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Abstrakt

V soucasnosti se snazi véda vyvijet stale lepsi technologie pro vyrobu nanocastic. S tim
souvisi 1 jejich zaclenéni do elektrochemie a do biosenzort.

Bakalaiska prace se zabyva problematikou méfeni biotinylovaného oligonukleotidu
pomoci elektrochemické impedancni spektroskopie a voltametrickych metod na zlatych
elektrodach. Praktickou casti je navazani a charakterizace biomolekul na povrch
nanostrukturované zlaté elektrody, zpracovani vysledki z méfeni a jejich nasledné

vyhodnoceni.

Klic¢ova slova

nanostruktura, elektroda, biosenzor, impedan¢ni spektroskopie, voltametrie, oligonukleotid

Abstract

Nowdays, science is trying to develop better technology for production of nanotechnology.
This is related to integration into the electrochemistry and biosensors.

Bachelor’s thesis deals of biotin oligonucleotide measurement using the
electrochemical impedance spectroscopy and voltammetric methods on gold electrodes. The
aim of practical part is linking and characterization of biomolecules on the surface of the
nanostructured gold electrodes, than the discussion of results and measured data.
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1 Uvod

vvvvvv

dobach dochazelo k jejich velkému rozmachu. Naptiklad jiz roku 1832 Michael Faraday
formuloval zakladni elektrochemické zakony. Dilezitym meznikem, hlavné pro ceskou
elektrochemii, bylo ziskani Nobelovy ceny Jaroslavem Heyrovskym vroce 1959 za
polarografii. V soucasné dob¢ je vyuziti téchto metod stale ¢astéjsi a dostupnéjsi, a to hlavné
z diivodu selektivity, senzitivity, rychlosti a nizsi ceny.

Soucasny rozmach védy je spojovan i s rozvojem biosenzort. Hlavni vyhodou je hlavné
jejich nizkd cena a dostupnost oproti jinym vykonnéj$Sim metoddm. Nejen u nds, ale 1 ve svété
se vyuzivaji biosenzory k navazovani latek, jak na zlaté povrchy, tak i na nanostrukturované.
Jednd se naptiklad o streptavidin, ktery se kovalentné véaze na zlaty povrch pomoci
aminovych vazeb [1]. Vjinych postupech se miZzou vyuzivat i biotin-modifikované
oligonukleotidy, glutation, enzymy a jiné biologické latky.

S tim souvisi i rozvoj nanotechnologii a jejich uplatnéni pravé v oboru biosenzort.
Nanocastice se vazou na povrch biosenzort, ¢imz dochazi ke zvétSovani jejich povrchu
a lepsi citlivosti. V dne$ni dobé se s nanotechnologiemi v podstaté setkavame denné téméef ve
vSech Cinnostech. Diky vybornym vlastnostem dochéazi k neustadlému vyvoji a zlepSovani
téchto technologii.

Cilem této bakalatské prace je teoreticka reSerSe problematiky a méfeni navazani biotinu
a glutationu na zlaté elektrody a na nanostrukturované elektrody. Soucasti je i ptiblizeni
vyroby téchto elektrod a nédsledna akumulace biologické latky na elektrody. Takto pfipravena
¢idla budou charakterizovana pomoci elektrochemické impedancni spektroskopie a cyklické
voltametrie.



2 Elektrochemické metody

Uvédomime-li si, ze veskeré chemické interakce, které se dé€ji na urovni atomt, jsou vlastné
elektrické, tak mizeme dospét k tomu, ze v nékterém smyslu mizeme povazovat chemii za
elektrochemii. Pokud se ale podivame z obecného hlediska na vyznam slova elektrochemie, je
to vlastné zkoumani jevi, ke kterym dochazi na elektrodach a studium roztokt elektrolytt, do
nichz jsou elektrody vlozeny. Tyto metody miizeme vyuzivat k méfeni chemickych veli¢in a
uréovani koncentraci latek. Nutnou podminkou je to, aby méfena latka byla schopné prenaset
elektricky naboj.

Kazda elektrochemickd metoda mé jiny postup a jiny druh méfeni na rtiznych
pfistrojich a za riznych podminek. Kazda metoda je sama o sobé specifickd a musime si vzdy
rozmyslet, kterd z nich je lepsi ¢i horsi k danému méfeni.

Tato bakalafska prace dale popisuje dvé zakladni elektrochemické metody, a to

elektrochemickou impedanéni spektroskopii a voltametrii [2].

ELEKTROANALYTICKE METODY

zalozené na redoxni reakci probihajici v zalozené na méfeni elektrolitickych
elektrochemickem Elanku vlastnosti roztoku
1 1
elektrochemickym élankem neprochazi elektrochemickym élankem prochazi
elektricky proud elektricky proud | konbukTOMETRIE |

1
1 obsah analytu se elektrolyzou neméni

ROVNOWVAZNA :VOLTAMETRIE |
POTENCIOMETRIE -
AMPEROMETRIE

I p —
Ianal\[t]e elektrolyzou kvantitativné preménén I

| ELEKTROGRAVIMETRIE |

I COULOMETRIE |

Obrazek 1 Prehled elektroanalytickych metod
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2.1 Elektrochemicka impedanéni spektroskopie

Mezi velmi dutlezité a stale vice pouzivané elektrochemické metody mizeme bezpochyby na
prvni misto zafadit elektrochemickou impedanc¢ni spektroskopii (EIS).

Tato metoda je vyuzivand pro vyvoj a vyzkum materidla. Jeji vysledky urcuji
elektrochemické vlastnosti elektricky vodivych materialti, rychlost chemickych reaket,
popiipad¢é korozi. Mlizeme pomoci ni také predurcit, které chemické senzory je vhodné
pouzit, a které naopak ne [3][4].

NejcastéjSim pouzitim EIS je zkoumani heterogennich elektrodovych povrchi za
predpokladu, Ze vlastnosti povrchii se v ¢ase neméni. Pfi samotném méfeni ptfivadime na
elektrody ponotené do elektrolytu stiidavy signal s velmi malou amplitudou.

Vysledkem je elektricka odezva proudu. Nejcastéjsi metodou pro analyzu ziskanych
dat je metoda matematického modelu impedance [5].

2.1.1 Kapacita dvojvrstvy

Jednim z parametrt pfi uréovani vlastnosti a popisu elektrod je kapacita dvojvrstvy, anglicky
Double layer capacity. Je to nehomogenni rozloZeni iontii na kovovém rozhrani (obr. 2) Tato

dvojita vrstva se sklada ze dvou Casti:

1. Kompaktni vrstva (Helmholtzova vrstva) — nachazi se nejblize k povrchu, v némz
dochazi k rozdéleni naboje. Zde se potencidl méni linearné se vzdalenosti od povrchu
elektrody

2. Vngjsi difuzni vrstva (Gouy - Chapmanova vrstva) — dochazi zde k exponencialnim

potencialovym zménam [8].
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Kompaktni  Vnéjsi difuzni

vrstva vrstva
(1) (2)
= i ®
T®® ED@ @ @® .
o0 o 4 ©
" le® o ® ©
Elektroda o ® =
- |0% o | @
_ ®@ S @®
- %@ & o @ ] 2
— S
T
Vzdalenost

Obrazek 2 RozlozZeni iontit na kovovém rozhrani

Ny, @

Potencial

P

Vzdalenost

Obrazek 3 Exponencialni zavislost potencialu na vzdalenosti

2.1.2 Model impedance elektrody

Uvedeny model podle obr. 4 piedstavuje impedanci jedné elektrody. Realné méfici elektrody
reprezentuji dvé takova zapojeni v sérii, pti kterém rezistor RroraL predstavuje méteny odpor
elektrolytu a Cp, piedstavuje kapacitu dvojvrstvy. Vlozenim elektrody do elektrolytu, dochazi
k chemickym reakcim a tudiz i k nerovnovaze naboji. Tato nerovnovaha je ale hned
vyrovnavana piesunem iontl k elektrod¢ az do té doby, dokud se nédboje nevyrovnaji. V okoli
elektrody zac¢ind vznikat dvojvrstva, kterd je tvofena ionty. Na jedné strané jsou to kladné
nabité ionty a na strané¢ druhé zaporné nabité ionty. Naboje pies dvojvrstvu piechazeji, ale

jejich prechod je zpomalovan rychlosti vymény elektronli mezi ionty a elektrodou. Tento

12



popsany d¢j se nazyva odpor pfenosu naboje a na vySe uvedeném modelu je to Rer. Tento
odpor je nelinearni a zavisi na napéti. Kvili tomu bylo zavedeno limitni napéti, pro které je
jeho chovani jesté linedrni. Protoze Rcr klesa s frekvenci, limitni napéti s frekvenci stoupa
[6]. Dilezitym blokem obvodu je Warburgova impedance Zy, ktera je zpisobena kone¢nou
rychlosti difuze ionti z elektrolytu k elektrodé. Tato impedance Zw spolu s Rer tvori
Faradayovu impedanci.

Celkovy prub¢h impedance je nelinedrni na nizkych kmitoctech a je zpiisoben povrchem
elektrody. Naopak u vyssich kmitocti, fadove jednotky kHz, je impedance minimalni [7].

Referencni elektroda

\

Kov

RCT I ZW I

Obrdzek 4 Model impedance elektrody

2.1.3 Warburgova impedance

Tento obvodovy prvek se vyuziva k modelovani nekonecné linedrni difuze. Muze byt obtizné
jej rozpoznat a to z toho divodu, ze je téméf vzdy spjat S Rer (odpor pienosu naboje) a Cp
(kapacita dvojvrstvy). Warburgova impedance je béZna v mnoha systémech a da se povazovat
za Kkonstantni fazovy element (CPE) s konstantni fazi 45° a s velikosti nepfimo umérné
odmocnin¢ z frekvence podle

Aw 4 Aw
vw o Jyw 1)

41 r
= \/’_ 2 W
¥ 1 (2)

Z W =

| Zw

kde Aw je Warburgova konstanta, j je imaginarni ¢islo a w je uhlova frekvence [7].
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2.1.4 Constant Phase Element (CPE)

Konstantni fazovy prvek, neboli CPE, je obvodovy prvek modelujici chovani dvojvrstvy,
ktera slouzi jako nedokonaly kondenzator. Casto se pomoci CPE nahrazuji kapacitory, a to
z divodu nelinearniho rozmisténi v systému. V nékterych systémech se ocekava, ze
Nyquistav graf bude tvofit palkruh se stfedem na ose x. Ve vétSiné piipadu je grafem opravdu
oblouk kruhu, ale stfed neleZi na ose X, nybrz v uréité vzdalenosti pod ni. Tyto ptlkruhy byly
vysvétleny fadou jevi, v zévislosti na povaze systému, ktery je stidle predmétem zkoumani.

Kazdopadné spole¢nym vysvétlenim tohoto jevu jsou nehomogenni vlastnosti systému [8].

Nyquistav graf

Nyquistitv graf je parametrickym grafem pfenosové funkce pouzivané v automatickém fizeni
a zpracovavani signald (obr. 5) Nejbézngjsi pouziti tohoto grafu je pro posouzeni pienosové
funkce stability sytému se zpétnou vazbou. V kartézskych souradnicich je redlna ¢ast
prenosové funkce vynesena na osu X a imaginarni ¢ast je znazornéna na ose y. Pomoci

Nyquistova diagramu mzeme vyjadfit Faradaycké impedanéni spektrum [10].

-2 -1 0 1 2 3 4 Fe

Obrazek 5 Nyquistitv graf [26]
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nizké w

Pfenos naboje —————

Difuzni East

RrotaL RroTaL+ Rer Re

Obrdazek 6 Nyquistiv diagram [25]

Na obr. 6 je znazornén Nyquistiv diagram, ktery se sklada ze dvou &asti. Prvni ¢ast
ma tvar pulkruhu a popisuje pfenos ndboje pres dvojvrstvu. Tato cast je pozorovatelnd na
vysokych frekvencich. Druha ¢ast ma tvar pfimky a popisuje kapacitni charakter latky
a pozorujeme ji na nizSich frekvencich. Pokud je na diagramu z vEét$i casti zastoupena
piimkova ¢ast, znamena to, ze k pifenosu naboje dochazi rychleji. Naopak, pokud je z vétsi
¢asti v diagramu zastoupena pulkruhovitad ¢ast, k pfenosu ndboje dochazi pomaleji. To mize
napiiklad nastat u malo vodivych roztoku [10].

CPE rovnice

Matematicky popisujeme CPE rovnici vztahem:
1 o oy
Z—Y=0°()n ©)

kde Q ° ma ¢iselnou hodnotu admitance (1 /| Z ) na® =1rad/s. Jednotky ° Q jsou [S.sn].
Dusledkem této jednoduché rovnice je to, Ze fazovy thel impedance CPE je nezavisly
na frekvenci a ma hodnotu - (90 *n)° [11].
V ptipadé, ze n=1 dochazi ke stejnému piipadu, jako u rovnice impedance
kondenzatoru, kde Q°=C.

~=Y=j0°=jC (4)

Mutzeme tedy fici, Ze pokud je n v blizkosti 1, tak se CPE podoba kondenzatoru.

Fazovy thel vSak neni 90°, ale pii vSech frekvencich vzdy mén¢ nez 90°.
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CPE je symbolizovano pismenem Q (obr. 7). Je to pfimka, ktera svira s 0osou X
uhel (n* 90 °) [9].

T fit

Obrazek T Konstantni fazovy prvek [9]

2.2 Voltametrie

Voltametrické metody fadime mezi elektroanalytické metody (obr.1). Je zakladni
elektrochemickou metodou, kterd se vyuziva ke stanoveni rozpuSténych latek ve vodnych
roztocich nebo rozpoustédlech. Setkat se s nimi miZeme zejména ve vyzkumu redoxnich
vlastnosti molekul (jak uZ organickych, tak anorganickych), které jsou vyuzivany jako léky,
chemikalie, barviva, katalyzatory a dalsi. S pomoci této metody mizeme stanovovat tézké
kovy v roztocich (naptiklad zinek, kadmium, méd’, olovo nebo titan) anebo elektrochemicky
redukovatelné a oxidovatelné organické slouceniny. U téchto metod se vyuZiva
elektrochemickych ¢lanku [12].

Elektrochemicky ¢lanek je chemicky zdroj elektrick€ého napéti, ktery se sklada ze dvou
materiali spojenych elektrolytem. V praxi mizeme pouzit dva druhy ¢lanki. Je to primarni
elektrochemicky clanek (galvanicky c¢lanek) a sekundarni elektrochemicky ¢lanek
(akumulator). Vzniklé napéti je elektromotorické a vznika z rozdilu potenciald na elektrodéach.
Tyto elektrické potencialy jsou dusledkem chemickych reakci mezi elektrolytem
a elektrodami. Reakce mohou byt samovolné nebo vyvolané prechodem elektrického proudu.
Jakmile zapojime ¢lanek do obvodu, uvnitt ¢lanku probéhnou reakce, kterymi se postupné
sniZzuje energie a Clanek se zacne vybijet. Jestlize se napéti na ¢lanku po vybiti nedd znovu
obnovit, mluvime o takzvané ireverzibilni reakci (primarni elektrochemicky ¢lanek). Pokud se
da ¢lanek opét nabit, mluvime o reakci reverzibilni (akumulator). Kdyz ¢lankem prochazi
elektricky proud, projevuje se vnitini odpor ¢lanku a ten ma za nasledek sniZzeni napéti

¢lanku.
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U=U-Ril ()

Ue [V] — elektromotorické napéti
| [A] — elektricky proud
Ri [Q] — vnitini odpor

Elektrochemicky ¢lanek mutize byt zdrojem pouze jednosmérného proudu [2].
U voltametrickych metod se méfi zavislost proudu, ktery protéka pracovni elektrodou,
na potencialu, ktery se méni v ¢ase a vklada se na tuto elektrodu z vnéjsiho zdroje. Velikost

proudu, ktery protéka elektrodou, je funkci jeho koncentrace.

I = f(cA) (6)

zdroj 1}
s pg“ | zdro

Obrazek 8 Zapojeni elektrického obvodu vyuzivaného pri voltametrické analyze v
dvouelektrodovém a trielektrodovém usporddani experimentu [2]

wev

Samotné méfeni probiha ve voltametrické cele. Nejdulezitéjsimi ¢astmi jsou
elektrody, voltmetr a ampérmetr.

Elektrody jsou pracovni, referenéni (srovnavaci) nebo mohou byt piitomny i elektrody
pomocné. Jestlize je pfitomna pouze elektroda pracovni a pomocna, nazyva se toto usporadani
dvouelektrodové. Pokud ale je soucasné pfitomna i elektroda referencni, nazyvd se toto
usporadani tiielektrodové (obr. 8).

Voltmetr je dalsi dilezitou ¢asti voltametrické cely a méfime jim napéti, které je
vkladano na pracovni a referencni elektrodu (obr. 9). Pritomny proud, ktery prochazi ¢lankem

je naopak méfen ampérmetrem [13].
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Potenciostat a
méfidlo proudu

a

, ._|w

Obrazek 9 Priklad realizace voltametrické nadobky [27]

U voltametrie se zaznam zméfeni nazyvd voltamogram —zavislost proudu
protékajiciho soustavou na vlozeném napéti. Zméteny signal ma poté tvar piku a jsme schopni

Z n¢j vycist koncentraci zkoumaného vzorku.

2.2.1 Typy elektrod

e Referencni elektrody
Tyto elektrody slouzi ke srovnavani méfeni a lze podle nich nastavovat i potencial pro
pracovni elektrody. Dilezité je uchovavat argentchloridovou elektrodu v roztoku KCI, nesmi
totiz vyschnout.
-argentochloridova (obr. 10)

-kalomelova

e Pomocné elektrody
Tyto elektrody jsou do uréitého potencialu a proudu elektrochemicky neaktivni a velmi dobie
vodivé.
-platina (drétek, pliSek)
-uhlik

e Pracovni elektrody
Elektrody mohou mit rizny tvar, jako je naptiklad disk, plisek, dratek, vlakno nebo kapka.
Tyto elektrody se vyrabi z riznych materiald. Platinovou a zlatou elektrodu lze v roztoku
HCIO4 polarizovat az k potencialu +1,5 V.
-rtutova kapkova
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-elektrody z tuhych inertnich materiala
-uhlikova (t€lo pInéné uhlikovou pastou)

-zlata, platinova [14].

Ag
Ag

e
N

AgCl

KCl, 3.5 mol dm™

-

Obrazek 10 Argentchloridova elektroda [28]

Rtut’ova kapkova elektroda

Tato elektroda je nejcastéji vyuzivana v metod€ polarografie, miizeme se s ni setkat ale i ve
voltametrii. Je pouZivand jako pracovni katoda. Jak zndzvu vyplyva, rtut je dileZitou
soucasti elektrody a je pfivadéna kapildrou z rezervoaru do analyzovaného roztoku. Rtut’ je
kontrolovana a kape do roztoku po kapkach v intervalu 2-5 sekund. Elektrodu lze v prubéhu

méteni polarizovat z divodu znacného piepéti vodiku.
Platinova elektroda
U téchto elektrod dochazi k vylucovani vodiku pii malém negativnim potencialu, pficemz

s rostoucim pH se pouzitelna oblast posunuje k negativnéjSim potencialiim.
Velmi podobné vyuziti maji i zlaté elektrody [6].
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2.2.2 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie se fadi mezi dulezité dynamické voltametrické metody, u kterych hraje
velkou roli ¢as. Je to z diivodu rychlé a linearni zmény potencidlu. Touto zménou je myslen
plynuly nartst potencialu pracovni elektrody z jedné mezni hodnoty do druhé a poté klesani
potencialu do vychoziho stavu. Tento cyklus se mize i nékolikrat opakovat, proto tato metoda
nese nazev ,.cyklickd voltametrie“. Primérma rychlost zmén potencidlu se pohybuje od
20 mV/s do 1V/s a zavisi hlavné na ploSe elektrody [15]. Grafem zavislosti proudu na
potencialu je voltamogram (obr. 11).

I[na)

Ipr

Ipw

Upw Upr Utmvi

Obrazek 11 Voltamogram z cyklické voltametrie [15]

2.2.3 Diferenéni pulzni voltametrie

Pii této metodé je potencial linearné s casem ménén piikladanym napétovym pulsem
0 amplitudé 10 mV az 100 mV a dobé trvani fadové desitek ms (obr. 12). Napétovy pulz je
aplikovan ke konci doby Zivota kapky, kterd je fizena elektronicky klepatkem. Registruje se
rozdil proudli zméfenych tésné pred vloZenim pulzu a na jeho konci mezi pracovni (Hg)
a pomocnou (Pt) elektrodu. Zavislost rozdilu proudl na potencialu prochdzi maximem, ma
tvar piku (obr. 13). Poloha piku na potencialové ose je dana kvalitou analytu, jeho vyska
zavisi na koncentraci [29].
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néfeni
proudir I

méfeni
prowdu Iy

potencial, £ (V)

D cas, 1 (s)

Obrazek 12 Charakter vkladaného potencialu [29]

proud /-1, (A)

potencial, E(V)

Obrdazek 13 Registrovana polarizacni kiivka pri DPV [29]
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3 Senzory

Vsechny senzory mizeme zjednoduSené popsat jako technické zafizeni, které je schopno
zméfit potifebnou fyzikalni, chemickou nebo biologickou veli¢inu a poté ji automaticky
pievést na veliC¢inu méfici (signal). Dle transformace signalu miizeme senzory rozdélit na
aktivni nebo pasivni. Aktivni senzor se jevi jako zdroj elektrické energie pii piisobeni
snimané veli¢iny. Naopak pasivni senzory je nutno napéjet.

Senzory musi mit vysoky stupei citlivosti (hlavné v ptipad¢€, Ze méti velmi malé zmény)
a dynamicky rozsah. Nazev senzor muzeme nahradit pojmem snimac, detektor nebo
prevodnik. Kazdy senzor ma svou citlivou c¢ast, ktera se nazyva ¢idlo. Senzory jsou
kazdodenné pouzivany naptiklad ve formé dotykovych tlacitek ve vytahu, v autech, strojich,
letadlech, v mediciné nebo v robotice. Celosvétovy technologicky pokrok stale vice umoznuje
vyrabét senzory v mikroskopickém méfitku, ve vétSiné piipada totiz mikrosenzory mohou
dosahovat podstatné vyssi rychlosti a citlivosti ve srovnani s makroskopickymi senzory [16].

Rozdéleni senzori

Dle méfené veliciny:
senzory teploty
senzory tlaku
senzory polohy
senzory rychlosti
senzory elektrické

e o o o o H

Dle fyzikalniho principu:
senzory indukéni
senzory kapacitni
senzory odporove
senzory piezoelektrické

e o o o I\)

Dle vyrobnich technologii:
senzory pneumatické

senzory elektronické

senzory elektrochemické
senzory polovodic¢ové

senzory optoelektronické [16].

e o o o o 00
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3.1 Biosenzory

V biotechnologiich a v biomediciné¢ se vyskytuji ¢idla, kterd jsou schopna detekovat
biologické slozky, jako jsou napiiklad bunky, bilkoviny, nukleové kyseliny nebo polymery.
Témto ¢idlam se fika biosenzory [17].

U biosenzori dochazi ke spojeni urCité biochemické latky, naptiklad enzymu,
s elektrickymi obvody. Jsou tedy zaloZzeny na biochemickych reakcich. Kromé receptoru
a pifevodniku tedy navic biosenzory obsahuji i1 bioreceptor, ktery =zajistuje afinitu
k analyzované latce a zlepSuje jeji detekci. V praxi se biosenzory vyuzivaji hlavné k izolaci
specifického analytu ze vzorku pomoci paramagnetickych Céstic pfi vyrob€ penicilinu,
Vv potravinafstvi, v detekci biologickych bojovych latek, v 1ékarské technice, apod. Doba
odezvy se pohybuje od 10 sekund az do 10 minut.

Biosenzory, podle pouzitych ptevodniki, rozdélujeme na elektrochemické, optické,
kalorimetrické a piezoelektrické [18].

3.1.1 Optické biosenzory

Optické biosenzory jsou takové pfistroje, které vyuzivaji vlastnosti elektromagnetickych vin.
Tyto viny interaguji s chemickymi latkami a v konecném duasledku méteny vzorek protéka
podél tenké zlaté vrstvy, na jejimz povrchu jsou molekuly cilené zachycovany. Tyto molekuly
poté zpusobuji zménu indexu lomu. Tato zména je méfena pomoci elektromagnetické viny,
ktera se pohybuje tésné podél povrchu zlaté vrstvy [19]. Struktura optického senzoru je
vyobrazena na obr. 14.

shodné
fotodiody
modry filtr cerveny filtr
modie
svitici LED
opticky substrat
A
( luminofor
2 A 3
2 2 il
o 0, O, silikon )
0, *2 O, dle pozadavkd
FDA

Obrazek 14 Schéma optického senzoru [19]
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Piezoelektrické biosenzory

Tyto biosenzory vyuzivaji vibraci piezoelektrického krystalu v elektrickém poli. Vibrace se
méni v zavislosti na tloustce krystalu. Nékdy se muizeme setkat i s ndzvem hmotnostni
biosenzory [20].

3.1.2 Elektrochemické senzory

Obecné muzeme fict, ze chemicky senzor je element, ktery snima ur¢itou chemickou vlastnost
a prevadi ji na signal, vhodny k méfeni a interpretaci. Jsou to tedy pfevodniky, které nas
informuji o chemickém slozeni zkoumaného vzorku.

Tyto senzory pracuji na principu elektrochemickych reakci, které nastavaji na urcité
elektrodé¢ v daném elektrolytu [17]. Dle méfené techniky je muzeme dale dé€lit na

konduktometrické, potenciometrické a amperometrické.

Potenciometrické biosenzory

Jsou zalozeny na méfeni zmény potencidlu, kterd je vyvoland akumulaci naboje na rozhrani
elektrody s roztokem, pii nulovém proudu [19][20].

Konduktometrikcé biosenzory

Jejich zakladem je stanoveni zmén v konduktanci a v impedanci, a to v dasledku zmén, které
byly vyvolany naboji v daném prosttedi [20].

Amperometrické biosenzory
Tyto biosenzory jsou z elektrochemickych biosenzori nejvice vyuzivany v elektrochemii.
Poskytuji jako signédl proud, ktery vznikd elektrochemickou reakci, pfi¢emz napéti na

pracovni elektrodé je konstantni.

Vyhodou je rychla odezva a vysoka citlivost i selektivita [19].
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4 Nanostruktury

Nazev ,,nanostruktura® obsahuje pfedponu ,,nano*, coz je definovano jako 0,000000001 celku
(10°®). Pro srovnani jeden nanometr je roven asi jedné milionting velikosti hlavicky Spendliku.
Pod pojmem nanostruktura si tedy muzeme ptedstavit material, ktery se sklada ze stavebnich
jednotek, nazyvanych nanocastice, jejichz velikost je v rozmezi desitek az stovek nanometri.
Na povrchu jejich struktur se nachazi mnohem méné atomil, nez uvnitf struktury, a tim padem
vytvari méné vazeb. Tato skutecnost ovliviiuje jak jejich chemické, tak i fyzikalni vlastnosti.
Z tohoto ditvodu se nanocastice fidi zdkony kvantové fyziky. S pfichodem nanostruktur pfisel

i velky vyvoj nanotechnologii [21].

4.1 Nanotechnologie

Obecné se jako nanotechnologie oznacuje technicky obor, ktery se zabyva vyrobou materialt
velikosti 10 metru. Pro srovnani je to asi jedna tisicina tloustky lidského vlasu. V dne$ni
dobé se s nanotechnologiemi mizeme setkat skoro vSude. Vyskytuji se v pneumatikach
automobilt, tenisovych raketach, zubnich pastach, oble¢eni, v CD piehravadich, atd.
Nanostrukturované ¢astice se vyskytuji v riznych tvarech, které jsou znazornény na obr. 15.

A z jakého duvodu se viibec vyuzivaji? Nanostruktury maji vynikajici vlastnosti, jsou
mensi, leh¢i, levngj$i a odolnéjsi. Jak je ale mozné, Ze maly je soucasn¢ vykonny? Je to
zpiisobeno tim, Ze ¢im mensi produkt, tim je vy$s§i pomér mezi povrchem a jeho mohutnosti.
Na rozhrani povrchl se odehravaji rizné chemické reakce. Nanomaterialy tedy budou vice
reaktivni nez materialy vyrobené z vétsich ¢astic. Vysledkem tohoto vyvoje by tedy mohly
byt citlivéjsi a vykonnéjsi senzory [22].

Krychle Dutiny a péry Sité
Objemové s Strukturované povrchy
Planarni povrchy profizlinami
Castice sféroidy

SkoFapky Tyéinky Trubice

A //

Obrdzek 15 Tvary nanostruktur [30]
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4.2 Zlaté nanocastice

V soucasné dobé se v mnoha oblastech nanotechnologii zacaly vyuzivat zlaté nanocastice
hlavné diky jejich vybornym vlastnostem. Na tyto zlaté nanocCastice mohou byt navazany
ruzné biomolekuly, jako jsou protilaitky nebo nukleové kyseliny. Stim souvisi i jejich
velikost, ktera se pohybuje od 1 az do 100 nm. Co se vlastnosti tyce, maji vyborné optické
a elektrické vlastnosti, dale je to jejich lesk, diky kterému muzou odrézet zéfeni ze svého
povrchu.

V biologickych aplikacich se nanocastice velmi cCasto spojuji se specifickymi

rozpoznavacimi molekulami, v nasem ptipadé je to biotin.

4.3 Nanostrukturované elektrody

Pro modifikaci elektrodovych povrchi mohou byt pouzity také kovové nanostruktury
(,,nanostrukturované elektrody*). Mezi nanostrukturované elektrody se tadi takové elektrody,
jejichz geometricky rozmér dosahuje velmi malych rozméri.

Vyroba spocivd V pokovovani poréznich membran, dale nasleduje elektrodepozice
kovu, ktery prorista pory pouzité membrany. Tato membrana po svém rozpusténi uvolni
vytvofené nanostrukturni systémy, jako jsou nanotyCinky, nanotrubice, atd. (obr. 16). Typ
vybrané struktury zalezi na rozmérech poru a na elektrodé [22].

SEM HV: 15.00 kv WO: 7.267 mm Lot 01010 ] MIRAW TESCAN
View field: 2.093 pm  Det: InBeam 500 nm f
SEM MAG: 138.05 kx LabSensNano n

Obrazek 16 SEM-snimek zlatych nanotycinek
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Srovnani pouZiti mikroelektrod a jejich vlastnosti

Pouziti mikroelektrod ma fadu vyhod. Predevsim jsou schopné detekovat i ve velmi malych
prostorech. Toho se vyuziva u mikroseparacnich metod a u in vivo méfenich v organismu.
Maji také schopnost detekovat i v mélo vodivych prostfedich, a to diky zanedbatelnych
ubytkd napéti na odporu, z divodu malych proudli protékajicich mikroelektrodami. Pfi
samotném méfeni dochdzi k vyraznému rastu podilu signdl/Sum a Ize u nich rychle ménit
jejich potencial. V neposledni fadé proud, ktery teCe souborem mikroelektrod, je vétsi nez

suma proudd, které teCou souborem izolovanych elektrod [23].

Hlavni diivod pouziti nanostrukturovanych elektrod je jejich nanostrukturovany povrch,
ktery je velmi citlivy a ve srovnani s mikroelektrodami podstatné vétsi, analyt tedy muze
reagovat na daleko vétsi plose. Tyto elektrody jsou vyuZzivany v elektroanalytické chemii, a to

nejen pro jejich malé rozméry, ale hlavné pro jejich specifické chovani [22].
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5 Biomolekuly

Biomolekuly jsou chemické slouceniny, které se vyskytuji v Zivych organismech. Jsou to jak
velké makromolekuly (proteiny, polysacharidy, lipidy, nukleové kyseliny), tak 1 malé
molekuly (primarni a sekundarni metabolity, pfirodni produkty). Jiny nazev pro tuto skupinu
slouCenin jsou biogenni latky. Skladaji se z riznych prvku, jako je dusik, kyslik, sira, fosfor

a dalsi. Nejvetsi zastoupeni ma vSak uhlik a vodik [24].

5.1 Biotin-modifikované oligonukleotidy

Biotin neboli vitamin H, ¢i vitamin B7, je mala biologicky aktivni molekula s molekulovou
hmotnosti 244,31 g/mol. Pasobi jako koenzym Vv zivych bunkach. Vysokou afinitu k biotinu
vykazuji proteiny avidin a streptavidin (10-15 mol/l). Je ve vod¢ rozpustny a z chemického

hlediska se jedna o kondenzat mocoviny a thiofenu.

Sumarni vzorec: C19H16N203S (chemicka struktura zobrazena na obr. 17).

Vsechny biotin-modifikované oligonukleotidy jsou Siroce pouzivany K riznym chemickym

I fyzikalnim testim [24].

0

A

HN NH

Biotin

Obrazek 17 Chemicka struktura molekuly biotin-modifikovaného oligonukleotidu [31]
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6 Prakticka cast
6.1 Elektrody

Cilem této prace je navazani biotinu na Cisté zlaté elektrody a na nanostrukturované elektrody.
V pribéhu méfeni vSak doslo ke zméné latky, a to zbiotinu na glutation, z divodu
snadnéjSiho a levnéjsiho testovani akumulaci. Postup méteni zlistal nezménén.

Nejdiive jsou Cisté zlaté elektrody a elektrody nanostrukturované vystaveny akumulaci
biotinu (glutationu) a poté probiha jejich méfeni ve fosfatovém pufru metodou cyklické

voltametrie a elektrochemické impedan¢ni spektroskopie.

Obrazek 18 Pouzité zlaté naprasené elektrody a nanostrukturované zlaté elektrody

6.1.1 Vyroba Cistych zlatych elektrod
Zékladem je kifemikovy substrat N-typu Na né&j je nanesena vrstva nikl-chromu (NiCr)

(20 nm) a posledni vrstvou je napaiena vrstvicka zlata (200 nm). Pohled na strukturu zlaté
elektrody v elektronovém mikroskopu Tescan MIRA LMU I1. je zobrazen na obr. 19.
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SEM HV: 15,00 kV WD; 2,482 mm | R ——.| MIRAN TESCAN
View field: 2.167 ym  Det: InBeam 500 nm 1
SEM MAG: 100.00 kx LabSensNano H

Obrazek 19 SEM-snimek naparené zlaté elektrody

6.1.2 Vyroba nanostrukturovanych elektrod

Zéakladem pro vyrobu nanostrukturovanych elektrod byl wafer, ktery mél kiemikovy zaklad
(500 nm). Na n¢&j byla nanesena adhezni vrstva titanu (20 nm), dale pak vrstva wolframu
(200 nm) a nakonec jako substrat pro vytvoteni porézni masky hlinikova vrstva (200 nm).

Prvnim krokem vyroby byla anodicka oxidace (anodizace) metalické multivrstvy
Al/W 0,3M Kkyselinou Stavelovou pii teplot¢ 17 °C, konstantnim potencialu
40 V a proménném proudu. Tim se postupné vytvofila porézni maska Al,Os. Pro odleptani
vzniklych WO3 struktur se wafer ponoftil na 12 minut do 25 °C fosfatového pufru o pH 7. Pro
zjisténi spravnosti depozice se vzorek vlozi do elektronového mikroskopu a zkontroluje se
struktura elektrody.

Dale nasledovala depozice zlata (0,6 g K[Au(CN);] + 0,232 g H3BO3; + 100 ml
demineralizované vody (dale jen demi)).

Poslednim krokem bylo odleptani porézni masky Vv pfedem pfipraveném leptadle
0 teploté asi 65 °C a opét kontrola struktur v elektronovém mikroskopu (obr. 20).

Priprava leptadla k odleptani porézni masky
K ptipravé leptadla, které bylo vyuzito v poslednim kroku vyroby nanostruktur k odleptani

porézni masky, bylo potieba 3 g oxidu chromového (CrOsz) a 5ml kyseliny fosfore¢né
(H3PQOy). Obg¢ latky byly smichany se 100 ml demi vody.
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Na levém obrazku (obr. 20) je zobrazen pohled na zlaté nanotyCinky rovnomeérné
usporadané po celém povrchu elektrody. Pravy snimek zobrazuje zminénou velikost

a strukturu nanotyc¢inek po mechanickém ptisobeni proudem vody pii oplachu.

- i
SEM HV: 15.00 kV WD: 2,881 mm MIRAN TESCAN
View field: 2.889 ym  Det: InBeam 500 nm h
SEM MAG: 100.00 kx

SEM HV: 15.00 kV WD: 3.674 mm MIRAW TESCAN
View field: 1.156 ym  Det: InBeam 200 nm 7
SEM MAG: 250,00 kx

LabSensNano n

LabSensNanou

Obrazek 20 SEM-snimek zlaté nanostrukturované elektrody

6.2 Material

6.2.1 Roztok hiotinu

Biotin-HPDP je bily prasek vhodny k oznacovani proteinti a dalSich molekul, které obsahuji
sulfhydrylové (-SH) skupiny (obr. 21). Skladovaci podminky jsou pii 4°C.

o

Obrdazek 21 Chemicka struktura biotin-HPDP [32]

Priprava roztoku biotin-HPDP

1 mg biotin-HPDP (vyrobce CLONESTAR, uchovavani pii -20 °C) bylo navazeno a poté

rozpusténo V 8 ml dimethylformamidu (DMF). Pro lepsi a rychlejsi rozpusténi je smés dana
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do ultrazvukové 1azné na 3 minuty pii teploté¢ 45 °C. Potom je mechanicky promichana
a nasledné je pfidano 5 ul butylfosfinu. Reakce butylfosfinu se smési trvala 30 minut.

Mezi tim byla pfipravena smés vody a etanolu. Objem této smési byl 8 ml, smichan
v poméru 1:1 (4 ml vody : 4 ml etanolu) Po uplynuti vySe uvedenych 30 minut, byl pfidan

roztok do ptipravené smési biotinu.
Roztok glutationu

V nasledujicim méfeni byla pouzita jina biologicka latka, a to pfedevsim z toho duvodu, ze
pro tak Sirokou Skalu experimentli a testovani Au na thiolové vazby je biotin pfili§ drahy.
Zvolenou nahradni latkou byl glutation, ktery ve vSech praktickych méfenich vykazoval lepsi
chemické vlastnosti nez vySe zminovany biotin. Nésledujici postup méfeni, ale i pfes zménu
navazujici latky, ztistal nezménén.

Glutation je piirodni latka, kterou miizeme nalézt jak v ovoci a mase, tak i v bunikach
bakterii, rostlin a zivocichu.. Stejné jako biotin, i glutation je bily prasek velmi dobie

rozpustny ve vodé (chemicka struktura na obr. 22).

HS
7 H
HOOCMN N.__COOH
: H

Hy o}

Zn

Obrazek 22 Chemicka struktura molekuly glutationu [33]

Piiprava roztoku glutationu
Akumulovaci roztok byl pripraven z 0,033 g praskového glutationu (M, = 307,33 g/mol,

mp 192-195 °C, vyrobce SIGMA) a 100 ml demi vody. Dané latky byly smichany a vysledny
roztok mél koncentraci 0,001 M.

6.2.2 Fosfatovy pufr

Priprava fosfatového pufru o pH 7.5

K ptipravé byl potieba dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH,P0O,4.2H,0)
a hydrogenfosfore¢nan sodny (Na,HPO4.2H,0).

1,5601g NaH,PO, . 2H,0 bylo smichano se 100 ml demi vody a nasledné odebrano
z vysledné smési 19 ml. 1,7799g Na,HPO, . 2H,0 bylo také smichano se 100 ml demi vody

32



a z vysledné smési odebrano 81 ml. 81 ml bylo smichano s 19 ml a poté doplnéno do 200 ml
demi vodou.

Priprava fosfatového pufru o pH 7

Fosfatovy pufr, ktery ma pH 7, byl pouzivan pti vyrobé nanostruktur kK odleptani vzniklych
WOj struktur.

Pufr byl ptipraven z 0,1 M Na;HPO, . 2H,0 (Mr = 177,99 g/mol), ktery se nechal
rozpustit ve 100 ml demi vody a z 0,1 M KH,PO,4 (Mr = 136,09 g/mol), ktery se také nechal
rozpustit ve 100 ml demi vody. Vysledné roztoky byly poté smichany v poméru 61:39.

6.2.3 Akumulace

Ptipravené elektrody byly ponofeny do roztoku glutationu a nechany akumulovat. Elektrody
byly vytazeny po 24 hodinach a po 48 hodinach.

Nasledné méfeni vSak ukazalo, ze vysledky akumulace po 24 hodinach a 48 hodinach
byly pomérn¢ stejné, proto se doba akumulace musela rozlozit do vice ¢asovych rozpéti.
Elektrody se tedy nechaly akumulovat v glutationu po dobu 4 hodin, 8 hodin, 20 hodin,
24 hodin, 36 hodin a 48 hodin. Po vytazeni z akumulovaciho roztoku byly oplachnuty
Vv destilované vodé¢ a osuseny proudem vzduchu.

6.3 Méreni

Vzorky byly méfeny elektrochemickou impedancni spektroskopii a cyklickou voltametrii
pomoci piistroje  MetroOhm pAutoLab IlIl.  Samotné méfeni probihalo v cele
s tiielektrodovym zapojenim. Jako elektroda referencni byla pouzita argentchloridova
elektroda, pracovni elektroda byla platinova a pomocnou elektrodou byl méfeny vzorek. Pied
kazdym meéfenim probihal rychly scan elektrod z divodu jejich procisténi a minimalizace

chyb pfi nasledném méieni.
Méreni impedanéni spektroskopie
Rozsah frekvence byl nastaven od 1 Hz do 250 kHz, amplituda byla nastavena na 0,06 V,

pocet frekvenci byl 50 a integracni ¢as 0,125 s. Méteni probihalo na akumulovanych zlatych
elektrodach a nanostrukturovanych elektrodach.
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Méreni cyklické voltametrie

Rozsah napéti byl nastaven od -0,5V do 0,5V, step potencial 0,00244 V a skenovaci rychlost
0,1 V/s. Postup méfeni byl podobny jako u méfeni impedancni spektroskopie (akumulované

zlaté elektrody a nanostrukturované elektrody).

Na obr. 23 je zobrazeno tiielektrodové zapojeni, pii kterém se méfila impedancni
spektroskopie i cyklicka voltametrie. Velikost elektrod musela byt zvolena tak, aby
odpovidala velikosti cely, v které bylo méteno. Na vedlejsim obrazku jsou dvé pouzivané
elektrody, elektroda argentchloridova (referen¢ni) a elektroda platinova (pomocna).

Obrazek 23 Cela s trielektrodovym zapojenim a pouzité elektrody
(referencni a pracovni)

Celé pracovisté je zobrazeno na obr.24. Soucasti je pristroj MetroOhm Autolab,
Faradayova klec a zobrazovaci zafizeni s programem NOVA 1.9. Faradayova klec slouZzi pii
méfeni k tomu, ze minimalizuje nebo dokonce rusi plsobeni elektrostatického pole uvnitf
klece. Tim nedochazi k chybnému méfeni zplisobeného vnéjsim okolim.
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Obrazek 24 Pristroj MetroOhm Autolab, Faradayova klec a zobrazovaci zarizeni

6.4 Vysledky a diskuze

Prvnim krokem v méfeni bylo srovnani zlaté elektrody a nanostrukturované elektrody bez
akumulace. Vysledky nam ukazaly, ze Cista zlata elektroda ma standartni prabéh vzhledem
k pouziti vysoce vodivého pufru (obr. 25). Naopak u elektrody nanostrukturované je zietelny
fazovy posun do difuzni Casti. Je rovnéz zietelny (viz detail) zanedbatelny vliv dvojvrstvy,
avsak je patrny velky vliv sekundarni kapacity, kterou vytvari nanostruktura na povrchu
elektrody.
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Obrdazek 25 Srovnani elektrochemické impedancnich spekter
u cisté zlaté elektrody (modra) a u nanostrukturované elektrody (Cervend)
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Na obr. 26 je zobrazen prubéh impedance zlaté elektrody (modra barva), akumulované
elektrody po 24 hodinach (zelena barva) a akumulované elektrody po 48 hodinach (Cervené
barva).

Z obr. 26 je patrno, Ze po akumulaci biotinu doslo ke sniZzeni impedance. Rozdil mezi
akumulaci po 24 hodinach a 48 hodinach neni veliky. V dalSich métenich je nutno dobu
akumulace snizit na hodiny.

Na obr. 27 jde vidét, Ze akumulovany biotin ma vliv na prochazejici proud. Ten
postupné klesd a roste odpor. Zde je vidét mnohem patrnéji rozdil mezi jednotlivymi
elektrodami s riznou dobou akumulace. Jejich vliv na proudovou odezvu v daném
potencialovém okné je vyrazny a je zde patrny impedancné-kapacitni vliv vrstvy
akumulovaného biotinu.

Dalsi méfeni uz probihalo na nové vyrobenych zlatych i nanostrukturovanych

elektrodach, které¢ mély rozdilnou dobu akumulace a misto biotinu byl pouzit glutation.
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Na obr. 28 je znazornéna EIS zlaté elektrody pro rizné koncentrace fosfatového pufru.
Mg¢feni probihalo na jednom vzorku a postupovalo se vzdy od pufru s nejnizsi koncentraci
Kk nejvyssi, z divodu zabranéni mozné kontaminace pufru jeho koncentrovanéjsi formou.

Timto méfenim jsme zjistili, ze ¢im vice koncentrovany roztok pouZzijeme, tim
vyraznéji muzeme pozorovat posun impedancniho spektra k difuzni ¢asti. To znamena, Ze
Kk pfenosu naboje dochazi rychleji. Naopak, u malo koncentrovanych roztoktu, je v grafu
zastoupena prevazné pulkruhovita ¢ést, kterd zobrazuje dominantni vliv kapacity dvojvrstvy,
znazornujici pomaly pfenos naboje. Pti téchto malych koncentraci mtize ale dochazet ke ztraté
informaci, které nejsou pfi tak malych koncentracich detekovatelné.

Také u nanostrukturovanych elektrod jsme méfili EIS pro rizné koncentrované
roztoky. Vysledkem bylo, Ze ¢im méné koncentrovany roztok pouzijeme, tim vice se zvétsi

difuzni vrstva.
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Obrazek 28 Graf zavislosti impedance na koncentraci fosfatového pufru u cisté zlaté a
nanostrukturované elektrody (0,5 M tmaveé modra; 0,05 M svétle modra; 0,005 M zelena;
0,0005 M oranzova; 0,00005 M cervena a 0,000005 M hneéda)

Doby akumulace u zlatych elektrod byly zvoleny tak, aby ¢as nasledného vytazeni z roztoku
byl ptijatelny. Nasledovalo postupné méteni a srovnani vysledk.

Vysledné zavislosti jsou poté vyneseny do grafu (obr. 29) a je zde patrné, ze pii delsi
akumulaci dochazi k tomu, ze vrstva glutationu na povrchu zlaté elektrody zptisobuje rostouci
odpor a tim padem se elektroda stiva méné vodivou. Rozdil mezi akumulaci 4 hodinovou,
8 hodinovou a 20 hodinovou je veliky, avSak delsi akumulace uz nema tak veliky vliv na

odpor. Z toho vyplyva, ze glutation se navazuje na povrch zlaté elektrody jen do urc¢itého
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poctu vrstev, potom uz k dalSimu navazani nedochazi. Muzeme tedy fict, ze delSi doba

akumulace, nez je 48 hodin, by neméla uz zadny dalsi vliv na rist odporu.
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Obrazek 29 Elektrochemicka impedancni spektroskopie u zlatych elektrod
(4h zelend, 8h fialové, 20h cervena, 24h modra, 36h oranzovd, 48h cerna)

Stejné jako u zlatych elektrod, se postupovalo i u elektrod nanostrukturovanych. Po
zméteni impedance jsou hodnoty opét vyneseny do grafu (obr. 30).

Mizeme vidét, ze pii krat$i dobé akumulace (4 hodiny) dochazi k vytvofeni prvni
vrstvy glutationu, ktera je pouze na Spickach tyCinek. Pti delsi akumulaci (8 hodin) dochazi
k vyplnéni kanalkti a k dal§imu navazovani dochazi po celém plose elektrody, tedy
i v kanalcich. Vytvoii se nekompaktni vrstva, ktera je zpoc¢atku dobte vodiva, diky volnym
elektronim a OH skupinam na glutationu. Avsak pii del§i akumulaci (>20 hodin) dochazi

k ristu vrstvy glutationu a tim i k rastu odporu celé elektrody.
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Obrazek 30 Elektrochemicka impedancni spektroskopie u nanostrukturovanych elektrod
(4h zelena, 8h fialové, 20h cervena, 24h modrda, 48h cerna)

Na obr. 31 je zobrazena cyklicka voltametrie zlatych elektrod, které byly ponechany
rozdilné dob¢ akumulace. Na grafu je vidét vyrazny rozdil v ristu odporu mezi kratsi
akumulaci a del$i akumulaci. Akumulace glutationu méa velky vliv na prochazejici proud,
ktery klesa s rostouci dobou akumulace. Tim dochazi k rGstu odporu a miZeme fict, Ze

elektrody maji impedanéné-kapacitni charakter.
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Obrazek 31 Cyklicka voltametrie u zlatych elektrod
(4h zelena, 8h fialové, 20h cervena, 24h modra, 36h oranzova, 48h cerna)
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Na obr.32 je zobrazeno srovnani akumulovanych elektrod s elektrodami bez
akumulace.

U zlatych elektrod je patrné, Ze navazana vrstva po kratké akumulaci zpiisobuje
vysokou vodivost elektrody. Pti dalsi akumulaci, tedy pfi vytvareni dal$ich vrstev glutationu
dochazi k postupnému klesani vodivosti. To je zpusobeno rostoucim odporem této vrstvy.

U elektrod s nanostrukturami dochazi po akumulaci ke zvySeni vodivosti oproti Cisté
nanostruktufe a to pfedevSim u téch elektrod, které jsou ponechany akumulovat po delsi

casovy usek.
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Obrazek 32 Elektrochemicka impedancni spektroskopie s elektordama bez akumulace u
zlatych elektrod a nanostrukturovanych elektrod (4h zelenda, 8h fialové, 20h cervend,
24h modra, 36 oranzovd, 48h cerna) se srovnanim elektrod bez akumulace (modra teckovana)

Graf (obr. 33) popisuje zavislost impedance na riznych koncentracich fosfatového
pufru u zlatych elektrod a u nanostrukturovanych elektrod. Impedance u obou elektrod
zireteln€ klesa s rostouci koncentraci fosfatového pufru. Klesajici zavislost je linedrni. BohuZzel
dle ocekéavani se neprojevil pokles koeficientu RCT pfimo tmérné hodnoté redlné slozky
impedance lokalniho minima a pfi porovnani téchto parametri se jevi ob& struktury jako
totoZné.

Oproti tomu je na obr.34 zobrazena zavislost frekvence elektrody zlaté
I nanostrukturované na ruznych koncentracich fosfatového pufru, kde je rozdil mezi
jednotlivymi typy elektrod zietelnéjsi. Tato zavislost je rostouci exponencidlni a vyjadiuje to,
ze s rostouci koncentraci roztoku dochéazi k nelinearnimu posunu hodnoty frekvence lokalniho
minima impedancniho spektra vyjadiujici soucet hodnot Rct a Rs. Z grafu je patrné, Ze

nanostrukturovand elektroda mé své lokalni minima impedance na vysSich hodnotach
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frekvence. Z toho vyplyva, Ze parametr Rct bude u obou elektrod nabyvat podobnych hodnot

a rozdil 1ze najit v hodnotach Cp,.
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Obrazek 33 Zavislost impedance na koncentraci fosfatového pufiru
U zlaté elektrody (Cervend) a nanostrukturované elektrody (modra)
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Obrazek 34 Zavislost frekvence na koncentraci fosfatového pufiru
zlaté elektrody (Cervena) a nanostrukturované elektrody (modra)
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Dalsi zavislost, a to zavislost zlaté a nanostrukturované elektrody na dob¢é akumulace
v glutationu, je zobrazena na obr. 35. Tento graf znazorfiuje lincarné klesajici impedanci

s rostouci dobou akumulace.
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Obrazek 35 Zavislost impedance na dobé akumulace v glutationu
U zlaté elektrody (Cervena) a nanostrukturované elektrody (modra)

S vyuzitim dostupné literatury, a za pomoci vedouciho prace, byly vytvotreny na zakladé
simulaci matematické¢ obvody, které¢ realizuji prubéhy impedanci elektrod. Pro kazdou
elektrodu byl vytvofen samostatny matematicky model, ktery simuluje naméfené hodnoty
S miniméalni odchylkou.

Na obr. 36 je zobrazen matematicky model simulace modifikované zlaté elektrody.
Prvek Rs znazoriuje v obvodu méfeny odpor elektrolytu, dalsi Casti je Rcr, reprezentujici
odpor pienosu naboje. Kapacita dvojvrstvy je interpretovana prvkem Cp.. Dalsi casti je
Warburgova impedance, sloZzend z prvkl kapacity, odporu a konstantniho fazového elementu.
Posledni ¢asti je RC €lanek, ktery popisuje chovani struktury na povrchu méfené elektrody,
jeho prvky jsou odpor a konstantni fazovy element.

Dalsi matematicky model (obr.37) popisuje simulaci ¢isté nanostruktury
I nanostruktury modifikované. V tomto modelu je vynechan jeden prvek (odpor) ve
Warburgové impedanci.

Simulaci pro Cisté zlato popisuje matematicky model na obr. 38. Tento model se 1isi
od pfedchozich tim, Ze Warburgova impedance je nahrazena konstantnim fazovym elementem
CPE.
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Popis vyslednych hodnot je ve fazi zkoumani a nad rdmec této bakalaiské prace.
Taktéz duvody, pro¢ jsou v prvcich Warburgovy impedance u simulace pro modifikované
nanostruktury zastoupeny odpory, jsou ve fazi zkoumani.
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Obrazek 36 Nahradni obvod pro modifikovanou zlatou elektrodu
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Obrdzek 37 Nahradni obvod pro modifikovanou i neakumulovanou nanostrukturu
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Obrazek 38 Nahradni obvod pro cistou zlatou elektrodu
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Simulované hodnoty kapacity dvojvrstvy (Cgq), odporu pienosu naboje (R¢) a CPE
z matematickych modeli (obr. 36, obr. 37, obr. 38) jsou vypsany v tab. 1 a tab. 2 a zobrazeny
na obr. 39 a obr. 40.

Na obr. 39 je popsana zavislost R (odpor pfenosu naboje) na dobé akumulace
glutationu. U nanostrukturovanych elektrod dochdzi po pocateéni modifikaci k rychlému
poklesu Rc:. Poté se odpor ustaluje a dochazi k jeho mirnému linearnimu poklesu. U zlatych
elektrod pozorujeme po pocate¢ni modifikaci podobny prub¢h jako u nanostrukturovanych
elektrod, avSak nasleduje rst Ret az do 20 hodin. Poté rychly pokles a ustaleni u nulovych
hodnot.

Obr. 40 popisuje zavislost Cqi (kapacita dvojvrstvy) na dobé akumulace glutationu. U
zlatych i nanostrukturovanych elektrod dochazi k poklesu kapacity az k 20 hodindm. Pak u
nanostruktur doslo k rychlému narGstu Cy. Mozné vysvétleni nardstu je vytvoreni tenké
kompaktni vrstvy glutationu na povrchu elektrody. Nasledny pokles kapacity po 24 hodinach
mize byt zpisobeno vytvorenim volnych —OH vazeb, kterd zvySuji vodivost rozhrani
elektroda-roztok. U zlatych elektrod, po pocate¢nim poklesu, dochazi k pomalému nartstu

kapacity, ktera se postupn¢ ustaluje.

Tabulka 1 Simulované hodnoty z modelit pro nanostruktury

Nanostruktury
Doba akumulace [h] C[F] R[Q] Yo=Q*(jw)"
0 1,92E-06 9636 6,33E-05
4 8,58E-07 1733 7,71E-11
8 7,05E-07 3147,3 4,90E-11
20 2,24E-10 2563,8 2,82E-04
24 1,26E-06 3211,1 1,08E-10
48 2,17E-10 2786,4 2,13E-05

Tabulka 2 Simulované hodnoty z modelu pro zlaté elektrody

Zlaté elektrody
Doba akumulace [h] C[F] R [Q] Yo=Q*(jw)"
0 1,75E-07 1160 4,99E-11
4 7,09E-07 42,727 4,85E-11
8 6,72E-07 2140 7,36E-11
20 7,27E-11 4161 6,44E-06
24 3,16E-07 0,354 4,33E-11
36 5,16E-07 2,2369 9,83E-11
48 3,28E-07 108,48 7,05E-11
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7 Zaver

Cilem bakalaiské prace bylo teoreticky popsat a vysvétlit problematiku méfeni
biotinylovaného oligonukleotidu pomoci elektrochemickych metod. V pribéhu méteni vsak
doslo ke zméné analyzované latky, a to z biotinu na glutation, zejména z ekonomickych
davodi. Tato zména vSak neznamenala zadny problém ¢i zménu v postupu méfeni
a charakterizaci vyrobenych elektrod.

Je zde popsdna metoda elektrochemické impedancni spektroskopie, s podrobnym
popisem modelu impedance elektrody, voltametrie a popis pouzivanych voltametrickych
metod. Déle prace popisuje biosenzory, jejich rozvoj ve spolecnosti a védé a také jejich vypis
s nejcastéj$im vyuzitim. S biosenzory souvisi i rozvoj nanotechnologii a vyroba nanocastic,
kterymi se tato prace pirevazné zabyva.

Nejdulezitéjsi ¢asti bakalatské prace je prakticka cast, ktera se zabyva jak vyrobou
elektrod, tak 1 ptipravou potebnych roztokli a samotnou charakterizaci.

Veskeré méfeni probihalo na pfistroji MetroOhm pAutoLab Il v cele umisténé ve
Faradayové kleci, z divodu minimalizace elektrostatickych sil z vnéjsiho okoli. Vysledky
vyhodnocoval pocitac s programem NOVA 1.9.

V praktické c¢asti jsou popsané prubéhy EIS spekter u zlatych elektrod
a nanostrukturovanych elektrod bez akumulace glutationu. Vysledky ukazuji, Ze u EIS
nanostrukturované elektrody dochazi ke zvySeni kapacity, kterou nanostrukturovana vrstva
Vytvari.

Dalsim krokem bylo vytvofeni série kalibra¢nich méfeni pro porovnani vlivu
koncentrace pufru na samotné méteni. To probihalo na jednom vzorku a postupovalo se vzdy
roztoku je v grafu zastoupena prevazné pulkruhovita ¢ast, znazornujici pomaly pfenos naboje.
Naopak u vice koncentrovanych roztokt dochézi k pfenosu naboje rychleji a lze pozorovat
posun impedanéniho spektra k difuzni ¢asti.

Dilezitym méfenim bylo EIS u akumulovanych zlatych elektrod. Zde mizeme fict, Ze
delsi doba akumulace zpiisobuje, Ze navazana vrstva glutationu na povrchu elektrody ma za
nasledek zvySujici se odpor, pii ¢emz vodivost klesd. U akumulovanych nanostrukturovanych
elektrod dochazi k tomu, ze navazany glutation se vaze na daleko vétsi plochu elektrody nez u
zlaté elektrody, a to z toho ditvodu, Ze se dostava i mezi vytvorené zlaté nanotycinky.

Nasledné byla stanovena zavislost hodnot frekvence v oblasti lokalniho minima
impedance zlatych elektrod a nanostrukturovanych elektrod na koncentraci fosfatového pufru,
dale pak zavislosti impedance na koncentraci fosfatového pufru a zavislosti impedance na

dobé akumulace.
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Nad ramec této bakalarské prace byly na zéklad¢ simulaci vytvofeny matematické
modely, které reprezentuji namétfené prubéhy elektrochemické impedancni spektroskopie.
Pomoci nich vyly vyjadieny parametry popisujici jejich elektrochemické vlastnosti a vzniklé
rozdily k jejich typiim a dobam akumulaci biolozky. Analyza modifikace a nasledné pouziti

téchto matematickych modell pro charakterizaci bude pfedmétem dalsiho studia.
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Seznam pouzitych zkratek a fyzikalnich

velicin

EIS Elektrochemicka impedancni spektroskopie
CPE Constant phase element
DPV Diferen¢né pulzni voltametrie
DMF Dimethylformamid

R [Q] Odpor

Rs [Q] Mg¢teny odpor elektrolytu
Rer [Q] Odpor ptenosu naboje
CIF] Kapacita

CoL[F] Kapacita dvojvrstvy

Zw [Q] Warburgova impedance
Aw Warburgova konstanta

f [Hz] Frekvence

o [Hz] Uhlova frekvence

U[V] Napéti

Ue [V] Elektromotorické napéti

I [A] Elektricky proud

T[°C] Teplota

VII] Objem

d [m] Délka

m [g] Hmotnost

c[mol/l] Koncentrace

M; [g/mol] Molekularni hmotnost
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