem o vinové délce 532 nm, pokud substraty
nebyly aktivovany ve 4mol-dm™ roztoku NaCl. Pfi aktivaci v NaCl, pokud substraty

stale vykazovaly SERS aktivitu, typicky do§lo ke snizeni faktoru zesileni o jeden fad.
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Naopak pii méfeni slaserem o vinové délce o780 nm bylo zadouci, aby vrstvy
obsahovaly vétsi Castice nebo shluky menSich castic s nizkymi mezic¢asticovymi
vzdalenostmi. Zde pak byl trend ve vétsiné piipadi opacny a vyssi faktor zesileni byl
ziskan u substratd po jejich aktivaci v NaCl. Nejvyssiho faktoru zesileni 1,39-10° bylo
dosazeno u vzorku C1-P, ktery byl pfipraven na celulosovou podkladu pokrytém
vrstvou polydopaminu a stfibro bylo naneseno s pomoci maltosy jako redukéniho
¢inidla, a to pfi méfeni s vinovou délkou laseru 780 nm. Druhy nejvyssi faktor zesileni

byl ziskan u vzorku C1-Sn pfi méfeni s laserem s vinovou délkou 532 nm a to 8,10-10°.
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5 Zavér

Tato prace byla zaméfena na sonochemickou metodu depozice vrstev stfibrnych
nanocastic z kapalné faze na pevné podkladové substraty. Témito substraty byly
komercné dostupné desticky pro tenkovrstvou chromatografii pokryté oxidem hlinitym
a celulosou impregnovanou polyethyleniminem. Samotné piiprava vrstev Castic stiibra
byla provadéna redukci [Ag(NH3)2]* pomoci redukujicich sacharidd maltosy a glukosy
za aplikace ultrazvuku. Pred depozici stfibrnych nanocastic byla také testovana uprava
podkladového substratu, ktera byla provadéna za ucelem zvySeni poctu redukénich mist
na povrchu, coz mélo mit za dusledek vyrazn€jsi a homogennéjsi pokryti substratu
nanocasticemi stiibra. Témito upravami byly senzitizace povrchu v 1% (w/w) roztoku
SnCl, a naneseni vrstvy polydopaminu, ktery pocet redukéni mist zvySuje pomoci
—OH skupin obsazenych ve své struktute. Po naneseni vrstvy stfibra na takto upravené
substraty byla zkoumana jejich struktura a byla porovnavana s vrstvami, u kterych
zadna povrchova uprava nebyla provadéna. Pripravené vzorky byly dale upravovany
pomoci roztoku NaCl o koncentraci 4 mol-dm™ a to zapfi¢inilo rekrystalizaci
nanesenych nanocastic, ktera vedla ke zmeéné jejich velikosti a morfologie coz
zpusobilo zmeény jejich efektivity v ramci povrchem zesileného Ramanova signalu. Vliv
upravy povrchu vrstev byl porovnavan se vzorky, které v roztoku NaCl aktivovany
nebyly. Struktura vrstev byla sledovana pomoci skenovaci elektronové mikroskopie.
Takto pfipravené vrstvy byly testovany jako mozné SERS senzory do pro detekci
analytd o nizkych koncentracich. Na wvrstvach byl proméfovan roztok adeninu
o koncentraci 10 mol-dm™ za vyuziti laserd o vlnovych délkach 532 nm a 780 nm.
Diky ziskanym SERS spektrim byly studovany plasmonické vlastnosti pfipravenych
vrstev a sledovan vztah mezi nimi a strukturou stfibrnych nanocastic na vrstvach.
V piipadég, ze byl substrat predem upravovan pomoci SnClz, vznikaly na substratu oxidu
hlinitého drobné Castice a zaroven se vyskytovaly i1 vét§i krychlicky castic stribra.
Byla-li na oxid hlinity nanesena vrstva polydopaminu, bylo dosazeno velmi zna¢ného
pokryti drobnymi casticemi. Pokud tuprava povrchu substratu neprobéhla, pomoci
maltosy byly ziskany castice s primémou velikosti 70 nm, které se na povrchu
vyskytovaly rovnomérné rozmisténé jak samostatné, tak 1 v agregatech. V piipadé
upravy celulosového substratu pomoci roztoku SnClz, byly vytvafeny na povrchu
krychlicky Castic stfibra s pramémou velikosti 150 nm, které se vzajemné dotykaly

hranami. V pfipad€ pouziti polydopaminu byla situace velmi podobna jako u oxidu
91



hlinitého avznikalo zna¢né rovnomémné pokryti drobnymi nanocéasticemi stiibra
s nizkymi mezicasticovymi vzdalenostmi. Pokud celulosovy podklad predem upravovan
nebyl, vznikalo intenzivni pokryti vétSimi Casticemi v porovnani s polydopaminovou
vrstvou. Pfi nasledné upravé vrstvy nanocastic stiibra pomoci roztoku NaCl dochéazelo
k vyrazné rekrystalizaci Castic stiibra, kdy dochazelo ke vzniku vétSich agregatt, a tedy
ke zvétSovani Castic, a v nékterych pfipadech vznikaly krystaly stiibra o velikosti
presahujici 1 pm. U pouziti maltosy vznikaly mensi Castice nez pii pouziti glukosy
a obecné dochazelo k ziskani vyssiho zesileni Ramanova signalu. V této souvislosti se
zaCal projevovat trend, kdy ve vétSin€ pripadd vrstvy, u kterych nebyla provedena
rekrystalizace Castic stfibra v roztoku NaCl, vykazovaly vys§i hodnotu zesileni pfi
meéteni s laserem o vinové délce 532 nm, jelikoz ve své strukture obsahovaly mensi
Castice, jejichz plasmon svou absorpci nezasahoval do NIR oblasti spektra. Tyto vrstvy
pfi méfeni s laserem o vinové délce 780 nm vykazovaly obvykle bud niz§i SERS
aktivitu nebo zadnou. V pripadé vyuziti rekrystalizace v roztoku NaCl byly naopak
vrstvy vhodné&jsi pro méfeni s laserem v NIR oblasti. VétSina vrstev vykazovala vysoky
faktor zesileni pro vhodné vybrany laser na zakladné€ jejich struktury, velikosti
a morfologie Castic stfibra (532 nm pro vrstvy, kde rekrystalizace neprobéhla, 780 nm
pro ty, kde rekrystalizace v NaCl probéhla), a to alesponi 10°. Nejvyssiho faktoru
zesileni pro laser o vlnové délce 780 nm bylo dosazeno pomoci vzorku C1-P a to
1,39-10° a to pravdépodobné v diisledku znaéného pokryti povrchu drobnymi asticemi
stfibra, které se nachazely velmi blizko sebe. V pfipadé laseru s vinovou délkou 532 nm
bylo dosazeno maximalniho faktoru zesileni 8,10-10° a to vzorek C1-Sn, ktery ve své
strukture obsahoval nanokrychlicky s délkou hrany okolo 150 nm, které se v mnoha
ptipadech vzajemné dotykaly hranami, ¢imz dochazelo ke generovani hot-spotu a tedy
i velké hodnoté zesileni Ramanova signalu. Pfi srovnani se vzorky pfipravenych
sonochemickou metodou, kdy byly vrstvy stiibra nanaSeny na sklenény substrat, [111]
vykazuji vrstvy pripravené postupem pospanym v této praci v mnoha piipadech vyssiho
faktoru zesileni.Tato metoda predstavuje rychly a snadny postup pro piipravu vrstev
nanostiibra, které mohou byt vyuzity jako SERS senzory pro detekci analyti o nizkych
koncentracich. Podle vybaveni laboratore, presnéji podle toho, jakym laserem jejich
Ramantv spektrometr disponuje, muze byt senzor snadno optimalizovan fizenou
rekrystalizaci vrstvy stiibra pomoci roztoku NaCl, ¢imz lze posunou absorpcni pasy

plasmonu do NIR oblasti.
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6 Summary

This thesis focuses on silver nanoparticle layer preparation using sonochemical liquid
phase deposition on solid phase base substrates. The used base substrates were
commercially available layers for thin layer chromatography covered by aluminium
oxide and polyethyleneimine-impregnated cellulose. The layer deposition itself was
carried out by reduction of [Ag(NH3)2]* using reducing saccharides maltose and glucose
and the reaction was done under sonication. Prior to the silver nanoparticle deposition,
a pre-treatment of the substrates was done and tested. That was done in order to achieve
a higher number of reduction sites on the substrate surface and therefore to achieve
more dense and homogenous silver coverage. Those pre-treatments included surface
sensitization by immersing the substrate into 1% (w/w) SnCl2 solution and deposition
of a polydopamine layer on the substrate surface. Polydopamine contains —OH groups
in its structure, which increase the number of active sites for the reduction of silver ions.
After silver layer deposition on the pre-treated substrate, the structure of the silver layer
was studied and compared to those layers prepared with no surface pre-treatment.
Prepared samples were then treated in 4M NaCl solution in order to optimize their
plasmonic properties by recrystallization. That lead to changes in the nanoparticle size
and morphology, which affected the SERS efficiency regarding the Raman signal
enehancement. The influence of NaCl treatment was evaluated by comparing the treated
samples with those that were not treated. The structure of all the prepared layers was
studied by scanning electron microscopy. The prepared layers were also tested
as possible SERS sensors for the detection of compounds of low concentration. Adenine
solution of 10> M concentration was measured using laser wavelengths of 532 nm and
780 nm. Using obtained SERS spectra, the plasmonic properties of the layers were
studied as well as the relations between them and the silver nanoparticle layers
structure. In the case of the substrate being pre-treated by SnCly, small stand-alone
particles and their aggregates and clusters as well as bigger cubic particles were
prepared on the aluminium oxide surface. In the case of polydopamine layer
on aluminium oxide, very dense coverage of small particles was achieved. When there
was no pre-treatment used, particles of 70 nm were prepared and there were both
separated and in clusters. When cellulose substrate was treated by SnCla, silver
nanocubes with edge length of 150 nm. In many cases, the cubes were in edge-to-edge

contact. When polydopamine layer was used, the layer structure was similar
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to the aluminium oxide and dense coverage was achieved with small particles with short
interparticle distances. When there was no treatment used, the surface was covered
by bigger particles compared to the substrate with polydopamine layer. During the
subsequent NaCl treatment, significant recrystallizations took place and new aggregates,
clusters, and bigger particles (above 1 um) were created. When maltose was used
as a reductant, typically smaller particles were created compared to glucose and in most
cases, substrates prepared by maltose showed better SERS enhancement. There was
also a trend arising, that most layers that were not immersed into NaCl solution showed
better SERS activity when laser of 532 nm wavelength was used. That is probably due
to smaller particles with plasmon resonance not extending to NIR. Also, those layers
typically showed either lower SERS activity or none. When recrystallization in NaCl
solution was carried out, layers showed better SERS activity for 780nm laser. Most
layers exhibited large enhancement factors for suitable laser according to their structure
(532 nm layers without recrystallization, 780 nm for those with treatment in NaCl).
The enhancement factor was at least 10°. The largest one was achieved using laser
of 780 nm on sample C1-P and the value was 1,39-109, this is probably due to the high
density covered of the surface by small nanoparticles that were closely packed. When
532 nm laser was used, the largest enhancement factor achieved was 8,10-10° by sample
C1-Sn. The high value was probably due to 150 nm nanocubes on the substrate surface
that were touching edge-to-edge, which generates hot-spots. When this preparation
method is compared to a similar method, that uses sonochemical deposition of silver
on a glass substrate, [111] the method proposed in this thesis provides higher
enhancements. The proposed method presents a quick and easy way for silver layer
preparation and those layers can be subsequently used as sensors for the detection of
compounds of low concentrations. According to the laboratory equipment, the
wavelength of laser, the sensors can be easily optimized by controlled recrystallization
by NaCl solution, which leads to a shift of the plasmon absorption bands to the longer

wavelengths.
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