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خلاصه

مقدمه: روش پراکندگی رامان بهبود‌یافت‌ۀ سطحی )SERS1(، یکی از روش‌های کارآمد برای 
شناسایی مقادیر اندک و حتی شناسایی تک مولکول است. طیف‌سنجی رامان به کمک سطوح فلزی 
زبر می‌تواند برای شناسایی مقادیر اندک مواد گوناگون به‌کار گرفته شود. با قرار گرفتن گونه‌های 
مختلف در نزدیکی سطح فلز و جذب فیزیکی آن‌ها روی سطح فلزی به علت برهم‌کنش میان 
پلاسمون‌های سطحی فلز و ارتعاش‌های مولکولی گونه‌ها، شدت سیگنال رامان افزایش می‌یابد. 
ژلاتین نیز كيي از پرمصرف‌ترين مواد پروتئيني كلوئيدي در صنايع غذايي، دارويي، پزشــكي و 
نظامي اســت که برای شناسایی این ماده می‌توان استفاده از تکنیک SERS را پیشنهاد کرد. 

روش بررسی: در ایــن مطالعۀ تجربی، محلول کلوئیدی نقره و محلول کلوئیدی طلا ساخته 
شــدند و با استفاده از روش‌ قطره‌افشــان با چکاندن محلول کلوئیدی نقره و محلول کلوئیدی 
طلا بر‌روی زیرلایه‌های شیشــه‌ای مجزا، بستر‌های پلاسمونیکی ســاخته شدند. در نهایت، با 
اســتفاده از این بسترهای پلاسمونیکی و طیف‌سنجی رامان، بهبود سیگنال رامان ارتعاش‌های 
مولکولی ژلاتین بررســی شدند و در‌ادامه بسترهای پلاسمونیکی نقره و طلا از‌نظر آشکارسازی 

ارتعاش‌های مولکولی ژلاتین مقایسه شدند.

یافته​ها: قلۀ پلاســمونی نانوذرات نقره و نانوذرات طلا به‌ترتیب در حدود410 نانومتر و520 
نانومتر و مشــاهدۀ ساختار FCC در مشــخصه‌یابی XRD آن‌ها، تشــکیل نانوذرات نقره و 
نانوذرات طلا را تأیید کرد. قلۀ پلاسمونی طیف خاموشی بسترهای پلاسمونیکی نقره و بسترهای 
پلاسمونیکی طلا به‌ترتیب حدود 442 نانومتر و 553 نانومتر مشاهده شد. تصویر میکروسکوپ 
الکترونی گسیل میدانی )FESEM( بسترهای پلاسمونیکی نشان می‌دهد 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 می‌شود، به پراکندگی نور از نقاط زبر کمک می‌کند.  با قرار دادن مولکول 
ژلاتین روی بسترهای پلاسمونیکی نقره و یا طلا به دلیل تشدید پلاسمون‌های سطحی نانوذرات 
کوچک‌تــر و پراکندگی نور از نانوذرات بزرگ‌تر نقره یا طلا، ارتعاش‌های مولکول ژلاتین تقویت 
شوند و شدت طیف SERS این دو بستر در مقایسه با شدت طیف رامان آن‌ها افزایش می‌یابد. 

1. Surface Enhanced Raman Spectroscopy (SERS)
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مقدمه
ژلاتين يــك مادۀ پروتئينــي كلوئيدي و قديمي‌تريــن ماكرومولكولي 
اســت كه از هيدروليز كلاژن موجود در پوست، استخوان و بافت پيوندي 
حيوانات از‌جمله دام، طيور و آبزيان به‌دســت مي‌آيد]1[. ژلاتين كيي از 
پرمصرف‌ترين مواد پروتئيني كلوئيدي اســت كه در چهار درجۀ متفاوت 
خوراكي، صنعتي، فوتوگرافي و دارويي توليد مي‌شــود. بخشي از ژلاتين 
توليد‌شــده در جهان از پوست و اســتخوان گاو، خوک، گوساله و پوست 
ماهــی کپور تهیه می‌گردد که مصرف برخی از آن‌ها از لحاظ شــرعي در 
كشــورهاي مســلمان اشــكال دارد. خطر انتقال بيماري جنون گاوي به 
انسان که تاكنون دام‌هاي زيادي را در اروپا و كشورهاي ديگر مبتلا كرده 
 اســت، به‌وسیلۀ ژلاتين توليدي از پوست و استخوان دام‌ها نیز وجود دارد
]4-2[. در‌حال‌حاضــر، بــراي تعيين مقدار ژلاتیــن روش‌هاي متعددي 
مانند كروماتوگرافي گازي1 و اســپكترومتري جرم2]5 و6[، كروماتوگرافي 
مايع بــا كارآيي ‌بالا )HPLC3( ]7[ و طیف‌ســنجی تبدیل فوریۀ رامان 
)FT-Raman4( ]10-8[ به‌کار برده می‌شــود. این روش‌ها روش‌هایي 
مخرب، دشوار، آلاینده، درون‌آزمايشــگاهي و نيازمند آماده‌سازی نمونه، 
نیروی متخصص آموزش‌دیده، آزمایشگاه‌های مجهز و صرف وقت و هزينۀ 
بســيار هســتند. طیف‌ســنج‌های مبتنی‌بر 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. از‌اين‌رو، توســعۀ يک روش غیرمخرب، با کاربری ساده، سريع، 
کم‌هزينه، ناآلاينده با قابلیت حمل و کاربرد خارج از محیط آزمایشــگاه و 
نیاز به آماده‌ســازی کم‌تر نمونه بسیار ضروری است. از‌طرفی شناسایی و 
تشــخیص مقادیر بســیار اندک از ژلاتین نیز مورد توجه است. با استفاده 
از طیف‌ســنجی زیرقرمز و طیف‌ســنجی رامان که هر دو طیف‌ســنجی 
اثر انگشــتی محســوب می‌شــوند و ارتعاش‌های مولکولی ماده را بررسی 
می‌کنند، می‌توان مواد و آنالیت‌های بیولوژیکی را شناسایی کرد]11و12[. 
در طیف‌ســنجی زیرقرمز به‌دلیل فعال بــودن ارتعاش‌های مولکولی آب، 
شناســایی گونه‌های زیستی دشوار اســت و حساسیت آشکارسازهای آن 
نیز پایین اســت. در طیف‌ســنجی رامان نیز به‌دلیــل ضعیف بودن ذاتی 
ســیگنال حاصل از پراکندگــی رامان، مطالعۀ مولکول‌هــا با غلظت‌های 
انــدک عمــاً امکان‌پذیر نیســت]13[. یکی از روش‌هایــی که می‌توان 
ســیگنال رامان را بهبود داد، استفاده از نانوســاختارهای فلزی است که 
به‌دلیل تشدید پلاســمون‌های سطحی می‌توانند میدان الکتریکی قوی را 
در نزدیک نانوســاختارها ایجاد کنند یا با افزایــش میزان پراکندگی نور 
از این نانوســاختارها، ســیگنال پراکندگی را به‌طور مؤثر بهبود می‌دهند 
که به‌دنبال آن ارتعاش‌های مولکولی با ســیگنال بهتر و بیشتری مشاهده 
 )SERS( خواهند شد. این روش طیف‌سنجی رامان بهبود یافتۀ ‌سطحی
نــام دارد که یک روش حســاس و انتخابی اســت که نتیجــۀ آن بهبود 
پراکندگی رامان مولکول‌هایی اســت که بر‌روی ساختارهای فلزی جذب 
سطحی شــده‌اند]14[. در‌واقع، با تابش نور )لیزر( به سطح ناصاف فلزی، 

نتیجه​گیری: در طیف‌ســنجی رامان، بسترهای پلاسمونیکی که با نانوذرات و ذرات بزرگ‌تر 
نقره و طلا پوشــش داده شده‌اند، مورد توجه هستند و ســیگنال رامان ارتعاش‌های مولکولی 
ژلاتین را به‌دلیل تشدید پلاسمون‌های سطحی نانوذرات نقره و نانوذرات طلا و پراکندگی نور از 
ذرات بزرگ‌تر نقره و طلا تقویت می‌‌کنند. با کاهش غلظت‌ ژلاتین حکاکی‌شده روی بسترهای 
پلاسمونیکی به‌دلیل کاهش تعداد ارتعاش‌های مولکولی، سیگنال رامان نیز تضعیف می‌شود که 
با افزایش میزان زبری ســطح بسترهای پلاسمونیکی می‌توان سیگنال رامان را به‌دلیل افزایش 
میزان پراکندگی نور از مراکز زبر افزایش داد. در‌نتیجه با افزایش میزان پراکندگی نور از خود منجر 
به بهبود ســیگنال می‌شوند. نتایج رامان به‌دست‌آمده نشان می‌دهد که بسترهای پلاسمونیکی 
حاصــل از نانوذرات نقره و نانوذرات طلا با روش‌های توســعه‌یافته نتایــج امیدوار‌کننده‌ای را 
برای مطالعات مبتنی بر SERS نشــان می‌دهد و می‌تواند منجر به توسعۀ نانوحسگرها ‌شود.

واژه‌های كليدی: ژلاتین، بسترهای پلاســمونیکی، حسگر زیستی، نقره، طلا، طیف‌سنجی 
)SERS( رامان بهبودیافتۀ سطحی
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سطح آن‌ها آب‌دوست شوند. ســپس، 100 میکرولیتر از این محلول‌های 
کلوئیــدی به‌طور مجــزا بر‌روی زیرلایه‌های شیشــه‌ای پخش و در دمای 
آزمایشــگاه خشک شدند و سپس به‌عنوان بســترهای پلاسمونیکی برای 
تشخیص و تعیین غیرمخرب ژلاتین در غلظت‌های 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 غلظت‌های 10-2، 10-3، 10-4 
، 5-10، 6-10 و7-10 مــولار آن‌ها تهیه شــد. در ادامه، 10 میکرولیتر از 
هرکدام از غلظت‌های تهیه‌‌شــده به‌‌صورت جداگانه و به روش قطره‌افشان 
بر‌روی بسترهای پلاســمونیکی نقره و طلا به‌طور مجزا قرار گرفت و پس 
از خشک شــدن، طیف رامان مولکول ژلاتین قرار‌داده‌شده روی شیشه و 
طیف SERS مولکول ژلاتین قرار‌داده‌شــده روی بسترهای پلاسمونیکی 

نقره و طلا اندازه‌گیری شدند.

مشخصه‌یابی

دســتگاه طیف‌ســنجی UV-Vis و الگــوی پراش پرتــوی X پودر 
نقــره و پودر طلا به‌ترتیب به‌وســیلۀ دســتگاه Perkin-Elmer  مدل 
 Panalytical ساخت شرکت X Pert -Pro و دستگاه Lambda25
کشور هلند با پرتوی تک‌فام Cu Kα با طول‌موج 0/154 نانومتر، جریان 
40 میلی‌آمپــر و بــا ولتاژ 40 کیلوولت در دمای اتاق انجام شــد. تصاویر 
میکروســکوپ الکترونی گســیل میدانی )FESEM( به‌وسیل‌ۀ دستگاه 
 )AFM( و تصویر میکروســکوپ نیروی اتمی S4160 مــدل Hitach
نمونه‌ها نیز با اســتفاده از دستگاه شرکت نانو‌سیستم پارس ساخت ایران 
 P50C0R10 مدل Takram بررسی شد. دســتگاه طیف‌سنجی رامان
ساخت شرکت تکســان با تابش نور لیزر Nd:YAG، با طول‌موج 532 
نانومتــر و توان خروجی قابل تنظیم 75 میلی‌وات برای اندازه‌گیری طیف 

رامان و طیف SERS نمونه‌ها 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 می‌دهد. ظاهر شــدن 
قلۀ تشــدید پلاســمونی به‌ترتیب در 410 نانومتر و 520 نانومتر تشکیل 
نانــوذرات نقره و نانــوذرات طلا را تأیید می‌کند]19[. مشــاهدۀ یک قلۀ 
جذبی در طیف‌های جذبی نانوذراتی مانند نقره و طلا بیانگر شکل کروی 

یا شبه کروي بودن نانوذرات است]20[.

پلاسمونیکی زیستی SERS را نشــان می‌دهد. همان‌طور‌که مشاهده 
می‌شود با نشاندن )الف(، نانوذرات نقره، تصویر داخل آن، بستر شیشه‌ای 
پوشیده‌شــده از نانوذرات نقره را نشــان می‌دهد )ســمت راست( و )ب(، 
نانوذرات طلا روی بســترهای شیشه‌ای، تصویر داخل آن، بستر شیشه‌ای 

در اثر تشدید پلاسمون‌های سطحی نانوساختارهای فلزی به‌وسیلۀ میدان 
الکترومغناطیســی لیزر، میدان‌های الکتریکــی بهبود‌یافته در اطراف فلز 
ایجاد می‌شــود]15و 16[، گویی میدان الکتریکی حاصل از تابش نور لیزر 
تقویت‌شده است. بنابراین مولکولی که در این میدان الکتریکی بهبود‌یافته 
قرار می‌گیرد، بیش‌تر قطبیده می‌شود و در‌نتیجه سیگنال رامان آن بهبود 
می‌یابد]17[. در این روش هنگامی‌که آنالیت‌های مورد مطالعه در نزدیک 
سطح فلز قرار می‌گیرند یا به‌طور فیزیکی جذب نانوذرات فلزی می‌شوند، 
به‌علت برهمکنش آنالیت‌ها و پلاســمون‌های سطحی فلز، شدت سیگنال 
رامــان افزایش می‌یابــد و بدین‌ترتیب SERS می‌تواند برای تشــخیص 
ســریع و دقیق آنالیت‌های میکروبیولوژیکی استفاده شود. در این مطالعه 
به هدف طراحی و ساخت حسگر ساده با سرعت تشخیص بالا، حساسیت، 
گزینش‌پذیری، تکرارپذیری و عدم نیاز به تجهیزات پیچیده ابتدا نانوذرات 
نقــره و نانوذرات طلا به‌ترتیب با عامل کاهندۀ‌ ســاکاروز و عامل کاهندۀ‌ 
تری‌سدیم‌سیترات‌دوآبه با استفاده از روش سادۀ شیمیایی ساخته شدند و 
سپس بر‌روی زیرلایه‌های شیشه‌ای قرار گرفتند تا بسترهای پلاسمونیکی 
نقره و طلا برای تشخیص و تعیین غیرمخرب ژلاتین در غلظت‌های مختلف 
استفاده شود. شــکل1، طرح‌واره‌ای از روش ساخت حسگر پلاسمونیکی 
زیستی SERS، قرار دادن ژلاتین روی آن‌ها به روش قطره‌افشان و نتایج 
طیف رامان ارائه می‌شــود. که با تابش نور لیزر با طول‌موج 532 نانومتر، 

سیگنال نور رامان پراکند‌ه‌شده اندازه‌گیری می‌شود.

روش بررسی
روش‌‌های ساخت و شناسایی 

روش ساخت بسترهای پلاسمونیکی نقره و طلا

ابتدا به‌منظور ســاخت محلول کلوئیدی نقره از روش شــیمیایی تولنز 
اســتفاده شد که در روش تولنز از سه محلول آبی شامل )1(12 ميلي‌ليتر 
محلول نقره نيتــرات 0/1 مولار، )2(20 ميلي‌ليتــر محلول پتاس 0/05 
مولار و )3(10 ميلي‌ليتر محلول ساکاروز 0/07 مولار استفاده می‌شود. با 
افزودن محلول ســاکاروز بر‌روی محلول آمونیاکی نقره نیترات و پتاس با 
دمای ۵۰ درجۀ ســانتی‌گراد پس از گذشت حدود 4 دقیقه نانوذرات نقره 
تشيكل می‌شــود]18[، در‌ادامه به‌منظور ساخت محلول کلوئیدی طلا به 
20 میلی‌لیتر محلــول mM 1 نمک طلای HAuCl4 در حال جوش و 
هم‌خوردن، 2 میلی‌لیتر محلول mM 38/8 از محلول تری‌سدیم‌‌سیترات 
دوآبه )NaC6H5O7.H2O( اضافه‌ شــد که کلوئید ارغوانی‌رنگ نهایی 
2 cm ×2 cm حاوی نانوذرات طلا است. سپس، قطعات شیشه‌ای 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 
شیشــه‌ای در دماي 400 درجۀ ســانتی‌گراد به‌مــدت30 دقیقه در کوره 
حرارت‌دهی شــدند تا آلودگی‌های آلي نیز از سطح شيشه حذف ‌شوند و 
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پوشیده‌شــده از نانوذرات طلا را نشان می‌دهد )سمت راست(. ظاهر شدن 
قلۀ تشــدید پلاســمونی در 442 نانومتر و 553 نانومتر به‌ترتیب تشکیل 
نانوذرات نقره و نانوذرات طلا روی بسترهای شیشه‌ای را تأیید می‌کند. با 
تغییر محیط در‌بردارندۀ این ذرات که از آب به شیشه و هوا تغییر می‌کند، 
جابه‌جایی در طول‌موج قلۀ پلاســمونی رخ می‌دهد و ارتفاع آن کاهش و 
پهنای قله‌ها نیز افزایش می‌یابد به این دلیل که موقعیت قلۀ پلاســمونی 
به ضریب شکســت محیط در‌بردارندۀ آن‌ها وابسته است[ 21]، با‌توجه به 
شکل1، بر خلاف محلول کلوئیدی پایدار که نانوذرات نقره و نانوذرات طلا 
در داخل محلول آبی پراکنده هستند و به فاصله‌های مشخصی از یکدیگر 
قرار دارند، بــا قرار‌گرفتن نانوذرات نقره و نانوذرات طلا روی بســترهای 
شیشــه‌ای، حین خشک شــدن، ذرات در مجاورت یکدیگر قرار می‌گیرند 
و کلوخه‌هایی متشــکل از چندین نانوذره روی بســترها شــکل می‌گیرد 
به‌گونه‌ای‌کــه می‌توان این کلوخه‌هــا را ذرات بزرگ‌تری در‌نظر گرفت که 
منجر به افزایش پهنای طیف می‌شود[21]، کاهش شدت قله نیز ناشی از 
پراکندگی نور از ذرات کلوخه شده است[21]، اینکه زمینۀ 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 اشــعۀ ایکس نانوذرات نقره اســت که با 
مشــاهدۀ بزرگ‌ترین و اصلی‌تریــن قله‌ها در زاویــ‌ۀ 2q برابر با 38/24، 
44/32 و 64/57 درجــه که به‌ترتیب مربوط بــه صفحات بلوری )۱۱۱(، 
)۲۰۰( و )220( است، ساختار FCC نقره را تأیید می‌کند. )قل‌ۀ ظاهر‌شده 
در زاوی‌ۀ 2q برابر با 33/11 درجه نقره‌اکســید اســت که به‌دلیل شرایط 
محیطی آزمایشــگاه ظاهر شده است(. شــکل2- ب، الگوی پراش اشعۀ 
ایکس نانوذرات طلا اســت که با مشــاهدۀ بزرگ‌ترین و اصلی‌ترین قله‌ها 

در زاویــۀ 2q برابر با 38/38، 45/52 64/89 و 77/83 درجه که به‌ترتیب 
مربوط به صفحات بلوری )۱۱۱(، )۲۰۰(، )220( و )3۱۱( است، ساختار 

FCC طلا را تأیید می‌کند.

تصاویر FE-SEM بســترهای پلاسمونیکی نقره و طلا و توزیع 
اندازۀ آن‌ها

شکل 3- )الف( و )ج( به‌ترتیب بسترهای پلاسمونیکی نقره و طلا را نشان 
می‌دهد و مجموعه‌ای از ذرات کروی یا شــبه کروی در بخش‌های مختلف 
بسترها مشاهده می‌شــود که توزیع اندازۀ ذرات در شکل 3- )ب( نقره و 
)د( طلا نشان می‌دهد که ذرات نقره اندازه‌های بین 100 تا 1700 نانومتر 
دارند و تعداد زیادی از ذرات اندازۀ 1400 تا 1500 نانومتر دارند. در‌مورد 
ذرات نقــره نیز اندازه‌های بین 50 تــا 1600 نانومتر دارند و تعداد زیادی 
از ذرات نقــره اندازۀ 1300 تا 1400 نانومتر دارنــد. نانوذرات کوچک‌تر، 
میدان‌های الکتریکی نزدیــک قابل‌توجهی در اطراف خود ایجاد می‌کنند 
که حاصل تشــدید پلاســمون‌های سطحی نقره و طلا اســت و چنانچه 
مولکول‌هــای ژلاتین در ایــن موقعیت‌ها قرار بگیرنــد، در معرض تابش 
میدان‌هــای الکتریکی نزدیک قرار می‌گیرنــد. ذرات بزرگ‌تر، میدان‌‌های 
الکتریکی نزدیکِ ناچیزی دارند و نور تابیده‌شــده به آن‌ها از سطح آن‌ها 
پراکنده می‌شــود یا میدان الکتریکــی دور را تقویت می‌کنند ]22و23[.

تصاویر AFM بسترهای پلاسمونیکی نقره و طلا

شکل 4- الف و ب، به‌ترتیب تصویر AFM دو‌بعدی و سه‌بعدی بسترهای 
 ،Image Plus پلاسمونیکی نقره را نشان می‌دهد. با استفاده از نرم‌افزار
)نسخۀ 9/2( میانگین زبری 4/42 نانومتر، میانگین مرتفع‌ترین زبری 9/238 
نانومتر و میانگین عمیق‌ترین زبری 3/129 به‌دســت آمد. شکل 4-ج و د، 
به‌ترتیب تصویر AFM دو‌بعدی و ســه‌بعدی بسترهای پلاسمونیکی طلا 
را نشان می‌دهد. میانگین زبری 2/20 نانومتر، میانگین مرتفع‌ترین زبری 

شکل1:  )الف(، طیف جذب نانوذرات نقره ساخته‌‌شده به روش شیمیایی تولنز با بیشینۀ جذب در طول‌موج 410 نانومتر )منحنی آبی( و تصویر ظرف حاوی محلول کلوئیدی نانوذرات نقره )سمت 
راست( و طیف جذب نانوذرات طلا ساخته‌‌شده به روش شیمیایی با بیشینۀ جذب در طول‌موج 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 اندازه‌های بین 100 تا 1700 نانومتر دارند. )ج( تصویر 
FE-SEM بستر پلاسمونیکی طلا، )ب( توزیع اندازۀ ساختارهای بستر پلاسمونیکی طلا که اندازه‌های بین 50 تا 1600 نانومتر دارند.
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9/274 نانومتــر و میانگین عمیق‌ترین زبری 9/163 به‌دســت آمد. زبری 
سطحی که به‌وسیلۀ نانوذرات نقره و نانوذرات طلا روی بسترهای شیشه‌ای 
حســگرهای پلاسمونیکی زیســتی SERS ایجاد شده‌اســت، می‌تواند 
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 قهوه‌ای( 
و طیف رامان بسترهای پلاســمونیکی طلا )منحنی بنفش(، طیف رامان 
مولکول ژلاتین قرار‌داده‌شده با غلظت 1-10 مولار بر‌روی زیرلایۀ شیشه‌ای 
)منحنی ســبز(، طیــف SERS مولکول ژلاتین قرار‌داده‌شــده با غلظت 
 SERS 2-10 بر‌روی بســترهای پلاسمونیکی نقره )منحنی آبی( و طیف

مولکول ژلاتین با غلظت 2-10 قرار‌داده‌شده بر‌روی بسترهای پلاسمونیکی 
طلا )منحنی قرمز( مشــاهده می‌شــوند. در طیف رامان مولکول ژلاتین 
که روی زیرلایه‌های شیشــه‌ای قرار داده شــده‌اند )منحنی سبز(، نشانی 
از ارتعاشــات مولکولی مولکول ژلاتین مشاهده نمی‌شــود. بنابراین عملًا 
شناســایی این‌گونه‌ حتی با غلظت 2-10 مولار و با استفاده از طیف‌سنجی 
رامــان امکان‌پذیر نیســت. با قــرار دادن ژلاتین با غلظــت 2-10 مولار 
بر‌روی بســترهای پلاســمونیکی، ارتعاشــات مولکولی ژلاتین )شکل5( 

ظاهر می‌شــوند. ارتعاشــات مولکولی مولکول ژلاتیــن]2و25[ به‌صورت 
خط‌چین‌هایی بر‌روی طیف‌های مولکول ژلاتین در شــکل 5 نمایش داده 
شده‌ است. در مورد مولکول ژلاتین قرار‌داده‌شده 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 به‌ترتیب در 883، 1189، 1479، 1726، 2709، 3075، 
3676و cm-1 4543 ظاهر می‌شــوند. ارتعاشــاتی که در طیف‌ها ظاهر 
شــده‌اند، با خط‌چین‌های آبی نمایش داده شده‌ است. بنابراین استفاده از 
نانوذرات نقره و نانوذرات طلا در بسترهای پلاسمونیکی، بهبود ارتعاشات 
 ،)EF( مولکولی مولکول ژلاتین را به‌دنبال دارد. با محاســبۀ فاکتور بهبود
بسترهای پلاسمونیکی نقره و طلا مقایسه شدند که برای محاسبۀ فاکتور 

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

 	)1(

در رابطۀ )Nvol ،)1 و Nsurf به‌ترتیب غلظت ژلاتین قرار‌داده‌شــده 
روی شیشــه و قرار‌گرفته روی بســترهای پلاســمونیکی است. Ivol و 
Isurf نیز به‌ترتیب شــدت طیف رامان و شــدت طیف SERS اســت. 

5. Enhanced Factor

شکل4:  تصویر AFM )الف( دو‌بعدی و )ب( سه‌بعدی بسترهای پلاسمونیکی نقره و تصویر AFM )ج( دو‌بعدی و )د( سه‌بعدی بسترهای پلاسمونیکی طلا 
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با جای‌گذاری داده‌های بســترهای پلاســمونیکی در رابطــۀ )1(، فاکتور 
بهبود )EF( برای بســترهای پلاسمونیکی نقره و طلا به‌ترتیب 103×8/9 
و 103×19/8 به‌دســت 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 می‌شود. 
ارتعاشــاتی از ژلاتین که در طیف‌ها ظاهر نشده‌اند با خط‌چین‌های قرمز 
نمایش داده شــده‌ اســت. معمولاً در دماهای پایین بــا از بین بردن افت 
و خیزهــای حرارتی، ارتعاشــاتی که به‌خصوص در عــدد موج‌های کمتر 
اتفاق می‌افتند، قابل آشکارســازی می‌شــوند]27[. بنابراین، به این دلیل 
که طیف‌ســنجی در دمای اتاق انجام شده است، ارتعاشات مولکولی که با 
خط‌چین‌های قرمز نمایش داده شده‌اند، در طیف SERS ظاهر نشده‌اند. 
بهبود ســیگنال رامان در اثر استفاده از بســتر‌های پلاسمونیکی به‌دلیل 
پراکندگی نور از نقاط زبر روی ســطح شیشــه اســت. نقاط زبری که با 
نقره‌اندود و طلا‌‌اندود کردن شیشه ایجاد شده است. ذرات بزرگ‌تر نقره و 
طلا که در شکل 3- )الف( و )ب( مشاهده می‌شوند، با پراکنده‌ کردن نور 
لیزر فرودی و رســیدن نور پراکنده‌شده به مولکول ژلاتین، سیگنال رامان 
آن‌ها را بهبود می‌دهند. در کنار پراکندگی نور از ذرات بزرگ‌تر نقره و طلا 
یکی دیگر از دلایل بهبود ســیگنال رامان، تشدید پلاسمون‌های سطحی 
ذرات کوچک‌تر نقره و طلا یا همان میدان‌های الکتریکی قوی اطراف این 
نانوذرات اســت. نانوذرات نقره و طلای مشاهده‌شده در شکل -3 )الف( و 
)ب( ماننــد لنز اپتیکی عمل می‌کنند و نور لیزر فرودی را در اطراف خود 
متمرکز می‌کنند. بنابراین شــدت میــدان الکتریکی در نزدیکی نانوذرات 
افزایش می‌یابد و با قرارگیری مولکول ژلاتین در اطراف نانوذرات، شــدت 
میدان الکتریکی قوی را تجربه می‌کنند و قطبیده‌تر می‌شــوند و در‌نتیجه 
ارتعاش‌های مولکولی آن‌ها تقویت می‌شود و سیگنال‌های پرشدت‌تری را 

نشان می‌دهند ]28و29[.

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

)منحنی قهوه‌ای( مولار قرار‌داده‌شده بر‌روی بسترهای پلاسمونیکی نقره را 
نشان می‌دهد. با کاهش غلظت مولکول ژلاتین، شدت قله‌های ارتعاش‌های 
مولکولــی آن کاهش می‌یابد که به‌دلیل کاهش تعداد مولکول‌های ژلاتین 
و در‌نتیجــه کاهش تعــداد ارتعاش‌های مولکولی آن اســت به‌گونه‌ای که 
در غلظت‌هــای کم‌تر از 6-10 مولار، ارتعاش‌هــای ژلاتین به‌راحتی قابل 
مشاهده نیستند. بنابراین بستر پلاسمونیکی نقره می‌تواند 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 بر‌حســب تغییرات لگاریتمی غلظت ژلاتین، 

C نشان می‌دهد که با برازش انجام‌شده از رابطۀ )2( پیروی می‌کند.

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

این رابطه خطی است و ضریب رگراسیون )R2( آن برابر با 0/89 است. 
می‌توان با اســتفاده از این نمودار با مشــاهدۀ شدت قلۀ ارتعاشی مولکول 
C-H در طیف رامان، غلظت آن را به‌دست آورد. هدف از ساخت بسترهای 
پلاســمونیکی، آشکارسازی غلظت‌های بســيار پایين ژلاتین است، خطی 
بودن منحني كاليبراسيون غلظت‌هاي پایين از اهميت بيشتري برخوردار 
 SERS اســت كه در این مطالعه قابل مشاهده است و شکل 6-ب، طیف
ژلاتین با غلظت‌های 2-10 )منحنی ســیاه(، 3-10 )منحنی قرمز(، 10-4 
)منحنــی آبی(، 5-10 )منحنی صورتی( و 6-10 )منحنی قهوه‌ای( و 10-7 
)منحنی بنفش( مولار قرار‌داده‌شده بر‌روی بسترهای پلاسمونیکی طلا را 
نشان می‌دهد. مانند بسترهای پلاســمونیکی نقره کاهش شدت قله‌های 
ارتعاش‌های مولکولی ژلاتین با کاهش غلظت مشــاهده می‌شود که ناشی 
از کاهش ارتعاش‌های مولکولی اســت که در‌نتیجه کاهش غلظت ژلاتین 
رخ می‌دهــد. ارتعاش‌های مولکولی ژلاتیــن در غلظت‌های کمتر از 10-7 
مولار به‌راحتی قابل مشاهده نیستند. بنابراین بسترهای پلاسمونیکی طلا 
می‌تواننــد 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 
بر‌حسب تغییرات لگاریتمی غلظت ژلاتین، C نشان می‌دهد که با برازش 

انجام‌شده از رابطۀ )3( تبعیت می‌کند.

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

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

شــکل5: طیف‌ رامان بســتر پلاســمونیکی نقره ) منحنی قهوه‌ای(، طیف رامان بستر 
پلاســمونیکی طلا )منحنی بنفش(، طیف رامان ژلاتین با غلظت 2-10 قرار‌داده‌شده بر‌روی 
بستر شیشه‌ای )منحنی ســبز(، طیف SERS ژلاتین قرار‌داده‌شده با غلظت 2-10 بر‌روی 
بســتر پلاسمونیکی نقره )منحنی آبی( و طیف SERS ژلاتین قرار‌داده‌شده با غلظت 10-2 
بر‌روی بستر پلاسمونیکی طلا با غلظت 2-10 )منحنی قرمز(. ارتعاشات مولکولی که در طیف 
SERS ظاهر شده‌اند، با خط‌‌چین آبی و ارتعاشات مولکولی که ظاهر نشده‌اند، با خط‌چین 

قرمز مشخص شده‌ است.
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نتیجه​گیری
به‌منظور شناســایی و کنترل بیماری‌های متعدد ناشــی از مولکول 
ژلاتین، تشــخیص مولکول ژلاتین در غلظت‌هــای کم دارای اهمیت 
اســت. روش طیف‌ســنجی رامان روشــی غیرمخرب برای شناسایی 
مولکول‌ها اســت اما، بــه دلیل ضعیف بــودن ســیگنال رامان عملًا 
شناســایی غلظت‌های اندک از مولکول‌ها امکان‌پذیر نیســت. با قرار 
دادن مولکــول ژلاتین در معرض تشــدید پلاســمون‌های ســطحی 
نانــوذرات فلــزی مانند نقره و طــا و همچنین نور پراکنده‌شــده از 
ذرات بــزرگ فلزی می‌توان 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 به‌کارگیری روش 
قطره‌چکان که روشــی ســاده‌، سریع و ارزان اســت، نانوذرات نقره و 
نانوذرات طلا در دمای اتاق بر‌روی بســترهای شیشــه‌ای لایه‌نشانی 
شــدند و این بســترها به عنوان بسترهای حســگرهای پلاسمونیکی 
زیســتی SERS جهت آشکارســازی مولکول ژلاتین استفاده شدند. 
با کاهــش غلظت مولکول ژلاتین ســیگنال رامان آن‌هــا نیز کاهش 
می‌یابــد که این بســترهای پلاســمونیکی ساخته‌شــده از نانوذرات 
نقــره و نانوذرات طلا قادر به شناســایی مولکول ژلاتیــن به‌ترتیب تا 
غلظــت 10-6 مولار و 10-7 مولار هســتند. بهبود ســیگنال رامان 
مولکول ژلاتین ناشی از تشــدید پلاسمون‌های سطحی نانوذرات نقره 
و نانــوذرات طــا که با دریافت نــور لیزر فرودی، نــور را در منطقۀ 
کوچکــی در اطراف خود متمرکــز می‌کنند و بــا قرارگیری مولکول 
ژلاتین در ایــن مناطق و در‌نتیجه به‌دلیل دریافــت میدان الکتریکی 
قوی‌تــر و یا رســیدن نور حاصــل از پراکندگی از نقاط زبر پوشــش 

شكل6- )الف( طیف SERS ژلاتین قرار‌داده‌شده با غلظت‌های 2- 10 )منحنی سیاه(، 3-10 )منحنی قرمز(، 4-10 )منحنی آبی(، 5-10 )منحنی صورتی( و 6-10 )منحنی قهوه‌ای( بر‌روی بسترهای 
 C ،1185، بر‌حسب 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 قرار‌داده‌شــده با غلظت‌های 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 قهوه‌ای( و 7-10 )منحنی بنفش( بر‌روی بســترهای پلاسمونیکی طلا. داخل شکل )ب( منحنی کالیبراسیون تغییرات شدت

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

نقــره و طــا، مولکول‌های ســازندۀ ژلاتیــن قطبیده‌تر می‌شــوند و 
در‌نتیجه ارتعاش‌های شــدیدتری ظاهر می‌شوند. از مزایای بسترهای 
SERS معرفی‌شده استفادۀ آسان  حسگرهای پلاسمونیکی زیســتی 
و توانایی تشــخیص سریع غلظت‌های اندک است که برای ساخت آن 
نیز هزینۀ چندانی صرف نمی‌شود و با آن‌ها می‌توان انواع پاتوژن‌های 

موجود در مواد غذایی و مواد بیولوژیکی را شناســایی کرد.
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