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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva nanostrukturovanymi povrchy, nanocasticemi a elektro-
chemickymi charakterizacnimi metodami, jako jsou cyklickd voltametrie, diferencné
pulzni voltametrie a elektrochemickd impedancni spektroskopie. Cilem této diplomové
prace je teoreticka reserse problematiky vyroby a charakterizace modifikovanych nano-
strukturovych elektrod. Soucasti praktické Casti je vyroba biomodifikovanych nanostruk-
turovanych elektrod metodou anodizace W/AI vrstev s naslednou galvanickou depozici
zlata nebo depozici rtuti, modifikace téchto elektrod kyselinou 11-merkaptoundekanovou
a bovine serum albuminem (BSA). Soudasti prace jsou i SEM snimky nanostrukturova-
nych elektrod, mérfeni kontaktniho Ghlu téchto elektrod a vytvoreni elektrického obvodu
s naslednou simulaci pribéh.
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ABSTRACT

Diploma thesis deals of nanostructured surfaces, nanoparticles and electrochemical
characterization methods such as cyclic voltammetry, differential pulse voltammetry
and electrochemical impedance spectroscopy. The aim of this thesis is a theoretical
research issues of production and characterization nanostructured modified electrodes.
The practical part is the production of biomodified nanostructured electrodes by anodi-
zation W/AI layers with galvanic deposition of gold or deposition of mercury, a modifi-
cation of the electrodes by 11-mercaptoundecanoic acid and by bovine serum albumin
(BSA). The thesis includes SEM images of nanostructured electrodes contact angle mea-
surements of these electrodes and form an electrical circuit with subsequent simulation
waveforms.
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UVOD

Nanomaterialy a nanotechnologie jsou pojmy, s kterymi se v dnesni dobé setkavame
témer vsude. V soucasné dobé to jiz neni pouze otazka védy a vyzkumu, ale stéle
castéji se vyskytuji i v bézném zivoté. Nanomateridly se skladaji ze stavebnich jed-
notek nazyvanych nanocastice, jejichz velikost se pohybuje v rozmezi jednotek az
stovek nanometri (1 nm je 107"m). Tato velikost odpovidéd piiblizné jedné tisiciné
tloustky lidského vlasu.

Jiz. v roce 1905 Albert Einstein stanovil prumér molekuly cukru cca na jeden
nanometr. Dalsim meznikem ve vyvoji nanotechnologii byl v roce 1959 Richard
Feynmann, ktery prednesl zakladni ivahy o nanotechnologiich [10]. Roku 1976 byla
zvefejnéna vyznamna prace Granqvista a Buhrmana o vyrobé nanokrystali na-
parovanim v prostredi inertnich plynt [32]. Pokracovalo to pres identifikaci osob
podle DNA 7 jediného vlasu v roce 1988 [7] az po vyrobu prvniho uhlikového svétel-
ného zdroje, miniaturni baterky v podobé trubicky 5000 krat tenci nez lidsky vlas,
firmou IBM v roce 2003. To byla prekroc¢ena hranice 50 nm [8]. V soucasné dobé se
setkdvame i s rozvojem elektrochemickych metod. Tyto metody muzeme vyuzivat
k méteni chemickych veli¢in a urc¢ovani koncentraci latek. Uz roku 1832 Michael
Faraday formuloval zakladni elektrochemické zédkony. Dilezitym meznikem, hlavné
pro c¢eskou elektrochemii, bylo ziskani Nobelovy ceny Jaroslavem Heyrovskym v roce
1959 za polarografii [1]. Za prvniho pritkopnika nanotechnologii je povazovan Richard
Feynman (1918 - 1988), ktery v prosinci roku 1959 prednesl prednasku There’s plenty
of room at the bottom (Tam dole je spousta mista) pti prilezitosti zasedani Americ-
ké fyzikalni spolec¢nosti na Kalifornské technologické univerzité (CALTECH). Tato
prednaska je zédkladem pro tivahy o nanotechnologiich. V prednéasce polozil otazku
Proc¢ nemiizeme zapsat 24 svazku Encyklopedie Brittanica na spendlikovou hlavicku?
a taktéz vyzval védecky svét, aby zacal dobgvat nanosvét [10].

Dilezitym bodem v oblasti nanotechnologii jsou i senzory, které jsou kazdo-
denné pouzivany napiiklad ve formé dotykovych tlacitek ve vytahu, v autech, stro-
jich, letadlech, v mediciné nebo v robotice. Celosvétovy technologicky pokrok stale
vice umoznuje vyrabét senzory v mikroskopickém méritku, ve vétsiné pripadi totiz
mikrosenzory mohou dosahovat podstatné vyssi rychlosti a citlivosti ve srovnéani
s makroskopickymi senzory [36].

Vyvoj novych nanotechnologii se v soucasné dobé zaméril hlavné na nanoelek-
troniku. V roce 2007 zisklali Nobelovu cenu za fyziku Albert Fert a Peter Griin-
berg za objev jevu obf{ magnetické rezonance (GMR). To prispélo ke konstrukei
pocitacovych paméti nové generace a senzoru [11]. Nanotechnologie maji vliv na

vevs

vyzkumy z oblasti nanotechnologie patii napiiklad TiOs nanomateridly, které maji
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uplatnéni ve fotovoltaickych a fotokatalytickych aplikacich a hraji velkou roli v ochra-
né zivotniho prostredi [12]. Dale pak antimikrobialni nanocéstice pro desinfekei vody
[13] nebo nanosenzory pro vysokou senzitivitu a selektivitu detekce biologickych
a chemickych latek [14].

Nanosenzory jsou biologické, chemické nebo chirurgické body slouzici k predavani
informaci o nanocasticich. Pouziti nanosenzoru se toci kolem potencialu nanosenzorta
presné identifikovat jednotlivé bunky nebo mista v téle. V pripadé, ze jde o senzor
pracujici s biologickym materidlem, véetné prace in vivo, mluvime o nanobiosen-
zoru [19]. Méfenim zmén v objemu, koncentraci, rychlosti, méfenim gravitacni,
elektrické a magnetické sily, tlaku nebo teploty bunék v téle, mizou nanosenzory
rozlisit a rozpoznat urc¢ité bunky, zejména rakovinotvorné, na molekularni drovni
s cilem dopravit 1ék na konkrétni misto v téle. Nanosenzory se dale vyuzivaji v kon-
strukei malych integrovanych obvodi, hlavné v téch oblastech, kde velikost a hmot-
nost systému jsou omezeny na minimum, napiiklad satelity a letecké stroje [16].
V aplikacich v nanomediciné je hlavnim cilem "miniaturizace"'senzorti. Vyhledava-
ji patogeny, monitoruji je a neutralizuji chemické toxiny. Dalsi oblasti vyuziti je
biosenzorika, kdy se vyuziva navazovani biolatek, protilatek i oligonukleotidi na
zlaté nanocéstice pomoci thiolové vazby -SH [15].

Nyni se v mnoha oblastech nanotechnologii zacaly vyuzivat zlaté nanocastice
hlavné diky jejich fyzikdlnim vlastnostem. Na tyto zlaté nanocastice mohou byt
navazany riuzné biomolekuly, jako jsou protilatky nebo nukleové kyseliny. S tim
souvisi i jejich velikost, ktera se pohybuje od 1 nm az do 100 nm. Maji priznivé
optické a elektrické vlastnosti, dale je to jejich lesk, diky kterému mohou odrazet
zareni ze svého povrchu. V biologickych aplikacich se nanocastice velmi casto spojuji
se specifickymi rozpoznavacimi molekulami. Nanocastice zlata se ziskavaji redukci
jednoduchych soli zlata pridanim specidlnich pomocnych latek. Mnozstvim redukéni
latky lze upravit jejich velikost na rozmezi od 3 do 120 nm. U¢inné latky a cilové
molekuly se mohou pripojit k nanocasticim zlata prostfednictvim thiolové vazby.
V mnoha pripadech bylo vyuzito pro elektrochemické znacky pii detekci nukleovych
kyselin redukéné — oxidac¢nich vlastnosti Au nanocastic [31].

Nanocastice uslechtilych kovi, predevsim zlaté, se diky svym unikatnim elek-
trickym a optickym vlastnostem dostaly do popredi zajmu moderni védy a nasly
vyuziti na poli chemie, fyziky, mediciny, biologie a dalsich védnich obort. V roce
2013 Dr. Jim Denham, profesor v oboru onkologie z Univerzity Newcastle v Aus-
tralii, publikoval, ze pTi lécbé rakoviny prostaty pomoci ozafovani maji vyborné
vysledky pravé zlaté nanocastice [18].

Diplomova prace se zabyva studiem povrchové upravenych elektrod, jejichz povrch
je modifikovan zlatymi nanotyc¢inkami vyrobenymi elektrochemickou depozici zlata

na predem vyrobeny kiemikovy substrat. Dilezitou ¢asti prace je i vyroba unikat-
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nich solid-amalgamovych elektrod, jejichz povrch je modifikovan slou¢eninou Au/Hg
- amalgamem. Cilem této diplomové prace je teoreticka reserse problematiky vyroby
a charakterizace nanostrukturovych elektrod. Praktickd ¢ast popisuje vyrobu zlatych
i amalgamovych nanostrukturovanych elektrod metodou anodizace W/Al vrstev
s naslednou galvanickou depozici zlata a rtuti. Déle nasleduje modifikace téchto
elektrod kyselinou 11-merkaptoundekanovou a biolatkou. Jako biolatka byl zvolen
bovine serum albumin (BSA). Nésleduje charakterizace elektrod elektrochemickou
impedan¢ni spektroskopii, cyklickou voltametrii a diferenéné pulzni voltametrif a vys-
ledna diskuze vysledki. Soucasti prace je i méreni kontaktniho thlu a sestaveni
nahradniho elektrického obvodu elektrochemického systému a vyhodnoceni vlast-

nosti modifikovanych nanostruktur.

15



1 NANOSTRUKTURY

Nanostruktury maji kvantitativné i kvalitativné rozdilné vlastnosti ve srovnani s ma-
teridly o rozmérech nad 100 nanometrii. Prostorové usporadani nanocastic muize
vytvaret dalsi struktury, jako napiiklad vldkna, trubice nebo tenké vrstvy [19]. Velky
narust poméru plochy povrchu c¢astic k objemu ¢astic materialu ma vyrazny vliv na
jejich chemické i fyzikalni vazby a vlastnosti. Pocet atomt, které se podileji na
vytvoreni povrchu nanocastice je mnohem vyssi, nez pocet atomt, které se nachazi
uvnitt. Chovani atomii se tedy jiz nefidi zakony bézné fyziky, ale Tidi se kvantovou
fyzikou [9]. Zmensovani rozméru téchto struktur pii zachovani pozadovanych vlast-
nosti se vyuziva hlavné v mikroelektronice pii vyrobé integrovanych obvodi a vyvoji
umélé inteligence. Protékajici elektrické proudy jsou tak nizké, ze predstavuji tok jen
nékolika malo elektront a prestavaji zde platit zakony Newtonovské fyziky a plnou

meérou se uplatnuji kvantové mechanické jevy.

1.1 Vyroba nanostruktur

Vyroba nanostruktur se zabyva vyrobou castic a struktur v rozmérech nanometri
a déli se do dvou zakladnich skupin. Vyroba metodou ,top down* (shora dolu), kterd
se oznacuje jako fyzikéalni a vyroba metodou ,bottom up“ (zespoda nahoru), kterd
se oznacuje jako chemicka [40]. Obé metody se snazi kontrolované vytvaret nanocas-
tice a nanostruktury stejného tvaru a velikosti. Proces vyroby témito metodami je

zobrazen na Obr. 1.1.

BOTTOM-UP

TOP-DOWN

NANOCASTICE °9
4‘-‘ 8 wﬂsg P

TELESO  CASTICE KLASTRY ATOMY

Obr. 1.1: Proces vyroby nanostruktur [40]

Top-down je nejpouzivanéjsi postup vyroby nanocastic. Cilem je zmensovani ve-
likosti makroskopickych ¢astic. V kazdém kroku miniaturizace se vytvari produkt
o néco mensi, nez byl predchazejici az vznikne struktura, ktera je dostate¢né mala pro

danou funkci [43]. Soucasné top-down technologie pracuji v rozmeérech 10 - 100 nm
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a vyuzivaji litografii, leptani a dalsi procesy, které jsou postupnym vyvojem zdoko-
nalovany [1]. Litografie je technologicky proces slouzici pro vytvareni jemnych struk-
tur, obzvlasté mikrostruktur a nanostruktur. Pii litografickych postupech dochézi

vvvvvv

parametry pri procesu litografie je kvalita struktury a rychlost vytvareni struktur
[41].

Bottom-up je proces vyroby nanocastic pomoci nejmensich stavebnich ¢astic -
atomi. Z nich se skladaji molekuly, klastry a dalsi slozky komplikovanéjsich sys-
tému. Bottom-up metody vyuzivaji kontrolované chemické reakce a jsou proto lev-
néjsi nez litografické metody [43]. Casto se také vyuziva prirozené schopnosti jed-
notlivych slozek vzajemné se rozpoznavat a samoorganizovat. Uplatnuji se predevsim
v prirodé pti vytvareni biologickych struktur. Velikost vyslednych nanocastic se po-
hybuje v rozmezi 2 - 10 nm. V dnesni dobé maji vyuziti hlavné pii vyrobé uhlikovych
nanotrubic a kvantovych tecek [41].

Siroce pouzivanou technologii pro vyrobu 2D nanostruktur (vrstev) je nanaseni
tenkych filmi. Takto vyrobené nanostruktury jsou v mnoha pripadech z jiného ma-
teridlu nez je substrat. Nanaseni vrstev je mozné realizovat z plynné faze, PVD
(Physical Vapor Deposition - naprasovani, naparovani), CVD (Chemical Vapor De-
position - depozice), elektrolytické pokovovani, odstredivé nanaseni vrstvy (spincoat-
ing) nebo elektrochemickou depozici nanostruktur do nanoporézni masky (podkapi-
tola 3.2). Chemicka depozice z plynné faze (CVD - Chemical Vapor Deposition) je
chemicky proces, ktery se vyuziva pro pripravu tenkych filmt. Substrat je vystaven
ucinkim jednoho nebo vice plynti, které na jeho povrchu reaguji mezi sebou nebo se
rozkladaji za vzniku pozadovaného materialu, cely proces probiha za vysoké teploty.
CVD ma vyuziti v polovodicovém primyslu, k pripravé polykrystalického oxidu
kiremicitého, uhlikovych vldken a nanotrubic, atd. Pomoci CVD se také pripravuji
syntetické diamanty [42].

1D vldkna se vyrabéji zptisobem zvanym elektrospining, coz je proces vyuzivajici
silného elektrického pole pro zvlaknovani vodnych roztoku polymert [43]. Dochazi
k formovani nanovlaken na podloZce spojené se zdrojem vysokého napétiho.

Z vytvorenych tenkych vlaken se daji vyrabét lehké a velmi pevné textilie. Jejich
péry jsou dostatecné malé na to, aby jimi nemohly projit bakterie ¢i viry, naopak
pro kyslik jsou propustné. Tyto textilie se pouzivaji v laboratotich, chirurgickych
salech apod. V mediciné je lze vyuzit jako kryci a obvazovy material, struktura je

podobnd struktufe bunééné hmoty lidské tkané [43].
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1.1.1 Geometrické déleni nanostruktur

Nanomaterialy se klasifikuji do ¢tyt zakladnich skupin v zavislosti na jejich pros-
torové orientaci v okoli, tedy na jejich rozmeérech (Obr. 1.2). Jsou to nanocéstice
a kvantové tecky (0D), nanovldkna (1D) a nanovrstvy (2D) a kombinace téchto

zminénych materialt do vétsich celka (3D) [1].

GEOMETRICKE DELENI NANOSTRUKTUR
7 T

oD @ 1D ¢ 20 Gy

Nanodastice Nanovlakna

Obr. 1.2: Geometrické déleni nanostruktur [23]

Kvantové tecky (0D) jsou klastry atomu obsahujici nékolik set az nékolik tisic
atomt polovodivého materialu (CdSe, CdTe, ap.). Klastry maji rozmér 2 — 10 nm
a lze je charakterizovat jako nanocastice o velikosti proteinii. Polovodicové jadro je
potazeno tenkou vrstvou jiného polovodice (ZnS) a poté vrstvou polymeru pro lehéi
pripojovani biomolekul. Pokud dojde k ozareni kvantovych tecek, pak mensi binarni
kvantové tecky emituji zareni na kratsi vinové délce, coz se projevuje modrou barvou,
zatimco vétsi tecky emituji zareni na delsi vlnové délce, coz se naopak projevuje
cervenou barvou. Jsou to latky, které absorbuji svételné fotony, které pak znovu
emituji na jiné vlnové délce. Nékteré kvantové tecky jsou rozpustné ve vodé a mohou
byt pripojeny ke specifickym molekuldm. Vyuziti maji v medicinskych aplikacich pti
oznacovani bunék nebo pri zobrazovani tkani ulozenych v téle (oznaceni markeru
rakoviny prsu) [34]. Nanodratky (1D) se uplatni napriklad jako spojovaci elementy
aktivnich komponent v nanostrojich. Piikladem jsou zlaté nanodratky o primé-

ru 20 nm. Do této skupiny nanomaterialit patii i uhlikové nanotrubice. Jsou to
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podlouhlé utvary, jejichz stény jsou tvoreny atomy uhliku o priméru 1 az 100 nm
a o délce do 100 pm. Vyuziti maji v elektrotechnice a mohou slouzit jako vyborné
vodice, nebot se v nich mohou elektrony pohybovat témér volné, odpor nanotrubic

je velmi maly a témér nezavisi na jejich délce [23].

1.2 Nanostrukturované elektrody a senzory

Vyroba nanostruktur na povrchu elektrod zacala na poc¢atku roku 1990. Tyto struk-
tury byly puvodné pouzity pro zvyseni elektrochemickych signali vlivem jejich
vysokého poméru povrchu k objemu. Postupné se zacaly vyuzivat i v biokonjugova-
nych systémech. Nartust elektroaktivni plochy umozinuje nizsi meze detekce a vyssi
citlivost na analyty [56].

Nanotechnologie pronikaji do nejrtznéjsich oblasti soucasného vyzkumu, pri-
myslu ¢ klinické diagnostiky. Jedna ze slibnych oblasti, jako velmi potfebného in-
terdisciplinarniho oboru, je priprava biosenzorii. Jejich praktické vyuziti je v soucas-
nosti Siroké a stale se objevuji nové konstrukéni metody, resp. aplikac¢ni zptisoby
jejich vyuziti. Biosenzor je zafizeni vyuzivajici specifické biochemické reakce nebo
interakce, sprostredkované izolovanymi biomolekulami, organelami, celymi bunkami
nebo tkanivami/pletivami na detekci ruznych analytt. Biosenzor ma principidlné
tii zdkladni ¢asti: biorozpoznavaci element (biomolekula, ktera specificky interaguje
se zkoumanym analytem, ¢imz se podili na tvorbé biologického signélu), fyzikalni
prevodnik (premeénuje biologicky signdl na méritelny, fyzikalni signal) a detektor
vyhodnocujici dany fyzikalni signal. Tyto senzory musi mit vysoky stupen citlivosti
(hlavné v pripadé, ze méii velmi malé zmény) a dynamicky rozsah [36]. Celosvé-
tovy technologicky pokrok stale vice umoznuje vyrabét senzory v mikroskopickém
méritku, ve vétsiné pripadi totiz nanosenzory mohou dosahovat podstatné vyssi
rychlosti a citlivosti ve srovnani s makroskopickymi senzory.

Velky vyznam maji v soucCasnosti hlavné uslechtilé kovové nanocastice, napft.
Ag, Au a Pt. Jako i pri jinych nanomateridlech, nanocastice zvysuji imobilizac¢ni
povrch elektrod a biosenzort, vykazuji ale také katalytické vlastnosti, které napt.
u makroskopického zlata nenajdeme. Tyto katalytické vlastnosti se miizou vyuzit pti
pripravé biosenzort, napt. pii katalyze pribéhu elektrochemické reakce na povrchu
biosenzoru. Dalsim prikladem vyuziti je za pomoci jejich vlastnosti zlepsit transport
elektronti na povrchu senzoru nebo elektrody. Podobné jako kovové nanocastice,
nasli své uplatnéni v oblasti vyroby biosenzort i uhlikové nanomaterialy. Nejznam-
néjsi a nejvic pouzivané jsou uhlikové nanotrubicky. Objevené byly v roce 1991
a vyznacuji se v podstaté jednou z nejjednodussich atomovych konfiguraci. Uh-

likové nanotrubky lze také deponovat ve vertikalné usporadané formé v plazmovém
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vyboji, a to hlavné pro oblast senzoriky. Obvykle se uziva Fe nebo Ni. Plazmovy
vyboj vznika za snizeného tlaku a je vyvolan mikrovinnym zdrojem. Vyhodou této
techniky je selektivni rist vertikalné usporadanych struktur [57].

Limitace pripravovanych biosenzori, jako nizka selektivita a senzitivita, mtizou
byt casto disledkem nespecifickych interakci. Proto je pfi jejich pripravé potfebné
eliminovat nespecifické interakce. Casto pouzivané latky jsou kyselina mlééné, pro-
teiny, sérové albuminy, rybi sérum, atd. Velmi efektivni se ukazuje byt albumin
z hovéziho séra (bovine serum albumine - BSA), ktery vykazuje pri 35 % pokryti
monovrstvy efektivitu blokovani nespecifickych inetrakei 90 az 100 % pri hydroféb-
nich a 68 az 100 % pri hydrofilnich povrsich.

Nanostrukturované elektrody lze vyuzit pri vyrobé nejen biosenzorti a nano-
strukturovanych elektrod, ale i integrovanych obvodt a pasivnich soucastek jako
jsou kondenzatory, baterie a pajeci plosky soucastek. Prevaznymi metodami vyroby
jsou litografické metody, ale hledaji se i levnéjsi zptisoby vytvareni nanostruktur
[57]. Nelitografické metody jsou mnohem levnéjsi, protoze se vyuziva postupi sa-
mousporadani. Vytvarené nanostruktury jsou usporadané do poli a jsou vSechny
naprosto stejné. Toho se vyuziva predevsim v téch pripadech, kde cilem je vytvoteni
stejné struktury na povrchu elektrody. Hlavni nevyhodou téchto metod je nemoznost
vytvareni libovolnych struktur riznych tvari, jako to je mozné u metod litografic-
kych. [57].

1.3 Modifikované elektrody

Mezi nanostrukturované elektrody vyuzivajici se v nanotechnologiich patii i biolo-
gicky modifikované elektrody. Jsou to predevsim ty elektrody, které jsou modifiko-
vané nizko i vysokomolekularnimi latkami. Hlavnim divodem modifikace elektrod je
zprostredkovani pribéhu reakce, ktera na nemodifikovaném povrchu nema vyhodné
kinetické podminky [48]. Dalsim divodem je zakoncentrovani analytu na povrchu
elektrody pri velmi nizké koncentraci v roztoku. Modifikaci 1ze také zamezit pribéhu
nezadoucich a jinak rusivych reakei [46].

Adaptace (nebo inkorporace) nanostrukturovanych materialti v biomedicinskych
aplikacich je predmétem velkého zajmu. Prostirednictvim modifikaci stavajicich nano-
strukturnich materiali lze 1idit a prizptsobit vlastnosti téchto materialt predvidatel-
nym zpusobem, aby lépe vyhovovaly jejich integraci s biomedicinskymi systémy.
Tyto upravené nanostrukturni materialy mohou prinést nové a jedinecné schopnosti
riznych biomedicinskych aplikaci od implantati pres modulované podavani 1ékt az

po klinické biosenzory a diagnostiku [46]. V soucasné dobé medicina a biomedicinské

vevs
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nanostrukturovanych materiali. Rychlé vylepseni nanostrukturovanych materiali
poskytlo moznost jejich vyuziti v Siroké skale biomedicinskych aplikacich, véetné
tkanového inzenyrstvi, systému podavani 1ékl, non-virovych prenasecii, biosenzori

a screeningovych systémi, a klinickych bio-analytickych diagnostik [44].

Modifikace

Nanotycinka
Elektroda

Obr. 1.3: Modifikace nanostrukturované elektrody

Povrchy nanostrukturovanych materidlt mohou byt modifikovany a funkcionali-
zovany reakénimi ¢inidly za pouziti riznych metod, véetné fyzikalnich, chemickych
nebo biologickych. Biologicka modifikace nanocasticovych povrchi je casto nezbytna
pro funk¢nost nanoc¢astic a biokompatibilitu (Obr. 1.3). Prostfednictvim chemickych
nebo fyzikalnich metod, biospecifické molekuly mohou byt konjugovany s nanocas-
ticemi a nabizeji biospecifickda mista pro dalsi imobilizaci ligandl specifickych pro
tyto molekuly. Tyto immobilizace specifickych ligandt jsou provadény prostied-
nictvim biologicky specifickych reakeci, jako je napriklad protilatka-antigen, recep-
tor-ligand, avidin (nebo strepavidin) -biotin, a DNA-DNA hybridizace [44].

Funkéni molekuly mohou byt kovalentné spojeny s povrchem nanostrukturova-
nych materialii. Ve srovnani s nékterymi fyzikdlnimi metodami, mohou chemické
modifikace aktivovat povrchy nanostrukturnich materiali ve vyssi mife a nabidnout
silnéjsi interakce mezi spojovacimi molekulami a povrchy materiali prostfednictvim
stabilnich chemickych vazeb. Ke spojeni biomolekuly a zlatého povrchu elektrody
dochézi pomoci piimé kovalentni vazby (schéma je zobrazeno na Obr. 1.4). Pfima
kovalentni vazba na povrch nanocastic je mozna prostiednictvim thiolové funkéni
skupiny’. V nékterych pipadech proteinii (albumin) majicich na svém povrchu thio-
lové skupiny dochézi k tvorbé pevné vazby na zlaté povrchy nanoc¢astic [48].

Vzhledem k tomu, ze vazba S-S je silnéjsi nez vazba O-O a zaroven vazba S-
H slabsi nez O-H, podléhaji thioly mirné oxidaci ve vodnim prostiedi a vytvari
disulfidy. Thioly se casto dobre vazou ke kovim predevsim k Au, Ag, Zn, Cd, Pd,
Co a v neposledni radé k Hg. Modifikovani povrchu zlata samousporadajicimi se

alkanthioly (SAM) je pfedmétem vyzkumu poslednich let. Thiolové molekuly vytvari

!Thioly jsou organické slouceniny siry, obecného vzorce C,Ha,1-SH, odvozené od alkoholti,
které maji jeden ¢i vice alkoholovych kysliki nahrazenych sirou.
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Obr. 1.4: Spojeni biomolekuly a zlatého povrchu elektrody pomoci primé kovalentni

vazby

stabilni strukturu na zlatém povrchu elektrody diky silné afinité mezi sirou a zlatem
a Van der Waalsovymi silami mezi alkylovymi Tetézci [48].

Nanocastice, modifikované funkéni molekulou, kterd poskytuje specifické vazebné
misto pro vazbu biomolekul, jsou pouzivany jako specifické analytické nastroje pro
stanoveni proteint a oligonukleotidi. Naptiklad zlaté nanocastice pokryté strepta-
vidinem byly pouzity pro afinitni vazbu s biotinylovanymi proteiny (imunoglobulin,
sérovy albumin) nebo biotinylovanymi oligonukleotidy [49].

V soucasné dobé jsou vyznamné elektrochemické nanoimunosenzory zalozené na
detekei prostatickych specifickych antigent (PSA) pomoci vicevrstvych uhlikovych
nanotrubic (MWCNTSs) a nanocéstic zlata (AuNPs). Povrch elektrody je poté charak-
terizovan pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu a elektrochemickych tech-
nik, jako je elektrochemicka impedanc¢ni spektroskopie a voltametrie [47]. Nedavna
prace taktéz odhalila existenci t¥idy malé nekédujici RNA, znamé jako mikroRNA,
ktera ma kritické funkce v raznych biologickych procesech. V souvislosti s nava-
zovanim na nanostrukturované elektrody lze diky této mikroRNA diagnostikovat
rakovinu [46]. Ve vyvoji je simultanni elektrochemicka detekce DNA sekvence a de-
tekce genu rakoviny prsu na nanostrukturovanych elektrodach. Tyto vysledky ukazuji
moznost selektivniho vzorovani riznych biomolekul na jednom zatizeni a mohou mit

vyznamné dopady pro budouci vyvoj ¢ipt a biosenzoru [45].

1.3.1 Solid - amalgamové elektrody

Unikatni vlastnosti atomt rtuti je tvorba komplexu s nékterymi atomy kovi za
vytvoreni slouenin, zndmych pod pojmem amalgdmy. Zvlastni vyznam ma Ag/Hg
amalgam, diky svym elektronickym a optickym vlastnostem. V elektrochemii se
v poslednich letech zacalo vyuzivat Ag/Hg a Au/Hg elektrod pro elektrochemickou

detekci proteinti z DNA a vysokomolekuldarnich latek diky své vysoké citlivosti a bylo
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taktéz zjisténo, ze stiibrné a zlaté castice adsorbuji Hg pii soucasné zméné vinové
délky. Na zakladé toho dochazi k absorpci par rtuti na zlatém a stiibrném povrchu
elektrody. Povrch elektrody je potencionalnim akceptorem atomu rtuti a dochazi
k vytvoreni Ag/Hg nebo Au/Hg amalgamu [51].

Rtut [Hg] je tézky, toxicky kovovy prvek, ktery slouzi jako soucast slitin a jako
napln ruznych pristroju (teploméru, vakuometru, tlakomeéru, atd.). Je to kov, ktery
se za normalnich podminek (p = 101,325 kPa) vyskytuje v kapalném stavu. Patii
mezi velmi toxické latky a karcinogeny. Rtut ma vyuziti i v detekénich metodach,
jako je polarografie (méfeni intenzity elektrického proudu mezi rtutovou kapkovou
a referencni elektrodou v zavislosti na elektrickém potencidlu, vloZzeném na tyto
elektrody), za kterou v roce 1959 ziskal Nobelovu cenu za chemii Jaroslav Heyrovsky
20].

V této praci je pouzita rtut pro vyrobu nanostrukturovanych amalgamovych elek-
trod. Pro vyrobu depozi¢niho roztoku byl vyuzit acetat rtuti, chemicka slouzenina se
vzorcem Hg(O,CCHs),. Pouziva se jako ¢inidlo pro vytvareni organickych sloucenin
rtuti z nenasycenych organickych prekurzorti. Chemicka struktura je zobrazena na
Obr. 1.5.
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Obr. 1.5: Chemicka struktura acetatu rtuti [21]

Kontaminace zivotniho prostfedi ionty tézkych kovi je velkym problémem po
celd desetileti po celém svété. Ve vodé rozpustné ionty rtuti (HGo. ) jsou prikladem
vysoce toxickych a znecistujicich latek, zptsobujici poskozeni mozku, nervového sys-
tému, endokrinniho systému a dokonce i ledvin. Tyto problémy vedly vyzkumniky
k vyvinuti efektivnich metod pro selektivni a citlivou detekci téchto tézkych kovu.
Byly pouzity analytické metody, jako je napriklad odparovani za studena s atomovou
absorpcni spektrometrii, indukéné vazana plazmova atomova emisni spektrometrie,
indukéné vazana plazmova hmotnostni spektrometrie, povrchové zesileny Ramantv
scaterring, impedan¢ni spektrometrie, atd. [20]. I kdyz tyto metody jsou vysoce
citlivé, objemné instrumentace a dlouhodobé pripravy vzorkt omezuji jejich pouziti

a tyto nedostatky jsou komplikované, nakladné a ¢asové narocné. Ke zmirnéni téchto
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problémi a zjednoduseni pripravy vzorkt doslo k rozvoji novych postupi, u kterych
[51].

V poslednich desetiletich se zacaly vyuzivat snimaci systémy, zalozené na de-
tekci HGoy pomoci organickych molekul, oligonukleotidii, proteinii a geneticky u-
pravenych bakterii. Je dilezité poznamenat, zZe rozpoznavani téchto iontt na moleku-
larni trovni je vzdy zaloZeno na vzajemném pitisobeni S-N-, nebo O- funkéni skupiny
molekuly akceptoru a HGo prostfednictvim kovalentni vazby nebo kovové koordi-

nace [51].

1.3.2 BSA - bovine serum albumin

Tato prace se zabyva predevsim vyrobou nanostrukturovanych elektrod a jejich
modifikaci biolatkou. Jako modelova latka pro detekci byl zvolen bovine serum albu-
min (BSA), predevsim diky své stabilité. BSA je jednim ze zakladnich globularnich

proteint v biochemickych laboratorich a nachézi uplatnéni v mnoha experimentech.
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Obr. 1.6: Chemicka struktura BSA [22]

Nejcastéji se pouziva jako referencni protein, se kterym se srovnavaji vlastnosti
jinych proteint a jako blokator volnych vazebnych mist. Jeho hydrofobni kapsa na
povrchu slouzi v krvi jako nosi¢ hydrofobnich latek, které maji nizkou rozpustnost.
V krvi ma BSA vysokou koncentraci a uplatiiuje se jako pufra¢ni ¢inidlo a udrzuje
stabilni pH krve. V bunééné kultute ptisobi jako nosi¢ molekul diky jeho negativnimu
naboji. Vaze vodu, soli, mastné kyseliny, vitaminy a hormony a prenasi tyto slozky
mezi tkani a bunkami. Hovézi sérovy albumin uc¢inné pohlcuje toxické latky, véetné
pyrogennich latek, je snadno rozpustny ve vodé a lze jej vysrazet pouze vysokymi

koncentracemi neutrdlnich soli, jako je siran amonny. Stabilita roztoku sérového
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albuminu skotu je vynikajici, pouziva se k rozpusténi lipidi, ¢asto byva vyuzit jako
stabilizator [22].

BSA mé vyuziti v biochemickych aplikacich, véetné testtt ELISA? a imunohis-
tochemie. PTi méfeni nemé vliv na jiné proteiny, diky své stabilité se vyuziva k ze-
silovani signalu v testech a mtze byt odebiran pti ¢isténi hovézi krve, z ¢ehoz vyply-
vaji nizké nédklady (na rozdil od albuminu, jehoz cena je podstatné vyssi). Chemicka

struktura je zobrazena na Obr. 1.6.

2ELISA (angl. zkratka enzyme-linked immuno sorbent assay) je analytickd metoda vyuZivana
ke kvantitativnimu stanoveni riznych antigent. Tato metoda mé fadu variant. Vsechny jsou za-
lozeny na vysoce specifické interakci antigenu a protilatky, pricemz na jednoho z téchto partnera
je kovalentné naviazan enzym. Enzym katalyzuje chemickou preménu substratu, ktery je pridan
do reakéni smési, na produkt, ktery je barevny. Stanovuje se pak spektrofotometricky, nebo na
zékladé fluorescence.
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2 CHARAKTERIZACNI METODY

2.1 Elektrochemicka impedancni spektroskopie

Impedance byva nejcastéji oznacovana za zobecnény odpor. S odporem se lze nej-

castéji setkat ve formé Ohmova zakona [58]:
U=Rx1I (2.1)

kde
U ... napéti na elektrickém odporu
I ... elektricky proud systémem protékajici

R ... vlastni ohmicky odpor k prichodu proudu

Elektrochemicka impedanc¢ni spektroskopie (EIS) je perspektivni technika pro
vyzkum mezifazovych elektrickych vlastnosti riznych druht pevnych nebo kapal-
nych latek spojenych s vhodnym elektrochemickym prevodnikem. EIS mé vyuziti
v procesech kontroly baterii a polovodicti, v technologii tenkych filmi, pii moni-
torovani koroze. EIS je rovnéz tspésné pouzivana pri navrhu a vyvoji nanostruktu-
rovanych elektrod, senzorovych systému a mikrosystému [24].

EIS je elektrochemickd metoda zalozena na odezvé korodujici elektrody na vlo-
zeny napétovy nebo proudovy signal o malé amplitudé pri raznych frekvencich.
Elektrochemicka impedancni spektroskopie predstavuje vysoce citlivou experimen-
talni techniku urcenou ke stanoveni kinetickych parametrt systému [58]. Je zalozena
na periodickém budicim signédlu, coz spoleéné s jeho malou pouzitou amplitudou
zabezpecuje minimalni koncentracni zmény u povrchu elektrody spojené s vlastnim
méfenim. Tato vlastnost je vyznamnd predevsim v pripadé systému citlivych na
tzv. koncentraén{ polarizaci. Siroky rozsah pouzivanych frekvenci budiciho signalu
navic umoznuje charakterizovat systémy zahrnujici vice vzajemné propojenych déjiu
s odlisnou kinetikou [58]. Veskeré elektrochemické déje jsou, co se tyka prenosu
naboje pres fazové rozhrani, heterogenni. To znamena, zZe jsou vzdy spojeny s pre-
nosovymi déji na rozhrani elektroda-elektrolyt. To vyrazné komplikuje popis celého
systému. Je to ddno zejména tim, ze zavislosti zde platici jsou obvykle nelinearni
[58].

Principem EIS je vkladani napéti na mérenou elektrodu a nasledné méreni prou-
dové odezvy. Dle Ohmova zakona je tedy méfen odpor systému, protoze je vsak
pouzito stiidavé napéti, odpor systému je frekvencné zavisly a oznacuje se jako
impedance. Impedance se vyjadiuje pomoci komplexnich ¢isel a mé tedy dvé slozky,
redlnou a imaginarni ¢ast, které jsou zavislé na frekvenci [24]. Piiklad grafu zobrazeni

impedanc¢niho spektra ve 3D je uveden na Obr. 2.1.
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Obr. 2.1: Priklad zobrazeni impedanc¢niho spektra ve 3D [24]

Na pracovni elektrodu se vklada konstantni potencidl se superponovanym stii-
davym napétim o urcité amplitudé a méri se stiidava slozka proudové odezvy. Po-
tencial je predem zvolen, nebo se méri pii potenciadlu nezatizeného obvodu, coz je
vlastni potencial proudové nezatizené (nezapojené) elektrody. Frekvence stiidavého
napéti se pri méreni méni s ¢asem. Méteni obvykle probihd od vyssich frekvenci
k nizsim, protoze nékteré systémy jsou omezené stabilni (vyssi frekvence se méri
podstatné rychleji). Frekvence se pohybuji v rozmezi od 1 MHz do 0,1 mHz a pro
meéreni se obvykle pouziva potenciostat v trielektrodovém zapojeni [24].

Z tvaru impedancéniho spektra (Obr. 2.1) a z predstavy chovani systému lze
odvodit vhodny matematicky obvod. Jednotlivym prvkim obvodu je poté pritazen
fyzikalni vyznam. Nejcastéjsimi prvky obvodu jsou odpor, kapacitance a induktance.
Dale se mohou vyskytovat nékteré specidlni elektrochemické prvky jako napt. prvek
s konstantni fazi CPE [24]. Jednoduchou korozni reakci na fazovém rozhrani mode-
luje tzv. Randlesuv obvod R(CR) (Obr. 2.2). Model je slozen z odporu elektrolytu
Rrorar v sériovém zapojeni s paralelni kombinaci odporu prenosu naboje Rer a ka-
pacity elektrické dvojvrstvy Cpr. Zjednoduseny Randlestv obvod je vychozim mo-
delem pro ostatni komplexnéjsi modely [24].

2.1.1 TImpedance elektrody

Nejcastéjsi metodou pro analyzu ziskanych dat je metoda matematického modelu
impedance. Uvedeny model dle Obr. 2.2 predstavuje impedanci jedné elektrody.

Redalné mérici elektrody reprezentuji dvé takova zapojeni v sérii, pti kterém rezistor
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Rrorar predstavuje méreny odpor elektrolytu a Cpy odpovida elektrické kapacité
na fazovém rozhrani elektroda-elektrolyt. Vlozenim elektrody do elektrolytu, dochéazi
k chemickym reakcim a tudiz i k nerovnovaze naboju. Tato nerovnovaha je ihned
vyrovnavana presunem ionti k elektrodé az do té doby, dokud se koncentrace naboji
nevyrovna. V okoli elektrody zacind vznikat dvojvrstva, ktera je tvorena kladné

nabitymi ionty a zaporné nabitymi ionty [17].

— (e ]—
o] —
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Obr. 2.2: Model impedance elektrody - Randlesiv obvod [17]

Néboje pres dvojvrstvu prechazeji, avsak prechod je zpomalovan rychlosti vymény
elektronti mezi ionty a elektrodou. Vyse popsany déj se nazyva odpor prenosu naboje
a na uvedeném modelu je to Ror. Jednda se o tzv. polarizacni odpor elektrodové
reakce. Fyzikdlni vyznam tohoto odporu odpovida smérnici polarizac¢ni krivky elek-
trodové reakce. Jeho hodnota je tedy funkci elektrodového potencidlu. S nartistajicim
prepétim elektrodové reakce a s nim spojenym zrychlenim kinetiky prenosu naboje
dochazi k jeho poklesu. Tento odpor je nelinearni a zavisi na napéti. Kvili tomu bylo
zavedeno limitni napéti, pro které je jeho chovani jesté linearni. Protoze Ror klesa
s frekvenci, limitni napéti s frekvenci stoupd [17]. Dilezitym blokem obvodu je War-
burgova impedance Zyy, kterd je zptisobena konecnou rychlosti difiize iontt z elek-
trolytu k elektrodé. Tato impedance Zy, spolu s Rer tvori Faradayovu impedanci.
Tento nahradni obvod, nazyvany taktéz Randlesuv, plati pouze pro idealni pripady
charakteristické tim, ze prenos naboje pres fazové rozhrani elektroda-elektrolyt neni
omezovan zadnym jinym déjem, pouze kinetikou prenosu naboje. V praxi je takovych

elektrodovych déji pouze omezeny pocet [17].

2.1.2 Kapacita dvojvrstvy

Jednim z parametr pri urcovani vlastnosti a popisu elektrod je kapacita dvojvrstvy,
anglicky double layer capacity. Rozhrani elektroda-elektrolyt predstavuje z elektro-
chemického hlediska nejzajimavéjsi misto celého systému, nebot praveé zde probiha
vlastni elektrochemicky déj. Pri vnoreni elektrody do roztoku elektrolytu se vytvari
na jeho povrchu tzv. elektricka dvojvrstva, kterd je slozena ze dvou opa¢né nabitych

vrstev. Nabity povrch elektrody tvofi tzv. vnitini vrstvu (potencial se zde méni
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linedrné se vzdalenosti od povrchu elektrody), k niz jsou elektrostatickymi a adsorp-
¢nimi silami pritahovany ionty prevdzné opacného znaménka (protiionty). Naboj
vnitini vrstvy neutralizuje naboj povrchu — tzv. vnéjsi vrstva (dochézi zde k ex-
ponencidlnim potencidlovym zménam). Jevy, kdy se elektricky nabité ¢astice pohy-
buji vaci disperznimu prostiedi, nazyvame jako jevy elektrokinetické. Jsou vyvolany
existenci elektrického nédboje na fazovém rozhrani mezi elektrodou a disperznim
prostiedim, diky némuz dochazi k usporadani opa¢nych naboji v blizkosti tohoto
rozhrani [37]. Pro popis elektrické vrstvy byly vytvofeny modely elektrické dvoj-
vrstvy - Helmholtziv, Gouyuv-Chapmanuv a Sterniav (Obr. 2.3).

Helmholtz vypracoval zakladni teorii usporadani elektrické dvojvrstvy. Tato
teorie byla zalozena na podobnosti s usporadanim deskového kondenzatoru, kde
naboj ¢astic tvoricich jednu vrstvu byl zcela vykompenzovan nabojem opacné na-
bitych castic, které se objevuji ve druhé vrstvé (Obr. 2.3 A). Tato teorie elektrické
dvojvrstvy neodpovidala skutec¢nosti a pozdéji byla doplnéna Goiiyem, Chapmanem
a Sternem [37].

Helmholtzova  pohybové pohybové rozhrani Sternova vrstva _ pohybové
vrstva N\, rozhrani J ! / rozhrani
) f . 1
(Pu A+ _: / (‘pn | " ¢ 7 :
- I + 1 7 |
-1 - - 1 Z !
! + -l - -l 7 -1
+ + | I 7 |
+ +\ 1 - 1 SIS I
= + \1 1 elektrokineticky?” |
+ + 1 potenciél 7 |
+ + 1 7 I
+ + I |
+ +- 1 Z !
+ + | 1 1
* + - 1 ]
x sle S X —le _ S X
vnitini difuzni vnitini  difuzni
vrstva vrstva vrstva vrstva
A B C

Obr. 2.3: Modely elektrické dvojvrstvy - Helmhotziv model (A), Gouyuv-
Chapmantv model (B) a Sterniv model (C) [38]

Podle Goiiyho a Chapmana nemohou ionty na povrchu cCastice vazat stej-
né mnozstvi protiiontti v protivrstvé, protoze tyto ionty se pohybuji vlivem difiize
a rozptyluji se tak v celém objemu kapaliny. K prvni vrstvé ionti je tedy poutan
pouze urc¢ity pocet protiionti. Zbyvajici ¢ast opacné nabitych ionti je soustiedéna
v tzv. vngjsi (difdzni) vrstvé, pri¢emz prvni vrstva iontu urcujici povrchovy naboj
koloidni ¢astice se nazyva vnitini (kompaktni) vrstva (Obr. 2.3 B). Goiiyho-Chapma-

nova predstava elektrické dvojvrstvy vsSak selhavala, jelikoz tito autori nepocitali se
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skuteénymi rozméry c¢astic [37]. Po této nepfesné predstavé pfisla nova teorie struk-
tury elektrické dvojvrstvy, kde byly zahrnuty i rozméry iont a specifické neelektrické
interakce iontl. Tento model navrhl Stern.

Podle Sterna jsou k vnitini vrstvé ionta pritahovany elektrostatickymi a ad-
sorpénimi silami ionty opacného znaménka (Obr. 2.3 C). Sternova vrstva (vrstva
protiionti tésné u povrchu) je tvorena ionty vazanymi prevazné adsorpénimi silami
a tvori kompaktni vnitini vrstvu. Nasleduje difuzni vrstva tvorena protiionty, které
se nachazi ve vétsi vzdalenosti od povrchu ¢astice a jsou pritahovany elektrostatic-
kymi silami. Pii pohybu ¢astice se kompaktni vrstva iontii pohybuje spolu s ¢astici,
naopak vrstva diftizni se s ¢astici nepohybuje. Rozhrani, které oddéluje pohyblivou

a nepohyblivou ¢ast elektrické dvojvrstvy se nazyva pohybové rozhrani [37].

2.1.3 Konstantni fazovy prvek (CPE)

Konstantni fazovy prvek, neboli CPE, je obvodovy prvek modelujici chovani dvoj-
vrstvy, kterd slouzi jako nedokonaly kondenzéator. Casto se pomoci CPE nahrazuji
kapacitory, a to z divodu nelinedrniho rozmisténi v systému. V nékterych systémech
se oCekava, ze Nyquistuv graf bude tvorit pilkruh se stfedem na ose x [52]. Ve vétsiné
pripadt je grafem opravdu oblouk kruhu, ale stfed nelezi na ose x, nybrz v urcité
vzdalenosti pod ni. Tyto pulkruhy byly vysvétleny radou jevi, v zavislosti na povaze
systému, ktery je stdle predmétem zkoumani. Vysvétlenim tohoto jevu jsou neho-
mogenni vlastnosti systému. Struc¢né receno, CPE miize byt uzitecnym modelovacim
prvkem, a to i v piipadé, ze skutetnd podstata systému je neznamé [52].
Matematicky je CPE popsan vztahem:
1

7= Y =Q°(jw)n (2.2)

kde Q° ma ¢iselnou hodnotu admitance (ﬁ) na w = 1 rad-s~!. Jednotky Q° jsou
[S-sn] [52]. Dusledkem této jednoduché rovnice je, ze fazovy ihel impedance CPE je
nezavisly na frekvenci a ma hodnotu - (90 x n)°. V pripadé, ze n = 1 dochéazi ke
stejnému pripadu, jako u rovnice impedance kondenzatoru, kde Q° = C.

1
7= Y = jw@° = jwC (2.3)

Pii n = 1 se CPE chova jako cisty kondenzator, ale jeho fazovy posun neni 90°,
ten bude pri vsech frekvencich mensi nez 90°, zatimco pii n = 0 se chova jako cisty
rezistor. CPE je ekvivalentni Warburgové impedanci v piipadé n = 0.5 [52].

Na Obr. 2.4 je zobrazen Nyquistuv graf obvodu, slozeny z CPE (symbolizovany

Q) a odporu (symbolizovany R). CPE zobrazuje v grafu primku, svirajici s osou x
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Obr. 2.4: Nyquistuv graf [52]

thel n x 90°. Odpor, ktery je v obvodu zapojen paralelné s CPE, je zobrazen v grafu
zelenou barvou. V tomto pripadé je stied pulkruhu pod osou x, v thlu (1-n) x 90°
[52].
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Obr. 2.5: Charakteristika elektrody v roztoku [52]

Charakteristiku jedné elektrody v kapalném roztoku obsahujici linedrni c¢ast se
sklonem 45° prezentovanou difuzi ionti k elektrodé, je zobrazena na Obr. 2.5. Prvni
¢ast ma tvar pulkruhu a popisuje prenos naboje pres dvojvrstvu. Tato ¢ast je po-
zorovatelna na vysokych frekvencich. Druha ¢ast ma tvar primky a popisuje kapa-
citni charakter latky a pozorujeme ji na nizsich frekvencich. Pokud je na diagramu
7 vetsi Casti zastoupena primkova cast, znamena to, ze k prenosu naboje dochazi
rychleji. Naopak, pokud je z vétsi casti v diagramu zastoupena pulkruhovitd c¢ast,

k prenosu naboje dochazi pomaleji [52].
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2.2 Voltametrické metody

Voltametrické metody radime mezi elektroanalytické metody. Je zakladni elektro-
chemickou metodou, ktera se vyuziva ke stanoveni rozpusténych latek ve vodnych
roztocich nebo rozpoustédlech. Méri se zavislost proudu, ktery protéka pracovni elek-
trodou, na potencialu, ktery se méni v ¢ase a vklada se na tuto elektrodu z vnéjsiho
zdroje [26]. Velikost proudu, ktery protéka elektrodou, je funkci jeho koncentrace

a je popsan rovnici 2.4.

I = f(cA) (2.4)

Namérené hodnoty se méri vici referencni elektrodé, zatimco zmény proudu se méii
proti pomocné elektrodé. Vysledna méreni jsou znazornéna jako polarizacni k¥ivka -
voltamogram (zavislost proudu tekouciho polarizovatelnou elektrodou na jejim po-
tencidlu). Piky na voltamogramu jsou charakteristické pro kazdou molekulu analytu,
lze z nich ziskat informace o kinetice prenosu naboje a vyska piku je primo timérna
koncentraci latky v roztoku a lze ji vyuzit ke kvantitativnimu hodnoceni. Mezi volta-
metrické metody patii linearni voltametrie, cyklicka voltametrie a diferencéné pulzni
voltametrie [28].

Elektrochemicky clanek je chemicky zdroj elektrického napéti, ktery se sklada ze
dvou materialii spojenych elektrolytem. V praxi mizeme pouzit dva druhy clanku.
Je to primarni elektrochemicky ¢lanek (galvanicky c¢lanek) a sekundarni elektro-
chemicky clanek (akumulator) [26]. Vzniklé napéti je elektromotorické a vznika
z rozdilu potencialii na elektrodach. Tyto elektrické potencialy jsou disledkem che-
mickych reakci mezi elektrolytem a elektrodami. Reakce mohou byt samovolné
nebo vyvolané prechodem elektrického proudu. Jakmile zapojime ¢lanek do obvodu,
uvnit? ¢lanku probéhnou reakce, kterymi se postupné snizuje energie a c¢lanek se
zacne vybijet. Jestlize se napéti na ¢lanku po vybiti neda znovu obnovit, mluvime
o takzvané ireverzibilni reakci (primarni elektrochemicky ¢lanek). Pokud se da ¢lanek
opét nabit, mluvime o reakci reverzibilni (akumulator). Kdyz ¢lankem prochazi elek-
tricky proud, projevuje se vnittni odpor ¢lanku a ten ma za nasledek snizeni napéti
c¢lanku [26]. Tento jev je popsan Ohmovym zakonem pro uzavieny elektricky obvod.

Elektrochemicky c¢lanek muze byt zdrojem pouze jednosmérného proudu.

U=U,—R;x 1 (2.5)

Ue ... elektromotorické napéti [V]
R; ... odpor zdroje €]
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I ... elektricky proud [A]

Meéreni probiha ve voltametrické cele pomoci elektrod, ampérmetru a voltmetru.
Schéma zapojeni voltametrie je uvedeno na Obr. 2.6. Elektrody jsou pracovni a re-
ferenéni (dvouelektrodové zapojeni) nebo mohou byt pritomny i elektrody pomocné
(tfielektrodové zapojeni). Voltmetrem méfime napéti, které je vkladéano na pracovni
a referencni elektrodu. Pritomny proud, ktery prochazi ¢lankem, je naopak méfen

ampérmetrem [26].

A
Pracovni Pomocna
elektroda V H elektroda
Referenéni
elektroda

Obr. 2.6: Schématické zapojeni tiielektrodového systému [27]

2.2.1 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie je dynamicka voltametrickd metoda odvozena od polarografie.
Méreny povrch je ponoten do elektrolytu (pufry, KNOj, atd.) a tvoii pracovni elek-
trodu. Mezi pracovni a pomocnou elektrodou proudi elektricky proud a napéti na
pracovni elektrodé je nastavovano vzhledem k referencni elektrodé [29]. Zkoumany
material je podroben potencidlu vlozeném na elektrody a to tak, Ze potencial je
zvySovan (linearné) od zac¢atku ke "zlomovému"potencialu (tzv. dopredny (forward)
scan). Nésledné klesd az k findlnimu potencidlu (tzv. zpétny (reverse) scan) a tvori
jeden cyklus tzv. ,potencidl trojihelnikového tvaru“ (Obr. 2.8). Odezvou systému
je tzv. polariza¢ni kiivka (voltamogram), neboli zdvislost proudu protékajiciho elek-
trodou na jejim potencidlu, coz ukazuje Obr. 2.7. Tato krivka byva téz nékdy oz-
nacovana jako elektrochemické spektrum systému [29)].

Klicovymi parametry CV jsou mezni hodnoty vlozeného potencidlu a rychlost,
s jakou je potencidl ménén, tj. skenovaci rychlost (scan rate). Poc¢atecéni potencidl je
zpravidla shodny s kone¢nym potencidlem a rychlost, s jakou je méren, urcuje ¢asové

okno experimentu. Prumérnd rychlost zmén potencidlu se pohybuje od 20 mV /s do
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Proud

Napéti

Obr. 2.7: Cyklicky voltamogram [29]

1 V/s a zavisi hlavné na plose elektrody [28]. Jde-li potenciél vlozeny na elektrody
z vyssi hodnoty smérem k hodnoté nizsi, dochazi k redukci této latky. Naopak pri
prechodu z nizsi na vyssi hodnotu dochazi k oxidaci. Voltamogram adsorbované

latky je proto symetricky podle proudové osy.

Potencial
o
|
|

Obr. 2.8: Prubéh trojihelnikového potencidlu [30]

Elektrolyza probiha pouze v mala vrstvé v okoli elektrody, proto je mozné ziskat
z jednoho méreného materialu neomezeny pocet voltamogramii. Pro méreni voltamo-
gramu se nejcastéji pouziva tiielektrodové zapojeni (Obr. 2.6) a pro jeho zapojeni je
potieba tii elektrod. Pracovni (working - Pt, Au), referenc¢ni (reference - kalomelova,

argentchloridovd) a pomocnd (auxiliary - Pt plisek) [26].
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2.2.2 Diferencné pulzni voltametrie

Pulzni voltametrie (polarografie) patii mezi moderni elektroanalytické metody a Cas-
to se vyuziva ke zjistovani reverzibility elektrodového déje. Diferenéné pulzni voltame-
trie (DPV) je citlivd a cennd metoda umoznujici pristup ke zkoumanym elektro-
chemickym vlastnostem pfedevsim modifikovanych vrstev na povrchu nanostruk-
turovanych elektrod a umoznuje charakterizovat jejich vodivé vlastnosti. DPV je
nejvyuzivanéjsi pulzni metoda, pri které je potencial linedrné s ¢asem ménén po-
moci prikladaného napétového pulzu. Méri se zde rozdil proudii tésné pred pocatkem
pulzu a tésné pred koncem pulzu. Diferencni pulzni voltametrii 1ze stanovit koncen-
trace analytd az 10~8mol-171. Amplituda pulzu se pohybuje od 10 mV do 100 mV
a doba trvani pulzu je fadové v desitkach ms (Obr. 2.9). Registruje se rozdil proudu
mezi pracovni (rtutovou) elektrodou a pomocnou (platinovou) elektrodou zmérenych
tésné pred vlozenim pulzu a na jeho konci. Zavislost rozdilu proudii na potencidlu
prochazi maximem a ma tvar piku. Poloha piku na potencidlové ose je dana kvalitou

analytu, jeho vyska zavisi na koncentraci [39].

E[V] ITA]
S0
10
Eli)
20
pocatecni
cas 0
t [s] 06 o5 04 03 02 o1 U V1

Obr. 2.9: Charakter vkladaného potencialu s vyslednym pribéhem voltamogramu
[39]

2.3 Skenovaci elektronovy mikroskop

Pro zhodnoceni spravnosti vyrobeného nanostrukturovaného predmétu (v tomto pri-
padé nanostrukturované elektrody) se nelze obejit bez kvalitnich zobrazovacich tech-
nik (mikroskopt). Pri vybéru se musi dbat hlavné na to, aby pozorovana struktura
byla viditelna, tudiz zvétSeni musi byt co nejvétsi. Néekdy je potrebné i zvétseni az

1000000 x. Z toho vyplyva, ze nelze pouzit svételny mikroskop, u kterého je mozné
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dosdahnout pouze 1000 x zvétseni. Musi se tedy volit takovy mikroskop, ktery je
schopen toto zvétseni poskytnout. Nejlepsi volbou jsou elektronové mikroskopy.
schopnost, kterd je imérna vinové délce pouzitého zareni. RozliSovaci schopnost je
schopnost zafizeni, kterd je dana minimalni vzdalenosti dvou jesté rozlisitelnych
bodi (Rayleighovo kritérium) [5].

Xmin = 0,61 X A\/n X sin 0 (2.6)
kde

A ... vlnova délka svétla
n ... index lomu prostredi

6 ... polovicni thlova apertura cocky [5]

Jelikoz elektrony maji nékolikandsobné kratsi vinovou délku (az 10° x) nez ma
svétlo, bude mit elektronovy mikroskop vyssi rozliSovaci schopnost nez svételny
mikroskop a miize tedy dosdhnout mnohem vétsiho zvétseni. Mezi ty nejpouzi-
vanéjsi patii TEM (transmisni elektronova mikroskopie) a SEM (skenovaci elek-
tronova mikroskopie). V této praci byla vyuzita skenovaci elektronovd mikroskopie
[4].

Paprsek elektronti se u SEM soustreduje soustavou ¢ocek do co nejmensiho mista
(prumér 5 - 10 nm), ktery dopada na pozorovany vzorek. Pomoci vychylovacich civek
rastruje paprsek elektronti po rfadcich po povrchu pozorovaného vzorku. Dopadem
paprsku na vzorek, jsou z néj vyrazeny sekundarni elektrony, které jsou pritahovany
k detektoru a dopadaji na scintilator s fotonasobic¢em. Z fotonasobice vychézi elek-
tricky signdl, ktery je zesilen a urcuje intenzitu elektronového paprsku na obra-
zovee [5]. Skenovaci elektronova mikroskopie ma rozliseni 0.5 nm a zvétseni 10 x az
1000000 x.

2.4 Méreni kontaktniho ihlu

Meéfteni kontaktnich thlu poskytuje lepsi porozuméni interakcim mezi pevnou latkou
a kapalinou, ¢i mezi nemisitelnymi kapalinami [54]. Interakce mezi pevnou latkou
a kapalinou hraje hlavni roli v porozuméni chemickych a fyzikalnich procesti v mnoha
oblastech. Adheze mezi riznymi kompozitnimi strukturami (sklo-kov, kiize-tkanina,
dfevo-papir) a smaceni na substratu lze dosdhnout pomoci méreni kontaktniho thlu.

Kontaktni thel vznikd pii interakci kapalin s pevnymi latkami. Je-li systém
v klidu, vzniké staticky kontaktni tihel, je-li v pohybu, vznika dynamicky. Systém

v klidu je v rovnovaze, tedy ve stavu nizkoenergetickém. Stabilni rovnovaha vzniké,
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je-li pevna latka homogenni, planarni a nedeformovana. Pak se formuje rovnovazny
kontaktni tihel. Je-li pevna latka heterogenni, systém se muze nachazet v metastabil-
nich stavech a kontaktni tihel se pak nazyva metastabilni. V metastabilnich stavech
je O, vétsinez ©, (Obr. 2.11), v pfipadé rovnovaznych kontaktnich ihlu jsou totozné
[53].

Obr. 2.10: Smacivost povrchu [53]

Realné povrchy nejsou zcela hladké a jsou heterogenni. Kapalina muze na téchto
povrsich zaujmout stabilni rovnovahu (stav s minimélni energii) nebo rovnovdhu
metastabilni. Na idedlnim hladkém homogennim povrchu je rovnovazny kontaktni
thel roven ,Youngovu“ kontaktnimu thlu [53]. Vztah mezi timto dhlem smdaceni

O a jednotlivymi mezifazovymi energiemi je dan Youngovou rovnici:
VLG X c0sO = ys¢ — Ysi (2.7)

kde v.q a vs¢ jsou povrchové energie kapaliny, popt. tuhé latky, vg; je mezifazova
energie na rozhrani tuha latka-kapalina (Obr. 2.10).

Uhel smécen{ je jednou z méla p¥mo méfitelnych vlastnosti fazového rozhrani
pevnd latka/kapalina/plyn. Idealni je pevny, dokonale rovny, chemicky homogenni
povrch. Problémy mohou vytvatret mikrotrhliny, vady materialu (poruseni homoge-
nity nebo chemického slozeni), drsnost povrchu. Tyto kritéria je velmi tézké zajistit.
Problematické je zajistit predevsim homogenitu povrchu, kvili pritomnosti necistot.
A pravé homogenita povrchu ovliviiuje adhezi, adsorpci a smacivost povrchu.

Rada technologickych procesti (napf. ¢isténi, barveni, lepeni) je zévisla na tom,
jak dobre kapalina smaci povrch tuhé latky. Tato schopnost je kvantifikovana hod-
notou kontaktntho thlu, jehoz hodnota mtze byt ovlivnéna radou faktori [55].
Patii mezi né kvalita povrchu - drsnost, vyskyt mikrotrhlin a vad materialu, schop-
nost rozestirani kapaliny na povrchu adsorpci latek pritomnych v plynné fazi na
povrchu tuhé latky, hystereze thlu smaceni. V automobilovém a stavebnim pramyslu

je potreba optimalizace mezifazového napéti a méreni sily interakce pomoci uziti

37



Nesmacivy  Spatné  Dostateéné Vyborné

povrch SMACivy  smacivy smacivy

(6 = 90°) povich  povrch povrch
(B=00°) (8<90°) (B <<90°)

Obr. 2.11: Rozdéleni povrchu dle smacivosti v zavislosti na kontaktnim dhlu © [54]

sty¢nych thla. Dale pak vyuziti v papirnictvi, pfi vyrobé polymerovych potravi-
narskych balicich folii, v leteckém primyslu a vyrobé sportovnich potreb. V tex-
tilnim pramyslu vse od kobercovych vlaken po chirurgické rukavice obsahuje pro
ochranu textilnitho materialu tpravu povrchu, jakou jsou antistatické ¢i skvrnam

zabranujici natéry [55].

Obr. 2.12: Rozdil ve smacivosti odlisnych povrchti - pokud je kontaktni tihel na hlad-

kém povrchu vétsi nez 90°, kontaktni tthel na nanostrukturovaném povrchu vzroste

Pri méreni kontaktniho thlu smaceni nastava mnoho vlivi, které je potireba kom-
penzovat nebo s nimi jinak pocitat. Vzorek je nutné ptipravit, nesmi byt znecistén,
zamastén, ohmatan ¢i mechanicky poskozen. Bylo vyvinuto nékolik postupt a metod
pro méreni kontaktniho uhlu. Dnes jsou nejcastéji pouzivané dva postupy. Méreni
statického kontaktniho tthlu a méreni dynamického kontaktniho thlu. Existuje néko-
lik metod primého a nepfimého méreni kontaktniho tthlu. Mezi nepiimé metody patii
kapildrni elevace na svislé desticce a vyvazovani Wilhelmyho desticky. Mezi ptimé
metody méreni patii méreni tthlu na naklanéjici se desticce a méfeni kontaktniho
thlu na prisedlé kapce nebo bubliné, kde thel je méfen z profilu kapky pomoci

goniometrického okuldru nebo kamery [55].
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3 PRAKTICKA CAST

Prakticka ¢ast diplomové prace byla zaméfena na samotnou vyrobu povrchové upra-
venych elektrod. Povrch byl modifikovan zlatymi nanoty¢inkami vyrobenymi elek-
trochemickou depozici zlata na predem vyrobeny kifemikovy substrat. Dale byly
vyrobeny solid-amalgamové elektrody modifikované rtuti, ¢imz vznikl unikatni nano-
strukturovany amalgamovy povrch. Elektrodepozice probihala pomoci systému s fize-
nym obéhem elektrolytu a predchazela ji anodizace W /Al vrstev. Déle nasledovala
charakterizace v elektronovém mikroskopu a modifikace kyselinou 11-merkaptoun-
dekanovou. Dalsim krokem byla modifikace biolatkou BSA. Poté probihalo méfeni ve
Faradayové kleci s trielektrodovym zapojenim metodou elektrochemické impedancni
spektroskopie, cyklické voltamterie a diferencné pulzni voltametrie. Nakonec bylo
provedeno meéreni kontaktniho tithlu, byly sestaveny nahradni elektrické obvody a vy-
pocitany simulace. Vysledné hodnoty byly zpracovany a diskutovany.

Tato diplomova prace se zabyvala az vyslednou vyrobou nanostrukturovanych
elektrod, tudiz zde nebyla zahrnuta vyroba kiemikovych substrati, které byly v této

préaci pouzity.

3.1 Pouzity material

Pro vyrobu elektrod byly pouzity tyto roztoky:

1. fosfatovy pufr o pH = 7 (lepténi)
K pripravé tohoto pufru bylo pottreba 1,5601 g NaH,PO, - 2H,O + 100 ml
demi vody a 1,7799 g NaoHPO, - 2H50 + 100 ml demi vody. Z prvniho roztoku
bylo pipetou odebrano 19 ml a z druhého stejnym zptsobem odebrano 81 ml,
vzniklych 100 ml bylo smichano se 100 ml demi vody. Vysledny roztok byl
promichén a pro kontrolu bylo zméteno pH pomoci pHmetrem. Koncentrace
pufru byla 0,1 M (mol-171).

2. zlatici roztok
Roztok byl pripraven smichanim 0,6 g K[Au(CN),] s 0,232 g H3BO3 a 100 ml
demi vody.

3. vysledné leptani masky
Vysledné leptani masky probihalo v leptadle pripraveném z 3 g CrOs, 5 ml
HsPO, a 100 ml demi vody.

4. roztok rtuti
Rtut byla deponovéana z roztoku 0,1 M HCIO4 (70%) + 5 mM Hg(CH3COO).
+ 100 ml dems vody.
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Pro méfteni elektrod byly pouzity roztoky:

1. fostatovy pufr o pH = 7.5
Pufr potirebny k méreni elektrochemické impedanc¢ni spektroskopie a dalsich
charakterizacnich metod akumulovanych elektrod byl pripraven z 1,7799 g
NasHPO, - 2H50 + 100 ml demi vody a 1,3609 g KHsPO4 + 100 ml demsi
vody. Prvni roztok byl smichédn s druhym v poméru 61:39. Vysledna koncen-
trace pufru byla 0,1 M (mol-17!).

2. roztok Fe(CN)g3~/4-
Tento roztok byl vyuzit pro méreni zlatych hladkych elektrod a nanostruk-
turovanych zlatych elektrod. Nejdiive byl pripraven roztok KCl, ktery vznikl
smichanim 3, 728 g KCl's 0, 5 1 vody. Déle bylo odvéazeno 0, 03293 g Ks[Fe(CN)g]
a 0,04222 g K4[Fe(CN)g]. Obé odvazené latky se poté smichaly se 100 ml roz-
toku KCI. Tim vznikl potifebny roztok o koncentraci 2 mM.

3. roztok ruthenia
Roztok ruthenia byl pouzit pro méreni amalgamovych elektrod. Bylo potreba
pripravit acetatovy pufr, slozeny s 0,1 M roztoku kyseliny octové a 0,1 M roz-
toku acetatu sodného. Tyto latky se smichaly v takovém poméru, aby vysledny
acetatovy pufr mél pH = 5,1. Nakonec se ruthenium smichalo s acetatovym

pufrem v poméru 1:10.
V této praci byly pouzity tyto latky:

(a) kfemikovy substrat s napraSenou, popr. napafrenou vrstvou W /Al
(b) deionizovana voda (Millipore Corp., USA)
(c) dihydrogenfosfore¢nan sodny NaH,PO, - 2H,O (156,01 g-mol™!, Fluka,

Némecko)

(d) hydrogenfosfore¢nan disodny Nay,HPO, - 2H,O (177,99 g-mol~!, Fluka,
Némecko)

(e) kyselina $tavelovd CoHyOy4- 2H20 (90,03 g-mol™!, Penta, Ceska repub-
lika)

(f) kyselina fosforeéna HsPOy4 (98,00 g-mol~!, Penta, Cesk4 republika)
(g) dihydrogenfosforetnan draselny KH,PO, (136,09 g-mol~!, Fluka, Némecko)

(h) dikyanozlatan draselny K[Au(CN),] (288,00 g-mol~!, Safina, Ceska re-
publika)

(i) kyselina borita HsBOs (61,83 g-mol~', Penta, Cesk4 republika)
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(j) kyselina chloristd HClO, (100,46 g-mol~!, Penta, Ceska republika)
(k) octan rtutnaty Hg(CH3COO), (318,68 g-mol~!, Penta, Ceské republika)
(1) oxid chromovy CrOz (99,99 g-mol~!, Penta, Ceské republika)
(m) absolutni ethylalkohol CoH5OH (46,07 g-mol~!, Penta, Ceska republika)
)

(n) 11-merkaptoundekanovd kyselina HS(CHy);10COOH (218, 36 g-mol~!, Sigma
Aldrich, USA)

(o) chlorid draselny KCI (74,55 g-mol™!, Penta, Ceské republika)

(p) hexakyanozeleznatan draselny K [Fe(CN)g] (368,35 g-mol™!, Sigma Aldrich,
USA)

(q) hexakyanozelezitan draselny Kz[Fe(CN)g] (329,24 g-mol™!, Sigma Aldrich,
USA)

(r) kyselina octova CHsCOOH (60,05 g-mol~!, Penta, Ceska republika)
(s) acetét sodny CH3COONa (82,04 g-mol~!, Penta, Ceska republika)
(

t) bovine serum albumin (66430 g-mol~!, Sigma Aldrich, Némecko)

)
)
)
(u) ruthenium

3.2 Vyroba zlatych nanostrukturovanych elektrod

Vyroba nanostrukturovanych elektrod probihala metodou anodizace W /Al vrstev
s naslednou galvanickou depozici zlata. Nejdrive byl vyroben novy substrat (wafer)
typu ,sandwich“. Zékladem byla vrstva SiOs (500 nm) na ném nanesena adhezni
20 nm vrstva titanu, dale 200 nm vrstva wolframu a vrchni (napafena, resp. napra-
sena) 100 nm vrstva hliniku, kterd slouzila jako substrat pro vytvoreni nanoporézni
masky. Byla pouzita taktéz 300 nm a 500 nm vrstva hliniku.

= — LLLI L1110 L

Obr. 3.1: Rist porézni masky [35]

Na Obr. 3.1 je zobrazen proces vyroby nanostrukturované elektrody. Prvnim
krokem byla anodizace 0,1 M kyselinou stavelovou pii napéti 53 V, ktera zformovala
nanoporézni masku z Al,O3 (Obr. 3.1 A). Vznikly pory, které se vytvarovaly do

hexagonalni struktury (Obr. 3.1 B). Déle se hlinikova vrstva zacala spotiebovavat
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az do doby, kdy doslo k postupnému prorustani WOs struktur do vzniklych péra
(Obr. 3.1 C).
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Obr. 3.2: Schéma vyrobniho pracovisté

Néasledné byly selektivné odleptany vzniklé WO3 struktury fosfatovym pufrem
a v povrchu wolframu vznikly struktury ,jamky“ (Obr. 3.1 D). Do téchto ttvart bylo
galvanicky nadeponovano zlato z roztoku dikyanozlatanu draselného K[Au(CN)y]
(Obr. 3.1 E). Poslednim krokem bylo odstranéni nanoporézni masky, ¢imz doslo
k vytvoreni samostatnych zlatych nanotycinek (Obr. 3.1 F). Na Obr. 3.2 je zobrazeno

schéma vyrobniho pracovisté anodizace a depozice.

3.2.1 Anodizace W/Al vrstev

Anodizace je chemicky proces, pri kterém se vytvari na povrchu odolnd chemicka

vrstva oxidu. Tato vrstva se zacala vytvaret na zacatku procesu anodizace a na
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anodizacni kiivce se projevila rapidnim vzestupem proudu (graf na Obr. 3.3). Déle
dochéazelo k formovani nanopéri, coz se projevilo mirnym ristem proudu a nasle-
doval kontinualni riist nanoporézni masky, jenz je znazornén poklesem proudu. Ve-
likost napéti bylo konstantné nastaveno na 40 V a sledovalo se klesani proudu, ktery
byl v pribéhu méreni proménny.

ANODIZACNI KRIVKA
I
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Obr. 3.3: Anodizacni kiivka u nanoporézni masky Al 100 nm

Anodizace byla provadéna za teploty 10 °C roztokem kyseliny stavelové (COOH),
o koncentraci 0,3 M. Cirkulace (COOH), byla fizena membranovym cerpadlem
STEPDOS 08 S s pritokem 80 ml-min~!. P¥i anodizaci dochézelo k priiniku kys-
likovych ionti pres tenkou bariéru na dné kazdého péru (Obr. 3.1 C), ¢imz se
preménoval hlinik na oxid hlinity. Primeér téchto nanopori se pohyboval v rozmezi
10-150 nm a zavisel na tloustce hlinikové vrstvy a pouzitém proudu. Tim se postupné
vytvorila porézni maska AlyO3. Vyslednd doba anodizace byla 130 sekund u 100 nm
vrstvy hliniku, 360 sekund u 300 nm vrstvy hliniku a 450 sekund u 500 nm vrstvy
hliniku. Pri tomto ¢ase dochéazelo ke vzniku nejvétstho poctu WOj3 struktur. Po

anodizaci byly vzorky oplachnuty v demi vodé a nasledné osuseny.

Obr. 3.4: Detailni pohled na proces anodizace - kontakt teflonové hlavy

(d = 9,25 mm) se substratem
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Dalsim krokem bylo odstranéni WO5 struktur vyleptanim ve 25 °C fosfatovém
pufru o pH 7 po dobu dvanacti minut.

Prabézna charakterizace povrchu ve skenovacim elektronovém mikroskopu byla
dilezita z divodu kontroly spravnosti vyroby a nezbytného vakua, které slouzilo
k poradnému vysuseni vzorki. Odstranéni vody v masce bylo klicové pro zabranéni
delaminace pTi procesu elektrochemické depozice. Po vysuseni ve vakuu tedy mezi

péry nezustavala zadna tekutina a snizovalo se tim riziko odtrzeni masky.

3.2.2 Elektrodepozice zlatych nanostruktur

Na takto modifikovany povrch bylo nadeponovano zlato z roztoku dikyanozlatanu
draselného K[Au(CN),] metodou elektrodepozice. Pro tuto elektrodepozici byl tak-
téz vyuzit systém s Tizenym obéhem roztoku ovladany membranovym cerpadlem
STEPDOS 08 S, priitok byl snizen na 30 ml-min=!.

Pro spravnou vyslednou homogenitu povrchu elektrody byla pouzita pulzni de-
pozice, kde vrstva wolframu slouzila jako katoda, zatimco jako pomocna elektroda
byla zlatd anoda. Mezi obé tyto elektrody byl pfrivadén konstantni proud. Zlaté
anionty byly pritahovany katodou, zacalo jejich vylucovani na povrchu elektrody

a vytvareni zlatych nanotycinek. Zdrojem pulzii byl pulzni generdtor, ktery byl fizen

6l
400 ms
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1

Napéti [V]
n

1600 ms

o

SN

1 1 1 1
1000 2000 | 3000 4000 5000
Cas [s]

Obr. 3.5: Napétové pulzy

pomoci softwaru vyvinutého v prostiedi LabView (autor programu Ing. Vratislav
Harabis, Ph.D.). Proudovy signél, vysilany z pulzniho generatoru, byl ovliviiovan
napétovymi pulzy o velikosti 5 V (Obr. 3.5). Velikost proudu byla zvolena na 10 mA,
délka pulzu 400 ms s periodou 2 s. Systém lze provozovat jak v proudovém, tak i v na-
pétovém rezimu.

U 100 nm vrstvy byl zvolen pocet pulzti 10 - 15 a u 300 a 500 nm vrstvy 45

pulzu (Obr. 3.5). Pii pouziti malého mnozstvi pulzti nebyla vétsina péra vyplnéna,
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naopak pri vysokém poctu pulzti dochazelo k predeponovani povrchii, coz se pro-
jevovalo shlukovanim tyc¢inek (Obr. 3.6 (b)). Délka vytvorené nanostruktury byla
ve vysledku piimo timérna velikosti proudové hustoty a casu elektrodepozice. Nasle-
dovalo odtranéni masky v 55 °C leptadle CrOs + H3PO,. Odtranovani probihalo po
dobu deseti minut.

Pro zjisténi primeérné rychlosti leptani bylo potireba zvolit dobu leptani na 3, 4
a 5 minut. Z odleptané vysky masky se na zakladé dané doby leptani vypocitala
primérnd rychlost leptani, kterd byla 1,11 nm-s~.

Poslednim krokem byla SEM charakterizace vyslednych elektrod s nadepono-

vanym zlatem.

KV WD:2972 mm Lo ol " MIRAW TESCAN
Viewfield: 5417 ym  Det: InBeam s
SEM MAG: 40.00 kx

SEMHV: 15.00 kv WD: 2.723 mm MIRAW TESCAN
Viewfield: 2.709 um  Det: InBeam 7
SEMMAG: 80.00 kx

LabSensNanon LabSensNanon

Obr. 3.6: SEM snimek nanostrukturované elektrody (Al 500 nm), doslo k lokalnimu

odtrzeni masky (a), shlukovani zlatych nanotyc¢inek (b)

Na Obr. 3.6 (a) je zobrazen SEM snimek nanostrukturované elektrody. Kvuli
vysokému poctu pulzii doslo k lokdlnimu odtrzeni masky, proces depozice se nevy-
datil a elektroda se stala nepouzitelnou. Pii spravném poctu pulzii vznikly nano-
tyc¢inky na povrchu elektrody, které jsou zobrazeny na Obr. 3.7. Priumérna vyska
téchto nanotyc¢inek zavisela na velikosti pouzité Al vrstvy. U 100 nm vrstvy hliniku

se vyska pohybovala v rozmezi 50 - 80 nm, u 500 nm vrstvy v rozmezi 150 - 450 nm.
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- s
SEMHV: 15.00 kv WD: 12.35 mm MIRAW TESCAN
View field: 2.167 um Det: SE 7
SEM MAG: 100.00 kx

SEM H: 15.00 kv WD: 5.598 mm MIRAWTESCAN
View field: 2.167 um Det: InBeam 7
SEM MAG: 100.00 kx

LabSensNanon LabSensNanon

Obr. 3.7: SEM snimky zlatych nanoty¢inek - Al = 500 nm (a) a Al = 100 nm (b)

3.3 Vyroba solid-amalgamovych nanostrukturova-

nych elektrod

Pocatecni vyroba solid-amalgamovych nanostrukturovanych elektrod probihala stej-
nym zpusobem, jako tomu bylo u zlatych nanostrukturovanych elektrod (podkapitola
3.2). Po nadeponovani zlata ze zlaticiho roztoku vyroba déle pokracovala dvémi
rozdilnymi postupy (Obr. 3.8).

M L
U wm

Obr. 3.8: Schéma vyroby nanostrukturované amalgamové elektrody

Na takto nadeponovanou elektrodu byla v prvnim postupu (Obr. 3.8 a) nade-

ponovana rtuf, ktera se sloucila se zlatem za vzniku amalgamu. Poté byla odleptana
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nanoporézni maska v roztoku CrOs + H3PO,, ¢imz vznikly zlaté nanotycinky s amal-

gamovymi Spickami (Obr. 3.8 b), které odpovidaly morfologii zlatych nanoty¢inek
(viz Obr. 3.9 (a) a (b)).

&
WD: 3.955 mm MIRAW TESCAN
N

View field: 2.167 um Det: InBeam
SEM MAG: 100.00 kx

SEMHV: 15.00kv  WD: 2974 mm I MIRAY TESCAN
View field: 2.167 pm  Det: InBeam 500 nm h
SEMMAG: 100.00 kx LabSensNanc n

LabSensNano n

SEMHV: 15.00 kv WD: 3.149 mm MIRAWN TESCAN
View field: 2.168 pm  Det: InBeam 500 nm 'l
SEM MAG: 99.95 kx

9 & o 1
SEMHV: 15.00 kv WD: 4.028 mm MIRAW TESCAN
View field: 2.167 um Det: InBeam h
SEM MAG: 100.00 kx

LabSensNanon LabSensNanon

Obr. 3.9: Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) - nadeponované
zlaté tycinky (a), nadeponovand rtut postupem 1. (b), nadeponovana rtut postupem

2. (c), predeponovana rtut (d)

Druhy typ pripravy spocival v selektivnim leptani nanoporézni masky v roz-

toku CrO3 4+ H3POy4 po dobu 1,5 minuty a vytvoreni rozsifené nanoporézni masky

47



(Obr. 3.8 ¢), do které byla nadeponovana rtut za vzniku sférickych atvara (Obr. 3.8 d).
Nakonec byla opét odleptana nanoporézni maska v roztoku CrOz + H3PO4 po
dobu 5 minut, ¢imz vznikly zlaté nanotycinky s kulickami rtuti na svém povrchu
(Obr. 3.8 e). Vyslednd struktura je zobrazena na Obr. 3.9 (c). Pii pfedeponovani
(Obr. 3.9 (d)) vznikaly klastry nanotycinek spojené amalgamovym blokem o velikosti
cca 3-5 pm.

Doba leptani byla nejdiive zvolena na 10 minut, avsak pii této dobé doslo
k odleptani celé nanoporézni masky a tycinky zacaly padat a vytvaret , klastry*
(Obr. 3.10 (a)). Z toho duvodu byla doba zkracena na 5 minut, nedoslo k odleptani
celé nanoporézni masky a tim padem nedochazelo k shlukovani tycinek (Obr. 3.10 (b)).

(b)

Obr. 3.10: Rozdilnost v dobé leptani

3.4 Modifikace elektrod

Po tspésné vyrobé nanostrukturovanych zlatych a amalgamovych elektrod doslo k je-
jich biomodifikaci. Pfed samotnou akumulaci biolatky byla nutna aktivace zlatého

povrchu pomoci kyseliny 11-merkaptoundekanové (MUA).

O

PN

HS-CHa(CH,)gCHs~ “OH

Obr. 3.11: Chemicka struktura kyseliny 11-merkaptoundekanové

Tato kyselina byla pouzita jako most pro navazani zvolené biolatky (v tomto
pripadé BSA). Pro vyrobu bylo nutné rozpusténi MUA v absolutnim ethylalkoholu
(ethanolu). Koncentrace byla zvolena na 5 mM. Tedy pfi zvoleném objemu ethanolu
200 ml bylo pouzito 0,218 ¢ MUA. Akumulace elektrod probihala v Petriho misce
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nebo v mérici cele po dobu 24 hodin. Na Obr. 3.11 je zvyraznéna thiolova skupina
- SH, kterou se kyselina vaze pomoci silné kovalentni vazby na zlaty, popt. amal-
gamovy povrch elektrody. Po vytazeni elektrod z roztoku MUA bylo nutné jejich
oplachnuti v absolutnim ethanolu pro odstranéni nenavazanych molekul MUA.

Po aktivaci nanostrukturovaného povrchu elektrody doslo k jeji modifikaci bio-
latkou. Jako modelovy protein pro detekci byl zvolen bovine serum albumin. Aku-
mulacni roztok BSA byl pripraven smichdanim BSA s demi vodou, popftipadé s fos-
fatovym pufrem. Mnozstvi BSA v roztoku zaviselo na zvolené vysledné koncentraci.
Byla zvolena koncentrace c,, = 0,5 g-17!, tedy mnozstvi BSA na 100 ml vody bylo
0,05 g. Akumulace probihala v Petriho misce, popfripadé piimo v mérici cele, doba
byla zvolena na 10 minut.
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4 CHARAKTERIZACE

Vyrobni postup nanostrukturovanych elektrod modifikovanych zlatymi nanotycin-
kami a amalgamem i s naslednou modifikaci BSA byl popsan v podkapitole 3.2
a 3.3. V této kapitole jsou diskutovany vysledky z elektrochemického méreni, tak-
téz vysledky z mereni kontaktniho ihlu a zobrazeny sestavené nahradni elektrické
obvody. Cely postup vyroby a charakterizace probihal na pracovisti CEITEC na
Technické 10, Brno.

4.1 Elektrochemicka méreni

Jako zobrazovaci technika byl pouzit skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) Tescan
MIRA LMU II. Vzorky byly méfeny elektrochemickou impedanéni spektroskopii,
cyklickou voltametrii a diferen¢né pulzni voltametrii pomoci ptistroje MetroOhm
pAutoLab III ovladaného pres pocitacovy program NOVA 1.10 . Samotné meéreni

probihalo v teflonové cele s tifelektrodovym zapojenim (Obr. 4.1).

Ag/AgCl ___ Platinova
elektroda elektroda

Meéfici roztok

Kontakt pro pfipojeni
pracovni elektrody

Méfeny vzorek

(b)

Obr. 4.1: Méreni ve Faradayové kleci (a), fez teflonovou celou (b)

Jako elektroda referenéni byla pouzita argentchloridova elektroda (Ag/AgCl),
pomocna elektroda byla platinova a pracovni elektrodou byl méreny vzorek. Méricim
roztokem byl fosfatovy pufr o pH 7,5, roztok Fe(CN)*~/4~ a roztok ruthenia (pod-
kapitola 3.1). Pfed kazdym méfenim probihal rychly scan elektrod z duvodu jejich
procisténi a minimalizace chyb pfi nasledném méteni. Méteni probihalo ve Fara-
dayové kleci, ktera slouzila k tomu, aby minimalizovala nebo dokonce rusila pu-

sobeni elektrostatického pole uvnitt klece. Tim nedochézelo k chybnému méteni
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zptisobeného vnéjsim okolim.

Elektrochemickou impedancni spektroskopii byly méfeny vzorky v rozsahu frek-
venci od 1 Hz do 500 kHz, amplituda byla nastavena na 0,06 V, pocet frekvenci
byl 50 a integracni ¢as 0,125 s. Pii méfeni zlatych nanostrukturovanych elektrod
cyklickou voltametrii byl nastaven rozsah napéti od —0,4 V do 0,7 V a u solid-
amalgamovych elektrod od —1,1 V do 0,2 V, step potencidl 0,00244 V a skenovaci
rychlost 0,1 V/s. Diferencné pulzni voltametrie byla nastavena v rozmezi napéti od
-0,4 'V do 0,7 V u zlatych nanostrukturovanych elektrod aod —1,1V do 0,2 V u solid-
amalgamovych elektrod, step potencial 0,0005 V, modulacni amplituda 0,1 V, mo-
dula¢ni ¢as 0,025 s a skenovaci rychlost 0,00667 V/s.

250

T T T T T T T
——nanostruktura 0oz —Cisté zlato
——¢isté zlato —nanostruktura

0.0151

2001
0.01

0.0051

Proud [LA]

-0.008

-0.01F
50F
-0.0151

-0.02

0 50 100 150 200 250 04 02 0 0.2
Re [k2] Potencial [V]

(a) (b)

I
0.4 0.8 0.8

Obr. 4.2: Nyquistuv diagram pro nanostrukturovanou a hladkou elektrodu (a) a cyk-

licka voltametrie pro nanostrukturovanou a hladkou elektrodu (b)

V namérenych impedancnich spektrech znazornénych v Nyquistové grafu byly
vzdy pozorovany nasledujici rysy. Pulkruhovitda cast, kterd odpovidala rychlosti
prenosu naboje, lokalni minimum a vzristajici linearni kiivka, kterd odpovidala
difuzi ionti . Nejdtive doslo k méteni zlaté hladké elektrody a zlaté nanostrukturo-
vané elektrody v roztoku Fe(CN)g>~/4~, jejichZ srovnani je zobrazeno na Obr. 4.2 (a).
Vysledky nam ukazaly, Ze zlatd nanostrukturovana elektroda ma sklon vzrustajici
krivky 45° a zlata hladka elektroda mensi nez 45°. Je tedy patrny velky vliv kapacit-
niho chovani difuzni vrstvy, kterou vytvari nanostruktura na povrchu elektrody, coz
je viditelné vyraznym zaktivenim. Vliv difuze je u obou elektrod dominantni v celém
frekvencnim rozsahu. Rychlost prenosu naboje je taktéz srovnatelny, je to zptisobeno
tim, Ze do elektrochemickych reakci se zapojuji pouze Spicky nanotycinek a muze se
tak tato elektroda chovat jako hladka. Na Obr. 4.2 (b) je zobrazeno srovnani cyklic-

kych voltametrii téchto dvou elektrod. Zde je viditelny rozdil ve velikosti Faradayc-
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kého proudu. Zlaté tycinky vytvari povrch, ktery zvysuje odpor elektrody, prochaze-

jici proud je ve srovnani s hladkou elektrodou 4x mensi.

80

T T T T T T T T
*[‘af:?ﬁlr“tkt“ra —amalgamové tydinky
——CIste zialc . < i x

70k 4 ——amalgamové kuli¢

0 ——amalgamové tydinky 10 g ky

——amalgamové kuligky
60f 1 5r

Im [kQ]
Proud [uA]

% 08 06 ) 02

04 02
Potencial [V]

(a) (b)

Obr. 4.3: Nyquistuv diagram pro amalgamové elektrody (a) a cyklicka voltametrie

pro amalgamové elektrody (b)

Na Obr. 4.3 (a) je zobrazeno srovnani impedané¢nich spekter jiz popsanych elek-
trod spolu s amalgamovymi elektrodami, které byly méreny v roztoku ruthenia.
Amalgamové tyc¢inky maji viditelné vyssi sekundarni kapacitu difuzni vrtsvy nez
amalgamové kulicky. Je to zpltsobeno sférickou difuzni vrstvou amalgamovych ku-
licek, ktera tuto kapacitu vyrazné snizuje. U obou Au/Hg elektrod je viditelny po-
sun lokdlntho minima po ose x smérem k vyssim hodnotdm (detail Obr. 4.3 (a)),
je zde také patrna zvysena rzchlost prenosu naboje. Na grafu cyklické voltametrie
(Obr. 4.3 (b)) je viditelny mensi pik na hodnoté —0, 1 V, kde bylo detekovano ruthe-
nium. U amalgamovych tycinek se velikost Faradayckého proudu pohybuje v oblasti
10 pA, ve srovnani se zlatymi tyc¢inkami je to priblizné dvojnasobek. U amalga-
movych kuli¢ek je proud 15 pA, coz se blizi hodnoté proudu u hladké zlaté elektrody.

Po zméreni vSech elektrod doslo k akumulaci MUA po dobu 24 hodin a poté
k nasledné modifikaci pomoci BSA. Méreni vsech akumulovanych elektrod probihalo
ve fosfatovém pufru. Na grafu Nyquistova diagramu pro nanostrukturovanou zlatou
elektrodu (Obr. 4.4 (a)) je vidét, ze dlouhé fetézce molekul MUA fungovaly jako
dobre vodivé prostredi pro prostup elektroni. Sekundarni kapacita difuzni vrstvy
po navazani MUA vyrazné klesla. Pti nasledné akumulaci BSA doslo k vytvoreni
dalsi vrstvy na povrchu elektrody, kterd zvysovala vodivost a sekundarni kapacita
jesté klesla. Je zde taktéz patrny vyrazny posun lokdlniho minima po ose x a zvyseni
rychlosti prenosu nédboje (detail Obr. 4.4 (a)). Na grafu cyklické voltametrie je po
navazani MUA zfetelné vyrazny narust proudu (Obr. 4.4 (b)) .
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Obr. 4.4: Nyquistiv diagram pro zlatou nanostrukturovanou modifikovanou elek-
trodu (a) a cyklické voltametrie pro zlatou nanostrukturovanou modifikovanou elek-
trodu (b)
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Obr. 4.5: Nyquistiv diagram pro modifikované amalgdmové tycinky (a) a amalga-

mové kulicky (b)

Obr. 4.5 zobrazuje Nyquistuv diagram pro modifikované nanostrukturované amal-
gamové elektrody. Po navazani molekul MUA dochézi k dramatickému poklesu di-
fuzni casti a vytvoreni druhé polokruznice, snizuje se sekundarni kapacita difuzni
vrstvy, a to jak u amalgamovych tycinek, tak i u kulicek. Po nasledné modifikaci
BSA vsak kapacita vzniklé vrstvy mirné vzrostla. Muze to byt zpusobeno tim, ze
vznikld vrstva proteinu na povrchu ma za nasledek horsi difuzi elektronti pres vrtsvu,
¢imz se zvysuje impedance. Rychlost prenosu naboje se u obou elektrod zmensuje

se soucasnym posunem lokalniho minima po ose x k mensim hodnotam.
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Obr. 4.6: Cyklickd voltametrie pro modifikované amalgamové tycinky (a) + de-
tail (b) a pro modifikované amalgamové kulicky (c) + detail (d)

Dalsim méfenim na modifikovanych amalgdmovych nanostrukturovanych elek-
trodach byla cyklicka voltamterie, jejiz pribéhy jsou zobrazeny na grafu Obr. 4.6.
U obou elektrod se po navazani MUA vyrazné zvysil Faradaycky proud. Po nésledné
akumulaci BSA jiz proud nevzristal, narozdil od modifikovanych nanostrukturova-
nych zlatych elektrod. Na detailu (Obr. 4.6 (b) a (d)) jsou u nemodifikovanych
elektrod viditelné piky v oblasti —0,1 V, kde bylo detekovano ruthenium. U modi-
fikovanych elektrod molekulou MUA muzeme jeji detekci pozorovat v oblasti —0,5 V.

U vsSech mérenych elektrod byla u cyklické voltametrie zménéna skenovaci rych-
lost (frekvence sniméani = rychlost zmény napéti v ¢ase). V kazdém kroku se tak
skenovaci rychlost 10x zvysila, od 0,01 V/s po 10 V/s (Obr. 4.7). Méni-li se rychlost
skenovani, méni se také proudova odezva. Kazda krivka ma priblizné stejny tvar, ale

je ztejmé, ze celkovy proud se zvysuje se zvysujici se rychlosti snimani. To muze byt
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Obr. 4.7: Zavislost zmény skenovaci rychlosti u hladké elektrody (a), nanostruktu-

rované zlaté (b), amalgdmovych tyc¢inek (c) a amalgdmovych kulicek (d)

vysvétleno velikosti difuzni vrstvy a ¢asem potfebnym pro zaznam skenovani. Proto
velikost difuzni vrstvy na povrchu elektrody se bude lisit v zavislosti na pouzité
snimaci napétové trovni. Pii pomalém skenovani bude difuzni vrstva riist mnohem
dale od elektrody ve srovnani s rychlym skenovanim. V dusledku toho je tok na
povrchu elektrody podstatné mensi pii pomalé rychlosti skenovani, nez je tomu pri
vyssich rychlostech. Vzhledem k tomu, Ze proud je tmérny toku smérem k elektrodé,
je velikost proudu nizsi pri pomalé rychlosti skenovani a vyssi pii vysoké rychlosti
skenovani. Pri dostatecné nizké skenovaci rychlosti doslo k tplnému vymizeni ka-
todického piku.

Po méreni elektrod elektrochemickou impedancni spektroskopii a cyklickou vol-
tametrii doslo k méreni metodou diferen¢né pulzni voltametrie.

Na Obr. 4.8 jsou zobrazeny pribéhy DPV pro zlatou nanostrukturovanou elek-
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Obr. 4.8: Diferenéné pulzni voltamerie pro hladkou zlatou elektrodu (a) a nano-
strukturovanou zlatou elektrodu (b)

trodu a ¢istou hladkou elektrodu. Kiivka holé zlaté elektrody (Obr. 4.8 (a)) ukazuje
typicky spickovy prubéh proudu. Velikost tohoto proudu je 5,97 pA. Velice podobny
pritbéh proudu mé i nanostrukturovana zlata elektroda, velikost proudu je 120,92 pA.
Dilezitym parametrem je zde difuzni vrstva. Dle 2. Fickova zakona, ktery popisuje
zménu gradientu koncentrace v zavislosti na case, lze usuzovat, ze velikost difuzni
vrstvy je vyrazné vyssi u nanostrukturovaného povrchu. Difuzni vrstva u néj pokryva
celou plochu tycinek a zvysuje tak prenos naboje. Je zde patrné vyrazné zvyseni
proudu, coz potvrzuje vysokou citlivost nanostrukturovaného povrchu oproti hlad-
kému.

U amalgdmovych nanostrukturovanych elektrod (Obr. 4.9 (a)) je prubéh kiivek
rozdilny od zlatého povrchu, avsak vzajemné jsou si hodné podobné. Vyssi proud je
u amalgamovych kulicek, coz je zpusobeno vétsi difuzni vrstvou diky jejich sféric-
kému tvaru. Po nasledné akumulaci BSA bylo cilem detekovat tento protein, coz je
vidét na Obr. 4.9 (b). BSA bylo detekovano na potencialu 0 V u obou elektrod. I zde
je patrny zvyseny proud u amalgamovych kulicek.
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Obr. 4.9: Diferen¢né pulzni voltamerie pro amalgamové elektrody (a) a modifikované

amalgdmové elektrody (b)

4.2 Meéreni kontaktniho uhlu

Uhel sméadent je jednou z méla pifmo méfitelnych vlastnosti fdzového rozhran{ pevna
latka/kapalina/plyn. V tomto pripadé se jednd o fazové rozhrani povrch elektrody/vo-
da/vzduch. Méteni kontaktniho ihlu (KU) je velmi rychld, jednoducha metoda a ne-
dochazi k poskozeni méreného vzorku, ten miize byt tedy znovu pouzit k dalsimu
zkoumani.

Meérteni kontaktniho thlu probihalo na pfistroji Phoenix 300 od firmy SEO za
pomoci pocitacového programu Surfaceware 8. Pro méreni ihlu byla pouzita demi

voda, ktera byla davkovana po 500 ul na kazdy vzorek. Priklady naméreného kon-

taktniho uhlu jsou zobrazeny na Obr. 4.10 - 4.13.

(a) (b)

Obr. 4.10: Hladka elektroda KU = 50,58° (a) a odleptand maska po anodizaci
KU = 48,34° (b)
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(a) (b)

Obr. 4.11: Nanostrukturovana elektroda KU = 62,47° (a) a modifikovanéd nanostruk-
turovand KU = 28,46° (b)

Velikost kontaktniho thlu pro hladkou zlatou elektrodu je 50,58° a pro nano-
strukturovanou zlatou elektrodu 62,47°. Nanostrukturovany povrch by mél ptisobit
vice hydrofobné (dle Obr. 2.12), coz se potvrdilo. Po nésledné modifikaci tohoto
povrchu proteinem BSA doslo k vyraznému snizeni kontaktnihu thlu na 28,46°,

hydrofobita se snizila a povrch se stal velmi dobre smacivym.

(a)

Obr. 4.12: Amalgdmové ty¢inky KU = 77.41° (a) a modifikované KU = 32,47° (b)

U nemodifikovaného povrchu s amalgamovymi tycinkami je kontakni tihel vétsi,
nez u zlatého nanostrukturovaného povrchu, a to 77,41°. Je to zplisobeno prave
vzniklym amalgamem, ktery snizuje smacivost povrchu. Modifikaci se hydrofobita
opét snizi, kontaktni thel je 32,47°.

Podle podkapitoly 2.4 miizeme za velmi nesmacivy povrch oznacit povrch pokryty
nanostrukturovanymi amalgamovymi kulickami. Ty vytvari na povrchu elektrody
bariéru, kterd zvysuje hydrofobitu a kontaktni thel této vrstvy je 97,21°. Po modi-

fikaci se vsak i tento povrch stane zna¢né smacivym.
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(a)

Obr. 4.13: Amalgamové kulicky KU = 97,21° (a) a modifikované KU = 25,13° (b)

4.3 Nahradni elektrické obvody a jejich simulace

Jak bylo uvedeno v teoretické ¢asti v podkapitole 2.1.1, z vysledného impedancéniho
spektra 1ze sestavit vhodny matematicky model elektrického obvodu, ktery nejlépe
odpovida chovani elektrody. Pro kazdou elektrodu byl vytvoren samostatny matema-
ticky model, ktery simuluje naméfrené hodnoty s minimalni odchylkou. Ve vysledku
potom vznikly dva obvody, jeden pro hladkou elektrodu a druhy pro vSechny nano-
strukturované elektrody, které se od sebe vzdjemné lisi pouze hodnotami pouzitych
soucastek. Simulace obvodi a vypocty parametri byly provadény v softwaru NOVA
1.10 firmy MetroOhm EcoChemie.

Nahradni elektricky obvod pro hladkou zlatou elektrodu je uveden na Obr. 4.14.
Prvek Rg znazornuje v obvodu méreny odpor elektrolytu, Ror reprezentuje odpor
prenosu naboje, kapacita dvojvrstvy je interpretovana prvkem Cpr, CPE; modeluje
chovani difuze a kapacitor C slouzi jako obecny model nelinearity pro schopnost
simulovat nelinearni prvky a difuzni déje. Posledni ¢asti obvodu je odpor R a kons-
tantni fazovy element CPEs, které popisuji chovani struktury na povrchu mérené
elektrody.

CPE:

Obr. 4.14: Nahradni elektricky obvod pro ¢isté zlato
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Obr. 4.15: Nahradni elektricky obvod pro nanostrukturované Au tycinky, Au/Hg
kulicky a Au/Hg tycinky

Na Obr. 4.15 je zobrazen nahradni elektricky obvod pro vSechny nanostruk-
turované elektrody. Sestaveny obvod je velmi podobny obvodu pro hladkou zlatou
elektrodu, je vsak odlisny poslednim blokem, kterym je RC ¢lanek. Ten upravuje
chovani modelu v difuzni ¢asti a jeho prvky jsou odpor R a kapacitor C. Obvody
se od sebe lisi pouze hodnotami obsazenych soucastek. Tyto hodnoty jsou uvedeny
v Tab. 4.1.

Tab. 4.1: Tabulka simulovanych hodnot soucastek z nahradnich elektrickych obvodii

Rer (€] | Rs [Q] | Cpr [1F] | CPE; [pMho] | R [©] | CPE, [uMho]
hladka 1750 600 0,539 42,100 2070 37

Rer [€) | Rs [Q] | Cpr [uF] | CPE [uMho] | R [€] C [nF]
Au tycinky | 6890 600 440 8,020 47200 239
mua 1070 600 365 0,440 10000 142
bsa 900 600 71 0,289 1080 51
He kulicky | 2070 | 600 1,46 10,7 1220 166
mua 1650 600 1,29 0,432 712 155
bsa 270 600 0,34 0,459 652 13
Hg tycinky | 2200 600 41,3 33,4 19500 244
mua 1420 600 2,93 36,4 736 98
bsa 939 600 1,54 12 208 66

Nasimulované hodnoty pro Rer a Cpp v zavislosti na druhu elektrody byly
vyneseny do grafl, které jsou uvedeny na Obr. 4.16 a 4.17. Z dtvodu velkého rozsahu
hodnot Cpy, byla osa y zlogaritmovana (Obr. 4.17). Z hodnot je patrné, ze nejvyssi
hodnota odporu Rer byla u zlatych nanostrukturovanych elektrod, naopak nejnizsi

hodnota byla u hladkych zlatych elektrod. Z hodnot odporu Rer 1ze taktéz vycist,
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ze s postupnym navazovanim MUA a BSA hodnoty klesaly, nejnizsi odpor Rer byl
u amalgamovych nanostrukturovanych kulicek po navazani BSA. Hodnota kapa-
city Cpr, byla nejvyssi u zlatych nanotycinek a nejnizsi u hladké zlaté elektrody.
S kazdym navazanim postupné klesala, podobné tomu bylo i u hodnot odporu R.
Dalsim parametrem byl odpor Rg, ktery znazornuje odpor elektrolytu. Hodnota
tohoto odporu byla konstantné zvolena na 600 €2. Kapacita dvojvrstvy C byla nej-

vyssi u amalgamovych a zlatych nanotycinek, nejnizsi byla u amalgamovych kulicek.

7 T

R [k
&

hladkda Au nano mu bsa Hg kulicky mua bsa Hgtycinky mua bsa

Druh elektrody

Obr. 4.16: Zavislost Rer na druhu elektrody

14n (Cp,) [HF]

hladka Aunano mua bsa Hgkulicky mua bsa Hgtycinky mua bsa

Druh elektrody

Obr. 4.17: Zavislost logaritmu Cpy na druhu elektrody
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Za pomoci téchto nahradni obvodi byly vytvoreny simulace prubéhti Nyquis-
tova diagramu pro kazdou z elektrod. Pro hladkou a nanostrukturovanou zlatou
elektrodu dosahuji navrzené obvody témér stejnych hodnot pii simulaci jak difuzni
¢asti tak i oblasti pfenosu naboje (Obr. 4.18 (a)). Odchylka od skutec¢nych hod-
not je x2 = 0,0036 pro nanostrukturovanou zlatou elektrodu a x?> = 0,0417 pro
hladkou zlatou elektrodu. Pro modifikovanou zlatou nanostrukturovanou elektrodu
(Obr. 4.18 (b)) navrzeny obvod dosahuje v difuzni ¢asti podobnych hodnot, avsak
v oblasti pienosu naboje se hodnoty jemné odlisuji. Odchylka je x? = 0, 8962.

45 T T T T T T T T 4

+ nanostruktura
3.5 |~ simulace (x2 = 0,0036)
 nanostruktura + BSA
| [~ simulace (x* = 0,3962
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Obr. 4.18: Simulace Nyquistova diagramu pro ¢isté zlato a nanostrukturu (a) , pro
modifikovanou nanostrukturu (b), pro amalgamové kulicky (c) a pro amalgamové
tycinky (d)

U amalgamovych kuliéek (Obr. 4.18 (c)) se simulované hodnoty se skuteénymi
rozchézi hlavné v difuzni éasti, odchylka je x? = 0, 6521, u modifikovanych amalga-

movych kuli¢ek dochazi k nepresnostem v simulovnych obvodech predevsim v oblasti
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prenosu naboje, odchylka je x? = 0, 7334. Simulace Nyguistova diagramu pro amalga-
mové tycinky (Obr. 4.18 (d)) se rozchazi od skuteénych hodnot predevsim v difuzni
oblasti, s odchylkou hodnot x? = 0, 7541, naopak u modifikovanych amalgdmovych
ty¢inek je simulace pomérné presnd, odchylka je x2 = 0,1357. I pies drobné nepfes-
nosti miizeme Fict, ze odchylky od skutec¢nych hodnot jsou velmi nizké a simulace se

zdarila.
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5 ZAVER

Obsahem této diplomové prace byla vyroba a charakterizace povrchové upravenych
elektrod. Povrch téchto elektrod byl modifikovan zlatymi nanotyc¢inkami, amalga-
movymi nanotycinkami a amalgdmovymi kulickami vytvorenymi elektrochemickou
depozici s naslednou modifikaci téchto ttvart biolatkou.

V teoretické ¢asti byla podrobné popsana aplikace nanomaterialii a nanostruktur
v oblasti nanotechnologii. Déale zde byly popsany metody vyroby nanostruktur a je-
jich modifikace biolatkami. Prace dale objasnovala nékteré elektrochemické charak-
terizacni metody, jako cyklickd voltametrie, diferen¢né pulzni voltametrie a elek-
trochemickd impedancni spektroskopie s podrobnym popisem modelu impedance
elektrody. V posledni kapitole bylo popsano méreni kontaktniho tthlu na hladkych
i nanostrukturovanych povrsich. Prakticka ¢ast diplomové prace obsahovala pod-
robny popis vyroby nanostrukturovanych elektrod galvanickou depozici zlata i sou-
bor pouzitych roztokt, vcetné jejich vyroby. Soucasti prace byl popis vyroby unikat-
nich solid-amalgdmovych nanostruktur ve tvaru tycinek, popr. kulicek s prilozenymi
fotografiemi z elektronového skenovaciho mikroskopu.

Byly vyrobeny nanostrukturované elektrody s povrchem modifikovanym zlatymi
i amalgamovymi nanoty¢inkami, jak na 100 nm vrstvé hliniku, tak i na 300 nm
a 500 nm vrstvée hlinitku. Délka tycinek dosahovala velikosti 350 nm, u tycinek
s vySSim pomérem primeéru k délce dochézelo k jejich deformaci a vznikaly tzv.
klastry. Upravou vyrobnfho postupu se podafilo dosdhnout kvantitativni zlepeni
mechanickych vlastnosti nanostruktur a k deformacim jiz nedochézelo. Dale nasle-
dovala biomodifikace téchto elektrod kyselinou 11-merkaptoundekanovou, ktera ob-
sahovala thiolovou vazbu -SH a slouzila jako most pro dalsi navazovani biolatky.
Jako referencni biolatka byl zvolen bovine serum albumin (BSA), ktery je vyuzivan
ve spousté experimentu jako modelovy protein pro detekci. Po tspésné modifikaci
téchto elektrod byla provedena analyza povrchu merenim kontaktniho thlu, skeno-
vaci elektronovou mikroskopii a elektrochemické vlastnosti byly zkoumany pomoci
elektrochemické impedancni spektroskopie, cyklické voltametrie a diferenéné pulzni
voltametrie.

Na zékladé téchto méteni bylo zjisténo, zZe nanostruktury vyrazné zvysuji velikost
povrchu elektrody a taktéz i schopnost navazat vyssi mnozstvi biologické latky na
sviij povrch. Z toho vyplyva, Ze nanostrukturovana elektroda je vyrazné citlivéjsi na
detekci latky néz hladka elektroda, coz bylo potvrzeno predevsim pomoci metody
DPV. Taktéz bylo zjisténo, ze povrch s amalgdmovymi tyc¢inkami vykazuje vétsi
sekundarni kapacitu difuzni vrstvy nez povrch se zlatymi nanotyc¢inkami. Naopak
amalgamové kulicky, diky své sférické difuzni vrstvé, maji velmi nizkou sekundarni

kapacitu difuzni vrstvy a zvysuji tak vodivost celé elektrody.
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Ze zmérenych impedancnich spekter byly vytvoreny dva nahradni elektrické ob-
vody, které popisovaly chovani hladké zlaté elektrody a vsSech vyrobenych nano-
strukturovanych elektrod. Z navrzenych nahradnich obvodua byly simulovany hod-
noty jednotlivych obvodovych prvkit pomoci niz byly jednotlivé typy elektrod po-
rovnany. Nésledné byly hodnoty Rer a Cpy, vyneseny do grafu v zavislosti na druhu
elektrody.

Z vysledkti je patrné vyrazné zlepseni elektrochemickych vlastnosti vyrobenych
nanostrukturovanych elektrod, predevsim v rdmci pulznich technik. Vérim, ze tato

prace bude do budoucna prinosna pro dalsi védeckou praci na toto téma.
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SEZNAM SYMBOLU, VELICIN A ZKRATEK

SEZNAM ZKRATEK

AuNPs Au nanoparticles - zlaté nanocastice

BSA Bovine serum albumin - hovézi sérovy albumin

CPE Konstantni fazovy prvek - constant phase element

CV  Cyklicka voltametrie

CVD Chemical vapor deposition - chemicka depozice z plynné faze
DEMI Deionizovana voda

DPV Diferen¢né pulzni voltametrie

EIS Elektrochemickd impedancni spektroskopie

MUA 11-mercaptoundecanoic acid - kyslina 11-merkaptoundekanova
PVD Physical vapor deposition

SAM Self assembled monolayer - samousporadana monovrstva
SEM Skenovaci elektronova mikroskopie

TEM Transmisni elektronova mikroskopie
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Obr. 6.2: Anodizac¢ni kfivka u nanoporézni masky naparené Al 500 nm
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Obr. 6.3: Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) - depozice zlata

3 pulzy na Al 100 nm (a), depozice zlata 5 pulzi na Al 100 nm (b), depozice zlata
10 pulzi na Al 100 nm (c), depozice zlata 10 pulzti na Al 500 nm (d)

76



%01.91n

3‘234‘89 nm

SEMHV: 15.00 kY
View field: 1.083 ym
SEM MAG: 199.99 kx

WD: 3.940 mm

MIRAW TESCAN
Det: InBeam 'k

LabSensNano n

11.44 nm

SEMHV: 15.00 kY WD: 3.316 mm MIRAW TESCAN
View field: 0.867 ym  Det: InBeam a
SEM MAG: 250.03 kx LabSensNano n

32.92 nm

SEM HV: 15.00 kv
View field: 0.867 ym
SEM MAG: 250.01 kx

WD: 3.499 mm

MIRAW TESCAN
Det: InBeam [

LabSensNano n

162.51 nm

SEM HV: 15.00 kv WD: 3.316 mm MIRAW TESCAN
Viewfield: 0.849 ym  Det: InBeam i
SEM MAG: 255.21 kx LabSensNano n

Obr. 6.4: Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) - depozice zlata

20 pulzi na Al 500 nm (a), depozice zlata 45 pulzii na Al 500 nm (b), depozice zlata

45 pulzu se sekundéarni depozici rtuti 10 pulzit postupem 1. na Al 500 nm (c + d)
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SEM HV: 15.00 kV WD: 4.028 mm Lo ooty MIRAW TESCAN
Viewfield: 2.167 ym  Det: InBeam -
SEMMAG: 100.00 kx LabSensNano n

SEMHV: 15.00 kv WD: 3.475 mm MIRAW TESCAN
Viewfield: 1.445 um  Det: InBeam "
SEM MAG: 150.00 kx LabSensNano n

5417 nm

67.20 nm

53.23 nm

SEHV: 15.00 kV WD: 3.448 mm MIRAW TESCA
View field: 0.867 um  Det: InBeam
SEM MAG: 250.02 kx LabSensNano n

SEM HV: 15.00 kv WD: 3.474 mm MIRAW TESCAN
Viewfield: 2.167 ym  Det: InBeam -
SEM MAG: 100.00 kx LabSensNano n

Obr. 6.5: Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) - odleptana
maska v mezikroku (Obr. 3.8 h) (a), depozice zlata 45 pulzi se sekundarni de-
pozici rtuti 15 pulzi postupem 2. na Al 500 nm (b + ¢), depozice zlata 45 pulzu se
sekundarni depozici rtuti 15 pulzi postupem 2. na Al 500 nm s naslednym leptanim
3 minuty(d)
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