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Abstrakt

Téato praca sa zaoberd pouZzitim amalgamovych elektréd v elektrochémii, najmi pre
diagnostiku biomakromolekul a DNA. V praktickej ¢asti bude navrhnuta vhodna metoda
amalgamacie, aplikovana na 64-elektrodovy systém Cipu. Na amalgamove;j elektrode bude

postupne testovanych niekol'ko latok, vzorky budi spracované a vyhodnotené.
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Abstract

The aim of this thesis is utilising of amalgam electrodes in electrochemistry, especially
for diagnostics of biomakromolecules and DNA. There will be designed a suitable method
of amalgamation, applicated on 64-electrodes chip system in the practical part. Several
substances will be tested on amalgam electrodes and then the results will be processed and

evaluated.
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UVOD

V poslednych desatro€iach doslo aj v oblasti biomediciny k vyznamnému pokroku.
Vyvijaju sa nové technologie, postupy a metddy detekcie biomakromolekul — proteinov,
nukleovych kyselin a polysacharidov [1]. V suCasnosti sa kbezne pouzivanym
analytickym metdédam, chemickym ¢i optickym, zacina pouzivat aj metdda
elektrochemicka, ktora ponuka lacné a jednoduché analyzy.

Tato praca sa preto zaobera elektrochemickou metédou na analyzu latok a to vyuzitim
zlatych elektrod modifikovanych amalgdmovou vrstvou na analyzu biologickych latok.
Prvé Cast’ prace sa venuje teoretickému rozboru témy, kde prva kapitola popisuje zdkladné
elektrochemické techniky, moznosti detekcie biomakromolekul aivod do elektrod
pouzivanych pri elektrochemickych analyzach. Druha kapitola je venovana Ccisto
amalgamovym elektrodam, ich rozdeleniu, pouzitiu a vyvoju. Koniec druhej kapitoly je
venovany  praktickému  vyuzitiu amalgdmovych elektrod na  diagnostiku
biomakromolekul v r6znych experimentoch.

Praktickd cCast’ popisuje ,,vyrobu“ amalgamovej elektrody metddou elektrochemickej
depozicie a naslednu analyzu vybranych biomakromolekul. Analyza spoc¢iva v detekcii
vybranych latok pomocou analytickych biochemickych metdd a naslednom porovnani

zavislosti koncentracie latky na ich detekcii.
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1 ELEKTROCHEMICKE METODY
ANALYZY

1.1 Elektrochemicka detekcia

Vo vyvoji elektrochémie zohral velku ulohu ¢esky vedec Jaroslav Heyrovsky,
ktory ziskal Nobelovu cenu za objav polarografie, predchodcu modernych
elektrochemickych metdd [2]. K vyskumu vyznamne prispel aj profesor Emil Palecek,
ktory ukézal, Ze polarograficky aktivne su nie len bielkoviny, ale aj nukleové kyseliny.
Trvalo ale este niekol’ko desiatok rokov, nez doslo k vyraznému zaujmu o elektrochémiu
NK [3].

Tym, ze veda sa stale rozvija, vedci sa postupne dozvedeli mnoho z oblasti genomiky
a mohli aplikovat’ nové metddy. Elektrochémia sa tak sa zamerala najmé na skiimanie
I'udskych ochoreni, poSkodenia DNA, uréovanie DNA a RNA sekvencii, v onkoldgii
a génovej terapii no taktieZ vo forenznych vedach, u veterinarov ¢i v environmentalistike
[3].

Medzi hlavné vyhody elektrochemickych zariadeni patri nizka cena, jednoduchost,
rychlost, nizke poziadavky na funk¢nost' atiez malé rozmery [1]. Je tu moZnost’
paralelného sktimania viacerych vzorkov vytvorenim DNA ¢i proteinovych ¢ipov, ktoré
vieme minimalizovat’. Na druht stranu, Uplné zavedenie tejto metddy Celi niekolkym
technickym problémom, ako napriklad reprodukovatelnost’ ¢i regeneracia povrchove;j
vrstvy [4].

Elektrochemicka detekcia je zalozend, ako jej ndzov napoveda, na pouziti elektrickych
efektov v chemickych systémoch. Zékladom je praca s elektrédami a elektrochemickymi
¢lankami v roztoku. Analyzovanu latku rozpustime vo vodnom prostredi a do tohto
prostredia ponorime elektrodu. Zacne dochadzat k oxida¢no-redukénym dejom na
povrchu elektrody a dochadza k prenosu elektronov, ¢o sa prejavi zmenou sledovaného
signalu v podobe pradového piku. Meranym signalom moze byt prud, napitie, naboj ¢i
vodivost. Od meran¢ho signdlu sa odvija metéda, ktort pouZijeme — napr.

konduktometria, potenciometria, voltametria atp [2].
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1.2 Biomakromolekuly a ich diagnostika

Nukleové¢ kyseliny (NK) a proteiny si biomakromolekuly, ktoré si nevyhnutné pre
I'udsky organizmus. Proteiny sa z(cCastiiuji mnoZzstva reakcii, su zdkladnym stavebnym
prvkom bunecnych stien, horménov, prenasacov. Nukleové kyseliny su nutné pre
expresiu genetickej informaécie, jej prepis a uchovavanie.

V sticasnosti sa na detekciu biomakromolekul vyuzivaji najmd metody zalozené na
optike, ktoré su overené a zavedené. Su to metddy vyuzivajuce svetlo (mikroskopia ¢i
spektroskopia). V poslednych rokoch sa ale oraz viac za¢ina vyuzivat’ elektrochemicka
detekcia, ktord je zalozena na prenose elektronov medzi analyzovanou latkou
rozpustenou vo vodnom prostredi a elektrédou do tohto prostredia ponorenou. Prenos
elektronov sa nasledne prejavi zmenou sledovaného signdlu, ¢im dokazeme zistit
pritomnost’ danej latky v prostredi [2].

Pre diagnostiku biomakromolektl boli délezité tri hlavné objavy v minulom storo¢i.
V prvom rade to bolo pochopenie Struktiry DNA a RNA, o ¢o sa zaslazili pani J. Watson,
F. Crick a M. Wilkins. Projektom ,,the Human Genome* sa podarilo rozIistit’ a pochopit’
I'udsky geneticky kod. Do tretice, pochopenie procesov, ktorymi sa realizuje geneticka
informadcia, tzn. transkripcia, translacia, génova expresia [2]. Tym, ze NK a proteiny st
nevyhnutné pre zivot, tieto biomakromolekuly sa neustale skimaju a hl'adaju sa lepsie

a vyhodnejsSie metody ako na to. Jednou z nich je prave elektrochémia.

1.3 Metody analyzy

Na analyzu biomakromolekul mézeme vyuzit rozne metddy. Kazda metoda ma

svoje vyhody aj nevyhody, zalezi na situdcii, ktora si vyberieme.
Potenciometria

Potenciometria je zaloZena na zaznamendvani zmeny potencidlu na fazovom

rozhrani. Zmena napitia je zavisla na na koncentracii analytu, podl'a Nernstovej rovnice:

E=E,+ :—Iiln(a), (D[5]

Kde E je potencial, Eyje pdvodny potencial, R je univerzalna plynova konsanta, 7 je

teplota, n je mnozstvo prenesenych elektronov, F je Faradayova konStanta a a je aktivita
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oxidovanej alebo redukovanej formy. Potenciometria sa vyuziva na meranie pH alebo

koncentracie i6nov s pouzitim iontovo selektivnych elektrod, ISE.
Ampérometria

Na pracovnu elektrodu sa priklada konsStantné napitie, pricom sa meria difuzny
prad prechadzajuci ¢lankom. Diflzny prad je potom priamo umerny koncentracii
skiimanej latky. Ampérometria sa vyuziva na meranie koncentracie rozpustenych plynov,

meranie koncentracie latok, ktoré reagujt s kyslikom a na amperometrickeé titracie [5].

Velkost meraného prudu sa riadi Cotrellovou rovnicou:
Id =222 ) [5]
Kde 1; je diftzny prad, n je pocet prenesenych nébojov, F je Faradayova konSanta, D je

difuzny koeficient a ¢y je primarna hodnota koncentracie analytu

Ampérometria sa vyuziva najmi u DNA senzorov. [4] Typickd ampérometricka krivka je

znazornena na Obrazok 1

prid [A]
maximalny priad

N

pridana latka

/

\

\ ¢as [s]

bez meranej latky

Obrazok 1: Ampérometricka krivka
Voltametria je metoda, pri ktorej sa sleduje pradova odozva — zavislost’ prudu na
linearne rasticom potenciali, ktory je vkladany na pracovnu elektrodu. [5] V praxi sa
vyuzivaju rozne druhy voltametrie, napriklad cyklicka voltametria, pulzna voltametria,

diferen¢ne pulzna voltametria, linearna voltametria. [5]

13



potenciil [V]

cas [s]

Obrazok 2: Voltametrické meranie. Zavislost’ pridu na rastiicom potenciali v ¢ase
Cyklicka voltametria.

Tato metdoda sa vyuziva najCastejSie a zdkladom je, Ze potencial pracovnej
elektrody sa meni v Case linedrne a priebeh ma tvar trojuholniku — napétie linearne rastie
a klesa v case. Vyslednou krivkou je voltamogram, zavislost’ pridu na napéti elektrody.
Krivka popisuje oxido-redukéné deje v analyte. Vychodiskovou hodnotou je £,
nasleduje ,,forward scan®, pricom sa latka oxiduje az do zlomového bodu E,, potom
pokracuje ,,reverse scan®. V pripade, ze latka mé reverzibilné oxido-redukcéné vlastnosti
po reverse scan dochadza k reoxidacii redukénych zloziek spét’ na vychodiskovy stav.
Vysledkom je zdznam prudu na napéti [4].

Vyska piku je Umerna koncentracii meraného analytu, zdvislost' je dana Rendles-
Sev¢ikovou rovnicou [14]:
1

anD)E
RT

I, = 0,4463 n FAC( (6),

Kde Ip je maximalny prad [A], n je poCet elektronov, ktoré sa zlcastnili reakcie, 4 je
plocha elektrody [cm?], F je Faradayova konstanta [C*mol!], D je difizny koeficient
[em?*s7!], C je koncentracia [mol/cm?], v je rychlost’ (scan rate) [V*s'], R je univerzalna

plynova konstanta [J*(K*mol)'] a T je teplota [K].

Z rovnice vyplyva aj fakt, Ze prad sa zvySuje so zvySujicou sa rychlostou skenovania

napdtia (scan rate).
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prud [pA]

oxidacny pik
E:

redukény pik

potencial [V]

Obrazok 3: Voltamogram, vysledok cyklickej voltametrie. Zavislost’ pridu na potenciali

Diferen¢ne pulzna voltametria

U tejto metody ma vkladany potencial tvar pulzov. Vyjadruje zavislost’ napdtia na
linedrnej rasticom Case. Tato metdda je velmi citlivd a hodnota prudu sa odc¢ita bud’
z vysky pikov alebo na zaciatku ana konci pulzov [5]. Prave diferenc¢ne pulzna
voltametria sa pouziva na diagnostiku biomakromolekul a celkovo na stanovenie
koncentracie roznych latok. Typicky priebeh voltamogramu pri stanoveni koncentracie

roznych latok je znazorneny na Obrazok 4

prid [pA]

potencial [mV]

Obrazok 4: Diferencne pulzny voltamogram
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Potenciometricka ,,stripovacia* analyza

Metdda, ktord sa vyvinula z potenciometrickych technik, teda s vyuzitim ortuti.
Principom je to, Ze na elektrodu sa privedie urcity prud, tzv. stripovaci prad a sledovanou
odozvou je potencial pracovnej elektrody ako funkcia ¢asu, viz. Obrazok 5. Analyzovana

latka je na elektrodu najprv naadsorbovana a nasledne prebehne meranie [21].

=30 4

20 A

15

&t/8E (s/V)

10 +

0 . . =
-800 -700 -600 -500 -400 -300 -200

Potencial [V]

Obrazok S: Stripovacia potenciometricka analyza

1.4 Elektrody, pouZzitie, typy

Na elektrodach prebiehaju najcastejSie dva procesy: vymena naboja alebo redoxne-

oxida¢ny dej. Z hl'adiska materialu a roztoku, do ktorého su ponorené mézeme elektrody

rozdelit’ na tri druhy:
e clektrody 1. druhu (vodikova elektroda)

o clektrody II. druhu (referencné aidnovo selektivne elektrody — kalomelova,

merkurosulfatova, argentochloridova)

e clektrédy III. druhu (pracovné elektrody)
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Pracovné elektrody st z uslachtilého kovu (Pt, Hg, Au), st nerozpustné v roztoku a st
polarizovatel'né. Pracovné elektrody st ponorené do roztoku obsahujuceho oxidovanu aj

redukovant formu danej latky a vymena naboja prebieha prostrednictvom elektronu [5].
Mikroelektrody

Mikroelektroda je elektroda s miniaturizovanymi rozmermi. Modzeme ju
charakterizovat’ ako elektrédu, ktora ma rozmery mensie ako je hrubka difuznej vrstvy
pocas experimentu. DifGizna vrstva je objem roztoku, v ktorom sa vyskytuje difuzny tok

latky.

Mikroelektrody mézu byt vyrobené z réznych materidlov, ¢i uz uhliku a jeho obmien
alebo zréznych vzacnych kovov (zlato, striebro). Taktiez mézu mat’ rézne tvary -
z rovinnych napriklad disk ¢i pasik, z priestorovych napriklad gul'a, hemisféra ¢i valec.
Vseobecne ich mozeme pouzit’ bud’ jednotlivo alebo v subore elektrdd, ¢im vznikaju tzv.

elektrédovée polia (microelectrode arrays) [6].

Mohlo by sa zdat, Ze jednou z najvicSich nevyhod mikroelektréd st velmi malé
namerané prudy, no v praxi je mozné dosiahnut’ rddovo vysSie prudové hustoty ako

u makroelektrod [7].

Vyhodou mikroelektrod oproti Standardnym elektrodam je to, ze dochadza k mensej
spotrebe materidlu, meranie prebiecha vo vicsej Cistote a celkovo je to ekologickejsie.
Vel'mi vyhodné je aj to, Ze je mozné meranie latok o objeme v jednotkach pL ¢i dokonca
mensich, teda je mozné tieto metddy vyuzivat’ tam, kde sa pracuje s mensimi objemami,
napriklad v klinickej praxi na stanovenie metabolitov cytostatik [8]. Oproti Standardnym
elektroédam, u mikroelektréd dochadza k rychlejSiemu ustaleniu pradu a maju vyssi

pomer signalu k Sumu.

Spravanie samotnej elektrody urcuje tzv. hromadny transport (z angl. mass transport)
v roztoku v blizkosti elektrody. Pradovy signal je vtomto pripade Umerny toku
elektroaktivnej latky k rozhraniu roztok-elektroda. Tento jav je opisany prvy Fickovym
zakonom difuzie, ktory hovori, Ze i6ny pridia z miest o vy$Sej koncentracii do miest
s nizSou koncentraciou. Prudenie latky k elektrode mozeme opisat’ ako sucin difuzneho
koeficientu latky D a jeho objemovej koncentracie, podeleny hrubkou difiznej vrstvy 0.

Hrubku difuznej vrstvy vieme jednoznacne urcit’ u sférickych ¢i diskovych elektrod,
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u ostatnych tvarov vieme vrstvu len odhadnut’ [23]. Ked’ ¢ je hrubka difuznej vrstvy a r

je polomer mikroelektrody, mézu nastat’ dva pripady:

e 0<<r elektroda odpovedd modelu linearnej difuzie, limitny prad s ¢asom klesa k

nule I=nFADc’/d

e o0>>r elektroda sa chova ako sféricka, prevlada okrajovy efekt atok je
nehomogénny. Limitny prad dosahuje stacionarne, nenulové hodnoty I»nFADc/r

[24].
Kde n je pocet prenesenych nabojov, F' je Faradayova konsanta, D je difuzny koeficient

a ¢y je primarna hodnota koncentracie analytu a 4 je plocha elektrody

Hrabka difuznej vrstvy uzko suvisi a trvanim elektrolyzy. Na zaciatku elektrolyzy je
hrubka diftiznej vrstvy podstatne mensia ako hrubka mikroelektrédy no s pribiidajacim
Casom elektrolyzy moze hrubka difiznej vrstvy znacne presiahnut hrubku
mikroelektrody [23].
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2 AMALGAMOVE ELEKTRODY

Na elektrochemické analyzy je mozné vyuzit' celt radu elektrod na baze uhliku,
kovov ¢i oxidov kovov. Napriek tomu sa ako najvhodne;jsie stale javi ortutova kvapkova
elektroda, ktord bola pdvodne zavedend pre polarografické metoddy [9]. Jej vyhody
spoc¢ivaji vo vysokom prepéti vodiku poskytujicom Siroké potencidlové okno,
obnovitel'nom hladkom povrchu a vysokej citlivosti detekcie skumanej latky [8].
Nevyhodou ale je nemoznost’ prace v pozitivnom potenciali z dovodu rozpustenia ortuti.
Z tohto dovodu sa neustale hl'adaji nové moznosti [9].

Najvicsia nevyhoda kovovych elektrdéd je nedostatocnd regeneracia povrchu a nizke
prepitie vodiku. Ako vel'mi perspektivne sa javi pouzitie amalgamu, kovovych elektrod
pokrytych vrstvou ortuti, vicsinou Ag/Hg, Pt/Hg, Au/Hg, Ir/Hg, Cu/Hg.

Vyhoda je to, ze kovova kvapalna ortut’ dokaze zmacat, ¢i dokonca rozpustat’ niektoré
kovy atym vytvarat amalgadmy [9]. Obrazok 6 zndzorfiuje zlozenie amalgadmovej

elektrody [10].

elektricky kontakt

<

sklo

Au amalgam

Hg/Au meniskus

™

Obrazok 6: Amalgamova elektréda. Pozostava z elektrického kontaktu, telo je tvorené sklom a na

jej Spicke sa nachadza amalgam a amalgamovy meniskus
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Amalgamové mikroelektrody

V sti¢asnom trende zmenSovania je z viacerych pohl'adov vyhodné pouZivat’ ¢o
najmensie elektrody, najma preto, Ze dokazu analyzovat’ vel'mi malé mnozstva analytov.
Standardné elektrody su vyrobené zo skla ¢ silikénu a mézu mat’ rozne vyuZitie.
Vhodnou upravou povrchu ale mézeme elektrédy Specializovat’ na analyzu konkrétnych
latok. Zlaté elektrody sa vyuzivaji v DNA a proteinovych senzoroch a poliach. Tekuté
amalgamové elektrody, ktorych potencidlové okno umozinuje detekciu DNA pri vysokych
zépornych potencialoch su ale na takychto poliach nevyznamné. Preto sa zacali vyuzivat’
mikroelektrodoveé polia s pouzitim pevného amalgamu.
Mikroelektrodové pole sa vyraba procesom fotolitografie a napraSenim ¢i naparenim
kovu na skleneny povrch. Vznikne tak vel'mi tenkd mikroelektrdda s hrabkou pod 1 pm
[11] . Takato elektroda sa nasledne modifikuje vrstvou amalgdmu, napriklad metdédou

elektrodepozicie.

2.1 Typy amalgamovych elektrod

V zavislosti na pomere kov/ortut’ méze mat amalgdm rézne formy — moze byt pevny,
pastovy alebo kvapalny [7]. Pevné a pastové amalgdmové elektrédy moZzeme podla ich
povrchu rozdelit’ na:
e Lestené — pevna elektroda, ktord neobsahuje tekutt ortut’, povrch mechanicky
leSteny (p-MeSAE)[8]
e Filmové — lestena elektroda (MeSAE) pokryta ortutovym filmom (MF-MeSAE)
e Meniskusové — lestena MeSAE pokryta ortutovym meniskusom (m-MeSAE)
e Kompozitné — jemny amalgamovy prasok a vhodny tuhy polymér (MeSA-
CE)[7]
e Pastové — elektréda na baze jemného prasku pevného amalgdmu a kvapalného
oleja (MeSA-CE)[9]
Na Obrazok 7 [12] mozno vidiet’ r6zne druhy amalgdmovych elektrod.
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Obrizok 7: Typy amalgamovych elektrod. 1. p-AgSAE, 2. m-AgSAE, 3. MF-MeSAE, 4. kryStaly

strieborného amalgamu

Vyber pouzitého kovu je velmi dolezity z hladiska vyslednej Sirky pouziteI'ného
potencidlového okna a pripadnej moznosti skimanych analytov interagovat’ s kationmi
kovu na povrchu elektrody [8]. Jednou z nevyhod amalgamovych elektrod je teda fakt,
ze dochadza k vzajomnému ovplyviiovaniu kovu a ortuti. Z tohto pohl'adu je preto vel'mi
vhodné striebro, ktoré ma s ortutou vel'mi podobné hodnoty Standardnych redoxnych
potencidlov, tym padom nie je ovplyvnend anodicka Cast’ pouziteI'ného potencialového
okna.

Strieborny amalgam ma Siroké spektrum pouzitia, ¢i uz ako pracovna alebo referencna

elektrdda, pre voltamperické, potenciometrické ¢i amperometrické aplikacie [8].

2.2 Aplikacia MeSAE

Na uspesnu aplikdciu pracovnych elektrod z pevnych amalgdmov je nutna
preduprava, pozostavajlca z troch krokov:
1. Amalgamécia m-MeSAE

2. Aktivacia

3. Regeneracia
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Amalgamacia znamend obnovovanie ortutového meniskusu ponorenim do kovovej
ortuti. Robit’ by sa to malo vzdy na zac¢iatku merania, alebo ked” na povrchu elektrody
nie je patrny meniskus kvapalného amalgdmu, pri zhorSenej citlivosti alebo
reprodukovatelnosti alebo po dlhsom stati elektrody [9]. V pripade leStenych
striebornych amalgadmovych elektrod staci povrch elektrody prelestit’ na filtracnom
papieri zvlhenom deionizovanou vodou, pripadne zbrasit jemnym karbonovym

papierom [8].

Aktivacia je nutna na zaciatku kazdého dna, po dlhsej prestavke v merani, po kazdom
lesteni a amalgamaécii. Aktivacia znamend vlozenie vysokého negativneho potencidlu (-
2,2V) v roztoku KC1 (0,2 M) po dobu 300s. Tym sa z povrchu elektroédy odstrania vsetky

oxidy a adsorbované latky a zvysi sa citlivost’ a reprodukovatel'nost’ merania [9].

Regeneracia zaist'uje dostato¢nu opakovatel'nost’ merani. Robi sa pred kazdym meranim
automaticky atrva priblizne 30 s. Regeneracia sa vykonava striedavym vkladanim
kratkych pulzov dvoch hodnét potencidlov priamo v roztoku medzi kazdym meranim.
Optimalne potencidly regeneracie je nutné pre kazdy elektrolyt a analyt najst

experimentalne [8].

2.3 Stanovenie organickych latok pouzitim amalgamovych

elektrod

Na stanovenie biomakromolekil moézeme pouzit rézne typy voltametrie,
v zavislosti na ich vlastnostiach. VacSina zlucenin vykazuje linearne zavislosti piku H na
ich koncentricii, pricom detekény limit je priblizne 10°° mol*I”!, &ize nanomolarne
mnozstvd. Pouzitim amalgamovych elektrod teda mdézeme stanovit' rozne biologicky
aktivne zlu¢eniny vyuzitim ich priamej redukcie. Selektivita a senzitivita nie je moc
vysokd, no mézeme ich zvysit’ napriklad vhodnou predpripravou.

Jednou z najcitlivejSich metdd na stanovenie organickych latok je katodicka rozpustacia
voltametria (CSV). Jej princip spociva v tom, Ze najprv je material pracovnej elektrody
(zlato alebo ortut’) rozpusteny za urciti dobu a za presne definovaného potencidlu.
Nésledne zvysné kationy vytvoria zli€eniny s nejakym stanovenym analytom (napriklad
dusikaté bazy), ktoré su absorbované na elektrode. Redukcia kovovych idénov z tychto

zlucenim sa prejavi v grafe ako voltampericky pik [8].
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Tu sa prejavuju d’alSie vyhody amalgamovych elektrod a to fakt, Ze elektrodu mdézeme
pripravit’ priamo s kovom, ktory reaguje s vybranym analytom a tym zvysit’ selektivitu
celého merania. Detekény limit je v takomto pripade az 10 -10" mol*I!.

Niektoré latky sa na povrch elektrody absorbuju tak silno, Ze sa moZu redukovat,
oxidovat’ ¢i resorbovat’ v takomto absorbovanom stave. V takychto pripadoch dochadza
k zmene registrovaného signalu. V ideadlnom pripade je zmena pradu imernéd mnozstvu
analytu na povrchu elektrédy. Pri amalgdmovych elektrodach méze byt absorpcia tak
silnd, Ze mdézeme hovorit’ o elektrode modifikovanej biomakromolekulou [7].

Pouzitie elektrochemickej detekcie spolu s flow-injection systémom vie vyrazne usetrit’
Cas pri analyzovani, ¢im sa zvysi produktivita. Elektrody s pouzitim amalgamu boli
uspesne otestované na metdde vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC) pri
stanoveni stopovych prvkov elektrochemicky redukovatel'nych latok vo vode. Ukazalo
sa, ze stabilné amalgamové elektrody mézu byt pouzité na stanovenie elektrochemicky
aktivnych pesticidov, liekov, stimuldtorov ¢i karcinogénnych latok v prietokovych
systémoch.

Amalgamové elektrody boli tieZ pouzité na skimanie DNA, jeho baz ¢i nukleovych
kyselin. DNA je schopné sa naabsorbovat’ na elektrodu dostato¢ne silno na pripravu
DNA-modifikovanej elektrody. AgSAE elektody modifikované DNA st schopné
detekovat’ poSkodené DNA. Poskodenie sa prejavi Specifickymi voltamperickymi pikmi

[7].

2.4 Aplikacia amalgamovych elektrod

Stanovenim organickych latok s pouzitim amalgamovych elektrod sa vo velkej miere
zaoberd pan prof. Emil Paletek, ktory posobi na Akadémii vied Ceskej republiky.
V ¢lanku [11] sa zaobera vyuzitim striebornych a zlatych amalgdmovych elektréd na
detekciu proteinov, v porovnani s metddou elektroédy s ortutovou kvapkou. Konkrétne sa
v experimente jednalo o meranie H piku. Ten vzniké pri vyluovani vodika u katalyzy
proteinov aje ho mozZné pozorovat’ len s pouZitim elektrod obsahujicich amalgam.
Experiment poukazuje na moZznost’ pouzitia amalgamovych elektréd ako alternativa
k HMDE. Porovnavana bola elektroanalyticka odozva nativneho a denaturovaného BSA
proteinu s pouZzitim HDME a SAE metody.

Na elektrody bolo naabsorbované 5 pM BSA proteinu v 0,2 M Mcllvaine roztoku pri ¢ase
1 minuta a potenciali -0,1 V. Vysledky chronopotenciogramu pri prade -40 pA ukézali
zéavislost’ koncentracie nativneho BSA na vyslednom H piku, pricom zavislost’ bola

linearna do koncentracie cca 1 uM.
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Na testovanie BSA boli pouzité metody adsorptivnej stripovacej voltametrie (AdS, in
situ) a adsorptivnej stripovacej transferovej voltametrie (AdTS, ex situ), priCom obidve
ukézali priblizne podobné vysledky a to maximalny H pik na -1,64 V. Vysledky a stadie
tiez ukazali, ze pik H je citlivy na zmeny v proteinove;j Struktire. To bolo overené tak, Ze
denaturovany BSA produkoval 3 krat vacsi pik pri pozitivnych potencidloch nez nativny
BSA [11]. Porovnanie ukazuje Obrazok 8 [11].
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Obrazok 8: (a) pik H p¥i pouZiti AdS (in situ) a adsorptive transfer stripping (ex situ); (b) H pik
5nM BSA (modra) a pozadie elektrolyt 0,2M Mcllvaine (¢ierna); (¢) pik H u 300 nM nativneho
BSA (¢ierna) a denaturovaného BSA (Cervend)

Fakt, Ze denaturované¢ bielkoviny sa spravaju inak je overeny aj v [15], kde bolo
porovnavané nativne a denaturované BSA vo fosfatovom pufri s pH 7 a pH 4,5. Tento
experiment dokézal, Ze BSA vykazovalo ovel'a vyssi pik pri zasaditom pufri. Dovodom
je to, Ze albumin sa v kyslom prostredi denaturuje. Vysledkom bolo to, Ze nativny aj
denaturovany protein sa v pufri pH 4,5 spraval rovnako, tzn. piky sa takmer nelisili.

V ¢lanku [13] sa pani zaoberaju analyzou nukleovych kyselin pomocou amalgamovych
elektrod, konkrétne analyzou adeninu a guaninu, s pouzitim diferen¢ne pulznej
voltametrie (DPV). Vysledkom je to, ze pradové piky su zavislé na pouzitej koncentracii

kyselin, viz. Obrazok 9. Pouzité boli rdézne koncentracie zmesi adeninu a guaninu
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v pomere 58:42, v roztoku 0,05 M NazB4Og¢ s pH 9,5. V tomto experimente bola pouzita

amalgamova elektroda z medi.
-80 -~

| [nA]

40 L

D i 1 i 1
-500 -800
E [mV]

Obrazok 9: voltamogram zmesi adeninu a guaninu v roztoku boratového pufru s pouZitim
amalgamovej elektrédy. Pouzity akumula¢ny potencial -320V, ¢as 180 s a skenovacia rychlost’ 20

mV/s [13].
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3 PRAKTICKA CAST

Prakticka cast’ zahfna niekolko Casti. Najprv som pripravila testovaci Cip na

najdenie optimalnej pradovej hustoty a hrubky vrstvy amalgamu. Nasledne som tieto
poznatky pouzila pri amalgamacii 64-elektrodového Cipu. Po modifikécii ¢ipu vrstvou
amalgamu bol Cip pouzity na analyzu biologickych latok.
Priprava testovacieho ¢ipu znamenala jeho doleptanie, ¢im sme odstranili neziaduci
rezist. Leptanie prebiehalo postupom BOE, ,,Buffered oxid etch®, kedy je pouzita zmes
kyseliny fluorovodikovej a fluoridu amonneho v pomere 1:7. Tento roztok leptd u oxidov
priblizne 2 nm za sekundu, pri izbovej teplote.

V tomto pripade prebehlo leptanie po dobu 30 sekund pri izbovej teplote. Nésledne bol
Cip premyty isopropanolom. Na Obrazok 10 je tento mikrocip, odfoteny na optickom

mikroskope.
7 HCIO;3 a ortute bol pripraveny 0,1 M roztok acetatu ortuti Hg(O2CCHz)s.

Obrazok 10: mikrocip, snimka z optického mikroskopu, zvicsenie 60 000x.
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3.1 Elektrochemicka depozicia

Elektrochemicka depozicia je vlastne ,,nandsanie” materialu na vodivy povrch
z roztoku, ktory obsahuje soli. Bezne sa pouZiva zapojenie s dvoma elektrodami —
pracovnou a referencnou. Cely systém je zapojeny k potenciostatu, ktory proces
kontroluje, a elektrody su ponorené v roztoku obsahujicom vol'né iony.
Ta Cast’ systému, na ktord chceme material nanédsat, je katéda obvodu. Andda je
vyrobena z materialu, ktory budeme nanaSat. VSetky casti st ponorené do roztoku
(elektrolytu), ktory obsahuje rozpustené kovové soli a vodivé i6ny. Prud elektronov je
zaisteny pripojenim k zdroju. Jednosmerny prad je usmerneny smerom k anode, ¢im
dojde k oxidacii kovovych i6nov aich rozpusteniu v elektrolyte. Nasledne su tieto
rozpustené 16ny redukované na rozhrani katdda - elektrolyt. Podl'a Faradayovho zédkona
je potom hmotnost’ vylucenej latky priamo timerna elektrickému naboju prenesenému
16nmi a atobmovej hmotnosti latky a nepriamo imerna ndbojovému ¢islu danej latky.

m :gxx—’:x% 4)[17],
kde m je hmotnost’ latky uvolnenej na elektréde, O je je celkovy naboj preneseny
elektronmi, M, je molekulova hmotnost’ latky, N, je ndbojové Cislo latky a z je valencné
¢islo i6nov latky.

V tejto praci bola na zaciatku vytvorena zlatd doska ako testovaci produkt. Bol
vyrobeny nanaSanim vrstiev silikonu, zlata a rezistu. Nasledne osvietenim vrstvy rezistu
UV svetlom cez masku vznikol vysledny produkt so vzorom malych koliesok, na ktoré

sa nanasal amalgam. Kompletny postup fotolitografie je popisany na Obrazok 11 [12].

27



uv

s

o Fotorezist N\ /
Vytvorenie filmu
. [
Nandasanie Nanesenie
rezistu masky
Silikonovy substrat —_—
Zohrievanie
Zohrievanie
Vyvolavanie

Odstranenie _ _
I I Leptanie

rezistu
-~
Naparovanie

Obrazok 11: Proces fotolitografie

Nasledne bola doska vyuzitd na testovanie amalgamadcie. Zapojenie je popisané na
Obrazok 12, kde zlato sa chova ako katoda, na ktoru je privedeny prad usmerneny
smerom ku anode. Na katédu som kvapla 1 pL roztoku ortuti, do ktorej som namocila
platinovi anodu. Prechddzanim prudu doéjde k oxidacii ortute na andde a nasledne jej
redukcii na katdéde. Na katode teda postupne vznika vrstva ortute v podobe zfn. Takto bol

vytvorena zlatd doska modifikovana vrstvou amalgamu.

Pt elektroda

acetat ortute

Au wafer

Obrazok 12: Elektrodepozicia s pouzitim amalgamovej elektrédy na zlatej doske
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Ciel'om elektrochemickej depozicie na testovacom produkte bolo najst’ idealnu
prudovl hustotu na depoziciu amalgamu, teda takt, pri ktorej sa na povrchu zlata vytvori
¢o najhustejSia a najkompaktnejSia vrstva ortute. Prebehlo niekolko experimentov
s pouzitim rdznej pradovej hustoty v zavislosti na Case.

Testovacie kolieska na povrchu zlata maji priemer 1500 pm, tzn. plocha je 1,767 mm?.

Podielom pouzitého prudu a plochy elektrody ziskame pradova hustotu J.
HA

um2
kde 7 je pouzity prid a S je plocha elektrody.

Pouzité prudové hustoty boli od 5,65 x107 pA*um do 5,65x10” pA*um™ pri ¢ase od
10 s do 120 s. Testovacia doska bola potom pozorovana v rastrovacom elektronovom
mikroskope s vytvorenim fotografii nadeponovanej vrstvy amalgdmu. Obrazok 13
ukazuje zlata vrstvu bez nadeponovanej vrstvy ortute.

Z vytvorenych snimkov bol vybrany ten, na ktorom bola viditena ¢o najhomogénnejsia
a najhustejsia vrstva ortuti a to konkrétne pri prudovej hustote 1,13 x10° pA*um™ pri
Case 60 s. Na porovnanie bola do tejto prace vybrana pradova hustota, ktora bola uz prili§
vysok4 a pri ktorej sa nevytvorila vhodnad homogénna vrstva ortuti, ato 5,65x107

pA*pm2 pri ¢ase 30s. Tieto vysledky zobrazuju Obrazok 14 a Obrazok 15.
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SEM HV: 15.00 kV WD: 6.782 mm
View field: 3.611 ym  Det: InBeam
SEM MAG: 60.00 kx

MIRAW TESCAN
y

LabSensNano n

Obrazok 13: zlata vrstva bez amalgamu v rastrovacom elektronovom mikroskope, vziic¢senie 60 000x.

4

SEM HV: 15.00 kv WD: 2.618 mm
View field: 43.3¢ pm  Det: InBeam 10 pm
SEM MAG: 5.00 kx

MIRAN TESCAN
LabSensNanou'
Obrazok 15: Amalgamové zrna v SEM pri

prudovej hustote 5,65x10-7 pA*um-2

SEM HV: 15.00 kV WD: 2.028 mm MIRAW TESCAN
View field: 43.34 um  Det: InBeam 10 pm 1
SEM MAG: 5.00 kx LabSensNano n

Obrazok 14: Amalgamové zrna v SEM pri
prudovej hustote 1,13 pA*pm?
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3.2 Aplikacia depozicie na 64-elektrodovy Cip

Poznatky ziskané z amalgamacie testovacieho ¢ipu som vyuzila na modifikaciu 64-
elektrédového cipu. Predpoklad bol taky, ze najvhodnejSia pridova hustota bude
1,13x10° pA*um? pri ¢ase 60 s. Po viacerych experimentoch s roznou pridovou
hustotou, tj. od 0,172x10° pA*um? po 6,8x10° pA*um= bola vytvorena vrstva
amalgamu pozorovana na elektronovom mikroskope. NajhomogénnejSia vrstva
amalgdmu sa javila pri najniz$ej pradovej hustote ato 172x10 pA*um=2, pri ase
depozicie 60 s, ¢ize pradova hustota o tri rady vyssia ako sme ocakavali. To mohlo byt
spdsobené vyssim odporom, ktory musel prad prekonavat’. Vysledna vrstva je zobrazena
na Obrazok 16 (a) a je porovnana s vrstvou, ktora bola vytvorena prili§ vysokou prudovou
hustotou na Obrazok 16 (b). Tu vidno, Ze vrstva nie je homogénna a mézeme vidiet’ aj

zlatl vrstvu pod amalgdmom, ¢o nie je Ziaduce.

MIRAN TESCAN SEM HV: 1500 KV WD: 15.11 mm I © MIRAWTESCAN
¥ Del: BSE h

iew field: 21.67 ym Del: BSE
ISEM MAG: 10.00 kx LabSensNano n

LabSensNanon

(a) (b)
Obrazok 16: Amalgamova vrstva na zlatej vrstve ¢ipu pri pridovej hustote 172x10° pA*um a
case depozicie 60 s (a). Amalgamova vrstva pri pridovej hustote 172x10- (b). Pouzity bol
elektronovy mikroskop a zvicsenie 10 000x.
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Obrazok 17: ¢ip po modifikacii vrstvou amalgamu. Vonkajsia elektroda je €isté zlato, vniitorna

elektroda je zlato so zrnami amalgamu. PouZity bol opticky mikroskop, zvicSenie 50x.

Ked’ze priemer jedné¢ho celého Cipu je len 500 um, celd amalgamacia prebiehala pod
mikroskopom, na hrotovej meracej stanici. Cielom bolo pokryt vrstvou amalgamu
mensiu z dvoch elektrod na kazdom cipe. Vonkajsia elektréda bola teda zapojena na
kladny vystup atd vnutorna, mensia na zaporny vystup. Hodnoty pradu, casu
a maximalneho napdtia boli nastavované prostrednictvom softvéru Elektrochemické

procesy v2.0.4, napojen¢ho na prudovy zdroj Keithley, viz. Obrazok 18: softvér
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Speed Vps Direction of Voltage Target Volt. Limit [V] anwEr w12

» - )
§0.00001 0] I 0.00001 O

% GPIB0:24:INSTR

Speed mAps Direction of Current Target Curr. Limit [mA]

Output On

ure Start/Stap Timer [min] .
i Stop/Start
[® ’ﬁ Save data 2, "”E’)”” : BT FROY

Obrazok 18: softvér Eelektrochemické procesy

Hodnota maximalneho vystupného napitia bola nastavena na 10 V. Priebeh vystupného

napdtia je ilustrovany na

Obrazok 19.

Zavislost vystupného napatia na ¢ase

0,9
0,8 /‘_L
0,7

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

napatie [V]

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

¢as [min]

Obrazok 19: zavislost’ napitia na ¢ase pri pride 500 nA. Na zaciatku je hodnota napitie trochu vysSia, ale po
pribliZzne 10 s sa ustilila na hodnote okolo 0,7 V.
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3.3 Prvkova analyza

Na ¢ipoch pokrytych vrstvou amalgamu prebehla analyza prvkov technikou EDX
a XPS.
Energiovo disperzna analyza, EDX, je elektroanalytickd metdda, ktora sa pouziva spolu
s rastrovacim elektronovym mikroskopom, resp. s detektorom BSE. EDX detektor meria
mnozstvo vyziarenych rontgenovych licov v porovnani s ich energiou. Ked’ sa paprsok
dostane k detektoru, vytvori sa impulz, ktory je umerny energii tohto ziarenia. Tento
impulz je prevedeny na napédtovy impulz a d’alej spracovavany v pocitaci. Vysledkom je
zlozenie objemu analyzovanej latky [20].
V tomto pripade tato analyza ukézala, Ze na analyzovanom povrchu sa naozaj nachadza
vrstva amalgamu, resp. ukazala pritomnost’ ortuti. Problémom v tejto analyze je ale to, Ze
protonové Cisla zlata a ortuti st vel'mi blizko a pomocou BSE ich niekedy nie je mozné
jednoznacne oddelit’.
Preto bola urobena este rontgenova elektronova spektroskopia, XPS s pomocou softvéru
CasaXPS. Zikladom analyzy XPS je fotovoltaicky jav. Technika spociva v tom, Ze
fotony sa zrazaju s elektronmi na povrchu analyzovanej latky a tieto elektrony su
emitované do vakua. Tam st potom zachytené a analyzatorom rozdelené podla ich
kinetickej energie a mnozstva. Ked’ze pozname kineticku energiu elektronov a aj energiu
fotonov budiaceho ziarenia, mézeme sledovat védzbovi energiu kazdého prvku
z analyzovanej latky [19].
V pripade tohto experimentu mi XPS analyza pomohla uistit sa v pritomnosti
amalgamovej vrstvy na zlatych ¢ipoch a overila nam predpoklad zisteny elektronovym
mikroskopom.
Obrazok 20 znazoriiuje celé spektrum vizbovej energie vSetkych prvkov, ktoré sa
nachadzaju v povrchu ¢ipu. Su to prvky, z ktorych bol vyrobeny, teda Si, Cr, Ni, nasledne
Au, z ktorého je vyrobena elektroda a nakoniec Hg, ktora bola nadeponovana. Najviac sa

samostatna ortut’ objavuje v orbitali d.
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Obrazok 20: XPS analyza povrchu elektrédy, ukazuje celé spektrum a pritomnost’ v§etkych latok,

ktoré sa na ¢ipe nachadzaju

Pritomnost’ ortuti je dobre vidiet najméa v atomovych orbitaloch d a f. Aj pri analyze XPS

sa prejavuje problém prekryvania prvkov z dovodu ich podobného energetického spektra,

konkrétne v orbitali f je kremik, z ktorého je ¢ip vyrobeny, priamo pod pikom ortuti, viz.

Obrazok 21. Zlato sa nachadza mimo ortuti a tak ju dokazeme dobre rozlisit’.

x 10
] Au 5s Hg 4f5/2 Hg 4f7/2
50 Hg 4f
] §j{\?p1.’2
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40
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Obrazok 21: XPS analyza povrchu elektrédy, ukazuje pritomnost’ ortuti v orbitali f, spolu s

kremikom, ktory tvori podklad ¢ipu.
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V orbitéli d sa uz kremik nenachédza a je mozné pozorovat’ samostatnt ortut’. V blizkosti

ortuti sa znovu nachadza aj zlato, viz.Obrazok 22

X 101

| Hg 4d3/2 Hg 4d Au 4d3/2
64 Hg 4d5/2

62|

52_
50 ]
48_

390 385 380 375 370 365 360 355 350 345
Vézhova energia (eV)

Obrazok 22: XPS analyza povrchu elektréody, ukazuje pritomnost’ ortuti v orbitali d, kde uZz sa

neobjavuje kremik a ortut’ je v konvolicii so zlatom

3.4 Analyza biologickych latok

Funkc¢nost” Cipu bola overena osvedCenou technikou elektrochémie ruténia,
s pouzitim cyklickej voltametrie. Dévodom je to, Ze ruténium sa na amalgdmovych
elektrédach I'ahko oxiduje a redukuje v zapornom potenciali, tzn. oxidacny a redukény
pik sa nachadza v zapornej Casti potencialu (oakavany vystup viz.Obrazok 3). Prave to
je dolezité pretoze, ako je spomenuté vyssie, biomakromolekuly sa redukuji v zapornom

potenciali. Reverzibilny oxida¢no-redukény par popisuje rovnica [16].

[Ru(NH3)6]** & [Ru(NH3)e]** +e” (6)

Dal’$ou analyzovanou latkou bolo BSA (hovidzi sérovy albumin) &o je protein ziskany
od krav. BSA takmer nijak neovplyviiuje chemické reakcie, je 'ahko dostupné a lacné,
jeho molekuly st malé a stabilné. Z tychto dovodov ma tento protein vel'mi Siroké
vyuzitie v elektrochémii a je zakladom mnohych experimentov. Prave preto bolo BSA
vybrané aj v tejto praci na analyzu s pouzitim amalgamovych elektrod [15][14].

Na vSetky analyzy bol pouzity AUTOLAB a softvér NOVA 2.0 a experimenty

prebehli na hrotovej meracej stanici pod mikroskopom.
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3.4.1 Analyza ruténia, vysledky a diskusia

Na prvll analyzu som vybrala ruténium vo forme hexaammineruthenium (III)
chloride. Pouzity bol 64 elektrodovy cCip, zlaté elektrody modifikované vrstvou
amalgamu. Na analyzu bola pouzitd metdda cyklickej voltametrie.

Roztok ruthenia som namiesala s 0.1M KCI. Boli namieSané Styri rézne koncentracie,
ato 50 mM, 10 mM, 5 mM a 1 mM.

Hodnoty vsetkych analyz cyklickej voltametrie boli nastavené nasledovne:

Startovaci potencial: -0,9 V

koncovy potencial: -0,2 V

dolny vrchol (lower vertex): -0,9 V

horny vrchol (upper vertex): -0,1 V

rychlost’ skenovania (scan rate): 10mV#*s™!, 50 mV*s! a 100 mV*s!

pocet cyklov: 3

Najprv bolo namerané pozadie, teda ¢isty KCI. Nasledne boli merané vSetky koncentracie
ruténia, vzdy s troma roznymi rychlostami skenovania. Vysledky st zobrazené na
Obrazok 23.

Pouzité koncentracie 1 mM, 5 mM, 10 mM a 50 mM. Scan rate 100 mV*s™!.

0,0000001
5E-08

0

-5E-08
-1E-07

-1,5E-07

1[A]

-2E-07
-2,5E-07

-3E-07

-3,5E-07

-4E-07
-1 -0,9 -0,8 -0,7 -0,6 -0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0

E[V]

——1mM ——50mM 5mM —10mM

Obriazok 23: cyklické voltamogramy Ru[(NH3)s]*" v 0,1 M KCI. Pouzité koncentriacie 1 mM, 5 mM,
10 mM a 50 mM. Scan rate 100 mV*s’.,
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V grafe st znatelné redukéné piky v rozmedzi potencidlov -900 az -800 mV. Oxidacné
piky pravdepodobne splynuli.

Na krivkach mozno vidiet znaény vplyv Sumu. Bohuzial’ sa pravdepodobne nepodarilo
zabezpecit’ najvhodnejSie podmienky na tito analyzu. Ked'Ze pouzité elektrody st velmi
malych rozmerov a ich nakontaktovanie je zlozité, akykol'vek vonkajsi vplyv spdsobi
zmenu vysledku. V tomto pripade je mozné aj to, ze do signalu vstupuje sietovy brum.

Na odstranenie Sumu po analyze by bolo nutné signaly vyhladit’ filtrom.

0,0000001

5E-08

-5E-08

-1E-07

-1,5E-07

1 [A]

-2E-07

-2,5E-07

-3E-07

-3,5E-07

-4E-07
-1 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4

E[V]

—10mM —F1mM —5mM 50mM e pozadie

Obriazok 24: cyklické voltamogramy Ru[(NH3)s]** v 0,1 M KCI. Pouzité koncentracie 1 mM, 5 mM,
10 mM a 50 mM. Scan rate 50 mV*s. Ciernou prerufovanou krivkou je vyzna&eny signal pozadia,
teda KCl

Obrazok 24 znazorfiuje obdobnu analyzu Ru[(NH3)s]*" v 0,1 M KCI v koncentraciach 1
mM, 5 mM, 10 mM a 50 mM, ale tentokrat je rychlost’ skenovania nastavenia na
50 mV*s’!, teda grafy sa vykresl'ovali pomalSie. V tomto grafe je pre ilustraciu zobrazena
aj krivka pozadia, KCI, ktora sa pohybuje okolo nuly.

Oproti predoslému grafu je tu znatel'né, ze redukéné piky st omnoho vyraznejsie. Sum je

miernejsi, no aj tak je tam znateI'ny znacny vplyv vonkajSieho rusenia.
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evwe

tak vyrazné ako v Obrazok 24, no vplyv okolia je najmenej znateI'ny a Sum sa az tak
neprejavuje. Oproti predoslym analyzam je viditeI'né celkové zzenie voltamogramov
a posun k niz§im pradovym hodnotam. To méZe byt sposobené prave nizSou skenovacou
rychlost'ou, ¢o znamenalo dlhsi ¢as posobenia potencidlu na elektrodu a pradova odozva

nemusi byt ¢isto z amalgdmovej vrstvy.

1E-08
-5E-23
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-9E-08
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-1 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0
E[V]

5 mM ——10mM =——1mM 50 mM

Obrazok 25: cyklické voltamogramy Ru[(NH3)s]*" v 0,1 M KCI. Pouzité koncentracie 1 mM, 5 mM,
10 mM a 50 mM. Scan rate 10 mV*s,

Celkové porovnanie rychlosti skenovania zhfiia Obrazok 26, kde je najviac znatelny
rozdiel Sirky celkového voltamogramu a vplyvu Sumu na signal. Vplyv na vysledky
mohol mat’ aj fakt, Ze prvé dva merania boli uskuto¢nené v iny den ateda za inych

podmienok ako tretie meranie.
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Obrazok 26: porovnanie cyklickych voltametrii 1 mM Ru[(NH3)s]** v 0,1 M KCI pri roznych
hodnotach rychlosti skenovania, konkrétne scan rate= 10mV*s', 50mV*s™! a 100mV*s!,

Obrazok 27 porovnava hodnotu, resp. polohu redukéného piku na potencialovej osi pri
roznych hodnotach skenovacej rychlosti. Nijak4 vyraznd zavislost’ preukézana nebola, aj
ked’ mézeme povedat’, Ze so znizujicou sa rychlostou sa redukéné piky posuvaju vel'mi
mierne doprava, teda k menej zapornym hodnotdm. Tento posun sa vacsinou kompenzuje

kalibraciou.
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Obrazok 27: Zavislost polohy redukéného piku na skenovacej rychlosti
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3.4.2 Analyza BSA, vysledky a diskusia

Na druht analyzu bol pouzity nativny hovidzi sérovy albumin, BSA. Roztoky
roéznych koncentracii som pripravila riedenim 20 pM BSA vo fosfdtovom pufri, pH 7.
Boli pripravené Styri rozne koncentracie: 20 uM, 5 uM, 1uM a 100 nM.

Na analyzu som pouzila potenciometricku stripovaciu metéodu s konStantnym pradom,
ktory bol nastaveny na -40 pA. BSA bolo na pracovnej elektréde akumulované po dobu
60 s pri potenciali -0,1 V.

Pri analyze boli sledované hodnoty pikov detekcie BSA na elektrode. Z vysledného grafu

vyplyva, ze vyska piku rastie so zvySujicou sa koncentraciou latky, viz. Obrazok 28.

30

25

15

&t/8E (s/V)

-5
WE(1).Potential (V)

——1pM ——5uM ——100nM ——20pM

Obriazok 28: detekcia réznych kocentracii BSA metodou stripovacej potenciometrie. PouZzité
koncentracie BSA 100 nM, 1 uM, 5 uM a 20 uM, stripovaci prud I=-40 pA, ¢as akumulacie 60 s pri
akumula¢nom potenciali Ea=-0,1 V.

V tomto experimente bola pouzita metdda stripovacej potenciometrie z ddvodu, aby sme
mohli vysledky porovnat’ s [11], kde pik H u 5 uM BSA bol ziskany u potencialu -1,64V.
Tato metdda sa nepouziva uplne bezne a navrhla by som pouzit’ Standardné voltamperické

techniky. Hodnoty ziskanych pikov zhrniuje Tabul’ka 1

Tabul'’ka 1: detekcia BSA
Koncentracia BSA [uM] | 0,1 1 5 20
Hodnota piku [V] -1,695 | -1,564 | -1,474 | -1,668
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a mdzeme povedat, Ze mnou namerana hodnota -1,69 V je vel'mi blizka oc¢akavanej
hodnote -1,64 V.

Odchylky v hodnotdch mohla spdsobit’ napriklad nepresnd doba akumulacie latky na
elektrdde, kontamindciou pipety medzi jednotlivymi meraniami ¢i vonkaj$imi vplyvmi -
rychle vysychanie kvapky roztoku na elektréde v dosledku vzduchotechniky. Nevyhodou
pri experimentoch bolo aj to, ze ked’ze elektrody st vel'mi malé, aj nepatrny pohyb
sposobil stratu tazko nadobudnutého kontaktu s kontaktnymi ploskami. Napriek tomu st

v nameranych hodnotach vel'mi malé odhylky.

3.4.3 Limit detekcie

Limit detekcie je najmensie mnoZzstvo analytu vo vzorku, ktoré moze byt’ detekované.
Existuje niekol’ko postupov, ako zistit’ limit detekcie. Ja som si vybrala postup s vyuZzitim

vysledkov z regresnej krivky, kedy pouzivame vztah:
3,3xhy,
LOD = B (7),
Kde 4, je smerodajnd odchylka a m je smernica kalibra¢nej krivky [22].

Ako smerodajna odchylka moze byt pouzita Standardna odchylka hodnoét y na regresne;j
krivke.
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Obrazok 29: kalibra¢na krivka koncentracie
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S pouzitim hodnot z Tabul'ka som vypocitala Standardnt odchylku STEYX=27278,85.
Hodnotu sklonu krivky, teda smernicu, vycitame zrovnice regresie: m=0,4641. Po
dosadeni do vzorca dostavame hodnotu LOD=11,16 nM.
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ZAVER

Ciel'om tejto bakalarskej prace bolo nastudovat’ si problematiku amalgdmovych elektrod
aich wvyuzitia pri analyze biologickych latok azoznamit' sa s technikami
elektrochemickej depozicie. Nasledne ziskané poznatky aplikovat’ v praxi na tvorbu 64-
elektrédového Cipu modifikovaného vrstvou amalgamu. Na vytvorenych elektroédach som
mala analyzovat niekol'ko biologickych latok roznych koncentracii.

V prvej Casti praktickej prace som absolvovala experimenty na skisobnej doske, kde som
testovala roznu pradové hustotu a jej vplyv na vysledna vrstvu amalgdmu. Po néjdeni
vhodnej pradovej hustoty som to aplikovala na 64-elektrédovy Cip. Bohuzial’ hodnoty,
ktoré boli o¢akavané ako najvhodnejsie, boli prili§ vysoké a vysledna vrstva amalgamu
nebola vhodna. Preto prebehli d’al'Sie experimenty, az sa mi podarilo néjst’ optimalnu
pradova hustotu, kedy vysledna vrstva amalgdmu na elektréde bola dostatocne
homogénna a husta. Pri d’alSom pokracovani v praci by som este zistila vysledna hrubku
vIstvy.

V druhej Casti praktickej ulohy som si vybrala dva testovacie latky a to ruténium a BSA.
Ruténium z toho dévodu, Ze sa v zapornom potenciali lahko redukuje a vieme tym overit’
funk¢nost’ Cipu. Bohuzial’ vysledné voltampérické krivky nie st uplne ideélne. Redukény
pik je detekovatel'ny v potenciali, ktory je o hodne posunuty od o¢akdvania z [16] ¢i[11]
a krivky st roztrasené pravdepodobne vplyvom vonkajSich podmienok a elektroniky
v laboratoriu. Posun pikov je pravdepodobne spdsobeny tym, ze v mojej praci bol pouzity
dvojelektrodovy systém s referencnou elektrodou, zatial ¢o v [11] bol pouzity
trojelektrédovy systém. Druhu testovanu latku, BSA, som vybrala z toho dévodu, ze je
'ahko dostupné a je to akysi zaklad vacsiny elektrochemickych merani. Na analyzu som
pouzila metddu stripovacej chronopotenciometrie a sledovala som hodnoty piku pri
roznych koncentracidch roztokov. Vysledny graf potvrdzuje zavislost’ vysky piku od
koncentracie analyzovanej latky.

Vytvorené amalgamové elektrody su teda vhodné na analyzu biologickych latok
a v d’alSej praci by som sa zamerala na optimalizéciu vrstvy amalgamu a na skimanie
d’alSich biologickych latok. Taktiez by som skusila merania cyklickej voltametrie vo

vyssich zapornych potencialoch.
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Zoznam symbolov, veliin a skratiek

Skratky
SEM
DNA
RNA
NK
MeSAE
BOE
HDME
SAE
ISE
EDX
XPS
BSA
Veli¢iny
Es

Ek
Znacky
HCIO3

rastrovaci elektronovy mikroskop

kyselina deoxyribonukleova

kyselina ribonukleova

nukleové kyseliny

pevna kovova amalgamova elektroda

buffered oxid etch

elektroda s ortutovou kvapkou (hanging mercury drop electrode)
pevna amalgamova elektroda (solid amalgam electrode)
iontovo selektivna elektroda

energiovo-disperzna analyza paprskov X

rontgenova (foto)elektronova spektroskopia

hovédzi sérovy albumin

Startovacie napétie

koncové napitie

kyselina chlore¢na

Hg(O>,CCH3), acetat ortuti

Ru(NH3)s

chlorid hexaamin rutenity
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