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Uvod

Spektroskopie povrchem zesileného Ramanova roz-
ptylu (Surface Enhanced Raman Scattering spectroscopy —
SERS Spectroscopy) a povrchem zesilena infracervena
absorpcni spektroskopie (Surface Enhanced Infrared Ab-
sorption Spectroscopy — SEIRA spectroscopy) jsou meto-
dami povrchem zesilené vibraéni spektroskopie'. Nejvatsi
vyhodou téchto metod je, Ze pravé diky povrchovému zesi-
leni spektralni odezvy lze detegovat i velmi malé koncen-
trace analytu, pfipadné n€kolika analytd. Intenzita signald
v zesilenych spektrech je oproti nezesilenym spektrim
o nékolik Fadu vyssi, v pfipadé SEIRA se jedna o zesileni
cca stonasobné az tisicindsobné, zatimco v pfipadé SERS
je bézné zesileni o vice nez 6 fadua, vtzv. ,hot spot”
i 0 vice nez 10 ¥ada.

Aby mohlo dochazet k uvedenym jevim, musi byt
molekuly adsorbovany na povrchu nékterych kovl
s vhodnou nanostrukturni morfologii. K tomuto ucelu se
pouzivaji ptredevsim zlato, stfibro ¢i med'.

Efekt povrchového zesileni je vysledkem kombinace
elektromagnetického a chemického mechanismu. Elektro-
magneticky mechanismus je zaloZen na interakci zéafeni
s lokalizovanymi povrchovymi plasmony v nanostrukturnich
motivech na povrchu kovu. Plasmony mizeme chapat jako
kvantované hromadné oscilace valen¢nich elektront. Che-
micky mechanismus zesileni zvySuje polarizovatelnost
(dtlezita pro ptipad Ramanova rozptylu), resp. dipolovy
moment (kliCovy pro infraervenou spektroskopii) adsor-
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bované molekuly v disledku interakce s kovovym substratem.

Cilem predkladané prace byla moznost vyuziti tech-
nik SERS a SEIRA pro analyzu homeopatického ptipravku
Chamomilla vulgaris. Vyrobcem udané slozeni je nasledu-
jici: G€inna latka — Chamomilla recutita (hefmanek lékai-
sky, synonymni Cesky nazev hefmanek pravy); pomocné
latky — sacharosa, monohydrat laktosy.

Experimentalni ¢ast

Pro ptedupravu platinovych tercika byly pouzity na-
sledujici chemikalie: oxid hlinity, p.a. (Sigma Aldrich),
uhli¢itan vapenaty, p.a. (Penta), peroxid vodiku (30%),
p.a. (Lach-Ner), kyselina sirova (97%), p.a. (Penta).
K ptipravé zlatem pokovenych tercikii byly vyuzity:
peroxodisiran amonny, p.a. (Lach-Ner), platinové terciky
(Safina), dikyanozlatnan draselny, p.a. (Safina), citronova
kyselina, monohydrat, p.a. (Merck), citrat sodny, dihydrat,
p.a. (Merck), hydroxid sodny (Lach-Ner), redestilovana
voda. K extrakci homeopatického piipravku a hefmanko-
vého Caje slouzil methanol, p.a. (Penta). Vzorkem homeo-
patického ptipravku byl preparat Chamomilla vulgaris
9CH od vyrobce Boiron CZ, s.r.o. Hetmankovy ¢aj byl od
vyrobce Megafyt-R s.r.o.

Jako podkladovy material, na némz byl vytvaren na-
nostrukturovany kovovy (konkrétné¢ zlaty) povrch, byly
pouzity masivni platinové ter¢iky o priméru cca 10 mm
atlouSt’ce cca 2 mm. Terciky byly nejprve mechanicky
upraveny dfive popsanymi postupy”-.

Elektrochemické pokovovani ter¢ikl bylo provadéno
katodickou redukci podle diive pouzivaného postupu’.
Platinovy ter¢ik byl zapojen jako katoda, jako anoda slou-
zila zlata spirala. Obé elektrody byly ponofeny do elektro-
chemické 1azné pripravené rozpusténim dikyanozlatnanu
draselného. Na Pt ter¢iku dochazelo k vylu€ovéni zlata ve
formé nanostrukturované vrstvy dfive charakterizované
mikroskopickymi technikami®. Na nékteré teréiky byly
poté aplikovany oxidacné-redukeni cykly pro lepsi morfo-
logii povrchu a vy&si hodnotu povrchového zesileni®. Oxi-
dacné-redukéni cykly byly provadény v uzaviené elektro-
chemické cele s tiielektrodovym zapojenim. Na pracovni
elektrodé (pozlaceny tercik) se postupné meénil potencial
od jedné mezni hodnoty (610 mV) kdruhé¢ (340 mV)
a zase zp¢t.

Pro depozici latek z homeopatického pripravku resp.
z hefmankového Caje bylo v kazdém jednotlivém pokusu
extrahovano zv1ast 0,5 g hefmankového caje a 0,5 g ho-
meopatického pripravku. Pfipravené pozlacené terciky
byly pfedem vlozeny do vialek a teprve poté byl pridan
extrakt, tak aby se molekuly extrahované latky sorbovaly
predevSim na vrchni stranu ter¢iku. Terciky byly takto
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ponechany bez tfepani a bez piistupu svétla cca 20 hodin,
poté byly opatrné vyndany pinzetou a methanol se nechal
voln¢ odpafit. Timto zptisobem zlstaly na povrchu ter¢iku
sorbované latky extrahované z pfislusného vychoziho ma-
terialu.

Nejprve bylo provadéno nékolik typt referencnich
resp. pomocnych méfeni. Proméfovany byly oba methano-
lické extrakty, a to infradervenou (IC) a UV-viditelnou
(UV-vis) spektrometrii. Samotné tablety homeopatického
pripravku pak byly analyzovany bud’ v podobé celych
kuli¢ek Ramanovou spektrometrii, nebo byly pred méie-
nim rozdreeny (pro IC a Ramanovu spektrometrii).

Ramanova spektra celych i rozdrcenych kuli¢ek ho-
meopatika byla méfena pomoci FT-IR/NIR spektrometru
Equinox 55 firmy Bruker Optik opatfeném Ramanovym
modulem FRA 106/S a germaniovym detektorem chlaze-
nym kapalnym dusikem. Zdrojem budiciho zéfeni byl
Nd-YAG laser (Coherent, USA) s vystupnim paprskem
ovlnové délce 1064 nm (blizka infradervena oblast)
a s nastavenym vykonem na laserové hlavici 280 mW.
Spektrometr byl dale vybaven TLC nastavcem, ktery slou-
zil k polohovéani vzorku ve smérech x-y-z.

Pro méteni Ramanovych spekter byla kulicka homeo-
patika vlozena do sklenéné vialky, ktera byla umisténa
do kyvetového prostoru spektrometru. Po nastaveni vhod-
né polohy kuli¢ky vuci excitujicimu paprsku a sbérné opti-
ce byla snimdna Ramanova spektra s rozlisenim 4 cm™'
a akumulaci 512 skenl na jedno spektrum. V tfeci misce
pripravena drt’ z kuli¢ek byla nasypana do kovového kalis-
ku a zhutnéna ocelovou tyCinkou. V pfipad¢ rozdrcenych
kulicek byly parametry samotného méfeni Ramanovych
spekter shodné s predchozim méfenim celych tablet.

Infracervena spektra obou typl extraktd a drti
z kulicek homeopatika byla méfena na FTIR spektrometru
Nicolet 6700 (Thermo, USA). Jako zdroj zateni slouzila
keramické globarova ty€inka a k detekci byl pouzit DTGS
detektor. Méteni probihalo technikou zeslabeného uplného
odrazu (Attenuated Total Reflectance — ATR) za pouZiti
jednoodrazového nastavce opatfeného horizontalnim ZnSe
krystalem. Pfi méfeni technikou ATR byl vzorek (extrakt
¢i drt’ z kulicek homeopatického pfipravku) nanesen ptimo
na krystal. Vzdy bylo méfeno nejprve jednopaprskové
spektrum pozadi, poté jednopaprskové spektrum vzorku.
Ukladana spektra byla zaznamenavéna jako prumér ze 128
po sobd nasledujicich skend s rozlisenim 4 cm™'.

Extrakty z hefmankového Caje a zhomeopatického
piipravku byly méfeny také elektronovou absorpéni spek-
trometrii v UV-vis oblasti za pouziti dvoupaprskového
disperzniho spektrometru Varian Cary 300 SCAN. Extrak-
ty homeopatického piipravku byly méteny ve sklenéné
kyveté s vnitini tloustkou 1 cm, zatimco extrakt Caje byl
méfen v kyveté o tloustce 0,5 cm. UV-vis spektra byla
porovnana v rozsahu 300—600 nm.

Zesilend Ramanova spektra ter¢ikll s deponovanymi
vzorky byla méfena pfi riznych excitaénich vinovych dél-
kéach (633 nm, 1064 nm). Infracervend spektra byla zazna-
menavana v reflexnim modu s vyuzitim nastavce pro di-
fusni reflexi. Ramanova spektra pii excitacni vinové délce
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633 nm byla naméfena pomoci disperzniho spektrometric-
kého systému Labram 5/98 IM firmy Dilor-Jobin-Yvon
(Horiba Group, Francie) vybaveném integrovanym optic-
kym mikroskopem Olympus BX40 se sadou objektivii se
zvétsenim 10x, 50x a 100x a termoelektricky chlazenym
CCD detektorem Spectrum One 3000. Jako zdroj excitac-
niho zafeni slouzil interni He-Ne laser s emisni vinovou
délkou 633 nm. K ovladani spektrometru slouzi osobni
pocitac se softwarem LabSpec (Dilor, Francie). Pod objek-
tiv mikroskopu byl umistén referencni kiemikovy platek
a ve vizualnim rezimu byl laser zaostfen. Poté byl pod
objektiv umistén terc¢ik a pfistroj byl pfepnut do rezimu
méfeni, které bylo provadéno se sttednim rozlisenim cca
4cm™,

Deponované vrstvy na ter¢icich byly stejné jako
samotné tablety homeopatického pfipravku méfeny na
FT-IR/NIR spektrometru Equinox 55 pfi excitacni vinové
délce 1064 cm™'. K mapovani byl vyuzit TLC nastavec
s drzakem ter¢ikd. Pomoci pocitace vybaveného softwa-
rem OPUS (Bruker) byla fizena poloha nastavce
s teréikem, tak aby mohla byt zaznamenana spektralni
mapa. Na kazdém z ter¢ikli bylo vzdy proméfeno dohro-
mady 9 bodu (¢tverec 3x3 body) pii vykonu laseru (u hla-
vice) 280 mW s rozliSenim 4 cm ™' a akumulaci 512 skent
na jednotlivé spektrum.

Zesilena infracervena spektra terciki byla méfena
difusné-reflexni technikou na FTIR spektrometru Nicolet
6700 (Thermo, USA). K tomuto Gcelu byl pouzit difusné-
reflexni ndstavec Smart DRIFT (Thermo). Vsechna spek-
tra byla stejné jako v ptipadé méteni extraktt a drti z tablet
homeopatika snimana s rozliSenim 4 em ' s akumulaci
128 skeni na jednotlivé spektrum. Nejprve bylo vzdy zmé-
feno pozadi na referen¢nim zlatém zrcatku, poté byly me-
feny terCiky z jedné i druhé strany.

Vysledky a diskuse

Pii zpracovani zesilenych infracervenych spekter
ziskanych pomoci difusné reflexni techniky od sebe byly
vzdy odecteny spektra naméfend z horni strany terciku
(strana s deponovanym vzorkem) a ze spodni strany terci-
ku (strana s minimalni depozici vzorku). Takto byla ziska-
na diferenéni spektra, od nichz bylo odecteno korekéni
spektrum (korekce vodni pary a vzdusného CO,, ptipadné
byla upravena zakladni linie).

Extrakty zhefmankového caje i z homeopatického
pripravku byly meéfeny pomoci elektronové absorpéni
spektroskopie. Ze spektra (obr. 1) je patrné, Ze homeopa-
ticky preparat Chamomilla vulgaris obsahuje kromé sacha-
rosy 1 jiné latky zpiisobujici absorpcni péas v oblasti okolo
400 nm. Nicméné extrakt z hefmankového Caje poskytuje
vyznamné intenzivné&j$i spektrum s intenzivnim pasem
okolo 350nma nékolika raménky okolo 400, 440
a 470 nm.

Byla srovnavana infraervena spektra drti z tablet
homeopatika (/) a samotné sacharosy (2), aby se zjistilo,
ve kterych pasech spektra se tablety homeopatického pii-
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pravku li8i od obycejného cukru. Ackoli se na prvni po-
hled zdaji spektra témét stejnd, po jejich odecteni (3) je
patrny rozdil. Diferencni spektrum bylo dale porovnavéano
se zesilenym infraCervenym spektrem extraktu Chamo-
milly vulgaris (4) deponovaném na pozlaceném terciku
(predtim upraveném pomoci ORC). Spektra jsou znazorné-
na na obr. 2.

V diferenénim spektru tablety a sacharosy pozoruje-
me pasy nenalezejici sacharose, a to predev§im pasy okolo
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Obr. 1. UV spektra methanolickych extrakta z ¢aje (/) a ho-
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1030 cm™ a 970 cm™', jejichz analogy posunuté o cca 15
az20 cm ' k vy$8im vIno&tam (tj. pfi 1046 cm™', 991 cm ™)
se objevuji i v SEIRA spektru terciku s deponovanym ex-
traktem z homeopatika. Tyto pasy pfislusi valencnim vib-
racim C-O vazeb zatim neidentifikovanych slozek homeo-
patického pfipravku. SEIRA spektum bylo naméfeno
s minimalni urovni Sumu. I tak je ale problémem obtizna
identifikace latek z tohoto spektra, protoze vSechny zde
pozorované pasy jsou Siroké pravdépodobné kvili neuspo-
fadanému systému molekul na povrchu terciku. Navic
v disledku adsorpce latek na povrch kovu obecné dochazi
v SEIRA spektrech k ur¢itému posunu past. Piesto se ale
mizeme domnivat, ze i pasy sacharosy byt v niz§i intenzi-
té a posunuté se objevuji i v SEIRA spektru (napiiklad
pasy okolo 1279 cm™, 1239 cm™ a 1208 cm™).
Analogické srovnani bylo provedeno i v pfipadé sady
Ramanovych spekter (obr. 3). I vtomto ptipadé je spek-
trum samotné tablety na prvni pohled téméi shodné se
spektrem sacharosy. V diferenénim spektru je opét vidét
maly rozdil, predeviim v ptipadé pasti v oblasti 1140 cm™'
a 1086 cm™'. Téméf shodné pasy se objevuji i v SERS
spektru extraktu homeopatika na teréiku (1139 cm™
a 1079 cm ), které tedy poukazuji, ze v extraktu je obsa-
zena jind latka resp. jiné latky neZ sacharosa. Intenzivni
pas sacharosy v oblasti 1462 cm ', za ng&jZ je zodpovédna
deformacni vibrace CH, skupin, se jiz prakticky neobjevu-
je (nad urovni Sumu) v SERS spektru ptipravku Chamo-
milla vulgaris. Naproti tomu se ve spektru depozitu na
teréiku objevuji pasy (1576 cm™', 1357 cm™’, 993 cm™'),
které se neshoduji s pasy ve spektrech sacharosy a tablety.
Mizeme proto usuzovat, ze do methanolického extraktu

meopatického pFipravku (2) presly predevsim ostatni organické latky obsazené
v homeopatickém piipravku.
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Obr. 2. Srovnani infracervenych spekter vychozi homeopatické tablety (Z), sacharosy (2), jejich diferen¢niho spektra (3) a zesile-
ného spektra (SEIRA) extraktu homeopatika na pozlaceném terciku (4). Spektra byla méfena pii excitaéni vinové délce 1064 nm
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Obr. 3. Srovnani Ramanovych spekter homeopatické tablety (Z), sacharosy (2), jejich diferen¢niho spektra (3) a zesileného spek-
tra (SERS) extraktu homeopatika na pozlaceném terc¢iku (4). Spektra byla méfena pfi ecita¢ni vinové délce 1064 nm
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Obr. 4. Srovnani zesilenych Ramanovych spekter homeopatické tablety (3), extraktu z hefmankového ¢aje na pozlaceném terciku
(1) a jejich odecet (2), méfeno pii excitaéni vinové délce 633 nm

Aby bylo mozné porovnat pasy SERS spektra extrak- pomérné slabé, ale jak se ukazuje, opravdu obsahuje né-
tu homeopatika (3), které se neshoduji se sacharosou, které pasy pozorované v extraktu z hefméanku (pfedevsim
s pasy SERS spektra extraktu hefmankového ¢aje (1), byla pasy 1576 cm ', 993 cm ™). Ve spektru extraktu hefméanko-
tato spektra od sebe odectena (2). Porovnani spekter vcet- vého Caje jsou vsak vidét dalsi pasy, které jsou zfetelné
né odectu je na nasledujicim obrazku (obr. 4). v diferenénim spektru. Jsou to hlavn& pasy okolo 1610 cm™,

SERS spektrum extraktu ztablety homeopatika je 1483 cm ', 1310 cm ™' a 1203 cm™', odpovidajici fenolic-
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kym latkam obsazenym v hefmanku® (nejsou vsak nad
urovni Sumu patrné ve spektru extraktu z homeopatika).
SERS spektrum extraktu z tablety homeopatika je pomérné
slabé, ale jak se ukazuje, opravdu obsahuje nékteré pasy
pozorované v extraktu zhefméanku (pfedevSim pasy
1576 cm™, 993 cm ™).

Z uvedenych SERS a SEIRA spekter a i dalSich refe-
renénich méfeni je patrné, ze kromé ,,cukru“ obsahuje
homeopaticky piipravek i dalsi latky. Jejich identifikace se
zatim nepodaftila, k tomu bude tieba analyzovat dalsi refe-
renéni systémy a provést podrobnéjsi interpretaci spekter
s vyuzitim dal$ich literarnich zdroja.
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D. Vaviinova® and P. Matéjka® (“ Department of
Analytical Chemistry, ” Department of Physical Chemistry,
Institute of Chemical Technology, Prague): Potential Ap-
plication of Surface-Enhanced Vibration Spectroscopy
Techniques in Analysis of a Chamomilla vulgaris Pre-
paration

The extracts of a homeopathic Chamomilla vulgaris
preparation and chamomile tea were analyzed by surface-
enhanced Raman scattering and surface-enhanced IR
spectroscopies. The aqueous or methanolic extracts were
deposited on nanostructured, electrochemically prepared
Au surfaces. Only saccharose was identified reliably in
homeopathic sample. The presence of other component is
evident but they could not be identified.



