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1. Uvod

Zaklady metody SERS (Surface-Enhanced Raman
Scattering) neboli spektroskopie povrchem zesileného
Ramanova rozptylu byly poloZeny uz v roce 1974, kdy
bylo experimentaln¢ zjisténo zesileni Ramanova signalu
pyridinu pfi jeho adsorpci na zdrsnény (oxidacné-
reduk&nim d&jem) povrch stiibrné elektrody'. Aviak tepr-
ve od prelomu tisicileti zazivda SERS ten pravy rozkveét.
Jeji pouziti je velmi Siroké a saha od chemie, mikrobiolo-
gie, potravinafstvi, toxikologie, forenznich véd az po Ié-
karské obory. V medicin€ se s ni miizeme setkat naptiklad
v Dbiosenzorech pouzivanych pro detekci biologickych
molekul spojenych s vyskytem rakoviny?, Alzheimerovy &
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Parkinsonovy nemoci®”. V sougasné dobé& se napt. vyvijeji
osobni biosenzory zalozené na technice SERS ke sledova-
ni okamzité hladiny glukosy v krvi u diabetikl bez nutnos-
ti odbéru krve®. Takovy piistroj bude v budoucnu bud’
implantovan do t€la pacienta, nebo bude dokonce provadét
neinvazivni méteni pfimo pies pacientovu kizi. NeZ se ale
dostaneme k aplikacim této metody, popiSeme si, na ja-
kych principech SERS funguje.

2. Princip metody

Technika SERS vyuziva pfitomnosti kovovovych
(nejcastéji zlatych, stiibrnych nebo médénych nanostruktur
(nanocastic, nanostrukturnich filmt, agregatli apod.) na
povrchu vzorkd, které zesiluji Ramaniiv signal, a to 10° az
10" krat’. Nejvyssiho zesileni je dosazeno pro fraktalové
struktury & ,,hot-spoty“®®. Oviem v piipadé biologickych
vzorkii se uvadi zesileni jen 10-100 nasobné'®. Na druhou
stranu je pro méfeni téchto vzorkd vyhodou zhaseni flu-
orescence, kterda jinak muze prekryvat signal Ramanova
rozptylu. Princip zesileni neni jednoduchy a jeho vysvétle-
nim se zabyva nékolik monografii'"'?. V nasledujicich
odstavcich se jej pokusime pfiblizit bez pouziti slozitych
matematickych vyrazi.

Koloidni zlaté a stfibrné nanoc¢éstice vykazuji inten-
zivni barvy v disledku jevu znamého jako povrchova plas-
monova rezonance. Tento jev vznika, kdyz dopadajici
zateni vybudi oscilace oblaku elektronii vodivostniho pasu.
Interakce mezi elektrickym polem dopadajiciho svétla
a nanocastic s rozmérem mensim, nez je vlnova délka do-
padajiciho  zafeni, zpUsobuje polarizaci elektrond.
V dusledku polarizace dojde ke vzniku naboje, ktery vyvo-
14 kolektivni oscilaci dipolarnich povrchovych elektrond.
Tento efekt je ale omezen na povrch nanocastice nebo jeji
bezprostiedni blizkost (klesa se ¢tvrtou mocninou vzdale-
nosti analytu od povrchu nanocastice). Frekvence, pfi kte-
rych tyto povrchové plasmony osciluji, jsou zndmy jako
LSPR (lokalizovana povrchova plasmonova rezonance;
Localized Surface Plasmon Resonance). LSPR pasma pro
zlato a stiibro jsou ve viditelné ¢asti elektromagnetického
spektra. Naptiklad LSPR sférickych 50 nm velkych zla-
tych nanocastic je pfiblizné 530 nm a spada tedy do zelené
oblasti viditelného spektra (495570 nm). Jelikoz je zelené
svétlo pohlcovano a komplementarni ¢ervené je odrazeno,
jevi se tyto nanocastice jako Cervené. Stejn¢ tak LSPR
sférickych 50 nm stfibrnych nanocastic je asi 430 nm,
spada tedy do oblasti fialového svétla, a proto jsou Castice
zelené. Na LSPR ma velky vliv typ, velikost, tvar
a agregace nanocastic a chemické slozeni roztoku, ve kte-
rém jsou obsazeny. Zmény v LSPR mohou vyvolat kvanti-
fikovatelné barevné promény. Napriklad po agregaci zmi-
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nénych cervenych 50 nm zlatych nanocéstic dochazi
k posunu LSPR do ¢ervené oblasti az k asi 700 nm. Proto-
ze se Cervené svétlo absorbuje, zatimco modré je rozptyle-
no, dojde ke zméné zabarveni na modrou. Vzhledem
k tomu, Ze je zména barvy tak vyrazna, vyuziva se tento
d&j ke kolorimetrické detekci nejriizngjsich latek'®. SERS
spektroskopie nevyuziva jen jiz zminénych povrchi kovo-
vych elektrod nebo koloidnich roztokd, ale také ostriivko-
vych filmi, které mohou byt tvofeny malymi izolovanymi
sférickymi kovovymi c¢asticemi o rozmérech 5-20 nm,
nanesenych na skelnéné ¢i kiemenné podloZce, dale kovo-
vych solt/hydrosolii, pfipravovanych redukci pftislusné
kovové soli, nebo shlukovani nanocéstic do malych agre-
gatd'* az po fraktaly’. Podobné lze vyuzit i riznych tvart
nanodastic &i bimetalickych nano&astic'”.

Povrchové zesileny Ramantiv rozptyl (SERS) je jeden
z jevu, ktery vznikd v disledku LSPR. Samotny Ramantv
rozptyl je nepruzny rozptyl fotonti na chemickych vazbach
v molekule. Ramanovo spektrum vznika tim, ze dopadajici
svétlo indukuje v  molekule dipélovy moment
(nesymetrické rozlozZeni elektrického néaboje, tj. molekuly
musi byt schopné polarizace). Ramaniiv rozptyl piedstavu-
je nejvyse 107 z celkového rozptylu zafeni, a proto je jeho
vyuziti pfi detekci nizkych koncentraci latek velmi obtiz-
né. Pokud je ale molekula hledané latky adsorbovana na
povrchu nanocastice (napf. na zlaté, stfibrné, médéné, ci
alkalickych kovi nebo hliniku), pak miZe byt Ramantv
rozptyl zesilen o mnoho fadd, coz je zakladem techniky
SERS.

Za SERS jsou zodpovédné dva zikladni mechanismy:
elektromagneticky a chemicky.

Prvni z nich zvySuje intenzitu dopadajiciho i rozptyle-
ného zateni diky rezonanc¢ni excitaci povrchovych plasmo-
ni s faktorem zesileni cca 10*-10° (10°-10'" pii lokalizaci
molekuly v ,hot-spotech*'®). Elektromagneticky mecha-
nismus souvisi se zménami elektrického pole na povrchu
i v blizkosti povrchu nanocastice kovu, neni tedy zavisly
na povaze studované molekuly. Jedna se o spfaZeni oscilu-
jici slozky elektrického pole E excitacniho zafeni a roz-
ptyleného Ramanova zafeni s oscilacemi povrchového
plasmonu na nanocasticich kovu. Tento mechanismus zesi-
1i mnohem vice vibra¢ni médy kolmé k povrchu nez vib-
racni mody rovnobézné s povrchem. Druhy mechanismus
(molekularni rezonance) méni polarizovatelnost molekuly
v disledku jeji silné interakce s kovovym povrchem nano-
Castice (tedy tvorbou povrchového (adsorpéniho) kom-
plexu mezi molekulou a nanocastici kovu), ale jeho piispé-
vek k zesileni signdlu je v porovnani s elektro-
magnetickym mechanismem mnohonasobné nizsi, fadoveé
10-10? (cit.*"). U mechanismu molekularni rezonance
muizeme podle sily interakce molekuly s povrchem nano-
Castice, tedy komplexem mezi molekulou analytu
a kovovymi nanocasticemi, rozliSit dva typy — fyzisorpci
(pro slabé interakce na trovni energii van der Waalsovych
sil) a chemisorpci (adsorpcni energie je srovnatelnd
s energiemi chemickych vazeb). Dalsim dulezitym fakto-
rem pro posouzeni a odhad pravdépodobného mechanismu
SERS je fakt, ze dopadajici foton budiciho zafeni muze
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indukovat v substratu excitaci typu elektron-dira, povrcho-
vy plasmon ¢i povrchovy fonon. Ziskdme tedy novou moz-
nost excitace — pfenos naboje mezi Fermiho hladinou na-
nocastice a LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Or-
bital) studované molekuly. Pokud je ptechod mezi Fermi-
ho hladinou kovu a LUMO molekuly v rezonanci
s elektronovym prechodem tohoto komplexu (molekula-
povrch kovu), mluvime o chemisorpci. Pokud je
v rezonanci elektronovy piechod samotné molekuly s pie-
chodem mezi Fermiho hladinou kovu a LUMO molekuly,
mize dokonce nastat dal§i zesileni Ramanova signalu.
Dochazi zaroven k molekularni a plasmonové rezonanci —
mluvime o povrchové zesileném rezonan¢nim Ramanové
rozptylu (SERRS — Surface Enhanced Resonance Raman
Scattering). Detailn¢j$i a podrobnéjsi popis mechanismil
a teoretickych modelit SERS je wuveden napi.
v monografiich'*'®.

V soucasné dob¢é se mizeme setkat s modifikacemi
metody SERS, napf. s tzv. imuno-SERS (povrchové zesi-
leny Ramantv rozptyl vyuzivajici protilatky) anebo tech-
nikou TERS (hrotem zesileny Ramantv rozptyl, Tip-
Enhanced Raman Scattering), kterym budou patfit nasle-
dujici radky.

2.1. Spektroskopie povrchem zesileného Ramanova
rozptylu s vyuzitim protilatek (imuno-SERS)

Detekce organickych molekul pomoci SERS je po-
mémé jednoduchd, protoZze malé molekuly mohou byt
snadno adsorbovany na povrch nanocastice a zlstat v jeji
dostatecné blizkosti, kdy se zesilujici efekt miize projevit.
Nicméné veétsi objekty, jako jsou bakterie ¢i viry, jsou
prili§ velké na to, aby doSlo k U€innému zesileni signalu.
Chceme-li tento problém fesit, mizeme na povrch nano-
castic navazat tzv. SERS znacku (reportérovou skupinu),
ktera poskytne své zesilené Ramanovo spektrum. Dale se
na nanocastice navaze rozpoznavaci skupina, ktera se bude
specificky vazat na hledané latky. Touto skupinou mohou
byt napt. odpovidajici protilatky (imunoglobuliny), a pak
se v tomto pripadé nazev metody upfesnuje na tzv. imuno-
SERS.

2.2. Hrotem zesileny Ramantv rozptyl (TERS)

Koncept metody navrhl J. Wessel jiz v roce 1985
(cit."”), ale experimentaln& byla realizovéna réiznymi sku-
pinami az v roce 2000 (cit."21). Metoda kombinuje che-
mickou citlivost povrchem zesileného Ramanova rozptylu
(SERS) s vysokym prostorovym rozliSenim mikroskopie
skenovaci sondou (SPM — Scanning Probe Microscopy)
a umoznuje chemické mapovani povrchl v fadech nano-
metri. Na rozdil od rastrovaci elektronové mikroskopie
nebo transmisni elektronové mikroskopie (TEM
Transmission Electron Microscopy) a rentgenové fotoelek-
tronové spektroskopie, které vyzaduji pro svij provoz
vakuum, TERS (Tip-Enhanced Raman Spectroscopy) mi-
ze byt pouzita za normalniho tlaku, a proto je vhodna i pro
zkoumani vzorki ve vodném prostedi, zejména pro studi-



Chem. Listy 112, 312-316 (2018)

um molekularni dynamiky v biologickych vzorcich™, ke
studiu rakoviny?, reakénich intermediatii nebo katalytic-
kych procest*.

V technice TERS se uplatiiuje kovovy nebo pokoveny
SPM hrot, ktery je umistén ve stfedu laserového zafeni
bud’ dopadajiciho na povrch, nebo prochézejiciho studova-
nym materidlem. Elektromagnetické zatreni vybudi na §pic-
ce hrotu povrchovou plasmonovou rezonanci, a ta nasled-
né zvysi intenzitu elektromagnetického pole, coz vede
k zesileni Ramanova signalu pochazejiciho z molekul ana-
lytu nachazejiciho se v t€sné blizkosti Spicky hrotu.

3. Priklady vyuziti metody SERS

Jak jiz bylo zminéno, technika SERS ma v soucasné
dobé siroké vyuziti a my se nyni miizeme podivat blize na
nékterd z nich. Kromée jeji hojné aplikace v mediciné, far-
macii®, biochemii, biologii, zivotnim prostfedi%, materia-
lové chemii, historii a archeologii se napiiklad pomérné
neddvno v potravinaistvi objevily tisknutelné testovaci
prouzky (tzv. stripy), podobné rychlym jednordzovym
téhotenskym testim. Tyto prouzky maji na povrchu papiru
zlaté nanocastice umozilujici testovani pomoci SERS
a pouzivaji se pro ,,screening® bio-toxini v potravinach®’.
Prouzek reaguje na pfitomnost toxinli zménou zabarveni
(dochazi k agregaci ¢i disociaci nanocastic) a pro zjisténi
jejich koncentrace se nasledné z testovaci zony méfi inten-
zita SERS signalu. V nékterych ptipadech bylo dosazeno
i nékolikanasobné vyssi citlivosti nez v pfipad¢ klasicky
pouzivanych imunochemickych metod, mezi které patii napf.
imunoelektroforetické nebo imunoprecipitacni metody.

SERS spektroskopie se rozviji i v oborech zabyvaji-
cich se analyzou uméleckych dél. Zkoumaji se jeji moz-
nosti pfi identifikaci organickych materiald, jakymi jsou
organicka barviva at’ jiz syntetického nebo ptirodniho pu-
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vodu®® anebo se ji zkoumaji proteinova pojiva (vajedné

tempery, klihova nebo kaseinova pojiva atd.)”. Pouziti
techniky SERS pro identifikaci pfirodnich organickych
pigmenti v komplexni studii obrazti Maneta, Pissarra,
Renoira, Moneta a Gauguina bylo jedine¢nou pfilezitosti
ke studiu impresionistické palety klicovych umélct
19. stoleti*’. Tato metoda umoznila zmensit velikost vzor-
ki potfebnych pro analyzu (az na 20x20 pm), coz je
u testovani uméleckych objektd zasadni, a pfitom provést
systematické studium celé malifské sbirky. Bylo zjisténo,
ze na zkoumanych obrazech byly hojné pouzivané Cervené
pigmenty rostlinného ptuvodu, jako jsou mofenovy lak
a kosenilové laky, které jsou zivocisného pivodu. Tyto
vysledky potvrdily pfedchozi analyzy provedené na jinych
kolekcich a publikované v literatuie, ale nové analyzy
navic umoznily detekci barviv i na vybledlych mistech,
kde doslo k jejich vétsinovému rozlozeni.

V oblasti analyzy uméleckych dél se SERS (resp. jeji
obdoba imuno-SERS) zacala nedavno vyuzivat také
k soucasné identifikaci a lokalizaci proteini pochazejicich
z proteinovych pojiv. Proteiny jsou v uméleckych dilech
obsazené v malém mnoZzstvi v barevnych vrstvach, kam
jsou pfidavény jako pojiva ve formé smeési napi. oleje
s celym vajickem, Zloutkem, kaseinem (mléénymi protei-
ny) nebo klihem (kolagennimi proteiny) atd. VétSinovou
komponentou barevnych vrstev vSak byvaji anorganické
pigmenty jako nositelé barevné informace. V odebranych
vzorcich navic obvykle neni zastoupena jen jedna vrstva,
ale jedna se o soubor jejich vétsiho poctu. Pro restauratory
a kunsthistoriky je povazovana soucasna identifikace
a lokalizace proteinovych pojiv v téchto vicevrstvych
vzorcich za velmi kli¢ovou, protoze jejich presné umisténi
a jednoznacna identifikace jsou nezbytné nejen pro vybeér
spravného restauratorského postupu, ale také pro ziskani
vice informaci o autorovi, provenienci dila, historii dila ¢i
o rozvoji malifskych technik v minulosti. Dosud byla moz-
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Obr. 1. Jednotlivé kroky pripravy vzorku pro imuno-SERS
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nd bud jen konkrétni identifikace proteinového pojiva
(napf. plynovou chromatografii s hmotnostni detekci nebo
metodami MALDI-TOF (matrici asistovana laserova de-
sorpce-ionizace s detektorem doby letu; Matrix Assisted
Laser Desorption-lonization — Time of Flight) ¢i LC-MS/
MS (kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci;
Liquid Chromathography — Mass Spectrometry) nebo jen
jeho lokalizace bez jeho ur&eni (histochemické testy)*' .

Rozliseni jednotlivych typl proteini neni samotnou
Ramanovou spektroskopii obecné mozné: to 1ze realizovat
jen v piipadé pouziti specifickych protilatek (imuno)
a nanocastic (SERS). Technika imuno-SERS naléza své
vyuZziti napf. pfi identifikaci proteini zejména u biologic-
kych ¢i biomedicinskych vzorkd. Na rozdil od biologic-
kych vzorkll jsou vSak umélecké vzorky suché, pevné
a obsahuji velké mnozstvi anorganickych latek, které mo-
hou analyzu komplikovat. Pfesto se podatilo vyvinout
pomérné jednoduchou metodiku jejich analyzy metodou
SERS, ktera je ale pfi samotném experimentovani ponékud
vrstev (obr. 1) ve vodnych roztocich nanocastic. Nejprve
je nutné na povrchu vzorku zablokovat mista, kam by se
mohly nespecificky — tedy ndhodné — navazat protilatky.
Timto bloka¢nim c¢inidlem byva hovézi sérovy albumin
(BSA) rozpustény v sojovém mléce. Dale se pridaji speci-
fické protilatky proti konkrétnimu proteinu z hledaného
pojiva, které se oznacuji jako primarni. Po jejich navazani
na vrstvu, kterd takové proteiny obsahuje, se ke vzorku
pridaji nanocastice, které na svém povrchu nesou reporté-
rovou skupinu (napf. thodamin B, krystalovou violet, nil-
skou modf, bifenyl-4,4'-dithiol, 1,4-benzendithiol) zodpo-
védnou za signdl v Ramanové spektru a také sekundérni
protilatky, tj. protilatky reagujici vyhradné s primarnimi
protildtkami navdzanymi na hledanych proteinech. Po od-
myti nenavazanych Cc¢astic pfichdzi na fadu Ramanova
spektroskopie a mapovani jednotlivych vrstev vzorku. Ta
vrstva, ktera obsahuje hledané pojivo, pak poskytuje spek-
trum odpovidajici reportérové skupin€. Nalezeny signal
reportérové skupiny na uréitém misté vzorku ndm nepiimo
zviditelni distribuci hledaného proteinu. VySe popsanym
zpusobem se napf. v Metropolitnim muzeu uméni v New
Yorku podafilo zjistit ptitomnost klihu v podkladové vrst-
v¢ a vajecnych protein v barevné vrstvé u italské poly-
chromované plastiky ze 13. stoleti**.

4. Zavér

Metoda SERS ¢i jeji modifikace imuno-SERS
a TERS pted nami oteviraji nové pole moznosti pii analy-
ze komplexnich systému, mezi které patii na jedné strané
biologické materialy a umélecka dila na strané druhé. Ne-
sporné vyhody téchto metod predstavuje zejména obrov-
ska citlivost (jdouci v nékterych ptipadech témér az do
jednotek molekul — Single molecule SERS; identifikace
jednoho zrna pigmentu) a relativni nenaroc¢nost na vybave-
ni pracovi§té¢ drahymi pfistroji. Pro imuno-SERS um¢lec-
kych dél, vzhledem k povaze jejich vzorki — mikrotomové
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fezy ¢i nabrusy, postaci bézny dispersni Ramantv pfistroj
s vyménitelnymi excitacnimi lasery ve viditelné oblasti
spektra. To je divod, pro¢ jejich vyuziti je jiz v soucasné
dobé dosti rozsahlé, a v budoucnu se s nejveétsi pravdeépo-
dobnosti jesté dale rozsiti. Muzeme se tedy jiz nyni tésit na
jejich dalsi pokroky a vyznamné objevy, které budou jeji
aplikaci dosazeny.

Deékujeme spolecnosti ,, Fund for Scientific Research—
Flanders (FWO-Viaanderen) “ za podporu piisobeni hlavni
autorky na pozici ,, Postdoctoral Fellow — Pegasus of the
Research Foundation — Flanders “ v Belgii.
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