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خلاصه

مقدمه: روش پراکندگی رامان بهبود یافتة  سطحی )SERS1(، یکی از روش های کارآمد برای 
شناسایی مقادیر اندک و حتی شناسایی تک مولکول است. طیف سنجی رامان به کمک سطوح فلزی 
زبر می تواند برای شناسایی مقادیر اندک مواد گوناگون به کار گرفته شود. با قرار گرفتن گونه های 
مختلف در نزدیکی سطح فلز و جذب فیزیکی آن ها روی سطح فلزی به علت برهم کنش میان 
پلاسمون های سطحی فلز و ارتعاش های مولکولی گونه ها، شدت سیگنال رامان افزایش می یابد. 
ژلاتین نیز یکي از پرمصرف ترین مواد پروتئیني کلوئیدي در صنایع غذایي، دارویي، پزشــکي و 
نظامي اســت که برای شناسایی این ماده می توان استفاده از تکنیک SERS را پیشنهاد کرد. 

روش بررسی: در ایــن مطالعة تجربی، محلول کلوئیدی نقره و محلول کلوئیدی طلا ساخته 
شــدند و با استفاده از روش  قطره افشــان با چکاندن محلول کلوئیدی نقره و محلول کلوئیدی 
طلا بر روی زیرلایه های شیشــه ای مجزا، بستر های پلاسمونیکی ســاخته شدند. در نهایت، با 
اســتفاده از این بسترهای پلاسمونیکی و طیف سنجی رامان، بهبود سیگنال رامان ارتعاش های 
مولکولی ژلاتین بررســی شدند و در ادامه بسترهای پلاسمونیکی نقره و طلا از نظر آشکارسازی 

ارتعاش های مولکولی ژلاتین مقایسه شدند.

یافته ها: قلة پلاســمونی نانوذرات نقره و نانوذرات طلا به ترتیب در حدود410 نانومتر و520 
نانومتر و مشــاهدۀ ساختار FCC در مشــخصه یابی XRD آن ها، تشــکیل نانوذرات نقره و 
نانوذرات طلا را تأیید کرد. قلة پلاسمونی طیف خاموشی بسترهای پلاسمونیکی نقره و بسترهای 
پلاسمونیکی طلا به ترتیب حدود 442 نانومتر و 553 نانومتر مشاهده شد. تصویر میکروسکوپ 
الکترونی گسیل میدانی )FESEM( بسترهای پلاسمونیکی نشان می دهد که تعداد زیادی از 
ذرات نقره اندازۀ بین 1400 تا 1500 نانومتر و تعداد زیادی از ذرات طلا اندازۀ بین 1300 تا 1400 
نانومتر دارند. زبری که برای بســترهای پلاسمونیکی طلا و نقره در تصویر میکروسکوپ نیروی 
اتمی )AFM( مشاهده می شود، به پراکندگی نور از نقاط زبر کمک می کند.  با قرار دادن مولکول 
ژلاتین روی بسترهای پلاسمونیکی نقره و یا طلا به دلیل تشدید پلاسمون های سطحی نانوذرات 
کوچک تــر و پراکندگی نور از نانوذرات بزرگ تر نقره یا طلا، ارتعاش های مولکول ژلاتین تقویت 
شوند و شدت طیف SERS این دو بستر در مقایسه با شدت طیف رامان آن ها افزایش می یابد. 

1. Surface Enhanced Raman Spectroscopy (SERS)
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مقدمه
ژلاتین یــک مادۀ پروتئینــي کلوئیدي و قدیمي تریــن ماکرومولکولي 
اســت که از هیدرولیز کلاژن موجود در پوست، استخوان و بافت پیوندي 
حیوانات از جمله دام، طیور و آبزیان به دســت مي آید]1[. ژلاتین یکي از 
پرمصرف ترین مواد پروتئیني کلوئیدي اســت که در چهار درجة متفاوت 
خوراکي، صنعتي، فوتوگرافي و دارویي تولید مي شــود. بخشي از ژلاتین 
تولید شــده در جهان از پوست و اســتخوان گاو، خوک، گوساله و پوست 
ماهــی کپور تهیه می گردد که مصرف برخی از آن ها از لحاظ شــرعي در 
کشــورهاي مســلمان اشــکال دارد. خطر انتقال بیماري جنون گاوي به 
انسان که تاکنون دام هاي زیادي را در اروپا و کشورهاي دیگر مبتلا کرده 
 اســت، به وسیلة ژلاتین تولیدي از پوست و استخوان دام ها نیز وجود دارد
]4-2[. در حال حاضــر، بــراي تعیین مقدار ژلاتیــن روش هاي متعددي 
مانند کروماتوگرافي گازي1 و اســپکترومتري جرم2]5 و6[، کروماتوگرافي 
مایع بــا کارآیي  بالا )HPLC3( ]7[ و طیف ســنجی تبدیل فوریة رامان 
)FT-Raman4( ]10-8[ به کار برده می شــود. این روش ها روش هایي 
مخرب، دشوار، آلاینده، درون آزمایشــگاهي و نیازمند آماده سازی نمونه، 
نیروی متخصص آموزش دیده، آزمایشگاه های مجهز و صرف وقت و هزینة 
بســیار هســتند. طیف ســنج های مبتنی بر الکترون و یون نیز به خلأ بالا 

1. Gas Chromatography

2. Mass Spectroscopy

3. High-performance Liquid Chromatography (HPLC)

4. Fourier transform Raman methods (FT-Raman)

نیاز دارند. از این رو، توســعة یک روش غیرمخرب، با کاربری ساده، سریع، 
کم هزینه، ناآلاینده با قابلیت حمل و کاربرد خارج از محیط آزمایشــگاه و 
نیاز به آماده ســازی کم تر نمونه بسیار ضروری است. از طرفی شناسایی و 
تشــخیص مقادیر بســیار اندک از ژلاتین نیز مورد توجه است. با استفاده 
از طیف ســنجی زیرقرمز و طیف ســنجی رامان که هر دو طیف ســنجی 
اثر انگشــتی محســوب می شــوند و ارتعاش های مولکولی ماده را بررسی 
می کنند، می توان مواد و آنالیت های بیولوژیکی را شناسایی کرد]11و12[. 
در طیف ســنجی زیرقرمز به دلیل فعال بــودن ارتعاش های مولکولی آب، 
شناســایی گونه های زیستی دشوار اســت و حساسیت آشکارسازهای آن 
نیز پایین اســت. در طیف ســنجی رامان نیز به دلیــل ضعیف بودن ذاتی 
ســیگنال حاصل از پراکندگــی رامان، مطالعة مولکول هــا با غلظت های 
انــدک عمــلًا امکان پذیر نیســت]13[. یکی از روش هایــی که می توان 
ســیگنال رامان را بهبود داد، استفاده از نانوســاختارهای فلزی است که 
به دلیل تشدید پلاســمون های سطحی می توانند میدان الکتریکی قوی را 
در نزدیک نانوســاختارها ایجاد کنند یا با افزایــش میزان پراکندگی نور 
از این نانوســاختارها، ســیگنال پراکندگی را به طور مؤثر بهبود می دهند 
که به دنبال آن ارتعاش های مولکولی با ســیگنال بهتر و بیشتری مشاهده 
 )SERS( خواهند شد. این روش طیف سنجی رامان بهبود یافتة  سطحی
نــام دارد که یک روش حســاس و انتخابی اســت که نتیجــة آن بهبود 
پراکندگی رامان مولکول هایی اســت که بر روی ساختارهای فلزی جذب 
سطحی شــده اند]14[. در واقع، با تابش نور )لیزر( به سطح ناصاف فلزی، 

نتیجه گیری: در طیف ســنجی رامان، بسترهای پلاسمونیکی که با نانوذرات و ذرات بزرگ تر 
نقره و طلا پوشــش داده شده اند، مورد توجه هستند و ســیگنال رامان ارتعاش های مولکولی 
ژلاتین را به دلیل تشدید پلاسمون های سطحی نانوذرات نقره و نانوذرات طلا و پراکندگی نور از 
ذرات بزرگ تر نقره و طلا تقویت می  کنند. با کاهش غلظت  ژلاتین حکاکی شده روی بسترهای 
پلاسمونیکی به دلیل کاهش تعداد ارتعاش های مولکولی، سیگنال رامان نیز تضعیف می شود که 
با افزایش میزان زبری ســطح بسترهای پلاسمونیکی می توان سیگنال رامان را به دلیل افزایش 
میزان پراکندگی نور از مراکز زبر افزایش داد. در نتیجه با افزایش میزان پراکندگی نور از خود منجر 
به بهبود ســیگنال می شوند. نتایج رامان به دست آمده نشان می دهد که بسترهای پلاسمونیکی 
حاصــل از نانوذرات نقره و نانوذرات طلا با روش های توســعه یافته نتایــج امیدوار کننده ای را 
برای مطالعات مبتنی بر SERS نشــان می دهد و می تواند منجر به توسعة نانوحسگرها  شود.

واژه های کلیدی: ژلاتین، بسترهای پلاســمونیکی، حسگر زیستی، نقره، طلا، طیف سنجی 
)SERS( رامان بهبودیافتة سطحی
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سطح آن ها آب دوست شوند. ســپس، 100 میکرولیتر از این محلول های 
کلوئیــدی به طور مجــزا بر روی زیرلایه های شیشــه ای پخش و در دمای 
آزمایشــگاه خشک شدند و سپس به عنوان بســترهای پلاسمونیکی برای 
تشخیص و تعیین غیرمخرب ژلاتین در غلظت های مختلف استفاده شدند. 
برای آشکارســازی مولکول ژلاتین ابتدا غلظت M 0/1 از آن با استفاده از 
حلال آب بدون یون )DI( ســاخته شد و غلظت های 10-2، 10-3، 10-4 
، 5-10، 6-10 و7-10 مــولار آن ها تهیه شــد. در ادامه، 10 میکرولیتر از 
هرکدام از غلظت های تهیه  شــده به  صورت جداگانه و به روش قطره افشان 
بر روی بسترهای پلاســمونیکی نقره و طلا به طور مجزا قرار گرفت و پس 
از خشک شــدن، طیف رامان مولکول ژلاتین قرار داده شده روی شیشه و 
طیف SERS مولکول ژلاتین قرار داده شــده روی بسترهای پلاسمونیکی 

نقره و طلا اندازه گیری شدند.

مشخصه یابی

دســتگاه طیف ســنجی UV-Vis و الگــوی پراش پرتــوی X پودر 
نقــره و پودر طلا به ترتیب به وســیلة دســتگاه Perkin-Elmer  مدل 
 Panalytical ساخت شرکت X Pert -Pro و دستگاه Lambda25
کشور هلند با پرتوی تک فام Cu Kα با طول موج 0/154 نانومتر، جریان 
40 میلی آمپــر و بــا ولتاژ 40 کیلوولت در دمای اتاق انجام شــد. تصاویر 
میکروســکوپ الکترونی گســیل میدانی )FESEM( به وسیلة  دستگاه 
 )AFM( و تصویر میکروســکوپ نیروی اتمی S4160 مــدل Hitach
نمونه ها نیز با اســتفاده از دستگاه شرکت نانو سیستم پارس ساخت ایران 
 P50C0R10 مدل Takram بررسی شد. دســتگاه طیف سنجی رامان
ساخت شرکت تکســان با تابش نور لیزر Nd:YAG، با طول موج 532 
نانومتــر و توان خروجی قابل تنظیم 75 میلی وات برای اندازه گیری طیف 

رامان و طیف SERS نمونه ها استفاده شد.

یافته ها و بحث
طیــف جذب محلــول کلوئیدی نقره و طلا و طیف خاموشــی 

بسترهای پلاسمونیکی نقره و طلا

شکل1- )الف(، محلول کلوئیدی نقره و طیف جذب آن و شکل1- )ب(، 
محلــول کلوئیدی طلا و طیف جذب آن را نشــان می دهد. ظاهر شــدن 
قلة تشــدید پلاســمونی به ترتیب در 410 نانومتر و 520 نانومتر تشکیل 
نانــوذرات نقره و نانــوذرات طلا را تأیید می کند]19[. مشــاهدۀ یک قلة 
جذبی در طیف های جذبی نانوذراتی مانند نقره و طلا بیانگر شکل کروی 

یا شبه کروي بودن نانوذرات است]20[.

پلاسمونیکی زیستی SERS را نشــان می دهد. همان طور که مشاهده 
می شود با نشاندن )الف(، نانوذرات نقره، تصویر داخل آن، بستر شیشه ای 
پوشیده شــده از نانوذرات نقره را نشــان می دهد )ســمت راست( و )ب(، 
نانوذرات طلا روی بســترهای شیشه ای، تصویر داخل آن، بستر شیشه ای 

در اثر تشدید پلاسمون های سطحی نانوساختارهای فلزی به وسیلة میدان 
الکترومغناطیســی لیزر، میدان های الکتریکــی بهبود یافته در اطراف فلز 
ایجاد می شــود]15و 16[، گویی میدان الکتریکی حاصل از تابش نور لیزر 
تقویت شده است. بنابراین مولکولی که در این میدان الکتریکی بهبود یافته 
قرار می گیرد، بیش تر قطبیده می شود و در نتیجه سیگنال رامان آن بهبود 
می یابد]17[. در این روش هنگامی که آنالیت های مورد مطالعه در نزدیک 
سطح فلز قرار می گیرند یا به طور فیزیکی جذب نانوذرات فلزی می شوند، 
به علت برهمکنش آنالیت ها و پلاســمون های سطحی فلز، شدت سیگنال 
رامــان افزایش می یابــد و بدین ترتیب SERS می تواند برای تشــخیص 
ســریع و دقیق آنالیت های میکروبیولوژیکی استفاده شود. در این مطالعه 
به هدف طراحی و ساخت حسگر ساده با سرعت تشخیص بالا، حساسیت، 
گزینش پذیری، تکرارپذیری و عدم نیاز به تجهیزات پیچیده ابتدا نانوذرات 
نقــره و نانوذرات طلا به ترتیب با عامل کاهندۀ  ســاکاروز و عامل کاهندۀ  
تری سدیم سیترات دوآبه با استفاده از روش سادۀ شیمیایی ساخته شدند و 
سپس بر روی زیرلایه های شیشه ای قرار گرفتند تا بسترهای پلاسمونیکی 
نقره و طلا برای تشخیص و تعیین غیرمخرب ژلاتین در غلظت های مختلف 
استفاده شود. شــکل1، طرح واره ای از روش ساخت حسگر پلاسمونیکی 
زیستی SERS، قرار دادن ژلاتین روی آن ها به روش قطره افشان و نتایج 
طیف رامان ارائه می شــود. که با تابش نور لیزر با طول موج 532 نانومتر، 

سیگنال نور رامان پراکند ه شده اندازه گیری می شود.

روش بررسی
روش  های ساخت و شناسایی 

روش ساخت بسترهای پلاسمونیکی نقره و طلا

ابتدا به منظور ســاخت محلول کلوئیدی نقره از روش شــیمیایی تولنز 
اســتفاده شد که در روش تولنز از سه محلول آبی شامل )1(12 میلي لیتر 
محلول نقره نیتــرات 0/1 مولار، )2(20 میلي لیتــر محلول پتاس 0/05 
مولار و )3(10 میلي لیتر محلول ساکاروز 0/07 مولار استفاده می شود. با 
افزودن محلول ســاکاروز بر روی محلول آمونیاکی نقره نیترات و پتاس با 
دمای 50 درجة ســانتی گراد پس از گذشت حدود 4 دقیقه نانوذرات نقره 
تشکیل می شــود]18[، در ادامه به منظور ساخت محلول کلوئیدی طلا به 
20 میلی لیتر محلــول mM 1 نمک طلای HAuCl4 در حال جوش و 
هم خوردن، 2 میلی لیتر محلول mM 38/8 از محلول تری سدیم  سیترات 
دوآبه )NaC6H5O7.H2O( اضافه  شــد که کلوئید ارغوانی رنگ نهایی 
2 cm ×2 cm حاوی نانوذرات طلا است. سپس، قطعات شیشه ای با ابعاد 
پس از شستشو با شوینده  و آب با استون شستشو داده شدند که همزمان 
از امواج فراصوت نیز اســتفاده شــد. پس از خشــک شــدن این قطعات 
شیشــه ای در دماي 400 درجة ســانتی گراد به مــدت30 دقیقه در کوره 
حرارت دهی شــدند تا آلودگی های آلي نیز از سطح شیشه حذف  شوند و 
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پوشیده شــده از نانوذرات طلا را نشان می دهد )سمت راست(. ظاهر شدن 
قلة تشــدید پلاســمونی در 442 نانومتر و 553 نانومتر به ترتیب تشکیل 
نانوذرات نقره و نانوذرات طلا روی بسترهای شیشه ای را تأیید می کند. با 
تغییر محیط در بردارندۀ این ذرات که از آب به شیشه و هوا تغییر می کند، 
جابه جایی در طول موج قلة پلاســمونی رخ می دهد و ارتفاع آن کاهش و 
پهنای قله ها نیز افزایش می یابد به این دلیل که موقعیت قلة پلاســمونی 
به ضریب شکســت محیط در بردارندۀ آن ها وابسته است[ 21]، با توجه به 
شکل1، بر خلاف محلول کلوئیدی پایدار که نانوذرات نقره و نانوذرات طلا 
در داخل محلول آبی پراکنده هستند و به فاصله های مشخصی از یکدیگر 
قرار دارند، بــا قرار گرفتن نانوذرات نقره و نانوذرات طلا روی بســترهای 
شیشــه ای، حین خشک شــدن، ذرات در مجاورت یکدیگر قرار می گیرند 
و کلوخه هایی متشــکل از چندین نانوذره روی بســترها شــکل می گیرد 
به گونه ای کــه می توان این کلوخه هــا را ذرات بزرگ تری در نظر گرفت که 
منجر به افزایش پهنای طیف می شود[21]، کاهش شدت قله نیز ناشی از 
پراکندگی نور از ذرات کلوخه شده است[21]، اینکه زمینة طیف خاموشی 
)طیف جذب + طیف پراکندگی( بسترهای فعال در SERS در مقایسه با 
طیف جذب در مقادیر بالاتری رخ داده است، ناشی از بازتاب و پراکندگی 

نور از سطح شیشه است.

طیف الگوی XRD نانوذرات نقره و نانوذرات طلا

شــکل-2 )الف(، الگوی پراش اشــعة ایکس نانوذرات نقره اســت که با 
مشــاهدۀ بزرگ ترین و اصلی تریــن قله ها در زاویــة  2q برابر با 38/24، 
44/32 و 64/57 درجــه که به ترتیب مربوط بــه صفحات بلوری )111(، 
)200( و )220( است، ساختار FCC نقره را تأیید می کند. )قلة  ظاهر شده 
در زاویة  2q برابر با 33/11 درجه نقره اکســید اســت که به دلیل شرایط 
محیطی آزمایشــگاه ظاهر شده است(. شــکل2- ب، الگوی پراش اشعة 
ایکس نانوذرات طلا اســت که با مشــاهدۀ بزرگ ترین و اصلی ترین قله ها 

در زاویــة 2q برابر با 38/38، 45/52 64/89 و 77/83 درجه که به ترتیب 
مربوط به صفحات بلوری )111(، )200(، )220( و )311( است، ساختار 

FCC طلا را تأیید می کند.

تصاویر FE-SEM بســترهای پلاسمونیکی نقره و طلا و توزیع 
اندازۀ آن ها

شکل 3- )الف( و )ج( به ترتیب بسترهای پلاسمونیکی نقره و طلا را نشان 
می دهد و مجموعه ای از ذرات کروی یا شــبه کروی در بخش های مختلف 
بسترها مشاهده می شــود که توزیع اندازۀ ذرات در شکل 3- )ب( نقره و 
)د( طلا نشان می دهد که ذرات نقره اندازه های بین 100 تا 1700 نانومتر 
دارند و تعداد زیادی از ذرات اندازۀ 1400 تا 1500 نانومتر دارند. در مورد 
ذرات نقــره نیز اندازه های بین 50 تــا 1600 نانومتر دارند و تعداد زیادی 
از ذرات نقــره اندازۀ 1300 تا 1400 نانومتر دارنــد. نانوذرات کوچک تر، 
میدان های الکتریکی نزدیــک قابل توجهی در اطراف خود ایجاد می کنند 
که حاصل تشــدید پلاســمون های سطحی نقره و طلا اســت و چنانچه 
مولکول هــای ژلاتین در ایــن موقعیت ها قرار بگیرنــد، در معرض تابش 
میدان هــای الکتریکی نزدیک قرار می گیرنــد. ذرات بزرگ تر، میدان  های 
الکتریکی نزدیکِ ناچیزی دارند و نور تابیده شــده به آن ها از سطح آن ها 
پراکنده می شــود یا میدان الکتریکــی دور را تقویت می کنند ]22و23[.

تصاویر AFM بسترهای پلاسمونیکی نقره و طلا

شکل 4- الف و ب، به ترتیب تصویر AFM دو بعدی و سه بعدی بسترهای 
 ،Image Plus پلاسمونیکی نقره را نشان می دهد. با استفاده از نرم افزار
)نسخة 9/2( میانگین زبری 4/42 نانومتر، میانگین مرتفع ترین زبری 9/238 
نانومتر و میانگین عمیق ترین زبری 3/129 به دســت آمد. شکل 4-ج و د، 
به ترتیب تصویر AFM دو بعدی و ســه بعدی بسترهای پلاسمونیکی طلا 
را نشان می دهد. میانگین زبری 2/20 نانومتر، میانگین مرتفع ترین زبری 

شکل1:  )الف(، طیف جذب نانوذرات نقره ساخته  شده به روش شیمیایی تولنز با بیشینۀ جذب در طول موج 410 نانومتر )منحنی آبی( و تصویر ظرف حاوی محلول کلوئیدی نانوذرات نقره )سمت 
راست( و طیف جذب نانوذرات طلا ساخته  شده به روش شیمیایی با بیشینۀ جذب در طول موج 520 نانومتر )منحنی قرمز( و تصویر ظرف حاوی محلول کلوئیدی نانوذرات طلا )سمت چپ(. )ب( 

طیف خاموشی بستر پلاسمونیکی نقره )منحنی آبی( و تصویر این بستر )سمت راست( و طیف خاموشی بستر پلاسمونیکی طلا )منحنی قرمز( و تصویر این بستر )سمت چپ(
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شکل2: )الف(، الگوی پراش اشعۀ ایکس نانوذرات نقره و )ب(، الگوی پراش اشعۀ ایکس نانوذرات طلا

شکل3: )الف( تصویر FE-SEM بستر پلاسمونیکی نقره، )ب( توزیع اندازۀ ساختارهای بستر پلاسمونیکی نقره که اندازه های بین 100 تا 1700 نانومتر دارند. )ج( تصویر 
FE-SEM بستر پلاسمونیکی طلا، )ب( توزیع اندازۀ ساختارهای بستر پلاسمونیکی طلا که اندازه های بین 50 تا 1600 نانومتر دارند.
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9/274 نانومتــر و میانگین عمیق ترین زبری 9/163 به دســت آمد. زبری 
سطحی که به وسیلة نانوذرات نقره و نانوذرات طلا روی بسترهای شیشه ای 
حســگرهای پلاسمونیکی زیســتی SERS ایجاد شده اســت، می تواند 
مراکزی برای پراکندگی نور باشد و باعث تقویت سیگنال رامان شود]24[.

طیف رامــان، طیف SERS و آشکارســازی مولکول ژلاتین با 
استفاده از بسترهای پلاسمونیکی نقره و طلا

در شکل 5 طیف رامان بســترهای پلاسمونیکی نقره )منحنی قهوه ای( 
و طیف رامان بسترهای پلاســمونیکی طلا )منحنی بنفش(، طیف رامان 
مولکول ژلاتین قرار داده شده با غلظت 1-10 مولار بر روی زیرلایة شیشه ای 
)منحنی ســبز(، طیــف SERS مولکول ژلاتین قرار داده شــده با غلظت 
 SERS 2-10 بر روی بســترهای پلاسمونیکی نقره )منحنی آبی( و طیف

مولکول ژلاتین با غلظت 2-10 قرار داده شده بر روی بسترهای پلاسمونیکی 
طلا )منحنی قرمز( مشــاهده می شــوند. در طیف رامان مولکول ژلاتین 
که روی زیرلایه های شیشــه ای قرار داده شــده اند )منحنی سبز(، نشانی 
از ارتعاشــات مولکولی مولکول ژلاتین مشاهده نمی شــود. بنابراین عملًا 
شناســایی این گونه  حتی با غلظت 2-10 مولار و با استفاده از طیف سنجی 
رامــان امکان پذیر نیســت. با قــرار دادن ژلاتین با غلظــت 2-10 مولار 
بر روی بســترهای پلاســمونیکی، ارتعاشــات مولکولی ژلاتین )شکل5( 

ظاهر می شــوند. ارتعاشــات مولکولی مولکول ژلاتیــن]2و25[ به صورت 
خط چین هایی بر روی طیف های مولکول ژلاتین در شــکل 5 نمایش داده 
شده  است. در مورد مولکول ژلاتین قرار داده شده روی بستر پلاسمونیکی 
نقره و طلا، ارتعاشات Tryptophan، ارتعاشات کششی C-N، کششی 
C-N، کششی N-H، کششی C-H، خمشی H-C-H، کششی N-H و 
کششــی N-H به ترتیب در 883، 1189، 1479، 1726، 2709، 3075، 
3676و cm-1 4543 ظاهر می شــوند. ارتعاشــاتی که در طیف ها ظاهر 
شــده اند، با خط چین های آبی نمایش داده شده  است. بنابراین استفاده از 
نانوذرات نقره و نانوذرات طلا در بسترهای پلاسمونیکی، بهبود ارتعاشات 
 ،)EF( مولکولی مولکول ژلاتین را به دنبال دارد. با محاســبة فاکتور بهبود
بسترهای پلاسمونیکی نقره و طلا مقایسه شدند که برای محاسبة فاکتور 

بهبود )5EF( از رابطة )1( استفاده شده است]26[. 

  )1(

در رابطة )Nvol ،)1 و Nsurf به ترتیب غلظت ژلاتین قرار داده شــده 
روی شیشــه و قرار گرفته روی بســترهای پلاســمونیکی است. Ivol و 
Isurf نیز به ترتیب شــدت طیف رامان و شــدت طیف SERS اســت. 

5. Enhanced Factor

شکل4:  تصویر AFM )الف( دو بعدی و )ب( سه بعدی بسترهای پلاسمونیکی نقره و تصویر AFM )ج( دو بعدی و )د( سه بعدی بسترهای پلاسمونیکی طلا 
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با جای گذاری داده های بســترهای پلاســمونیکی در رابطــة )1(، فاکتور 
بهبود )EF( برای بســترهای پلاسمونیکی نقره و طلا به ترتیب 103×8/9 
و 103×19/8 به دســت آمد که عملکرد بســترهای پلاسمونیکی طلا در 
مقایســه با بسترهای پلاسمونیکی نقره دارای فاکتور بهبود )EF( بالاتری 
اســت که تقویت بیشــتر ارتعاشــات مولکولی ژلاتین را سبب می شود. 
ارتعاشــاتی از ژلاتین که در طیف ها ظاهر نشده اند با خط چین های قرمز 
نمایش داده شــده  اســت. معمولاً در دماهای پایین بــا از بین بردن افت 
و خیزهــای حرارتی، ارتعاشــاتی که به خصوص در عــدد موج های کمتر 
اتفاق می افتند، قابل آشکارســازی می شــوند]27[. بنابراین، به این دلیل 
که طیف ســنجی در دمای اتاق انجام شده است، ارتعاشات مولکولی که با 
خط چین های قرمز نمایش داده شده اند، در طیف SERS ظاهر نشده اند. 
بهبود ســیگنال رامان در اثر استفاده از بســتر های پلاسمونیکی به دلیل 
پراکندگی نور از نقاط زبر روی ســطح شیشــه اســت. نقاط زبری که با 
نقره اندود و طلا  اندود کردن شیشه ایجاد شده است. ذرات بزرگ تر نقره و 
طلا که در شکل 3- )الف( و )ب( مشاهده می شوند، با پراکنده  کردن نور 
لیزر فرودی و رســیدن نور پراکنده شده به مولکول ژلاتین، سیگنال رامان 
آن ها را بهبود می دهند. در کنار پراکندگی نور از ذرات بزرگ تر نقره و طلا 
یکی دیگر از دلایل بهبود ســیگنال رامان، تشدید پلاسمون های سطحی 
ذرات کوچک تر نقره و طلا یا همان میدان های الکتریکی قوی اطراف این 
نانوذرات اســت. نانوذرات نقره و طلای مشاهده شده در شکل -3 )الف( و 
)ب( ماننــد لنز اپتیکی عمل می کنند و نور لیزر فرودی را در اطراف خود 
متمرکز می کنند. بنابراین شــدت میــدان الکتریکی در نزدیکی نانوذرات 
افزایش می یابد و با قرارگیری مولکول ژلاتین در اطراف نانوذرات، شــدت 
میدان الکتریکی قوی را تجربه می کنند و قطبیده تر می شــوند و در نتیجه 
ارتعاش های مولکولی آن ها تقویت می شود و سیگنال های پرشدت تری را 

نشان می دهند ]28و29[.

شکل6-الف، طیف SERS ژلاتین با غلظت های 2-10 )منحنی سیاه(، 
3-10 )منحنی قرمز(، 4-10 )منحنی آبی(، 5-10 )منحنی صورتی( و 10-6 

)منحنی قهوه ای( مولار قرار داده شده بر روی بسترهای پلاسمونیکی نقره را 
نشان می دهد. با کاهش غلظت مولکول ژلاتین، شدت قله های ارتعاش های 
مولکولــی آن کاهش می یابد که به دلیل کاهش تعداد مولکول های ژلاتین 
و در نتیجــه کاهش تعــداد ارتعاش های مولکولی آن اســت به گونه ای که 
در غلظت هــای کم تر از 6-10 مولار، ارتعاش هــای ژلاتین به راحتی قابل 
مشاهده نیستند. بنابراین بستر پلاسمونیکی نقره می تواند تا غلظت 10-6 
مولار ژلاتین را شناسایی کند. در داخل شکل6-الف، منحنی کالیبراسیون 
 C-H ارتعاش مولکولی SERS است که منحنی تغییرات شدت سیگنال
در عدد موج cm-1 1185 را بر حســب تغییرات لگاریتمی غلظت ژلاتین، 

C نشان می دهد که با برازش انجام شده از رابطة )2( پیروی می کند.

I = 1514/4 C+262/1 )R2=0/89(  )2(

این رابطه خطی است و ضریب رگراسیون )R2( آن برابر با 0/89 است. 
می توان با اســتفاده از این نمودار با مشــاهدۀ شدت قلة ارتعاشی مولکول 
C-H در طیف رامان، غلظت آن را به دست آورد. هدف از ساخت بسترهای 
پلاســمونیکی، آشکارسازی غلظت های بســیار پایین ژلاتین است، خطی 
بودن منحني کالیبراسیون غلظت هاي پایین از اهمیت بیشتري برخوردار 
 SERS اســت که در این مطالعه قابل مشاهده است و شکل 6-ب، طیف
ژلاتین با غلظت های 2-10 )منحنی ســیاه(، 3-10 )منحنی قرمز(، 10-4 
)منحنــی آبی(، 5-10 )منحنی صورتی( و 6-10 )منحنی قهوه ای( و 10-7 
)منحنی بنفش( مولار قرار داده شده بر روی بسترهای پلاسمونیکی طلا را 
نشان می دهد. مانند بسترهای پلاســمونیکی نقره کاهش شدت قله های 
ارتعاش های مولکولی ژلاتین با کاهش غلظت مشــاهده می شود که ناشی 
از کاهش ارتعاش های مولکولی اســت که در نتیجه کاهش غلظت ژلاتین 
رخ می دهــد. ارتعاش های مولکولی ژلاتیــن در غلظت های کمتر از 10-7 
مولار به راحتی قابل مشاهده نیستند. بنابراین بسترهای پلاسمونیکی طلا 
می تواننــد تا غلظت 7-10 مولار از مولکول ژلاتین را شناســایی کند. در 
داخل شــکل 6-ب، منحنی کالیبراسیون است که منحنی تغییرات شدت 
ســیگنال SERS ارتعاش مولکولی C-H در عدد موج cm-1 1185 را 
بر حسب تغییرات لگاریتمی غلظت ژلاتین، C نشان می دهد که با برازش 

انجام شده از رابطة )3( تبعیت می کند.

I = 1514/4 C+262/1 )R2=0/95(  )3(

رابطه خطی اســت و ضریب رگراسیون )R2( آن برابر با 0/95 است که 
محاسبة غلظت ژلاتین با توجه به شدت طیف SERS را فراهم می آورد.

شــکل5: طیف  رامان بســتر پلاســمونیکی نقره ) منحنی قهوه ای(، طیف رامان بستر 
پلاســمونیکی طلا )منحنی بنفش(، طیف رامان ژلاتین با غلظت 2-10 قرار داده شده بر روی 
بستر شیشه ای )منحنی ســبز(، طیف SERS ژلاتین قرار داده شده با غلظت 2-10 بر روی 
بســتر پلاسمونیکی نقره )منحنی آبی( و طیف SERS ژلاتین قرار داده شده با غلظت 10-2 
بر روی بستر پلاسمونیکی طلا با غلظت 2-10 )منحنی قرمز(. ارتعاشات مولکولی که در طیف 
SERS ظاهر شده اند، با خط  چین آبی و ارتعاشات مولکولی که ظاهر نشده اند، با خط چین 

قرمز مشخص شده  است.
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نتیجه گیری
به منظور شناســایی و کنترل بیماری های متعدد ناشــی از مولکول 
ژلاتین، تشــخیص مولکول ژلاتین در غلظت هــای کم دارای اهمیت 
اســت. روش طیف ســنجی رامان روشــی غیرمخرب برای شناسایی 
مولکول ها اســت اما، بــه دلیل ضعیف بــودن ســیگنال رامان عملًا 
شناســایی غلظت های اندک از مولکول ها امکان پذیر نیســت. با قرار 
دادن مولکــول ژلاتین در معرض تشــدید پلاســمون های ســطحی 
نانــوذرات فلــزی مانند نقره و طــلا و همچنین نور پراکنده شــده از 
ذرات بــزرگ فلزی می توان ســیگنال رامان را بهبــود داد. بنابراین، 
ابتــدا نانوذرات نقره و نانوذرات طلا با اســتفاده از احیای شــیمیایی 
نمک نقره و نمک طلا ســاخته شــدند و در ادامه با به کارگیری روش 
قطره چکان که روشــی ســاده ، سریع و ارزان اســت، نانوذرات نقره و 
نانوذرات طلا در دمای اتاق بر روی بســترهای شیشــه ای لایه نشانی 
شــدند و این بســترها به عنوان بسترهای حســگرهای پلاسمونیکی 
زیســتی SERS جهت آشکارســازی مولکول ژلاتین استفاده شدند. 
با کاهــش غلظت مولکول ژلاتین ســیگنال رامان آن هــا نیز کاهش 
می یابــد که این بســترهای پلاســمونیکی ساخته شــده از نانوذرات 
نقــره و نانوذرات طلا قادر به شناســایی مولکول ژلاتیــن به ترتیب تا 
غلظــت 10-6 مولار و 10-7 مولار هســتند. بهبود ســیگنال رامان 
مولکول ژلاتین ناشی از تشــدید پلاسمون های سطحی نانوذرات نقره 
و نانــوذرات طــلا که با دریافت نــور لیزر فرودی، نــور را در منطقة 
کوچکــی در اطراف خود متمرکــز می کنند و بــا قرارگیری مولکول 
ژلاتین در ایــن مناطق و در نتیجه به دلیل دریافــت میدان الکتریکی 
قوی تــر و یا رســیدن نور حاصــل از پراکندگی از نقاط زبر پوشــش 

شکل6- )الف( طیف SERS ژلاتین قرار داده شده با غلظت های 2- 10 )منحنی سیاه(، 3-10 )منحنی قرمز(، 4-10 )منحنی آبی(، 5-10 )منحنی صورتی( و 6-10 )منحنی قهوه ای( بر روی بسترهای 
 C ،1185، بر حسب تغییرات لگاریتمی غلظت ژلاتین cm-1 در عدد موج C-H مربوط به ارتعاش SERS سیگنال ،I ،پلاســمونیکی نقره. داخل شکل الف، منحنی کالیبراسیون تغییرات شدت
برای بســترهای پلاسمونیکی نقره نمایش داده شده است. )ب( طیف SERS ژلاتین قرار داده شــده با غلظت های 2- 10 )منحنی سیاه(، 3-10 )منحنی قرمز(، 4-10 )منحنی آبی(، 5-10 )منحنی 
 C-H مربوط به ارتعاش SERS سیگنال ،I ،صورتی( و 6-10 )منحنی قهوه ای( و 7-10 )منحنی بنفش( بر روی بســترهای پلاسمونیکی طلا. داخل شکل )ب( منحنی کالیبراسیون تغییرات شدت

در عدد موج cm-1 1185، بر حسب تغییرات لگاریتمی غلظت ژلاتین، C برای بسترهای پلاسمونیکی طلا نمایش داده شده است.

نقــره و طــلا، مولکول های ســازندۀ ژلاتیــن قطبیده تر می شــوند و 
در نتیجه ارتعاش های شــدیدتری ظاهر می شوند. از مزایای بسترهای 
SERS معرفی شده استفادۀ آسان  حسگرهای پلاسمونیکی زیســتی 
و توانایی تشــخیص سریع غلظت های اندک است که برای ساخت آن 
نیز هزینة چندانی صرف نمی شود و با آن ها می توان انواع پاتوژن های 

موجود در مواد غذایی و مواد بیولوژیکی را شناســایی کرد.
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