
VYSOKÉ UČENÍ TECHNICKÉ V BRNĚ
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA STROJNÍHO INŽENÝRSTVÍ
ÚSTAV FYZIKÁLNÍHO INŽENÝRSTVÍ

FACULTY OF MECHANICAL ENGINEERING
INSTITUTE OF PHYSICAL ENGINEERING

POUŽITÍ KOVOVÝCH A POLOVODIČOVÝCH
NANOSTRUKTUR PRO BIODETEKCI

APPLICATION OF METAL AND SEMICONDUCTOR NANOSTRUCTURES FOR BIODETECTION

DIPLOMOVÁ PRÁCE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRÁCE Bc. LUKÁŠ KEJÍK
AUTHOR

VEDOUCÍ PRÁCE Ing. MIROSLAV KOLÍBAL, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2015





Vysoké učení technické v Brně, Fakulta strojního inženýrství

Ústav fyzikálního inženýrství
Akademický rok: 2014/2015

ZADÁNÍ DIPLOMOVÉ PRÁCE

student(ka): Bc. Lukáš Kejík

který/která studuje v magisterském navazujícím studijním programu

obor: Fyzikální inženýrství a nanotechnologie (3901T043) 

Ředitel ústavu Vám v souladu se zákonem č.111/1998 o vysokých školách a se Studijním a
zkušebním řádem VUT v Brně určuje následující téma diplomové práce:

Použití kovových a polovodičových nanostruktur pro biodetekci

v anglickém jazyce:

Application of metal and semiconductor nanostructures for biodetection

Stručná charakteristika problematiky úkolu:

Kovové a polovodičové nanostruktury jsou užívané pro detekci biomolekul zejména pro své
plazmonické, případně luminiscenční vlastnosti. Nanostruktury jsou také atraktivní kvůli velkému
poměru počtu atomů na povrchu ku počtu atomů v objemu materiálu. Úkolem studenta bude
použít předpřipravené nanostruktury k rozličným způsobům detekce biomolekul. 

Cíle diplomové práce:

1. Navrhněte a realizujte experiment pro měření změny fáze na plazmonických anténách.
2. Navrhněte a realizujte experiment pro současné měření cyklické voltametrie a plazmonové
rezonance, příp. luminiscence.



Seznam odborné literatury:

[1] Dahlin A. B. et al., Analytical and Bioanalytical Chemistry 402 (2012) 1773.
[2] Pallarola D. et al., Chemical Communications 49 (2013) 8326.

Vedoucí diplomové práce: Ing. Miroslav Kolíbal, Ph.D.

Termín odevzdání diplomové práce je stanoven časovým plánem akademického roku 2014/2015.

V Brně, dne 21.11.2014

L.S.

_______________________________ _______________________________
prof. RNDr. Tomáš Šikola, CSc. doc. Ing. Jaroslav Katolický, Ph.D.

Ředitel ústavu Děkan fakulty



ABSTRAKT
Diplomová práce se zabývá dvěma způsoby aplikace zlatých diskových nanostruktur vy-
kazuj́ıćıch plazmonové rezonance pro biodetekci. Prvńı část se týká detekce změny fáze
na plazmonických anténách pomoćı koherenćı ř́ızeného holografického mikroskopu. Bylo
zjǐstěno, že změna fáze se zvýrazňuje s rostoućı vlnovou délkou osvitu, kdy je buzena
plazmonová rezonance na anténách věťśıch rozměr̊u. Dále byla prokázána citlivost fáze
na změnu indexu lomu okolńıho prosťred́ı, p̌ričemž nejvěťśı fázová změna nastala pro
antény v rezonanci s vlnovou délkou osvitu. Druhá část práce se týká kombinace optické
spektroskopie detekuj́ıćı plazmonové rezonance a voltametrie charakterizuj́ıćı elektro-
chemickou aktivitu. V této části byl pozorován postupný posuv rezonančńı vlnové délky
v p̌ŕıtomnosti SSC pufru, avšak tento vliv je s časem stále menš́ı. Provedené experimenty
také ukázaly nevhodnost užit́ı kysĺıkového plazmatu k čǐstěńı povrchu vzorku, protože
způsobuje oxidaci kov̊u včetně zlata.

KĹIČOVÁ SLOVA

plazmonika, elektrochemie, biosenzor, plazmatické čǐstěńı, SSC pufr

ABSTRACT
The master’s thesis deals with two applications of gold discoidal nanostructures exhi-
biting plasmon resonance for biodetection. The first approach considers the detection
of changes in the phase on plasmonic antennas using coherence-controlled holography
microscope. It was found that the steepness of the phase is increasing with the illumi-
nation wavelength when plasmon resonance is excited in larger antennas. The sensitivity
of the phase to refractive-index changes of the surrounding media was observed when
the largest response was given by antennas in resonance with wavelength of illumination.
Next part deals with plasmon resonance detection by means of optical spectroscopy
combined with voltametry which characterizes the electrochemical activity. Changes in
resonance wavelength induced by the presence of SSC buffer were observed, although
this influence seems to diminish in time. Conducted experiments have also shown that
oxygen-plasma cleaning is not suitable for sample surface cleaning because of oxidation
of metals including gold as well.
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Úvod 2

1 Biosenzory 4
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1.2 Plazmonické biosenzory . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7

LSP biosenzory . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7

Změna rezonančńı vlnové délky . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
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Návrh elektrochemické cely . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53

4 Závěr 55
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ÚVOD

Lidé se odjakživa zaj́ımali o procesy uvnitř svého těla odehrávaj́ıćı se jak na makro-

skopické úrovni orgán̊u, tak s vývojem techniky i na mikroskopické úrovni. Optická

pozorováńı biologických proces̊u na buněčné úrovni o mikrometrových rozměrech

byla umožněna postupným vylepšováńım optického mikroskopu. K pozorováńı men-

š́ıch biologických útvar̊u jako jsou proteiny, lipidy či nukleové kyseliny o rozměrech

v řádu jednotek a deśıtek nanometr̊u je již kv̊uli difrakčńımu limitu třeba použ́ıvat

speciálńı optické techniky. Významnou roli v zobrazováńı biomolekul maj́ı techniky,

jež těž́ı z označováńı určitou aktivńı látkou, jej́ıž výskyt jsme schopni detekovat.

Dř́ıve použ́ıvané značeńı radioaktivńımi izotopy fosforu bývá nyńı nahrazeno fluo-

rescenčńımi barvivy, které při osvitu vyzařuj́ı intenzivńı světlo charakteristické vl-

nové délky, jež je možné poměrně snadno detekovat. Existuj́ı však i techniky, které

značeńı biomolekul pro jejich detekci nevyžaduj́ı. Jedná se např́ıklad o techniky

na bázi plazmonových rezonanćı, jež dokáž́ı detekovat př́ıtomnost biomolekuly skrze

pozorováńı změn v indexu lomu svého okoĺı, př́ıpadně elektrochemické metody, jež

detekuj́ı přesun elektron̊u mezi elektrodou a analyzovanou látkou, a mnoho daľśıch.

Źıskaný signál bývá výsledkem interakce velkého počtu biomolekul. Avšak pro lep-

š́ı porozuměńı interakćı a transportu biomolekul by bylo výhodněǰśı detekovat jed-

notlivé biomolekuly, v reálném čase je sledovat a to př́ımo v jejich nativńım prostřed́ı.

Toto je ćıl, jehož naplněńı by mělo nezměrný dopad na rozvoj poznáńı nejen v oblasti

biologie.

Biosenzory na bázi plazmonových rezonanćı nebo jejich kombinace s daľśımi me-

todami se pomalu tomuto limitu přibližuj́ı a jsou na dobré cestě k jeho dosažeńı.

V rámci této práce jsou představeny dva koncepty využit́ı plazmonických nanostruk-

tur, které by v budoucnu mohly vést k aplikaćım právě v detekci biomolekul.

V prvńı kapitole jsou nast́ıněny základńı principy elektrochemie a elektroche-

mických biosenzor̊u. Dále je zde pojednáno o biosenzorech využ́ıvaj́ıćıch plazmo-

nových rezonanćı k detekci změn indexu lomu prostřed́ı zp̊usobených př́ıtomnost́ı

biomolekul. Tyto změny lze detekovat na základě měřeńı některého ze dvou para-

metr̊u, které charakterizuj́ı plazmonové rezonance - rezonančńı vlnová délka a fáze.

Zároveň je shrnut dosavadńı vývoj s d̊urazem na detekci fáze, jej́ımuž měřeńı je

věnován obsah kap. 2. Dále je zde také pojednáno o kombinaci plazmonových rezo-

nanćı a elektrochemických metod, na něž částečně navazuj́ı experimenty v kap. 3.

Ve druhé kapitole je nejdř́ıve stručně popsán princip koherenćı ř́ızeného hologra-

fického mikroskopu, s ńımž prob́ıhala veškerá fázová měřeńı. Při zde popsaných ex-

perimentech bylo využito r̊uzného druhu osvitu - jak pomoćı interferenčńıch filtr̊u,
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tak i pomoćı laditelného superkontinuálńıho laseru, který poskytuje výrazně vyšš́ı

intenzitu osvitu. Třet́ı kapitola je zaměřena na optimalizaci a analýzu spekter pro-

pustnosti źıskaných za využit́ı aparatury Nanonics, s ńıž měřeńı prob́ıhala. Jsou tu

uvedeny experimenty pozoruj́ıćı vliv SSC pufru na rezonančńı vlnovou délku. Dále

je předveden návrh elektrochemické cely, která v budoucnu umožńı spojit optická

a elektrochemická měřeńı v jednom čase.
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1 BIOSENZORY

Biosenzor představuje analytický prvek, který měř́ı fyzikálně-chemické změny v bi-

ologické rozpoznávaćı vrstvě, jež je v kontaktu s převodńıkem signálu. Fyzikálně-

chemické změny v rozpoznávaćı vrstvě jsou zapř́ıčiněny jej́ı interakćı s detekovanými

molekulami a př́ımo souvisej́ı s jejich množstv́ım. Dle typu signálu měřeného na

povrchu převodńıku lze biosenzory dělit do tř́ı hlavńıch kategoríı – na elektrické,

optické a mechanické [1]. S měřeńım optického signálu jsou spojeny např. techniky

využ́ıvaj́ıćı plazmonových rezonanćı, jež jsou spolu s elektrochemickými metodami,

které poskytuj́ı elektrický signál, diskutovány v následuj́ıćı kapitole.

1.1 Elektrochemické biosenzory

Elektrochemie, jak název napov́ıdá, je oblast́ı chemie zabývaj́ıćı se propojeńım elek-

trických a chemických efekt̊u. Zkoumá tedy souvislost přenosu elektrického náboje

s chemickou aktivitou látky.

Přenos elektron̊u z jedné látky do druhé je jedńım z fundamentálńıch děj̊u

ovládaj́ıćıch biologické procesy v živých organizmech, fotosyntézu, palivové články

a źıskáváńı čistých kovových materiál̊u. Porozuměńı elektronovým přenos̊um nám

pomáhá nalézat zp̊usoby, jak už́ıt chemické reakce k produkci elektřiny a jak nao-

pak použ́ıt elektřinu k vyvoláńı chemické reakce. Elektrochemická měřeńı mohou být

použita k analýze chemických systémů, kdy poskytuj́ı informaci o termodynamice

reakćı, výskytu kov̊u a organických látek [2].

Základńı principy elektrochemie

Základńı charakteristikou atomu, která vyjadřuje, jak silně bude přitahovat elektron,

je jeho elektronegativita. Ta zároveň určuje charakter vazby, kterou spolu atomy vy-

tvoř́ı. Jedná-li se o atomy téhož prvku, vytvoř́ı kovalentńı vazbu, kde budou elektrony

sd́ıleny rovnoměrně a jejich rozložeńı bude symetrické podle osy vazby. V př́ıpadě

atomů s rozd́ılnou elektronegativitou bývaj́ı elektrony sd́ıleny nerovnoměrně. Elek-

tronegativnějśı atom přitáhne elektrony bĺıže k sobě, což vyúst́ı v parciálńı záporný

náboj (δ−) na straně tohoto atomu a v parciálńı kladný náboj (δ+) na straně opačné.

Vzniklá molekula je tedy polarizována, přičemž je-li rozd́ıl elektronegativit větš́ı než

2, elektronegativněǰśı atom źıská elektron z druhého atomu a vytvoř́ı se tak záporný

a kladný iont. Tyto ionty se vzájemně přitahuj́ı a vzniká tak iontová vazba [3].

Reakce, při nichž docháźı k elektronovému přenosu bývaj́ı označovány jako re-

doxńı (oxidačně-redukčńı) reakce. Redoxńı reakce bývá vždy výsledkem současně
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prob́ıhaj́ıćıch poloreakćı – oxidace a redukce. Při nich docháźı ke změnám oxidačńıho

stavu atomů, který je vyjádřen tzv. oxidačńım č́ıslem. Toto č́ıslo, jež může nabývat

kladné, záporné i nulové hodnoty, vyjadřuje hypotetický náboj, který by měl daný

atom, pokud by všechny jeho vazby byly iontové. Oxidačńı č́ıslo atomu se zvyšuje,

resp. snižuje, pokud elektrony odevzdává, resp. přij́ımá, přičemž ř́ıkáme, že se atom

oxiduje, resp. redukuje.

V elektrochemických systémech jsou v centru pozornosti procesy a faktory, které

ovlivňuj́ı přenos náboje mezi chemickými fázemi, např́ıklad mezi elektrickým vodičem

(elektroda) a iontovým vodičem (elektrolyt). Chováńı elektron̊u v kovu lze částečně

pochopit uvážeńım jeho Fermiho hladiny, která odpov́ıdá nejvyšš́ı zaplněné elektro-

nové hladině. Jej́ı poloha neńı pevná a může se měnit např́ıklad aplikaćı elektrického

potenciálu na kovovou elektrodu, tedy dodáńım elektrické energie. Elektrický po-

tenciál, který posuvem Fermiho energie měńı chemickou aktivitu reaktantu, můžeme

nazývat elektrochemickým potenciálem.

kov reaktant

EF

E
n
er
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e

V = 0

kov reaktant

EF

V > 0

LUMO

HOMO
EF

V < 0

kov reaktanta) b) c)

Obr. 1.1: a) Hladina Fermiho energie EF v kovové elektrodě a jej́ı posuv při aplikaci
b) kladného a c) záporného elektrického potenciálu. LUMO zde znač́ı nejnižš́ı neob-
sazený molekulový orbital reaktantu, HOMO nejvyšš́ı obsazený molekulový orbital
reaktantu, přičemž černé tečky znázorňuj́ı elektrony na př́ıslušných elektronových
hladinách.

Obr. 1.1 ukazuje Fermiho hladinu spolu s orbitálńımi energiovými hladinami mo-

lekuly reaktantu. LUMO zde znač́ı nejnižš́ı neobsazený molekulový orbital, HOMO

nejvyšš́ı obsazený molekulový orbital. Aplikaćı dostatečně vysokého kladného po-

tenciálu na elektrodu může být Fermiho hladina posunuta nad úroveň LUMO re-

aktantu a elektrony bĺızko Fermiho hladiny mohou přej́ıt do reaktantu. Naopak při

aplikaci záporného potenciálu se sńıž́ı Fermiho hladina pod úroveň HOMO reak-

tantu, z ńıž mohou elektrony přej́ıt do elektrody. Proud elektron̊u, jež v závislosti

na aplikovaném potenciálu přecházej́ı mezi elektrodou a reaktantem v roztoku, je

možné měřit. Měřeńı a analýza této volt-ampérové závislosti je předmětem volta-

metrie [4].
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Voltametrie

Většina voltametrických měřeńı prob́ıhá v roztoku, jež je uzavřen v elektrochemické

cele. Do analyzovaného roztoku jsou vnořeny zpravidla tři elektrody. Pracovńı elek-

troda (WE) je elektrodou, na ńıž prob́ıhá samotná reakce. Nejvyuž́ıvaněǰśım druhem

pracovńı elektrody je rtut’ová kapka, jej́ıž interakčńı povrch je dobře definovaný

a snadno reprodukovatelný. Metoda využ́ıvaj́ıćı rtut’ové pracovńı elektrody bývá

označována jako polarografie [5]. Dále lze využ́ıt pracovńı elektrody z platiny, zlata,

stř́ıbra uhĺıku atd., přičemž základńım požadavkem je chemická odolnost materiálu

a snadné čǐstěńı povrchu. Referenčńı elektroda (RE) poskytuje stabilńı potenciál,

se kterým je porovnáván potenciál na pracovńı elektrodě. Nejčastěji použ́ıvaná

referenčńı elektroda je saturovaná kalomelová elektroda (SCE) a Ag / AgCl elek-

troda. Pomocnou elektrodou (CE) bývá zpravidla platinový drát. Proud roztokem

je měřen mezi pomocnou a pracovńı elektrodou [6]. Obecný tř́ıelektrodový systém

je znázorněn na obrázku 1.2a).

V

A

WE

RE

CE

t

V2

V1

a)

b)

Obr. 1.2: a) Tř́ıelektrodové uspořádáńı pro voltametrická měřeńı, kde WE znač́ı
pracovńı, RE referenčńı a CE pomocnou elektrodu. b) Časový pr̊uběh potenciálu
v rámci jednoho cyklu a c) volt-ampérová charakteristika źıskaná cyklickou vol-
tametríı jednovláknové DNA (ssDNA) a dvouvláknové DNA (dsDNA) – převzato
a upraveno z [7].

Základem roztoku, do něhož jsou elektrody ponořeny, je rozpouštědlo (např.

H2O), v němž je rozpuštěn elektrolyt (např. NaCl). Elektrolyt o vysoké koncent-

raci zajǐst’uje dostatečnou elektrickou vodivost roztoku. K vytvořeńı prostřed́ı o sta-

bilńıch podmı́nkách, zejména o stálém pH, je do roztoku přidáno pufrovaćı činidlo.

Do takto stabilizovaného prostřed́ı lze poté přidat samotný reaktant [8].

Obrázek 1.2b) ukazuje časový pr̊uběh potenciálu aplikovaný na pracovńı elek-

trodu v rámci jednoho cyklu cyklické voltametrie, která je použ́ıvána [9] na Bio-

fyzikálńım ústavu Akademie věd v Brně, s ńımž je navázána spolupráce. Př́ıklad
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voltamogramu odlǐsuj́ıćıho signál od jednovláknové DNA (ssDNA) od dvouvláknové

DNA (dsDNA) je na obrázku 1.2c) [7]. Aplikaćı voltametrie je nespočet, např́ıklad

detekce karcinogen̊u, pesticid̊u, barviv, farmaceutik, těžkých kov̊u atd [10].

1.2 Plazmonické biosenzory

Materiály maj́ıćı zápornou reálnou část dielektrické funkce mohou podporovat vznik

rezonance povrchových plazmonových polariton̊u (surface plasmon polariton – SPP).

Jedná se kolektivńı oscilace povrchových vodivostńıch elektron̊u, jež mohou být za

využit́ı vazebného členu (skleněný hranol, mř́ıžka) vybuzeny dopadem elektromag-

netické vlny. Tyto oscilace se š́ı̌ŕı na rozhrańı vrstvy kovu a dielektrika, přičemž

intenzita elektrického pole je v bĺızkosti rozhrańı ześılena a klesá exponenciálně

s rostoućı vzdálenost́ı od rozhrańı. Oblast pr̊uniku této tzv. evanescentńı vlny do

dielektrického prostřed́ı vymezuje objem, na jehož index lomu jsou oscilace cit-

livé [11]. Právě poměrně velká lokalizace elektromagnetického pole v bĺızkosti roz-

hrańı umožňuje detekovat děje, jež se zde odehrávaj́ı. Jedná se např́ıklad o adsorpci

molekul na rozhrańı, př́ıpadně jejich navázáńı na již dř́ıve funkcionalizovaný povrch.

K detekci př́ıtomnosti biomolekul bylo povrchových plazmon̊u využito poprvé už

kolem roku 1983 Liedbergem et al. [12]. Od té doby nalezly techniky využ́ıvaj́ıćı

SPP aplikace v r̊uzných oblastech včetně lékařské diagnostiky, kontroly životńıho

prostřed́ı, nezávadnosti potravin atd., jež jsou shrnuty např. v [13].

LSP biosenzory

Povrchové plazmonové polaritony nelze vybudit př́ımým dopadem elektromagne-

tického zářeńı. Je třeba využ́ıt vazebný člen ve formě hranolu či mř́ıžky, č́ımž se

komplikuje zař́ızeńı určené k jejich buzeńı a detekci. Zároveň SPP konfigurace ne-

umožňuje př́ılǐs dobře lokalizovat př́ıpadnou vazebnou interakci biomolekuly, protože

vzdálenost, po ńıž se SPP š́ı̌ŕı, je v řádu µm a oblast pr̊uniku těchto vln do zkou-

maného prostřed́ı je v řádu stovek nm [14]. Tento problém lze minimalizovat, po-

kud je mı́sto spojité kovové vrstvy využito diskrétńıch kovových struktur rozměrově

menš́ıch než vlnová délka dopadaj́ıćı elektromagnetické vlny. Dopad světla vybud́ı

kolektivńı oscilace vodivostńıch elektron̊u v rámci objemu nanostruktury. Tuto rezo-

nanci označujeme jako lokalizovaný povrchový plazmon (localized surface plasmon –

LSP), přičemž oblast pr̊uniku ześıleného elektromagnetického pole je v řádu deśıtek

nm. Rezonančńı vlnová délka LSP záviśı na velikosti nanočástice, kdy zpravidla

nar̊ustá s jej́ım rozměrem [15]. Dále záviśı na materiálu nanočástice, kde plat́ı, že

využit́ı stř́ıbra umožňuje rezonanci v oblasti menš́ıch vlnových délek než zlato [16].
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Vliv maj́ı také lokálńı dielektrické vlastnosti okoĺı nanočástice, přičemž nár̊ust in-

dexu lomu prostřed́ı je spojen s posuvem k větš́ım vlnovým délkám [17], a v ne-

posledńı řadě tvar nanočástice [18]. Současné techniky výroby těchto nanočástic

umožňuj́ı vytvořeńı tvaru, který je vhodný pro požadovanou aplikaci. Jedná se

např́ıklad o antény ve tvaru disk̊u [19], kvádr̊u [20], trojbokých hranol̊u [21], srpk̊u

[22], hvězdic [23], prstenc̊u [24], pór̊u [25] a daľśıch. Využit́ı v́ıce částic umožňuje

vznik mı́st se ześıleným polem v oblasti mezi částicemi, tedy ještě větš́ı lokalizaci

elektromagnetického pole. Jedná se o tzv. dimery (využit́ı bĺızkosti dvou částic) [26],

trimery [27], př́ıpadně klastry obsahuj́ıćı v́ıce částic [28].

Změnu indexu lomu okolńıho prostřed́ı lze detekovat pomoćı plazmonických

nanočástic na základě změny rezonančńı vlnové délky plazmonové rezonance nebo

změny jej́ı fáze.

Změna rezonančńı vlnové délky

Při pozorováńı nanočástic vykazuj́ıćıch LSP rezonance bývaj́ı použity zejména op-

tické spektroskopické metody. Ty umožňuj́ı měřeńım spektrálńıch závislost́ı odra-

zivosti či propustnosti charakterizovat interakci světla s nanočásticemi. Spektrálńı

závislost odrazivosti podává informaci o rozptylu světla na nanočástićıch, přičemž

světlo může být i absorbováno. Vliv obou efekt̊u dohromady lze vyjádřit pomoćı

extinkce, kterou je možné určit měřeńım spektrálńı závislosti propustnosti. Extinkci

lze charakterizovat pomoćı účinného pr̊uřezu Cext, který lze z Mieho teorie definovat

jako [29]

Cext =
4π

k2
Re

{
i
ε− εm
ε+ 2εm

}
, (1.1)

kde ε znač́ı dielektrickou funkci materiálu částice, εm dielektrickou konstantu okolńıho

prostřed́ı, k = 2πnm/λ je vlnové č́ıslo odpov́ıdaj́ıćı vlnové délce λ v prostřed́ı o in-

dexu lomu nm, který souviśı s dielektrickou konstantou dle εm = n2
m.

Účinný pr̊uřez extinkce dle rce. (1.1) nabývá maximálńı hodnoty v př́ıpadě, že

plat́ı rezonančńı podmı́nka

Re{ε+ 2εm} → 0. (1.2)

Je-li ve vyjádřeńı dielektrické funkce materiálu nanočástice použit Drudeho mo-

del pro oblast viditelného a ultrafialového světla ve tvaru

Re{ε} = 1−
ω2

p

ω2
, (1.3)

přičemž ωp je plazmová frekvence materiálu, lze dospět k závislosti rezonančńı vlnové
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délky λ na indexu lomu nm ve tvaru

λ = λp

√
2εm + 1 '

√
2λpnm, (1.4)

kde λp znač́ı vlnovou délku př́ıslušej́ıćı plazmové frekvenci materiálu ωp. Rovnice

(1.4) tedy pro dostatečně úzký rozsah nm ukazuje lineárńı závislost rezonančńı vlnové

délky LSP sférických nanočástic na indexu lomu okoĺı.

Svedendahl et al. [30] porovnávali posuv rezonančńı vlnové délky LSP a SPP

odpov́ıdaj́ıćı jednotkové změně indexu lomu (RIU – refractive index unit). Pro 50 nm

zlatou vrstvu (SPP) dospěl k posuvu rezonančńı vlnové délky o 3300 nm/RIU a pro

pole zlatých nanodisk̊u (LSP) dospěl k hodnotě 178 nm/RIU, což by mohlo vést

k závěru, že detekce pomoćı SPP je mnohem citlivěǰśı. Pokud jsou však měřeny

změny indexu lomu v bĺızkosti povrchu zp̊usobené adsorpćı vrstvy molekul, odezva

těchto dvou technik se stává srovnatelnou [31,32].

Vliv adsorpce vrstvy molekul o tloušt’ce d a indexu lomu na na změnu rezonančńı

vlnové délky ∆λ lze vyjádřit dle vztahu [33]

∆λ = m(na − nm)[1− exp(−2d/ld)], (1.5)

kde m je faktor citlivosti (nm/RIU), nm objemový index lomu okolńıho prostřed́ı a ld

udává vzdálenost od rozhrańı, v ńıž dojde k poklesu intenzity elektromagnetického

pole na 1/e násobek p̊uvodńı hodnoty. Rovnice (1.5) ukazuje, že výsledný posuv

rezonančńı vlnové délky je velmi závislý na parametru ld, pro SPP nabývá hodnoty

200-300 nm a LSP i méně než 10 nm, kdy LSP přinejmenš́ım vyrovnává citlivost

SPP [14].

Posuvu rezonančńı vlnové délky pro detekci biomolekul využili např. Ruemmele

et. al [34]. Kryćı skĺıčko (φ = 25 mm) pokryli oddělenými zhruba milimetrovými

kruhovými oblastmi tvořenými zlatými diskovými anténami o pr̊uměru 190 nm.

Každá z oblast́ı je individuálně př́ıstupná a umožňuje tak každou z nich vystavit

jiným podmı́nkám a výsledný vliv na plazmonové rezonance v jednotlivých oblastech

měřit pomoćı extinkčńı spektroskopie. Takové uspořádáńı využili po funkcionalizaci

veškerých oblast́ı antén biotinem k detekci anti-biotinu. Na jednotlivé oblasti byly

aplikovány roztoky o r̊uzných koncentraćıch anti-biotinu. Extinkčńı spektra z těchto

oblast́ı źıskaná vykazovala odezvu na jednotlivé koncentrace v podobě posuvu rezo-

nančńı vlnové délky (obr. 1.3).

V rámci prvńı části se zaměř́ım předevš́ım na využit́ı změny fáze, jej́ıž měřeńı je

poté obsahem kap. 2.
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Obr. 1.3: Vlevo: skleněný vzorek (φ = 25 mm), s oblastmi antén (tmavé kruhové plo-
chy) s vyznačenými aplikovanými koncentracemi anti-biotinu – oranžově µM a b́ıle
nM koncentrace. Vpravo: výsledná odezva rezonančńı vlnové délky na koncentraci
anti-biotinu. Převzato a upraveno z [34].

Změna fáze

Fáze světla vykazuje netriviálńı chováńı – je to periodická proměnná, která neńı de-

finována v mı́stech s nulovou intenzitou světla. Z toho plyne, že se objevuje extrémně

strmý fázový přechod mezi oblast́ı s nulovou a nenulovou intenzitou. Obecně plat́ı,

že pokud amplituda systému projde nulou, potom celková fáze sytému prodělá téměř

skokovou změnu o π. Stejně tak k přeskoku dojde při minimálńı změně vněǰśıch para-

metr̊u [35]. Tyto úvahy lze př́ımo aplikovat na SPP, kde se objevuje rezonančńı pokles

v závislosti na vlnové délce p-polarizovaného světla odraženého od kovové vrstvy.

Tento pokles je spojen se vznikem SPP, přičemž v této oblasti je opravdu možné de-

tekovat strmou změnu fáze, jak prvně ukázali Abeles et al. užit́ım elipsometrie [36].

Dále je možné detekovat prostorové rozložeńı fáze využit́ım interferometrických [37]

nebo holografických metod. Kombinaćı rastrovaćı optické mikroskopie v bĺızkém

poli rozptylového typu (s-SNOM) s interferometrickou detekćı, lze dosáhnout zisku

informaćı o amplitudě i fázi až s 10 nm prostorovým rozlǐseńım [38,39].

Prvńı, kdo využil změny fáze jakožto senzoru změny indexu lomu okolńıho pros-

třed́ı, byli Kabashin et al. [40]. Sledovali také, mimo jiné, hodnoty fáze v závislosti

na př́ıtomnosti dvou r̊uzných plyn̊u (Ar a N2), pro něž je rozd́ıl indexu lomu (RI)

∆n = 1, 5 · 10−5. Odpov́ıdaj́ıćı fázový rozd́ıl ∆ϕ ≈ 0, 7π při schopnosti detekovat

změny fáze až do 2 · 10−3 rad udává citlivost SPR interferometru na změny RI až

∆n = 4 · 10−8.
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Obr. 1.4: Výsledky simulace odrazivosti (vlevo) a fáze (vpravo) v závislosti na
úhlu dopadu svazku o vlnové délce 633 nm na zlatou vrstvu o r̊uzných tloušt’kách:
(1) 40 nm, (2) 45 nm, (3) 50 nm, (4) 55 nm a (5) 60 nm. Převzato a upraveno z [41].

Kochergin et al. [41] simulovali vliv r̊uzných parametr̊u SPP (vlnová délka osvitu,

úhel dopadu, tloušt’ka vrstvy) na pr̊uběh odrazivosti měřené elipsometricky, zejména

na polohu jej́ıho minima. Zároveň poč́ıtali pr̊uběh fáze pro dané parametry, přičemž

jej́ı strmost byla největš́ı v př́ıpadě, kdy se odrazivost bĺıžila nule. Výpočty a experi-

menty mimo jiné prokázaly, že volbou vhodné tloušt’ky zlaté vrstvy pro př́ıslušnou vl-

novou délku osvitu, lze dosáhnout úplného potlačeńı odrazivosti, jak ukazuje obr. 1.4.

K podobným výsledk̊um se propracovali také Zhang et al. [42], kteř́ı však pro zisk

fáze využili interference radiálně a azimutálně polarizovaných svazk̊u. Citlivost této

metody byla určena jako ∆n = 7, 4 · 10−7 při měřeńı fáze s vodnými roztoky NaCl

o r̊uzných koncentraćıch.

K detekci př́ıtomnosti biomolekul byla měřeńı změny fáze provedena poprvé po-

moćı Machova-Zenderova interferometru [43]. Na povrch kovu byl nanesen roztok

fosfátového pufru (PBS), jenž obsahoval hověźı sérový albumin (BSA), což vyvolalo

výraznou fázovou odezvu. Přidáńı BSA protilátek zp̊usobilo daľśı nár̊ust fáze od-

pov́ıdaj́ıćı jej́ımu navázáńı na BSA. Detekčńı limit takového senzoru byl vyč́ıslen na

7,4 ng/ml. Ho et al. [44] dále ukázali, že využit́ı Michelsonova či Fabryho-Perotova

interferometru přináš́ı alespoň dvojnásobné zvýšeńı citlivosti oproti využit́ı výše uve-

deného Machova-Zenderova interferometru.

Z jediného interferenčńıho obrazce (hologram) je možné zrekonstruovat kom-

pletńı 3D informaci o amplitudě a fázi rezonanćı. Suck et al. [45] využili holografie

k mapováńı rozptylu intenzity na dimeru zlatých nanodisk̊u v r̊uzných rovinách,

přičemž pr̊uběh fáze pro r̊uzné druhy osvitu pouze simulovali. Citlivost́ı rekonstru-

ované amplitudy a fáze pomoćı digitálńı holografie v závislosti na změnách indexu

lomu prostřednictv́ım vysycháńı roztoku NaCl se zabývali v [46]. Zjistili přitom,
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že citlivosti jsou takřka komplementárńı – při malé citlivosti fáze je možné využ́ıt

amplitudy a naopak.

Také uspořádaných poĺı nanostruktur lze využ́ıt k minimalizaci odrazivosti. Při

volbě vhodných parametr̊u je možné dosáhnout potlačeńı odrazivosti vzorku a fáze se

strmě změńı o π. Při difrakci svazku na strukturách může za určitých podmı́nek doj́ıt

k vymizeńı některého difrakčńıho řádu při přechodu mezi vzduchem a substrátem

při tzv. Rayleighově mezńı vlnové délce [47].

Osvit Rayleighovou mezńı vlnovou délkou využili např. Kravets et al. [48], kteř́ı

k elipsometrickým měřeńım použili nanostruktury v podobě pole zlatých nanodisk̊u.

Při takovém uspořádáńı autoři uváděj́ı citlivost fáze na změnu RI až ∆n = 2 · 10−9,

což je o řád lepš́ı citlivost než při využit́ı detekce fáze v klasické SPP [49]. Kromě

jednotlivých antén použili také jejich dvojice, přičemž tato geometrie vykazovala

výrazné zmenšeńı spektrálńı š́ı̌rky rezonance zachycené v extinkčńıch spektrech.

Změny polohy rezonance a jej́ı spektrálńı š́ı̌rku v závislosti na vzájemné vzdálenosti

nanočástic jsou podrobněji popsány v [50].

Li et al. [51] pozorovali reakci optické fáze a extinkčńıch spekter na změnu in-

dexu lomu prostřed́ı a porovnávali jejich citlivost. Fáze byla detekována po excitaci

longitudinálńıho módu zlatých nanotyčinek jak bĺızkým polem (evanescentńı vlnou

při totálńım vnitřńım odrazu), tak polem dalekým (rovinnou vlnou). Detekce fáze

v obou př́ıpadech umožnila větš́ı citlivost na změny indexu lomu než při měřeńı

extinkce - při buzeńı bĺızkým polem (84-krát) a dalekým polem (8-krát).

Obr. 1.5: Dynamická odezva elipsometrických parametr̊u na navázáńı antigenu
(anti-EGFR) a následné interakci se sekundárńımi protilátkami. Vlevo: parametr
Ψ, vpravo: parametr ∆. Převzato a upraveno z [52].

Moirangthem et al. [52] vytvořili pole částečně v substrátu zanořených zlatých

nanoostr̊uvk̊u k fázové detekci vazby antigenu anti-EGFR a sekundárńıch protilátek

IgG. Časový vývoj elipsometrických parametr̊u v rámci jednotlivých krok̊u analýzy
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je znázorněn na obr. 1.5. Výchoźım stavem je roztok PBS pufru, následuje přidáńı

antigenu, odstraněńı nezachyceného antigenu pomoćı PBS pufru, načež jsou přidány

samotné protilátky.

Detekčńı limit biosenzoru založeného na měřeńı fáze se bĺıž́ı až k jednomoleku-

lovému rozlǐseńı, jak je ukázáno v [53], kde je popsána detekce streptavidinu na

strukturách funkcionalizovaných biotinem.

Zaj́ımavým se jev́ı také zisk informace o fázi rezonanćı v nanostrukturách bu-

zených femtosekundovými pulzy, jejichž spektrálńı závislost pr̊uběhu amplitudy je

známa a fáze je ř́ızeně tvarována [54]. V naměřené fázové závislosti je poté obsažena

jak p̊uvodńı ř́ızeně tvarovaná fáze, tak intrinsická fáze zp̊usobená rezonanćı antén,

kterou lze pak výpočtem určit. Accanto et al. [55] dokázali źıskat amplitudu a fázi

rezonanćı př́ımo využit́ım dvoufotonové excitace (takřka současná interakce dvou fo-

ton̊u o stejné energii s nanostrukturou, jež se projev́ı jako interakce jednoho fotonu

o dvojnásobné energii). Signál generovaný dvoufotonovou excitaćı př́ımo podává

informaci o vlastńı amplitudě a fázi plazmonových rezonanćı.
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1.3 Elektrochemické plazmonické biosenzory

Plazmonické biosenzory – at’ už ty využ́ıvaj́ıćı již poměrně osvojené techniky po-

vrchových plazmonových rezonanćı [13, 56, 57] či ty těž́ıćı z lokalizovaných povr-

chových plazmonových rezonanćı [58–60], přitahuj́ı stále v́ıce pozornosti. Avšak nej-

jednodušš́ı a nejúspěšněǰśı senzory, jako např́ıklad glukózový biosenzor [61], jsou

založeny na detekci elektrického signálu. Nab́ıźı se tedy varianta spojeńı obou me-

tod a vytvořeńı tzv. elektrochemického plazmonického biosenzoru. Hlavńı výhodou

této kombinace je možnost z elektrického proudu kvantifikovat množstv́ı látky, u ńıž

při reakci docháźı k elektronovému přenosu, a z plazmonových rezonanćı źıskat in-

formaci o indexu lomu adsorbované vrstvy, př́ıpadně i jej́ı tloušt’ku [62].

Provázanost optické a elektrické odezvy senzoru

Optické a elektrické jevy spolu úzce souviśı a navzájem se ovlivňuj́ı. Při dopadu

světla na polovodič může za jistých podmı́nek v atomu doj́ıt k excitaci elektronu

a jeho přechodu z valenčńıho do vodivostńıho pásu. Je-li tento elektron vněǰśım

elektrickým polem oddělen od kladně nabitého atomu, jenž se chová jako d́ıra, může

takto generovaný proud sloužit k napájeńı elektrických zař́ızeńı. Jedná se o základńı

princip fotovoltaických článk̊u [63].

Sheldon et al. [64] ukázali, že přeměny světelné energie na elektrickou je možné

dosáhnout i využit́ım plazmonových rezonanćı v kovových nanostrukturách. Zlaté

nanočástice na substrátu ćınem dopovaného oxidu india (ITO) a d́ıry o pr̊uměru

100 nm ve 20 nm tlusté vrstvě zlata na skleněném substrátu sloužily jako testo-

vaćı plazmonické nanostruktury. Pro oba druhy nanostruktur autoři potvrdili vznik

elektrického napět́ı o r̊uzné polaritě, když struktury osvětlovali monochromatickým

světlem s vlnovými délkami větš́ımi resp. menš́ımi než jejich rezonančńı vlnová délka.

Jevy opačného rázu, tedy změna optické odezvy v závislosti na aplikaci po-

tenciálu na nanostruktury a t́ım vyvolané změny v hustotě elektron̊u, jsou mnohem

lépe prozkoumány. Vliv elektrického pole na plazmonovou rezonanci využili Abeles

et al. [36] k pozorováńı rozhrańı zlata a elektrolytu. Tadjeddine et al. [65] expe-

rimentálně źıskali vztah určuj́ıćı závislost plazmonových rezonanćı na aplikovaném

potenciálu pro stř́ıbro [Ag(111) v NaClO4]. Foley et al. [66] tuto závislost diskutovali

z hlediska změny plazmové frekvence v rámci Drudeho modelu volných elektron̊u.

Jak ukazuje tabulka 1.1, posuvy rezonančńıch vlnových délek nemuśı být zp̊usobeny

pouze změnou elektronové hustoty, ale i vlivem daľśıch efekt̊u. Tyto efekty jsou sto

zp̊usobit posuvy rezonančńı vlnové délky jak k menš́ım, tak větš́ım vlnových délkám,

přičemž tyto změny nemuśı být vždy vratné.
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ý

p
ot

en
ci

ál
.

”M
o
d
rý
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rý

p
os

u
v

s
ro

st
ou

ćı
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ń
ı

re
ak

ce
Č
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ě

ov
li
v
ň
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ěn
y

tv
ar

u
a

ro
zm
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Elektrochemie a LSP

Většina článk̊u o spojeńı elektrochemie a LSP se zabývá nanočásticemi. Zlaté (ob-

dobně i stř́ıbrné) nanočástice jsou obvykle źıskávány redukćı iont̊u zlata v roztoku,

jak je shrnuto v [76]. Podobně lze źıskat kovové nanočástice ř́ızenou redukćı iont̊u

v roztoku na platinové elektrodě [77]. Dále je možné využ́ıt např. anodického roz-

pouštěńı zlaté elektrody [78] (podobně i stř́ıbrné [79]), přičemž uvolněné ionty se na

chemicky stabilńı platinové katodě redukuj́ı za tvorby nanočástic, jejichž velikost lze

regulovat změnou proudové hustoty mezi elektrodami.

Při detekci elektrického a optického signálu za využit́ı plazmonických nanočás-

tic je velmi d̊uležité pochopit, jak elektrochemický potenciál ovlivňuje jejich op-

tické vlastnosti. Mulvaney et al. [80] byli prvńı, kdo shrnuli spojeńı plazmonických

nanočástic s elektrochemíı. Uvažovali o přesunu elektron̊u z elektrody do částice jako

o ději, jenž změńı hustotu volných elektron̊u v Drudeho modelu, což má za následek

zvýšeńı plazmové frekvence. Jak ukazuje rovnice (1.6), výsledný poměr koncentrace

elektron̊u před a po aplikaci potenciálu odpov́ıdá druhé mocnině poměru př́ıslušných

rezonančńı vlnových délek [81].

λf
2/λi

2 = Ni/Nf , (1.6)

kde λ znač́ı vlnovou délku rezonance, N koncentraci vodivostńıch elektron̊u a indexy

i a f označuj́ı počátečńı a konečný stav.

Jsou-li nanočástice navázány na vodivý povrch, je s nimi možné snadněji ma-

nipulovat a také rychleji kontrolovat př́ıvod elektrochemických potenciál̊u. Je tedy

třeba nalézt vodivý, přesto transparentńı podkladový materiál. T́ımto materiálem

je např́ıklad ćınem dopovaný oxid india (ITO) [82,83]. Tento n-dopovaný polovodič

dosahuje poměrně ńızkého měrného elektrického odporu (ρ ∼ 10−5 Ω·cm [84]). Š́ı̌rka

pásu zakázaných energíı je okolo 4 eV, což jej čińı propustným pro viditelné a bĺızké

infračervené světlo [85].

ITO je při katodických potenciálech okolo -1,3 eV (v̊uči saturované kalomelové

elektrodě - SCE) výrazně narušován oxidaćı [86]. Při kladných anodických po-

tenciálech je ITO elektrochemicky stabilńı. Cheng et al. [87] tuto stabilitu zužitkovali

pro depozici zlatých nanočástic pomoćı cyklické voltametrie. Využili tř́ıelektrodové

uspořádáńı se stočeným Pt vláknem jako pomocnou elektrodou, Ag/AgCl referenčńı

elektrodou a ITO substrátu jako pracovńı elektrody. Elektrody byly poté ponořeny

do roztoku HAuCl4 v roztoku fosfátového pufru s rozd́ılnou koncentraćı KCl. Na

pracovńı elektrodu byl poté periodicky přiváděn potenciál jdoućı od -1,00 do 1,15 V

v̊uči Ag/AgCl. S nar̊ustaj́ıćım počtem cykl̊u se zvětšovaly rozměry nanočástic, což
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kromě analýzy pomoćı rastrovaćıho elektronového mikroskopu potvrdila i nar̊ustaj́ıćı

extinkce a posuv rezonančńı vlnové délky k větš́ım vlnovým délkám, jak ukazuje

obr. 1.6.

Obr. 1.6: Odezva lokalizovaných plazmonových rezonanćı v závislosti na rostoućım
počtu voltametrickcýh cykl̊u. Vložený graf ukazuje odečtené rezonančńı vlnové délky
a extinkci odpov́ıdaj́ıćı jednotlivým spektr̊um. Převzato a upraveno z [87].

Hill et al. [88] využili mikroskopii v temném poli k detekci depozice individuálńıch

stř́ıbrných nanočástic př́ıpadně jejich shluk̊u s 350 nm prostorovým a milisekun-

dovým časovým rozlǐseńım. Tato metoda umožňuje detekci několika set až tiśıc

nanočástic zároveň a zrekonstruovat voltametrickou závislost každé z nich. Nanočás-

tice stř́ıbra byly deponovány z roztoku CH3CO2Ag a LiClO4 v MeCN rozpouštědle

na ITO elektrodě pomoćı lineárńı voltametrie. S časovým krokem 5 ms byla zazna-

menávána mapa intenzity rozptylu, k jej́ımuž nár̊ustu při dostatečném katodickém

potenciálu začne v oblastech výskytu nanočástice docházet. Pr̊uběh závislosti inten-

zity rozptylu na aplikovaném potenciálu jednotlivých nanočástic je funkćı jej́ı veli-

kosti, což po kalibraci pomoćı SEM umožnilo opticky detekovat velikost nanočástic.

Znalost závislosti velikosti nanočástice na aplikovaném potenciálu umožnila vypoč́ı-

tat proud zp̊usobený redukćı Ag+ iont̊u. Autoři tak źıskali voltametrickou závislost

pro jednotlivé nanočástice.

Jsou-li na elektrodu s kovovými nanočásticemi aplikovány kladné elektroche-

mické potenciály, může docházet k jejich oxidaci a následnému rozpouštěńı. Tento

oxidačńı potenciál je závislý na velikosti nanočástice, jak ukázali Ivanova et al. [89]

pro stř́ıbrné nanočástice. Po adsorbci na ITO substrát s NH2 skupinou na po-

vrchu byla provedena lineárńı voltametrie roztoku H2SO4. Různé velikosti nanočástic

vykazovaly r̊uznou polohu anodického ṕıku, přičemž oxidace menš́ıch nanočástic

vedla k nižš́ım anodickým potenciál̊um. Obdobná závislost byla prokázána také
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pro zlaté nanočástice [90]. Oxidy zlata, jež se vyskytuj́ı zejména ve formě Au2O3

(oxidačńı stav AuIII), př́ıpadně jako AuO (AuII) či Au2O (AuI), jsou značně nesta-

bilńı [91], přičemž je možné je rozlǐsit využit́ım rentgenové fotoelektronové spek-

troskopie (XPS). Při stálých nebo cyklicky se měńıćıch potenciálech pod úrovńı

1,5 V se vyskytuje převážně AuO, vyšš́ı potenciály zp̊usob́ı nar̊ust pod́ılu Au2O3. Po-

tenciály vyšš́ı než 2 V znamenaj́ı výskyt hydratovaných oxid̊u zlata (Au2O3 · xH2O)

[92]. Oxidačńı stav zlata má vliv na jeho reaktivitu, proto je velmi výhodné ř́ıdit

tvorbu takového oxidu, jež je pro danou aplikaci požadován. Na zlatých nanočástićıch

této ř́ızené syntézy oxid̊u zlata dosáhli Tchaplyguine et al. [93]. Zlato vyskytuj́ıćı

se v oxidačńım stavu AuII může např́ıklad katalyzovat oxidaci jedovatého oxidu

uhelného (CO) na méně nebezpečný oxid uhličitý (CO2) [94]. O oxidu zlata bude

dále pojednáno v rámci kap. 3.4.

Spektrálńı odezvu na oxidaci zlatých nanočástic adsorbovaných na ITO elek-

trodě popsali Miyazaki et al. [95]. Zaznamenali spektrálńı posuv rezonančńı vlnové

délky o velikosti 68 nm k deľśım vlnovým délkám po aplikaci 5 V potenciálu na

elektrodu, přičemž po vynulováńı potenciálu se rezonance posouvala zpátky. Tyto

posuvy přisoudil nár̊ustu indexu lomu v okoĺı nanočástic zp̊usobené vrstvou oxidu.

Obr. 1.7: Vlevo: voltametrická závislost, vpravo: posuv rezonančńı vlnové délky
měřené pro zlaté kuličky na ITO elektrodě v rámci tř́ı voltametrických cykl̊u v roz-
meźı potenciál̊u od −200 mV do 800 mV v roztoku NaCl [96].

Sannomyia et al. [96] ukázali př́ıklad elektrochemické chloridace zlatých nanočás-

tic zachycených na ITO elektrodě v roztoku NaCl se synchronizovanou spektroskopíı.

Na obr. 1.7 je vlevo zakreslena voltametrická závislost pro prvńı tři cykly, zat́ımco

obr. 1.7 vpravo ukazuje př́ıslušnou spektrálńı odezvu. Je patrná hysterezńı závislost

posuvu ṕıku na aplikovaném potenciálu. Posuv rezonančńı vlnové délky a současné

rozšǐrováńı př́ıslušných ṕık̊u autoři přisoudili vzniku ztrátové dvojvrstvy, jenž je
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kombinaćı tenké o elektrony ochuzené vrstvy zlatých atomů a vrstvy chloridových

iont̊u.

Velmi zaj́ımavou kombinaćı LSP rezonanćı a cyklické voltametrie pro detekci

polypeptidu melitin o koncentraci 10 ng/ml předvedli Hiep et al. [97]. Melitin je

toxin vyskytuj́ıćı se v jedu včely, který narušuje buněčné membrány. Křemenné

nanočástice (pr̊uměr 50, 100, 150 nm) navázáné na funkcionalizovanou vrstvu zlata

byly následně pokryty daľśı vrstvou zlata (30 nm), na ńıž byla poté vytvořena li-

pidová dvojvrstva. V pr̊uběhu tvorby lipidové dvojvrstvy docházelo k postupnému

nár̊ustu extinkce a posuvu rezonančńı vlnové délky k deľśım vlnovým délkám. Vol-

tametrický signál byl tvorbou dvojvrstvy takřka utlumen. Aplikaćı melitinu na

membrány docházelo k jej́ımu narušováńı a k opětovnému nár̊ustu voltametrického

signálu.

Kromě sférických nanočástic lze také např́ıklad využ́ıvat zlaté nanodráty, které

umožňuj́ı š́ı̌reńı povrchových plazmon̊u po jeho délce a lokalizované transverzálńı

plazmony ve směru kolmém na osu nanodrátu [98]. Nanodráty jsou výhodné pro

elektrická měřeńı kv̊uli své vodivosti v délce nanodrátu, která je však nižš́ı než

vodivost objemu zlata. Tato sńıžená vodivost bývá spojována zejména s rozpty-

lem elektron̊u na povrchu nanodrát̊u [99] a na hranićıch zrn [100]. MacKenzie et

al. [101] sledovali adsorpci iont̊u z roztoku NaCl při aplikaci r̊uzných potenciál̊u

(± 500 mV) na zlaté nanodráty za současného měřeńı extinkce. Pallarola et al. [102]

využili vertikálně orientovaných zlatých nanodrát̊u syntetizovaných elektrochemicky.

Tento plazmonický senzor reaguje posuvem rezonance na elektrochemicky ř́ızenou

adsorpci protein̊u. Princip byl ověřen pro kladně nabitý (hověźı sérový albumin –

BSA) i záporně nabitý (lysozym – LZM) protein.

Zhang et al. [103] využili
”
nanopohárk̊u“ vytvořených ve zlaté vrstvě, na je-

jichž stěny byly přichyceny zlaté nanočástice. Nanopohárky sloužily jako pracovńı

elektroda pro cyklickou voltametrii (K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6] jako redoxńı pár),

během ńıž byla měřena transmisńı spektra. Toto uspořádáńı bylo využito pro detekci

r̊uzných koncentraćı proteinu BSA. Synchronńı spektrálńı měřeńı spolu s cyklickou

voltametríı vykazovalo výrazněǰśı posuv, tedy větš́ı citlivost na výskyt BSA, než

samotné spektrálńı měřeńı. Selektivita takového senzoru byla dále zvýšena užit́ım

protilátky anti-BSA.

Článk̊u zabývaj́ıćıch se spojeńım elektrochemie s plazmonovými rezonancemi pro

biodetekci byl nalezen omezený počet, avšak všechny ukazuj́ı, že je kombinace LSP

s elektrochemickými metodami př́ınosná a umožňuje zisk větš́ıho množstv́ı informaćı

o analyzované látce než jednotlivé metody samotné.
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2 ZMĚNA FÁZE PLAZMONOVÝCH REZONANCÍ

2.1 Koherenćı ř́ızený holografický mikroskop

Principem holografie, s ńıž poprvé přǐsel Denis Gabor v roce 1948 [104], je in-

terference dvou světelných svazk̊u – objektového, který je ovlivněn rozptylem na

předmětu, a referenčńıho. Mikroskop použitý v rámci práce je koherenćı ř́ızeným

holografickým mikroskopem (CCHM) druhé generace, a oproti svému předch̊udci

(viz [105]) umožňuje pozorováńı nejen v prošlém světle, ale po připojeńı potřebných

modul̊u i v odraženém světle, přičemž je možná i kombinace s fluorescenćı [106].

Při využit́ı osvětleńı s ńızkou koherenćı je zabráněno vzniku koherenčńıho šumu

a lze dosáhnout velmi tenkých optických řez̊u vzorkem. Mikroskop je schematicky

znázorněn na obr. 2.1.

Obr. 2.1: Schematické znázorněńı funkce koherenćı ř́ızeného holografického mikro-
skopu, kde Z znač́ı zdroj světla (halogenová výbojka + interferečńı filtr nebo su-
perkontinuálńı laser), R referenci, Vz vzorek a D detektor. Převzato a upraveno
z [106].

Nekoherentńı světlo z halogenové výbojky procháźı barevným filtrem a je děličem

rozděleno do dvou větv́ı - objektové, jež procháźı vzorkem, a referenčńı, která procháźı

vhodnou referenćı. Z objektového svazku je difrakćı vybrán jeden difrakčńı řád

(m = −1) a tento svazek poté pod úhlem interferuje se svazkem referenčńım. Vzniklý

interferenčńı obrazec je zaznamenán v detektoru, přičemž je v něm obsažena kom-

pletńı informace o předmětu. Pomoćı poč́ıtačových algoritmů je možné ze zazname-

naného interferenčńıho obrazce takřka ihned źıskat obraz předmětu jak amplitudový

(intenzitńı), tak fázový [107]. Právě kvantitativńı informace o fázi, která udává rozd́ıl
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v optických drahách svazk̊u, je stěžejńı např́ıklad pro pozorováńı buněčných pro-

ces̊u [108], topologie vzorku [109] a umožňuje i pozorováńı plazmonických efekt̊u [45],

čehož bude využito v následuj́ıćı kapitole popisuj́ıćı experimenty týkaj́ıćı se měřeńı

změny fáze plazmonových rezonanćı.

2.2 Provedené experimenty

K měřeńım změny fáze byla použita pole zlatých diskových antén vykazuj́ıćıch

plazmonové rezonance. Tato pole antén s pr̊uměry 30–150 nm umı́stěných na skle-

něném substrátu byly vyrobeny Ing. Jǐŕım Babockým pomoćı elektronové litogra-

fie. Skleněný substrát byl nejdř́ıve zbaven nečistot pomoćı acetonu a následně iso-

propyl alkoholu (IPA). Pomoćı rotačńıho lakováńı (spin coating) byla dále nane-

sena (100 nm) vrstva polymethylemtakrylát (PMMA) rezistu. Strukturace proběhla

osvitem elektronovým svazkem, přičemž oblasti vystavené elektronovému svazku

byly poté odstraněny ve vývojce. Na takto strukturovaný vzorek byla naprášena

3 nm tlustá vrstva titanu pro zlepšeńı přilnavosti povrchu a následně následně sa-

motná vrstva zlata o tloušt’ce 40 nm. Následný proces lift-off prob́ıhal v acetonu za

přispěńı ultrazvukových vln, načež byl vzorek opláchnut v IPA, demineralizované

vodě a ofouknut duśıkem.

h=40 nm

d

s=2d

C1 ref.

ref.

aktivńı oblast
(antény)

20µm

Obr. 2.2: Znázorněńı geometrie vzorku s diskovými anténami. Vlevo: geometrie
a rozložeńı antén, vpravo: struktura pozorovaného pole, kde C1 je označeńı vzorku
a ref. znač́ı oblast referenčńıch struktur.

Obrázek 2.2 ukazuje geometrii antén, jejich uspořádáńı a umı́stěńı v rámci po-

zorovaného pole o rozměrech 50 x 50µm2. Aktivńı oblast je celá pokryta jednou

velikost́ı antén. Samotné antény jsou od sebe vzdáleny dvojnásobek jejich pr̊uměru,

což lze také vyjádřit pomoćı faktoru zaplněńı (plocha pokrytá anténami/celková

plocha pole), který má hodnotu asi 8 %, přičemž byla vytvořena pole i se zaplněńım
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dvojnásobným (16 %). Značeńı vzorku (vlevo nahoře) charakterizuje faktor zaplněńı

povrchu anténami (C – 8 %, B – 16 %) a velikost antén v aktivńı oblasti (1 – 30 nm,

... 9, a, ... d – 150 nm). V roźıch každého pole byly vytvořeny dvě oblasti s výrazně

větš́ımi čtvercovými strukturami o faktoru zaplněńı shodném s aktivńı oblast́ı, které

posloužily jako reference. Rezonančńı vlnová délka těchto struktur spadá do bĺızké

infračervené oblasti spektra a nezasahuje tak do oblasti viditelného světla, v ńıž

samotná měřeńı fáze prob́ıhala. Tato reference umožnila mezi sebou porovnávat fázi

v rámci poĺı s r̊uznými velikostmi antén a zároveň by měla eliminovat př́ıpadné

fázové změny vlivem topografie vzorku.
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Obr. 2.3: Rezonančńı vlnové délky pro pole s r̊uznými pr̊uměry antén při 8 % za-
plněńı źıskaná měřeńım spektrálńı závislosti propustnosti pro vzorek č. 1. Naměřené
hodnoty (černá) jsou porovnány se simulacemi: s využit́ım periodických okrajových
podmı́nek PCB (červená), s využit́ım absorbuj́ıćıch PML okrajových podmı́nek pro
jednu anténu (zelená) a pro pole antén 3 x 3 (modrá).

Pro źıskáńı představy o rezonančńı vlnové délce antén v jednotlivých poĺıch

bylo provedeno měřeńı spektrálńı propustnosti na zař́ızeńı Nanonics (obr. 3.1). Po-

lohu rezonance je vhodné znát, protože určuje oblast strmého fázového přechodu,

jak bylo popsáno v [48]. Hodnoty rezonančńıch vlnových délek znázorněných na

obr. 2.3 byly źıskány postupem popsaným v kapitole 3.2. Tyto experimentálně

źıskané hodnoty jsou zde zároveň porovnány s výsledky simulaćı provedených v pro-
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gramu Lumerical. Při prvńı simulaci byly na použitou geometrii antén v rovině

povrchu aplikovány periodické okrajové podmı́nky PBC (periodic boundary condi-

tion). Ty obecně umožňuj́ı vypoč́ıtat odezvu celého periodického systému simulaćı

jediné buňky, přičemž poté pouze zkoṕıruje elektromagnetické pole z vnitřńı hranice

buňky na vněǰśı hranici. Dále byla provedena simulace s využit́ım PML (perfectly

matched layer) okrajových podmı́nek. Užit́ı těchto okrajových podmı́nek, kdy jsou

pohlceny veškeré elektromagnetické vlny, které na hranice buňky dopadaj́ı, a za-

braňuj́ı tak ovlivněńı výsledku simulace odraženými vlnami. Poté byly pro srovnáńı

simulovány pole antén 3 x 3 s užit́ım PML podmı́nek, avšak pouze pro rozměry 30, 40

a 50 nm. Výsledky simulaćı jsou na obr. 2.3 znázorněny jako čáry vzniklé spojeńım

bod̊u (velikost́ı), pro něž byly simulace provedeny.

Stejně byla provedena spektroskopická transmisńı měřeńı i pro pole antén na

vzorku č. 3, jehož geometrie je uvedena na obr. 2.9), který obsahoval jak struktury

B (16 %) tak i C (8 %) viz tab. 2.1. Rezonančńı vlnové délky pro obě zaplněńı jsou

znázorněny na obr. 2.4.
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Obr. 2.4: Rezonančńı vlnové délky pro pole s r̊uznými pr̊uměry antén při zaplněńı
8 a 16 % źıskaná měřeńım spektrálńı závislosti propustnosti pro vzorek č. 3.

Určeńı polohy rezonanćı menš́ıch nanodisk̊u obsahuje větš́ı nejistotu, protože

pokles v propustnosti vlivem rezonanćı je pro ně poměrně malý. S velikost́ı disk̊u

však pokles nar̊ustá a umožňuje odečet polohy rezonance přesněji. Geometrie vzorku
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č. 3 čińı tento rozd́ıl v nejistotách ještě výrazněǰśım. Kromě poĺıčka s anténami je

totiž světlo sb́ıráno i z bĺızkého okoĺı, které je úplně propustné, a pokles propustnosti

vlivem rezonanćı je tak poněkud
”
utopen“ ve světle, které prošlo mimo struktury.

Pro experimenty s měřeńım fázové odezvy antén byly vyrobeny celkem čtyři

vzorky, jejichž parametry jsou shrnuty v tab. 2.1

Tab. 2.1: Porovnáńı vzork̊u, jež byly využity v experimentech týkaj́ıćıch se měřeńı
fázové odezvy antén. C znač́ı výskyt poĺı s 8 % zaplněńım, B pole s 16 % zaplněńım a
Cr / Br označuje, zda se na vzorku nacháźı pole obsahuj́ıćı všechny pr̊uměry antén.

Vzorek Pr̊uměr antén (nm) Geometrie C (8 %) B (16 %) Cr/Br (obr. 2.11)

1 30 – 150 obr. 2.2 X – –
2 30 – 150 obr. 2.2 X X X
3 30 – 150 obr. 2.9 X X –
4 30 – 200 obr. 2.9 X X X

Měřeńı fáze s interferenčńımi filtry

Samotná měřeńı s CCHM prováděla zpravidla Ing. Aneta Kř́ıžová, př́ıpadně Ing.

Jana Čolláková. Při prvńım měřeńı koherenćı ř́ızeným holografickým mikroskopem

byl v rámci transmisńıho módu pouze kvalitativně zjǐstěn fázový kontrast mezi

dvěma poli s r̊uznými velikostmi antén (30 nm a 130 nm). Interferenčńı filtr za-

jistil osvit nekoherentńım světlem o vlnové délce λ = 650 nm, jehož pološ́ı̌rka byla

10 nm. Při zkoušce reflexńı konfigurace však nebyl osvit dostatečně intenzivńı na to,

aby mohla být fáze zobrazena a to ani při použit́ı filtru s pološ́ı̌rkou 80 nm, posky-

tuj́ıćım intenzivněǰśı svazek. Abychom zvýšili odrazivost pole antén, byl vzorek č. 2

(viz tab. 2.1) navržen tak, že kromě poĺı se zaplněńım 8 % obsahoval i dvojnásobné

zaplněńı 16 %.

Jak se však při daľśım měřeńı se vzorkem č. 2 ukázalo, že ani zvýšené zaplněńı

plochy pole anténami nebylo dostatečné na zisk signálu v reflexńı konfiguraci mik-

roskopu. Daľśı zvýšeńı zaplněńı už je poměrně problematické z hlediska technologie

výroby. Možnost́ı, jak dosáhnout dostatečného signálu k reflexńımu měřeńı, by mohlo

být zvýšeńı intenzity osvětleńı, což je náplńı následuj́ıćı podkapitoly na str. 29.

Měřeńı v transmisńım uspořádáńı CCHM umožnilo bezproblémové zobrazeńı

fáze, jak ukazuje obr. 2.5. Je patrný opačný kontrast aktivńıch oblast́ı pole C7

(90 nm) a Cd (150 nm). C7 se v̊uči referenci jev́ı jako světleǰśı, kdežto Cd je naopak

tmavš́ı. Tato měřeńı proběhla s interferenčńım filtrem o vlnové délce 650 nm (10 nm).
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Obr. 2.5: Kvalitativńı porovnáńı fáze v̊uči referenci pro pole antén s pr̊uměrem:
90 nm (vlevo) a 150 nm (vpravo) při 8 % zaplněńı.

Pole s dvojnásobným zaplněńım vykazuj́ı podobný kontrast, viz obr. 2.6. Data

źıskaná z CCHM poskytuj́ı hodnotu fáze pro každý pixel bitmapy, proto je možné

dodatečnou analýzou źıskat také č́ıselnou fázovou informaci.

Obr. 2.6: Kvalitativńı porovnáńı fáze v̊uči pozad́ı pro pole antén s pr̊uměrem: 90 nm
(vlevo), 150 nm (vpravo) při 16 % zaplněńı.

Kvantitativńı analýza dat prob́ıhala v prostřed́ı programu Gwyddion, který byl

vytvořen zejména pro potřeby sondové mikroskopie. Umožňuje mimo jiné odstraňovat

defekty v obrázćıch zp̊usobených nečistotami, vyrovnávat pozad́ı, tvořit pr̊uřezy, ex-

trahovat č́ıselné hodnoty a statisticky je zpracovávat.

Na obr. 2.7 jsou vyznačené oblasti potřebné pro analýzu dat źıskaných z CCHM.

Z vyznačených oblast́ı, př́ıpadně z jejich okoĺı lze źıskat jak pr̊uměrnou hodnotu

fáze, tak i odpov́ıdaj́ıćı směrodatnou odchylku. Celkem byly pro každé pole źıskány

tři hodnoty fáze – charakterizuj́ıćı pozad́ı (φpoz), referenci (φref) a samotnou aktivńı

oblast antén (φant).
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Obr. 2.7: Definice oblast́ı sběru dat (vyznačeno červeně) pro analýzu fázového obrazu
z CCHM: a) pozad́ı, b) reference, c) aktivńı oblast s anténami.

Hodnota fáze reference v̊uči pozad́ı byla určena jejich rozd́ılem (φref−φpoz), stejně

tak signál odpov́ıdaj́ıćı aktivńı oblasti v̊uči pozad́ı (φant − φpoz). Porovnáńı těchto

hodnot mezi poli s r̊uznými velikostmi disk̊u ukázalo, že signál z oblasti antén vyka-

zuje výraznou závislost na velikosti antén, kdežto fáze reference se měńı pouze mı́rně.

Vliv fáze připadaj́ıćı na topografii vzorku je odstraněn z p̊uvodńı fáze odečteńım re-

ference, kterou považujeme za stálou např́ıč všemi poli. Hodnoty fázového rozd́ılu

mezi oblast́ı antén a referenćı (φ = φant − φref) v závislosti na pr̊uměru antén jsou

vyneseny na obr. 2.8 a to pro obě zaplněńı. Výsledná fáze odpov́ıdá φ ± σ, kde

σ =
√
σ2

ant + σ2
ref je kombinace směrodatných odchylek fáze antén, resp. reference.

20 40 60 80 100 120 140 160
-0,20

-0,15

-0,10

-0,05

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30
 

 

Fá
ze

 (r
ad

)

Pr m r antén (nm)

C (8 %)
B (16 %)

Obr. 2.8: Hodnoty fázového rozd́ılu mezi anténami a referenćı v závislosti na velikosti
antén pro dvě r̊uzná zaplněńı – 8 a 16 % na vzorku č. 2.

25



Obě závislosti (obr. 2.8) jsou tvarově podobné a je na nich vidět oblast (90 –

130 nm), kde fáze rovnoměrně klesá o 3 mrad/nm s rostoućım pr̊uměrem nanodisk̊u.

Oblast největš́ı změny fáze by měla korespondovat s rezonančńı vlnovou délkou, což

pro 8 % zaplněńı nejsṕı̌se odpov́ıdá velikosti antén 110 nm, které vykazuj́ı rezonanci

pro (652± 3 )nm (obr. 3.6), což je ve shodě s osvitem 650 nm při měřeńı na CCHM.

Pro struktury se zaplněńım 16 % se zdá, že se fázová závislost ještě nedostala

v rámci zobrazených dat do nejnižš́ı polohy. I přesto je změna fáze mnohem výrazněǰśı

než u struktur s 8 % zaplněńım. Pokles (90 – 150 nm) se zdá být pro větš́ı zaplněńı

strměǰśı (4 mrad/nm). Celá závislost se nav́ıc jev́ı posunutá k větš́ım rozměr̊um

antén. To by naznačovalo, že je u vyšš́ıho zaplněńı posunutá rezonance směrem

k menš́ım vlnovým délkám, tedy že při osvitu 650 nm bude rezonovat struktura

s rozměry větš́ımi než 110 nm. Tento jev, alespoň pro větš́ı struktury, podporuj́ı ex-

perimentálně zjǐstěné polohy rezonanćı uvedené na obr. 2.4, což je také v souhlasu

s [110], kde tuto závislost pro přibližuj́ıćı se 200 nm zlaté disky potvrzuj́ı.

Měřeńı na obr. 2.8 vykazuje velkou nejistotu, která charakterizuje rozd́ıly fáze

v rámci celého pole. Z d̊uvodu lepš́ı definice oblasti sběru dat a kv̊uli možnosti

odečtu okolńıho pozad́ı byl vytvořen vzorek (č. 3 – viz tab. 2.1) s novou geometríı,

jež je znázorněna na obrázku 2.9. Každé pole je rozloženo do menš́ıch poĺıček antén

oddělených od sebe oblastmi čistého skla, přičemž v pravo nahoře a vlevo dole jsou

vždy poĺıčka odpov́ıdaj́ıćı referenci. Vzorek opět obsahoval struktury jak struktury

B (16 %), tak i C (8 %).

Obr. 2.9: Nová geometrie poĺı na vzorku č. 3 umožňuj́ıćı přesněǰśı odečet pozad́ı
s vyznačenými oblastmi (červeně) sběru dat. Vlevo: vyznačena oblast sběru fáze
odpov́ıdaj́ıćı pozad́ı jednoho poĺıčka, vpravo: vyznačena sběru fáze z jednoho poĺıčka
s anténami. Obdobně pro referenčńı struktury (pravý horńı a levý dolńı roh).

Od pr̊uměrné hodnoty fáze z jednoho poĺıčka s anténami bylo odečteno pozad́ı

definované rámečkem těsně okolo hranice aktivńı plochy, přičemž t́ımto zp̊usobem
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byla z i-tého poĺıčka źıskána fáze φant, i. Stejný postup byl aplikován na referenčńı

struktury za dosažeńı referenčńı fáze φref, i. T́ımto zp̊usobem byla źıskána fáze z pěti

poĺıček antén a také ze čtyř referenčńıch. Z nich byly vypočteny středńı hodnoty

fáze pro antény (φant) a pro referenci (φant). Výsledná středńı hodnota rozd́ılu fáze

je určena odečteńım reference: φ = φant−φref. Konečná podoba fáze pro pole s určitou

velikost́ı antén odpov́ıdá φ = φ±σ, kde σ =
√
σ2

ant + σ2
ref je kombinace vypočtených

směrodatných odchylek fáze antén, resp. reference.

Pro zjǐstěńı chováńı fázové odezvy v závislosti na vlnové délce osvitu bylo pro

osvit tentokrát využito několika r̊uzných filtr̊u (515, 580, 620, 650 a 676 nm) všechny

o pološ́ı̌rce 10 nm. Výsledky těchto měřeńı pro 8 % zaplněńı jsou uvedeny na obr. 2.10.

Je třeba poznamenat, že data z pole s anténami o pr̊uměru 140 nm (Cc) byla značně

zašuměná, nejsṕı̌se kv̊uli chvilkovému rozladěńı mikroskopu.
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Obr. 2.10: Hodnoty fáze źıskané analýzou dat změřených využit́ım pěti r̊uzných in-
terferenčńıch filtr̊u (515, 580, 620, 650, 676 nm).

V grafu na obr. 2.10 lze vidět odlǐsné pr̊uběhy závislosti fáze na velikosti antén.

Fázová závislost pro filtr 515 nm nevykazuje takřka žádné výrazné fázové změny

s velikost́ı antén. Je patrný výrazněǰśı pokles pouze pro velikost 140 nm (Cc), kde

byl však obraz zašuměný. Zisk dat z měřeńı s filtrem 515 nm byl značně proble-

matický kv̊uli malé rozlǐsitelnosti polohy jednotlivých poĺıček. Ta byla totiž takřka

nerozeznatelná od pozad́ı.
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Data źıskaná s daľśımi filtry vykazovala již větš́ı fázový kontrast, který roste

s vlnovou délkou osvitu. Je nav́ıc stále v́ıce patrný klesaj́ıćı trend fáze s rostoućım

pr̊uměrem nanoantén a posun této nejstrměǰśı oblasti se zvyšováńım vlnové délky

osvitu (tedy buzeńı rezonance antén o větš́ıch rozměrech). Pokles fáze se jev́ı nejvý-

razněǰśı pro filtr 650 a 676 nm. Pod́ıváme-li se na rezonančńı vlnové délky antén

na vzorku č. 3 (obr. 2.4), můžeme přibližně určit velikost disk̊u, které byly při

osvitu užit́ım daného filtru vybuzeny k rezonanci. Absence strmého poklesu fáze pro

filtry 515 a 580 nm je pochopitelná, nebot’ tyto oblasti jsou mimo rezonančńı vlnové

délky připravených struktur (viz. obr. 2.4). Pro ostatńı filtry nastává strměǰśı fázový

přechod, přičemž poloha jeho nejstrměǰśı části se však př́ılǐs neshoduje se změřenými

rezonančńımi vlnovými délkami, vyjma filtru 676 nm.

Ukázalo se tedy, že pr̊uběh fáze pro nanoantény r̊uzných velikost́ı je velmi citlivý

na vlnovou délku osvitu. Větš́ı vlnová délka osvitu bud́ıćı rezonance větš́ıch struk-

tur má za následek strměǰśı fázovou změnu. Pro zisk daľśıch informaćı o pr̊uběhu

fáze v závislosti na vlnové délce osvitu bylo využito laditelného superkontinuálńıho

laseru. Ten umožňuje variaci vlnových délek osvitu s intenzitou násobně vyšš́ı, než

která je dosažena při využit́ı halogenové výbojky a interferenčńıho filtru.

Měřeńı fáze s laditelným laserem

Superkontinuálńı (SC) laser WhiteLase SC480 od společnosti Fianium spolu s akus-

tooptickým laditelným filtrem nahradil klasické osvětleńı halogenovou výbojkou

s interferenčńım filtrem (obr. 2.1). Superkontinuum lze vytvořit pr̊uchodem lase-

rového svazku (zdroje) fotonickým krystalovým vláknem, kde dojde k výraznému

spektrálńımu rozš́ı̌reńı svazku nelineárńımi optickými procesy. Z takto vzniklého

spektra jsou poté akustoopticky vyb́ırány vlnové délky. Kombinace SC laseru a akus-

tooptického filtru dokáže pokrýt spektrálńı oblast jdoućı od 480 nm až do 2000 nm.

Pro počátečńı měřeńı se jevilo vhodným mı́t v rámci jednoho pozorovaného pole

struktur zastoupeny veškeré velikosti nanodisk̊u (30 – 150 nm). Tak bylo možné

př́ımo porovnávat vliv osvětleńı na fázi pro r̊uzné velikosti nanodisk̊u v rámci jed-

noho pole. Takové pole (označené Cr – obr. 2.11 vlevo) bylo vytvořeno v rámci

vzorku č. 2.

Obrázky źıskané při prvńım měřeńı (obr. 2.12a)) s SC laserem byly výrazně po-

znamenány interferenćı na nečistotách v optickém systému a koherenčńı zrnitost́ı.

Hlavńım vińıkem je
”
př́ılǐsná“ koherence světla z SC laseru, která znemožňuje mik-

roskopu tvorbu tenkých optických řez̊u a do signálu se promı́tá i rozptýlené světlo

z nezaostřených oblast́ı vzorku. Bylo by tedy vhodné sńıžit koherenci osvitu a mi-

nimalizovat tak výše uvedené negativńı projevy.
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Obr. 2.11: Geometrie pole obsahuj́ıćıho poĺıčka s pr̊uměry antén (znázorněno č́ısly)
od 30 do 150 nm na vzorku č. 2 (vlevo), od 30 do 200 nm na vzorku č. 4 (vpravo),
při zaplněńı 8 %, přičemž ref. znač́ı oblast referenčńıch struktur.

Nejjednodušš́ı možnost́ı, jak sńıžit koherenci, je využit́ı rozptyluj́ıćıho prostřed́ı

(difuzoru), které naruš́ı prostorovou koherenci svazku. Při měřeńı byly testovány tři

diskové difuzory o r̊uzné matnosti, kterými bylo rotováno v cestě svazku. Nejv́ıce

rozptyluj́ıćı matnice, která by měla dosáhnout nejvýrazněǰśıho narušeńı koherence,

propouštěla pouze velmi malou část p̊uvodńı intenzity svazku. Tato intenzita nebyla

dostatečná na źıskáńı fázového obrazu na CCHM. Při měřeńıch byl proto také použit

SC laser s vyšš́ım výkonem (obr.2.12b) a c)), který však využit́ı nejv́ıce rozptyluj́ıćı

matnice také neumožnil. Porovnáńım kvality obrazu dvou SC laser̊u (obr. 2.12a)

a b)) ukazuje, že výkonněǰśı SC laser zvýšil ostrost obrazu, ale lze vidět větš́ı vliv

koherenčńı zrnitosti.

Obr. 2.12: Porovnáńı kvality obrazu při užit́ı: a) p̊uvodńıho modelu SC laseru,
b) výkonněǰśıho bez difuzoru, c) výkonněǰśıho s difuzorem, d) interferenčńıho fil-
tru, vše při osvitu světlem o vlnové délce 650 nm.

Nejméně rozptyluj́ıćı matnice propustila dostatek intenzity, ale jej́ı vliv na zlepšeńı

kvality obrazu byl neznatelný. Nejvhodněǰśı matnićı se ukázala být středně rozpty-

luj́ıćı matnice, jej́ımž použit́ım bylo při osvitu výkonněǰśım SC laserem dosaženo

29



nejlepš́ı kvality obrazu (obr. 2.12c)). Porovnáme-li nejlepš́ı obraz źıskaný osvitem

SC laserem s obrazem poř́ızeným osvitem interferenčńım filtrem (obr.2.12d)) je pa-

trný markantńı rozd́ıl. Bylo by tedy vhodné nalézt zp̊usob, jak svazek učinit ještě

méně koherentńım.

Vliv vlnové délky osvitu na změnu fáze je patrný při pohledu na obr. 2.13.

Ukazuje se, že kladná hodnota fáze (světlé poĺıčko) se posunuje s rostoućı vlnovou

délkou osvitu směrem k větš́ım rozměr̊um antén.

Obr. 2.13: Porovnáńı fáze na poĺıch s r̊uznými pr̊uměry disk̊u pro tři r̊uzné vlnové
délky: a) 590 nm, b) 670 nm, c) 750 nm při osvitu výkonněǰśım SC laserem s rotuj́ıćı
matnićı.

Č́ıselná informace o fázi jednotlivých poĺıček s r̊uznými velikostmi byla źıskána

jako pr̊uměrná hodnota fáze v oblasti antén jedné velikosti (φant i). Tyto hodnoty byly

vztaženy k referenci, která představovala nulovou hodnotu fáze, zp̊usobem popsaným

na str. 27. Stejný postup analýzy byl aplikován na data źıskaná při daľśıch vlnových

délkách.

Měřeńı prob́ıhalo v rozmeźı od 550 nm do 770 nm s krokem 10 nm, pološ́ı̌rka

svazku byla 10 nm. Vlnové délky menš́ı než 550 nm poskytovaly velmi málo fázového

kontrastu, podobně jako u měřeńı s filtry (2.10). Pro vlnové délky větš́ı než 770 nm

byla data silně ovlivněna absorpćı světla optickým systémem a nebudou zde uvedena.

Výsledky měřeńı za osvitu SC laserem jsou shrnuty v grafu na obr. 2.14 je na

ose x vynesena vlnová délka osvitu, na ose y pr̊uměr disk̊u a fáze jakožto třet́ı

rozměr je dána barevnou škálou. Jedná se o středńı hodnotu fáze pro každý bod

śıtě vlnové délky a rozměru. Pro zisk představy o velikosti chybových úseček jsou

zde také vyvedeny dva řezy t́ımto konturovým grafem. Jeden pro 110 nm antény

a druhý pro 700 nm osvit. Data potvrzuj́ı dř́ıvěǰśı závěry vyvozené z obr. 2.10,

kdy je patrné, že změna fáze nar̊ustá s velikost́ı nanodisk̊u, resp. vlnovou délkou

osvitu, která rezonance těchto větš́ıch nanodisk̊u bud́ı. Tato závislost na pr̊uměru

nanodisk̊u může souviset s nar̊ustaj́ıćım vlivem rozptylu světla na anténách a tedy
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i celé extinkce [111]. S rostoućı extinkćı klesá propustnost a stále větš́ı část dete-

kovaného světla je rozptýlena anténami, přičemž v limitńım př́ıpadě je to jediný

př́ıspěvek k signálu. V takovém př́ıpadě bychom źıskali nejvýrazněǰśı signál od-

pov́ıdaj́ıćı plazmonovým rezonanćım, přičemž změna fázového signálu by měla být

nejvýrazněǰśı.

Obr. 2.14: Znázorněńı závislosti a) fáze na vlnové délce osvitu a na pr̊uměru nano-
disk̊u s vyznačenými řezy: b) pro vlnovou délku 700 nm, c) pro pr̊uměr 110 nm.

Graf na obr.2.14 opravdu vykazuje znaky takového chováńı. S r̊ustem rozměr̊u

disk̊u nar̊ustá i strmost fázové změny. Vhodné by bylo použ́ıt osvit deľśımi vlnovými

délkami, což je však kv̊uli absorpci v optické soustavě v současnosti nemožné.

Přidáńım nanodisk̊u s ještě větš́ımi rozměry by také bylo možné źıskat informaci

o tom, zda se strmost fázové změny ještě zvýš́ı. Nicméně kv̊uli problémům s elek-

tronovým litografem nebyl nový vzorek pro d̊ukladnou analýzu včas vyroben.

Porovnáńı hodnot fáze źıskaných užit́ım filtr̊u na vzorku č.3 a hodnot př́ıslušných

vlnových délek při užit́ı b́ılého laseru na vzorku č.2 je znázorněno na obrázku 2.15.

Ukazuje se, že polohy nejstrměǰśıch fázových změn źıskaných osvitem s filtry a b́ılým

laserem se poněkud lǐśı. Data z SC laseru jsou v̊uči těm z filtr̊u horizontálně posunuta

směrem k nižš́ım rozměr̊um disk̊u. To je možné vysvětlit př́ıpadným rozd́ılem ve

velikostech struktur na vzorku č. 2 a 3. Na prvńı pohled je také zřejmé, že při užit́ı

b́ılého laseru je fázová změna větš́ı a strměǰśı. Tyto závislosti jsou ale oproti filtru
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mnohem méně hladké, což lze přič́ıst horš́ı kvalitě obrazu. Velikost nejistoty měřeńı

neńı u těchto závislost́ı možné př́ımo porovnávat, protože se k nim dospělo jiným

zp̊usobem analýzy. Pro źıskáńı alespoň přibližné představy lze porovnat nejistoty

měřeńı při 650 nm osvitu SC laserem a 650 nm filtrem (zaplněńı C na obr. 2.8).

Směrodatná odchylka fáze při využit́ı laseru přes všechny velikosti poskytuje hodnoty

σlas = (97± 6) mrad a pro filtr σfil = (68± 2) mrad.
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Obr. 2.15: Porovnáńı hodnot fáze źıskaných užit́ım filtr̊u na vzorku č.3 a hodnot
př́ıslušných vlnových délek při užit́ı SC laseru na vzorku č.2.

Ačkoliv užit́ı SC laseru přinášelo takřka úplnou volnost v nastaveńı vlnové délky

osvitu, výrazně zhoršená kvalita zobrazeńı oproti filtru (porovnáńı na obr. 2.12)

vnáš́ı do odečtu fáze větš́ı nejistotu. Pro př́ıpadné aplikace se tedy zdá být využit́ı

interferenčńıch filtr̊u výhodněǰśı, přičemž variabilita osvitu bude umožněna nákupem

daľśıch filtr̊u.

Měřeńı fáze ve vodném prostřed́ı

Finálńı experiment proběhl s využit́ım 650 nm filtru a měl ověřit reakci změny fáze

na změnu okolńıho prostřed́ı, konkrétně na vodu. K experimentu bylo využito nového

vzorku (č. 4 – viz tab. 2.1), který obsahoval i pole s anténami o r̊uzných rozměrech se

zaplněńım 8 % (podobně jako na vzorku č. 2 – obr. 2.11 vpravo) a také se zaplněńım

16 %. Tentokrát byla nav́ıc ještě přidána poĺıčka s velikostmi antén 150 – 200 nm.
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Nejprve byla změřena fáze na anténách vystavených vzduchu, poté byla mezi

vzorek a kryćı skĺıčko aplikována tenká vrstva vody. Źıskaný fázový obraz pro př́ıpad

antén se zaplněńım 8 % (ozn. Cr) na vzduchu resp. ve vodě je znázorněn na obr. 2.16

b) resp. c), kde je patrný posuv rozměru antén, kdy docháźı ke změně znaménka

fáze daného poĺıčka.
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Obr. 2.16: Fázová odezva antén se zaplněńım 16 % na změnu prostřed́ı. a) Č́ıselné
hodnoty fáze v závislosti na pr̊uměru antén pro dvě r̊uzná prostřed́ı. Př́ıslušné obrazy
źıskané při měřeńı antén b) na vzduchu a c) ve vodě.

Hodnoty fáze př́ıslušej́ıćı jednotlivým poĺıčk̊um s velikostmi antén od 30 nm do

200 nm byly źıskány stejným postupem jako data na obr. 2.14. Výsledné hodnoty

jsou uvedeny v grafu na obr. 2.16a), přičemž graf závislosti fáze na velikosti je pro

př́ıpad s vodou posunut směrem k menš́ım rozměr̊um antén. Tento vzájemný posuv

lze vysvětlit na základě posuvu rezonančńıch vlnových délek antén. Při osvitu 650 nm

světlem jsou v př́ıpadě antén na vzduchu nejsilněji buzeny rezonance v anténách

s rozměrem 110 nm. Jejich rezonančńı vlnová délka, alespoň na vzorku č. 1 (obr. 2.3),

odpov́ıdá právě hodnotám okolo 650 nm. Přidáńım vody se rezonančńı vlnové délky

antén posunou směrem k větš́ı vlnové délce přibližně o 40 nm (z dat źıskaných

v daľśı kapitole - rozd́ıl mezi krokem 2 a 3 na obr. 3.11). Jsou-li tedy antény obklo-

peny vodou, osvětleńı o vlnové délce 650 nm nejsilněji vybud́ı rezonance v anténách

o pr̊uměru 90 nm. Fázový rozd́ıl zp̊usobený přidáńım vody je největš́ı pro antény

s pr̊uměrem 110 nm, a to 0, 18± 0, 08 rad.

Stejným postupem bylo analyzováno i pole s anténami o dvojnásobném zaplněńı

16 % (ozn. Br). Výsledky jsou shrnuty na obr. 2.17, přičemž chyb́ı hodnota z prvńıch
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dvou poĺıček, na nichž došlo k poškozeńı struktur při odplavováńı rezistu.
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Obr. 2.17: Fázová odezva antén se zaplněńım 16 % na změnu prostřed́ı. a) Č́ıselné
hodnoty fáze v závislosti na pr̊uměru antén pro dvě r̊uzná prostřed́ı. Př́ıslušné obrazy
źıskané při měřeńı antén b) na vzduchu a c) ve vodě.

Výsledky vypadaj́ı podobně jako u nižš́ıho zaplněńı, jen fázové rozd́ıly jsou

výrazně větš́ı. Největš́ı fázový rozd́ıl zp̊usobený přidáńım vody nastal pro antény

s rozměrem 120 nm, a to 0, 31± 0, 11 rad.

Tyto experimenty tedy prokázaly, že je možné pomoćı fázového kontrastu při po-

zorováńı koherenćı ř́ızeným holografickým mikroskopem registrovat změny v indexu

lomu v okoĺı plazmonických antén. Daľśı kroky budou směřovat k využit́ı fázové ode-

zvy na detekci menš́ıch rozd́ıl̊u v indexu lomu, které mohou být zp̊usobeny např́ıklad

adsorpćı biomolekul.
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3 VOLTAMETRIE A PLAZMONOVÉ REZONANCE

3.1 Optická spektroskopie

Optická spektroskopie je analytickou metodou, která umožňuje studium vlastnost́ı

fyzických objekt̊u na základě jejich interakce se světlem. Světlo je následně analy-

zováno spektrometrem, který poskytne spektrálńı závislost intenzity světla na vlnové

délce. Právě tvar této závislosti v sobě ukrývá informaci o interakci světla s látkou

jako je např́ıklad absorpce, rozptyl, emise, difrakce atd.

Spektroskopická měřeńı v oblasti viditelného světla prob́ıhala na aparatuře Nano-

nics Multiview 400 (CEITEC MU), jej́ıž mikroskopová část je v uzav́ıratelné skř́ıni.

Proces zisku transmisńıch (extinkčńıch) spekter je schematicky naznačen na obr. 3.1.

B́ılé světlo vycháźı z halogenové výbojky a vstupuje do kondenzoru (zvětšeńı 100 x),

procháźı vzorkem a je sb́ıráno objektivem (50 x / 100 x). Odtud je optickým vláknem

vedeno do spektrografu Andor Shamrock 303i (typ Czerny-Turner), v němž je světlo

spektrálně rozloženo, a následně je analyzováno na -70 ◦C chlazeným spektrometrem

Andor iDus 420 (CCD s rozlǐseńım 1024 pixel̊u×255 pixel̊u). Data ze spektrometru

jsou poté v PC softwarově zpracována, přičemž výsledkem je spektrálńı závislost pro-

pustnosti (př́ıpadně jiné veličiny). Tato část práce je zaměřena na vývoj a implemen-

taci elektrochemické cely do prostoru vzorku. V následuj́ıćım textu jsou popsány ex-

perimenty ukazuj́ıćı postup od tenké vrstvy roztoku, přes využit́ı gumového kroužku

až k samotné elektrochemické cele.
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Obr. 3.1: Schematické znázorněńı aparatury Nanonics pro spektroskopická měřeńı.
B́ılé světlo z halogenové výbojky procháźı optickou soustavou se vzorkem, prošlý
signál je spektrálně rozložen a detekován spektrometrem, z něhož jsou data zpra-
cována v poč́ıtači. Měřeńı v reflexńım módu lze provést d́ıky daľśı lampě, která
umožňuje osvit shora.
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K źıskáńı spektrálńı závislosti je vždy třeba poř́ıdit alespoň tři spektra - jedno od-

pov́ıdaj́ıćı světelnému pozad́ı od okoĺı (poz), druhé charakterizuj́ıćı neaktivńı oblast

vzorku (čisté sklo), jež poslouž́ı jako reference (ref), v̊uči ńıž je vztahováno třet́ı

spektrum z oblasti zájmu (ant). Při spektroskopických měřeńıch LSP byl využit

vzorek poĺı zlatých nanodisk̊u (obr. 2.2) na skleněném substrátu, kdy jako refe-

rence posloužila oblast čistého skla a signál byl źıskáván z oblast́ı s plazmonickými

anténami, podobně jako v př́ıpadě měřeńı fáze. Jak propustnost T , tak i odrazivost

R v závislosti na konfiguraci jsou poté źıskány následovně

ant− poz
ref

.

Pozad́ı bylo měřeno pouze na začátku, reference byla měřena před každým jednot-

livým měřeńım. Spektra źıskaná v transmisńım módu mikroskopu vykazuj́ı v oblasti

rezonance náhlý pokles propustnosti, který je d̊usledkem absorpce a rozptylu (dohro-

mady extinkce) světla na diskových anténách. Ve spektrech źıskaných z mikroskopu

v reflexńım módu se naopak oblast rezonance vyznačuje nár̊ustem odrazivosti, která

je d̊usledkem rozptylu světla na diskových anténách. Vlnová délka odpov́ıdaj́ıćı mi-

nimu resp. maximu propustnosti resp. odrazivosti pak udává informaci o rezonančńı

vlnové délce nanostruktur, která může podávat kvalitativńı informaci o př́ıpadných

posuvech rezonančńı vlnové délky vlivem např. adsorpce molekul.

Pro zisk přesněǰśı informace o poloze rezonance je vhodné spektra podrobit do-

datečné analýze.

3.2 Analýza spekter

Při analýze spekter propustnosti měřených na strukturách vykazuj́ıćıch plazmonové

rezonance je hlavńım úkolem nalézt minimum, nebot’ poloze minima odpov́ıdá vlnová

délka, kterou lze považovat za rezonančńı vlnovou délku LSP. Podobným zp̊usobem

lze určit polohu rezonance ze spekter odrazivosti, kde však hledáme polohu maxima.

Naměřená spektra propustnosti nejsou vlivem šumu, př́ıpadně vněǰśıch vliv̊u,

př́ılǐs hladká, a to ani při využit́ı optimálńıch parametr̊u experimentu, jež jsou ko-

mentovány v následuj́ıćı kapitole 3.3. Tento šum znesnadňuje nalezeńı skutečné po-

lohy rezonance zejména s přihlédnut́ım k pološ́ı̌rce rezonančńıho ṕıku. Naměřená

spektra byla vyhlazena pomoćı techniky Savitzki-Golay, která vyžaduje zadáńı dvou

ř́ıdićıch parametr̊u. Prvńı je řád polynomu (m), j́ımž je proložen interval hodnot

o lichém počtu bod̊u (n). Koeficienty polynomu ϕ(x) jsou spoč́ıtány pomoćı me-

tody nejmenš́ıch čtverc̊u, přičemž do takto źıskaného tvaru polynomu je dosazena
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centrálńı hodnota x použitého intervalu. Následně se interval o jeden bod posune

a proces se zopakuje. Řád polynomu byl zvolen m = 4 a š́ı̌rka intervalu hodnot byla

přizp̊usobena konkrétńım spektr̊um. Š́ı̌rka intervalu byla specifická pro každé spek-

trum a ležela v intervalu n ∈ 〈71, 401〉. Prakticky tedy plat́ı, že s rostoućım n roste

vyhlazeńı spektra, přičemž bylo třeba nalézt kompromis mezi hladkost́ı a schopnost́ı

zachytit trend změřeného spektra, jak ukazuje obr. 3.2.
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Obr. 3.2: Hledáńı optimálńı š́ı̌rky intervalu při vyhlazováńı spektra metodou S-G
a jej́ı vliv na tvar vyhlazeného spektra. Srovnáńı vyhlazeńı je demonstrováno pro
tři r̊uzné š́ı̌rky intervalu (401, 151 a 71 bod̊u) při S-G vyhlazováńı. Vsazený graf
znázorňuje odečet rezonančńı vlnové délky λrez pro optimálńı vyhlazeńı (S-G 151
bod̊u) a určeńı odpov́ıdaj́ıćıho intervalu nejistoty.

Po nalezeńı vhodného parametru n je možné źıskat vlnovou délku (λrez), které

odpov́ıdá minimálńı propustnost (Tmin). Z celého spektra je poté vybrána v okoĺı

minima oblast o spektrálńı š́ı̌rce 110 nm (N bod̊u), která pokrývá velkou část po-

klesu propustnosti, a je z ńı dále určena nejistota vyhlazeńı. Hodnoty propustnosti

změřené (TZ,i) a vyhlazené (TV,i) jsou porovnány a dle vztahu

∆Tmin =

√√√√ 1

N

N∑
i=1

(TZ,i − TV,i)2 (3.1)
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je určena nejistota nalezeńı minima propustnosti vlivem vyhlazeńı. S nejistotou

určeńı minima propustnosti je spojena i nejistota v určeńı rezonančńı vlnové délky.

Pr̊useč́ıky propustnosti Tmin + ∆Tmin s vyhlazenou závislost́ı (λ1 a λ2) představuj́ı

hranice intervalu nejistoty určeńı λrez. Výsledek je poté tvaru

λrez = λrez ±
λ2 − λ1

2
. (3.2)

V literatuře zabývaj́ıćı se problematikou zpracováńı spektroskopických dat jako

např́ıklad v [112] využ́ıvaj́ı k popsáńı naměřeného ṕıku extinkce fit polynomem

vyšš́ıho řádu, jehož koeficienty jsou spočteny pomoćı metody nejmenš́ıch čtverc̊u.

Při úvaze nad citlivost́ı a přesnost́ı se neberou v potaz odchylky fitu od naměřených

dat a dosahuj́ı tak citlivosti na 0,1 nm posuv rezonance. Vysoká citlivost je ale také

dána použitým experimentálńım uspořádáńım, kdy je možné během jediného měřeńı

zároveň měřit spektrum i pozad́ı, což v našem experimentálńım uspořádáńı nebylo

možné. Pozad́ı se určovalo zvlášt’, což přisṕıvalo ke sńıžeńı citlivosti.

3.3 Optimalizace spektroskopických měřeńı

Podoba spektra je závislá na mnoha faktorech, a to jak na typu vzorku, na vněǰśıch

podmı́nkách v jeho okoĺı, tak i na vnitřńıch parametrech samotného měřeńı. Vliv

vzorku, tedy typ plazmonicných struktur, jejich rozložeńı, přesnost výroby atd., zde

rozeb́ırány nebudou, protože prozat́ım veškerá měřeńı byla provedena na stejném

vzorku (vzorek č. 1 pro fázová měřeńı – obr. 2.2). Jedńım z parametr̊u soustavy, jež

maj́ı velký vliv na výslednou podobu spektra je volba optického vlákna. Vláknem

je sb́ırána část světla prošlá vzorkem a je j́ım vedena ke spektrometru. Bylo možné

použ́ıt jedno ze dvou optických vláken o r̊uzném pr̊uměru jádra. Vlákno s větš́ım

pr̊uměrem sb́ırá světlo z větš́ı plochy vzorku a poskytuje tak v́ıce signálu, což se pro-

jevuje na menš́ım vlivu šumu na spektra. Pokud je však třeba brát signál z menš́ı

oblasti, je vhodněǰśı použ́ıt vlákno s menš́ım vnitřńım pr̊uměrem, které sb́ırá méně

světla a je náchylněǰśı na změny vněǰśıho osvětleńı v mı́stnosti. Obr. 3.3 ukazuje re-

akci spektra źıskaného vláknem o větš́ım pr̊uměru na zapnuté osvětleńı v mı́stnosti

a na mechanický poklep vlákna rychle se opakuj́ıćımi nárazy prst̊u, přičemž mı́ra

jejich vlivu je charakterizována zejména velikost́ı nejistoty určeńı rezonance. Tyto

vlivy jsou porovnány s vláknem o menš́ım pr̊uměru s
”
ideálńımi“ podmı́nkami (po-

klep vláknem + vypnuté osvětleńı v mı́stnosti).
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Obr. 3.3: a) Porovnáńı vlivu vlákna a vněǰśıch podmı́nek (osvětleńı mı́stnosti a po-
klep vláknem) na velikost nejistoty určeńı rezonančńı vlnové délky. Vpravo jsou vy-
značené oblasti sběru světla při použit́ı vlákna b) o menš́ım a c) o větš́ım pr̊uměru.

Z obr. 3.3 je patrné, že spektra źıskaná s vláknem o větš́ım pr̊uměru vyka-

zuj́ı mnohem menš́ı nejistotu při určováńı polohy rezonance. Zapnuté osvětleńı

v mı́stnosti na spektrum vliv sṕı̌se nemá, ale poklep vlákna umožnil zisk nejhladš́ıho

spektra. Při použit́ı vlákna o menš́ım pr̊uměru je vliv poklepu mnohem výrazněǰśı,

což naznačuje zvýšenou pr̊uchodnost vlákna při poklepu.

570 580 590 600 610 620
57

58

59

60

61

 

 

Pr
op

us
tn

os
t (

%
)

Vlnová délka (nm)

 poklep (1)
 poklep (2)
 poklep (3)
 bez poklepu

1 2 3 4

585

590

595

600

605
 

 

R
ez

on
an

ní
 v

ln
ov

á 
dé

lk
a 

(n
m

)

íslo m ení

 poklep (1)
 poklep (2)
 poklep (3)
 bez poklepu

Obr. 3.4: Porovnáńı tř́ı spekter źıskaných za stejných podmı́nek při poklepu a jed-
noho spektra źıskaného bez poklepu – vše za využit́ı vlákna o menš́ım pr̊uměru.
Vlevo: tvar změřených spekter, vpravo: odečtené př́ıslušné polohy rezonance a ne-
jistoty źıskané při jejich určeńı.
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Při naprosté většině př́ıpad̊u bylo použito vlákno o menš́ım pr̊uměru z d̊uvodu

snadněǰśıho nalezeńı oblasti bez nečistot, za zhasnutého osvětleńı v mı́stnosti a za

stálého manuálńıho poklepu, jehož vliv na spektrum za využit́ı vlákna o menš́ım

pr̊uměru je zřejmý z obr. 3.4. K porovnáńı jsou zde také spektra, jež byla změřena

s poklepem, přičemž se jedná o měřeńı stejného mı́sta se stejnými parametry, abychom

źıskali náhled na stabilitu měřeńı. Poloha rezonance je takřka stálá, mı́rně se měńı

velikost nejistoty. Tyto drobné odchylky jsou pravděpodobně zp̊usobeny šumem po-

zad́ı, které je změřeno pouze na začátku experimentu.

Daľśı d̊uležitou oblast́ı optimalizace byly parametry samotného zisku dat. Jedná

se zejména o expozičńı čas a počet akumulaćı. Expozičńı čas udává dobu, po kterou

bude sb́ırán signál potřebný na poř́ızeńı jednoho spektra, přičemž počet akumulaćı

udává, kolik jich bude celkem poř́ızeno a zpr̊uměrováno k zisku výsledného spektra.

Zvýšeńı jednoho či druhého parametru by mělo přispět ke sńıžeńı šumu ve spektrech.

Součin těchto parametr̊u charakterizuje celkovou dobu měřeńı. Porovnáńı měřeńı

trvaj́ıćıch 50 s pro r̊uzné parametry sběru dat je na obr. 3.5 vlevo.
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Obr. 3.5: Vlevo: porovnáńı 50 s měřeńı pro r̊uzné doby expozice a počty akumulaćı,
vpravo: porovnáńı vlivu počtu akumulaćı pro dva r̊uzné časy expozice.

Zadaná hodnota expozičńı doby se v př́ıpadě čas̊u 0,01 s a 0,05 s se však neshodo-

vala s reálným časem měřeńı, který měl hodnotu 0,023 s, resp. 0,063 s, takže měřeńı

reálně trvala déle. To se podepsalo zejména na datech źıskaných pro nastavený ex-

pozičńı čas 0,01 s, kde měřeńı prob́ıhala v́ıce než dvakrát déle a výsledná nejistota

je tak menš́ı. Dále expozičńı časy 0,5 s a 1 s dávaj́ı menš́ı nejistotu než časy 0,05 s

a 0,1 s, avšak nejedná se o výrazný rozd́ıl.

Obr. 3.5 vpravo ukazuje vliv počtu akumulaćı na přesnost odečtu polohy rezo-

nance pro dva r̊uzné expozičńı časy (0,01 s a 0,1 s) přičemž se dle očekáváńı ukazuje,

že deľśı časy měřeńı poskytuj́ı menš́ı nejistotu v určováńı rezonančńı vlnové délky.
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Na základě výše uvedených test̊u a daľśıch měřeńı byl pro následuj́ıćı experimenty

nastaven expozičńı čas 1 s a 50 akumulaćı.

3.4 Provedené experimenty

Jelikož tato práce směřuje k uplatněńı v biodetekci, bylo třeba nejdř́ıve ověřit, zda

lze na zař́ızeńı Nanonics naměřit absorpčńı spektra v jiném prostřed́ı než na vzdu-

chu, např. ve vodě, která je základńı složkou naprosté většiny fyziologických roztok̊u

biomolekul. Pro samotná měřeńı byl využit prvńı vzorek fázových antén (obr. 2.2

s parametry shrnutými v tab. 2.1) – zlaté diskové antény o výšce 40 nm a pr̊uměrech

od 30 do 150 nm na skleněném substrátu. Plazmonová rezonance poĺı o r̊uzných veli-

kostech antén byla ověřena optickou spektroskopíı, jak ukazuje obrázek 3.6, přičemž

odpov́ıdaj́ıćı rezonančńı vlnové délky jsou vyneseny v grafu na obr. 2.3.
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Obr. 3.6: Spektrálńı závislost propustnosti vzorku č. 1 se zlatými anténami
o pr̊uměrech 30 – 140 nm.

Z grafu na obr. 2.3 je patrné, že poloha minima propustnosti se s rostoućım

rozměrem disk̊u posouvá k vyšš́ım vlnovým délkám a zároveň docháźı k prohlubováńı

poklesu propustnosti. Tento trend je alespoň u posledńıch dvou spekter narušen, což

lze přič́ıtat poč́ınaj́ıćı absorpci světla optickými prvky mikroskopu (od 700 nm), kv̊uli
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ńıž nebylo změřeno spektrum odpov́ıdaj́ıćı největš́ım anténám. Je proto třeba brát

i jim odpov́ıdaj́ıćı rezonančńı vlnovou délku poněkud s rezervou.

K dále uvedeným měřeńım bylo použito pole C6, jež označuje pole antén s pr̊u-

měrem 80 nm, jejichž rezonančńı vlnová délka byla určena jako (595± 4) nm. Výběr

pole, potažmo pr̊uměru disk̊u, byl kompromisem mezi co nejvýrazněǰśı rezonanćı

a jej́ı polohou tak, aby nezasahovala do oblasti absorpce optickými prvky.

Měřeńı ve vodném prostřed́ı

Vliv vodného prostřed́ı na polohu rezonance byl testován na tenké vrstvě, která byla

na vzorku vytvořena přiklopeńım kapky vody kryćım sklem. Obraz z mikroskopu

kromě jemného rozostřeńı nebyl př́ıtomnost́ı vody poznamenán a stále umožňoval

přesnou lokalizaci pole antén ke sběru signálu. Daľśım krokem bylo vložeńı vzorku do

vody o větš́ım objemu vymezeného gumovým kroužkem (materiál - viton) a dvěma

kryćımi skly. K zaostřeńı na povrch vzorku bylo třeba namı́sto objektivu 100 x (WD

1 mm), použ́ıvaného pro běžná spektrálńı měřeńı spekter, použ́ıt objektiv s deľśı

pracovńı vzdálenost́ı 50 x (WD 17,5 nm), s ńımž byla měřena veškerá spektra týkaj́ıćı

se této části práce.

Výsledky těchto měřeńı jsou uvedeny na obr.3.7, kde je patrný výrazný posuv

k deľśım vlnovým délkám asi o 30 nm a to jak pro antény s tenkou vrstvou vody,

tak i pro antény ponořené do vody vymezené gumovým kroužkem.
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Obr. 3.7: a) Spektra propustnosti suchých antén o pr̊uměru 80 nm a po následné
aplikaci tenké vrstvy vody, př́ıpadně jejich ponořeńı do vody. Př́ıslušná uspořádáńı
pro měřeńı antén: b) s tenkou vrstvou vody, c) ponořených do vody.
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Z grafu na obr. 3.7 se zdá, že na rezonančńı vlnovou délku tloušt’ka vrstvy vliv

nemá. Větš́ı pokles propustnosti při užit́ı kroužku byl pravděpodobně zp̊usoben

př́ıtomnost́ı v́ıce optických rozhrańı, na nichž se světlo mohlo odrazit, př́ıpadně

rozptylem světla v kapalině. Tento experiment však zejména ověřil schopnost mi-

kroskopu pomoćı objektivu s deľśı pracovńı vzdálenost́ı zaostřit na povrch vzorku

obklopeného silnou vrstvou slabě rozptyluj́ıćıho prostřed́ı a následně pak detekovat

plazmonové rezonance.

Mimo měřeńı propustnosti (transmisńı mód), proběhla i měřeńı odrazivosti (re-

flexńı mód ve světlém BF i temném poli DF), jak ukazuje obr. 3.8. Lze vidět, že ve

světlém poli nastal po aplikaci vody výrazný posuv rezonančńı vlnové délky směrem

k deľśım vlnovým délkám, přibližně stejný jako u transmisńıho uspořádáńı. Na-

proti tomu při detekci v temném poli se posuv rezonančńı vlnové délky ukázal být

výrazně menš́ı. Citlivost rezonančńı vlnové délky na změny indexu lomu prostřed́ı

je v př́ıpadě využit́ı temného pole velmi malá.
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Obr. 3.8: a) Normovaná odrazivost měřená ve světlém (BF) i temném (DF) poli
antén na vzduchu a ponořených vody. Obrázek pole suchých antén poř́ızený mikro-
skopem v reflexńım módu v: b) světlém c) temném poli.

I suchý vzorek byl při měřeńı podložen kryćım sklem, proto je odpov́ıdaj́ıćı BF

spektrum vlivem interference na vzduchové vrstvě zvlněné.

Měřeńı v SSC pufru

Daľśı postup spoč́ıval v pozorováńı vlivu př́ıtomnosti pufru v roztoku na polohu

rezonance. Pufr bývá použ́ıván ve fyziologických roztoćıch biomolekul ke stabili-
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zaci pH, přičemž vliv samotného pufru je také třeba sledovat. Index lomu roztoku

s pufrem se lǐśı od vody pouze minimálně, jelikož voda bývá nejčastěji jeho základem.

Pro experimenty byl zvolen SSC (saline sodium citrate) pufr, který je směśı NaCl

a citrátu sodného (10 : 1) a jenž udržuje rovnováhu okolo neutrálńıho pH 7. Expe-

riment̊u s pufry proběhlo celkem sedm, přičemž jejich stručný popis je shrnut v

tab. 3.1.

Tab. 3.1: Porovnáńı provedených spektroskopických měřeńı při aplikaci SSC pufru
s ohledem na použitou koncentraci, čǐstěńı plazmatem a použité uspořádáńı.

Měřeńı č. 10 mM 100 mM 1 M Plazma Uspořádáńı

1 X X X – obr. 3.7b)
2 – X – X obr. 3.7b)
3 X X X X obr. 3.7c)
4 X – – X obr. 3.7c)
5 – – X X obr. 3.7c)
6 X – – X obr. 3.7c)
7 – – X X obr. 3.17

V rámci experimentu byly naředěny tři r̊uzné koncentrace SSC pufru – 10, 100

a 1000 mM, jež byly poté aplikovány na vzorek s anténami. Prvńı měřeńı bylo

provedeno kápnut́ım malé kapky roztoku na vzorek, na který bylo poté přiloženo

kryćı skĺıčko. Před kápnut́ım roztoku byla změřena kontrolńı spektra odpov́ıdaj́ıćı

suchému vzorku a poté vzorku s tenkou vrstvou vody. Po osušeńı se přešlo k apli-

kaci pufru o nejnižš́ı koncentraci (10 mM), s ńımž byla zaznamenána dvě spektra

s časovým rozestupem 20 min, abychom odhalili př́ıpadný časový vývoj. Vzorek

i skĺıčko byly poté opláchnuty deionizovanou vodou a ofouknuty duśıkem. Stejný

postup použit i při zbývaj́ıćıch koncentraćıch. V rámci tohoto experimentu byla

v každém kroku zaznamenána spektra jak propustnosti, tak odrazivosti (BF i DF)

a polohy rezonance źıskané z př́ıslušných spekter jsou uvedeny v grafu na obr. 3.9.

Hodnota rezonančńı vlnové délky v kroku 3 (po aplikaci 10 mM SSC) při měřeńı

odrazivosti ve světlém poli chyb́ı kv̊uli chybě při ukládáńı. Hodnoty v kroku 4

(10 mM SSC po 20 min) byly ovlivněny vysycháńım roztoku, k němuž postupně

docházelo a které zkreslovalo výsledky. Odrazivost ve světlém poli byla v tomto

kroku úplně vyřazena, protože výsledné spektrum bylo zdeformované interferenćı

a nebylo tak možné správně určit polohu rezonance. Výsledky měřeńı odrazivosti

v temném poli vykazuj́ı největš́ı nejistoty a zároveň nejmenš́ı citlivost rezonančńı vl-

nové délky na změny v indexu lomu okolńıho prostřed́ı, a proto již tato konfigurace

nebyla dále použ́ıvána. Při měřeńı s daľśımi koncentracemi už k úplnému vyschnut́ı

nedošlo, avšak nelze s jistotu ř́ıci, že alespoň částečně neovlivňovalo i daľśı měřeńı.
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Obr. 3.9: Experiment č. 1: Rezonančńı vlnové délky 80 nm nanodisk̊u v r̊uzných kon-
centraćıch SSC pufru źıskané analýzou spekter poř́ızených v transmisńım a reflexńım
(BF i DF) módu. Posloupnost záznamu: suché antény (1), s vodou (2), s 10 mM (3
a 4), s 100 mM (5 a 6), s 1 M (7 a 8) SSC pufru.
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Obr. 3.10: Experiment č. 2: Časová závislost polohy rezonance na délce časového
intervalu, po něž byl vzorek vystaven roztoku 100 mM SSC pufru. Vlevo: výřez
oblasti rezonance ze spekter propustnosti pro r̊uzné časy od aplikace SSC pufru.
Vpravo: Př́ıslušné rezonančńı vlnové délky.

Z výsledk̊u na obr. 3.9 neńı možné určit, zda po prvńı aplikaci pufru na povrchu

vzorku nez̊ustaly i po oplachu adsorbované zbytky SSC pufru a neovlivnily tak
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výsledek daľśıch měřeńı. Proto všem následuj́ıćım séríım měřeńı předcházelo čǐstěńı

vzorku, konkrétně v kysĺıkovém plazmatu, které bývá běžně použ́ıváno např. na

odstraňováńı zbytk̊u fotorezistu a organických nečistot obecně [113].

Z časové změny vlivu pufru na rezonančńı vlnovou délku (obr. 3.9) nebylo možné

ze dvou měřeńı v časovém rozestupu 20 min činit spolehlivé závěry. Následuj́ıćı expe-

riment byl proto navržen k mapováńı časového vývoje rezonančńı vlnové délky pro

jednu koncentraci SSC pufru a to 100 mM. Při měřeńı samotné časové závislosti byla

zaznamenávána spektra propustnosti tak, že reference byla změřena pouze jednou

hned po aplikaci roztoku. Poté už byl signál źıskáván pouze z oblasti antén. Př́ıpadné

posuvy by pak měly být d̊usledkem změn prostřed́ı v okoĺı antén. Naměřená data

jsou zobrazena na obr. 3.10 a ukazuj́ı, že rezonančńı vlnová délka se nijak systema-

ticky neposouvá, a časový vývoj se zdá být sṕı̌se náhodným.

Daľśı experimenty s SSC pufrem prob́ıhaly se vzorkem uvnitř objemu ohraniče-

ného gumovým kroužkem a kryćımi skly (obr. 3.7c)) – tedy geometrie bĺızká elektro-

chemické cele, která nav́ıc zabraňovala vypařováńı roztoku a umožnila tak udržováńı

stabilněǰśıch podmı́nek.
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Obr. 3.11: Experiment č. 3: Rezonančńı vlnové délky ze spekter propustnosti pro
antény v r̊uzných koncentraćıch SSC pufru měřených v objemu za využit́ı gumového
kroužku. Hodnoty jsou seřazeny dle časové souslednosti a popsány v legendě grafu.

S využit́ım kroužku byla zopakována měřeńı propustnosti (obr. 3.11) a odrazi-

vosti (tentokrát pouze BF – obr. 3.12) pro všechny tři koncentrace SSC pufru. Byla
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źıskána spektra odpov́ıdaj́ıćı suchým anténám, přikrytých a podložených skĺıčky,

ponořených ve vodě a následně v samotných SSC pufrech, podobně jako v př́ıpadě

měřeńı na obr. 3.9. Jakmile byla poř́ızena spektra pro nejvyšš́ı koncentraci pufru,

vzorek byl opláchnut, následně znovu vložen do čisté vody a bylo opětovně změřeno

kontrolńı spektrum.

Porovnáńı spektra s vodou před a po aplikaci SSC pufru by mělo odhalit, zda

nedošlo na anténách k nějakým povrchovým změnám zp̊usobených např́ıklad jejich

znečǐstěńım zbytky pufru, př́ıpadně některým z daľśıch jev̊u, které mohou změnit

rezonančńı vlnovou délku antén.

Výsledky analýzy spekter propustnosti za využit́ı gumového kroužku jsou vy-

neseny na obr. 3.11. Kroky 1 a 2 odpov́ıdaj́ı takřka stejným rezonančńım vlnovým

délkám, vložeńım do vody nastal výrazný posuv asi o 45 nm (krok 3). Aplikace

10 mM SSC (krok 4) nezp̊usobila v podstatě žádný posuv, stejně tak ani po 20 mi-

nutách p̊usobeńı (krok 5). Oplach a vložeńı do SSC s 100 mM koncentraćı (krok 6)

vyvolalo posuv k nižš́ım vlnovým délkám asi o 10 nm. Intervaly nejistoty krok̊u 5

a 6 se neprot́ınaj́ı a nejedná se tedy o odchylku v rámci určováńı rezonančńı vlnové

délky, což potvrzuje i měřeńı o 20 min později (krok 7), které je na podobné úrovni.
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Obr. 3.12: Experiment č. 3: Rezonančńı vlnové délky pro antény v r̊uzných koncen-
traćıch SSC pufru za využit́ı gumového kroužku źıskaných měřeńım odrazivosti ve
světlém poli. Hodnoty jsou seřazeny dle časové souslednosti a popsány v legendě
grafu.
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Tento posuv se nepodařilo uspokojivě vysvětlit, mimo jiné proto, že v současně

měřených spektrech odrazivosti (obr. 3.12) se žádný takový posuv neobjevil. Při

využit́ı nejvyšš́ı koncentrace došlo k opětovnému návratu rezonančńı vlnové délky

směrem k deľśım vlnovým délkám mı́rně nad úroveň vody. Posuv v̊uči vodě (nH2O
.
=

1, 33) je v rámci nejistoty určeńı polohy rezonance, ale byl by vysvětlitelný na základě

mı́rně vyšš́ıho indexu lomu 1 M SSC pufru (nSSC
.
= 1, 34 [114]). Rezonančńı vlnová

délka antén ve vodě na konci (krok 10) je oproti té na začátku (krok 3) posunuta

asi o 5 nm k menš́ım vlnovým délkám.

Rezonančńı vlnové délky odpov́ıdaj́ıćı jednotlivým krok̊um experimentu obdržené

ze souběžného měřeńı odrazivosti ve světlém poli jsou uvedeny v grafu na obr. 3.12.

Posuv rezonance mezi suchými anténami (krok 1 a 2) a anténami ve vodě (krok

3) odpov́ıdá asi 40 nm. Daľśı změny rezonančńıch vlnových délek poměrně koreluj́ı

s těmi odečtenými ze spekter propustnosti (obr. 3.11). Posuv rezonančńıch vlnových

délek mezi kroky 3 a 10 je asi 3 nm je ve směru ke kratš́ım vlnovým délkám. Takové

posuvy se vyskytovaly i u daľśıch měřeńı (obr. 3.14).

Postupně proběhly daľśı měřeńı propustnosti, jež měly ukázat, zda poněkud na-

hodilé posuvy rezonance při aplikaci tenké vrstvy pufru (obr. 3.10), jsou v objemu

roztoku s využit́ım gumového kroužku odstraněny. Systematický posuv rezonančńı

vlnové délky se však při měřeńıch neobjevil, stejně tak ani ustáleńı jej́ı polohy.

Pozornost byla tedy věnována d̊ukladněǰśı analýze již změřených spekter a jejich

vzájemnému porovnáváńı.
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Obr. 3.13: Propustnost suchých antén měřená před každým ze šesti experiment̊u
s SSC pufrem – kromě měřeńı č. 1 byl vzorek vždy čǐstěn v kysĺıkovém plazmatu.
Vlevo: výřez oblasti rezonance ze spekter propustnosti odpov́ıdaj́ıćıch šesti experi-
ment̊um. Vpravo: Př́ıslušné rezonančńı vlnové délky.
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Obr. 3.13 vlevo ukazuje porovnáńı spekter propustnosti źıskané měřeńım na

suchých anténách, která předcházela každému experimentu. Vpravo jsou vyznačeny

př́ıslušné rezonančńı vlnové délky.

Celkem bylo porovnáváno 6 experiment̊u, jež v sobě zahrnovaly zahrnovaly mě-

řeńı propustnosti antén vystavených SSC pufru o r̊uzných koncentraćıch. Obr. 3.13

ukazuje, že při prvńım experimentu byla rezonančńı vlnová délka antén posunuta

k větš́ım vlnovým délkám. Důvodem byly nejsṕı̌se nečistoty na povrchu, protože

vzorek nebyl před měřeńım nijak čǐstěn. Při daľśıch experimentech provedených

po čǐstěńı v plazmatu se rezonančńı vlnová délka držela okolo p̊uvodńı hodnoty

(595± 4) nm (změřeno na obr. 3.6). Výjimkou bylo měřeńı č. 4, kdy byla rezonance

posunuta směrem k větš́ım vlnovým délkám.
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Obr. 3.14: Propustnost antén na vzorku ponořeném do vody měřená před a po expe-
rimentech 3 – 6. Vlevo: výřez oblasti rezonance ze spekter propustnosti odpov́ıdaj́ıćı
experiment̊um 3 – 6. Vpravo: Př́ıslušné rezonančńı vlnové délky.

Zvláště zaj́ımavá byla porovnáńı rezonančńı vlnové délky antén ve vodě před

a po měřeńıch s pufry. Malý posuv rezonančńıch vlnových délek je patrný už z ex-

perimentu č. 3 (obr. 3.11 a 3.12). Jak ukazuje obr. 3.14, při daľśıch experimentech

spektra vykazovala i mnohem výrazněǰśı posuv ke menš́ım vlnovým délkám (měřeńı

č. 4 a 6 – časový vývoj 10 mM SSC pufru). Naproti tomu při měřeńı č. 5 (časový vývoj

1 M SSC) vykazovalo poměrně výrazný posuv k větš́ım vlnovým délkám. Tento roz-

ptyl v posuvech rezonančńıch vlnových délek a zejména posuvy k menš́ım vlnovým

délkám naznačuj́ı, že na vině nebude pouhá změna koncentrace SSC pufru, ale nějaký

výrazněǰśı efekt. T́ımto efektem nebude při nepř́ıtomnosti vněǰśıho napět́ı ani žádný

z povrchových jev̊u, jež jsou shrnuty v tabulce 1.1.
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V odborné literatuře byla nalezena informace, že čǐstěńı v kysĺıkovém plazmatu

po dobu 60 s může zp̊usobit r̊ust vrstvy oxid̊u zlata – nejčastěji oxidu zlatitého

(Au2O3) o tloušt’ce do 4 nm [115].

Pro ověřeńı oxidace zlata p̊usobeńım kysĺıkového plazmatu byla provedena ana-

lýza rentgenovou fotoelektronovou spektroskopíı (XPS). Na křemı́k Si(111) byla

iontovým naprašováńım nanesena 40 nm vrstva zlata odpov́ıdaj́ıćı výšce zlatých

antén, s nimiž prob́ıhala měřeńı. Výsledky XPS analýzy vzorku před a po čǐstěńı

v kysĺıkovém plazmatu jsou znázorněny na obr. 3.15. Jedná se o část spektra od-

pov́ıdaj́ıćı elektron̊um ze 4f orbitalu zlata (Au4f).

Spektrum źıskané po čǐstěńı v plazmatu po dobu 60 s vykazuje oproti čistému

zlatu zvýšenou intenzitu v oblastech vedle dvou hlavńıch ṕık̊u ve směru k vyšš́ım

vazebným energíım. Tento nár̊ust je zp̊usoben př́ıtomnost́ı daľśıho ṕıku s menš́ı

intenzitou, který odpov́ıdá vazbě zlata na jiný prvek, nejsṕı̌se na kysĺık, kdy vazbě

Au-O odpov́ıdá posuv v̊uči čistému zlatu přibližně o 1,9 eV [116] k vyšš́ım vazebným

energíım.
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Obr. 3.15: Výsledky XPS analýzy vzorku Si(111) se 40 nm vrstvou zlata před a po
čǐstěńı v kysĺıkovém plazmatu.

Tvar ṕık̊u se shoduje s těmi, které byly naměřeny v [91] a potvrzuj́ı tak r̊ust oxidu

zlatitého vlivem kysĺıkového plazmatu. Vzniklý oxid je však nestálý a postupně se

redukuje zpět na zlato, přičemž po čtyřech dnech v atmosferických podmı́nkách ho

lze považovat za úplně zredukovaný [91].

Vliv oxidace zlata na spektra propustnosti je tedy velmi závislý na časovém

rozestupu mezi čǐstěńım a samotným měřeńım. Tento rozestup nebyl vždy stejný,
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v d̊usledku čehož mohou být vysvětleny rozd́ıly v rezonančńıch vlnových délkách

holých antén (obr. 3.13). Měřeńı č. 4 zde pravděpodobně vybočuje proto, že měřeńı

propustnosti prob́ıhalo pouze několik hodin po čǐstěńı a vrstva oxidu zlata, jakožto

dielektrika o vysokém indexu lomu (noxid = 3, 3), zřejmě zp̊usobila posuv rezonance

k deľśım vlnovým délkám.

Vzájemné posuvy v rezonančńıch vlnových délkách antén vložených do vody

(obr. 3.14) by mohly být vysvětleny postupnou tvorbou hydratovaného oxidu zla-

titého s r̊uzným počtem x molekul H2O, tedy Au2O3 · xH2O, jak ukázali Xia et

al. [92]. Index lomu hydratovaného oxidu zlatitého (nhydrát ∈ (1, 65; 1, 80)) se lǐśı

dle typu hydrátu. Na základě přechodu z Au2O3 do jeho hydratované formy při

vystaveńı vodnému prostřed́ı je možné vysvětlit posuv ke kratš́ım vlnovým délkám

z obr. 3.14 u experiment̊u č. 3, 4 a 6. Možným vysvětleńım posuvu opačným směrem

u experimentu č. 5 by byla absence oxidu zlatitého, tedy v př́ıpadě prodlevy mezi

čǐstěńım a měřeńım alespoň 4 dny, kdy na se poté na povrch zlata adsorbovaly mo-

lekuly z SSC pufru. Jelikož jsme nevěděli, jaká byla časová prodleva mezi čǐstěńım

a samotným měřeńım v rámci experimentu č. 5 (časový vývoj antén v 1 M SSC

pufru), byl tento experiment zopakován, tentokrát v́ıce než týden po posledńım

čǐstěńı, přičemž výsledky jsou na obr. 3.16.
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Obr. 3.16: Rezonančńı vlnové délky pro antény v r̊uzných časech p̊usobeńı 1 M SSC
pufru a pro vodu před a po aplikaci pufru. Vlevo: výběr ze spekter propustnosti
– černá plná (pouze voda na začátku), černá čárkovaná (pouze voda na konci),
červená (1 M SSC pufr) – s přibývaj́ıćım časem v roztoku světleǰśı červená. Vpravo:
rezonančńı vlnové délky – černá (voda na začátku / na konci), červená (časový vývoj
v 1 M SSC pufru).

Při měřeńı bylo nav́ıc využito vyrobené elektrochemické cely (obr.3.17), v ńıž byl

uzavřen vzorek, načež do ńı byl vpraven samotný roztok. Tento postup je praktičtěǰśı
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a umožnil zač́ıt měřeńı rychleji než při využit́ı kroužku (obr. 3.7c)). Měřeńı tentokrát

prob́ıhala se širš́ım vláknem, aby byl źıskán co nejlepš́ı optický signál, a zároveň byla

sńıžena doba měřeńı jednoho spektra asi na 10 s, aby mohl být lépe zachycen časový

vývoj.

Z obr. 3.16 je patrné, že se rezonančńı vlnová délka postupně posouvá k větš́ım

vlnovým délkám a zároveň docháźı k poklesu propustnosti. Ze źıskaných spekter se

zdálo, že už k posuvu nedocháźı, a proto bylo měřeńı po 110 min zastaveno. Následné

určeńı rezonančńı vlnové délky ukázalo, že k ustáleńı polohy rezonance ještě úplně

nedošlo. Přesto je však patrné, že se nár̊ust zpomaluje a zdá se, spěje k ustálené

hodnotě. Vzhledem k tomu, že docháźı k postupnému nár̊ustu odečtené rezonančńı

vlnové délky bez výrazných náhodných změn, se zdá, že źıskaná nejistota odečtu

polohy rezonance je pravděpodobně vyšš́ı než jej́ı reálná nejistota.

Rezonančńı vlnová délka antén ve vodě na konci experimentu je takřka stejná,

jako byla na začátku. Zdá se tedy, že oxid zlatitý tentokrát př́ıtomný nebyl a ex-

periment neovlivňoval. Zároveň se ukázalo, že ač za př́ıtomnosti pufru na anténách

docháźı k postupnému nár̊ustu rezonančńı vlnové délky nejsṕı̌se vlivem adsorpce

molekul pufru, po oplachu je tento vliv odstraněn.

Experiment, jehož výsledky jsou na obr. 3.16, tedy ukázal, že př́ıtomnost pufru

postupně posouvá rezonančńı vlnovou délku. Pokud však bude ponechána dostatečně

dlouhá doba na ustáleńı podmı́nek v roztoku, pak př́ıtomnost pufru nemuśı na po-

lohu rezonance mı́t žádný vliv. Při biodetekci tak bude umožněno sledovat pouze

změny rezonančńı vlnové délky vyvolané reakćı na př́ıtomnost biomolekul.

Návrh elektrochemické cely

Původńı podoba cely vycházela z designu, který vytvořili MacKenzie et al. [101]. Při

experimentech s těsnićım kroužkem (obr. 3.7) se ukázala jeho praktičnost, protože

jednak vymezuje objem cely a zároveň poskytuje dostatečné těsněńı v kontaktu

s hladkým plochami skla. Gumový kroužek (z EPDM gumy) tedy tvoř́ı základ i sa-

motné elektrochemické cely (obr. 3.17). Gumový kroužek je podložen ITO sklem,

které bude sloužit jako pr̊uhledná pracovńı elektroda, a přikryt kryćım sklem. Krou-

žek a skĺıčka jsou k sobě tisknuty dvěma plastovými deskami, přičemž jedna z nich

obsahuje závitové otvory pro stažeńı kroužku třemi šrouby. Plastové desky maj́ı

v sobě vyvrtané kruhové otvory umožňuj́ıćı pr̊uchod světla. Z vnitřńı strany každé

desky jsou vyfrézovány čtvercové drážky pro zafixováńı skĺıček.
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Obr. 3.17: Vlevo: fotografie vnitřku elektrochemické cely s vloženým platinovým
kroužkem (CE), platinovým drátem (RE) a s ITO skĺıčkem (WE) zahloubeným
v plastové podstavě cely, zprava a zleva plnićı injekčńı jehly. Vpravo: model sestavené
cely, kde je kroužek stahován mezi dvěma plastovými deskami.

Vedle pracovńı elektrody jsou na obr. 3.17 vlevo zobrazeny i zbývaj́ıćı elektrody

a to pomocná elektroda v podobě svinutého platinového drátu, a referenčńı elektroda

tvořená krátkým platinovým drátem. Celu je možné plnit injekčńı stř́ıkačkou.

Daľśım krokem v designu elektrochemické cely by mohlo být využit́ı mikrofluid-

ńıch kanálk̊u, při jejichž využit́ı je možné analyzovat velmi malé objemy roztok̊u

a z něj źıskat elektrochemický [117] či optický [118] signál odpov́ıdaj́ıćı jediné bio-

molekule.
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4 ZÁVĚR

Náplńı předložené diplomové práce bylo navržeńı a realizace experimentu pro měřeńı

změny fáze na plazmonických anténách pomoćı koherenćı ř́ızeného holografického

mikroskopu. Ćılem druhé části diplomové práce bylo navržeńı a realizace experi-

mentu pro současné měřeńı cyklické voltametrie a plazmonových rezonanćı. Obě

dvě části byly přitom směřovány k využit́ı v biodetekci.

V prvńı kapitole jsou popsány dva možné př́ıstupy k zisku informace o analyzo-

vané látce, a to pomoćı elektrochemických a plazmonických senzor̊u. Nejdř́ıve je zde

nast́ıněn princip elektrochemie, která je založena na analýze přenosu elektron̊u mezi

elektrodou a analyzovanou látkou. Dále jsou zde představeny plazmonové rezonance

jakožto účinný nástroj k detekci změn v indexu lomu zp̊usobených př́ıtomnost́ı bio-

molekul, at’ už na základě změny plazmonové rezonančńı vlnové délky nebo změny

fáze. Zároveň jsou zde diskutovány již použité př́ıstupy k detekci změny fáze a jejich

aplikace v biodetekci. V neposledńı řadě jsou zde také shrnuty dosavadńı př́ıstupy

ve využit́ı kombinace elektrochemických metod spolu s měřeńım plazmonových re-

zonanćı.

Ve druhé kapitole jsou popsány výsledky týkaj́ıćı se měřeńı fáze na plazmo-

nických anténách využit́ım koherenćı ř́ızeného holografického mikroskopu. Měřeńı

prob́ıhala na poli zlatých diskových antén s pr̊uměrem jdoućım zpravidla od 30

do 150 nm, jejichž plazmonické vlastnosti potvrdila spektroskopická měřeńı pro-

pustnosti (obr. 3.6). Už prvńı měřeńı ukázala, že neńı možné pro fázové zobrazeńı

využ́ıt reflexńıho módu mikroskopu kv̊uli nedostatečnému signálu, což se nepodařilo

změnit větš́ım zaplněńım plochy anténami ani zvýšeńım intenzity osvitu při využit́ı

SC laseru. Transmisńı mód však umožnil bezproblémové zobrazeńı fáze, přičemž se

ukázalo, že jej́ı hodnota je závislá na velikosti antén.

Byl pozorován a vysvětlen posuv oblasti nejstrměǰśı změny fáze směrem k větš́ım

rozměr̊um antén (obr. 2.8) při použit́ı větš́ıho zaplněńı. Tento posuv nastal nejsṕı̌se

v d̊usledku zmenšeńı rezonančńı vlnové délky antén vlivem jejich vzájemného při-

bĺıžeńı, což bylo také potvrzeno spektroskopicky (obr. 2.4). Užit́ı filtr̊u o r̊uzných vl-

nových délkách ukázalo, že strmost poklesu fáze nar̊ustá s rozměrem antén (obr. 2.10).

Tento posuv fázové závislosti spolu se zvyšováńım jej́ı strmosti byl potvrzen využit́ım

osvitu pomoćı laditelného SC laseru (obr. 2.14), který umožnil osvit světlem z celé

viditelné oblasti spektra. Tento jev lze vysvětlit t́ım, že se zvětšuj́ıćım se pr̊uměrem

antén roste fázový signál vlivem rostoućıho rozptylu světla na anténách.

Využit́ı SC laseru však výrazně zhoršilo kvalitu fázového obrazu (porovnáńı na

obr. 2.12), i když byla jeho koherence narušována difuzorem. Vhodněǰśı se proto
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jev́ı využit́ı interferenčńıch filtr̊u, přičemž filtru s propustnost́ı okolo 650 nm bylo na

závěr využito pro určeńı vlivu změny indexu lomu na pr̊uběh fáze při aplikaci vody na

antény. Oblast s největš́ı strmost́ı se posunula ke kratš́ım vlnovým délkám, přičemž

největš́ı citlivost fáze na změnu indexu lomu prokázalo pole s anténami o pr̊uměru

110 nm (obr. 2.16), jejichž rezonančńı vlnová délka je bĺızko 650 nm osvitu. Reakce

antén o vyšš́ım zaplněńı na aplikaci vody byla ještě výrazněǰśı (obr. 2.17).

Třet́ı kapitola je zaměřena na spektroskopická optická měřeńı, která budou v nej-

bližš́ıch týdnech spojena s elektrochemickými měřeńımi. Úvod kapitoly je zaměřen na

analýzu a optimalizaci zisku spekter propustnosti. Byla ověřena schopnost využité

aparatury (obr. 3.1) zachytit optický signál z antén ponořených do vody a zároveň

posuv rezonančńı vlnové délky k menš́ım vlnovým délkám (obr. 3.7). Poté byl

pozorován vliv SSC pufru o r̊uzných koncentraćıch na rezonančńı vlnovou délku

antén, přičemž výsledky měřeńı propustnosti ani odrazivosti neukazovaly žádný

ustálený trend změny rezonančńı vlnové délky (obr. 3.9). Před samotnými expe-

rimenty byl vzorek vždy čǐstěn v kysĺıkovém plazmatu, což se ukázalo mı́t zásadńı

vliv na výsledky následně provedených experiment̊u. Porovnala-li se rezonančńı vl-

nová délka antén v čisté vodě před aplikaćı pufru a v čisté vodě na konci experi-

mentu, byly pro většinu měřeńı patrné výrazné posuvy směrem k menš́ım vlnovým

délkám (obr. 3.14). Ty se podařilo vysvětlit až d́ıky zjǐstěńı, že plazmové čǐstěńı

zp̊usobuje r̊ust vrstvy oxidu zlatitého na povrchu antén, jehož existence byla také

potvrzena XPS anlýzou (obr. 3.15). Tento oxid poté při aplikaci vody přešel do hyd-

ratované formy o menš́ım indexu lomu a zp̊usobil tak výsledný posuv k nižš́ım vl-

novým délkám. K čǐstěńı vzorku je tedy vhodněǰśı použ́ıt chemické metody př́ıpadně

využ́ıt čǐstěńı ve vod́ıkovém plazmatu, které oxidaci zlata nezp̊usobuje.

Závěrečné měřeńı rezonančńı vlnové délky proběhlo v́ıce než týden po posledńım

čǐstěńı, kdy by se měl všechen oxid zlatitý zredukovat zpět na zlato. Samotné měřeńı

bylo provedeno uvnitř elektrochemické cely, která byla v rámci práce navržena pro

následné elektrochemické experimenty (obr. 3.17). Časová závislost rezonančńı vl-

nové délky na době setrváńı antén v SSC pufru už by tedy neměla být zkreslena

př́ıtomnost́ı oxidu. Dle obr. 3.16 je patrné, že skoro k žádnému posuvu rezonančńı

vlnové délky antén v čisté vodě před a v čisté vodě po experimentu nedocháźı. Sa-

motný časový pr̊uběh rezonančńı vlnové délky vykazuje jej́ı pozvolný nár̊ust, který

však postupně zpomaluje a zdá se, že spěje do ustáleného stavu. Př́ıtomnost pufru

tedy má vliv na rezonančńı vlnovou délku, avšak při ponecháńı dostatečně dlouhé

doby na ustáleńı podmı́nek v roztoku může tento vliv úplně vymizet a umožnit tak

detekovat změny v indexu lomu zp̊usobené čistě př́ıtomnost́ı biomolekul.

Tato práce vznikla s podporou projektu CEITEC – open access (LM2011020),
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d́ıky kterému byla umožněna práce na jednom z př́ıstroj̊u Středoevropského techno-

logického institutu CEITEC.
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