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Spektroskopija povrSinski paganog Ramanovog rasprsenja (SERS) primijenjenai jestpaZivanjt
sljedetih farmaceutski aktivnih tvari: entakapona, su#atila, acetilcisteina, cisteina, glutatiot
pregabalina. Pofanje rasprdenja zZtanja emakapona i sulfatiazola istraZzivano je na povrsia
pripravljenih koloida srebra, zlata i bakra te koaijalno dostupne zlatne pice Klarite i valjkastog
monokristala srebra. SERS spektri ukazali su nli¢reznaine adsorpcije farmaceutskih analita
metal, ovisno o strukturi molekule, okruZenju i jsteima metalnog supstrata. Paofuazlatne pldice
razvijena je SERS metoda za kvantitativno dii@nje izomera entakapona u smjesi izonteiaZ u
koncentracijskom podtju 1x10°-1x10° mol dm? RaspSenje analita s tiolnom skupinon
strukturi istrazeno je na pripravlienom bimetalnokoloidu srebra i zlata te nukleotid:
funkcionaliziranom koloidu srebra. Radti faktori pojatanja strukturno stnih molekula
acetilcisteina (1%), cisteina (16) i glutationa (16), pripisani su strukturom uvjetovanoj dostupr
tiolne skupine za vezanje s povrSinom metala. Wsadsorpcije na metal i opazanja rasprs
zratenja, molekula pregabalina modificirana je s flsogminom i 2-iminotiolanom. Razvijena |
SERS metoda za detekciju sintetiziranog derivategqdnalina s 2minotiolanom, te posred
pregabalina, na koloidu srebra pri niskim koncegif@ena, do $10 mol dni®. Primjena SER
spektroskopije rezultirala je razvojem osjetljivihbrzih metoda zaidentifikaciju, detekciju
kvantifikaciju razltith farmaceutski aktivnih sastojaka.
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§1. UVOD 1

§ 1. UVOD

Spektroskopija povrSinski p@janog Ramanovog rasprSenjauiface-enhanced Raman
scattering SERS) metoda je koja se razvija posljednjih sedak godina, a zahvaljdjurlo
visokoj osjetljivosti nalazi svoju primjenu u braym podri&jima kao Sto su kemijska i
biokemijska analiza, medicina, forenzika i arhegil® SERS spektroskopijom opaZa se
vibracijski spektar karakterisan za molekulu smjeStenu na ili vrlo blizu metalne,
nanostrukturirane povrsine. Ramanovo rasprsenjekatd moze se povrSinski pogi i do
10° puta, a ukoliko se radi o kombinaciji povrsinskpgjatanja s poj#anjem koje nastaje
uslijed rezonancije energije Zemja koju analit apsorbira i energije pobudnogéenga
(surface-enhanced resonance Raman scatte8RRS), faktor ukupnog pdégnja moze
iznositi i 10 puta, $to u korimici omoguéuje detekciju jedne molekule analfta.

Zahvaljujiei detekciji analita pri iznimno niskim koncentraija i sve dostupnijim i
bolje karakteriziranim supstratima, SERS spektrpgkosve seceXe primjenjuje i u
farmaceutict® Trend u farmaceutskoj industriji je proizvodnjainkovitih lijekova s
minimalnim nuspojavama, radega se nove aktivne tvatesto primjenjuju u vrlo malim
dozama (primjerice 100 mg aktivnog sastojka u tgkdeo iznosi oko 10% mase). Tako male
kolicine aktivnog sastojka svakako su izazov ardiith metodama s obzirom na zahtjev za
brzom identifikacijom aktivne tvari i mogih one&is¢enja, odrdivanjem raspodijele tvari u
tableti i utvdivanjem interakcija aktivne tvari s pogrom tvarima. Takder, sve prisutnija
procesna analitka tehnologija zahtjeva brzo &iakovito pra&enje sinteze aktivnih sastojaka
koje ukljwuje odreivanje sadrzaja i orecenja te préenje tijeka reakcije. Analize
konvencionalnim kromatografskim (HPLC) i spektroggkkim metodamacesto nisu
jednostavne, te osjetljivost, selektivnost i brz8t8RS spektroskopije ukazuju na potencijalnu
uspjesnu primjenu ove metoti@.

Vazan aspekt istrazivanja farmaceutski aktivninrin®ERS spektroskopijom je i
otkrivanje n&ina adsorpcije farmaceutskog analita na supstrabbarom na mogtu
korelaciju interakcija s bioloskim supstratom i spaje 0 mehanizmu bioloskog djelovafifa.

Primjena SERS spektroskopije u farmaceutskoj ingust smislu alternative HPLC
metodama ili standardnim spektroskopskim tehnikaenkvalitativno i kvantitativno ptenje
kemijskih reakcija ili analize gotovih proizvodaifutna je u literaturi u manjoj mjeri, iz
razloga Sto metoda joS uvijek zahtjeva pronalazenjgaianje sustava analizirane tvari i

odgovarajdeg supstrata.
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§1. UVOD 2

Svrha ovog rada je istrazivanje aktivnih farmadebtssastojaka spektroskopijom
povrSinski pojganog Ramanovog rasprsenja, usmjereno na razvdjjiegjei brzih SERS
metoda za detekciju, identifikaciju i kvantifikagifazlitinh farmaceutskih tvari. Pri tome se
istraziti strukturno raztite aktivne tvari: entakapon, sulfatiazol, acesiein, cistein, glutation
i pregabalin, adsorbirane na pripravljene i komahtd dostupne SERS supstrate. U svrhu
opaZanja rasprsenog Zemja analita koji se ne vezu na u@ene metalne supstrate, analdi
se derivatizirati, a povrSine metala modificirati.

Pojaanje rasprSenja zZtanja entakapona i sulfatiazola istraz¢ se na povrSinama
pripravljenih koloida srebra, zlata i bakra te kooijalno dostupne zlatne plwe Klarite i
valjkastog monokristala srebra, a u svrhu razvoisoko osjetljivih identifikacijskih i
kvantifikacijskih metoda, kao i stjecanje uvida @hmanizam adsorpcije odabranih analita na
razlicite povrSine metala.

Rasprsenje analita s tiolnom skupinom u struktatiaZit ce se na pripravljenom
bimetalnom koloidu srebra i zlata te nukleotidomKcionaliziranom koloidu srebra. Tijekom
razvoja metode za identifikaciju strukturnoéslh tiolnih molekula, izrédunat¢e se faktori
pojaanja pojedinog metalnog supstrata te istraziti cafjestrukture analita na vezanje s
povrSinom metala.

Molekula pregabalina modificirate se fluorescaminom i 2-iminotiolanom. PovrSinski
pojatano Ramanovo rasprSenje derivata istrégitse na koloidu srebra u svrhu posredne
identifikacije pregabalina pri niskim koncentraona

Marina Ratkaj Doktorska disertacija



§ 2. LITERATURNI PREGLED 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Ramanova spektroskopija

Ramanova spektroskopija temelji se na ne€lasin rasprSenju elektromagnetskogcerga
uslijed njegove interakcije s vibracijskim modovimaolekule’® Vibracije dozvoljene u
Ramanovom spektru one su pri kojima se mijenja rralbilnost molekule. Ukoliko se
uzorak ozréi monokromatskim zf&enjem, zrdenje se rasprsuje nadim@e prikazane na slici
(Slika 1). Rayleighovo rasprSenje podrazumijevatélao rasprSenje zéanja pri kojem su
frekvencije pobudnog i rasprSenog caaja jednake. Ramanovo rasprSenje je neétasti
rasprSenje pri kojem se frekvencija rasprSenogenja razlikuje od frekvencije pobudnog
zratenja. Ukoliko se molekule nakon pobude u virtuadtemje vréaju u visi vibracijski nivo
osnovnog elektronskog stanja, emitirani foton maajekvencije od pobudnog te se pojava
naziva Stokesovo rasprsenje. Pri anti-Stokesovapr$anju frekvencija emitiranog fotona
veca je od frekvencije pobudnog fotona, béidse molekule pohiene u virtualno stanje iz

pocetnog, viSeg vibracijskog nivoa, vagu u nizi vibracijski nivo osnovnog elektronskog

stanja.
A
E V=2 Prvo elektronsko
Y pobudeno stanje
AT Virtualno stanje
Y A -
hvy - hvg hv, hvy + hvg
hvg hvy hv,
v=2 3 Osnovno
vl elektronsko stanje

Stokes Rayleigh anti-Stokes

Slika 1. Mehanizmi raalitih procesa rasprsenja svjetla.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED 4

Proces Ramanovog rasprSenja manje je vjerojataglastiinog Rayleighovog rasprsenja jer
se tek jedan od £010° fotona neelastho rasprsuje. Taki®r, prema Boltzmannovoj
raspodijeli, pri sobnoj temperaturiéiea molekula u osnovnom je elektronskom stanju, jdok
vrlo mali broj molekula u polienom stanju odnosno viSim nivoima osnovnog stanja.
Ramanov proces koji se temelji na Stokesovom nie&t@sn rasprsenju tako je pri sobnoj
temperaturi vjerojatniji od anti-Stokesovog procesa

U slwaju da je energija upadnih (i rasprSenih) fotonigkll energiji elektronskih
prijelaza u molekuli, zkgenje se rezonantno rasprsuje. Virtualno stanje radianira s jednim
od realnih elektronskih stanja molekule Sto reralpoj&anjem rasprSenja s molekule za
nekoliko redova vetine. Rezonantno Ramanovo rasprsenje moZe se opaziilo koju
molekulu koja apsorbira ztanje valne duljine koje je jednaka ili bliska vglnduljini

pobudnog zréenja lasera (Slika 2).

A
E | V2 Prvo elektronsko

vi=0 pobudeno stanje

hvy - hvg hvy hvy + hvg
hvy hvy hvy
v=2 i Osnovno
=1 i
L 0 v elektronsko stanje
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Slika 2. Dijagram procesa rezonantnog Ramanovqgsesja.

Ukoliko je energija pobudnog zZtenja dovoljna za prijelaz iznda elektronskih stanja,
pobudno zréenje se apsorbira. Pri povratku u osnovno elekkmrstanje, osim gubitka
energije otpuStanjem topline, pojedine molekule menitirati zr&enje. Fluorescencija kao
natin deaktivacije molekule iz poldenog u osnovno stanje vri@sto zasjenjuje Stokesovo

rasprsenje.
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2.2. PovrSinski poja&ano Ramanovo rasprsenje

Jedan od najygh nedostataka Ramanove spektroskopije je slabatljpg)st metode.
Pove&anje intenziteta Ramanovog rasprSenja mozZe secpasidonantnom pobudom te
povrSinskim poj&anjem. Rezonantno rasprSeno ¢erge intenzivnije je od normalnog
Ramanovog rasprienja 460 1d puta, a koristi se pri istraZivanju radtih tvari metu
kojima i bioloSki vaznih molekula, stanica i virusiledutim, za postizanje rezonancije
koriste se laseri zéanja manijih valnih duljina od uat@jenog za Ramanovu spektroskopiju,
vidljivog i bliskog infracrvenog zrgenja. Laseri velike energije, posebice one ulthadastog
dijela spektra, mogu uzrokovati raspad uzorka favpofluorescencijé.

Drugi n&in pove&anja osjetljivosti proizlazi iz efekta p@@nja rasprSenog zfanja
molekula analita koje se nalaze u neposrednojrblEpvrSine metalnih nanostruktura. Efekt
povrSinski pojdanog Ramanovog rasprSenja otkrili su Fleischmaregndira i McQuillan
1974. godiné®** Primije¢eno je naime da je Ramanov spektar molekule paidisorbirane
na srebrnoj elektrodi neainio visokog intenziteta. Teorijsko objasnjenje feeoi ubrzo su
ponudili Jeanmaire i Van Duyrtéte Albrecht i Creightor®

Od otkrca poja&anja rasprSenog Zfanja molekule na povrSini metala istrazivanje
povrSinski pojganog Ramanovog rasprsSenja prosirilo se, uz srdbr@ druge metale,
primjerice zlato, bakar, platinu, aluminij i aljgke metale, te se zajedno sa srodnom granom
plazmonike zn&jno razvilo. Najvazniji razlog za razvoj SERS ti#denupravo je njena
primjenjivost u razkiitim granama prirodnih znanosti. P&gajem intenziteta rasprSenog
zratenja molekule na metalnom supstratu gava se osjetljivost Ramanove spektroskopije i
omoguava strukturna analiza molekula na temelju vibskcg spektra. Budi
spektroskopija povrsinski pa@janog Ramanovog rasprsenja uz izuzetnu osjetljiposta i
informacije o strukturi molekula, ona je idealndaieijska tehnika za istrazivanje rai#iin
kemijskin 1 bioloSkih sustava. Dodatna prednost SERpektroskopije je i gasenje
fluorescencije molekula blizu metalne povrSine,ijedl prijenosa energije s molekule na
metal?

lako je povrSinski pojgano Ramanovo rasprSenje @mo opsezno i vrlo aktivho
podrigje istrazivanja, sam mehanizam p@aja rasprsenog zZranja joS uvijek nije sasvim
razjaSnjen. Postoje dvije é&p prihv&ene teorije koje objasSnjavaju fenomen pajga
rasprsenja: elektromagnetski mehanizam i mehanprgenosa naboja, ptiemu se smatra da

elektromagnetsko pajanje znaajnije doprinosi ukupnom pajanju?
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2.2.1. Elektromagnetski mehanizam pgajga

Prilikom interakcije elektromagnetskog vala s matah povrSinom, jakost polja na povrSini
drugd&ija je od jakosti polja udaljenog od povrsSine. Ukolje povrSina metala nepravilna,
zraenje moze pobuditi lokalizirane povrSinske plazmori#o rezultira pojganjem
elektromagnetskog polja u blizini povrSine. Podpostavkom da se pa@ava jakost upadnog
I rasprSenog ztmnja (dakako raalitih valnih duljina), mogde je opaziti vrlo visoki
intenzitet Ramanovog rasprSenja. Rajge signala koje proizlazi iz p@@nja polja

pobudnog i raspréenog Zemja osnova je teorije elektromagnetskog mehanizma.
2.2.1.1. Rezonancija lokaliziranog povrSinskog plana

Rezonancijom oscilacija valentnih elektrona metalman@estica s frekvencijom pobudnog

zratenja nastaju lokalizirani povrSinski plazmoni (&liB).

Elektricno
polje

Metalna
sfera

Elektronski oblak

Slika 3. Lokalizirani povr&inski plazmoni.

Razumijevanje karakterigtiog ekstinkcijskog spektra (apsorpcija i rasprdemetalne
nana@estice moze biti vrlo slozeno s obzirom da na njegdenzitet i polozaj utjgu

dielektricno okruzenje te valina i oblik nandestice. Zn&ajke lokaliziranih povrSinskih
plazmona koje izravno utia na elektromagnetsko pognje mogu se razmotriti
kvazistattnim pristupom korist@ sfernu nandesticu radijusaa, izlozene zré&enju valne
duljine A polariziranom u smjeru ogi, pri ¢emu je dugovalna graniedl < 0,1. Pri navedenim

uvjetima pretpostavlja se da je ele&to polje oko metalne nadestice jednoliko.
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RjeSenje Laplacove jednadzbe za jakost polja okodestice je:

z 3z, .
5

E, X ¥ 2) = Eoz_an|:r_3_ (o + y9+ A)} (1)

pri ¢emu sux, y i z Kartezijeve koordinatey; je radijalna udaljenosty, ¥,z su Kartezijevi

jedinicni vektori, aa je polarizabilnost metala izrazena kao:

a=ga’ (2)
agje definiran s:
E, €&
— u \ 3
Ve v 2e,) ©

ey je dielektrEna konstanta metalne nawegtice, dok jes, dielektricna konstanta vanjskog
okruzenja. Pojanje ovisi 0 valnoj duljini, budii su realni dijelovi dielekttine konstante
metalne nangestice njena funkcija. Polje se p&gaa kako se nazivnik u izrazu 3 priblizava
nuli (e, = —2&,). Takaler, iz jednadZbe 1 proizlazi kako se @ajaje polja smanjuje 53, &to
znasi da postoji konani volumen oko nantestice unutar kojeg se postize gajaje’

Prema Mie teoriji ekstinkcijski spekt&i(1) nan@estice proizvoljnog oblika opisan je

sljed&im izrazom:

_ 24i°Na’e}”? [ £ (A) } @)

A AN@O) [ (£, (D) + xe,)* +£(A)

gdje sug i & realna odnosno imaginarna komponenta diekalerfunkcije metala,. Realni
dio dielektrtne konstante metala ovisi o valnoj duljini. Ovagdnadzba izvedena iz rjeSenja
za malu sferu zamjenom faktora u jednadzbi 2, é®ju jednadzbi 3 pojavijuje ka@ sy. y je
faktor oblika koji urgunava razliku izméu geometrija sfern€estice i struktura s viSim
omjerom duljine i Sirine. Ova se aproksimacija uvjed se Mie teorija ne moze primijeniti na
cestice koje nisu sfernog oblika. Buiily, pojatava e, faktor oblika generalizira se kao
osjetljivost lokaliziranih povrSinskih plazmona deelektricno okruZenje. Vrijednost veéine

x je 2 za sferu, no u slaju drugih geometrija njegova vrijednost dosez@.j*2
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Uvjet dielektrtne rezonancijeef = —ye,) postize se u vidljivom dijelu spektra zastice s
visokim omjerom duljine i Sirine (visoka vrijednggt a koje su od metala kao Sto su srebro i
zlato. Budui se ekstinkcijski spektri anaki#i mogu rijeSiti samo za sfere i sferoide, rjeSenja

se za ostale geometrije moraju pretpostaditi.

2.2.1.2. Faktor pojéanja

U Ramanovoj spektroskopiji intenzitet rasprSenca@eamja linearno je ovisan o intenzitetu
polja pobudnog zegnja, Eo2.” Budwi se elektréna polja pojaavaju na povrsini metalnih
nana@estica, apsolutna vrijednost kvadrata polja evahog na povrsini nagestice utjée na

Ramanov intenzitet. 1z jednadzbt3 za malu metalnu sferu vanjsko polje je jednako:

E,|" =€2[1- of +3cos 62Re() +|g*)] 5)

gdje jed kut izmetu vektora polja upadnog zf@nja i vektora poloZzaja molekule na povrsini.
Elektricno polje j&e je okomito na metalnu povrSinu, nego paralelnsl. Prema tome se |
najvete poja&anje rasprsenog zZfanja opaza za molekule adsorbirane i polarizirdmemito
na metalnu povrSinu. Ukoliko je vrijednogt velika, maksimalno se pd@anje polja
priblizava:

E| =4Ellg’ (6).

U Ramanovoj spektroskopiji polje pobudnogdaa inducira oscilirajéi dipol u molekuli
koja se nalazi na povrSini. Dipol potom emitiracamje te postoji vjerojatnost da emitirano
zraenje biti frekvencije umanjene za vibracijsku frekeiju molekule (Stokesovo
rasprSenje). lako jednadzba 5 dajeiograz za poj&anje pobudnog polja, ztanje koje
molekula emitira takder moze biti pojéano.

Aproksimacija prvog reda za intenzitet p@aog polja emitiranog z¢anja sléna je

izrazu 5, uz razliku evaluacije pri Stokesovoj freRciji:

_ELES _

EF—W-‘HQFWF ()
0

gdje se crtano ozgani simboli odnose na véine polja pri frekvenciji rasprsenja.
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JednadZzba 7 definira se kao teorijski faktor faga EF (enhancement factprUkoliko je
Stokesov pomak maleg i g su priblizno jednake vrijednosti te je faktor @ignja reda
velicine g*. U literaturi ovaj se izraz okio oznaava kaoE* odnosnocetvrta potencija
pojatanog polja na povrsSiniestice. Uz pretpostavku da [g otprilike 10 za malu sferu u
danom modelu, povrsinsko pognje iznosi izméu 10" i 10°. Vrijednost|g| veta je za visoko
ureiene srebrne nanostrukture za koje se faktor ¢poja uslijed elektromagnetskog
mehanizma moZe pribliziti i £3° Uzrok visokog faktora pofmnja meusobne su
rezonancije povrsinskih plazmona koje rezultirakaliziranim t@kama vrlo jakih polja, tzv.
vruéim tackama U vruéim tockama polja su katkad jakosti dovoljne za detekciju jedn
molekule analitd.
Teorijsko razmatranje povrSinski pédgnog Ramanovog rasprSenja svakako je korisno

za utvdivanje uzroka pojganja E*, no u praksi jece&e jednostavnije eksperimentalno,
analiticki procijeniti faktor pojganja nego ga teorijski predvidjeti za odleai SERS supstrat.

Faktor poj&anja promatranog SERS sustava moze se opisae&@dednadzbom:

_ |_| SERS/ N povr§ina]
EF B [I NRS/ Nvol] (8)

Pri odretenoj valnoj duljini pobudnog zéanja izraz 8 opisuje prosjeo poja&anje
Ramanovog rasprSenja koje ukljje poj&anje kako pobudnog tako i rasprSenogenga.
Pri tome je Isgrs intenzitet povrSinski pof@nog Ramanovog rasprienjBlpovsina broj
molekula na metalnom supstratyrsintenzitet normalnog Ramanovog rasprsenjd,abroj
molekula u mjerenom volumenu analita. Prakt, za dani supstrat i molekulu analita,

potrebno je izmjeritlsgrsi INksneOViSNO, pri pazljivo odabranim parametrima wnstenta.
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2.2.1.3. Utjecaj udaljenosti iznie molekule i metalne povrSine

Udaljenost izméu molekule analita i metalne povrSine K@ je faktor pri opazanju
povrSinski pojganog Ramanovog rasprSenja. Elektromagnetski medranige zahtijeva
direktnu vezu analita i metalne povrSine kako biopazio SERS signal, ¥esmjeStanje
molekule blizu povrSine metala. Direktan kontakblda i SERS supstratéesto nije niti
mogu zbog molekula receptora koje su primarno vezanemegalni supstrat. Molekule
receptora koriste se za postizanje biokompatibilnespstrata ili za spectino vezanje
odgovarajdeg bioanalita?®
Uzimajwi u obzir ginjenicu da se jakost polja oko male metalne séenanjuje 33 i

aproksimaciju faktora pojanja E*, jakost polja proporcionalna jers*2. S obzirom da je
ukupna povrsina metalne sfere razmjerna kvadratijusa sferer?, eksperimentalno opazeno

pojaanje intenziteta tada je proporcionalno™s:

I:(a—”j 9)

a

pri ¢emu je Isgrs intenzitet povrSinski pof@nog Ramanovg rasprsenja, je prosjéni
parametar nanostrukture, @ je udaljenost analita od povrsilfe.Ovisnost poj&anja
rasprSenog zt@nja o udaljenosti iznd& molekule i povrSine metala joS je izrazenija kod
spomenutihvrucih tocakakoje su izuzetno lokalizirane. Slika 4 prikazujedu tocku dimera
metalnih nangestica, pricemu minimalni pomak poloZaja adsorbiranog analitazen
rezultirati drastino slabijim raspréenjem zfenja’®

Slika 4. Faktori pojéanja rasprSenog zfanja molekule na razitim mjestima na povrsini
dimera metalnih nargestica.
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2.2.1.4. Utjecaj pobudnog zfanja

Aproksimacija faktora poj@njaE* predviia kako je u svrhu opaZanja piaaja rasprsenog
zraenja idealno koristiti pobudno zenje one valne duljine koja se podudara s frekyeamci
lokaliziranih povrSinskih plazmona metalnog sugsirazv. rezonancijsku frekvenciju. U
praksi meutim to nije sl¢aj. Kako bi se postiglo maksimalno p&gaje potrebno je paojati
pobudno, ali i rasprSeno 2emje, koja su u stiaju Ramanovog rasprsenja raitlh valnih
duljina. U sl¢aju kada energija molekulskih vibracija odgovaradmpju otiska prsta
(500-1500 cm*) aproksimacija 0 zanemarivom Stokesovom pomake n&vrijedi, kao niti
aproksimacijeE”.

Slika 5 prikazuje apsorpcijski spektar povrSinsgiazmona supstrata i profil faktora
pojaanja u ovisnosti o valnoj duljini pobudnog &eaja, za vrpce pri 1575, 1081 i 1009¢m

u spektru benzentiola.

a Valna duljina / nm b Valna duljina / nm
800 700 600 500 900 800 700 600 500
: : : . : . — 2.0E47
J Sl 0.24 | Vo = 1575 cm!
: . pomak = 734 cm!
025 11647 4 16E+7 T
o 02 o
S, 9 8 ° %
S 02 {12847 © g 12647 8
g = g 0.16 o
2 3 £ X
_ o, . )
S 0.15 BOEY6 3 2 o2} 8.0E+6 8
< ' : < 2
0.1 14.0E+6 & 0.08 | 14.0E+6 ©
0.05 *—s—  l0.0E+0 0.04 . . . 0.0E+0
" 14,000 18,000 22,000 12,000 16,000 20,000
Valni broj/ cm™ Valni broj/ cm-!
c Valna duljina / nm d Valna duljina / nm
900 800 700 600 500 800 800 700 600 500
0.24 T T T ] 3.0E+7 T v v v ! 3.0E+6
. o Fop = 1081 cm*! 0.24 & Ty = 1009 cm”
pomak= 569 cm™ ] 2 547 pomak =488 cm” J 2 5E+6
= Tl
o 0.2 % :g 02p o
= 120847 & 8 120646 &
S 016 3 @ .16 | =
® o a ¥
a 115647 § = 4 1.5E+6 O
5 ] T 2 &
0.12 L
a J10es7 g 2 O0M 10646 &
< il
< %. =)
0.08 1 5.0E+6 0.08 - {5045 ®
0.04 L. . * . looeE+o 0.04 L . S . 10.0E+0
12,000 16,000 20,000 12,000 16,000 20,000

Valni broj/ em™

Valni broj/ cm™

Slika 5. a) Profil poj#anja u ovisnosti o valnoj duljini pobude za vrpeu®81 cm*
benzentiola u usporedbi s apsorpcijskim spektrourguaskih plazmona suptrata. Silicij je
koriSten kao unutarnji standard. Apsorpcijski maksin povrsinskih plazmona supstrata
iznosii = 690 nm. b}d) Utjecaj Stokesovog pomaka na profil gejaja za vrpce pri b) 1575
cm?, ) 1081 critt i d) 1009 cm*. Apsorpcijski maksimum povrsinskih plazmona sugdstr
iznosil = 734 nmt>
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Profili pojatanja ukazuju kako se napiefaktor poja&anja opaza kada je frekvencija
pobudnog zréenja véa od frekvencije povrSinskih plazmona koriStenogsstata. Osim
toga, s poveanjem energije vibracije povava se i razlika iznda maksimuma profila
pojatanja i apsorpcije plazmona. U &hju svakog pojedinog vibracijskog moda, maksimalno
pojatanje postignuto je pri energiji pobude koja je oérgije povrSinskih plazmona éee za
priblizno polovinu vrijednosti energije vibracijeSve opaZzeno je u skladu s
elektromagnetskim modelom poégnja koji za maksimalno pa@janje predwia poj&anje i
upadnog i rasprsenog 2emja. Polja pobudnog i rasprSenogcerga optimalno se pajavaju

kada su frekvencije oba enja obuhvéene apsorpcijskim spektrom povrsinskih plazmbna.
2.2.2. Mehanizam prijenosa naboja

Mehanizam prijenosa naboja ili kemijski mehanizaojafanja zahtjeva da je molekula
analita kemijski vezana na metalni supstrat. Owajnjehanizam predloZzen kako bi se
objasnile razlike u relativnim intenzitetima i pd&ima vrpci u SERS spektru u odnosu na
vrpce odgovarajtih vibracijskih modova u normalnom Ramanovom spekfFakaier,
kemijskom mehanizmu pripisuju se neslaganja op&zeéenzratunatih faktora pojanja.

Kemijski mehanizam pofanja rasprsenog zfanja dogda se uslijed prijenosa naboja
koji podrazumijeva prijelaze elektrona iz Fermijgvoivoa metala u nepopunjenu orbitalu
molekule (i obrnuto). Interakcijom pobudnog &maja s metalom nastaje par elektron-
Supljina, iz kojeg elektron prelazi u analit. Nakikratkotrajne pobude nastalog kompleksa,
elektron se vréa natrag u metal, ptemu se zré&enje rasprsuje.

Kemijskim vezanjem analita s metalom mogu nagiatirSinski kompleksni spojevi
drugaijih svojstava od molekula analita. Pri tome nowiah kompleksi mogu imati

elektronska stanja odgovorna za mamst rezonantnog Ramanovog rasprsenja.
2.2.3. SERS supstrati

Paralelno s razvojem spektroskopije povrSinski gajag Ramanovog rasprsenja razvijaju se
i tehnike priprave pogodnih metalnih supstrata.i B&RS supstrat bila je srebrna elektroda
nepravilne povrsine, pripravljena elektrokemijstiklickom voltammetrijom® Ubrzo nakon
otkrica poj&anja rasprsenog Ztanja s povrsSine metala @i su se koristiti metalni filmovi
pripravljeni naparavanjem metala u vakuumu, a nedogkon zamijenile su ih metalne

nanaestice raztitih oblika i Siroke raspodjele velna, pripremljene kemijskim reakcijama u
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otopini? U usporedbi s metalnim filmovima ili metalnim efeddama, priprava koloida ne
zahtijeva skupe komore za naparavanje niti postpgicaj oksidacijsko-redukcijskog ciklusa
tijekom pripreme supstrata na molekulu analita.

Nanaiestice su strukture dimenzija izdéwel i 100 nm. U navedenom nano pagiuu
metali posjeduju specifino svojstvo rezonantnih povrsSinskih plazmonaidese na njihovoj
povrSini, uz uvjet da je ona nepravilna, rasprSemgenja adsorbirane molekule analita
pojatati. Tijekom posljednjih tridesetak godina razvgesu razliite tehnike priprave SERS
supstrata kojima se pripremaju pazljivo dizajnirametalne nanostrukture koje osim svojstva
pojatanja raspréenog Zfenja imaju i prednost reproducibilne izvedBeérema tehnikama
pripreme SERS supstrati mogu se podijeliti u tushke: metalne narestice u suspenziji,
metalne nangestice imobilizirane n&vrstoj povrSini i nanostrukturirane metalne povesin
pripravljene primjerice nanolitografijoit. Zahvaljujii jednostavnoj i financijski povoljnoj
pripravi, te jednostavnhom rukovanju, unatoedostatku visoke reproducibilnosti metalni
koloidi (nan@estice u suspenziji) ngg&e su koriSteni SERS supstrati. Raitiim postupcima
pripravljaju se koloidne naestice raztiitih oblika i velicina. Budii parametri veltine i
oblika nandestice uvelike ut@ na rezonatnu frekvenciju povrSinskih plazmona,
odgovarajgom tehnikom mogte je pripremiti pogodne supstrate za odabrani mgrstav.
Koloidi se mogu dodatno i agregirati u svrhu p&arga brojavruéih tocakau kojima se opaza
najve&e pojdanje rasprsSenja. Osim monometalnih n@stica mogée je pripremiti
kompozitne nangestice od razéitih metala koje u oddenim mjernim sustavima bolje
pojatavaju rasprseno zfanje. Pored jednostavne pripreme koloidi imajueidoiost mjerenja
nakon pobude ztanjem véih snaga, Sto u staju metalnih povrSina kao SERS supstrata
moze uzrokovati spaljivanje uzorka. Tdko je vazna i moginost snimanja uprosjenog
SERS spektra uslijed Brownovog gibanja u koloidhgpenzij?*

2.2.3.1. Priprema, karakterizacija i stabilnost éiola metala

Sferne nangestice zlata i srebra @age se pripremaju redukcijom kationa metala. Za
pripravu koloida srebra najviSe se koriste AgNID Ag,.SO;, a za koloid zlata HAugGlili
KAuUCl,. U slukaju oba metala négse koristeni reducensi su natrijev citrat ili navij
borhidrid. Koloid srebra pripravljen redukcijom Breva nitrata s trinatrijevim citratom
tijekom jednosatnog zagrijavanja uz refluks jedanop najpopularnijin koloidnih SERS
supstrata (Slika 6):%223
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Slika 6. a) TEM slika i b) apsorpcijski spektar Rgjoida pripravljenog redukcijom
srebrova nitrata s trinatrijevim citratofh.

Koloidi pripravljeni opisanom redukcijskom metodasntrinatrijevim citratom stabilni su
mjesecima, no budu se svojstva povrSine nafestica mogu promijeniti unutar nekoliko
dana, rasprSenje Zenja s ranije pripravljenih koloida moze se raalkio i biti slabije od
onog opazenog sa svjeze pripremljenog supstrata.stabilnost koloidnih nardestica
odgovorne su kemijske vrste prisutne na njihovojrpimi. Nage&e su to anioni zaostali na
povrSini metala nakon redukcijskog postupka, priroge citratni ioni, koji elektrostatskim
odbojnim silama spri@vaju agregaciju nagestica. U svrhu povanja stabilnosti metalnih
koloida u suspenziju se mogu dodati tvari popuiviptl alkohola ili natrijeva dodecil sulfata,
koji okruZuju nanoestice i stetiki sprjezavaju agregacija.Dodatak raztiitih surfaktanata za
stabilizaciju ima meéutim i svoje nedostatke. Naime, u SERS spektru megwpaziti i
vibracije molekula surfaktanata, koje smjeStenepogrSinu nangestica mogu otezati ili
potpuno onemodiiti adsorpciju molekula analita. 1z navedenih rgappodrdje istrazivanja
molekula pogodnih za stabilizaciju koloida kojet@n ne ometaju adsorpciju analita i dalje je
vrlo aktivno.

Najvaznija svojstva metalnih natestica u ulozi SERS supstrata su njihovacired,
morfologija, oblik, kristalna struktura, sastawézonantna frekvencija povrsinskih plazmona.
Nanaestice se vizualiziraju elektronskom mikroskopijorkao Sto su transmisijska
elektronska mikroskopija (TEM) ili skeniraja elektronska mikroskopija (SEM), koja pruza
informacije o morfologiji, veliini i obliku ¢estica. Uz SEM i TEMc¢esto se Kkoristi i
mikroskopija atomske sileaomic force microscopyAFM) budwi je boljeg vertikalnog

razlkivanja te se moze Kkoristiti i na nevodljivim powvidma. Za utdivanje sastava
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nana@estica najeke se koristi rendgenska disperzivna spektrometdmsastav, primjenom
difrakcije rendgenskih zraka na polikristalnom wWagrdobiva se informacija o kristalnoj
strukturi supstrata. Spektralna svojstva r@stica najlakSe se procjenjuju UV/Vis
apsorpcijskom spektroskopijom, kojom se ddje pogodna valna duljina pobude za
odgovarajdi SERS supstrat®

Osim sfernih metalnih nadestica, variranjem uvjeta reakcija te korisStenjexii€itin
surfaktanata pripremljene su koloid¥estice razliitin oblika poput nanoStaga, nanopldica,
prizmica, kockica, paak i nanocvijéa? Tijekom priprave odréenih nanooblikasesto se
koristi metoda cijepljenja reakcijske otopine pemijenim nandesticama koje usmjeravaju

specifitnu kristalizaciju metalnikiestica®

2.2.3.2. Agregacija metalnih nafestica u koloidnoj suspenziji

Metalne nandestice poj&avaju rasprseno zZtanje molekula analita na njihovoj povrsini, no
pojaanje se zn&jno poveéava njihovom agregacijom. Agregiranjem pojedimha
nana@estica u dimere ili grozdove omagiva se méusobna rezonancija povrSinskih
plazmona i stvaranjeruéih tocakau kojima je elektromagnetsko polje izrazito jaKoloidne
nana@estice se nag&e agregiraju dodatkom anorganskih soli (KCI, NAGINGO;, NaClQ),
surfaktanata, organskih amina ili anorganskih kisel koloidnu suspenziju. Tader, vrlo
gesto sam analit moZe agregirati kol6td.

2.2.3.3. Bimetalni koloidi

Osim nafege koriStenih koloida srebra i zlata, redukcijskimmsfupcima pripremaju se i
bimetalni koloidi, najeXe u obliku cestica sa srebrnom jezgrom i zlatnim ondeta i
obrnuto. Rezonantna frekvencija povrsinskih plazanbimetalnih nantestica razlikuje se od
one monometalnog koloida ovisno o debljini ondateodnosno omjeru kdélina dvaju metala.
Bimetalnecestice posjeduju kombinirana svojstva oba metaja ka odréeni mjerni sustav
mogu poj&ati rasprsenje viSe agbstica samo jednog metala.

Kompozitne nangestice, osim od zlata i srebra, pripravljaju sudidrugih metala,
medu kojima su zanimljive one sa zlathom jezgrom iovthnkim omoté&em razléitih
prijelaznih metala. Upravo jezgra od zlata om@ya poj&anje rasprSenog zf@nja

molekule analita adsorbirane na ongota prijelaznog metala koji sam po sebi nije pogoda
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SERS supstrat. Kombinacijom svojstava dvaju metsie@zZuje se adsorpcija analita na

povrsinu prijelaznih metala, vaZna pri razumijevamjehanizama katakih reakcija®*

2.3. Primjena povrSinski pojatanog Ramanovog rasprsenja

Spektroskopija povrsinski pa@janog Ramanovog rasprSenja primjenjuje se u craaii
podrwejima poput biologije, biokemije, ekologije, foreke, kemije materijala i
elektrokemije. Uzc¢injenicu da se radi o jednostavnoj i vrlo osjetjivmetodi, koja uz
identifikaciju kemijske vrste pruza i informacije sirukturi analita, njenoj popularizaciji
doprinio je i razvoj novih Ramanovih mjernih dega, od Ramanovih mikroskopa do

prenosivih Ramanovih spektromet&ra.

2.3.1. Primjena SERS spektroskopije u biologijokkmiji

SERS spektroskopija u biologiji se prije svega peimuje za fundamentalna istrazivanja koja
se bave pratavanjem strukture, konformacije i prijenosa nabbjamolekula. Tako su
primjerice prodavane strukture razitih fotoosjetljivih sustava pigment-protein komkdéa
koristeti elektrodu od srebrd Praktina primjena spektroskopije povrsinski p@aog
Ramanovog rasprsenja ukijije biomedicinsku dijagnostiku, primjerice dijaghks tumora,

te detekciju i kvantifikaciju proteina, DNA, pé&ak i bakterija. Za detekciju bioloskih
molekula koriste se biosenzori koji se sastoje anlfestica biokompatibilnog metala na koje
su vezane molekule receptora odgovorne za s{yecifirepoznavanje i reakciju s analitm.
Pri tome nastaju SERS spektri draigaod onih kada reakcije s analitom nema. Opisanim
biosenzorima mogu se detektirati i kvantificiratzlicite bioloSki vazne molekule u stanicama
Cija prisutnost ili koltina upéuju na odgovarajia stanja organizma. Tako spetrifa
antitijela, hormoni i proteini mogu ukazati na raité tumore, Alzheimerovu i Parkinsonovu
bolest?®29:3°

Jedna od vaznih primjena biosenzora na temeljuSpwski poj&#ganog Ramanovog
rasprSenja je oddevanje koncentracije glukoze u organizmu. Razviemaime biosenzor
koji omoguwava in vivo mjerenje glukoze u krvi, bez uzorkovanj@ime se zn&jno
poboljfava kvaliteta Zivota oboljelima od dijabetfs* Razvoj biosenzora kojim se
specifcno, bez interferencija mnoStva biomolekula pridutni krvi, moZze pouzdano i u

realnom vremenu kvantitativno odreati analit zndajan je napredak u bioanalitici.
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Biosenzori se koriste i za SERS oslikavanja ziviinga i tkiva. Kemijske slike
nastaju na temelju reakcija molekula receptora oar§ini metalnih supstrata s raziim
ciljanim biomolekulama ili uslijed promjena molekke strukture molekula na povrsini
metala uzrokovanim razitim uvjetima u stanici. Primjer takvog biosenzgea agregat
nana@estica zlata naijoj su povrsini vezane molekule 4-merkaptobenzejkiseline, &iji je
SERS spektar pH ovisan. pH mapiranje Zive stanmegatava bolji uvid u metabalke i

fiziolodke stanine procese (Slika 7¥.

-1200 -800
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Slika 7. Shematski prikaz oslikavanja Zive stanat®irom na pH vrijednost, biosenzorom na
temelju povrsinski pojsnog Ramanovog raspréerfa

2.3.2. Primjena SERS spektroskopije u ekologiferizici

Visoka osjetljivost spektroskopije povrsinski ptggaog Ramanovog rasprdenja omaaa
detekciju vrlo niskih koncentracija analita, dak jedne molekul& Upravo je visoka
osjetljivost, uz brzinu tehnike i razvoj novih, njian prenosivih Raman spektrometara, razlog
primjene SERS spektroskopije u analizi okoliSa. dRetati se naime mogu vrlo niske
koncentracije raziitih pesticida, herbicida, farmaceutski aktivnih letala i drugih
zagalivala u vodi, zraku i tlu. Uzorci vode vrlo se jexitavno mogu analizirati na terenu na
prisutnost odgovaragih zagdivala bez posebne pripreme uzorka, koéistposebno
dizajnirane membrane s koloidom srebra koje ormdagaju adsorpciju analita i opazanje
SERS spektar¥ Razliite molekule u zraku, opasne po zdravlje ljudi ola, detektiraju se
nakon direktne adsorpcije iz uzorka zraka na SE&$tsat ili, ukoliko se sam analit ne

adsorbira, koriste se speéiib razvijeni supstrati s ¥evezanim molekulama receptora koje
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vezu ciljane analite, kao Sto je & i kod biosenzora. Koriste SERS supstrate s
receptorima, poput kaliksarena ili karbamata, karae uspjeSno mogu detektirati niske
koli¢ine razltitih policikli ckih aromatskih ugljikovodika kancerogenog djelowstij

Srodna analizi uzoraka okoliSa, forefka su istrazivanja niskih koncentracija droga te
eksploziva i kemijskog oruzja u uzorcima tla i zmakksploziv poput dinitrotoluena moze se
detektirati SERS tehnikom u uzorku zraka, a njegmisutnost u zraku koristi se pri lociranju
mina tijekom razminiravanj&. Izrazito otrovni bojni plin iperit takider se uspjesno odheje
u zraku SERS metodom pomo prenosivog Ramanovog spektrometra koji ondogr
trenutnu analizu na tereriti.

Forenzéka analiza ukljduje i istrazivanje tvari poput pigmenata u daricama ili
umjetninama koje mogu uputiti na krivotvoreAjelJ svrhu zastite identiteta originala
vrijednih predmeta koriste se SERS nanooznake.uTigkcionalizirane sferne natestice
zlata u malim kapsulama od silikona koje se modtornporirati u raziite materijale te
koristiti za autentifikaciju raztitih predmeta. Nanooznake se $eXe koriste iz sigurnosnih
razloga za ozravanje luksuznih predmeta poput umjetnina i nakit@kaier se mogu se
uklopiti u nowanice u procesu tiskanfa.

2.3.3. Primjena SERS spektroskopije u istrazivéamonaceutski aktivnih tvari

Cjelokupan razvoj lijeka, od sinteze i karakterijaaktivne molekule do njene formulacije s
pomanim tvarima i istraZivanja svojstava gotovog praide, zahtjeva brzu icinkovitu
analitcku podrSku. Analiza sadrzaja malih doza aktivnihlekola u gotovom lijeku, kao i
praenje vrlo niskih koncentracija o&iécenja u aktivnoj tvari predstavljaju izazov
analitckim metodama. SERS spektroskopija, zahvadjujietekciji analita pri iznimno niskim
koncentracijama i sve dostupnijim i bolje karaktganim supstratima, odgovara
postavljenim zahtjevima te se sve&e primjenjuje u farmaceutskoj industrjf:*"*® Osim
visoke osjetljivosti, prednost pred konvencionakmriStenim kromatografskim metodama
svakako je i brzina SERS tehnike, vazan parameparocesnoj analitkoj tehnologiji koja se
ve¢ standardno primjenjuje za pemje tijeka sintetskih reakcija ili formulacijskiprocesa.
Takaier, SERS spektroskopija pruza informacije o molgkojl strukturi analita, Sto
kromatografske metode ne omdguaju.

Vazan aspekt istrazivanja farmaceutski aktivnihrit®@ERS spektroskopijom je i
otkrivanje n&ina adsorpcije farmaceutskog analita na supstragbzrom na mogtu

korelaciju interakcija s bioloSkim supstratom i spaje 0 mehanizmu bioloSkog djelovanja. U

Marina Ratkaj Doktorska disertacija



§ 2. LITERATURNI PREGLED 19

ovom se podriju primjena spektroskopije povrSinski p&gmog Ramanovog rasprsenja za
istrazivanje farmaceutski aktivnih tvari uvelikeeglapa s podjem biomedicine. Naime
prvi korak u biomedicinskim istrazivanjima intergkc lijeka s primjerice molekulama
proteina u tijelu upravo je istrazivanje same aktitvari SERS spektroskopijortgsto pri
razlicitim pH uvjetima koji utj€u na oblik molekule i njezinu aktivnost u tijeluveSje vise
primjera SERS analiza farmaceutski aktivnih tvasvehu boljeg razumijevanja metabolizma
i djelovanja lijeka. Primjena SERS tehnike tako (welike rasvijetlila interakciju
antitumorskog lijeka emodina s proteinom albumirfdral prvoj fazi analizirani su SERS
spektri emodina pri pH vrijednostima 4, 7 i 12, pojima je molekula u neutralnom,
monoaninskom odnosno dianionskom obliku. Najajrdje promjene u spektrima rastih
strukturnih oblika emodina opaZaju se za vrpculpii3 cm’ koja se u spektru emodina u
luZznatom mediju nalazi pri 1641 ¢hdok se vrpce u podéju 1360-1250 cm® s porastom
pH vrijednosti pomiu prema véim valnim brojevima. S povanjem pH medija primijgen
je i pad intenziteta Ramanovog rasprsenja. U tavju evaluiran intenzitet vrpce pri 679
cm* korist&i DMSO kao unutarniji standard. Navedene vrpce ainafie su i interpretirane i
u SERS spektrima kompleksa emodin-albumin, u kojsuaopazene zanimljive razlike u
ovisnosti o kokini masnih kiselina prisutnih u proteinu (Slika 8).

Na temelju spektralnih razlika zak#eno je da postoje dva radta aktivha mjesta u
albuminu u koja se emodin veze te da na mjestonyazgjee prisutnost masnih kiselina.
SERS spektroskopijom prikupljeni su vazni podaanterakcijama antrakinonskih lijekova s

albuminima, te utjecaju liganada poput masnih kiseha njihovo méudjelovanje?*
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Slika 8. Strukturni oblici i kiselo-bazna ravnotezaodina. SERS spektri emodina pri a) pH
4, b) pH 7ic) pH 12. SERS spektri kompleksa:mdpdin/albumin 1/4, e) emodin/albumin

1/2, f) emodin/albumin-masna kiselina 1/2, g) em¢albumin-masna kiselina 174.

Na slcan su néin analizirani SERS spektri ragliih farmaceutski aktivnih tvari poput 5-
fluoruracila, rivanola i vitamina B33%*°Primjer antitumorskog lijeka 5-fluoruracila iznimno
je zanimljiv. SERS spektri 5-fluoruracila vezanag koloid srebra pri raziitim pH uvjetima
ukazali su kako se istrazivani analit na metalnpsstat adsorbira preko rastih
funkcionalnih skupina. Tako se u kiselom mediju ekala 5-fluoruracila na povrSinu metala
adsorbira preko keto skupine i duSika u prstenlk s@ u luznatom mediju samo keto
skupinom priblizava povrsini srebra (Slika 2)0sim istraZivanja n#na adsorpcije 5-
fluoruracila na metalne povrSine, SERS tehnikom uege odrediti njegovu koncentraciju u

slini pacijenta’
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Slika 9. N&ini adsorpcije 5-fluoruracila na povrsinu srebra.

Istrazivanje adsorpcije aktivne farmaceutske tmariodabrani SERS supstrat interpretacijom
SERS spektara, koristi se za stjecanje spoznajaadinun vezanja u aktivho mjesto
biomolekula. No, osim o funkcionalnoj skupini kagadjeluje u interakciji, SERS spektri
mogu pruziti i informaciju o konformaciji molekulea povrsSini SERS supstrata. Izborna
pravila na povrsini, prema kojima se p@aaju vrpce onih vibracija molekule na povrsini
metalnog SERS supstratii je vektor promjene polarizabilnosti okomit naysSinu metala,
omoguavaju interpretaciju poganja odnosno gaSenja pojedinih vrpci u SERS spektru
ukazuj&€i na polozaj molekule na povrSini. Diklofenak ngt(hatrijeva sol 2-(2-(2,6-
diklorfenilamino)fenil)octene kiseline) poznati galgetikéija je konformacija na povrSini
srebra istrazena spektroskopijom povrSinski ggjag Ramanovog rasprsenja. SERS spektri
diklofenak natrija snimljeni su pri razltim pH vrijednostima, préemu su opazene zfgne

razlike u spektrima molekule u mediju pH vi$egiay od 6 (Slika 10%
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Slika 10. a) FT-Ramanov spektar diklofenak natriggrstom stanju. SERS spektri
diklofenak natrija na Ag koloidu pri b) pH 2, ¢) B+ d) pH 10*

Zna'ajno poj&anje vrpce istezanja karboksilatnog aniona (1586°cpri pH 2 upéuje na
blizinu i okomit polozaj karboksilne skupine u odomona srebrnu povrSinu. U spektrima
molekule pri pH > 6 ta je vrpca zt®gno manjeg intenziteta, uslijed promjene polozZzaja
skupine prema povrSini metala. Tako, promjene u intenzitetu vrpci vibracija CH skugpi
benzenskih prstenova upagu na razkit polozaj aromatskih skupina uz povrSinu srebra u

medijima razlite pH vrijednosti (Slika 115

(a) A (b) Ag

Slika 11. Shematski prikaz molekulske strukturdafénak natrija na povrsini srebra pri a)
pH < 6 i b) pH > 6%
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Primjenom ciljano pripravljenih supstrata srebrappgetanje rasprsenog zfanja, razvijene
su i metode za detekciju tragova antipiretika pg@racetamola i acetaminofena, te catzh
kemoterapijskih lijekova u samom organizmu pacaént* Osim Sto je mogtnost praenja
koncentracije lijeka u organizmu vazna za razunaijg® njegova mehanizma djelovanja,
testiranje sline na prisutnost ra&tiih farmaceutskih tvari poput probenecida pri vrligkim
koncentracijama korisno je za doping kontrolu spgaf®

Istrazivanje aktivnih farmaceutskih tvari podrazjava istrazivanje djelovanja aktivhe
tvari i njenih svojstava, ali i razvoj i optimirangintetskog puta za njeno dobivanje. Sintetski
postupak farmaceutski aktivnih tvari, koje su uglam male organske molekule, nerijetko
ukljucuje katalizu. U svrhu razumijevanja kataliih procesa na povrSini metala,
prow’avanje ndéina vezanja te konformacije molekule na metalnoyrpmi moze biti od
velike koristi.
sinteze aktivne tvari veje spomenuta anakka. Uz istaknute prednosti visoke osjetljivosti i
brzine, zahvaljujei kojima SERS spektroskopija predstavlija kvalitetralternativu
kromatografskim metodama, vazan faktor u kemijskwjustriji je i utroSak otapala za
analizu. Za razliku od kromatografije, spektroskmppovrsinski pojganog Ramanovog
rasprSenja zahtijeva minimalan utroSak kemikakjm, ju ¢ini vrlo prihvatljivom u smislu

zelene kemije.

2.4. Farmaceutski aktivne tvari odabrane za istrazianje

Kako bi se postiglo po§@nje Ramanovog rasprsenja glavni uvjet koja mdiazadovoljen je
da se molekula analita nalazi vrlo blizu metalnogsérata ili da se veZze na njega. No, osim
adsorpcije istrazivane molekule na povrSinu mesakoje se rasprSeno Zemja poj&ava,
analizu mogu otezavati i molekule analita koje sgmesebi slabo rasprSuju Zemje. Slabo
Ramanovo rasprienjest je problem upravo u detekciji bioloski vaZniblekula?®

Aktivni farmaceutski sastojci male su organske rkole, koje poput molekula
odabranih za istraZivanje, entakapona i sulfatzqgosjeduju funkcionalne skupine u
strukturi kojima se efikasno adsorbiraju na jedamsé SERS aktivhe supstrate. ddaém,
postoji i ¢itav niz molekula koje se zahvaljdjusvojoj strukturi ne mogu lako vezati s
metalima i/ili slabo rasprSuju zZf@nje. Razvoju SERS tehnike za detekciju farmaceutsk
aktivnih tvari koje se ne mogu samostalno adsdibiréoSe rasprsuju zr&enje pristupa se na

dva n&ina. Prvi pristup obuhva pripravu speciénih SERS supstratdija je povrSina
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funkcionalizirana molekulama koje olakSavaju adsipupanalita ili se pak radi o primjerice
bimetalnim supstratimaija svojstva omogtavaju poj&anje rasprSenog zf@nja odréenog
analita. Drugi pristup uklguje modifikaciju strukture analitdime se pospjeSuje njegova
adsorpcija na SERS aktivni supstrat te ontaga posredna identifikacija.

Entakapon (2-cijano-3-(3,4-dihidroksi-5-nitrofeAN)N-dietilakrilamid) aktivan je
farmaceutski sastojak koji se koristi u d&gmju Parkinsonove bolesti. Speéifim i
reverzibilnim vezanjem entakapona na katehol-Odtreatisferazu inhibira se spomenuti
enzim¢ime se umanjuje deaktivacija molekule levodopeyrtegitava njeno preuienje u
dopamin®’

Entakapon postoji u dvije izomerne forme (Slika. 2ba su izomera bioloski aktivna,
medutim zbog povoljnijeg sintetskog puta za dobivaigemera E, te postizanja viSih
koncentracija u plazmi pacijenata u odnosu na izangomerE koristi se kao farmaceutski
aktivna tvar’’*® Poznato je Sest polimorfnih formi entakapdfiaA, D, o, B, v i 8.49°%%!

Forma A najstabilniji je polimorf entakapof®

0
N
02 x NN
HO Il K
N
OH
E
_N
N Z
0, N
HO N
OH §
Z

Slika 12. Strukturna formula izomera entakapona.

Strukturna raztiitost izomera entakapona, kao i razé svojstva polimorfa entakaporia
predmet su brojnih nedavnih istrazivanja. Kvanitited analiza smjese izomera entakapona
provedena je Ramanovom spektroskopijom za uzorké&ratom stanju, te primjenom
kromatografije (HPLC) i spektroskopije povrSinskoj@anog Ramanovog rasprSenja u

otopini >?>°
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Knoevenagelova kondenzacija 3,4-dihidroksi-5-niraaldehida i 2-cijandkN-
dietilacetamida, kojom se sintetizira molekula &afmpna, préena jein-line Ramanovom
spektroskopijom® Nukleacija i kristalni rast pojedinih polimorfa tekaponaE dobro je
istrazeno podrje.*®>"°® Takaler, opisana je i kvantitativna analiza dvokomponegt
sustava polimorfnih formi A i D entakapoBaRamanovom spektroskopijom.

Sulfatiazol (4-amindN-(1,3-tiazol-2-il)benzensulfonamid) aktivan je faoeutski
sastojak iz skupine sulfonamida, koji se u farartgiem pripravcima koriste zbog svojih
antibakterijskih svojstava. Sulfonamidi inhibiragihidropteroat sintetazu, enzim kign u
sintezi folne kiseline, pricemu nedostatak folata uzrokuje ugibanje mikroozEmi®®
Sulfatiazol se nagXe primjenjuje u kremama, u kombinaciji sa sulfagetom i
sulfbenzamidom.

Sulfatiazol postoji u dvije tautomerne forme, kaunid i kao tiazol (Slika 13).
Analizom kristalne strukture dokazano je d&wstom stanju prevladava imidni tautomer s
vodikom na dusiku tiazolnog prsteffa otopini je, meutim, sulfatiazol vjerojatnije prisutan
kao tiazolni tautomer. Kvantno kemijskimctmima funkcionala gusée (density functional
theory, DFT), pri nivou teorije B3LYP/6-31 G**, utdeno je kako je tiazolni tautomer

energijski povoljniji od imidnog tautomera za 5,1 kol *.%?

YOS
L4

7 3
b o//s/\H/LS

Slika 13. Strukturne formule sulfatiazola: a) imiteutomer i b) tiazolni tautomer.

Zahvaljujei polimorfiji sulfatiazol je tema brojnih istrazinga joS od otkiia 1939. godine.
Sulfatiazol kristalizira u obliku pet kristalnih fmi, te tvori vise od stotinu razltih
solvata®®*®* Polimorfne forme sulfatiazola, kao i njihove dnsobne pretvorbe istraZivane

su razléitim metodama, m#u kojima i vibracijskom spektroskopijom.
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In-situ Ramanovom spektroskopijom i razlikovhom pretraznkatorimetrijom préena je
temperaturom potaknuta polimorfna pretvorba formii Il sulfatiazola®® Takader,
Ramanovom spektroskopijom te IR spektroskopijomredisiem i bliskom infracrvenom
podrigju kvantitativno su analizirane ternarne smjesenpmifa I, 1l i V sulfatiazola®®
Sadrzaj sulfatiazola u gotovim pripravcima, u sings sulfanilamidom, kvantitativno je
odreien Ramanovom spektroskopijd.

Osim entakapona i sulfatiazola koji s€ekivano lako adsorbiraju na metalne
nanaestice preko cijano, odnosno sulfo skupine, odabman i farmaceutski aktivne tvari
koje posjeduju tiolnu skupinu u strukturi. Tioln&upina dobro je poznata u podu
nanotehnologije. Tioli se naime samoorganizirajureiene slojeve na razltim metalima,
medu kojima je najvise istraZivano zIatd® lako je za odréene istraZivéke svrhe zlato po
svojim svojstvima inferiorno primjerice srebru, oggapak metal od izbora iz nekoliko vaznih
razloga. Zlatni supstrati lako se pripremaju bibosg radi o koloidima ili pak o povrSinama
pripravljenim naparavanjem ili elektrodepozicijorhakader, zlato se vrlo lako obdaje
nanolitografskim tehnikama. Vrlo vazna karaktekatzlata je i njegova inertnost, naime ono
ne oksidira na temperaturama ispod svoje temperaaliSta, ne reagira s atmosferskim
kisikom niti s véinom kemikalija. Nadalje, zlato ima veliki afinitetezanja s tiolima, ali
istovremeno ne reagira s njima tvéir@rimjerice metalne sulfid€ Velik broj analittkih
tehnika poput spektroskopske elipsometrije ili elksijsko-apsorpcijske infracrvene
spektroskopije kao supstrat koristi upravo zlatmbiiku tankih filmova, Sto je vrlo prikladno
za istrazivanje na zlatu adsorbiranih monoslojedekula. JoS jedna vaZzna karakteristika,
ponajviSe za primjene u biologiji, je neotrovnodata za Zivu stanicu, Sto gani
kompatibilnim i pogodnim za préavanje bioloskih sustava.

Bilo da se radi o zlatnim povrSinama pripremljena razléite n&ine ili zlatnim
nana@esticama, pokazano je da tioli na zlatu tvore sagarozirani monosloj. Naime, nastaje
kovalentna veza iznde zlata i sumpora, prilikordega se tiolni vodik gubi u obliku molekule
vodika ili, ako se reakcija odvija u mediju u kojgma kisika, u obliku molekule vodé.
Nastala AuS veza dovoljno je jaka za zadrzavanje molekulia tireleno vezanih na
povrSini metala. Reakcija tiola sa zlatom je reimhza, Sto omogéuje i desorpciju
monosloja, a Sto je vrlo pogodna karakteristikagtace u sléaju kad se ukeni monoslojevi
koriste kao predloZak za pripravu metalnih nandstma elektrodepozicijorf

Adsorpcija tiola na zlatnu povrSinu provodi se aalitite na&ine, a ovisno o prirodi
tiola i tipu zlatnog supstrata. Tioli se mogu adl&@ti na zlato naparavanjem ili jednostavnim
uranjanjem zlatnog supstrata u otopinu tfla.
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Takader, zlatne nangestice prekrivene tiolima mogu se pripremiti nepdso, redukcijom
soli zlata popularnom Brust-Schiffrinovom metod&h?

Zlatne nangestice funkcionalizirane monoslojem molekula adsarth preko tiolne
skupine koriste se u radiie svrhe. Prije svega, tioli sp@vaju agregaciju zlatnih
nan@estica pa tako djeluju kao njihovi stabilizat6tiFunkcionalizirane narestice zlata
koriste se kao bioloske nanosonde za oslikavaajeicgt®® Ovisno o molekulskoj strukturi
tiola, na metalnim povrSinama mogu se formirati asrukture koje potu orijentiranu
kristalizaciju ili usmjeravanje tekih kristala®® Takaler, organski monosloj moze sluZiti i
kao predloZak za izradu nanostrukturiranih metkktedepozicijont?

Cvrsto vezanje tiolne skupine na zlatni supstrabai@ bi omogditi i pojacanje
rasprsenja adsorbiranin molekula odnosno opazajip@vin SERS spektara. U skupini
farmaceutski aktivnih tvari dobro poznata moleksilaolnom skupinom je acetilcistein, koji
je odabran za istrazivanje. Uz acetilcistein odabrau joS dvije strukturno vrlo &fie i
bioloSki vazne molekule: cistein i glutation. Za@ue je pokazano kako doista tvoredere
monoslojeve na nagdesticama zlatnog koloida adsorpcijom preko tiolkepe, pricemu
sprjg€avaju agregaciju nagdestica i omogéavaju njihovu primjenu pri istrazivanju stanica
karcinoma’*

Osim poznatog vezanja tiolne skupine s povrSinonRSEsupstrata od zlatay
literaturi su opisani prilagteni supstrati pogodni za pognje rasprsenog Zranja upravo
molekula tiola, kao $to su bimetalni koloid sa sneln jezgrom i zlatnim omotam’ te
koloid srebra povrsine funkcionalizirane nukleatidi’® Opcenito, bimetalne namestice
posjeduju nesto dru@iga svojstva od monometalnih nafestica. Rezonantna frekvencija
bimetalnog supstrata razlikuje se od rezonantnkvérmcije supstrata pojedinog metala, a
ovisi o vrsti metala kojicine bimetalni jezgra-omotasustav, te o debljini omata.
Kombinacijom SERS aktivnosti oba metala moze sdifgsojacanje rasprSenog Zfenja
koje nije opaZeno s monometalnim supstratima Nieati postojée? "’

Osim bimetalnih nan@stica, kao aktivni SERS supstrat odabran je iidotoebra
koji se pripravlja redukcijom sa solima nukleotidaza koji je ututeno da enantioselektivno
veZelL-enantiomer cistein&. Opisani koloid srebra povrsine modificirane UTFkleotidom
koriSten je za pojanje rasprsenja molekula s tiolnom skupinom i opgZajihovih SERS

spektra.

Marina Ratkaj Doktorska disertacija



§ 2. LITERATURNI PREGLED 28

N-Acetil-L-cistein (2-acetamido-3-sulfanilpropanska Kkiselireetilirani je derivat
aminokiseline cisteina (Slika 14). Primjenjuje selippcenje kaslja, budii u¢inkovito cijepa
disulfidne veze u sastavu bronhijalne sludime ju razrjg@uje.”® Takader, acetilcistein se
koristi kod trovanja acetaminofenom uglavnom zbagoksidativhog svojstva pdemu se
stiti jetra®® Pokazano je kako acetilcistein moZe péiidod trovanja metil Zivoni*te kako

posjeduje i antitumorska svojst¥a.

. E/SH
)J\ °
H/Y
OH

Slika 14. Strukturna formull-acetilL-cisteina

Acetilcistein nema izrazenu polimorfiju, poznata jaime samo jedna njegova kristalna
forma®84

L-Cistein (2-amino-3-merkaptopropanska kiselina)seeeijalna je aminokiselinaija

je vazna funkcija u organizmu vezana upravo uz ayagtiolnu skupinu (Slika 15).
Oksidacijom tiolne skupine nastaju disulfidne ve€mae se stabilizira sekundarna struktura
proteina® S farmaceutskog aspekta cistein je vrlo vaZna nutdejer sudjeluje u biosintezi
penicilina, te je polazni reagens u sintezi adsti#ina®® Takaler, u organizmu cistein djeluje
antioksidativnoime Stiti stanicu od ostenja. Sudjeluje i u nastanku koze Stoc¢ga vrlo

pogodnim u lijéenju opeklina i zacjeljenju postoperativnih rdha.

H,N
OH

SH

Slika 15. Strukturna formula-cisteina.

U ¢vrstom stanju cistein pri normalnim uvjetima postoj obliku dvije kristalne forme,
rompskoj formi | i monoklinskoj formi 1#3%° Pri uvjetima vrlo visokih tlakova otkriveni su i

dodatni metastabilni polimorfi cisteina, formeilIv. *°

Marina Ratkaj Doktorska disertacija



§ 2. LITERATURNI PREGLED 29

Zbog svoje bioloSke vaznosti i reaktivnosti tiolrskupine cistein je predmet
mnogobrojnih  strukturnih istrazivanja. Konformegwitteriona cisteina istrazivani su
neutronskom, Ramanovom i IR spektroskopijnT.emperaturno inducirani fazni prijelazi
polimorfa cisteina s naglaskom na interakcije ®olskupine pr&ni su difrakcijom
rendgenskih zraka i Ramanovom spektroskopijorProvedena su i istraZivanja SERS
spektroskopijom cisteina i cistina primjenom raigilh supstrata srebrd:*

Glutation §-L-glutamil--cisteinil-glicin) bioloski je vazan tripeptid (& 16). Glavni
je izvor tiola u razkiitim tkivima, te djeluje antioksidativno reducirgjuwodikov peroksid i
druge perokside u stanigime &titi stanicu od ostenja’* Razlkite studije pokazale su kako
je razina glutationa u tkivima povezana s gazin karcinomima, Alzheimerovom i

Parkinsonovom bolestr:%¢%7

Zlhm

H, o)

Slika 16. Strukturna formula glutationa

U &vrstom stanju glutation pri normalnim uvjetima pmjistu obliku jedne kristalne form®.
Pri uvjetima vrlo visokih tlakova, ndeitim, otkriveni su metastabilni polimorfi glutatian
forme 11 111.%°

Zbog svoje bioloske vaznosti, odnosno povezanastine glutationa s razltim
oboljenjima, koncentracija glutationa u organiznireduje se i prati raztitim metodama
poput masene spektrometrije, elektrokemijski iluoflescencijskom spektroskopijoth.
Takader, glutation se moZe odrediti i posredno SERS tspekopijom, pricemu se prati
njegov utjecaj na agregaciju naestica srebra modificiranih molekulama rodamfh8ERS
metoda u kombinaciji s pripravom supstrata zagaigem takder je koriStena za
prowavanje naina adsorpcije glutationa na ragle supstrate srebfd® Glutation je
analiziran i konvencionalnom SERS tehnikom primjanalatnog supstrata, rhetim za
opazanje SERS spektra 0,5 mM otopine glutationa@mga snimanja spektra iznosilo jak

30 mint®t
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U drugom pristupu razvoja SERS tehnike za analinlekula koje same ne posjeduju
svojstva nuzna za njihovu detekciju, one se prewoderivate poznate strukture i svojstava
koji to omogutavaju. Primjer takve farmaceutski aktivhe molekalpregabalin.

Pregabalin $3-aminometil-5-metilheksanska kiselina) aktivnafg@maceutska tvar
koja se koristi u lijgenju anksioznosti, fibromialgije i neuropatske Hadid dijabetesa (Slika

17) 102193 gyrstom stanju poznata je samo jedna kristalna fagregabalina*

NH,
O

OH
H

Slika 17. Strukturna formula pregabalina.

Pregabalin je odabran kao molekula za derivatidadijog primarne amino skupine koja je
vrlo pogodna za brzu i kvantitativhu reakciju seid@turno poznatim reagensima. Amino
skupina jedna je od najestalijih funkcionalnih skupina u strukturi aktinfarmaceutskih
tvari.

Fluorescamin i 2-iminotiolan dobro su poznati reeydoji se u biokemiji koriste za
ozna&avanje polipeptida i proteina. Spomenute tvari odiab su za derivatizaciju primarne
amino skupine pregabalina jer reagiraju brzo, sited i kvantitativno %% Odabrani
SERS supstrat za analizu sintetiziranih derivatekg®id srebra pripravljen redukcijom
srebrovog nitrata trinatrijevim citratom, budyprema literaturi i provedenim istrazivanjima

izrazito poj&ava rasprseno zfanje, sto je u skaju detekcijske metode najvazniji faktor.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

Tetraklorozlatna(lll) kiselina trihidrat, 99,9%,d8na-Aldrich

Srebrov nitrat, 99,0%, Sigma-Aldrich

Bakrov(ll) sulfat, 99,0%, Sigma-Aldrich

Trinatrijev citrat, 99,0%, Sigma-Aldrich

Trinatrijev uridin trifosfat, > 80%, Sigma-Aldrich
3-Morfolinpropan-1-sulfonska kiselina, 99,5%, Sigdldrich

Natrijev tetraborat dekahidrat, 99,5%, Sigma-Aldric

Natrijev borhidrid, 98,0%, Sigma-Aldrich

Natrijev hidroksid, p.a., Kemika

Natrijev nitrat, p.a., Kemika

Natrijev klorid, p.a., Kemika

Entakapon, 99,9%, PLIVA Hrvatska d.o.0., sintetimiprema ref. 108
Sulfatiazol, 98,0%, Sigma-Aldrich

L-Cistein 98,0%, Sigma-Aldrich

N-Acetil-L-cistein 99,0%, Sigma-Aldrich

Glutation, 98,0%, Sigma-Aldrich

Pregabalin, 99,9%, PLIVA Hrvatska d.o.0., sintetéiniprema ref. 109
Fluorescamin, 98,0%, Sigma-Aldrich

2-Iminotiolan, 98,0%, Sigma-Aldrich

Aceton, p.a., Kemika

Etanol, p.a., Kemika

Navedene kemikalije koriStene su bez daljnjegéiBéavanja. Voda za pripravu koloidnih
suspenzija i mjernih uzoraka grécena je propustanjem kroz Mili-Q kolonu za filtracij
deionizaciju.

Laboratorijsko posie za pripravu koloida srebra prano je koncentrinartusSénom
kiselinom te temeljito ispirano deioniziranom vodoRosude koriSteno za pripravu koloida

Zlata prano je u zlatotopci te isipirano deionigoe vodom.
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3.2. SERS supstrati

Pri istrazivanju aktivnih farmaceutskih tvari kadeRS supstrati koriStene su koloidne
suspenzije srebra, zlata i bakra pripravljene prétaeaturno opisanim postupcima. Talep
su pripremljeni i bimetalni koloid s jezgrom od lsr@ i omotéem od zlata, te koloid srebra
povrSine funkcionalizirane uridin trifosfatom.

Osim koloidnih supstrata, za p&gmje rasprSenog zZf@anja primijenjene su i SERS
aktivne povrsine: zlatna plca Klarite te monokristal srebra (ploha (100)).

3.2.1. Koloid srebrd

Koloid srebral (Ag koloid 1) pripravljen je redukcijom srebrova nitrata s atimjevim
citratom prema modificiranom Lee-Meiselovom postuffk*° Otopina srebrova nitrata u
deioniziranoj vodi ¢ = 1,010 mol dni®, V = 40 mL) zagrijana je do vrenja. U otopinu je
potom dodano 800L vodene otopine trinatrijeva citrata € 5,6x10™> mol dni®). Reakcijska
smjesa grijana je uz refluks 1 h. Pripremljenojro@pnoj, sivoj suspenziji srebra izmjerena
je pH vrijednost 9,7 te joj je snimljen UV/Vis spak (Slika 18). Apsorpcijski maksimum
sintetiziranog koloida, koji odgovara frekvencipysSinskih plazmona srebra, zabiljezen je
pri 414 nm.

Ramanov spektar pripravljene koloidne suspenzigbrar prikazan je na Slici 19.
Siroka vrpca izméu 3500 i 3100 cit odgovara istezanju O—-H veza vode, dok su vrloaslab
Siroka vrpca 1661 cihkao i ona pri 430 ci pripisane deformacijskim H-O-H modovima

molekula vodenog medijd!
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o)
N
c
o
£
>
(o]
c
®©
IS
©
o

T
3500

Slika 19.

T T T T T T T y T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Valni broj / cm’™

Ramanov spektar Ag koloitlapobuda pri 1064 nm.
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3.2.2. Koloid srebr&

Koloid srebra2 (Ag koloid 2) pripremljen je redukcijom srebrova nitrata s ijedm
borhidridom™'° Otopina srebrova nitrata u deioniziranoj voeli=(1,0<10™° mol dm>, V = 10
mL) dokapana je u 30 mL vodene otopine natrijevehidoida € = 1,010 mol dni®)
hladene u ledenoj kupelji. Reakcijska smjesa stajala,jeh na sobnoj temperaturi, nakon
¢ega je snazno mijeSana 10 min. Pripremljena nep@ziZuto-siva suspenzija srebra, pH
vrijednosti 8,3, karakterizirana je UV/Vis spektkopijom (Slika 20). Koloid srebr&
maksimalno apsorbira zZf@nje pri 395 nm.

U Ramanovom spektru pripravljene koloidne suspenzmjebra opazene vrpce
pripisane su vibracijskim modovima vode: isteza@juH veza pri priblizno 3300 crhte

deformacijama molekule vode pri 1633 i 450 tiiSlika 21).
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Slika 20. UV/Vis spektar Ag koloid2a
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Slika 21. Ramanov spektar Ag koloidapobuda pri 1064 nm.
3.2.3. Koloid zlata

Koloid zlata (Au koloid) pripravljen je redukcijotetraklorzlatne(lll) kiseline s trinatrijevim
cittatom  koristéi modificiranu  Lee-Meiselovu metodd@™® Vodena otopina
tetraklorzlatne(lll) kiselined = 0,3x10°° mol dm™, V = 40 mL) zagrijana je do vrenja. U
otopinu je potom dodana vodena otopina trinatrijeNeata € = 5,610 mol dm3, vV = 1
mL) i reakcijska smjesa mijeSana uz refluks 5 rRinpremljena je bistra, intenzivno crvena
suspenzija zlata, pH vrijednosti 5,9. Maksimalnaaapcija sintetiziranog koloida, koja
odgovara frekvenciji povrSinskih plazmona zlataazgna je pri 518 nm (Slika 22).

Ramanov spektar Au koloida odgovara onom vodenagjjanéSlika 23), pricemu su
vrpce u spektru pripisane isteznoj vibraciji (358000 cm?) i deformacijskim vibracijama
(1657 i 452 crit) molekule vodé!!
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Slika 22. UV/Vis spektar Au koloida.
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Slika 23. Ramanov spektar Au koloida; pobuda p641.6m.
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3.2.4. Koloid bakra

Koloid bakra (Cu koloid) pripravljen je redukcijobakrova(ll) sulfata s trinatrijevim citratom
i natrijevim borhidridom*° Otopina bakrova(ll) sulfatac(= 1,0<102 mol dnmi®, V = 5 mL)
dodana je u otopinu trinatrijeva citrata ¥ 5,610 mol dnmi®, V = 60 mL). U reakcijsku
smjesu potom je dodana svjeZe pripremljena otopatejeva borhidridaq = 2,0<10° mol
dm 3, V = 30 mL) u natrijevoj luZini¢ = 2,0c10°2 mol dmi®). Reakcijska smjesa stajala je 1,5
h pri sobnoj temperaturi. Pripremljena je bisteanho sméa suspenzija bakra pH vrijednosti
11,6. Apsorpcijski maksimum pripremljenog koloidajikodgovara frekvenciji povrsinskih
plazmona bakra zabiljezen je pri 560 nm (Slika 24).

Ramanov spektar koloidne suspenzije bakra odgospektru vodenog medija, a

opazene vrpce eopisanim vibracijskim modovima molekula vode (8IR5).
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Slika 24. UV/Vis spektar Cu koloida.
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Slika 25. Ramanov spektar Cu koloida; pobuda pé4lfm.
3.2.5. Bimetalni koloid srebra i zlata

Bimetalni SERS supstrat od srebra i zlata (Ag@AIloiklp pripremljen je modificiranom
Lee-Meiselovom metodom u dvije faZe.U prvoj fazi pripravljene su srebrne jezgre
bimetalnih nandestica metodom opisanom za Ag koldid Koloidna suspenzija srebrh
centrifugirana je pri 3500 okretaj/min tijekom 30nmPazljivo odvojen zikasti, opalescentni
supernatant koristen je za daljnju pripremu binmetgl supstrata. Supernatamt £ 40 mL)
zagrijan je do vrenja. Istovremeno i trenutno sdaie vodene otopine trinatrijeva citrata=(
1,4x10°% mol dm?®, V = 8 mL) i tetraklorzlatne(lll) kiselinec(= 8,3x10™> mol dm?>, vV = 8
mL). Reakcijska smjesa zagrijavana je uz refluksijeSanje 1 h. Pripremljena je sivo-
narartasta suspenzija pH vrijednosti 9,8. Badje Ag@Au koloid namijenjen za tiolne
analite sklone stvaranju disulfidnih veza u luzmativjetima, pH koloidne suspenzije (9,8)
podeSen je dodatkom pufera na vrijednost 7,0. M@R&r (pH = 7,0) prethodno je
pripravljen otapanjem natrijeva nitrata £ 0,05 mol dm°®) i 3-morfolinpropan-1-sulfonske
kiseline € = 0,02 mol dm®) u deioniziranoj vodl® Rezonantna frekvencija povrsinskih

plazmona Ag@Au koloida opazena je u apsorpcijskpekisu pri 439 nm (Slika 26).
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Ramanov spektar Ag@Au koloidne suspenzije pri pHotlgovara spektru vodenog
medija (Slika 27).
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Slika 26. UV/Vis spektar Ag@Au koloida.
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Slika 27. Ramanov spektar Ag@Au koloida; pobuda/g& nm.
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3.2.6. Koloid srebra funkcionaliziran nukleotidom

Nukleotidom funkcionalizirani koloid srebra (Ag kadl 3) pripravljen je redukcijom srebrova
nitrata natrijevim borhidridom u prisutnosti nukigo trifosfata’® Pomijeani su jednaki
volumeni vodenih otopina srebrova nitrata=(0,1 mol dm?, V = 62,5 pL) i uridin trifosfata
(UTP) € = 0,1 mol dm® V = 62,5 pL). Nakon 30 min na sobnoj temperaturiesajje
razrijgdena s 25 mL deionizirane vode. U reakcijsku je smj@otom dodana svjeze
pripremljena vodena otopina natrijeva borhidrida=(5,0<10° mol dni®, V = 1,5 mL) uz
shazno mijeSanje. Pripremljena zuta suspenzijaSamjg je pri sobnoj temperaturi tijekom 30
min, te je inkubirana na temperaturi od 4°C tijekdéh h. S obzirom da je pH vrijednost
koloidne suspenzije iznosila 10,0, a u svrhu gpxjanja oksidacije tiolne skupine analita,
neutralni medij (pH 7,0) podeSen je dodatkom MOBfe@.

Apsorpcijski maksimum koloida srebra povrSine fuokelizirane nukleotidom

zabiljezen je pri 393 nm (Slika 28).
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Slika 28. UV/Vis spektar Ag koloida
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U Ramanovom spektru koloida srebra funkcionalioggns UTP opaZzene su vrpce
vibracijskih modova molekule vode, istezanja pr88Zm* i svijanja pri 1645 cnt. Slaba
vrpca pri 1048 cnt pripisana je antisimetiiom istezanju fosfatne skupine nukleotida na

povrsini naneestica srebra (Slika 24

70000
[Co]
18
60000 -
50000 -
15} i
N 40000 -
Q
£ 1
2 30000 -
[
g i
% 20000 -
m -
Te)
10000 - 3 2
= =
0

I ! | ! | ! | ! I ! |
3000 2500 2000 1500 1000 500
Valni broj / cm™

Slika 29. Ramanov spektar Ag koloi@apobuda pri 785 nm.
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3.2.7. Zlatna pleica Klarite

Zlatne pla@ice Klarite nabavljene su od tvrtke Renishaw Diagnostics (@&las UK) te su
koriStene jednokratno. PovrSina zlatne ¢me sastoji se od pravilno raspdeaih
piramidalnih udubljenja (Slika 30). U udubinamaai spojevima stranicatekuje se najwe
pojaanje Ramanovog rasprSenja. PovrSinacip nije nEime tretirana prije adsorpcije

analita.

Slika 30. SEM slika povrsine zlatnog supsttétarite.*

3.2.8. Monokristal srebra

Monokristalni val§i¢ srebra Ag (100), visine 10 mm i promjera 12 mnpljan je od tvrtke
Goodfellow Ltd (Huntingdon, UK). Prije nanoSenjaalita odnosno SERS mjerenja, povrSina
baze valic¢a polirana je ultra finim brusnim papirom, ispiraaeetonom, te suSena u struji

dusika.
3.3. Priprava otopina i mjernih uzorka
3.3.1. Priprava otopina
Ishodna otopina entakapora koncentracije 1xI8 mol dm?® pripravijena je
otapanjem odgovaraje mase krute tvari u etanolu. Otopine nizih kon@mija (1x10* mol

dm>, 1x10° mol dm?® 1x10° mol dm?®) koristene za pripravu mjernih uzoraka

pripremeljene su razrigvanjem ishodne otopine etanolom.
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Ishodne otopine izomera entakapd@haZ koncentracije 1x18 mol dm pripravijene
su otapanjem odgovargjh masa krute tvari u etanolu. Smjese izomera poms od 0 do
100% izomer&, odnosno izomerg, koriStene za kvantitativna istrazivanja, priprgmé su
mijeSanjem odgovarajth volumena pojedinih ishodnih otopina, ptemu je ukupna
koncentracija entakapona u svakoj smjesi iznosiE0L mol dm>.

Ishodna otopina sulfatiazola koncentracije 1¥Ifol dm pripravljena je otapanjem
odgovarajde mase krute tvari u deioniziranoj vodi. Otopingimikoncentracija (1xI0 mol
dm 3, 1x10° mol dm®, 1x10° mol dni®, 1x107 mol dni®) kori$tene za pripravu mjernih
uzoraka pripremljene su razdjganjem ishodne otopine deioniziranom vodom.

Ishodne otopine acetilcisteina, cisteina i glutaidkoncentracije 1xI6 mol dm
pripravljene su otapanjem odgovakajumasa krutih tvari u deioniziranoj vodi. Za papu
mjernih uzorka pripremeljene su otopine nizih kenzcija (1x10° mol dnmi®, 1x10* mol

dm 3, 1x10° mol dni®) razrijetivanjem ishodne otopine deioniziranom vodom.

3.3.2. Priprava derivata pregabalina

3.3.2.1. Priprava derivata pregabalina s fluorescaom

Boratni pufer pripremljen je mije$anjem MaO;10HO (¢ = 2,4x102 mol dm?d) i
klorovoditne kiseline ¢ = 8,8<10°° mol dm®) u deioniziranoj vodi.

Otopina pregabalina u boratnom puferu pH €,& (1,0c10°2 mol dm3, V = 700 pL)
pomijeSana je s otopinom fluorescamina u suhonoaoet = 2,010 mol dni*, V = 700
pL). Otopina je inkubirana 30 min na sobnoj tempeata

Reakcijski produkt s fluorescaminom daje intenzivptavo obojenje pod UV
svijetlom pri 365 nm.

Reakcijska otopina izravno je koriStena za SERSenja, bez izolacije produkta.

3.3.2.2. Priprava derivata pregabalina s 2-iminddioom

Otopina pregabalina u deioniziranoj vodi £ 0,10 mol dm®, V = 1 mL) pomijeana je s
otopinom 2-iminotiolana u deioniziranoj vodi € 0,15 mol di®, V = 1 mL). Smjesa je
inkubirana 1 h pri sobnoj temperaturi. Reakcijskgesa uparena je do suha te je izoliran

amorfni bijeli, smolasti produkt.
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Molekulska struktura produkta potiena je NMR i Ramanovom spektroskopijom.

Ishodna otopina sintetiziranog derivata koncenjgatk10° mol dm™ pripravijena je
otapanjem odgovaraje mase krute tvari u deioniziranoj vodi. Otopin&mikoncentracija za
daljnja istraZivanja (1xI0 mol dni®, 1x10° mol dm™, 1x10°® mol dm?®, 1x107 mol dni?®)

pripremeljene su razrigvanjem ishodne otopine deioniziranom vodom.

3.3.3. Priprava mjernih uzoraka u koloidnim susp@mza

Sustavi koloid-analit pripremani su neposrednoemamog mjerenja. U staklenoj viall € 2
mL) mikropipetom redom su dodavani: 900 pL koloidnespenzije, 100 pL agregacijskog
agensa te 100 pL otopine analita. Sustav je kratkonijeSan te nanesen kapalicom u
aluminijsku posudicu ili staklenu kapilaru ovisnongernom instrumentu. Za agregaciju
metalnih koloida koristene su vodene otopine reatog nitrata ¢ = 1,0 mol dm®) i

natrijevog klorida ¢ = 1,0 mol dm).

3.3.4. Priprava mjernih uzorka na metalnim povr$nza

Analit se na metalne povrSine nanosio adsorpcijankdpljice otopine analita. Prilikom
pripreme uzorka valjalo je voditi gana o viskoznosti otapala u kojem je analit otoplje
Naime viskozno otapalo moZe uzrokovati nastajarge glojeva analita na SERS supstratu.
Budwi se rasprSenje zfanja postize iz monosloja molekula direktno adsarbh na
povrSini metala u sltaju viskoznog otapala nakon suSenja i adsorpadakvmolekula moze
se isprati (Slika 31). Takier, moze se koristiti i manje viskozno otapalo kékse postigla
jednolika adsorpcija molekula analita na povrSietata.

( M e e
l isparavanje l ispiranje l, isparavanje
_-lﬁl_ _ﬂmh_

Slika 31. Adsorbcija molekula analita na povrSinetata iz otapala razite viskoznosti.
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Prije SERS mjerenja kap otopine analita= 0,5 pL) paZzljivo je nanesena mikropipetom na
sredinu zlatne ploce Klarite. Nakon 5to je otapalo isparilo spektri su sninaenirazItitim
mjestima plaice.

U slweaju srebrnog monokristala kap otopine analWa=( 0,5 pL) nanesena je na

ispoliranu bazu Ag valj¢a te spektri snimani nakon isparavanja otapala.

3.4. Mjerni uredaji i metode

3.4.1. Ramanova spektroskopija pri 1064 nm

Za snimanje Ramanovih i SERS spektara koristen TdRF spektrometar s FT-Raman
modulom NXR, model Nicolet 6700 tvrtke Thermo Eteat Corporation, opremljen s
Nd:YVO, laserom koji emitira zkgenje pri 1064 nm, djeliteljem zrake od Gate detektorom
od Ge hldenim tekéim dusSikom. Spektri su snimani nakon izlaganja&engu lasera snage 1
W, u podrgju 4000-155 cm? pri razlwivanju 4,0 cm®, a rezultat su uprosjvanja 128
snimaka. Uzorci su snimani u staklenoj kapilaripppgra 5 mm. Snimljeni spektri olaf@ni su

u programu OPUS 6.0.

3.4.2. Ramanova spektroskopija pri 785 nm

Ramanovi i SERS spektri snimani su p@gm&amanovog spektrometra model RamanRXN1
tvrtke Kaiser Optical Systems, s laserskom diodmja lemitira zréenje pri 785 nm kao
izvorom zr&enja i termo-elekttino hlatenim uretajem s prijenosom nabojah@arge-coupled
device CCD) kao detektorom. Pri usmjeravanju ¢erga na uzorak koriStena je sonda
optickih vlakana promjera 100 um. Spektri su snimanionggobude zrg&enjem lasera snage
100 mW, u podr&ju 3450-150 cmi'. Konatan Ramanov spektar rezultat je uprdisignja 3
snimke uzorka tijekom 10 s izlaganja&aju. Uzorci su snimani u aluminijskim posudicama
volumena 500 pL koje ne daju odziv u Ramanovom tspenimljeni spektri obrdeni su u
programu OPUS 6.0.

3.4.3. Ramanova spektroskopija pri 514 nm

SERS spektri snimani su nakon pobude pri 514 nmaoponRamanovog spektrometra
T64000 tvrtke Horiba JobinYvon u Laboratoriju za lekwlisku fiziku Instituta Rder
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BoSkovi. Spektri su snimani nakon pobude caem lasera snage 20 mW, u paglu
2500-400 cm™ uprosjéivanjem 3 snimke od kojih je svaka snimana 10 s.uZarke su
koriStene aluminijske posudice volumena 500 pLnfeni spektri obrdeni su u programu
OPUS 6.0.

3.4.4. UV/Vis spektrofotometrija

UV/Vis apsorpcijski spektri snimani su potmoUV/VIS spektrofotometra Cary 300 Scan
tvrtke Varian. Spektri su snimani u podjwizmeiu 200 i 800 nm. KoriStene su standardne

kvarcne kivete (10 mm x 10 mm).

3.4.5. Mjerenje pH

Za mijerenje pH vrijednosti koristen je pH metartker MeterLab (model PHM 240) s
kombiniranom staklenom-kalomel elektrodom PHC 28(1t115-F-07. Urdaj je prije
mjerenja bazdaren s otopinama pufera pH 4,01,i72,0M1.

3.4.6. Difrakcija rendgenskih zraka na polikristain uzorku

Difraktogrami praha kristalnih uzoraka snimani sumgcu difraktometra za praskaste uzorke
Philips X'Pert PRO X-ray, opremljenim s izvorom&amaja Cu, = 1,54184 A, i detektorom
X'Celerator (2.022 °@). Difraktogrami uzoraka na silicijskim plcama snimani su u kutnom
rasponu 2 od 3 do 40°, kontinuiranim snimanjem, brzinom 3pacskoraku, te vetinom
koraka @ od 0,0167°.

3.4.7. Nuklearna magnetska rezonancija

Jednodimenzionalni NMR spektfiH{, **C-APT) snimljeni su u tvrtki GALAPAGOS, Zagreb,
Hrvatska, poméu NMR spektrometra Avance DRX 400 tvrtke Bruker fyekvencijama
400,1 i 100,6 MHz. Kao otapalo za pripravu mjera#oraka koriSten je deuterirani dimetil-
sulfoksid, DMSO#l.
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8§ 4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Entakapon

4.1.1. Ramanov spektar entakapona E

Ramanov spektar entakapoBapolimorfa A prikazan je na Slici 32, a opaZzenkracijske

vrpce asignirane u Tablici‘t!*?

300000 =
8
250000 - o
Q »
@
0.N
-— \ N/\
T 200000 -
N
_.G_J' 4 HO U
f 150000 oH
o) ]
< g
(]
€ 400000 S
© - I3\
o b
© o
N
50000
0 | ' | ! | ! | ! I ! |
3000 2500 2000 1500 1000 500

Valni broj / cm™
Slika 32. Ramanov spektar entakap&naolimorfa A; pobuda pri 785 nm.

Vrpca umjerenog intenziteta pri 2216 ¢rpripisana je istezanju =N veze. Srednje jaka
vrpca pri 1600 cit odgovara istezanju C=0 skupine konjugirane s duketn C=C vezom i
fenilnim prstenom, dok je vrlo jaka vrpca pri 1586 posljedica istezne vibracije benzena.
Istezanje aromatskog prstena te svijanje metilmetilenskih grupa rezultiraju intenzivnom
vrpcom pri 1439 cit. Vrpcama u podiju 1300-1250 cit doprinose deformacijske
vibracije CH skupina, kao i istezanja C-O veza.idtazanje C-N veze upuje vrpca pri
1204 cm®. Srednje jake vrpce opaZene pri 1546 tm 1345 cm' posljedica su

antisimetrénog odnosno simetimog istezanja N-O veza.
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Tablica 1. Vibracijske vrpce u Ramanovom spekBERS spektrima entakapoBa

Valni broj/ cm ™

1

Raman SERS . .
< , Vibracija
Custo SIS | auplotica | Ag valiti¢ | Ag koloid | Cu koloid
3095 vw v C—H (prsten)
3037 vw v C-H (C=CH)
2978 w 2976 vw 2983 m | v,sC-H (CHy)
2943 w 2933 m 2935w 2936s | v,sC-H (CH)
2880 vw 2879 w 2888 vw 2885 m | v,C-H (CH;, CH,)
2216 m 2211m 2217 m 2209 s 2202w | v C=N
1600 m 1603 vs 1606 vs 1591 sh v C=0
1580 vs 1568 vs v CC (prsten)
1556 s VasN-O (NG,); v CC (prsten)
1546 m 1548 m 1533 s 1503 s VasN-0 (NG
1439 s 1456 m 1454 m 1434 m 1459 s | v CC (prsten)d, CHs; s CH,
1443 s v CC (prsten)
1392 m 1390 sh 1415m 1408 m | v CC (prsten)
1355 sh 1348 sh d; CH;
1345 m 1354 m 1345 m 1334 s 1331s | vsN-O (NGO,
1291 m 1296 s 1292 w dwg CH,
1278 m 1277 s 1271 w 1268 w 1270w | , CH;vC-OH
1264 m djp CH; vC-OH
1204 m 1196 m 1212 w 1191w | vC-N
1166 m 1168 m 1166 w 1168 vw 1161w | o prsten
1142 w 1146 w 1143 w 1130 vw | o prsten
1108 w 1104 vw o COH
1081 vw 1082 w 1089 sh 1089 vw | 6 COH
1049 w Vi C-C-0O
1024 vw 1021 w 1025 vw dp CH
996 vw 1005 vw 1009 vw 989vw |vC-C
954 vw 952 vw dp CH
948 vw 929 w 927 vw 923vw | v C-C=N
882 vw 870 vw 880 vw 881w v, C-C-0
814 w 814 s 818 w 826 w 818 vw | 8, CH(C=CH)
802 sh 799 w 793 vw Ooor CH
779 vw 774 m 776 W 775w 777 VW | 8o CH
745 vw 743 vw 750 w 739 vw Qoo CH
677 vw 679 w 683 w 680 vw 692 vw | d prsten
630 vw 640 w 647 vw 619 vw 0 prsten
564 vw 595 vw 572 vw Ooor CH
521 vw 520 vw 536 vw 532 vw
447 vw 454 vw 435 vw
399 w 397 m 394 w 388 vw 0p C-C=N
239 vs v Ag—-N
218 vw v Au—-N
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lako bi se na temelju molekulske strukture u speldtekivala jaka vrpca simetmog
istezanja nitro skupine, njen intenzitet je slabairhe, na izgled Ramanovog spektra
entakaponaE uvelike utj€ée njegova kristalna struktura. Kristalna struktyg@imorfa A
entakaponaE opisana je u kristalografskoj bazi podatakambridge pod nazivom
OFAZUQ® 1z strukture je vidljivo da jedan kisikov atom noit skupine sudjeluje u
intramolekulskoj vodikovoj vezi s vodikom susjedmmedroksilne skupine, Sto otezava
simetrino istezanje nitro skupine. @gnito, Ramanov spektar tvari ovisi 0 njezinoj lkaisbj
strukturi, §to vrlasesto i omogeava razlikovanje polimorfa Ramanovom spektroskapifd®

Prikaz vodikovih veza u kristalu entakapdhgolimorf A), nalazi se u Dodatku (Slika D1).

EntakaponE slabo je topljiv u vod?® no dobre je topljivosti u etanolu. Zbog
mogutnosti mijeSanja s vodenim koloidnim suspenzijare&injenice da je etanol pozeljno
otapalo u farmaceutskoj industriji, ishodne otopamgakapondE pripravljane su u etanolu.
Koncentracija zagene etanolne otopine entakapdhiznosila je 0,2 mol dii, no nije bila

dovoljna je za opazanje Ramanovog spektra.
4.1.2. SERS spektri entakapona na metalnim povriana

Povrsinsko pojéanje Ramanovog rasprSenja entakapona opazenmjpa$ra zlatne pkice
Klarite i monokristala srebra (Slika 33). Entakapon jeodoisan na povrSine oba metalna
supstrata iz etanolne otopine koncentrac§@Ql* mol dm?>. OpaZene vibracijske vrpce u
SERS spektrima navedene su u Tablici 1. RazlikesienRamanovog spektra entakapona u
¢vrstom stanju i SERS spektara entakapona na metglovrSinama posljedica su slaganja
molekula u kristalu te izbornih pravila na povrSmetala s koje se Ramanovo rasprsenje
pojatava. Umjesto dviju vrpci u podtju istezanja karbonilne skupirdgrste tvari, udava se
samo jedna jaka, Siroka vrpca pri 1603 tm SERS spektru entakapona na zlatnogipip
odnosno pri 1606 cm u SERS spektru entakapona na srebrnongivalj koja ukazuje na
interakciju molekula s metalnom povrSinom. Téén u SERS spektru entakapona na zlatnoj
plogici opaZene su nove vrpce pri 1443¢in1392 cm* te pripisane istezanjima benzenskog
prstena. Orijentacija benzena okomito prema powvr8iata uzrok je poj&anja opisanih

vibracija.
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Slika 33. SERS spektri entakapona na povrsinief)rang valfica i b) zlatne pldice;c =
1x10°2 mol dmi®, pobuda pri 785 nm.

Istrazivanjem kristalizacije entakapona na povrsglata utvideno je da se entakapon spontano
adsorbira na metal, te da stvaraderee slojevite strukture, p¢emu se cijano skupina nalazi
blizu povr§ine metald’*® Slaba vrpca pri 218 cthu SERS spektru entakapona na zlatnoj
plocici pripisana je istezanju Au—-N veze te ukazujestabu interakciju analita s metalom,
dok vrlo jaka vrpca opaZena pri 239 ¢m SERS spektru entakapona na srebrnongivalj
potvrduje nastanak Ag—N veze.

Rasprseno zt@nje molekula entakapona intenzivnije je na povrSiebra nego na
povrSini zlata. SERS spektri entakapona na objeSnoe vrlo su stini, posebice s obzirom na
oblik i relativni intenzitet vé spomenute vrpce istezanja karbonilne skupinedutie, u
SERS spektru entakapona na povrSini srebra opadenatenzivne vrpce istezanja nitro
skupine pri 1533 cif i 1345 cm®. Budwi benzenski prsten izomeEaentakapona moze biti
orijentiran s nitro skupinom paralelno i antipahateu odnosu na cijano skupifiiiyjerojatno

je da su molekule poprimile konformaciju s obje ke na istoj strani blizu povrSine metala.
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lako spektralne slnosti ukazuju na vezanje entakapona preko cijanpisak na obje metalne
povrsSine, i zlata i srebra, male razlike u speldrikazuju na razlite konformacije molekula

adsorbiranih na razitim metalnim povrSinama.
4.1.3. SERS spektri entakapona na metalnim kolaidim

SERS spektri mjereni su u koloidnim suspenzijanedrstl, zlata i bakra. Budii pojatanje
Ramanovog rasprsenja nije opazeno sa svjeze ptipremkoloida, koloidi su agregirani
dodatkom natrijevog klorida i natrijevog nitratatvidieno je da &inkovitost agregacije
spomenutih soli ovisi 0 metalnim natesticamd* Bez obzira na agregacijski agens,
pojaanje rasprSenog Zfenja entakapona u koloidnim suspenzijama zlata ogazeno.
SERS spektri entakapona na koloidu bakra agregmasoobje natrijeve soli nisu se
razlikovali prema polozaju i intenzitetu vibracijgkvrpci, dok je rasprSenje entakapona na
nana@esticama srebra bilo intenzivnije nakon agregasij@atrijevim nitratom. U svrhu
usporedbe analizirani su SERS spektri entakaporkloadima srebra i bakra agregiranim s
natrijevim nitratom (Slika 34). RasprSeno ¢aaje entakapona s metalne povrSine

najintenzivnije je pri koncentraciji0™> mol dni>.
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Slika 34. SERS spektri entakapona na a) Cu koloijuAg koloidul; ¢ = 9x10™ mol dnt?,
pobuda pri 785 nm

SERS spektri entakapona na koloidima metala rgmlika od onih na metalnim povrSinama,
ali takaier i metusobno. lako opazene pri nizim valnim brojevimgcer u podrgju 1600—
1550 cm® u SERS spektru s Ag koloida nalikuju vrpcama u Ramanovom spektru
entakapona. Vrlo jaka vrpca pri 1568 ¢ns ramenom pri 1591 crhpripisana je sloZenoj
vibraciji koja ukljicuje istezanje karbonilne skupine i benzenskog pasténtisimetrtno i
simetrino istezanje nitro skupine doprinosi intenzivninpsama pri 1503 ci odnosno
1334 cm®. OpaZeni pomak prema nizim valnim brojevima, uaminna Ramanov spektar i
SERS spektre s metalnih povrSina, ukazuje na ppiotta skupina vrlo blizu nani@sticama,

i mogutu interakciju s povrsinom srebt&*'® Uslijed interakcije s metalom, preraspodjela
elektrona potaknuta je i u aromatskom dijelu molek&to rezultira pojavom vrpce istezanja
benzenskog prstena pri 1415¢m
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Za razliku od SERS spektra entakapona na povrsebrgog vakic¢a, vrpca u
podrwju niskih valnih brojeva, ispod 300 cmkoja bi ukazivala na stvaranje kemijske veze
izmedu srebrne povrsSine i duSikovog atoma u strukutriekue nije opazena.

U koloidnoj suspenziji bakra SERS spektar entakapmotpuno je druggi od onog
opazenog sa srebrnog koloida. Razlike u SERS spekistog analita na Ag i Cu supstratima
pripisane su joj interakciji entakapona s povrSinom bakra, kojahamizmom prijenosa
naboja viSe doprinosi ukupnom p&gaju raspréenog ztanja’'’ U spektru entakapona na
nan@esticama bakra pajane su vrpce u podtju visokih valnih brojeva 3062880 cm?, a
koje odgovaraju istezanju C-H veza metilnih i negtdkih skupina. Taki®r, poj&ana je i
vrpca pri 1495 cnit koja odgovara deformaciji spomenutih alkilnih sk Vrpca oko 1600
cm, pripisana istezanju C=0 skupine, nije opaZen#,jddntenzivna vrpca pri 1556 ¢m
pripisana antisimenom istezanju N@skupine i istezanju benzena. Jaka vrpca sitmetg
istezanja NG skupine opaZena je pri 1331 @mS obzirom na navedene vrpce i njima
pripisane vibracije, vrlo je vjerojatno da se eafadn veze na bakrene naastice preko
karbonilne skupine. Kao posljedica opisanog vezanjaca vibracije C=0 skupine potpuno
je nestala ili se pomaknula prema nizim valnim évopa i sakrivena je vrpcom pri 1556
cm . Izostanak vrpce koja odgovara funkcionalnoj skiiioja sudjeluje u kemisorpciji
molekule, opisan je za 4-aminobenzentiol koji séev@a bakreni supstrat preko atoma
sumpora tiolne skuping® S obzirom da je bakar sklon oksidaciji, moZe sspmstaviti da se
kisikovi atomi priblizavaju bakrenoj povrsifi® Nove vrpce opaZene pri 1049 ¢m 881
cm™ pripisane su antisimetriom i simetrénom CCO istezanju, §to dodatno pduje
kemisorpciju molekula entakapona na ngstice bakra'? OpaZene vrpce vibracijskih
modova CH, CH; i CCO skupina mogu se pripisati i etanolu u kojenuzorak entakapona
pripravljen. Metutim, vrpce vibracijskih modova CCO skupine nisuabgne u SERS
spektrima entakapona na Ag koloidu, dok su slalpeesu podrtju visokih valnih brojeva
opazene i pripisane istezanjima C—-H veza dietilarskupine analita. lako bi prisutnost
etanola mogla utjecati na SERS spektar entakagoeostavlja se vezanje entakapona na
povrSinu bakra preko karbonilne skupine.

Medu istrazenim SERS supstratima, koloid srebra pvia redukcijom srebrovog
nitrata s natrijevim citratom, Ag koloitl, te agregiran natrijevim nitratom najg@rasprsuje
zraenje molekula entakapona. Najniza koncentracija kojpj je opazen SERS spektar

entakapona iznosa0 ' mol dni>.
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Treba napomenuti kako ovisnost intenziteta opaze3iBBS spektra o koncentraciji
analita nije linearna u cjelokupnom rasponu mjdrekoncentracija otopina entakapona.
Naime, maksimalno paojanje opaza se pri optimalnoj pokrivenosti povr&3tH#RS supstrata
molekulama analita koje rasprsuju &aje’*°

Razlkita istrazivanja ukazala su kako je optimalna paémbst povrSine ona u kojoj su
molekule adsorbirane na povrSinu supstrata u matsonjednom sloju, p&ak i u manjem
broju od onog koiji tvori spomenuti monosfd]**°Ukoliko je koncentracija analita u sustavu
supstrat-analit W& od one pri kojoj se postize optimalna pokrivensstviSak molekula
analita reapsorbira rasprSeno c¢emje, Sto u konmici rezultira smanjenim SERS
intenzitetom. Takder, u monosloju adsorbiranih molekula dipol-dipoterakcije izméu
molekula analita umanjuju pdjanje rasprienog zfenja’® Pri koncentracijama nizim od
one pri kojoj se postize optimalna pokrivenost sga, ovisnost intenziteta o koncentraciji
analita postaje linearfd® SERS spektar entakapona n&pg intenziteta opaZen je pri
koncentraciji entakaponax@0> mol dni®, dok je za viSe i za manje koncentrirane sustave

intenzitet rasprSenog zf@nja bio manji (Slika 35).

9x10”* mol dm”
30+ 9x10° mol dm™
9x10™° mol dm™
9x10”" mol dm”
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Slika 35. SERS spektri entakapona na Ag koldigui razliitim koncentracijama
entakapona; pobuda pri 1064 nm.

Marina Ratkaj Doktorska disertacija



§ 4. REZULTATI | RASPRAVA 55

U koloidnoj suspenziji srebra u kojoj su n&estice agregirane natrijevim nitratom, a
koncentracija entakapona iznositl9 > mol dni*, istraZen je utjecaj valne duljine pobudnog
zratenja na SERS spektar. KoriSteni su laseri tri valagine: 514 nm, 785 nm i 1064 nm.
Buduéi intenzitet Ramanova rasprSenja ovisicetvrtoj potenciji frekvencije pobudnog
zraenja, uporaba lasera manje valne duljine, odnosweée virekvencije, rezultira
intenzivnijim rasprSenjem ztanja, a time i véom osjetljivosti metode. Rezonancija iziae
pobudnog, nag&e vidljivog zra&enja, i povrSinskih plazmona i/ili zZtanja koje analit
apsorbira, dodatno doprinosi péaaju intenziteta rasprSenog &eaja. Nadalje, uporabom
lasera u bliskom infracrvenom podju smanjuje se vjerojatnost fluorescencije uzorkgak
cesto zasjenjuje Ramanov spektarkeklvano, pobudna ztanja razltitin valnih duljina
rezultirala su raztitim pojatanjem pojedinih vibracijskihn vrpci u SERS spektrima
entakapona, ali i razitim ukupnim intenzitetom opazenih spektara (SI8&). Zahvaljujui
prednostima izvora zéanja i u Vis i u NIR podrgju, najvei ukupni intenzitet i minimalna
fluorescencija opazeni su nakon pobude laseromekaiiira zra&enje pri 785 nm.

Nadalje, opazene su i razlike u relativnom intextaitvrpci, kao posljedica selektivne
pobude analita zégnjem razkitih valnih duljina. Kada valna duljina pobudnoga&nja
odgovara valnoj duljini apsorbiranog Zemja, odnosno energiji elektronskog prijelaza,
postizu se pre-rezonantni uvjeti i u spektru dorajai vrpce dijela molekule koji, osim Sto
rasprsSuje, i apsorbira Zenje. Tako je vrpca istezanja cijano skupine izminsiabog
intenziteta u SERS spektru snimljenom nakon poludd 064 nm, a vrlo jakog u spektru
snimljenom pri pobudi laserom valne duljine 514 rvfaksimalan intenzitet vrpce pri 1568
cm ™t s ramenom pri 1591 crhpripisane sloZenoj vibraciji koja ukljuje istezanje karbonilne

skupine, C=C veze i benzenskog prstena, opazesknrpobude zt@njem pri 785 nm.

Marina Ratkaj Doktorska disertacija



§ 4. REZULTATI | RASPRAVA 56

20 -

04
40000 . , , . ; .

20000

Ramanov intenzitet

5000 -

T I T I T I T
2500 2000 1500 1000 500
Valni broj / cm’™

Slika 36. SERS spektri entakapona; 9x10™> mol dnt®, na Ag koloidul snimljeni
pobudnim zr&enjem pri a) 1064 nm, b) 785 nm i c) 514 nm.
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4.1.4. Kvantitativna analiza izomera entakapona

lako su oba izomera entakapona bioloski aktivnenosae izomeE formulira i primjenjuje
kao aktivna tvar. lzomet smatra se od&cenjem i tijekom sinteze i u gotovom obliku lijeka.
Kako bi se osigurala kvaliteta i pouzdana bioraspebst lijeka, préenje koltine izomeraZ
kako u aktivnoj tvari, tako i u gotovom proizvoddovje vazno.

Klasicha Ramanova spektroskopija ogtema je slabom osjetljivod, te se moze
primijeniti samo za analize sustavawrstom stanju ili zagenih otopin&?>® HPLC tehnike
kojima se provodi kvantifikacija izomera entakaponatopini osjetljive su i pouzdarig>*ali
mogu biti dugotrajne i pt@ne velikim utroSkom raziitih otapala za analizu. Spektroskopija
povrSinski pojdanog Ramanovog rasprSenja uz koriStenje reprodoo@i supstrata

omoguava brzu i pouzdanu analizu u otopini pri niskinmgentracijama.

4.1.4.1. Stabilnost izomera entakapona u otopini

Stabilnost izomera entakapona u etanolu istrazemaj¢renjem UV/Vis spektara etanolnih
otopina izomera entakapona tijekom vremena, pri&otraciji 610> mol dni®. Spektri su
snimljeni odmah nakon priprave otopine, te nakors@t i sedam dana stajanja pri sobnoj
temperaturi. Oba izomera jako apsorbirajucerge u UV podrtju, a apsorpcijske spektre
karakteriziraju dva apsorpcijska maksimuma (TabltaApsorpcijska vrpca pri viSim valnim
duljinama, 388 nmEK) i 368 nm ), pripisana jat* — 1t prijelazu elektrona fenilnog prstena i
dvostruke C=C veze, dok apsorpcija dijela moleksileijano i karbonilnom skupinom
doprinosi apsorpcijskoj vrpci pri priblizno 300 nfhijekom vremena nije wen zngajniji
pomak apsorpcijskih maksimuma koji bi dp@o na izomerizaciju entakapona u otopini
(Tablica 2). IzomerE i Z entakapona u etanolnoj otopini izloZeni dnevnofetiyi sobnoj

temperaturi stabilni su i ne podlijezu interkonvgrz

Tablica 2. UV-Vis apsorpcijski maksimumi izomeraaapona.

Vrijeme E Z

A1/ nm Ao/ nm A1/ nm Ao/ nm
1 min 388 303 368 298
24 sata 389 303 370 300
7 dana 387 302 369 299
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4.1.4.2. Ramanovi spektri i SERS spektri izometakapona

Ramanovi spektri zagnih otopina izomera entakapona u etanoka {x102 mol dni®) nisu
opazeni. Mdutim, adsorpcijom entakapona iz etanolne otopinezlafni supstratlarite
opazeni su SERS spektri oba izomera. Najniza iangikoncentracija izomera na povrsini
zlatne pl@ice je 510> mol dm™. Usporgeni su Ramanovi spektri izomera u kristalnom

stanju i SERS spektri izomera na zlatnojcpto(Slike 37 i 38).
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Slika 37. Ramanovi spektri izomera entakapogarstom stanju; pobuda pri 785 nm.
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Slika 38. SERS spektri izomera entakapona adsaorhira zlathom supstrakiarite iz

etanolne otopinec(= 1x10°2 mol dm™®), pobuda pri 785 nm.

Adsorpcijom molekula entakapona na zlatni supstiglarite, intramolekulske i
intermolekulske interakcije prisutne u kristalndjukturi i&ezavaju. Kada su na supstratu
molekule kemisorbirane u monosloju, parametri \whs&ih vrpci najviSe ovise 0
molekulskoj strukturi i orijentaciji strukturnih jélova molekule u odnosu na metalnu
povrSinu. Kao Sto se i Ramanovi spektri izomerdikaj u ¢vrstom stanju, tako se i u SERS
spektrima izomer& i Z oCituju jasne razlike koje ukazuju da je i nakon agsige izomera iz
otopine na zlatnu ptaecu, molekulska struktura izomerguvana.

Znaajne vrpce u Ramanovim spektrima izomera entakapd@nestom stanju i SERS
spektrima izomera na zlatnoj ploi asignirane su u Tablici 322 Vrpce umjerenog
intenziteta u SERS spektrima pri 2211°¢i2219 cm* pripisane su istezanju=Bl skupine u
strukturi izomeraE odnosnoZ. Najintenzivnije vrpce pri 1603 crh (E) i 1609 cm* (2)
odgovaraju vibracijama istezanja konjugiranog ststoji se sastoji od aromatskog prstena,
dvostruke C=C veze te karbonilne skupine. Vrpcasanétricnog istezanja nitro skupina
opaZene su pri 1548 ¢M(E) i 1546 cm® (Z), dok su vrpce koje potja od odgovarajteg
simetricnog istezanja prisutne pri 1392 @mE) i 1396 cm® (2). Znatajne razlike izméu
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SERS spektara izomerfa i Z takaier se mogu usiti u podrujima 1320-1050 cit i

840-730 cmt*, gdje vibracije supstituiranog fenilnog prstengiiivose opaZenim vrpcama.

Tablica 3. Vibracijske vrpce u Ramanovim spektrirSeERS spektrima entakapoBa Z.

Valni broj/ cm™
Raman SERS Klarite supstrat) Vibracija
E Z E Z
2216 m 2217 s 2211'm 2219 m v C=N
1580 vs 1612 vs 1603 s 1609 vs v C=0
1546 m 1547 m 1548 m 1546 w VasN-0 (NQy); v CC
1456 m 1460 m Oa: CHs
1439 s 1423 w 1443 m 1445 m dsc CH,
1392 m 1396 w vsN-0O (NG,); v CC
1345 m 1354 m 1356 m 0 CH;
1291 m 1298 w 1296 m 1295 s Owg CH
1264 m 1258 w 1277 m 0, CH; vC-OH
1247 w 0p CH; v C-OH
1204 m 1189 m 1196 m 1193 w vC-N
1166 m 1162 w 1168 m 1168 m d prsten
1104 w 1105 m 0 COH
1081 w 1082 w 1082 w 1085 sh 0 COH
1024 w 1020 m 1021w 1018 vw Op CH
948 w 929 m 931m v C-C=N
814 w 819 w 814 m 819 m 0o CH (CH=C)
799 w 802 sh 799 m Qoo CH
779 W 772 W 774 m 774w Ooor CH
745 w 743 vw Ooor CH

SERS spektar izomerd entakapona intenzivniji je od spektra izomé&asto ukazuje na

razliciti poloZzaj molekula na povrsSini zlata. Prema izfior pravilima na povrsini, vibracije s

promjenom polarizabilnosti okomito na metalnu powsSrezultiraju najvém poja&anjem

rasprsenog zt@nja, dok vibracije u ravnini s metalnom povrSinoendoprinose rasprsenju.
Stoga je intenzitet rasprSenog &aja molekule smjeStene pod kutom u odnosu na metal
povrSinu maniji od rasprSenja okomito poloZzene mdkekZa entakapon je ¥eutvrdeno da
samoorganiziranjem stvara sloj ha metalnim povrmapricemu se molekule slazu s cijano
skupinom orijentiranom prema povrsini zI&f@® Buduti je cijano skupina u strukturi
izomeraZ manje stetiki zaklonjena u odnosu na izontgrmolekuleZ izomera lakSe se vezu

s metalom i na zlatnoj povrsSini uspravnije su pelt& od molekul& izomera. Slabe vrpce
opaZene pri 232 crh (2) i 218 cm® (E) u SERS spektrima pripisane su istezanju nastale

Au-N veze.
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4.1.4.3. Pouzdanost kvantitativnih SERS rezultata

Varijabla koja najviSe utfe na nesigurnost apsolutnog intenziteta signala ERSS
spektroskopiji je faktor pofmnja supstrata. Varijacije intenziteta uzrokovameliditim
pojaanjem rasprSenog Zenja s iste povrSine metala mogu se rijeSiti upamabvrio
reproducibilnih SERS supstrata. 8gim, valja razmotriti i ostaléimbenike koji utj€u na
intenzitet pojganog Ramanovog rasprsenja izuzev same koncentuaaj&a.

U svrhu uklanjanja faktora instrumenta, kao Stopsamjenjiva snaga lasera ili
temperatura detektora, koji uije na intenzitet Ramanovog rasprsenja analitaiegs se
koristi unutarnji standartl.Kako bi se izbjeglo naru$avanje sustava supstaitau SERS
spektroskopiji, prikladan unutarnji standard trabhi biti molekula strukturno vrlo sha
samom analitu, koja se adsorbira na supstrat haasn kao i anali® U dosad objavljenim
SERS kvantitativnim mjerenjima, timina i nikotinkao unutarnji standard koristen je
kemijski slicna i u SERS spektroskopiji dobro poznata molekiridipa.****Buduti piridin
nije kemijski sltan molekuli entakapona, te se veze na SERS sugstko piridinskog
duSika, dok entakapon ostvaruje vezu s metalomopriSikovog atoma cijano skupine,
piridin nije uveden u mjerni sustav. Uz nedostagakkturne stinosti, piridin kao unutarniji
standard moze utjecati i na SERS supstrat, u smmglgwte promjene njegovog svojstva
pojatanja rasprSsenog zf@nja analita, Sto svakako uige na jednostavnost primjene
cjelokupne tehnike. Iz navedenih razloga, unutastgndard nije koriSten u sustavu izomera
entakapona. Uporabom iznimno reproducibilnih zlafpiccica Klarite najzna&ajniji faktor u
varijaciji intenziteta signala (pajanje supstrata) sveden je na minimum. Varijacigzasle
iz Ramanovog mjernog sustava kompenzirane su odumgém spektra pozadine od SERS
spektara uzoraka. Kao pozadinski spektar koriseRgmanov spektdiste plaice Klarite.
Ramanov spektar noveéiste zlatne pléice oduzet je od SERS spektara izomera entakapona,
snimljenih koristéi kao metalni supstrat upravo tu istu zlatnuwpa.

Ranija istrazivanja pokazala su da je koriSten &®wm mjerni sustav stabilan i
pouzdan za kvantitativne analize provedene u difigi analitickim sustavima bez dodatka
unutarnjeg ili vanjskog standardfd.Kako bi se dodatno potvrdila stabilnost instrument
sustava, te pouzdanost @lta Klarite, odreiena je relativna standardna devijacija (RSD)
intenziteta najintenzivnije vrpce u SERS spektrtaleaponaZ pri 1609 cm®, u skupu od 14
neobradenih spektara. Po sedam SERS spektara izofengakaponac(= 1x10™° mol dni?)
snimljeno je za dva neovisno pripravljena uzorkdnasno koristé dvije razliite zlatne

plocice Klarite.
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Izratunata RSD vrijednost intenziteta vrpce u SERS spelgbmeraZ iznosila je
2,1%. Bududi je Ramanova spektroskopija uz spektralne vajgaocd 1% do 4% uspjeSno

primijenjena za kvantitativnu analizu farmaceutsiitivnih tvari®°

vrijednost relativne
standardne devijacije potvrda je stabilnosti sustamogénosti koriStenja snimljenih SERS
spektara za pouzdanu kvantifikaciju metodom pdrshanajmanjih kvadratap@rtial least
square PLS).

Kako bi se osigurala pouzdanost rezultata, prijstygpanja kvantitativnom modelu,
moraju se evaluirati komponente sustava. Ukolikokeemponente u analiziranom viSe-
komponentnom sustavu dovoljno dobro razlikuju, Ptegresija omogtava pouzdanu
identifikaciju i kvantifikaciju pojedine komponent&ako bi pokazali da su SERS spektri
izomeraE i Z entakapona uistinu raztii, te njihove smjese pogodne za multivarijantnu
analizu, snimljeno je i analizirano 30 SERS speksrakog izomera koncentracije1D™3
mol dni®. PLS klasifikacijski prikaz rezultata ukazuje rdlisno razlikovanje SERS spektara
izomeraE i Z entakapona (Slika 39). Svakaka prikazuje SERS spektar u pogjtuizmeiu
2093 cm® i 400 cm?, korigiran za viSestruko rasprsenje camaja (ultiplicative scattering
correction MSC).
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Slika 39. PLS klasifikacijski prikaz razlikovanj&BS spektara izomera entakap&@®) i
Z (#) snimljenih s povrSine supstratdarite.
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4.1.4.4. Kvantitativha analiza

Razvijena je SERS metoda za kvantitativhu analizmkdmponentnog sustava izométa Z
entakapona, uz koristenje zlatnog SERS supstidaaite. Pripremljeno je devet smjesa
izomeraE i Z entakapona, masenih udjela izomera u rasponu od®%00%, pri ukupnoj
koncentraciji entakaponax10® mol dni®, te su snimljeni njihovi SERS spektri. Svaki je
uzorak smjese snimljen sedam puta na ¢dimi mjestima zlatne pkice, ¢ime su ukupno
snimljena 63 spektra. 1z dobivenog skupa nagnmije odabran po jedan spektar svake
smjese za testni set od devetaika kojimce se validirati PLS model. SERS spektri pojedine
smjese korigirani su oduzimanjem pozadinskog spesiste plaice Klarite na koju je
adsorbirana smjesa izomera. SERS spektri validagjseta kojima je oduzeta pozadina

prikazani su na Slici 40.
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Slika 40. SERS spektri validacijskog seta, korigi@duzimanjem pozadinskog spektra.

Prije odreivanja kvantitativnog PLS modela, spektri su adlera MSC postupkomU racunu
je koristen dio spektra u kojem su opazene rajveazlike izmdu spektara izomera,
2093-400 cnmi’. Za modeliranje je koristena unakrsna validatgave-one-outMinimalna
efektivna vrijednost pogresSke unakrsne validacjeosi 10,4% za izomeZ u smjesi, pri

sedam latentnih varijabli.
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Validacijski set takder je obrden koristéi korekciju za viSestruko rasprSenje, te

potom predwien PLS modelom. Na Slici 41 prikazani su prédw udjeli izomeraZ u

smjesama u odnosu na stvarne vrijednosti za kaljbkai validacijski set podataka. Taker,

predvidene i stvarne vrijednosti udjela pojedinog izomerasmjesi za validacijski set

podataka

navedene su u Tablici 4. Efektivha vrigstirpogreske kalibracijskog seta iznosi

7,9% za izomeE u smijesi, $to odgovara apsolutnoj koncentradijirieraZ od 7,%10> mol

dm, te 8,4% za validacijski set, to odgovara apsojutoncentraciji od 810> mol dm>

izomeraZ u uzorku.

Predvideni sastav / %

Slika 41.
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Korelacija preditenog sastava sa stvarnim sastavom pripravljeniesamgomera

na temelju PLS analize SERS spektara smjesa izoeméaliapona.

Tablica 4. Stvarne i prediene vrijednosti udjela pojedinih izomera entakapana

validacijskom setu podataka.

Validacijski set /S('%arna vrijednost /Pg/fdwdena vrijednost Razlika / %
Smjesa br. E = E 7 E Z

1 100,0 0,0 103,6 -3,6 -3,6 3,6
2 87,5 12,5 84,2 15,8 3,3 -3,3
3 75,0 25,0 80,3 19,7 -5,3 5,3
4 62,5 37,5 71,0 29,0 -8,5 8,5
5 50,0 50,0 57,9 42,1 -7,9 7,9
6 37,5 62,5 44,6 55,4 71 71
7 25,0 75,0 15,4 84,6 9,6 -9,6
8 12,5 87,5 5,3 94,7 7,2 -7,2
9 0,0 100,0 10,9 89,1 -10,9 10,9
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4.2. Sulfatiazol

4.2.1. Ramanov spektar sulfatiazola

Snimljen je Ramanov spektévrstog uzorka sulfatiazola, polimorfa Ill, pobudgn 1064

nm (Slika 42), a opaZene vibracijske vrpce asigwina Tablici 5>
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Slika 42. Ramanov spektar sulfatiazola, polimolfapobuda pri 1064 nm.
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Tablica 5. Vibracijske vrpce u Ramanovom spektBiERS spektrima sulfatiazola.

Valni broj/cm ™

1

Raman SERS . ..
- . Vibracija
gglﬁgétﬁpe Au plodica Ag koloid
3400-3320 v N-H
3106 w v C—H (prsten)
3074 m v C—H (prsten)
3055 m v C—H (prsten)
1595 s 1597 s 1590 s v CC (fenil),6 NH,
1570 w 1571 m v CC (prsten)
1529 m 1532 w 1510 w v C=N
1495 vw 1506 w 1489 w v CC (tiazol)
1326 w 1328 w Ve S-0O (SQ)
1296 w 1305 vw d CH,5 CNC
1253 m 1253 w 1251w d CH (fenil)
1178 w 1182 w 1181 m d CH (fenil)
1132 vs 1135s 1113 m v S-0O (SQ)
1091 w 6 CH,v C-S
1073 m 1083 m 1076 vs o fenil
968 w 1007 w 1004 m d CH,5 NH
953 w 942 w i, CH
929 m 926 w do0p CH
880 w o CC
852 w do0p CC
840 m 838 m 837 w do0p CH
822 w 825 sh do0p CH
808 w 772 w dp CC
730 w 738 w dwg NH,
698 w 699 w dwg NH
683 w 687 w do0p CC (fenil)
647 s 645 sh 646 w o fenil
632s 635s 635w d tiazol, d fenil
568 w 566 w 566 w doop NH>
554 w 551w do0p NH
506 w 509 w 518 vw d tiazol
446 w 448 w 448 vw dwg SO
417 w d tiazol, d fenil
396 w 387 s 389 vs o fenil
377w
348 w 347 m Ore SO,
302w 294 s do0p CCC
267 w 265w d CNS
228 w d okosnica
213w

200 w v Ag-N
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Vrpce slabog intenziteta u podju 3400-3200 cm* pripisane su istezanju N-H veza
primarne i sekundarne amino skupine, dok vrpce rengg intenziteta u podfju
3106-3055 cm® odgovaraju istezanju C-H skupina na oba prstendruktari. Uslijed
istezanje fenilnog prstena opaZa se jaka vrpca59% cm®. Srednje jaka vrpca pri 1529 ¢
pripisana je istezanju imidne C=N veze. Vrlo jakpoa pri 1132 cit odgovara simetthom
istezanju S@skupine, dok se slaba vrpca odgovaregiantisimettinog istezanja nalazi pri
1326 cm®. Jake vrpce pri 647 crhi 632 cm® odgovaraju deformacijskim vibracijama
prstena.

Prema podacima o kristalnoj strukturi polimorfa Bulfatiazola, dostupnim u
kristalografskoj bazi podatakd@ambridgepod nazivomSUTHAZ17 sulfatiazol ucvrstom
stanju ima molekulsku strukturu u kojoj se na dusSiketeroaromatskog prstena nalazi
vodik.2>®* Dodatna potvrda imidnom obliku sulfatiazolaswrstom stanju nedostatak je jake
vrpce istezanja monosupstituiranog tiazolnog pesten 1382 crit,****?°kao i jake vrpce
svijanja tiazolnog prstena pri 865 thu Ramanovom spektrd® Prikaz molekule sulfatiazola
i vodikovih veza u kristalu forme IIl nalazi se w@atku (Slika D2).

Sulfatiazol je slabo topljiv u vodi (< 0,1 mg fiLpri 25 °C), médutim dovoljno za
pripremu ishodnih vodenih otopina iz kojih se payfaju mjerni uzorci za snimanje spektara
tehnikom povrSinski pojmnog Ramanovog rasprSenja. lako koncentracija&easivodene

otopine sulfatiazola iznos<30 2 mol dm 3, nedovoljna je za opaZanje Ramanovog spektra.
4.2.2. SERS spektri sulfatiazola na metalnim katoad

SERS spektri sulfatiazola mjereni su u koloidnirsgnzijama zlata, srebra, pripravljenim na
dva n&ina, i bakra nakon pobude Zemjem pri 1064 nm. Sa svjeze pripravljenih koloida
povrSinsko pojé&anje Ramanovog rasprsenja sulfatiazola nije opazamcega su metalne
nana@estice agregirane natrijevim kloridom i natrijevimiratom. Po dodatku natrijevih soli
Ramanovo rasprSenje sulfatiazola gajeo je u svim koloidnim suspenzijama (Slika 43).
Najvete poj&anje rasprSenog zfanja sulfatiazola opazeno je sa srebrnog koloida
pripravljenog redukcijskim postupkom s trinatrijgvicitratom, Ag koloidl, i agregiranog
natrijevim nitratom. Srebrni koloid pripravljen nmgktijom srebrova nitrata s natrijevim
borhidridom, Ag koloid 2, intenzivnije pojdava rasprSenje sulfatiazola kada se kao
agregirajéi agens koristi natrijev klorid, no slabije od snmeih nand@estica s citratnim ionima
na povrsini. S bakrenim se koloidom postize maojedanje nego s koloidnim suspenzijama
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srebra, pricemu bolje nakon agregacije s Naj@ako slabog intenziteta opazen je SERS
spektar sulfatiazola i sa zlatnog koloida, agrewanatrijevim kloridom.

Za razliku od entakapona, SERS spektri sulfatianaakoloidima razéiitih metala
nalikuju jedan drugome (Slika 43). Zfanije spektralne razlike, posebice u polozaju yrpc
nisu opazene (Tablica 6), Sto je dekivano s obzirom na modu prisutnost dvije
tautomerne forme i protoniranje amino skupina uokiioj suspenziji zlata kisele pH
vrijednosti. Jedina zamjetna razlikacava se u slabijem relativnom intenzitetu vrpce pri
priblizno 392 cm' u SERS spektru sulfatiazola na bakrenom koloidodoosu na SERS
spektre opazene s drugih metalnih koloida. Bude ta vrpca pripisana deformacijskim
vibracijama prstenova u strukturi, njen smanjertemzitet moze ukazivati na druija
polozaj molekule na bakru u odnosu na smjeStanjielkule na povrSini ostalih metalnih

supstrata.

Tablica 6. Vibracijske vrpce u SERS spektrima gisfla.

Valni broj/ cm ™
Ag koloid 1 | Ag koloid 2 | Aukoloid | Cukoloid | V'Pracia
1590 m 1588 s 1582 s 1591 s v CC (fenil),6 NH,
1510 vw 1516 w v C=N
1489 vw 1488 w 1486 w 1486 w v CC (tiazol)
1305 vw 1298 vw, br d CH,5 CNC
1251 vw 1251w 1231 vw, by & CH (fenil)
1181 mw 1181 m 1177w 1177 mw & CH (fenil)
1113 m 1115 mw v, S-0 (SQ)
1076 s 1078 s 1076 s 1079 s 3 fenil
1004 m 1004 w 1004 w 1006 mw d CH,3 NH
942 w 947 w, br 938 vw dip CH
837 mw 805 w 822 w 826 w, br do0r CH
772 mw di, CC
699 mw 702 vw 704 w 703 w dwg NH
646 m 644 w 647 w 3 fenil
635 m 638 w 635w d tiazol, s fenil
566 w 548 vw door NH
518 w 512 w 508 vw o tiazol
448 vw dwg SO
389 s 390 s 392s 392 m 3 fenil
249 s v Au—-Cl

240 s v Ag—Cl

200 ms v Ag—-N
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Slika 43. SERS spektri sulfatiazola na a) Ag kalaidb) Ag koloidu2, ¢) Au koloidu i d) Cu
koloidu; c(sulfatiazol) = %107 mol dm 3, pobuda pri 1064 nm.
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Usporelene su vibracijske vrpce u Ramanovom spektru sadfaia i SERS spektru
sulfatiazola na Ag koloidd (Tablica 5). Jaka vrpca pri 1595 chu Ramanovom spektru
sulfatiazola, pripisana istezanju benzenskog pastendeformaciji primarne amino skupine,
pomaknuta je prema nizoj vrijednosti, 1590 tnu SERS spektru sulfatiazola na koloidu
srebra, Sto ukazuje na mdguinterakciju molekule s povrSinom srebra preko,$Kupine i
posljedénu preraspodjelu elektrona aromatskog sustava. Poprama nizim valnim
brojevima karakterizira i vrpcu simeatnog istezanja sulfonske skupine koja se u SERS
spektru opaZa kao srednje jaka vrpca pri 1113'c&1druge strane vrpca pri 1076 Crkoja
potjece od deformacije fenilne skupine vrlo je jaka, aaliku od odgovarajie vrpce pri 1073
cm ! u Ramanovom spektru. Pojmje intenziteta vrpci pri 1004 ¢hi 646 cm?, koje
takader odgovaraju vibracijama benzenskoga prstenaujgua aromatske sustave polozene
blizu metalne povrsine, te povoljnu, okomitu origiju prema povrsini metala. Vrlo jaka
vrpca pri 389 cit u SERS spektru sulfatiazola, pripisana deformiagjjsibraciji fenilnog

prstena, dodatno potiuje blizinu aromatskog prstena i metalnog supstrata

U brojnim istrazivanjima kompleksnih spojeva p@ghih metala sa sulfatiazolom kao
ligandom, pokazano je kako se sulfatiazol bilo utregnoj ili deprotoniranoj formi uglavnom
veze na metale preko duSika tiazolnog prstenaj pimarne amino skupine. U saju
vezanja tiazolnim duSikom, katkad i sekundarna amskupina u lancu sudjeluje u

koordinaciji atoma metala, te se sulfatiazol veiteitantng?’ %

Luznate koloidne suspenzije srebra (Ag kolbjcoH = 9,7; Ag koloid2, pH = 8,3) i
bakra (pH = 11,6) osiguravaju d&iesku prisutnost neutralne forme sulfatiazol& (g 2,32;
pK, = 7,24)% Sliéni SERS spektri sulfatiazola opaZeni u koloidninspnzijama raalitih
metala upduju na sléan mehanizam adsorpcije molekule na povrSinu dgigihli koloida.
Buduwi je vrpca, kojoj osim istezanja benzenskog prstdoprinosi i deformacija amino
skupine, u SERS spektrima pomaknuta prema nizimimabrojevima u odnosu na Ramanov
spektar, a sama skupina je u si#arpovoljnom polozaju za priblizavanje metalnoj p&mni,
moZe se pretpostaviti da se sulfatiazol adsortarenatale preko primarne amino skupine, pri

c¢emu se benzenski prsten smjesta okomito u odnopovrainu.
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Jaka vrpca pri 220 crthu SERS spektru sulfatiazola na Ag koloitlpripisana je
istezanju novonastale Ag—-N veze. Vrpce pri 240°dn249 cm*u SERS spektrima molekule
na Ag koloidu2 odnosno Au koloidu teSko je nedvojbeno pripisazivsulfatiazola s
metalnim supstratom, buéiuje za agregaciju ovih koloida koriSten natrijeVorkd te
spomenute vrpce mogu potjecati i od istezanja Agediiosno Au—Cl veze. Zanimljivo je
kako vrpca u podiju 240—200 cn nije prisutna u SERS spektru sulfatiazola na Qoia.

S obzirom da je i vrpca deformacije aromatskogematpri 392 cnt relativno slabija u
odnosu na SERS spektre molekule na ostalim sups#&taimoze se pretpostaviti da se
sulfatiazol kemijski ne veze na povrSinu bakraolgk SERS spektar sulfatiazola na zlathom
koloidu vrlo slgéan onima na Ag i Cu koloidu, njegov intenzitet jgaajno maniji. Slabo
pojatanje rasprSenog Ztenja sulfatiazola sa zlatne povrSine moze se ptigigsselom mediju
koloidne suspenzije (pH = 5,8), u kojem je primaamaino skupina sulfatiazola protonirana.
Zanimljiva je meutim slicnost SERS spektara sufatiazola na zlatnom koloEluna
supstratima bakra i srebra, koja tpje na isti n&in adsorpcije u svim stiajevima. Naime, s
obzirom na mogtnost tautomerije, a u slaju nepovoljno pozitivno nabijene primarne amino
skupine, postoji mogduost adsorpcije molekule sulfatiazola preko tiaaginduSika. S
obzirom da vrpce vibracijskih modova tiazolnog enst nisu opazene, a u pretpostavljenom
n&inu adsorpcije sulfatiazola na povrSinu metala noétani je prsten udaljen od povrSine
koloida, teSko je zaklgiti u kojem je tautomernom obliku sulfatiazol piign u istrazivanim

sustavima.

Kao i u sl#aju entakapona ovisnost intenziteta SERS spektammnoentraciji analita
nije linearna, Sto je posljedica reapsorpcije rdaspog zréenja molekula analita prisutnih u
suvisku s obzirom na broj molekula koje oméayaju optimalnu pokrivenost metalnog
supstrata, te koncentracijski ovisnog polozaja kdke na povrSini metala. Koncentracija
sulfatiazola pri kojoj se postize optimalan polo#alekula i pokrivenost povrSine srebrnog
koloida, a time i opaZa najintenzivniji SERS spekea9x10° mol dmi>. Pri vi§im i nizim
koncentracijama od>a0°° mol dm* intenzitet povr§inski poj@nog rasprsenja slabi (Slika
44). Najniza koncentracija sulfatiazola na kologhebra za koju je opazen SERS spektar

iznosi %10 mol dm?3.
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Slika 44. SERS spektri sulfatiazola na Ag koloidagregiranim otopinom natrijeva nitrata

pri razlicitim koncentracijama sulfatiazola; pobuda pri 1064.

Utjecaj valne duljine pobudnog zenja na povrSinsko pajanje Ramanovog rasprsenja
sulfatiazola istrazeno je pri koncentraciji anali@10> mol dni® u Ag koloidu 1
agregiranom s NaNOSERS spektri sulfatiazola snimljeni su nakon miEbarg&enjem lasera
pri 785 nm i 1064 nm (Slika 45). Kao i u &hju entakapona opazene siekivane razlike u
relativnim intenzitetima pojedinih vrpci, te raziku cjelokupnom intenzitetu spektra.
Pobudno zréenje valne duljine 785 nm, buédye vete energije od energije Z@nja u NIR
podruju, rezultira i spektrom viSeg intenziteta. lakalilee u relativnim intenzitetima vrpci
nisu toliko izrazene kao u slaju SERS spektara entakaponagljnam je kako u spektru
nakon pobude pri 1064 nm dominiraju vrpce pri 1680", 1076 cm® i 389 cm*, kojima
doprinose vibracijski modovi benzenskog prsten& slo ostale vrpce u spektru relativho
slabog intenziteta. Pobudom pri 785 nm, spomentgeevtakder su vrlo jake, ali relativha

razlika u odnosu na intenzitet ostatka spektratoljko izrazena.
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Slika 45. SERS spektri sulfatiazotaz 910" mol dni®, na Ag koloidul snimljeni
pobudnim zréenjem pri a) 785 nm i b) 1064 nm.
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4.2.3. SERS spektar sulfatiazola na povrsini zlata

Rasprseno zeanje sulfatiazola povrSinski je pdgno | sa zlatne ptice Klarite, pri
koncentraciji sulfatiazola X10* mol dm?® Budwi je sulfatiazol analiziran na metalnim
koloidima koristéi za pripravu mjernih uzoraka ishodnu otopinu didfeola u vodi, ona je
koriStena i za adsorpciju molekula naduw Klarite. Kako bi se osiguralo vezanje molekula
analita u jednom sloju na povrsini, pica je nakon isparavanja vodene otopine sulfatazol
dodatno isprana vodom. SERS spektar snimljen j@sredno nakon suSenja zlatnedpte,

te nakon dodatnog ispiranf@astom vodom. Takder, sulfatiazol je adsorbiran i iz etanolne
otopine iste koncentracije. U sva tri &ja opaZzeni su SERS spektri jednakog polozaja i

intenziteta vrpci (Slika 46). Opazene vibracijskpoe navedene su u tablici (Tablica 5).
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Slika 46. SERS spektar sulfatiazola na povrsirtnelglasice Klarite; ¢ = 1x10™* mol dni*®,
pobuda pri 785 nm.
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Zanimljiva je razlika izméu SERS spektara sulfatiazola na metalnim koloidimaetalnoj
plocici. Naime, SERS spektar s povrSine gite Klarite znaajno nalikuje Ramanovom
spektru tvari uc¢vrstom stanju. Vrpce koje odgovaraju simgtam istezanju sulfonske
skupine te deformaciji amino skupine nisu pomaknotema nizim valnim brojevima u
odnosu na Ramanov spektar, a vibracije prstenastasglektivno pojaane kao Sto je staj u
SERS spektrima s koloida. Opazena razlika u SERktsma sulfatiazola na metalnim
koloidima i plaici Klarite posljedica je medija koji okruzuje analit. U kalaim
suspenzijama razitih pH vrijednosti, sulfatiazol moze biti prisutan neutralnom ili
protoniranom stanju, Sto moZe utjecati na konfoijnamolekule i njenu mogtnost
adsorpcije na metalnu povrSinu. Tdko, interakcije s vodenim medijem koloidne suspenzi
S jedne strane i ionima na povrSini dispergiranibtaimih nanodestica koji stabiliziraju
koloidni sustav s druge strane, dtjena adsorpciju molekula i njen polozaj na povrSini
metala. Na pléici Klarite, za razliku od opisanih koloidnih suspenzija, makalsorpcije i
suSenja na zraku okruzenje molekule analita naikajom wvrstom stanju.

Razlike u SERS spektrima sulfatiazola opazenih zi¢rah supstrata uptuju na
razliciti polozaj molekule na povrSini metala, odnosnosagciju preko razditih
funkcionalnih skupina. S obzirom da jake vrpce uRSEspektru sulfatiazola na zlatnoj
plogici, primjerice one pri 1571 crh, 635 cm?, 387 cm* i 294 cm?, odgovaraju vibracijama
oba prstena, iz izbornih pravila na povrsini prazlkako nijedan od prstena nije u polozaju
paralelnom povrSini metala. DFT¢tanom, pri nivou teorije B3LYP/6-31+G**, pokazano je
kako je najpovoljnija konformacija sulfatiazola ormai kojoj kut izmetu tiazolnog i
benzenskog prstena iznosi 95° (Slika %7 takvoj konformaciji sulfatiazol se moZe vezati
na povrsinu metala na nekolikodnza.

S obzirom na afinitet vezanja tiazolnog i aminoikia%s metalima?’ %

adsorpcija

preko dusikovih atoma vjerojatnija je od adsorppijeko kisikovih atoma sulfonske skupine.
Takader, intenzivne vrpce vibracija prstena dGpu na vezanje preko tiazolnog dusika, pri
¢emu su oba prstena u gotovo okomitom polozaju wsdma povrSinu zlata. U takvom
polozaju i duSik sekundarne amino skupine, te ujopanjeri primarne amino skupine na

benzenskom prstenu, mogu sudjelovati u adsorpoilekule na povrsini metala.
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Slika 47. Struktura sulfatiazola iztanata programom B3LYP/6-31 + G**.
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4.3. Skupina aktivnih farmaceutskih tvari s tiolnomskupinom

4.3.1. Acetilcistein

4.3.1.1. Ramanovi spektri acetilcisteina

Ramanovi spektri acetilcisteinacurstom stanju i njegove z@sine vodene otopine prikazani

su na Slici 48, a opaZene vibracijske vrpce asigeilu Tablici 731112134
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Slika 48. Ramanov spektar acetilcisteina tva$tom stanju i b) za&noj vodenoj otopini,

¢ = 2,4 mol dm?>; pobuda pri 785 nm.
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U Ramanovom spektru acetilcisteingwstom stanju dominira vrlo jaka vrpca pri 2549 ¢m
koja odgovara istezanju tiolne skupine. U odnoswodgovarajau vrpcu u spektru vodene
otopine, 2583 cit, vrpca istezanja S—H veze nalazi se pri nizemaralbroju $to upéuje na
sudjelovanje SH skupine u intermolekulskoj inteifKké* Da se zaista radi o slaboj vodikovoj
vezi s karbonilnim kisikom u karboksilnoj skupinisgedne molekule potsuje opis kristalne
strukture acetilcisteina u kristalografskoj bazi dataka Cambridge pod nazivom
NALCYS12? Na slabu interakciju ukazuje i vrpca istezanja kaita karboksilne skupine
koja se javlja pri 1718 cmi 1721 cm® u spektruivrste tvari odnosno otopine. Zanimljiva
razlika u Ramanovim spektrima je i poloZaj vrpdezanja karbonila u amidnoj skupini, koja
se opaZa pri 1641 cthu spektru otopine te pri 1585 chu spektruivrste tvari, a ukazuje na
jaku inter ili intramolekulsku interakciju &vrstom stanju. Kristalna struktura patuje da se
radi o vodikovoj vezi izméu navedene karbonilne skupine i hidroksilne skug@nsjedne
molekule. Prikaz vodikovih veza u kristalu acesiteina nalazi se u Dodatku (Slika D3).
Podruje istezanja C—H veza tafter se razlikuje miu spektrima. Naime, u spekttwrste
tvari opazaju se dobro razkene vrpce simeitnih i antisimetrénih isteznih vibracija izmiu
3015 i 2903 crit, dok su u spektru otopine prisutne dvije Sirokecerpri 3002 cit i 2945
cm . Srednje jaka vrpca pri 696 chi 685 cmi’, te nesto slabija vrpca pri 676 cthi 658

cm u spektru kristalne tvari, odnosno otopine, odgajavibracijama istezanja C-S veze.
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Tablica 7. Vibracijske vrpce u Ramanovim i SERSkp@a acetilcisteina.

Valni broj/ cm ™

1

Raman SERS
. Vibracija
Cvrsta tvar 5§§gﬁgitopina Ag@Au koloid | UTP koloid
3015 m 3002 m, br Vas C—H (CH)
2967 m Vo C—H (CH)
2934 m v C-H (CH)
2903 m 2945 s, br v. C—H (CH))
2549 vs 2583 m, br v S-H
1718 w 1721w v C=0 (COOH)
1627 m 1644 m Vo CO
1585 w 1641w v C=0 (CONH)
1538 sh & N-H
1432 w 1430 w 1438 vw 8asCHs
1415w 1382 w Owg CH,
1398 m 1390 w v CO,
1374 w 1347 w 1351 sh ds CHs
1335w & O-H
1279 w 1317 w, br 1299 w 1295 w v C-N
1232 vw 1248 vw & CH,
1200 w 1210 vw S CH,
1129 w 1134 w v C-0O
1044 w 1042 vw 1051 w v C-N
1012 vw 1016 vw 8 NCH
990 w 985 w
941 w 939 vw 8 S-H
902 w 898 vw, br 893 w 894 w vC-CO
814 w 802 w 8 CO,
797 m 793 w v C-C-C
767 w 771w 725w 733 vw, br dNH
696 m 685 w 666 m 666 m v C-S
676 m 658 w 624 sh, w 623 sh v C-S
576 w 596 sh 6 C=0
542 vw 541w
494 w
373 m 386 w 8 C-C
293 w 340 w 8 C-S
245 vs v Ag-S,v Ag—ClI
219 sh, s v Au-S,v Au-ClI
218w y C-N
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4.3.1.2. SERS spektri acetilcisteina

SERS spektar acetilcisteina nije opazen katisseipstrate od zlata, poput Au koloida ili
plocice Klarite, kao niti koloide srebra i bakra. P&gamje rasprSenog zZranja acetilcisteina
postignuto je méutim s bimetalnog koloida i koloida srebra funkabniranog nukleotidom,
Ag koloid 3 (Slika 49). Koloidnim suspenzijama oba tipa pridgnih supstrata odrzavana je
neutralna pH vrijednost (pH = 7,0) dodatkom MOP & kako bi se sprigda dimerizacija
acetilcisteina stvaranjem disulfidne veze. Kolosdi agregirani dodatkom natrijeva klorida
neposredno prije dodatka analita. Pri pH 7,0 agstdin je prisutan u otopini u obliku
zwitteriona

U Ramanovim spektrima puferiranih koloida bez a&gcsteina nisu prisutne vrpce
koje potj€u od vibracija molekula pufera. U SERS spektrimatimsteina vrpca istezanja
S-H veze nije opaZena. Jaka vrpca istezanja C-8 ua®na je pri 666 ciit u SERS
spektrima molekule u oba koloidna sustava, te sfiba vrpca pri 623 crhi 624 cmi' u
spektru molekule na povrsSini Ag koloidd, odnosno Ag@Au koloida. U skladu s
istraZivanjem adsorpcije tiouree na povrsinu sretefektrode?” iscezavanje vrpce istezne
vibracije SH skupine i pomak vrpci istezanja C-Sevggrema niZzim valnim brojevima u
odnosu na Ramanov spektar, ége na nastanak veze sumporova atoma s metalomldd p
novonastaloj vezi su i vrlo jaka vrpca pri 245 ¢m spektru acetilcisteina na koloidu srebra
funkcionalizirane povrsine, pripisana istezanju Sgveze, odnosno rame pri 219 ¢nu
spektru tiolne molekule na bimetalnom koloidu mgno istezanju Au-S veze. Treba
napomenuti kako opazenim vrpcama doprinose i isjazAg—Cl odnosno Au-ClI veza,
nastalih vezanjem kloridnih iona iz NaCl koriStermegagregaciju s povrSinom metala. Pri pH
7,0 koloidnih suspenzija karboksilna skupina acistiéina je deprotonirana. Siroka vrpca pri
1644 cm' i 1627 cm® u SERS spektrima acetilcisteina na nukleotidom ifiuiginom
koloidu srebra odnosno bimetalnom koloidu pripisajga antisimetdnom istezanju
karboksilatnog aniona. Na odgovamajusimetrénu vibraciju upduje intenzivna vrpca pri
1390 cm® (Ag koloid 3) odnosno pri 1398 cm (Ag@Au koloid). Takder, vrpca
deformacijske vibracije C© skupine udena je pri 802 cit u spektru acetilcisteina na
koloidu srebra odnosno pri 814 thma bimetalnimsesticama. Vrpca pri 894 ¢n(893 cm*
u spektru Ag@Au sustava) odgovara istezanju Cr\@@e. Pojdanje vrpci razktitih modova
karboksilatnog aniona ukazuje na njegovu blizinwrpmi supstrata i povoljan polozaj u
odnosu na metalnu povrSinu. S obzirom na Sirinucerrpantisimettinog istezanja,

karboksilatni anion najvjerojatnije sudjeluje glektronskim sustavom u vezi s metalitia.
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Slika 49. SERS spektar acetilcisteina na a) Agikiol8 i b) Ag@Au koloidu;c = 9x10™* mol
dm 3, pobuda pri 785 nm. Vrpca pri 1051 ¢m spektru a) potje od istezanja fosfatne

skupine nukleotida.

lako su SERS spektri acetilcisteina na g@izin supstratima vrlo stni, mogu se opaziti male
razlike u polozaju i relativnom intenzitetu pojetlinvrpci. lako je predlozeni isti dan
adsorpcije acetilcisteina na oba supstrata, sgektrazlike posljedica su svojstava metalnih
supstrata te prirode povrSine i Witie nangestica.

NajniZza izmjerena koncentracija acetilcisteina a @traZivana sustava iznosi® >
mol dni®, dok je spektar najéeg intenziteta opaZen pri koncentraciji acetildigtedx10™
mol dm>. Faktori poj&anja izr&unati su poméu intenziteta vrpce istezanja C-S veze, a
iznose 2,210% za Ag koloid3 i 1,8x10% za Ag@Au koloid, te ukazuju kako koloid srebra
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funkcionaliziran nukleotidom rasprSuje Zemje acetilcisteina nesto¢g@ nego bimetalni
koloid.

4.3.2. Cistein
4.3.2.1. Ramanovi spektri cisteina

Ramanovi spektri cisteina kristalne forme | i Zage vodene otopine prikazani su na Slici 50.

Opazene vibracijske vrpce asignirane su u Tablf¢i*8%%9311
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Slika 50. Ramanov spektar cisteina Wastom stanju, kristalna forma I, i b) zéemnoj
vodenoj otopinic = 1,7 mol dm>; pobuda pri 785 nm.
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U obje poznate kristalne forme cistein je u foawitteriona S obzirom na Ig, vrijednosti
cisteina koje iznose 2,05 za karboksilnu skupinQQ&a tiolnu skupinu te 10,25 za amino
skupinu® cistein je u zasenoj vodenoj otopiniq= 1,7 mol dm®, pH = 4,0) takder prisutan
kaozwitterion

Najintenzivnije vrpce u Ramanovim spektrima romp$teane | i zasiene vodene
otopine cisteina nalaze se u pagimuod 2500 do 3000 crh Jaka vrpca pri 2999 cihu
spektru kristalne tvari, odnosno 3004 ¢ra spektru otopine pripisana je anitisim&tom
istezanju CH skupine, dok odgovaraja simetréno istezanje doprinosi vrpcama pri 2967
cm ™ odnosno 2959 crh Jaka vrpca pri 2553 ¢hi 2580 cm® u spektrimagvrste tvari
odnosno otopine odgovara istezanju SH skupine.Z@piopce spomenute vibracije pri nizem
valnom broju ukazuje na interakciju tiolne skupineivrstom stanju. Vrpce vrlo slabog
intenziteta u podiju od 1645 do 1527 crhdobro su razkene u spektrévrste tvari, za
razliku od jedne vrlo Siroke vrpce s vrhom pri 1628 u spektru vodene otopine. Unutar
tog podréja vrpce su pripisane istezanju C=0 skupine, anasicnom istezanju
karboksilatne skupine te deformaciji protoniraneireamskupine (Tablica 8). U spektru
kristalne tvari dvije vrpce srednjeg intenziteta 83 cmi® i 640 cmi® odgovaraju istezanju
C-S veze. Spomenuto istezanje u spektru otopingaopa pri 686 cil i 623 cm'. Na
poloZaj vrpce istezanja C-S veze tgkonformacija molekule cisteina, odnosno polozdj S
skupine u odnosu na GHkupinu. U istrazivanoj rompskoj formi I, u asimétoj jedinici
prisutna je samo jedna molekula cisteina i tagauche konformaciji (Slika 51.a). Za
usporedbu, u monoklinskoj formi Il, u asimetr] jedinici prisutne su dvije molekule
cisteina, odiega je jedna gauche a druga urans konformaciji (Slika 518%° U strukturi
trans konformera C-C torzijski kut iznosi 180°, dokgauchekonformaciji ima vrijednost
izmedu 0 i 90°.

Slika 51. Konformeri cisteina: @auchei b) trans®*
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Tablica 8. Vibracijske vrpce u Ramanovim i SERSk§@a cisteina.

Valni broj/ cm ™

1

Raman SERS
Cvrsto stanje | Zasi¢éena . . Vibracija
Polimorf | vodena otopina Ag@Au koloid | UTP koloid
3174 vw Vas NH3"
2999 ms 3004 s 2926 mw 2930 mw Vo C—H (CH)
2967 vs 2959 vs 2928 mw 2920 mw v C-H (CH)
2553 vs 2580 s v S-H
1645 vw 1629w, b v C=0 (CQ)
1615 vw 1613 mw, b 1638 mw, b | v, CO,
1576 w 1517 vw 8as NH5"
1527 w 1498 vw
1426 m 1431 mw Owg CH,
1399 mw 1403 mw 1395 mw 1377 mw v COy
1345 m 1352 mw 1346 mw 1349 mw 0 CH,
1294 w 1311w 1294 mw 1290 mw Orc CH,
1271 vw 1277 vw 1245 w
1200 mw 1214 w 1191 vw dw CH,
1141 w 1143 w 1132w
1110w
1067 w 1067 w 1047 w 1048 w d NH3, v C-N
1007 w 997 w 1003 vw 1027 w
942 mw 938 w 955w 970 sh d NCH
869 mw 877 mw 899 w 906 w v C-CO
823 mw 817w 845 w 845 vw
807 w 805w 794 w 0 CO,
773 mw 779 mw 729 sh 736 w v, C-C-C
693 ms 686 ms 664 s 656 mw v C-S
640 s 623 w v C-S
537 mw 530w 563 vw 6. CO,
443 mw 471 w 419 vw 5 CCN
365w y NH;
298 w 8 CCC
265w o CCC
235 vs v Ag-S,v Ag—-ClI

221s v Au-S,v Au-ClI

210w 6 CCS

Budwi je u molekuli cisteina moga intramolekulska veza izrde karboksilne i tiolne

skupine, frekvencija istezanja C-S veze ovisi baybj interakciji odnosno orijentaciji obiju

grupa®’ Vrpce istezanja C-S veze u strukutans konformera nalazi se u podju 760—720

cm™, dok se vrpca odgovardje vibracije gauche konformera javlja pri nizim valnim

brojevima, 680—640 cm®"** OpaZene vrpce pri 693 ¢ 640 cm* u spektru kristalne tvari

potvrduju gauchekonformaciju cisteina, na koju uguju i vrpce pri 686 cit i 623 cm® u
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spektru zaskene vodene otopine. Prikaz vodikovih veza u kristaitorompske forme |

cisteina nalazi se u Dodatku (Slika D4).

4.3.2.2. SERS spektri cisteina

Literaturno su poznata SERS istraZivanja cisteimgegovog dimera cistina na raztim
koloidima srebra, préemu je cistein u istrazivanim sustavima bio prisutaoblikuaniona i
zwitteriona®”**°> U ovom istraZivanju Ramanovo rasprsenje cisteimardnski je pojaano
koristeti bimetalni Ag@Au supstrat te nukleotidiom funkcabzirani Ag koloid, a u svrhu
korelacije rezultata sa strukturnocsiim analitima u skupini. Pojanje rasprSenja cisteina
postignuto je s oba metalna supstrata (Slika 523)daikom MOPS pufera koloidnim
suspenzijama podeSena je pH vrijednost 7,0, pgjkejcistein prisutan u oblikawitteriona
Bimetalni koloid agregiran je dodatkom natrijevaridla neposredno prije dodatka analita,
dok je koloid srebra agregiran tek nakon adsorpzmgteina na metal. Primigeno je kako je
redoslijed dodavanja soli za agregaciju i analitaslwtaju cisteina, vrlo bitan. Naime,
dodatkom cisteina na neagregirani Ag kol8jdoloid se agregira uslijed adsorpcije molekula
cisteina, Sto je pt@no pomakom UV/Vis apsorpcijskog maksimuma kolgilama véoj
valnoj duljini, odnosno promjenom boje koloidne peiszije iz Zute u crveni SERS spektar
tako adsorbiranog cisteina ipak se ne opaza. Doduatlatrijeva klorida, sustav koloid-cistein
dodatno se agregira te se rasprSendgemnja adsorbiranih molekula cisteina pejea. U
slwéaju dodatka otopine cisteina na prethodno agreigikgrkoloid 3, cistein se ne adsorbira
na metalni supstrat.

Najveta razlika u SERS spektrima cisteina u odnosu naaRam spektar tiolne
molekule u otopini Evrstom stanju je nestanak vrpce istezanja S—H ke je u spektru
otopine prisutna pri 2580 ¢ a u spektr@vrste tvari pri 2553 cit. Vrpca istezne vibracije
C-S veze prisutna je kao jaka vrpca pri 664 cmspektru cisteina na bimetalnom koloidu,
odnosno pri 656 cil u spektru cisteina na koloidu srebra. Nestanalkevyibracije SH
skupine u SERS spektrima zajedno s fapem i pomakom vrpce istezanja C-S veze prema
nizim valnim brojevima ukazuju na adsorpciju cisteina koloide preko tiolne skupine. U
prilog novonastalim vezama su i nove vrlo jake erpdsutne u SERS spektrima pri 235 tm
u spektru Ag-UTP sustava i 221 thu spektru Ag@Au sustava, pripisane istezanju Ag-S
odnosno Au-S veze. Spomenutim vrpcama doprincstezanja veza metala i kloridnih iona

iz agregacijskog agensa. Budyrilikom adsorpcije cisteina na supstrate SH vaeataje,
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mogunost intramolekulske interakcije i analize konformeisteina na temelju polozaja

vrpce istezanja C-S vez&@&xava.
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Slika 52. SERS spektar cisteina na a) Ag kolddib) Ag@Au koloidu:c = 9x10°° mol
dm 3, pobuda pri 785 nm. Vrpca pri 1048 ¢ spektru a) potje od istezanja fostatne

skupine nukleotida.

Osim vrpce istezanja C-S veze u SERS spektrima@ogasu i vrpce vibracijskin modova
karboksilathog aniona. Siroka vrpca pri 1638 trtAg koloid 3) i 1613 cm® (Ag@Au
koloid) pripisana je antisimetimom istezanju karboksilata. Vrpca odgovaée simetitnog
istezanja pri 1377 cm u spektru Ag-UTP sustava, odnosno 1395 ‘cmspektru Ag@Au
sustava takder su pojdane, kao i vrpce pripisane svijanju C-£€kupine opazene pri 906
cm* odnosno pri 899 cm. Pojasanje vrpci vibracija karboksilatnog aniona ukazui
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njegovu blizinu povrSini koloidnih supstrata i okibinpoloZzaj u odnosu na povrSinu metala.
Siroka vrpca antisimetinog istezanja karboksilatnog iona dpje na interakcijur elektrona
skupine s metalnom povr$inorir. Zanimljivo, osim vibracijskih vrpci karboksilatrekupine
u SERS spektrima pajane su i vrpce istezanja Gekupine u podriju 2970—-2920 cit.

lako su SERS spektri cisteina na dva tataisupstrata pritino sliéni, te je predlozeni
mehanizam adsorpcije molekula na povrSinu metalbausld¢aja isti, mogu se opaziti razlike
u polozaju i relativnom intenzitetu pojedinih vrpd@rimjerice vrpca istezanja C-S veze
dominira u spektru sustavu bimetalnog koloida, gokjen intenzitet u spektru molekule na
povrSini srebra modificirane nukleotidom relativmaanji, a vrpce karboksilatnog aniona
zn&ajno su intenzivnije. Spektralne razlike mogu gpigati afinitetu tiola prema zlatu koje
¢ini omota& bimetalnih nangestica, te doprinosu interakcije karboksilatne gkeips
povrsinom srebra pri adsorpciji molekula na powdoloida srebra.

NajniZza izmjerena koncentracija cisteina u obaatana sustava iznosk90°® mol
dm 3. Usporedbom faktora pajanja izr&unatim za vrpce istezanja C-S veze i siniatig
istezanja C@ skupine (Tablica 9), moze se zaklju da nukleotidom maodificirani koloid

srebra pojéava Ramanovo rasprsenje cisteina bolje nego bimddalloid srebra i zlata.

Tablica 9. Faktori pofganja rasprsenja cisteina u istrazivanim koloidnistgvima.

o Faktor pojacanja
Koloidni sustav -
vC-S Vs COZ
Bimetalni Ag@Au koloid 1,9¢10° 2,210°
Nukleotidni UTP-Ag koloid | 2,7x10° 5,2x10°
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4.3.3. Glutation
4.3.3.1. Ramanovi spektri glutationa

Snimljeni su Ramanovi spektri glutationa kristafoeme | i zastene vodene otopine (Slika

53). OpaZene vibracijske vrpce asignirane su uidiatd.*® %
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Slika 53. Ramanov spektar glutationa @aktom stanju, kristalna forma 1, i b) zé&snoj

vodenoj otopinic = 0,5 mol dm* pobuda pri 785 nm.
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U ¢vrstom stanju glutation je u oblikawitteriona Molekule u kristalu m#usobno su
povezane mnogobrojnim vodikovim i Van der Waalsowiszama, koje utj@l na polozaj
vrpci vibracija skupina koje sudjeluju u interakaija’®**°Prikaz vodikovih veza u kristalu
glutationa nalazi se u Dodatku (Slika D5).

Cetiri funkcionalne skupine glutationa, the kojima su dvije karboksilne skupine,
tiolna i amino skupina, mogu primati i otpuStatofam. Njihove K, vrijednosti su sljedee:
2,05 za karboksilnu skupinu glutaminske kiselind03za karboksilnu skupinu glicina, 8,72
za tiolnu skupinu te 9,49 za amino skuptflU zaséenoj vodenoj otopini, pri koncentraciji
0,5 mol dm? i izmjerenoj vrijednosti pH = 3,0, glutation jecabzirom na navedeneKp

vrijednosti prisutan u oblikawitteriona

Najjace vrpce u Ramanovim spektrima glutation&/tstom stanju i zaéenoj vodenoj
otopini javljaju se u podiju od 2900 crit- do 3000 crit. Vrlo jaka vrpca pri 2948 ci, kao
i jake vrpce pri 2999 cil i 2907 cm® u spektruvrste tvari, pripisane su istezanjima £H
skupina. Spomenuti vibracijski modovi, dwim, doprinose samo jednoj, ali vrlo jakoj i
Sirokoj vrpci s vrhom pri 2950 crhu spektru otopine. Jaka vrpca pri 2525 tm spektru
glutationa udvrstom stanju i pri 2580 crh u spektru otopine tiolne molekule odgovaraju
istezanju SH skupine. Polozaj vibracijske vrpcenizem valnom broju u spektivrste tvari
ukazuje na sudjelovanje tiolne skupine u slabapiiit intermolekulskoj interakciji. Uvidom
u kristalnu strukturu glutationa, koja se pod namvGLUTASO2vodi u kristalografskoj bazi
podatakaCambridge potvideno je da se radi o slaboj vodikovoj vezi tiolneigke jedne
molekule s karboksilatnim anionom glutaminske ligel susjedne molekuf&. Vrpce
istezanja karbonilnih skupina prisutne su u ob&speu podrdju 1710-1630 cit (Svrsto
stanje) i 1780—1650 crh(otopina). Vrpca simetthog istezanja glutamatnog aniona opaZa se
u spektrudvrste tvari pri 1398 citt, dok je u spektru otopine prekrivena Sirokom vmaquri
1421 cm*® kojoj doprinose i deformacije metilenskih skupif@eformacijska vibracija
karboksilatnog aniona javlja se pri 776 ¢m 768 cmi® u spektrugvrstog stanja odnosno
otopine. Mnostvo vrpci u podéju 1500-750 cm* pripisano je raztitim deformacijskim
modovima CH i CH skupina te istezanjima veza kgjae okosnicu molekule. Vrpca pri 660
cm ™ u spektruivrste tvari odnosno 675 ¢fhu spektru otopine odgovara istezanju C-S veze.
Polozaj vrpce pri nizem valnom broju u spektru talise tvari posljedica je ¥espomenute
meiumolekulske interakcije SH skupine s kisikom kadilEtnog aniona glutaminske

kiseline.
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Tablica 10. Vibracijske vrpce u Ramanovim i SER8kspma glutationa.

Valni broj/ cm™

1

Raman

SERS

v _ — Vibracija

Cursto stanje | Zasitena vodena s @au koloid | Ag koloid 3

2999 sm Vs C—H

2948 vs 2950 vs VasC—H, v, C-H

2907 sm v, C-H

2525 s 2580 m v S-H

1706 w 1780 w, 1759 w v C=0

1662 w 1654 mw 1615's, br 1645 mw, br |V C=0

1631w v C=0

1539 vw 1576 w, 1552 w das NH

1493 vw 8s NH5"

1443 w d CH,

1398 w 1421 mw 1397 w, br 1388 w, br | v;CO,

1368 w 1360 w dwg CHy,

1336 w v C-0,d;, NH

1310 w 1313w dwg CH,

1281w 1267 w dw CH,

1256 vw dwg CH,

1235w 1240 w Sc NHg"

1225w dw CH,

1171w 1190 w 3 CH dyg CH,

1144 w 8 CH 8y, CH,

1117 vw 1134 vw v C-N

1075 vw v C-C

1041 w Orc CHZ; 8oop C=0

1015w 1003 vw v C-C

989 w v C-C; &, CH,

953 vw drc CH,. 6s CSH

931w 0 CSH;4,. CH,

918 w 1032 w 1034 vw v C-N

885 w 891w 888 mw 883 mw v C-C

868 w 855 vw v C-N;v C-C

830 w & COH

812 vw 814 w v C-N, §,. CH,

776 W 768 vw 796 mw 792 w 0 CO,, by CO,

680 w 675w 660 m 657 mw v C-S

643 w v C-C, 800 NH

624 w do0p C=0

550 w 527 vw 540 w doop C=0; 8y C—N

478 w 483 w & COH; 6y C—-N

447 vw d CCC

402 vw d CCC;d CCN

351w 5 CCO;8 CCN

243 vs v Ag-S,v Ag—ClI

232 vs v Au-S,v Au-ClI
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4.3.3.2. SERS spektri glutationa

PovrSinski pojdano Ramanovo rasprsenje glutationa istrazeno jstkérbimetalni koloid i
nukleotidom funkcionalizirani koloid srebra (Slik&t). Kao i pri mjerenju ostalih tiolnih
molekula, koloidne suspenzije oba prildgoa supstrata puferirane su pri pH 7,0, kako bi se
sprijetila oksidacija SH skupine, odnosno dimerizacijatajiona. Koloidi su agregirani
natrijevim kloridom neposredno prije dodatka amalitsustav. Pri pH mjernog sustava obje
karboksilne skupine glutationa su deprotoniran&,jd@rimarna amino skupina protonirana.

SERS spektri glutationa opazeni su s oba tipagumdlenih supstrata, ptiemu veéeg
intenziteta s Ag@AuU koloida nego s Ag koloi8alzostanak vrpce istezanja SH skupine iz
oba spektra pt@n pojavom vrlo jake vrpce pri 243 chu spektru glutationa na koloidu
srebra s UTP na povrsini, odnosno pri 232 tma bimetalnom supstratu, ukazuju na vezu
sumporova atoma s povrSinom metala. Kao ka&lu prethodno istraZzenih tiola, vrpce
istezanja metal-sumpor veze zasijenjene su vrpceteganja veze kloridnih iona, koji
potjetu iz agregacijskog agensa, s metalom.

Vrlo Siroka vrpca u podiju 1700-1500 cm® u oba SERS spektra pripisana je
istezanjima karbonilnih skupina, dok je Siroka \ape podrdju izmeiu 1490 i 1300 cit
pripisana simetthom istezanju karboksilatnog aniona glutaminskelkie i deformacijama
metilenskih skupina. Zanimljiva razlika u sveukupsi@nim SERS spektrima, upravo je
razlika u relativnom intenzitetu ove dvije vrpcejkaplwuju na razkiti polozaj molekula
glutationa na povrsini koloida. Intenzivnija vrpea priblizno 1390 crit* u spektru glutationa
na bimetalnom koloidu posljedica je povoljnije erijacije CQ@ iona glutaminskog dijela
molekule za razliku od poloZaja iste skupine nargiov koloida srebra. Vrpca slabog
intenziteta pri 1237 cM u SERS spektru Ag@Au sustava pripisana je defdjshag
vibraciji NHs" iona, dok je vrlo slaba vrpca pri 1134 ¢npripisana istezanjima C-N veza
glutamina i glicina. U SERS spektrima glutationaatm supstrata javlja se vrpca pri 888
cm* za bimetalni, odnosno pri 883 chza Ag-UTP supstrat, koja je pripisana istezanj€C-
veze. Takder prisutna u oba spektra je i vrpca pri 796 tma Ag@Au koloid (792 cit za
Ag koloid 3) koja odgovara deformaciji GOiona smjeStenog vrlo blizu povrSine metalnog
supstrata.
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Slika 54. SERS spektar glutationa na a) Ag kolddi) Ag@Au koloidu;
c = 9x10* mol dni®, pobuda pri 785 nm. Vrpca pri 1048 ¢ spektru a) potje od

istezanja fostatne skupine nukleotida.

Izracunati su i uspokeni faktori poj&anja pomou intenziteta vrpce istezanja C-S veze koja
se u Ramanovom spektru zasie otopine opaZa kao slaba vrpca pri 675 caok se u
SERS spektrima uslijed vezanja molekule na megalpstrat, onadkivano javlja pri nizim
valnim brojevima i jaeg je relativhog intenziteta. U SERS spektru giotet vezanog na
bimetalni koloid vrpca istezanja C-S veze prisyénpri 660 cm® dok se u spektru glutationa
na povrsini koloida srebra modificiranog nukleotinmalazi pri 657 cit. Faktori poj&anja
iznose 2,¥10° za Ag@Au koloid te 1710° za Ag koloid3, Sto ukazuje da se rasprseno

zratenje glutationa bolje potava s povrSine bimetalnog koloida.
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4.3.4. Usporedba aktivnih tvari u skupini

Odabrani spojevi u istrazivanoj skupini tiolnih raklila strukturno su vrlo ghi. Stovise
cisteinski dio molekule s tiolnom skupinom, prekmekse analiti vezu na metalne supstrate,
zajednkki je strukturama svih istrazivanih molekula, na sipltuju i slicni SERS spektri
opaZeni za sve tri tvari. Strukturnaéslbost analita omodiava korelaciju faktora pojanja
primijenjenih SERS supstrata s njihovim molekulslstrukturama. U skiaju oba koloidna
supstrata faktor pojanja najvéi je za cistein, a najmanji za glutation Sto jelaganju s
okruZzenjem tiolne skupine u strukturi svakog odliéangpri ¢emu su cisteinu i u manjoj mjeri
acetilcisteinu adsorpcija i vezanje preko SH skestertki povoljniji nego Sto je to skaj
kod glutationa.

Zanimljivo je takater kako razBiti supstrati razBito pojaavaju rasprsenje sve tri
analizirane tvari. Naime, nukleotidom funkcionaiami koloid srebra pokazao se boljim
supstratom za pajanje rasprsenog fenja cisteina i acetilcisteina dok je intenzivlfERS
spektar glutationa opazen s bimetalnog koloidalikaz adsorpciji glutationa na koristene
supstrate u odnosu na cistein i acetilcistein ygno lezi u spomenutom stekom efektu, ali
i dodatnom negativnhom naboju koji glutation nogahl uvjetima istrazivanih sustava, a koji

zasigurno utjée na mogénost vezanja i korgau orijentaciju molekule na povrsini.
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4.4. Pregabalin

4.4.1. Ramanov spektar pregabalina

Ramanov spektar pregabalingwstom stanju prikazan je na Slici 55, a opazeheacijske

vrpce asignirane u Tablici 11}
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Slika 55. Ramanov spektar pregabalina; pobudag&inm.
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Tablica 11. Vibracijske vrpce u Ramanovom spektegpbalina.

Valni broj/cm™ Vibracija
2979 m Va: C—H (CH)
2957 s va. C—H (CH)
2942 m va. C—H (CH)
2932 m ve C—H (CH)
2896 vs v. C-H (Ch)
2872 m ve C—=H (CH)
1638 vw, br Ve COy

1550 w, br S NH5"

1471 mw 0 CH,; 6 CHs
1450 w 0 CH,; 6 CH;
1385 w ve CO

1345 mw vC-0

1281 w Sug CH

1263 w O CH,

1163 w Sc NH5"

1134 w 0 CCH;

1103 w v C-N

1021 w O, CH,, v C—-N
984 w O, CH,, v C-C
959 mw Oy CH,

933w drc CH,

898 w 6, CCC
861w vC-C

824 mw o CH,

810 mw vC-C

559 w 8. CO,

422 w 0CCC

Kristalna struktura pregabalina, dostupna u kmgpafskoj bazi podatak&€ambridgepod
nazivomCIDDEZ, otkriva kako je pregabalin &vrstom stanju u oblikawitteriona™*’ Prikaz
molekule pregabalina i vodikovih veza&wstom stanju nalazi se u Dodatku (Slika D6).

U Ramanovom spektru pregabalina dominiraju vrlcejakpce istezanja C-H veza
metilnih i metilenskih skupina u podiju izmeiu 2980 crmi' i 2845 cm*. Slabe vrpce pri
1638 cm® i 1385 cm® pripisane su antisimefriom odnosno simetmom istezanju
karboksilata. Srednje jaka vrpca pri 1471 triao i brojne slabe vrpci u podju 1471900
cm*, odgovaraju raziitim deformacijskim vibracijskim modovima CH, GH CHs skupina
koje prevladavaju u strukturi pregabalina.

Pregabalin je dobro topljiv u vodfi* Koncentracija zasene vodene otopine
pregabalina iznosi 0,3 mol dm meiutim nije bila dovoljna je za opaZanje Ramanovog
spektra.
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4.4.2. Derivatizacija pregabalina fluorescaminom

Fluorescamin (4'-fenilspiro[2-benzofuran-3,2'-furdrB'-dion) derivatizacijski je reagens koji
se u biokemiji koristi za oz#avanje polipeptida i proteifd>*°® Molekulska struktura
fluorescamina i &ekivana reakcija s molekulom primarnog amina prékez su na Slici 56.
Reakcija amina s fluorescaminom odvija se u vodenoediju luznate pH vrijednosti koja
osigurava neutralno stanje amino skupine. Realsgjavrlo lako prati budu je produkt
reakcije fluorescentan, dok sam fluorescamin, kardukti njegove hidrolize, to nisu.

Slika 56. Molekulska struktura fluorescamina (Ip¢v ocekivanog produkta s primarnim

aminom (desno).

S obzirom da nije opazen SERS spektar pregabalinalekula je derivatizirana s
fluorescaminom. Reakcija fluorescamina s pregabaliprovedena je u boratnom puferu pri
pH = 9,0 te koncentracijama pregabalira 1x10~> mol dm? i fluorescamina = 2x10°> mol
dm 3. Reakcija je gotovo trenutna, naime, promatargpod UV zr&enjem { = 365 nm)
dodatkom otopine fluorescamina u otopinu pregabalieakcijska smjesa u trenutku poprima

plavu boju. Molekulska struktura reakcijskog protdugrikazana je na Slici 57.
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OH

HO O

Slika 57. Molekulska struktura reakcijskog produgtagabalina i fluorescamina.

Reakcijska otopina koriStena je direktno za SER&enja, bez prethodne izolacije produkta
derivatizacije. Snimljen je Ramanov spektar reakeij otopine koji odgovara spekttiste
vode. S obzirom na luznati pH medij, kako otopinedoikta tako i koloidne suspenzije srebra
(Ag koloid 1, pH = 9,7), karboksilne skupine derivata najvjatolje su deprotonirane.
Unata moguem vezanju molekule preko kisika karboksilatnihoaai s povrSinom metala,
SERS spektar derivata pregabalina s fluorescamingpenopazen. Odbojne elektrostatske
interakcije molekule analita i negativno nabijemiltratnih iona koji okruZzuju narestice
srebra u suspenziji najvjerojatniji su uzrok sladmsorpcije derivata na Ag koloidl i
izostanak pojganja Ramanovog rasprsenja.

4.4.3. Derivatizacija pregabalina 2-iminotiolanom

2-Iminotiolan ili Trautov reagens derivatizacijg&ireagens koji se kao i fluorescamin koristi
vecinom u biokemiji za ozngmvanje polipeptida i proteifd’ Takaler reagira s primarnim
aminima pri¢emu se otvara prsten u strukturi molekule reagdfdika 58). Reakcija
primarnog amina s Trautovim reagensom odvija sezndtom vodenom mediju u kojem je
amino skupina reaktanta neutralna. Reakcija jealiteno opisana kao brza i kvantitativna.
lako 2-iminotiolan podlijeze i hidroliékom raspadu, reakcija s primarnom amino skupinom

preferirana je u odnosu na hidroliZl.
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Slika 58. Molekulska struktura 2-iminotiolana (lij® i ocekivanog produkta s primarnim

aminom (desno).

Reakcija Trautovog reagensa s pregabalinom proeejgem boratnom puferu pripH =8,0iu
gistoj deioniziranoj vodi pri pH = 7,0 te koncentjama pregabaling = 0,1 mol dm® i 2-
iminotiolanac = 0,15 mol di®. Budui reakciju s Trautovim reagensom nije lako pratito
onu s fluorescaminom, reakcijski produkt s pregabat izoliran je kao smola, te je njegova
struktura potwiena NMR i Ramanovom spektroskopijom. Reakcijom zn&atom mediju

nastao je isti produkt kao i reakcijom u vodi (8l#&9).

HO NH,*CI

HN

SH

Slika 59. Molekulska struktura reakcijskog produgtagabalina i 2-iminotiolana.

NMR analiza potvrdila je strukturu produkta rea&cpregabalina s Trautovim reagensom.
Naime nestanak ugljikovog signala C=pHbrstena, koji je 4°C spektru polaznog Trautovog
reagensa prisutan pri 203,8 ppm, te pojava novagsignala pri 167,1 ppm pripisanog
iminskom ugljiku upduju na uspje$nu reakciju pregabalina i 2-iminotieldH i *C NMR
spektri reakcijskog produkta nalaze se u Dodatkg®7 i D8).
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4.4.3.1. Ramanov spektar derivata pregabalina si2atiolanom

Ramanov spektar derivata pregabalina s 2-iminotaia prikazan je na Slici 60. Opazene
vibracijske vrpce navedene su u Tablici't2.

6000

2926

2958

4000 -

Ramanov intenzitet

2000 -

3058

T T T T T T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Valni broj / cm’™

Slika 60. Ramanov spektar derivata pregabalinasatdvim reagensom; pobuda pri 785 nm.

Budwi je produkt izoliran u formi smole, za amorfnu twébracijske vrpce &kivano su Sire

nego Sto je skaj] kod kristalnih tvari. U Ramanovom spektru prigjenog derivata

pregabalina dominiraju vrlo jake vrpce istezanjaHOreza metilnih i metilenskih skupina u
podruju izmeiu 3000 cri* i 2850 cm*. Vrpca slabog do srednjeg intenziteta pri 2572'cm
odgovara istezanju SH skupine, dok je slaba vrpcd 09 cm® pripisana istezanju C=0
skupine. Spomenute vrpce istezanja tiolne i katherskupine potwuju reakciju pregabalina
s 2-iminotiolanom te nastanak Zeljenog derivataok®i vrpca pri 1635 cm pripisana je

istezanju C=N veze imina. Srednje jaka vrpca p’Bal4m* kao i brojne slabe vrpce u
podrugju 14506-780 cm® odgovaraju raziitim deformacijskim vibracijskim modovima CH,
CH; i CH3 skupina koje prevladavaju u strukturi novonastatdekule. Umjerena vrpca pri

672 cm™ posljedica je istezne vibracije C-S veze.
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Tablica 12. Vibracijske vrpce u Ramanovom i SER®k#p derivata pregabalina s 2-

iminotiolanom.

Valni broj/ cm

1

Vibracija
Raman SERS
3058 mw v C-H
2964 s, br 2963 m, br v C-H (CH)
2926 vs v C-H (CH)
2917 s 2919 vs v C-H (CH)
2910 m 2869 m v C-H (CH)
2572 m v S-H
1709 w v C=0
1635 m v C=N
1620 w, br Vas COy
1574 w, br dNH
1450 w 1448 m d CHy; & CH;,
1416 w 1420 w & CHy; & CH;,
1388 w vs CO,
1344 w 1341w v C-0
1304 w 1298 w S CH,
1227 w 1246 w dwg CH,
1211w 1200 w dw CH,; 8 CH
1172 w vas C-N-C
1157 w v C-0
1130 vw 1133 w, br v C-N-C
1030 w 1022 w, br 3. CH,
1003 m 977 w vC-C
957 w 8 CH,; 6 CSH
938 w & CH,
915 m 905w 6,.CCC
877w v C-CO
864 w 850 w vC-C
812 wm 823 w v C-N; 8 CH,
786 wm 772 m & CH,
699 m v C-C-C
672 m 623 m v C-S
521w 533 vw 3 CCO
488 w 423 vw ow CN
405 w 400 vw dCCC
231 vs v Ag-S,v Ag—ClI
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4.4.3.2. SERS spektar derivata pregabalina s 2atiofanom

PovrSinsko pojéanje Ramanovog rasprSenja derivata pregabalinemsndtiolanom opazeno
je s koloida srebra pripravljenog redukcijom srelranitrata s trinatrijevim citratom, Ag
koloid 1 (Slika 61). Prije dodatka otopine analita, kolsidbra agregiran je natrijevim solima,
pri ¢emu se natrijev klorid pokazadinkovitijim agregacijskim agensom. Vibracijske vepg

SERS spektru derivata pregabalina na Ag koldidpisane su u Tablici 12!

30000

®
N
1 6000
25000 -
_ 5000
J 2
— S
2 20000 £ e,
N >
c 2
o . £ 3000
£ s
> 15000
(o] 2000
S
o @ 1500 1000 500
&U 10000 4 g& Valni broj / cm™
&
5000 H
0

T T T T T T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Valni broj / cm™

Slika 61. SERS spektar derivata pregabalina s Betitilanom na Ag koloidd, ¢ = 9x10~°

mol dm®; pobuda pri 785 nm.

U SERS spektru derivata pregabalina vrpca isteZantd veze nije prisutna. Vrpca istezanja
C-S veze opaZena pri 623 Tmintezivnija je i pomaknuta prema niZzim valnim jexoma u
odnosu na odgovarau vrpcu u Ramanovom spektru derivatédvostom stanju. lzostanak
vrpce istezanja tiolne skupine i p&gaje vrpce C-S istezanja wu na adsorpciju analita

na supstrat srebra preko SH skupinefpmu nastaje Ag-S veza. Istezanje novonastale veze
opaZa se kao nova vrlo jaka vrpca pri 231 crkojoj u velikoj mjeri doprinosi i istezanje
Ag-Cl veze, nastale vezanjem klorida agergacijseggnsa s metalom. Naj@ vrpce u
SERS spektru odgovaraju vibracijama brojnih meskam skupina nastalih otvaranjem
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tiolanskog prstena. Intenzivne vrpce u pdglruoko 2900 critt pripisane su istezanju GH
skupina, a vrpce pri 1448 ¢m1022 cm'i 772 cm® deformacijama odgovaraiin skupina.

U SERS spektru derivata pregabalina prisutna jg@dar pri 2963 cit koja odgovara
istezanju metilnih skupina pregabalinskog dijela lekole, a Sto uptuje na blizinu
izopropilnog lanca povrSini supstrata. Molekulaivtia deprotonirana je u luznatim uvjetima
koloidne suspenzije (pH = 9,7), na §to ukazujudk& vrpce slabog intenziteta pri 1620¢m
i 1388 cm® pripisane antisimetthom odnosno simetom istezanju karboksilatnog aniona.
lako prisutne u spektru, obje vrpce vibracija k&latnog aniona priéno su slabe izega
proizlazi da karboksilat iako u blizini supstraigeradsorbiran direktno na metalnu povrsinu.
Derivat pregabalina s Trautovim reagensom na Agoilal 1 najintenzivnije rasprsuje
zrasenje pri koncentraciji ¥10° mol dm? dok najniza izmjerena koncentracija

derivatiziranog analita iznosx@0 ™’ mol dm 3 (Slika 62).

9000
5000 9x10™ mol dm™
] 9x10° mol dm’®
7000 4 9x10° mol dm™
I ] 9x10” mol dm
N 6000 -
3
£ ]
> 5000 —
o
c -
@©
S 4000
©
o
3000 —
2000 4
1000

| ! I ! I ! I ! | ! |
1600 1400 1200 1000 800 600
Valni broj / cm™

Slika 62. SERS spektri derivata derivata pregabai@-iminotiolanom na Ag koloidupri

razlicitim koncentracijama; pobuda pri 785 nm.
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Pripravljeni su i karakterizirani koloidni SERS stiati srebra, zlata i bakra. Uz komercijalno
dostupne SERS supstrate: zlathué¢mo Klarite te monokristal srebra valjkastog oblika,
pripremljene koloidne suspenzije metala primijerjesu pri istraZzivanju farmaceutski
aktivnih tvari entakapona i sulfatiazola.

S obzirom na metalni supstrat, valnu duljinu polmglar&enja i agens za agregaciju
metalnih nanestica, mjerni sustavi uspjeSno su optimirani zastipanje pojéanja
rasprsenog zt@nja i opazanje SERS spektara analita pri niskint&otracijama, entakapona
do %107’ mol dm® i sulfatiazola do 810°® mol dm . Detaljnom analizom SERS spektara
predloZeni su mehanizmi adsorpcije analita na pown¥ietala, ovisni o molekulskoj strukturi
analita, okruzenju i prirodi povrSine metalnog Stgis.

Koristeti zlatnu pl@&icu Klarite kao SERS aktivni supstrat, razvijena je metoda za
kvantitativno odrédivanje izomera entakapona u dvokomponentnom sustaroerak i Z.
PLS modelom na temelju SERS spektara uspjeSnoasijgmjeni udjeli pojedinih izomera u
smjesi u koncentracijskom podju 1x10°-1x10"3 mol dmi3,

Pripravljeni su i karakterizirani bimetalni koloidd srebra i zlata te nukleotidom
funkcionalizirani koloid srebra, kao SERS supstramijenjeni istrazivanju farmaceutski
aktivnih tvari s tiolnom skupinom. Istrazivani aialacetilcistein, cistein i glutation, uspjesno
Su vezani na prilagiene supstrate te su opazeni njihovi SERS spelEiR Sspektri tiolnih
molekula ukazali su na vrlo &in mehanizam adsorpcije strukturno srodnih molekala
povrSinu metala. Iztanati su faktori pojéanja rasprsenja tiolnih analita na odgovaiiaju
SERS supstratima (1610°) i korelirani sa sloZzenosti molekulske strukture.

Farmaceutski aktivna tvar pregabalin derivatizirgnaeakcijama s fluorescaminom i
2-iminotiolanom. Derivat s fluorescaminom ne adgarlse na koloid srebra pa rasprsenje
zraenja izostaje, dok derivat pregabalina s 2-imidatiom intenzivno rasprsSuje Zemje s
povrSine srebrnog supstrata. Na temelju povrSinsjatanog Ramanovog rasprsenja
sintetiziranog derivata razvijena je metoda za ¢disu detekciju pregabalina pri niskim
koncentracijama, dox@0 " mol dmi®,

Uspjesno razvijeni sustavi za SERS mjerenja niskibncentracija razitih
farmaceutski aktivnih tvari u svrhu njihove detg&cidentifikacije i kvantifikacije, ukazuju
na moggnost Siroke primjene SERS spektroskopije u &dit aspektima istrazivanja i

razvoja lijekova.
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UV — ultraljubiasto zraenje
VIS - vidljivo zratenje

IR — infracrveno zréenje
NIR — blisko infracrveno zkgnje
v — istezna vibracija

0 — deformacijska vibracija
y — torzija

s — simetrina vibracija

as — antisimettna vibracija
ip — u ravnini

oop — izvan ravnine

sc — strizenje

tw — uvijanje

wg — klatenje

vw — vrlo slab intenzitet

w — slab intenzitet

m — srednji intenzitet

s — jak intenzitet

vs — vrlo jak intenzitet

br — Siroka vrpca
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Slika D1. Vodikove veze u kristalnoj strukturi ekaponak (polimorf A, oznaka
kristalografske baze podatakambridge OFAZUQ.

Slika D2. Vodikove veze u kristalnoj strukturi satifizola (polimorf 11, oznaka
kristalografske baze podatakambridge SUTHAZ1]J.
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Slika D3. Vodikove veze u kristalnoj strukturi at@steina (oznaka kristalografske baze
podatakeCambridge NALCYS11).

Slika D4. Vodikove veze u kristalnoj strukturi @sta (polimorf I, oznaka kristalografske
baze podatak&ambridge LCYSTN2)L
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Slika D5. Vodikove veze u kristalnoj strukturi gitibna (polimorf I, oznaka kristalografske
baze podatak&ambridge GLUTASO2.

Slika D6. Vodikove veze u kristalnoj strukturi paedglina (oznaka kristalografske baze
podatakeCambridge CIDDEZ).
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Spirtvorks 2.5
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Slika D7.'"H NMR spektar derivata pregabalina s 2-iminotiotano

SpinWarks 25
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Slika D8.1*C NMR spektar derivata pregabalina s 2-iminotiolan&ignal na 110 ppm je
instrumentalni artefakt.
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