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» NR efekat
> RR efekat
» SERS i SERRS efekat

» ramanski spektri — spektri kombinacionog rasejanja (KR
spektri)

» Fasejanje
- elasti¢no
- neelasti¢no

» ramanski spektri nastaju promenom unutrasnje energije
molekula pod dejstvom upadnog neapsorbujuceg
monohromatskog zrac¢enja iz ULJ ili VID oblasti (ili bliske
IC)



Ramanski spektri mogu biti:
- Fotacioni

- rotaciono-vibracioni
- elektronski (rede)



» 1871. god. lord Rejli (1903. dobio Nobelovu nagradu za fiziku)
je pokazao da je intenzitet rasutog zradenja u vezi sa
talasnom duZinom zracenja preko relacije:
popreCni presek za Rejlijevo

l rasejanje

Os = 2
pet puta efikasniji 3 @ n- + 2

proces za

A =400 nm nego za
A =600 nm

» ova relacija upravo pokazuje da je plava komponenta
sunéevog zracenja najviSe podloZzna rasejanju Sto je i razlog
postojanja plave boje neba

» Rejlijevo rasejanje u atmosferi je posledica rasejanja na
molekulima vazduha (¢ija je dimenzija mnogo manja od
talasne duZine upadnog zrac¢enja) koji se haoti¢no kreéu oda.
posledica je fluktuacija u gustini vazduha (dovodi do
razli¢itih vrednosti indeksa prelamanja u oblastima razli¢itih
gustina)

Lord Rayleigh
(1842-1919)




» crvenkasto Suncevo svetlo koje se vidi pri zalasku Sunca je posledica toga
Sto se njegovim zalaskom odn. njegovim spustanjem ka horizontu
povecava gustina atmosfere kroz koju svetlost prolazi a to pojacava
Rejlijevo rasejanje tako da se kradi talasi potpuno rasejavaju i uklanjaju
plavu komponentu zraenja

» preostalo nerasejano zradenje se sastoji od duZih talasa Sto daje crveno-
narandzastu boju neba



» Ramanov efekat zapazen
je 1928. god. od strane
Ramana i KriSnana pri
propustanju
monohromatskog zra¢enja
iz ULJ i VID dela spektra
na neapsorbujuéi sloj
rastvora (isto vazi i za
gasove i ¢vrste supstanca),
transparentan za upadno
zratenje odredene energije

Chandrasekhra
Venkata Raman
1888-1970



» ukoliko upadne zraéenje ima diskretan
spektar tada se u spektru rasutog zraéenja
javljaju tri komponente:

» zracenje iste fiekvencije kao i upadnc
zracenje (REJLIJEVO RASEJANJE)

» zracenje vise fiekvencije od upadnog
zradenja

(ANTI STOKSOVO ZRACENJE) i

» zracenje nize frekvenciji od upadnog
zracenja (STOKSOVO ZRACENJE)



Zracenje koje menja
frekvenciju naziva se
RAMANSKO

ZRACENJE
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Mogu¢i prelazi izazvani interakcijama foton-molekul



Objasnjenje Ramanskog efekta:
» klasi¢na teorija

» kvantna teorija

» opste izborno pravilo za pojavu Ramanskih
spektara:

MOLEKUL MORA BITI ANIZOTROPNO
POLARIZABILAN



[Rezonantna ramanska spektroskopija]

Mogudi prelazi izazvani foton-molekul interakcijama

» ukoliko energija upadnog zratenja odgovara energiji elektronskog
pobudivanja molekula (u rezonanciji su) datim procesom nastaju
REZONANTNI RAMANSKI SPEKTRI (RR spektri)



> trake u RR spektrima su znatno intenzivnije i to 102-10°
puta, u odnosu na trake u normalnim ramanskim
spektrima

» U RR efektu dolazi do selektivnog poja¢anja intenziteta
nekih ramanskih traka

» pojacanje intenziteta nekih traka, koje je posledica
fenomena rezonancije i sprezanja elektronske i vibracione
energije, dovodi do selektivinosti u dobijanju vibracionog
spektra jedne jedine hromofore, kao izolovane, u

slu¢ajevima kada je ona sastavini deo obi¢no veoma slozenih
bioloskih sistema



» ovaj aspekt Ramanske spektroskopije postaje od izuzetne
vaznosti u analizi velikih bioloSkih molekula sa
hromoforama koje su deo njihove strukture

» u ovakvim strukturama CT (ET) prelazi metalnih
kompleksa obi¢no pojacavaju intenzitet metal-ligand
istezucih (a i savijajuéih) vibracija kao i nekih vibracija koje
su karakteristi¢ne za same ligandne molekule

» kod molekula kao sto je hemoglobin podesavanje upadne
radijacije lasera na energiju ET prelaza koji ukljucuje
prelaz sa atoma gvozda daje spektar koji oslikava samo
istezuce i savijajuce vibracije koje poti¢u od tetrapirol-

gvozde grupe



/Stepen poja¢anja intenziteta zavisi od energije\

upadnog zracenja i dostize maksimum kada je
E pobudivackog zra¢enja priblizno jednaka E
. maksimuma apsorpcione trake y




Flavin hromofora i
njeno vezivanje u
strukturi proteina




/Povr%inski poja¢ana ramanska \
spektroskopija

i

PovrSinski poja¢ana rezonantna
ramanska spektroskopija

SERS - Surface Enhanced Raman Spectroscopy
Q’ERRS - Surface Enhanced Resonant Raman Spectroscopy




» ime “povrsinski pojacana ramanska spektroskopija” ukazuje
na to da se ovom metodom dobijaju iste informacije kao i
primenom ramanske spektroskopije ali uz znatno pojacanje
intenziteta signala

» efekat je slu¢ajno otkriven 1974. od strane Flaishman-a,
Hendr-a | Macquillan-a sa Univerziteta Southampton -Velika
Britanija kada su pokusSali da dobiju ramanski spektar
piridina na srebrenoj elektrodi grube i velike povrsine




» spektar koji je dobijen bio je izuzetnog kvaliteta Sto
su autori povezali sa pove¢anom povrsinom Ag
elektrode

» kasnije, 1977. god, van Duyne shvata da, pored
uticaja povrsine, pojacanje intenziteta rasejanja
mora biti generisano realnim pojacanjem efikasnosti
ramanskog rasejanja koje je vece za faktor i do

10°-10° u odnosu na signal u NR spektrima



Glavie karakteristike SERS metode Su:

» izuzetno osetljiva, nedestruktivina, in situ vibraciona tehnika

» SERS efekat se javlja kada se moleklul nanese na povrsinu
SERS aktivnog supstrata razliitih morfologija

» SERS aktivnost zavisi od vrste i morfologije supstrata

» najcéesce se kao supstrati koriste metalni koloidi Au, Ag i Cu
koji se dobijaju redukeijom

» ekscitacioni profil, I,,..nja/Vo» 0dStupa od Cetvrtog stepena
kao sto je slucaj kod NR efekta 1
4
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rasuto 4
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SERS emisija
upadno zracenje

ispitivani molekuli

metalne nanostrukture

Shematski prikaz SERS-a
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Uporedni prikaz SERS i NR spektra
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Prednosti SERS tehnike:

» izuzetno velika osetljivost koja omogucava tzv. ,,single
molecule™ detekeiju

» posebna prednost SERS metode je u biofizi¢kim ispitivanjima
koja se obi¢no izvode u kombinaciji sa RR spektroskopijom
(SERRS)*

« *SERRS efekat se javlja ukoliko su ispunjent uslovi dvostruke rezonancije,
kada je pobudivacka talasna duZina lasera u rezonanciji sa povrsinskim
plazmonom i ededenim elektronskim prelazom melekula ¢iji se vibracioni
spektar selektivio pebuduje

 u uslovima dvestruke rezonancije pojac¢anje intenziteta ide i do 10'° u ednosu
na NR efekat



» stvarni mehanizam pojacanja intenziteta rasutog
zracenja nije do kraja poznat ali se predlazu dva
mehanizma:

elektromagnetski mehanizam (EM) (van Dyne) i

hemijski mehanizam (ET) (Albrecht, Crayton)

» eksperimentalno ova dva mehanizma je veoma
teSko razdvojiti



» elektromagnetski mehanizam je zasnovan
na ekscitaciji lokalizovanog povrsinskog
plazmona

» za dobijanje SERS efekta, po EM mehanizmu,
neophodno je posti¢i uslove rezonancije
povrsinskog plazmona — SPR (surface plasmon
resonance)



E

\_

M mehanizam,

teorija rezonancije povrsinskog

plazmona
(SPR Theory - Surface Plasmon Resonance Theory)

~
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» koncept povrsinskog plazmona potice od Maksvelove teorije
elektromagnetizma

» po Maksvelovoj teoriji slobodni elektroni metala (tzv.
elektronski gas) se tretiraju kao te¢nost velike gustine
(plazma) i promene u gustini naelektrisanja koje se javljaju
na povrsini ovakve te¢nosti nazivaju se plazmoni, povrsSinski
plazmoni ili povrsinski plazmon polaritoni (polaritoni jer se
povrsinski plazmon kupluje sa fotonima upadnog zradenja)

» posebno su vazna ispitivanje uslova rezonancije povrsinskih
plazmona koji se postizu opti¢kim pobudivanjem kao i
ispitivanja razlicitih tipova povrsinskih rezonancija



» plazmoni — povrsinska ekscitacija parova elektron-Supljina

4 A
» to su zajedniCke oscilacije povriinskog naelektrisanja (provodnih

elektrona) koje se stvara pod delovanjem spoljasnjeg elektri¢nog
polja

\. J

» plazmoni mogu biti: povrSinski — u vidu tankog filma na povrsini
(surface plasmons, SPs), lokalizovani - u nanodeticama (particle
plasmons , PPs)

» povrsinski plazmoni na ravaim povrsinama su neradijacioni
elektromagnetski oblici (jer interakcija svetlosti i SP-a ne
zadovoljava zakon o odrzanju energije i momenta)

» povrsinski plazmoni na neravnim povrsinama su radijacioni
elektromagnetski oblici (jer interakcija svetlosti i SP-a zadovoljava
zakon 0 odrZanju energije i momenta)



>

povrsinski plazmoni se
posmatraju kao
elektromagnetski talasi koji se
prostiru duz povrsine tankog
sloja metala

rezonancija povrsinskog )
plazmona (SPR) je zajednicko
oscilovanje valentnih elektrona
u ¢évrstom materijalu, metalu,
pod dejstvom upadnog zraéenja
odredene energije

rezonancija se uspostavlja kada
se frekvencija upadnog zracenja
izjednaci sa frekvencijom
oscilovanja elektrona koji
osciluju nasuprot sili restitucije
pozitivnih jezgara

dielektrik

VARAL

\./\./\./

metal

elektronski oblak

a) propagirajuci plazmon

b) lokalizovani povrsinski plazmon u
Fezonanciju



Rezonancija povrsinskog plazmona (SPR) je
izmedu ostalog, 0snova:

» metoda u ispitivanjima osobina povrsina i tankih filmova

» mnogih standardnih metoda za merenje adsorpcije
materijala na metalnim povrsinama

» rada bojenih biosenzora i ¢ip senzora

» metoda u ispitivanjima interakcija na grani¢énim povrSinama



Za uvodenje povriinskog plazmona u rezonanciju koriste se obi¢no
dve konfiguracije:

» Otova (Otto) i
» Kredmanova (Kretchman)

» kod Otove konfiguracije svetlost pada na staklenu prizmu i uautar nje
trpi totalnu unutraSnju refleksiju

» efekat totalne unutrasnje refleksije javlja se samo kada se upadno
zracenje prelama iz opticki gusée u opticki redu sredinu i kada pada na
povrsinu pod uglom koji je veéi od kriti¢nog ugla (Kriti¢ni ugao -
minimalna vrednost ugla pri kojoj se refleksija javlja)

» izmedu stakla i metala se postavlja veoma tanak sloj dielektrika (apr.
vazduha) tako da tzv. nepostojeéi zrak (“evanescent wave”) moze da
reaguje sa elektronskim talasom na povrsini metala i pobudi plazmon

» plazmon se pobuduje na unutrasnjoj strani metalnog filma



» u Kre¢manovoj konfiguraciji metal se naparava na stakleni blok
prizme

» pobudivanje povrSinskog plazmona se postiZze kada ravanski
polarizovana upadna svetlost, koja podleze efektu totalne
unutrasnje refleksije, pada na grani¢énu povrsinu koju ¢ine:

a) provodni sloj prelaznog metala koji je nanet na stakleni
nosa¢ (sa visokim indeksom prelamanja) i
b) spoljasnja, dielektri¢na, sredina (gas ili te¢nost)
(malog indeksa prelamanja)
» plazmon se pobuduje na spolja$njoj strani metalnog filma

» ovo je konfiguracija koja se najéeSce koristi u eksperimentima



upadni
zrak

prizma
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metal: ,

—p——  POVISinski
dielektrik plazmon
€D

Kredmanova konfiguracije
(najcesce se koristi u
eksperimentima)

(plazmon se pobuduje na spoljasnjoj
strani metalnog filma)

upadni
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um

prizma
&0

dielekirik -
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metal: €y, plazmon
Otova konfiguracije

(debljina dielektrika reda pm)
(plazmon se pobuduje na
unutraSnjoj strani metalnog filma)



Kre¢manova konfiguracije

|

—>

Otova konfiguracije




llustracija razlicitih tipova refleksije

reflektovani zrak

totalna unutrainja refleksija
kriti¢ni ugao

=

1t

upadno zracenje se prelama iz optic¢ki
gusée u opticki redu sredinu i pada na
povrsinu pod uglom koji je veéi od
Kriti¢nog ugla



» vazna posledica totalne refleksije je
prostiranje tzv. “evanescent “
(“nepostojeéeg”) talasa kroz upadno ~ reflektovano

zracenje Iy

racenje

grani¢nu povrsinu dve faze

» naime, iako se u opti¢ki guséoj
sredini desava totalna unutrasnja
refleksija ipak postoji prolazak
svetlosti i u drugi sloj Sto daje
doprineos tzv. Goos-Hanchen-ovom
efektu

<—

| JAISIURAY]

» Goos-Hanchen-ov efekat je fenomen
koji se tretira u klasi¢énoj optici i po
kome zrak svetlosti koji se totalno Intenzitet propustenog
reflektuje od povrSine trpi frekventni  ,ra¢enja, nepostojeceg talasa, naglo

pomak kao da je na kratko prodro u opada sa rastojanjem od grani¢ne
opti¢ki redu sredinu PRE povrsine

REFLEKSIJE



» linearno polarizovana upadna svetlost trpi mali fazni
pomak pri efektu totalne refleksije

» fazni pomak je normalan na pravac prostiranja upadnog

talasa i nalazi se u ravai koju ¢ine upadni i reflektovani
talas

n=nyn

el. polje

mag. polje
.

n,
0 . >
X = — < y
B 4 .
/4 | : ! ><.
l. Hl’

polarizovane svetlosti Shematski prikaz
Goos-Hidnchen-ovog efekta

Shematski prikaz linearno



Goos-Hédnchen-ov pomeraj

geometrijsa refleksija totalna refleksija

zrak svetlosti koji se totalno
reflektuje od povrsine trpi »
frekventni pomak kao da je na
kratko prodro u opti¢ki redu
sredinu pre refleksije




Zasto talas koji se prostire kroz vazduhu

ne moze direktno da dovede do

rezonancije povrsinskog plazmona ve¢

prvo mora proci kroz opticku prizmu??? totalna unutrasnja refleksija

» velit¢ina talasnog vektora izrazava se
talasnim brojem:

k:27r:27rv
A C

» talasni vektor (konstanta propagacije)
svetlosnog talasa frekvencije o koja se
prostire kroz medijum dielektri¢ne
konstante g, je (talas putuje kroz
vakum bez smetnje odn. kada nema
disperzije) je:

@ prava za vakum
K = €1/50 = relacija disperzije (i vazduh)




» talasni vektor povrsinskog plazmona koli dsie pr—osi}ire na
sperzije

granici dve povrsine pokorava se relacij
oblika:

. _a)\/ Enép
SP
c\e, +5p

&y —dielektri¢na konstanta metala

&p- dielektri¢na konstanta povrsine u
kontaktu sa metalom (dielektrik)

¢ - brzina svetlosti u vakuumu



kako jednacina disperzije SP-a (kriva SP na slici) nikada

ne preseca krivu disperzije za vazduh (i vakum) SP se

ne moZe direktno pobuditi slobodno propagiraju¢om k = 9\/5
svetloS¢u nad metalnom povrSinom E

relacija disperzije za
upadna svetlost koja se prostire kroz vazduh ne vazduh i vakum
zadovoljava jednacdinu disperzije plazmona i ne moZe da
izazove njegovu rezonanciju

to se postize “smanjenjem” nagiba disperzione prave za
faktor /¢, odn. propustanjem svetlosti kroz neku optick
guscu sredinu (staklo, dielektri¢ne konstante g;)

rezonancija povrsinskog plazmona se postize h
frekvencijom nepostojeéeg talasa odn. sprezanjem Kep = @ /M
nepostojeceg talasa (evanescent wave) i povrsinskog C\émt+ép
plazmona p

relacija disperzije za SP

povrsinski plazmon se pobuduje ravanski
polarizovanom svetloséu koja trpi efekat totalne
unutrasnje refleksije na granici staklo-metal



Uslov rezonancije povrsinskog plazmona:

@ | EyEp

@ .
—/ & SINO =
C C\éuwtép

g, - dielektri¢na konstanta stakla

gy - dielektri¢na konstanta metala

gp - dielektri¢na konstanta povrsine u kontaktu sa
metalom

elektricno polje upadnog
fotona, koji se totalno
reflektuje, se prostire izvan

reflektujuce povrsine do
dubine koja je= Ay/4
(dubina prostiranja
“evanescent” talasa




Osnovine karakteristike SP na granici

metal-dielektrik (n = 1,32)

metal Ag Au
talasna duzina svetlosti, nm 630 850 630 850
dubina prodiranja u metal, am 24 23 29 25
dubina prodiranja u dielektrik, am 219 443 162 400
duZina propagacije plazmona, pm 19 3 2 24




talasna dufina

EKSCITACIJA PLAZMONA JE VIDLJIVA U MOMENTU PADA
INTENZITETA REFLEKTOVANE SVETLOSTI PRI ODREDENOM
UPADNOM UGLU i TALASNOJ DUZINI UPADNOG ZRACENJA



> U NR efektu molekul interaguje direktno sa
elektri¢nom komponentom upadnog zradenja

» kod SERS efekta upadno polje (polje upadnog
fotona) trpi promenu usled rezonancije
povrsinskog plazmona tako da na molekul
“dolazi”, modifikovano, poja¢ano polje



> povrsinski plazmon (SP) se prostire paralelno
granici metal-dielektrik

» kako se talas prostire po granici dve povrsine tako
su njegove oscilacije jako osetljive na bilo koju
promenu karakteristika povrsine (apr.usled
adsorpcije molekula na povrsini metala)



Indukovanje rezonancije povrsinskog plazmona

¥
izvor svetlosti : detektor
¥

prostire se paralelno

prizma n=1.72 grani¢noj povrsini

I
l
j
sloj metala /WV povrsinski
: plazmon

voda  p=1.33

R¢

nepostojeci talas




Kreé¢manova konfigur

» upadno zradenje se u blizini grani¢ne
povrsine metal - dielektrik pojacava €M ..... f\m

usled rezonancije povréinskog OOOOO

plazmona za iznos E,
O molekuli analita
adsobovani na metaln

nanosfera metala

»> molekul oseéa polje:

E=E,+E..
E, - upadno polje

analitit‘.kl refiti samo
za metalne t‘.esﬁce

Egp —polje usled SPR » u molekulu poja¢ano upadno polje
(Eo+Esp) indukuje dipolni momenat, p,., ,
E 35w ~"% ¢ 1 koji osciluje sa tri razlicite frekvencije:
¥ g, +2e,  (r+d)° - o (Rejlijeve rasejanje)
- (0~ ;) (Stoksov)
gy — diel. konstanta metala - (0y+ @) (anti-Stoksov prelaz)

gp — diel. konstanta dielektrika u kome se

o Sl L = o) = frekvencija upadnog zracenja

- 0, = fekvencija odgovarajuceg

» ovako pojatano upadno zracenje se vibracionog oblika molekula

rasejava na molekulima sredine



» elektromgnetsko zradenje (E. =E, + E_,) Koje se
rasejava na molekulima menja energiju u zavisnosti da
li se radi o Stoksovoj ili anti-Stoksovoj komponenti

» ramanski rasejano zracenje (o, @ ;) koje napusta
molekul biva takode poja¢ano za komponentu E¢p

Eout = E + ESP

rasejano

(

\_

N
I ulazno i izlazno polje se pojacavaju za

komponentu E , koja potite od rezonancije
povrsinskog plazmona

J




» pojacanje je posebno veliko ako je ramanski
rasuta komponenta u rezonanciji sa
povrSinskim plazmonom



» faktor pojacanja polja koje “oseca” molekul asdsorbovan na povrsini
metala je:

M

E (V) Ew—E&p r b

AV E ) ars, T+ OOO0

E,(v) eu+2e, r+d
> maksimalno poja¢anje javlje se pod uslovim kada imenioc —0:

= lew = —2¢ 5 (relacija vazi za Ag | Au kao metale koji se ozracuju
nekim talasnim duZinama iz VID i NIR oblasti)

- kada je imaginarni* deo dielektri¢ne konstante metala mali

* za razliku od odgovora vakuma odgovor materijala (polarizacija, P) na
primenjeno elektri¢no polje zavisi od frekvencije polja. Ova zavisnost
od frekvencije ukazuje da polarizacija metrijala ne “odgovara” na
primenjeno polje odmah ve¢ postoji neki fazni pomak u odgovoru.
Zato se dielektricna konstanta predstavlja kao kompleksna funkcija
odn. zbir realnog i imaginarnog dela: g(0)= &'(o) + ie" (o)
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» faktor pojacanja polja, A(v), ZAVISI OD
TALASNE DUZINE UPADNOG ZRACENJA

» 1o je posledica zavisnosti realnog dela dielektri¢ne
konstante metala od talasne duZine zracenja,

ev(®)



» intenzitet rasejanog zracenja po EM mehanizimmu SERS
efekta je proporcionalan:

lrasejane

. ~ B4
lm lout =~E

> jer je I (detektovani intenzitet) proporcionalan I=|EJ?

» intenzitet rasejanog zra¢enja po EM mehanizmu brzo
opada sa rastojanjem molekula od metalne povrsine:

E~

1

1
3 ~ r 3
r (%+d)

E'~ (—
(r+d)

-12

&M

A g

Y
9000

» zavisnost ukazuje da samo molekuli u blizini metalne
povrsine oseéaju veliko pojacanje intenziteta polja




» dodatno, orijentacija molekula igra veoma vaznu
ulogu pa je adsorpcija molekula na metalnim
nanostrukturama kljuéni faktor u izvodenju
SERS eksperimenata

» da bi se rasejanje javilo oscilacije plazmona
moraju biti normalne na povrsinu, ukoliko se
oscilacije nalaze u raviai do rasejanja ne dolazi



» pojacanje intenziteta zavisi od frekvencije upadnog
zradenja

» ukoliko su upadno i ramanski rasuto zracenje blizu
uslova rezonancije povrsinskog plazmona dolazi do
E* pojacanja

» ukoliko ove dve komonente nisu bliskih frekvencija
faktor pojacanja je manji



E (V) Ev—E& r
A — z D 3 LY L] —
(v) E ) e 2e, (r . d) faktor pojatanja |ev = —2¢

» izbor povrsine metala zavisi od uslova rezonancije njihovih
povrsinskih plazmona

» VID i NIR zraé¢enje pobuduju Ramanski aktivne oblike
vibracije molekula (sve ¢esée se koristi i ULj zracenje u
ispitivanjima biomolekula)

» frekvencije oscilovanja plazmona Ag i Au se nalaze u
istom intervalu EMSZ

» u ovaj opseg ulaze i frekvencije plazmona Cu, Pt i Pd



» SERS efekat tumacen po EM mehanizmu ne
zahteva da adsorbovani molekul bude u
direktnom kontaktu sa povrsinom ali mora da bude
u odredenoj zapremini

» zapremina je od prakti¢nog znacaja jer u nekim
eksperimentima, narocito kada se ispituju bioloski
molekuli, nije uvek mogu¢ direktan kontakt
molekula | metalne povrsine



Sazetak EM mehanizma

> rezonancija povrsinskog plazmona je kolektivino oscilovanje elektrona
u metalu pod dejstvom upadnog zracenja

> pojacanje polja je najveée kada je frekvencija plazmona u rezonanciji
sa frekvencijom upadnog zracenja i frekvencijom ramanski rasutog
zradenja

» da bi se efikasno rasejanje javilo oscilacije plazmona moraju biti
normalne na povrsinu, ukoliko se oscilacije javljaju u ravini do
rasejanja ne dolazi

» veli¢ina ¢estica mora biti mnogo manje od talasne duzine upadne
svetlosti (r << )



» pojacanje intenziteta rasutog zra¢enja posledica je dvostrukog
pojacanja polja:

- pojactanja intenziteta upadnog polja (usled javljanja
rezonancije povrsinskog plazmona) koje dalje pobuduje
ramanski aktiviae oblike vibracija molekula

- pojacanje intenziteta polja ramanski rasutog zracenje

» prisvakom koraku se intenzitet zrac¢enja pojacava srazmerno
E 2, §to ukupno dovodi do pojatanja koje je proporcionalno ~ E*

» maksimalno poja¢anje se postiZe kad su obe komponente,
upadno i rasuto zracenje, u rezonanciji sa povrSinskim
plazmonom



\

(Hemijski mehanizam pojacanja
\intenziteta rasutog zracenja (ET mehanizam)

» zove se | efekat “prvog sloja” (first-layer effect) jer zahteva direktan
kontakt supstrata (metala) i molekula

» EM teorija SERS efekta ne moze objasniti pojacanje intenziteta u svim
sistemima

» uslu¢aju kada molekuli imaju nesparene elektronske parove postoji
mogucénost hemijskog vezivanja za povrsinu

» u tom sluc¢aju se pojacanje intenziteta objaSnjava delovanjem tzv.
hemijskog mehanizma

> hemijski mehanizam ne podrazumeva povrsinski plazmon veé

prenos naelektrisanja izmedu hemisorbovanih molekula i povrsine
metala



prelaz izmedu HOMO i LUMO orbitala
mnogih molekula zahteva viSe energije od
energije iz VID i NIR oblasti zracenja
koje se koriste u ramanskim
eksperimentima

kada se Fermijev nivo metala nalazi )
izmedu HOMO i LUMO orbitala )
molekula koji se ispituje tada je mogué
prelaz sa HOMO adsorbovanog molekula
na nivo metala pa dalje na LUMO ®)
molekula $to smanjuje energiju prelaza . HOMO
molekula

LUMO A

adsorbat

u tom sluéaju metal sluzi kao
“intermedijerni” sloj koji omogucava
prenos naelektrisanja (ET prelaz)

tako se prelaz koji bi se normalno javio u
oblasti veéih energija (ULJ) pobuduje u
oblasti manjih energija (VID)



Izborna pravila

» vibracioni oblici koji se mogu javiti u spektrima uslovljeni su
njihovom simetrijom

» kada se molekuli adsorbuju na povrsini metala simetrija molekula
moze da se menja uslovljavajuci promenu izbornih pravila

» izborna pravila se modifikuju i kada usled adsorbcije na povsini
dolazi do gubljenja centra simetrije time se eliminiSu zahtevi za tazv.
pravilo skljucenja koje diktira Kkoji ¢e vibracioni oblici biti IC a koji
ramanski aktival

» u tim slu¢ajevima moguce je da se u spektrima jave i oni vibracioni
oblici koji se normalno javljaju samo u IC spektrima

» simetrija molekula moZe da se menja i u zavisnosti od orijentacije
molekula na povrsini metala



| Povriine u SERS eksperimentimal

» SERS efekat je jako osetljiv na osobine povrsine

» prvi eksperimenti su izvodeni na elektrodi od srebra keoja je bila elektrohemijski
obradenja do odredene morfologije

» priprema povrsina ukljucuje viSe moguénosti:

a) viSestruko izvodenje oksido-redukcionih ciklusa na elektrodama; tokom
procesa oksidacije sloj soli metala (najéesSée halidi) se formira na povrsSini
elektrode:; u ciklusu redukcije oslobodeni metal se ne rasporeduje ravnomerno
po povrsini elektrode veé¢ neravnomerno praveéi klastere

b) nanofenje testica metala (precnika 50 - 200 A) na povriine od stakla ili kvarca
metodom naparavanja na toplu povréinu nosaca u debljini sloja od 50 -150 A:
povedana temperatura nosata omogucava vecu pokretljivost ¢estica metala
uslovljavajuéi grupisanje u mala “ostrva”

¢) nanoSenje ¢estica metala tzv. “hladnom” depozicijom, na hladan nosa¢
temperature ispod 120 K; pokretljivost atoma metala je smanjena i takode
prouzrokuje formiranje grubog filma na povrsini nosaca



» SERS zahteva povrsine metala koje imaju veli¢inu
Cestica znatno manju od talasne duzine upadne
svetlosti (r << )

» oblik i veli¢ina ¢estica jako utic¢e na efekat i veli¢inu
pojacanja intenziteta rasutog zracenja jer uslovljavaju
odnos procesa apsorpcije i rasejanja

» samo za optimalau veli¢inu i oblik ¢estica efekat
pojatanja je maksimalan



» ukoliko su cestice velike dolazi do ekscitacije
mutipola koji ne emituju zracenje dovoljnog
intenziteta (samo dipolni prelazi dovode do
ramanskog rasejanja dovoljnog intenziteta)

» prelazi viSih redova dovode do smanjenja faktora
pojacanja intenziteta

» Cestice koje su premale gube elektri¢nu
provodljivost i ne mogu da pojacaju upadno polje



» pojacanje intenziteta rasutog
zrafenja raste sa gradijentom
elektri¢nog polja

» iz tog razloga je potrebno da
povrsina metala bude gruba da
bi se omogudio tzv. “antena”
efekat

» SERS supstrati takode moraju
da:

- budu hemijski i bioloSki
kompatabilni sa analitom

Tipi¢an SERS aktivni klaster srebra i
raspodele polja na klasteru

- hemijski i vremenski stabilni

- reproduktivni i ekonomi¢ni u
pripremi



TEM slika agregata kolida zlata



Izbor metala

» najvedi broj eksperimenata koristi Cu, Ag ili Au kao metalne povrsine iz
razloga S$to je uslov rezonancije njihovih povrsinskih plazmona u VID
oblasti

» Cu, Ag ili Au imaju dobru otpornosti na koroziju

» medutim, ovi metali ne odgovaraju eksperimentima u kojima se prate
heterogeni kataliti¢ki procesi

> zato se pocelo sa nanoSenjem jako tankih filmova razli¢itih, kataliti¢ki
aktivaih, prelaznih metala na povrsine plazmonskih metala

» ovim postupkom se zadrZavaju povrsinski plazmoni metala ali im se
menja reaktivinost

» tanak sloj kataliti¢i aktivaih metala ovim putem uspeva da “pozajmi* EM
efekat pojacanja intenziteta od plazmonskog metala
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» razvitak na polju nanotehnologija omogudio je
dobijanje povrsina koje su u mnogome poboljsale
izvodenje SERS eksperimenata

» metoda koja se naziva litografija nanosfera je od
posebne vaznosti (NSL- nanosphere lithography)



Litografija nanosfera i

filmovi naneti na nanosfere

i.. ! ..

Drop coat
nanosfere

» metodu su originalno prvi
predloZili Fischer | Zingsheim

> polimer (polistiren ili lateks) | ..
koji sadrzi nanosfere depozicia

uniformnog poluprecnika se /@#}%\ -ﬁiﬁ-‘cﬁu sfera
nanosi u gustom monosloju

film nanet preko periodi¢ni raspored

na podlogu i Ostavlj a da se nanosfera nanotrouglova metala
osusi i rasporedi u gusto Shematski prikaz procesa litografije
pakovani heksagonalni nanosfera

raspored

» Nna tu podlogu se potom
nanosi sloj metala u debljini
od 20-100 am =) polistiren



» zatim se vrsi poravnavanje povrsine tako da na nosacu
ostaje metal u periodi¢nom rasporedu

> na sloj polimera se moze nanositi i deblji sloj metala (oko
200 nm) koji se pokazao kao veoma dobar i izdrzljiv sloj
koji moze da izdrzi perturbacije izazvane okolinom

Ag nanocestice

koloidna kristalna maska

petiodi¢ni raspored
nanotrouglova metala

>4 .

. 5000 nm —>




samoorganizacija nanosfera

22222000

naparavanje metala

222220000

9209092999

periodi¢an raspored metala

nanosfere polistirena

Au sloj koji ostaje




» 1995. Hulteen i van Duyne su dobili periodi¢ni raspored
Cestica koristeci jedno- i dvo- slojne sferne maske

» time su dobili idealan raspored Ag nano¢estica povrsine od
4-25 pm? i za metodu predlozZili naziv litografija nanosfera
(NSL- nanosphere lithography)

» faktor pojacanja je bio ~ 107 pri analizi benzentiola na Ag
Cesticama dobijenim postupkom NSL

» takode se moZe koristiti i metoda nanoSenja metalnog filma
preko nanosfera (FON - films over nanospheres) (faktor
poja¢anja ~ 106)



Sinteza nanocestica metala

» soli metala (Ag ili Au najte$ée) se redukuju u prisustvu nekog
stabilizatora

» mogu da se prave i Ag/Au nanoljuske (po proceduri Xia i
saradnika) jer se kod takvih povrSina SPR postiZe u odredenom
opsegu talasnih duzina upadnog zracenja (od IC do NIR oblasti)
sa jako velikim efikasnostima rasejanja (tzv. funable plasmon
Fesonances)

» Ag nanocetice se prave u tzv. poliol postupku, gde se koristi
srebro nitrat koji se rastvara u etilenglikolu sa dodatkom
polivinilpirolidina (PVP)

» Koriste se i Suplje Au/Ag sfere



» parametri kao veli¢ina, oblik i hemijski

sastav odreduju optitke osobine
metalnih nanodestica

» za kvantitativhu SERS analizu potrebno
je raditi sa monoslojevima cestica

» ekstinkcioni maksimumi
(apsorpcija/rasejanje) plazmona Ag i Au
nanosfera se javljaju u plavoj i zelenoj
oblasti spektra a Au/Ag nanoljuski se 430 nm 525 mnm  500-700 nm
mogu pomeriti i do NIR oblasti

r=27.50 nm u vod1

> polozaj A, plazmona zavisi od velitine Razlitite nanotetice metala i
nanosfere kao i dielektri¢nih konstanti talasne duZine rezonancije
metala i sredine koja se grani¢i sa njihovih plazmona u vodi za

metalom (na slici su podaci za vodu) radijus Eestica od £,=27,5 am



» sa slike se vidi da je za Au Cestice Amax ool PR _
plazmona vec_ia nego za Ag Cestice a za on 'L_ “ ]
Au/Ag nanoljuske joS veéa L ' ,47

Ag sfere

» pokazano je da kada se laser od 632,8 " ‘
am usmeri na Au/Ag sloj debljine 60 PR R e
nm dolazi do poveéanja intenziteta _ ,
rasutog zracenja i do 8 puta u odnosu | fa=2750m "
na intenzitet rasutog zracenja koji se | AwAg ik// _
dobija sa Au ¢esticama iste veli¢ine =N '

N .
> plazmonske nanostrukture kao efikasni EEERENEEN
SERS supstrati u kombinaciji sa radijus, nm | debljina sloja
laserima iz NIR oblasti koriste u veoma Polozaj:
¢esto u biomedicinskim i bioloSkim A) traka plazmona Au i Ag nanosfera
ispitivanjima u vodi u f-ji polupre¢nika nanosfera

B) traka plazmona Au/Ag nanoljuski
u vodi u f-ji odnosa polupre¢nika
nanosfera i debljine sloja za
konstantan polupreénik (r=27,5 nm)



Uticaj oblika &estica
srebra na izgled
spektra

SERS spektri bakterije

soja Shewanella na:

a) Ag nano sferama

b) Ag nano Zicama

¢) u “sendvicu”
Ag-nanosfere-Ag
nanozice
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SERS spektri piridina adsorbovanog na Ag filmu koji je
tretiran razli¢itim debljinama sloja Al,O, (a) i zavisnost
intenziteta rasejanja od debljine sloja Al,O, (b)



Uticaj velic¢ine ¢estica
(agregacije Ag koloida)

Koloidne cestice srebra u
razlic¢itim stadijumima
agregacije i odgovarajuce
krive ekstinkeije
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|ULj-SERS |

» proSirenje ekscitacionog opsega sa NIR i VID na ULj oblast
proSiruje mogucénosti primene SERRS metode na veoma
vazne bioloSki aktivie molekule kao Sto su DNK i proteini

» kako se rezonancija plazmona Ag i Au, kao najéesée
koriSéenih metala, ne postize u ULj oblasti spektra to se
moraju koristiti drugi metali

» ULjJ-SERS eksperimenti se realizuju na supstratima od
rodijima i rutenijuma (Rh, Ru) (pob. talasna duzina 325 nm)



SERS spektri
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ULJ-SERS spektri
neurotransmitera dopamina i

norepinefrina u rastvoru Ag
kolida
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CCD - detektor (Charge Coupled Device)

» kompleksan elektronski uredaj koji omoguéava istovremeno merenje
intenziteta svetlosti, u velikom broju tacaka u ravni

» dobijena slika je ekvivalentna slici koja bi se dobila koriséenjem filma kao
detektora

» ne Koristi se izlazni razrez $to omogucava istovremeno snimanje u Sirem
spektralnom intervalu

» tacfke u kojima CCD uredaj meri intenzitet svetla nazivaju se pikseli (ve€i
broj piksela po jedinici duZine senzora spektar je bolji)

» prednost CCD ¢ipova u odnosu na linijske detektore je u tome Sto ¢ipovi
imaju oblik matrice. Svaki red matrice snima po jedan spektar, a kao
izlazna informacija dobija se usrednjena vrednost spektara sa svih redova
CCD ¢ipa

» kamera sa CCD senzorom prilagodenim za snimanje opti¢kih spektara
(ICCD) (povezuje se sa racunarom pomocu kontrolne kartice)



» kamera moze da radi u kontinualnom i u impulsnom rezimu

» rad u impulsnom rezimu snimanja zahteva sinhronizaciju
kamere i impulsnog izvora pobudivanja

» softver kamere omogucava razli¢ite na¢ine snimanja
(akumulaciju vise snimaka radi dobijanja povoljnijeg odnosa
signal-Sum)

» kamera ima moguénost i hladenje CCD senzora Peltijeovim
elementom (termoelektri¢nim elementom) na -20°C Sto
doprinosi samanjenju struje mraka kamere odnosno smanjenju
odnosa  signal-Sum

» nedostatak CCD senzora je tzv. efekat ,,preslusavanja“ - (efekat
koji ima za posledicu da veliki intenzitet svetla, kojem je izloZzen
jedan piksel, dovodi do laznog povecanja intenziteta signala
izmerenih u susednim pikselima, a koji su izlozeni relativio
malim intenzitetima svetla)



|Optitki biosenzori na bazi SPR-a




» biosenzori su tankolsojni refraktometri koji
mere promenu u indeksu prelamnja koja se
javlja na povrsini metalnog filma po kome se
vFsi prostiranje povrsSinskog plazmona

» biosenzori su kombinovani biloloski i
fizickohemijski sistemi koji se koriste za
detekciju molekula analita



» osetljivi bioloski molekuli (tkiva,
mikroorganizmi, ¢elijske organele, celijski
receptori, enzimi, antitela, nukleinske
kiseline) se kombinuju sa tzv. detektorskim
elementima koji transformisSu signale, koji
su nastali kao posledica interakcije
molekula analita i bioloSkog elementa

biosenzora, u oblik signala koji se lako meri
i kvantifikuje



bioloski deo biosenzora

enzimi, antitela,

receptorske celije

detektroski deo biosenzora

\

1 !

spektroskopska detekcija
elektrohemijska detekcija

Shema bioloSkog senzora




» brza indentifikacija veoma malih i velikih molekula (DNK,
lipidi, proteini, nukleinske kiseline) u in vivo i in vitro
uslovima ispitivanja ¢ini SERS veoma primenljivom
metodom u savremenim istrazivanjima

» primena hemijskih i bioloSkih senzora zahteva veliku
selektivnost i osetljivost

» biosenzori na bazi SPR su nezamenljivi u karakterizaciji
biomolekulskih interakcija

» primena SPR senzora u analizi biloSkih uzoraka je od
izuzetne vaznosti i iz razloga veoma malog efikasnog preseka
za ramansko rasejanje na molekulima vode Sto olakSava
analizu uzoraka sa njenim visokim sadrzajem



>

SPR biosenzori se dele na senzore sa:
- ugaonom modulacijom
- modulacijom talasne duzine
- modulacijom intenziteta ili faze

(na osnovu toga na koji nacin se postiZe rezonancija povrsinskog plazmona)

>

>

kod modulacije talasne duZine povrSinski plazmon se pobuduje
kolimirajucim polihromatskim zra¢enjem

pobudivanje plazmona se re?istruje u momentu pada intenziteta
reflektovane svetlosti na skali talasnih duzina

talasna duZina na kojoj je sprezanje najjace se koristi kao izlazni signal
biosenzora

kod ugaone modulacije povrsinski plazmon se pobuduje
mt’inoihr'omatskim zradenjem koje pada na uzorak pod razli¢itim
uglovima

pobudivanje plazmona se registruje u momentu pada intenziteta
reflektovane svetlosti na odredenom uglu upadnog zradenja



Pomak rezonancije povrsinskog plazmona usled promene
indeksa prelamanja
(ugaona i modulacija talasne duZzine)
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» SPR biosenzori imaju:

- tzv. “bioloSki element za raspoznavanje” (biorecognition element)
- “provodni” element (transducer) koji “prevodi” vezivanje molekula
analita i povrsine u izlazni signal koji se meri

» elementi za raspoznavanje se vezuju za (ili se nalaze u blizini) povrSinu
metala na kojoj se javlja povrsinski plazmon

» molekul analita (u te¢nom stanju) dolazi u kontakt sa SPR biosenzorom i
menja uslove rezonancije povrsinskog plazmona

» u tom kontaktu dolazi do promene indeksa prelamanja na povrsini
senzora

» promena indeksa prelamanja koja se javlja vezivanjem molekula analita
zavisi od koncentracije analita i njegovih osobina:

(dn/de)- prirastaj indeksa prelamanja A = dn\I"
I' - povisSinska koncentracija vezanog analita (masa/povrsina) - dc | h
h — debljina senzora za koju se vezuje molekul analita




elementi okoline
(vazduh, voda, zemljiste,
vegetacija,....)

UZ0RCI

Elementi SPR biosenzora

) pojacavaé signala

d) procesor
signala

P
)

o

nancéestice metala

a) bioreceptori b) elektri¢ni interfejs e) displej
PROVODNI ELEMENTI ELEKTRONSKI SISTEM



Glavne karakteristike SPR biosenzora|

» osetljivost

» linearnost

» rezolucija

» tacnost

» reproduktivinost

» granica detekcije (LOD)



[Detekeija u SERS eksperimentima]

> postofi neophodnost blizine analita | nanostrukturiranog supstrata u
opsegu od nekoliko nm

» metoda analize bioloSkih molekula moze biti:
- direktna
- indirektna (posredna)

Direktna detekeija:

» podrazumeva nanoSenje analita direktno na nanostrukturirani
supstrat (najceSée Ag ili Au)

> metalne povrsine ¢esto nisu dovoljno stabilne (oksidacija metala) a i
dosta vaznih analita (npr. glukoza) ima veoma mali afinitet vezivanja
za povrsinu Ag ili Au

» udirektnom kontaktu metala i analita takode nije moguda zastita i
izolacija analita od interferirajuéih efekata



Direktna i indirektna metoda detekcije

M- metalna
nanocestica

* = ramanski obelefivaé
= "reporter” molekul




Indirektna (posredna) detekeija, funkcionizacija
SERS povrsine

» u posrednoj metodi povrSina nanostrukturiranog supstrata se
Hiunkcionalizuje* odredenim molekulima (obelezivad¢ima, engl. tag) (kao
sto su alkantioli ili ¢ak slozeni makromolekuli) koji u isto vreme
omogucavaju:

- zaStitu analita od oksidujuce metalne povrsine i
- dovoljnu blizinu analita na istoj toj povrsini

» molekuli koji su se do sad veoma ¢esto koristili kao obeleZivaci su:
- enzimi
- boje
- molekulske fluorofore
- kvantne tacke* i dF.

kvantne tacke* - su nanokristali napravljeni od poluprovodni¢kih materijala koji zbog malih dimenzija (2-10 nm,
10-50 atoma) ispoljavaju kvantno-mehani¢ke osobine. Elektronske osobine kvantnih tacaka su izmedu osobina
poluprovodnika 1 molekula sa diskretnim energetskim nivoima Sto se tumaci izuzetno velikim odnosom
povrsina/zapremina ovih struktura. U osnovne opticke osobine kvantnih tacaka spada fluorescencija koja se javlja posle
ozracivanja uzorka svetlosci odredenih talasnih duzina. Energija emitovanog fluorescentnog zracenja zavisi od veli¢ine
energetske barijere izmedu provodne i valentne zone nanokristala. Energetska barijera raste kako opada veli¢ina
kvantnih tacaka tako da je za pobudivanje kvantnih tacaka manjih dimenzija potrebna vecée energija.




» ovi molekuli, koji obi¢no imaju tiolne grupa (R-S-H), se
vezuju za metalnu povrsinu i na njoj formiraju tzv.
samoorganizujuci monosloj (SAMs-self-assembled
monolayers)

» SAM slojevi su analogni stacionarnoj fazi koja se koristi u
metodi teéne hromatografije visokih performansi (HPLC)

» nedostatak SAM slojeva je moguénost termicke razgradnje
| fotoksidacije kojima se mogu stvoriti defekti na povrsini
metala



ka metalu (R-SH)

alldl lanac
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samoorganizuju¢i monosloj derivati alkantiola sa razli¢itim
funkcionalnim grupama



samoorganizujuéi monosloj na Au podlozi



[Funkcionalizacija metalnih nanocestica ]

» VrSi se za specifi¢na, ciljana, ispitivanja (tzv. ,,targeted research*)
» sastoji se iz odabira:
1) SERS supstrata (Ag, Au, Au/Ag...)

SERS

obelezZivac

(i+ii) —}{ if) ramanskog obeleZivaca (tzv. ramanski “reporter* molekul)

koji se adsorbuje na nanocesticama metala

SERS proba (npr. merkaptobenzojeva kiselina, rodamin 6G, ...)1

(20-100 nm) koji ima poznat i asigniran ramanski spektar, ramanski

(i + i + i) obeleZivaci obi¢no u sebi sadrze atome azota ili sumpora iz
— razloga velikog afiniteta ka atomima srebra i zlata

1) biomolekula (bioreceptora, biorecognition elementi): antitela,
aptameri i dr.) koji se vezuju za ramanski obelezivac



intermolekulske interakcije izmedu:

terminalnih grupa, alkil lanaca i atoma sumpora ramanski

obelezivac,

~reporter™
molekul

SERS
obelezivac minalne grupe ("'rep")

alkil lanac

interakcija:
supstrat-molekul (Au-S) _ | sumpor (''glava' grupe)

Au supstrat




\

7
SERS Obeleiivaéi Enkapsulacija reporter
(mEtal + “repﬁrter” mﬁlekul) molekula sa: proteinima

\ J

biopolimerima, organskim
polimerima i silicijumom

- sa jednom metalnom nanocesticom
- sa viSe metalnih nano¢estica

mongsle] + $i0; luska podmonosloj + 51

a) SERS obeleZivadi sa jednom
metalnom nanocesticom:

» postﬁge tri nacina oblikovanja SERS obeleZivaca sa jedaosais
nanocesticom smanjuje se mogucnost

desorpcije reporter
molekula

» arildisulfidi daju dobre monoslojeve na povrsini meTATFNSENNINESESTCKO Au-S
veza

» imaju veliku osetljivost jer omoguéavaju dobro prekrivanje povrsine metalne
nanodestice reporter molekulima

» SAM sloj takode ima zastitnu ulogu jer minimalizuje adsorpciju drugih molekula
na supstratu



» ako se uvede inkapsulacija - zaStita reporter
molekula slojem silicijumoksida smanjuje se
moguénost desorpcije molekula reportera

» inkapsulacija moze da se vrsi molekulima kao Sto
su: proteini, biopolimeri, organski polimeri i
silicijum

» Si ima veliku stabilnost (hemijsku i vremensku)

» zaStita moze da se vrSi | staklom



b) SERS obeleZivadi sa viSe metalnih nanodestica:

» postoje dva modaliteta:
- enkapsulirani agregati nanocestica

- asambli nanocestica (Cestice Si, dimenzija 180-210 am, su
matrica na kojoj se vrsi depozicija mnogo malih Ag nanodestica
na koju se dalje adsorbuju ramanski obeleZivadi-reporter
molekuli)

inkapsulirani agregat mkaps?ham g
nanocetica asambl nanocestica

= ramanski obelezrvac




BioloSki elementi za “prepoznavanje” analita
(brorecognition element)

» Vezuju se za ramanske obeleZiva¢e (metalna nanodestica + reporter molekul)

» koji se bioloSki molekul imobilizuje na povrsini zavisi od nadina detekeije:
- direktna
- ,sendvi¢” detekeija ili
- tzv. ,,konkurentski” format detekeije

» Rajzastupljenija su antitela, imaju veliki afinitet
i specifi¢nost

> peptidi su takode molekuli koji se koriste kao
molekuli za prepoznavanje (u odnosu na

antitela jeftiniji su i stabilniji ali manje specifi¢ni) //Z/

*antirelo - je obi¢no proteinski molekul koji stvara
imunolo$ki sistem organizma kao odgovor na strano telo
- antigen

antitelo




» peptidi se obi¢no koriste u detekciji antitela protiv:
- virusa hepatitisa
- herpes simpleks virusa (tip 1 i tip 2)
- Epstajn-Bar virusa
- U detekeiji teSkih metala itd.

» kao molekuli za RreR Zznavanje mogu da se koriste i
aptameri DNK i K (a tameri su jednolancane
sekvencije oligonukleotida

» aptameri DNK ili RNK mogu da vezuju:
- male molekule
- proteine
- nukleinske kiseline
- Celije
- tkiva
- ¢ak i neke organizme



g

SERS supstrat
(Ag, Au, Au/Ag...)
+
SERS ramanski obelezivac
proba (ramanski “reporter molekul’)
+
lasersko zralenje 8 bioloski element za
raspoznavanje

SER obelezivadi

“biorecognition

”
element

antitela




antitela

SERS Au nanocestica
proba

molekul reporter Si ljuska




" Imobilizacija biolo¥kih elementa za “prepoznavanje”

na povrsini biosenzora
_ (nadini vezivanja za reporter molekule)

>

uopsteno se imobilizacija zasniva na:

- fizi¢koj adsorpciji
- hidrofobnim s
= elektrostati¢kim i protein
- kovalentnim interakcijama
bioreceptor
ukolikeo su bioloki elementi za prepoznavanje @ nanocesice metla
proteini (antitela) njihova imobilizacija se zasniva na: @  reporermolelal

g jednolanéani oligonuldeotini

- ako je bioreceptor (elementi za prepoznanje) fanac DK

protein vezivanje se odvija preko jednolan¢anih

sekvencija molekula DNK AX .
' ®
- vezivanjem reporter molekula sa parom rotein konjugovan biotiom @ canocesice meta
histidin-metalni jon +
. reporer molekuli
bi tor +
- ako je bioreceptor (elementi za prepoznanje) e avidin protein

biotin (vitamin B) konjugovani proteini onda se p <
ne-kovalentnim vezama vezuje avidin protein direktno (stvara se avidin-biotin par)



[ Imobilizacija pmteina]

dekstran | | ons

»

>

proteini su najvazniji biolotki elementi “prepoznavanja” s { 2 L

a-1,6

imobilizacija se zasniva na gradenju kovalentne veze izmedu nukleofilnih
funkcionalnih grupa proteina (amino grupa, lizina, tiol grupa, cisteina) i
elektrofilnih qrupa na Fovréin senzora (aktivirane karboksilne grupe na SAM
povrSinama alkantiola ili matrici dekstrana - sloZzeni polisaharid koji sadrzi viSe
molekula glukoze)

ovakva imobilizacija proteina ¢esto uslovljava slu¢ajnu orijentaciju imobilizovanih
g:'olt(eiinjaa $to moZe da ograni¢i konformacionu fleksibilnost proteina i uslovi njihovu
nkeiju

drugi nadin imobilizacife proteina je Butem reakcija afiniteta, najpoznatije su
reakcije para avidin (ili strepavidin)-biotin

grotein avidin se imobilizuje na povrsini senzora (kovalentno ili indirektno preko
iotina se veZe za reporter molekul) i time omogucéava vezivanje biotin-
konjugovanih proteina

“bic:;iinizacija” proteina moZe da se izvede na viSe nadina, preko razliditih grupa
proteina



struktura biotina - vitamina B

struktura avidina (proteina koji vezuje biotin)

protein konjugovan biotinom {3 nanocestice metala
+

. reporer molekuli

bioreceptor +
P @ avidin protein




» U novije vreme se sve viSe koristi imobilizacija antitela pomoc¢u
molekula DNK (tzv. DNA-directed immobilization)

> koriste se jednostruki lanac molekula DNK (single-stranded DNA —
ssDNA)

» imobilizacija proteina se vrsi njihovim vezivanjem sa komplementarnim
sSDNK sekvencama (hibridizacija*)

»

protein

bioreceptor ) nanocestice metala
+

. reporer molelali
+

avidin protein
+
g jednolancéani biotinizovani
oligonuldectini lanac DINK

* pibridizacija — molekularno-bioloska tehnika koja meri genetsku sli¢nost izmedu DNK
sekvencija



» imobilizacija oligonukleotida se vrsi i preko
interakcije avidina (ili strepavidina) (koji je
imobilizovan na povrsini senzora) i biotinizovanog
oligonukleotida

» mali molekuli se konjuguju sa veéim proteinima
(BSA- bovin serum albumin) koji se kovalentno
vezuje za povrSinu senzora



[Naéini detekcije analita]

» molekuli analita se mogu detektovati na nekoliko nacina

» nacin detekcije se bira na osnovu:
- veli¢ine molekula analita
- karakteristika vezivanja bioreceptora (biorecognition
elementa)
- opsega koncentracije analita koji se meri
- Safme matrice uzorka

» formati detekcije su:
- direktna detekcija
- detekcija tzv. “sendvi¢ tipa”
- konkurentska detekeija
- inhibitorska detekcija



» kod direktne metode detekcije element za raspoznavanje, antitelo, se
imobilise na SPR povrsini a molekuli analita u rastvoru se direktno
vezuju za molekule antitela dajuéi promenu u indeksu prelamanja
koju SPR senzor registruje

molekuli molekuli

zaraspozmavamje Za raspozmavanje )

povrsina senzora sa molekulima
za raspoznavanje

povrsina senzora sa molekulima
za raspoznavanje

direktna metoda detekeije “sendvi¢” tip detekcije

» “sendvi¢” tip detekcije se koristi kada se Zeli povecati LOD vrednost
merenja

» u datoj konfiguraciji povrsina senzora na kojoj se nalazi zarobljeni
molekuli analita se dodatno inkubira sa drugim antitelom



kada se anliziraju mali molekuli (mol. mase < 5000 ajm) oni obi¢no ne
Eroizvode dovoljno veliku promenu indeksa prelamanja pa se mere ili
onkurentskom ili metodom inhibicije

kod konkurentske metode povSina senzora je pokrivena molekulima
antitela koji reaguju sa molekulima analita

u sistem se dodaje i analit koji je konjugovan sa nekim velikim molekulom
tako da se oba analita “takmice” za ogranieni broj mesta na povrsini
senzora za koji mogu da se vezu

moguénost vezivanja je obrauto proporcionalna koncentraciji analita

konkurentska metoda detekeije

molekuli molekul analita konjugovan sa

za raspozmavanje velikim molekulom

povriina senzora sa molekulima
Za raspoznavanje

v 8




» kod metode inhibicije stalna koncentracija antitela se meSa sa uzorkom koji
sadrZi nepoznatu koncentraciju analita (tako da nisu sva antitela vezana za
analit odn. odredeni broj molekula analita je slobodan)

» potom se smeSa ubaci u protoénu éeliju SPR senzora i pusta peko povrsine
senzora za koju se vezuju molekuli analita i konjugovanog analita

» prati se kako se slobodni molekuli antitela, koji nisu kompleksirani, vezuju za
molekule analita imobilizovane na povsini

» moguénost vezivanja je obrauto proporcionalna koncentraciji analita

moleknli

analit .
Za raspoznavanje

I/

inkubacija urastvorn  SPR povrsina

sa molekulima konjugovanih
analita

metoda inhibicije




|Odredivanje vaZnih biomolekula)




[Odredivanje glukoze]

» medu bioloSkim molekulima koji su detektabilni SERS
metodom, glukoza se isti¢e po vaznosti, kao indikator
veoma ¢estog oboljenja, dijabetesa

» u odnosu na tradicionalnu elektrohemijsku metodu
odredivanja koncentracije glukoze SERS tehnikom je
minimalno invazivino i omogucéava dobiajnje rezultata koji
su tacni i pouzdani u granicama koje su postavljene u
klini¢kim ispitivanjima



» problem primene SERS tehnike je slaba adsorpcija glukoze na SERS
aktivaim supstratima kao Sto su srebro ili zlato

» ovaj problem je prevazden modifikovanjem (funkcionalizovanjem)
grube povrsine srebra (tzv. AgFONY* supstrat) (FON - film over
nanosphere) hidrofilnim particionim slojem dekantiola koji ima
sposobnost povecanje koncentracije glukoze (ili drugih malih molekula)
u oblasti elektromagnetskog poja¢anja polja na povrsini metala

» u prisustvu particionog sloja
glukoza je mogla da bude
detektovana i pri koncentracijama
nizim od 5 MM

> prisustvo glukoze praéeno je preko
vibracionih traka na 1123 em! i 1064
em-!

Shematski prikaz prototipa senzora
glukoze —>




SERS sloja dekantiola
na srebru )

SERS supstrata tretiranog
sa 100 mM glukozom »

razlike spektara dekantiola
i glukoze )

SERS ¢iste glukoze m)

1200 800

ramansko pomeranje, cm




istraZzivac¢ka grupa (Vun Duyne et al.) je koristila i etilen-glikol (EG) kao
particioni sloj (EG) koji je takode nanoSen na sloj srebro a kori$éen je za
odredivanje nivoa glukoze u rastvoru bovin serum albumina (BSA)

stabilnost particionog sloja u ovakvoj sredini trajala je 3 dana, a
kvantitativio odredivanje glukoze je uspesno izvedeno u slede¢im
koncentracionim opsezima 0-250 mM

radi poboljSanja performansi particionog sloja glukoznih senzora,
formiran je i meSoviti monosloj dekanetiol-merkaptoheksanol (DT/MH)
na AgFON-u i upotrebjen za praéenje koncentracije glukoze u realnom
viemenu

monosloj DT/MH se pokazao stabilnim u trajanju od 10 dana, a greSka
kvantitativne analize je bila manja nego kod EG particionih slojeva

Struktura
etilen-glikola (EG) ™

HO OH

IrI—O—T
IrL—_—I




» metoda je konstantno unapredivana u cilju
postizanja nize granice detekcije i smanjenja cene
aparture Sto se postiglo koriSéenjem zlata kao
supstrata (Au FON supstrata) ¢ija se rezonancija
povSinskog plazmona javlja u IC oblasti, Sto
snizava cenu aparature

» stabilnost particionog sloja u ovakvoj sredini
trajala je 11 dana



polimerizacija in situ  sinteza Ag nanosfera

—

+ NIPAM, AAm, MBAAmM

CH QH

CH,OH
0

= lanci polmera

. = meZa polimera

Weitai Wu*, Jing Shen, Yaoxin Li, Hongbo Zhu, Probal Banerjee, Shuigin Zhou*. Specific glucose-
to-SPR signal transduction at physiological pH by molecularly imprinted responsive hybrid
microgels. Biomaterials 2012, 33, 7115-7125.



| Analiza molekula DNK |

» zahvaljujudi velikoj osetljivosti, tehnikom SERS spektroskopije, je
pored detekcije manjih bioloskih molekula, moguée i direktno pracenje
jednostrukih ili dvostrukih oligomernih lanaca DNK molekula

» analiza DNK dobija sve viSe na zna¢aju iz razloga Sto se sve vise
sekvenci DNK molekula razlititih organizama otkriva a Sto nas
priblizava boljem definisanju rodova ili vrsta mikroorganizama, bolesti
pa ¢ak | samih individua

» brza i pouzdana detekcija molekula DNK ima veliku upotrebu i u
oblastima forenzike, zastite kontrole kvaliteta hrane i poljoprivrede

a) Direktna analiza DNK

» za dobijanje SERS spektara DNK koriste se Au nanoljuske nanesene
na nosac od stakla

» uspektrima je dominirala vibraciona traka na 737 cm koja odgovara
vibracijama adenin nukleotida



NR i SERS spektri adenin nukleotida

HPEI 160&
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adenin nukleotid



» adenin nukleotid je jedina baza DNK koja je do danas detektovana SERS
metodom sa ta¢no$c¢u od jednog molekula (,,single-molecule detection*), Sto
ukazuje na veliki efikasni presek adenina za ramansko rasejanje

» takode su ispitivane promene u spektrima dvolanc¢ane oligomerne
sekvencije DNK prouzrokovane interakcijama sa cis- i trans-platinom,
izomerima hemiterapijskog agensa, ¢ime je pokazano da SERS tehnika
moze dati doprinos i u farmaceutskim istrazivanjima

» mnoga istrazivanja su vrSena i na polju konformacionih promena:
- samih molekula DNK i
- promena prouzrokovanih interakcijom aptamer*-analit

*aptameri - su oligonukleinske kiseline il peptidi koji se vezuju za specificne male ili velike
molekule (proteine, nukleinske kiseline pa cak i éelije, tkiva i organizine) omogucéavajuci
time pracenje njthove koncentracije ili konformacionth promena

za aptamere se obicno uzimaju delovi lanaca prirodnin molekula - DNK aptameri se
obicno sastoje od kracih nizova oligonukleotida



b) Indirektna analiza DNK

» indirektna analiza molekula DNK je mnogo Sire rasprostranjena od
direktne metode

» indirektna analiza DNK SERS metodom nije “sequence specific”

» da bi to bila koriste se fluorescentni reporter molekuli, obeleZivadi,
(fluorescentne boje) ¢iji su SERS spektri poznati (izv. fluorescent labelling)

» prilikom hibridizacije pomenutog obelezenog lanca molekula DNK sa
drugim lancem, vezanim za drugi supstrat, postoji moguénost dﬁbg_anja_
IS)IIEVI}(SIHI SERRS spektra ,,reporter* molekula sto je potvrda hibridizacije

anaca

» ovom metodologijom je uspesno Zj‘:”
v
?

detektovan gen tumora dojke
(BRCA1)

metalna nanocestica

@ fluorescentni reporter molekul

«J oligonukleotidni lanac




TAG-GAA-TAG-TTA-TAA-ATT-GTT-ATT-AGG-GAG
~_S-A,-ATC-CTT-ATC-AAT-ATT TAA-CAA-TAA-TCC-CTC-A,,-Cy

(molekuil DNK
koja se analizira)

laser

Ag+ - hidrohinon

>

SERS sonda koja se sastoji od nanodestice zlata pre¢nika 13
am, funkcionalizovana ramanski aktivaim obojenim
oligonukleotidom



SERS spektri rodamina 6G, fluorescentnog obeleZivaca,
na Au nanocesticama

1362 cm™
1495 cm™!

Au + rodamin 6

e
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rodamin 6
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Gpbi pibig il

SERS probe % % %‘

oo

hibridizacija komplementarnih
oligomernih lanaca molekula DNK




1574

intenzitet

SERS spektri sSSDNK
molekula timusa goveceta
(1-4 uzorci uzeti iz razli¢itih
delova timusa)

I »
1200 1000

ramanski pomeraj (1/cm)

520




> ze-?in je SERS tehnikom prouc¢avao posebne sekvencije nukleinskih
iselina

» uz pomo¢ SERS aktivnih obeleZivaca on je pratio i hibridizaciju
komplementarnih lanaca molekula DNK §to se pokazalo kao izuzetno
korisno u detekeiji DNK fragmenata virusa:

- HIYV

- hepatitis A

- hepatitis B

- Ebola

- Variola vera (Smallpox)
- Bacillus anthracis

- Francisella rularensis

- kolera

» takode ie ispitivan i hemijski sastav slojeva koji bi bili najpovoljniji za
vezivanje molekula DNK na povrsini SERS supstrata

> Ispitivan je niz modiﬂkaci{a amina koje su bile neophodne za postizanje
pozitivnog naelektrisanja lanca DNK koji bi se kao takav veoma lako vezao
za nanocesticu srebra

» granica detekcije postignuta ovim merenjima bila je 10-'2M
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SERS spektri razli¢itih virusa
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a) Multiplex

b) N. meningitidis - FAM
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¢) H. influenzae — Cy 3

d) 8. pneumoniae - Tamra

SERS spektri bakterija izazivac¢a infektivhog meningitisa



» DNK SERS senzori mogu biti kori$éeni i za odredivanje
drugih biomolekula, koriSéenjem aptamera sintetisanih za
detekeiju drugih biomarkera*

» poznat je SERS proba na bazi zlato-trombinski aptamer uz
koriSé¢enje metilensko plavog kao molekula reportera

* biomarkeri su hemijski, fizicki ili bioloski (Celije, bioloski molekuli, gent,
genski proizvodi, enzimi, hormoni,...) ,,parametri“ pomocu kojih se prati stanje
nekog bioloskog sistema

biomarker moze biti bilo koji sistem koji je indikator promene fizioloskog stanja
organizma



| Analiza proteina |

a) Direktna analiza proteina

» asignacija traka kod ovakvih molekula je viSe zasnovana na
opStim strukturnim karakteristikama molekula, nego na
lokalizovanim vibracionim oblicima

» najopstiji primer je karakteristi¢na traka isteZuce vibracije
C-COO" grupe aromati¢nih aminokiselina (~ 950 ¢m) kao i
traka karakteristi¢na za simetri¢nu isteZuéu vibraciju COO-
grupe (~ 1400 cm! )



» za identifikaciju se takode koriste:
- amid-I traka (~ 1650 cm) (C=0 isteZzuéa vibracija)

- amid-11 (~ 1550 cm) (kombinacija NH savijajuéeg oblika u fazi i
CN isteZuceg oblika sa doprinosom C=0
savijajuceg oblika u ravni, CC i NC istezuéih
oblika)

- amid- 111 traka (~ 1400-1200 cm) (kombinacija NH savijajuéeg i
CN isteZuéeg oblika u fazi sa
malim doprinosom CO
savijajuceg oblika u ravni i CC
isteZuéeg oblika) i

- skeletne isteZuée vibracije (~ 1200-880 c¢cm™)

» trake ovih oblika vibracija se koriste u direktnoj analizi peptida i
proteina kao i za razlikovanje primarne i sekundarne strukture
molekula



SERRS spektri citohroma ¢
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podaci o apsorpciji boénih lanaca amino kiselina daju vazne podatke o
mehanizmima reakeija u kojima proteini uéestvuju

obi¢no je mogude istovremeno praéenje nekoliko pojedina¢nih grupa
koje uestvuju u odredenim reakcijma

iz spekatara se mogu dobiti podaci o:
- stepenu protonacije
- koordinaciji katjona
- prisustvu vodoni¢ne veze i dr.

u SERS spektrima proteina samo dva bo¢na lanaca imaju tzv.
specifi¢nu apsorpciju koja daje trake koje se ne preklapaju sa trakama
ostalih grupa

to je traka SH grupe cisteina (Cys) (2550-2600cm™) i traka karbonilne
grupe (C=0) u sastavu protonovane karboksilne grupe
(1710-1790 em?)
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SERRS spektri EGFP fluorescirajuéeg proteina (*“singe—molecule”
detekcija i praéenje ravnoteZe protonacije «> deprotonacija molekula)




SERS spektri metionina i cisteina
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b) Indirektna analiza proteina

» kori$¢enjem obeleZivaca

» molekuli obeleziva¢a moraju da:
- odrZe stabilnost tokom vezivanja i detekeije i
- daju jak i koherentan SERS (SERRS) spektar

» za indirektnu detekciju proteina se obi¢no koriste obeleZivadi:

) - 5,5'-ditiobis (sukcinimidil-2-nitrobenzoat) (DSNB) (1336
e

- 4-merkaptobenzojeva kiselina (4-MBA) (1585 ¢m)
- 2-metoksibenzenetiol (2-MeOBT) (1037 ¢m™)

- 4-nitrobenzenetiol (4-NBT) (1336 cm!)

- 3-metoksibenzenetiol (3-MeOBT) (992 cm?)

- 2-naftalenetiol (NT) (1384 cm!)



kao ramanski obelezivadi, koriste se takode:
- 4,4'-bipiridin (BiPy) (1609, 1227, i 1291 cm™)
- tiofenol (TP) (994 i 1570 ¢m-1)
- p-aminotiofenol (PATP) ( 390,1077, i 1578 em)

fluorescentni obeleZivadi:
- fluorescein-izotiocijanat (FITC), 1630 ¢m
- malahitno-zeleno izotiocijanat, 1615 cm™

mnogi od pomenutih obeleZiva¢a su kori$éeni za tzv. imuno analize, koje su
zasnovane na specifi¢nosti interakeije izmedu antitela i njemu
korespondirajuéeg antigena

SERS imuno analize se do sada izvode na nekoliko poznatih supstrata kao Sto
su: filmovi srebra, koloidi u rastvoru, imobilisani ili modifikovani koloidi

koloidni supstrati su ¢esto koriSéeni, s obzirom da se njihovim koriSéenjem
prevazilaze problemi reproduktivnosti merenja Koji se obi¢no javljaju kada
se koristi srebro naneto metodom hladne ili tople depozicije



» prva imuno analiza, u kojoj je koriS¢ena SERS tehnika,
izvedena je joS 1989 u analizi rada Stitne zlezde

» analiza je izvedena u ,,sendvi¢* konfigurciji uz
koriSéenje filma srebra (dobijenog hladnom ili toplom
depozicijom metala na podlozi, koja ima za rezultat
formiranje tzv. ,,ostrva“- metala - ,,island films*) kao
supstrata za koji je bilo vezano antitelo



|Analiza peptida |

» u analizi najprostijih struktura aminokiselina i peptida, primenjuju se
dva pristupa
- sa ciljem asignacije ramanskih traka pojedina¢nih amino kiselina
- prepoznavanje specifiénih biomarkera

> Proniewicz isaradnici su koriSéenjem serije homopeptida, asignirali
ramanske trake aminokiselina kao $to su Cys, Gly, Leu, Met, Phe i Pro

> u istom istrazivanju se doSlo do saznanja o orijentaciji amino kiselina
tokom adsorpcije

» da bi pokazali da je moguée razlikovanje razli¢itih amino kiselina,
Hartegrink i saradnici su koristili dipeptide, gde su razlicite
aromati¢ne amino kiseline bile vezane za cistein

» u ovom istrazivanju Au nanoljuske su bile koriS¢éene kao SERS supstrat
dok {e cistein kori$¢en kao pomoéno sredstvo za kovalentno vezivanje
peptida za nanoljuske



bnaliza enzima]

A Lizozom

» SERS tehnika je primenljiva i za pra¢enje
podklase proteina, enzima

500pg/mL
S0pg/mL

» Ozaki isardnici su meSanjem enzima sa kiselim
sulfatom a potom sa koloidnim srebrom dobili
SERS spektre lizozoma, ribonukleaze B,
avidina, katalaze, hemoglobina i citohrom ¢ sa 1600 1400 1200 1000 800
detekcionim limitima u oblasti od pg/ml do
ng/ml

Katalaza

S0pg/mL

| Spg/mL
0.5pg/mL

» [mobilisani agregati nanocestica su kori$éeni u
analizi enzima za ,,single molecule* detekeiju
peroksidaze rena (HRP-horse raddish
peroxidase) u razli¢itim tatkama enzimskog
eiklusa 1600 1400 1200 1000 800

cm™’

» pokazalo se da nanodestice srebra denaturiSu
protein ali i da mogu biti biokompatibilne Sto se
postiZze dodavanjem vodonik-peroksida, pre
dodavanja enzima

SERS spektri lizozoma i katalaze



Druge primene SPR biosenzora u analizi

» eksploziva
» zagadivaca

» bakterija (eserihija, listerija, salmonela, kolera, streptokoka
areus, ....)

» virusa (Epstajn-Bar, hepatitis B, HIV, ...)
» tkiva

» toksina (afla toksin,...)

» alergena (histamin, polen, ...)

» hormona (progesteron, insulin,...)

» lekova (morfin, penicilin, heparin, ...), ......
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SERS spektri masnih kiselina




NIR SERS spektar bolesnog tkiva pankreasa (a) i
NR spektar istog tkiva (b
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SERS spektri makrofaga
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| Nedostatei biosenzora na principu SRP |

>

>

¢esto prisutna nereproduktivnost faktora pojacanja

brojni primeri pokazuju da isti supstrat pokazuje nesto druké¢ije
performanse u razli¢itim laboratorijama

poznato je da veoma male promene u nanostrukturisanim plemenitinm
metalima vode do znatnih promena uslova rezonancije lokalaih
povrsinskih plazmona $to uti¢e na faktor poja¢anja

s obzirom da je efikasni presek fluorescencije znatno ve¢i od efikasnog
preseka ramanskog rasejanja, ¢ak i vrlo slaba fluorescencija moze
ometati, ili ¢ak potpuno zakloniti SERS signal (ovaj problem se
prevazilazi koriSéenjem lasera koji emituju u IC oblasti spektra ili
metalnih povrsine koje ,,gase* emisiju fluorofora)

i sluc¢aju da fluorofora nije u direktnom kontaktu sa SERS supstratom
| dalje moZe do¢i do pozadinske fluorescencije



» joS jedan od problema je i efekat elasti¢nog rasejanja,
veoma ¢esto prisutan u analizama biloSkih fluida

» elasti¢no rasejanje je takode mnogo verovatniji proces od
ramanskog rasejanja i moze se javiti na raznim delovima
¢elija (citoskelet, ¢elijske organele...)

» dodatni problem mogu predstavljati i razne interferujuce
hemijske vrste ili nespecifi¢no vezivanje molekula koji mogu
ometati i prekriti trake ispitivanog analita
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