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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest spos6b osadzania nanoczgstek metalu na powierzchni w procesie
elektrochemicznym, w ktérym wspomniana powierzchnia stanowi elektrode pracujgca i jest przynajmnie;j
czesciowo zanurzona w roztworze wodnym soli metalu, tworzgcym roztw6r elektrolitu, zas wspomniane
nanoczastki osadza sie na wspomnianej powierzchni pod wptywem przytozonego potencjatu elektrycz-
nego. Przedmiotem wynalazku jest takze powierzchnia otrzymana tym sposobem, oraz jej zastosowanie
jako platformy do pomiaréw powierzchniowo wzmocnionego efektu Ramana (ang. Surface Enhanced
Raman Scattering, SERS) lub do pomiaréw zlokalizowanego rezonansu plazmondw powierzchniowych
(ang. Localized Surface Plasmon Resonance, LSPR).

Wzmocniona powierzchniowo spektroskopia Ramana, czyli SERS (ang. Surface Enhanced Ra-
man Spectroscopy), odkryta w 1974 roku [1] jest szybkg, tatwg, niedestrukcyjng i selektywng metodag
analizy jako$ciowej probek. Polega ona na pomiarze intensywnos$ci Swiatta ultrafioletowego, widzial-
nego oraz bliskiej podczerwieni, rozproszonego nieelastycznie na zaadsorbowanych na powierzchni
podioza czgsteczkach analitu. Wynikiem pomiaru jest widmo, ktére stanowi tzw. ,odcisk palca” bada-
nego zwigzku. Okazato sie, iz dzieki zastosowaniu podtozy o metalicznej, schropowaconej w skali na-
nometrycznej powierzchni mozna uzyska¢ wzmocnienie intensywnos$ci efektywnego rozproszenia ra-
manowskiego o kilka rzedéw wielkosci (102 — 108, a nawet dla pewnych systemoéw 108 — 105) [2] [3].
Jest to bardzo pozadany efekt, poniewaz mozna oznaczaé substancje z roztwordéw o niskim stezeniu,
co jest wazne np. w kryminalistyce lub medycynie, niemniej jednak technika SERS wykorzystywana jest
w wielu innych dziedzinach nauki oraz przemystu.

Wzmocnienie sygnatu sersowskiego zalezy od wielu czynnikéw, m.in.: chemicznego pochodze-
nia molekuty, czesto$ci promieniowania wzbudzajgcego, ramanowskiego efektywnego przekroju czyn-
nego, a szczegolnie od rodzaju podtoza oraz stopnia chropowatosci jego powierzchni, choé do dzisiaj
nie jest wyjasnione ostatecznie, na czym polega mechanizm wzmocnienia w technice SERS. Opisuje
sie go najczesciej dwoma mechanizmami: elektromagnetycznym (dominujgcym) — opartym na plazmo-
nowym efekcie powierzchniowym, oraz chemicznym — polegajgcym na przeniesieniu fadunku w obrebie
powierzchni metalu oraz zaadsorbowanej na niej czgsteczki.

Dla obu mechanizmoéw najistotniejsza jest wtasciwa powierzchnia podtoza, a szczegdlnie stopien
jej schropowacenia, poniewaz wystepujace na niej nierownosci szczegdlnie wptywajg na efekt wzmoc-
nienia sygnatu ramanowskiego. Najbardziej odpowiednimi metalami tworzgcymi powierzchnie do SERS
sg srebro, ztoto i miedz, przy czym najlepsze efekty uzyskuje sie dla srebra. Metale te, szczegd6inie
srebro i zioto wykazujg duzg stabilno$é, a takze ich sygnaty LSPRs (ang. Localized Surface Plasmon
Resonance — zlokalizowane powierzchniowo rezonanse plazmonowe) wystepujg w zakresie dtugosci
fal promieniowania widzialnego i bliskiej podczerwieni [4], w ktérych obserwuje sie sygnaty rozproszenia
Ramana.

Gtéwne cechy jakie powinny posiadaé podifoza do badan SERS to:

e powtarzalnos¢,

e wysoki wspotczynnik wzmocnienia,

e jednorodnos¢ intensywnosci sygnatu na catej powierzchni,
e stabilno$¢ w czasie,

e uniwersalno$¢ dla szerokiej grupy zwigzkow.

Istnieje szereg metod, dzieki ktébrym uzyskuje sie podtoza o wymaganych parametrach po-
wierzchni, do analizy okreslonych zwigzkéw lub grup zwigzkéw, m.in.:

e elektrochemiczne, gdzie zachodzi modyfikacja elektrod, ktére sg juz podtozami, w okre-
Slonych cyklach utleniania-redukcji (ORC),
chemiczne trawienie, z wykorzystaniem Swiatta lub zmian temperatury,
nanoszenie koloidéw metali, napylanie cienkich warstw metali na r6znorodne powierzch-
nie, np. krzem, szkto, ITO,

e tworzenie matryc z wykorzystaniem litografii, np. polimerowych, o regularnych nieréwno-
Sciach.

Mimo ogromnej ilosci publikacji naukowych oraz patentéw opisujgcych sposoby otrzymywania
podtozy sersowskich, dotychczas nie zaproponowano dobrej metody pozwalajgcej na produkcje pod-
fozy, spetniajgcych wszystkie powyzsze warunki, a szczego6lnie powtarzalnoéci intensywnos$ci sygnatow
ramanowskich zbieranych z catej powierzchni a takze powtarzalnos$ci podtozy otrzymanych w kolejnych
wykonanych seriach, dobrych dla szerokiej grupy analitow.
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Poczatkowo, jak zostato to przedstawione w pracy [5] do otrzymania powierzchni aktywnych do
badan powierzchniowo wzmacnianego efektu Ramana, wykorzystano metode dwupulsowg w celu elek-
toosadzenia na powierzchni ITO i wegla szklistego nanoczastek srebra i ztota. Elektrolit zawierat, oprécz
azotanu srebra, jony potasu oraz cyjankowe, natomiast analiza spektroskopowa otrzymanych podtozy
wykazata, iz efekt wzmocnienia sygnatéw pochodzi od lokalnych efektéw powierzchniowych, w ktérych
gtéwny udziat biorg aglomeraty nanoczgstek.

W publikacji [6] przedstawiona jest metoda dwupulsowa elektroosadzania nanoczgstek srebra
o okreSlonych rozmiarach i gesto$ci upakowania na powierzchni szkta pokrytego warstwg przewodza-
cego tlenku — ITO, oraz pokazano zastosowanie tych podtozy jako platform do SERS, jednak przebieg
procesu jest wzglednie dtugi (trwa ponad 1 godzine). Ponadto, mimo stwierdzenia o powtarzalnos$ci nie
zamieszczono zadnych potwierdzajgcych jg danych, np. z przyktadowej serii kilkunastu wykonanych
tym sposobem podtozy, a jednorodno$é sygnatoéw wskazano tylko dla 6 miejsc losowych z 1 prébki
w danych warunkach.

W publikacji [7] opisano elektrochemiczng metode naktadania nanoczgstek srebra, dzieki ktorej
mozna otrzymaé powtarzalne i jednorodne platformy do badan SERS, o okre$lonym upakowaniu na
powierzchni, jednak badane zwigzki to gtdwnie neuroprzekazniki, a proces oparty jest na woltampero-
metrii cyklicznej.

W literaturze [8] przedstawiono metode produkcji podtozy do badan SERS polegajacg na litogra-
ficznym utworzeniu polimerowej matrycy na ITO, a nastepnie elektroosadzaniu na niej metali szlachet-
nych, m.in. srebra, jednak mimo stwierdzenia o powtarzalnoSci nie przedstawiono stopnia jej wynikéw
SERS, a takze pomiary wzmocnienia prowadzone byty tylko dla jednego analitu, a mianowicie rodaminy
6G (R6G), wiec nie wiadomo nic o uniwersalnosci tych platform.

Kolejng publikacjg opisujgcg otrzymywanie podtozy do SERS metodg elektrochemiczng jest [9],
gdzie autorzy otrzymujg powierzchnie aktywne o réznych ksztattach nanoczastek ztota, przy czym ba-
dajg rézne czasy trwania procesu elektrochemicznego. Pomimo wykazania zalet wytworzonych pod-
fozy, a mianowicie dobrej powtarzalnosci sygnatéw na widmie SERS zebranych z catej powierzchni,
a takze z kilku kolejnych podtozy, oraz ich stabilno$ci w czasie, nie wskazano uniwersalno$ci tych plat-
form dla szerszego zakresu analitow. Dodatkowo, do procesu uzyto wielu substratéw, a samo podtoze
jeszcze przed procesem wymaga napylenia filmu ze ztota, co wydtuza czas produkciji.

W publikacji [10] autorzy przedstawiajg elektrochemiczng metode otrzymania podtozy do badan
SERS. Mimo, iz proces jest prosty to czas jego trwania jest dtugi (ponad 1 godzine), a pokazane widma
sq tylko dla jednego najprostszego analitu (rodamina). Dodatkowo, widmo roztworu wspomnianego ana-
litu o stezeniu 10-'° M, ktére to stezenie jest limitem detekcji dla tych podtozy, jest bardzo stabe, ponadto
nie zamieszczono poréwnania z widmem samego podtoza przed natozeniem analitu.

Istnieje ogromny zakres pozyciji literaturowych na temat podtozy do badan SERS, jednak nadal
pojawiajg sie trudnosci w wyprodukowaniu bardzo dobrej platformy. Mozna takze znalezé zgtoszenia
patentowe dotyczgce powyzszego tematu, ktérych kilka istotnych zostanie przedstawionych ponize;.

Gtéwne podejscie opiera sie na otrzymywaniu nanoczgstek (nanostruktur) w procesie ich elektroosa-
dzania na r6znych podtozach, bedgcych elektrodami, ktére sg nastepnie zanurzane w konkretnych roztwo-
rach elektrolitéw. Przyktadowe wynalazki US7449757(B2) ,Nanostructures with electrodeposited nanopar-
ticles”, US20080081388(A1) ,Composite nanostructure apparatus and method”, US20090101996(A1) ,Na-
nostructures with electrodeposited nanoparticles” wskazujg na rézne techniki, dzieki ktorym mozna otrzymy-
wac struktury nanoczastek metali o okre$lonych rozmiarach i ksztattach. Efekty takie mozna uzyskaé, dobie-
rajgc odpowiednie parametry, np. poprzez zmiane czasu trwania procesu i stezenia reagentéw, dobér im-
pulséw przyktadanego potencjatu, a takze dodatek substancji wspomagajgcej proces.

W celu uzyskania najlepszej struktury powierzchni, jest ona czesto modyfikowana réznymi zwigz-
kami. W przyktadowym wynalazku US20120010411(A1) ,Modified Surface” powierzchnie modyfikowane
sg réznymi pochodnymi organicznymi lub organometalicznymi. W innym patencie US20120208722(A1)
~surface enhanced raman spectroscopy platforms and methods” poprzez modyfikacje i immobilizacje kon-
kretnych zwigzkéw otrzymuje sie bioczujniki, jak rowniez poprzez tworzenie filméw z unieruchomionymi
zwigzkami WO2004011672(A1) ,Porous nanostructures film sensor”.

W literaturze, na przestrzeni wielu lat, spotyka sie ogromng ilo§¢ metod pozwalajgcych na uzy-
skanie konkretnych struktur nanoczgstek, m.in. do SERS. Wykorzystywano do tego m.in. zwigzki poli-
merowe lub pochodne organiczne, technike litografii i napylania pr6zniowego, a takze otrzymywano
kilka warstw nanoczgstek na powierzchni, tak jak w przyktadowych wynalazkach US20120217165(A1)
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.Metal deposition using seed layers”, W0O2012026882(A1) ,Substrate for optical sensing by surface en-
hanced raman spectroscopy (SERS) and methods for forming the same” oraz US8093065(B2) ,Micro-
bead optical sensor with layered plasmon structure for enhanced detection of chemical groups by
SERS”.

Jednak jednymi z najbardziej powszechnych metod do produkcji nanoczgstek i powierzchni z nich
utworzonych sg techniki elektrochemiczne. W przyktadowym wynalazku NL 2009442 ,Method for depo-
siting metal nanoparticles on a surface, surface fabricated with the metod, and the application thereof”
nanoczastki osadzane sg na powierzchni metodg woltamperometrii cyklicznej. Wiele istotnych parame-
tréow jest uwzglednianych podczas prowadzenia proceséw osadzania nanoczgstek, jak np. dobér odpo-
wiedniej wartosci przyktadanego potencjatu, stezenia reagentéw lub dodatek substancji redukujgcych.

Mimo iz jednym z istotnych parametréw proceséw otrzymywania nanoczastek jest temperatura,
w stanie techniki nie sg znane sposoby osadzania nanoczgstek metalu na powierzchni w procesie elek-
trochemicznym, w ktérych uwzglednia sie wptyw temperatury roztworu zawierajgcego jony metali na
przebieg i efekt procesu.

W zwigzku z ogromng liczbg prac naukowych przedstawiajgcych réznorodno$¢ metod uzyskiwa-
nia platform do badan SERS mozna fatwo zauwazyé, iz istotny jest dostep do podtozy powtarzalnych
i najlepiej uniwersalnych dla szerokiej grupy analitow. Jednak mimo wielu ujawnionych metod elektro-
chemicznych, wcigz nie udaje sie otrzymac powierzchni, ktéra spetnia wszystkie wymagane do analiz
parametry tzn. zdolno$é do wysokiego wzmocnienia sygnatu ramanowskiego, jednorodnego na catej
powierzchni, ktéra bedzie otrzymywana powtarzalnie.

Celem wynalazku jest zatem opracowanie nowego sposobu osadzania nanoczgstek metalu na
powierzchni oraz przygotowania roztworu elektrolitu w procesie elektrochemicznym, kt6ry bytby pozba-
wiony wspomnianych wyzej wad znanych procesow.

Przedmiotem wynalazku jest spos6b osadzania nanoczgstek metalu na powierzchni w procesie
elektrochemicznym, w ktérym wspomniana powierzchnia stanowi elektrode pracujgca i jest przynajmnie;j
czesciowo zanurzona w roztworze wodnym zawierajgcym jony metalu, tworzgcym roztwér elektrolitu,
zas wspomniane nanoczgstki osadza sie na wspomnianej powierzchni pod wptywem przytozonego po-
tencjatu elektrycznego, charakteryzujacy sie tym, ze przed rozpoczeciem procesu elektrochemicznego
roztwor elektrolitu ogrzewany jest do temperatury w zakresie od 55°C do 65°C, korzystnie 60°C,
i w trakcie procesu elektrochemicznego roztwor powoli chtodzi sie 0 2°C-3°C.

Korzystnie elektrody umieszcza sie w roztworze elektrolitu po ogrzaniu go do wymaganej tempe-
ratury, przy czym korzystnie podczas umieszczania elektrod utrzymana jest szczelno$¢ uktadu oraz
wymagana temperatura elektrolitu.

Korzystnie proces elektrochemiczny prowadzony jest przez okres od 1 do 20 min, korzystnie
w czasie od 8 do 18 min, najkorzystniej przez 15 min.

Korzystnie w trakcie procesu elektrochemicznego naczynko reakcyjne jest zaciemnione.

Korzystnie w trakcie procesu elektrochemicznego roztwor jest rownomiernie mieszany.

Korzystnie proces elektrochemiczny przeprowadza sie przez przytozenie statego potencjatu do
elektrody pracujacej, korzystnie potencjatlu o wartosci w zakresie od -0,9 V do -1,2 V, korzystniej
o wartosci réwnej -1 V.

Korzystnie jako elektrode pracujgcg stosuje sie ptytke szklang pokrytg przewodzgcym tlenkiem,
korzystnie ITO (ang. Indium Tin Oxide), korzystniej FTO (ang. Fluorine-doped Tin Oxide).

Korzystnie sposéb obejmuje mycie elektrody pracujgcej przed procesem elektrochemicznym, ko-
rzystnie mycie w ptuczce ultradzwiekowej w rozpuszczalnikach w kolejnos$ci: aceton, izopropanol, me-
tanol, woda destylowana, w kazdym przez czas od 5 do 25 minut, korzystnie 15 minut.

Korzystnie stosuje sie elektrode odniesienia, korzystnie w postaci elektrody srebrnej, chlorosre-
browej lub drut srebrny.

Korzystnie stosuje sie elektrode pomocniczg, korzystnie drucik platynowy lub siatke platynowg.

Korzystnie spos6b obejmuje mycie elektrody odniesienia i elektrody pomocniczej przed procesem
elektrochemicznym, korzystnie mycie przez 15 min w ptuczce ultradzwiekowej, korzystniej w kazdym
z rozpuszczalnikédw: metanol, woda destylowana.

Korzystnie wspomniane jony metalu sg jonami metalu wybranego z grupy obejmujgcej Cu, Ag,
Au, Al oraz Pt.

Korzystnie stezenie jonéw metalu wynosi 0,1 mM — 3 mM.

Korzystnie zrodtem jonédw metalu jest AQNOs o stezeniu 0,3 mM.
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Korzystnie wspomniany roztwér elektrolitu zawiera dodatkowo substancje wstepnie redukujacg
i stabilizujgcg jony metalu, korzystnie sél organiczng.

Korzystnie stezenie wspomnianej substancji wstepnie redukujgcej i stabilizujgcej jony metalu wy-
nosi od 1 mM do 10 mM.

Korzystnie wspomniang solg organiczng jest cytrynian sodu, korzystnie o stezeniu 2,6 mM.

Wynalazek obejmuje takze powierzchnie pokrytg nanoczgstkami, uzyskang powyzszym spo-
sobem.

Korzystnie powierzchnia jest wieksza niz 5 mmz2.

Korzystnie Srednia wielko$¢ nanoczgstek na powierzchni wynosi od 50 nm do 400 nm.

Korzystnie nanoczgstki majg ksztatt kulisto-owalny.

Zgodnie z wynalazkiem, powierzchnie otrzymang powyzszym sposobem korzystnie stosuje sie
jako platforme do pomiaréw powierzchniowo wzmocnionego efektu Ramana (ang. Surface Enhanced
Raman Scattering, SERS) lub do pomiaréw zlokalizowanego rezonansu plazmondw powierzchniowych
(ang. Localized Surface Plasmon Resonance, LSPR).

Przedmiotem tego wynalazku jest fatwy, tani i szybki sposdb naktadania nanoczgstek metalu na
przewodzgce podtoze oraz wykorzystanie otrzymanej platformy w badaniach SERS i/lub LSPR. Duzg
zaletg przedstawianej metody jest jej jednoetapowos¢ i krétki czas trwania procesu oraz uzycie do pro-
cesu ogdlnie dostepnych i bezpiecznych substratow.

Sposbb wedtug wynalazku opiera sie na procesie elektrochemicznym tréjelektrodowym, gdzie
pod wptywem przytozonego statego potencjatu i w odpowiedniej temperaturze, na elektrode pracujgca
nakfadane sg nanoczgstki metalu z roztworu elektrolitu zawierajgcego jony tego metalu oraz korzystnie
substancje wstepnie redukujgcg i stabilizujgcg jony metalu. Nieoczekiwanie okazato sie, ze do otrzyma-
nia dobrych platform konieczne jest ogrzanie roztworu elektrolitu przed rozpoczeciem procesu elektro-
chemicznego do temperatury w zakresie od 40°C do 80°C, korzystnie od 40°C — 70°C, korzystniej 60°.
Ogrzewanie roztworu wptywa korzystnie na produkcje nanoczgstek oraz ich rozmiary i odpowiednie
rozmieszczenie na powierzchni.

Korzystne warianty wynalazku pozwalajg na uzyskanie platform, ktére wykazujg zaréwno bardzo
dobrg powtarzalno$é w zakresie serii, a takze jednorodnos$¢ intensywnoséci sygnatéw z pomiaréw
widm sersowskich z catej powierzchni platformy. Nieoczekiwanie okazato sie ze chtodzenie roztworu
0 2°C - 3°C w trakcie procesu wptywa korzystnie na poprawe parametrow (w tym wspdtczynnik wzmoc-
nienia, powtarzalnos$¢, jednorodnos$é) otrzymanych platform. Natomiast wzrost temperatury w trakcie
procesu wptywa niekorzystnie na jako$¢ podtozy.

Innym sposobem pozwalajgcym na poprawe parametrow, zwtaszcza jednorodnosci, jest umiesz-
czanie elektrod w roztworze elektrolitu dopiero po ogrzaniu go do wymaganej temperatury, co zapobiega
dtugotrwatemu ogrzewaniu sie i przez to degradaciji powierzchni elektrody pracujgcej poprzez dziatanie
wysokiej temperatury.

Wynalazek zostanie przedstawiony bardziej szczegdtowo w przyktadach wykonania, z odniesie-
niem do zatgczonych rysunkéw, gdzie:

Fig. 1 przedstawia zdjecie powierzchni podtoza wedtug wynalazku ze skaningowego mikro-
skopu elektronowego (SEM), wykonane w dwdch powiekszeniach, fig. 1a: 25000
i fig. 1b: 50000 razy,

Fig.2 przedstawia widmo 4-aminotiofenolu (4-ATP) zaadsorbowanego z roztworu 10° M na
powierzchni do pomiaréw SERS wedtug wynalazku,

Fig. 3 przedstawia poréwnanie widma ramanowskiego samej powierzchni (a) z widmem ana-
litu 4-aminotiofenolu (4-ATP) zaadsorbowanego z roztworu 10-¢ M na tej powierzchni
do pomiaréw SERS wedtug wynalazku (b),

Fig. 4 przedstawia poréwnanie widm 4-aminotiofenolu (4-ATP) zaadsorbowanego z roztworu
10 M na powierzchni do pomiaréw SERS wedtug wynalazku, zebranego przy trzech
dtugosciach fali lasera: A— 514 nm, B-633 nm, C — 785 nm,

Fig. 5 przedstawia widmo kwasu para-merkaptobenzoesowego (PMBA) zaadsorbowanego
z roztworu 10® M na powierzchni do pomiaréw SERS wedtug wynalazku,

Fig.6 przedstawia widma kwasu para-merkaptobenzoesowego (PMBA) zaadsorbowanego
z roztworu 10 M na powierzchni do pomiaréw SERS wedtug wynalazku, rejestrowane
w 3 réznych jej punktach (3 krzywe),
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Fig. 7 przedstawia poréwnanie widm kwasu para-merkaptobenzoesowego (PMBA) zaadsor-
bowanego z roztworu 10-¢ M na powierzchni do pomiaréw SERS wedtug wynalazku,
otrzymanej w procesie o temperaturze roztworu: a) 60°C, b) 70°C, c) 20°C.

Metoda pomiaru widm SERS

Widma Ramana byty rejestrowane przy pomocy konfokalnego spektrometru ramanowskiego typu
InVia (Renishaw). Aparature cechuje wysoka zdolno$¢ rozdzielcza, natomiast dlugo$¢ fali Swiatta wzbu-
dzajgcego wykorzystanego w pomiarach wynosita gtéwnie 785 nm, choé dla poréwnania uzyto takze
linii 633 nm i 514 nm (fig. 5). Analiza energii wigzki rozproszonej odbywa sie w spektrometrze przy
pomocy siatki dyfrakcyjnej, a intensywnos$¢ dla poszczegéblnych energii rejestrowana jest w czutym de-
tektorze CCD. Podczas badan uzywano obiektywu ogniskujgcego promien lasera na probce o powiek-
szeniu 50x. Widma zbierane byty w czasie 8 sekund. Przestrzenna zdolno$¢ rozdzielcza byta lepsza niz
1 pum, spektralna zdolno$¢ rozdzielcza okoto 1 cm-'. Moc lasera stosowanego do pomiaréw o dtugo$ci
fali 785 nm wynosita od 1 mW do 3 mW dla pomiaréw SERS i 150 mW w przypadku rejestraciji normal-
nych widm Ramana.

Wspétczynnik wzmocnienia

Wspodiczynnik wzmocnienia (ang. Enhancement Factor, EF) okresla stosunek integralnych inten-
sywnosci (intensywnos$ci w maksimum) wniesionych przez molekuty zaadsorbowane na powierzchnido
integralnych intensywnosci wniesionych przez molekuty bedgce w roztworze. Definiuje sie go wyraze-
niem:

EF = (Isers/Iraman)/(Nsers/NRAMAN)

gdzie:

Isers — zmierzona intensywnos¢ integralna pasma w widmie SERS molekut zaadsorbowanych na
powierzchni,

Iraman — zmierzona intensywno$¢ integralna pasma w widmie Ramana molekut w roztworze,

Nsers — okreéla liczbe zaadsorbowanych molekut ,o8wietlonych” Swiattem lasera w celu otrzyma-
nia widma SERS,

Nraman — Okreé$la liczbe molekut w roztworze ,08wietlonych” $wiattem lasera w celu otrzymania
widma Ramana,

Nraman — Okre$lono korzystajgc z wyrazenia:

Nraman = (Vr X d X Na)/M

gdzie:

Vr — objeto$¢ probkowa, wzbudzona Swiattem lasera, ktora zostata wyliczona dla 1M roztworu,
uwzgledniajgc cechy spektralne uktadu tj. linia 785 nm lasera, apertura i powiekszenie obiektywu, gte-
bokos$¢ ogniskowania dla spektrometru Renishaw, oraz rozmiar plamki lasera (5 pm),

d — gesto$é badanego analitu,

Na — liczba Avogadro réwna 6,02 x 1023,

M — masa molowa badanego analitu.

Nsers — zostato oszacowane na podstawie powierzchniowego pokrycia, z zatozeniem, ze mole-
kuty adsorbujg sie na powierzchni tworzgc monowarstwe, oraz rozmiaru powierzchni oSwietlonej przez
laser, korzystajgc z wyrazenia:

Nsers = Nm X A

gdzie:
Nm — liczba molekut znajdujgcych sie w roztworze macierzystym, uzytym do adsorpcji,
A — powierzchnia o$wietlona przez laser, gdzie A = n x S, przy czym S oznacza rozmiar plamki
lasera, ktéry dla stosowanej w pomiarach linii 785 nm i powiekszenia obiektywu 50x wynosi 1,5 um?.
Jednorodno$¢ (w obrebie jednej platformy)

Jednorodno$¢ oznacza powtarzalnos¢ widm SERS rejestrowanych w r6znych losowych punktach
w obrebie jednego podtoza. Okre$lana jest na podstawie zgodnosci pod wzgledem intensywnosci i po-
fozenia odpowiednich pasm na zebranych kolejno widmach w tych samych warunkach pomiaru. Para-
metr ten wyznaczany jest poprzez obliczenie warto$ci odchylenia standardowego intensywnosci cha-
rakterystycznych pasm na widmach. Za jednorodne powierzchnie uznano te, dla ktérych warto$¢ od-
chylenia standardowego nie przekracza 25%.
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Powtarzalno$¢ podfozy (w obrebie kolejnych platform)

Powtarzalno$¢ podtozy oznacza powtarzalno$é widm SERS rejestrowanych na réznych podto-
zach (np. na serii 20 platform). Okres$lana jest na podstawie zgodnosci pod wzgledem intensywnosSci
i pofozenia odpowiednich pasm na zebranych kolejno widmach w tych samych warunkach pomiaru.
Parametr ten wyznaczany jest nastepujgco: intensywnosci charakterystycznych pasm na widmach
SERS sg normalizowane za pomocag analizy widm czystego krzemu w tych samych warunkach pomiaru,
nastepnie obliczone jest dla nich Srednie odchylenie standardowe. Za powtarzalne serie podtozy uznano
te, dla ktérych warto$¢ sredniego odchylenia standardowego nie przekracza 25%.

Korzystne przyktady wykonania wynalazku
Przyktad 1
Otrzymanie powierzchni z elektroosadzonymi nanoczastkami srebra

Przygotowany wodny roztwér elektrolitu, zawierajgcy azotan srebra o stezeniu 0,3 mM oraz cy-
trynian sodu o stezeniu 2,6 mM, ogrzano do temperatury 60°C. Utrzymywanie jednostajnego mieszania,
wartosci temperatury, szczelnosci uktadu oraz jego zaciemnienia nalezy kontrolowane byly przez caty
proces naktadania nanoczgstek. Po osiagnieciu odpowiedniej temperatury, po uprzednim oczyszczeniu
i wysuszeniu, w naczynku elektrochemicznym umieszczono trzy elektrody w utozeniu takim, ze elek-
troda odniesienia (drucik srebrny) znajdowata sie najblizej elektrody pracujgcej (ptytka FTO), naprzeciw
ktérej znajdowata sie elektroda pomocnicza (siatka platynowa). Nastepnie do elektrody pracujgcej przy-
ktadano staty potencjat o wartoéci réwnej -1 V przez 15 minut.

Zdjecie SEM powierzchni przygotowanej w taki sposéb przedstawione jest na fig. 1.

Uzyskano podtoza o regularnej strukturze, z kulisto-owalnymi nanoczgstkami o wymiarach
50-400 nm, stabilne w czasie.

Przygotowanie powierzchni do badan SERS

Otrzymane podtoze z elektroosadzonymi nanoczgstkami srebra przemyto wodg destylowang
oraz pozostawiono do wyschniecia.

Tak przygotowang powierzchnie wykorzystywano jako platforme do badan SERS. W tym celu
podioze umieszczano w roztworze analitu o okreslonym stezeniu na 24 godziny. Po wyjeciu z roztworu
platforma z zaadsorbowanym na jej powierzchni analitem gotowa byta do pomiaréw SERS.

Widma Ramana powierzchni do badan SERS

Powierzchnie SERS zbadano za pomocg spektroskopii ramanowskiej i rejestrowano widma ra-
manowskie z kilkunastu losowych miejsc z tej powierzchni. Pomiary wykonano w warunkach: laser
o linii wzbudzajgcej 785 nm i mocy 150 mW, o czasie akumulacji 10 sekund.

Wszystkie widma byty identyczne, natomiast przyktadowe przedstawiono na fig. 3 (a).

Widma SERS 4-aminotiofenolu (4-ATP)

Powierzchnie SERS zanurzono do roztworu analitu 4-aminotiofenolu (4-ATP) o stezeniu 106 M.
Nastepnie podtoze wysuszono i zarejestrowano widma ramanowskie. Pomiary wykonano w warunkach:
laser o linii wzbudzajgcej 785 nm i mocy 2,5 mW, o czasie akumulacji 8 sekund.

Zbadana powierzchnia byfa jednorodna i powtarzalna wedtug definicji podanych powyzej, tzn.
jednorodno$é najsilniejszych sygnatéw (1076, 1145, 1393,1437 oraz 1579 cm") oraz ich powtarzalno$¢
w obrebie serii podfozy byta wieksza niz 75%.

Oszacowano takze wspdétczynnik wzmocnienia (EF) wedtug definicji powyzej dla 4-aminotiofenolu,
ktory wynosi 4,9 x 107. Przyktadowe widmo SERS 4-aminotiofenolu (4-ATP) przedstawiono na fig. 2.

Widma SERS kwasu para-merkaptobenzoesowego (PMBA)

Powierzchnie SERS zanurzono do roztworu analitu kwasu para-merkaptobenzoesowego o ste-
Zeniu 10 M. Nastepnie podtoze wysuszono i zarejestrowano kilkanas$cie widm ramanowskich z réznych
punktow powierzchni. Fig. 6 przedstawia trzy wybrane losowo widma zaadsorbowanego analitu. Po-
miary wykonano w warunkach: laser o linii wzbudzajacej 785 nm i mocy 2,5 m\W, o czasie akumulacji
8 sekund.

Rejestrowane widma byly prawie identyczne. Pasma charakterystyczne dla kwasu para-merkap-
tobenzoesowego (1078 i 1590 cm-') byly widoczne i bardzo intensywne na kazdym widmie, co potwier-
dza jednorodnos$¢ i powtarzalno$¢ sygnatéw na powierzchni SERS wedtug tego wynalazku. Oszaco-
wano takze wspotczynnik wzmocnienia (EF) wedtug definicji powyzej dla kwasu para-merkaptobenzo-
esowego, ktéry wynosi 9,2 x 108,
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Wykonano takze badania tego analitu na serii kolejnych podtozy wykonanych metodg opisang
w punkcie ,Otrzymanie powierzchni z elektroosadzonymi nanoczgstkami srebra”, ktére potwierdzity jej
powtarzalno$é na poziomie wiekszym niz 75%.

Przyktad 2
Otrzymanie powierzchni z elektroosadzonymi nanoczastkami ztota

Przygotowany wodny roztwér elektrolitu, zawierajgcy kwas tetrachloroztotowy o stezeniu 0,3 mM
oraz cytrynian sodu o stezeniu 2,6 mM, ogrzano do temperatury 60°C. Utrzymywanie jednostajnego
mieszania, warto$ci temperatury, szczelno$ci uktadu oraz jego zaciemnienia nalezy kontrolowane byty
przez caty proces nakfadania nanoczgstek. Po osiggnieciu odpowiedniej temperatury, po uprzednim
oczyszczeniu i wysuszeniu, w naczynku elektrochemicznym umieszczono trzy elektrody w utozeniu ta-
kim, ze elektroda odniesienia (drucik srebrny) znajdowata sie najblizej elektrody pracujgcej (ptytka FTO),
naprzeciw ktérej znajdowata sie elektroda pomocnicza (siatka platynowa). Nastepnie do elektrody pra-
cujacej przytozono staty potencjat o wartosci rownej -1 V przez 15 minut.

Przygotowanie powierzchni do badain SERS

Otrzymane podtoze z elektroosadzonymi nanoczgstkami ztota przemyto wodg destylowang oraz
pozostawiono do wyschniecia.

Tak przygotowang powierzchnie wykorzystywano jako platforme do badan SERS. W tym celu
podioze umieszczano w roztworze analitu o okresSlonym stezeniu na 24 godziny. Po wyjeciu z roztworu
platforma z zaadsorbowanym na jej powierzchni analitem gotowa byta do pomiaréw SERS.

Otrzymane podtoza wykazywaty zarédwno bardzo dobrg powtarzalno$é w zakresie serii, a takze
jednorodno$¢ intensywnos$ci sygnatéw z pomiaréw widm sersowskich z catej powierzchni platformy.

Sposéb wedtug wynalazku przedstawiono na przykfadzie roztworéw jonéw srebra i ztota, jednak
pozwala on na osadzanie na powierzchni takze nanoczastek miedzi, aluminium oraz platyny.

Przedstawione przyktady dotyczg procesu zrealizowanego dla roztworu elektrolitu ogrzewanego
do najkorzystniejszej temperatury 60°C. Przeprowadzone badania wskazujg na korzystny wptyw kontroli
temperatury elektrolitu w duzo szerszym zakresie, od 40°C do 80°C (przyktadowe wyniki zilustrowano
na fig. 7).
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Zastrzezenia patentowe

. Spos6b osadzania nanoczgstek metalu na powierzchni w procesie elektrochemicznym, w kto-

rym wspomniana powierzchnia stanowi elektrode pracujgcg i jest przynajmniej czesciowo za-
nurzona w roztworze wodnym zawierajgcym jony metalu, tworzgcym roztwo6r elektrolitu, za$
wspomniane nanoczastki osadza sie na wspomnianej powierzchni pod wptywem przytozo-
nego potencjatu elektrycznego, znamienny tym, ze przed rozpoczeciem procesu elektroche-
micznego roztwér elektrolitu ogrzewany jest do temperatury w zakresie od 55°C do 65°C, ko-
rzystnie 60°C, i w trakcie procesu elektrochemicznego roztwor powoli chtodzi sie 0 2°C-3°C.
Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze elektrody umieszcza sie w roztworze elektrolitu
po ogrzaniu go do wymaganej temperatury, przy czym korzystnie podczas umieszczania elek-
trod utrzymana jest szczelno$¢é uktadu oraz wymagana temperatura elektrolitu.

Sposo6b wedtug zastrz. 1 lub 2, znamienny tym, ze proces elektrochemiczny prowadzony jest
przez czas od 1 do 20 min, korzystnie w czasie od 8 do 18 min, korzystniej przez 15 min.
Sposo6b wedtug dowolnego z poprzedzajgcych zastrzezen, znamienny tym, ze w trakcie pro-
cesu elektrochemicznego naczynko reakcyjne jest zaciemnione.

Sposo6b wedtug dowolnego z poprzedzajgcych zastrzezen, znamienny tym, ze w trakcie pro-
cesu elektrochemicznego roztwo6r jest rownomiernie mieszany.

Sposo6b wedtug dowolnego z poprzedzajgcych zastrzezen, znamienny tym, ze proces elek-
trochemiczny przeprowadza sie przez przytozenie statego potencjatu do elektrody pracujgce;j
o wartosci réwnej -1 V.

Sposo6b wedtug dowolnego z poprzedzajgcych zastrzezen, znamienny tym, ze jako elektrode
pracujgcy stosuje sie ptytke szklang pokrytg przewodzgcym tlenkiem, korzystnie ITO, korzyst-
niej FTO.

Sposo6b wedtug dowolnego z poprzedzajacych zastrzezen, znamienny tym, ze obejmuje my-
cie elektrody pracujgcej przed procesem elektrochemicznym, korzystnie mycie w ptuczce ul-
tradzwiekowej w rozpuszczalnikach w kolejnosci: aceton, izopropanol, metanol, woda desty-
lowana, w kazdym przez czas od 5 do 25 minut, korzystnie 15 minut.

Sposob wedtug dowolnego z poprzedzajgcych zastrzezen, znamienny tym, ze stosuje sie
elektrode odniesienia, korzystnie w postaci elektrody srebrnej, chlorosrebrowej lub drut
srebrny.

Sposo6b wedtug dowolnego z poprzedzajgcych zastrzezen, znamienny tym, ze stosuje sie
elektrode pomocniczg, korzystnie drucik platynowy lub siatke platynows.

Sposo6b wedtug zastrz. 10 lub 11, znamienny tym, ze obejmuje mycie elektrody odniesienia
i elektrody pomocniczej przed procesem elektrochemicznym, korzystnie mycie przez 15 min
w ptuczce ultradzwiekowej, korzystniej w kazdym z rozpuszczalnikédw: metanol, woda desty-
lowana.

Sposo6b wedtug dowolnego z poprzedzajacych zastrzezen, znamienny tym, ze wspomniane
jony metalu sg jonami metalu wybranego z grupy obejmujgcej Cu, Ag, Au, Al oraz Pt.
Sposo6b wedtug dowolnego z poprzedzajgcych zastrzezen, znamienny tym, ze stezenie jo-
néw metalu wynosi 0,1 mM — 3 mM.

Sposob wedtug zastrz. 13 lub 14, znamienny tym, ze zrédtem jonéw metalu jest AGQNO3
o stezeniu 0,3 mM.

Sposo6b wedtug dowolnego z poprzedzajgcych zastrzezen, znamienny tym, ze wspomniany
roztwor elektrolitu zawiera dodatkowo substancje wstepnie redukujgcg i stabilizujgcg jony me-
talu, korzystnie sél organiczna.
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Sposob wedtug zastrz. 16, znamienny tym, ze stezenie wspomnianej substancji wstepnie
redukujgcej i stabilizujgcej jony metalu wynosi od 1 mM do 10 mM.

Sposo6b wedtug zastrz. 16 lub 17, znamienny tym, ze wspomniang solg organiczng jest cy-
trynian sodu, korzystnie o stezeniu 2,6 mM.

Powierzchnia pokryta nanoczgstkami, uzyskana sposobem wedtug dowolnego z poprzedza-
jacych zastrzezen.

Powierzchnia wedtug zastrz. 19, znamienna tym, ze jest wieksza niz 5 mmz2.

Powierzchnia wedtug zastrz. 19 albo 20, znamienna tym, ze $rednia wielko$¢ nanoczgstek
na powierzchni wynosi od 50 nm do 400 nm.

Powierzchnia wedtug zastrz. 19, 20 albo 21, znamienna tym, ze nanoczgstki majg ksztat
kulisto-owalny.

Zastosowanie powierzchni wedtug zastrz. 19, 20, 21 albo 22 jako platformy do pomiaréw po-
wierzchniowo wzmocnionego efektu Ramana (ang. Surface Enhanced Raman Scattering,
SERS) lub do pomiaréw zlokalizowanego rezonansu plazmonéw powierzchniowych (ang. Lo-
calized Surface Plasmon Resonance, LSPR).
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