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ABSTRAKT

Diplomova préace se zabyva dvéma zplsoby aplikace zlatych diskovych nanostruktur vy-
kazujicich plazmonové rezonance pro biodetekci. Prvni &ast se tyka detekce zmény faze
na plazmonickych anténdch pomoci koherenci fizeného holografického mikroskopu. Bylo
zjisténo, Ze zména faze se zvyraziuje s rostouci vinovou délkou osvitu, kdy je buzena
plazmonova rezonance na anténach vétSich rozmérii. Dale byla prokdzana citlivost faze
na zménu indexu lomu okolniho prostfedi, p¥icemz nejvétsi fazova zména nastala pro
antény v rezonanci s vinovou délkou osvitu. Druhd &ast prace se tyka kombinace optické
spektroskopie detekujici plazmonové rezonance a voltametrie charakterizujici elektro-
chemickou aktivitu. V této &asti byl pozorovan postupny posuv rezonanéni vinové délky
v p¥itomnosti SSC pufru, aviak tento vliv je s ¢asem stdle mensi. Provedené experimenty
také ukdzaly nevhodnost uZiti kyslikového plazmatu k &isténi povrchu vzorku, protoze
zplsobuje oxidaci kovii v&etné zlata.

KLICOVA SLOVA

plazmonika, elektrochemie, biosenzor, plazmatické &isténi, 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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UVOD

Lidé se odjakziva zajimali o procesy uvniti svého téla odehravajici se jak na makro-
skopické urovni organu, tak s vyvojem techniky i na mikroskopické tirovni. Opticka
pozorovani biologickych procesu na bunééné drovni o mikrometrovych rozmérech
byla umoznéna postupnym vylepsovanim optického mikroskopu. K pozorovani men-
sich biologickych utvaru jako jsou proteiny, lipidy ¢i nukleové kyseliny o rozmérech
v fadu jednotek a desitek nanometru je jiz kvuli difrakénimu limitu tfeba pouzivat
specialni optické techniky. Vyznamnou roli v zobrazovani biomolekul maji techniky;,
jez tézi z oznacovani urcitou aktivni latkou, jejiz vyskyt jsme schopni detekovat.
Dtive pouzivané znaceni radioaktivnimi izotopy fosforu byva nyni nahrazeno fluo-
rescencnimi barvivy, které pti osvitu vyzatruji intenzivni svétlo charakteristické vl-
nové délky, jez je mozné pomérné snadno detekovat. Existuji vsak i techniky, které
znaceni biomolekul pro jejich detekci nevyzaduji. Jedna se napiiklad o techniky
na bazi plazmonovych rezonanci, jez dokazi detekovat pritomnost biomolekuly skrze
pozorovani zmén v indexu lomu svého okoli, pripadné elektrochemické metody, jez
detekuji presun elektronu mezi elektrodou a analyzovanou latkou, a mnoho dalsich.

Ziskany signal byva vysledkem interakce velkého poctu biomolekul. Avsak pro lep-
S1 porozumeéni interakci a transportu biomolekul by bylo vyhodnéjsi detekovat jed-
notlivé biomolekuly, v redlném case je sledovat a to ptimo v jejich nativnim prostiedi.
Toto je cil, jehoz naplnéni by mélo nezmérny dopad na rozvoj poznani nejen v oblasti
biologie.

Biosenzory na bazi plazmonovych rezonanci nebo jejich kombinace s dalsimi me-
todami se pomalu tomuto limitu priblizuji a jsou na dobré cesté k jeho dosazeni.
V ramci této préce jsou predstaveny dva koncepty vyuziti plazmonickych nanostruk-
tur, které by v budoucnu mohly vést k aplikacim pravé v detekci biomolekul.

V prvni kapitole jsou nastinény zakladni principy elektrochemie a elektroche-
mickych biosenzoru. Daéle je zde pojednano o biosenzorech vyuzivajicich plazmo-
novych rezonanci k detekci zmén indexu lomu prosttedi zpusobenych ptritomnosti
biomolekul. Tyto zmény lze detekovat na zakladé méreni nékterého ze dvou para-
metru, které charakterizuji plazmonové rezonance - rezonanc¢ni vinova délka a faze.
Zaroven je shrnut dosavadni vyvoj s durazem na detekci faze, jejimuz méreni je
vénovan obsah kap. 2l Déle je zde také pojednéno o kombinaci plazmonovych rezo-
nanci a elektrochemickych metod, na néz ¢dsteéné navazuji experimenty v kap. [3
Ve druhé kapitole je nejdiive strucné popsan princip koherenci fizeného hologra-
fického mikroskopu, s nimz probihala veskerd fazova méreni. Pti zde popsanych ex-

perimentech bylo vyuzito ruzného druhu osvitu - jak pomoci interferen¢nich filtru,



tak i pomoci laditelného superkontinudlniho laseru, ktery poskytuje vyrazné vyssi
intenzitu osvitu. Tteti kapitola je zaméfena na optimalizaci a analyzu spekter pro-
pustnosti ziskanych za vyuziti aparatury Nanonics, s niz méfeni probihala. Jsou tu
uvedeny experimenty pozorujici vliv SSC pufru na rezonanc¢ni vlnovou délku. Déle
je predveden navrh elektrochemické cely, kterd v budoucnu umozni spojit opticka

a elektrochemickd meéteni v jednom case.



1 BIOSENZORY

Biosenzor predstavuje analyticky prvek, ktery méri fyzikalné-chemické zmény v bi-
ologické rozpoznavaci vrstveé, jez je v kontaktu s prevodnikem signalu. Fyzikalné-
chemické zmény v rozpoznavaci vrstveé jsou zapiicinény jeji interakei s detekovanymi
molekulami a primo souviseji s jejich mnozstvim. Dle typu signalu méreného na
povrchu prevodniku lze biosenzory délit do tii hlavnich kategorii — na elektrické,
optické a mechanické [1]. S méfenim optického signdlu jsou spojeny napi. techniky
vyuzivajici plazmonovych rezonanci, jez jsou spolu s elektrochemickymi metodami,

které poskytuji elektricky signal, diskutovany v nasledujici kapitole.

1.1 Elektrochemické biosenzory

Elektrochemie, jak nazev napovida, je oblasti chemie zabyvajici se propojenim elek-
trickych a chemickych efektu. Zkouma tedy souvislost prenosu elektrického naboje
s chemickou aktivitou latky.

Pienos elektronu z jedné latky do druhé je jednim z fundamentalnich déju
ovladajicich biologické procesy v zivych organizmech, fotosyntézu, palivové ¢lanky
a ziskavani cistych kovovych materialu. Porozuméni elektronovym prenosuim nam
pomahd nalézat zpusoby, jak uzit chemické reakce k produkci elektiiny a jak nao-
pak pouzit elektfinu k vyvolani chemické reakce. Elektrochemickd méreni mohou byt
pouzita k analyze chemickych systému, kdy poskytuji informaci o termodynamice

reakci, vyskytu kovu a organickych latek [2].

Zakladni principy elektrochemie

Zakladni charakteristikou atomu, ktera vyjadiuje, jak silné bude ptitahovat elektron,
je jeho elektronegativita. Ta zaroven urcuje charakter vazby, kterou spolu atomy vy-
tvori. Jedna-li se o atomy téhoz prvku, vytvoii kovalentni vazbu, kde budou elektrony
sdileny rovnomérné a jejich rozlozeni bude symetrické podle osy vazby. V piipadé
atomu s rozdilnou elektronegativitou byvaji elektrony sdileny nerovnomérné. Elek-
tronegativnéjsi atom pritahne elektrony blize k sobé, coz vyusti v parcidlni zaporny
néboj (67 ) na strané tohoto atomu a v parcidlni kladny nédboj (67) na strané opacné.
Vznikld molekula je tedy polarizovana, pricemz je-li rozdil elektronegativit vétsi nez
2, elektronegativnéjsi atom ziska elektron z druhého atomu a vytvoti se tak zaporny
a kladny iont. Tyto ionty se vzdjemné pritahuji a vzniké tak iontovéa vazba [3].
Reakce, pri nichz dochézi k elektronovému prenosu byvaji oznacovany jako re-

doxni (oxida¢né-redukéni) reakce. Redoxni reakce byva vidy vysledkem soucasné



probihajicich poloreakci — oxidace a redukce. Pti nich dochazi ke zménam oxidacniho
stavu atomu, ktery je vyjadien tzv. oxida¢nim ¢islem. Toto ¢islo, jez muze nabyvat
kladné, zaporné i nulové hodnoty, vyjadiuje hypoteticky naboj, ktery by mél dany
atom, pokud by vSechny jeho vazby byly iontové. Oxidacni ¢islo atomu se zvysuje,
resp. snizuje, pokud elektrony odevzdava, resp. prijima, piicemz fikame, ze se atom
oxiduje, resp. redukuje.

V elektrochemickych systémech jsou v centru pozornosti procesy a faktory, které
ovliviiuji prenos naboje mezi chemickymi fazemi, naptiklad mezi elektrickym vodicem
(elektroda) a iontovym vodicem (elektrolyt). Chovéni elektrontu v kovu lze ¢astecné
pochopit uvazenim jeho Fermiho hladiny, kterd odpovida nejvyssi zaplnéné elektro-
nové hladiné. Jeji poloha neni pevna a muze se ménit napiiklad aplikaci elektrického
potencidlu na kovovou elektrodu, tedy dodanim elektrické energie. Elektricky po-
tencial, ktery posuvem Fermiho energie méni chemickou aktivitu reaktantu, muzeme

nazyvat elektrochemickym potencialem.
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Obr. 1.1: a) Hladina Fermiho energie Er v kovové elektrodé a jeji posuv pii aplikaci

e~/

sazeny molekulovy orbital reaktantu, HOMO nejvyssi obsazeny molekulovy orbital

reaktantu, pricemz cerné tecky znézornuji elektrony na piislusnych elektronovych
hladinach.

Obr. ukazuje Fermiho hladinu spolu s orbitalnimi energiovymi hladinami mo-
nejvyssi obsazeny molekulovy orbital. Aplikaci dostateéné vysokého kladného po-
tencidlu na elektrodu muze byt Fermiho hladina posunuta nad uroven LUMO re-
aktantu a elektrony blizko Fermiho hladiny mohou pftejit do reaktantu. Naopak pfi
aplikaci zaporného potencidlu se snizi Fermiho hladina pod droven HOMO reak-
tantu, z niz mohou elektrony ptejit do elektrody. Proud elektronu, jez v zavislosti
na aplikovaném potencidlu piechazeji mezi elektrodou a reaktantem v roztoku, je
mozné mérit. Méreni a analyza této volt-ampérové zavislosti je predmétem volta-

metrie [4].



Voltametrie

Vétsina voltametrickych méteni probihd v roztoku, jez je uzavien v elektrochemické
cele. Do analyzovaného roztoku jsou vnoreny zpravidla tii elektrody. Pracovni elek-
troda (WE) je elektrodou, na niz probihd samotnda reakce. Nejvyuzivanéjsim druhem
pracovni elektrody je rtufova kapka, jejiz interakéni povrch je dobfe definovany
a snadno reprodukovatelny. Metoda vyuzivajici rtutové pracovni elektrody byva
oznacovana jako polarografie [5]. Déle lze vyuzit pracovni elektrody z platiny, zlata,
sttibra uhliku atd., pficemz zakladnim pozadavkem je chemicka odolnost materialu
a snadné cisténi povrchu. Referencni elektroda (RE) poskytuje stabilni potencidl,
se kterym je porovnavan potencidl na pracovni elektrodé. Nejcastéji pouzivana
referencni elektroda je saturovand kalomelové elektroda (SCE) a Ag/AgCl elek-
troda. Pomocnou elektrodou (CE) byva zpravidla platinovy drat. Proud roztokem
je méfen mezi pomocnou a pracovni elektrodou [6]. Obecny tiielektrodovy systém
je zndzornén na obrazku [1.2h).
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Obr. 1.2: a) Ti{elektrodové uspoiadani pro voltametrickd méfeni, kde WE znaéi
pracovni, RE referenéni a CE pomocnou elektrodu. b) Casovy pritbéh potencidlu
v ramci jednoho cyklu a c¢) volt-ampérova charakteristika ziskand cyklickou vol-
tametrii jednovldknové DNA (ssDNA) a dvouvldknové DNA (dsDNA) — prevzato

a upraveno z [7].

Zakladem roztoku, do néhoz jsou elektrody ponoteny, je rozpoustédlo (napf.
H50), v némz je rozpustén elektrolyt (napf. NaCl). Elektrolyt o vysoké koncent-
raci zajistuje dostateénou elektrickou vodivost roztoku. K vytvoieni prostfedi o sta-
bilnich podminkéch, zejména o stalém pH, je do roztoku pridano pufrovaci ¢inidlo.
Do takto stabilizovaného prostiedi lze poté pridat samotny reaktant [§].

Obrazek ) ukazuje casovy prubéh potencidlu aplikovany na pracovni elek-
trodu v rdmci jednoho cyklu cyklické voltametrie, kterd je pouzivéana [9] na Bio-

fyzikalnim ustavu Akademie véd v Brné, s nimz je navazana spoluprace. Priklad



voltamogramu odlisujiciho signal od jednovlaknové DNA (ssDNA) od dvouvldknové
DNA (dsDNA) je na obrazku [I.2k) [7]. Aplikaci voltametrie je nespocet, napiiklad

detekce karcinogenti, pesticidu, barviv, farmaceutik, tézkych kovu atd [10].

1.2 Plazmonické biosenzory

Materialy majici zapornou realnou ¢ast dielektrické funkce mohou podporovat vznik
rezonance povrchovych plazmonovych polaritonu (surface plasmon polariton — SPP).
Jednd se kolektivni oscilace povrchovych vodivostnich elektront, jez mohou byt za
vyuziti vazebného ¢lenu (sklenény hranol, mfizka) vybuzeny dopadem elektromag-
netické viny. Tyto oscilace se $ifi na rozhrani vrstvy kovu a dielektrika, pticemz
intenzita elektrického pole je v blizkosti rozhrani zesilena a klesd exponencidlné
s rostouci vzdalenosti od rozhrani. Oblast pruniku této tzv. evanescentni viny do
dielektrického prostiedi vymezuje objem, na jehoz index lomu jsou oscilace cit-
livé [11]. Pravé pomérné velka lokalizace elektromagnetického pole v blizkosti roz-
hrani umoznuje detekovat déje, jez se zde odehravaji. Jedna se napiiklad o adsorpci
molekul na rozhrani, ptipadné jejich navazani na jiz diive funkcionalizovany povrch.
K detekci piitomnosti biomolekul bylo povrchovych plazmonu vyuzito poprvé uz
kolem roku 1983 Liedbergem et al. [12]. Od té doby nalezly techniky vyuzivajici
SPP aplikace v ruznych oblastech véetné lékarské diagnostiky, kontroly zivotniho

prostiedi, nezdvadnosti potravin atd., jez jsou shrnuty napt. v [13].

LSP biosenzory

Povrchové plazmonové polaritony nelze vybudit piimym dopadem elektromagne-
tického zareni. Je tfeba vyuzit vazebny ¢len ve formé hranolu ¢i miizky, ¢imz se
komplikuje zafizeni urcené k jejich buzeni a detekci. Zaroven SPP konfigurace ne-
umoznuje prilis dobte lokalizovat piipadnou vazebnou interakci biomolekuly, protoze
vzdalenost, po niz se SPP §ifi, je v fadu pum a oblast pruniku téchto vin do zkou-
maného prostiedi je v fadu stovek nm [14]. Tento problém lze minimalizovat, po-
kud je misto spojité kovové vrstvy vyuzito diskrétnich kovovych struktur rozmérove
mensich nez vinova délka dopadajici elektromagnetické viny. Dopad svétla vybudi
kolektivni oscilace vodivostnich elektronu v ramci objemu nanostruktury. Tuto rezo-
nanci oznacujeme jako lokalizovany povrchovy plazmon (localized surface plasmon —
LSP), pficemz oblast pruniku zesileného elektromagnetického pole je v taddu desitek
nm. Rezonanéni vinova délka LSP zavisi na velikosti nanocastice, kdy zpravidla
narusta s jejim rozmérem [15]. Déle zavisi na materidlu nanocéstice, kde plati, ze

vyuziti stifbra umoziuje rezonanci v oblasti mensich vinovych délek nez zlato [16].



Vliv maji také lokalni dielektrické vlastnosti okoli nanocastice, pficemz néarust in-
dexu lomu prostiedi je spojen s posuvem k vétsim vinovym délkdm [17], a v ne-
posledni fadé tvar nanocéstice [18]. Soucasné techniky vyroby téchto nanocéstic
umoznuji vytvoreni tvaru, ktery je vhodny pro pozadovanou aplikaci. Jedna se
20|, trojbokych hranolu [21], srpku

[22], hvézdic 23], prstencu [24], péru [25] a dalsich. Vyuziti vice ¢dstic umoziiuje

napiiklad o antény ve tvaru disku [19], kvadru

vznik mist se zesilenym polem v oblasti mezi ¢asticemi, tedy jesté vetsi lokalizaci
elektromagnetického pole. Jednd se o tzv. dimery (vyuziti blizkosti dvou ¢éstic) [26],
trimery [27], pripadné klastry obsahujici vice castic [28].

Zménu indexu lomu okolniho prostiedi lze detekovat pomoci plazmonickych
nanocastic na zakladé zmény rezonanéni vlnové délky plazmonové rezonance nebo

zmeény jeji faze.

Zmeéna rezonancni vlnové délky

Pti pozorovani nanocastic vykazujicich LSP rezonance byvaji pouzity zejména op-
tické spektroskopické metody. Ty umoznuji mérenim spektralnich zavislosti odra-
zivosti ¢i propustnosti charakterizovat interakci svétla s nanocasticemi. Spektralni
zavislost odrazivosti podava informaci o rozptylu svétla na nanocasticich, pricemz
svétlo muze byt i absorbovano. Vliv obou efektu dohromady lze vyjadiit pomoci
extinkce, kterou je mozné urcit mérenim spektralni zavislosti propustnosti. Extinkci

lze charakterizovat pomoci t¢inného prurezu Cyy, ktery lze z Mieho teorie definovat

jako [29]
Co =T Re {i € ‘m } , (1.1)

k2 €+ 2€,
kde € znaci dielektrickou funkci materialu castice, €,, dielektrickou konstantu okolniho

prostiedi, k = 27mn,, /A je vinové ¢islo odpovidajici vinové délce A v prostiedi o in-
2

m"*

dexu lomu n,,, ktery souvisi s dielektrickou konstantou dle €¢,, = n
Ucéinny prifez extinkee dle ree. (1.1)) nabyvé maximélni hodnoty v piipadé, ze
plati rezonan¢ni podminka

Re{e + 2¢,} — 0. (1.2)

Je-1i ve vyjadreni dielektrické funkce materidlu nanocastice pouzit Drudeho mo-

del pro oblast viditelného a ultrafialového svétla ve tvaru

w2
Re{e} =1- w—g, (1.3)

pficemz wy, je plazmova frekvence materidlu, 1ze dospét k zavislosti rezonané¢ni vinové



délky A na indexu lomu n,, ve tvaru

A=AV 2€m + 1~ V20, (1.4)

kde A, znaci vinovou délku piislusejici plazmové frekvenci materidlu w,. Rovnice
tedy pro dostatecné uzky rozsah n,, ukazuje linedrni zavislost rezonan¢ni vinové
délky LSP sférickych nanocéstic na indexu lomu okoli.

Svedendahl et al. [30] porovnévali posuv rezonan¢ni vlnové délky LSP a SPP
odpovidajici jednotkové zmeéné indexu lomu (RIU — refractive index unit). Pro 50 nm
zlatou vrstvu (SPP) dospél k posuvu rezonanéni vinové délky o 3300 nm/RIU a pro
pole zlatych nanodisku (LSP) dospél k hodnoté 178 nm/RIU, coz by mohlo vést
k zavéru, ze detekce pomoci SPP je mnohem citlivéjsi. Pokud jsou vSak méreny
zmény indexu lomu v blizkosti povrchu zpusobené adsorpci vrstvy molekul, odezva
téchto dvou technik se stava srovnatelnou [31}32)].

Vliv adsorpce vrstvy molekul o tloustce d a indexu lomu n, na zménu rezonanéni
vinové délky AN lze vyjadiit dle vztahu [33]

AN =m(n, — ny)[1 —exp(—2d/14)], (1.5)

kde m je faktor citlivosti (nm/RIU), n,, objemovy index lomu okolntho prostiedi a l4
udava vzdalenost od rozhrani, v niz dojde k poklesu intenzity elektromagnetického
pole na 1/e ndsobek puvodni hodnoty. Rovnice ukazuje, ze vysledny posuv
rezonan¢ni vinové délky je velmi zavisly na parametru /g, pro SPP nabyva hodnoty
200-300nm a LSP i méné nez 10nm, kdy LSP prinejmensim vyrovnava citlivost
SPP [14].

Posuvu rezonané¢ni vinové délky pro detekeci biomolekul vyuzili napi. Ruemmele
et. al [34]. Kryci sklicko (¢ = 25mm) pokryli oddélenymi zhruba milimetrovymi
kruhovymi oblastmi tvorfenymi zlatymi diskovymi anténami o prumeéru 190nm.
Kazdé z oblasti je individualné piistupna a umoznuje tak kazdou z nich vystavit
jinym podminkam a vysledny vliv na plazmonové rezonance v jednotlivych oblastech
mérit pomoci extinkéni spektroskopie. Takové usporadani vyuzili po funkcionalizaci
veskerych oblasti antén biotinem k detekci anti-biotinu. Na jednotlivé oblasti byly
aplikovany roztoky o ruznych koncentracich anti-biotinu. Extinkéni spektra z téchto
oblasti ziskana vykazovala odezvu na jednotlivé koncentrace v podobé posuvu rezo-
nanénf vlnové délky (obr. [L.3).

V ramci prvni ¢asti se zamérim predevsim na vyuziti zmény faze, jejiz méreni je
poté obsahem kap. [2|
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Obr. 1.3: Vlevo: sklenény vzorek (¢ = 25 mm), s oblastmi antén (tmavé kruhové plo-
chy) s vyznacenymi aplikovanymi koncentracemi anti-biotinu — oranzové uM a bile
nM koncentrace. Vpravo: vysledna odezva rezonanc¢ni vinové délky na koncentraci
anti-biotinu. Prevzato a upraveno z [34].

Zména faze

Faze svétla vykazuje netrivialni chovani — je to periodicka proménnd, ktera neni de-
finovana v mistech s nulovou intenzitou svétla. Z toho plyne, Ze se objevuje extrémné
strmy fazovy prechod mezi oblasti s nulovou a nenulovou intenzitou. Obecné plati,
ze pokud amplituda systému projde nulou, potom celkova faze sytému prodéla témeér
skokovou zménu o 7. Stejné tak k preskoku dojde pii minimélni zméné vnéjsich para-
metru [35]. Tyto tvahy lze pifmo aplikovat na SPP, kde se objevuje rezonanéni pokles
v zavislosti na vlnové délce p-polarizovaného svétla odrazeného od kovové vrstvy.
Tento pokles je spojen se vznikem SPP, pficemz v této oblasti je opravdu mozné de-
tekovat strmou zménu faze, jak prvné ukazali Abeles et al. uzitim elipsometrie .
Déle je mozné detekovat prostorové rozlozeni faze vyuzitim interferometrickych
nebo holografickych metod. Kombinaci rastrovaci optické mikroskopie v blizkém
poli rozptylového typu (s-SNOM) s interferometrickou detekei, lze dosdhnout zisku
informaci o amplitudeé i fazi az s 10 nm prostorovym rozlisenim ,.

Prvni, kdo vyuzil zmény faze jakoZto senzoru zmény indexu lomu okolniho pros-
tredi, byli Kabashin et al. [40]. Sledovali také, mimo jiné, hodnoty féze v zdvislosti
na pritomnosti dvou ruznych plynu (Ar a Ny), pro néz je rozdil indexu lomu (RI)
An = 1,5-107°. Odpovidajici fazovy rozdil Ap ~ 0,77 pii schopnosti detekovat
zmény faze az do 2 - 1073 rad udavd citlivost SPR interferometru na zmény RI az
An=4-1078.
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Obr. 1.4: Vysledky simulace odrazivosti (vlevo) a féze (vpravo) v zéavislosti na
tihlu dopadu svazku o vlnové délce 633nm na zlatou vrstvu o ruznych tloustkach:
(1) 40nm, (2) 45nm, (3) 50nm, (4) 55nm a (5) 60 nm. Pfevzato a upraveno z [41].

Kochergin et al. [41] simulovali vliv ruznych parametru SPP (vlnova délka osvitu,
tihel dopadu, tloustka vrstvy) na priubéh odrazivosti méfené elipsometricky, zejména
na polohu jejitho minima. Zaroven pocitali prubéh faze pro dané parametry, pricemz
jeji strmost byla nejvétsi v pripadé, kdy se odrazivost blizila nule. Vypocty a experi-
menty mimo jiné prokazaly, Ze volbou vhodné tloustky zlaté vrstvy pro piislusnou vl-
novou délku osvitu, lze dosdhnout uplného potlaceni odrazivosti, jak ukazuje obr.[1.4]
K podobnym vysledkum se propracovali také Zhang et al. [42], kteii vSak pro zisk
faze vyuzili interference radialné a azimutalné polarizovanych svazku. Citlivost této
metody byla uréena jako An = 7,4 - 1077 pii méfeni fize s vodnymi roztoky NaCl
o ruznych koncentracich.

K detekci pritomnosti biomolekul byla méfeni zmény faze provedena poprvé po-
moci Machova-Zenderova interferometru [43]. Na povrch kovu byl nanesen roztok
fosfatového pufru (PBS), jenz obsahoval hovézi sérovy albumin (BSA), coz vyvolalo
vyraznou fazovou odezvu. Pridani BSA protilatek zpusobilo dalsi narust faze od-
povidajici jejimu navazani na BSA. Detekéni limit takového senzoru byl vyéislen na
7,4ng/ml. Ho et al. [44] ddle ukdzali, ze vyuziti Michelsonova ¢i Fabryho-Perotova
interferometru prinasi alespon dvojnasobné zvyseni citlivosti oproti vyuziti vyse uve-
deného Machova-Zenderova interferometru.

Z jediného interferenéniho obrazce (hologram) je mozné zrekonstruovat kom-
pletni 3D informaci o amplitudé a fazi rezonanci. Suck et al. [45] vyuzili holografie
k mapovani rozptylu intenzity na dimeru zlatych nanodisktu v ruznych rovinach,
pricemz prubéh faze pro ruzné druhy osvitu pouze simulovali. Citlivosti rekonstru-
ované amplitudy a faze pomoci digitalni holografie v zavislosti na zménach indexu

lomu prostrednictvim vysychéni roztoku NaCl se zabyvali v [46]. Zjistili ptitom,
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ze citlivosti jsou takika komplementarni — pti malé citlivosti faze je mozné vyuzit
amplitudy a naopak.

Také usporadanych poli nanostruktur lze vyuzit k minimalizaci odrazivosti. Pti
volbé vhodnych parametru je mozné dosdhnout potla¢eni odrazivosti vzorku a faze se
strmeé zméni o 7. Pfi difrakci svazku na strukturach muze za uréitych podminek dojit
k vymizeni nékterého difrakéniho fadu pti prechodu mezi vzduchem a substratem
pii tzv. Rayleighové mezni vlnové délce [47].

Osvit Rayleighovou mezni vinovou délkou vyuzili napi. Kravets et al. [48], kteti
k elipsometrickym mérenim pouzili nanostruktury v podobé pole zlatych nanodisku.
Pfi takovém uspotradani autoii uvadéji citlivost faze na zménu RI az An = 2-107?,
coz je o tad lepsi citlivost nez pii vyuziti detekee faze v klasické SPP [49]. Kromé
jednotlivych antén pouzili také jejich dvojice, ptficemz tato geometrie vykazovala
vyrazné zmenseni spektralni Sitky rezonance zachycené v extinkcnich spektrech.
Zmény polohy rezonance a jeji spektralni sitku v zavislosti na vzajemné vzdalenosti
nanocastic jsou podrobnéji popsény v [50].

Li et al. [51] pozorovali reakci optické faze a extinkénich spekter na zménu in-
dexu lomu prostiedi a porovnavali jejich citlivost. Faze byla detekovana po excitaci
longitudindlniho médu zlatych nanotycinek jak blizkym polem (evanescentni vinou
pii totalnim vnitinim odrazu), tak polem dalekym (rovinnou vlnou). Detekce féze
v obou piipadech umoznila vétsi citlivost na zmény indexu lomu nez ptfi méreni

extinkce - pfi buzeni blizkym polem (84-krat) a dalekym polem (8-krat).

A=595nm 8819 =
795 | A=595nm
84/

79.0
785 —~ 80-
-~ PBS Sekundarni <

1gq] TEHEGFROOKg)  protidtky (50g/m < - Sekundarni

] Tres protilatky (S0pg/ml)
77.5 =
PBS |~ anti-EGFR(10L1g/ml)
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Cas (min) Cas (min)

Obr. 1.5: Dynamickd odezva elipsometrickych parametrii na navazani antigenu
(anti-EGFR) a nésledné interakci se sekunddrnimi protildtkami. Vlevo: parametr
U, vpravo: parametr A. Pfevzato a upraveno z [52].

Moirangthem et al. [52] vytvorili pole ¢dstecné v substratu zanorenych zlatych
nanoostruvku k fazové detekci vazby antigenu anti-EGFR a sekundarnich protilatek

IgG. Casovy vyvoj elipsometrickych parametri v ramei jednotlivych kroku analyzy
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je zndzornén na obr. [I.5} Vychozim stavem je roztok PBS pufru, ndsleduje piiddn{
antigenu, odstranéni nezachyceného antigenu pomoci PBS pufru, nacez jsou pridany
samotné protilatky.

Detekeni limit biosenzoru zalozeného na méreni faze se blizi az k jednomoleku-
lovému rozliseni, jak je ukdzano v [53], kde je popsdna detekce streptavidinu na
strukturach funkcionalizovanych biotinem.

Zajimavym se jevi také zisk informace o fazi rezonanci v nanostrukturdch bu-
zenych femtosekundovymi pulzy, jejichz spektralni zavislost prubéhu amplitudy je
zndma a féze je fizené tvarovana [54]. V namérené fazové zavislosti je poté obsazena
jak puvodni fizené tvarovana faze, tak intrinsicka faze zpusobena rezonanci antén,
kterou lze pak vypoctem urcit. Accanto et al. [55] dokdzali ziskat amplitudu a fazi
rezonanci pfimo vyuzitim dvoufotonové excitace (takika soucasné interakce dvou fo-
tonu o stejné energii s nanostrukturou, jez se projevi jako interakce jednoho fotonu
o dvojndsobné energii). Signal generovany dvoufotonovou excitaci piimo podéava

informaci o vlastni amplitudé a fazi plazmonovych rezonanci.
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1.3 Elektrochemické plazmonické biosenzory

Plazmonické biosenzory — atf uz ty vyuzivajici jiz pomérné osvojené techniky po-
vrchovych plazmonovych rezonanci [13,56,57] ¢i ty tézici z lokalizovanych povr-
chovych plazmonovych rezonanci [58-60], pritahuji stale vice pozornosti. Avsak nej-
zalozeny na detekci elektrického signalu. Nabizi se tedy varianta spojeni obou me-
tod a vytvoreni tzv. elektrochemického plazmonického biosenzoru. Hlavni vyhodou
této kombinace je moznost z elektrického proudu kvantifikovat mnozstvi latky, u niz
pii reakci dochézi k elektronovému prenosu, a z plazmonovych rezonanci ziskat in-

formaci o indexu lomu adsorbované vrstvy, piipadné i jeji tloustku [62].

Provazanost optické a elektrické odezvy senzoru

Optické a elektrické jevy spolu tzce souvisi a navzajem se ovliviuji. Pfi dopadu
svétla na polovodi¢ muze za jistych podminek v atomu dojit k excitaci elektronu
a jeho prechodu z valenéniho do vodivostniho pasu. Je-li tento elektron vnéjsim
elektrickym polem oddélen od kladné nabitého atomu, jenz se chova jako dira, muze
takto generovany proud slouzit k napajeni elektrickych zarizeni. Jedna se o zakladni
princip fotovoltaickych ¢lanku [63].

Sheldon et al. [64] ukazali, ze pfemény svételné energie na elektrickou je mozné
dosdhnout i vyuzitim plazmonovych rezonanci v kovovych nanostrukturach. Zlaté
nanoc¢dstice na substratu cinem dopovaného oxidu india (ITO) a diry o pruméru
100nm ve 20nm tlusté vrstvé zlata na sklenéném substratu slouzily jako testo-
vaci plazmonické nanostruktury. Pro oba druhy nanostruktur autori potvrdili vznik
elektrického napéti o ruzné polarité, kdyz struktury osvétlovali monochromatickym
svétlem s vinovymi délkami vétsimi resp. mensimi nez jejich rezonanc¢ni vinova délka.

Jevy opacného razu, tedy zména optické odezvy v zavislosti na aplikaci po-
tencialu na nanostruktury a tim vyvolané zmeény v hustoté elektront, jsou mnohem
lépe prozkoumany. Vliv elektrického pole na plazmonovou rezonanci vyuzili Abeles
et al. [36] k pozorovani rozhrani zlata a elektrolytu. Tadjeddine et al. [65] expe-
rimentalné ziskali vztah urcujici zavislost plazmonovych rezonanci na aplikovaném
potencialu pro stiibro [Ag(111) v NaClOy]. Foley et al. [66] tuto zdvislost diskutovali
z hlediska zmény plazmové frekvence v ramci Drudeho modelu volnych elektront.
Jak ukazuje tabulka [I.1], posuvy rezonanc¢nich vlnovych délek nemusi byt zpusobeny
pouze zménou elektronové hustoty, ale i vlivem dalsich efektu. Tyto efekty jsou sto
zpusobit posuvy rezonanéni vinové délky jak k mensim, tak vétsim vlnovych délkam,

pricemz tyto zmény nemusi byt vzdy vratné.
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Elektrochemie a LSP

Vétsina ¢lanku o spojeni elektrochemie a LSP se zabyvéa nanocédsticemi. Zlaté (ob-
dobné i stiibrné) nanoééstice jsou obvykle ziskavény redukef iontu zlata v roztoku,
jak je shrnuto v [76]. Podobneé lze ziskat kovové nanocastice fizenou redukei iontu
v roztoku na platinové elektrodé [77]. Déle je mozné vyuzit napf. anodického roz-
pousténi zlaté elektrody [78] (podobné i stiibrné [79]), pficemz uvolnéné ionty se na
chemicky stabilni platinové katodé redukuji za tvorby nanocastic, jejichz velikost 1ze
regulovat zménou proudové hustoty mezi elektrodami.

Pti detekci elektrického a optického signdlu za vyuziti plazmonickych nanocas-
tic je velmi dulezité pochopit, jak elektrochemicky potencidl ovliviiuje jejich op-
tické vlastnosti. Mulvaney et al. [80] byli prvni, kdo shrnuli spojeni plazmonickych
nanocastic s elektrochemii. Uvazovali o pfesunu elektront z elektrody do ¢astice jako
o déji, jenz zmeéni hustotu volnych elektrontt v Drudeho modelu, coz ma za nasledek
zvySeni plazmové frekvence. Jak ukazuje rovnice , vysledny pomér koncentrace
elektronu pred a po aplikaci potencialu odpovida druhé mocniné poméru prislusnych

rezonancni vlnovych délek [81].

A2 IAN® = N; /Ny, (1.6)

kde A znaci vinovou délku rezonance, N koncentraci vodivostnich elektronu a indexy
1 a f oznacuji pocateéni a konecény stav.

Jsou-li nanocéstice navazany na vodivy povrch, je s nimi mozné snadnéji ma-
nipulovat a také rychleji kontrolovat piivod elektrochemickych potencialu. Je tedy
tfeba nalézt vodivy, presto transparentni podkladovy materidl. Timto materidlem
je napiiklad cinem dopovany oxid india (ITO) [82,83]. Tento n-dopovany polovodi¢
dosahuje pomérné nizkého mérného elektrického odporu (p ~ 107° Q-cm [84]). Sitka
pasu zakazanych energii je okolo 4 eV, coz jej ¢ini propustnym pro viditelné a blizké
infracervené svétlo [85].

ITO je pii katodickych potencidlech okolo -1,3eV (vuéi saturované kalomelové
elektrodé - SCE) vyrazné narusovan oxidaci [86]. Pii kladnych anodickych po-
tencidlech je ITO elektrochemicky stabilni. Cheng et al. [87] tuto stabilitu zuzitkovali
pro depozici zlatych nanocastic pomoci cyklické voltametrie. Vyuzili tiielektrodové
usporadani se stocenym Pt vlaknem jako pomocnou elektrodou, Ag/AgCl referenéni
elektrodou a I'TO substratu jako pracovni elektrody. Elektrody byly poté ponoreny
do roztoku HAuCly v roztoku fosfatového pufru s rozdilnou koncentraci KCI. Na
pracovni elektrodu byl poté periodicky privadén potencial jdouci od -1,00 do 1,15V

viuci Ag/AgCl. S narustajicim poctem cyklu se zvétSovaly rozmeéry nanocastic, coz
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kromé analyzy pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu potvrdila i narustajici

extinkce a posuv rezonancni vinové délky k vétsim vinovym délkam, jak ukazuje

obr. [L.6l
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Obr. 1.6: Odezva lokalizovanych plazmonovych rezonanci v zavislosti na rostoucim
poctu voltametrickeyh cyklu. Vlozeny graf ukazuje odec¢tené rezonanéni vinové délky
a extinkci odpovidajici jednotlivym spektrim. Pfevzato a upraveno z [87].

Hill et al. [88] vyuzili mikroskopii v temném poli k detekei depozice individudlnich
stitibrnych nanocastic piipadné jejich shluki s 350 nm prostorovym a milisekun-
dovym c¢asovym rozliSenim. Tato metoda umoznuje detekci nékolika set az tisic
nanocastic zaroven a zrekonstruovat voltametrickou zavislost kazdé z nich. Nanocés-
tice stiibra byly deponovany z roztoku CH3CO5;Ag a LiClO4 v MeCN rozpoustédle
na ITO elektrodé pomoci linearni voltametrie. S casovym krokem 5ms byla zazna-
menavana mapa intenzity rozptylu, k jejimuz narustu pii dostatecném katodickém
potencidlu zacne v oblastech vyskytu nanocastice dochazet. Prubéh zavislosti inten-
zity rozptylu na aplikovaném potencialu jednotlivych nanocastic je funkci jeji veli-
kosti, coz po kalibraci pomoci SEM umoznilo opticky detekovat velikost nanocastic.
Zmalost zavislosti velikosti nanocéstice na aplikovaném potencidlu umoznila vypoci-
tat proud zpusobeny redukei Ag® iontu. Autori tak ziskali voltametrickou zavislost
pro jednotlivé nanocastice.

Jsou-li na elektrodu s kovovymi nanocasticemi aplikovany kladné elektroche-
mické potencidly, muze dochazet k jejich oxidaci a naslednému rozpousténi. Tento
oxida¢ni potencidl je zdvisly na velikosti nanoc¢astice, jak ukazali Ivanova et al. [89)
pro stiibrné nanocastice. Po adsorbci na ITO substrat s NHy skupinou na po-
vrchu byla provedena linearni voltametrie roztoku HoSO,4. Ruzné velikosti nanocastic
vykazovaly ruznou polohu anodického piku, pficemz oxidace mensich nanocéstic

vedla k niz§im anodickym potencialim. Obdobnd zavislost byla prokdzana také
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pro zlaté nanocéstice [90]. Oxidy zlata, jez se vyskytuji zejména ve formé Au,Os
(oxida¢ni stav Au'l), pripadné jako AuO (Au™) & Aup,O (Au'), jsou znacné nesta-
bilni [91], pficemz je mozné je rozlisit vyuzitim rentgenové fotoelektronové spek-
troskopie (XPS). Pii stalych nebo cyklicky se ménicich potencidlech pod trovni
1,5V se vyskytuje prevazné AuQ, vyssi potencialy zpusobi narust podilu Auy,O3. Po-
tencidly vyssi nez 2V znamenaji vyskyt hydratovanych oxidu zlata (AugOj - zH20)
[92]. Oxidacni stav zlata mé vliv na jeho reaktivitu, proto je velmi vyhodné tidit
tvorbu takového oxidu, jez je pro danou aplikaci pozadovan. Na zlatych nanocasticich
této Tizené syntézy oxidu zlata dosdhli Tchaplyguine et al. [93]. Zlato vyskytujici
se v oxidaénim stavu Au'l muze napiiklad katalyzovat oxidaci jedovatého oxidu
uhelného (CO) na méné nebezpecny oxid uhli¢ity (CO3) [94]. O oxidu zlata bude
déle pojednano v ramci kap. |3.4

Spektralni odezvu na oxidaci zlatych nanocastic adsorbovanych na ITO elek-
trodé popsali Miyazaki et al. [95]. Zaznamenali spektralni posuv rezonanéni vlnové
délky o velikosti 68 nm k delsim vinovym délkam po aplikaci 5V potencidlu na
elektrodu, pricemz po vynulovani potencidlu se rezonance posouvala zpatky. Tyto

posuvy piisoudil narustu indexu lomu v okoli nanoé¢astic zpusobené vrstvou oxidu.
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Obr. 1.7: Vlevo: voltametricka zavislost, vpravo: posuv rezonan¢ni vlnové délky
métené pro zlaté kulicky na I'TO elektrodé v rameci t¥i voltametrickych cykla v roz-
mezi potencidlu od —200mV do 800 mV v roztoku NaCl [96].

Sannomyia et al. [96] ukazali piiklad elektrochemické chloridace zlatych nanocas-
tic zachycenych na I'TO elektrodé v roztoku NaCl se synchronizovanou spektroskopii.
Na obr. je vlevo zakreslena voltametrickd zavislost pro prvni tii cykly, zatimco
obr. vpravo ukazuje prislusnou spektralni odezvu. Je patrna hysterezni zavislost
posuvu piku na aplikovaném potencialu. Posuv rezonanc¢ni vlnové délky a soucasné

rozsifovani prislusnych piku autori prisoudili vzniku ztratové dvojvrstvy, jenz je

17



kombinaci tenké o elektrony ochuzené vrstvy zlatych atomu a vrstvy chloridovych
iontu.

Velmi zajimavou kombinaci LSP rezonanci a cyklické voltametrie pro detekci
polypeptidu melitin o koncentraci 10ng/ml predvedli Hiep et al. [97]. Melitin je
toxin vyskytujici se v jedu vcely, ktery narusuje bunééné membrany. Kiemenné
nanocastice (prumér 50, 100, 150 nm) navazéné na funkcionalizovanou vrstvu zlata
byly nésledné pokryty dalsi vrstvou zlata (30 nm), na niz byla poté vytvorena li-
pidova dvojvrstva. V prubéhu tvorby lipidové dvojvrstvy dochazelo k postupnému
narustu extinkce a posuvu rezonanéni vlnové délky k delsim vlnovym délkam. Vol-
tametricky signal byl tvorbou dvojvrstvy takika utlumen. Aplikaci melitinu na
membrany dochéazelo k jejimu narusovani a k opétovnému narustu voltametrického
signalu.

Kromé sférickych nanocastic lze také napiiklad vyuzivat zlaté nanodraty, které
umoznuji $iteni povrchovych plazmonu po jeho délce a lokalizované transverzalni
plazmony ve sméru kolmém na osu nanodratu [98]. Nanodraty jsou vyhodné pro
elektrickd méteni kvuli své vodivosti v délce nanodratu, kterd je vsak nizsi nez
vodivost objemu zlata. Tato snizena vodivost byva spojovana zejména s rozpty-
lem elektront na povrchu nanodrétu [99] a na hranicich zrn |[100]. MacKenzie et
al. [101] sledovali adsorpci iontu z roztoku NaCl pii aplikaci ruznych potencidlu
(£500mV) na zlaté nanodréty za souc¢asného méreni extinkce. Pallarola et al. [102]
vyuzili vertikalné orientovanych zlatych nanodratu syntetizovanych elektrochemicky.
Tento plazmonicky senzor reaguje posuvem rezonance na elektrochemicky fizenou
adsorpci proteinu. Princip byl ovéfen pro kladné nabity (hovézi sérovy albumin —
BSA) i zaporné nabity (lysozym — LZM) protein.

Zhang et al. [103] vyuzili ,nanopohdrku“ vytvorenych ve zlaté vrstvé, na je-
jichz stény byly pfichyceny zlaté nanocastice. Nanopoharky slouzily jako pracovni
elektroda pro cyklickou voltametrii (K4[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g] jako redoxni par),
béhem niz byla méfena transmisni spektra. Toto usporadani bylo vyuzito pro detekci
ruznych koncentraci proteinu BSA. Synchronni spektralni méfeni spolu s cyklickou
voltametrii vykazovalo vyraznéjsi posuv, tedy veétsi citlivost na vyskyt BSA, nez
samotné spektralni méreni. Selektivita takového senzoru byla dale zvysena uzitim
protilatky anti-BSA.

Clanku zabyvajicich se spojenim elektrochemie s plazmonovymi rezonancemi pro
biodetekeci byl nalezen omezeny pocet, avSak vSechny ukazuji, ze je kombinace LSP
s elektrochemickymi metodami pfinosna a umoznuje zisk vétsiho mnozstvi informaci

o analyzované latce nez jednotlivé metody samotné.
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2 ZMENA FAZE PLAZMONOVYCH REZONANCI

2.1 Koherenci rizeny holograficky mikroskop

Principem holografie, s niz poprvé piisel Denis Gabor v roce 1948 [104], je in-
terference dvou svételnych svazki — objektového, ktery je ovlivnén rozptylem na
predmétu, a referencniho. Mikroskop pouzity v rdamci prace je koherenci fizenym
holografickym mikroskopem (CCHM) druhé generace, a oproti svému predchudci
(viz [105]) umoznuje pozorovani nejen v proslém svétle, ale po pfipojeni potiebnych
modult i v odrazeném svétle, pficemz je moznd i kombinace s fluorescenci [106].
Pti vyuziti osvétleni s nizkou koherenci je zabranéno vzniku koherenéniho Sumu
a lze dosahnout velmi tenkych optickych fezu vzorkem. Mikroskop je schematicky

znézornén na obr. [2.1]

R

Lt
Vool

<«

>
>
—>

Vz

Obr. 2.1: Schematické znézornéni funkce koherenci fizeného holografického mikro-
skopu, kde Z znaci zdroj svétla (halogenové vybojka + interferecni filtr nebo su-
perkontinuélni laser), R referenci, Vz vzorek a D detektor. Pfevzato a upraveno
z [106].

Nekoherentni svétlo z halogenové vybojky prochazi barevnym filtrem a je délicem
rozdéleno do dvou vétvi - objektové, jez prochézi vzorkem, a referenéni, ktera prochézi
vhodnou referenci. Z objektového svazku je difrakci vybran jeden difrakéni tad
(m = —1) a tento svazek poté pod ihlem interferuje se svazkem referenénim. Vznikly
interferencni obrazec je zaznamenan v detektoru, pricemz je v ném obsazena kom-
pletni informace o predmétu. Pomoci pocitacovych algoritmu je mozné ze zazname-
naného interferencniho obrazce takika ihned ziskat obraz predmétu jak amplitudovy

(intenzitni), tak fazovy [107]. Pravé kvantitativni informace o fazi, kterd udava rozdil
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v optickych drahach svazku, je stézejni naptiklad pro pozorovani bunéénych pro-
cest [108], topologie vzorku [109] a umoziuje i pozorovani plazmonickych efektu [45],
¢ehoz bude vyuzito v nasledujici kapitole popisujici experimenty tykajici se méreni

zmény faze plazmonovych rezonanci.

2.2 Provedené experimenty

K méfenim zmény faze byla pouzita pole zlatych diskovych antén vykazujicich
plazmonové rezonance. Tato pole antén s pruméry 30-150 nm umisténych na skle-
néném substratu byly vyrobeny Ing. Jitim Babockym pomoci elektronové litogra-
fie. Sklenény substrat byl nejdiive zbaven necistot pomoci acetonu a nasledné iso-
propyl alkoholu (IPA). Pomoci rotacniho lakovéni (spin coating) byla déle nane-
sena (100 nm) vrstva polymethylemtakrylat (PMMA) rezistu. Strukturace probéhla
osvitem elektronovym svazkem, pricemz oblasti vystavené elektronovému svazku
byly poté odstranény ve vyvojce. Na takto strukturovany vzorek byla naprasena
3nm tlustd vrstva titanu pro zlepseni prilnavosti povrchu a nasledné nasledné sa-
motnd vrstva zlata o tloustce 40 nm. Nésledny proces lift-off probihal v acetonu za
prispéni ultrazvukovych vin, nacez byl vzorek opliachnut v IPA, demineralizované

vodé a ofouknut dusikem.

C1 ref.

s aktivni oblast
(antény)

¢h=40 nm

20pm

ref. E——

Obr. 2.2: Znazornéni geometrie vzorku s diskovymi anténami. Vlevo: geometrie
a rozlozeni antén, vpravo: struktura pozorovaného pole, kde C1 je oznaceni vzorku
a ref. znaci oblast referencnich struktur.

Obrazek ukazuje geometrii antén, jejich usporadani a umisténi v ramci po-
zorovaného pole o rozmérech 50x50 um?. Aktivni oblast je celd pokryta jednou
velikosti antén. Samotné antény jsou od sebe vzdaleny dvojnasobek jejich pruméru,
coz lze také vyjadrit pomoci faktoru zaplnéni (plocha pokrytd anténami/celkova

plocha pole), ktery ma hodnotu asi 8 %, pricemz byla vytvorena pole i se zaplnénim
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dvojnasobnym (16 %). Znaceni vzorku (vlevo nahote) charakterizuje faktor zaplnéni
povrchu anténami (C - 8%, B — 16 %) a velikost antén v aktivni oblasti (1 — 30 nm,
.. 9,a,..d—150nm). V rozich kazdého pole byly vytvoreny dvé oblasti s vyrazné
veétsimi ¢tvercovymi strukturami o faktoru zaplnéni shodném s aktivni oblasti, které
poslouzily jako reference. Rezonanéni vinova délka téchto struktur spada do blizké
infracervené oblasti spektra a nezasahuje tak do oblasti viditelného svétla, v niz
samotnd meéteni faze probihala. Tato reference umoznila mezi sebou porovnavat fazi
v ramci poli s ruznymi velikostmi antén a zaroven by méla eliminovat pripadné

fazové zmeény vlivem topografie vzorku.
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Obr. 2.3: Rezonanc¢ni vlnové délky pro pole s ruznymi prumeéry antén pii 8 % za-
plnéni ziskand métenim spektralni zavislosti propustnosti pro vzorek ¢. 1. Namérené
hodnoty (¢ernd) jsou porovnany se simulacemi: s vyuzitim periodickych okrajovych
podminek PCB (¢ervend), s vyuzitim absorbujicich PML okrajovych podminek pro
jednu anténu (zelend) a pro pole antén 3x3 (modrd).

Pro ziskani predstavy o rezonanc¢ni vlnové délce antén v jednotlivych polich
bylo provedeno méfeni spektralni propustnosti na zatizeni Nanonics (obr. . Po-
lohu rezonance je vhodné znat, protoze urcuje oblast strmého fazového prechodu,
jak bylo popsédno v [48]. Hodnoty rezonanc¢nich vlnovych délek zndzornénych na
obr. byly ziskany postupem popsanym v kapitole Tyto experimentélné

ziskané hodnoty jsou zde zaroven porovnany s vysledky simulaci provedenych v pro-
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gramu Lumerical. PTi prvni simulaci byly na pouzitou geometrii antén v roviné
povrchu aplikovany periodické okrajové podminky PBC (periodic boundary condi-
tion). Ty obecné umoznuji vypocitat odezvu celého periodického systému simulaci
jediné bunky, pricemz poté pouze zkopiruje elektromagnetické pole z vnitini hranice
bunky na vnéjsi hranici. Déle byla provedena simulace s vyuzitim PML (perfectly
matched layer) okrajovych podminek. Uziti téchto okrajovych podminek, kdy jsou
pohlceny veskeré elektromagnetické viny, které na hranice bunky dopadaji, a za-
branuji tak ovlivnéni vysledku simulace odrazenymi vilnami. Poté byly pro srovnani
simulovany pole antén 3x 3 s uzitim PML podminek, avSak pouze pro rozméry 30, 40
a 50nm. Vysledky simulaci jsou na obr. znazornény jako ¢ary vzniklé spojenim
bodu (velikosti), pro néz byly simulace provedeny.

Stejné byla provedena spektroskopicka transmisni méfeni i pro pole antén na
vzorku ¢. 3, jehoz geometrie je uvedena na obr. , ktery obsahoval jak struktury
B (16 %) tak i C (8 %) viz tab. 2.1} Rezonanén{ vlnové délky pro obé zaplnén{ jsou
zndzornény na obr. 2.4

7004 = B(16%ff)
= C(8%ff)
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Obr. 2.4: Rezonanc¢ni vlnové délky pro pole s ruznymi prumeéry antén pii zaplnéni

8 a 16 % ziskand mérenim spektralni zavislosti propustnosti pro vzorek ¢. 3.

Urceni polohy rezonanci mensich nanodiski obsahuje vétsi nejistotu, protoze
pokles v propustnosti vlivem rezonanci je pro né pomérné maly. S velikosti disku

vSak pokles narusta a umoznuje odecet polohy rezonance presnéji. Geometrie vzorku
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¢. 3 ¢ini tento rozdil v nejistotach jesté vyraznéjsim. Kromé policka s anténami je

totiz svétlo sbirano i z blizkého okoli, které je iiplné propustné, a pokles propustnosti

vlivem rezonanci je tak ponékud ,utopen ve svétle, které proslo mimo struktury.
Pro experimenty s méfenim fazové odezvy antén byly vyrobeny celkem ¢tyfti

vzorky, jejichz parametry jsou shrnuty v tab.

Tab. 2.1: Porovnani vzorku, jez byly vyuzity v experimentech tykajicich se métreni
fazové odezvy antén. C znaci vyskyt poli s 8 % zaplnénim, B pole s 16 % zaplnénim a
Cr / Br oznacuje, zda se na vzorku nachézi pole obsahujici vSechny prumeéry antén.

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

1 30 — 150 obr. X — —
2 30 — 150 obr. X X X
3 30 — 150 obr. X X —
4 30 — 200 obr. X X X

Meéreni faze s interferencnimi filtry

Samotna méreni s CCHM provadéla zpravidla Ing. Aneta Kiizova, pripadné Ing.
Jana Colldkové. Pii prvnfm méfen{ koherenci ifzenym holografickym mikroskopem
byl v ramci transmisniho médu pouze kvalitativné zjistén fazovy kontrast mezi
dvéma poli s ruznymi velikostmi antén (30nm a 130nm). Interferencni filtr za-
jistil osvit nekoherentnim svétlem o vlnové délce A\ = 650 nm, jehoz polositka byla
10 nm. Pti zkousce reflexni konfigurace vsak nebyl osvit dostate¢né intenzivni na to,
aby mohla byt faze zobrazena a to ani pti pouziti filtru s polositkou 80 nm, posky-
tujicim intenzivnéjsi svazek. Abychom zvysili odrazivost pole antén, byl vzorek ¢. 2
(viz tab. navrzen tak, ze kromé poli se zaplnénim 8 % obsahoval i dvojndsobné
zaplnéni 16 %.

Jak se vSak pfi dalsim méfeni se vzorkem ¢. 2 ukézalo, Ze ani zvysSené zaplnéni
plochy pole anténami nebylo dostatecné na zisk signalu v reflexni konfiguraci mik-
roskopu. Dalsi zvyseni zaplnéni uz je pomérné problematické z hlediska technologie
vyroby. Moznosti, jak dosahnout dostatecného signalu k reflexnimu méteni, by mohlo
byt zvysSeni intenzity osvétleni, coz je naplni nasledujici podkapitoly na str. 29,

Meéteni v transmisnim usporaddani CCHM umoznilo bezproblémové zobrazeni
faze, jak ukazuje obr. 2.5 Je patrny opacny kontrast aktivnich oblast{ pole C7
(90nm) a Cd (150nm). C7 se vuci referenci jevi jako svétlejsi, kdezto Cd je naopak

tmavsi. Tato méfeni probéhla s interferenénim filtrem o vlnové délce 650 nm (10 nm).
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Obr. 2.5: Kvalitativni porovnani faze vuci referenci pro pole antén s prumérem:
90nm (vlevo) a 150 nm (vpravo) pii 8 % zaplnéni.

Pole s dvojndsobnym zaplnénim vykazuji podobny kontrast, viz obr. Data
ziskand z CCHM poskytuji hodnotu faze pro kazdy pixel bitmapy, proto je mozné

dodatecnou analyzou ziskat také ¢iselnou fazovou informaci.

Obr. 2.6: Kvalitativni porovnani faze vué¢i pozadi pro pole antén s prumérem: 90 nm
(vlevo), 150 nm (vpravo) pii 16 % zaplnéni.

Kvantitativni analyza dat probihala v prostfedi programu Gwyddion, ktery byl
vytvofen zejména pro potieby sondové mikroskopie. Umoziiuje mimo jiné odstranovat
defekty v obrazcich zpusobenych necistotami, vyrovndvat pozadi, tvorit prufezy, ex-
trahovat ¢iselné hodnoty a statisticky je zpracovavat.

Na obr. jsou vyznacené oblasti potfebné pro analyzu dat ziskanych z CCHM.
Z vyznacenych oblasti, pripadné z jejich okoli Ize ziskat jak primérnou hodnotu
faze, tak i odpovidajici smérodatnou odchylku. Celkem byly pro kazdé pole ziskany
tf1 hodnoty fdze — charakterizujici pozadi (¢po,), referenci (¢ref) a samotnou aktivni
oblast antén (¢an).
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Obr. 2.7: Definice oblasti sbéru dat (vyznaceno ¢ervené) pro analyzu fadzového obrazu
z CCHM: a) pozadi, b) reference, c) aktivni oblast s anténami.

Hodnota faze reference vuci pozadi byla urcena jejich rozdilem (¢ret—¢poy), stejné
tak signal odpovidajici aktivni oblasti vuci pozadi (¢ant — Ppoz). Porovnani téchto
hodnot mezi poli s ruznymi velikostmi disku ukazalo, Ze signdl z oblasti antén vyka-
zuje vyraznou zavislost na velikosti antén, kdezto faze reference se méni pouze mirné.
Vliv faze pripadajici na topografii vzorku je odstranén z puvodni faze odectenim re-
ference, kterou povazujeme za stalou napti¢ vsemi poli. Hodnoty fazového rozdilu
mezi oblasti antén a referenci (¢ = Pt — Gref) v zavislosti na pruméru antén jsou
vyneseny na obr. 2.8 a to pro obé zaplnéni. Vyslednd fize odpovidd ¢ + o, kde
o= \/m je kombinace smérodatnych odchylek faze antén, resp. reference.
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Obr. 2.8: Hodnoty fazového rozdilu mezi anténami a referenci v zavislosti na velikosti
antén pro dvé ruznd zaplnéni — 8 a 16 % na vzorku ¢. 2.
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Obé zévislosti (obr. jsou tvarové podobné a je na nich vidét oblast (90 —
130nm), kde fize rovnomérné klesa o 3 mrad/nm s rostoucim prumérem nanodisku.
Oblast nejvetsi zmeény faze by méla korespondovat s rezonancni vinovou délkou, coz
pro 8 % zaplnéni nejspise odpovidd velikosti antén 110 nm, které vykazuji rezonanci
pro (652 % 3 )nm (obr. B.6)), coz je ve shodé s osvitem 650 nm pii méfeni na CCHM.

Pro struktury se zaplnénim 16 % se zd4, ze se fazova zavislost jesté nedostala
v ramci zobrazenych dat do nejnizsi polohy. I pfesto je zména faze mnohem vyraznéjsi
nez u struktur s 8 % zaplnénim. Pokles (90 — 150 nm) se zdd byt pro vétsi zaplnéni
strméjsi (4 mrad/nm). Celd zdvislost se navic jevi posunutd k vétsim rozmeérum
antén. To by naznacovalo, ze je u vyssiho zaplnéni posunutd rezonance smérem
k mensim vlnovym délkdm, tedy ze pfi osvitu 650 nm bude rezonovat struktura
s rozmeéry vétsimi nez 110 nm. Tento jev, alespon pro vétsi struktury, podporuji ex-
perimentalné zjisténé polohy rezonanci uvedené na obr. coz je také v souhlasu
S , kde tuto zavislost pro piiblizujici se 200 nm zlaté disky potvrzuji.

Meéfteni na obr. vykazuje velkou nejistotu, ktera charakterizuje rozdily faze
v ramci celého pole. Z duvodu lepsi definice oblasti sbéru dat a kvuli moznosti
odectu okolniho pozadi byl vytvoren vzorek (¢. 3 — viz tab. s novou geometrii,
jez je znézornéna na obrazku [2.9) Kazdé pole je rozlozeno do mensich policek antén
oddeélenych od sebe oblastmi ¢istého skla, pricemz v pravo nahote a vlevo dole jsou
vzdy policka odpovidajici referenci. Vzorek opét obsahoval struktury jak struktury
B (16 %), tak i C (8 %).

Obr. 2.9: Nova geometrie poli na vzorku ¢. 3 umoznujici presnéjsi odecet pozadi
s vyznaCenymi oblastmi (Cervené) sbéru dat. Vlevo: vyznacena oblast sbéru féze
odpovidajici pozadi jednoho policka, vpravo: vyznacena shéru faze z jednoho policka
s anténami. Obdobné pro referen¢ni struktury (pravy horni a levy dolni roh).

Od prumérné hodnoty faze z jednoho policka s anténami bylo odec¢teno pozadi

definované rameckem tésné okolo hranice aktivni plochy, pficemz timto zpusobem
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byla z i-tého policka ziskdna faze ¢an; ;. Stejny postup byl aplikovan na referencni
struktury za dosazeni referencni faze ¢yef ;. Timto zpusobem byla ziskdna faze z péti
policek antén a také ze ctyr referenc¢nich. Z nich byly vypocteny stfedni hodnoty
faze pro antény (¢,,;) a pro referenci (¢,,,). Vyslednd stfedni hodnota rozdilu faze
je ur¢ena odectenim reference: ¢ = ¢, . —@,.;. Koneéna podoba faze pro pole s uréitou
velikost{ antén odpovidd ¢ = ¢+ o, kde o = \/m je kombinace vypoctenych
smérodatnych odchylek faze antén, resp. reference.

Pro zjisténi chovani fazové odezvy v zavislosti na vlnové délce osvitu bylo pro
osvit tentokrat vyuzito nékolika ruznych filtru (515, 580, 620, 650 a 676 nm) vSechny
o polositce 10 nm. Vysledky téchto méfent pro 8 % zaplnéni jsou uvedeny na obr.[2.10]
Je tfeba poznamenat, ze data z pole s anténami o pruméru 140 nm (Cc) byla znaéné

zasumena, nejspise kvuli chvilkovému rozladéni mikroskopu.
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Obr. 2.10: Hodnoty faze ziskané analyzou dat zmétenych vyuzitim péti riznych in-
terferencnich filtru (515, 580, 620, 650, 676 nm).

V grafu na obr. Ize vidét odlisné prubéhy zavislosti faze na velikosti antén.
Fazova zéavislost pro filtr 515 nm nevykazuje takika zadné vyrazné fazové zmény
s velikosti antén. Je patrny vyraznéjsi pokles pouze pro velikost 140nm (Cc), kde
byl vsak obraz zasumény. Zisk dat z méreni s filtrem 515nm byl znaéné proble-
maticky kvuli malé rozlisitelnosti polohy jednotlivych policek. Ta byla totiz takika

nerozeznatelna od pozadi.
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Data ziskana s dalsimi filtry vykazovala jiz vétsi fazovy kontrast, ktery roste
s vlnovou délkou osvitu. Je navic stéle vice patrny klesajici trend faze s rostoucim
prumeérem nanoantén a posun této nejstrméjsi oblasti se zvySovanim vlnové délky
osvitu (tedy buzeni rezonance antén o vétsich rozmérech). Pokles faze se jevi nejvy-
raznéjsi pro filtr 650 a 676 nm. Podivame-li se na rezonanéni vlnové délky antén
na vzorku ¢ 3 (obr. 2.4), muzeme priblizné urcit velikost diski, které byly pri
osvitu uzitim daného filtru vybuzeny k rezonanci. Absence strmého poklesu féze pro
filtry 515 a 580 nm je pochopitelna, nebot tyto oblasti jsou mimo rezonanéni vinové
délky pripravenych struktur (viz. obr. [2.4]). Pro ostatni filtry nastéva strméjsi fazovy
rezonan¢nimi vlnovymi délkami, vyjma filtru 676 nm.

Ukézalo se tedy, ze prubéh faze pro nanoantény ruznych velikosti je velmi citlivy
na vinovou délku osvitu. Vétsi vinova délka osvitu budici rezonance vétsich struk-
tur ma za nasledek strméjsi fazovou zménu. Pro zisk dalsich informaci o prubéhu
faze v zavislosti na vinové délce osvitu bylo vyuzito laditelného superkontinualniho
laseru. Ten umoznuje variaci vlnovych délek osvitu s intenzitou néasobné vyssi, nez

kterd je dosazena pri vyuziti halogenové vybojky a interferen¢niho filtru.

Meéreni faze s laditelnym laserem

Superkontinuélni (SC) laser WhiteLase SC480 od spoleénosti Fianium spolu s akus-
tooptickym laditelnym filtrem nahradil klasické osvétleni halogenovou vybojkou
s interferencnim filtrem (obr. . Superkontinuum lze vytvorit pruchodem lase-
rového svazku (zdroje) fotonickym krystalovym vldknem, kde dojde k vyraznému
spektralnimu rozsiteni svazku nelinedarnimi optickymi procesy. Z takto vzniklého
spektra jsou poté akustoopticky vybirany vinové délky. Kombinace SC laseru a akus-
tooptického filtru dokaze pokryt spektralni oblast jdouci od 480 nm az do 2000 nm.

Pro pocateéni méreni se jevilo vhodnym mit v ramci jednoho pozorovaného pole
struktur zastoupeny veskeré velikosti nanodisku (30 — 150 nm). Tak bylo mozné
piimo porovnavat vliv osvétleni na fazi pro ruzné velikosti nanodisku v ramci jed-
noho pole. Takové pole (oznacené Cr — obr. vlevo) bylo vytvoreno v ramci
vzorku ¢. 2.

Obrdzky ziskané pri prvnim méfent (obr. [2.12h)) s SC laserem byly vyrazné po-
znamenany interferenci na necistotach v optickém systému a koherenc¢ni zrnitosti.
Hlavnim vinikem je ,,piilisna“ koherence svétla z SC laseru, ktera znemoznuje mik-
roskopu tvorbu tenkych optickych fezu a do signalu se promita i rozptylené svétlo
z nezaostienych oblasti vzorku. Bylo by tedy vhodné snizit koherenci osvitu a mi-

nimalizovat tak vyse uvedené negativni projevy.
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Obr. 2.11: Geometrie pole obsahujiciho policka s prumeéry antén (znézornéno ¢isly)
od 30 do 150 nm na vzorku ¢. 2 (vlevo), od 30 do 200nm na vzorku ¢. 4 (vpravo),
pii zaplnéni 8 %, pricemz ref. znaci oblast referencnich struktur.

Nejjednodussi moznosti, jak snizit koherenci, je vyuziti rozptylujiciho prostiedi
(difuzoru), které narusi prostorovou koherenci svazku. Pfi méfeni byly testovény tfi
diskové difuzory o ruzné matnosti, kterymi bylo rotovano v cesté svazku. Nejvice
rozptylujici matnice, kterd by méla dosdhnout nejvyraznéjstho naruseni koherence,
propoustéla pouze velmi malou ¢ast puvodni intenzity svazku. Tato intenzita nebyla
dostatecnd na ziskani fazového obrazu na CCHM. Pti métenich byl proto také pouzit
SC laser s vyssim vykonem (obr[2.12p) a c)), ktery vsak vyuziti nejvice rozptylujic
matnice také neumoznil. Porovndnim kvality obrazu dvou SC lasertu (obr. [2.12a)
a b)) ukazuje, ze vykonnéjsi SC laser zvysil ostrost obrazu, ale lze vidét vétsi vliv

koherené¢ni zrnitosti.

Obr. 2.12: Porovnani kvality obrazu pii uziti: a) puvodniho modelu SC laseru,
b) vykonnéjsiho bez difuzoru, ¢) vykonnéjsiho s difuzorem, d) interferen¢niho fil-
tru, vse pii osvitu svétlem o vlnové délce 650 nm.

Nejméneé rozptylujici matnice propustila dostatek intenzity, ale jeji vliv na zlepseni
kvality obrazu byl neznatelny. Nejvhodnéjsi matnici se ukazala byt stredné rozpty-

lujici matnice, jejimz pouzitim bylo pfi osvitu vykonnéjsim SC laserem dosazeno
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nejlepsi kvality obrazu (obr. [2.12k)). Porovndme-li nejlepsi obraz ziskany osvitem
SC laserem s obrazem poifzenym osvitem interferenénim filtrem (obr[2.121)) je pa-
trny markantni rozdil. Bylo by tedy vhodné nalézt zpusob, jak svazek ucinit jesté
méné koherentnim.

Vliv vlnové délky osvitu na zménu féze je patrny pii pohledu na obr. 2.13]
Ukazuje se, ze kladnd hodnota faze (svétlé policko) se posunuje s rostouci vinovou

délkou osvitu smérem k vétsim rozmérum antén.

Obr. 2.13: Porovnani faze na polich s riznymi pruméry diskt pro tii ruzné vlnové
délky: a) 590 nm, b) 670 nm, ¢) 750 nm pii osvitu vykonnéjsim SC laserem s rotujici
matnici.

Ciselnd informace o fézi jednotlivych policek s riznymi velikostmi byla ziskdna
jako prumérnd hodnota féze v oblasti antén jedné velikosti (¢ant ;). Tyto hodnoty byly
vztazeny k referenci, ktera predstavovala nulovou hodnotu faze, zpusobem popsanym
na str. 27. Stejny postup analyzy byl aplikovan na data ziskand pii dalsich vlnovych
délkach.

Meérteni probihalo v rozmezi od 550nm do 770nm s krokem 10nm, polositka
svazku byla 10 nm. VInové délky mensi nez 550 nm poskytovaly velmi malo fazového
kontrastu, podobné jako u méfenf s filtry (2.10). Pro vlnové délky vétsi nez 770 nm
byla data silné ovlivnéna absorpci svétla optickym systémem a nebudou zde uvedena.

Vysledky méfeni za osvitu SC laserem jsou shrnuty v grafu na obr. 2.14] je na
ose x vynesena vlnova délka osvitu, na ose y prumeér disku a faze jakozto treti
rozmér je dana barevnou Skédlou. Jedna se o stiedni hodnotu faze pro kazdy bod
sité vlnové délky a rozméru. Pro zisk predstavy o velikosti chybovych tsecek jsou
zde také vyvedeny dva fezy timto konturovym grafem. Jeden pro 110 nm antény
a druhy pro 700nm osvit. Data potvrzuji difvéjsi zdveéry vyvozené z obr. [2.10]
kdy je patrné, ze zména faze nartsta s velikosti nanodiskt, resp. vinovou délkou
osvitu, ktera rezonance téchto vétsich nanodisku budi. Tato zavislost na prumeéru

nanodiski muze souviset s narustajicim vlivem rozptylu svétla na anténach a tedy
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i celé extinkce [111]. S rostouci extinkei klesd propustnost a stéle vétsi ¢dst dete-
kovaného svétla je rozptylena anténami, pficemz v limitnim ptipadé je to jediny
prispévek k signalu. V takovém piipadé bychom ziskali nejvyraznéjsi signédl od-

povidajici plazmonovym rezonancim, pficemz zména fazového signalu by méla byt

nejvyraznéjsi.
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Obr. 2.14: Znéazornéni zavislosti a) faze na vinové délce osvitu a na priameéru nano-
disku s vyznacenymi fezy: b) pro vlnovou délku 700 nm, ¢) pro prumér 110 nm.

Graf na obr[2.14] opravdu vykazuje znaky takového chovani. S rustem rozmeéru
diskt narusta i strmost fazové zmény. Vhodné by bylo pouzit osvit delsimi vinovymi
délkami, coz je vSak kvuli absorpci v optické soustavé v soucasnosti nemozné.
Priddanim nanodisku s jesté vétsimi rozmeéry by také bylo mozné ziskat informaci
o tom, zda se strmost fazové zmény jesté zvysi. Nicméné kvuli problémum s elek-
tronovym litografem nebyl novy vzorek pro dikladnou analyzu véas vyroben.

Porovnani hodnot faze ziskanych uzitim filtria na vzorku ¢.3 a hodnot piislusnych
vlnovych délek pri uziti bilého laseru na vzorku ¢.2 je zndzornéno na obrazku [2.15]
Ukazuje se, ze polohy nejstrméjsich fazovych zmén ziskanych osvitem s filtry a bilym
laserem se ponékud lisi. Data z SC laseru jsou vuéi tém z filtru horizontdlné posunuta
smérem k niz§im rozmérum disku. To je mozné vysvétlit pripadnym rozdilem ve
velikostech struktur na vzorku ¢. 2 a 3. Na prvni pohled je také ziejmé, ze pti uziti

bilého laseru je fazova zména vétsi a strméjsi. Tyto zavislosti jsou ale oproti filtru
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mnohem méné hladké, coz lze pricist horsi kvalité obrazu. Velikost nejistoty métfeni
neni u téchto zavislosti mozné primo porovnavat, protoze se k nim dospélo jinym
zpusobem analyzy. Pro ziskani alespon priblizné predstavy lze porovnat nejistoty
méfen{ pfi 650 nm osvitu SC laserem a 650 nm filtrem (zaplnéni C na obr. [2.8).
Smeérodatnd odchylka faze pti vyuziti laseru pres vSechny velikosti poskytuje hodnoty
O1as = (97 £ 6) mrad a pro filtr og = (68 £ 2) mrad.
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Obr. 2.15: Porovnani hodnot faze ziskanych uzitim filtru na vzorku ¢.3 a hodnot
piislusnych vinovych délek pri uziti SC laseru na vzorku ¢.2.

Ackoliv uziti SC laseru prinaselo taktka uplnou volnost v nastaveni vinové délky
osvitu, vyrazné zhorsend kvalita zobrazeni oproti filtru (porovnani na obr.
vnasi do odectu faze vétsi nejistotu. Pro pripadné aplikace se tedy zda byt vyuziti
interferencnich filtra vyhodnéjsi, pricemz variabilita osvitu bude umoznéna nakupem
dalsich filtra.

Meéreni faze ve vodném prostiedi

Finalni experiment probéhl s vyuzitim 650 nm filtru a meél ovérit reakei zmeény faze
na zménu okolntho prostredi, konkrétné na vodu. K experimentu bylo vyuzito nového
vzorku (€. 4 — viz tab. , ktery obsahoval i pole s anténami o ruznych rozmérech se
zaplnénim 8 % (podobné jako na vzorku ¢. 2 — obr. vpravo) a také se zaplnénim

16 %. Tentokrat byla navic jesté pridana policka s velikostmi antén 150 — 200 nm.

32



Nejprve byla zmétfena faze na anténach vystavenych vzduchu, poté byla mezi
vzorek a kryci sklicko aplikovana tenka vrstva vody. Ziskany fazovy obraz pro piipad
antén se zaplnénim 8 % (ozn. Cr) na vzduchu resp. ve vodé je zndzornén na obr.
b) resp. c), kde je patrny posuv rozmeéru antén, kdy dochdzi ke zméné znaménka

faze daného policka.
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Obr. 2.16: Fézovéa odezva antén se zaplnénim 16 % na zménu prostiedi. a) Ciselné
hodnoty faze v zavislosti na prumeéru antén pro dvé ruzna prostiedi. Piislusné obrazy
ziskané pfi méfeni antén b) na vzduchu a c) ve vode.

Hodnoty faze prislusejici jednotlivym polickum s velikostmi antén od 30 nm do
200nm byly ziskdny stejnym postupem jako data na obr. 2.14] Vysledné hodnoty
jsou uvedeny v grafu na obr. ), pricemz graf zavislosti faze na velikosti je pro
pripad s vodou posunut smérem k mensim rozmérum antén. Tento vzdjemny posuv
lze vysvétlit na zakladé posuvu rezonanénich vinovych délek antén. Pti osvitu 650 nm
svetlem jsou v pripadé antén na vzduchu nejsilnéji buzeny rezonance v anténach
s rozmérem 110 nm. Jejich rezonanéni vinové délka, alespon na vzorku ¢. 1 (obr. ,
odpovida pravé hodnotam okolo 650 nm. Pfidanim vody se rezonanéni vinové délky
antén posunou smérem k veétsi vlnové délce ptiblizné o 40nm (z dat ziskanych
v dalsi kapitole - rozdil mezi krokem 2 a 3 na obr. . Jsou-li tedy antény obklo-
peny vodou, osvétleni o vlnové délce 650 nm nejsilnéji vybudi rezonance v anténach
o prumeéru 90 nm. Fazovy rozdil zpusobeny pfidanim vody je nejvétsi pro antény
s prumérem 110nm, a to 0,18 + 0, 08 rad.

Stejnym postupem bylo analyzovano i pole s anténami o dvojnasobném zaplnéni
16 % (ozn. Br). Vysledky jsou shrnuty na obr. pricemz chybi hodnota z prvnich
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dvou policek, na nichz doslo k poskozeni struktur pii odplavovani rezistu.
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Obr. 2.17: Fézova odezva antén se zaplnénim 16 % na zmeénu prostiedi. a) Ciselné
hodnoty faze v zavislosti na prumeéru antén pro dvé ruzna prostiedi. Pfislusné obrazy
ziskané pfi méfeni antén b) na vzduchu a c) ve vode.

Vysledky vypadaji podobné jako u nizstho zaplnéni, jen fazové rozdily jsou
vyrazné vetsi. Nejvetsi fazovy rozdil zpusobeny pridanim vody nastal pro antény
s rozmérem 120 nm, a to 0,31 + 0, 11 rad.

Tyto experimenty tedy prokéazaly, ze je mozné pomoci fazového kontrastu pti po-
zorovani koherenci fizenym holografickym mikroskopem registrovat zmény v indexu
lomu v okoli plazmonickych antén. Dalsi kroky budou smétovat k vyuziti fazové ode-
zvy na detekci mensich rozdilu v indexu lomu, které mohou byt zpusobeny napiiklad

adsorpci biomolekul.

34



3 VOLTAMETRIE A PLAZMONOVE REZONANCE

3.1 Opticka spektroskopie

Opticka spektroskopie je analytickou metodou, kterd umoznuje studium vlastnosti
fyzickych objektt na zakladé jejich interakce se svétlem. Svétlo je nasledné analy-
zovano spektrometrem, ktery poskytne spektralni zavislost intenzity svétla na vinové
délce. Prave tvar této zavislosti v sobé ukryva informaci o interakci svétla s latkou
jako je napriklad absorpce, rozptyl, emise, difrakce atd.

Spektroskopicka méteni v oblasti viditelného svétla probihala na aparatuie Nano-
nics Multiview 400 (CEITEC MU), jejiz mikroskopova ¢ast je v uzaviratelné skiini.
Proces zisku transmisnich (extinkénich) spekter je schematicky naznacen na obr. 3.1}
Bilé svétlo vychazi z halogenové vybojky a vstupuje do kondenzoru (zvétseni 100 x),
prochazi vzorkem a je sbirdno objektivem (50 x / 100 x). Odtud je optickym vldknem
vedeno do spektrografu Andor Shamrock 303i (typ Czerny-Turner), v némz je svétlo
spektralné rozlozeno, a nasledné je analyzovano na -70 °C chlazenym spektrometrem
Andor iDus 420 (CCD s rozlisenim 1024 pixeluix 255 pixelu). Data ze spektrometru
jsou poté v PC softwaroveé zpracovana, pricemz vysledkem je spektralni zavislost pro-
pustnosti (ptipadné jiné veli¢iny). Tato ¢ast prace je zaméfena na vyvoj a implemen-
taci elektrochemické cely do prostoru vzorku. V nésledujicim textu jsou popsany ex-
perimenty ukazujici postup od tenké vrstvy roztoku, pres vyuziti gumového krouzku

az k samotné elektrochemické cele.

optické vlakno spektrograf
pocitac
= =
. . )\TEZ
objektiv S |
e e
_ A (nm)
A (nm)
halogenova ;;
vybc%ka kondenzor &

/

/ spektrometr

Obr. 3.1: Schematické znazornéni aparatury Nanonics pro spektroskopickd méteni.
Bilé svétlo z halogenové vybojky prochéazi optickou soustavou se vzorkem, prosly
signdl je spektralné rozlozen a detekovan spektrometrem, z néhoz jsou data zpra-
covana v pocitaci. Méfeni v reflexnim modu lze provést diky dalsi lampé, ktera
umoznuje osvit shora.
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K ziskani spektralni zavislosti je vzdy tieba poridit alespon tii spektra - jedno od-
povidajici svételnému pozadi od okoli (poz), druhé charakterizujici neaktivni oblast
vzorku (¢isté sklo), jez poslouzi jako reference (ref), vaci niz je vztahovano treti
spektrum z oblasti zdjmu (ant). Pfi spektroskopickych méfenich LSP byl vyuzit
vzorek poli zlatych nanodisku (obr. na sklenéném substratu, kdy jako refe-
rence poslouzila oblast ¢istého skla a signal byl ziskavan z oblasti s plazmonickymi
anténami, podobné jako v pfipadé méreni faze. Jak propustnost 7', tak i odrazivost

R v zavislosti na konfiguraci jsou poté ziskany nasledovné

ant — poz

ref

Pozadi bylo méreno pouze na zacatku, reference byla mérena pred kazdym jednot-
livym métfenim. Spektra ziskand v transmisnim moédu mikroskopu vykazuji v oblasti
rezonance nahly pokles propustnosti, ktery je dusledkem absorpce a rozptylu (dohro-
mady extinkce) svétla na diskovych anténédch. Ve spektrech ziskanych z mikroskopu
v reflexnim mddu se naopak oblast rezonance vyznacuje narustem odrazivosti, ktera
je dusledkem rozptylu svétla na diskovych anténach. Vinova délka odpovidajici mi-
nimu resp. maximu propustnosti resp. odrazivosti pak udava informaci o rezonanc¢ni
vlnové délce nanostruktur, kterd muze podéavat kvalitativni informaci o pripadnych
posuvech rezonan¢ni vinové délky vlivem napt. adsorpce molekul.

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

datecné analyze.

3.2 Analyza spekter

Pti analyze spekter propustnosti mérenych na strukturach vykazujicich plazmonové
rezonance je hlavnim tikolem nalézt minimum, nebot poloze minima odpovid4 vlnova
délka, kterou lze povazovat za rezonanéni vilnovou délku LSP. Podobnym zpusobem
lze urcit polohu rezonance ze spekter odrazivosti, kde vsak hleddme polohu maxima.

Nameérend spektra propustnosti nejsou vlivem Sumu, pripadné vnéjsich vlivu,
prilis hladka, a to ani pfi vyuziti optimalnich parametru experimentu, jez jsou ko-
mentovany v nasledujici kapitole [3.3] Tento sum znesnadiiuje nalezeni skuteéné po-
lohy rezonance zejména s prihlédnutim k polositce rezonanéniho piku. Namérend
spektra byla vyhlazena pomoci techniky Savitzki-Golay, ktera vyzaduje zadani dvou
fidicich parametru. Prvni je fdd polynomu (m), jimz je prolozen interval hodnot
o lichém poctu bodu (n). Koeficienty polynomu ¢(z) jsou spocitany pomoci me-

tody nejmensich Ctvercu, pricemz do takto ziskaného tvaru polynomu je dosazena
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centralni hodnota x pouzitého intervalu. Nasledné se interval o jeden bod posune
a proces se zopakuje. R4d polynomu byl zvolen m = 4 a &fika intervalu hodnot byla
piizpusobena konkrétnim spektrim. Siika intervalu byla specifickd pro kazdé spek-
trum a lezela v intervalu n € (71,401). Prakticky tedy plati, Ze s rostoucim n roste
vyhlazeni spektra, pticemz bylo tfeba nalézt kompromis mezi hladkosti a schopnosti
zachytit trend zmeéreného spektra, jak ukazuje obr. [3.2]
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Obr. 3.2: Hledani optimélni sitky intervalu pii vyhlazovani spektra metodou S-G
a jeji vliv na tvar vyhlazeného spektra. Srovnani vyhlazeni je demonstrovano pro
tfi ruzné §itky intervalu (401, 151 a 71 bodu) pii S-G vyhlazovani. Vsazeny graf
znédzornuje odecet rezonancéni vinové délky A, pro optimalni vyhlazeni (S-G 151
bodu) a urceni odpovidajictho intervalu nejistoty.

Po nalezeni vhodného parametru n je mozné ziskat vlnovou délku (Xrez), které
odpovida minimélni propustnost (). Z celého spektra je poté vybrana v okoli
minima oblast o spektralni sitce 110nm (N bodu), kterd pokryvé velkou ¢ést po-
klesu propustnosti, a je z ni dale urcena nejistota vyhlazeni. Hodnoty propustnosti

zmefené (17;) a vyhlazené (Ty ;) jsou porovnany a dle vztahu

N
1
AT = ~ Z (Tys — Ty ) (3.1)



je urcena nejistota nalezeni minima propustnosti vlivem vyhlazeni. S nejistotou
urceni minima propustnosti je spojena i nejistota v uréeni rezonanéni vinové délky.
Pruseciky propustnosti Tiin + ATmin s vyhlazenou zévislosti (A; a Ag) predstavuji

hranice intervalu nejistoty urceni \.,. Vysledek je poté tvaru

A2 — M

)\rez = Xrez +
2

(3.2)

V literature zabyvajici se problematikou zpracovani spektroskopickych dat jako
napiiklad v [112] vyuzivaji k popsdni naméfeného piku extinkce fit polynomem
vyssiho tadu, jehoz koeficienty jsou spocteny pomoci metody nejmensich ¢tvercu.
Pti tivaze nad citlivosti a presnosti se neberou v potaz odchylky fitu od namétrenych
dat a dosahuji tak citlivosti na 0,1 nm posuv rezonance. Vysoka citlivost je ale také
déna pouzitym experimentalnim usporadanim, kdy je mozné béhem jediného meéreni
zaroven meérit spektrum i pozadi, coz v nasem experimentalnim usporadéani nebylo

mozné. Pozadi se urcovalo zvlast, coz piispivalo ke sniZeni citlivosti.

3.3 Optimalizace spektroskopickych méreni

Podoba spektra je zavisla na mnoha faktorech, a to jak na typu vzorku, na vnéjsich
podminkach v jeho okoli, tak i na vnitfnich parametrech samotného meétreni. Vliv
vzorku, tedy typ plazmonicnych struktur, jejich rozlozeni, presnost vyroby atd., zde
rozebirany nebudou, protoze prozatim veskera meéreni byla provedena na stejném
vzorku (vzorek ¢. 1 pro fazova méfeni — obr. . Jednim z parametru soustavy, jez
maji velky vliv na vyslednou podobu spektra je volba optického vlakna. Vlaknem
je sbirdna cast svétla prosla vzorkem a je jim vedena ke spektrometru. Bylo mozné
pouzit jedno ze dvou optickych vldken o ruzném prumeéru jadra. Vldkno s vétsim
prumérem sbira svétlo z vétsi plochy vzorku a poskytuje tak vice signalu, coz se pro-
jevuje na mensim vlivu Sumu na spektra. Pokud je vsak tieba brat signal z mensi
oblasti, je vhodnéjsi pouzit vlakno s mensim vnitinim prumérem, které sbira méné
svétla a je nachylnéjsi na zmény vnéjsitho osvétleni v mistnosti. Obr. ukazuje re-
akci spektra ziskaného vlaknem o vét$im pruméru na zapnuté osvétleni v mistnosti
a na mechanicky poklep vlakna rychle se opakujicimi nérazy prstu, pricemz mira
jejich vlivu je charakterizovana zejména velikosti nejistoty urceni rezonance. Tyto
vlivy jsou porovnany s vldknem o mensim prumeéru s ,idedlnimi“ podminkami (po-

klep vldknem + vypnuté osvétleni v mistnosti).
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Obr. 3.3: a) Porovnéni vlivu vldkna a vnéjsich podminek (osvétleni mistnosti a po-
klep vlédknem) na velikost nejistoty urceni rezonané¢ni vlnové délky. Vpravo jsou vy-
znacené oblasti sbéru svétla pii pouziti vldkna b) o mensim a ¢) o vétsim prumeéru.

7 obr. je patrné, ze spektra ziskand s vldknem o vétsim pruméru vyka-
zuji mnohem mensi nejistotu pfi urcovani polohy rezonance. Zapnuté osvétleni
v mistnosti na spektrum vliv spiSe nema, ale poklep vlakna umoznil zisk nejhladsiho
spektra. Pii pouziti vldkna o mensim prumeéru je vliv poklepu mnohem vyraznéjsi,

coz naznacuje zvySenou pruchodnost vlakna pii poklepu.
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Obr. 3.4: Porovnani tii spekter ziskanych za stejnych podminek pii poklepu a jed-
noho spektra ziskaného bez poklepu — vSe za vyuziti vldkna o mens$im pruméru.
Vlevo: tvar zmétenych spekter, vpravo: odectené prislusné polohy rezonance a ne-
jistoty ziskané pri jejich urceni.
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Pfi naprosté vétsiné pripadu bylo pouzito vlakno o mensim pruméru z duvodu
snadnéjsiho nalezeni oblasti bez necistot, za zhasnutého osvétleni v mistnosti a za
stalého manualniho poklepu, jehoz vliv na spektrum za vyuziti vlakna o mensim
pruméru je ziejmy z obr. 3.4, K porovnani jsou zde také spektra, jez byla zmétena
s poklepem, pricemz se jedna o méreni stejného mista se stejnymi parametry, abychom
ziskali ndhled na stabilitu méfeni. Poloha rezonance je takika stald, mirné se méni
velikost nejistoty. Tyto drobné odchylky jsou pravdépodobné zpusobeny Sumem po-
zadi, které je zméreno pouze na zacatku experimentu.

Dalsi dulezitou oblasti optimalizace byly parametry samotného zisku dat. Jedna
se zejména o expozicni ¢as a pocet akumulaci. Expozi¢ni cas udava dobu, po kterou
bude sbhiran signal potiebny na pofizeni jednoho spektra, pricemz pocet akumulaci
udavé, kolik jich bude celkem pofizeno a zprumérovano k zisku vysledného spektra.
Zvyseni jednoho ¢i druhého parametru by mélo prispét ke snizeni Sumu ve spektrech.
Souc¢in téchto parametru charakterizuje celkovou dobu méteni. Porovnani méteni

trvajicich 50s pro ruzné parametry sbéru dat je na obr. vlevo.
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Obr. 3.5: Vlevo: porovnani 50 s méreni pro ruzné doby expozice a pocty akumulaci,
vpravo: porovnani vlivu po¢tu akumulaci pro dva ruzné ¢asy expozice.

Zadana hodnota expozi¢ni doby se v piipadé ¢asu 0,01s a 0,05 s se vSak neshodo-
vala s redlnym casem méreni, ktery mél hodnotu 0,023 s, resp. 0,063 s, takze méreni
realné trvala déle. To se podepsalo zejména na datech ziskanych pro nastaveny ex-
pozi¢ni cas 0,01s, kde méteni probihala vice nez dvakrat déle a vysledna nejistota
je tak mensi. Déle expozi¢ni ¢asy 0,5s a 1s davaji mensi nejistotu nez ¢asy 0,05s
a 0,1s, avSak nejednd se o vyrazny rozdil.

Obr. vpravo ukazuje vliv poc¢tu akumulaci na presnost odectu polohy rezo-
nance pro dva ruzné expoziéni ¢asy (0,01s a 0,1s) pricemz se dle ocekavani ukazuje,

ze delsi ¢asy méreni poskytuji mensi nejistotu v urcovani rezonanéni vinové délky.
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Na zakladé vyse uvedenych testu a dalsich méreni byl pro nasledujici experimenty

nastaven expozicni cas 1s a 50 akumulaci.

3.4 Provedené experimenty

Jelikoz tato prace sméruje k uplatnéni v biodetekci, bylo tieba nejdiive ovérit, zda
lze na zarizeni Nanonics namérit absorpcni spektra v jiném prostiedi nez na vzdu-
chu, napft. ve vodé, ktera je zakladni slozkou naprosté vétsiny fyziologickych roztoku
biomolekul. Pro samotnd méteni byl vyuzit prvni vzorek fazovych antén (obr. [2.2
s parametry shrnutymi v tab. — zlaté diskové antény o vysce 40 nm a prumérech
od 30 do 150 nm na sklenéném substratu. Plazmonova rezonance poli o ruznych veli-
kostech antén byla ovérena optickou spektroskopii, jak ukazuje obrazek pricemz

odpovidajici rezonanén{ vinové délky jsou vyneseny v grafu na obr. 2.3
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Obr. 3.6: Spektralni zavislost propustnosti vzorku ¢. 1 se zlatymi anténami
o prumérech 30 — 140 nm.

7 grafu na obr. je patrné, ze poloha minima propustnosti se s rostoucim
rozmérem disku posouva k vyssim vlnovym délkam a zaroven dochazi k prohlubovani
poklesu propustnosti. Tento trend je alesponn u poslednich dvou spekter narusen, coz

lze pricitat pocinajici absorpci svétla optickymi prvky mikroskopu (od 700 nm), kvuli
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niz nebylo zméteno spektrum odpovidajici nejvétsim anténam. Je proto tieba brat
i jim odpovidajici rezonancni vinovou délku ponékud s rezervou.

K déle uvedenym mérenim bylo pouzito pole C6, jez oznacuje pole antén s pru-
mérem 80 nm, jejichz rezonanéni vinova délka byla urcena jako (595 +4) nm. Vybér
pole, potazmo pruméru disku, byl kompromisem mezi co nejvyraznéjsi rezonanci

a jeji polohou tak, aby nezasahovala do oblasti absorpce optickymi prvky.

Meéreni ve vodném prostiedi

Vliv vodného prostiedi na polohu rezonance byl testovan na tenké vrstvé, ktera byla
na vzorku vytvotrena priklopenim kapky vody krycim sklem. Obraz z mikroskopu
kromé jemného rozostieni nebyl pritomnosti vody poznamenan a stéle umoznoval
presnou lokalizaci pole antén ke sbéru signalu. Dalsim krokem bylo vlozeni vzorku do
vody o vétsim objemu vymezeného gumovym krouzkem (materidl - viton) a dvéma
krycimi skly. K zaostfeni na povrch vzorku bylo tfeba namisto objektivu 100x (WD
1 mm), pouzivaného pro bézna spektralni meéfeni spekter, pouzit objektiv s dels
pracovni vzdélenosti 50 x (WD 17,5 nm), s nimz byla métena veskera spektra tykajici
se této casti prace.

Vysledky téchto méreni jsou uvedeny na obr[3.7, kde je patrny vyrazny posuv
k delsim vlnovym délkam asi o 30nm a to jak pro antény s tenkou vrstvou vody,

tak i pro antény ponotrené do vody vymezené gumovym krouzkem.

a) *] voda

754

suché antény 7 b)
s tenkou vrstvou vody |

ponofené ve vodeé

70
65 1

60
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Obr. 3.7: a) Spektra propustnosti suchych antén o pruméru 80nm a po nasledné
aplikaci tenké vrstvy vody, ptipadné jejich ponofeni do vody. Piislusna usporadéani
pro méfeni antén: b) s tenkou vrstvou vody, ¢) ponofenych do vody.
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7 grafu na obr. se zd4, Ze na rezonan¢ni vinovou délku tloustka vrstvy vliv
nema. Vétsi pokles propustnosti pti uziti krouzku byl pravdépodobné zpusoben
pritomnosti vice optickych rozhrani, na nichz se svétlo mohlo odrazit, piipadné
rozptylem svétla v kapaliné. Tento experiment vSak zejména ovéril schopnost mi-
kroskopu pomoci objektivu s delsi pracovni vzdalenosti zaosttit na povrch vzorku
obklopeného silnou vrstvou slabé rozptylujiciho prostiedi a nésledné pak detekovat
plazmonové rezonance.

Mimo méteni propustnosti (transmisni méd), probéhla i méfeni odrazivosti (re-
flexni méd ve svétlém BF i temném poli DF), jak ukazuje obr. Lze vidét, ze ve
svetlém poli nastal po aplikaci vody vyrazny posuv rezonancni vinové délky smérem
k delsim vlnovym délkam, priblizné stejny jako u transmisniho uspotradani. Na-
proti tomu pii detekci v temném poli se posuv rezonancni vinové délky ukéazal byt
vyrazné mensi. Citlivost rezonanéni vlnové délky na zmeény indexu lomu prostredi

je v pripadé vyuziti temného pole velmi mala.
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Obr. 3.8: a) Normovand odrazivost méfena ve svétlém (BF) i temném (DF) poli
antén na vzduchu a ponotenych vody. Obréazek pole suchych antén pofizeny mikro-
skopem v reflexnim médu v: b) svétlém ¢) temném poli.

I suchy vzorek byl pii méreni podlozen krycim sklem, proto je odpovidajici BF

spektrum vlivem interference na vzduchové vrstvé zvinéné.

Méreni v SSC pufru

Dalsi postup spocival v pozorovani vlivu pritomnosti pufru v roztoku na polohu

rezonance. Pufr byva pouzivan ve fyziologickych roztocich biomolekul ke stabili-
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zaci pH, pricemz vliv samotného pufru je také tireba sledovat. Index lomu roztoku
s pufrem se lisi od vody pouze minimélné, jelikoz voda byva nejcastéji jeho zakladem.
Pro experimenty byl zvolen SSC (saline sodium citrate) pufr, ktery je smési NaCl
a citratu sodného (10:1) a jenz udrzuje rovnovéhu okolo neutralniho pH7. Expe-
rimentu s pufry probéhlo celkem sedm, pricemz jejich struény popis je shrnut v

tab. 311

Tab. 3.1: Porovnani provedenych spektroskopickych méteni pri aplikaci SSC pufru
s ohledem na pouzitou koncentraci, ¢isténi plazmatem a pouzité usporadani.

Méfeni ¢. 10 mM 100 mM 1M Plazma Usporddani

1 X X X -
2 - X - X
3 X X X X
4 X - - X
5 - - X X
6 X - - X
7 - = X X

V ramci experimentu byly nafedény tii ruzné koncentrace SSC pufru — 10, 100
a 1000mM, jez byly poté aplikovany na vzorek s anténami. Prvni méfeni bylo
provedeno kapnutim malé kapky roztoku na vzorek, na ktery bylo poté prilozeno
kryci sklicko. Pred kapnutim roztoku byla zméfena kontrolni spektra odpovidajici
suchému vzorku a poté vzorku s tenkou vrstvou vody. Po osuseni se preslo k apli-
s casovym rozestupem 20 min, abychom odhalili pfipadny ¢asovy vyvoj. Vzorek
i sklicko byly poté oplachnuty deionizovanou vodou a ofouknuty dusikem. Stejny
postup pouzit i pfi zbyvajicich koncentracich. V ramci tohoto experimentu byla
v kazdém kroku zaznamenéna spektra jak propustnosti, tak odrazivosti (BF i DF)
a polohy rezonance ziskané z ptislusnych spekter jsou uvedeny v grafu na obr. |3.9]

Hodnota rezonané¢ni vlnové délky v kroku 3 (po aplikaci 10 mM SSC) pfi méfeni
odrazivosti ve svétlém poli chybi kvuli chybé pri ukladani. Hodnoty v kroku 4
(10mM SSC po 20min) byly ovlivnény vysychénim roztoku, k némuz postupné
dochézelo a které zkreslovalo vysledky. Odrazivost ve svétlém poli byla v tomto
kroku uplné vytazena, protoze vysledné spektrum bylo zdeformované interferenci
a nebylo tak mozné spravné urc¢it polohu rezonance. Vysledky méreni odrazivosti
v temném poli vykazuji nejvétsi nejistoty a zaroven nejmensi citlivost rezonanc¢ni vl-
nové délky na zmény v indexu lomu okolniho prostiedi, a proto jiz tato konfigurace
nebyla dale pouzivana. Pii méfeni s dalsimi koncentracemi uz k dplnému vyschnuti

nedoslo, avsak nelze s jistotu fici, ze alespon ¢astecné neovliviiovalo i dalsi méfeni.
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Obr. 3.9: Experiment ¢. 1: Rezonanéni vlnové délky 80 nm nanodisku v ruznych kon-
centracich SSC pufru ziskané analyzou spekter porizenych v transmisnim a reflexnim
(BF i DF) médu. Posloupnost zéznamu: suché antény (1), s vodou (2), s 10mM (3
a4),s100mM (5a6),s 1M (7 a8) SSC pufru.
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Obr. 3.10: Experiment ¢. 2: Casova zdvislost polohy rezonance na délce ¢asového
intervalu, po néz byl vzorek vystaven roztoku 100 mM SSC pufru. Vlevo: vytez
oblasti rezonance ze spekter propustnosti pro ruzné casy od aplikace SSC pufru.
Vpravo: Piislusné rezonancni vinové délky.

7 vysledku na obr. 3.9 neni mozné urcit, zda po prvni aplikaci pufru na povrchu

vzorku nezustaly i po oplachu adsorbované zbytky SSC pufru a neovlivnily tak
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vysledek dalsich méreni. Proto vSsem nasledujicim sériim méreni predchazelo ¢isténi
vzorku, konkrétné v kyslikovém plazmatu, které byva bézné pouzivano napi. na
odstranovani zbytku fotorezistu a organickych necistot obecné [113].

Z ¢asové zmény vlivu pufru na rezonanéni vinovou délku (obr. nebylo mozné
ze dvou méreni v ¢asovém rozestupu 20 min ¢init spolehlivé zavéry. Nasledujici expe-
riment byl proto navrzen k mapovani ¢asového vyvoje rezonanc¢ni vilnové délky pro
jednu koncentraci SSC pufru a to 100 mM. Pti méreni samotné casové zavislosti byla
zaznamenavana spektra propustnosti tak, ze reference byla zméfena pouze jednou
hned po aplikaci roztoku. Poté uz byl signal ziskavan pouze z oblasti antén. Piipadné
posuvy by pak mély byt dusledkem zmén prostredi v okoli antén. Namétena data
jsou zobrazena na obr. a ukazuji, ze rezonancni vlnova délka se nijak systema-
ticky neposouvé, a ¢asovy vyvoj se zdd byt spise nahodnym.

Dalsi experimenty s SSC pufrem probihaly se vzorkem uvnitt objemu ohranice-
ného gumovym krouzkem a krycimi skly (obr.[3.7¢)) — tedy geometrie blizka elektro-
chemické cele, kterd navic zabranovala vypatovani roztoku a umoznila tak udrzovani

stabilnéjsich podminek.
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Obr. 3.11: Experiment ¢. 3: Rezonanéni vinové délky ze spekter propustnosti pro
antény v ruznych koncentracich SSC pufru méfenych v objemu za vyuziti gumového
krouzku. Hodnoty jsou sefazeny dle ¢asové souslednosti a popsany v legendé grafu.

S vyuzitim krouzku byla zopakovdna méfeni propustnosti (obr. 3.11]) a odrazi-
vosti (tentokrat pouze BF — obr. [3.12)) pro vSechny tii koncentrace SSC pufru. Byla
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ziskdna spektra odpovidajici suchym anténam, prikrytych a podlozenych sklicky,
ponofenych ve vodé a nasledné v samotnych SSC pufrech, podobné jako v pripadé
méfeni na obr. [3.9] Jakmile byla pofizena spektra pro nejvyssi koncentraci pufru,
vzorek byl oplachnut, nasledné znovu vlozen do ¢isté vody a bylo opétovné zméteno
kontrolni spektrum.

Porovnani spektra s vodou pred a po aplikaci SSC pufru by mélo odhalit, zda
nedoslo na anténach k néjakym povrchovym zménam zpusobenych napiiklad jejich
znecisténim zbytky pufru, pripadné nékterym z dalsich jevu, které mohou zmeénit
rezonanc¢ni vlnovou délku antén.

Vysledky analyzy spekter propustnosti za vyuziti gumového krouzku jsou vy-
neseny na obr. Kroky 1 a 2 odpovidaji takika stejnym rezonanc¢nim vlnovym
délkam, vlozenim do vody nastal vyrazny posuv asi o 45nm (krok 3). Aplikace
10mM SSC (krok 4) nezpusobila v podstaté zadny posuv, stejné tak ani po 20 mi-
nutach pusobeni (krok 5). Oplach a vlozeni do SSC s 100 mM koncentraci (krok 6)
vyvolalo posuv k nizsim vlnovym délkdm asi o 10 nm. Intervaly nejistoty kroku 5
a 6 se neprotinaji a nejedna se tedy o odchylku v rdmci ur¢ovani rezonanc¢ni vinové

délky, coz potvrzuje i méfeni o 20 min pozdéji (krok 7), které je na podobné trovni.
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Obr. 3.12: Experiment ¢. 3: Rezonancni vinové délky pro antény v ruznych koncen-
tracich SSC pufru za vyuziti gumového krouzku ziskanych mérenim odrazivosti ve
svetlém poli. Hodnoty jsou sefazeny dle casové souslednosti a popsany v legendé
grafu.
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Tento posuv se nepodarilo uspokojivé vysvétlit, mimo jiné proto, ze v soucasné
mérenych spektrech odrazivosti (obr. se zadny takovy posuv neobjevil. Pri
vyuziti nejvyssi koncentrace doslo k opétovnému navratu rezonancni vinové délky
smérem k delsim vinovym délkdm mirné nad droven vody. Posuv vuéi vodé (ng,o =
1,33) je v rdmci nejistoty urceni polohy rezonance, ale byl by vysvétlitelny na zékladé
mirné vyssiho indexu lomu 1 M SSC pufru (ngsc = 1,34 |114]). Rezonanéni vlnova
délka antén ve vodé na konci (krok 10) je oproti té na zacatku (krok 3) posunuta
asi o 5nm k mensim vlnovym délkam.

Rezonancni vinové délky odpovidajici jednotlivym krokiim experimentu obdrzené
ze soubézného méteni odrazivosti ve svétlém poli jsou uvedeny v grafu na obr. [3.12]
Posuv rezonance mezi suchymi anténami (krok 1 a 2) a anténami ve vodé (krok
3) odpovida asi 40 nm. Dalsi zmény rezonan¢nich vinovych délek pomérné koreluji
s témi odectenymi ze spekter propustnosti (obr. . Posuv rezonanénich vinovych
délek mezi kroky 3 a 10 je asi 3nm je ve sméru ke kratsim vlnovym délkam. Takové
posuvy se vyskytovaly i u dalsich méfeni (obr. .

Postupné probéhly dalsi méreni propustnosti, jez mély ukazat, zda ponékud na-
hodilé posuvy rezonance pii aplikaci tenké vrstvy pufru (obr. , jsou v objemu
roztoku s vyuzitim gumového krouzku odstranény. Systematicky posuv rezonanéni
vlnové délky se vSak pfi meéfenich neobjevil, stejné tak ani ustdleni jeji polohy.
Pozornost byla tedy vénovana dukladnéjsi analyze jiz zméfenych spekter a jejich

vzajemnému porovnavani.
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Obr. 3.13: Propustnost suchych antén meérena pred kazdym ze Sesti experimenti
s SSC pufrem — kromé méfeni ¢. 1 byl vzorek vzdy ¢istén v kyslikovém plazmatu.
Vlevo: vytez oblasti rezonance ze spekter propustnosti odpovidajicich Sesti experi-
mentum. Vpravo: Piislusné rezonanéni vinové délky.
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Obr. vlevo ukazuje porovnani spekter propustnosti ziskané méfenim na
suchych anténach, ktera predchazela kazdému experimentu. Vpravo jsou vyznaceny
prislusné rezonanc¢ni vinové délky.

Celkem bylo porovnavano 6 experimentt, jez v sobé zahrnovaly zahrnovaly mé-
feni propustnosti antén vystavenych SSC pufru o ruznych koncentracich. Obr.
ukazuje, ze pri prvnim experimentu byla rezonancéni vlnova délka antén posunuta
k vétsim vinovym délkdam. Duvodem byly nejspiSe necistoty na povrchu, protoze
vzorek nebyl pred méfenim nijak ¢istén. Pti dalsich experimentech provedenych
po ¢isténi v plazmatu se rezonancni vlnova délka drzela okolo puvodni hodnoty
(595 + 4) nm (zméfeno na obr. . Vyjimkou bylo méfeni ¢. 4, kdy byla rezonance

posunuta smérem k vétsim vinovym délkam.
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Obr. 3.14: Propustnost antén na vzorku ponofeném do vody méfena pred a po expe-
rimentech 3 — 6. Vlevo: vyTez oblasti rezonance ze spekter propustnosti odpovidajici
experimentum 3 — 6. Vpravo: Piislusné rezonanéni vinové délky.

Zvlasté zajimava byla porovnéani rezonancni vinové délky antén ve vodé pred
a po meétenich s pufry. Maly posuv rezonancnich vinovych délek je patrny uz z ex-
perimentu ¢. 3 (obr. a . Jak ukazuje obr. pii dalsich experimentech
spektra vykazovala i mnohem vyraznéjsi posuv ke mensim vinovym délkam (méfent
¢. 4 a6 —casovy vyvoj 10 mM SSC pufru). Naproti tomu pii méfeni ¢. 5 (¢asovy vyvo]
1 M SSC) vykazovalo pomérné vyrazny posuv k vétsim vinovym délkam. Tento roz-
ptyl v posuvech rezonancnich vinovych délek a zejména posuvy k mensim vlnovym
délkam naznacuji, ze na viné nebude pouha zména koncentrace SSC pufru, ale néjaky
vyraznéjsi efekt. Timto efektem nebude pfi nepritomnosti vnéjsiho napéti ani zadny

z povrchovych jevu, jez jsou shrnuty v tabulce 1.1}
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V odborné literatuie byla nalezena informace, ze ¢isténi v kyslikovém plazmatu
po dobu 60s muze zpusobit rust vrstvy oxidu zlata — nejcastéji oxidu zlatitého
(Auy03) o tloustce do 4nm [115].

Pro ovéreni oxidace zlata pusobenim kyslikového plazmatu byla provedena ana-
lyza rentgenovou fotoelektronovou spektroskopii (XPS). Na kfemik Si(111) byla
iontovym naprasovanim nanesena 40nm vrstva zlata odpovidajici vysce zlatych
antén, s nimiz probihala méteni. Vysledky XPS analyzy vzorku pred a po cisténi
v kyslikovém plazmatu jsou znazornény na obr. Jednd se o cast spektra od-
povidajici elektrontim ze 4f orbitalu zlata (Au4f).

Spektrum ziskané po ¢isténi v plazmatu po dobu 60s vykazuje oproti ¢istému
zlatu zvySenou intenzitu v oblastech vedle dvou hlavnich piku ve sméru k vyssim
vazebnym energiim. Tento narust je zpusoben piitomnosti dalsiho piku s mensi
intenzitou, ktery odpovida vazbé zlata na jiny prvek, nejspise na kyslik, kdy vazbé
Au-O odpovidd posuv vuéi ¢istému zlatu priblizné o 1,9eV [116] k vyssim vazebnym

energiim.
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Obr. 3.15: Vysledky XPS analyzy vzorku Si(111) se 40 nm vrstvou zlata pied a po
¢isténi v kyslikovém plazmatu.

Tvar piku se shoduje s témi, které byly naméfeny v [91] a potvrzuji tak rust oxidu
zlatitého vlivem kyslikového plazmatu. Vznikly oxid je vSak nestaly a postupné se
redukuje zpét na zlato, pricemz po ¢tyfech dnech v atmosferickych podminkach ho
lze povazovat za Uplné zredukovany [91].

Vliv oxidace zlata na spektra propustnosti je tedy velmi zavisly na casovém

rozestupu mezi ¢isténim a samotnym mérenim. Tento rozestup nebyl vzdy stejny,
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v dusledku ¢ehoz mohou byt vysvétleny rozdily v rezonanénich vinovych délkach
holych antén (obr. . Meéfieni ¢. 4 zde pravdépodobné vybocuje proto, ze méreni
propustnosti probihalo pouze nékolik hodin po ¢isténi a vrstva oxidu zlata, jakozto
dielektrika o vysokém indexu lomu (neiq = 3, 3), zFejmé zpusobila posuv rezonance
k delsim vlnovym délkam.

Vzéjemné posuvy v rezonancnich vlinovych délkach antén vlozenych do vody
(obr. by mohly byt vysvétleny postupnou tvorbou hydratovaného oxidu zla-
titého s ruznym poctem x molekul HyO, tedy AuyOs - xH-0, jak ukazali Xia et
al. [92]. Index lomu hydratovaného oxidu zlatitého (nngarat € (1,65;1,80)) se lisi
dle typu hydréatu. Na zédkladé prechodu z Auy,Osz do jeho hydratované formy pfi
vystaveni vodnému prostiedi je mozné vysvétlit posuv ke kratsim vinovym délkam
z obr. [3.14| u experimentu ¢. 3, 4 a 6. Moznym vysvétlenim posuvu opa¢nym smérem
u experimentu ¢. 5 by byla absence oxidu zlatitého, tedy v pripadé prodlevy mezi
¢isténim a mérenim alespon 4 dny, kdy na se poté na povrch zlata adsorbovaly mo-
lekuly z SSC pufru. Jelikoz jsme nevédéli, jaka byla casova prodleva mezi ¢isténim
a samotnym méfenim v ramci experimentu ¢. 5 (¢asovy vyvoj antén v 1M SSC
pufru), byl tento experiment zopakovéan, tentokrat vice nez tyden po poslednim

¢isténi, pricemz vysledky jsou na obr. [3.16]
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Obr. 3.16: Rezonan¢ni vinové délky pro antény v ruznych ¢asech pusobeni 1 M SSC
pufru a pro vodu pred a po aplikaci pufru. Vlevo: vybér ze spekter propustnosti
— cernd plnd (pouze voda na zacdtku), ¢ernd carkovand (pouze voda na konci),
cervend (1M SSC pufr) — s pribyvajicim ¢asem v roztoku svétlejsi ¢ervend. Vpravo:
rezonané¢ni vlnové délky — cerna (voda na zacatku / na konci), ¢ervend (¢asovy vyvoj

v 1M SSC pufru).

Pii méteni bylo navic vyuzito vyrobené elektrochemické cely (obr)3.17)), v niz byl
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a umoznil za¢{t méfen{ rychleji nez pii vyuzit! krouzku (obr. [3.7¢)). Méfen{ tentokrét
probihala se Sirsim vlaknem, aby byl ziskan co nejlepsi opticky signdl, a zaroven byla
snizena doba méreni jednoho spektra asi na 10s, aby mohl byt 1épe zachycen ¢asovy
VYVoj.

7 obr. je patrné, ze se rezonancni vinova délka postupné posouva k vétsim
vlnovym délkam a zaroven dochézi k poklesu propustnosti. Ze ziskanych spekter se
zdalo, ze uz k posuvu nedochazi, a proto bylo méfeni po 110 min zastaveno. Nasledné
urceni rezonancni vinové délky ukazalo, ze k ustdleni polohy rezonance jesté uplné
nedoslo. Presto je vSsak patrné, ze se narust zpomaluje a zda se, spéje k ustalené
hodnoté. Vzhledem k tomu, ze dochéazi k postupnému narustu odec¢tené rezonancni
vlnové délky bez vyraznych ndhodnych zmén, se zda, ze ziskana nejistota odectu
polohy rezonance je pravdépodobné vyssi nez jeji redlna nejistota.

Rezonanéni vinova délka antén ve vodé na konci experimentu je takika stejna,
jako byla na zacatku. Zda se tedy, ze oxid zlatity tentokrat pritomny nebyl a ex-
periment neovliviioval. Zaroven se ukéazalo, ze a¢ za pritomnosti pufru na anténéach
dochézi k postupnému narustu rezonancni vinové délky nejspise vlivem adsorpce
molekul pufru, po oplachu je tento vliv odstranén.

Experiment, jehoz vysledky jsou na obr. [3.16] tedy ukézal, Ze pfitomnost pufru
postupné posouva rezonancni vinovou délku. Pokud vsak bude ponechana dostatecné
dlouha doba na ustaleni podminek v roztoku, pak pritomnost pufru nemusi na po-
lohu rezonance mit zadny vliv. Pii biodetekci tak bude umoznéno sledovat pouze

zmény rezonancni vinové délky vyvolané reakei na pritomnost biomolekul.

Navrh elektrochemické cely

Puvodni podoba cely vychazela z designu, ktery vytvorili MacKenzie et al. [101]. Pti
experimentech s tésnicim krouzkem (obr. se ukézala jeho prakti¢nost, protoze
jednak vymezuje objem cely a zaroven poskytuje dostatecné tésnéni v kontaktu
s hladkym plochami skla. Gumovy krouzek (z EPDM gumy) tedy tvoii zdklad i sa-
motné elektrochemické cely (obr. . Gumovy krouzek je podlozen I'TO sklem,
které bude slouzit jako pruhlednd pracovni elektroda, a prikryt krycim sklem. Krou-
zek a sklicka jsou k sobé tisknuty dvéma plastovymi deskami, pficemz jedna z nich
obsahuje zavitové otvory pro stazeni krouzku tfemi Srouby. Plastové desky maji
v sobé vyvrtané kruhové otvory umoznujici pruchod svétla. Z vnitini strany kazdé

desky jsou vyfrézovany ¢tvercové drazky pro zafixovani sklicek.

92



1 ecm
]

Obr. 3.17: Vlevo: fotografie vnitiku elektrochemické cely s vlozenym platinovym
krouzkem (CE), platinovym dratem (RE) a s ITO sklickem (WE) zahloubenym
v plastové podstavé cely, zprava a zleva plnici injekéni jehly. Vpravo: model sestavené
cely, kde je krouzek stahovan mezi dvéma plastovymi deskami.

Vedle pracovni elektrody jsou na obr. |3.17| vlevo zobrazeny i zbyvajici elektrody
a to pomocna elektroda v podobé svinutého platinového dratu, a referenc¢ni elektroda
tvorend kratkym platinovym dratem. Celu je mozné plnit injekéni stiikackou.

Dalsim krokem v designu elektrochemické cely by mohlo byt vyuziti mikrofluid-
nich kanalku, pfi jejichz vyuziti je mozné analyzovat velmi malé objemy roztoku
a z néj ziskat elektrochemicky ¢i opticky signédl odpovidajici jediné bio-

molekule.

53



4 ZAVER

Naplni predlozené diplomové prace bylo navrzeni a realizace experimentu pro méreni
zmény faze na plazmonickych anténdach pomoci koherenci tizeného holografického
mikroskopu. Cilem druhé c¢ésti diplomové prace bylo navrzeni a realizace experi-
mentu pro soucasné meéteni cyklické voltametrie a plazmonovych rezonanci. Obé
dvé c¢asti byly pritom smérovany k vyuziti v biodetekci.

V prvni kapitole jsou popsany dva mozné piistupy k zisku informace o analyzo-
vané latce, a to pomoci elektrochemickych a plazmonickych senzoru. Nejdiive je zde
nastinén princip elektrochemie, ktera je zalozena na analyze prenosu elektronu mezi
elektrodou a analyzovanou latkou. Déle jsou zde predstaveny plazmonové rezonance
jakozto uc¢inny nastroj k detekci zmén v indexu lomu zpusobenych pritomnosti bio-
molekul, at uz na zdkladé zmény plazmonové rezonanéni vinové délky nebo zmény
faze. Zaroven jsou zde diskutovany jiz pouzité pristupy k detekci zmény faze a jejich
aplikace v biodetekci. V neposledni fadé jsou zde také shrnuty dosavadni piistupy
ve vyuziti kombinace elektrochemickych metod spolu s méfenim plazmonovych re-
zonanci.

Ve druhé kapitole jsou popsany vysledky tykajici se méreni faze na plazmo-
nickych anténéch vyuzitim koherenci tizeného holografického mikroskopu. Méteni
probihala na poli zlatych diskovych antén s prumérem jdoucim zpravidla od 30
do 150nm, jejichz plazmonické vlastnosti potvrdila spektroskopicka méteni pro-
pustnosti (obr. . Uz prvni meéreni ukazala, ze neni mozné pro fazové zobrazeni
vyuzit reflexniho médu mikroskopu kvili nedostatecnému signalu, coz se nepodarilo
zmeénit vétsim zaplnénim plochy anténami ani zvySenim intenzity osvitu pii vyuziti
SC laseru. Transmisni mod v8ak umoznil bezproblémové zobrazeni faze, pricemz se
ukézalo, zZe jeji hodnota je zavisla na velikosti antén.

Byl pozorovan a vysvétlen posuv oblasti nejstrméjsi zmény faze smérem k vétsim
rozmérum antén (obr. pri pouziti vétsiho zaplnéni. Tento posuv nastal nejspise
v dusledku zmenseni rezonanc¢ni vlnové délky antén vlivem jejich vzajemného pii-
blizeni, coz bylo také potvrzeno spektroskopicky (obr. . Uziti filtra o ruznych vl-
novych délkéch ukézalo, ze strmost poklesu faze nartista s rozmérem antén (obr. .
Tento posuv fazové zavislosti spolu se zvySovanim jeji strmosti byl potvrzen vyuzitim
osvitu pomoci laditelného SC laseru (obr. , ktery umoznil osvit svétlem z celé
viditelné oblasti spektra. Tento jev lze vysvétlit tim, ze se zvétsujicim se prumérem
antén roste fazovy signal vlivem rostouciho rozptylu svétla na anténach.

Vyuziti SC laseru vsak vyrazné zhorsilo kvalitu fazového obrazu (porovnéni na
obr. , i kdyz byla jeho koherence narusovana difuzorem. Vhodnéjsi se proto
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jevi vyuziti interferen¢nich filtru, pricemsz filtru s propustnosti okolo 650 nm bylo na
zaver vyuzito pro urceni vlivu zmény indexu lomu na prubéh faze pri aplikaci vody na
antény. Oblast s nejvétsi strmosti se posunula ke kratsim vlnovym délkam, ptricemz
nejvetsi citlivost faze na zménu indexu lomu prokézalo pole s anténami o prumeéru
110 nm (obr. , jejichz rezonanéni vinova délka je blizko 650 nm osvitu. Reakce
antén o vyssim zaplnéni na aplikaci vody byla jesté vyraznéjsi (obr. .

Treti kapitola je zaméfena na spektroskopicka opticka méfeni, kterd budou v nej-
blizsich tydnech spojena s elektrochemickymi mérenimi. Uvod kapitoly je zaméfen na
analyzu a optimalizaci zisku spekter propustnosti. Byla ovérena schopnost vyuzité
aparatury (obr. zachytit opticky signal z antén ponorenych do vody a zaroven
posuv rezonan¢ni vlnové délky k mensim vlnovym délkam (obr. [3.7). Poté byl
pozorovan vliv SSC pufru o ruznych koncentracich na rezonan¢éni vlnovou délku
antén, pricemz vysledky meéreni propustnosti ani odrazivosti neukazovaly zadny
ustdleny trend zmény rezonanc¢ni vlnové délky (obr. . Pred samotnymi expe-
rimenty byl vzorek vzdy ¢istén v kyslikovém plazmatu, coz se ukdzalo mit zasadni
vliv na vysledky nasledné provedenych experimenti. Porovnala-li se rezonancni vl-
nova délka antén v cisté vodé pred aplikaci pufru a v ¢isté vodé na konci experi-
mentu, byly pro vétsinu méreni patrné vyrazné posuvy smérem k mensim vlnovym
délkam (obr. [3.14). Ty se podarilo vysvétlit az diky zjisténi, ze plazmové cisténi
zpusobuje rust vrstvy oxidu zlatitého na povrchu antén, jehoz existence byla také
potvrzena XPS anlyzou (obr. . Tento oxid poté pri aplikaci vody presel do hyd-
ratované formy o mensim indexu lomu a zpusobil tak vysledny posuv k nizsim vl-
novym délkam. K ¢isténi vzorku je tedy vhodnéjsi pouzit chemické metody piipadné
vyuzit ¢isténi ve vodikovém plazmatu, které oxidaci zlata nezpusobuje.

Zavérecné méreni rezonancni vinové délky probéhlo vice nez tyden po poslednim
¢isteni, kdy by se mél vSechen oxid zlatity zredukovat zpét na zlato. Samotné métreni
bylo provedeno uvniti elektrochemické cely, ktera byla v rdmci priace navrzena pro
nasledné elektrochemické experimenty (obr. . Casova zavislost rezonanéni vl-
nové délky na dobé setrvani antén v SSC pufru uz by tedy neméla byt zkreslena
piitomnosti oxidu. Dle obr. [3.16| je patrné, ze skoro k zadnému posuvu rezonancni
vinové délky antén v ¢isté vodé pred a v ¢isté vodé po experimentu nedochazi. Sa-
motny casovy prubéh rezonan¢ni vlnové délky vykazuje jeji pozvolny narust, ktery
vSak postupné zpomaluje a zda se, ze spéje do ustaleného stavu. Pritomnost pufru
tedy ma vliv na rezonan¢ni vlnovou délku, avSak pii ponechani dostatecné dlouhé
doby na ustaleni podminek v roztoku muze tento vliv iplné vymizet a umoznit tak
detekovat zmény v indexu lomu zpusobené ¢isté pritomnosti biomolekul.

Tato préce vznikla s podporou projektu CEITEC — open access (LM2011020),
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diky kterému byla umoznéna prace na jednom z pristroju Sttedoevropského techno-
logického institutu CEITEC.
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