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Abstrakt

Prace je zaméfena na vyrobu deponovanych kvantovych te¢ek z oxidu titanicitého za pouziti
nanoporézni masky. Zabyva se zejména jejich luminiscenénimi (fluorescencnimi) vlastnostmi, diky

kterym jsou vhodnym zékladem biosenzoru uréeného pro optickou detekci DNA.

Daéle je v praci uveden postup modifikace povrchu kvantovych tecek oxidu titani¢itého zlatem
pfes nanoporézni masku metodou elektrochemické depozice a naslednou funkcionalizaci povrchu
oligonukleotidem. V piipadé piitomnosti nukleové kyseliny tato funkciolanlizace zarucuje jeji

navazani na oligonukleotid pomoci hybridizace.

Cely systém biosenzoru (QDs TiO, upravené zlatem) je urcen pro rychlou optickou diagnostiku

virovych onemocnéni.

Abstract

The work is focused on quantum dots (QDs) array fabrication from titanium dioxide using

template based non-lithographic method and their luminescence (fluorescence) properties study.

The paper describes TiO, QDs surface modification with gold using suitable template technique and

subsequent functionalization of gold modified QDs surface via oligonucleotides. This

functinalization step provides a suitable base for subsequent hybridization reaction with detected

nucleic acid. The system of biosensor (TiO, QDs modified with gold and biomolecules) is designed

for rapid optical diagnosis of viral diseases.
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’
Uvod

Pod pojmem biosenzor rozumime zafizeni, které je schopno na zaklad€ biochemickych vlastnosti
detekovat makromolekuly, které jsou soucasti zivych systémi, nebo dokonce monitorovat celé zivé
systémy. Predpokladem pro ucinnou analyzu je jejich jasné vymezena specifita, tedy schopnost

senzoru detekovat jasné€ urceny cil.

Tim vyvstava otdzka, jak modifikovat povrch mikrosenzori, abychom zvysili jeho senzitivitu v
senzorickych schopnostech, ke kterym je zhotoven a pouzivan. Jednim z feSeni, kterym se zabyva i
tato prace, je modifikace povrchu senzitivni ¢asti senzoru pomoci nanoc¢astic. Vyhodou téchto
struktur je moznost dalS§i funkcionalizace pomoci urcitych biomolekul, za ucelem ziskani
citlivéjSiho rozliSeni.

Pti pouziti nanocastic v biosenzorech je potieba fesit nékolik problémt. Hned na pocatku stoji
vytvoieni nanostruktur tak, aby byly vSechny uniformni a reprodukovatelné v dané velikosti a
rozloZeni na povrchu biosenzoru. Déle pak jejich nasledna modifikace za ucelem zvySeni specifity a

v posledni fad¢ potvrzeni jejich funkénosti.

Kvantové teCky oxidu titani¢itého, které jsou hlavnim predmétem vyzkumu v této praci, budou
slouzit jako biosenzor pro detekci nukleovych kyselin in situ. Tyto kvantové teCky vykazuji, diky
efektu kvantového omezeni emisi svétla po ozéfeni, tzv. fluorescenci. Jednad se tedy o opticky

detek¢ni systém.



1. Nanostruktury

Nanotecky, nanoty€inky, nanoslupky, nanoklastry apod. jsou struktury, které se od sebe
mohou liit nejen tvarem, ale i zpisobem vzniku a findlnim pouzitim. Soucasné vSak maji
jedno spole¢né — vSechno to jsou Castice, jejichz rozméry se pohybuji v fadech nanometrti.
Vysledny tvar, ktery muze ovlivnit jejich findlni chemické 1 fyzikalni vlastnosti, zavisi na
zplsobu pfipravy.

Diky svym ojedinélym a specifickym vlastnostem nasly nanostruktury vyuziti v mnoha
odvétvich — zejména pak v elektrotechnice, chemii a zdravotnictvi. V optickych metodach se
nanocastice vyuzivaji zejména za ucelem zvySeni kontrastu. V tomto piipadé se hojné
vyuzivaji nanostruktury malych rozmért, tzv. kvantové tecky, které po ozaieni vykazuji
fluorescenéni efekt. Tato prace pro vznik kvantovych tecek uspotrddanych na pevném nosici
vyuziva metody zalozené na jejich ristu v nanoporézni masce (angl. template-based

methods).



1.1. Kvantové tecky

Jedna se predevsim o krystaly, jejichz velikost se pohybuje nejéastéji v rozmezi 2—-20 nm.
Velikost 1 vlastnosti zalezi na materidlu, ze kterého jsou vyrobeny. Obvykle se k jejich vyrobé
pouzivaji polovodic¢ové materidly sloZzené z chemickych prvki skupiny II. - IV., nebo III. - V.
[[1]]. Vétsina praci o kvantovych teckach se tyka jejich ptfipravy v koloidni formé, tj.
v roztoku. Velmi malo védeckych ¢lankti bylo do dnes$niho dne publikovano o kvantovych

teckach v deponované formé na pevném substratu.

Tyto nanostruktury maji vyhodné elektrické a optické vlastnosti, zejména dlouhou dobu
emise svétla a jas. Dalsi nesmirnou vyhodou je jejich excitace jedinou vlnovou délkou, tedy

za pritomnosti jednoho svételného zdroje (Obrazek 1) a simultanni emise svétla riiznych

Obrazek 1: Excitace koloidnich QDs pod UV zarenim — malé QDs sviti modre, vétsi QDs
emituji zareni pri vyssich vinovych délkach
barev, které se da vyuzit pro multibarevné zobrazovani (Obrdzek 2). Tato vlastnost je funkci

velikosti jadra nanocastice.

fluorescence
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virmova délloamm

Obrazek 2: Emise svétla zavisla na velikosti vinovych délek



Cim mensi bude nanodastice, tim bude vyzafovano svétlo s vyssi energii [2]. K tomu, aby
nanotecky vykazovaly kvantovy efekt, musi spliovat pravidlo, Ze jejich polomér je mensi nez

Bohrav polomér diry, elektronu, ¢i excitonu [3].

1.1.1. Fluorescence kvantovych tecek

Castice se dostane do excitovaného stavu napiiklad absorpci fotonu, diky kterému je
schopna pfejit na vySsi energetickou hladinu. Pfi névratu zpét na svoji energetickou hladinu

dochdzi k uvolnéni energie, nejcastéji ve forme fotonu.

U kvantovych tecek se uplatituje fotoluminiscence, konkrétné fluorescence. Fluorescence je
velmi rychly d¢j vznikajici po absorpci elektromagnetického zareni, pii kterém je vyzafovano
sekundarni zafeni po dobu 10°-107s. Od fosforescence, coz je druhd moZnost
fotoluminiscence, ji miZeme rozli§it na zakladé rtzné délky trvani dosvitu (10-10- s). Na
rozdil od fluorescence, pii které dochazi k vyzareni ze singletového excitovaného stavu,
dochazi k fosforescenci z triplexového excitovaného stavu.Ve chvili, kdy je vinova délka
emitovaného svétla vyssi, neZz vinovd délka primarniho zafeni (zafeni, které ji vyvolalo),
mluvime o Stokesové efektu (Obrdzek 3), popt. posunu, ktery nastdva u nerezonancni
fluorescence. U stejné vinové délky absorbovaného i emitovaného zafeni hovofime o

rezonandéni fluorescenci.

Obrazek 3: Zndzornény &

Absarpce Fluorescence
I

infenzita absorpce x emise
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Velikost fluorescence se da charakterizovat pomoci kvantového vytézku. Je to pomér poctu
emitovanych a absorbovanych svételnych kvant neboli pomér intenzity sekundarniho zéateni k
intenzité absorbovaného zéfeni. Kvantovy vytézek nanotecek zavisi zejména na velikosti
nanostruktur a jejich vnitfnim uspotadani.

1.1.2. Vyuziti kvantovych tecek v diagnostice

Vzhledem k vySe uvedenym vyhodnym optickym vlastnostem zacaly kvantové tecky
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nahrazovat fluorescen¢ni barviva. Vyuziti nachazeji zejména v medicinském prostiedi, jak ve
vyzkumném - aplikace in vitro - detekce molekul, zobrazovani bun¢k apod., tak klinickém -
aplikace in vivo - zobrazovani tkani (angl. imaging), dorucovani genu, markery nemoci,
optické znaceni dynamickych biologickych procest, biodistribuce 1éCiv atd. [1]. V posledni
dobé se vyzkum vyrazné orientoval na problematiku vyuziti nanocastic u nadorovych
diagnostik. Do budoucna se nam otevira nova forma vyuziti a to sledovani pohybu a vyvoje
transplantovanych bunék. Kvantova tecka se za pomoci fagocytdzy zabuduje do bunky a poté
se takto oznacend transplantuje. Vyfesi se tim problém rozliSeni bunky transplantované od

puvodni [4].

Nevyhodou kvantovych tecek, zneptijemnujici zejména aplikaci v medicing, je jejich Casta
bunétna toxicita. Tento problém lze vyfeSit obalenim nanotecky latkou kompatibilni s
lidskym organizmem. V dnesni dobé je pro tyto ucely vyuzivan zejména glutation, patfici

mezi peptidy [5].

Podle Iyera a spol. se glutation osvédcil jako vyborny ligand, vyuZzitelny pro obaleni hned z
nékolika divodl. Pro piiklad postac¢i zminit jeho biostabilitu, fyziologické pH a velké

mnozstvi reaktivnich skupin [6].

Dals§i moznosti, jak se vyhnout toxicité, je vyuziti biokompatibilnich materialu jiz pro
vyrobu nanoteCek. Za zminku stoji nanocastice vyrobené ze zlata, které profituji ze své
snadné piipravy a Sirokého spektra biochemickych latek, které na né€ lze navazat (rtizné
ligandy, protilatky, apod.). Touto naslednou funkcionalizaci je mozno cilené urcit, ktera ¢ast

buiiky nebo tkan¢ bude zobrazovana s vét§im kontrastem.



1.2. Priprava kvantovych teCek pomoci nanoporézni masky

Jednou z metod pro vyrobu nanocastic na pevném povrchu je anodickd oxidace kovovych
vrstev €1 galvanickd depozice kovovych iontli za pouZziti nanoporézni masky. Cely proces
vzniku nanostruktur probiha za pfitomnosti masky s pravidelné¢ uspofadanymi nanopory, pod
jejimZz povrchem se za pomoci nanomechanizovani méni povrch. Tato elektrochemicka
metoda ma nespocet vyhod, mezi které nesporné patii kontrola nad délkou, primérem a
Sitkou stén nanocastice. Navic v porovnani s litografickymi technikami vyroby nanostruktur
je tento zpusob vzniku nanocastic mnohem levnéj$i. To, jaké nanocastice vzniknou, je
ovlivnéno tvarem nanopo6rt a elektrochemickymi podminkami pouzitymi pii anodické oxidaci

¢i galvanické depozici.

Nanostruktury vznikaji elektrochemickou reakci iontl s vodivou vrstvou na dn¢ nanopora.
Miuzeme tedy fici, Zze kvalita vzniklych nanocastic velmi podstatné souvisi s kvalitou

vzniklych pért [7].
1.2.1. Nanoporézni maska

Material, ze kterého je Sablona slozena, je velmi podstatnym faktorem ovlivitujici vznik
nanopori a tim 1 nanostruktur. Nejcastéji pouzivanym materialem pro vyrobu masky je hlinik.
Nanoporézni oxid hliniku (Al>O3) se vytvaii bud’to pfimou anodizaci tenké vrstvy hliniku na
substratu, nebo anodizaci hlinikovych folii. Vysledkem je Sablona slozend z pravidelnych,

sloupcovych, hexagonaln¢ uspotadanych pora [8].

Anodizace tenké vrstvy hliniku je problematicka z hlediska homogenity. Ta zavisi zejména
na technice depozice této vrstvy. Pouzivaji se PVD techniky, napiiklad metodu termalniho
napafovani ¢i magnetronového naprasovani. Anodizaci tenkych vrstev hliniku, které jsou
naneseny na vodivy substrat, vznikd nanoporézni a velmi tenka maska pfimo na povrchu

vodivého substratu.

V ptipadé silnych vrstev hliniku, jako jsou hlinikové folie, je findlnim produktem anodizace
samostatnd oxidovd membrana, kterda musi byt pro nasledné pouziti bud’ z jedné strany

pokovena, nebo pfipevnéna na vodivy substrat.
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1.2.2. Faktory ovliviiujici kvalitu nanostruktur

Primér a hustota nanopora vzniklych v Sabloné a tedy i nanostruktur vytvoienych pomoci

této masky jsou dany podminkami anodizace.

1. Anodizujici napéti

Velikost anodizujiciho napéti je primarnim faktorem ovliviiujicim vysledky vzniku
nanostruktur v procesu anodizace. Rychlost rstu oxidové vrstvy zavisi exponencialné na
elektrickém napéti. Obecné plati, ¢im nizsi elektrické napéti, tim mensi velikost, vEtsi hustota

a lepsi homogenita porti.
2. Elektrolyt

DalSim cinitelem, ovliviiujici pribéh anodizace, je pouzity elektrolyt. Ten ma vliv zejména
na tvar vzniklych nanostruktur. Nejcastéji pouzivané elektrolyty pro anodizaci hlinikové
vrstvy jsou  kyseliny sirova, fosforecnd a Stavelova. Z téchto moZznych variant nejmensi
pory vznikaji ucinkem kyseliny sirové pii nizkém napéti (18-30 V). Nejvétsi struktury
vzniknou pii pouZiti kyseliny fosforecné. Velky vyznam hraje i teplota pouzitého elektrolytu.
Cim nizsi teplota, tim pomale;jii bude riist nanostruktur a tim lepsi bude uniformita péri [7]

3. Kvalita hlinikové vrstvy

Zde hraje velkou roli zejména kvalita hliniku, jeho uniformni plo$na distribuce a kvalita

rozhrani vrstev, na kterych bude anodizace probihat. V této praci toto rozhrani piedstavuji

vrstvy hliniku a titanu [9].
4. Pocet kroku anodizace

Uniformita pordt miize byt ovlivnéna také mnozstvim po sobé jdoucich anodizujicich
procest. Obvykle pravidelné usporadana maska vznika béhem dvou krokii anodizace [7][10].
Bé&hem prvniho kroku anodizace vznikaji zarodky porti na ne zcela homogenni vrstvé hliniku.

To zptisobuje neusporadanost vznikajicich port. Proto se po prvni anodizaci svrchni vrstva

ey e
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1.2.3. Kvantové te¢ky oxidu titanicitého

Vyhodnym materidlem pro vyrobu nanstruktur, ktery je kompatibilni s lidskym télem, je
oxid titanicity. Jeho nanotecky na pevném substratu, napt. na podkladové vrstvé z kiemiku,
lze ptipravit anodickou oxidaci za pouziti hlinikové masky, jak jiz bylo zminéno
v predchazejicim textu [11].

Existuji dvé formy, ve kterych mizou tecky oxidu titani¢itého vzniknout — anatas a rutil.
Tyto formy se 1isi chemickym uspofadanim titanu a kysliku v krystalické struktute [12].

Anodickou oxidaci titanové vrstvy obvykle vznikaji nanoteCky amorfni, které mizeme
vyzihdnim ¢aste€né €i upln€é preménit na anatas Ci rutil v zavislosti na zihaci teploté. Tato
pfeména vyznamné ovliviiuje findlni vlastnosti kvantovych tecek, resp. podminuje efekt

kvantového omezeni, ktery by v amorfni fazi nebyl mozny.
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1.3. Modifikace povrchu kvantovych tecek

Jak bylo jiz zminéno, jednou z mnoha vyhod nanostruktur, je moznost modifikovat jejich

povrch riznymi latkami pro ziskani lepsich chemickych, nebo fyzikalnich vlastnosti.

Modifikace povrchu kvantovych tecek zlatem je jednou z moznosti, jak dosédhnout
biokompatibility kvantovych te¢ek a zaroven silné afinity k vodiku, tedy i k biologicky
vyznamnym funkénim skupindm (napft. -SH, -NH>). Dals§i moZnou vyhodou depozice zlata na
povrch je zvySeni kvantového vytézku oproti nemodifikovanym kvantovym teckam. Tento
ptedpoklad vznikl na zékladé¢ jiz uspéSné provedenych pokust. Jednim z ptikladi je Wu a
kolektiv, kteti vyzkouseli navazani zlata na nanoteCky InAs. K depozici pouzili vrstvu GaAs,
zlaticim roztokem byli CasteCky zlata rozpusténé v toluenu. Dosdhli vyrazného zesileni
fotoluminiscence [13]. Dalsi pokus zesileni kvantového efektu provedli Goodman a spol.,
kteti zjistili, Ze zlaté C¢astice nanesené na TiO> zpusobily zvySeni oxidace CO na maximum.

Kvantovy efekt tohoto komplexu podle nich zavisi na velikosti nanesené vrstvy zlata [14][15].

Tenka vrstva zlata lze na struktufe vyrobit nékolika zplisoby, nejCastéji vSak

elektrochemicky nebo napatovanim.

1.3.1 Elektrochemicka depozice zlata

U elektrochemie vyuzivame pro uskute¢néni chemickych reakci elektricky proud.
Modifikujici materidl je rozptylen v roztoku, ktery piedstavuje elektrolyt [16]. Substrat
pfedstavuje katodu, na které probihd redukce. Pisobenim elektrického pole castice kovu
nesouci pozitivni ndboj putuji smérem k zaporné elektrodé, kde se deponuji. V disledku
tohoto d¢je vznikd tenka vrstva na katodé¢, tedy na substratu. Za ptritomnosti nanoporézni

masky umisténé na substratu, vznikaji, namisto tenké vrstvy, nanotyc¢inky.

Rapecki a kolektiv deponovali zlaté nano¢astice na uhlikovy povrch. Jako zdroj zlatych ionth
pouzili roztok KAu(CN),. Cely zlatici elektrolyt byl slozen z pyrolu, KAu(CN),, NaClO4 a malé¢ho

mnozstvi KCN. Pro depozici vyuzili systém tii elektrod. Pracovni elektrodou byl lestény uhlikovy
disk, méfici elektroda byla z platiny a jako referen¢ni byla pouzita kalomelova elektroda.
Depozice byla provedena pod konstantnim napétim kratkymi pulsy. Pii prodlouZeni
depozi¢niho ¢asu vyrostla na povrchu elektrody zlata zrna. Nejhomogennéjsiho pokryti

dosahli sekvenci kratkych napétovych pulst [17].

Baez a Pletcher oproti tomu deponovali zlato na titan. Pouzity roztok o pokojové teploté byl
vytvoien z KAu(CN) (12 g/dmm?) a kyseliny citronové (25 g/dmm?). Roztok byl upraven na
pH 4 pfidanim amoniaku. Depozice probéhla pod konstantnim proudem 0,3 mA. Vysledkem
bylo pokryti povrchu malymi krystalky zlata [18].
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1.3.2. Vakuové naparovani zlata

Tato metoda nanaSeni tenkych vrstev probihd na principu kondenzace par, obsahujicich

nanaSeny material, na substratu.

Nanaseny material je uloZzeny v tzv. vyparniku, coz je misto o vysoké teplote. Substrat tvori

podlozku, na které je udrzovana teplota niZsi.

Cely d¢& probiha v uzavieném systému. V ném jsou c¢astice nandSené¢ho materidlu
uvolnovany z vyparniku disledkem vysoké teploty. V systému se vytvoii rovnovazny tlak, téz
nazyvany jako tenze nasycenych par. Ve chvili, kdy dojde k poruSeni rovnovahy, zapti¢inéné
nizkou teplotou na podloZce, zacnou pary kondenzovat na substratu a tim tvofit tenkou vrstvu
[19].

Pomoci vakuového napafovani deponovali zlato na povrch TiO2 Okumura a spol. Depozice
probéhla pod tlakem 8,5.107 Torr. Povrch byl pied depozici na 4 hodiny susen za teploty 473
K pro odstranéni absorbované vody a poté na 30 min pfi stejné teploté oSetfen kyslikem pod
tlakem 20 Torr pro odstranéni organickych zbytkli a oxidaci povrchu. Samotné napafeni

probéhlo za teploty 473-773 K [20].
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1.4. Metody pro analyzu vzorku

1.4.1. Chemicka analyza nanostruktur

Timto typem analyzy jsou ziskdvany informace o chemickych vlastnostech vzorku,

nejcastéji o prvkovém slozeni.

Soucasti elektronovych mikroskopti byvéa energeticka disperzni rentgenova spektroskopie
(EDX). Technika EDX slouzi k analyze elementarniho slozeni vzorku. Diky zobrazovacim
schopnostem SEM nebo TEM lze pfesné zaméfit oblast povrchu, kterou chceme analyzovat.
Vysledkem jsou spektra ukazujici piky jednotlivych prvkl korespondujici s jejich redlnym

zastoupenim [21], [22].

1.4.2. Fyzikalni analyza nanostruktur

Timto typem analyzy jsou ziskdvany poznatky o fyzikalnich vlastnostech vzorku, tedy o

jeho struktute, optickych vlastnostech, vodivosti apod.

Rastrovaci elektronovy mikroskop (SEM) je zafizeni pouzivano pro vizualni analyzu
povrchu. Ke svému zobrazovani vyuziva pohyblivého, tzkého svazku elektront, které
interaguji s atomy tvofici povrch vzorku za vzniku signalu. Tento signal se méni podle
charakteru povrchu. Kumulaci téchto signali je nasledné sestavovan vysledny obraz

znazoriujici povrchovou strukturu [23].

Pro charakterizaci optickych vlastnosti (zejména absorpce a emise) slouzi zatizeni
vyuzivajici interakci elektromagnetického zareni se vzorkem, tzv. spektrofluorometr. Zafeni
prochazi excitaénim monochromatorem a dopada na vzorek ve formé tzv. budiciho paprsku.
Emitované fluorescencni zéfeni, méfeno v kolmém sméru k tomuto budicimu paprsku,
nejprve prochdzi emisnim monochromatorem a je detekovano pomoci fotonasobice. Citlivost
a spektralni rozliSeni meéfeni je dano nastavenim vlnové délky a Sitky Stérbin
monochromatort. Vysledkem této analyzy jsou spektra ukazujici vlnovou délku a energii

emitujiciho, ¢i excita¢niho zatreni [24], [25].
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2. Detekce nukleovych Kyselin

Nukleové kyseliny jsou makromolekularni latky, které se nachéazeji v Zivych buiikéch a
virech. Jejich ukolem je uchovavat genetickou informaci, coz zajistuje prenos dédi¢nych
znakl z jedné generace na druhou. Hlavnim divodem, pro¢ je dilezité¢ detekovat nukleové
kyseliny, je rychld a v€asnd diagnoza nemoci, sledovani mutace a zlepSeni u¢inki genové
terapie. U genové terapie je pozadavek jasné urCit a odstranit Spatnou DNA z nemocnych

bunek, bez poskozeni okoli.

Vlastnosti nukleovych kyselin se velice casto vyuzivda k jejich detekci. Mezi
nejvyznamnéjsi patii:

1. maximum absorpce UV svétla pii vinové délce 260 nm

2. stabilita vodikovych vazeb mezi skupinami -NH» a -OH v rozsahu pH 4 az 9

3. fostatové estery predstavuji silné kyseliny, pii neutralnim pH se chovaji jako anionty

4. dusikaté baze jsou slab¢ zasadité a bez naboje

5. schopnost hybridizace: jednotlivé fetézce se navazi podle pravidel komplementarity na

jiny polynukleotidovy fetézec [26]

Jednou z moznosti detekce je navazani nukleové kyseliny pomoci hybridizace na synteticky
vytvoienou peptidovou nukleovou kyselinu (PNA). PNA je syntetickd nukleova kyselina,
ktera je na rozdil od polynukleotidové nukleové kyseliny odolnd vici degradaci pisobenim
bunéénymi enzymy. Tato odolnost je zplUsobend nahradou fosfitu za achiralni polyamid
obsahujici N-(2-aminoethyl) glycinové jednotky [27]. Jednotfetézcova nukleova kyselina se
navaze na PNA s mnohem vétsi afinitou nez na DNA, za vytvoreni komplexu PNA/DNA

(Obrazek 4)
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Védci zjistili, ze je vyhodné navazani PNA na oxid titani¢ity. Brown a kolektiv nejprve
testovali spojeni nanocastic oxidu titanicittho s DNA. Toto spojeni mélo byt schopno
hybridizace ur¢it¢é DNA za ptitomnosti elektromagnetického zafeni [28]. Komplex byl ale
nachylny k degradaci. Poté modifikovali oxid titaniity peptidovou nukleovou kyselinou.
Tento komplex byl mnohem stabilnéjsi. TiO> nanocastice v systému zastavaly roli nosice a
zobrazovaciho prvku, vzhledem k jejich vybornym optickym vlastnostem, které byly dale

podpofeny kontrastem z magnetické rezonance .

Singh a spol. k detekci nukleovych kyselin vyzkouSeli navdzani PNA na PANI/Au
elektrodu. Zlato pouzili za Gc¢elem zesileni signalu hybridizace pii elektrochemickém méteni

v elektrolytu [29].

Zuo a kolektiv detekovali DNA za pomoci jednofetézcové DNA (ss-DNA, z angl. single
stranded DNA) a koloidnich zlatych nanoCastic za pritomnosti Hg?" a vyuziti principu
hybridizace. Pro vyhodnoceni experimentu vyuzili fluorescencni spektroskopii (Obrazek 5).
Ve své praci se odkazuji 1 na experimenty, kdy byla DNA ptichycena na povrch zlatych
nanocastic bez podpory jakychkoliv dalSich latek [30].

Samotna detekce muze probéhnout riznymi cestami. Ve vySe zminéném textu byla vyuzita
detekce optickou metodou za pomoci kvantovych ¢astic. V pfipadé experimentu Zua se
intenzita fluorescence nanocastic zvysila navazanim ss-DNA. Drbohlavova a kolektiv naopak
zjistili, ze intenzita fluorescence klesa pfi naneseni biomolekul na povrch nanostruktur
(Obrazek 5). Zavislost tohoto zhdseni je zévisla na koncentraci analyzovanych biomolekul
[31].

200

Y 1 DNA
! 2 DNA+Hg™
3~8 DNA+AuNPs+Hg®

150 9 DNA+AUNPSs

100 4

Intenzita fluorescence

50 { |

500 550 600 650 700

vinova deélka / nwm

Obrazek 5: Fluorescencni spektra koloidnich QDs Au pri detekci DNA

Dals$i z moZznosti je separace za pomoci pratocného systému. Timto postupem DNA
detekovali He a spol., ktefi vyrobili ultrasenzitivni biosenzor na bazi zlatych nanocastic a

enzymu peroxidazy [32].
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3. Navrh vlastniho reSeni

Zakladem pro vlastni navrh biosenzorl na bazi modifikovanych TiO> nanocastic je vyroba
kvantovych tecek oxidu titanicitého. Poté bude nasledovat modifikace povrchu nanostruktur
zlatem za ucelem zvySeni kvantového vytézku. Dalsi velkou vyhodou této modifikace je silna
afinita zlata k vodiku (H»), tudiz 1 k aminovym (NH2) a thiolovym (SH) skupindm. Diky
navazanému zlatu pak bude snadn&j$i navazani dalSich biologicky aktivnich latek (v tomto

ptipadé¢ oligonukleotidu)

Cely systém biosenzoru, tzn. TiO; kvantové tecky modifikované zlatem a biomolekulami,
je navrzen pro optickou detekci virového onemocnéni. Detekce virdlnich nukleovych kyselin
bude provedena pomoci spektrofluorimetrie. Pfedpokladem je pifitomnost volnych virdlnich
nukleovych kyselin v krvi v ptipad¢, kdy bude pacient nakazen virovym onemocnénim, jako
je naptiklad chiipka, AIDS, nebo hepatitida. Na biosenzor ptivedeme kapku pacientovy krve.
U nemocného dojde k hybridizaci virové nukleové kyseliny s jednofetézcovou nukleovou
spektra. U zdravého clovéka se volné nukleové kyseliny v krvi nevyskytuji, takze

k hybridizaci nedojde a intenzita fluorescence zlstane nezménéna.

18



4. Experimentalni ¢ast prace

4.1. Priprava vrstev titanu a hliniku

K procesu anodizace byly pouzity dvé kombinace kovovych vrstev. Zakladem byl vzdy
kifemikovy wafer. V prvnim piipad¢ byla dvojvrstva Ti-Al vytvofena napraSenou vrstvou
titanu (20 nm) a findlni vrstvou hliniku (500 nm). V druhém piipad¢ byla tloustka titanu
150 nm a hliniku pak 250 nm. Pro depozici titanu bylo pouzito komeréni magnetronové
naprasovaci zafizeni fy. Leybold - Heraeus Z 550 vybavené¢ terci PK150 o praméru 150 mm,
cerpané rotacni a turbomolekularni pumpou. Depozice probéhla pfi tlaku argonu 0,1500 Pa,
Cistoté¢ argonu 99,999% a cistote titanu 99,5%. Vykon vysokofrekvenéniho generatoru byl
500 W pro 13,56 MHz. Depozice hliniku probéhla pii tlaku argonu 0,200 Pa, Cistoté argonu
99,999% a cistoté hliniku 99,999%. Vykon vysokofrekvencéniho generatoru byl 1000 W pro

13,56 MHz. Cely proces napafovani prob&hl kontinualné v jedné komote za ptitomnosti tlaku pozadi

v fadul0 Pa.
4.2. Kvantové tecky oxidu titanicitého

Nanostruktury byly vyrobeny anodickou oxidaci na pfistrojich AGILENT 34970A a
AGILENT 6645A. NanoteCky oxidu titani¢itého byly vyrobeny ve dvou riznych velikostech
— 10 nm (dale oznacovany jako kvantové tecky) a 20 nm (dale oznacovany jako nanotecky).
Podminky pro vyrobu obou typt tecek shrnuje Tabulka 1. Tecky byly vyrobeny pfi

konstantnim napéti a jako elektrolyt byla pouzita kyselina sirova.

Tabulka 1. Podminky anodizace titanové vrstvy a hlinikove vrstvy

Kvantové tecky — 10 nm | Nanotecky — 20 nm
Elektrolyt 3 M H>S50; 1 M H>S04
Konstantni napéti/V 4-5 20
Teplota/°C 11,1 24

Po dokonceni oxidace titanu byla u vétSiny vzork nanoporézni maska ponechdna pro

naslednou snadnéjs$i modifikaci povrchu zlatem.
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4.3. Modifikace povrchu TiO; nanostruktur zlatem

Pro modifikaci povrchu zlatem byla zvolena metoda elektrochemické depozice.
Elektrochemicky byly zlatem modifikovany nejprve nanotecky (20 nm), pro snadnéjsi

analyzu pomoci SEM, poté byl cely systém zmenSen do fadu kvantovych tecek (10 nm).

Depozice zlaticim roztokem probéhla jak pifimo na povrch nanotecek, tak 1 pfes
nanoporézni masku. Roztok byl pfed pouzitim zahtat na 60 °C pro urychleni depozice zlatych
castic. Bylo provedeno nékolik pokust, pii kterych se ménil depozicni Cas 1 protékajici proud.
Podminky, pii kterych bylo dosazeno nejlepSiho pokryti zlata z hlediska homogenity,
ptehledné ukazuje Tabulka 2.

Tabulka 2: Podminky experimentii, pri kterych bylo dosazeno optimalniho pokryti QDs zlatem

Pokus. ¢ 12. 19. 30. 31 33. 35.
Vistva Ti-Al / nm 150-250 |20-500 |150-250 |150-250 |20-500 |20-500
Konstantni napéeti /' V 4 4 5 5 5 15
Elektrolyt, teplota el / -, °C M M M 3M M M
H>SO4,  HSO,  |H:SO4 |HSO4  |H:SO4  H2SO,
11 11 11 11 11 11
Depozice s maskou ano ano ano ne ne ano
Dvoukrokova anodizace / min 7 - - - - 3
Rozsifent porit / min 7 - - - - -
Leptani SC1 / min - - - - - 3
Depozicni ¢as /s 30 3x1 5 1 1 10
Konstatni proud / mA 0,5 0,5 0,5 0,2 0,5 0,5
Zaverecné odleptani / min 10 10 10 - - 5

Piekazkou pro depozici skrz nanoporézni masku byl zejména jeji odpor zplisobeny malou
Sitkou a velkou délkou port. ReSenim pro eliminaci tohoto problému bylo pouziti
dvoukrokové anodizace, pii které byla snizovana tloustka napraSené vrstvy hliniku.
Odleptanim svrchni ¢asti masky po prvnim anodiza¢nim kroku, ve které jsou pory uspotradany
nerovnomérné, v selektivnim leptadle po dobu 7 min bylo zarovein dosazeno lepSiho
uspofadani port. Ve druhém kroku byla dokoncena anodizace zbyvajici hlinikové vrstvy a
rovnéz doslo k vytvoreni TiO, nanostruktur. Dal§im krokem vedoucim ke zmenseni poméru
mezi vyskou a tloustkou porii bylo rozsiteni kone¢né velikosti port za pomoci 5%, kyseliny
fosfore¢né (60 °C, 7 min). Tento postup se ale neosvédcil, takze dalsi pokusy probéhly bez

tohoto kroku.

K lepSimu pfilnuti zlata na povrch nanotecek byl vyzkousen postup, kdy byla za pomoci

standardniho Cisticiho roztoku 1 (z angl. Standard Clean 1, SC1) odleptana ¢ast nanostruktur
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TiO;. Leptani trvalo 3 min. Timto krokem byl zmensen odpor nanote¢ek zmensenim jejich
povrchové plochy. Soucasné byla odkryta ¢ast titanové vrstvy v okoli nanotecek, kde

dosahuje mérny odpor mnohem mensich hodnot, nez maji zoxidované struktury.

Zavéretné leptani ve vodném roztoku kyseliny fosforecné s oxidem chromovym pii teploté
60 °C bylo provedeno u vzorkl s ponechanou nanoporézni maskou. Tato maska byla leptana
po dobu 10 min. Po dokonceni modifikace povrchu zlatem byly kvantové tecky vyzihany v

peci. Zihani probéhlo ve vakuu, po dobu 1 hodiny pfi teploté 490 °C.
Pouzité roztoky:

Zlatici roztok: 0,6 g K|Au(CN).] + 0,232 g H3BO3, doplnéno Millipore vodou na 100 ml
Leptaci roztok: 10 ml H3PO4 + 3 g CrOs, doplnéno Millipore vodou na 100 ml

Standard Clean 1: H,O», NH4OH, H>O v poméru 1:1:5

4.4. Analyza skenovacim elektronovym mikroskopem

Fyzikalni vlastnosti byly analyzovany pomoci SEM Mira II MLU (Tescan Mira, Brno,
Ceska Republika) na Fakultd§ UMEL VUT v Brng.

Pracovni vzdalenost 2,5 nm

Mod: vysokého vakua (10-3 Pa)

Napéti: 15-20 kV

Stopa svazku: 2,4 nm.

4.5. Analyza fluorescen¢nim spektroskopem

Fluorescence byla métena na Fakulté chemické VUT v Brné€ na pfistroji Fluorolog (steady-
state, Horiba Scientific) obsahujiciho 6 detektorti, ktery je schopen snimat fluorescenci v
rozsahu 220-2 500 nm. Excita¢ni rozsah je dan Xe vybojkou (450 W), 200-850 nm. Fluorolog

obsahuje dva dvojité monochromatory a spektrograf, a je v tzv. ,,T“-konfiguraci.
Excitac¢ni vinova délka: 350 nm
Rozsah emisni vinové délky: 360-680 nm
Sitka $térbin: 2,5 nm
Nastaveni polarizatort: 90 °©
4.6. Analyza energiové disperznim spektroskopem

Prvkové zastoupeni pomoci EDX bylo méfeno na SEM (JEOL JSM 6460) s
pfidavnymi nastroji EDX (Oxford Instruments INCA Energy analyser).
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Charakterizace pouzitych hlinikovych a titanovych vrstev

Pro zabranéni zoxidovani titanové vrstvy byla zvolena kontinudlni vyroba obou vrstev
naprasenim bez preruSeni vakua. Timto postupem bylo dosaZeno rozhrani mezi vrstvami Ti-
Al s minimalni povrchovou nerovnosti (pod 1 nm dle AFM), avSak povrch hliniku s drsnosti v
nekolika desitkdch nm. Naprasena vrstva hliniku (500 nm), v porovnani s homogenni vrstvou
titanu (20 nm), obsahuje velké mnozstvi krystalii, vystupujicich az na povrch (Obrazek 6).
Tato povrchova nehomogenita hlinikové vrstvy silné ovliviiuje kvalitu vzniklé nanoporézni

masky, jak bude ukézano nize.

&
SEM HV: 15.00 kV WD: 2.491 mm MIRAN TESCAN
View field: 5417 ym  Det: InBeam 7
SEM MAG: 40.00 kx

SEMHV: 15.00KY WD 2.940 mm MIRAY TESCAN
n View field: 5417 ym  Det: InBeam 1 pm h
LabSensNano SEM MAG: 40.00 kx LabSensNano n

Obrazek 6: SEM charakterizace povrchu hliniku (vlevo) a povrchu titanu (vpravo)
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5.2. Vyroba nanostruktur anodickou oxidaci Ti-Al dvojvrstvy

Ptitomnost krystali hliniku zptsobuje nepravidelné uspotadéni nanopértt v masce oxidu
hlinitého (Obrdzek 7). Vlevo lze porovnat masku vzniklou jednokrokovou anodizaci na vrstvé
Al 250 nm a vpravo masku vzniklou dvoukrokovou anodizaci s rozsifenim porti na vrstvé Al
500 nm. V prvnim ptipadé¢ jsou pory nerovnomérné rozlozené po povrchu a jejich velikost ma
velky rozptyl. U dvoukrokové anodizace jsou poéry Iépe usporadané a pokryti je

homogenngjsi.

SEM HV: 15.00 kv WD: 2.276 mm MIRAW TESCAN
View field: 1.074 ym  Det: InBeam -
SEM MAG: 201.79 kx

SEM HV: 15.00 kv WD: 3.109 mm L1y MIRAWN TESCAN
View field: 0.867 ym Det: InBeam 7
SEM MAG: 250.00 kx LabSensNano n

LahSensNannn

Obrazek 7: SEM charakterizace nanoporézni masky vytvorené jednokrokovou anodizact

(vlevo) a nanoporézni masky vzniklé dvoukrokovou anodizaci (vpravo)

Po zavérecném odleptani 1ze najit mista s hlinikem, jehoz anodizace nebyla dokoncena, coz
je zpusobeno piitomnosti velkych krystalii v hlinikové vrstvé. V téchto oblastech jsou zietelné

otisky nanop6rt (Obrazek §8).

Pt o8 &~
SEM HV: 15.00 kv WD: 3.114 mm I MIRAW TESCAN
View field: 1.083 ym Det: InBeam 7
SEM MAG: 200.00 kx

LabSensNano n

Obrazek 8. SEM charakterizace stukturovaného povrchu vzorku po odleptani, viditelné

TiO: nanotecky se zbytky hliniku
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Na grafu (Obrdzek 9) 1ze vidét kiivku zndzornujici prubéh anodizace hliniku a titanu. Cely
d¢j probihal za konstantniho napéti o velikosti 20 V plisobenim jednomolarni kyseliny sirové
a pii teploté 24°C. Prvni ¢ast kiivky popisuje anodizaci hlinikové vrstvy. Ta probihd po dobu
150 sekund. Béhem této faze se tvoii nanopdry a tim vznika nanoporézni maska. Prudky
pokles kiivky znazornuje dokonceni oxidace hliniku a pocéatek oxidace titanové vrstvy, béhem
které se zacnou tvofit nanotecky oxidu titani¢itého o velikosti 20 nm. Tento d¢j probihal v

¢asovém intervalu 150-630 vtefin.
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Obrazek 9: Krivka priibehu anodické oxidace pri vyrobé nanotecek, 20 V, 1 M H>SO4, 24°C

Na grafu (Obrazek 10) 1ze opét vidét kiivku znazoriujici prubéh anodizace hliniku a titanu,
ovSem za jinych podminek. Velikost konstantniho napéti byla 5 V, jako elektrolyt byla pouzita

trojmolarni kyselina sirové a cely dé&j probihal pfi teploté 11°C.
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Obrazek 10: Krivka pribehu anodické oxidace pri vyrobé ODs, 5V, 3 M HoSOs, 11°C
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Prvni ¢ast kiivky popisuje anodizaci hlinikové vrstvy. Ta probihad v casovém intervalu od
0-800s, tedy 5x déle nez v piipad¢ tvorby nanotecek (Obrdazek 9). Pokles kiivky v Case
800 vtefin od pocatku anodizace zndzornuje dokonceni oxidace hliniku a pocatek oxidace
titanové vrstvy, béhem které se zanou tvofit nanotecky oxidu titani¢itého o velikosti 10 nm.

Oxidace titanu probihala po dobu 850 vtefin.

Vlivem riznych podminek pfi anodizaci vznikaji nanostruktury raznych tvart a velikosti.
Na vyse uvedenych obrazcich (Obrazek 11) lze porovnat velikost nanoteCek o velikosti
20 nm, vzniklé jednomolarni kyselinou sirovou, pii pokojové teploté za konstantniho napéti
20 V a kvantovych tec¢ek o velikosti 10 nm vzniklych tfimolarni kyselinou sirovou, pfi teploté

11 °C a za ptitomnosti konstantniho napéti 5 V.

SEM HV: 15.00 kV WD: 2.886 mm MIRAWTESCAN SEM HV: 15.00 kV WD: 1.480 mm MIRAN TESCAN
View field: 1.083 pm  Det: InBeam [ Viewfleld: 1.083 pm  Det: InBeam 7

SEM MAG: 200.00 kx SEM MAG: 200.02 kx LabSensNano n

LabSensNano

Obrazek 11: SEM charakterizace nanotecek oxidu titaniciteho o velikosti 20 nm (vlevo) a

nanotecek oxidu titaniciteho o velikosti 10 nm (vpravo)
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5.3. Modifikace nanostruktur zlatem elektrochemickou depozici

Na obréazcich (Obrdzek 12) lze porovnat konecény efekt depozice, pii stejném
konstantnim proudu 0,5 mA, za rGznych Casovych podminek. Soucasné lze také
porovnat efekt pfitomnosti nanoporézni masky. Na obrazku vlevo byla depozice
provedena bez nanoporézni masky po dobu 1 s konstantnim proudem 0,5 mA. Vzniklé
zlaté struktury jsou rovnomérné rozlozeny, jejich velikost je mé vSak velky rozptyl. V
druhém ptipad¢€, na obrazku vpravo, byla modifikace zlatem provedena pod stejnym
proudem. Rozdil byl v depoziéni dob¢, kterd trvala 5 s a v pfitomnosti nanoporézni
masky. Vznikl¢é pokryti jiz neni tak rovnomérné jak v prvnim piipadé, coz ptikladame
za vinu defektim v nanoporézni masce. Distribucni velikost vzniklych ¢astic je vSak

uzsi.

SEM HV: 15.00 kv WD: 5.002 mm MIRAW 'I:sEéCAN SEM HV: 15.00 kV WD: 3.147 mm MIRAN TESCAN
View field: 1.083 ym  Det: InBeam [ View field: 1.083 ym  Det: InBeam 8
SEM MAG: 200.00 kx LabSensNano u

SEM MAG: 200.00 kx LabSensNano

Obrazek 12: SEM charakterizace povrchu QDs TiO: po modifikaci zlatem pomoci
elektrochemické depozice bez nanoporézni masky, [=0,5 mA, t=1 s(vlevo) a pres nanoporézni

masku (vpravo), [=0,5 mA, t=35 s

Pii pulsni elektrochemické depozici 3x1 s, za konstantniho proudu 0,5 mA a pfitomnosti
nanoporézni masky bylo dosdhnuto rovhomérného pokryti povrchu zlatymi nanoty¢inkami

polehaného charakteru vzniklymi na nanoteckach TiO2 (Obrdazek 13).
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SEMHV: 15.00 KV WD: 2.526 mm Lot MIRAWTESCAN ~ SEMHV: 1500k WD:2526mm ) MIRAY TESCAN
View field: 1.083 ym  Det: InBeam 200 nm 4 View field: 10.83 ym  Det: InBeam [
SEM MAG: 200.00 kx LabSensNano n SEM MAG: 20.00 kx

Obrazek 13: SEM charakterizace povrchu QDs TiO: po modifikaci zlatem pomoci

LabSensNanon

elektrochemické depozice pres nanoporézni masku v meritku 200 nm (vlevo) a 2 um (vpravo),

1=0,5 mA, t=3x1 s

Na obrazku vlevo (Obrazek 14) 1ze pozorovat pierostlé zlaté nanotyCinky, které vznikly v
nanoporézni masce pii prodlouzeni depozi¢niho ¢asu na 30 s, za konstantniho proudu 0,5 mA.
Tyto nanostruktury se ptedeponovaly az na povrch masky, kde se sjednotily za vzniku zlatych
agregata.

Na obrazku vpravo lze vidét pticny fez skrz nanoporézni masku. Na jejim povrchu vznikly

depozici zlata, za podminek 10 s a 0,5 mA, velké agregaty.

SEMHV: 1500 kv WD: 3.302 mm MIRAY TESCAN SEMHV: 1500 k¥  WD:5.520 mm MIRAY TESCAN
>~ v

View field: 2.167 pm  Det: InBeam 500 nm View field: 3.611 ym  Det: InBeam 1 pm
SEM MAG: 100.00 kx LabSensNano u SEM MAG: 60.00 kx LabSensNano u

Obrazek 14: SEM charakterizace povrchu QDs TiO: po modifikaci zlatem pomoci

elektrochemické depozice pres nanoporézni masku, I1=0,5 mA, t=30 s (vlevo) a pricného rezu

nanostrukturami s nanoporézni maskou, I=0,5 mA, t= 10s, (vpravo)
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Nejhomogennéjsiho a nejkonformnéjsiho pokryti bylo dosazeno pii pouziti leptadla
Standard Clean 1. Zlato bylo deponovano pfi velikosti proudu 5 mA a depozi¢nim Case 10 s
do snizené nanoporézni masky, na Castecné odleptané nanotecky TiO». Jak lze vidét na
obrazku vlevo, vzniklé zlaté nanotyCinky pfesné kopirovaly tvarem i hustotou hlinikovou
Sablonu (Obrazek 15). V nékterych oblastech doslo opét k jejich agregaci na povrchu masky

za vzniku predeponovanych oblasti, jak je zndzornéno na obrazku vpravo.

SEM HV: 15.00 kV WD: 2.489 mm MIRAW TESCAN
View field: 4,334 ym  Det: InBeam 1 um #
SEM MAG: 50.00 kx LabSensNano n

SEM HV: 15.00 kv WD: 2489 mm o MIRA\\ TESCAN
View field: 0.394 ym  Det: InBeam h
SEM MAG: 550.00 kx LabSensNano n

Obrazek 15: SEM charakterizace povrchu QDs TiO: po modifikaci zlatem pomoci
elektrochemické depozice pres nanoporézni masku v meritku 100 nm (vlevo) a I um (vpravo),

1=5 mA, t=10 s, odleptani pomoci SC1
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5.4. Fluorescencni spektra

Analyza fluorescencénich vlastnosti vzorkll s kvantovymi teckami a zlatem probéhla pomoci
fluorescencni spektroskopie. Pti této analyze byla zaznamendna siln4 odezva okolni hlinikové
vrstvy na excitani zateni (Obrazek 16). Emisni spektrum hliniku mélo na vinové délce
420 nm své maximum intezity o velikosti 7000 CPS (counts per seconds, tedy fotonl za
sekundu). Pfi¢inou této odezvy byl nehomogenni povrch vrstvy obsahujici mnoho velkych

hlinikovych krystala.

Intenzita fluorescence / CPS

365 415 465 515 565 615 665

vinova délka / nm

Obrazek 16: Fluorescencni spektrum hliniku

Intenzita fluorescence nevyzihanych kvantovych tecek (Obrdzek 17) 1 vyzihanych
modifikovanych kvantovych tecek (Obrazek 18) byla siln€ potlacena emisi hlinikové vrstvy.
Pii absenci polarizatori odpovidala emise v celém spektrum pouze hliniku, ktery svoji
intenzitou emise potlacil 1 dal§i mozné piky pfislusejici zlatu a kvantovym teckam. Odraz
hliniku v emisnim spektru byl potla¢en pouzitim excitacniho polarizatoru nastaveného na 90°.
Vysledkem tohoto kroku byla fluorescencni spektra u nevyzihanych te¢ek o maximalni
hodnoté¢ emise 1200 CPS na vlnové délce 420 nm, u vyzihanych a modifikovanych
kvantovych tecek zlatem maximalni hodnota intenzity fluorescence 1500 CPS na stejné
vlnové délce. Tyto nizké hodnoty intenzity byly zavinény nedostatkem materialu na vzorcich
a prili§ Sirokou fokusaci excitaéniho zateni spektroskopu, které dopadalo i na okoli vzorku
tvofené hlinikovou vrstvou. V pribéhu obou kiivek lze sledovat Siroké piky pftislusejici

hlinikové vrstvé ( v oblasti 550 az 680 nm).

29



4000

£
33000 ~
©
2
82000
&
Q
=
51000
;
E 0 T T T T T T
365 415 465 515 565 615 665
vinova délka / nm
Obrazek 17: Fluorescencni spektrum nezihanych kvantovych tecek
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Obrazek 18: Fluorescencni spektrum zihanych kvantovych tecek modifikovanych zlatem

Pro ovéfeni spravnosti vysledka byly vzorky prométeny i na Mendlové fakulté na pfistroji
Infinite 200 Pro, pticemz spektra kvantovych te¢ek vykazovala podobny pribéh s velmi

nizkou intenzitou fluorescence.

Vzhledem k vySe uvedenym faktim nebyl povrch modifikovanych nanostruktur dale
funkcionalizovan biomolekulami. Tato funkcionalizace by probéhla nanesenim rdzné
koncentrovanych roztokli, obsahujicich oligonukleotid (v fadech pg/ml), na povrch
kvantovych tecek modifikovanych zlatem. Po odpareni kapalné Casti by byly tyto vzorky
promé&feny na fluorescencnim spektroskopu za predpokladu zmény intenzity emisniho spektra

oproti nefunkcionalizovanym vzorktim.
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5.5. Analyza EDX

Tabulka (Tabulka 3) ukazuje prvkové slozeni vzorku po depozici zlata analyzou EDX.
Zaméfeni analyzované oblasti (30 um) bylo uskutecnéno za pomoci SEM (Obrdzek 19).
Hodnoty v tabulce odpovidaji prvkovému zastoupeni jednotlivych oblasti (v jednotlivych
spektrech) v atomovych procentech. Na vzorku bylo detekovano 5 zakladnich prvki: uhlik
(O), kyslik (0O), kemik (Si), titan (Ti) a zlato (Au). Nezadouci ptitomnost uhliku na vzorku je
pasky jako upeviiujici médium pro SEM analyzu. Vyskyt ostatnich prvki na vzorku odpovida
pouzitym materialim: kiemik tvotil wafer, titan vrstvu, na které probihala anodizace za
vzniku nanotecek, kyslik je zastoupen v zoxidovanych strukturdch — v naSem ptipadé
kvantovych teCkach, eventualn¢ v okolni nativni oxidové vrstvé titanu a zlatem byl

modifikovan povrch nanotecek.

¥ Fym ’ g fectron imae 1

Obrazek 19: SEM charakterizace povrchu QDs TiO2 po modifikaci zlatem pomoci
elektrochemické depozice s nanoporézni maskou s vyznacenymi misty analyzy EDX, 1=0,5

mA, t=5 s
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Tabulka 3: Vysledky EDX analyzy v atomovych procentech

Spektrum C (0] Si Ti Au

Spektrum 1 39,65 7,37 43,73 5,60 3,65

Spektrum 2 | 54,28 23,08 20,07 1,81 0,76

Spektrum 3 | 54,58 23,43 1943 1,65 0,91

Spektrum 4 54,88 23,47 18,98 1,53 1,15

Spektrum 5 54,61 23,53 11936 |1,62 0,88

Spektrum 6 55,68 24,40 17,35 1,02 1,56

Spektrum 7 56,11 24,17 17,74 10,98 1,00

Spektrum 8 55,03 24,08 18,5 1,35 1,03

Spektrum 9 55,77 24,67 17,64 0,95 0,96

Spektrum 10 55,47 124,20 18,19 1,24 0,90

Priimeér 53,61 22,24 |21,1 1,77 1,28
Std. Odchylka | 4,94 525 8,00 1,38 0,86
Max. 56,11 24,67 43,73 5,60 3,65
Min. 39,65 7,37 17,35 10,95 0,76

32




6. Zaveér

V této praci byla pouZita nelitografickd metoda pro vyrobu uspotadanych kvantovych te¢ek
na pevném substratu a jejich naslednou modifikaci zlatem za pouziti nanoporézni Sablony
oxidu hlinitého. Vytvofeni kvalitni nanoporézni Sablony je zakladem pro vznik
fluorescencniho pole nanotecek pozadované velikosti a taktéz pro GspésSnou depozici zlata na
povrch vytvofenych nanostruktur. Charakter vzniklych nanoporti zavisi nejenom na
podminkach anodizace — typu a teploté elektrolytu a anodizujicim napéti — ale 1 na kvalité
vrstev, na kterych pracujeme. V této praci byly vyzkouseny dva zpilisoby nanéseni tenkych
vrstev na substrat, a to napafovani a napraSovani, za ucelem dosazeni co nejkvalitngjSich
vrstev s minimalni povrchovou nerovnosti. Pfi napafovani hliniku na jiz napraseny titan bylo
rozhrani titan-hlinik nekvalitni. Ve druhém ptipad¢, kdy byl hlinik napraseny ihned po
naprasSeni titanu, obsahovala tato vrstva velké krystaly hliniku vystupujici nad povrch. Proto

je dulezité do budoucna vytvoftit takové vrstvy, které budou obé homogenni.

Anodizaci vzniklé nanopodry byly v Sabloné rozmistény nerovnomérné. Lepsi konformity a
homogennéjSiho pokryti povrchu bylo dosazeno dvoukrokovou anodizaci. Z vysledkl je
patrné, ze prub¢h anodizace hlinikové a titanové dvojvrstvy pfi konstantnim napéti 20 V je
mnohem rychlejsi, nez pii napéti 5 V. Konkrétné oxidace hliniku probiha pii zvySeném napéti
mnohem rychleji. U vSech experimentt byla zajiSténa dostate¢né dlouha doba pro anodickou
oxidaci titanu, coz mélo za nasledek lep$i homogenitu pokryti nanoteCkami. Pfipravené
nanotecky oxidu titaniit¢ého na kiemikové desticce vykazovaly ve finale rovnomérnou

distribuci po celém povrchu jak v malé, tak ve velké velikosti.

Pii modifikaci povrchu zlatem metodou elektrochemické depozice bylo tfeba fesit nékolik
komplexnich problému. Pii vyuziti této metody hraje roli v dosazeni homogenniho pokryti a
optimalni velikosti zlatych nanostruktur vice faktort. Zejména depozi¢ni doba, velikost
proudu a kvalita nanoporézni masky patii mezi ty, které¢ vyznamné ovliviiyji finalni vysledek
depozice. Pfitomnost nanoporézni masky je v pifipadé elektrochemické depozice nezbytna
vzhledem k pozadavkim na jisté uspofadani a tvar vzniklych zlatych struktur na povrchu.
Vlivem velkych krystalit ve vrstvé hliniku nebyly v né€kterych oblastech pory utvorené az k
povrchu titanu, coz zpiisobilo vznik defekti. V mistech defektli vznikal proudovy spad, ktery
zapiicinil vznik pfedeponovanych mist — aglomeratid zlata. DalSim problémem byl odpor
nanoporézni masky, pres kterou byla depozice uskutecnéna. Odpor nanoporézni masky byl
zpusoben pomérem mezi délkou a Sitkou nanopdrt. Tento pomér byl optimalizovan za

pomoci dvoukrokové anodizace a rozsifovanim port.
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Pfi nizkém konstantnim proudu (0,5 mA) a kratkém depozi¢nim case (1 s) vytvotilo zlato
na nanoteckach tenky povlak. Pokryti vSak bylo nerovhomérné. ZvySenim proudu na hodnotu
50 mA a opakovanymi kratkymi pulsy bylo dosazeno homogennéjsiho pokryti, avSak v
Sabloné¢ na povrchu nanotecek vyrostly zlaté nanotyCinky. Se zvySujici se dobou depozice tyto
nanoty¢inky proristaji celou délkou nanoportt v masce. Pfi dal$im zvySeni proudu ¢i casu
dochazi ke shlukovani téchto struktur na povrchu masky za vzniku pfedeponovanych oblasti.
Z vyse uvedenych vysledki lze jasné potvrdit predpoklad, ze depozice zlata na povrch
kvantovych tecek pfes nanoporézni masku probihd nejlépe pii nizkych hodnotach

konstantniho proudu a kratkych depozi¢nich ¢asech.

Finalnim vysledkem bylo nalezeni zptsobu depozice po pouziti standardniho Ccisticiho
roztoku pro kiemikové wafery. Timto roztokem byly zmenseny TiO» nanotecky a tim 1 jejich
odpor. Soucasné byla odkryta ¢ast titanové vrstvy v okoli nanostruktur, kde dosahuje mérny
odpor mnohem mensich hodnot, nez maji zoxidované struktury. Vysledkem tohoto postupu
byly ziskany oblasti v jednotkdch mikrometri, na kterych bylo zlato uspotadano podle vzoru
nanoporézni masky ve formé¢ velmi kratkych nanotyCinek. Pro dosazeni takového pokryti ve
vetSim méfitku je vSak potieba ziskat kvalitni nanoporézni masku, jak jiz bylo popséano vyse.

Pti analyze fluorescencnich vlastnosti kvantovych tecek se zlatem byl hlavni pfi¢inou nizké
intenzity emise nedostatek materialu na vzorcich (ve srovnani s koloidnimi kvantovymi
byla siln4 odezva (pravdépodobné odraz) okolni hlinikové vrstvy na budici zéfeni. Tato vrstva
obsahovala mnozstvi velkych hlinikovych krystald, které vykazovaly intenzivni Siroké piky
ve viditelné oblasti. I kdyz byl detektor pouzitého fluorescencniho spektroskopu dostatecné
citlivy, nebylo mozné budici zéafeni piesn¢ fokusovat na vzorek a tim zamezit excitaci
okolniho hliniku. Proto je nezbytné nutné zaméfit presn¢ oblast vzorku, kterou chceme
analyzovat. Tento problém by bylo mozné eliminovat pouZitim fluorescen¢niho mikroskopu,
ktery ovSem nebyl k dispozici. Dal§i moznosti zptisobujici potlaceni emisniho spektra
modifikovanych kvantovych tecek bylo uziti polarizatorti. Excitacni polarizator byl nastaven
na 90°, coz umoznilo potlaceni odrazu hliniku. Pfi absenci polarizatort vSak nalezelo vzniklé
spektrum pouze hliniku, ktery svoji intenzitou emise potlacil 1 dalSi mozné piky pfislusejici
zlatu a kvantovym teckam. Vzhledem k t¢émto obtizim nebylo dale mozné provést analyzu
fluorescen¢nich  vlastnosti nanostruktur funkcionalizovanych biomolekulami (napf.
oligonukletidy), protoZe vliv zhaSeni fluorescence nanostruktur ¢inkem téchto biomolekul by

Jiz nebyl detekovatelny.

V piipadé uspésné fluorescencni analyzy by bylo mozné sestavit biosenzor pro detekci

nukleovych kyselin, tedy systém kvantové tecky TiOz-Au-oligonukleotid pro optickou detekci
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virového onemocnéni. Zékladem pro tento systém je modifikace povrchu zlatem. Diky jeho
vhodnym vlastnostem, zejména vysoké afinité k vodiku je systém TiO>-Au mozné nazvat
univerzalnim zakladem pro jakykoliv biosenzor. Oba prvky jsou pln€¢ kompatibilni s lidskym
télem. Tim je nabizena dal$i moZnost a to napfiklad vyuziti tohoto systému pro cilené

dorucovani 1é¢iv in vivo.

35



7. Seznam pouzité literatury

[1]  DRBOHLAVOVA, Jana, Vojtech ADAM, Rene KIZEK a Jaromir HUBALEK.
Quantum Dots Characterization, Preparation and Usage in Biological Systems. International
Journal of Molecular Sciences. 2009, roc. 10, €. 2, s. 656-673. ISSN 1422-0067. DOI:
10.3390/ijms10020656. Dostupné z: http://www.mdpi.com/1422-0067/10/2/656/

[2] MICHALET, X. Quantum Dots for Live Cells, in Vivo Imaging, and Diagnostics.
DOI: 10.1126/science.1104274. Dostupné z:
http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.1104274

[3] KUMAR, C. Nanomaterials for biosensors. Weinheim: Wiley-VCH, c2007, xxi, 408
p. ISBN 35-273-1388-5.

[4] CHOMOUCKA, Jana, Jana DRBOHLAVOVA, Marketa RY VOLOVA, Pavlina
SOBROVA, Libor JANU, Vojtech ADAM, Jaromir HUBALEK, Rene KIZEK, Quantum dots:
Biological and Biomedical Applications, Nova Science Publishers, 2008

[5] EROGBOGBO, Folarin, Ken-Tye YONG, Indrajit ROY, GaiXia XU, Paras N.
PRASAD a Mark T. SWIHART. Biocompatible Luminescent Silicon Quantum Dots for
Imaging of Cancer Cells. DOI: 10.1021/nn700319z. Dostupné z:
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/nn700319z

[6]  QIAN, Huifeng, Chaoqing DONG, Jifang WENG a Jicun REN. Facile One-Pot
Synthesis of Luminescent, Water-Soluble, and Biocompatible Glutathione-Coated CdTe
Nanocrystals. Small. 2006, roc. 2, €. 6, s. 747-751. ISSN 1613-6810. DOI:
10.1002/smll.200500530. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1002/smll.200500530

[7] VOROZHTSOVA, Marina, Jana DRBOHLAVOVA, Jaromir HUBALEK, Chemical
Microsensors with Ordered Nanostructures, Microsensors, 2011, 978-953-307-170- 1

[8] CAO, Guozhong, Dawei LIU. Template-based synthesis of nanorod, nanowire, and
nanotube arrays. Advances in Colloid and Interface Science, 2008, 136(2), 45-64, 0001-
8686DOI: 10.1016/j.cis.2007.07.003. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0001868607001170

[9] KOKONOU, M., K.P. GIANNAKOPOULOS a A.G. NASSIOPOULOU. Few
nanometer thick anodic porous alumina films on silicon with high density of vertical pores.
DOLI: 10.1016/.ts£.2006.11.022. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0040609006013447

[10] MOZALEV, A., A.J. SMITH, S. BORODIN, A. PLIHAUKA, A.W. HASSEL, M.
SAKAIRI a H. TAKAHASHI. Growth of multioxide planar film with the nanoscale inner
structure via anodizing Al/Ta layers on Si. Electrochimica Acta. 2009, ro€. 54, €. 3, s. 935-
945. ISSN 00134686. DOI: 10.1016/j.electacta.2008.08.030. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0013468608010153

36



[11] CHU, S.Z.; INOUE, S.; WADA, K.; HISHITA, S.; KURASHIMA, K., Self-organized
nanoporous anodictitania films and ordered titania nanodots/nanorods on glass, Advanced
Functional Materials, 2005, 15(8), 1343 - 1349, 10.1002

[12]  FISERA M., Anatas ve sbirce mineralogicko-petrologického oddéleni
Ptirodovédeckého muzea Narodniho muzea, Bulletin mineralogicko-petrologického oddélent
Narodniho muzea v Praze 12, 2004, 56-63

[13] WU, J.,, S. LEE, VR REDDY, M.O. MANASREH, B.D. WEAVER, A spol.
Photoluminescence plasmonic enhancement in InAs quantum dots coupled togold
nanoparticles, Materials Letters, 2011, 65(23), 3605-3608C.

[14] LEMIRE, C., R. MEYER, Sh.K. SHAIKHUTDINOYV a H.-J. FREUND. CO
adsorption on oxide supported gold: from small clusters to monolayer islands and three-
dimensional nanoparticles. Surface Science. 2004, ro€. 552, 1-3, s. 27-34. ISSN 00396028.
DOI: 10.1016/j.susc.2004.01.029. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0039602804000354

[15] LAI X., T.P.St. CLAIR, M. VALDEN a D.W. GOODMAN. Scanning tunneling
microscopy studies of metal clusters supported on TiO2 (110): Morphology and electronic
structure. Progress in Surface Science. 1998, ro€. 59, 1-4, s. 25-52. ISSN 00796816. DOI:
10.1016/S0079-6816(98)00034-3. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/p1i/S0079681698000343

[16]  WANG, Liping, Wei MAO, Dandan NI, Junwei DI, Ying WU a Yifeng TU. Direct
electrodeposition of gold nanoparticles onto indium/tin oxide film coated glass and its
application for electrochemical biosensor. Electrochemistry Communications. 2008, ro¢. 10, ¢.
4,s.673-676. ISSN 13882481. DOI: 10.1016/j.elecom.2008.02.009. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1388248108000611

[17] RAPECKI, T., M. DONTEN a Z. STOJEK. Electrodeposition of polypyrrole-Au
nanoparticles composite from one solution containing gold salt and

monomer. Electrochemistry Communications. 2010, ro¢. 12, €. 5, s. 624-627. ISSN
13882481. DOI: 10.1016/j.elecom.2010.02.015. Dostupné z:

http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1388248110000792

[18] BAEZ, Victor B. a Derek PLETCHER. Preparation and characterization of
carbon/titanium dioxide surfaces ? the reduction of oxygen. Journal of Electroanalytical
Chemistry. 1995, ro¢. 382, 1-2, s. 59-64. ISSN 15726657. DOI: 10.1016/0022-
0728(94)03645-J. Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/002207289403645]

[19] SULKA, G.D.: Highly Ordered Anodic Porous Aluminia Formation by Self-Organized
Anodizing; Weinheim, 2008, Nanostructured Materials in Electrochemistry, Chapter 1, ISBN:
978-3-527-31876-6.

[20]  OKUMURA, Mitsutaka, Shyunichi NAKAMURA, Susumu TSUBOTA, Toshiko
NAKAMURA, Masashi AZUMA a Masatake HARUTA. Chemical vapor deposition of gold
on Al1203, SiO2, and TiO2 for

37



the oxidation of CO and of H2, Catalysis Letters. ro¢. 51, 1/2, s. 53-58. ISSN 1011372x. DOI:
10.1023/A:1019020614336. Dostupné z: http://www.springerlink.com/openurl.asp?
1d=d0i:10.1023/A:1019020614336

[21]  Energy-dispersive X-ray spectroscopy. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online].
San Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2001- [cit. 2012-05-24].

[22]  Energy Dispersive X-Ray Analysis (EDX). In: [online]. [cit. 2012-05-24]. Dostupné z:
http://www.intertek.com/analysis/microscopy/edx/

[23] Rastrovaci elektronova mikroskopie. In: [online]. [cit. 2012-05-24]. Dostupné z:
http://biologie.upol.cz/mikroskopie/rastrovaci%20em.htm

[24]  Molekulova luminiscence. In: PREISLER, Jan. [online]. 2012 [cit. 2012-05-24].
Dostupné z: http://bart.chemi.muni.cz/courses/4%20a%?205.pdf

[25]  Principy fluorescenc¢ni spektroskopie. In: [online]. [cit. 2012-05-24]. Dostupné z:
http://psych.If1.cuni.cz/fluorescence/soubory/principy.htm

[26] PRUSA, Richard, Zaklady analytickych metod v klinické molekularni
biologii, Zaklady analytickych metod v klinické molekularni biologii, 1997, 80-238-0904-7

[27] NIELSEN, P., M EGHOLM, R. BERG a O BUCHARDT. Sequence-selective
recognition of DNA by strand displacement with a thymine-substituted polyamide. Science.
1991-12-06, ro€. 254, €. 5037, s. 1497-1500. ISSN 0036-8075. DOI:
10.1126/science.1962210. Dostupné z:
http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.1962210

[28] BROWN, Eric M.B., Tatjana PAUNESKU, AiGuo WU, K. Ted THURN, Benjamin
HALEY, Jimmy CLARK, Taisa PRIESTER a Gayle E. WOLOSCHAK. Methods for
assessing DNA hybridization of peptide nucleic acid?titanium dioxide

nanoconjugates. Analytical Biochemistry. 2008, ro€. 383, ¢. 2, s. 226-235. ISSN 00032697.
DOI: 10.1016/j.ab.2008.08.020. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0003269708005368

[29] SINGH, Ravindra P., Byung-Keun OH a Jeong-Woo CHOI. Application of peptide
nucleic acid towards development of nanobiosensor arrays.Bioelectrochemistry. 2010, ro€. 79,
¢.2,s. 153-161. ISSN 15675394. DOI: 10.1016/j.bioelechem.2010.02.004.

[30]  ZUO, Xinbing, Huanan WU, Juhong TOH a Sam Fong Yau LI. Mechanism of
mercury detection based on interaction of single-strand DNA and hybridized DNA with gold
nanoparticles. Talanta. 2010-10-15, ro€. 82, €. 5, s. 1642-1646. ISSN 00399140. DOLI:
10.1016/j.talanta.2010.07.031. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S003991401000545X

38



[31] DRBOHLAVOVA, J.; CHOMOUCKA, J.; HRDY, R.; PRASEK, J.; JANU, L.;
RYVOLOVA, M.; ADAM, V.; KIZEK, R.; HALASOVA, T.; HUBALEK, J. Effect of
Nucleic Acid and Albumin on Luminescence Properties of Deposited TiO2 Quantum
Dots. INTERNATIONAL JOURNAL OF ELECTROCHEMICAL SCIENCE, 2012, ro¢. 7, &.
2,s. 1424-1432. ISSN: 1452- 3981.

[32] HE, Yuqing, Sanquan ZHANG, Xibao ZHANG, Meenu BALODA, Anant S.
GURUNG, Hui XU, Xueji ZHANG a Guodong LIU. Ultrasensitive nucleic acid biosensor
based on enzyme?gold nanoparticle dual label and lateral flow strip biosensor. Biosensors and
Bioelectronics. 2011, ro€. 26, ¢. 5, s. 2018-2024. ISSN 09565663. DOI:
10.1016/5.b10s.2010.08.079. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pi1i/S0956566310005981

39



8. Zdroje obrazku

[Obrazek 1. ] Challa S. S. R. Kumar, Nanomaterials for biosensors,Nanomaterials for
biosensors, 2007, 3-527-31388-5
[Obrazek 2. ] Challa S. S. R. Kumar, Nanomaterials for biosensors,Nanomaterials for
biosensors, 2007, 3-527-31388-5

[Obrazek 3. | Otyepkova, Eva, Otyepka, Micha, Luminiscence, [online] 2010, Dostupné z:
<http://fch.upol.cz/skripta/zfcm_pred/3_luminiscence_2010.pdf >.

[Obrazek 4. ] Ravindra P. Singh, Byung-Keun Oh, Jeong-Woo Choi, Application of peptide
nucleic acid towards development of nanobiosensor arrays, Bioelectrochemistry, 2010, 79(2),
153-161, 10.1016

[Obrazek 5. ] ZUO, Xinbing, Huanan WU, Juhong TOH a Sam Fong Yau LI. Mechanism of
mercury detection based on interaction of single-strand DNA and hybridized DNA with gold
nanoparticles. Talanta. 2010-10-15, ro€. 82, €. 5, s. 1642-1646. ISSN 00399140. DOI:
10.1016/j.talanta.2010.07.031. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S003991401000545X

40



9. Seznam zKkratek
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oxid titanicity

oxid hlinity

kyanid draselny
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kyselina fosfore¢na

oxid chromovy

tfi molarni

standardni Cistici roztok = standard clean 1
kvantové tecky

foton za sekundu = counts per seconds
energeticka disperzivni rentgenova spektroskopie

rastrovaci elektronovy mikroskop
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