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از  استفاده  با  )تولنز( ساخته شد و  به روش شیمیایی  نقره  این مطالعه تجربی، محلول کلوئیدی  در 
روش قطره  افشان، محلول کلوئیدی نقره بر روی زیرلایه ی شیشه  ای، کیت پلاسمونیکی ساخته شد. 
در نهایت، با استفاده از این کیت پلاسمونیکی و طیف  سنجی رامان، بهبود سیگنال رامان ارتعاش  های 
مولکولی اسیدآمینه ی تریپتوفان، بررسی شد. بعد از ساخت کیت پلاسمونیکی، تصویر میکروسکوپ 
الکترونی روبشی گسیل میدانی آن نشان می  دهد که تعداد زیادی از ذرات نقره اندازه بین 1400 تا 
1500 نانومتر دارند. قله پلاسمونی نانوذرات نقره در حدود 410 نانومتر و مشاهده ساختار FCC در مشخصه  یابی 
XRD آن  ، تشکیل نانوذرات نقره را تایید کرد.  با لایه  نشانی اسیدآمینه ی تریپتوفان، روی کیت پلاسمونیکی، 
به دلیل تشدید پلاسمون  های سطحی نانوذرات کوچک  تر و پراکندگی نور از نانوذرات بزرگ  تر نقره، ارتعاش  های 
غلظت  حسب  بر  مولکولی  ارتعاش  های  شدت  کالیبراسیون  با  شوند.  تقویت  تریپتوفان،  اسیدآمینه ی  مولکولی 
 SERS اندازه  گیری طیف  با  آن می  توان  از روی  به دست می  آید که  دو  رابطه درجه  تریپتوفان،  اسیدآمینه ی 
سطحی  پلاسمون  های  تشدید  دلیل  به  رامان  طیف  سنجی  در  برد.  پی  آن  غلظت  به  تریپتوفان  اسیدآمینه ی 
نانوذرات نقره و پراکندگی نور از ذرات نقره بزرگ  تر سیگنال رامان حاصل از اسیدآمینه تریپتوفان بهبود می  یابد. 
با کاهش غلظت   اسیدآمینه  ی تریپتوفان، به دلیل کاهش تعداد ارتعاش  های مولکولی سیگنال  های SERS نیز 
تضعیف می  شود که با استفاده از کیت پلاسمونیکی، شناسایی، آشکارسازی سریع و راحت اسیدآمینه ی تریپتوفان 
تا غلظت 7-10 مولار قابل انجام است. در ضمن، با کالیبراسیون، استفاده از کیت پلاسمونیکی، و طیف  سنجی 
رامان، می  توان غلظت نامشخص از اسیدآمینه ی تریپتوفان را تخمین زد که می  تواند منجر به توسعه نانوحسگرها 

  شود.
نقره،  ذرات  نانو  پلاسمونیکی،  کیت  تریپتوفان،  اسیدآمینه ی 

طیف  سنجی رامان بهبود یافته  ی سطحی، نانوحسگر
واژگان کلیدی
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Rapid and Easy Fabrication of Tryptophan Amino Acid Plasmonic Detection 
Kit
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In this experimental study, silver colloidal solution was synthesized using Tollens 
method. Plasmonic kit was fabricated by drop-coating of silver colloidal solution 

on glass substrate and finally, detection of tryptophan amino acid was performed using plasmonic 
kit and surface enhanced Raman spectroscopy. The field emission scanning electron microscopy 
(FESEM) image shows the most of silver nanoparticles on plasmonic kit have the sizes between 
from 1400 to 1500 nm. Plasmon peak at around 410 and observation of FCC structure in XRD 
characterization confirmed the formation of silver nanoparticles. Surface plasmon resonance of 
silver nanoparticles as well as light scattering from larger agglomerated silver particles enhance the 
molecular vibrations of tryptophan amino acid. By calibrating the intensity of molecular vibrations 
in terms of tryptophan amino acid concentration, a quadratic relationship was obtained from which 
the concentration of the tryptophan amino acid could be determined by measuring SERS spectra. 
Raman spectroscopy improves the Raman signals of tryptophan amino acid due to the resonance of 
surface plasmons of silver nanoparticles and the light scattering from larger silver particles. As the 
tryptophan amino acid concentration decreases, the SERS signals are attenuated by the decrease in 
the number of molecular vibrations in which rapid and convenient detection of tryptophan amino 
acid could be performed up to a concentration of 10-7 M using the silver plasmonic substrates. In 
addition, by calibration, the concentration of the amino acid could be determined using silver plas-
monic substrates and Raman spectroscopy, which could lead to the development of nano-sensors.

Tryptophan Amino Acid, Plasmonic Kit, Silver Nanoparticle, 
Surface Enhanced Raman Spectroscopy, Nano-sensors.
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ساخت سریع و آسان کیت پلاسمونیکی تشخیص اسیدآمینه ی تریپتوفان 

1- مقدمه
اسیدآمینه    ی تریپتوفان، )C11H12N2O2( یک بلوک سازنده پروتئینی 
است که بدن توانایی ساخت آن را ندارد و می  توان از پروتئین های 
این  حاوی  غذایی  مواد  که  کرد  تامین  را  آن  حیوانی  و  گیاهی 
اسیدآمینه اثرات آرام  بخشی، مقابله با اضطراب و همچنین سوخت و 
ساز چربی های بدن را به دنبال دارد و در ساخت برخی میانجی  های 
عصبی مانند سروتونین و کوآنزیم  هایی مانند نیاسین مؤثر است ]2-1[. 
مقادیر بسیار کم اسیدآمینه  ی تریپتوفان در خون نوزادان نشانه نقص 
در سیستم سوخت  وساز بدن آن  ها است و می تواند عقب  ماندگی ذهنی 
را سبب شود ]3-4[. درنتیجه آشکارسازی این ماده در مقادیر کم و 
است.  برخوردار  زیادی  اهمیت  از  بیماری  این  زود هنگام  تشخیص 
در حال حاضر، براي تعیین مقدار اسیدآمینه  ی تریپتوفان روش  هاي 
 ،]6-5[ جرم  اسپکترومتري  و  گازي  کروماتوگرافي  مانند  متعددي 
کروماتوگرافي مایع با کارایي   بالا )HPLC( ]7[ و طیف  سنجی تبدیل 
فوریه رامان )FT-Raman( ]8-10[ به کار برده می  شود. این روش  ها، 
نیازمند  و  درون  آزمایشگاهي،  آلاینده،  دشوار،  مخرب،  روش هایي 
آزمایشگاه های  آموزش دیده،  متخصص  نیروی  نمونه،  آماده سازی 
مجهز و صرف وقت و هزینه بسیار هستند. از این رو، توسعه یک روش 
غیرمخرب، با کاربری ساده، سریع، کم هزینه، ناآلاینده، با قابلیت حمل 
و کاربرد خارج از محیط آزمایشگاه و نیاز به آماده سازی کم  تر نمونه 
ضروری است. با استفاده از طیف  سنجی زیرقرمز و طیف  سنجی رامان 
که هر دو طیف  سنجی اثر انگشتی محسوب می  شوند و ارتعاش  های 
مولکولی ماده را بررسی می  کنند؛ می  توان مواد و آنالیت  های بیولوژیکی 
را شناسایی کرد ]11-12[. در طیف  سنجی زیرقرمز به دلیل فعال بودن 
ارتعاش  های مولکولی آب، شناسایی گونه  های زیستی دشوار است و 
پایین است. در طیف  سنجی رامان  نیز  حساسیت آشکارسازهای آن 
نیز به دلیل ضعیف بودن ذاتی سیگنال حاصل از پراکندگی رامان، 
مطالعه مولکول  ها با غلظت های اندک، عملا امکان  پذیر نیست ]13[. 
یکی از روش  هایی که می  توان سیگنال رامان را بهبود داد استفاده از 
نانوساختارهای فلزی است که به دلیل تشدید پلاسمون  های سطحی 
می  توانند میدان الکتریکی قوی را در نزدیک نانوساختارها ایجاد کنند یا 
با افزایش میزان پراکندگی نور از این نانوساختارها، سیگنال پراکندگی 
را به طور موثر بهبود می  دهند که به دنبال آن ارتعاش  های مولکولی با 
سیگنال بهتر و بیش  تری مشاهده خواهند شد. این روش طیف  سنجی 
رامان بهبود یافته   سطحی )SERS(  نام دارد که یک روش حساس و 
انتخابی است که نتیجه آن بهبود پراکندگی رامان مولکول  هایی است 
که بر روی ساختارهای فلزی جذب سطحی شده  اند ]14[. در واقع با 
تابش نور )لیزر( به سطح ناصاف فلزی، در اثر تشدید پلاسمون  های 
سطحی نانوساختارهای فلزی به وسیله میدان الکترومغناطیسی لیزر، 
میدان  های الکتریکی بهبود یافته در اطراف فلز ایجاد می  شود ]15-

تقویت شده  لیزر  نور  تابش  از  الکتریکی حاصل  میدان  16[، گویی 
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 برهم  کنش آنالیت  ها و پلاسمون  های سطحی فلز، 
شدت سیگنال رامان افزایش می  یابد و بدین ترتیب SERS می تواند 
برای تشخیص سریع و دقیق آنالیت  های میکروبیولوژیکی استفاده شود. 
افزایش میدان  الکترومغناطیس در حالت تشدید پلاسمونیکی نانوذرات 
با  افزایش یافته می شود.  افزایش برانگیختگی و نشر رامان  موجب 
تابش نور )لیزر( به سطح ناصاف فلزی، در اثر تشدید پلاسمون  های 
سطحی نانوساختارهای فلزی نقره به وسیله میدان الکترومغناطیسی 
لیزر، میدان  های الکتریکی بهبود یافته در اطراف فلز ایجاد می  شود. 
گویی میدان الکتریکی حاصل از تابش نور لیزر تقویت شده است ]18[. 
بنابراین، مولکول اسیدآمینه تریپتوفان که در این میدان الکتریکی بهبود 
یافته قرار می  گیرد؛ بیش  تر قطبیده می  شود و در نتیجه سیگنال رامان 

آن بهبود می  یابد )شکل 1(.
در اولین تحقیقات در مورد SERS، از کلوئید طلا، نقره و مس یا 
سیم  هایی از این فلزات استفاده می  شد که به روش الکتروشیمیایی یا 
شیمیایی روی آن خوردگی ایجاد می  کردند تا سطحی با زبری خاصی 
که بتواند آثار SERS، را نشان دهند ایجاد شود، امروزه روش  های 
روش  جمله:  از   ،SERS فعال  بسترهای  تهیه  ی  برای  مختلفی 
نانوذرات فلزی به صورت هسته- محلول  های کلوئیدی ]20-19[، 

پوسته ]21[، فناوری جوهرافشان حرارتی ]21[، نانوذرات ساخته شده 
در شرایط خلاء ]21[، روش نانولیتوگرافی ]21[، فرسایش لیزری ]21[ 
و تکنیک اسپاترینگ ]21[، مورد استفاده قرار می  گیرند. پژوهش  های 
اخیر جهت شناسایی و تجزیه  وتحلیل اسیدآمینه  ی تریپتوفان با استفاده 
از روش تشدید پلاسمونیکی SERS، مورد بررسی قرارگرفته  اند ]21[. 
استفاده از هر کدام از روش  های ذکر شده جهت تهیه  ی بسترهای فعال 
SERS، در مقایسه با روش ارایه شده در این تحقیق نیاز به هزینه  های 

زیاد و تجهیزات پیچیده دارند. 
در این مطالعه به هدف طراحی و ساخت نانوحسگر ساده با سرعت 
تشخیص بالا، حساسیت، گزینش پذیری، تکرارپذیری و عدم نیاز به 
تجهیزات پیچیده، ابتدا نانوذرات نقره با عامل کاهنده  ی ساکاروز با 
استفاده از روش ساده شیمیایی )تولنز(، ساخته شد و سپس بر روی 
زیرلایه شیشه  ای به روش قطره  افشان قرار گرفتند تا کیت پلاسمونیکی 
ساخته شده برای تشخیص و تعیین غیرمخرب اسیدآمینه  ی تریپتوفان 

در غلظت  های مختلف استفاده شود. 

2- بخش تجربی 
2-1- روش ساخت کیت پلاسمونیکی  

ابتدا به منظور ساخت محلول کلوئیدی نقره، از روش شیمیایی تولنز 
استفاده شد که در روش تولنز از سه محلول آبی شامل )1( 12 میلي  لیتر 
محلول نقره نیترات 0/1 مولار، )2( 20 میلي  لیتر محلول پتاس 0/05 
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اسکندری و شریفی

مولار و )3( 10 میلي  لیتر محلول ساکاروز 0/07 مولار استفاده می  شود. 
با افزودن محلول ساکاروز بر روی محلول آمونیاکی نقره نیترات و پتاس 
با دمای oC 50 پس از گذشت حدود 4 دقیقه، نانوذرات نقره، تشکیل 
می  شود ]22[. سپس، قطعات شیشه ای با ابعاد cm × 2/5 cm 7 پس 
از شستشو با شوینده   و آب، با استون شستشو داده شدند که هم  زمان 
از امواج فراصوت نیز استفاده شد. پس از خشک شدن این قطعات 
شیشه  ای، در دماي oC 400 به مدت30 دقیقه در کوره حرارت  دهی 
داده شدند تا آلودگی های آلي نیز از سطح شیشه حذف  شوند و سطح 
آن  ها آب  دوست شوند. سپس با استفاده از روش قطره  افشان محلول 
کلوئیدی نقره به مقدار 100 میکرولیتر به طور مجزا در شش نقطه 
آزمایشگاه خشک شدند  بر روی زیرلایه   شیشه  ای قرار و در دمای 
نانوحسگر پلاسمونی نقره برای تشخیص  و سپس به عنوان کیت 
مختلف  غلظت  های  در  تریپتوفان  اسیدآمینه  ی  غیرمخرب  تعیین  و 
استفاده شدند. برای آشکارسازی مولکول اسیدآمینه  ی تریپتوفان، ابتدا 
غلظت 0/1مولار از آن با حلال آب بدون یون )DI( ساخته شد و در 
ادامه با استفاده از غلظت 0/1مولار، غلظت  های 10-2، 10-3، 10-4، 
5- 10، 6-10 و7-10 مولار  تهیه شدند. در ادامه، 5 میکرولیتر از هرکدام 

از غلظت  های تهیه  شده به  صورت جداگانه و به روش قطره  افشان بر 
کیت پلاسمونیکی به طور مجزا بر روی هر کدام از نقاط قرارگرفت و 
پس از خشک شدن، طیف رامان اسیدآمینه  ی تریپتوفان، لایه  نشانی 
شده روی شیشه و طیف SERS اسیدآمینه  ی تریپتوفان، قرار داده شده 

روی کیت پلاسمونیکی اندازه  گیری شد.

2-2- مشخصه  یابی 
کیت   ،X پرتو  پراش  الگوی  و   UV-Vis طیف  سنجی  دستگاه 
مدل   Perkin-Elmer دستگاه  وسیله  به  ترتیب  به  پلاسمونیکی 

Panalyti- ساخت شرکت X Pert -Pro 25 و دستگاهLambda
cal کشور هلند، با پرتو تک فام Cu Kα  با طول موج 0/154 نانومتر، 
جریان 40 میلی آمپر و با ولتاژ 40 کیلوولت در دمای اتاق انجام شد. 
شرکت  ساخت    ،)TEM( عبوری  الکترونی  میکروسکوپ  دستگاه 
مالورن–انگلستان مدل EM 900 و تصاویر میکروسکوپ الکترونی 
گسیل میدانی )FESEM( به وسیله  ی دستگاه Hitachi  مدل 4160 
 10R0C50 مدل Takram بررسی شد. دستگاه طیف  سنجی رامان S
P ساخت شرکت تکسان با تابش نور لیزر Nd: YAG، با طول  موج 
532 نانومتر و توان خروجی قابل تنظیم 75 میلی  وات برای اندازه  گیری 

طیف رامان و طیف SERS نمونه  ها استفاده شد.

3- نتایج و بحث
3-1- طیف جذب، تصویر TEM و توزیع اندازه محلول   
کلوئیدی نقره؛ طیف خاموشی، الگوی پراش اشعه ایکس، 

و تصویر  FESEM کیت پلاسمونیکی
شکل2– الف )منحنی قرمز(، محلول کلوئیدی نقره و طیف جذب آن 
را نشان می  دهد. ظاهر شدن قله تشدید پلاسمونی در 410 نانومتر، 
تشکیل نانوذرات نقره را تائید می  کند ]23[، مشاهده یک قله جذبی در 
طیف  های جذبی نانوذراتی مانند نقره بیانگر شکل کروی یا شبه کروي 
بودن نانوذرات است ]24[. شکل2– الف )منحنی آبی(، طیف خاموشی 
کیت پلاسمونیکی نانوذرات نقره پوشش داده شده بر روی زیرلایه 
شیشه  ای کیت پلاسمونیکی را نشان می  دهد. همان  طور که مشاهده 
می  شود. ظاهر شدن قله تشدید پلاسمونی در 439 نانومتر، تشکیل 
نانوذرات نقره روی زیرلایه  ی شیشه  ای را تائید می  کند .با تغییر محیط 
در بردارنده این ذرات که از آب به شیشه و هوا تغییر می  کند؛ جابه  جایی 
در طول موج قله پلاسمونی رخ می  دهد و ارتفاع آن کاهش و پهنای 

شکل 1: بهبود سیگنال رامان اسیدآمینه  ی تریپتوفان با استفاده از تشدید پلاسمونیکی نانوذرات نقره یا نقاط داغ.
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قله ها نیز افزایش می  یابد به این دلیل که موقعیت قله پلاسمونی به 
ضریب شکست محیط در بردارنده آن  ها وابسته است ]25[، با توجه به 
شکل2– الف، بر خلاف محلول کلوئیدی پایدار که نانوذرات نقره در 
داخل محلول آبی پراکنده هستند و به فاصله  های مشخصی از یکدیگر 
قرار دارند؛ با قرار گرفتن نانوذرات نقره روی زیرلایه شیشه  ای، حین 
خشک شدن، ذرات در مجاورت یکدیگر قرار می  گیرند و کلوخه  هایی 
متشکل از چندین نانوذره روی زیرلایه شکل می  گیرد به گونه  ای که 
می  توان این کلوخه  ها را ذرات بزرگتری در نظر گرفت که منجر به 
از  ناشی  نیز  قله  افزایش پهنای طیف می  شود ]25[، کاهش شدت 
پراکندگی نور از ذرات کلوخه شده است ]25[، این که زمینه طیف 
در  پلاسمونیکی،  کیت  پراکندگی(  طیف   + جذب  )طیف  خاموشی 
مقایسه با طیف جذب در مقادیر بالاتری رخ داده است ناشی از بازتاب 

و پراکندگی نور از سطح شیشه است. شکل2- ب، الگوی پراش اشعه 
ایکس کیت پلاسمونیکی است که با مشاهده بزرگ ترین و اصلی ترین 
قله ها در زاویه ی 2 برابر با 38/24، 44/52 و 64/46 درجه که به 
ترتیب مربوط به صفحات بلوری )111(، )200( و )220( است؛ ساختار 
FCC نقره را تایید می  کند. شکل2- ج، تصویر نانوذرات نقره ساخته 
 شده در حضور عامل کاهنده ساکاروز را با استفاده از میکروسکوپ 
الکترونی عبوری نشان می  دهد. همان  طوری که در تصویر مشخص 
است نانوذرات نقره به شکل کره  ای و شبه کروی هستند که به طور 
متوسط اندازه 20 نانومتر دارند. شکل2- د، توزیع اندازه ذرات نقره را 
نشان مي  دهد که حدودا اندازه  های بین 10 تا 60 نانومتر دارند و تعداد 
ذرات با اندازه 20 نانومتر بیش  تر از سایر اندازه  های نانوذرات است. 
شکل2- ه، تصویر FE-SEM، کیت پلاسمونیکی را نشان می  دهد 

شکل 2: )الف(، )منحنی قرمز( طیف جذب محلول کلوئیدی حاوی نانوذرات نقره که به روش شیمیایی تولنز ساخته شده است با بیشینه جذب در طول  موج 410 نانومتر؛ )منحنی آبی( طیف 
خاموشی کیت پلاسمونیکی با بیشینه خاموشی در طول  موج 439 نانومتر،  )ب(، الگوی پراش اشعه ایکس کیت پلاسمونیکی، )ج(، تصویر TEM نانوذرات نقره، ساخته  شده به روش شیمیایی 
و با عامل کاهنده محلول ساکاروز، )د(، نمودار توزیع اندازه نانوذرات نقره که حدودا اندازه  های بین 10 تا 60 نانومتر، )ه(، تصویر FE-SEM کیت پلاسمونیکی و )و(، شکل توزیع اندازه 

ساختارهای کیت پلاسمونیکی که  حدودا اندازه  های بین 100 تا 1700 نانومتر دارند.



)1
39

9(
 3

3 
ین

نو
ی 

ها
ش 

وش
و پ

ته 
رف

یش
د پ

موا
ی 

هش
ژو

ی پ
علم

یه 
شر

ن

2375

اسکندری و شریفی

و مجموعه  ای از ذرات کروی یا شبه کروی در بخش  های مختلف 
نشان  و،  در شکل2-  ذرات  اندازه  توزیع  بستر مشاهده می  شود که 
می  دهد که ذرات نقره حدودا اندازه  های بین 100 تا 1700 نانومتر دارند 
و تعداد زیادی از ذرات اندازه 1400 تا 1500 نانومتر دارند. نانوذرات 
کوچک  تر، میدان  های الکتریکی نزدیک قابل توجهی در اطراف خود 
ایجاد می  کنند که حاصل تشدید پلاسمون  های سطحی نقره است و 
چنان  چه مولکول  های اسیدآمینه  ی تریپتوفان در این موقعیت  ها قرار 
بگیرند؛ در معرض تابش میدان  های الکتریکی نزدیک قرار می  گیرند. 
ذرات بزرگ  تر، میدان    های الکتریکی نزدیکِ ناچیزی دارند و نور تابیده 
شده به آن  ها، از سطح آن  ها پراکنده می  شود یا میدان الکتریکی دور را 

تقویت می  کنند ]26[.

3-2- طیف رامان و آشکارسازی اسیدآمینه  ی تریپتوفان
شکل3- الف، طیف رامان بستر فعال SERS )منحنی سبز(، طیف 
رامان مولکول اسیدآمینه  ی تریپتوفان قرار داده شده با غلظت 10-2 
مولار بر روی زیرلایه شیشه  ای )منحنی قرمز(، طیف SERS مولکول 
اسیدآمینه  ی تریپتوفان قرار داده شده با غلظت 2-10 بر روی کیت 
پلاسمونیکی )منحنی آبی( مشاهده می  شوند. در طیف رامان مولکول 
اسیدآمینه  ی تریپتوفان که روی زیرلایه   شیشه  ای لایه  نشانی شده  اند 
)منحنی قرمز(؛ نشانی از ارتعاش  های مولکولی مولکول اسیدآمینه  ی 
تریپتوفان مشاهده نمی  شود. بنابراین عملا شناسایی این گونه   حتی 
از طیف  سنجی رامان امکان  پذیر  با استفاده  با غلظت 2-10 مولار و 
نیست. با قرار دادن اسیدآمینه  ی تریپتوفان با غلظت 2-10 مولار بر 
روی کیت پلاسمونیکی، ارتعاش  های مولکولی اسیدآمینه  ی تریپتوفان 
)شکل3( ظاهر می  شوند. ارتعاش  های مولکولی اسیدآمینه  ی تریپتوفان 
]3[ به صورت خط-چین  هایی بر روی طیف  های مولکول اسیدآمینه  ی 
تریپتوفان در شکل3- الف، نمایش داده شده   است. در مورد مولکول 
پلاسمونیکی،  کیت  روی  شده  لایه  نشانی  تریپتوفان  اسیدآمینه  ی 
ارتعاشات   ،N-H ارتعاشات خمشی   ،-C-COO ارتعاشات کششی 
خمشی  ارتعاشات   ،-C-COO کششی  ارتعاشات   ،N-H خمشی 
C-H، ارتعاشات کششی CH 2 و خمشی C-H، ارتعاشات کششی 
COO- و خمشی C-H، ارتعاشات کششی COO-، ارتعاشات کششی 
 ،-COO و ارتعاشات کششی ،H-N-H ارتعاشات کششی ،C-N-H
به ترتیب در 549، 575، 760، 916، 1141، 1252، 1354، 1403، 
1433، 1551 و cm-1 1604 ظاهر می  شوند. بهبود سیگنال رامان در 
اثر استفاده از کیت پلاسمونیکی، به دلیل پراکندگی نور از نقاط زبر 
روی سطح شیشه است. نقاط زبری که با نقره  اندود کردن شیشه ایجاد 
شده است. ذرات بزرگ  تر نقره که در شکل2- ه، مشاهده می  شوند؛ با 
پراکنده   کردن نور لیزر فرودی و رسیدن نور پراکنده شده به مولکول 
اسیدآمینه  ی تریپتوفان، سیگنال رامان آن  ها را بهبود می  دهند. در کنار 
پراکندگی نور از ذرات بزرگ  تر نقره یکی دیگر از دلایل بهبود سیگنال 
رامان، تشدید پلاسمون  های سطحی ذرات کوچک  تر نقره یا همان 

میدان  های الکتریکی قوی اطراف این نانوذرات است. نانوذرات نقره 
مشاهده شده در شکل 2- ه، به مانند لنز اپتیکی عمل می  کنند و نور 
لیزر فرودی را در اطراف خود متمرکز می  کنند. بنابراین شدت میدان 
الکتریکی در نزدیکی نانوذرات افزایش می  یابد و با قرارگیری مولکول 
اسیدآمینه  ی تریپتوفان، در اطراف نانوذرات، شدت میدان الکتریکی 
قوی را تجربه می  کنند و قطبیده  تر می  شوند و در نتیجه ارتعاش  های 
مولکولی آن  ها تقویت می  شود و سیگنال  های پرشدت  تری را نشان 

می  دهند ]28-27[. 
غلظت  های  با  تریپتوفان،  اسیدآمینه  ی   SERS طیف  ب،  شکل3- 
 10-5 آبی(،  )منحنی  قرمز(،10-4  3-10)منحنی  سیاه(،  )منحنی   10-2

)منحنی صورتی(،6-10 )منحنی قهوه  ای( و 7-10 )منحنی سبز( مولار 
لایه  نشانی شده بر روی کیت پلاسمونیکی را نشان می  دهد. با کاهش 
غلظت مولکول اسیدآمینه  ی تریپتوفان، شدت قله  های ارتعاش  های 
مولکولی آن کاهش می  یابد که به دلیل کاهش تعداد مولکول  های 
ارتعاش  های  تعداد  کاهش  نتیجه  در  و  تریپتوفان،  اسیدآمینه  ی 
مولکولی آن است به گونه  ای که در غلظت  های کم  تر از 7-10 مولار، 
ارتعاش  های اسیدآمینه  ی تریپتوفان، به راحتی قابل مشاهده نیستند. 
بنابراین کیت پلاسمونیکی می  تواند تا غلظت 7-10 مولار اسیدآمینه  ی 
تریپتوفان، را شناسایی کند. شکل3- ج، منحنی کالیبراسیون است که 
منحنی تغییرات شدت سیگنال SERS ارتعاش  های مولکولی   کششی 
حسب  بر  را   1354  cm-1 موج  عدد  در   ،C-H خمشی  و   -COO
تغییرات لگاریتمی غلظت اسیدآمینه  ی تریپتوفان، C، نشان می  دهد 

که با برازش انجام شده از رابطه )1( پیروی می  کند.

I = 775/75 C 2 + 9407/66 C + 28638/11   (R2=0/97(   )1(

که ضریب رگراسیون )R 2( آن برابر با 0/97 است. می  توان با استفاده از 
 -COO این نمودار با مشاهده شدت قله ارتعاش  های مولکولی   کششی
و خمشی C-H، در عدد موج cm-1 1354 برای مقدار نامشخص از 
اسیدآمینه  ی تریپتوفان، غلظت آن را به  دست آورد. در ادامه به منظور 
تکرارپذیری در ساخت کیت پلاسمونیکی، تعداد شش آزمایش پیوسته 
برای غلظت 7-10 مولار از اسیدآمینه  ی تریپتوفان در طول یک روز 
انجام شد. شکل 3-د، طیف SERS، شش نقطه مجزا از اسیدآمینه  ی 
تریپتوفان در غلظت 7-10 مولار به مقدار 5 میکرولیتر لایه  نشانی شده 
بر روی کیت پلاسمونیکی، را نشان می  دهد. همان  طور که مشخص 
است تمام طیف  های SERS، اسیدآمینه  ی تریپتوفان در غلظت 10-7 
مولار به خوبی با یکدیگر مطابقت دارند و هیچ تغییری در جابجایی 
انحراف  نمی  شود.  مشاهده  طیف  ها  مشخصه  ی  و  مکانی  موقعیت 
استاندارد نسبی )RSD(، به منظور بررسی تکرارپذیری ساخت کیت 
پلاسمونیکی در غلظت 7-10 مولار از اسیدآمینه  ی تریپتوفان برای 
قله  های در عدد موج cm-1 ،763 cm-1 1354و cm-1 1554، با استفاده 

از رابطه )2(، محاسبه شدند ]29[.
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                                           )2(

شده،  قرارگرفته  آزمایش  مورد  رامان  طیف  های  تعداد   ،6  =  n که 
Ii، شدت سیگنال رامان در هر قله  ی مشخص و I، میانگین شدت 
سیگنال رامان قله  های مشخص شده را نشان می  دهند. شکل 3-ه، 
مولار   10-7 غلظت  از  پیوسته  آزمایش  تعداد شش  تغییرات  نمودار 
 cm-1 ،763 cm-1 اسیدآمینه  ی تریپتوفان برای قله  هایی در عدد موج

1354و cm-1 1554، که به ترتیب مقدار RSD،  4/05، 5/59 و 3/94 
 ،RSD درصد محاسبه شده است و در شکل 3-و، تغییرات محاسبه  ی
برای عدد موج cm-1 763، مقدار 4/05 درصد )نمودار قرمز(، برای 
عدد موج cm-1 1354، مقدار 5/59 درصد )نمودار سبز( و برای عدد 
موج cm-1 1554، مقدار 3/94 درصد )نمودار آبی(، به صورت نمودار 
ستونی مشخص شده است. انحراف استاندارد نسبی به دست آمده 
در این آزمایش به صورت میانگین برابر با 4/52 درصد به دست آمد 
که از لحاظ آماري نشانگر عملکرد رضایت بخش روش به کارگرفته 

 SERS شکل 3: )الف( طیف   رامان کیت پلاسمونیکی ) منحنی سبز(، طیف رامان اسیدآمینه  ی تریپتوفان با غلظت 2-10 لایه  نشانی شده بر روی زیرلایه شیشه  ای )منحنی قرمز(، طیف
اسیدآمینه  ی تریپتوفان لایه  نشانی شده با غلظت 2-10 بر روی کیت پلاسمونیکی )منحنی آبی(. )ب( طیف SERS اسیدآمینه  ی تریپتوفان لایه  نشانی شده با غلظت  های 2-10 )منحنی سیاه(، 
3- 10 )منحنی قرمز(، 4- 10 )منحنی آبی(، 5- 10 )منحنی صورتی(، 6-10 )منحنی قهوه  ای( و 7-10 )منحنی سبز( بر روی کیت پلاسمونیکی. )ج( منحنی کالیبراسیون تغییرات شدت، I، سیگنال 

SERS مربوط به ارتعاش  های مولکولی   کششی COO- و خمشی C-H، در عدد موج cm-1 1354، بر حسب تغییرات لگاریتمی غلظت اسیدآمینه  ی تریپتوفان، C لایه  نشانی شده بر روی 
کیت پلاسمونیکی، که برگرفته از شکل )ب( است. )د( طیف SERS، شش نقطه مجزا از اسیدآمینه  ی تریپتوفان در غلظت 7-10 مولار به مقدار 5 میکرولیتر لایه  نشانی شده بر روی کیت 
پلاسمونیکی. )ه( نمودار تغییرات تعداد شش آزمایش پیوسته از غلظت 7-10 مولار اسیدآمینه  ی تریپتوفان برای قله  هایی در عدد موج cm-1 ،763 cm-1 1354و cm-1 1554، که به ترتیب 
 cm-1 نمودار قرمز(، برای عدد موج( 763 ، مقدار 4/05 درصد cm-1 برای عدد موج ،RSD تغییرات محاسبه  ی ،)4/05، 5/59 و 3/94 درصد محاسبه شده است و در شکل )و ،RSD مقدار

1354، مقدار 5/59 درصد )نمودار سبز( و برای عدد موج cm-1 1554، مقدار 3/94 درصد )نمودار آبی(، به صورت نمودار ستونی مشخص شده است. 
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روش  هاي  است.  تریپتوفان  اسیدآمینه  ی  غلظت  تعیین  براي  شده 
دیگري که براي تعیین مقدار اسیدآمینه  ی تریپتوفان در نمونه  هاي 
مختلف مورد استفاده قرار گرفته  اند شامل کروماتوگرافي گازي و مایع 
با آشکارسازهاي جرمي است که اگر چه گاهي حدود تشخیص پاییني 
براي آن  ها حاصل شده است، آماده  سازي زیادي براي نمونه در آن  ها 
مورد نیاز  است و همچنین هزینه و زمان آماده  سازي و تجزیه نمونه در 

آن  ها بالا است ]31-30[.

4- نتیجه  گیری
از مولکول  ناشی  بیماری  های متعدد  به منظور شناسایی و کنترل 
تریپتوفان  اسیدآمینه  ی  مولکول  تشخیص  تریپتوفان،  اسیدآمینه  ی 
رامان  روش طیف  سنجی  است.  اهمیت  دارای  کم  غلظت  های  در 
دلیل  به  اما  است  مولکول  ها  شناسایی  برای  غیرمخرب  روشی 
اندک  غلظت  های  شناسایی  عملا  رامان،  سیگنال  بودن  ضعیف 
از مولکول  ها امکان  پذیر نیست. با قرار دادن مولکول اسیدآمینه  ی 
نانوذرات  سطحی  پلاسمون  های  تشدید  معرض  در  تریپتوفان، 
فلزی مانند نقره و هم  چنین نور پراکنده شده از ذرات بزرگ فلزی، 
می  توان سیگنال رامان را بهبود داد. بنابراین، ابتدا نانوذرات نقره با 
استفاده از احیای شیمیایی نمک نقره ساخته شدند و در ادامه با به 
کارگیری روش قطره  افشان که روشی ساده  ، سریع و ارزان است؛ 
در دمای اتاق، نانوذرات نقره بر روی زیرلایه شیشه  ای لایه  نشانی 
شدند، کیت پلاسمونیکی جهت آشکارسازی مولکول اسیدآمینه  ی 
اسیدآمینه  ی  مولکول  غلظت  کاهش  با  شدند.  استفاده  تریپتوفان 
کیت  این  که  می  یابد  کاهش  نیز  آن  ها  رامان  سیگنال  تریپتوفان 
شناسایی  به  قادر  نقره  نانوذرات  از  شده  ساخته  پلاسمونیکی 
مولکول اسیدآمینه  ی تریپتوفان تا غلظت 7-10 مولار هست. بهبود 
تشدید  از  ناشی  تریپتوفان  اسیدآمینه  ی  مولکول  رامان  سیگنال 
لیزر  نور  دریافت  با  که  نقره  نانوذرات  سطحی   پلاسمون  های 
فرودی، نور را در منطقه کوچکی در اطراف خود متمرکز می  کنند 
و با قرارگیری مولکول اسیدآمینه  ی تریپتوفان در این مناطق و در 
نور  یا رسیدن  و  الکتریکی قوی  تر،  میدان  دریافت  دلیل  به  نتیجه 
حاصل از پراکندگی از نقاط زبر پوشش نقره، مولکول  های سازنده 
اسیدآمینه  ی تریپتوفان قطبیده  تر می  شوند و در نتیجه ارتعاش  های 
معرفی  پلاسمونیکی  کیت  مزایای  از  می  شوند.  ظاهر  شدیدتری 
شده، سرعت تشخیص بالا، حساسیت، گزینش پذیری، تکرارپذیری 
است  اندک  غلظت  های  سریع  تشخیص  توانایی  و  آسان  استفاده 
با آن  ها  نیز هزینه چندانی صرف نمی  شود و  برای ساخت آن  که 
می  توان انواع پاتوژن  های موجود در مواد غذایی و مواد بیولوژیکی 

را شناسایی کرد.
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