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NANOSTRUKTUROV ANE MATERIALY NA BAZI ALUMINY PRO ELEKTROCHEMICKE SENZORY A BIOSENZORY

Abstrakt

DizertaCni prace je zaméfena na zdkladni vyzkum a vyvoj nanostrukturovanych
povrchi pfipravenych pomoci nanoporézni aluminy. Metodou anodické oxidace byly
pfipraveny ruzné druhy nanostrukturovanych povrchli se zlatymi nanostrukturami a
nanoporézni aluminové membrdny pro vyuziti v elektrochemickych senzorech a
biosenzorech. Nanostrukturované povrchy byly pfipravovany metodou elektrochemické
anodizace hlinikového materidlu za vzniku hexagonalné usporadanych nanoport. Do
nanoporéznich masek pak bylo elektrochemicky redukci z roztoku dikyanozlatnanu
draselného deponovano zlato metodou pulzni depozice. Pripravené zlaté
nanostrukturované povrchy byly elektrochemicky charakterizovdny elektrochemickou
impedancni spektroskopii a voltametrii, byla zkoumana jejich teplotni stabilita a vliv
zihani pti atmosférickém tlaku i ve vakuu na jejich elektrochemické chovani. V dalsi casti
préce byly ptipraveny zlaté nanostruktury o riznych rozmérech a byl sledovan vliv tvaru
a rozmért nanostruktur na elektrochemické chovani. Nanostrukturované povrchy byly
také modifikovdny 11-merkaptoundekanovou kyselinou a byl sledovan vliv modifikace
na elektrochemické vysledky. Posledni ¢ast prace se vénuje piipravé nanoporéznich

aluminovych membran a studiu jejich molekulové propustnosti.

Klic¢ova slova

Alumina, oxid hlinity, nanostrukturované materidly, nanosloupky, elektrochemické
senzory, biosenzory, elektrochemickd impedancni spektroskopie, cyklickd voltametrie,
Randles—Sev¢ikova rovnice, anodickd oxidace, elektrochemickd depozice.
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Abstract

The doctoral thesis is focused on basic research and development of nanostructured
surfaces prepared using anodic alumina material. Various types of gold nanostructured
surfaces and nanoporous aluminum membranes for electrochemical sensors and
biosensors were prepared using the anodic oxidation method. Nanostructured surfaces
were prepared by electrochemical anodization of aluminum material to form hexagonally
arranged nanopores. Gold was then deposited into the nanoporous masks by
electrochemical reduction from potassium dicyanoaurate solution using a pulse
deposition method. The prepared nanostructured gold surfaces were electrochemically
characterized by electrochemical impedance spectroscopy and voltammetry.
Temperature stability and the effect of annealing on their electrochemical behavior at
atmospheric pressure as well as in the vacuum were investigated. Then, gold
nanostructures of various dimensions were prepared and the influence of their shape and
dimensions on the electrochemical behavior was studied. Nanostructured surfaces were
also modified with 11—-mercaptoundecanoic acid, and the effect of this modification on
the electrochemical results was studied. In the last part of the work, nanoporous aluminum

membranes were prepared, and their permeability was studied.

Keywords

Alumina, alumina oxide, nanostructured materials, nanopillars, electrochemical
sensors, biosensors, electrochemical impedance spectroscopy, cyclic voltammetry,
Randles—Sevcik equation, anodic oxidation, electrochemical deposition.
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1 Uvod

Nanotechnologicky pramysl je jedno z velmi dynamicky se rozvijejicich odvétvi a
pojem ,nano“ jiz zasahuje do nepfeberné fady odvétvi lidské Cinnosti. Bézné latky
v nanométitku vykazuji velmi odliSné vlastnosti v porovnani s laitkami v méfitcich
makrosvéta, coz nabizi velkou Skalu novych moznosti v oblasti jejich vyuziti nejen pro

veédecké ucely v laboratornich podminkach, ale 1 ke komer¢nim aplikacim.

Vyuziti nanostrukturovanych materiald navic v kombinaci s elektrochemickymi
metodami nachazi velké uplatnéni v mnoha oblastech vyzkumu a vyvoje, z velké Casti
pak v oblasti elektrochemickych sensord a biosenzori. Elektrochemické metody
predstavuji nejen pomérné levny, rychly a presny zpisob vyroby, ale nabizi i moznost
charakterizace nanostrukturovanych elektrod a nasledné provedeni detekce latek

v roztocich s jejich vyuzitim. [1]

Jednim z hojné vyuzivanych material v senzorice je nanoporézni keramika (oxid
hlinity - ALOs3), oznacovana také jako alumina nebo AAO (z angl. Anodic Alumina
Oxide). Alumina muze byt vyuzivana nejen jako nanoporézni membrana, ale také jako
maska pro vyrobu nanostrukturovanych povrchi [2]. Jedna se o jedineCny
nanostrukturovany material, ktery vykazuje samousporadanou nanoporézni strukturu s
velkym potencidlem vyuziti a velkou reprodukovatelnosti vyroby. [3-5]. Moznost fidit
prumér a délku port zménou experimentalnich podminek pfinasi Siroké moznosti vyuziti
aluminy k ptiprave velké skaly nanoporéznich membran a nanostrukturovanych elektrod.

[6]

Nanoporézni alumina je pfipravovana pomoci anodické oxidace (anodizace) hlinikové
félie nebo nadeponované tenké vrstvy hliniku na pevny substrat, kdy za vhodnych
podminek vznikaji hexagonaln€ usporadand pole nanopéra. Jedna se o typ metody ,.top-
down“, kdy jsou objekty postupné pievadény z makroskopickych rozméra do

nanometrovych dimenzi. [7]

Tato dizertacni prace se zabyva studiem a optimalizaci elektrod modifikovanych
zlatymi nanostrukturami (ptfipravenymi s vyuzitim aluminy), jejichz vyuziti je sméfovano
do biosenzorickych aplikaci, kde modifikace elektrodovych povrchit vodivymi
nanostrukturami Casto piina§i zvySeni skute¢né elektroaktivni plochy elektrod pii
zachovani jejich geometrickych rozméra. To obvykle vede ke zvySeni odezvy senzor,
v disledku ¢ehoz casto dochazi i1 ke zlepSeni limitu detekce latek. Pro charakterizaci
nanostrukturovanych elektrod byly v prici vyuzivany metody elektrochemické

impedancni spektroskopie (EIS) a voltametrické metody.

— 10—
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Prace se déle zabyva pripravou AAO membran a studiem jejich propustnosti. Tenké
nanostrukturované membrdny jsou v poslednich letech hojné studovany diky jejich
sirokému spektru aplikaci, mezi né€z patii opticka, elektronickd a elektrochemicka
odvétvi. Konkrétné nachazi uplatnéni v optoelektronickych zatizenich, senzorech plynd,
biosenzorech, katalyze, pamétovych a supravodivych zatizenich, pii selektivni separaci

molekul, filtraci, purifikaci, detekcich latek a podobné. [3, 8]

—11 -
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2 Soucasny stav problematiky

Tato Cast prace se zabyva uvodem do problematiky senzori vcetné vyuziti
nanostrukturovanych materialQi v senzorice, teorie elektrochemickych metod a techniky

pfipravy nanostrukturovanych povrchii a nanoporéznich membran véetné jejich aplikaci.

2.1 Senzory

Za nékolik poslednich desetileti se staly senzory neodmyslitelnou soucasti naSich
zivotl a nalezneme je prakticky vSude kolem nds. Neustdle je vénovana velka pozornost
zlepSovani jejich vlastnosti. Mezi kliCové vlastnosti senzorti lze zaradit napiiklad
citlivost, limit detekce, miru Sumu, linearitu, reprodukovatelnost méfenych vysledku,
rozli§itelnost (nejmensi méfitelna zmeéna snimané veliciny), selektivitu, rychlost odezvy,
zivotnost, biokompatibilitu a dynamicky rozsah méfitelnych veli€in (od prahu citlivosti
senzoru az po maximalni hodnotu méfené veliCiny). Obecné se senzory skladaji ze
snimaci Casti / prevodniku, ktery prevede signal detekované veli¢iny na méfitelnou
veliCinu a elektronické ¢asti, kterd obvykle zajisti zpracovani signalu a jeho pfipadné

predani k dal§imu zpracovani ¢i zobrazeni. [9]

2.1.1 Chemické senzory

Chemické senzory jsou zafizeni vybavend specidlni citlivou vrstvou, kterd je schopna
rozpoznat analyt na zakladé chemické interakce s analytem a prevést ho chemicko-
fyzikalnim pfevodem na veli¢inu fyzikalni. Podle typu prfevodniku nebo typu méfitelného
signdlu mizeme chemické senzory délit na elektrochemické, gravimetrické, optické,

akustické a kalorimetrické. [10]

2.1.2 Biosenzory

Biosenzory jsou dnes definovany jako analytickd zafizeni, kterd kombinuji biologicky
citlivy element s fyzikalnim pfevodnikem tak, aby selektivné a kvantitativné detekovala
pritomnost danych latek v analytu. Biologicky citlivy element se sklddd z biologického
receptoru tvoreného latkami molekularniho charakteru pro navazani cilovych analyti a
vhodné zvoleného biochemicko-fyzikalniho pifevodniku (elektrochemicky, opticky,
piezoelektricky, magneticky, akusticky nebo kalorimetricky) pro pfevod biologického
signdlu na elektricky nebo opticky signdl [11]. Bioreceptory délime na biokatalické
(premériuji analyt v prub€hu reakce) mezi které patii naptiklad enzymy, organely, bunky,
tkané nebo organismy a bioafinitni (vazi analyt), mezi které fadime protilatky, nukleové
kyseliny a dalsi. Z materialového hlediska se dneSni biosenzory sklddaji z organické

(biorekogni¢ni) a anorganické (pfevodnik) ¢asti. Ocekava se ovSem, ze v budoucnu se

_ 12—
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struktura biosenzorti vyrazné zméni. Neni vylouceno, Ze budouci senzory budou
kompletné z organickych materiald se schopnosti bezdratové komunikovat (elektricky
nebo opticky) s externimi analytickymi a monitorovacimi zafizenimi. [9, 12] Zakladni

schéma usporadani biosenzoru je zobrazeno na obr. 1.

]

NN

AN

Analyt

Zpracovani signalu

Receptor
Prevodnik

Obr. 1: Schéma usporddani biosenzoru.

Soucasné biosenzory muzeme rozdélit do dvou hlavnich kategorii: in vivo a ex vivo
dle jejich moznosti umisténi. In vivo biosenzory jsou zafizeni pracujici uvnitf téla po
kratkou nebo delsi dobu a monitorujici cilové latky, zatimco ex vivo biosenzory analyzuji

biologicky vzorek mimo télo.

Pro biologické detekce se nejCastéji vyuzivaji pracovni médy: amperometricky,
voltametricky, potenciometricky, konduktometricky a impedimetricky. Amperometrické
biosenzory méfi elektricky proud generovany pii vyméné€ naboje mezi elektrodami a
ionizovanymi Casticemi, ktery je reakci na polarizaci elektrody pfi skokoveé se ménicim
napéti v delSich casovych intervalech. Voltametrické biosenzory méfi zavislost proudu
na napéti (tzv. voltamogram) vyvolanou redoxnim procesem. Impedimetrické biosenzory
meéfi zmény elektrochemického procesu v komplexni impedanci pii cyklickém buzeni
pracovni elektrody v pfedureném rozsahu frekvenci. Métfenymi vysledky (Bode plot —
zévislost celkové impedance na frekvenci, Nyquist plot — zavislost redlné a imaginédrni
slozky impedance) poskytuji informaci o odporu pienosu naboje, ktery souvisi
s vlastnostmi rozhrani elektrody a elektrolytu a s koncentraci analytu [12].

Pii konstrukci biosenzord je klicovym krokem tzv. imobilizace (zde pfipojeni)
biomolekul na povrch elektrody a zaroveni zachovani jejich biologické aktivity. Pro
imobilizaci molekul na povrch elektrody se vyuziva nékolik metod: absorpce,

zapouzdreni, zachyceni, kovalentni navdzani a zesitovani [13].
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2.1.2.1 PoZadavky na biosenzor

Biosenzory stejn¢ jako vSechny ostatni senzory kladou v prvni fadé diraz na citlivost
a spolehlivost po dlouhou dobu. Za spolehlivost povazujeme i to, Ze senzor bude fungovat
bez falesné negativnich nebo falesné pozitivnich vysledkli. Bohuzel, jak konvencni
senzory, tak i biosenzory jsou Casto vystavovany prostfedi, v némz se mimo béznou
zménu teploty a vlhkosti vyskytuje i mnozstvi latek biologické povahy, které maji
podobnou strukturu a podobné mechanismy navazani se na biosenzor, jako pozadovany
cilovy analyt. DalSim zakladnim pozadavkem tedy je, aby senzor byl dostatecné
specificky. Jinak feCeno, aby specificky reagoval pouze na cilové latky vzorku. Pouze
takovato specificita zajisti dostateCnou spolehlivost biosenzoru. Obecné je Zzivotnost
biosenzoru omezena nejslabS§im prvkem systému a tim je bioreceptor. NejCasté]si
pfic¢inou snizeni spolehlivosti a pouzitelnosti senzoru je ztrata aktivity biorekogni¢niho
elementu, ke které dochazi v dasledku vystaveni senzoru komplexnimu biologickému
prostiedi. Ztrata aktivity biorekogni¢niho elementu je ve vétSin€ piipadi zpusobena
degradaci molekul na povrchu senzoru nebo navazani nezadoucich prvka
(mikroorganismii nebo vysokomolekularnich proteinl) na rekogni¢ni molekuly
(v angliCtiné Casto nazyvané ,fouling*). Proto je pro vyuZziti v biosenzorice dulezité
zapojeni molekularnich sond s dlouhotrvajici aktivitou a s chovanim zabrartiujicim
znecisténi. Diky rozdilnému pracovnimu prostiedi in vivo a ex vivo biosenzorti Casto
Celime rozdilnym pozadavkim na jejich vyrobu. In vivo biosenzory jsou konstruovany
za vyuziti materiali kompatibilnich s organismem kvili jejich implantabilni povaze.
Implantované zafizeni by napfiklad nemélo zarGstat tkanémi v téle a zafizeni umisténa

v krevnim fecisti by neméla zptasobovat srazeni krve [12].

2.1.3 Nanomaterialy v senzorice

Vyuziti nanostrukturovanych materiald v senzorice rozsifilo moznosti detekce
stopovych mnozstvi latek v kratkém Case a v malém mnozstvi analytu. K tomuto vyrazné
prispély nanomaterialy na béazi uhliku (uhlikové nanotrubice, fullereny, grafen) [14],
nanocCastice na bazi kovu (predevsim zlata [15], stfibra, magnetické nanocastice) a

nanostrukturované filmy a membrény [16].

Nanomateridl je charakterizovdn dle [IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) jako material, ktery je alespori v jednom sméru mensi nez 100 nanometru

(1 nm = 10° m) [17]. Dle toho délime nanomaterialy:

e 0 - dimenzionalni (spliiuji podminku ve vSech tfech prostorovych rozmérech -

nanocastice, nanokrystal, nanoklastr),
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e | —dimenzionalni (dva rozméry jsou v pozadovaném nanomefitku - nanodraty,
nanotrubice, nanovlakna),

e 2 —dimenziondlni (pouze jedna dimenze spliluje podminku - nanovrstvy) [18].

Nanomaterialy jsou hojné vyuzivany predevS§im pro své unikatni vlastnosti, které
pfimo souvisi s redukci velikosti materiald do nanoméfitka. Tyto vlastnosti se vyrazné
lis$i od vlastnosti materiali béznych makroskopickych velikosti stejného prvkového
slozeni. Jedna se predevsim o vlastnosti chemické, magnetické, elektrické, optické apod.
Nanomaterialy se také vyznacuji tim, ze mnozstvi atomd na povrchu nanostruktury je
vyrazné veétsi nez mnozstvi atomt uvnitf. Tento fakt ma za nasledek to, Ze atomy na
povrchu struktury tvofi mensi mnozstvi vazeb s dal§imi atomy nanostruktury a to
nasledné ovliviiuje jejich vazebnou energii. ZvySeni povrchové energie pak vyvola
jedine¢ny kvantovy efekt (nanomaterialy se fidi zakony kvantové fyziky), ktery ovliviiuje

chovani nanostrukturovanych materialt. [17]

V poslednich letech hojné vyuzivany pojem , nano“ neznamena pouze zmensovani
velikosti hmoty do nanorozmérd, ale i manipulaci s hmotou na molekularni a atomarn{
drovni. Schopnost ménit usporadani atomii a molekul mize poskytnout dal§i nové
fyzikalni a chemické vlastnosti materiala. V ptipadé€ biosenzoriky se ocekava, ze takovato
radikdlni transformace povede k snimdni signald na udrovni jediné molekuly
s vicendsobnou detekci v zivych burikach. Na urovni systému, posun do nanooblasti snizi
velikost aktivnitho snimaciho elementu do méfitek cilovych Castic coz ma za nasledek
zvySeni citlivosti a snizeni detekéniho limitu. Postupné dochazi i k redukci nutného
objemu analytu a minimalizaci detek¢niho ¢asu. Redukce velikosti biosenzori také vede
k miniaturizaci zafizeni, které diky své velikosti, mtize byt umisténé na libovolném misté
v téle. [12]

Nanostrukturované senzory jsou nejcastéji dale funkcionalizovany pomoci enzymu,
protilatek, nukleotidi, bun€k a proteini. Nejcast&ji vyuzivanymi elektrochemickymi
biosenzory v dnesni dobé jsou senzory glukédzy, laktozy, mocoviny, kyseliny mlécné a
DNA hybridizace. [12]

2.1.4 Nanostrukturované materialy pro senzoriku

Priklady nejznaméjsich nanostruktur vyuzivanych v senzorice jsou zobrazeny na
obr. 2. Nejhojnéji vyuzivané jsou nanostrukturované materialy tvorené atomy uhliku.
Mezi né se tadi predevSim fullereny, které byly objevené vroce 1985, v Cele
s nejstabiln€jsim fullerenem Buckminsterfullerenem Ceo s kulovym tvarem. Fullereny
jsou uzaviené struktury tvorené 5-ti a 6-ti Cetnymi cykly z atomt uhliku. Dvacet atoma

uhliku je minimalni pocet pro vytvoreni fullerenu, dvacet ctyfi uhlikovych atomt pak
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staCi pro vytvoreni uzaviené struktury. Mezi jejich zakladni vlastnosti patii obtizna
rozpustnost (rozpustné pouze ve vybranych rozpoustédlech), nesmacivost, mékkost,
pruznost, hnédé zbarveni a to, Ze se chovaji jako izolanty. [19] Pokud ov§em do fullerenu
uzavieme molekulu, je s fullerenem spjata, prestoze s nim netvofi zadnou chemickou
vazbu — vznikaji tak tzv. endohedrické molekuly (napt. La@C60 nebo He@C60 - pomoci
znacky @ se oznacuje, ze atom je uvnitf fullerenu a netvoii s nim chemickou vazbu),
které v kombinaci s molekulami alkalickych kovli mohou vykazovat supravodivost (napf.
K3Cs0, Rb3Ce0, Cs3Cs0) [20].

Fulleren Cgy Buckminsterfulleren

Kvantové tecky

LR

Vicesténna uhlikova nanotrubice MWCNT

] . 15 " " Bl . LR L

Zlaté nanocastice

Obr. 2: Priklady nanostruktur pro senzoriku: Grafen [21], Fulleren Cso [22], jednosténné a
vicesténné uhlikové nanotrubice [23], kvantové tecky [24] a zlaté nanocdstice [25].

Dal§imi uhlikovymi nanostrukturami jsou jednosténné (SWCT - Single-Walled
Carbon Nanotube) a vicesténné uhlikové nanotrubice (MWCT - Multi-Walled Carbon
Nanotube). Uhlikové nanotrubice jsou 1 — dimenzionalni nanostruktury vzniklé stocenim
grafenového listu (rovinnd struktura vzajemné navazanych Sestithelnikd z uhlikovych
atomtl) do tvaru trubice. [26] Struktura grafenu i obou typu trubic je zobrazena na obr. 2.
Jednosténné trubice maji polomér priblizné 1 nm, vicesténné pak 5-100 nm dle poctu
stoCenych grafenovych listd. Délka nanotrubic pak muize dosahovat az nékolika
mikrometri. Uhlikové nanotrubice se vyznacuji velkou vazebnou silou mezi jednotlivymi
atomy, velkou pruznosti a tepelnou stabilitou. Elektrické vlastnosti jsou zdvislé na
prostorovém a topologickém usporadani nanotrubic — mohou se tak chovat jako vodice i
polovodic¢e. [27] Uhlikové nanotrubice jsou nejcastéji vyuzivany ke konstrukei
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imunosenzorti (senzor vyuzivajici interakce mezi antigenem a protilatkou) a DNA
senzord. Velkou pfednosti nanotrubic pro vyuziti v biosenzorech jsou jejich dobré
elektrochemické vlastnosti a schopnost vdzat na sebe biomolekuly. [28]

Dal§im prikladem nanocCastic vyuzivanych v senzorice jsou O — dimenziondln{
struktury nazyvané kvantové tecky (quantum dots). Jedna se o polovodi¢ové krystaly o
velikosti v rozmezi od 1 do 10 nm s diskrétnim rozdélenim energetickych hladin, diky
cemuz jsou tecky Casto oznaCovany jako umélé atomy (artificial atoms). Vét§inou jsou
sférického tvaru, mohou ale byt napfiklad i krychlové nebo tyCinkové a podobné.
Energetické hladiny jsou fizeny zménami tvarti a velikosti teCek stejné tak, jako jejich
schopnost se zabarvovat. Mensi tecky se zabarvuji do modré Casti spektra diky vyssi
excitacni energii, vetsi teCky se pak zabarvuji do Cervena (Obr. 2). Kvantové tecky se
Casto vyskytuji v tzv. ,,Core / Shell“ usporadani, kdy je teCka slozena ze dvou polovodici,
pfi¢emz jeden tvofi jadro tecky a druhy jeji obal. [29] Nejcastéjsi slouCeniny, ze kterych
se tecky skladaji, jsou: CdSe a CdTe, CdS, ZnSe, InAs, InP. Takové slouceniny vykazuji
polovodicové vlastnosti. Mezi hlavni vlastnosti kvantovych tecek patii vysoka
fluorescence v zavislosti na velikosti teCek a kvantova stabilita. Tecky jsou casto
vyuzivané pii bioanalyzach jako optické znaceni, zobrazovani in vivo [30] a konstrukci
nanosenzord. Kvantové tecky je také mozné modifikovat pro pfipadné navazani
biomolekul, coz umozni piimy pienos elektroni z navdzané biomolekuly na povrch
elektrody pres polovodivé tecky. Pro piipojeni biomolekul na povrch kvantovych tecek
muze byt vyuzito fyzikalni adsorpce nebo kovalentni vazby. [31, 32]

Dal§i nanostruktury, které stoji za zminku, jsou zlaté nanocCastice o velikosti
1 — 100 nm, které vykazuji optické a elektronické vlastnosti li§ici se od vlastnosti zlata
v makroskopickém meéfitku. Zlaté nanocastice vykazuji vybornou elektrickou i tepelnou
vodivost, coz je disledkem toho, ze elektrony materialu nejsou pevné vazany a tvori
tzv. elektronovy mrak a ptenos naboje pak probiha jednoduseji. Dalsi vlastnosti je lesk
nanostruktur, coz zpusobuje jejich zabarveni po ozafeni v zdvislosti na velikosti
nanogastic. Cast dopadajiciho svétla je pii vzniku povrchového plazmonu absorbovana a
Cast odrazena, ptriCemz odrazena Cast spektra zpisobi zménu zabarveni. Nanocastice
menSich velikosti absorbuji zafeni v modrozelené Casti spektra (400 - 500 nm) a svétlo z
cervené Casti spektra (700 nm) je odrazeno, ¢imz dava Casticim tmavé Cervenou barvu.
Se vzrustajici velikosti ¢astic se vinova délka rezonance tzv. povrchového plazmonu
posouva k del§im (CervenéjSim) vinovym délkam. To znamena, Ze Cervena slozka zateni
je absorbovana a modiejsi je odrazena, to zpusobi bledé modrou nebo fialovou barvu
Castic. S dalsim ristem velikosti nanocastic se vlnova délka rezonance povrchového
plazmonu zvySuje az k infraervené oblasti spektra a odrazi se stale vice viditelného

svétla, coz prinese ¢asticim prahlednou barvu (Obr. 2). [33] Vétsina aplikaci pro vyuziti
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zlatych nanostruktur je zalozena na jejich optickych vlastnostech, a tak jsou vyuzivany
pro fluorescencni znaceni, biodetekce patogenii nebo jako kontrastni Cinidla pro
rastrovaci elektronové mikroskopy a dalsi [34-36]. V biosenzorice jsou vyuzivany pro
efektivni zvySeni povrchu biosenzoru, a to hlavné z diivodu biokompatibility zlata a velké
afinity biomolekul ke zlatu. Zlaty materidl tak vytvafi stabilni povrch pro imobilizaci

biomolekul za zachovéni jejich biologické aktivity. [37, 38]

Dal§imi zajimavé nanostruktury jsou zlaté nanotyCinky (Obr. 3). Zlaté nanotyCinky
(gold nanorods) maji velky potencial ve sledovani analytt, predev§im v oblastech
mediciny a biologie. Pravé v biomedicinském odvétvi jsou velkym pfinosem pro svou
schopnost absorbovat elektromagnetické zafeni o vlnovych délkach blizkého
infracerveného zareni (NIR — Near — Infrared Radiation — vInovy rozsah 700 — 1000 nm).
Tento fakt pfinasi dvé velké vyhody: nizkou auto-luminiscenci a nizky rozptyl zafeni, coz
ma za nasledek vysokou senzitivitu a hluboké pronikani NIR zafeni, coz umoziiuje

zkoumdni i detailnich strukturnich informaci o biologickém vzorku.

rostouci pomeér délky a Sirky

Qi grigl e
-—_

- - -

Obr. 3: Zlaté nanotycinky s riiznym pomérem délky k priitméru. TEM (Transmisni Elektronovy
Mikroskop) snimky a jejich zabarveni ve viditelné oblasti spektra, velikost méFitka 100 nm [41].

Klasické zlaté nanomateridly jsou fotoaktivni ve viditelné oblasti spektra. Je zndmo,
ze délka absorbovaného svétla je zavisld na jejich velikosti, z Cehoz vyplyva, zZe zlaté
nanotyCinky absorbuji zafeni delSich vinovych délek. Absorbovana vinova délka zareni
je u nanotycinek také zavisla na zméné€ pomeéru jejich délky a priméru (angl. aspect ratio).
Téchto faktd se vyuziva predevs§im ke znaceni biologickych vzorkl. Zlaté nanotyCinky
jsou dale pfinosem pro zlepSeni detekCnich signalti zaloZzenych na rezonanci povrchovych
plazmont. Pro tyto uCely je potieba nanotyCinky pro specifikaci na konkrétni cile, jako
jsou bunky a proteiny modifikovat. Zlaté nanotyCinky se vyrabi elektrochemicky,
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fotochemicky, nebo metodou ,,seed—mediated” (seminkem — zprostfedkovana metoda).
Nejcasteji vyuzivanou metodou je tfeti jmenovana , seed-mediated* metoda a to pro jeji
jednoduchost a snadné ziskani nanotyCinek s pozadovanymi rozmeéry. Fotochemicka
metoda vyroby je jednoducha, ale méné pouzivana. Metodou elektrochemické syntézy
lze ziskat nanotyCinky jednotnych rozméra a tvart, vyzaduje vSak potfebné vybaveni.
[39, 40]

Dalsi zajimavé a hojn€ vyuzivané nanostruktury jsou také aluminové membrany nebo
povrchy modifikované zlatymi nanosloupky. O téch bude uvedeno vice v podkapitolach
2.5a27.

2.2 FElektrochemicka méreni a elektrody pro elektrochemické senzory

Elektrochemickd méfeni jsou metody, pro jejichz provedeni je tfeba minimalné dvou
elektrod ponofenych do elektrolytu, na nichz probihaji elektrodové dé€je a Ize mezi nimi
odecitat hodnoty napfiklad napéti nebo proudu. Vétsina elektrochemickych d€ju souvisi
s procesy, které probihaji na rozhrani elektroda / elektrolyt. Pribéh elektrodové reakce je
ovlivnén dil¢imi kroky, jako je transport ionta k elektrodé€, adsorpce na povrch elektrody,
reakce na elektrodé€, desorpce produktu z elektrody a transport od elektrody.

Elektrochemickd meéfeni piinaseji spoustu vyhod: vysokou citlivost, specificitu,
nizkou cenu, jednoduchost provedeni a také moznost vyuziti naptiklad v mikro nebo nano

elektronickych a fluidnich zafizenich.

Obecné v elektrochemickém méfeni hraje zasadni roli velikost elektrod. Elektrody
s men§imi rozméry umozinuji vzniku 3D paprskovité nelinearni difuze a poskytuji
rovnovaznou (angl. steady — state) odezvu. Nabité elektrody ponofené do roztoku jsou
zpravidla na rozhrani mezi kovem a elektrolytem obklopeny tzv. elektrodovou
dvouvrstvou (angl. electrical double layer) tvofenou solvatovanymi ionty. Jakmile se
elektrodova velikost zac¢ina blizit velikosti elektrodové dvouvrstvy (v fadech nanometrit),
elektrické pole vytvorené v blizkosti elektrody ovlivni prenos elektront a transport iontd,
¢imz zméni elektrodové reakce a vyslednou proudovou odezvu. Proto je pii méreni
s elektrodami v nanoméfitku dualezité védét, jak muze elektrodova dvouvrstva ovlivnit
elektrodovou reakci a tim i vyslednou proudovou odezvu. VIiv na odezvu
nanostrukturovanych elektrod pro elektrochemii maji, mimo tvar a rozméry nanostruktur,

i typy jejich funkcionalizace, pouzité molekuly a kinetika pfenosu hmoty [12].

Podle geometrickych rozméru elektrod pouzivanych v elektrochemickych metodach,

kde se méfi protékajici proud v zavislosti na pfilozeném napéti, Ize rozlisit:
e makroelektrody (plocha v fadech cm?),
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e minielektrody (napf. kapajici rtutova elektroda — DME — z angl. Dropping
Mercury Electrode),

e semimikroelektrody (visici rtutova kapkova elektroda — HMDE — z angl.
Hanging Mercury Drop Electrode),

e mikroelektrody (napt. nekteré tiSténé nebo tenkovrstvé elektrody),

e ultramikroelektrody — do této skupiny patfi elektrody, jejichz primér je mensi

nez 20 pm.

Miniaturizace elektrod s sebou pfinasi pozadavek na zvyseni citlivosti elektrod nebo
jejich odezvy zvysenim jejich elektroaktivni plochy pfi zachovani malych geometrickych
rozméry, a to napfiklad umisténim nanostruktur na jejich povrch. Pro zlepseni vysledku
elektrochemickych méfeni se Casto vyuzivaji elektrody modifikované nanostrukturami,
jako jsou: nanotyCinky, nanosloupky, nanotrubice, nanodraty [42]. Diky vyuziti
nanostrukturami modifikovanych povrchi 1ze dosahnout zvySeni citlivosti méfeni a to
diky tomu, ze rozméry nanostruktur jsou casto mensi, nez je délka difuzni vrstvy
v bézném voltametrickém méfeni. Nanostruktury na povrSich elektrod zvysSuji
elektroaktivni plochu, na které dochazi k elektrochemickym d€jim a tim je zvySovana
citlivost elektrod pfi zachovani stejnych geometrickych rozméra, které potom mohou byt
redukovany. Vyuziti nanostruktur v biosenzorice pfineslo posun v detekcich nékterych
latek, naptiklad v detekci DNA nebo glukézy. [12]

2.3 Elektrochemické metody

Elektrochemické metody radime k analytickym metodam zalozenym na sledovani
fyzikalné-chemickych veli¢in roztoku. Elektrochemické chovani roztokl je zavislé na
jejich slozeni a koncentraci. Podminkou pro vyuziti elektrochemickych metod k detekci
latek je to, ze stanovované latky musi mit schopnost pfenaset naboj. Dle toho, jakou
elektrickou veli¢inu sledujeme, rozliSujeme elektrochemické metody: potenciometrie
(napéti), polarografie a voltametrie (proud), coulometrie (ndboj), konduktometrie

(vodivost) a elektrochemicka impedancni spektroskopie (impedance).

2.3.1 FElektrochemicka impedancni spektroskopie (EIS)

Impedance obecné je méfitkem schopnosti obvodu odolavat toku elektrického proudu.
Popisuje odpor obvodu a fazovy posun napéti oproti proudu pii prachodu harmonického
sttidavého proudu (Obr. 4 vlevo). Fazovy posun napéti a proudu je mozné zobrazit
pomoci Lissajova grafu (Obr. 4 vpravo). Jedna se o zavislost sinusového napétového

signdlu (osa x) na proudové odezvé systému (osa y).
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Obr. 4: Fazovy posuv napéti oproti proudu (vlevo) a Lissajitv graf (vpravo) [43].

Impedance je odezvou systému na pfilozeny budici signal, je definovdna jako
frekvencné zavisla a je urCena jako komplexni veli€ina s realnou a imaginarni slozkou.

Jednotkou impedance je ohm (Q). V kartézském tvaru se zapisuje jako:

Z =Re+ilm, Rovnice 1
Re = |Z| - cos¢, Rovnice 2
Im = |Z| - sing, Rovnice 3

|Z| =/ Re? + Im?, Rovnice 4

7 =17 e, Rovnice 5

kde Z je oznaCeni komplexni impedance [()], Re je realna slozka impedance [Q], Im je
imaginarni slozka impedance [Q] a ¢ je dhel [rad], ktery svird komplexni impedance Z
s realnou osou Re. [44]

2.3.1.1 Impedance v elektrochemickém systému

V elektrochemickém systému je elektrochemicka impedancni spektroskopie dulezitou
metodou pro studium povrchové upravenych elektrod. Meéfime odezvu
elektrochemického systému na prilozeny harmonicky sinusovy signal. Vysledna
impedance Z (jo) je pak vypoctena jako podil napéti U (jo) [V] a proudu / (jo) [A] nebo
jako soucet realné slozky impedance Zre(®) a imaginarni slozky impedance Zim(®) dle

rovnice:
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U(jw
(] ) =Zpe(w) +jZipm(w), w=2-7f, Rovnice 6

Z(jw) = TGw)

kde j = V-1, fje frekvence [Hz] a o je uhlova frekvence [radxs™].

Elektrochemické déje na rozhrani elektrody a elektrolytu mohou byt vyjadreny
ndhradnim elektrickym obvodem (Obr. 5) sklddajicim se z odporu roztoku Rs [Q2], ktery
se fidi Ohmovym zakonem, Warburgovy impedance Zw [Q], kterd popisuje difuzi iontd
elektrolytu k elektrodovému rozhrani a je koncentra¢né zavisla, kapacity elektrodové
dvouvrstvy Cpr [F] a odporu pienosu naboje Rcr [Q2]. Nahradni elektrické schéma je také
nazyvano Randlestiv nebo Ershleriv obvod. [45, 46]

CoL Elektroda

| g

N /

R, /
1 V

Obr. 5: Ndhradni elektricky obvod impedance, upraveno dle [46].

V jedné vétvi Randlesova obvodu se nachézi kapacita dvouvrstvy Cpr a v druhé vétvi
Warburgova impedance Zy a odpor pienosu naboje Rcr. Celkovy proud je dan souctem
vSech prispévku z Faradayovych déji Ir [A] a nabijeni dvouvrstvy Ic [A]. Celkovy proud
prochazi pres odpor roztoku Rs, ktery je pfipojen sériove. Kapacita dvouvrstvy Cpr a
odpor ptenosu naboje Rct se podili na dielektrickych a izola¢nich vlastnostech na rozhrani
elektroda — elektrolyt a jsou vzajemné v paralelnim zapojeni. Kapacita dvouvrstvy je
zavisla na dielektrické permitivité dvou nabojové vrstvy molekul vytvofené na rozhrani
elektrody a elektrolytu. Pro méné polarni molekuly je kapacita mensi. Odpor pienosu
naboje popisuje redoxni d¢€j probihajici pfi pfenosu elektronu na rozhrani elektrody.
Odpor elektrolytu Rs a Warburgova impedance Zw jsou prvky charakterizujici vlastnosti
elektrolytického roztoku a jeho difuzni vlastnosti.

Faradayova impedance se sklada z odporu pienosu naboje Rcr a Warburgovy

1

impedance (Zy, = ow™Y? — jow™'/?) zapojené v sérii. Faradayova impedance je
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zapojena paralelné s kapacitou dvouvrstvy a sériové s odporem roztoku. Celkova

impedance je pak ddna vztahem [47]:

1
/Z =R:+ . R ice 7
s (Rer + Zw) ™ +jw - Cp,, ovmice

Grafickym vyjadienim frekvencné zavislého pribéhu impedance je tzv. Nyquistiv
diagram (Obr. 6).

nizké w

DifOzni cast

Pfenos naboje »y

3 7

Re Re + R +0C, Ret Rep
Obr. 6: Nyquistuv diagram, upraveno dle [46].

Nyquisttiv diagram se na vysokych frekvencich se skladd z pulkruhovité Casti a na
nizkych frekvencich z difuzni linearni ¢asti. Ve vysoce koncentrovanych roztocich
dochazi k prenosu naboje rychle a impedancni spektrum obsahuje predevsim difuzni
pfimkovou c¢ast a minimum polokruhovité Casti. Naopak je tomu v pfipadé malo
koncentrovanych roztoki, kde dochazi k pfenosu malého naboje pies rozhrani. Spektrum
obsahuje pfedevsim polokruhovitou ¢ast a méné difuzni pifimkovy usek. Z diagramu
muzeme urcovat pienosové a difuzni charakteristiky. Praimér palkruhu je roven pfenosu
naboje Rcr. Prusecik pulkruhu ve vysokych frekvencich s redlnou osou je roven odporu
roztoku Rs. Dokreslenim kruhu do nizkych frekvenci a jeho pruniku s redlnou osou

dostaneme hodnotu, ktera udava soucet Rs+ Rcr. [46, 47]

2.3.1.2 Odpor roztoku R,

Odpor roztoku je v elektrochemickém systému vyznamnym parametrem. Moderni

potenciostaty pro elektrochemickou impedancni spektroskopii s tfielektodovym
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zapojenim odpor roztoku mezi pomocnou a referentni elektrodou kompenzuji. Odpor
roztoku je zavisly na koncentraci elektrolytu, typu iontd, teplot€ a geometrii systému.

V ohrani¢ené oblasti s plochou A o délce [ mize byt odpor Rs vyjadien rovnici:

Re=p —, Rovnice 8

s=P A
kde A je plocha oblasti [cm?],  je délka oblasti [cm] a p rezistivita roztoku [Qxcm]. Misto
rezistivity je vice znimou veli¢inou jeji reciproka veli¢ina a to konduktivita (y) [Q'xcm'!

= Sxcm™'], neboli mérna elektricka vodivost. Odpor roztoku pak miZe byt vyjadien:

l l
r— = .
4 VTR 4

Rs = Rovnice 9

<|r

Konduktivita y je standardni tabulkovd hodnota pro dany roztok.

Vétsina elektrochemickych systéma v praxi nema rovnomérné rozloZeni proudu
v definované oblasti. Pti vypoctu je pak hlavnim problémem stanoveni drahy toku proudu
a geometrie elektrolytu, kterym proud protéka. Nastésti vétSinou neni odpor roztoku
urcovan vypoctem z iontovych vodivosti, ale je urCen experimentalné¢ modelovanim EIS
prubéha. [43]

2.3.1.3 Kapacita dvouvrstvy Cpr

Na rozhrani pevné elektrody a elektrolytického roztoku se wvytvari elektrickd
dvouvrstva iontd roztoku adsorbovanych na povrch elektrody (Obr. 7). Nabita elektroda
je pak oddélena od nabitych ionta elektrolytu izolaénim prostorem (v fadech desetin
nanometri). Naboje oddélené izolatorem tvoii kondenzator. Radové pak na 1 cm? plochy
se bude kapacita kondenzatoru pohybovat v fadech od 20 do 60 pF. Jedna se ale o
hodnotu zavislou na spousté faktort, jako jsou napftiklad: potencidl elektrody, teplota,
iontova koncentrace, typ iontl, vrstvy oxidl, drsnost elektrod, adsorpce necCistot a
podobné. Elektrickd kapacita dvouvrstvy je hodnota vypovidajici o povrchovych
vlastnostech elektrody a o rozlozeni naboje na rozhrani elektrody a elektrolytu. [48]

Elektricky model kapacity dvouvrstvy se sklddd z nékolika vrstev. Prvni vrstvou je
pevna elektroda, druhou vrstvou je inertni vrstva mezi elektrodou (vnitini Helmholtzova
vrstva, tvorena dipoly vody) a vnéjsi Helmholtzovou vrstvou, tfeti vrstvou je elektrolyt,
kterym difunduji nabité ionty k elektrodé. Vné&j§i Helmholtzova vrstva je tvorena
solvatovanymi ionty, které elektrostaticky interaguji s nabitou elektrodou. Model

dvouvrstvy mizeme pozorovat na obr. 8.
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—— vnéjsi Helmholtzova

R RECEEINS | orsten elektrolyt
vrstva

A

solvatovany iont
~ <
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molekuly vody "
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@ﬁq____________,

X

elektroda

Obr. 7: Elektrodovd dvouvrstva, upraveno dle [49].

zaporna difuzni vrstva I

| elektrolyt

kladné nabita Cast elektricky potencial

-
>

vzdalenost

vnéjsi Helmholtzova vrstva

vnitini
Helmholtzova vrstva

Obr. 8: Elektricky model elektrodové dvouvrstvy — priibéh potencidlu na elektrodeé.
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2.3.1.4 Odpor pienosu ndaboje Rcr

Odpor prenosu naboje Rct (z angl. Charge Transfer Resistance) je jednim z parametra
pro popis elektrodové dvouvrstvy spolecné s kapacitou dvouvrstvy Cpr se kterou je
v paralelnim zapojeni v Randlesové obvodu. Odpor pienosu naboje popisuje redoxni déj
probihajici pfi pifenosu elektronu na rozhrani elektrody. Na izolacné upravené elektrodé

se oc¢ekava snizeny pienos naboje pies rozhrani a odpor pfenosu naboje poroste.

2.3.1.5 Warburgova impedance Zw

Warburgova impedance je tvofena difuzi iontl zroztoku k nabité elektrodé.
Impedance zavisi na frekvenci. Pii vysokych frekvencich je Warburgova impedance
mala, protoze difuzni ionty se nemusi pohybovat pfili§ daleko. Pfi nizkych frekvencich
musi reaktanty difundovat dale a zvySuji tak Warburgovu impedanci. Nekonecna

Warburgova impedance (faze 0,5; sklon kfivky 45°)je pak vyjadiena:

Zy=0(w)™Y2-(1-)), Rovnice 10

_]1/2

kde o je uhlova frekvence [radxs'], j odpovid4 a o Je konstanta znama jako

Warburguv koeficient, ktery je vyjadien jako:

R-T 1 1
o= ' + , Rovnice 11
n?-F2-A- \/? <C(())x'\/D0x C}(?)ed'\/DRed>

kde Dox a Dred jsou difuzni koeficienty oxidované resp. redukované formy [cm?xs™], A
je plocha elektrody [cm’], R je plynova konstanta [JxK'xmol' ], F je Faradayova

konstanta [Cxmol '], T je absolutni teplota [K] a n je pocet pfenesenych elektronti. [43]

2.3.1.6 Prvek s konstantni fdzi (CPE)

Kondenzatory v experimentech EIS se ¢asto nechovaji idealné. Misto toho byl pro
nahradu kondenzatord zaveden prvek s konstantni fazi (z angl. Constant Phase Element
— CPE), ktery vyjadiuje realné chovani elektrod. Je definovan jako:

1

Zepr = 7~ Rovnice 12
CPE Ga)® - ¥, ovnice

kde Yo je rovna kapacité, a je exponent, ktery je roven 1 pro ptipad idealniho
kondenzatoru, v ptipad€, ze je roven 0, budeme, CPE prvek povazovat za rezistor. Pro
prvek s konstantni fazi je exponent o nenulovy a mensi nez jedna. , Dvouvrstvy

kondenzator* se ve skute¢nych elektrochemickych systémech casto chové, jako CPE, ne
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jako idedlni kondenzitor, i kdyz bylo navrzeno nékolik teorii (drsnost povrchu,
,unikajici“ kondenzator, nerovnomeérné rozlozeni proudu atd.), které zohlediiuji neidealni

chovani elektrodové dvouvrstvy. [45, 47, 50]

2.3.2 Voltametrie

Voltametrie je potenciometricka analyticka metoda, pivodné odvozena z polarografie.
V polarografii je kiivka zavislosti proudu a napéti zaznamenavana pomoci kapajici
rtutové elektrody (DME) nebo statické rtut'ové kapkové elektrody (SMDE — z angl. Static
Mercury Drop Electrode). Voltametrie zahrnuje v§echny metody, ve kterych se provadi
meéfeni proudu v zdvislosti na potencidlu pfilozeného na staciondrni a tuhé pracovni
elektrody bez ohledu na jejich materialové slozeni. Mezi tyto elektrody patii napriklad
visici rtutové kapkova elektroda (HMDE), tenka rtutova filmové elektroda (TMFE — z
angl. Thin Mercury Film Electrode), skelnd uhlikova elektroda (GCE — z angl. Glassy
Carbon Electrode), uhlikové pastové elektrody a poptipadé dalsi pracovni elektrody
z uslechtilych kovu (zlato, stfibro, platina). Voltametrie a polarografie pak zahrnuji velké
mnozstvi metod liSicich se pfedevsim typem excitacniho elektrického napéti. Obecné je
tato metoda zalozena na méteni kiivky proudu protékajiciho ptes elektrodu ponofenou do
elektroaktivniho roztoku v zavislosti na pfilozeném napéti. Méfeni mohou byt provedena
s vyuzitim minimalné dvou elektrod, ale v dnesni dobé je jiz bézné provadét mereni
s vyuzitim tfielektrodového zapojeni. Prvni elektrodé fikame pracovni elektroda (zlata,
platinovd, sklo-uhlikovd, rtutova visici). Druhou elektrodou je elektroda referentni
s konstantni hodnotou potencidlu. Nejcastéji vyuzivanymi, komercné¢ dostupnymi
referentnimi elektrodami jsou elektrody kalomelové (rtut pokryta vrstvou Hg>Cl
v roztoku KCI) nebo elektrody argentchloridové (stfibrny dratek pokryty vrstvou
Ag/AgCl v roztoku KCI). Trteti elektrodu nazyvame pomocnou a nejcastéji se jedna o
komercné dostupnou elektrodu z platiny. Méfici potenciostat zajistuje, aby mezi pracovni
a pomocnou elektrodou protékal takovy proud, ktery mezi pracovni a referentni

elektrodou udrzi pozadovany napétovy prubéh. [51]

2.3.2.1 Cyklickd voltametrie

Cyklicka voltametrie (CV) je jednou ze zdkladnich voltametrickych metod. V této
metodé se vyskytuji Ctyfi zékladni proménné, mezi které fadime napéti, proud,
koncentraci roztoku a Cas. Metoda je zaloZzena na tom, ze na pracovni elektrodu je
piikladano napéti ve tvaru trojuhelnikového pulsu: nejprve napéti v Case narusta dle
nastaveného potencidlového rozsahu (forward scan) a po dosazeni zlomového bodu zacne
klesat k pocatecni hodnoté (backward / reverse scan). V Case je pak méfen vysledny proud
prochazejici obvodem. Vysledkem méfeni je pak zavislost méfeného proudu na napéti —

tzv. cyklicky voltamogram. Na obr. 9 lze pozorovat tvar piilozeného napéti v Case
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(Obr. 9, vlevo) a cyklicky voltamogram (Obr. 9, vpravo). Na voltamogramu pozorujeme
katodicky (reduk¢ni) pik se zapornou hodnotou (pii némz dochazi k redukcei) a anodicky
(oxidacni) pik s kladnou hodnotou, pii némz dochazi k oxidaci. [52] V idealnim piipadé
muZzeme systém povazovat zareverzibilni, tedy pokud rozdil potencilald naméfenych ve

vrcholku katodického a anodického piku je mensi nez 0,59 V.

T \
7¢ %\
I * x \
e >\
/7 v
= > B\ T
:g ‘Eu’ @& -3 g
o [
c o —
napéti
cas —>

Obr. 9: Cyklicka voltametrie: priubéh prikladaného napéti (vievo), cyklicky voltamogram
(vpravo), upraveno dle [53].

Reverzibilni proces lze matematicky vyjadfit Randles—Sevéikovou rovnici:

n3/2 . F3/2
fpa = ipe = 0,4463  ————-A - DY/2 . p1/2. ¢, Rovnice 13

R1/2.T1/2
kde ipa a ipe je vySka anodického / katodického piku [A], n je pocet vyménénych elektrond,
F je Faradayova konstanta [9,648455 Cxmol!], R je plynovd konstanta [8,31441
Jxmol'xK™'], T jeteplota [K], A je plocha elektrody [cm?], D je difuzni koeficient
oxidované / redukované formy [cm?xs™'], ¢ je koncentrace oxidované / redukované formy

[molxcm™] a v je rychlost posunu potencidlu [Vxs™']. [54]

2.3.2.2 Elektroaktivni plocha elektrod

Velikost elektroaktivni plochy elektrod A je velmi dilezitym faktorem pro urceni
elektrochemické odezvy senzoru. Elektroaktivni plocha se v realité 1i§i od geometrické
plochy senzoru a je mnoho zpusobu, jak elektroaktivni plochu senzoru urcit. Jednim
z nich je vypocet elektroaktivni plochy z nabijeciho proudu, kdy nabijeci proud je Umérny
velikosti elektroaktivni plochy. Dalsim zpisobem je vyuZiti tzv. Randles—Sevéikovy
rovnice uvedené vySe (Rovnice 13). Rovnici pro vypocet elektroaktivni plochy lze ziskat

odvozenim z Randles—Sevcikovy rovnice a dosazenim konstant:
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ipa = ipe = 2,687 105 n”2- A-D"2-v'2 ¢, Rovnice 14

A= by ,
2687-105-n'72-D%2-p'2 - ¢

Rovnice 15

Elektroaktivni plocha pak muZze byt urCena empiricky ze stanoveni vysSek pikt
cyklického voltamogramu. Hlavni podminkou pro vyuziti rovnice je reverzibilita
zkoumaného systému (v idealnim systému vzdalenost pikt cyklického voltamogramu
mens$i nez 0,59 V) a predpoklad méfeni pti pokojové teploté 25 °C.

2.3.2.3  Pulzni voltametrické metody

Pulzni voltametrické metody jsou metody, mezi které radime: diferencné pulzni
voltametrii (DPV — Differential Pulse Voltammetry), voltametrii ¢tvercovych vin (SWV
— Square wave voltammetry), normdlni pulzni voltametrii (NPV — Normal Pulse
Voltammetry) a nebo staircase pulzni voltametrie (SCV — StairCase Voltammetry).
Spole¢nym rysem pulznich metod je to, ze elektrodové procesy jsou excitovany
periodicky se ménicimi signaly ¢tvercovych vin pfi konstantni nebo rostouci amplitudé
téchto vin. [55] Vyhodou téchto technik je predevsSim vyssi odezva a tim nizsi limit
detekce, nez je tomu napiiklad u zakladni cyklické voltametrie. Pfiklady excitanich

signalt a prislusnych voltamogramu pro jednotlivé metody jsou uvedeny na a obr. 10.
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Obr. 10: Pulzni voltametrie — excitacni signdly a voltamogramy: a) normdlni pulzni voltametrie
b) diferencné pulzni voltametrie, c) staircase voltametrie d) voltametrie ctvercovych vin, iy, je
proud [A], Ai, je zména proudu [A], i; je limitujici (omezujici proud) [A], T je délka cyklu [s],

AE, je napéti (vyska) pulzu [V], AE; je zména potencidlu mezi cykly [V] a t, je doba trvdni pulzu

[s], upraveno dle [ 56].

2.4 Anodicka oxidace

Anodicka oxidace je elektrochemicka metoda pro vytvoreni oxidové vrstvy na
kovovém povrchu. Z kovového materidlu (anody), ponofeného do vhodného
elektrolytického roztoku, je odebirdn elektron a protielektroda (katoda) se oxiduje. Jednd
se tak o zrychleny oxida¢ni proces, ktery je zesilen pfirozenou oxidacni vrstvou kovu.
Mezi kovovy materidl a protielektrodu, oboje ponofené v kyselém roztoku, je pfilozen
stejnosmérny elektricky potencial, pficemz elektricky proud prochazejici elektrolytem je
relativné nizky. Znazornéni procesu na obr. 11 je uvedeno na piipadu anodické oxidace
v roztoku kyseliny stavelové. Vrstvy ziskané anodickou oxidaci jsou obecné velmi husté,
stabilni a s riznymi mikrostrukturdlnimi vlastnostmi. Vlastnosti vyslednych vrstev jsou
pak navic zavislé na typu pouzitého elektrolytu, délce oxidace, teploté elektrolytu a
vlastnostech vychoziho materidlu. [57]

—30—



NANOSTRUKTUROV ANE MATERIALY NA BAZI ALUMINY PRO ELEKTROCHEMICKE SENZORY A BIOSENZORY

1

i

|
|
@]
N
-t L
[\"]

N
<
OO OO OD

}

C,0,%

f—

Elektrolyt H,C,0,

Obr. 11: Anodickd oxidace v kyseliné Stavelove.

2.4.1 Anodicka oxidace hliniku

Pro vyuziti v senzorice je anodicka oxidace nejCastéji vyuzivana predev§im pro
ptipravu nanoporézni aluminy (AAO, oxidu hlinitého). Anodizaci hlinikové vrstvy / félie
dostdvdme vrstvu oxidu hlinitého obsahujiciho pravidelné hexagonalné usporadané
nanopory. Nanoporézni alumina je hojné vyuzivanym a dobfe znamym materidlem
s oveéfenym vyrobnim procesem. Vytvofeni vrstvy oxidu hlinitého predchazela ptiprava
Cistého hliniku pfed piiblizneé 150-ti lety [58]. Prvni vrstvy oxidu hlinitého byly
pfipravovany za ucelem pasivace povrcha tenkou oxidovou vrstvou metodou anodické
oxidace kovu v elektrolytu s neutrdlnim pH. V roce 1953 byl neutralni elektrolyt nahrazen
kyselym (konkrétné kyselinou fosfore¢nou) a tim byla ziskdna nanoporézni aluminova
struktura obsahujici samousporadané a rovnobézné nanopory s definovanym primérem.
Vroce 1989 byla publikovdna vyroba prvnich membrian na bdzi aluminy s plné
kontrolovatelnou velikosti pora [59]. Vlastnosti ziskanych nanoporéznich membran
(pramér poru, vzdalenost mezi pory atd.) jsou siln€ zavislé na anodizacnim napéti a typu
zvoleného kyselého elektrolytu. Délka pora je pak dana tloustkou anodizované hlinikové
folie / vrstvy s tim, ze vlivem oxidace dojde k naristu tloustky vrstvy ptiblizné 1,4 krat
[4]. Schéma hexagonalniho uspotfadani nanoporézni aluminy a zvySeni objemu hlinikové

vrstvy na uvedeno na obr. 12.

Nanoporézni alumina je v praxi nejbéznéji vyzivana dvéma zpusoby: pro pfipravu
volnych nanoporéznich membran z hlinikovych folii vysoké cistoty nebo vytvorenim

nanoporézni AAO masky z tenké hlinikové vrstvy deponované na pevny substrit, kterd
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slouzi k depozicim materiald do pfipravenych pord. Oboji je blize popsano v
podkapitoldch 2.5 a 2.6.1.

Porézni
alumina

o’ © -
Bariérova buiky Prumer B
A vistva o

Obr. 12: Schéma hexagondlniho uspordddani nanoporézni aluminy (A) a schéma zvySeni objemu
hlinikové vrstvy béhem anodizace (B), upraveno dle [60].

2.5 Nanoporézni membrana z oxidu hlinitého

Nanoporézni membrany jsou jiz néjaky ¢as hojn¢ studovany a neustdle jsou nachdzeny
Siroké moznosti jejich uplatnéni [8, 61, 62]. Vychozim materialem pro piipravu AAO
membran jsou hlinikové folie vysoké Cistoty (99,999 %), nejCastéji o tloustkach
v rozmezi od cca 10 um do 500 um. Proces vyroby nanoporéznich membran se skldda ze
tfi ¢asti. Prvni Casti je tzv. predzpracovani (z angl. pretreatment), které predstavuje ¢isténi
a lesténi hlinikové folie (zihani, ,electropolishing™) pro odstranéni vnéjSich poskozeni
povrchu a krystalickych defektt materialu. Strukturu surové hlinikové félie s ukazkou
béznych defektli 1ze pozorovat na SEM snimku (Obr. 67). Dalsi ¢asti vyroby je samotna
anodizace hlinikové folie probihajici pti snizené teploté (0—17 °C). Jedna se o proces, pii
kterém dochdzi k elektrochemické oxidaci hliniku pfilozenim kladného napéti na
hlinikovou f6lii ponofenou v kyselém elektrolytu. Formovani aluminové vrstvy je vysoce
termodynamickd reakce, kterd mimo teploty zdvisi i na koncentraci a pH elektrolytu.
Béhem anodizace s Casem roste pravidelnost ziskané struktury a ndhodné vznikajici pory
se postupné formuji do struktury usporadanych Sestiuhelnikii — tzv. medové plastve.
Uprostied kazdé hexagonalni bunky se nachazi jeden por o kruhovém prifezu

(Obr. 12, A).

Spontanni oxidace hliniku je dana zménou Gibsovy volné energie, kdy vysledkem
reakci jsou: oxid hlinity (Al,O3), hydroxid hlinity (AI(OH)3), hlinité ionty (AI’*) a

aluminové anionty (AIO%). Lze rozlisit tfi typy anodizace: pulzni anodizace, anodizace
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za konstantniho proudu a anodizace za konstantniho napéti, ktera patii mezi nejcastéji

vyuZzivane.

Anodickou oxidaci za konstantniho napéti lze provadét dvéma zpasoby: bud’ jako
,mild“ nebo ,hard“ anodizaci. Typy anodizacniho procesu lze rozdélit dle velikosti
anodiza¢niho napéti v zavislosti na zvoleném elektrolytu (Obr. 13).

600 -
Mild
anodizace

500 - Kyselina fosforeéna

160-195 V, 405-500 nm
B
< 400
2
o]
%
N Hard
E 300 - anodizace
-
®
o]
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S 200 - 120-150 V, 220-300 nm
N
>
O
100 + JAyselina sirova; 40-70 V, 90-140 nm
"~ Kyselina stavelova; 40 V, 100 nm
Kyselina sirova; 19-25 V, 50-60 nm
0L, |
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Anodizacni napéti (V)

Obr. 13: Zobrazeni anodizacnich napéti a vyslednych vzddlenosti nanoporii pri ,, mild“ a

,hard ™ anodizaci v riiznych typech elektrolytii, upraveno dle [60].

Prvni typ anodizace (mild) vede k dosazeni uspofadané porézni aluminy pii nizSich
hodnotach napéti, prevazné v kyseliné sirové, Stavelové nebo fosforecné. Pruméry
nanoport jsou linearn& zavislé na anodizaénim napéti s konstantou 1,25 nmxV-!. Druhy
typ anodizace (hard nebo také high field) vyuziva zna¢né€ vyssi proudovou hustotu (vyssi
napéti) nez , mild“ anodizace. Vysledkem je rychly rast aluminové vrstvy. Tento typ
anodizace umoziuje piipravit tlust$i vrstvy s nizsi porovitosti a mensi usporadanosti
port. Vedlejsim efektem reakce je velka produkce tepla, které muze zpasobit odtrzeni
nebo poskozeni vzniklé struktury. Pro kazdy elektrolyt je dan v zdvislosti na druhu,
koncentraci a aktivité elektrolytu rozsah vhodnych napéti tak, aby nedoslo k poskozeni
anodizované vrstvy (kyselina fosfore¢na — 200 V, kyselina stavelova — 120 V, kyselina
sirovda — 30 V). [63]
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Podrobnéjsi schéma vzniku nanoporu se sklada ze ¢tyt zakladnich fazi a je zobrazeno
spole¢né s prabéhem hustoty proudu na pracovni elektrodé v zavislosti na dobé trvani
anodizace na obr. 14.

Anoda Katoda

oxid

ot v

Elektrolyt

Proudova hustota (mNcmzt

Anodiza&ni ¢as (min)

| —

Q}") Elektrolyt
oxid E E E
I m v

Obr. 14:Schéma znazornujici jednotlivé faze vzniku samousporadanych nanoporii pri
elektrochemické anodizaci: tvorba oxidové vrstvy (faze 1); tvorba jamek v diisledku lokdlnich
nehomogenit elektrického pole (fdze Il); pocatecni tvorba porii (faze 111); riist porii za
ustalenych podminek (faze 1V). Uspordadani anodizacni aparatury (vlevo nahore), zavislost
hustoty proudu na délce anodizace v jednotlivych fazich (vpravo nahore), schéma tvorby

nanoporu v jednotlivych fdzich (dole) [6].

Na zacatku procesu, pii konstantnim napéti, je na kovovém povrchu vytvorena
kompaktni a rovhomérna vrstva oxidu a dochazi k vyraznému poklesu aktudlni proudové
hustoty (faze I). Distribuce elektrického pole je siln€ zavisla na nehomogenitach a
drsnosti povrchu vzniklé oxidové vrstvy. V mistech s vétSimi nehomogenitami dochazi
na rozhrani elektrody a elektrolytu k lokalnim poklesim a zesilenim elektrického pole
(faze II), v disledku ¢ehoz dochazi k rozpusténi oxidové vrstvy a vzniku prvotnich
nanopoéru (faze I11). Nasledkem vzniku prvotnich pért dochazi ke zvySovani proudové
hustoty az do doby, kdy pory pokryvaji cely povrch. Poté dochdzi k rastu jednotlivych
pora, priCemz intenzita elektrického pole je koncentrovana ve vrcholcich nanoporu a

klesa smérem k jejich sténam. V této fazi zatim pory nejsou uniformni, ale s délkou
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anodizace stale nartsta jejich usporadanost. V posledni fazi (faze IV) proces rastu pora

doséahne ustaleného stavu a vytvori se rovnomérné rozlozené nanopory. [6]

Anodizaci mazeme také provadét jednokrokove nebo dvoukrokove (Obr. 15).

Hlinik vysoké Cistoty
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Obr. 15: Vyroba nanoporézni aluminové membrdny: jednokrokovd a dvoukrokovd anodizace —

upraveno dle [63].

Béhem pocateCni faze anodizace dochazi, pfed navozenim rovnovazného stavu
s rovhomérnym rustem oxidu, k vétveni a propojovani jednotlivych pora. Proto je
vysledkem jednokrokové anodizace nepravidelné usporfadana struktura na povrchu
vzorku a vysoce usporadana struktura na dolni Casti vzorku. Pro odstranéni téchto
nepravidelnosti je vhodné provadét anodizaci dvoukrokove. Dvoukrokova anodizace je
v dne$ni dobé velmi pouzivanou metodou a umoziuje ziskat vysoce usporadanou
nanoporézni strukturu oxidu hlinitého. Prvnim krokem této metody je predzpracovani
kratkou anodizaci vrchni vrstvy hlinikové folie. Vznikly aluminovy film je nasledné
odleptan ve smési kyseliny fosfore¢né a chromové pfi teploté 55-80 °C, ¢imz ziskame
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hlinikovou vrstvu s nanodulky, které slouzi jako preferencni mista pro vznik novych
nanop6ru v druhém kroku anodizace. Druhy krok anodizace je proveden se stejnymi nebo
podobnymi podminkami jako anodizace v kroku prvnim, ¢imz je dosazeno vyssiho
usporadani vrstvy. Bylo zji§téno, ze vicekrokova anodizace nema na vysledek lepsi vliv,
nez dvoukrokova anodizace. [63, 64]

Posledni ¢asti vyroby aluminové nanoporézni membrdny je tzv. post—treatment.
V ramci tohoto kroku jsou odstranény zbytky neanodizovaného hliniku a dochazi
k otevirani pért odstranénim spodni bariérové vrstvy aluminy. Pro odstranéni zbytku
hliniku je vyuzivano nékolika roztokd, jako je napiiklad 20% kyselina chlorovodikova
s prilozenym napétim 1-5 V. Mezi vice vyuzivané metody vSak patii chemické leptani.
Jednim z vyuzitelnych roztokt je smés chloridu méd’natého a kyseliny chlorovodikové,
dale nasyceny chlorid rtutnaty, brom v etanolu nebo nasyceny siran méd’naty. Aby se pfi
odstraniovani bariérové vrstvy predeslo nechténému rozSifovani pord, je leptadlu

(kyseliné fosfore¢né, chromové, sirové) vystavena pouze spodni ¢ast vrstvy.

2.5.1 Senzory a na bazi oxidu hlinitého

Nanoporézni alumina je hojné€ vyuzivana v nejruznéjSich aplikacich. Jeji vyhodou je
predevS§im mechanickd pevnost, chemickd odolnost, nerozpustnost a kontrolovatelné
rozméry (délka a pramér) pord. Vyuziti nanoporéznich struktur na bazi aluminy lze
rozdélit do ne€kolika oblasti [6]:

e Masky pro naslednou pfipravu nanostrukturovanych materiald riznych tvart
(nanovldkna, nanodratky, nanosloupky, nanotycinky, nanotrubice, nanokanalky,
nanokuzely, nanokrouzky, nanopasky a nanocastice) s vyuzitim riznych metod:
chemické a elektrochemické depozice (viz. podkapitola 2.6.1), sol-gel techniky,
odlévani, chemickd polymerizace, termalni napatrovani (PVD — Physical Vapor
Deposition), chemickd depozice z plynné faze (CVD — Chemical Vapor
Deposition) a dal§ich. Témito materialy mohou byt naptiklad:

o kovové nanocastice (zlato, stiibro, nikl méd’, platina, zinek apod.),
o oxidy kovi (MnO-, SnO», Si0»),

o polovodivé castice (WO3, TiO»),

o slitiny,

0o polymery atd.

e Katalyza (vyuziti velkého povrchu materialu vzhledem k celkovému objemu a
chemické inertnosti).

e Biomedicinské aplikace (biokompatibilita, rist bunék, tkanové inzenyrstvi).
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e C(ilena doprava IécCiv (,,drug delivery” — biokapsule pro imunoizolaci, 1é¢iva
vymyvajici stenty).

e Senzorické aplikace (optické chemosenzory a biosenzory, elektrochemické
senzory a biosenzory) — viz podkapitola 2.5.1.3.

e Aluminové membrany pro molekularni separaci a detekci (separace iontt a
molekul, separace aminokyselin a proteinti, organickych sloucenin, separace
DNA) — viz podkapitola 2.5.1.2.

e Dalsi aplikace (palivové a solarni ¢lanky, fotonické krystaly). [6]

2.5.1.1 Pokryvdni aluminovych membrdn vrstvou kovu

Nanoporézni membrany mohou byt pro své dalsi vyuziti v senzorice pokryvany tenkou
vrstvou kovu (zlato, platina) nebo kovovych nanocastic. [65] Takto nanesené vrstvy
mohou byt pouze na jedné strané membrany nebo oboustranné a slouzi bud jako
elektrody nebo jako material pro dalsi navazovani latek. Pro pokryvani membran kovem
lze vyuzit naptiklad vakuového termalniho napatfovani nebo iontového naprasovani, kdy
dojde k naneseni vrstvy na povrch membrany. Dalsi technikou jsou depozice tenkych
vrstev na atomarni urovni, kterymi lze pokryt i vnittky nanoportt (ALD — Atomic Layer
Deposition) [66]. Vodivost nanesenych vrstev zavisi pfimo umeérné¢ na tloust’ce
nanesenych kovovych vrstev. Pfi nanaSeni tlustSich vrstev dochazi ke snizeni vnéj§iho
pruméru pora [67]. Vreferenci [61] byla vyuzita pokovena nanoporézni alumina
k sestrojeni impedimetrického sensoru DNA pro detekci oligonukleotidové sekvence viru
horec¢ky dengue. Na obé€ strany nanoporézni aluminy bylo naneseno 50—100 nm platiny
tvorici elektrody. Uvniti nanoport byla kovalentné€ navazana DNA sonda a v pfitomnosti
komplementarni oligonukleotidové sekvence Dengue viru doslo k jeho navdzani a tim
k ucpani port membrany. To zpusobilo zvySeni impedance naméfené mezi platinovymi
elektrodami nanesenymi na membrané. Obdobné bylo ucpavani port pozorovano na
snizeni piku diferen¢né pulzniho voltamogramu v PBS (z angl. Phosphate Buffered
Saline) pufru. Podobnym zptisobem byl dengue virus detekovan v referenci [68], kdy
byly na membranu oboustranné napraseny 100 nm tlusté vrstvy platiny, které byly
vyuzity jako pracovni a pomocna elektroda. Do vnitiku port byly navazany protilatky a
BSA (z angl. Bovine Serum Albumin / hovézi sérovy albumin). Po navazini viru na
protilatky uvniti portd doslo ke zvySeni impedance. V referenci [69] byla naprasena
platinova vrstva na povrch membrany o praiméru pord 100 nm a tloust’ce 60 um, ktera
slouzi k separaci proteinii (BSA, lysozym a myoglobin). Tloustka platinové vrstvy byla
I um a transport proteini skrz membranu byl podpofen ruzné velkymi hodnotami

ptilozeného napéti na elektrody umisténé na membrané. Bylo zjiSténo, ze metoda je
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nejselektivnési pro kationty lysozymu, poté pro anionty BSA a nakonec pro neutralni

molekuly myoglobinu v zévislosti na pH pufru a polarité prilozené¢ho napéti.

2.5.1.2 Filtrace s vyuzitim aluminovych membrdn

Schopnost fidit velikost praméru péra a tloustky membrany vede k hojnému
vyuzivani nanoporézni aluminy pro separaci a filtraci latek. Separaci lze chapat jako
proces, kdy pfevadime danou smés latek na dvé a vice oddelenych slozek pro konecné
vyuziti [70]. Lze tak odde€lovat naptiklad proteiny, tézké kovy nebo je vyuzivat
v procesech filtrace a purifikace [8, 71, 72]. Membrany umisténé na vodivé elektrodé
mohou také slouzit jako filtry pro Castice, které nechceme na elektrodé detekovat. Na
zakladé toho lze konstruovat senzory pro detekci vybranych latek ze smési biologického
puvodu, jako jsou naptiklad krev nebo moc¢ [73]. V publikaci [74] byly propojeny dva
ptistupy, kdy aluminova membrana slouzi jako filtr Castic a zarover je vnitfek nanoporu
modifikovan biomolekulami, které na sebe specificky vazi dalsi biolatky. Jedna se o
zafizeni navrzené pro detekci trombinu, nezbytného pro srazeni krve, a to pfimo z nijak
neupravené krve. Membrana zde slouzi jako filtr krevnich derivatl, jako jsou krvinky a
krevni desticky. Uvnitf pora je pak adsorbovan aptamer, ktery na sebe vaze trombin. Dale
jsou na takovouto strukturu specificky navdzany protilatky trombinu adsorbované na
zlatych nanocasticich obalenych stiibrem. Tato struktura zpusobi zablokovani nanopora
membrany a zabrani tak prichodu [Fe(CN)e]* iontim, ¢&imz dojde k poklesu
voltametrického signalu detekovaného na druhé strané membrény.

Na zakladé membran z oxidu hlinitého jsou konstruovana vice ¢i méné¢ slozita zatizeni
pro ruzna biosenzoricka vyuziti. V referencich [71, 75] jsou vyuzity membrany
v konstrukci mikrofluidnich ¢ipt s oboustranné prichodnou membranou pro separaci
biomolekul na zakladé isoelektrického bodu molekul (BSA, hemoglobin) a detekci
proslého protirakovinného lé¢iva. Déle byl zkonstruovdn mikrofluidni senzor pro
refraktometrickou detekci glukozy, kdy jsou molekuly tfidény na zékladé jejich velikosti.
Nékteré molekuly membranou prochazi a jiné jsou zachyceny [8]. Také bylo vyvinuto
zafizeni pro sledovani uc¢innosti antibiotik zalozené na nanoporézni membrané slouzici
jako filtr ve spojeni s optickym detek¢nim systémem. Zminéné zarizeni umoziuje rychlé
ovéteni ucinnosti danych antibiotik na bakterialni buiiky z pacientova sputa pii diagndze
pooperacniho zépalu plic. Pomoci digitalni kamery je pak opticky detekovano mnozstvi

prezivsich bakterii v zavislosti na ase [76].

2.5.1.3 Modifikace aluminovych membrdn pro vyuZiti v biosenzorice

Vyuzivani funkcionalizovanych aluminovych membran s velkym povrchem

(v disledku nanostrukturovani) nachazi uplatnéni také v extrakci biomakromolekul
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z komplexnich smési kapalin, jako jsou naptiklad bunécné lyzaty, vzorky krve nebo séra.
Porézn{ struktura membran obsahuje nanopory o velikosti mensi nez 100 nm v primeéru.
Je tak vhodnd k blokaci mnoha velkych biologickych latek a bunék, které obvykle
interferuji s rovinnym povrchem, takze wvnitfni aktivni povrchy nanopéru zustavaji
vystaveny pouze latkam, které jsou dostatecné malé pro vstup do péra — proteiny,
protilatky, RNA, kratsi fetézce DNA a dalsi mensi molekuly. [77]

V biosenzorice jsou aluminové membrany vyuzivany predevsim diky jejich chemické
inertnosti a velké plose povrchu. Jejich mirna prahlednost v ultrafialové (UV) a
infracervené (IR) oblasti dovoluje pfimou detekci absorbance v transmisnim médu. Bylo
vyvinuto nekolik typi optickych sensort na bazi nanoporézni aluminy k detekci proteint
(hemoglobin, myoglobin, cytochrom), enzymi (cholesterol, oxidaza, peroxidaza),
protilatek, DNA a celych bun¢k [6].

V soucasné dobé dochazi k velkému rozvoji v oblasti elektrochemickych biosenzort
zalozenych na nanoporéznich membranach. Enzymy jsou navazany na povrch aluminy
nebo do pord kovalentné nebo nekovalentn€. V publikaci [75] je membrana z oxidu
hlinitého modifikovana nejdfive OH skupinou, nasledné¢ silanem, a nakonec je na
membrané vytvofena monovrstva TPM (3—(trimethoxysilyl)propyl metakryldt) a PEG
(poly(ethylenglykol)). Na takto pfipravené membrané je testovana ucinnost
protirakovinného 1€¢iva cisplatiny na rakovinné burky. V referenci [78] je do vnittku
poért membrany imobilizovana jednofetézcova DNA (ssDNA - single stranded DNA) za
uCelem detekce konkrétni sekvence komplementarni DNA (cDNA). Po hybridizaci
cDNA s ssDNA dochazi k postupné blokaci kanali a tim se snizuje pruchod zlatych
nanocastic skrz pory, ¢imz dojde ke zméné impedance. Pro detekci bakterii v mléce byl
sestrojen impedimetricky imunosenzor, kdy na povrch membriany modifikované
kyselinou hyaluronovou jsou navdzany protilatky, na které jsou zachytdvdny patogenni
bakterie z mléka. Obdobné vyuziti AAO je v referenci [79], kde je popsdn biosenzor,
zalozeny na nanoporézni membrané z oxidu kiemicitého umisténé na zlaté pracovni
elektrode, ktery slouzi k elektrochemické detekci kardiovaskuldrnich proteinovych
biomarkert z lidského séra. Tim pomaha predvidat pacientovu nachylnost ke zminénému
onemocnéni. Na pracovni elektrodu je pres disulfidicky mustek (SS vazba) navazan
streptavidin a na n¢j biotinylované protilatky, na které se pak specificky vazi proteinové
biomarkery C-reaktivni protein (CRP) a myeloperoxidaza (MPO). Dalsi druhy
elektrochemického imunosenzoru pro detekci glukézy oxiddzy a viru dengue byly
publikovany v referencich [80-82]. V tomto pfipad¢€ je nanoporézni alumina umisténa na
platinové vrstvé. Na cely povrch oxidu jsou adsorbovany protilatky a dale je zbyly povrch
pokryt BSA proto, aby dochizelo pouze ke specifické vazbé antigenu na protilatky.

Obdobnym zptsobem byl konstruovan i biosenzor pro detekci DNA sekvence patogenni
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bakterie Legionella pneumophilla [83], kde do nanoporézni aluminy na platinovém
podkladu je kovalentné navéazana specifickd jednofetézcova DNA, na kterou se pak
navazuje komplementdrni bakteridlni sekvence. Po navidzdni dojde k zablokovani
prachodnosti pord pro &astice [Fe(CN)s]* a ttlumu signilu diferenéné pulzniho

voltamogramu.

2.6 Priprava zlatych nanostrukturovanych povrchi pro biosenzory

Pro pfipravu povrchit modifikovanych zlatymi nanostrukturami jiz existuje ne€kolik
metod. Nejbéznéj§i metodou pripravy zlatych nanostruktur je elektrochemicka depozice
zlata do pfipravenych nanoporéznich AAO masek s vertikaln€ uspofadanymi nanopory.
Tato metoda je hojné vyuzivana pro svou jednoduchost, dobrou reprodukovatelnost,
nizkou cenu, univerzalnimi rozméry vyslednych nanostruktur — napf. variabilitou poméru
pramér / vyska. Casto jsou nanostruktury také piipravovany metodou obrabéni
fokusovanym iontovym svazkem (FIB — z angl. Focused Ion Beam) nebo nanootiskovou
litografii (NIL — z angl. Nanolmprint Lithography). V téchto pfipadech se jedna o
vyrazné drazs§i metody z hlediska potieby nanoobrabécich zafizeni. Naopak, ziskané
nanostruktury vykazuji velmi pfesnou geometrii a vysokou reprodukovatelnost vyroby.
FIB metodou lze vytvaret nanostruktury ve vétSim rozsahu pramérd a délek nez u

ostatnich béznych metod.

Tabulka 1: Rozptyl velikosti zlatych nanosloupkii v zavislosti na vyrobni metodé [84].

Metoda vyroby | Praumér [nm] | Délka [nm] | Vlastnosti

AAO maska, 15 - 200 100 — 8 000 | jednoduché, levné, dobra
elektrochemicka opakovatelnost, velky rozptyl
depozice velikosti.

FIB obrabéni 50 -8000 30-11000 | pfima vyroba nanosloupkt, velky
rozptyl velikosti, dobra

opakovatelnost, vysokd cena.

Nanootiskova 100 -1 100 50 -4 000 | pokryvani polymernich odlitka je

litografie bézné, vysoka cena.

Litografie 50 - 200 50 - 285 v kombinaci s elektrochemickou
elektronovym depozici, dobra opakovatelnost,
svazkem vysoka cena.
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Dal§i metodou je litografie s vyuzitim elektronového svazku, kdy je vyuzito
predstrukturovaného fotorezistu, ktery slouzi jako maska pro naslednou depozici zlata.
Tato metoda piinasi dobrou opakovatelnost, pouziva se vSak ziidka z davodu vysoké
ceny. Dal§i velmi zfidka vyuzivana metoda je usporadani zlatych nanocastic do
nanosloupkll s vyuzitim polymerové masky. Rozméry nanosloupku, které lze ptipravit
jednotlivymi metodami jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 1). [84]

2.6.1 Priprava povrchu modifikovanych nanosloupky s vyuzitim masek

Nejcasteji vyuzivané masky jsou masky s valcovitymi nanopdry a jednotnou velikosti
nanop6rt — masky z oxidu hlinitého vzniklého anodickou oxidaci hliniku, jejichz vyhody
jiz byly popsany v podkapitole 2.6. nebo leptané polymerni membriny. Dal§imi
materialy, které mohou slouzit jako masky, jsou napfiklad: sklo, silikagely, membrany
z oxidu titaniCitého, porézni zeolity. Tvar, velikost a rozmisténi nanoporti v membrandch
jsou klicové parametry pro vyslednou geometrii pfipravenych nanosloupktl. Nekteré
zminéné typy membran jsou jiz komeréné dostupné (napt. Anopore™, Cyclopore™ —
oboji od Whatman, UK), ovSem v omezeném mnozstvi typu, tlousték a rozméra
nanopoéru. V praxi je obvykle maska nanesena na planarni substrat, ktery nasledné slouzi

jako pevna podlozka pro pfipravené nanostruktury.

Hlavni vyhodou aluminovych masek (obdobné jako u AAO membran) je jejich levna
technika vyroby, kterd poskytuje samouspotfadané a rovnobézné nanopdry, které jsou
kolmé k povrchu a obsahuji uniformni primér nanopora a délku dosahujici az 100 um.
Rozméry nanopori mohou byt presné fizeny parametry vyroby, jako je typ pouzitého
elektrolytu (kyselina stavelova, fosforena, sirova), pH kyseliny, anodizacni napéti,
teplota elektrolytu a Cas. Pripravené nanopory AAO masky mohou nabyvat praméra od
4 nm az do nékolika stovek nanometri s hustotou nanopérii az 10! pérti na cm?. [77, 84]

Pro depozici kovu do pripravenych nanoporéznich masek je mozno vyuzit nékolika
depoziCnich technik. Nejrozsifenéjsi technikou je elektrochemicka depozice, kterd bude

vice popsédna v podkapitole 2.6.1.1.

Dal$i moznosti depozice kovu je pak bezproudé pokovovani, pro které neni tieba, na
rozdil od elektrochemické depozice, vytvaret vodivou vrstvu na jedné strané masky. Je
ale tfeba vyuziti katalyzatoru, ktery slouzi jako molekularni kotva na sténach nanopora.
Depozice tak zacina na sténach nanoport a rovnomeérné pokracuje po celé jejich délce (az
do 50 um). Pokud je depozi¢ni ¢as kratky, dojde k vytvoreni dutych nanotrubic a az delsi
depozice (cca 48 hodin) umozni vytvoreni plnych nanosloupkt. Nanosloupky ziskané

touto metodou mohou mit priméry v rozsahu od 10 nm az do 460 nm.
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Dalsi metodou vytvareni zlatych nanosloupktl je metoda termalniho naparovani
(PVD). Touto metodou lze vSak ziskat spiSe duté nanotrubice, u kterych je vhodné
nasledné zesileni napriklad elektrochemickou metodou. Samotné nanosloupky nanesené
PVD metodou nejsou dostatecné mechanicky stabilni pro vyuziti v senzorice. Navic je u
této metody pomérné problematické rovnomérné nanaseni do velmi dzkych a dlouhych /

hlubokych nanopori, kde béhem depozice dochazi i k pokryvani samotné masky.

2.6.1.1 Elektrochemickd depozice s vyuZitim AAO masek

Elektrochemickd depozice je technika pro materidlovou syntézu, kdy dochdzi k
vyredukovani materidlu z elektrolytu. Jako prvni pouzil galvanické pokovovani zlatem
Luigi Brugnatelli v roce 1805. Od té doby se moznosti depozice rozsifily o dalsi kovy a
slitiny véetné kovovych soli. V posledni dobé vznikla moznost také galvanicky nanaset
oxidy kovu, sulfidy kovi, polovodice a vodivé polymery. Zakladem depozi¢niho procesu
je zavislost na difuzi nabitych Castic v roztoku smérem k pracovni elektrod€. Tento proces

je fizen Nernstovou rovnici:

E=E,+ kT In(a), Rovnice 16

n-F
kde E je rovnovazny elektrodovy potencial [V], Eo je standardni elektrodovy
potencial [V], R je plynov4 konstanta [8,31 JxK'.mol!], T je teplota [K], n je podet
vyménénych elektronli, F je Faradayova konstanta [9,65 Cxmol '], a je aktivita ¢astic
v roztoku. [85, 86]

Pokud je prilozeny potencial vétsi nez rovnovazné napéti, dojde k oxidaci iontd a je-1i

tomu naopak, pak je oxidace nahrazena redukci.

V poslednich letech se zvySuje zajem o vytvafeni nanomateriall s fizenymi rozméry a
dobte definovanou distribuci nanostruktur. Vyroba nanostruktur s vyuzitim masek je
zavisla predevsim na tvaru masky, ktera umoznuje v kombinaci s galvanickou depozici
vytvatet velmi zajimavé nanostruktury. Upravou experimentalnich podminek galvanické

depozice mizeme optimalizovat rozméry, materialy a morfologii nanostruktur. [1]

Elektrochemicka depozice muze byt také provedena pulzné. Elektrodepozice je
provedena prikladanim proudu o definované amplitudé, dané délce pulsu a ¢asem mezi

pulzy [87]. Délka vyrobenych nanostruktur je pak zavisla i na po¢tu depozi¢nich pulzu.

Elektrochemickd depozice je nejrozsifenéjsi metodou pro piipravu nanotecek,
nanosloupktl ¢i nanotrubic s vyuzitim AAO masky vytvofené na elektrodové oblasti

senzoru. Pro depozici kovu touto metodou je nutné, aby byla jedna strana nanoporézni
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masky pokryta elektricky vodivou vrstvou kovu vytvofenou naptiklad termalnim
napafovanim nebo naprasovanim. Obvykle se jedna o kovovou vrstvu tvofici elektrodu
senzoru vytvorenou na pevném substratu, ktera je prevrstvena nanoporézni aluminou.
Tato kovova vrstva béhem depozice nanostruktur slouzi jako katoda. Po dokonceni
depozice je nanoporézni maska je v poslednim kroku vyroby rozpusténa ve vhodném
rozpoustédle (naptiklad hydroxid draselny nebo oxid chromovy ve smési s kyselinou
fosfore¢nou). Vysledné rozmeéry nanostruktur vzniklych elektrochemickou depozici
s vyuzitim AAO masek jsou dany prumérem a délkou nanoport masky, ale také fizenim
mnozstvi deponovaného zlata — napt. poctem pulzii nebo délkou depozice (delsi depozice
umozni nadeponovani véet§iho mnozstvi materidlu, a tim umozni vznik delSich
nanostruktur). [84, 86, 88, 89]

2.6.1.2 Mechanismus plnéni nanoporit kovem

Porozuméni mechanismu rustu nanostruktur v poréznich maskach hraje dilezitou roli
v cileném fizeni tvaru nanostruktur pfipravenych elektrochemickou depozici do masek.
Reduk¢ni proces, pii kterém dochazi k vyredukovani kovovych iontl z roztoku a jejich
nasledné adsorpci na povrch katody se sklada ze tii kroku:

1. V prvnim kroku depozic¢niho (redukcniho) procesu klesa pocet hydratovanych

kovovych iontd a kovové ionty se pieskupuji smérem k povrchu katody:

M?**.mH,0 - M?*.(m —n) H,0(m > n) + n H,0, Rovnice 17
kde M oznacuje kov, ktery je z roztoku redukovén.

2. V dalsim kroku kovové ionty obklopené molekulami vody se krok po kroku
vyredukuji a preskupi k bezprostiedni blizkosti katody:

M?* - (m—n) H,0 + e~ & M* + (m —n) H,0, Rovnice 18

M*-(m—-n) H,0 + e~ & M + (m —n) H,0(adsorpce).  Rovnice 19

3. V poslednim kroku se adsorbované atomy kovi zbavi piebytecné hydratacni

vrstvy a vstoupi do krystalové miizky:

M - (m —n) H,0 (adsorpce)

Rovnice 20
— M(krystalova miizka) + (m — n) H,0. ovnice

Rychlost pohybu kovovych iontl v elektrickém poli (E) je ddna rovnicemi:
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dE

v, =U; - o Rovnice 21
y.=U_" Z—f , Rovnice 22

kde y. je rychlost pohybu kovovych kladnych ionti [mxs™], U, je mobilita kladnych iontd
kovii [m?xs'xV1], y. a U. jsou pak rychlost pohybu a mobilita negativnich iontd, dE/dl
je potencidlovy gradient [Vxm™]. [90]

Zakladni mechanismus plnéni nanoporéznich masek kovem je zobrazen na obr. 16.
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Obr. 16: Mechanismus plnéni nanoporii kovem upraveno dle [90]. Riist nanosloupkii (A)
znamend, Ze rychlost riistu ve sméru rovnobézném ke sméru proudu v| je priblizné stejna k
rychlosti riistu ve sméru kolmém ke sméru proudu v1 (v| =vL). Riist nanotrubic (B) znamend, Ze
rist ve sméru rovnobézném ke sméru proudu je vyrazné vétsi, nez ve sméru kolmém ke sméru
proudu (v| >> vi).

V momenté, kdy ionty dorazi ke katod¢, redukuji se a vstupuji do krystalové mfizky.
Dle hypotézy si nejprve ionty jako preferenéni misto zvoli rozhrani mezi kovovou
katodou a na ni kolmou sténu nanoporu. Dalsi smér rustu kovovych nanostruktur zavisi
na rychlosti ristu ve sméru kolmém ke sméru proudu vi a rychlosti ristu ve sméru
rovnobézném ve sméru proudu v|. To, ze dochazi k rGstu nanosloupkil (nanostruktury
vyplnéné kovem v celém objemu, obr. 16, A) znamena, ze rychlost riistu ve sméru
rovnobézném ke sméru proudu v|| je pfiblizné stejna rychlosti ristu ve smeéru kolmém ke

sméru proudu vi (v| = vi). V piipad€, ze by rychlost riistu ve sméru rovnobézném ke
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sméru proudu byla vyrazné vétsi, nez ve smeéru kolmém ke sméru proudu (v| >>vi),
dochdzelo by k rustu nanotrubic (dutych nanostruktur, obr. 16, B). Vysledna morfologie
nanostruktur je tedy zavisla na konkurencnich rychlostech v| a vL. V praxi to znamena,
ze Je-li ptiloZeno pole o nizké proudové hustote, ma tak maly vliv na v| a vL, coz znamena,
ze ob¢ hodnoty jsou pfiblizné stejné (v|| = vi) a dochdzi k ristu nanosloupku. Pfilozeni
pole o vysoké proudové hustoté vede k velkym hodnotdm dE/dl, coz zpusobi zvyseni
rychlosti riistu v rovnobézném sméru ke sméru proudu (v|>>v1) a kovové ionty vytvari
trubicové struktury. [90, 91]

2.7 Nanostrukturované povrchy vytvorené pomoci aluminové masky

V poslednich letech je pfiprava nanostrukturovanych povrchii z nejruznéjSich
materiald sledovdna a ddle zkoumana. Velmi aktualnim tématem jsou usporadana pole
nanosloupkt, jelikoz poskytuji velké mnozstvi aplikaci v mnoha rtiznych oblastech.
Velmi ¢asto jsou vyuzivané naprtiklad pfi fotokatalyze, v elektrochemii, vyzkumu baterii
a predevsim v biosenzorickych aplikacich. Nanostrukturované povrchy vykazuji vyborné
elektronické vlastnosti a umoziiuji ptipravu nizkoimpedancnich elektrod. Ostré vrcholky
nanostruktur mohou také slouzit k lepSimu zachyceni bun€ék na povrch
nanostrukturovanych elektrod. V biosenzorice nanostrukturované povrchy zvySuji
senzitivitu senzoru diky jejich velkému pomeéru stran (angl. aspect ratio) [77]. Vyrobené
struktury mohou byt z riznych materiala: kovy (zlato [40,92,93], stfibro [94-96], nikl
[97]), vodivé polymery, polovodice [98] a dalsi.

2.7.1 Postup vyroby povrchi modifikovanych zlatymi nanosloupky

Pro elektrochemické aplikace je velkou nevyhodou nékterych nanostrukturovanych
povrchu to, ze po kontaktu s kapalnym prostedim a pfilozenim elektrického napéti miaze
dochdzet k deformacim v uspotradani nanostruktur [12]. Zde se jevi jako vyhodné vyuziti

pevnych povrchii modifikovanych zlatymi nanosloupky.

Cely proces vyroby zlatého nanostrukturovaného povrchu s dvoukrokovou anodizaci
lze pozorovat na obr. 17. V prvnim vyrobnim kroku je na vodivy substrdt nanesena vrstva
hliniku (Obr. 17, a). V dalsim kroku se hlinikova vrstva, podobné jako pti vyrobé AAO
membrdn (viz. kapitola 2.5) anodicky oxiduje a vznikd nanoporézni alumina (Al,O3)
s prozatim méné usporadanymi pory (Obr. 17, b). Proces provedeny dvoukrokovée (jak
bylo uvedeno v kapitole 2.5) ma za cil vytvofeni struktury s vysoce uspofadanymi pory.
Proto je alumina vznikld v prvnim kroku anodizace odleptdna a ziskdvdme hlinikovy
povrch s ,nanodilky®, které budou slouzit jako preferencni mista pro vznik novych a
pravidelnéjsich nanoport (Obr. 17, c).
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Obr. 17: Vyroba zlatych nanosloupkii vyuZitim nanoporézni aluminové masky: a) depozice
hlinikové vrstvy na povrch elektrody, b) prvni krok anodizace, c) odstranéni masky vzniklé
v prvaim anodizacnim kroku, d) druhy krok anodizace, e) prorazeni bariérové vrstvy,

f) elektrochemickd depozice zlata do aluminové masky, g) odstranéni masky, upraveno dle [99].

Nésleduje druhy krok anodizace provedeny za stejnych podminek jako krok prvni
(Obr. 17, d), na jehoz konci dojde k prorazeni bariérové vrstvy (Obr. 17, e) a ziskdme
nanoporézni masku pro naslednou depozici zlata do pora. Pied depozici je mozné provést
roz§ifeni pord leptanim v zahraté 5% kyseliné fosforecné, neni vSak podminkou.
Nasleduje elektrochemickd depozice zlata (Obr. 17, f), po niz se maska selektivné
odstrani a ziskdme povrch pokryty zlatymi nanosloupky (Obr. 17, g). [99] Obdobnym

zpusobem je mozné vytvorit nanosloupky i z jinych kovi (stfibro).

2.7.1.1 Funkcionalizace a modifikace elektrod pokrytych zlatymi nanostrukturami

Zlaté nanostrukturované povrchy v porovnani s povrchy z dalSich kovovych materialt
pfinas§i spoustu vyhod: jsou chemicky inertni, biokompatibilni a nabizi moznost
funkcionalizace cestou thiolovych skupin, které umoziiuji navazani fady dalSich latek
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biologické povahy. Moznost funkcionalizace usnadfiuje vyuziti zlatych povrchu

v biosenzorickych aplikacich a je pro né vyuzivana cela frada metod.

Prvni vyznamnou metodou je tvorba samousporadanych monovrstev (SAM z angl.
Self-Assembled Monolayer). Tato metoda umoziiuje reprodukovatelné imobilizovat
orientované a organizované molekuly na rizné typy kovovych povrchi pies rizné typy
funk¢nich skupin. Modifikace povrchii metodou SAM s vyuzitim thiolovych skupin
pfinasi velmi silnou kovalentni vazbu mezi —SH skupinou a zlatym materialem. Kvili
této silné vazbé vSak neni mozné SAM vrstvy z povrchu odstranit a znovu je pouzit [100].
Pti vyuziti SAM v biosenzorech, zabranuji monovrstvy pfiblizeni rozpoustédel k povrchu
elektrody, coz ma za nasledek snizeni nefaradaickych prouda [101]. SAM metody bylo
prvné vyuzito pro vyrobu enzymovych elektrod pro amperometrickou detekci glukozy a
peroxidu vodiku, kde zlaté nanostrukturované povrchy byly funkcionalizovidny
uspofadanymi vrstvami 2-merkaptoethylaminu a 3-merkaptopropionové kyseliny
[101,102]. Lee a kol. na elektrodach modifikovanych nanosloupky detekovali zmény
impedance pro rizné stupné vazby paru biotin - avidin. Na elektrody s nanosloupky
nejprve imobilizovali 11-merkaptoundekanovou kyselinu (MUA) pomoci SAM metody
a poté aktivovali —-COOH skupinu na MUA. U modifikovanych elektrod pak byla méfena
zmeéna impedance pii vzrustajici koncentraci biotinu (od 1 ng/ml do 50 ng/ml) [103].
Dalsi aplikaci SAM metody jsou bunécné kultury. Haq a kol. modifikovali povrch se
zlatymi nanosloupky monovrstvami cysteinu, které byly ddle pokryty proteinem poly—L—
lysinem, ktery podporoval adhezi neuronalnich bun¢k. [104]. V dalsi studii byly dva typy

monovrstev pripraveny pro rust primarnich kortikalnich krysich neuront [105].

Dalsim typem modifikace zlatych nanostruktur je polymerni funkcionalizace. Vodivé
polymery (naptf. poly (3,4—ethylendioxythiofen)) mohou byt vyuzity jako alternativa
SAM monovrstev napiiklad pro funkcionalizaci glukézaoxiddzou a ndslednou detekci
glukézy [106].

Zlaté nanostrukturované povrchy mohou byt dale funkcionalizovany proteiny (napf.
fibronektin, cysteamin), jejichz vyhody oproti SAM jsou predevSim v moznosti jejich
selektivniho odstranéni z povrchi pomoci enzymu (napf. trypsin), coZ umoziuje
opakované pouziti piipravenych nanostrukturovanych povrcha. [105]. Dalsi modifikace

mohou zahrnovat modifikace oxidy kovt [107].

2.7.2 Elektrochemicka impedancni charakterizace elektrod modifikovanych
nanosloupky

V elektrochemickém systému muazeme zménu impedance elektrody vyuzit

k charakterizaci zmén na rozhrani elektrody a elektrolytu. Tato vlastnost nachazi vyuziti
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naptiklad v afinnich elektrochemickych biosenzorech, kde jsou meéfeny zmény
impedance elektrod zpusobené navazanim molekul. [12, 108, 109]. Nanostrukturované
povrchy se v biosenzorice obecné vyuzivaji pro zvySeni elektroaktivniho povrchu
elektrod. Pfi navazani biomolekul (enzymy, protilatky, hormony a dalsi proteiny) na
nanostrukturované povrchy ovSem mohou slouzit také jako pfenaSeCe naboje mezi
biomolekulami a povrchem elektrody. Pii méfeni v koncentrovanéjSich roztocich maji
ionty vét§i tendenci pronikat hloub&ji mezi nanosloupky nez pii méfeni v nizce
koncentrovanych roztocich, kdy mame k dispozici mensi pocet ionti. Elektroaktivni
plocha je tak pfimo umeérna rostouci koncentraci elektrolytu az do mezni hodnoty, od

které je pak velikost elektroaktivni plochy konstantni.

2.7.3 Difuze elektrolytu mezi nanosloupky pri voltametrickém méreni

V pripadé hodnoceni voltametrickych méfeni na poli nanosloupk je nutno uvazovat
difuzi fizené faradické reakce. Tyto reakce jsou zalozené na nelinearnich difuznich
profilech jednotlivych nanosloupki vzajemné se prekryvajicich v daném Case.
Schematicky jsou jednotlivé pfipady zobrazeny na obr. 18. Prvnim pfipadem difuznich
podminek jednotlivych nanosloupkt zobrazenym na obr. 18 (a) je ptipad, kdy difuzni tok
kazdého nanosloupku je fizen pfiblizné cylindrickou difuzi po stranach kazdého
nanosloupku. V druhém pfipadé uvedenym na obr. 18 (b) je difuzni tok fizen vodivou
podkladovou vrstvou mezi nanosloupky a v poslednim pfipadé na obr. 18 (¢) je difuzni
tok fizen difuzi na hornim povrchu kazdého nanosloupku, coz mize byt v pocatecnim
kratkém Case povazovano za piiblizné linearni difuzi a vyviji se do pfiblizné hemisférické
difuze. V ptipad¢ individualni nelinedrni difuze je celkovy tok pole nanosloupkt dan
souctem vSech vzajemné nezavislych tokt kazdého nanosloupku (Obr. 18 (a)). Nicméné,
tento piipad difuze bude trvat pouze do doby, nez se rozsifujici bo¢ni cylindrické difuzni
vrstvy zacnou piekryvat - naptiklad v kratkém case po nastupu difuzniho toku v polich
s dodatecné vzdalenymi nanosloupky. S rostoucim casem se difuzni vrstvy kolem
kazdého nanosloupku rozsifuji az do kompletniho piekryvu (Obr. 18, (b)). Poslednim
pfipadem je ,limitni linedrni pfipad difuzniho toku®, kde difuzni tok v objemovém
elementu mezi nanosloupky je uplné vyCerpan a difuzni transport probiha mezi vrchnimi
Castmi nanosloupkt a prilehlym mnoZzstvim elektrolytu v ptiblizné linearnim difuznim

vzoru.

Zatimco voltametrickd odezva je fizena vysoce nelinearnim difuznim modelem
(ptipad (a) a (b)). Pripad (c) je ekvivalentni k linedlni difuzi na elektrodé€, jejiz
elektrochemicky aktivni povrch je redukovan a je dan pouze souctem hornich povrchi
vSech nanosloupku. [89]
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(a)

(b)

Obr. 18 Schéma difuze previddajicich na povrchu pokrytém nanosloupky: individudini
nelinedrni pripad (a), pripad uplného prekryvu (b), limitni linedrni difuzni pripad (c) [89].

V elektrochemickych senzorech a biosenzorech ma velky vliv na proudovou odezvu
také kinetika pfenosu hmoty v blizkosti rozhrani elektrody a elektrolytu [42]. Anandan a
kol. testovali usporadana pole zlatych nanosloupkt s riznou délkou (1 um, 2,5 um a
6 um) v raznych koncentracich redoxniho Ka4[Fe(CN)s]. Zjistili, ze nanostrukturované
povrchy s riznou délkou struktur vykazuji témeéf stejnou citlivost, aCkoliv citlivost
nanostrukturovanych povrchi je o dost vétsi nez citlivost namérena pro hladkou zlatou
elektrodu (Tabulka 2).

Autofi tvrdili, ze tento jev mohl byt zptuisoben obtiznym pronikanim ¢astic redoxni
latky do malych prostori mezi nanosloupky v dusledku nizké difuzivity a konstanty
prenosu naboje. Castice maji problém pronikat hluboko do mist mezi nanosloupky pokud
je difuzivita moc nizkd nebo rychlostni konstanta pfenosu naboje moc vysoka. Za téchto
okolnosti se predpoklada, Ze s roztokem reaguji pouze horni ¢asti nanosloupka a pouze
tam dochazi k oxidaci K4[Fe(CN)g].
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Tabulka 2: Citlivost elektrod s riznymi délkami nanosloupkii a ploché elektrody, upraveno dle

[42].
L. Citlivost
Faktor Citlivost elektrody
L elektrody ke
vzorek drsnosti / délka k K4[Fe(CN)g] uké
ukéze
nanostruktur | [pAxmMxcm?] 8 ; 5
[MAxmM ™ xem™]
Plocha
1/- 19,3 0,27
elektroda
Nano A 28 /1 um 41,4 0,91
Nano B 38,8/2,5 um 41,05 1,8
Nano C 63,4 /6 um 41,7 3,13

Concentration color map and contour of Ferrocyanide Max: 13;:’5 Max: 137,

NENNENRERDAER

2,706
Min: 2,706 Min: 0.42¢

Obr. 19: Graf koncentrace K.Fe(CN )s v blizkosti elektrody, prevzato z [42].

Situace se ov§em vyrazné zménila poté, co byly nanosloupky funkcializovany glukéza
oxidazou (SAM). Citlivost nanostrukturovanych elektrod stoupala s délkou nanosloupka
(s rostoucim pomérem stran), coz bylo pfic¢itano zméné€ v elektrochemickych reakcich a
kinetice transportu. Simulovany graf koncentrace K4[Fe(CN)s] a glukdzy je zobrazen na
konturovych grafech (Obr. 19, Obr. 20). [42]
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Time=3 Surface: C cg Contour: Cs ion, ¢g Max: 15473  Max: 15523
15.473

15.374
15.274
15.175
15.075
14.976
14.876
14.777

EEEE L)

14.677
14.578
14.479
14379
14.28

14.18

14.081

[ ) )

13.981

I

13.882
p-{13.782
I~=113.683

113.583
Min: 13.583 Min: 13.534

Obr. 20: Graf koncentrace glukozy v blizkosti elektrody, prevzato z [42].
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3 Cile dizerta¢ni prace

Tato priace se zabyva studiem nanoporézni aluminy jako vhodného ndstroje pro
realizaci  presné definovanych nanostrukturovanych elektrod a membran
elektrochemickych senzorua a biosenzoru. Jak vyplyva ze souc¢asného stavu problematiky
uvedeného v kapitole 2, existuje jiz fada praci, kde byla nanoporézni alumina pro
senzorické aplikace vyuzita — bud’ jako maska pro pfipravu elektrod modifikovanych
usporadanymi poli nanostruktur nebo jako membrana vhodna naptiklad pro zachyceni
latek ze smési, filtraci nebo pro dalsi modifikace. Problémem je, ze dosud nebyla presné
a komplexné popsana problematika charakterizace nanostrukturovanych povrchi
ptipravenych pomoci aluminové masky. Tato prace se postupné zabyva piipravou a
postupnou optimalizaci povrchli s dostate¢né stabilnimi a uspofadanymi poli zlatych
nanostruktur. Je hledan optimalni typ nanostrukturovaného povrchu pro zlepSeni
vlastnosti elektrod vhodnych pro konstrukci elektrochemickych senzord. Dale jsou
studovdny metody pro elektrochemickou charakterizaci nanostrukturovanych elektrod,
které jsou v prabéhu studia také neustdle optimalizovany. Povrchy jsou charakterizovany
i opticky s vyuzitim rastrovaci elektronové mikroskopie a je testovan vliv modifikace

nanostrukturovanych povrcha na elektrochemicka méfeni.

Dile se prace zabyva studiem nanoporéznich membran z aluminy. Je studovéna jejich
ptiprava, charakterizace a propustnost pro vybrané molekuly. Tato price je navdzdna i na
projekt FCH/FEKT-J-15-2663 ziskany ve spoluprici s Fakultou chemickou v roce 2015.

Cilem dizerta¢ni prace je nalezeni optimalnich parametr nanostrukturovanych
povrcht tak, aby byly co mozna nejvice vhodné pro vyuziti v elektrochemické detekci,
ptipadné separaci / filtraci latek. Vhodné parametry nanoporéznich struktur by tak mély
prispét ke zlepSeni parametrti souc¢asnych senzort v oblasti jejich miniaturizace a snizeni
detekcnich limitt. Timto ma prace navazat na mé predchozi zkusenosti ziskané béhem
feSeni bakalarské a diplomové prace [110, 111], kde se ukazalo, ze nanostrukturované
povrchy mohou mit vyznamny vliv na detek¢ni limit a citlivost elektrod. Optimalizované
nanostrukturované povrchy by se do budoucna mohly stat i standardem u komercnich

senzory.
Hlavni cile prace lze rozdélit na né€kolik dil¢ich cil, mezi které patfi zejména:

1. Studium pfipravy nanoporézni aluminy a jejiho vyuziti pro piipravu
nanostrukturovanych povrchii a to jako masky pro vyrobu nanostruktur nebo
nanoporézni membrany pro dalsi vyuziti a modifikace. Studium pfipravy
nanostrukturovanych povrchi s vyuzitim optimalizovanych masek z nanoporézni

aluminy.

_52—



NANOSTRUKTUROV ANE MATERIALY NA BAZI ALUMINY PRO ELEKTROCHEMICKE SENZORY A BIOSENZORY

2. Studium elektrochemickych déji na rozhrani nanostrukturované elektrody a
elektrolytu s wvyuzitim elektrochemické impedancni spektroskopie a

voltametrickych metod.

3. Priprava a charakterizace zlatych nanostrukturovanych povrchd s raznymi
parametry (velikost a rozlozeni nanostruktur, vyuziti riznych materialti kovovych
vrstev substratu) pro elektrody elektrochemickych senzort. Opticka charakterizace
rastrovacim elektronovym mikroskopem a elektrochemickd charakterizace EIS a

voltametrickymi metodami.

4. Porovnani nanostrukturovanych povrchi modifikovanych nanostrukturami o
raznych velikostech (primér a délka nanostruktur) pro vyuziti v senzorice.
Biomodifikace pripravenych povrcht a studium vlivu biomodifikace na

elektrochemicka méteni (EIS a voltametricka métent).

5. Priprava riznych typl nanoporéznich membrdn na béazi aluminy a studium
samovolné difuze latek o raznych parametrech skrz membrany na zakladé

koncentracniho gradientu.

Je ptredpokladem, ze splnéni vySe uvedenych dil¢ich cili povede k pripraveé
nanostrukturovaného povrchu s co nejoptimalnéj§imi parametry tak, aby byl vhodny pro
vyuziti v senzorice. ZvySeni elektroaktivni plochy pracovni elektrody modifikac{
povrchu nanostrukturami pifi  zachovani malé geometrické plochy by mimo
predpokladaného zlepSeni odezvy a limitu detekce pro vybrané analyty umoznilo
naprtiklad i snizeni mnozstvi vzorku potfebného pro provedeni analyzy. Zvladnuti procesu
pfipravy nanoporézni aluminy nadidle povede k efektivnéj§i modifikaci elektrod

elektrochemickych senzorti pomoci nanostruktur z vhodnych kovt.
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4 Pouzité materialy a metody

V této kapitole jsou shrnuty vsSechny zakladni materidly, chemikalie, vyrobni

aparatury, pouzité pristroje a analytické metody, které byly vyuzity pfi realizaci prace.

4.1 Vyroba nanostrukturovanych elektrod se zlatymi nanosloupky

Vyrobu nanostruktur mizeme rozdélit do dvou zakladnich krokt. Prvnim krokem je
ptiprava tenkych vrstev. Druhym krokem je pfiprava nanoporéznich masek a naslednd

depozice zlata do pfipravené nanoporézni masky.

4.1.1 Priprava tenkych vrstev

Tenké vrstvy byly deponovany na n-dopovany kiemikovy substrat s S00 nm tlustou
vrstvou termdlntho oxidu (SiO2) metodou vakuového napraSovani s vyuzitim
Kaufmanova iontového zdroje (IBAD — zangl. Ion Beam Assisted Deposition,
viz obr. 21, BESTEC, Némecko) nebo termdlnim napafovanim (Balzers,

Lichtenstéjnsko).

Obr. 21: IBAD Naprasovacka se dvéma Kaufmanovymi iontovymi zdroji.

Kvalita nanesenych vrstev pomoci IBAD naprasovani i termalniho napafovani je
mimo jiné zavisla na Cistoté€ pouzitych kovi. Pro jejich pfipravu bylo vyuzito kovi:
e titan (99,99%, Goodfellow, UK / Porexi, CZ),
e wolfram (99,999%, Goodfellow, UK / Porexi, CZ),
e hlinik (99,999%, Goodfellow, UK),
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e chromnikl (80% Cr, / 20% Ni, 99,99%, Goodfellow, UK),
e zlato (99,999%, Safina, CZ).

4.1.2 Chemikalie pro vyrobu nanostruktur

Pro ptipravu aluminovych masek a depozici zlata do masek bylo vyuzito nasledujicich
chemikalii:
e kyselina sirovd (H2SO4, 96%, p. a., Penta, CZ),
e kyselina stavelova ((COOH)y, p. a. Penta, CZ),
e dikyanozlatnan draselny (K[Au(CN)2], 68,3% Au, 99,9%, Safina, CZ),
e kyselina boritd (H3BO3, p., Penta, CZ),
e oxid chromovy (CrOs3, p. Penta, CZ),
e kyselina fosfore¢na (H3PO4, 98%, p. a., Penta, CZ),
e dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (NaH2PO4.2H>0, 99%, Penta, CZ),
e hydrogenfosforecnan sodny dihydrat (NaoHPO4.2H>0, 98%, Fluka, CZ).

4.1.3 Aparatura pro vyrobu nanostruktur

Na obrazcich nize je znazornéno schéma (Obr. 22) a fotografie (Obr. 23) aparatury,
ktera byla vyuzita pro vyrobu nanostrukturovanych povrchi. Aparatura se sklada
z termoregulacniho zafizeni, které zahrnuje temperovany blok pro regulaci teploty vzorku
(izolovany polystyrénem) a temperovanou nddobu pro zajisténi pozadované teploty
roztokl. Dalsi Casti je prutokova teflonova cela, ktera se pfitlaci na pripraveny kiemikovy
substrat s nadeponovanymi vrstvami a zajisti se Srouby ve vhodné poloze. K dispozici je
nékolik typt cel lisicich se primérem — je tak mozné provadét experimenty na plochach
o ruznych prumérech. V teflonové cele probihaji veskeré elektrochemické déje
(anodizace, depozice), ale mohou v ni probihat 1 procesy leptani (odstrafiovani aluminové
masky, rozsifovani nanoporu, odleptavani nechténych struktur apod.). Pratokova cela je
hadickami propojena s lahvi¢kou se zdsobnim roztokem (elektrolytem, leptadlem), kterd
je umisténa v temperované nadobé. Pohyb roztoku mezi zasobni lahvickou a pritokovou
celou je zajistén peristaltickym Cerpadlem s plynulou regulaci pratoku. V prutokové cele
je integrovand dutd zlata protielektroda, kterou je ptivadén roztok ke vzorku. Vzorek je
kontaktovan kovovym hrotem. Dalsi ¢asti aparatury je multimetr, stejnosmérny zdroj a
pocita¢ s fidicim softwarem naprogramovanym v prostiedi LabVIEW (National
Instruments, USA).
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Obr. 22: Schéma aparatury pro vyrobu nanostrukturovanych povrchii — upraveno dle [57, 112].

Obr. 23: Fotografie aparatury pro vyrobu nanostrukturovanych povrchii.

4.2 Elektrochemicka charakterizace

Veskera elektrochemickd méfeni byla provedena na pfistroji pAUTOLAB III/FRA2
(Obr. 24, nahote) se softwarem NOVA 1.9, pozdéi 1.10.3 (Metrohm Autolab,
Nizozemsko). Pro méfeni bylo vyuzito tfielektrodového zapojeni s vyuzitim platinové
pomocné elektrody, Ag/AgCl/3M KCl referentni elektrody (obé Metrohm AG, obr. 25) a
bylo provedeno ve Faradayové kleci (Obr. 24, dole). Pfed méfenim byly elektrody ¢istény
cyklovanim v roztoku 0,1M kyseliny sirové (H2SO4, 96%, Penta, CZ).
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Obr. 25: Pomocnd platinovd elektroda (vlevo), referentni Ag/AgCl elektroda (vpravo).

4.2.1 Flektrochemicka impedan¢ni spektroskopie

Elektrochemickd impedancni spektroskopie byla méfena pfi nulovém potencidlu ve
frekvencnim rozsahu od 500 kHz do 0,1 Hz a s amplitudou 20 mV. Elektrochemické
impedanéni charakterizace byly provedeny v n€kolika typech roztoki:

e siran draselny (K>SOs, p. a., Lachema Neratovice, CZ) o koncentracich od
0,01 uM do 10 mM,
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e standardni vodivostni roztoky o  vodivostech: 1,3 uSxcm!+1 %,
5uSxem'+1 %, 15 uSxcm'+1 %, 100 uSxcm'+1 %, 706 uSxcm'+1 %,
1413 uSxcm™+1 %, Hamilton, Svycarsko).

4.2.2 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie byla méfena v roztoku chloridu draselného a ferro—ferrikyanidu
draselného:

e chlorid draselny (KCIL, 99,95%, Penta, CZ),

e hexakyanozelezitan draselny (K3[Fe(CN)s], 99%, Sigma Aldrich, USA),
e hexakyanozeleznatan draselny (K4[Fe(CN)s], 99%, Sigma Aldrich, USA).

4.2.3 Diferen¢né pulzni voltametrie

Kalibra¢ni kiivka pro detekci doxorubicinu byla méfena metodou diferen¢né pulzni
voltametrie v 0,1M fosfatovém pufru (pH 7), pfi potencidlovém kroku 5 mV, amplitudou
25 mV, rychlosti skenovani 10 mVxs™! a rozsahem napéti od -0,75 V do -0,4 V. Bylo
vyuzito nasledujicich chemikalii:

e doxorubicin hydrochlorid (C27H290NO11, Sigma Aldrich, USA),
e dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (NaH2PO4.2H>0, 99%, Penta, CZ),
e hydrogenfosforecnan sodny dihydrat (NaoHPO4.2H>0, 98%, Fluka, CZ).

4.3 Biomodifikace kyselinou merkaptoundekanovou (MUA)

Pro biomodifikaci bylo vyuzito:

e 1l1-merkaptoundekanova kyselina (HS(CH2)10CO2H, 95%, Sigma Aldrich, USA),
e absolutni etanol (C2HsOH, p. a., Penta, CZ).

4.4 Vyroba aluminovych membran

V této kapitole je shrnut veSkery material a technické vybaveni pottebné pro piipravu

nanoporéznich aluminovych membran.

4.4.1 Aparatura pro vyrobu membran

Schéma aparatury pro pfipravu nanoporéznich membran je zobrazeno na obr. 26.
Zikladem celé aparatury je chlazend niddoba (anodizace je siln€ exotermni proces) s
elektrolytem, do kterého jsou ponoteny elektrody: jednou elektrodou je zlatd pomocna

elektroda a druhou je anodizovand hlinikova f6lie. Aparatura se dale sklddd z magnetické
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michacky, ktera zajiStuje cirkulaci chlazeného roztoku a zamezuje lokalnimu pfehiivani
elektrolytu a zniCeni vzorku. Soucasti aparatury je také zdroj stejnosmérného proudu,

fidici pocita¢ a multimetr.

Proud 1

l =i} e..l

Elektrolyt —

Pracovni elektroda
Au Al

Pomocna elektroda
—

Temperace - chlazeni

5

Magneticka michacka

Obr. 26: Aparatura pro pripravu nanoporéznich membrdn.

4.4.2 Material

Jako vychozi material pro pfipravu nanostrukturovanych membran z aluminy byly
vyuzity hlinikové félie (99,999%, Goodfellow, UK) o tloustkach v rozmezi od 10 um az
do 500 um. Hlinikové folie jsou standardné dodavany v rozmérech 10 x 10 cm. V rdmci
prace byly nejCastéji vyuzivany folie o tloustce 250 um. Pro pokryvani jedné strany
hlinikového plechu (pro zajisténi anodizace pouze z jedné strany vzorku) bylo vyuzito
polymeru PDMS - Poly(dimethylsiloxan) - (Sigma Aldrich, USA), ktery byl na plech

nanesen rucné.

4.4.3 Lesténi hlinikové folie
Pted samotnou anodizaci byly hlinikové folie lestény v roztoku obsahujicim:

e kyselina chloristd (HClO4, 70%, p. a., Penta, CZ),
e absolutni etanol (CoHsOH, p. a., Penta, CZ).
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4.4.4 Anodizace
K anodizaci bylo vyuzito kyselin:

e kyselina sirovd (H2SO4, 96%, p. a., Penta, CZ),
e kyselina stavelova ((COOH);, p. a. Penta, CZ).

4.4.5 Leptani
K leptani bylo vyuzito chemikalii:
e kyselina fosfore¢na (H3POs, 84%, p. a., Penta CZ),
e oxid chromovy (CrOs, p., Penta, CZ),
e kyselina chlorovodikovad (HCI, 35%, p. a., Penta CZ),
e chlorid méd’naty dihydrat (CuCl».2H-O, p. a. Penta CZ).

4.4.6 Zalévani membran

Membrany byly pro dalsi charakterizaci zalévany do polymerni hmoty Sylgard® 184
(Sigma Aldrich, USA), k c¢emuz byla ptipravena dvoudilna teflonova forma (viz obr. 27),
do jejihoz stfedu byly umistény aluminové membriany. Oba dily byly nasledné
seSroubovany dohromady a zality polymerni hmotou. Pfipravené vzorky jsou zobrazeny
na obr. 28.

Obr. 27: Dvoudilnd forma pro zalévdni membrdn do polymerni hmoty.

Obr. 28: Pripravené vzorky aluminovych membrdn.
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4.4.7 Méreni tloust’ky a drsnosti membran

Pro méfeni tloustky membran byla vyuzita metoda hrotové profilometrie (DektaXT,
Bruker, USA) a pro urCeni drsnosti povrcht byla vyuzita elipsometrie (Uvisel, Horina
JobinYvon, Japonsko).

4.4.8 Studium propustnosti membran

Pro studium propustnosti membran byla vyuzita horizontalni difuzni cela (Obr. 29,
PermeGear, Inc.). Cela se skldd4 z dvou nddob o objemu 50 cm®, které jsou oddéleny
studovanym vzorkem. Experimenty probihaly pfi pokojové teploté 25 °C, coz je zajisténo
cirkulaci vodni 14zn€ okolo obou nadob cely. V obou nddobéch (donorové i akceptorové

je umisténo magnetické michadlo (350 otacek / minutu). Vyuzito bylo chemikalie:

e Chlorid draselny (KCl, 99%, Sigma Aldrich).

| - pInéni
[| pInéni
l Ur smés latek

vzorek ‘ J

)

donorova cela akceptorova cela

50 t::m3 20 a:m3

magnetické michatko T
svorka

vodni plast

Obr. 29: Schéma horizontdlni difuzni cely, upraveno dle [113].

Deionizovana voda (18,2 MQ) pro pripravu veskerych roztokti byla pfipravena
ptistrojem Millipore RG system MiliQ (Millipore Corp., USA).

4.5 Charakterizace rastrovacim elektronovym mikroskopem

Pro optické charakterizace nanostrukturovanych vzorkd byl pouzit rastrovaci
elektronovy mikroskop (SEM - Scanning Electron Microscope) MIRA II/LMU
(TESCAN s.r.0., Ceska republika) s instalovanym detektorem EDX X-Max 50 a WDX

(Oxford Instruments). Oboji zobrazeno na obr. 30.
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Obr. 30: Rastrovaci elektronovy mikroskop MIRA II/LMU s instalovanym detektorem EDX a
WDX.
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5 Prakticka cast

Prakticka Cast prace se postupné zabyva feSenim dilich cilti vytyCenych v kapitole 3.
Jsou zde popséany postupy piipravy nanostrukturovanych povrcht o riznych parametrech
vyrobenych s vyuzitim riznych materiala a postupt pfipravy tak, jak postupné dochazelo
k optimalizaci vyroby. Také jsou zde uvedeny a diskutovany vysledky elektrochemickych

méfeni, kterd méla za cil pfipravené povrchy charakterizovat.

5.1 Elektrody se zlatymi nanosloupky na ruznych typech substratu

V prvni casti prace [92] byly studovdny a porovnavany zlaté nanostrukturované
povrchy pfipravené na substratech z rtznych materiald: tedy rdznych materidlech
podkladové tenké vrstvy, na které se pak anodickou oxidaci hliniku a naslednou depozici
zlata do pord AAO masky vytvaii pole zlatych nanosloupkd. Celkem byly pro studii
pfipraveny tfi typy elektrod: elektrody se zlatymi nanosloupky na titanovém substratu,
elektrody se zlatymi nanosloupky na wolframovém substratu a pro porovndni ploché zlaté
elektrody bez nanosloupkti. VSechny pfipravené elektrody mély stejnou geometrickou
plochu (3 mm v praméru). Wolframovy i titanovy materidl byl vybran pro svou schopnost
se anodicky oxidovat. Vyhody této vlastnosti budou ddle popsény v podkapitole 5.1.1.
Vsechny pripravené elektrody byly charakterizoviny metodou elektrochemické
impedancni spektroskopie v Sirokém rozsahu frekvenci (500 kHz — 0,1 Hz) a nasledné
pouzity k detekci protirakovinného 1é¢iva doxorubicinu (Obr. 31), jako redlného analytu.

0
0 OH I
CCH,OH
‘O‘ OH
CH:0 O OH g
0
CH;
NH,
OH

Obr. 31: Doxorubicin, upraveno dle [114].
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5.1.1 Priprava nanostrukturovanych elektrod se zlatymi nanosloupky

Nanostrukturované povrchy byly pripraveny elektrochemickymi metodami: konkrétné
metodou anodické oxidace hliniku, pfi které byla vrstva hliniku pfeménéna na vrstvu
Al Os s pravidelné usporadanymi nanopory [115], kterd nasledné slouzila jako maska pro
galvanickou depozici zlata do nanopord této masky. Zlaty material nanosloupkt byl
vybrdn pro jeho biokompatibilni vlastnosti, jak bylo uvedeno v kapitole 2.7.1.1.
Nanostrukturované elektrody modifikované zlatymi nanosloupky byly pfipraveny na
dvou typech substratt: titanovém a wolframovém. Titanové a wolframové substraty byly
vybrdny pro svou materidlovou schopnost elektrochemické oxidace za vzniku oxidu
titani¢itého (TiO2) a oxidu wolframového (WQ3). Po dokonceni anodizace hliniku tak
anodizace pokracuje na substratoveé vrstveé. Vzniklé TiO» (pro Ti substrat) nebo WOs3 (pro
W substrat) nanostruktury pak maji byt odleptiny a zlato je deponovéno do vzniklych
nanodulk, které slouzi jako zakladny pro zlaté nanosloupky a zajistuji tak vétsi stabilitu

budoucich nanostruktur. Postup pfipravy obou typu elektrod je zobrazen na obr. 32.

Dftive byla jako podkladova vrstva pouzivana vrstva zlata nebo platiny [40, 111]. Po
dokonceni anodizace hlinikové vrstvy ale ¢asto dochazelo k odtrzeni masky od povrchu
a vysledna nanostrukturovana pole byla zna¢né nestabilni. Proto bylo od zlaté a platinové

podkladové vrstvy upusténo.

5.1.1.1 Priprava nanostrukturovanych elektrod na titanovém substrdtu

Prvnim krokem vyroby nanostrukturovanych elektrod na titanovém substratu bylo
naneseni vrstvy titanu na 525 um tlusty kfemikovy substrat pokryty 500 nm vrstvou
termalniho oxidu kiemicitého. Tloustka titanové vrstvy byla 120 nm a na ni byla
nanesena vrstva hliniku o tloustce 160 nm. Obé vrstvy byly pfipraveny metodou

termalniho naparovani, jak je popsdno v kapitole 4.1.1.

Dalsim krokem byla elektrochemickd pfiprava nanostrukturovanych povrchi, ktera
byla provedena s vyuzitim aparatury uvedené v kapitole 4.1.3. Nejprve byla hlinikova
vrstva preménéna anodickou oxidaci na vrstvu aluminy (Al2O3) za vzniku hexagonalné
usporadanych nanopori. Anodicka oxidace hlinikové vrstvy probihala pfi konstantnim
napéti 5V v 3M roztoku kyseliny sirové zchlazené na teplotu 10 °C. Po dokonceni
anodizace hlinikové vrstvy doslo k otevieni spodni ¢asti nanoport rostoucich ve vrstvé
aluminy (prorazeni bariérové vrstvy [89]) a zaCalo dochdzet k anodizaci spodn{ titanové
vrstvy a k nezadoucimu rdstu nanostruktur zoxidu titanicitého skrz masku z oxidu
hlinitého. Cilem bylo ukoncit anodizaci bezprostfedné po prorazeni nanopdru aluminy,
aby dochédzelo k anodizaci titanové vrstvy co mozna nejméné. Pritomnost oxidu

titanicitého neni zadouci pro dobrou vodivost vyslednych nanostruktur, proto byla snaha
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oxid selektivng odstranit v SCS (z angl. Standard Clean Solution), ktery obsahuje peroxid
vodiku a hydroxid amonny, coz se bohuzel nikdy uplné nepodarilo. V dal§im kroku bylo
do nanoporu piipravené aluminové masky nadeponovano zlato elektrochemickou redukci
zlatych ionti z roztoku dikyanozlatnanu draselného. Depozice byla provedena pfi
konstantnim proudu 20 mA s ¢asem 4 s. V poslednim kroku vyroby byla aluminova
maska rozpusténa ve smesi, ktera obsahovala 3 g oxidu chromového a 5 ml kyseliny

fosforeé¢né na 100 ml roztoku.

Al

Ti0:
Au Selektivné odleptané WO
Zlaté nanosloupky na Au
Ti substratu

LU

Zlaté nanosloupky na
W substritu

Obr. 32: Postup vyroby nanostrukturovanych elektrod na Ti /W substrdtu.
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Vysledné zlaté nanosloupky na nanoteCkach zoxidu titani¢itého byly
charakterizovdny rastrovacim elektronovym mikroskopem: zlaté nanosloupky byly
pfiblizné 70 nm vysoké s primérem 10 nm. Na obrazcich nize jsou SEM vysledky

nanostrukturovanych elektrod pfipravenych na titanové vrstvé (Obr. 33).

SEM HV: ) el “UMIRANTESCAN  SEM HV: 1500V WD: 2.953 mm L ] MIRATESCAN
View field: 9.631 pm Det: InBeam ¥ View field: 1926 ym  Det: InBeam 4
SEM MAG: 30.00 kx LabSensNano n SEM MAG: 150.00 kx LabSensNano n

Obr. 33: SEM snimky pripravenych zlatych elektrod na titanovém substrdtu.

5.1.1.2  Priprava nanostrukturovanych elektrod na wolframovém substrdtu

Druhy typ elektrod byl vyroben obdobné. Rozdil spocival pouze v tom, ze misto vrstvy
titanu byla na kfemikovy substrat s SiO> nadeponovéna vrstva wolframu s 20nm adhezn{
vrstvou titanu. Depozice titanové adhezni vrstvy a wolframové vrstvy o tloustce 200 nm
byla provedena metodou iontového napraSovani. Na vrstvu wolframu byla metodou
termalniho naparovani nanesena vrstva hliniku o tloustce 150 nm. Hlinikova vrstva byla
poté anodizovana pii napéti 40 V v roztoku 0,3M kyseliny stavelové ochlazené na 17 °C.
Po dokonceni anodizace hlinikové vrstvy byla po prorazeni bariérové vrstvy ve vzniklych
nanopdrech aluminové masky anodizovana vrstva wolframu za vzniku nanostruktur z
oxidu wolframového (WO3). Oxid wolframovy byl ze spodni casti nanoporu selektivné
odleptan v roztoku fosfatového pufru s pH 7. Fosfatovy pufr byl temperovin na 25 °C a
leptani probihalo po dobu 20 minut. Selektivnim odleptinim WO3 nanostruktur doslo
k vytvoreni tzv. nanodulkt ve vrstvé wolframu na spodni ¢asti aluminové masky, které
slouzily jako zékladny pro nové deponované zlaté nanostruktury. Zlaty material byl do
aluminové masky s nanodulky deponovan metodou pulzni depozice s 23 pulzy, proudem
(amplitudou pulzu) 1 mA a délkou pulsi 400 ms. Vysledné zlaté nanosloupky byly
piiblizn€¢ 100 nm vysoké a sprimérem 50 nm (Obr.34). Postup pfipravy
nanostrukturovanych elektrod na wolframové vrstve je zobrazen na obr. 32. Na obrdzcich
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nize jsou SEM vysledky nanostrukturovanych elektrod pfipravenych na wolframové
vrstvé (Obr. 34).

MIRAWTESCAN ~ SEM HV: 15.00 kV WD: 7.268 mm Lot o101 ] MIRA\ TESCAN
View field: 1.926 ym  Det InBeam ”
SEM MAG: 150.01 kx

View field: 2.610 pm  Det: InBeam 500 nm -
SEM MAG: 110.68 kx LabSensNanon

LabSensNano u

Obr. 34: SEM snimky pripravenych zlatych elektrod na wolframovém substrdtu.

Z uvedenych snimkd na obr. 33 a obr. 34 je zfejmé, ze nanosloupky pfipravené na
wolframové vrstvé jsou velmi stabilni oproti nanosloupkiim pfipravenym na titanové
vrstvé. Ty tvofi shluky (klastry). Stabilita nanostruktur na wolframovém podkladu je
zpusobena nanodulky ve struktufe wolframové vrstvy a také tim, Zze se jedna o
nanosloupky s vyrazné vét§im prumérem. Navzdory tomu, je ale celkovd homogenita
obou typt povrchit modifikovanych zlatymi sloupky vyborna.

Pro porovnani chovani pfipravenych nanostrukturovanych elektrod pii detekci
doxorubicinu byly vyrobeny hladké zlaté elektrody pfipravené nadeponovanim 180 nm
vrstvy titanu a 150 nm vrstvy zlata na kfemikovy substrat. Vrstvy byly naneseny metodou
termalniho naparovani a litograficky vyrobeny tak, aby meély stejnou geometrickou

plochu jako nanostrukturované elektrody (3 mm v prameéru).

Ptipravené elektrody jsou zobrazeny na obr 35. Elektroaktivni plocha elektrod byla
vymezena litograficky jesté pred vyrobou nanostrukturovanych povrchi. Po vyrobé
povrchi byl kifemikovy substrat nafezan na jednotlivé elektrody a jejich kraje byly
pokryté rezistem tak, aby se vodivé fezy elektrod nemohly ucastnit elektrochemickych
déju. Elektrody byly pro méfeni kontaktovany krokodylky a vkladany do
elektrochemické cely s komercné dostupnou platinovou pomocnou elektrodou a
argentchloridovou referentni elektrodou (viz podkapitola 4.2). Zlaté elektrody byly
pfipraveny obdobnym zptisobem.
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Obr 35: Pripravené elektrody: elektroda se zlatymi nanosloupky (nahore) a hladka zlata
elektroda (dole).

Vsechny pripravené elektrody byly opticky charakterizovany rastrovacim
elektronovym mikroskopem (viz podkapitola 4.5) a poté elektrochemicky metodou

elektrochemické impedancni spektroskopie (viz podkapitola 4.2.1).

5.1.2 Elektrochemicka impedan¢ni spektroskopie

Elektrochemickd impedancni spektroskopie byla pouzita pro charakterizaci
ptipravenych nanostrukturovanych elektrod jako G¢inny nastroj pro pochopeni déja, které
se odehrdvaji na rozhrani elektroda / elektrolyt a byla vyuzita pro porovnani velikosti
elektroaktivnich ploch elektrod. Elektrochemické impedancni spektroskopie byla méfena
na vSech typech pfipravenych elektrod vroztoku siranu draselného (K2SO4) o
koncentracich od 0,01 uM do 10 mM. EIS byla méfena pfi nulovém potencidlu ve
frekvencnim rozsahu od 500 kHz do 0,1 Hz a amplitudé 20 mV. Na obr. 36 jsou
vyobrazena impedan¢ni spektra méfena pro vSechny typy elektrod v 0,1M roztoku
K>SO4. Na dalsim obr. 37 jsou zdvislosti realné slozky impedance v bodé lokalniho
maxima impedancniho spektra (Re = Rg + R;r) v zédvislosti na koncentraci roztoku

K>SOy4 pro vSechny typy piipravenych elektrod.

Z vysledkd impedancni analyzy 1ze pozorovat rozdily v elektrochemickém chovani
jednotlivych typt méfenych elektrod. Z kalibracnich kifivek je ziejmé, ze
nanostrukturované elektrody oproti hladké elektrodé vykazuji niz§i hodnotu realné slozky
impedance v bodé lokalniho maxima funkce, coz znaci jejich vétsi elektroaktivni plochu
pfi dané velikosti geometrické plochy. Velikost elektroaktivni plochy elektrod je
vyznamnym faktem pfi posuzované citlivosti elektrod. Elektrody s vyssi elektroaktivni
plochu tak vykazuji vyssi citlivost elektrod (senzitivitu) a tim 1 niz$i limit detekce (LOD
— z angl. Limit Of Detection). Nanostrukturované elektrody na wolframovém substratu
vykazuji vyrazné vyssi elektroaktivni plochu ve srovnani s plochou zlatou elektrodou.
Nanostrukturované elektrody na wolframovém substratu pak vykazuji elektroaktivni
plochu nejvyssi ze vSech typu elektrod.

68 —



NANOSTRUKTUROVANE MATERIALY NA BAZI ALUMINY PRO ELEKTROCHEMICKE SENZORY A BIOSENZORY

5000

4500 -

4000
3500

— 3000

c

>

= 2500

2000
1500
1000
500

0

i

—+—Zlaté nanosloupky na W substratu
—3—Zlaté nanosloupky na Ti substratu

Plocha zlata elektroda

1000 2000 3000 4000 5000 6000
Re [kQ]

Obr. 36: Impedancni spektra pro t¥i typy pripravenych elektrod ziskand v 0,1M roztoku K>SO..
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Obr. 37: Zdvislosti realné slozky impedance Re v bodé lokdlniho maxima v zdvislosti na

koncentraci elektrolytu K>SO..
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Vsechny pripravené typy elektrod byly dale charakterizované pifi stanoveni
cytostatického 1éCiva doxorubicinu. Pro stanoveni byla vyuzita metoda diferen¢né€ pulzni
voltametrie méfena v 0,1M fosfatovém pufru (pH 7), s potencidlovym krokem 5 mV,
amplitudou 25 mV, rychlosti skenovani 10 mVxs' a rozsahem napéti od -0,75V
do -0,4 V. Detekce probihala v rozsahu koncentraci od 390 nMxml™! do 100 uMxml! po
desetiminutové akumulaci lé¢iva. Anodicky pik doxorubicinu byl pozorovdn na
potencidlu 0,6 V. Na obr. 38 a obr. 39 jsou zobrazeny ziskané voltamogramy naméfené
na ploché zlaté elektrod¢ a elektrodé se zlatymi nanosloupky na wolframovém substrétu.
Detekéni limit pro oba typy elektrod byl stanoven na 790 nMxml™.

1.8

— pufr
——doxo 3,125 pg/ml
1.6 -
doxo 6,25 pg/ml
doxo 12,5 pg/ml
1.4 He
——doxo 25 pg/ml
——doxo 50 pg/ml
3 17 ue/
§ doxo 100 pg/ml
S
L]
>
0.8 -
0.6 -
0.4 | | T T |

-0.8 -0.75 -0.7 -0.65 -0.6 -0.55 -0.5 -0.45 -04 -0.35
Napéti [V]

Obr. 38: Diferencné pulzni voltamogram méveny na ploché zlaté elektrodé bez nanosloupkii pro

riizné koncentrace doxorubicinu.

Na dalsim obr. 40 jsou zavislosti vySek piku vztazené ke koncentraci doxorubicinu.
Pro hladkou zlatou elektrodu je tato zavislost logaritmickd, coz u ni vyrazné prispiva
k lepSimu stanoveni detekéniho limitu, pro elektrodu s nanosloupky na wolframovém
substratu je zdvislost linedrni v celém rozsahu, coz je naopak vyhodné pro vyssi
koncentrace. Tento jev je pravdépodobné zpusoben tim, Ze plocha elektrody bez

nanosloupkli nema dostatecné velky povrch a je tak dfive nasycena molekulami
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detekované latky a proto nedochdzi k naristu vysky piku pii vysSich koncentracich

doxorubicinu.
3.90
= pufr
3.40 ——doxo 3,125 pg/ml
doxo 6,25 pg/ml
— 2.90 - doxo 12,5 pg/ml
3.- ——doxo 25 pg/ml
>
%_ 2.40 - ——doxo 50 ug/ml
% doxo 100 pg/ml
>
= 1.90 -
1.40 -
0.90 , | | | |
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Obr. 39: Diferencné pulzni voltamogram méveny na elektrodé se zlatymi nanosloupky na

wolframovém substrdtu pro rizné koncentrace doxorubicinu.

Na elektroddch se zlatymi nanosloupky na titanovém substritu se doxorubicin
detekovat nepodarilo. Nejvétsim problémem v priprave elektrod na tomto substratu bylo,
ze se nikdy nepodafilo efektivné selektivné odleptat oxid titani¢ity vznikly pokracujici
anodizaci po dokoncCeni anodizace hlinikové vrstvy a prorazeni bariérové vrstvy. Oxid
titani¢ity uvniti nanopora byla snaha odleptat v Cerstvé pfipraveném roztoku standard
clean solution (SCS), ktery se sklada ze smési hydroxidu amonného (NH4+OH), peroxidu
vodiku 34% (H20-) a vody v objemovém pomeéru 1:1:5. Tento roztok ovS§em vzdy porusil
i aluminovou masku. Nanostruktury z oxidu titani¢itého ve spodni ¢asti nanopért, na
které se deponovalo zlato, zpsobuji nestabilitu vyslednych nanosloupkt, coz je ziejmé
ze SEM snimku (Obr. 33), atudiz i jejich snadné poskozeni béhem méfeni a dale vyrazné
zhorsuji vodivost zlatych nanosloupku a vytvareji tzv. prechodovy odpor, ktery v tomto
pfipadé blokuje signal vznikly na rozhrani elektrody a elektrolytu. Z téchto diivodu bylo
od vyroby elektrod na titanovém substratu upusSténo a dale byly optimalizovany

nanostruktury pfipravené na wolframovém substratu. [92, 93]
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Obr. 40: Kalibracni kiiivky - velikost anodického piku v zdvislosti na koncentraci doxorubicinu -
mérené na ploché zlaté elektrodé a elektrodé se zlatymi nanosloupky na wolframovém substrdtu

po desetiminutové akumulaci doxorubicinu.

5.2 Teplotni stabilita nanostrukturovanych elektrod

Tato Cast prace se zabyva vlivem dvou typu zihani (vakuové zihani a zihani pfi
atmosférickém tlaku) na zménu elektrochemickych vlastnosti pfipravenych elektrod
modifikovanych zlatymi nanostrukturami, pfipadné i zménu jejich tvaru. Elektrody pro
tuto studii byly pfipraveny obdobné jako v pfedchozi kapitole 5.1 metodou
elektrochemické anodizace hlinkové vrstvy a ndsledné galvanické depozice zlata do
nanopoért aluminové masky. V tomto piipadé byla navic pred galvanickou depozici horni
¢ast nanoport aluminové masky rozsifena leptinim v kyseliné fosforecné s cilem
zpristupnit vice nanopory zlatym iontim a tak ulehcit a zefektivnit depozici zlata do port.
Pfidanim tohoto kroku do vyrobniho postupu se podafilo dosahnout neobvyklych a
jedine¢nych tvart vyslednych nanostruktur, které jsou na spodni ¢asti uzsi a v horni ¢asti
roz§ifené a tim se svym tvarem podobaji tzv. ,nanosklenickdm®. Roz§ifeni nanoport
v pfedchozi studii provedeno nebylo. DalSim rozdilem oproti pfedchozi studii (viz
kapitola 5.1) je to, ze elektrochemicka depozice byla provedena pulzné (viz. podkapitola
2.6.1.1). Pravé kombinace téchto dvou pristupt (rozsifeni nanopord a pulzni depozice)
pfinesla efektivnéjsi depozici zlata do nanoporu a ziskani dosud nikde nepublikovanych

nanostruktur s jedineCnym tvarem.
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Hlavni mysSlenkou teplotntho experimentu bylo, Zze dodate¢né zihani
nanostrukturovanych povrcht pii atmosférickém tlaku ve vzduchové atmosfére zptsobi
zoxidovani spodni wolframové vrstvy elektrod. Vysledkem by pak byla elektroda
modifikovand zlatymi nanostrukturami a v mezerdch mezi nimi by byla vrstva oxidu
wolframového (WQO3). Pfedpokladem bylo, ze se tak spodni wolframova vrstva nebude
ucastnit elektrochemickych déji na rozhrani elektrody a elektrolytu. Naopak, téchto
prenosovych déju mezi elektrodou a elektrolytickym roztokem by se pak mély tcastnit
pouze zlaté nanostruktury (Cisté zlaté elektrody nachéazi uplatnéni v biosenzorice). Pfinos
vakuového zihani naopak predpokladal lepsi propojeni materidlu zlatych nanostruktur a
spodni wolframové vrstvy a tim zlepSeni prenosu signalu v systému a v dusledku toho
snizeni impedance elektrod a zlepSeni limitu detekce. Vliv téchto dvou typa zihani na
elektrochemické chovdni elektrod byl studovan elektrochemickou impedan¢ni
spektroskopii v sadé komer¢né dostupnych vodivostnich elektrolyti s presné
definovanou vodivosti (viz podkapitola 4.2.1). Dale byla sledovana stabilita pfipravenych
nanostruktur v souvislosti s vyskou teploty a typem zihani. Strukturdlni zmény
v morfologii povrchil byly hodnoceny opticky rastrovacim elektronovym mikroskopem.

5.2.1 Vyroba nanostrukturovaného povrchu — ,,nanosklenicek*

Elektrody s povrchem tvofenym ,nanosklenic¢kami“ byly vyrobeny obdobnym

zpusobem jako v piedchozi studii. Postup vyroby je zobrazen na obr. 41.

——
e

Selektivng odleptany WOs3 a Zlaté nanoskleni¢ky na
roz§ifena horni &ast nanopord W substratu

Obr. 41: Postup vyroby zlatych ,, nanosklenicek *“: A) priprava vrstev na substrdt; B) anodizace
hlinikové vrstvy; C) anodizace spodni wolframové vrstvy za vzniku WO3; D) selektivni
odstranéni WOs a rozSiveni vrchni cdsti nanopori; E) depozice zlata a F) selektivni odstranéni

aluminové masky.
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Na kifemikovy substrat bylo iontovym naprasovanim deponovano 20 nm adhezni
vrstvy titanu, na titanovou vrstvu byla nadeponovédna 200 nm tlusta vrstva wolframu a
100 nm vrstva hliniku (viz obr. 41 A). V dal§im kroku byla vrchni hlinikova vrstva
anodizovdna v 0,3M kyseling stavelové o teploté 10 °C pti konstantnim napéti 50 V (viz.
obr. 41 B). Po dokonceni anodizace hlinikové vrstvy doslo k prorazeni nanopora ve
vrstvé AlbO3 a zacala se anodizovat spodni wolframova vrstva za vzniku nanostruktur
z oxidu wolframového (WO3) (viz. obr. 41 C). V dal§im kroku byly WOs struktury
odleptany ve fosfatovém pufru s pH 7 pii teploté 25 °C. Tim byla ziskdna nanoporézni
maska z aluminy s nanodilky ve struktufe wolframu. Na SEM snimku na obr. 42 vlevo
lze pozorovat wolframovou vrstvu s nanodilky a na obr. 42 vpravo lze pozorovat WO3

nanostruktury v substratové vrstvé po odtrzeni masky.

SEM HV: 1500 KV WD: 3.132 mm MIRA\ TESCAN ~ SEM HV: 15.00kV  WD: 14.73 mm MIRAW TESCAN
View field: 5,778 ym  Det: InBeam £ Viewfield: 5.417 ym  Det. SE 1pm

-
SEM MAG: 50.00 kx LabSensNanon SEM MAG: 53.33 kx  Date(m/dfy): 11/22/13 LabSensNanon

Obr. 42: Wolframovy povrch s nanodiilky po odleptdni WOs struktur a aluminové masky
(vlevo), rozhrani aluminové masky a mista s odtrzenou maskou, kde lze pozorovat WO3

nanostruktury (vpravo).

Nanodulky slouzi jako zakladny pro vytvoreni stabilngjSich zlatych nanostruktur.
Vzorek byl ddle leptin v 5% roztoku kyseliny fosforecné (H3POs) temperovaném na
50 °C po dobu 3 minut, coz zpusobilo rozsifeni hornich ¢asti nanoporti a nanopory tak
ziskaly specificky tvar ,nanoskleni¢ek” (viz. obr.41 D). Ddle bylo do vzniklych
nanoport z roztoku dikyanozlatnanu draselného zahiatého na 50 °C deponovano zlato
metodou pulzni depozice (2 pulzy, délka pulzu 400 ms, perioda 2 s, konstantni proud
1 mA, amplituda 5 V) (viz. obr. 41 E). Nakonec byla aluminova vrstva selektivné
odstranéna v roztoku, ktery obsahoval 3 g oxidu chromového a 5 ml kyseliny fosforecné
na 100 ml roztoku, ¢imz byla ziskdna wolframova elektroda modifikovand zlatymi

,,hanosklenickami (viz. obr. 41 F).
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Vyrobené nanostruktury jsou pfiblizn€¢ 140 nm vysoké s primérem 50-60 nm.
Pripravené elektrody byly opticky charakterizovany rastrovacim elektronovym
mikroskopem. Na SEM snimcich je zobrazena nanoporézni aluminovd maska (viz.

obr. 43, vlevo) a deponované nanostruktury v masce (viz. obr. 43, vpravo).

SEMHV: 15.00kV  WD: 14.97 mm MIRAW TESCAN
View field: 4.334 ym  Det: SE /
SEMMAG: 50.00 kx  Date(m/dAy): 07/22/14

SEMHV: 1500kV  WD: 15.00 mm . MIRA\ TESCAN
View fleld: 2.167 ym  Det: SE {

SEM MAG: 100.00 kx Date(m/dfy): 07/22/14 LabSansNanon

LabSensNano n

Obr. 43: Aluminovd maska (vlevo), zlato deponované v nanoporézni masce (vpravo).

Dile Ize pozorovat pfipravené nanostruktury v pohledu shora (viz. obr. 44, vlevo) a
fez nanostrukturovanou elektrodou, na které lze pozorovat , nanosklenicky* (viz. obr. 44,

vpravo a obr. 45).

s
SEM HV: 15.00 kV WD: 14.30 mm L MIRAWTESCAN ~ SEM HV: 15.00 kV WD: 5.024 mm . MIRA\ TESCAN
View fleld: 4.334 ym  Det: SE 1pm [ Viewfield: 0.867 ym  Det: InBeam 200 nm -
SEM MAG: 50.00 kx  Date(m/dfy): 07/31/14 LabSensNano n SEM MAG: 250.00 kx LabSensNano n

¢

Obr. 44: Povrch elektrody tvoreny zlatymi ,, nanosklenickami ““: pohled shora (vlevo), Fez

elektrodou (vpravo).
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SEMHV: 1500k WD:5.025 mm . MIRAW TESCAM  SEMHV: 1500 KV WD: 5.026 mm MIRAN TESCAN
View field: 2167 pm  Del: InBeam 7 Viewfield: 1445 um  Del: InBeam 200 nm s
SEM MAG: 100.00 kx SEM MAG: 150.00 ko LabsomNanon

LabSensMana n

Obr. 45: Iéezy nanostrukturovanou elektrodou s ,, nanosklenickami .

5.2.1 Zihani pri atmosférickém tlaku

Ptipravené elektrody byly zihany pfi atmosférickém tlaku v muflové peci (Obr. 47
vlevo) v rozsahu teplot od 100 °C do 800 °C s krokem 100 °C vzdy po dobu 1 hodiny. Po
kazdém zihani byl pomoci SEM kontrolovan vliv procesu zihani na strukturalni zmeény
nanostrukturovaného povrchu. Na SEM snimcich (Obr. 46) lze pozorovat vliv zihani za
atmosférického tlaku na strukturu zlatych nanostruktur pfi vSech testovanych teplotach.
Nejvyssi teplota pro zihani pii atmosférickém tlaku, pii které byly nanostruktury stabilni,
byla 400 °C po dobu 1 hodiny. Pti vyssich teplotach se nanostruktury zacaly vyhlazovat
a zkracovat. Od teploty 600 °C a vySe uz byly pozorovany vyznamné zmény ve struktute

,,hanosklenicek®.

‘- L4 *
SEM HV: 15.00 kV WD: 13.63 mm MIRAW TESCAN
View field: 4.334 ym  Det: SE {

SEMHV: 1500kV WD 14.95 mm . MIRAN TESCAN
4 1pm
SEMMAG:50.00 kx  Date(m/dAy): 07/15/14 Labsensano [

View field: 4.334 ym  Det: SE 1
SEM MAG: 50.00 kx  Date(m/ddy): 07/11/14

LastnsNanou
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300 °C . 400 °C

- i -t & s (%)
SEMHV: 15.00kV  WD: 11.79 mm MIRAN TESCAN SEM HV: 15.00 kV MIRAN TESCAN
View field: 4.334 ym  Det: SE 1pm 1 View field: 4.334 ym  Det: SE 1pm 4
SEMMAG: 5000 kx  Date(m/dAy): 07/22/14 LabSensNano H SEMMAG: 5000 kx  Date(m/dAy): 07/22/14 LabSensNano H

500 °C , 600 °C

i % ® o
SEMHV: 15.00kV  WD: 14.95 mm P MIRAN TESCAN SEMHV: 15.00kV  WD: 15.04 mm MIRAN TESCAN
View field: 4.334 ym  Det: SE 1pm 1 View field: 4.334 ym  Det: SE 1pm 1
SEMMAG: 5000 kx  Date(m/dAy): 07/23/14 LabSensNano H SEMMAG: 5000 kx  Date(m/dAy): 07/31/14 LabSensNano H

A.'.

x s S0 . »
SEM HV: 15.00 kV WD: 15.13 mm MIRAW TESCAN
View field: 4.334 ym  Det: SE {
SEM MAG: 50.00 kx  Date(m/d/y): 08/05/14

L - L
SEM HV: 15.00 kV WD: 14.83 mm MIRAW TESCAN
View field: 4.334 ym  Det: SE 1 g
SEMMAG: 50.00 kx  Date(m/d): 08/07/14

LabSensNano u

LabSensNano u

Obr. 46: SEM snimky nanostrukturovanych povrchii po Zihdni za atmosférického tlaku pri
teplotdch od 100 °C do 800 °C po dobu 1 hodiny.
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5.2.2 Zihani ve vakuu

Vakuové zihani bylo provedeno v teplotnim rozsahu od 100 °C do 600 °C ve vakuové
peci (Vakuum Praha, obr. 47 vpravo) opét s krokem 100 °C po dobu 1 hodiny a tlaku
4x10* Pa.

Obr. 47:Muflova pec pro Zihani pri atmosférickém tlaku (vievo) a pec pro Zihani ve vakuu

(vpravo).

Na SEM snimcich na obr. 48 Ize pozorovat vliv zihani ve vakuu na zménu struktury
povrchu se zlatymi nanostrukturami pti vSech testovanych teplotach. Pro vakuové zihani
se jevi nanostruktury jako stabilni v celém testovaném rozsahu teplot. Na SEM snimcich
nize (Obr. 49) lze pozorovat fez nanostrukturovanou elektrodou po zihani ve vakuu pfi
600 °C po dobu 1 hodiny, na které jsou jiz viditelné mirné natavené nanostruktury —
viditelné zkraceni dolni Casti nanostruktur.

100 °C o 200°C

SEMHV: 1500kV  WD: 14.82 mm MIRAN TESCAN SEMHV: 15.00kV  WD: 15.02 mm MIRAW TESCAN
View field: 4.334 ym  Det: SE 1pm 1 View field: 4.334 ym  Det: SE 1pm e
SEMMAG: 50.00 kx  Date(m/dAy): 08/07/14 LabSensNano n SEM MAG: 50.00 kx  Date(m/dAy): 08/15/14 LabSensNano n
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400 °C

o'e
SEMHV: 1500V WD: 14.00 mm MIRA TESCAN SEMHV: 1500V WD: 14.87 mm MIRA TESCAN
View field: 4.334 ym  Det: SE 1 s View field: 4.334 ym  Det: SE 1 s
SEMMAG: 50.00 kx  Date(m/dsy): 09/01/14 LabSensNano E SEMMAG: 50.00 kx  Date(m/dsy): 09/03/14 LabSensNano E

NI

- abte ** ¢ o’ . osd oot . »
SEM HV: 15.00 kV WD: 14.92 mm MIRAW\ TESCAN SEM HV: 15.00 kV WD: 14.91 mm MIRAW\ TESCAN
View field: 4.334 ym  Det: SE 1 ' View field: 4.334 ym  Det: SE 1 z
SEMMAG: 50.00 kx  Date(m/diy): 09/04/14 Labsansnano [ SEMMAG: 50.00 kx  Date(m/dy): 09/09/14 Labsensnano [

Obr. 48: SEM snimky nanostrukturovanych povrchii po zihani ve vakuu (4x 10 Pa) pFi
teplotdch od 100 °C do 600 °C po dobu 1 hodiny.

SEMHV: 1500kV  WD: 3.996 mm L 1] MIRAW TESCAN
View field: 0.867 pm  Del: InBeam 200 i
SEM MAG: 250.02 kt  Dale(m/diy): 03/09/14

LanensNanun

Obr. 49: Rez nanostrukturovanou elektrodou po Zihdént ve vakuu pri 600 °C po dobu 1 hodiny.
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5.2.2.1 Elektrochemickd charakterizace Zihanych elektrod

Pro elektrochemickou charakterizaci byly vybrany elektrody zihané pfi atmosférickém
tlaku 1 ve vakuu pfi teploté 400 °C po 1 hodinu, protoze se jednalo o nejvyssi teplotu, pfi
které oba vzorky nevykazovaly strukturdlni zmény. Pro porovnani byl méfen i vzorek
nezihany. Méfeni probihalo v tfielektrodovém zapojeni. Pro tyto ucely byla pfipravena
teflonova cela, do které se testovana pracovni elektroda zasroubuje (Obr. 50 vlevo).
Kontakt elektrody je fesen pfilepenim dratku elektricky vodivou pastou na vodivou vrstvu
vzorku a ten je pak kontaktovan s celou s vystupem pro pfipojeni k potenciostatu.
Pomocna a referentni elektroda jsou pak vkladany do nadoby cely. Byl tak odstranén
jeden litograficky krok, ¢imz byl proces vyroby zjednodusen. Zptesnila se i vymezena
plocha pracovni elektrody (3 mm v priméru). Nanostruktury jsou totiz vyrabéné na veétsi
plose pomoci cely pro vyrobu nanostrukturovanych povrchi s vét§im praimérem — pro
anodizaci je vyuzita cela s primérem 1 cm a pro depozici zlata cela s prumérem 5 mm
(viz. podkapitola 4.1.3). Pro elektrochemick4a méfeni je plocha vymezena métici celou.
Také byly eliminovdny problémy s pokryvanim elektricky vodivych hran substratu
pomoci rezistu. Nespornou nevyhodou pouzitého feSeni je fakt, Ze je cela v pfimém
kontaktu s nanostrukturovanym povrchem, coz v mistech kontaktu zpusobi jeho
poskozeni (Obr. 50, vpravo). Neni tak zcela mozné vzorky z cely vyjmout a nasledné

opakovanég pouzit pro méteni.

[ SEE S e, g ]
SEM HV: 15.00 k¥ WD: 14.96 mm TESCAN
View field: 10.29 ym  Det: SE ré
SEM MAG: 21.06 kx  Date(m/dfy): 08/14/14

LabSensNanuu

Obr. 50: MéFici cela ve Faradayové kleci (vievo), SEM snimek zlatého nanostrukturovaného

povrchu v misté po kontaktu s celou (vpravo).
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Meéfeni probihalo s vyuzitim pfistroje pAutolab III/FRA2 a méfici cela byla umisténa
ve Faradayové kleci (viz podkapitola 4.2). Charakterizace elektrochemickou impedancni
spektroskopii byla provedena v standardnich vodivostnich roztocich s riznymi
vodivostmi (1,3 uSxecm™ + 1 %, 5uSxcm™ + 1 %, 15 uSxem™ + 1 %,
100 uSxem™ +1 %, 706 uSxcm™ +1 %, 1413 uSxcm™ +1 %). EIS byla méfena
v rozsahu frekvenci od 500 kHz do 0,1 Hz a amplitudou 20 mV. Na obr. 51 a obr. 52 jsou
zobrazena impedanc¢ni spektra pro nanostrukturované povrchy zihané pfi atmosférickém
tlaku pfi 400 °C, zihané ve vakuu pii 400 °C a nezihané, méfené pii koncentracich
vodivostnich roztokti 706 uSxcm™ a 100 pSxcm™.

Pro nazornost chovani jednotlivych elektrod byly vyneseny i zavislosti realné casti
impedance v bodé lokalntho maxima impedancniho spektra na vodivosti méfenych
standardt (Obr. 53).

200

—o—bez zihani
180 -
zihani pri atmosférickém tlaku 400°C
160 - Zihani ve vakuu 400jC

140
120 -

100 A

-Im [kQ]

80 A
60 -

40 -

20 - AT
7
o~ .
0 50 100
Re [kQ]

Obr. 51: Impedancni spektrum pro nanostrukturované povrchy nezZihané, zihané pri

atmosférickém tlaku a Zihané na vzduchu — méreno ve vodivostnim roztoku 706 uSxcm.
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200
bez zihani
180 - gy Ci
zihani pti atmosférickém tlaku 400°C
160 - #ihani ve vakuu 400°C

140 -

120 -

-Im [kQ]

60 -

20 A

O 1 L 1 1 I

-50 0 50 100 150 200 250
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Obr. 52: Impedancni spektrum pro ,, nanosklenickami *“ nanostrukturované povrchy nezihané,
Zihané pri atmosférickém tlaku a Zihané na vzduchu — méreno ve vodivostnim roztoku
100 uSxcm™.

Klicovym pozadavkem na sensor je jeho vysoka elektroaktivni plocha a dobra
elektricka vodivost. Docileni téchto dvou pozadavki ma za vysledek nizkou hodnotu
impedance senzoru a lepsi detekcni limity. Podle vysledkli impedancnich méfeni (viz.
obr. 51, obr. 52, obr. 53) lze soudit, ze elektroaktivni plocha vzorku Zzihaného pfi
atmosférickém tlaku klesla, coz mélo za nésledek zvyseni impedance. Tento fakt by mohl
vypovidat o dvou moznych ptipadech chovani elektrod. Prvnim pfipadem je to, ze béhem
zihani pfi atmosférickém tlaku doSlo k oxidaci spodni wolframové vrstvy mezi
nanostrukturami. To by rovnéz dokazovalo, Ze spodni wolframova vrstva se bézn¢€ ui¢astni
elektrochemickych interakci — elektrolyt pronik4a hluboko mezi nanostruktury a ti¢astni
se elektrodovych procest. Druhym pfipadem by byla moznost, kdy doslo k oxidaci nejen
wolframové vrstvy mezi nanostrukturami, ale 1 casti wolframové vrstvy pod
nanostrukturami, ¢imz doslo ke zhorSeni pfenosu naboje mezi zlatymi nanostrukturami a
spodni wolframovou vrstvou. To by ov§em znamenalo, Ze se spodni vrstva bézn¢€ nemusi
ucastnit elektrochemickych dé€ja, protoze elektrolyt bézné nepronika tak hluboko mezi
nanostruktury. Zvyseni impedance by v tomto pfipadé bylo pouze v dasledku zhorSeni

vodivého kontaktu mezi , nanosklenickami a substratovou vrstvou.
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Obr. 53: Zavislosti redlné cdasti impedance v bodé lokdlniho maxima na vodivosti v§ech
mérenych standardnich roztokii pro v§echny typy nanostrukturovanych povrchii: neZihanych,

Zihanych pri atmosférickém tlaku pri 400 °C a Zihanych ve vakuu pri 400 °C.

Vysledky pro nezihané vzorky a vzorky zihané ve vakuu jsou velmi podobné.
Nezihané vzorky dokonce vykazuji mirné nizsi hodnoty impedance, coz znamena, ze
zihani u téchto vzorkd vodivostni propojeni zlatych nanostruktur a wolframového
substratu nezmeénilo. Z uvedeného vyplyva, ze piimo vyrobené nanostrukturované

elektrody maji dobré vlastnosti, které neni tfeba upravovat zihanim. [116]

5.3 Vliv tvaru nanostruktur na velikost elektroaktivni plochy

V dal§i casti studie [54] byly porovndvany pracovni elektrody pfipravené na
wolframovém substratu a modifikované riznymi typy zlatych nanostruktur. Elektrody
byly pfipravené obdobné a to depozici zlata do hexagonalné€ uspotfadané aluminové

masky Byl sledovdn vliv tvaru a velikosti nanostruktur na elektrochemické vlastnosti
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nanostrukturovanych povrchi - velikosti elektroaktivni plochy a tim i jejich senzitivity.
Nejprve byla detailné zkoumana topologie vyrobenych povrchti vyuzitim rastrovaciho
elektronového mikroskopu. Poté byly sledovany elektrochemické vlastnosti elektrod
pomoci elektrochemické impedancni spektroskopie a cyklické voltametrie. V dalsi Casti
studie byl povrch elektrod modifikovan molekulami 11-merkaptoundekanové kyseliny,
ktera poskytuje zaklad pro budouci navazovani analyta v biosenzorickych aplikacich pres
thiolové skupiny. Pro interpretaci vysledi EIS byl modelovan modifikovany nahradni
Randlestiv obvod. Pro zkoumani jevi na rozhrani elektroda — elektrolyt byla vyuzita

metoda cyklické voltametrie v pfitomnosti redoxniho paru Fe(CN)s>"*.

5.3.1 Priprava tenkych vrstev

Zakladnim substratem pro vyrobu elektrod byl kiemikovy substrat s 500 nm vrstvou
oxidu kfemicitého (SiO2), kterd slouzi jako izolant mezi n-dopovanou kiemikovou
vrstvou a vodivymi tenkymi vrstvami. Jako prvni byla nanesena adhezivni vrstva titanu
o tloustce 20 nm a na ni vrstva wolframu o tloust’ce 200 nm. Obé& vrstvy byly pfipraveny
metodou iontového naprasovani (viz kapitola 4.1.1). Na takto pfipravené substraty byly
metodou termalniho napatfovani (viz kapitola 4.1.1) nanaSeny vrstvy hliniku o tloustkach
100 nm a 500 nm. Pro moznost srovnani povrcht s hladkou elektrodou byla iontovym
napraSovanim na kfemikovém substratu s 200 nm tlustym termdlnim SiO> pfipravena

hladka zlata vrstva o tloust’ce 250 nm.

5.3.2 Priprava nanostrukturovanych elektrod

Nanostrukturované elektrody byly vyrobeny na wolframové vrstvé obdobnym
zpusobem jako v piedchozich Castech prace (Obr. 32). Nejprve byla anodicky oxidovana
horni hlinikova vrstva v 0,3M kyseliné §tavelové pii teploté 10 °C a konstantnim napéti
50 Vnebo 53 V. Timto procesem byla ziskdna nanoporézni maska s hexagondlnim
usporadanim nanoporu. Jakmile byla anodizace hlinikové vrstvy dokonCena, zacalo
dochézet k anodizaci spodni wolframové vrstvy za vzniku WO3 nanostruktur, které byly
nasledné odleptany ve fosfatovém pufru pH 7 pfi teploté 25 °C. Byla tak ziskdna
nanoporézni aluminovd maska s nanodulky ve wolframové vrstvé, které slouzi jako
zakladny pro budouci nanostruktury a zvySuji tak jejich stabilitu. Zlaty material byl do
nanopéru elektrochemicky deponovan pulzni depozici z roztoku dikyanozlati¢itanu
draselného. Depozice probihala pii teploté roztoku 50 °C, délkou pulzu 400 ms, proudem
1 mA, ¢asem mezi pulzy 2 s a amplitudou 5 V. Rozmanitost tvaru ziskanych nanostruktur
byla ovliviiovana tloustkou pouzité hlinikové vrstvy (a tim i vzniklé aluminové masky),
anodizacnim napé€tim, poctem pulzi pfi depozici a leptanim aluminové masky v kyseliné

fosforecné pro rozsifeni vrchni ¢asti nanoport a vzniku tzv. |,nanoskleni¢ek™, které byly
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pro tuto studii pfevzaty z pfedchozi prace (viz podkapitola 5.2.1). Pro nasledujici méfeni
tak bylo pfipraveno pét typtu nanostruktur (Obr. 54).

A B C D E

Obr. 54: Schéma vyrobenych nanostruktur v zavislosti na poctu depozicnich pulsit a
parametrech aluminovych masek (tloustka, rozméry porit): (A) Au ,,nanokopecky*, 2 pulzy,
maska ze 100 nm vrstvy hliniku, (B) nanosloupky, 5 pulzii, maska ze 100 nm vrstvy hliniku, (C)
nanosloupky, 10 pulzii, maska ze 100 nm vrstvy hliniku, (D) nanosloupky, 10 pulzii, maska
7 500 nm vrstvy hliniku a (E) ,,nanosklenicky “, 2 pulzy, maska ze 100 nm vrstvy hliniku po

roziireni porii.

5.3.3 Elektrochemicka charakterizace

Vsechna elektrochemicka méfeni nanostrukturovanych elektrod i zlaté elektrody bez
nanocastic probihala na pfistroji pPAUTOLAB III/FRA2 a software NOVA 1.10.3
(Metrohm Autolab, Nizozemsko). Méfeni probihalo v teflonové cele pripravené na miru
(obr. 50) pri trielektrodovém zapojeni: platinova pomocnd elektroda a Ag/AgCl/3M KCI
referentni elektroda (viz. podkapitola 4.2). Teflonova cela definuje pfesnou velikost
pracovni elektrody na 3 mm v priméru (cca 7 mm?). Pfed kazdym méfenim byly
elektrody elektrochemicky cistény cyklickou voltametrii v 0,1M kyselin€ sirové. Pri
cisténi dochazelo k desorpci necistot z povrchu elektrod. Bylo zjisténo, ze je to kliCovy
krok pro dosazeni reprodukovatelnych méfeni. Na druhou stranu je tfeba davat pozor, aby

pti cyklovani nedoslo k poniceni nanostrukturovanych povrchi.

Elektrochemicka impedancni spektroskopie byla provedena pfi nulovém potencialu
v rozsahu frekvenci od 500 kHz do 0,1 Hz s amplitudou 20 mV. EIS byla provedena
v komeréné dostupnych roztocich o vodivostech 100, 706 a 1413 uSxcm™. Vysledky EIS
byly poté simulovdny ndhradnim elektrickym obvodem s vyuzitim software NOVA
1.10.3.
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Cyklicka voltametrie byla méfena v rozsahu potencialt od -0,6 V do 0,7 V v roztoku
chloridu draselného s hexakyanozelezitanem a hexykyanozeleznatanem draselnym
o koncentracich 2,5 mM, 5 mM a 7,5 mM.

5.3.4 Biomodifikace nanostruktur

Vsechny studované elektrody byly charakterizované elektrochemickou impedancni
spektroskopii a cyklickou voltametrii v rozsahu potencialti od -0,2 V do 0,7V v 5mM
fosfatovém  pufru spH?7. Povrchy elektrod byly modifikovany 11—
merkaptoundekanovou kyselinou proto, aby se jejich povrch modifikoval thilovymi
skupinami, coz nachazi uplatnéni v mnoha biosenzorickych aplikacich. Elektrody byly
ponofeny do SmM roztoku 11-merkaptoundekanové kyseliny rozpusténé v absolutnim
etanolu po dobu 24 hodin. Poté byly vzorky oplachnuty v absolutnim etanolu, aby byly
odplaveny nenavazané zbytky kyseliny, osuseny v proudu vzduchu a prométeny.

5.3.5 Vysledky

5.3.5.1 SEM charakterizace zlatych nanostruktur

Podrobnou SEM charakterizaci uvedenou v tabulce (Tabulka 3) bylo shledano, ze
reprodukovatelnost vyrobniho procesu nanostruktur je vysokd a ziskdvdme tak
homogenni pokryti elektrodového povrchu nanostrukturami o riznych tvarech a
velikostech v zavislosti na vyrobnich podminkdch. Aby bylo docileno homogenniho
rozlozeni nanostruktur na elektrodovém povrchu, musely byt vyrobni parametry postupné
optimalizovany. Velmi dilezitym parametrem byla shleddna adheze kovovych vrstev na
termalni oxid kemicity, ktery pokryva kfemikovy substrat. Dalsim dilezitym prvkem je
uniformita tlou§tky nanesenych tenkych vrstev, ktera umoziiuje pfipravu nanostruktur
stejné délky po celé plose vychoziho substratu. Pfitomnost necistot byla eliminovédna
pouzitim materialti vysoké Cistoty — konkrétné€ kovovych ter¢ pro iontové naprasovant,
kovia pro termalni napafovani a chemikalii pro anodickou oxidaci hliniku a wolframu,

chemikalif pro depozici zlata a dalSich (viz podkapitola 4.1.2).

Vysledné variability tvard nanostruktur bylo dosazeno zménou vyrobnich parametru.
Témito parametry byla naptiklad velikost anodiza¢niho napéti, kterd vyrazné ovliviiuje
prumér nanop6rt v aluminové masce a nasledné€ i primér a vysledny tvar deponovanych
zlatych nanostruktur. Obecn€, vys§i anodiza¢ni nap€ti ma za nasledek vétsi pramér
nanoportt aluminové masky a nasledné i nanostruktur. Vyska nanostruktur je dana
tloustkou aluminové vrstvy (vyskou masky) a také poctem depozicnich pulsi. VEtsi pocet
depozicnich pulsi znamena vyssi vysledné nanostruktury, a tak naptiklad po 2-pulzové

depozici ziskavame nanostruktury pfipominajici ,,nanokopecky*, zatimco 5-ti a vice
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pulzové depozici ziskavame nanosloupky. Se vzrustajici tloustkou aluminové masky lze

docilit i vys$Sich nanostruktur pfi zachovani po¢tu depozi¢nich pulza. Pro tuto studii byly

také vyrobeny netradini nanostrukturované povrchy tzv. ,nanosklenic¢ky“, které byly

ptipraveny obdobng, jak je popsano v kapitole 5.2.1. Struktury pro tuto studii byly

pfipraveny leptanim vrchni ¢asti nanopori kyselinou fosforecnou o teploté 50 °C po dobu

3 minut. Vzhledem k rozsifeni vrchni ¢asti nanopora bylo do masky snadn€jsi deponovat

zlaty materidl, a tak postacily 2 pulzy ke kompletnimu naplnéni aluminové masky.

Celkem bylo pfipraveno 5 typa nanostruktur (Obr. 54), které jsou i s vyrobnimi parametry
shrnuty v tabulce (Tabulka 3).

Tabulka 3: SEM charakterizace zlatych nanostrukturovanych povrchii s péti riiznymi typy

zlatych nanostruktur (A — E) zobrazujici viiv vyrobnich parametrii na vysledny tvar a velikost

Parametry

nanostruktur.

SEM pohled shora SEM pohled v fezu

A
Al vrstva: 100 nm
Anodizaéni napéti: 53 V

2 pulzy

,.Nanokopecky* o vysce:

20-30 nm
Prumér nanokopeck:

50-60 nm

SEMHV. 1500k WUD: 5099 mm
View field: 2167 ym  Det: InBeam

SEM MAG: 100.00 ket

MIRA TESCAN  SEMHV-15.00 K4 WO 6,166 mm
£ Viewfeld: 1082pm  Del: InBeam
SEM MAG: 20000 ke

MIRAW TESCAN

LabSenshano| n

msmmmﬂ

B

Al vrstva: 100 nm
Anodizaéni napéti: 53 V
5 pulzu

Vyska nanosloupk:
80-90 nm

Prumér nanosloupkii:

55-65 nm

SEMHV: 1500k WD:4.075 mm
View field: 1083 ym  Del: InBeam
SEM MAG: 200.00 kx

MIRAW TESCAN
Wiew flelt: 2,157 ym  Det: SE
SEM MAG: 12323 ke Date(midiy}: 1114114

LansnnsNannn
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C

Al vrstva: 100 nm
Anodizaéni napéti: 53 V
10 pulzu

Vyska nanosloupku

130-140 nm
o v o
Pl’umer nanOSIOupku SEMHV: 1500 KV WD: 5,037 mm MIRALTESCAN ~ SEMHV. 1500k WD:5.030 mm MIRAN TESCAN
View field: 2.167 ym  Det: InBeam 7 Viewfield; 1083 ym  Del: InBeam i
SEM MAG: 100.00 kx Labsenshanoll  sEmnAs: 20000 1 Lavsensniano
55-65 nm

Al vrstva: 500 nm
Anodizaé¢ni napéti: 53 V
10 pulzu

Vyska nanosloupka: 190-

210 nm
o v 1 k o
Prumer nanos Oup u . SEM HW: 15.00 kv WD: 6,190 mm MIRAY TESCAN SEM HV: 15.00 kY WD: 4.947 mm MIRAW TESCAN
View field: 2.167 ym  Det: InBeam S Viewfield: 1083 ym  Det: InBeam :
SEM MAG: 100.00 kex Labsenshanoll  sEMMAS: 20000 ke Labsensniano
60-70 nm

Al vrstva: 100 nm

o® 0
vt 1 |

]

Anodizaé¢ni napéti: 50 V

2 pulzy

O't nC.-‘-
S h

Vyska ,,nanoskleni¢ek*:

%o

130-150 nm

P o v kl %% k;c_ r 4 %

rumer ,,nanOS enice . SEMHV: 15.00kV  WD: 14.30 mm i MIRAW TESCAN
View fleld: 2.167 ym  Del: SE 500 ,

SEMMAG: 100,00 kx  Date(midAy: 07/31/14 Levsensnonold

SEMHV: 1500 KV WD 5,025 mm MIRAN TESCAN
View field: 1445 ym  Del: InBeam 1
SEM MAG: 150.00 bt Labsonsiane I

50-60 nm

Prvni typ nanostrukturovaného povrchu (A) byly tzv. ,nanokopecky“. Jedna se o
nanostruktury vzniklé 2-pulzovou depozici zlata do masky ze 100 nm hliniku. Struktury
jsou velmi kratké (20—-30 nm), maji tedy mensi délku, nez je jejich primér (50-60 nm).

Dalsi nanostruktury byly pfipraveny 5-ti pulzovou depozici (B) a 10-pulzovou depozici
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(C) do masky ptipravené ze 100 nm hliniku. Nanosloupky pfipravené 10-ti pulzovou
depozici (C) maji homogennéjsi délku jednotlivych nanosloupkt, protoze dochazi
k vyplnéni masky témér v celé délce nanopori, jelikoz jejich délka je pfiblizné 130—
140 nm (maska ze 100 nm Al je pfiblizné 140 nm tlustd — viz. 2.4.1). Nanostrukturovany
povrch pfipraveny 5-ti pulzovou depozici (B) ma jednotlivé délky nanosloupka vice
rozdilné s vySkami dosahujicimi pfiblizné 80-90 nm. Posledni typ nanosloupkt byl
ptipraven 10-ti pulzovou depozici do masky z 500 nm tlustého hliniku (D). Na SEM
snimcich lze pozorovat, ze délky nanosloupkt se také vyraznéji liSi. Jedna se o
nanostruktury s nejvétsim pramérem v dusledku dlouhé anodizace (60—70 nm) a nejveétsi
délkou (190-210 nm). Poslednim typem nanostruktur v této studii jsou tzv.
,hanosklenicky* pfipravené 2-pulzovou depozici do masky ze 100 nm hliniku (E), u které
byl rozsifen horni primér nanopo6ru. Vysledné , nanosklenicky* jsou 130—150 nm dlouhé
s hornim primérem 50—60 nm a stopkou o prameéru piiblizn¢ 30—40 nm.

5.3.5.2 Elektrochemicka charakterizace EIS

Pomoci elektrochemické impedancni spektroskopie byly mezi sebou porovnany
elektroaktivni plochy pfipravenych nanostrukturovanych pracovnich elektrod spolecné i
s hladkou zlatou elektrodou. Méteni EIS odhalila z&vislost velikosti elektroaktivni plochy
na tvaru a velikosti nanostruktur a pokryti povrchu nanostrukturami. Na obr. 55, obr. 56
obr. 57 a Obr. 58 jsou ukdzany typické frekvenéni zavislosti pro vybrané typy elektrod.
Vysledky vSech impedan¢nich vysledka z této Casti studie jsou shrnuty v priloze A.

250
|B —— 1413 uS/cm
—— 706 uS/cm
200+ —— 100 pS/cm
150 -
g
£ 1004
50
O T T T 3 T Y T ¥ T y
0 50 100 150 200 250
Re [kQ)]

Obr. 55: Nyquistiiv diagram pro nanostrukturovanou zlatou elektrodu o geometrické plose cca

7 mm? pFipravenou 5 pulzovou depozici do masky ze 100 nm hliniku (Tabulka 3-B).
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TR & —— 1413 uS/em
| —— 100 uS/cm
100 -
T 804
= ]
£ 604
40 - -
20
O T T T T ¥ T . T U T v T
0 20 40 60 80 100 120 140
Re [kQ]

Obr. 56: Nyquistiiv diagram pro nanostrukturovanou zlatou elektrodu o geometrické ploSe cca

7 mm? pFipravenou 10 pulzovou depozici do masky ze 100 nm hliniku (Tabulka 3-C).

140 E —— 1413 uS/cm
1 —— 706 uS/cm
120+ —— 100 uS/cm
100 -
g 804
£ 60 s -
40
20 -
O I I I
0 50 100 150
Re [kQ]

Obr. 57: Nyquistitv diagram pro nanostrukturovanou zlatou elektrodu o geometrické plose cca
7 mm? pripravenou 2 pulzovou depozici do masky ze 100 nm hliniku po roz$irent périi — tzv.
,,nanosklenicky “(Tabulka 3-E).
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12004 F —— 1413 uS/cm
1 —— 706 uS/cm

1000 - ——100 uS/cm

800 -

600 -

-Im [kQ]

400 -

200 A

0 200 400 600 800 1000 1200
Re [kQ]

Obr. 58: Nyquistiiv diagram pro hladkou zlatou elektrodu o geometrické plose cca 7 mm? bez
nanocastic.

Jak vyplyva z grafii impedancnich zavislosti, na vysokych frekvencich (1000 Hz a
vys§i) Nyquistova diagramu lze pozorovat pulkruhovitou cast (faradaickou), kterd
odpovida odporu pienosu naboje pres rozhrani elektroda / elektrolyt a jehoz velikost je
zavisla na koncentraci (vodivosti) elektrolytu, ve kterém méfeni probiha. Dalsi rozdil
v naméfenych vysledcich téz souvisejici s vodivosti, je pozorovin mezi difuzni a
faradaickou casti. Posun rozhrani difuzni a faradaické ¢asti smeérem k niz§im hodnotam
realné ¢asti impedance znamena vys$si vodivost elektrody pti dané vodivosti / koncentraci
elektrolytu, coz souvisi s elektroaktivni plochou elektrody. Lze vypozorovat, ze ucinek
zvétSeni elektroaktivni plochy elektrody (snizeni impedance elektrody) je nejvétsi pro
elektrodu s nanostrukturami pfipravenymi 10-pulzni depozici do aluminové masky
ptipravené ze 100 nm tlustého Al (Obr. 56, Tabulka 3-C). V tomto ptipadé lze z EIS
méfeni konstatovat, ze doSlo ke zna¢nému zvétSeni elektroaktivni plochy. Bylo také
pozorovano, ze vSechny nanostrukturované elektrody vykazovaly niz§i hodnotu realné
casti impedance v bodé lokalniho maxima v porovndni s hladkou zlatou elektrodou bez
nanocastic (Obr. 58). Tento fakt potvrzuje, ze modifikace elektrod nanostrukturami je
pfinosna. Pfi nizsich frekvencich vykazuje difuzni cast impedance nelinearni priabéh a
tim kapacitni chovdni vSech typt nanostrukturovanych elektrod, které je z tohoto
zaktiveni difuzni Casti zfejmé a odrazi pritomnost nanostruktur na povrchu elektrody EIS
prubéh naméreny pro hladkou zlatou elektrodu bez nanocastic vykazoval vyssi hodnoty
impedance v difuzni ¢asti pribéhu v porovnani s ostatnimi méfenymi elektrodami, coz je
zpusobeno niz§i vodivosti elektrody. Difuzni Cast impedance je témeéf linearni a

nevykazuje zadné deformace — jedna se o typicky pribéh Warburgovy impedance.
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Pro zjisténi vlastnosti elektrod z EIS vysledkt se da kazdé méfeni popsat pomoci
ndhradniho obvodu s parametry, podle kterych lze pak jednotlivé elektrody sndze
porovnat (viz. kapitola 2.3.1). V okamziku, kdy elektrodu ponofime do vodivého roztoku,
na rozhrani elektrody a elektrolytu se vytvori difuzni dvouvrstva, ktera mize byt popsana
kapacitou dvouvrstvy Cpr (double layer capacitance) a odporem pienosu naboje Rcr
(charge transfer resistance) pres elektrodovou dvouvrstvu. Jinak feeno, povrchovy
potencial elektrody Cerpa ionty z roztoku, ¢imz zapficini vznik dvouvrstvy a zpusobi tak
odpor prenosu naboje Rct pres tuto vrstvu. Odpor prenosu ndboje je parametr, ktery
charakterizuje elektrochemické choviani studované pracovni elektrody. Lokéalni
maximum Nyquistova diagramu je dano souctem Rs a Rcr s minimalnim pfispénim
imaginarni Casti a je zdvislé na koncentraci elektrolytu. Hodnoty lokdlnich maxim
odeCtenych z Nyquistova diagramu pfipravenych elektrod jsou uvedeny v tabulce
(Tabulka 4). Parametry charakterizace EIS byly nasledné simulovany pomoci

ekvivalentnich obvodu, které budou popsany v nasledujici kapitole 5.3.5.5.

Tabulka 4: Parametry lokdlniho maxima Nyquistova diagramu pro a vSechny typy
nanostrukturovanych elektrod (A-E) a hladkou zlatou elektrodu (F).

- —_ | W w @ - A E, L
yp elektrody ;g E X % = Ti E—i § .§ 'g"ﬁ 3 EC_}
~F2la |gF |=FE g E

A: 100 nm Al, 2 pulzy, 53 V 100 359 47,12 252 47,12
Vyska nanokopecku: 20-30 nm 706 1263 10,67 74 10,67
Prumér nanokopeékﬁ: 50-60 nm 1413 2371 3,51 35 3,51
B: 100 nm Al 5 pulzii, 53 V 100 491 74,96 297 74,96
Vyska nanosloupkii: 80-90 nm 706 1263 | 15,79 108 15,79
Prumér nanosloupkﬁ: 55-65 nm 1413 2371 6,11 63 6,11
C: 100 nm Al, 10 pulzi, 53 V 100 491 | 4840 300 48,40
Vyska nanosloupkii: 130-140 nm 706 1263 | 16,82 114 16,82
Prumér nanosloupkﬁ: 55-65 nm 1413 2371 6,37 59 6,37
D: 500 nm Al 10 pulzi, 53 V 100 359 | 48,22 247 48,22
Vyska nanosloupki: 190-210 nm 706 1263 9,71 71 9,71
Prumér nanosloupkﬁ: 60-70 nm 1413 2371 3,54 35 3,54
E: 100 nm Al, 2 pulzy, 50 V 100 262 73,93 255 73,94
Vyska ,,nanosklenicek*: 130-150 nm 706 1263 10,58 60 10,58
Pramér ,,nanoskleniéek“: 50-60 nm 1413 1730 5’33 42 5’34
100 673 75,70 512 75,70

F: Plocha zlata vrstva 706 2371 13,53 174 13,53
1413 3248 5,86 89 5,86
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5.3.5.3 Elektrochemickd charakterizace cyklickou voltametrii

Elektroaktivni plocha, ktera predstavuje skute¢nou oblast podilejici se na procesech
probihajicich mezi elektrodou ponofenou do elektrolytu a objemem roztoku, je jednim
z nejdulezitéjSich pojmi v elektrochemii. Elektroaktivni plocha elektrod je ovliviiovana
elektrodovym materidlem, drsnosti a smacivosti povrchu. V poslednich letech se ke
zvySeni elektroaktivni plochy hojné vyuziva nanostruktur umisténych na povrch elektrod.
Vysledna elektroaktivni plocha se tak miize vyrazné lisit od geometricky zméfené plochy
elektrody, jak jiz bylo uvedeno dfive.

Pro vyhodnocovéni velikosti elektroaktivnich ploch pracovnich elektrod je mimo jiné
bézné vyuzivana cyklické voltametrie provedena v redoxnim elektrochemickém systému
(viz. podkapitola 2.3.2.2). V této studii byla CV analyza provedena v 0,1M chloridu
draselném se tfemi riznymi koncentracemi redoxniho paru ferro—ferrikyanidu draselného
(2,5 mM, 5 mM, 7,5 mM). Vyhodnoceni vysledka cyklické voltametrie mize odhalit
skutecnou penetraci elektrolytického roztoku mezi zlaté nanostruktury, kdy vyssi pik
cyklického voltamogramu (zavisly téz na koncentraci) znaci vyssi elektroaktivni odezvu.
Vysledky jsou nejpresné€jsi, kdyz systém spliiuje podminku reverzibility, tj. kdyz
reverzibilni systém zahrnuje katodické a anodické piky se vzdalenosti potenciali mensi
nez 0,59 V. V praxi je vSak vzdalenost mezi piky, zejména pak u nanostrukturovanych

elektrod vysSsi.

Elektroaktivni plocha byla uréena pomoci Randles—Sev&ikovy rovnice:
ipg = ipc = 2,687 -10°-n32- A-DY2-p1/2. ¢, Rovnice 23

kde ipq a ipc jsou vysky CV pikd, n je poCet prenasenych iontt (v tomto pfipade rovno 1),
A je elektroaktivni plocha [cm?], D je difuzni koeficient [cm?xs™'], v je rychlost skenovan{
[Vxs'] a ¢ je koncentrace elektrolytického roztoku [Mxdm™]. Vypo¢itané priimérné
elektroaktivni plochy jsou vypsdny v tabulce (Tabulka5). Je dilezité zminit, Zze
geometricka plocha v§ech pripravenych elektrod je cca 0,07 cm?.

Podle vysledku cyklické voltametrie (Obr. 59, obr. 60 a Tabulka 5) roste vypoctena
elektroaktivni plocha s délkou nanosloupka a tim tedy i s poctem depozi¢nich pulzu.
Prekvapiveé, velkou elektroaktivni plochu vykazovaly nanostrukturované elektrody
pokryté tzv. ,nanoskleniCkami“. Jejich elektroaktivni plocha se blizila strukturam
s nejvétsim poctem pulsi (nejvy$§im nanostrukturam). A to pii pouhych dvou
depozicnich pulzech. Divodem tohoto jevu je rozdilny tvar nanopora, které byly pred
depozici rozsifeny leptanim v kyseliné fosforecné. Rozsifené konce nanoportu zapiicini

to, Ze pfi niz§im pocCtu pulzt je mozné nadeponovat do nanoport vétsi mnozstvi zlatého
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materidlu. Nejvetsi elektroaktivni plocha byla ov§em zméfena pro hladkou elektrodu bez
nanocastic, coz muze byt vysvétleno tim, ze elektroda je tvofena pouze vrstvou zlata.
Meéfteny signal je zde veden pouze pies zlato, a tak cestou nedochdzi ke ztratdm signalu
z procesu na elektrodovém povrhu v porovndni s nanostrukturovanymi elektrodami, kde
signal vznika na zlaté nanostruktufe, je veden zlatou nanostrukturou az do substratové
wolframové vrstvy, z ni pfechazi do neanodizované vrstvy hliniku a tam je kontaktovan
s méfici celou, ktera je pfipojena k potenciostatu. L.ze predpokladat, ze v misté rozhrani
zlaté nanostruktury a wolframu mohla pfi vyrobnim procesu nartst tenka vrstva oxidu,
ktera vytvari dalsi prechod (kov — izolant — kov), ktery zpusobuje odpor a snizuje tak
detekovany signal. Z méfenych vysledku je také mozno predpokladat, Ze nanostruktury
s vétsi délkou cca nad 210 nm (vice nez 10 depoziCnich pulzil) by mohly mit lepsi
elektrochemické vysledky a wvyss§i vypocitanou elektroaktivni plochu. Vysledky
voltametrickych méteni pro vSechny typy elektrod jsou uvedené v ptiloze B.

Tabulka 5: Porovnani priomérnych elektroaktivnich ploch dopoctenych dle Randles—Sevcikovy

rovnice riiznych typu nanostrukturovanych elektrod a zlaté elektrody bez nanocastic.

Elektroaktivni plocha

Typ elektrody [em?]

A: 100 nm Al 2 pulzy, 53 V
Vyska nanokopeckt: 20-30 nm 1,32
Primér nanokopecki: 5060 nm

B: 100 nm Al 5 pulzd, 53 V

Vyska nanosloupki: 80-90 nm 1,34
Primér nanosloupkt: 55-65 nm

C: 100 nm Al, 10 pulza, 53 V
Vyska nanosloupki: 130-140 nm 1,45
Primér nanosloupkti: 55-65 nm

D: 500 nm Al, 10 pulzgd, 53 V
Vyska nanosloupkti: 190-210 nm 1,80
Primér nanosloupkt: 60-70 nm

E: 100 nm Al 2 pulzy, 50 V
Vyska , nanosklenicek*: 130—150 nm 1,69
Pramér ,,nanoskleni¢ek*: 50-60 nm

F: Hladka zlata elektroda 1,85
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Obr. 59: Cyklicky voltamogram zlatych nanostrukturovanych elektrod pripravenych depozict
s 5 pulzy do aluminové masky ze 100 nm Al (Tabulka 3-B).
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Obr. 60: Cyklicky voltamogram pro zlaté nanostrukturované elektrody tzv. ,, nanosklenicky *
pripravené depozict s 2 pulzy do aluminové masky ze 100 nm hliniku po proleptdni pori
(Tabulka 3-E).

Dalsim dilezitym parametrem v elektrochemickém voltametrickém méfeni je stabilita
elektrodového systému, coz znamena reverzibilitu méfenou v pfitomnosti redoxni sondy.
Hladka zlata elektroda projevovala ocekdvané chovani standardniho reverzibilniho

systému. Nanostrukturované elektrody vytvorené za pouziti anodické aluminové masky
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ze 100 nm tlusté hlinikové vrstvy se chovaji reverzibilné, ale vzdalenost maxim pika je
vetsi ve srovnani s plochou zlatou elektrodou. Kiivky pro nanostrukturované elektrody
s tzv. sklenickami a elektrody pfipravené depozici s 10 pulzy nevykazuji reverzibilni
chovani. Vysledkem téchto méfeni je vyrazné mensi a odlisné tvarovany anodicky pik v

porovndni s katodickym pikem.

5.3.5.4 Elektrochemickd charakterizace po biomodifikaci MUA

Kyselina 11-merkaptoundekanova (MUA) byla pouzita jako biomodifikacni Cinidlo
pro modifikaci nanostrukturovanych elektrod a hladké zlaté elektrody karboxylovymi
funk¢nimi skupinami, které by v budoucnu mély slouzit jako mista pro potencidlni
navazani dalSich biomolekul. Modifikace byla provedena ponofenim pfipravenych
povrchi na 24 h do SmM 11-merkaptoundekanové kyseliny rozpusténé v absolutnim
etanolu. Poté byly elektrody oplachnuty etanolem a osuseny. Po této modifikaci bylo
pozorovano zvySeni hodnot realné Casti impedance a delsi difuzni €asti impedance.
Vybrané prubéhy jsou zobrazeny na obr. 61 a obr. 62, prubéhy pro vSechny méfené
povrchy 1ze pozorovat v piiloze C. Nejvyraznéjsi zvysSeni impedance bylo pozorovano u
nanostrukturované elektrody pfipravené depozici s 10-ti pulzy. Naopak v pfipadé hladké
zlaté elektrody byla zména pulkruhovité Casti Nyquistova diagramu po modifikaci
merkaptoundekanovou kyselinou zanedbatelna. Bylo vSak pozorovano prodlouzeni

difuzni ¢ésti prabehu.

3.0
{D —— Pufr

25 —— MUA

2.0 1

1.5 1

-Im [kQ]

1.0 1 .
0.5

0.0

T T T L T T T T

00 05 10 15 20 25 30
Re [kQ)]

Obr. 61: Nyquistitv diagram nanostrukturované zlaté elektrody pripravené 10-ti pulzy do
aluminové masky z 500 nm vrstvy hliniku (viz. Tabulka 3-D) po modifikaci

11-merkaptoundekanovou kyselinou.

—906 —



NANOSTRUKTUROV ANE MATERIALY NA BAZI ALUMINY PRO ELEKTROCHEMICKE SENZORY A BIOSENZORY

1 E ——Pufr
20 —— MUA
1.5+
a
=,
_g 1.0
0.5 2 2
00 T T T v T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Re [kQ]

Obr. 62: Nyquistiiv diagram nanostrukturované zlaté elektrody pripravené 2 pulzy do
aluminové masky ze 100 nm vrstvy hliniku s rozSirenymi pory — tzv. ,, nanosklenicky * (viz.

Tabulka 3-E) po modifikaci 1 1-merkaptoundekanovou kyselinou.

Po modifikaci elektrod MUA byla provedena analyza pomoci cyklické voltametrie
obdobné jako pred modifikaci. Proudova odezva voltamogramu poklesla oproti odezvé
méfené pred modifikaci u vSech nanostrukturovanych elektrod. Vybrané voltamogramy

jsou zobrazeny na obr. 63 a obr. 64. Tento fakt potvrzuje zachyceni MUA na povrchu.
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Obr. 63: Cyklicky voltamogram nanostrukturované zlaté elektrody pripravené 10-ti pulzy do
aluminové masky z 500 nm vrstvy hliniku (Tabulka 3-D) po modifikaci

11-merkaptoundekanovou kyselinou.
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Obr. 64: Cyklicky voltamogram nanostrukturované zlaté elektrody pripravené 2 pulzy do
aluminové masky ze 100 nm vrstvy hliniku s rozSiFenymi pory — tzv. ,, nanosklenicky
(Tabulka 3-E) po modifikaci 1 1-merkaptoundekanovou kyselinou.

Prubehy pro vSechny méfené povrchy lze pak pozorovat v piiloze D.

5.3.5.5 Simulace ndahradniho obvodu

Polokruhovité Casti nameéfenych impedancnich pribéhti byly prokladany
jednoduchym impedanénim ndstrojem implementovanym v programu Nova. Tato
analyticka metoda pouziva zjednoduseny Randlesiv obvod (Obr. 65) s nasledujicimi
parametry: Rs jako aktivni odpor elektrolytu mezi pracovni elektrodou a pomocnou
platinovou elektrodou, prvek s konstantni fazi (CPE — z angl. Constant Phase Element) a
Rcr jako odpor prenosu naboje. Prvek s konstantni fazi (CPE) v obvodu nahrazuje
parametr prenosu naboje a prvek kapacity dvouvrstvy.

CPE
2
S .

R, L —

| I

RCT

Obr. 65: Ndhradni elektricky obvod.

Dutivodem pouziti prvku s konstantni fazi je nehomogenita povrhu elektrod zptisobena

pfitomnosti nanostruktur. Z tohoto divodu je velmi obtizné najit nahradni obvod pro
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vSechny typy nanostrukturovanych elektrod s vysokou piesnosti. Interpretace pomoci
bézného Randlesova modelu pro idealni elektrochemicky systém v tomto ptfipadé neni
vhodnd [117]. Povrchova modifikace ve formé nanostruktur zptisobuje deformaci difuzni
casti Nyquistova diagramu v podobé napiiklad sférickych nebo linearnich difuzi.

Nicméné v této studii nebyla difuzni ¢ast modelovana.

Vzorec pro vypocet nedokonalého prvku konstantni faze (zde oznaceno jako Q) je

ndsledujict:
1 .
Q=—-(GJw)™, Rovnice 24
0

kde Q je kapacitance, j je imaginarni jednotka, o je thlova frekvence a n je Cislo mezi 0
a 1 [118]. Pokud je n=1, Q je idedlnim kapacitorem, pokud je n=0; Q je rezistorem. Pokud
je n=0,5, Q odpovida Warburgové impedanci (difuzni ¢ast je linearni se sklonem 45°).
Obecné je chovani prvku s konstantni fazi spojeno s rozlozenim reaktivity na povrchu
elektrody, nehomogenitou a drsnosti povrchu, fraktdlni geometrii a poréznosti elektrod,
distribuci proudu a potencidlu spojenou s geometrii elektrod [50]. Pro vyhodnoceni
chovani jednotlivych typu elektrod byly porovnavany hodnoty Rcr ze simulovanych
nahradnich obvodi a vypocitané hodnoty Cpr (nejniz§i hodnota imaginarni casti
impedance v pulkruhu a tomuto bodu odpovidajici frekvence) pomoci vzorce. Hodnoty
odectené z ndhradnich obvodu a urCené vyuzitim rovnice pro vypocet Q jsou vypsany
v tabulce (Tabulka 6).

5.3.5.6 Zdvér

Bylo porovnano pét typt zlatych nanostrukturovanych povrcha elektrod s riznymi
tvary a velikostmi nanostruktur pfipravenych pulzni depozici zlata do masky z oxidu
hlinitého vyrobené anodickou oxidaci hliniku. Tfi typy pfipravenych elektrod byly
modifikovany zlatymi nanosloupky raznych vysek, Ctvrty typ nanostrukturovanych
elektrod byly tzv. , nanokopecky* a posledni typ elektrod byl pokryt nanostrukturami ve
tvaru tzv. ,nanoskleni¢ek”, coz bylo zpisobeno proleptanim horni Casti nanopéru
aluminové masky. Pro porovnani vysledkii s nanostrukturovanymi elektrodami byla
ptipravena hladka zlata elektroda bez nanostruktur. VSechny pfipravené elektrody byly
elektrochemicky studovany pomoci cyklické voltametrie za pfitomnosti redoxniho paru
ferro—ferrikyanidu draselného a elektrochemickou impedancni spektroskopii méfenou ve
standardnich vodivostnich roztocich. Vysledky EIS pro nanostrukturované elektrody
ukazaly, ze modifikace nanostrukturami zpasobi zakfiveni difuzni Casti Nyquistova
diagramu, zatimco u vysledkl pro hladkou zlatou elektrodu bez nanocastic je difuzni Cast
impedanc¢niho spektra linearni. Dle vysledkii méfeni EIS na vysokych frekvencich (Cast
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pfenosu naboje) vykazuji nanostrukturované elektrody niz§i hodnoty realné Ccasti
impedance, coz znaci vyssi vodivost. Z vysledkt CV byly odecteny hodnoty proudovych
odezev a hodnocena reverzibilita elektrochemického systému. Nejlepsi vysledky byly
pozorovany na zlaté elektrod¢ bez nanocastic a elektrodé modifikované nanosloupky o
nejvetsi délce (10 pulzt, maska z 500 nm Al).

Tabulka 6: Parametry ziskané ze simulace nahradniho obvodu pro zlaté nanostrukturované

elektrody a hladkou zlatou elektrodu.

I - 3
> = - =
Typ elektrody "§ é 3 =) § %} S § 2 %} Z hé
> = = < > S v =9
T4
A: 100 nm Al, 2 pulzy, 53 V 100 2,75 48,00 3,11
Vyska nanokopeckt: 20-30 nm 706 0,77 9,55 10,24
Primér nanokopeckt: 5060 nm 1413 0,40 2,98 21,94
B: 100 nm Al, 5 pulzd, 53 V 100 3,06 72,60 1,75
Vyska nanosloupki: 80-90 nm 706 1,18 14,60 7,02
Primér nanosloupkt: 55-65 nm 1413 0,70 5,25 12,66
C: 100 nm Al, 10 pulz, 53 V 100 1,10 45,80 1,89
Vyska nanosloupki: 130-140 nm 706 0,04 15,70 4,98
Primér nanosloupkt: 55-65 nm 1413 0,55 5,69 11,17
D: 500 nm Al, 10 pulz, 53 V 100 1,41 47,20 2,20
Vyska nanosloupki: 190-210 nm 706 0,79 8,60 10,85
Primér nanosloupkt: 60-70 nm 1413 0,54 3,02 2251
E: 100 nm Al, 2 pulzy, 50 V 100 1,59 68,70 2,39
Vyska , nanosklenicek: 130—150 nm 706 0,34 10,20 10,80
Primér ,,nanosklenicek“: 50-60 nm 1413 0,77 4,48 15,93
100 5,25 75,80 1,41
F: Hladka zlata elektroda 706 0,30 13,50 6,89
1413 0,72 4,96 12,92

V dalsim kroku byly nanostrukturované elektrody a zlatd elektroda bez nanocastic
oSetfeny adsorpci kyseliny merkaptoundekanové pro studium elektrochemického chovani
pfed a po modifikaci thiolovymi skupinami, coz je uzite¢né pro ptipadné konstrukce
biosenzord. Bylo zjisténo, ze modifikace elektrod merkaptoundekanovou kyselinou
zpusobi niz§i proudovou odezvu v cyklické voltametrii a zvySeni realnych hodnot
lokdlnich maxim ve vét§iné impedancnich kiivek. Toto elektrochemické chovani bylo
ocekavano. Bylo shledano, ze dalsim divodem nedokonalosti nanostrukturovanych
elektrod muze byt vicevrstva struktura elektrod (zlaté nanostruktury na wolframové
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vrstve€), kdy pfechody mezi jednotlivymi materidly mohou mit za nésledek ztratu /
utlumeni detekovaného signdlu. Ztéto studie vyplyva, ze nejvyhodnéjSim typem
nanostrukturovaného povrchu se jevi elektrody modifikované tzv. , nanosklenickami* a
elektrody s nanosloupky vytvotenymi 10 ti pulzy. Zminéné elektrody se zdaji byt vhodné
pro zvySovani elektroaktivni plochy, a tedy vhodné i1 pro vyuziti v biosenzorické oblasti.
[54]

5.4 Priprava a charakterizace nanoporéznich membran z aluminy

Tato Cast prace se zabyva piipravou a studiem propustnosti nanoporéznich membran
na bazi aluminy pfipravenych anodickou oxidaci hlinikové folie, pii které vznikaji

hexagonalné usporadané rovnobézné nanopory.

Problematicka detekce nékterych latek pomoci miniaturizovanych senzort casto
souvisi se Spatnou selektivitou té€chto senzord. V analytu se tak ¢asto nachazi latky, které
potla¢uji nebo primo =zastifiuji latky detekované. Ukazuje se, ze pravé membrany
z nanoporézniho oxidu hlinitého predstavuji slibny nastroj pro tfidéni (bio)molekul nebo
filtraci a Cisténi latek pred jejich vlastni detekci. AAO je jedineény material, ktery se
vyznacuje pravidelnou samouspotradanou strukturou s pomérné nizkymi naklady na
ptipravu. Velkou vyhodou je, Ze se jedna o material hydrofilni, chemicky stabilni,

nevodivy, bioinertni a biokompatibilni. [119-121]

Jak jiz bylo popsano v kapitole 2.5, anodickou oxidaci mizeme pfipravit membrany
s prumérem pord od 4 nm do 250 nm a tloustkou od 1 um do nékolika desitek
mikrometr(i. Jejich rozméry lze snadno fidit zménou experimentalnich podminek
(anodizacni napéti, hustota proudu, délka anodizace, typ elektrolytu). Nanopdry jsou

rovnomeérné rozlozené, rovnobézné a kolmé k povrchu. [122]

5.4.1 Vyroba nanoporéznich AAO membran

Postup pfipravy nanoporéznich membran na bazi aluminy je zndzornén na obr. 66.
Schéma a popis aparatury, kterd byla vyuzita pro anodizace membran je a popsdna
v podkapitole 4.4.1. Vysledné parametry pfipravenych membran, jako je naptiklad
homogenita rozlozeni pori v membranach, velikost porti a tloustka membran, jsou
zavislé na kvalité vychoziho hlinikového materialu a postupu piipravy (délka anodizace,
typ anodizacniho elektrolytu, teplota a dalsi), jak jiz bylo uvedeno v podkapitole 2.5.

V prvnim kroku vyroby byl surovy hlinikovy plech o vhodnych tloustkach
(99,999 % Al, Goodfellow, UK) nafezan na pozadovanou velikost a elektrochemicky

lestén (Obr. 66, A). Lesténi je dilezitym a nezbytnym krokem pied samotnou anodizaci.
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Jak lze pozorovat na obr. 67, nelestény hlinikovy plech obsahuje velmi nehomogenni
povrch plny ryh, trhlin a dal§ich vad. V dalsim kroku ptedpfipravy (tzv. pretreatment) byl
surovy hlinikovy plech pozadovaného rozméru oplachnut acetonem, aby doslo k jeho
odmasténi a poté byl omyt v demineralizované vode¢.

- C

A B
-
D E -
- -

e Al Al.O5

Obr. 66: Postup pripravy nanoporéznich membran: predprFiprava surového materidlu (A), prvni
krok anodizace (B), odstranéni aluminy vzniklé p¥i prvni anodizaci (C), druhy krok anodizace

(D), odstranéni neanodizované Al vrstvy (E), odleptani bariérové vrstvy a otevieni nanopori

(F).

P

SEM HV: 15.00 WD: 2.935 mm MI\\ TESCAN
Viewfleld: 216.7 ym  Det: InBeam 50 prm -
SEM MAG: 1.00 kx

SEMHV: 1500 k¥ WD: 2.843 mm I MIRAW TESCAN
View fleld: 43.34 ym  Det: InBeam 10 pm i

LabSensNano n SEMMAG: 5.00 kx LabSensNano n

Obr. 67: SEM snimek struktury surového hlinikového plechu.

Nasledovalo elektrochemické lesténi ve smési etanolu a kyseliny chloristé zchlazené

na 4 °C pii napéti 20 V po dobu 90-ti sekund. Na snimcich z rastrovaciho elektronového
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mikroskopu lze pozorovat strukturu hlinikového plechu po elektrochemickém le§téni
(Obr. 68). Po provedeni elektrochemického lesténi byla jedna strana pokryta vrstvou
PDMS (Polydimethylsiloxan) proto, aby anodizace probihala pouze zjedné strany
hlinikového plechu.

SEM HV: 15.00 WD: 2477 mm MIRAW TESCAN
View fleld: 21.67 ym Det: InBeam 7
SEM MAG: 10,00 k¢

SEM HV: 15.00 kv WD:4.951 mm MIRAW TESCAN
View field: 1.083 pm SEM MAG: 200.00 kx 200 nm 7
SEMMAG: 200.00 kx  Date(m/dAy): 07/07/11

LabSensNano u LabSensNano n

Obr. 68: SEM snimek hlinikového plechu po elektrochemickém leSténi.

Poté nasledovalo provedeni prvniho kroku anodizace (Obr. 66, B). Prvni anodizace
slouzi pouze k dalsi upravé povrchu proto, aby nasledné vzniklé pory mohly vznikat
homogenné a nartistat kolmo k povrchu (sméru anodizace) a byt uniformni. Prvni
anodizace trva kratsi dobu (cca 30 minut az 2 hodiny), je provedena ve stejném
elektrolytu a za stejnych experimentdlnich podminek, jako ndslednd druhd anodizace.
V této praci byla jako elektrolyt pouzivand 1M kyselina sirovd zchlazend na 5° C
(anodizacni napéti 10 V, 20 V) a 0,3M kyselina stavelova zchlazend na 7 °C (anodizacni
napéti 30 V, 40 V, 50 V, 60 V). Po ukonceni prvni anodizace je vznikly mén¢ uspotfadany
oxid hlinity odleptan ve smési 4,2% kyseliny fosfore¢né a 3% oxidu chromovém. V tomto
kroku byl ziskdn prestrukturovany homogenni povrch s malymi nanodilky po
odleptaném oxidu, které slouzi jako matrice pro druhy krok anodizace (Obr. 66, C).
Dalsim krokem pfipravy membran z oxidu hlinitého byla druha fize anodizace, kterd byla
provadéna za stejnych experimentdlnich podminek jako prvni anodizace. Délka
anodizace se lisila v zdvislosti na tom, jaky byl pozadavek na vyslednou tloustku
membrany a primeér nanoporu. Dle pozadovanych parametri byl zvolen typ elektrolytu a

velikost anodiza¢niho napéti.

Poslednim krokem ptipravy membran byl takzvany postreatment (Obr. 66, D, E).
Tento krok se sklddal z odstranéni PDMS vrstvy na spodni strané vzorku jejim

rozpusténim v acetonu, naneseni PDMS vrstvy na druhou stranu vzorku (strana
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s otevienymi pory, kde PDMS vrstva chrdni povrch pred dalSim proleptanim) a odleptani
neanodizovaného hliniku v 17% kyselin€ chlorovodikové s pridavkem dihydratu chloridu
médnatého (Obr. 66, E). Odleptini neanodizované vrstvy hliniku odhalilo spodni
uzaviené Casti nanoporu — tzv. bariérovou vrstvu (Obr. 69), kterou je tfeba proleptat a

pory tim otevrit.

SEM HV: 15.00 kv WD: 4.663 mm MIRAW TESCAN
Viewfeld: 2.167 ym  Det: InBeam
SEM MAG: 100.00 kx

SEMHV: 15.00 kV WD: 4,865 mm MIRAW TESCAN
View field: 1.445 ym  Det: InBeam i
SEM MAG: 150.00 kx

LabSensNano n

LabSensNano n

Obr. 69: SEM snimek spodni (bariérové) vrstvy membrdn pred jejim odleptdnim.

Odstranéni bariérové vrstvy je provedeno leptanim ve smési oxidu chromového a
kyseliny fosfore¢né. Nakonec byla v acetonu rozpusténa vrstva PDMS z druhé strany
membrany a tim byly ziskdny membrany s oboustranné otevienymi nanopoéry (Obr. 66,

F). Vybrané ptipravené membrany je mozno pozorovat na obr. 70, obr. 71.

Pro dal$i studium vlastnosti membran byly membrany zalévany do polymerni hmoty
s vyuzitim teflonové zalévaci formy (viz. obr. 27), jak bylo uvedeno v podkapitole 4.4.6.
Je tfeba zminit, Ze tento krok byl pro ptipravu vzorkt zna¢né rizikovy, protoze bylo tieba
aluminové membrany do teflonové cely pevné utdhnout, aby se zalévaci hmota nedostala
na vymezenou plochu vzorku, kterd byla dile studovana. To u fady vzorka zptsobilo
prasknuti membrany, jelikoz vSechny membrany nebyly dokonale rovné, protoze

v prubéhu piipravy dochézelo k jejich prohybani.

U pfipravenych vzorki membran byly ddle studovany jejich difuzni vlastnosti.

Fotografii pripravenych zalitych vzorkdi membran Ize vidét na obr. 28.
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SEMHV- 1250 KV WD: 15.16 mm MIRAW TESCAN
View fleld: 3.748 ym  Det: BSE -
SEM MAG: 57.80 kx  Date(m/d/y): 01/14/15

SEM HV: 1250 kV WD: 15.16 mm MIRAW TSCAN
View field: 2167 ym  Det: BSE 500 nm v
SEM MAG: 100.00 kx  Date(m/dAy): 01/14115

LabSensNano n

LabSensMano n

Obr. 70: SEM snimek pripravenych membran: Vzorek 1 — priumér nanoporii 100 nm, tloustka
membrdny 160 um, anodizace v 0,3 M (COOOH),, 40V, 20 h.

SEM HV: 12,50 kv WD: 15.08 mm MIRAYN TESCAN
View field: 4334 ym  Det: BSE 7
SEM MAG: 66.67 kx  Date{m/dfy). 01/14/15

SEMHV: 1250kV  WD: 15.07 mm Lot ] MIRAW TESCAN
Viewfleld: 1445 ym  Del: BSE 200 nm i
SEM MAG: 150.00 kx Date(m/d/y): 01/14/15

LabSensNano u

LabSensNano n

Obr. 71: SEM snimek pripravenych membran: Vzorek 3 - prismér nanoporii 50 nm, tloustka
membrdny 103 um, anodizace v 0,1 M HSO4, 20V, 20 h.

5.4.2 Studium propustnosti membran

Tenké dvourozmérné nanostrukturované filmy se hojné pouzivaji pro vyvoj celé fady
senzord, zejména biosenzord. Rostouci zajem o vyuziti nanoporéznich materialli pfi
senzorické analyze je dan hlavné jejich specifickou propustnosti, ktera je primarn¢ urcena
velikosti a tvarem pord. Tyto dulezité parametry lze ovlivnit Gipravou procesu piipravy,
jak bylo zminéno vyse. Nezbytnym predpokladem pro praktické vyuziti nanoporéznich
membrdn je jejich charakterizace, zejména s ohledem na jejich transportni vlastnosti —
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stanoveni kritické velikosti Castic, které jsou schopny nerusené prochdzet membréanou.
Slibnou metodikou pro studium pronikdni vybrané difuzni sondy prfes nanoporézni
membrany je technika vyuzivajici difuznich cel. Z difuze vhodné sondy (v tomto piipadé
chloridu draselného) skrz ptipravené nanoporézni membrany byly ze zmény koncentrace
vybrané difuzni sondy v akceptorové casti difuzni cely vypocitany zékladni transportni
parametry (efektivni difuzni koeficient). Zména koncentrace byla stanovena zménou

vodivosti.

Obdobné experimenty byly provedeny jiz dfive. Naptiklad Kipke a Schmid studovali
difuzni procesy realizované pres aluminové membrany s velikosti pora v rozmezi 20 az
200 nm s vyuzitim organického barviva krystalické fialové (C.I. 42555) zapouzdiené v
miceldch dodecylsulfatu sodného (SDS). K realizaci transportnich experimentt pouzili
horizontdlni difuzni celu (Franzovu difuzni celu). Ve svych experimentech ale

nezaznamenali zadny vliv §itky port na rychlost prenosu latek pres membranu. [62]

Romero et al. studovali penetraci chloridu sodného ptes nanoporézni AAO membrany.
Studovali pfedevsim interakce mezi difuznimi sondami (nizkomolekuldrnimi iontovymi

slouCeninami) s membranami z oxidu hlinitého. [123]

V této prici bylo studium propustnosti provedeno ve spoluprici s kolegy z Fakulty
chemické v rdmci projektu Interni grantové agentury VUT v Brné¢ FCH/FEKT-J-15-2663
,,Vyvoj senzorti na bazi nanoporéznich membran s fizenou iontovou propustnosti*, kteti
maji s obdobnymi méfenimi bohaté zkuSenosti. Ti jiz dfive studovali mobilitu
methylenové modfi ve vzorcich hydrogeli s pfidavkem huminovych kyselin. Toto
kationtové barvivo je schopné interagovat s aniontovymi supramolekuldrnimi
huminovymi kyselinami a l1ze vypocitat zakladni difuzni parametry, jako je efektivni
difuzni koeficient, doba praniku (doba prodlevy) a sorp¢ni kapacita agar6zového

hydrogelu s nebo bez pfidani huminovych kyselin. [124, 125]

V této studii byla stanovena permeabilita riznych aluminovych membran v celach s
horizontdlni difuzi, které byly popsdny v podkapitole 4.4.8 a to sledovanim zmény
koncentrace vybrané difuzni sondy pfes membrany. Jako vhodna difuzni sonda byl zvolen
chlorid draselny (KCl), jakozto zdstupce nizkomolekuldrnich iontovych sloucenin.

Zmeéna koncentrace byla stanovena vodivostnim méfenim.

Pro studium difuznich vlastnosti membran byly vybrany vzorky, jejichz parametry
vyroby, tloustky membran (stanovené profilometrii a rastrovacim elektronovym
mikroskopem) a drsnosti povrcht (stanovené elipsometricky) jsou uvedené v tabulce
(Tabulka 7).

Tabulka 7: Vyrobni parametry vzorkii pro studium difuznich viastnosti.
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AAO Anodizaéni | Anodiza¢ni éas Tlou$t'ka Prumér | Drsnost

membrany napéti elektrolyt | anodizace | membran poru povrchu
0,3M )

Vzorek 1 40V (COOH), 20 hodin 160 £5um | 100 nm 3,4 um
0,3M )

Vzorek 2 40V (COOH), 6 hodin 43 £2 um 70 nm 4,4 um

Vzorek 3 20V 1 M H,SOyq4 20 hodin 103 £ 2 uym 50 nm 0,5 um

Z dat uvedenych v tabulce (Tabulka 7) Ize vyvodit, ze drsnost aluminovych membran
byla ovlivnéna zejména zménou anodizacniho elektrolytu, ktery ma vyrazny vliv na
velikost nanoporti. Vzorek 3 byl pfipraven anodizacnim procesem v kyseliné sirové
namisto dalSich vzorku, které byly pfipraveny anodizaci v kyseliné §tavelové a vykazuje
vyrazné niz8i drsnost ve srovnani se v§emi ostatnimi vzorky. Znalost drsnosti je jednim z
nejdualezit€jSich parametrti pro piesny popis difuznich procesi. Vzorky 1 a 2 maji vétsi
nanopory v porovnani se vzorkem 3 (viz tabulka 7), coz mizeme pozorovat na obr. 70 a
obr. 71.

5.4.2.1 Zkousky iontové propustnosti

Jednoduché difuzni experimenty byly provedeny v difuznich celich (Obr. 29) za

ucelem vyhodnoceni propustnosti pfipravenych membran modelovani

pro
nizkomolekularnich iontt. Prinikové kiivky urCené pro difuzi chloridu draselného jsou
uvedeny v grafu zavislosti vodivosti na ¢ase (Obr. 72). Je ziejmé, ze strukturni rozdily
testovanych membran vedly k odpovidajicim zménam bariérovych vlastnosti. Regrese
linearné rostouci Casti prulomové kiivky poskytuje dva dulezité parametry, které

umoziuji kvantitativni hodnoceni transportnich vlastnosti membran.

120
® vzorek 1 y= ORE]S-OC?};-Q 32,648
100 | e Vzorek 2 T
< o Vzorek 3
£
3] a0 -
7]
£
— 60 - y = 0,0155%- 5,8874
0 R? =0,9988
S
= 40
b
20 -
= 0,0088x- 7,1793
0 : . . . R2 =|O,9565
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Cas [s]
Obr. 72: Prinikové kiivky urcené pro difuzi chloridu draselného.

- 107 -



NANOSTRUKTUROV ANE MATERIALY NA BAZI ALUMINY PRO ELEKTROCHEMICKE SENZORY A BIOSENZORY

Sklon rostouci Casti prunikové kiivky predstavuje hlavni experimentalni vysledek,
pokud jde o propustnost membrany. Dale by mél byt sklon zasadnim zpisobem ovlivnén

strukturou materidlu, zejména jeho pérovitosti, coz bylo experimentalné€ potvrzeno.

Sklon se zvysSuje se specifickym povrchem membran, jak je znadzorné€no v grafu na
obr. 73 - tj. s jejich rostouci mikroporozitou.

0.06
=0.05 - A
==
2
E 0.04 -
-
3
= 0.03 -
c
2
2-0'02 i P A Vzorek 1
=] ® Vzorek 2
x 0.01 - m
2 @ Vzorek 3
0 1 1 1 1 1
10 20 30 40 50 60 70

Specificky povrch [m2xg-]

Obr. 73: Sklon pritlomovych kiivek jako funkce specifické povrchové plochy.
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Obr. 74: Doba priniku jako funkce specifického povrchu.

Na druhou stranu, doba priniku (uréena jako prirtstek osy x regresni piimky) je Cas
potiebny rozpusténou latkou k priniku membranou. Doba priniku je ovlivnéna celkovou

tloustkou membrany v kombinaci s konkrétni cestou transportu rozpusténé latky v
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jednotlivych pdrech (tj. trajektorii transportu). Jak je vidét na dalsi zavislosti (Obr. 74),
nebyla nalezena zadna jasna korelace mezi Casy pruniku a odpovidajicimi tloustkami
membrany. To naznacuje, Ze se specificka difuzni cesta mize u jednotlivych membran
lisSit a to i navzdory skuteCnosti, ze se u AAO membran predpokladd jednoduse
trubicovity tvar pori membrany a pomoci SEM nebyly detekovany zadné vyznamné

rozdily v pramérech pora.

5.4.3 Shrnuti

Bariérové vlastnosti hlinifkovych membran byly studovédny technikou horizontdlni
difizni cely diftizi chloridu draselného. Bylo zji§téno, Ze schopnost pronikédni chloridu
draselného pres nanoporézni aluminové membrany siln€ zavisi na specifickém povrchu
(bylo pozorovano linearni zvySeni sklonu prialomové kiivky se zvétSenim specifického
povrchu). Také bylo zjisténo, ze propustnost silné zavisi na velikosti port a distribuci
pora ve struktufe membrany. Toto oCekavani bylo experimentalné potvrzeno korelaci
rastrovaci elektronové mikroskopie s difuznimi experimenty. Sklon kfivky pruniku je
nejnizsi pro membranu piipravenou anodizaci v kyselin€ sirové - vzorek 3 (viz. obr. 71),
ktery ma zcela odli§né rozdéleni pord, nejnizsi drsnost povrchu ve srovnani se vzorky

anodizovanymi v kyseling stavelové.
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6 Zavér

V predlozené dizertaCni praci byla zpracovana problematika zaméfend na zdkladni
vyzkum a vyvoj modernich nanostrukturovanych materiald na bazi aluminy sméfovany
k jejich vyuziti v elektrochemickych senzorech a biosenzorech. Nejdfive byla provedena
rozsahla reSerSe na téma pripravy a vyuziti nanoporézni aluminy jako levného a
efektivniho prostifedku pro piipravu usporadanych nanostrukturovanych AAO membran,
ale také jako prostiedku pro pripravu elektrod modifikovanych hexagonalné
usporadanymi poli nanostruktur, pfi jejichz vyrobé€ je nanoporézni alumina vyuzita jako
maska, do niz mohou byt deponovany rtizné materialy. Byla studovdna optimalizace
ptipravy nanoporézni aluminy metodou anodické oxidace hliniku za vzniku hexagonalné
usporadanych rovnobéznych nanoport a nasledné i postup piipravy nanostrukturovanych
elektrod metodou elektrochemické depozice zlata do pora AAO scilem zlepSeni
elektrochemickych  vlastnosti  vyslednych elektrod modifikovanych  zlatymi

nanostrukturami.

Prvni ¢ast prace plynule navazovala na poznatky ziskané v ramci feseni diplomové
prace. Zabyvala se vybérem optimalniho materidlu substriatové vrstvy potiebné pro
ptipravu elektrod modifikovanych zlatymi nanosloupky, studiem elektrochemickych
vlastnosti pfipravenych povrchi a vyuziti pfipravenych elektrod k detekci
protirakovinného 1é¢iva doxorubicinu, jako redlného analytu, metodou diferencné pulzni
voltametrie. Testovany byly dva typy materiald substratovych vrstev a to titan a wolfram.
Po anodizaci horni hlinikové vrstvy tak dochdzelo k pokracovani anodické oxidace téchto
naslednych vrstev. Titan se oxidoval za vzniku oxidu titani¢itého a wolfram za vniku
oxidu wolframového. V dal§im kroku byly takto vzniklé oxidové nanostruktury
odleptany. Tim mély vzniknout ve spodni ¢asti nanopéru tzv. ,nanodalky“, které by
slozily jako zdkladny pro budouci deponované zlaté nanostruktury, které jsou pak diky
nim vyrazné stabilngsi a odolngsi proti mechanickému poskozeni napf. pfi
elektrochemickych méfenich. Zde se titanova substratova vrstva projevila jako méné
vhodna, protoze struktury z oxidu titaniCitého se nikdy nepodafilo zcela selektivné
odleptat, aniz by se pfitom neponicila i aluminova maska. To potvrdily i ndsledné
elektrochemické charakterizace vyslednych nanostrukturovanych povrcha. Povrchy
pfipravené na titanu mély horsi elektrochemické vlastnosti a mensi stabilitu nanostruktur
v porovnani s povrchy pfipravenymi na wolframové vrstvé a to v dasledku pfitomnosti
problematicky odstranitelnych TiO2 nanocastic mezi zlatymi nanosloupky a substratovou
titanovou vrstvou, jak je uvedeno v kapitole 5.1. Od titanové substratové vrstvy bylo
proto upusténo a pro dalsi experimenty byla dale vyuzivana pouze vrstva wolframova, na
které byla uspeésné€ optimalizovana priprava nanostruktur, jak je uvedeno v kapitolach 5.2
as5.3.
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Dal§i ¢ast prace uvedend v kapitole 5.2 se zabyvala pfipravou nového a dosud
jedine¢ného typu nanostrukturovaného povrchu - nanostruktur ve tvaru tzv.
,hanosklenicek”, které vznikly proleptanim vrchni Casti nanoportu v pfipravené AAO
masce. Takto pfipravené nanostrukturované povrchy byly dale vyuzity pro studium vlivu
zihani pfi atmosférickém tlaku a zihani ve vakuu na elektrochemické vlastnosti elektrod.
U takto modifikovanych elektrod zihani byly metodou elektrochemické impedancni
spektroskopie studovany a vzajemné porovnavany jejich elektrochemické vlastnosti.
Predpokladalo se, ze zihani pfi atmosférickém tlaku zpasobi zoxidovani spodni
wolframové vrstvy a ta se pak nebude ucastnit dé€ji pii elektrochemickych méfenich.
Naopak u nanostrukturovaného povrchu osetiené¢ho zihanim ve vakuu se predpokladalo,
ze zihani zapficini lepsi propojeni wolframového a zlatého materialu a zlepsi se tak prenos
signdlu mezi zlatou nanostrukturou a substratovou vrstvou. Vzorky byly zihany v rozsahu
teplot od 100 °C do 800 °C pfi atmosférickém tlaku a v rozsahu teplot od 100 °C do
600 °C ptfi zihani ve vakuu, v obou pfipadech skrokem 100 °C. Elektronovym
rastrovacim mikroskopem byl pribézné sledovan vliv obou typt zihani na morfologii
testovanych , nanoskleni¢ek™. Jak je uvedeno v podkapitolich 5.2.1 a 5.2.2, nejvyssi
teplota zihani, pii kterém nanostrukturované povrchy nevykazovaly zadné strukturdlni
zmény, byla teplota 400 °C. Vzorky zihané pfi této teploté byly spolecné s nezihanymi
vzorky naddle elektrochemicky charakterizovdny a porovndvany. Bylo zji§téno, zZe
vyslednad elektroaktivni plocha vzorku zihaného pii atmosférickém tlaku klesla, coz mélo
za nasledek zvySeni impedance. Tento fakt tak pfinesl dvé mozné hypotézy o chovani
elektrod. Prvni hypotézou je, ze béhem zihani pti atmosférickém tlaku doslo k oxidaci
spodni wolframové vrstvy mezi nanostrukturami. To by rovnéz dokazovalo, ze spodni
wolframova vrstva se bézné ucastni elektrochemickych interakci a elektrolyt pronika
hluboko mezi nanostruktury a ucastni se elektrodovych procest. Druhou hypotézou je
moznost, ze doSlo k oxidaci nejen wolframové vrstvy mezi nanostrukturami, ale 1 casti
wolframové vrstvy pod nanostrukturami, ¢imz doslo ke zhorSeni pfenosu naboje mezi
zlatymi nanostrukturami a spodni wolframovou vrstvou. To by ov§em znamenalo, Ze se
spodni vrstva bézné nemusi ucastnit elektrochemickych déji, protoze elektrolyt bézné
nepronikd tak hluboko mezi nanostruktury. Ke zvyseni impedance by v tomto pfipadé
doslo pouze v dusledku zhorSeni vodivého kontaktu mezi , nanoskleni¢kami“ a
substratovou vrstvou. Pro ovéfeni téchto hypotéz by bylo tfeba vramci dalSich
experimentl provést naptiklad zihani vzorkd srozdilnymi Casy a porovnat
elektrochemické vysledky nebo modelovat prunik elektrolytu mezi nanostruktury danych
dimenzi, z uvedenych materiala a s pouzitim danych typu elektrolytd. Dal§i moznosti by

bylo provést prvkovou analyzu vzorkl v fezu.

V dal§i ¢asti prace uvedené v kapitole 5.3 byl hledan tvarové optimalni zlaty

nanostrukturovany povrch, ktery bude mit vhodné elektrochemické vlastnosti pro
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planované vyuziti v elektrochemickych senzorech nebo biosenzorech. Celkem bylo
pfipraveno 5 typu nanostrukturovanych povrchi, které byly porovnavany nejen mezi
sebou, ale i s hladkou zlatou elektrodou bez nanocastic. VSechny pfipravené povrchy byly
vyrobené na wolframové substratové vrstvé. Prvnim pfipravenym povrchem byly velmi
malé nanostruktury — tzv. . ,nanokopecky“, které mély mensi délku, nez byl jejich pramér.
Dale byly pripraveny tfi typy povrchi modifikovanych zlatymi nanosloupky o
vzrustajicich délkach a poslednim typem byl unikdtni povrch modifikovany tzv. zlatymi
,hanosklenickami“, ktery jsem prevzala z predeslé studie o zihani. VSechny typy
ptipravenych elektrod byly elektrochemicky charakterizovany metodou elektrochemické
impedancni spektroskopie (v€. modelovani nahradniho modifikovaného Randlesova
obvodu), jako vhodného nastroje pro zkoumani vlastnosti povrchové modifikovanych
elektrod a déle i cyklickou voltametrii, z jejichz vysledki byla pomoci Randles—
Sev¢ikovy rovnice empiricky uréovana elektroaktivni plocha piipravenych elektrod. Jako
klicovy krok elektrochemického méfeni zde byl shleddn proces elektrochemického
Cisténi / aktivace elektrod cyklovanim v 1M kyseling sirové. Bylo zji§téno, ze tento krok
pfinasi opakovatelné vysledky jednotlivych méfeni. Z vysledki uvedenych v podkapitole
5.3.5.3 vyplyvd, ze prekvapivé velkou elektroaktivni plochu vykazovaly
nanostrukturované elektrody pokryté tzv. ,nanoskleni¢kami“. Jejich elektroaktivni
plocha se blizila strukturam s nejvétsi vyskou nanosloupkti. Vibec nejvétsi elektroaktivni
plocha byla ov§em necekané dosazena hladkou elektrodou bez nanocastic. To mize byt
vysvétleno tim, ze hladkd elektroda je tvofena pouze tlustou vrstvou zlatého materidlu,
méfeny signal je veden pouze pres zlaty material a tak nedochazi ke ztratdm signalu z
procesu na elektrodovém povrhu v porovnani s nanostrukturovanymi elektrodami, kde
signal vznika na zlaté nanostruktufe, je veden zlatou nanostrukturou az do substratové
wolframové vrstvy, z ni pfechazi do neanodizované vrstvy hliniku a tam je kontaktovan
s méfici celou, ktera je pripojena k potenciostatu. Lze také predpokladat, ze v misté
rozhrani zlaté nanostruktury a wolframu mohla pfi vyrobnim procesu nartst tenka vrstva
oxidu, ktera vytvari dalsi pfechod (kov — izolant — kov), ktery zptisobuje odpor a snizuje
tak detekovany signdl. Ze ziskanych vysledki je také mozno predpokladat, Zze
nanostruktury s véts§i délkou (cca nad 210 nm) by mohly poskytnout jesté lepsi
elektrochemické vysledky. Po elektrochemické charakterizaci byly pfipravené elektrody
dale modifikovany 11-merkaptoundekanovou kyselinou (viz podkapitola 5.3.5.4) a byl
sledovan vliv modifikace na vysledky elektrochemickych métfeni. MUA byla pouzita jako
biomodifikacni €inidlo pro modifikaci nanostrukturovanych elektrod a hladké zlaté
elektrody karboxylovymi funkcnimi skupinami, které by v budoucnu mély slouzit jako
mista pro potencialni navazani dalSich biomolekul. Po této modifikaci bylo pozorovano
zvySeni hodnot realné casti impedance a delsi difuzni Casti impedancnich prabéhu.
Nejvyraznéj§i zvysSeni impedance bylo pozorovano u nanostrukturované elektrody
ptipravené depozici s 10-ti pulzy. Naopak v pfipadé hladké zlaté elektrody byla zména
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pulkruhovité ¢asti Nyquistova diagramu po modifikaci merkaptoundekanovou kyselinou
zanedbatelna. Bylo vSak pozorovano prodlouzeni difuzni ¢asti pribéhu. Po modifikaci
elektrod MUA byla provedena analyza pomoci cyklické voltametrie obdobné jako pred
modifikaci. Proudova odezva voltamogramt poklesla oproti odezvé meétfené pied
modifikaci u vSech nanostrukturovanych elektrod, coz potvrdilo zachyceni MUA na

povrchu.

Posledni cast prace se zabyvala pfipravou a studiem iontové propustnosti AAO
membran (viz. kapitola 5.4). Ta byla feSena ve spolupréci s kolegy z Fakulty chemické
v ramci projektu Interni grantové agentury VUT v Brné FCH/FEKT-J-15-2663 ,)Vyvoj
senzort na bazi nanoporéznich membran s fizenou iontovou propustnosti“. Bariérové
vlastnosti hlinikovych membrdn byly studovdny technikou horizontdlni difizni cely
difizi chloridu draselného. Bylo zji§téno, ze schopnost pronikdni chloridu draselného
pfes nanoporézni aluminové membrany silné¢ zavisi na specifickém povrchu (bylo
pozorovano linearni zvySeni sklonu prulomové kfivky se zvétSenim specifického
povrchu). Déle bylo zjisténo, Ze propustnost také siln€ zavisi na velikosti poru a distribuci
pora ve struktufe membrany. Toto oCekavani bylo experimentalné potvrzeno korelaci
rastrovaci elektronové mikroskopie s difuznimi experimenty, jak je uvedeno
v podkapitole 5.4.2.

Béhem feSeni prace byly jednotlivé postupy, pfistupy a metody postupné
optimalizovany tak, aby byl pfipraven nanostrukturovany povrch sco mozna
nejvhodnéjsimi vlastnostmi. To se CasteCné podaftilo a Castecné i odkrylo dalsi cesty, kudy
by bylo mozné vyzkum a vyvoj dale smefovat. Z dosud provedené prace spatfuji dalsi
moznosti vyzkumu v detailn€j§im studiu skutecné penetrace elektrolytu mezi
nanostruktury, a to nejen elektrochemickymi méfenimi, ale naptiklad i podrobn&jsim
modelovanim proudéni kapalin, modelovanim procesii na rozhrani elektrody a
elektrolytu, testovanim S§ir§i Skaly raznych typd nanostrukturovanych povrchi a také
optimalizaci elektrochemického experimentu (usporadani experimentu, opakovatelnost

meéteni, elektrochemické ¢isténi elektrod a podobné).

Jadro dizertacni prace bylo publikovano v impaktovaném ¢asopisech Analytical letters
a Casopise Applied Mechanics and Materials. Dil¢i €asti prace byly prezentovany na
mezindrodnich konferencich (4th International Conference on Nanotechnology and
Biosensors, NANOCON, Heyrovsky Discussion on Electrochemistry of Organic and
Bioactive Compounds, Czech Chemical Society Symposium Series) a na nekolika

ndrodnich konferencich a workshopech.

Zavérem lze konstatovat, ze tato prace piinesla nové vyznamné poznatky v oblasti

nového typu nanostrukturovaného povrchu — tzv. nanosklenicek a studia vlivu zihani na
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elektrochemické vlastnosti nanostrukturovanych povrchi. Lze konstatovat, ze dil¢i plany

vytyCené v kapitole 3 byly postupné splnény.
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Seznam pouzitych zkratek

Zkratka Vyznam
AAO alumina (z angl. Anodic Alumina Oxide)

ALD depozice atomovych vrstev (z angl. Atomic Layer Deposition)

BSA hovézi sérovy albumin (z angl. Bovine Serum Albumine)

cDNA komplementarni DNA (z angl. Complementary DNA)

CPE prvek s konstantni f4zi (z angl. Constant Phase Element)

CRP C- reaktivni protein

Cv cyklickd voltametrie

CVD chemickd depozice z plynné fize (z angl. Chemical Vapor
Deposition)

DME kapajici rtutova elektroda (z angl. Dropping Mercury
Electrode)

DNA deoxyribonukleovd kyselina

EIS elektrochemicka impedancni spektroskopie

FIB fokusovany iontovy svazek (z angl. Focus lon Beam)

GCE elektroda ze skelného uhliku (z angl. Glassy Carbon
Electrode)

HMDE visici rtutova kapkova elektroda (z angl. Hanging Mercury
Drop Electrode)

IBAD depozice s asistenci iontového svazku (z angl. Ion Beam-
Assisted Deposition)

IR infracervené zareni (z angl. Infra - Red)

IUPAC Mezinarodni unie pro cCistou a uzitou chemii (z angl
International Union of Pure and Applied Chemistry)
LOD Limit detekce (z angl. Limit Of Detection)

MPO myeloperoxiddza
MUA merkaptoundekanova kyselina
MWCT vicesténné uhlikové nanotrubice (z angl.. Multi-Walled

Carbon Nanotube)
NIL nanootiskova litografie (z angl. Nano Imprint Lithography)
NIR blizké infraCervené zatfeni (z angl. Near Infrared Radiation)

PBS fosfatovy pufr (z angl. Phosphate Buffer Saline)
PVD fyzikalni depozice z plynné fidze (z angl. Physical Vapor

Deposition)

SAM samousporadand monovrstva (z angl. Self-Assembled
Monolayer)

SCS standard Clean Solution

SEM rastrovaci elektronovy mikroskop (z angl. Scanning Electron
Microscope)

SMDE  statickd rtutova kapkova elektroda (z angl. Static Mercury
Drop Electrode)

ssDNA  jednofretézcova DNA (z angl. Single-Stranded DNA)

SWCT  jednosténné uhlikové nanostrubice — Single-Walled Carbon
Nanotube
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TEM transmisni elektronovy mikroskop (z angl. Transmission
Electron Microscopy)

TMFE  tenka rtutova filmova elektroda (z angl. Thin Mercury Film
Electrode)
UV Ultrafialové zareni (z angl. Ultra Violet)
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Seznam pouzitych symboli

Symbol
A

a

c

CoL
Dox
DRed
Eo
dE/dl

Re
Rcr

Vyznam

plocha elektrody

aktivita castic v roztoku
koncentrace

kapacita dvouvrstvy

difuzni koeficient oxidované fize
difuzni koeficient redukované faze
standardni elektrodovy potencidl
potencidlovy gradient
rovnovazny elektrodovy potencial
frekvence

Faradayova konstanta

thel

konduktivita

rychlost pohybu kovovych kladnych iontt
rychlost pohybu kovovych zapornych ionta
vyska anodického piku v CV
vyska katodického piku v CV
kapacitni proud

faradaicky proud

imaginarni ¢ast impedance

délka

pocet prenesenych elektront
uhlova frekvence

plynova molarni konstanta

realna slozka impedance

odpor prenosu naboje

rezistivita

Warburgtv koeficient

teplota

mobilita kladnych iontd kovu
mobilita zapornych iontt kovii

rychlost skenovani — scan rate
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@)

Z impedance

Zw Warburgova impedance Q
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nebulizace a dalsi), servisni smlouvy, investiéni planovani
zdravotnické techniky.

SZS a VOSZ Merhautova Brno, Merhautova 590/15, 61300 Brno
Externi ucitel

predmét: Instrumentalni technika (optické metody, chromatografie,
elektromigrac¢ni metody, mikroskopie apod.)

Central European Institute of Technology (CEITEC), Purkyiiova
123, 61200 Brno

Technicko-hospodaisky pracovnik — vyzkumny pracovnik Ph.D.
student

Vyzkumné aktivity v oblasti elektrochemie a nanotechnologie.

Vysoké uceni technické v Brné, Ustav mikroelektroniky,
LabSensNano. Technickd 3058/10 61600 Brno
Technicko-hospodarsky pracovnik

Vyzkumné aktivity v oblasti nanostrukturovanych elektrod pro
vyuziti v biosenzorice. Sprava chemické laboratofe pro vyrobu
senzorl a nanotechnologie.

Anglictina, Francouzstina

Dovednosti a znalosti

Microsoft office (Word, Excel, Power point, Publisher). Matlab, Statistica, nemocni¢ni

systém FAMA+.

Ridigsky priikaz skupiny B.
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Zajmy

Joga, vareni a peCeni, skauting, Cetba, hudba, ptiroda, biomedicina.

Ocenéni

2015 Studentska soutéz EEICT - Electrochemical properties and thermal
stability of cup- like shape gold nanostructures— 3. misto, 2015

Dalsi aktivity

Spoluprdce s priimyslem:

2016 Spoluprace s firmou Honeywell, spol. s.r.o. na testovdni chemické
odolnosti zalévacich hmot pro elektroniku

Spoluprdce s jinymi institucemi:

2015-2016 Spoluprace s Chemickou fakultou VUT na testovdni propustnosti
membran.

Odborné staze a kurzy:

9/2013 Ctrnactidenni  staz na Univerzité Pavla Jozefa Safarika, Kosice,
Slovensko
Studium nanoporéznich membrén

Ucast na reSeni projektu:

2015

e Vyvoj senzori na bazi nanoporéznich membran s fizenou iontovou
propustnosti, zahajeni: 01.01.2015, ukonceni: 31.12.2015

2014

e Nové typy elektronickych obvodu a senzort pro specifické aplikace, zahajeni:
01.01.2014, ukonceni: 31.12.2016
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Nyquistovy diagramy pro vSechny nanostrukturované zlaté elektrody a hladkou zlatou elektrodu
o geometrickych plochdch cca 7 mm?: A — tzv. ,,nanokopecky“ - 2 pulzovd depozice do masky
ze 100 nm Al; B — 5-ti pulzovd depozice do masky ze 100 nm Al; C - 10-ti pulzovd depozice do
masky ze 100 nm Al; D - 10-ti pulzovd depozice do masky z 500 nm; E — tzv. ,, nanosklenicky *, 2-
ti pulzovd depozice do masky ze 100 nm Al s roz§ivenymi nanopdry, F — hladkd zlatd elektroda.
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Cyklické voltamogramy pro vSechny nanostrukturované zlaté elektrody a hladkou zlatou

elektrodu o geometrickych plochdch cca 7 mm?: A — tzv. ,,nanokopecky* - 2 pulzovd depozice do
masky ze 100 nm Al; B — 5-ti pulzovd depozice do masky ze 100 nm Al; C - 10-ti pulzovd depozice
do masky ze 100 nm Al; D - 10-ti pulzovd depozice do masky z 500 nm; E — tzv. ,, nanosklenicky
2-ti pulzovd depozice do masky ze 100 nm Al s roz$trenymi nanopdry, I'— hladkd zlatd elektroda.
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Nyquistovy diagramy po modifikaci

11-merkaptoundekanovou kyselinou pro vSechny

nanostrukturované zlaté elektrody a hladkou zlatou elektrodu o geometrickych plochdch cca
7 mm’: A — tzv. ,,nanokopecky” - 2 pulzovd depozice do masky ze 100 nm Al; B — 5-ti pulzovd
depozice do masky ze 100 nm Al; C - 10-ti pulzovd depozice do masky ze 100 nm Al; D - 10-ti
pulzovd depozice do masky z 500 nm; E — tzv. ,,nanosklenicky “, 2-ti pulzovd depozice do masky

ze 100 nm Al s rozsirenymi nanopory, I — hladkd zlatd elektroda.
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Cyklické voltamogramy po modifikaci 11-merkaptoundekanovou kyselinou pro vSechny
nanostrukturované zlaté elektrody a hladkou zlatou elektrodu o geometrickych plochdch cca
7 mm’: A — tzv. ,,nanokopecky” - 2 pulzovd depozice do masky ze 100 nm Al; B — 5-ti pulzovd
depozice do masky ze 100 nm Al; C - 10-ti pulzovd depozice do masky ze 100 nm Al; D - 10-ti
pulzovd depozice do masky z 500 nm; E — tzv. ,,nanosklenicky “, 2-ti pulzovd depozice do masky
ze 100 nm Al s rozsirenymi nanopory, I — hladkd zlatd elektroda.
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