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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest spos6b naktadania analitu na podfoza (substraty) do powierzchniowo
wzmocnionej spektroskopii (,surface enhanced spectroscopy” SES) wykorzystujgcy pole elektryczne.
Wynalazek zostanie opisany na przyktadzie powierzchniowo wzmocnionej spektroskopii Ramana (,sur-
face enhanced Raman spectroscopy” SERS), nalezy jednak rozumie¢, ze moze zostaé zastosowany
w potgczeniu z innymi technikami pomiarowymi; nieograniczajgca ich lista zawiera pomiary powierzch-
niowo wzmocnionej luminescencji, powierzchniowo wzmocnionej fluorescencji, powierzchniowo wzmoc-
nionej absorpcji zarébwno w zakresie UV-Vis, jaki IR, techniki SPR (,surface plasmon resonance”) i LSPR
(,localized surface plasmon resonance”). Dzieki zastosowaniu metody wedtug wynalazku jako$¢ analizy
SES jest znacznie lepsza w poréwnaniu z metodami klasycznymi, poniewaz analit wysyca wiekszos$¢ lub
nawet wszystkie lokacje na powierzchni substratu, ktére wzmacniajg sygnat. Dzieki temu uzyskiwane
wyniki charakteryzujg sie znacznie lepszg powtarzalnoscig, a rejestrowane widma sg bardziej inten-
sywne. Dodatkowo procedura naktadania analitu moze ulec skréceniu z kilkudziesieciu godzin do nawet
kilkku sekund. Sposdb wedtug wynalazku wykorzystuje pole elektryczne, ktérego optymalne parametry
mozna wyznaczy¢ z wykorzystaniem teorii Debye’a.

Spektroskopia Ramana to technika, ktéra umozliwia badanie przej$¢ energetycznych zwigzanych
z drganiami wigzan i grup funkcyjnych w czasteczkach. Swiatto padajac na czasteczke moze oddziaty-
wac z nig w sposéb elastyczny (bez zmiany energii — tzw. pasma Rayleigha) lub nieelastyczny (ze
zmiang energii — pasma stokesowskie i antystokesowskie, kiedy fotony rozproszone majg energie od-
powiednio mniejszg i wiekszg niz fotony wzbudzajace). Jedynie okoto jeden foton na milion rozpraszany
jest w sposdb nieelastyczny, a tylko te fotony niosg informacje o strukturze molekularnej i sg mierzone
w spektroskopii Ramana. Rejestrowane widma dajg ,odcisk palca” badanych substancji — sg na tyle
specyficzne, ze nie ma konieczno$ci znakowania badanych molekut.

Powierzchniowo wzmocniona spektroskopia Ramana (SERS) to technika analityczna, ktéra w za-
tozeniach pozwala osiggng¢ najwyzszg mozliwg czuto$¢ — wykrycie pojedynczej czasteczki poszukiwa-
nego zwigzku w analicie. Jest ona jedng z najsilniej rozwijajgcych sie technik spektroskopowych w ostat-
niej dekadzie, umozliwia bowiem wzmocnienie intensywnos$ci widm Ramana o kilka rzedéw wielkosci
(10°-108, a dla pewnych systemow nawet 108-10"° z mozliwos$cig detekcji pojedynczych molekut [Phys.
Rev. Lett., 76 (1996) 2444; Phys. Rev. Lett., 78 (1997) 1667; Science, 275 (1997) 1102].

SERS wykorzystuje rezonans plazmonéw na powierzchni nanostruktur metali (najczesciej ztota
lub srebra) do wzmocnienia sygnatu ramanowskiego. Plazmony to kolektywne drgania elektronéw po-
wierzchniowych, ktérych oddziatywania z falg elektromagnetyczng rozpraszanej wigzki zwiekszajg czu-
tos¢ techniki nawet o kilka rzedéw wielkosci. Do dziatania SERS wymaga najczesciej statego nosnika,
na ktéry nanoszony jest analit. No$nik taki nazywa sie platformg, podtozem lub substratem SERS.

Dzisiaj SERS jest wykorzystywany do detekcji bakterii (Anal. Chem. 2004, 76, 40-47,
US2008/0096005 A1, data 24 kwietnia 2008 r.) i wiruséw, poziomu glukozy (Anal. Chem. 2007, 79,
6927-6932), antygenu raka prostaty (Analyst, 2009, 134, 842—-844), modyfikacji protein po translacji
w komoérce (Anal. Chem. 2006, 78, 3543-3550), detekcji DNA (JACS 2007, 129, 6378-6379) i mutac;ji
DNA (Anal. Chem. 2005, 77, 7810-7815). Technika ta uzywana jest rowniez w badaniach nad inhibito-
rami korozji, polimerami, do detekcji i charakteryzaciji barwnikédw w obiektach archeologicznych i dzie-
fach sztuki, w analizie Sladowej np. do okreSlania zanieczyszczen wody, w medycynie sgdowej czy
w detekcji zagrozen bioterrorystycznych.

Nadal jednak pozostaje problematyczne tworzenie powierzchni tanich, czutych, stabilnych w cza-
sie i dajgcych powtarzalne sygnaty ramanowskie. Brak takich podtozy czyni te technike bezuzyteczng
w zastosowaniach praktycznych.

Najwiekszym problemem jest niejednorodno$é i niepowtarzalno$¢ uzyskiwanych wynikéw.
Widma zebrane z jednego podtoza SERS, ale z oddalonych jego czesci, czesto réznig sie znacznie od
siebie. Wyniki uzyskiwane na réznych substratach (podtozach) charakteryzujg sie bardzo niskg precy-
Zjg, uniemozliwiajgc wycigganie wigzgcych wnioskdw z przeprowadzonych analiz. Dotychczas nie byto
wiadomo co jest powodem tak znacznych réznic. Badane prébki analizowano bardzo doktadnie z wy-
korzystaniem mikroskopii elektronowej i technik spektralnych (np. XPS), ale nie znaleziono zaleznosci
miedzy jakoscig uzyskiwanych widm SERS, a parametrami substratow SERS. Dwa identycznie wygla-
dajgce substraty SERS, przygotowane wedtug tego samego procesu technologicznego, czesto dajg
rézne widma SERS tych samych prébek.
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Rozwigzaniem istniejgcego problemu moze by¢ usprawnienie i optymalizacja procesu osadzania
analitu na podtozach SERS. Zazwyczaj element sensoryczny zanurza sie w badanym roztworze na kilka
do kilkudziesieciu godzin. Proces nie prowadzi do jednorodnego pokrycia powierzchni w mikro i nano-
skali. Wynika to przede wszystkim z faktu, ze wiekszo$¢ sygnatu SERS pochodzi z niewielkich obszaréw
zwanych ,hot spotami”. Liczba ,hot spotdéw” przypadajgca na jednostke powierzchni jest statystycznie
jednakowa na catej powierzchni prébki i w kolejnych prébkach przygotowanych z wykorzystaniem tego
samego procesu technologicznego. Wysycenie ,hot spotéw” gwarantuje maksymalny i staty sygnat
w granicach btedu pomiarowego. Obserwowane réznice w intensywnos$ci sygnatu SERS wynikajg
z faktu, ze w rzeczywistosci niektére ,hot spoty” pozostajg nieobsadzone. Parametr opisujacy to niedo-
ktadne wysycenie powierzchni jest dla eksperymentatora nieznany i moze by¢ rézny w obrebie jednej
prébki oraz na kolejnych podtozach.

Wysycenie powierzchni analitem mozna uzyskac przez zwiekszenie jego stezenia. Jednak takie
podejscie niweluje zalety SERS jako techniki analitycznej. Dlatego nalezy opracowac sposob zwieksze-
nia pokrycia powierzchni analitem, co spowoduje takze lepsze wysycenie ,hot spotéw” lub kierowania
niewielkiej liczby czgsteczek (niski limit detekcji) w odpowiednie miejsca (,hot spoty”) na podtozu SERS.
W tym celu mozna wykorzystaé pole elektryczne.

Znane jest rozwigzanie US 2009/0166222 A1, w ktérym dwie nanoelektrody zblizono do siebie
tak, ze pozostata pomiedzy nimi nanoprzerwa. Do nanoelektrod przytozono zmienne pole elektryczne,
ktére powodowato zatezenie analitu w obszarze nanoprzerwy. Pozwolito to na zmniejszenie limitu de-
tekcji SERS do badania DNA.

Rozwinieciem zaprezentowanego wyzej wynalazku jest opis US 2014/0211196 A1, wedtug kto-
rego obiekty wzmacniajgce sygnat w powierzchniowo wzmocnionej spektroskopii SES umieszczone sg
pomiedzy (w jednej ptaszczyznie) uktadem zawierajgcym od dwéch do pieciu elektrod. Do elektrod przy-
tozony moze byé potencjat staty lub zmienny, ktéry powoduje przeptyw pradu i wytworzenie pola elek-
trycznego pomiedzy elektrodami. Mnogo$¢ elementéw SES moze wedtug opisu rozciggaé sie na odle-
gtosé do 1 mm.

Znane jest rozwigzanie US 8,559,002 B2, w ktérym autorzy opisujg mozliwo$é zwiekszenia iloSci
czgsteczek analitu w obszarach na powierzchni o najwiekszym promieniu krzywizny. Autorzy w zastrze-
zeniu pierwszym wymagajg by substrat SERS stworzony byt z wielu wypukfo$ci (w skali nano i mikro-
metrowej) o ksztaicie stozka, ktérych czubek jest wiasnie miejscem o najwiekszym promieniu krzywizny.
Wypukitosci te pokryte sg materiatem SERS aktywnym. Opis wynalazku jasno wskazuje, ze substrat
SERS musi pozostawaé w kontakcie elektrycznym z elektrodg, badz sam stanowi¢ elektrode. Najwaz-
niejsze jednak, ze do tej elektrody przyktadany jest potencjat 0 V, a réznica potencjatéw budowana jest
poprzez przytozenie zadanego potencjatu do elektrody przeciwnej. Z opisu jasno wynika, ze w trakcie
procesu osadzania analitu przez caty ukfad przeptywa prad oraz zachodzg reakcje elektrochemiczne.
Jedyna uwaga dotyczgca warstwy ochronnej nawigzuje do zabezpieczenia przed korozjg i adsorpcjg
jonéw na elektrodzie. Zastrzezenia okre$lajg réwniez, by wspomniana elektroda przeciwna byta prze-
puszczalna dla fotonéw w zakresie $wiatta wzbudzajgcego oraz fotonéw rozproszonych w wyniku zja-
wiska Ramana. Autorzy nie podajg ani jednego przykfadu wykorzystania wynalazku do rejestracji widm
Ramana, ani zadnych danych eksperymentalnych dotyczacych opisywanego procesu, np. przytozonej
réznicy potencjatow.

Znany jest réwniez opis US 2013/0196449 A1, bedacy rozszerzeniem zaprezentowanego powy-
zej rozwigzania US 8,559,002 B2. Gtéwng nowo$cig w zaprezentowanym rozszerzeniu jest wskazanie
mozliwosci wykorzystania selektywnych receptoréw, ktére wigzg czgsteczki analitu na powierzchni. Za-
prezentowano przyktad wigzania jonow CrOs> przez 4-merkaptopirydyne osadzong na strukturach
wzmachniajgcych sygnat Ramana. Autorzy wykorzystali napiecie 1,2 V. Zmiana znaku przytozonego po-
tencjatu powoduje uwolnienie analitu. Autorzy wymagajg, by wspomniane struktury wzmacniajace sy-
gnat Ramana charakteryzowaty sie duzym wspotczynnikiem proporcji (dtugie i cienkie struktury), ktére
mogq sie wyginac tworzac ,hot spoty” na szczycie, gdzie wierzchoiki sie dotykajg. Jak w bazowym wy-
nalazku (US 8,559,002 B2) autorzy wymagajg, by substrat SERS byt w kontakcie elektrycznym z elek-
trodg lub sam stanowit elektrode. Elektroda przeciwna wedtug opisu musi by¢ przepuszczalna dla $wia-
tta w zakresie uzytkowym (ij. dla $wiatta wzbudzajgcego i rozproszonego).

Znane jest réwniez rozwigzanie wykorzystujgce zjawisko dielektroforezy poruszajgcej sie fali
TWDEP (,travelling wave dielectrophoresis”) opisane w zgtoszeniu US 2014/0209463 A1. Wynalazek
jest rozwinieciem opisanego powyzej rozwigzania US 2013/0196449 A1. Giéwne roznice to wskazanie
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mozliwosci wykorzystania TWDEP nie tylko w SERS, ale réwniez w kalorymetrii, reflektometrii, spektro-
metrii, mikroskopii optycznej i luminescenciji. Autorzy ograniczajg wykorzystanie wynalazku jedynie do
skomplikowanego uktadu TWDEP, ktéry wymaga przytozenia potencjatu zmiennego i jednoczes$nie be-
dacego poza fazg. W opisie wskazujg na preferencyjne wykorzystanie struktur o duzym wspétczynniku
proporcji (dtugie i cienkie struktury). Wskazana zostata mozliwo$¢ kontroli odlegtosci miedzy ich wierz-
chotkami, co pozwala na tworzenie ,hot spotow”. Podkre$lona zostata réwniez rola modyfikacji po-
wierzchni, ktéra zapewnia selektywno$¢ opracowanej technice.

Znane sg rowniez opisy pomiarow SERS bezposrednio w zewnetrznym polu elektrycznym. Ba-
dania takie prowadzone sg jednak w celu petniejszej charakterystyki uktadu, a nie jako etap osadzania
analitu. Po przytozeniu pola elektrycznego mozliwe jest badz to inne ustawienie czgsteczki na podtozu,
zmiana jej przekroju czynnego na rozpraszanie lub wrecz zmiany zwigzane z energig pozioméw wibra-
cyjno-rotacyjnych. Dlatego widma SERS zawierajg inne informacje niz te rejestrowane w nieobecnosci
pola elektrycznego (Electrochim. Acta, 2007, 52, 18, 5669-5676).

Znany jest opis wynalazku US 7,569,188 B2, ktéry wskazuje mozliwo$¢ wykorzystania energii
elektrycznej do wytworzenia wysoko zlokalizowanego pola optycznego. Energia elektryczna moze zo-
staé zamieniona na energie wykorzystang do wzbudzenia plazmonéw na powierzchni.

Zmienne pole elektryczne zostato rowniez wykorzystane w wynalazku US 8,243,270 B2 do wzbu-
dzania drgan ostro zakonczonej koncéwki nanoigty, co poprawia jako$¢ analizy SERS (zwieksza stosu-
nek sygnatu do szumu). Opis jest rozwinieciem techniki ,tip enhanced Raman spectroscopy” (TERS).

Nieoczekiwanie okazato sie, ze osadzanie analitu na podtoza SERS z wykorzystaniem pola elek-
trycznego moze by¢ prowadzone bez przeptywu praddéw faradajowskich przez uktad, a potencjat nie
musi by¢ przytozony do poditoza SERS. Dodatkowo sposdb taki skraca czas procesu osadzania analitu,
a uzyskane wyniki charakteryzujg sie znacznie lepszg powtarzalnoscig zaréwno w zakresie pojedyn-
czego substratu SERS, jak i pomiedzy substratami SERS.

Dlatego celem niniejszego wynalazku jest ujawnienie sposobu osadzania analitu na podtoza
SERS, ktéry wykorzystuje zmienne pole elektryczne, ktérego parametry mozna wyznaczyé korzystajgc
z teorii Debye’a. W przeciwieAstwie do wynalazkéw US 8,559,002 B2 i US 2013/0196449 A1 sposéb
wedtug wynalazku nie wymaga konkretnego typu podioza SERS, czyli moze by¢ zastosowany do
wszystkich substratow SERS, zaréwno wytworzonych w laboratorium, jak i komercyjnie dostepnych.
Nie wymaga réwniez, by jedna z elektrod byta przepuszczalna dla Swiatta o odpowiedniej dlugosci fali.
W odrdznieniu od wynalazku US 2014/0209463 A1 prezentowany sposOb nie opiera sie na zjawisku
TWDEP i nie wymaga stosowania impulséw pozostajgcych poza fazg. W odrdznieniu od rozwigzan
US 8,559,002 B2, US 2013/0196449 A1, US 2014/0209463 A1, US 2009/0166222 A1 prezentowany
sposob nie wymaga kontaktu elektrycznego miedzy elektrodg a strukturami wzmacniajgcymi sygnat
SERS. W odréznieniu od wszystkich wspomnianych rozwigzan w sposobie wedtug wynalazku nie ma
bezposredniej wymiany tadunkdw na granicy elektroda-roztwér, zatem nie wystepujg prady faradajow-
skie, moggce wptywaé na morfologie powierzchni SERS-aktywnej lub powodowaé modyfikacje osa-
dzanego analitu.

Schemat prezentujgcy wykorzystanie metody do osadzania kwasu p-merkaptobenzoesowego
(PMBA) pokazano na fig. 1A. PMBA w wodzie moze dysocjowac i istnie¢ w postaci anionu (ujemnie
natadowany jon). Dlatego substrat SES znajduje sie bezposrednio nad elektrodg, do ktérej przyktadany
jest potencjat dodatni. Przebieg tego potencjatu pokazany jest na fig. 1B. Cze$¢ okresu, w ktérym war-
tos¢ potencjatu przybiera maksymalng warto$¢ to czas, w ktérym czasteczki i jony poruszajg sie
w strone przeciwnie natadowanych elektrod. Kiedy potencjat wynosi 0 V lub jest bliski tej wartosci na-
stepuje rozmycie podwojnej warstwy elektrycznej (zgodnie z teorig Guya-Chapmana), ktéra silnie ekra-
nuje pole elektryczne. Poniewaz jony poruszajg sie szybciej niz czgsteczki analitu, to wypadkowo PMBA
zostaje osadzony na substracie SES.

Zgodnie z wynalazkiem spos6b nanoszenia analitu z roztworu na podtoze (substrat) SES obej-
mujgcy proces osadzania w polu elektrycznym, charakteryzuje sie tym, ze obejmuje nastepujace etapy:

a) podtoze (substrat) SES umieszcza sie pomiedzy elektrodami, bedgcymi oktadkami konden-

satora, przy czym co najmniej jedna z nich jest zaizolowana tak, by poprzez objetos¢ znajdu-
jacy sie pomiedzy elektrodami nie ptynat prad faradajowski,

b) na podtoze (substrat) SES nanosi sie roztwor analitu,

¢) do elektrod przyktada sie napiecie, przy czym polaryzacja elektrod, warto$¢é oraz przebieg

przytozonego do nich napiecia zalezy od budowy molekularnej czgsteczek badanej substancii,
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a korzystnie parametry wykorzystanego pola elektrycznego wyznacza sie z wykorzystaniem
teorii Debye’a,

d) w tych warunkach, przy braku przeptywu pragdéw faradajowskich przez objeto$¢ znajdujgca

sie miedzy elektrodami, prowadzi sie osadzanie analitu z roztworu na podtozu (substracie)
SES, przez czas od 0,1 sekundy do 24 godzin, korzystniej od 3 sekund do 30 min.

Korzystnie, po wykonaniu kroku d) podfoze (substrat) SES z osadzonym analitem usuwa sie spo-
miedzy elektrod, bedgcych oktadkami kondensatora.

Korzystnie, nastepnie mierzy sygnat SES z wykorzystaniem zewnetrznego spektrometru lub in-
nego aparatu pomiarowego.

Korzystnie, w etapie a) odlegto$¢ miedzy oktadkami wynosi od 10 pum do 10 cm, korzystniej od
100 pm do 3 mm, a najkorzystniej od 100 um do 1,5 mm.

Korzystnie, w etapie b) objeto$¢ naktadanego roztworu analitu wynosi od 5 pl do 10 ml, korzystniej
od 50 pl do 400 pl.

Korzystnie, w etapie ¢) réznica potencjatow wynosi od 10 mV do 1000 V, korzystniej od 0,1 V do
100 V, najkorzystniej 10 V.

Korzystnie, w etapie c) i d) przyktada sie napiecie zmienne, korzystniej o profilu prostokgtnym, a naj-
korzystniej w drugiej potowie okresu zmiennego napiecia warto$¢ przylozonego potencjatu wynosi 0 V.

Korzystnie, w etapie c) i d) czestotliwosé zmian napiecia wynosi od 1 mHz do 5 MHz, korzystniej
od 500 Hz do 100 kHz, a najkorzystniej od 1 kHz do 20 kHz.

Korzystnie, roztwdr analitu obejmuje analit i rozpuszczalnik, przy czym stosuje sie taki rozpusz-
czalnik, a zwfaszcza rozpuszczalnik o takim pH, ze analit w rozpuszczalniku jest w formie posiadajgcej
fadunek elektryczny.

Wynalazek zostanie teraz blizej przedstawiony w korzystnym przykfadzie wykonania, z odniesie-
niem do zatgczonych figur, na ktérych:

fig. 1A przedstawia schemat metody do osadzania analitu w polu elektrycznym,;

fig. 1B przedstawia profil potencjatu przytozonego do elektrod kondensatora, w ktérym umiesz-
czono substrat SERS i osadzano analit. Pokazano przyktadowy uktad do osadzania kwasu p-merkap-
tobenzoesowego (PMBA). Nalezy rozumieé, ze polaryzacja elektrod oraz potencjat do nich przytozony
zalezg od budowy molekularnej badanej substancji i mogg mie¢ zaréwno inny znak, jak i inng wartosg¢;

fig. 2 przedstawia projekt (A) oraz zdjecie (B) celki pomiarowej wykorzystanej do osadzania ana-
litu na substraty SERS;

fig. 3 przedstawia wyniki pomiarbw SERS po osadzaniu kwasu p-merkaptobenzoesowego
(PMBA) o stezeniu 10® mol/l na substraty SERS w zaleznos$ci od czestotliwos$ci przytozonego pola
zmiennego. Na kazdym wykresie przedstawiono widma zebrane z réznych miejsc jednego podfoza;

fig. 4 przestawia poréwnanie wynikéw analizy SERS kwasu p-merkaptobenzoesowego (PMBA)
o stezeniu 10 mol/l osadzanego na substratach SERS réznymi metodami. Moc lasera wynosita 9 m\W.
Wstawiony wykres umozliwia poréwnanie intensywnosci zebranych widm.

Na figurach uzyto nastepnych oznaczen: 1 — podstawa; 2 — element w ksztatcie grzebienia (,grze-
bien”); 3 — pokrywa; 4 — belka zabezpieczajgca kotki ze sprezynami, dostarczajgce napiecie do po-
wierzchni ptytek; 5 — przektadka teflonowa, zapobiegajgca przeptywowi praddw faradajowskich; 6 — kotki
zapewniajgce odpowiednie utozenie i docisk pokrywy do podstawy; 7 — nakretki do kotkdéw; 8 — kofki
dostarczajgce napiecie do ptytki; 9 — kotki doprowadzajgce napiecie do miedzianych elektrod; 10 — spre-
zyny dociskajace kotki do dolnej elektrody lub powierzchni ptytki; 11 — miedziane elektrody; 12 — sub-
straty SES. Na rysunku nie zaznaczono dolnych elektrod, ktére spoczywajg na dnie komér (pod sub-
stratami SES) i mogg by¢ tatwo usuniete.

Korzystny przykiad wykonania wynalazku

Materiaty i sprzet

Podczas eksperymentéw wykorzystywane byty rozpuszczalniki organiczne wysokiej czystosci do-
starczone przez firme Chempur. Pozostate niezbedne, dostepne komercyjnie odczynniki dostarczyta
firma Sigma-Aldrich. Wykorzystano wode o jakosci MiliQ (18,2 MQ - cm).

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono z wykorzystaniem substratow SERS przygotowanych
wedtug wynalazku P-408785. Wynalazek ten przedstawia sposob otrzymywania metodg elektroche-
miczng powierzchni pokrytej jednorodnie nanoczgstkami metalu oraz zastosowanie powstatej platformy
do pomiaréw powierzchniowo wzmocnionego efektu Ramana (SERS). W obecnym wynalazku wykorzy-
stywane byty podtoza z warstwg nanoczastek srebra osadzong na ptytkach szklanych z przewodzgacym
tlenkiem, ktére zostaty pociete na fragmenty o wymiarach 8 mm na 25 mm.
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Do osadzania analitu w polu elektrycznym na podfoze SES przygotowany zostat nowy uktad eks-
perymentalny. Zestaw sktada sie z dwdch czesci. Pierwszg jest specjalnie zaprojektowana celka, umoz-
liwiajgca szybkie i proste osadzanie. Jej gtbwnym zadaniem jest zapewnienie powtarzalnosci warunkéw
procesu osadzania. Schemat urzgdzenia przedstawiony zostat na fig 1A, jego dokfadny projekt na
fig. 2A, a zdjecie na fig. 2B. Schemat przedstawiony na fig. 1A przedstawia sytuacje, w ktdrej czgsteczki
analitu majg tadunek ujemny (tak jak PMBA). Nalezy rozumieé, ze polaryzacja elektrod oraz potencjat
do nich przytozony zalezg od budowy molekularnej badanej substancji i mogg mie¢ zaréwno inny znak,
jak i inng warto$é niz na fig. 1. Celka ma budowe kondensatora, ktérego oktadki stanowig miedziane
elektrody nad i pod podtozem SES. Projekt celki umozliwia réwniez przytozenie potencjatu bezposrednio
do podtoza SES. Celka sktada sie z dwoch elementéw — podstawy oraz pokrywy. W podstawie znajdujg
sie trzy komory, w ktérych umieszcza sie substraty SES. Powyzej komdr umieszczony jest element
w ksztalcie grzebienia. Ma on dwie gtéwne funkcje: 1) unieruchamia podifoza SES i 2) jego grubosé
okresla objetosé, jakg mozna wprowadzi¢ do komory. Element ten mozna tatwo wymieniaé. Dwie $ruby
na obu koncach podstawy zapewniajg poprawne wzajemne utozenie podstawy i pokrywy. W pokrywie
zamontowano elektrode goérng wraz z wyprowadzeniem elektrycznym oraz kontakty do podtgczenia
dolnej elektrody, umieszczonej w podstawie. Kontakty te dociskane sg do dolnej elektrody przez spre-
zyny. Gorne elektrody zaizolowane zostaty 200 um warstwa teflonu. Dzieki temu w uktadzie nie ptynie
prad faradajowski (pomiaru dokonano z dokfadnos$cig do nanoamperéw) i dzieki temu wykluczono moz-
liwo$¢ zajScia procesow elektrochemicznych.

Celka potgczona jest z uktadem do generowania napiecia, w skfad ktérego wchodzi generator
funkcyjny (DG1022, Rigol, China) oraz wzmacniacz napiecia (2210, Trek, USA). Sygnat dostarczany
przez generator jest wzmacniany 100 razy. Réwnolegle podtgczono oscyloskop (DS1052E Rigol, China)
wyposazony w sondy (niskonapieciowg do 250 V i wysokonapieciowg do 1000 V). Dzieki temu precy-
zyjnie kontrolowano sygnat wyj$ciowy.

Celka i system do generowania napiecia potgczone sg przez skrzynke rozdzielcza, ktéra zapew-
nia kontrole nad catym zestawem, tj. polaryzacjg elektrod lub nawet odtgczenie niektérych kanatéw
w celu przeprowadzenia eksperymentdéw kontrolnych bez uzycia pola.

Do rejestracji widm SERS wykorzystano przeno$ny spektrometr ramanowski firmy BWTEK Inc.

Przyktad 1:Sposéb obliczenia korzystnej czestotliwosci zmiennego pola elektrycznego

Wykorzystanie pola elektrycznego do osadzania analitu na podtozach SERS wymaga dostoso-
wania parametrow do konkretnego ukfadu. Zaprezentowany przyktad przybliza sposéb szacowania pa-
rametréw pola elektrycznego do osadzania kwasu p-merkaptobenzoesowego (PMBA) z wykorzysta-
niem teorii Debye’a. Schemat przedstawiony na fig. 1A przedstawia sytuacje, w ktorej czgsteczki analitu
majg tadunek ujemny (tak jak PMBA). Nalezy rozumieé, ze polaryzacja elektrod oraz potencjat (jego
wartos¢ i przebieg) do nich przytozony zalezg od budowy molekularnej badanej substancji i mogg miec
zaréwno inny znak, jak i inng warto$¢é niz na fig. 1.

Znakomita wiekszo$¢ badan prowadzonych z wykorzystaniem techniki SERS dotyczy roztworéw
wodnych. Jako takie zawsze zawierajg one jony (pochodzgce z rozpuszczania dwutlenku wegla z po-
wietrza oraz autodysocjaciji wody). Jony ekranujg pole elektryczne poprzez wytworzenie podwojnej war-
stwy elektrycznej w sgsiedztwie elektrod. Ekranowanie to powoduje, ze wewnatrz roztworu natezenie
pola bliskie jest 0 V/m. Problem ten mozna rozwigzaé pozwalajac na przeptyw pradu przez caty uktad
(jak w znanych opisach US 2013/0196449 A1, US 8,559,002 B2, US 2014/0209463 A1). Rozwigzanie
takie w wiekszosci przypadkéw wydaje sie niekorzystne, poniewaz umozliwia przebieg reakcji redoks
w uktadzie. Przeptyw pragdu moze prowadzi¢ réwniez do zmian morfologicznych w strukturze podtoza
SERS, co negatywnie wptywa na jego zdolnoéci do wzmocnienia sygnatu ramanowskiego.

W prezentowanym wynalazku zabezpieczono jedng z elektrod (przeciwng) 200 pum warstwg te-
flonu, dzieki czemu w uktadzie nie ptynat prad faradajowski oraz brak byto reakcji elektrochemicznych.
By odczuwalne pole elektryczne nie byto ekranowane juz w sgsiedztwie substratu SERS, konieczne byto
wykorzystanie zmiennego pola elektrycznego. Pole takie powinno oscylowa¢ miedzy warto$cig maksy-
malng (dodatnig lub ujemng w zaleznoéci od struktury czasteczkowej analitu) a zerem. Kiedy warto$¢
przylozonego potencjatu jest niezerowa przez krétki czas czasteczki analitu odczuwajg obecno$é pola
elektrycznego. Etap ten moze trwac od pikosekund do milisekund w zaleznos$ci od badanego uktadu —
gtéwny wplyw ma sita jonowa. Po tym czasie tworzy sie podwdjna warstwa elektryczna i odczuwalne pole
zbliza sie do zera. Wtedy nalezy zmieni¢ warto$¢ przytozonego potencjatu z wartosci maksymalnej do



zera tak, by podwojna warstwa elektryczna rozmyta sie w wyniku dyfuzji. Poniewaz jony dyfundujg znacz-
nie szybciej niz nawet najmniejsze czgsteczki organiczne, to wypadkowy obserwowany efekt powoduje
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zblizanie sie, a w konsekwencji osadzanie analitu na podtozu SERS.

Aby wyznaczy¢ optymalng czestotliwo$¢ zmian przytozonego potencjatu nalezy obliczy¢ jak dtugo
trwa proces tworzenia podwojnej warstwy elektrycznej w danym ukfadzie. Mozna zatozyé, ze czas ten
réwny jest czasowi, w ktérym jon o najwiekszej ruchliwosci i znaku przeciwnym do potencjatu przytozo-
nego do elektrody przebedzie dtugo$¢ Debye’a w zewnetrznym polu elektrycznym o znanym natezeniu.
Przebieg przyktadanego potencjatu sktada sie z rownej diugosci pulséw i czaséw miedzy pulsami.
W przypadku optymalnej czestotliwosci czas trwania jednego pulsu jest réwny wyznaczonemu czasowi

tworzenia podwdéjnej warstwy elektrycznej.
Wszystkie niezbedne do obliczen dane oraz state tablicowe zebrano w Tabeli 1.

Tabela 1

Dane i state tablicowe niezbedne do wyznaczenia parametréw procesu osadzania kwasu
p-merkaptobenzoesowego (PMBA) w polu elektrycznym. Szybko$¢ elektroforetyczna

PMBA zostata zmierzona za pomocg elektroforezy kapilarnej

STALA OPIS wartosd jednostka

£a przenikalnosé dielektryczna prézni 8,8542x10™ | F/m

kg stata Boltzmanna 1,3806x10°% | J/K

Na stata Avogadra 6,0221x10% | 1/mol

e tadunek elementarny 1,6022x10%° | C

€qn20) | Wzgledna przenikalnosc¢ 80 | -
dielektryczna wody w 20 °C

W) ruchliwoé¢ jonéw H* 3,63x107 | m?/(Vxs)

LLoH-) ruchliwos¢ jonéw OH 2,05x107 | m?/(Vxs)

Iemea) | ruchliwosé PMBA 3,11 x10° | m*/(Vxs)

T temperatura 293 | K

CPMBA stezenie PMBA 10 | mol/m?

CHs stezenie jonéw wodorowych 10%° | mol/m’®

Com. stezenie jonow wodorotlenkowych 10 | mol/m?

A napiecie 10|V

d odlegtos¢ miedzy elektrodami 2,2 | mm
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Pierwszym etapem jest zatem obliczenie dtugosci Debye [m] wg wzoru:

-1 _ E‘I"SORBT
k== \’ 2N ge2! (1)

gdzie <, to wzgledna przenikalno$¢ elektryczna roztworu [-], o to przenikalno$¢ elektryczna prézni [F/m],
kg to stata Boltzmanna [J/K], T to temperatura [K], N to stata Avogadra [I/mol], e to elektryczny fadunek
elementarny [C], a /to sita jonowa [mol/m?)].

Sita jonowa [mol/l], potrzebna do obliczenia dtugosci Debye, wyliczana jest ze wzoru:

=235, cizf (2)

gdzie c;to stezenie danego jonu w roztworze [mol/m?], a z; to jego tadunek [-].

Zmierzone pH wodnego roztworu PMBA o stezeniu 10® mol/l (czyli 10 mol/m3) po 24 godzinach
wynosito okoto 5,5. Wartos$¢é ta nieznacznie odbiega od teoretycznej przede wszystkim ze wzgledu na
zakwaszenie wody w wyniku rozpuszczania dwutlenku wegla z powietrza. Stata pKa czgsteczki PMBA
wynoszg odpowiednio: 4,14 (dla grupy -COO-H) oraz 6,62 (dla grupy -S-H). Zatem, w pH 5,5 tylko grupa
karboksylowa ulegta dysocjacji, a wiec czgsteczka PMBA posiadata wytgcznie jeden tadunek. Dodat-
kowo, w pH 5,5 stezenie jonéw wodorowych H* wynosito 1055 mol/l, a stezenie jonéw wodorotlenko-
wych OH- wynosito 10> molall.

Dla zastosowanego uktadu sita jonowa obliczona wedtug wzoru (2) wynosi:

| =2,08 x 10 mol/m3.

Zatem, dtugos$é Debye obliczona wg wzoru (1) to:

k'=210,9 nm.

Nastepnie nalezy okre$li¢, jakie jest pole elektryczne w celce. Mozna to policzyé znajgc odlegtosci
miedzy elektrodami oraz przyktadane napiecie:

1%
E=- (3)
gdzie Vto przyktadane napiecie [V], a d to odlegto$¢é miedzy elektrodami [m].

W zastosowanym ukfadzie eksperymentalnym natezenie pola elektrycznego wynosi 4545,45 VV/m.
W prezentowanym przyktadzie przytozono réznice potencjatéw rowng 10 V, a odlegto$¢ d miedzy elek-
trodami to 2,2 mm. Tym samym pole elektryczne, obliczone wg wzoru (3), wynosi:

E = 4545,5 V/im.

Kolejnym etapem jest okre$lenie, jak szybko najszybszy jon przebedzie obliczong dtugosé Debye.
Okreslenie czasu jest oparte o ruchliwos$é elektroforetyczng najszybszego jonu o znaku przeciwnym do
potencjatu przytozonego do elektrody:

k-1

t = o (4)

gdzie w, to ruchliwo$¢ elektroforetyczna najszybszego jonu o znaku przeciwnym do potencjatu przeto-
zonego do elektrody, x to dlugo$é Debye, a E to pole elektryczne w celce.

Poniewaz PMBA jest anionem (jon o fadunku ujemnym) to w obliczeniach nalezy uwzgledni¢ czas
tworzenia podwdjnej warstwy elektrycznej przez jony OH. Czas w ktérym jon OH" przebedzie dlugos¢
Debye’a w zewnetrznym polu elektrycznym to 4,57 x 10 s (wzor 4). Czas ten przekfada sie bezposred-
nio na czestotliwo$¢ rowng okoto 2 kHz.

Dla badanego uktadu warto$¢ ta, obliczona wg wzoru (4), wynosi:

t =226,3 pus.

Ostatnim krokiem jest wyznaczenie czestotliwo$ci. Obliczony czas t réwna sie czasowi optymal-
nego pulsu. Caty przebieg sktada sie z pulséw oraz przerw miedzy pulsami. Zatem, aby uzyskaé peiny
okres, nalezy podwoi¢ uzyskany czas t (odpowiada to uwzglednieniu pulsu i przerwy miedzy pulsami).
Zatem, optymalna czestotliwo$¢ wynosi:

f=5 (5)

gdzie f to optymalna czestotliwo$¢ [Hz], a t to obliczony czas przelotu najszybszego jonu przez dtugo$é
Debye (czyli czas tworzenia podwaojnej warstwy elektrycznej) [s].
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W badanym uktadzie optymalna czestotliwo$¢, obliczona wg (5), wynosi zatem:

f=4,42 kHz.

Przyktad 2: Osadzanie PMBA na substratach SERS w polu elektrycznym o réznej cze-
stotliwosci.

Zmierzono widma SERS z substratéw, na ktérych osadzano PMBA z roztworu wodnego o steze-
niu 106 mol/l przez 5 minut w zmiennym polu elektrycznym o przebiegu zaprezentowanym na fig. 1B.
Procedura kazdego osadzania przebiegata nastepujgco:

a) podtoze (substrat) SES umieszczono w celce pomiedzy elektrodami, bedgcymi oktadkami
kondensatora, przy czym co najmniej jedna z nich byta zaizolowana tak, by poprzez objetos¢
znajdujgcyg sie pomiedzy elektrodami nie ptynat prad faradajowski,

b) na podtoze (substrat) SES naniesiono 50 pl wodnego roztworu PMBA o stezeniu 10°¢ mol/l,

c) do elektrod przytozone zostato napiecie o przebiegu prostokatnym, oscylujgce pomiedzy 0 V
oraz +10 V. Wykonano osiem proceséw osadzania, w ktérych uzyto o$miu ré6znych czestotli-
wosci przyktadanego napiecia: 1 MHz, 750 kHz, 500 kHz, 200 kHz, 10 kHz, 1 kHz, 500 Hz,
50 Hz. Proces osadzania trwat 5 minut,

d) po 5 minutach podtoze zostato wyjete z celki, a nastepnie wysuszone na powietrzu,

e) ostatnim etapem byto zmierzenie sygnatu SERS w standardowym pomiarze z wykorzysta-
niem spektrometru ramanowskiego firmy BWTEK Inc.

Wyniki uzyskane dla réznych czestotliwosci (1 MHz, 750 kHz, 500 kHz, 200 kHz, 10 kHz, 1 kHz,

500 Hz, 50 Hz) pola zmiennego zebrano na fig. 3. Najlepsze wyniki (zaréwno ze wzgledu na intensyw-
nos¢, jak i powtarzalnos$é rejestrowanych widm) uzyskano dla czestotliwosci pomiedzy 1 kHz a 10 kHz,
co pozostaje w dobrej zgodnosci z przewidywaniami teoretycznymi (uzyskano zgodno$¢ na poziomie
pét rzedu wielkosci, co jest wystarczajgcym przyblizeniem do szacowania odpowiedniego zakresu cze-
stotliwo$ci stosowanego pola).

Przyktad 3: Porbwnanie wynikéw analizy SERS po osadzaniu PMBA r6znymi sposobami

Poréwnano efekt osadzania kwasu p-merkaptobenzoesowego (PMBA) trzema réznymi metodami:

a) Pierwsze bylo podejScie opisane w niniejszym zgtoszeniu patentowym. Analit zostat osa-
dzony w ciggu 5 minut w polu elektrycznym pod wptywem przytozonego napiecia (10 V,
10 kHz). Dokfadny przebieg procedury zostat opisany w ,Przyktadzie 2”.

b) Druga metoda byta identyczna z pierwszg, jednak nie zostato przytozone napiecie. Przepro-
wadzone osadzanie miato na celu sprawdzenie, czy napiecie jest czynnikiem wywotujgcym
efektywne osadzanie.

c) Ostatnie podejscie bylo standardowg procedurg wykorzystywang do osadzania analitéw
w technice SERS. Substrat SERS-aktywny zostat zanurzony w 2 ml roztworu analitu na
20 godzin.

Na fig. 4 zaprezentowano poréwnanie wynikéw analizy SERS kwasu p-merkaptobenzoesowego
(PMBA) osadzanego na substratach SERS réznymi metodami. Osadzanie PMBA w polu elektrycznym
w czasie 5 minut daje widmo o najwiekszej intensywnosci. Jako$¢ analizy jest lepsza niz w przypadku
standardowej procedury, ktéra trwa od kilku do kilkudziesieciu godzin.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposo6b nanoszenia analitu z roztworu na podtoze (substrat) SES obejmujgcy proces osadza-
nia w polu elektrycznym, znamienny tym, ze obejmuje nastepujgce etapy:

a) podioze (substrat) SES umieszcza sie pomiedzy elektrodami, bedgcymi oktadkami kon-
densatora, przy czym co najmniej jedna z nich jest zaizolowana tak, by poprzez objeto$é
znajdujgcyg sie pomiedzy elektrodami nie ptynat prad faradajowski,

b) na podtoze (substrat) SES nanosi sie roztwér analitu,

¢) do elektrod przyktada sie napiecie, przy czym polaryzacja elektrod, warto$¢ oraz przebieg
przytozonego do nich napiecia zalezy od budowy molekularnej czgsteczek badanej sub-
stanciji, a korzystnie parametry wykorzystanego pola elektrycznego wyznacza sie z wyko-
rzystaniem teorii Debye’a,

d) w tych warunkach, przy braku przeptywu pradéw faradajowskich przez objeto$¢ znajdu-
jacyg sie miedzy elektrodami, prowadzi sie osadzanie analitu z roztworu na podtozu (sub-
stracie) SES, przez czas od 0,1 sekundy do 24 godzin, korzystniej od 3 sekund do 30 min.
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. Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze po wykonaniu kroku d) podfoze (substrat) SES

z osadzonym analitem usuwa sie spomiedzy elektrod, bedgcych oktadkami kondensatora.

. Sposo6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze nastepnie mierzy sygnat SES z wykorzystaniem

zewnetrznego spektrometru lub innego aparatu pomiarowego.

. Sposo6b wedtug zastrz. 1, 2 albo 3, znamienny tym, ze w etapie a) odlegto$¢ miedzy okfad-

kami wynosi od 10 um do 10 cm, korzystniej od 100 um do 3 mm, a najkorzystniej od 100 pm
do 1,5 mm.

. Sposdb wedtug dowolnego z poprzedzajgcych zastrz. od 1 do 4, znamienny tym, ze w eta-

pie b) objetosé naktadanego roztworu analitu wynosi od 5 pl do 10 ml, korzystniej od 50 pl do
400 pl.

. Spos6b wedtug dowolnego z poprzedzajgcych zastrz. od 1 do 5, znamienny tym, ze w eta-

pie ¢) réznica potencjatoéw wynosi od 10 mV do 1000 V, korzystniej od 0,1 V do 100 V, najko-
rzystniej 10 V.

. Sposo6b wedtug dowolnego z poprzedzajgcych zastrz. od 1 do 6, znamienny tym, ze w eta-

pie ¢) i d) przykfada sie napiecie zmienne, korzystniej o profilu prostokgtnym, a najkorzystniej
w drugiej potowie okresu zmiennego napiecia warto$¢ przytozonego potencjatu wynosi 0 V.

. Sposo6b wedtug zastrz. 7, znamienny tym, ze w etapie c) i d) czestotliwo$é zmian napiecia

wynosi od 1 mHz do 5 MHz, korzystniej od 500 Hz do 100 kHz, a najkorzystniej od 1 kHz do
20 kHz.

. Spos6b wedtug dowolnego z poprzedzajgcych zastrz. od 1 do 8, znamienny tym, ze roztwor

analitu obejmuje analit i rozpuszczalnik, przy czym stosuje sie taki rozpuszczalnik, a zwlasz-
cza rozpuszczalnik o takim pH, ze analit w rozpuszczalniku jest w formie posiadajgcej tadunek
elektryczny.
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Rysunki

Potencjat [V]

Fig. 1A
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Fig. 1B
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Fig. 2
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