Sposoéb osadzania nanoczastek metalu na powierzchni w procesie elektrochemicznym,

powierzchnia otrzymana tym sposobem i jej zastosowanie

Przedmiotem wynalazku jest sposéb osadzania nanoczgstek metalu na powierzchni w
procesie elektrochemicznym, w ktérym wspomniana powierzchnia stanowi elektrode
pracujacg i jest przynajmniej czesSciowo zanurzona w roztworze wodnym soli metalu,
tworzgcym roztwér elektrolitu, zas wspomniane nanoczgstki osadza sie na wspomnianej
powierzchni pod wptywem przytozonego potencjatu elektrycznego. 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 Raman Spectroscopy), odkryta w 1974 roku [1] jest szybka, fatwa, niedestrukcyjng
i selektywng metodag analizy jako$ciowej probek. Polega ona na pomiarze intensywnosci
Swiatta ultrafioletowego, widzialnego oraz bliskiej podczerwieni, rozproszonego
nieelastycznie na zaadsorbowanych na powierzchni podtoza czgsteczkach analitu. Wynikiem
pomiaru jest widmo, ktére stanowi tzw. ,odcisk palca” badanego zwigzku. Okazato sie, iz
dzieki zastosowaniu podtozy o metalicznej, schropowaconej w skali nanometrycznej
powierzchni mozna uzyska¢ wzmocnienie intensywnosci efektywnego rozproszenia
ramanowskiego o kilka rzedéw wielkosci (10° — 10°, a nawet dla pewnych systemoéw 10° -
10") [2] [3]. Jest to bardzo pozadany efekt, poniewaz mozna oznaczaé substancje z
roztwordw 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 czynnikdéw, m.in.: chemicznego
pochodzenia molekuty, czestosci promieniowania wzbudzajgcego, ramanowskiego
efektywnego przekroju czynnego, a szczegélnie od rodzaju podioza 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 plazmonowym efekcie



powierzchniowym, oraz chemicznym — polegajgcym na przeniesieniu fadunku w obrebie

powierzchni metalu oraz zaadsorbowanej na niej czgsteczki.

Dla obu mechanizméw najistotniejsza jest wtasciwa powierzchnia podtoza, a
szczegblnie stopied jej schropowacenia, poniewaz wystepujgce na niej nierédwnosci
szczegblnie wptywajg na efekt wzmocnienia sygnatu ramanowskiego. Najbardziej
odpowiednimi metalami tworzgcymi powierzchnie do SERS sg srebro, ztoto i miedz, przy
czym najlepsze efekty uzyskuje sie dla srebra. Metale te, szczegélnie srebro i ztoto wykazuja
duzg stabilnos$¢, 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 podtoza do badan SERS to:

e powtarzalnosc,

e wysoki wspdtczynnik wzmocnienia,

e jednorodnodé intensywnosci sygnatu na catej powierzchni,
e stabilnos¢ w czasie,

e uniwersalnosc dla szerokiej grupy zwigzkdw.

Istnieje szereg metod, dzieki ktérym uzyskuje sie podtoza o wymaganych

parametrach powierzchni, do analizy okreslonych zwigzkdéw lub grup zwigzkdéw, m.in.:

e elektrochemiczne, gdzie zachodzi modyfikacja elektrod, ktoére sg juz
podtozami, w okreslonych cyklach utleniania-redukcji (ORC),

e chemiczne trawienie, z wykorzystaniem $wiatta lub zmian temperatury,

e nanoszenie koloidéw metali, napylanie cienkich warstw metali na réznorodne
powierzchnie, np. krzem, szkto, ITO,

e tworzenie matryc z wykorzystaniem litografii, np. polimerowych, o

regularnych nieréwnosciach.

Mimo ogromnej ilosci publikacji naukowych oraz patentdéw opisujgcych sposoby
otrzymywania podtozy sersowskich, dotychczas nie zaproponowano dobrej metody
pozwalajgcej na produkcje podtozy, spetniajgcych wszystkie powyzsze warunki, a szczegdlnie

powtarzalnosci intensywnosci sygnatéw ramanowskich zbieranych z catej powierzchni a



takze powtarzalnosci podtozy otrzymanych w kolejnych wykonanych seriach, dobrych dla

szerokiej grupy analitow.

Poczatkowo, jak zostato to przedstawione w pracy [5] do otrzymania powierzchni
aktywnych do badan powierzchniowo wzmacnianego efektu Ramana, wykorzystano metode
dwupulsowg w celu elektoosadzenia na powierzchni ITO i wegla szklistego nanoczgstek
srebra i ztota. Elektrolit zawierat, oprdcz 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 gestosci upakowania na powierzchni szkta
pokrytego warstwa przewodzgcego 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 powtarzalnosci nie zamieszczono zadnych potwierdzajgcych
ja danych, np. z przyktadowej serii kilkunastu wykonanych tym sposobem podtozy, a
jednorodnos$é sygnatéw wskazano tylko dla 6 miejsc losowych z 1 prébki w danych

warunkach.

W publikacji [7] opisano elektrochemiczng metode naktadania nanoczastek srebra,
dzieki ktérej mozna otrzymaé powtarzalne i jednorodne platformy do badaid SERS, o
okre$lonym upakowaniu na powierzchni, jednak badane zwigzki to gtéwnie

neuroprzekazniki, a proces oparty jest na woltamperometrii cykliczne;j.

W literaturze [8] przedstawiono metode produkcji podtozy do badan SERS polegajaca
na litograficznym utworzeniu polimerowej matrycy na ITO , a nastepnie elektroosadzaniu na
niej metali szlachetnych, m.in. srebra, jednak mimo stwierdzenia o powtarzalnosci nie
przedstawiono stopnia jej wynikéw SERS, a takze pomiary wzmocnienia prowadzone byly
tylko dla jednego analitu, a mianowicie rodaminy 6G (R6G), wiec nie wiadomo nic o

uniwersalnosci tych platform.
Kolejng publikacjag opisujagcg otrzymywanie podiozy do SERS metoda
elektrochemiczng jest [9], gdzie autorzy otrzymujg powierzchnie aktywne o réznych

ksztattach nanoczastek ztota, przy czym badajg rdéine czasy trwania procesu



elektrochemicznego. Pomimo wykazania zalet wytworzonych podtozy, a mianowicie dobrej
powtarzalnosci sygnatéw na widmie SERS zebranych z catej powierzchni, a takze z kilku
kolejnych podtozy, oraz ich stabilnosci w czasie, nie wskazano uniwersalnosci tych platform
dla szerszego zakresu analitdw. Dodatkowo, do procesu uzyto wielu substratéw, a samo

podtoze jeszcze przed procesem wymaga napylenia filmu ze ztota, co wydtuza czas produkgji.

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 s3g tylko dla jednego najprostszego analitu (rodamina).
Dodatkowo, widmo roztworu wspomnianego analitu o stezeniu 10%° M, ktdre 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 pozycji literaturowych na temat podiozy do badani SERS,
jednak nadal pojawiajg sie trudnosci w wyprodukowaniu bardzo dobrej platformy. Mozna
takze znalez¢ zgtoszenia patentowe dotyczgce powyzszego tematu, ktérych kilka istotnych

zostanie przedstawionych ponizej.

Gtéwne podejscie opiera sie na otrzymywaniu nanoczgstek (nanostruktur) w procesie
ich elektroosadzania na rdéinych podtozach, bedgcych elektrodami, ktére sg nastepnie
zanurzane w konkretnych roztworach elektrolitéw. Przyktadowe wynalazki US7449757(B2)
»Nanostructures with electrodeposited nanoparticles”, US20080081388(A1) ,Composite
nanostructure apparatus and method”, US20090101996(A1) ,Nanostructures with
electrodeposited nanoparticles” wskazujg na rézne techniki, dzieki ktérym mozna
otrzymywac struktury nanoczgstek metali o okreslonych rozmiarach i ksztattach. Efekty takie
mozna uzyskaé, dobierajgc odpowiednie parametry, np. poprzez zmiane czasu trwania
procesu i stezenia reagentdw, dobdr impulséw przykfadanego potencjatu, a takze dodatek

substancji wspomagajgcej proces.

W celu uzyskania najlepszej struktury powierzchni, jest ona czesto modyfikowana
réznymi zwigzkami. 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 konkretnych zwigzkdw otrzymuje sie



bioczujniki, jak rdwniez poprzez tworzenie filméw z unieruchomionymi zwigzkami

W02004011672(A1) ,,Porous nanostructures film sensor”.

W literaturze, na przestrzeni wielu lat, spotyka sie duzg liczbe metod pozwalajgcych
na uzyskanie konkretnych struktur nanoczagstek, m.in. do SERS. Wykorzystywano do tego
m.in. zwigzki polimerowe lub pochodne organiczne, technike litografii i napylania
prézniowego, a takze otrzymywano kilka warstw nanoczgstek na powierzchni, tak jak w
przyktadowych wynalazkach US20120217165(A1) ,Metal deposition using seed layers”,
W02012026882(A1) ,Substrate for optical sensing by surface enhanced raman spectroscopy
(SERS) and methods for forming the same” oraz US8093065(B2) ,Microbead optical sensor

with layered plasmon structure for enhanced detection of chemical groups by SERS”.

Jednak jednymi z najbardziej powszechnych metod do produkcji nanoczastek i
powierzchni z nich utworzonych sg techniki elektrochemiczne. W przyktadowym wynalazku
NL 2009442 ,Method for depositing metal nanoparticles on a surface, surface fabricated
with the metod, and the application thereof” nanoczgstki osadzane sg na powierzchni
metodg woltamperometrii cyklicznej. Wiele istotnych parametréw jest uwzglednianych
podczas prowadzenia procesdw osadzania nanoczastek, jak np. dobér odpowiedniej wartosci

przyktadanego potencjatu, stezenia reagentédw lub dodatek substancji redukujgcych.

Jednym z najbardziej istotnych parametréw proceséw otrzymywania nanoczgstek jest
temperatura. Ze zgtoszenia patentowego P.408785 ,Sposéb osadzania nanoczgstek metalu
na powierzchni w procesie elektrochemicznym, powierzchnia otrzymana tym sposobem i jej
zastosowanie” znany jest sposéb otrzymywania powierzchni do badan SERS w procesie
elektrochemicznym, w ktérym uwzgledniony jest wptyw temperatury roztworu elektrolitu.
Mimo, iz wiele parametréw jest dobrze kontrolowanych, nie pokazano uniwersalnosci
podtozy dla réinych grup zwigzkéw oraz nie przedstawiono szczegdétowo widma samej
powierzchni przed natozeniem analitu. A co jest najistotniejsze, stopien powtarzalnosci w

serii oraz jednorodnosci nie jest zachwycajgcy (odchylenie standardowe wynosi max. 25%).

W zwigzku z ogromng liczbg prac naukowych przedstawiajgcych réznorodnosé metod
uzyskiwania platform do badaid SERS mozna tatwo zauwazyé, iz istotny jest dostep do

podtozy powtarzalnych i najlepiej uniwersalnych dla szerokiej grupy analitéw. Jednak mimo



wielu ujawnionych metod elektrochemicznych, wcigz nie udaje sie otrzymac powierzchni,
ktéra spetnia wszystkie wymagane do analiz parametry tzn. zdolno$¢ 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, ktéry bytby pozbawiony wspomnianych wyzej wad znanych proceséw.

Sposdb osadzania nanoczgstek metalu na powierzchni w procesie elektrochemicznym
przy uzyciu elektrody pracujacej, odniesienia i pomocniczej, w ktdrym powierzchnia stanowi
elektrode pracujacg i jest przynajmniej czesciowo zanurzona w roztworze wodnym
zawierajgcym jony metalu, tworzacym roztwdr elektrolitu, nanoczastki osadza sie na
powierzchni elektrody pracujgcej pod wpltywem przytozonego do niej zmiennego w czasie
potencjatu elektrycznego, zas przed rozpoczeciem procesu elektrochemicznego roztwér
elektrolitu ogrzewany jest do temperatury w zakresie od 5°C do 80°C, zgodnie z wynalazkiem
charakteryzuje sie tym, ze elektroda pracujgca ustawiona jest pod katem od 45° do 110° w
stosunku do elektrody pomocniczej, przytozony potencjat elektryczny jest zmienny w czasie

w sposdb skokowy oraz ze powierzchnia aktywna na elektrodzie pracujacej jest ograniczona.

Korzystnie, roztwdr elektrolitu ogrzewany jest do temperatury w zakresie od 40°C do

70°C, korzystniej w temperaturze 60°C.

Korzystnie, elektroda pracujgca ustawiona jest pod katem od 80° do 100° w stosunku

do elektrody pomocniczej.

Korzystnie, zmiana potencjatu przebiega w zakresie od -0,8V do -1,4V, albo od -0,6V do
-1,2V, albo najkorzystniej od -0,7V do -1,3V.
Korzystnie, zmiana potencjatu przebiega w powtarzalnych cyklach, korzystnie

tréjkatnych, korzystnie o czasie trwania 10 sekund.

Korzystnie, powierzchnia aktywna na elektrodzie pracujacej wynosi od 9mm? do

66mm?, korzystniej od 16mm? do 30mm?.



Korzystnie, elektrody umieszcza sie w roztworze elektrolitu po ogrzaniu go do
wymaganej temperatury, przy czym korzystnie podczas umieszczania elektrod utrzymana

jest szczelnos¢ uktadu oraz wymagana temperatura elektrolitu.

Korzystnie, proces elektrochemiczny prowadzony jest przez czas od 1 do 20 min,

korzystnie w czasie od 8 do 18 min, korzystniej przez 15 min.

Korzystnie, w trakcie procesu elektrochemicznego roztwér powoli chtodzi sie o 2°C -
3°C.
Korzystnie, w trakcie procesu elektrochemicznego roztwér jest réwnomiernie

mieszany.

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

Korzystnie, sposéb obejmuje mycie elektrody pracujgcej przed procesem
elektrochemicznym, korzystnie mycie w ptuczce ultradzwiekowej w rozpuszczalnikach w
kolejnosci: aceton, izopropanol, metanol, woda destylowana, w kazdym przez czas od 5 do

25 minut , korzystnie 15 minut.

Korzystnie, stosuje sie elektrode odniesienia, korzystnie w postaci elektrody srebrnej,

chlorosrebrowej lub drut srebrny.

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

platynowa.

Korzystnie, sposdb obejmuje mycie elektrody odniesienia i elektrody pomocniczej
przed procesem elektrochemicznym, korzystnie mycie w ptuczce ultradzwiekowej w kazdym

z rozpuszczalnikédw: metanol, woda destylowana, korzystnie w kazdym przez 15 minut.

Korzystnie, jony metalu sg jonami metalu wybranego z grupy obejmujgcej Cu, Ag, Au,

Al oraz Pt.
Korzystnie, stezenie jondw metalu wynosi 3,1mM — 3mM.

Korzystnie, zrédtem jonéw metalu jest AgNOs albo HAuCl, o stezeniu 0,3mM.



Korzystnie, wspomniany roztwor elektrolitu zawiera dodatkowo substancje wstepnie
redukujgcg i stabilizujgcg jony metalu, korzystnie sdél organiczng, korzystniej sél

nieorganiczng.

Korzystnie, stezenie substancji wstepnie redukujgcej i stabilizujgcej jony metalu wynosi

od 1mM do 10mM.

Korzystnie, solg organiczng jest cytrynian sodu, CgHsNasO;, korzystnie o stezeniu

2,6mM.
Korzystnie, solg nieorganiczng jest siarczyn sodu, Na,S0Os, korzystnie o stezeniu 1,3mM.

Korzystnie, sposdb obejmuje dodatkowy krok oczyszczania powierzchni z
zanieczyszczen, polegajacy na tym, ze przeprowadza sie poprzez wypalenie powierzchni z
naniesionymi nanoczastkami metalu w temperaturze 200°C - 220°C w czasie 2 minut,

najkorzystniej w temperaturze 210°C.

Przedmiotem wynalazku jest takze powierzchnia pokryta nanoczgstkami, korzystnie

jednorodnie, otrzymana powyzszym sposobem.

Korzystnie, pole powierzchni pokrytej nanoczastkami wynosi 9mm? — 66mm?

korzystniej 16mm? — 30mm?.
Korzystnie, $rednia wielko$é nanoczgstek na powierzchni wynosi od 50nm do 400nm.
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 plazmonoéw powierzchniowych (ang. Localized Surface Plasmon Resonance, LSPR).

Przedmiotem tego wynalazku jest tatwy, tani i szybki sposdb naktadania nanoczgstek
metalu na przewodzgce podtoze, oczyszczanie powierzchni otrzymanego podtoza oraz
wykorzystanie otrzymanej platformy w badaniach SERS i/lub LSPR. Duzg zaleta
przedstawianej metody jest krétki czas trwania procesu oraz uzycie do procesu ogdlnie

dostepnych i bezpiecznych substratéw.



Sposéb  wedtug  wynalazku opiera sie na procesie elektrochemicznym
tréjelektrodowym, gdzie pod wptywem przytozonego zmiennego potencjatu i w
odpowiedniej temperaturze, na elektrode pracujgcg naktadane sg nanoczastki metalu z
roztworu elektrolitu zwierajgcego jony tego metalu oraz korzystnie substancje wstepnie
redukujacy i stabilizujgcg jony metalu. Nieoczekiwanie okazato sie, ze do otrzymania dobrych
platform konieczne jest ogrzanie roztworu elektrolitu przed rozpoczeciem procesu
elektrochemicznego do temperatury w zakresie od 5°C do 80°C, korzystnie od 40°C — 70°C,
korzystniej 60°. Ogrzewanie roztworu wptywa korzystnie na produkcje nanoczastek oraz ich

rozmiary i odpowiednie rozmieszczenie na powierzchni.

Korzystne warianty wynalazku pozwalajg na uzyskanie platform, ktére wykazuja
zaréwno bardzo dobrg powtarzalno$é w zakresie serii, a takze jednorodnosc intensywnosci
syghatéw z pomiardw widm sersowskich z catej powierzchni platformy. Nieoczekiwanie
okazato sie ze chtodzenie roztworu o 2°C — 3°C w trakcie procesu wptywa korzystnie na
poprawe parametrow (w tym wspdtczynnik wzmocnienia, powtarzalnos¢, jednorodnosc)
otrzymanych platform. Natomiast wzrost temperatury w trakcie procesu wptywa

niekorzystnie na jakosc podtozy.

Innym sposobem pozwalajgcym na poprawe parametréw, zwlaszcza jednorodnosci,
jest umieszczanie elektrod w roztworze elektrolitu dopiero po ogrzaniu go do wymaganej
temperatury, co zapobiega diugotrwatemu ogrzewaniu sie i przez to degradacji powierzchni

elektrody pracujacej poprzez dziatanie wysokiej temperatury.

Powierzchnia uzyskana tym sposobem ma strukture nanoczastek srebra, jednak, jak
powszechnie wiadomo, srebro szybko ulega utlenieniu, co prowadzi to do utworzenia
tlenkéw srebra. Zjawisko to jest niepozgdane przy wykorzystaniu otrzymanej powierzchni
jako platformy SERS, ze wzgledu widoczne sygnaty tlenkéw srebra na widmie Ramana. W
wyniku tego rzetelna analiza SERS badanej substancji na tych powierzchniach jest
utrudniona, poniewaz otrzymane widma moga zawierac¢ sygnaly pochodzace od tlenkdéw
srebra. W sposobie wedtug tego wynalazku proponuje sie prosta metode umozliwiajgca
oczyszczenie otrzymanego podioza SERS ze zbednych zanieczyszczen przy jednoczesnym nie
naruszeniu struktury powierzchni. Otrzymane wedlug powyzszej metody podtoze SERS
korzystnie umieszczane jest w piecu, gdzie nastepuje wypalenie jego powierzchni w

odpowiednio wysokiej temperaturze, korzystniej wypalenie w czasie 2 minut w



temperaturze w zakresach 200°C - 220°C, a najkorzystniej w czasie 2 minut w temperaturze

210°C.

Kolejnym korzystnym wariantem jest ograniczenie powierzchni aktywnej na
elektrodzie pracujacej poprzez maskowanie fotolitograficzne. Choé technika ta jest ogélnie
znana [11], [12], to w tym wynalazku zoptymalizowana geometria i wymiar powierzchni

pozwolity na zdecydowang poprawe powtarzalnosci wynikdw.

W stanie techniki, tak jak w przyktadowym wynalazku P.408785 ,,Sposdb osadzania
nanoczgstek metalu na powierzchni w procesie elektrochemicznym, powierzchnia otrzymana
tym sposobem i jej zastosowanie”, znane jest utozenie elektrod w procesie
elektrochemicznym w taki sposob, Zze elektroda odniesienia znajduje sie najblizej elektrody
pracujgcej, naprzeciw ktdrej znajduje sie elektroda pomocnicza. Natomiast w opisanym
powyzej sposobie wedtug wynalazku bardzo korzystne okazato sie nowe ustawienie elektrod
wzgledem siebie podczas procesu elektroosadzania, gdzie elektroda pracujaca ustawiona
jest pod katem od 45° do 100° w stosunku do elektrody pomocniczej, a najkorzystniej pod
katem 80°. Pozwolito to na poprawe wizualng podtozy a dodatkowo na wzrost jednorodnosci

intensywnosci sygnatdéw sersowskich na powierzchni.

Czestym problemem podczas otrzymywania podtozy SERS sg zanieczyszczenia, jak
przyktadowo w publikacji [13], pochodzgce od produktéw ubocznych procesu. Przy uzyciu
soli organicznej (cytrynian sodu) jako substancji wstepnie redukujacej i stabilizujgcej jony
metalu w roztworze reakcyjnym, losowo mozna zauwazy¢ na widmach Ramana organiczne
zanieczyszczenia, ktore utrudniajg solidng analize spektroskopowg. W zwigzku z tym
korzystnym wariantem tego wynalazku jest uzycie soli nieorganicznej, czyli siarczynu sodu,
dzieki czemu udato sie wyeliminowaé zanieczyszczenia organiczne, ktére powstawaty
podczas procesu. Jest juz znane wykorzystanie tej substancji jako reduktora [14] jednak nie

w procesie otrzymywania podtozy do SERS technikami elektrochemicznymi.

Metoda pomiaru widm SERS

Widma Ramana byty rejestrowane przy pomocy przenosnego spektrometru ramanowskiego
typu i-Raman (BWTEK) sprzezonego z mikroskopem typu BAC151B (BWTEK). Aparature

cechuje dobra zdolno$¢ rozdzielcza, natomiast dtugosé fali Swiatta wzbudzajgcego
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wykorzystanego w pomiarach wynosita 785nm. Spektrometr wyposazony jest w czuly
detektor CCD. Podczas badani uzywano obiektywu ogniskujgcego promien lasera na prébce o
powiekszeniu 50x. Widma zbierane byty w czasie od 1 do 4 sekund, natomiast moc lasera
stosowanego do pomiarow o dtugosdci fali 785nm wynosita od 4mW do 8mW dla pomiaréw

SERS i 20mW w przypadku rejestracji normalnych widm Ramana.

Wspotezynnik wzmochnienia

Wspotczynnik wzmocnienia (ang. Enhancement Factor, EF) okredla stosunek integralnych
intensywnosci (intensywnosci w maksimum) wniesionych przez molekuty zaadsorbowane na
powierzchni  do integralnych intensywnosci wniesionych przez molekuty bedgce w

roztworze. Definiuje sie go wyrazeniem:
EF = (ISERS/IRAMAN)/(NSERS/NRAMAN)
gdzie:
Isers - zmierzona intensywnos¢ integralna pasma w widmie SERS molekut
zaadsorbowanych na powierzchni,
Iraman - ZmMierzona intensywnos¢ integralna pasma w widmie Ramana molekut
W roztworze,

Nsers - okresla liczbe zaadsorbowanych molekut ,o$wietlonych” Swiattem lasera w

celu otrzymania widma SERS,
NRraman - Okresla liczbe molekut w roztworze ,,0swietlonych” $wiattem lasera w celu
otrzymania widma Ramana.
NRraman — Okreslono korzystajac z wyrazenia:
NRaman = (Vr X d X Npa)/M
gdzie:

Vr — objetos$é prébkowa, wzbudzona $wiattem lasera, ktéra zostata wyliczona dla 1M
roztworu, uwzgledniajgc cechy spektralne uktadu tj. linia 785nm lasera, apertura i

powiekszenie obiektywu, gtebokos$¢ ogniskowania, oraz rozmiar plamki lasera (42 pum),
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d — gestosc badanego analitu,
N — liczba Avogadro réwna 6,02 x 10%,

M — masa molowa badanego analitu.

Nsers - zostato oszacowane na podstawie powierzchniowego pokrycia, z zatozeniem,
ze molekuty adsorbujg sie na powierzchni tworzgc monowarste, oraz rozmiaru powierzchni

oswietlonej przez laser, korzystajac 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 xS, przy czym S oznacza rozmiar

plamki lasera.

Jednorodnos¢ (w obrebie jednej platformy)

Jednorodnos$¢ oznacza powtarzalno$é widm SERS rejestrowanych w rdznych wybranych
punktach w obrebie jednego podtoza. Okresdlana jest na podstawie zgodnosci pod wzgledem
intensywnosci i potozenia odpowiednich pasm na zebranych kolejno widmach w tych
samych warunkach pomiaru. Parametr ten wyznaczany jest poprzez obliczenie wartosci
odchylenia standardowego intensywnosci charakterystycznych pasm na widmach. Za
jednorodne powierzchnie uznano te, dla ktérych wartos¢ odchylenia standardowego nie

przekracza 17%.

Powtarzalnos¢ podtozy (w obrebie kolejnych platform)

Powtarzalnos¢ podtozy oznacza powtarzalno$é widm SERS rejestrowanych na réznych
podtozach (np. na serii 30 platform). Okreslana jest na podstawie zgodnosci pod wzgledem
intensywnosci i potozenia odpowiednich pasm na zebranych kolejno widmach w tych
samych warunkach pomiaru. Parametr ten wyznaczany jest poprzez obliczenie wartosci

odchylenia standardowego intensywnosci charakterystycznych pasm na widmach. Za
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powtarzalne serie podtozy uznano te, dla ktdrych warto$é sredniego odchylenia

standardowego nie przekracza 17%.

Korzystne przyktady wykonania wynalazku

Wynalazek zostanie przedstawiony bardziej szczegdtowo w korzystnych przyktadach

wykonania, z odniesieniem do zatgczonych rysunkéw, gdzie:

Fig. 1 przedstawia projekt ograniczonej powierzchni aktywnej na elektrodzie

pracujacej przygotowanej w procesie fotolitografii,

Fig. 2 przedstawia zdjecie powierzchni podtoza wedtug wynalazku ze skaningowego
mikroskopu elektronowego (SEM), wykonane w trzech powiekszeniach, fig. 2a: 10 000, fig.
2b: 25 000 i fig. 2c: 100 000 razy,

Fig. 3 przedstawia widmo ramanowskie powierzchni otrzymanej w procesie
elektrochemicznym wedtug wynalazku, wykorzystujgc jako substancje wstepnie redukujgcy i

stabilizujgcg a) cytrynian sodu (CsHsNaz0;) oraz b) siarczynu sodu (Na,S0Os),

Fig. 4 przedstawia widmo ramanowskie powierzchni SERS otrzymanej wedtug
wynalazku w procesie z uzyciem cytrynianu sodu a) przed jej oczyszczeniem, b) po

oczyszczeniu przez wypalenie w temperaturze 210°C przez 2 minuty,

Fig. 5 przedstawia widmo ramanowskie powierzchni SERS otrzymanej wedtug
wynalazku w procesie z uzyciem siarczynu sodu a) przed jej oczyszczeniem, b) po

oczyszczeniu przez wypalenie w temperaturze 210°C przez 2 minuty,

Fig. 6 przedstawia widma kwasu para-merkaptobenzoesowego (PMBA)
zaadsorbowanego z roztworu 10°M na powierzchni do pomiaréw SERS wedtug wynalazku

rejestrowane z 30 kolejnych podtozy,

Fig. 7 przedstawia widmo amfetaminy zaadsorbowanej z roztworu 10* M na

powierzchni do pomiaréw SERS wedtug wynalazku,

Fig. 8 przedstawia widmo L-fenyloalaniny zaadsorbowanej z roztworu 102 M na

powierzchni do pomiardéw SERS wedtug wynalazku,
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Fig. 9 przedstawia widmo bakterii Escherichia coli o stezeniu 10° zarejestrowanej na

powierzchni do pomiardéw SERS wedtug wynalazku.

Przykiad 1

Przygotowanie ograniczonej powierzchni aktywnej na elektrodzie pracujacej w

procesie fotolitografii

Na wyczyszczong ptytke ITO, poprzez umycie w ptuczce ultradzwiekowej kolejno w
kazdym z rozpuszczalnikdéw po 15 minut: aceton, izopropanol, metanol, woda, i osuszenie jej
strumieniem azotu, naniesiono fotorezyst typu AZ ECI 3027 i wirowano przez 1 minute z
predkosciag 4000 rpm, az do uzyskania grubosci 1,7um. Nastepnie warstwe fotorezystu
wygrzano przez 90 sekund w temperaturze 90°C, po czym naswietlono jg 3 razy po 12
sekund z przerwg pomiedzy naswietleniami po 20 sekund, promieniowaniem UV przez
przygotowang przez nas maske o okreslonej geometrii i powierzchni, i kolejny raz wygrzano
ja przez 90 sekund w temperaturze 110°C. Tak naswietlony fotorezyst usunieto w
wywolywaczu a niezabezpieczong warstwe ITO strawiono w mieszaninie HCl:FeCl3:H,O w
stosunku objetosciowym 1:3:1 w temperaturze 60°C. Proces trawienia wykonywano az do
catkowitego usuniecia warstwy ITO co kontrolowano mierzac przewodnictwo, a nastepnie
umyto w wodzie destylowanej a pozostatg warstwe fotorezystu usunieto acetonem. Na
koniec ptytke umyto w roztworze wodnym 20% etanoloaminy przez 30 minut w

temperaturze 85°C i kilkukrotnie w wodzie destylowanej, po czym jg wysuszono.
W ogdlnosci moze byé uzywany fotorezyst pozytywowy.
W ogdlnosci fotorezyst moze byé wirowany w czasie od 40 do 80 sekund.
W ogdlnosci fotorezyst moze byé wirowany z predkoscig od 2000rpm do 5000rpm.

W ogdlnosci fotorezyst moze by¢ naswietlany od 1 do 5 razy, w czasie od 5 do 20

sekund, z przerwg pomiedzy naswietleniami od 10 do 30 sekund.

Tak przygotowana plytka ITO, o ograniczonej powierzchni aktywnej stanowi

elektrode pracujaca, w tym przypadku o powierzchni 20mm?.

Projekt takiej powierzchni przedstawiony jest na Fig. 1.
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Przykiad 2

Otrzymanie powierzchni z elektroosadzonymi nanoczastkami srebra z

wykorzystaniem cytrynianu sodu (CsHsNaz05)

Przygotowany wodny roztwér elektrolitu, zawierajgcy azotan srebra o stezeniu 0,3mM oraz
cytrynian sodu o stezeniu 2,6mM, ogrzano do temperatury 60°C. Utrzymywanie
jednostajnego mieszania, wartos$ci temperatury oraz szczelnosci uktadu nalezy kontrolowaé
przez caly proces nakfadania nanoczgstek. Po osiggnieciu odpowiedniej temperatury, po
uprzednim oczyszczeniu i wysuszeniu, w naczynku elektrochemicznym umieszczono trzy
elektrody w utozeniu takim, Zze elektroda pracujaca, czyli przygotowana wczesniej w procesie
fotolitografii ptytka ITO o ograniczonej powierzchni aktywnej, ustawiona byta pod katem od
80° do 100° w stosunku do elektrody pomocniczej (siatka platynowa) a elektroda odniesienia
(drucik srebrny) znajdowata sie najblizej elektrody pracujgcej. Nastepnie do elektrody
pracujagcej przytozono potencjat zmienny w czasie w taki sposéb, ze zmiana potencjatu
przebiegata skokowo od wartosci -0,7V do -1,3V, po czym nastepowat powrét do wartosci -
0,7V, a kazdy taki cykl zmian (skok) trwat 10 sekund i powtarzat sie przez okres trwania
catego procesu, czyli przez 15 minut. Otrzymane podtoze z elektroosadzonymi

nanoczgstkami srebra przemyto wodg destylowang oraz pozostawiono do wyschniecia.

Uzyskano podtoza o regularnej, chropowatej strukturze, z kulisto-owalnymi

nanoczgstkami o wymiarach 50 — 400 nm, stabilne w czasie.

W ogdlnosci zakres potencjatéow przyktadanych do elektrody pracujgcej moze wynosic

od -0,8V do -1,4V oraz -0,6V do -1,2V.

Zdjecie SEM powierzchni przygotowanej w taki sposéb przedstawione jest na Fig. 2.

Przykiad 3

Otrzymanie powierzchni z elektroosadzonymi nanoczastkami srebra z

wykorzystaniem siarczynu sodu (Na,S0s3)

Przygotowany wodny roztwér elektrolitu, zawierajgcy azotan srebra o stezeniu 0,3mM oraz
siarczyn sodu o stezeniu 1,3mM, ogrzano do temperatury 60°C. Utrzymywanie

jednostajnego mieszania, wartos$ci temperatury oraz szczelnosci uktadu nalezy kontrolowaé
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przez caly proces nakfadania nanoczgstek. Po osiggnieciu odpowiedniej temperatury, po
uprzednim oczyszczeniu i wysuszeniu, w naczynku elektrochemicznym umieszczono trzy
elektrody w utozeniu takim, ze elektroda pracujaca, czyli przygotowana wczesniej w procesie
fotolitografii ptytka ITO o ograniczonej powierzchni aktywnej, ustawiona byta pod katem od
80° do 100° w stosunku do elektrody pomocniczej (siatka platynowa) a elektroda odniesienia
(drucik srebrny) znajdowata sie najblizej elektrody pracujgcej. Nastepnie do elektrody
pracujagcej przytozono potencjat zmienny w czasie w taki sposéb, ze zmiana potencjatu
przebiegata skokowo od wartosci -0,7V do -1,3V, po czym nastepowat powrét do wartosci -
0,7V, a kazdy taki cykl zmian (skok) trwat 10 sekund i powtarzat sie przez okres trwania
catego procesu, czyli przez 15 minut. Otrzymane podtoze z elektroosadzonymi

nanoczgstkami srebra przemyto wodg destylowang oraz pozostawiono do wyschniecia.

Uzyskano podtoza o regularnej, chropowatej strukturze, z kulisto-owalnymi

nanoczgstkami o wymiarach 50 — 400 nm, stabilne w czasie.

W ogdlnosci zakres potencjatéow przyktadanych do elektrody pracujgcej moze wynosic

od -0,8V do -1,4V oraz -0,6V do -1,2V.

Na widmie Ramana powierzchni uzyskanej tym sposobem nie zauwazamy sygnatéw
nalezgcych do produktéw ubocznych procesu, ktére mozemy sporadycznie wykryé przy

procesie z uzyciem cytrynianu sodu, tak jak jest to pokazane na Fig. 3.

Przykiad 4

Oczyszczenie otrzymanej powierzchni z elektroosadzonymi nanoczgstkami srebra

Otrzymang powierzchnie z nanoczgstkami srebra umieszczono w piecu rurowym, gdzie

wypalono jg przez 2 minuty w temperaturze 210° C.

Tak przygotowana i oczyszczona powierzchnia stanowi podtoze do badai SERS, a

widma ramanowskie takich powierzchni przedstawiono na Fig. 4 i Fig. 5.

Przykiad 5

Otrzymanie powierzchni z elektroosadzonymi nanoczastkami ztota
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Przygotowany wodny roztwér elektrolitu, zawierajgcy kwas tetrachloroztotowy o stezeniu
0,3mM oraz cytrynian sodu o stezeniu 2,6mM lub siarczyn sodu o stezeniu 1,3mM, ogrzano
do temperatury 60°C. Utrzymywanie jednostajnego mieszania, warto$ci temperatury oraz
szczelnodci uktadu nalezy kontrolowaé przez caty proces naktadania nanoczastek. Po
osiggnieciu odpowiedniej temperatury, po uprzednim oczyszczeniu i wysuszeniu, w naczynku
elektrochemicznym umieszczono trzy elektrody w utozeniu takim, ze elektroda pracujgca,
czyli przygotowana wczesniej w procesie fotolitografii ptytka ITO o ograniczonej powierzchni
aktywnej, ustawiona byta pod katem od 80° do 100° w stosunku do elektrody pomocniczej
(siatka platynowa) a elektroda odniesienia (chlorosrebrowa) znajdowata sie najblizej
elektrody pracujgcej. Nastepnie do elektrody pracujacej przylozono potencjat zmienny w
czasie w taki sposéb, ze zmiana potencjatu przebiegata cyklicznie w zakresie wartosci -
0,8V+0,5V, w ilosci 25 cykli z predkoscig 100mV/s. Otrzymane podtoze z elektroosadzonymi

nanoczgstkami ztota przemyto wodg destylowang oraz pozostawiono do wyschniecia.

W ogdlnosciilos¢ cykli zmian potencjatéw przytozonych do elektrody pracujgcej moze

wynosi¢ od 10 do 30 cykli, z predkoscig od 80 do 140 mV/s.

Tak przygotowana powierzchnia stanowi podfoze do badan SERS.

Przykiad 6

Otrzymanie powierzchni z elektroosadzonymi nanoczastkami ztota na warstwie

elektroosadzonych nanoczastek srebra (hybryda)

Przygotowany wodny roztwér elektrolitu, zawierajgcy azotan srebra o stezeniu 0,3mM oraz
cytrynian sodu o stezeniu 2,6mM lub siarczyn sodu o stezeniu 1,3mM, ogrzano do
temperatury 60°C. Utrzymywanie jednostajnego mieszania, wartosci temperatury oraz
szczelnodci uktadu nalezy kontrolowaé przez caty proces naktadania nanoczastek. Po
osiggnieciu odpowiedniej temperatury, po uprzednim oczyszczeniu i wysuszeniu, w naczynku
elektrochemicznym umieszczono trzy elektrody w utozeniu takim, ze elektroda pracujgca,
czyli przygotowana wczesniej w procesie fotolitografii ptytka ITO o ograniczonej powierzchni
aktywnej, ustawiona byta pod katem od 80° do 100° w stosunku do elektrody pomocniczej
(siatka platynowa) a elektroda odniesienia (drucik srebrny) znajdowata sie najblizej elektrody

pracujacej. Nastepnie do elektrody pracujgcej przytozono potencjat zmienny w czasie w taki
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sposob, ze zmiana potencjatu przebiegata skokowo od wartosci -0,7V do -1,3V, po czym
nastepowat powrét do wartosci -0,7V, a kazdy taki cykl zmian (skok) trwat 10 sekund i
powtarzaf sie przez okres trwania catego procesu, czyli przez 15 minut. Otrzymane podtoze z
elektroosadzonymi nanoczgstkami srebra przemyto wodg destylowang oraz pozostawiono

do wyschniecia.

Nastepnie w wodnym roztworze elektrolitu, zawierajgcym kwas tetrachloroztotowy o
stezeniu 0,3mM oraz cytrynian sodu o stezeniu 2,6mM lub siarczyn sodu o stezeniu 1,3mM
umieszczono tak przygotowang powierzchnie z nanoczgstkami srebra jako elektrode
pracujgcg w utozeniu takim, ze elektroda ta ustawiona byta pod kgtem od 80° do 100° w
stosunku do elektrody pomocniczej (siatka platynowa) a elektroda odniesienia
(chlorosrebrowa) znajdowata sie najblizej elektrody pracujgcej. Nastepnie do elektrody
pracujacej przytozono potencjat staly w czasie o wartosci -0,3V przez 400 sekund. Otrzymane
podtoze z elektroosadzonymi nanoczgstkami ztota na warstwie nanoczastek srebra przemyto

wodg destylowang oraz pozostawiono do wyschniecia.

W ogdlnosci zakres potencjatéw przyktadanych do elektrody pracujgcej przy

elektroosadzaniu nanoczgstek srebra moze wynosi¢ od -0,8V do -1,4V oraz -0,6V do -1,2V.

W ogdlnosci wartosé statego potencjatu przyktadanego do elektrody pracujgcej w
celu naniesienia warstwy nanoczgstek ztota moze wynosié od -0,5V do -0,2V, w czasie od 300

do 500 sekund.

Tak przygotowana powierzchnia stanowi podfoze do badan SERS.

Przyktad 7

Widma Ramana powierzchni do badan SERS

Powierzchnie SERS zbadano za pomoca spektroskopii ramanowskiej i rejestrowano widma
ramanowskie z kilkunastu losowych miejsc z tej powierzchni. Pomiary wykonano w

warunkach: laser o linii wzbudzajgcej 785 nm i mocy 20 mW, o czasie akumulacji 4 sekund.

Wszystkie widma byty prawie identyczne, natomiast przyktadowe dla powierzchni z

nanoczgstkami srebra i ztota przedstawiono na Fig. 3, Fig. 4 i Fig. 5.
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Przykiad 8

Widma SERS kwasu para-merkaptobenzoesowego (PMBA)

Do roztworu analitu kwasu para-merkaptobenzoesowego o stezeniu 10° M zanurzono
kolejnych 30 powierzchni SERS. Nastepnie podioza wysuszono i na kazdym zarejestrowano
po kilkanascie widm ramanowskich z réznych punktéw powierzchni. Fig. 6 przedstawia 30
widm zaadsorbowanego analitu, usrednionych dla kazdej powierzchni, odpowiednio dla 30

kolejnych podtozy.

Rejestrowane widma wykazywaty bardzo dobrg powtarzalnos¢. Pasma charakterystyczne dla
kwasu para-merkaptobenzoesowego (1078 i 1590 cm™) byty widoczne i bardzo intensywne
na kazdym widmie, co potwierdza jednorodnosc i powtarzalnosc¢ sygnatéw na powierzchni
SERS wedtug tego wynalazku. Oszacowano takze wspdétczynnik wzmocnienia (EF) wedtug

definicji powyzej dla kwasu para-merkaptobenzoesowego, ktory jest rzedu 10° - 10°.

Przykiad 9

Widmo SERS amfetaminy

Do roztworu analitu amfetaminy o stezeniu 10™*M zanurzono powierzchnie SERS. Nastepnie
podtoze wysuszono i zarejestrowano widma ramanowskie. Fig. 7 przedstawia przyktadowe

widmo zaadsorbowanego analitu.

Rejestrowane widma wykazywaty dobrg powtarzalnos$é. Gtéwne pasma charakterystyczne
dla amfetaminy (1001 i 1029 cm™) byly dobrze widoczne na kazdym widmie. Dodatkowo

mozna zauwazy¢ duzo stabsze pasma przy przesunieciach 838, 950, 1205, 1605 cm™.

Przyktad 10

Widmo SERS L-fenyloalaniny

Do roztworu analitu L-fenyloalaniny o stezeniu 10> M zanurzono powierzchnie SERS.
Nastepnie podtoze wysuszono i zarejestrowano widma ramanowskie. Fig. 8 przedstawia

przyktadowe widmo zaadsorbowanego analitu.
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Rejestrowane widma wykazywaty dobrg powtarzalnos$é. Gtéwne pasma charakterystyczne
dla L-fenyloalaniny (1001 i 1029 cm™) byty dobrze widoczne na kazdym widmie. Dodatkowo

mozna zauwazy¢ duzo stabsze pasma przy przesunieciach 620, 1200, 1602 cm™.

Przykiad 11

Widmo SERS bakterii Escherichia coli

Roztwor bakterii Escherichia coli o stezeniu 10° naniesiono na powierzchnie SERS. Nastepnie
zarejestrowano widma ramanowskie. Fig. 9 przedstawia przykladowe widmo mierzonej

substancji.

Rejestrowane widma wykazywaty dobrg powtarzalno$é. Gtéwne pasmo charakterystyczne
dla E. coli (729 cm™) byto dobrze widoczne na kazdym widmie. Dodatkowo mozna zauwazy¢

pasma o mniejszej intensywnosci przy przesunieciach 570, 650, 954, 1093, 1332 cem™.
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