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Kivonat

Arany nanorészecskéket tartalmazé vékonyréteg-szerkezetek optikai és elektrokémiai el-
ven egyarant alkalmazhaték szennyezok és célmolekuldk érzékelésére folyadékokban. Az
érzékelok fejlesztésének fontos fazisa a szenzor feliilletén megfelel6 tulajdonsagia arany na-
norészecskéket tartalmazo réteg kialakitasa. Egy 1j, kombindlt méréeszkoz segitségével
optikai és elektrokémiai elven egyszerre lehet az arany nanorészecskék kialakuldsat a réteg
kiépiilése kozben tanulményozni, majd ugyanebben az eszkozben az optikai és elektro-
kémiai érzékelést tesztelni. A munka soran arany nanorészecskéket hozok létre oldatbdl
kontrollalt médon, nanométeres érzékenységli optikai modszerrel mérve a feliiletet a réteg
kialakuldsa kozben, majd a megfelel6 réteg kialakitdsa utan nehézfémionok (els6sorban
nikkel) kotésére alkalmas fehérjefilamentumokat rogzitek a mintan. A méréseket tobbféle
potencidltartomanyon elvégzem. Megvizsgalom, hogy a létrehozott feliiletek milyen tulaj-
donsagokat mutatnak, és hogyan optimalizalhaték célmolekuldk és szennyezék kimutata-
sara folyadékfazisb6l. A munkahoz rendelkezésre allnak specidlis kombinalt mérécellak,
illetve optikai miiszerek. Az elvégzett elektrokémiai kisérletek sordn ciklikus voltammetri-
at és kronoamperometriat alkalmazok, mig a folyamatok optikai nyomonkdvetése in situ
ellipszometria segitségével torténik. Munkam részét képezi a valds rétegszerkezet lehetd
legpontosabb modellezése Python kornyezetben, ahol a valtoztathaté elektrokémiai para-
méterek illesztésével nyert informdaciékbdl vonok le kovetkeztetéseket. A kapott feliletek
anyagszerkezeti analizisét pasztdzéd elektronmikroszkép felvételeinek segitségével értéke-
lem. A kés6bbiek folyaman egy olyan nehézfém-érzékelé szenzor kialakitdsat tlizom ki
célként, mellyel a folyadékmintdk a mintavételezés helyén kénnyen kiértékelhetok. Egy
ilyen technolégia lehet6vé tenné az ivéviz analizdlasaval kapcsolatban felmeriild logisztikai
problémak és az idGveszteség redukalasat.



Abstract

Thin-film structures containing gold nanoparticles can be used to detect contaminants and
target molecules in liquids by both optical and electrochemical means. An important stage
in the development of sensors is the formation of a layer of gold nanoparticles with appro-
priate properties on the sensor surface. Using a new combined sensing device, it is possible
to study the formation of gold nanoparticles during the formation of the layer using both
optical and electrochemical techniques, and then to test the optical and electrochemical
sensing in the same device. In this work, I will create gold nanoparticles from solution
in a controlled manner, using nanometre-sensitive optics to measure the surface area dur-
ing layer formation, and then attach protein filaments capable of binding heavy metal
(mainly nickel) ions to the sample after the appropriate layer has formed. Measurements
are performed over a range of potential ranges. I will investigate the properties of the
generated surfaces and how they can be optimised for the detection of target molecules
and contaminants from liquid phase. Special combined measuring cells and optical in-
struments are available for this work. Electrochemical experiments are carried out using
cyclic voltammetry and chronoamperometry, while optical monitoring of the processes is
performed using in situ ellipsometry. Part of my work involves modelling the real layer
structure as accurately as possible in a Python environment, where I draw conclusions
from the information obtained by fitting variable electrochemical parameters. I evaluate
the structural analysis of the resulting surfaces using scanning electron microscope im-
ages. In the future, I aim to develop a heavy metal detection sensor for easy evaluation of
liquid samples at the sampling site. Such a technology would allow to reduce the logistical
problems and time loss associated with the analysis of drinking water.
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1. fejezet

Bevezetés

A modern szenzortechnoldgia irdnti egyre névekvd ipari igény 1j anyagtudoményi megko-
zelitések megjelenéséhez és kibontakozasahoz vezet, ami a bioldégiai érzékeldk, kiilonosen
a nehézfémek detektalasara alkalmas eszkozok fejlesztésében is megfigyelhetd [1, 2]. Fel-
adatom egy helyszini kiértékelést lehetévé tévo, nehézfém-érzékel6 szenzor kialakitasahoz
sziikséges célmolekulak és szennyezok viselkedésének vizsgdlata, a gyors kimutatas megva-
l6sitasanak el6készitése elektrokémia technikak és optikai nyomonkovetés segitségével. A
munkahoz rendelkezésemre allnak a HUN-REN Energiatudoméanyi Kutatékozpont Miisza-
ki Fizikai és Anyagtudoményi Intézetének specidlis kombinalt mérécelldi, illetve optikai
miiszerei [3].

A dolgozat elsé szakaszdban a téméhoz kapcsolédo hazai és nemzetkozi szakirodal-
mi hatteret ismertetem. Kitérek a rendelkezésre allé6 informaécidkra, illetve a vonatkozd
elektrokémiai eljarasokkal kapcsolatos legfontosabb ismeretekre a voltammetria és a kro-
noamperometria teriiletén. Bemutatom a kisérletek soran alkalmazott optikai nyomonko-
elozetes ismereteket: az ellipszometriat és a pasztazd elektronmikroszképiat, tovabba az ez
utébbihoz szorosan kapcsolédd energia-diszperziv rontgenspektroszképiat.

A 3. fejezet soran részletesen taglalom az arany nanorészecskék kontrollalt mdédon
torténd levalasztasanak folyamatat. Rogzitem a mérési eredményeket, és részletesen kité-
rek a kisérleti elrendezés és modszerek mellett a kapott rétegek értékelésére, tovabba a
szamitogépes adatfeldolgozashoz sziikséges elméleti modellre.

A 4. fejezetben bemutatom, milyen folyamatok sorozatdval kotottem ki a Pannon
Egyetem Bionanotechnoldgiai és Miiszaki Kémiai Kutatdintézetében késziilt szenzorfehérje
filamentumokat a mintak feliilletére. A rétegépiilési tendencidk és feliileti morfolégia vizs-
galatat tobb analitikai technikat bevonva értékelem. Ismertetem a fehérjéket is tartalmazo,
komplex tobbréteges elméleti modell részleteit, tovabba megfogalmazom a fehérjekikotés
szempontjabol idedlis koriilményeket.

A munka végén Gsszegzem az elvégzett feladatokat. Kiemelem a fehérjekikotés szem-
pontjabdl alkalmazandd optimélis paramétereket az aranylevilasztas soran, bemutatom a
folyamatban 1évé, Python nyelven fejlesztett adatfeldolgozé algoritmust, ami terveim sze-
rint nemsokara kivaltja az ellipszométer gyartojanak sajat szoftverét. Kijel6lom a tovabb-
1épéshez sziikséges teenddket: a legfontosabb, hogy nikkelspecifikus mérésekkel folytassam
a megkezdett munkat, ezzel vizsgalva a szenzorfehérjék nehézfémion-kotd képességét.



2. fejezet

Szakirodalmi attekintés és elméleti
hattér

A labortevékenység elvégzéséhez sziikséges atfogd ismeretek elméleti hatterét a nehézfém-
ionokkal szennyezett ivéviz élettani aspektusainak részletezése, valamint a napjainkban
hasznalatos vizsgalati modszerek szemléltetése mellett a voltammetriai lehetoségek ismer-
tetetésével és az ellipszometria legfontosabb tulajdonsagainak bemutatisaval teszem meg.

2.1. Az ivovizben 1év6 nehézfémionok egészségiigyi jelento-
sége és vizsgalati mbédszerei

A fejléds vildg orszégaiban globdlis egészségiigyi probléma a nehézfémionokkal (kivaltkép-
pen arzénnal) szennyezett ivoviz. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) eldirdsai szerint
az ivovizben megengedett nehézfémion-koncentraciok hatarértékei a 2.1. tablazat szerint
alakulnak, mig a nehézfémek detektaldsara jelenleg alkalmazott tesztkészletekre a 2.1.
abran lathatunk példdkat. A korszerii tudoményos ismeretek alapjan rendelkezésre &allé
vizsgélati modszerek nem alkalmasak a rutinszerdi helyszini tesztelésre. Egy hordozhatd,
elektrokémiai elven miikodé szenzorkészlet amellett, hogy magasabb pontossagot ered-
ményezne, mint a tesztcsikos eljarasok, az emberi tényez6bdl szarmazoé hibafaktorral is
kevésbé terhelt [4].



2.1. tablazat. Nehézfémion-koncentraciok hatarértékei és egészségiigyi kockazataik [5].

Nehézfémion Hatarérték  Els6dleges egészségiigyi kockazat

(mg/1)

Cu(II) 2 Vérszegénység, vesebetegségek.

Zn(1I) 3 Légzészervi és idegrendszeri rendellenességek,
prosztatarak.

Ni(II) 0,07 Onkolégiai megbetegedések, allergias reakciok.

Cd(I1) 0,003 Vesemiikodés veszélyeztetése, magas vérnyomas
és limfocito6zis, csontritkulds és pulmonoldgiai el-
valtozasok.

Pb(II) 0,05 A vér-agy gat tekintetében permedbilis. Neuro-
degenaritv betegségek (pl. Alzheimer-kér).

Fe(I1I) 3 Hemokromatézis, maj és sziv sejtkdrosodésa.

As(IIT) 0,05 Kozponti idegrendszer elvaltozasai. Sziv- és

érrendszeri, valamint tiidobetegségek, borrak,
gasztroenterologiai megbetegedések.

Ag(I) 0,1 Reuma, gyomorhurut, idegrendszeri zavarok és
szellemi faradtsag.

Cr(VI) 0,05 Embrio- és reprodukcids toxicitds, mutagenitds,
rakkelt6 hatéds, dermatologiai panaszok.

Hg(1I) 0,001 Idegrendszeri fejlédési zavarok, emészté- és im-

munrendszer karosodasa, magas vérnyomas.

RAPID ARSENIC TESTKIT
FOR WATER ANALYSIS

SMART DIGITAL WATER TESTING'
g LEAD in water? Find out

g&z

(c) Tesztkészlet Slom detektalasara [8].

2.1. abra. Kiilonb6z6 nehézfémek detektalasara szolgaldé hordozha-
t6 méroberendezések.



2.2. Voltammetriai eljarasok

A laboratériumban rendelkezésre 4116, arannyal porlasztott sziliciumlapra arany nanoré-
szecskéket valasztottam le 5,14 mM-os koncentracidji hidrogén-tetrakloro-aurdat HAuCly
oldatbdl, ezzel névelve a fajlagos feliiletet, valamint elésegitve a Pannon Egyetem Bio-
nanotechnolégiai és Miiszaki Kémiai Kutatéintézetében késziilt szenzorfehérje feliiletre
kotését. A folyamat lejatszddasa soran az elektrolizis mechanizmusainak vizsgalatara al-
kalmazott technikdk egyike a voltammetria, mds néven amperometria, amelynek szamos
formaja létezik. Noha az analitikai kémia ezen dganak felfedezése a miilt szazad elsé negye-
dére tehetO, robbanasszert fejlédése és elterjedése csak az 1960-as évek utan koévetkezett
be. A napjainkban is elGszeretettel alkalmazott vizsgalati mddszer lényege, hogy az elektro-
dokra ismert fesziiltséget kapcsolunk, majd az elektrokémiai cellan atfolyé aram erdsségét
mérjiik, ezzel eljutva az in. voltammogramhoz, ami vizualis iton szolgaltat visszacsatolast
a lejatszodo folyamatrdl. A kiértékelés sordn az egyes iddpillanatokban az elektréodokra
kapcsolt fesziiltség, és annak hatdsara jelentkezé aramerdsség értékek kozotti korreldcid
vizsgalataval juthatunk relevans informaciéhoz [9].

Az elektrokémiai gyakorlatban mai napig hasznélatos legfontosabb voltammetriai el-
jarasok:

o Ciklikus voltammetria
e Impulzus-voltammetria
e Stripping voltammetria

A szakirodalmi dttekintésben ezen médszerek bemutatisa mellett kitérek a méréseim
szempontjabol nagy jelentoséggel biré kronoamperometria vizsgalati médszerének bemu-
tatasara is, ami elméleti hatterét tekintve szoros kapcsolatban all a fent rogzitett vizsgalati
metodusokkal.

2.2.1. Ciklikus voltammetria

A ciklikus voltammetriai (CV) eljaras a kontrollalt potencidlvaltoztatds hatdsira megfi-
gyelhetd elektrokémiai valtozasok detektaldsan alapuld analitikai technika. A fesziiltséget
egy elére meghatarozott tartomanyon beliill periodikusan valtoztatva nyerhetiink hasz-
nos informéacidkat az aram valaszfiggvényét vizsgdlva. A mérési Osszeallitas soran harom
elektrédbol all6 rendszert alkalmazunk: a potencidlérték valtoztatasa a munkaelektrod
és a referenciaelektrod kozott torténik, a vizsgdland6 oldatba meriil6 munkaelektrédra
kapcsolt fesziiltség egy kezdeti értékrol linearisan névelve elér a fordulépotencialig, ahol
eléjelet valtva ugyancsak linearisan halad tovabb a masodik fordulépotencialig, ami alta-
laban a kisérlet kezdOpontjaval egyezik meg. A ciklus soran a cellan atfoly6 daram erdsségét
detektaljuk a mérdelektrdod és a referenciaelektrod kozott, amit az alkalmazott potencial
fliggvényében abrazolva megkapjuk a mérés kiértékelését eldsegit6 ciklikus voltammogra-
mot.
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2.2. dbra. CV mérést jellemz6 tipikus ciklikus voltammogram jel-
legérbéje a relevans mennyiségekkel [10].

A 2.2. abra &ltal bemutatott ciklikus voltammogram esetén megfigyelhetd az andd-

aram és a katodaram maximalis értéke: el6bbi ipa, mig utébbi ipc. Ennek megfeleléen Epa
az andédpotencidl maximuméat, Epc pedig a katédpotencidl maximumat jeloli. Az ,a”-val
és ,f7-fel jelolt pontok kozott a fesziiltségérték csokkend tendenciat mutat, majd a fordu-
l6ponti potencidl elérése utan, ,,f7-t6l kezdve a folyamat megfordul, és a kezdeti pont felé
halad. A ciklus sordn érintett ,d” pont esetén figyelhetjiilk meg a katédos, mig ,,j”-nél az
anddos redoxcsicsot — erre utalnak a fentebb rogzitett andd-, valamint katédpotencidl-
maximumot jellemz6 értékek. Ez alapjan tehat a voltammogram grafikus elemzése soran
elkiilonithetjiik azt a potencialértéket, ahol a vizsgélt anyag oxidalédik és redukélodik; az
ilyen effektusoknal beszélhetiink redoxcstcsokrol. A gerjesztd fesziiltség id6 szerinti elsd
derivaltjaval megkapjuk a pasztizasi sebességet, ami a CV fontos paramétere, hiszen ki-
sebb sebesség esetén fenndll a hasznos jel elvesztésének kockazata.
Altaldnossagban elmondhaté, hogy a ciklikus voltammetriai eljaras konkrét alkalmazhat6-
sdganak sikerességét nagy mértékben befolyasolja a felhaszndld altal elézetesen definidlhatd
ciklusszam mellett a valtoztatott potencidltartomény mérete, valamint a mintavételezési
idé is [11].



2.2.2. Impulzus voltammetria

A hagyoméanyos impulzus-voltammetridban (NPV) a névekvé amplitudéju fesziiltségim-
pulzusokra adott rendszer-valaszreakciét monitorozzuk. Az impulzus idétartama altaldban
rovid (mikro- és milliszekundum nagysagrendbe esik). A kondenzétordaram lecsengését ko-
vetOen torténik a mintavételezés, vagyis az impulzus kései szakaszdban detektaljuk a mérés
szempontjabol relevans valaszfiiggvényeket.

A hagyoméanyos impulzus-voltammetrianal altaladban nagyobb érzékenységgel és kedve-
z6bb felbontédssal rendelkezik a négyszogjel-voltammetria (SWV), bar kivilasztasuk és
alkalmazasuk konkrét kisérleti célkitiizéstol figg. Ez utébbi elektrokémiai analitikai méod-
szer bemendjele egy olyan, négyszogjelekbol 4ll6 impulzussorozat, ahol az egymast kévetd
potencidlértékek kozti differencia mindig egy elére meghatarozott AFE, értékkel né [12].

Impulzusszélesseg

. . — Négyszogjel
amplitidoja

Leépesos hullam
sz¢lessege

Lépcsos hullam
magassaga

+

Eloremeno aram
mintavetelezesi ideje

VisszamenoO aram
mintavételezési ideje

2.3. dbra. A négyszogjel-voltammetria pasztazé hullimforméja egy
szimmetrikus négyszoghullambdl és egy azonos fazisu és frekvenci-
aju lépcesés hullambdl tevédik ossze [13].

2.2.3. Stripping voltammetria

Ezen eljarasok teszik lehetové a legalacsonyabb kimutatasi hatarértéket a vizsgalt anali-
tikai megolddsok koziil. A mérési eljaras specifikdcidja abban rejlik, hogy a vizsgalandé
anyagot el6szor koncentraljuk a munkaelektrod feliiletén, amit olyan potencidltartomanyon
lehet megtenni, ahol redoxreakciék még nem lépnek fel, ezért a stripping voltammetria egy
un. el6koncentracios vagy prekoncentracios technika. Ezutan a kordbban ismertetetteknek
megfelelGen egy elore meghatirozott potencial mellett vizsgaljuk a redoxfolyamatot kisérd
aramot, illetve annak valtozasat. Széleskorii elterjedésének oka abban keresendd, hogy a
minta el6készitését kovetden a vizsgalat rendkiviil nagy érzékenységgel elvégezhets. Emel-



lett az eljaras elényei k6zé tartozik a gyors mérési idé és a versenyképes koltség is. A vizsgalt
filamentumok munkaelektrédon vald kivalasztdsianak médja szerint megkilonboztetjik a
legelterjedtebb anddos stripping voltammetridt (ASV) és a kat6dos stripping voltammet-
ridt (CSV): ebben az esetben a részecskék a korabban ismertetett eljarasokhoz hasonléan
valamilyen elektrokémiai levalasztas utjan keriilnek kivalasztasra a feliileten. Ezzel szem-
ben adszorpcids stripping voltammetria esetén (AdSV) a részecséket adszorpcids eljarassal
rogzitik.

L. Prekoncentracios eljaras I1. Stripping metodus

Tisztitas o
¢ 7 4 Stripping

E (V)
)

0 # <
Prekoncentracio —

P
(-) _ N
Id6 (min) -) E(V) (+)

2.4. abra. Anddos stripping voltammetria kisérleti bemutatdsa
[14].

A 2.4. abra egy tipikus ASV-kisérletet szemléltet in-situ elektréda hasznalataval. A
prekoncentracios eljaras (I.) sordn elészor oxidalé aram segitségével megtisztitjak a mun-
kaelektrod felilletét, majd az analitfajtak elektroliziséhez elegendd potencidlt alkalmaznak.
Ezt koveti a stripping metédus (I1.), amikor is az eddig megszokott médon elére defini-
alt fesziiltségkarakterisztika segitségével levalasztjak a koncentralt részecskéket. Mivel a
folyamat sordn detektalt d&ram értéke egyenesen aranyos a minta koncentracidjaval (gorbe
alatti tertilet), a strippelésb6l szarmazé redoxcsiicsok felhasznalhatéak a minta azonositéa-
sara [15].

2.2.4. Kronoamperometria

A kronoamperometria a fentebb leirtakhoz szorosan kapcsol6dd elektrokémiai analitikai
technika, amelyet az id6 fliggvényében valtozé aram mérésére hasznalnak, mikézben a
rendszer potencialjat egy 1épésben vagy egyenletesen megvaltoztatjak. Ez a vizsgalati mod-
szer kiilonosen hasznos azokban az esetekben, amikor egy redoxfolyamat soran az dramot
a mért komponens koncentracidjaval kivanjak 6sszefiiggésbe hozni. Miikodési elve, hogy az
elektrédpotencidl hirtelen megvaltozik egy kezdeti értékrdl egy olyan értékre, amelynél a
toltésatviteli folyamat sebessége nagyon nagy, igy a reagal6 anyag koncentraciéja az elekt-
rod feliiletén szinte azonnal nulldva valik. Ezt kovetOen a folyamat sebességét kizardlag
az anyag diffizidja hatarozza meg, amely az id6 elérehaladtaval lassul a diffizios réteg
novekedése miatt [16].
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2.5. dbra. Tipikus bemeneti hullimforma (balra) és kimenet (jobb-
ra) kronoamperometria esetén [17].

A kronoamperometrids technikdt gyakran hasznaljak érzékelSk és biologiai szenzorok
fejlesztésében, kilondsen, amikor folyadékfazisban 1év6 célmolekuldk vagy ionok detektala-
sa a cél. A modszer elénye, hogy gyors, nagy érzékenységii és minimdlis mintamennyiséget
igényel. Az eljards kivaléan alkalmas nemcsak a szenzor feliiletén zajlé folyamatok meg-
figyelésére, hanem a nanorészecskék elektrokémiai tulajdonsidgainak karakterizalasara is,
példaul olyan nanoméretli strukturak kialakitdsakor, amelyek fontosak lehetnek a nehéz-
fémionok, szennyez6k vagy mas célmolekuldk detektaldsdban [18].

2.3. Ellipszometriai eljarasok

A nanotechnoldgidban kiemelt jelentéséggel birnak azok a vizsgalati médszerek, amelyek
roncsoldsmentes, preciz el6készitést nem igényld, olcsdé és gyors uton szolgaltatnak in-
forméacidt a kiilonb6z6 metédusokkal 1étrehozott vékonyrétegek anyagi 6sszetételérol vagy
egyéb feliileti tulajdonsagairdl, illetve rétegvastagsagarol. Mivel az ellipszometria egy nagy
érzékenységii, nem invaziv, konnyen reprodukdlhatéd és széles alkalmazasi teriilettel bird
eljaras, ami a polarizalt fény adott mintardl torténd visszaverddésének kovetkeztében meg-
valtozott relativ és abszolit faziseltolodas mértékét detektalja, elészeretettel alkalmazzak
tobbek kozott kiillonbozo folyamatkoveto eljarasok soran.

2.3.1. Optikai hattér

A fény kettOs természete miatt rendelkezik részecske- és hullaimtulajdonsagokkal is. Fény-
anyag kolcsonhatasok soran elobbi megkozelitést helyezziik el6térbe, ahol a fotonok anyagi
részecskékkel valo reakcidjat vizsgaljuk. A hulldmtermészet a fény terjedési tulajdonsa-
gainak szempontjabdl fontos, szimunkra ez mérvadé az ellipszometriai kisérletek soran.
Optikai szempontbdl homogén kozegben terjedd fénysugar terjedési iranya egyenesnek te-
kinthet6, ami egy minta kozeghatarahoz érkezve fénytorést szenved, és a fénysugar egy
része a fényvisszaver6dés torvényeinek megfeleléen az eredeti kozegben folytatja utjat,
mig a fénysugarak masik része az j kozegbe belépve terjedési irdnyt valt, amir6l a koze-
gek egyméshoz viszonyitott torésmutatoinak értéke nyomén a Snellius-Descartes-torvény
nyudjt informéciot.

Komplexebb modellek a fényt transzverzalis elektromagneses hullamként definialjak,
ami a térben és id6ben egyarant adott periodicitassal pulzal. Ez azt jelenti, hogy az elektro-
mos (F) és magneses (B) térer6sségvektorok mind a fényterjedés irdnyéra, mind egymasra
merdSlegesen helyezkednek el. Altaldban a fény térersségvektorainak rezgése irdnyfiigget-
len, ekkor polarizalatlan fényrél beszéliink. Ezzel szemben a hullimkomponenseinek kitiin-



tetett iranyok mentén torténdé mozgasa esetén a fény polarizalt, amelynek harom tipusat
kiilénboztethetjiik meg.

Elliptikus polarizci6

2.6. abra. Polarizdlt fény tipusai a jellemz6 fazistolasokkal [19].

A fényhullam elektroméagneses tere mindig merdleges a terjedési iranyra, ezért a z
iranyban terjed6é hulldm leirhaté az = és y komponensével. Ha a fényhullam két, orto-
gondlisan elhelyezked$ komponense azonos fazisban van, a fény linedrisan polarizalt. Ez-
zel szemben cirkuldris polarizaltsag all fent egymdstol § fazistolasra elhelyezkedd, azonos
amplitud6ju komponensek esetén. A leggyakoribb és egyben legéltalanosabb eset, amikor a
tetszOleges amplitiid6ju komponensek fazistolasat nem ismerjiik, igy eljutva az elliptikusan
polarizalt fényhez, ami az ellipszometriai vizsgdlatok alapjaul szolgal [19].

A feliiletre érkezd fény esetében két fontos polarizaciés komponenst kiilonboztethetiink
meg:

e s e s

ponenst jelent, amelynek elektromos térerGssége a beesési sikkal parhuzamosan rezeg.
A "p" az angol parallel (parhuzamos) széra utal.

2. s-polariziciéjia fény (meréleges polarizacid): az s-polarizaci6 olyan fénykom-
ponenst jelent, amelynek elektromos téreréssége merdleges a beesési sikra. Az "s" a
német senkrecht (meréleges) sz6bol szarmazik, mivel az angolban a meréleges (per-

pendicular) sz6 is "p" betiivel kezdddik.

A 9 (psi) és A (delta) paraméterek bemutatisa fontos az ellipszometria eredmé-
nyeit feldolgozd szoftverek szempontjabol. A psi egy aranyszam, ami az elektromagneses
hulldm polariziciéjanak amplitidéjaban bekévetkezd valtozast irja le, mikor a fény a ré-
tegen athalad vagy onnan visszaver6dik. Matematikailag gy definidlhaté, hogy az s- és



p-polarizaciéju fény amplitidéjanak hanyadosabdl szarmaztatott arctangens:

r
tan(v) = L. (2.1)
Ts
A delta a faziseltolédast méri a p- és s-polarizdciéju komponensek kdzott a visszavero-
dés soran, ezaltal a réteg optikai vastagsaganak valtozasat és az anyag optikai kontrasztjat
tikrozi:

A = arg <7“p> . (2.2)

Ts

2.3.2. Ellipszométer felépitése
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2.7. abra. Valés idejli spektroszkoépiai ellipszometrias miiszer elvi
felépitése [19].

Az ellipszométer fényforrasabdl érkez6 fény polarizdlatlan, igy az ellipszometrids mérések
alapjaul szolgalo linearisan polarizalt fényt a polarizator allitja el6. A modern ellipszomé-
tereknek koszonheten a kiértékelés tobb hullamhosszon zajlik, hiszen a bemend fénysugar
széles spektrummal irhaté le, ezért minden mérés soran célszerti megkeresni azt a tarto-
manyt, amelyen a vizsgalt anyagok dielektromos tulajdonsagai a legjobban vizsgalhatoak.
A mintara érkez6 fénysugir beesési szogének értéke tetszdlegesen valtoztathatd, de alta-
laban ~70°. Az 5. abra altal vazolt forgd analizator feladata, hogy a visszavert fénysugér
polarizdlt allapotat pontosan detektalni lehessen. Kisérletiink szempontjabél hasznos in-
formacidkat a visszavert fénysugar p és s sikba es6é komponenseinek megfigyelésével nyer-
hetiink. Célunk a bemeneti értékek ismeretében a visszavert és az eredeti fénysugar meg-
valtozott optikai tulajdonsagaibdl informéciét nyerni a minta rétegvastagsagat, feliiletét
vagy anyagi mindségét illetéen [20].

2.4. Pasztazo elektronmikroszkop ismertetése

A pésztazéd elektronmikroszkép (Scanning Electron Microscopy, vagyis SEM) egy kifino-
mult analitikai eszkdz, amely elektronnyaldb segitségével rendkiviil nagy felbontasa ké-
peket general a vizsgalt mintak felszinérdl, ezaltal részletes topogréfiai és anyagszerkezeti
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informécidékat nyudjt. A SEM miikédése soran nagyenergiaju elektronnyaldbot fékuszal-
nak a minta feliiletére, ahol az elektronok koélcsonhatasba lépnek az anyag atomjaival.
E kolesonhatasok soran kiilonb6zé mésodlagos jelek — szekunder elektronok, visszaszért
elektronok és karakterisztikus rontgensugarzas — keletkeznek, melyek detektdlasa lehetové
teszi a feliilet részletes analizisét és a lokalis elemosszetétel meghatérozasat.

Elektronagyn és
optika - | |

Visszaszort elektron
detektor

\

Energia-diszperziv
spektromeéter (EDS)

\

Hullémhossz-diszperziv"‘.
spektrometer (WDS) ‘

\

Fenymikrosz-
kop

Szekunder
elektron detektor

Mintatarto

2.8. abra. Egy pdasztézé elektronmikroszkop (SEM) késziilék vaz-
latos felépitése [21].

A SEM alkalmazdasaval elérhetd térbeli felbontas lényegesen magasabb, mint a ha-
gyomanyos optikai mikroszképoké, amely a hulldimhosszndl rovidebb elektronok haszna-
latanak koszonheto. Ezaltal a készilék akar néhany nanométeres skalan is alkalmas a
topografiai részletek megjelenitésére. A pasztazéd elektronmikroszkop alapvetd fontossa-
gu eszkoz az anyagtudomany, a biolégiai kutatasok és az elektronikai ipar, ahol a feliilet
morfolégiai, szerkezeti és Osszetételbeli jellemzbinek alapos vizsgalata sziikséges. Az SEM-
ben alkalmazott energia-diszperziv rontgenspektroszképia (EDS) kiegészité analizist kinél,
amely lehet6vé teszi az elemi Gsszetétel kvantitativ meghatarozasat, hozzajarulva a komp-
lex anyagszerkezetek teljes korii karakterizdlasdhoz [22].

A pésztédzéd elektronmikroszképia kiegészitéseként hasznalt energia-diszperziv ront-
genspektroszképia (EDS) egy analitikai technika, amelyet az anyagok elemi 6sszetételének
kvalitativ és kvantitativ meghatarozasara hasznalnak. Az EDS miikodési elve, hogy az
elektronnyalab és a minta kolcsonhatésa rontgensugarzast idéz eld, amely az adott anyagra
jellemzd energiaértékekkel rendelkezik. Az igy keletkezett rontgenfotonok energiaértékeit
az EDS detektor rogziti, ezaltal azonosithatok az egyes elemek, és meghatarozhaté azok
relativ mennyisége [23].
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2.9. dbra. A Rimicaris exoculata dsvanyi kérgének EDS-analizise
[24].

Az EDS {6 elénye a gyors és helyspecifikus elemdsszetétel-meghatdrozas, amely lehe-
t6vé teszi akar nanométeres tartomanyban a vizsgalt minta pontos analizisét. A technika
kiilénésen hasznos a heterogén mintak elemzésében, ahol a kiillénb6z6 fazisok vagy kompo-
nensek kémiai Gsszetételének vizsgalata a cél. A kvantitativ elemzés soran az EDS az adott
elemek intenzitasi aranyait hasznalja, és ezek alapjan képes kozelité mennyiségi adatokat
nydjtani az osszetételrél [25].

Fontos sz6t ejteni a spektrumban jelentkez6 fékezési energiardl (bremsstrahlung), ami
az EDS spektrum alapzajanak tekinthetd, és az alacsony energidk felé haladva egyre in-
tenzivebb lesz. A feliileti dsszetételre nem specifikus, nem hordoz hasznos informaciét [26].
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3. fejezet

Arany nanorészecskék
levalasztasanak bemutatasa

3.1. Arany nanorészecskéket tartalmazo rétegek létrehozasa

3.1.1. Kisérleti elrendezés és modszerek

A Kkisérletek sordn a legfontosabb feladat az volt, hogy a sziliciumlapkéan létrehozzunk
egy olyan arany nanorészecske-réteget, amik a kés6ébbiekben képesek kotohelyeket 1étre-
hozni olyan nehézfémkotd szenzorfehérje filamentumokkal, amik a Pannon Egyetem Bio-
nanotechnolégiai és Miszaki Kémiai Kutatointézetében késziiltek, és alkalmasak nehéz-
fémionok megkdtésére. A laborgyakorlatok alkalmaval a fajlagos feliilet névelésének és a
fehérjekikotés el6segitésének érdekében végzett aranynanorészecske-levilasztasra — a ko-
rabban a Miiszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézet kutatécsoportja altal elvégzett ki-
sérleteknek megfeleléen —, a 3.1. abra altal bemutatott Ellipsometry EC 70 DEG tipusi
cellat hasznéltam, ezzel lehetové téve a folyamatos optikai nyomonkévetést a laboratéri-
umban taldlhatd, J.A. Woollam M-2000DI tipusu ellipszométerrel, amit a 3.2. 4bra mutat
be.

3.1. dbra. Ellipsometry EC 70 DEG tipusu cella [27].
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3.2. abra. J.A. Woollam M-2000 tipust ellipszométer [28].

Az arany nanorészecskék levalasztasanak elvégzéséhez a kronoamperometria mellett
dontottem a 2.2. fejezetrészben bemutatott analitikai technikdk koziil, amit a BioLogic
SP-150e tipusi potenciosztat és a hozza kapcsolodo 3 elektrod segitségével végeztem el.
A levalasztashoz sziikséges oldatot egy 5,18 mM-os HAuCly-es torzsoldat és desztillalt viz
segitségével készitettem el a kivant koncentraciokra.

Pannon Egyetem Bio-nanotechnolégiai és Miiszaki Kémiai Kutatdintézetében javas-
lata szerint az arannyal porlasztott sziliciumlapokat a levalasztdsok elott 30 perces, kén-
savas kezelésnek vetettem ala 0,5 mM-os HoSO,4 oldatban, ezzel kikiiszobolve az esetleges
szennyezddések torzité hatasat. A mintdkat a levilasztasok utén, az elektronmikroszképos
vizsgalat elott desztillalt vizzel lemostam, és argon gazzal szaritottam.

3.3. abra. BioLogic SP-150e tipust potenciosztat [29].

3.1.2. Paraméterek megvalasztasa
A kronoamperometridval torténé levalasztas soran 3 paramétert valtoztattam:

e Kronoamperometria potencidlja
e Aranyoldat koncentraciéja

¢ FElektrokémiai kezelés idGtartama
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Altaldnos célként fogalmaztam meg, hogy az elektrokémiai levalasztés valtoztathatd
paramétereit ugy kell optimalizdlni, hogy lehetdleg az arany felszin tomor és egyenletes
legyen, valamint nanoskalaju feliileti érdességet érjek el. Ez nem hossza ciklusok, hanem
rovid, néhany perces beavatkozasok sorozataval érheto el. Feladatként jeloltem meg a ha-
tékonyabb fehérjelevilasztas elérése érdekében a szkennelési sebesség megfeleld bedllitasat,
tovabba a gbcképzddés optikai nyomonkovetésének segitségével ez utdbbi jelenség kezdeté-
nek detektaldasat, valamint annak meghatarozasat, hogy a levalasztasi potencialt mennyi
ideig célszerti fennartani a gécképzddés kezdete utan. Emellett meg kellett vizsgalnom a
levalasztas jellemzé potencialjat.

A kutatécsoportban rendelkezésre allé kordbbi ismeretek alapjan -1 V és 0,3 V kozott
vartam a leghatékonyabb aranylevalasztdast. Ennek megfeleléen végeztem egy el6készitd
vizsgalatot ciklikus voltammetria segitségével ezen a tartomanyon (annak érdekében, hogy
meghatarozzuk a kronoamperometria esetén kés6bb alkalmazott potencidlt), az aldbbi
paraméterekkel:

e -0,3 V kiindulasi potencial
e 1 mV/min szkennelési sebesség

A ciklikus voltammetriat optikai nyomonkd&vetés mellett végeztem el, az ebbdl szar-
mazdé ellipszometriai felvétel alapjan a kovetkezé kitlintett idépontokat jeloltem ki:

e 50. perc kérnyéke
e 100. perc kornyéke
e 150. perc kornyéke

Mivel a szkennelési sebesség 1 mV /min, ezért 50 perc alatt 50 mV-ot, 100 perc alatt
100 mV-ot, 150 perc alatt 150 mV-ot valtozott a potencidl negativ irdnyba, igy kialakulnak
a kovetkez6 potencialértékek:

« 035V
. 04V
e 045V

Ezek azok a potencidlok, ahol a jellemz6 psi-delta értékben valamilyen szignifikans
valtozas van, azaz itt érdemes a tovabbi kronoamperometrias méréseket lefolytatni. Az
el6zetes ismereteknek megfeleléen a levalasztasokhoz sziikséges aranyoldatokat 5,18 mM-
os HAuCly-es torzsoldat és desztillalt viz segitségével alakitottam ki:

e 0,25 mM
e 0,5 mM
e 0,75 mM
e 1 mM

Varakozasaim szerint a fehérjekikotéshez optimalis morfologiaju feliilet ezen potencial-
és koncentraciétartomanyban taldlhaté meg.

A 3.1.2 felsorolasban szerepld 3 paraméter koziil szt kell ejtenem tovabbé a levilasz-
tas idétartamarol is. Mivel az elozetes ellipszometriai vizsgalatok alapjan a révid, néhany
perces beavatkozdsok esetén varom az optimélis gocképzddést, ezért 3 idétartoméanyt ha-
taroztam meg:
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e 1 perc
e 4 perc

e 10 perc

3.2. Arany nanorészecskéket tartalmazo rétegek értékelése

A folyamatos optikai nyomonkdvetés lehetévé teszi, hogy a feliileten bekovetkezd valtoza-
sokat valés id6ben értékeljem ki: ez azt jelenti, hogy a 10 perces mérések elsé 1, illetve 4
percében tapasztalt jelenségeket is kiilon tudom vizsgalni. Ennek ellenére sziikséges az 1 és
4 perces mérések elkészitése kiilon-kiilon is, mert ha ilyen idétartomanyban lesz optimélis
a gbcképzidés az ellipszometriai felvételek alapjan, akkor a mikroszképos feliiletanaliti-
kai modszerek és a fehérje levalasztdsa nem torténhetne meg azokon a mintakon, ahol
a kivant kezelési id6tartam utédn nem ért véget a levalasztas. A kiértékelést az ellipszo-
metriai adatok mellett az elektrokémiai ciklusokbdl szarmazéd informaciék, valamint az
elektronmikroszképos vizsgdlat is elGsegiti.

3.2.1. Optikai nyomonkovetésbol szarmazé eredmények

A felsorolt paramétereknek megfeleléen
e 3 kiilénbo6z6 potencidlon
o 4-féle koncentracié segitségével
o 3 eltéro levalasztasi id6

mellett kiviteleztem a méréseket, azaz Osszesen 36 mintat készitettem a kés6bbi vizsgalat
céljabol.

Az aranylevélasztdsok kiértékelésének elsd 1épéseként az ellipszométerhez tartozd
CompleteEASE szoftverben a valds rétegszerkezet lehetd legpontosabb modellezése érdeké-
ben kialakitottam az arany nanorészecskéket tartalmazé felilet ellipszometriai modelljét,
amit a 3.4. Abra mutat be. A szubsztrat a vikuumparologtatott aranyréteg, felette talalha-
té a nanoszemcsés aranyréteg. Torésmutatok tekintetében ezen alrétegben aranyat, vala-
mint Sellmeier torésmutaté modellel jellemzett vizbol HEPES torésmutatéra médositott
referenciaértékeket hasznaltam. A rétegekben szereplé anyagok kozos torésmutatdjanak
kiszamitasara a korabbi tapasztalatoknak megfeleléen Bruggeman-modszert vilasztottam
ki.
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Layer Commands: Add Delete Save
Include Surface Roughness = OFF
mLayer #1 = EMA Thickness # 1 = 25.40 nm (fit)
# of Constituents = 2
+ Material 1 = H2 ellmeier
Material 2 = Au_nk1
EMA % (Mat 2) = 13.4 (fit)
depolarization = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman
Substrate = Au_nk1
Angle Offset = 0.00
+ MODEL Options
+ FIT Options
+ OTHER Options
Configur ion
Turn Off All Fit Parameters

3.4. abra. Az ellipszometriai kiértékeléshez hasznélt egyrétegi mo-
dell a -0,45 V; 0,25 mM; 10 perc paraméterekkel késziilt levalasztas
esetén.

A global parameter fit parancsot hasznaltam véletlen paraméterkereséses tizemmaod-
ban, ezzel vizsgalva a kialakult rétegszerkezetben 1év6 arany nanorészecskék vastagsdgdt és
EMA értékét. Ez utébbi rovidités az angol Effective Medium Approximation Kifejezésbél
szarmagzik, és az aranybdl, valamint oldatbdl all6 effektiv kozegre utal, aminek azt a szaza-
lékos értékét kerestem a global parameter fit paranccsal, amelynél a legjobban illeszkedik
a modell a mért spektrumhoz.

Az EMA olyan fizikai modell, amit az anyagok optikai tulajdonsidgainak egyszertisi-
tett leirasara alkalmaznak, kiilonosen akkor, amikor az anyag bonyolult szerkezettel vagy
tobbkomponensii felépitéssel rendelkezik. Ez a fizikai megfontolas azt sugallja, hogy egy
tobbkomponensi rendszer optikai tulajdonsagai jo kozelitéssel megegyeznek az azt helyet-
tesité effektiv kozeg modell optikai tulajdonsagaival [30].

A kapott eredményeket egy .txt fajlba exportaltam, majd ezek beolvasasara és kiér-
tékelésére irtam egy Matlab-programot, ahol az ido fliggvényében vizsgaltam a vastagsdg-
EMA paramétereket, igy lehetové téve, hogy egy dbran dbrazoljunk tobb mérést is.
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3.5. abra. 0,5 mM-os aranyoldatbél torténo levilasztasok eredmé-
nyei (réteguastagsdg és EMA).

Azt tapasztaltam, hogy az 1 és 4 perces mérések rétegépiilési tendencidi megegyeznek
a 10 perces mérések elso 1, illetve elsé 4 percében tapasztalt jelenségekkel, ami elGzetes
varakozasaimnak megfelel. Ez igaz mind a 36 mérés esetében, példanak okaért a 9 db 0,5
mM-os koncentricié mellett elvégzett mérést dsszefoglald 3.5. abra szemlélteti a leirtakat.

Az EMA novekvd tendencidjanak fizikai értelmezése a gocképzdédéssel, és az egyre
tobb feliileten megjelend részecskével fiigg Gssze, mig szaturaldéddsa a teljes boritottsag
kialakuldsdval van analégidban. Szamunkra az a kivanatos, ha az EMA folyamatos nove-
kedése mellett a vastagsdgértékek nem novekednek tdl nagy iitemben, igy a gdcképzddés
lesz a meghatirozé mechanizmus, nem a részecskék lateralis névekedése.
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3.6. abra. 10 perces mérések Gsszefoglalasa.
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Feladatom megtalalni a fehérjelevalasztasok szempontjabdl optimélis morfoldgiat.
Ezen 9 db minta elézetes SEM-vizsgalata alapjan indokolt volt a méréseket kiegészite-
ni 2 tovabbi levalasztéssal:

e 1,25 mM, -450 mV
« 1 mM, -500 mV

Az igy kialakulé mérési eredményeket latjuk a 3.7. abran.
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3.7. abra. Az 1,25 mM-os és -500 mV-os mérésekkel kib&vitett 10
perces mérések Osszefoglalasa.

Ahhoz, hogy az optimalis aranyevalasztas paramétereit meghatarozzam, rekurziv gon-
dolkodésra van sziikség: az igéretesnek bizonyulé mintékra fehérjét valasztok le. A fehérje
kik6t6désének mennyiségi és mindségi adatai fogjak meghatirozni azt, hogy az aranyleva-
lasztas soran melyek voltak a kivanatos paraméterek.

FEls6 korben értékelem a 14 db 10 perces mintat. Ehhez a 3.7. dbra &atalakitasaval
jutok el, ahol nem az abszolat értékeket dbréazolom, hanem a vastagsdg és EMA értékek-
ben bekovetkezd valtozast, igy szemléletesebb képet kapva a kezelt feliileten bekovetkezd
valtozasokrél. A Avastagsdg és az AEMA értékeitél fiiggden dontém el, melyik mintdkra
keriil fehérje.
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3.8. dbra. Az 1,25 mM-os és -500 mV-os mérésekkel kibovitett 10
perces mérésekben bekovetkezd valtozas dsszefoglalasa.

A 3.8. dbra segitségével lathatd, hogy a potencidl és a koncentracié novekedésével
az EMA noévekedése korreldl (az egyre nagyobb EMA értékeket a matrix jobb alsé sar-
kéban taldljuk), vagyis igazoltam, hogy az elébbi két paraméter valtoztatasaval tudjuk
befolyasolni, hogy milyen stirtin helyezkedjenek el a részecskék.
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3.9. abra. A 10 perces mérések felbontisa 2 csoportra viselkedés
alapjan.

A 3.9. dbran az EMA gorbék lefutasa szerint 2 egymastdl eltérd csoportot kiilonithe-
tlink el. A citromsarga hattérrel jelolt méréseknél az EMA monoton névekvd tendenciat
mutat, mig a zold hatteriiek esetében szatural6dé jelenség figyelheté meg.

A Pannon Egyetemtdl érkezé filamentumok korlatozott mennyiségben allnak rendelke-
zésre, igy a gondosan elOkészitett mérési terv elengedhetetlen a sikeres fehérjelevalasztasok
el6tt. 4 fehérjelevilasztas elvégzését és kiértékelését tliztem ki célil: ezek koziil 1 mérés
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egy levalasztas nélkiili arannyal parologtatott mintan késziilt el, ami referenciaként szolgal
a méasik 3 méréshez. Az EMA tendencidjat megvizsgalva az aldbbi 10 perces mintdkat
jeloltem ki fehérjelevalasztasra (a 3.9. abréan lila kerettel jelolve):

e 1,25 mM, -450 mV
e 1 mM, -350 mV
e 0,25 mM, -450 mV

A felsorolds 1. eleme mellett azért dontottem, mert az ellipszometriai megfigyelés
alapjan itt a legteljesebb a boritottsag, mig a 2. és 3. elem a méréseket 6sszefoglald abrak
két atellenes sarkdban helyezkedik el.

Ez utobbi két minta az ellipszometriai vizsgalat szerint mind a wvastagsdg, mind az
EMA tekintetében szamottevoen kiillonbozik. Ennek megfeleléen varakozasaim szerint me-
rében eltéro boritottsagot fogok tapasztalni az elektronmikroszképos megfigyelés soran,
ami a lehetévé teszi az optimélis paraméterek megtalalasat a késébbi mérésekre vonatko-
zbéan. A konzekvens kovetkeztetések elGsegitése miatt kiemelt jelentOségii, hogy korszeril
képalkoto eljarassal vizsgaljuk mindharom minta feliiletét a fehérjelevalasztésok elott.

3.2.2. Elektronmikroszképos megfigyelésbol szarmazé eredmények

Az optikai nyomonkdévetés segitségével meghataroztuk, hogy mely mintdkon feltételeziink
megfelel6 gbocképzédést, illetve ebbdl adéddéan minél szignifikansabb boritottsagot. Fon-
tos megemliteni a modellalkotas még egy aspektusat: az EMA értékek maximuma a 3.9.
abra tantsdga szerint azon az 1,25 mM-os mintan is csak 30% koriili, ahol kozel teljes
boritottsagot varunk. Ennek oka, hogy a koncentracié és a potencial novekedésével az
egyrétegli modell egyre kevésbé képes reprezentalni a valds spektrumot, itt mar érdemes
lenne tobbrétegii modellt alkalmazni, amennyiben célunk a pontos feliileti tulajdonsagok
meghatarozasa. Ezt megfigyelhetjiik a -500 mV-os minta dbrdjan is: a vastagsdg a leva-
lasztés vége felé a modell szerint csékkend tendencidt mutat, ami nem fedi a val6ésagot.
Esetemben az optikai nyomonkdévetés célja annak meghatarozisa, hogy milyen iranyban
folytassak vizsgalatokat; a kovetkeztetések levonasat elektronmikroszkopos felvételek, va-
lamint elemosszetétel-analizisbol szarmazd abrak alapjan teszem meg.

A 3.2.1 felsorolasban rogzitett 3 db, 10 perces levalasztassal készitett mintardl készi-
tett elektronmikroszkopos felvételeket kiegészitettem egy olyan képpel, ami az 1,25 mM-os
mérés kezeletlen feliiletrészérdl szarmazik, ezéltal referenciaként szolgal a kialakulé felii-
leti morfolégia minositéséhez. Ezt azért tudom megtenni, mert a levalasztas helyszinéiil
szolgald, 3.1.1. fejezetrészben bemutatott Ellipsometry EC 70 DEG tipusu celldban egy
O gylirin keresztiil fesziil neki a minta a munkaelektrédhoz tartozé rézlemezhez, igy a
négyzet alaka kezeletlen szelet O gytiriin kiviil es6 része intakt marad a levalasztas soran.
A fentieket tiikrében tehat 4 kiilonbozo, pasztézé elektronmikroszképpal készitett felvé-
tel Osszehasonlitasat végzem el az egyes mintak esetén alkalmazhat6 alkalmazhaté lehetd
legnagyobb nagyitas mellett.
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% HV . curr det 'mode mag ® WD HFW use W }— um ——| Q’ HV . curr det mode mag
(a) Referencia mérés a kezeletlen feliiletrész- (b) 0,25 mM-os, -450 mV-os mérés 20000-
r6l, 20000-szeres nagyitas mellett. szeres nagyitas mellett.
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D | HV a det mode mag ® |W
EK MFA :Q: 5.00kV_0.20nA ETD SE__ 50000x 7.0mm 2.

(c) 1 mM-os, -350 mV-os mérés 20000-szeres (d) 1,25 mM-os, -450 mV-os mérés 50000-
nagyitas mellett. szeres nagyitas mellett.

3.10. abra. Aranylevilasztas értékelése SEM segitségével.

A 3.10b. 4bran megjelend fehér sokristaly a tokéletlen mintaeléészités kovetkezmé-
nye, feladatom szempontjabol nem hordoz relevans informéaciét. Fontos megjegyezni, hogy
a pasztazé elektronmikroszkopia fiiggetlen mintakarakterizdciés technika, ami validalja az
ellipszometriai eredményekbdl levont kbvekezményeket, ugyanakkor esetemben az alkalma-
zott technologiabdl fakadd korlatai vannak, ezért optikai nyomonkdvetés, elemosszetétel-
analizis, voltammetriai adatelemzés nélkiil nem lenne alkalmas kdvetkeztetések levonasara.
Ennek oka, hogy SEM soran gerjesztjiik a vizsgalt mintat, amib6l igy szekunder elektron-
aram 1ép ki, ennek detektaldasaval kapjuk a kivant felvételt. Akkor lesz kontrasztos a kép,
ha a minta kiilonb6z6 teriilete eltéré fluxusi szekunderelektron-emissziéval rendelkeznek.
Ennek lehet térbeli oka (alapfaktor), vagy az, hogy a minta egyes részein 1é6v6 anyagok nem
azonosak. Esetemben arannyal parologtatott részecske hordozéra valasztottam le a nano-
részecskéket, igy az arany hidba rendelkezik kedvez6 elektronemissziés tulajdonsagokkal,
a levalasztott részecskék és a szubsztrat tulajdonsdgai megegyeznek, ami szignifikdnsan
jelentkezik a szaturdlédé FMA értékeket tartalmazd mintdkndl, melyek a 3.8. dbra bal
oldaldan talalhatoak. Ennek készénhetd, hogy nem tudunk kontrasztos képet késziteni.

Az optikai nyomonkdvetés utan az 1,25 mM-os mintdn vartunk kézel teljes boritottséa-
got, amit az elektronmikroszképpal torténé vizsgalat is megerésit. Az elektronmikroszkop-
hoz tartozé szoftverbdl 50000-szeres nagyitas mellett exportalva a képet, az dbra jobb alsd
sarkdban egy 500 nm-es markert kapunk. A képet Inkscape-be importalva ennek segitsé-
gével konnyen megadhatd egy-egy aranyrészecske jellemzé mérete, ami nm-ben kifejezve
tizes nagysdgrendbe esik. A 3.11. dbra egy 50 nm-es aranyrészecskét mutat be piros szinnel
kiemelve.
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e | HV curr det 'mode mag ®” | WD HFW use case | PW tilt | b———500 nm——|
5.00 kV  0.20nA ETD SE 50000x 7.0 mm 2.54 pm OptiTilt 1.65nm [0.0° EK MFA

3.11. abra. Egy 50 nm jellemz6 atmérével rendelkezd arany nano-
részecske az 1,25 mM-os minta feliiletén.
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4. fejezet

Fehérjelevalasztas bemutatasa

4.1. Fehérjefilamentumok levalasztasanak folyamata

A Pannon Egyetem Bio-nanotechnolégiai és Miiszaki Kémiai Kutatéintézetében késziilt
szenzorfehérje alkalmas nehézfémionok megkotésére, ami a tavlati célunk szempontjabol
nagy jelentéséggel bir. A fehérjelevalasztast az Ellipsometry EC 70 DEG-es cellaban vé-
geztem el, J.A. Woollam M-2000 ellipszométerrel torténé folyamatos optikai nyomonko-
vetés mellett. A veszprémi Kutatdintézettdl kapott 2 és 4 mM-os fehérje torzsoldatokbdl
0,5 mM-os oldatot alakitottam ki 2-[4-(2-Hidroxietil)-1-piperazinil]-etdnszulfonsav, vagyis
HEPES pufferoldat segitségével [31]. A levalasztashoz BioLogic SP-150e potenciosztatot
hasznaltam, ciklikus voltammetriai technikat alkalmazva 1 mV /sec-os szkennelési sebesség
bedllitasa mellett. A kordbban elvégzett kisérletek alapjan -0,4 V koril vartam az optiméa-
lis levalasztasi potencialt, ezért a kezelés tartomanyat 0 és -0,6 V kozé valasztottam meg.
TémavezetSim elozetes mérésekbol szarmazd ismereteibol, valamint a vonatkozd szakiro-
dalombdl megéllapitottam, hogy a kezdeti ciklusok soran alakul ki a kotések tilnyomé
része, ezért a fehérjék levalasztdsanak vizsgdlatdra 2 ciklusos méréseket alkalmaztam [32].

A fentebb emlitett és a szakirodalmi attekintés 3.1.1. részfejezetében taglalt mérébe-
rendézesek mutatja be a 4.1. és 4.2. abra, az Osszeallitas utan.

« K
-

J.A. Woollam M-2000

ellipszométer

f & X
‘ BioLogi_c SP-"ISDe i S, | &
potenciosztat b 1

. Ellipsometry EC
70 DEGcellaaz |

4 eletkrédokkal

e

- e A

£ - | Fa
[P e ——., . - - T y

4.1. abra. Mérési elrendezés a fehérjelevalasztas soran.
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4.2. dbra. Cella helyzete az elektrédokkal a fehérjelevilasztas so-

’

ramn.

4.2. Fehérjefilamentumok levalasztasanak értékelése

4.2.1. Voltammetriabdl szarmaz6 eredmények

A 4.4. dbra bemutatja az elvégzett 4 db 2 ciklusos fehérjelevalasztast elektrokémiai hatte-
rét. A ciklus 0 V-tél indul, majd halad a -0,6 V-os fordulépotencialig, ahonnan visszatért
a kezdeti potencidlértékre, ezzel kialakitva egy ciklust. Mindegyik mérése esetében az 1.
ciklus soran tapasztaltunk nagyobb abszolut értékii aramot, ami elézetes varakozasaimnak
megfelelt, igy az abrakon atfedd, hurkot alkot6 gorbék kozil az alsé reprezentalja az elsé,
mig a fels6é a masodik ciklust.
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(a) Fehérjelevalasztas kezeletlen referencia feliiletre.
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(b) Fehérjelevalasztas az 1 mM-os, -350 mV-os mintéra.
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(c) Fehérjelevilasztds a 0,25 mM-os, -450 mV-os mintéra.
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(d) Fehérjelevalasztds az 1,25 mM-os, -450 mV-os mintéra.

4.3. abra. Fehérjelevalasztas Osszefoglaldsa voltammogramok se-

gitségével.
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A ciklikus voltammetriai gérbéken megfigyelhet6 széles redoxcstucs alatti teriilet ara-
nyos az atment toltéssel, amit a fehérjék kikotodésének mechanizmusa okoz. Ha mind a 4
mérés esetében megfigyeljiik a ciklusok altal befoglalt teriiletet, elmondhaté, hogy a maso-
dik ciklus soran ataramlott toltés az els6 ciklus azonos paraméteréhez képest a referencia
minta esetén a legkisebb: ez azt jelenti, hogy a referencia esetén a méasodik ciklusra elkezd-
tek elfogyni a kétéhelyek, azaz az arany nanorészecskék levalasztdsa jotékony hatdssal volt
a feliilet fehérjekotd képességére.

4.2.2. Elektronmikroszképos megfigyelésbol szarmazé eredmények

4.2.2.1. Pasztazé elektronmikroszkop felvételeinek vizsgalata

A kapott feliiletek anyagszerkezeti analizisét pasztdzé elektronmikroszkop felvételeinek
segitségével értékeltem.

(a) Fehérjekikotés kezeletlen mintdra torté- (b) Fehérjekikotés az 1 mM-os, -350 mV-os
no fehérjekikotésrol. mintara.

2500K% | M EHT 5.00 kv
—

(c) Fehérjekikotés a 0,25 mM-os, -450 mV- (d) Fehérjekikotés az 1,25 mM-os, -450 mV-
0s mintara. os mintara.

4.4. dbra. A kilonbo6zd koncentraciéji mintdk SEM képei 25000-
szeres nagyitdas mellett.

A 4.4, dbra alapjan elmondhaté, hogy az 1 mM-os és 1,25 mM-os aranyoldatbdl tortént
levalasztassal kezelt mintak esetén szinte teljes fehérjeboritottsag alakult ki. Az 1,25 mM-
os mintan megfigyelhetd fehér struktirdk sémaradvanyok, a tokéletlen mintaelOkészités
eredményei.

Megéllapithaté, hogy a koncentracié novelésének jotékony hatdsa van a fehérjele-
valasztasra. A potencial szerepe ebbél a szempontbdl kevésbé meghatarozd, hiszen -350
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mV-os és -450 mV-os bedllitas mellett is hasonlé mennyiségben alakultak ki kotések a
mintdn. A Pannon Egyetemtdl érkezé filamentumok korldtozott szamban &llnak rendel-
kezésre, azonban a munka folytatdsaként érdemes mérést végezni az 1 mM, -400 mV-os
aranylevalasztast kovetOen is, ezzel még pontosabb képet kapva a potencial szerepérdl.

4.2.2.2. Energia-diszperziv rontgenspektroszképia (EDS) felvételének vizsga-
lata

A kiértékelés utolso aspektusa egy anyagszerkezeti analizis volt, amit a 4.5. dbra részletez.
A vizsgalatot az 1,25 mM-os aranylevilasztasbél szarmazé mintanak 2, jol elkiilonithet6
részén végeztik el:

e jol lathatéan fehérjével boritott rész: sarga spektrum

o kezeletlen, O gytlirin kiviili rész: piros spektrum

Fehérjét tartalmazé minta
spektruma

4.5. abra. Fehérjével boritott és kezeletlen feliiletek 6sszehasonli-
tasa energia-diszperziv rontgenspektroszképia segitségével.

A 4.5. abran lathaté, 2,5 keV-tal elkészitett EDS spektrum elemzésével jutunk el
a minta felilletének elemosszetétel-analiziséhez. A gerjesztés energidjat megfeléen kicsi-
re kellett valasztani, mert amennyiben a fehérjekikotés vizsgalatdhoz nagyobb energiat
alkalmazunk, a mintavételi mélységhez képest a vizsgdlt réteg vastagsdga nem elegendd
a megfeleld jel/zaj viszony eléréséhez. Gerjesztési energiaként mér az 5 keV-os érték is
tulsdgosan nagynak bizonyult.

A kezeletlen mintarészt referencidnak tekintve (piros vonal) lathatd, hogy szén és
nitrogén esetében is nagyobb ezen elemek ardnya a fehérjével boritott részen (sérga spekt-
rum). Mivel szén gyakran fordul el§ a feliiletet szennyez6 szénhidrogén molekulédkban is,
ezeknek a megléte nem igazolja egyértelmiien a sikeres fehérjekikotést. Nitrogén ugyanak-
kor csak a filamentumban van, igy ennek a kezelt feliileten megfigyelheté magasabb értéke
egyértelmiien bizonyitja a levalasztés sikerességét. Az elsé sarga csucs a fékezési energiabdl
fakad, ez tehat nem utal egyik elem jelenlétére sem.

4.2.3. Optikai nyomonkovetésbo6l szarmazé eredmények

A voltammetriai Gton és elektronmikroszképia segitségével egyarant validalt fehérjekikotés
vizsgalatatat az ellipszometriai nyomonkévetésbol szarmazo informaciokkal is elvégeztem.
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Ennek els6 1épéseként a 3.2.1. fejezetrészben ismertetett metdédushoz hasonléan az
ellipszométerhez tartozé CompleteEASE szoftverben a valds rétegszerkezet lehetd legpon-
tosabb modellezése érdekében a fehérjefilamentumokat tartalmazé feliiletet harom alré-
tegre osztottam: a szubsztrat a legalsé vikuumparologtatott aranyréteg, felette talalhatd
a fehérjéket is tartalmazé harom nanoszemcsés aranyréteg.

Torésmutatok tekintetében ezen harom alrétegben aranyat, valamint Sellmeier torés-
mutaté modellel jellemzett vizbol HEPES térésmutatora moédositott referenciaértékeket
hasznéaltam. El6szor egy réteggel indultam, majd ,ketté vettem”, és igy tovabb, egészen
harom rétegig. Az alréteget harom komponensii effektiv kozeg rétegként modelleztem,
amelyekben az arany és a viz mellett a filamentumokat reprezentalé komponens egy Cau-
chy diszperziéju, 1,45-6s torésmutatdji anyag a 4.6. dbra tanusiga szerint. A rétegekben
szerepld anyagok kozos torésmutatojanak kiszamitasira a kordbbi tapasztalatoknak meg-
felel6en Bruggeman-moédszert valasztottam Kki.

Ezutan a global parameter fit parancsot haszndltam random tizemmoddban. Harom
vagy tobb paraméter kezelésére csak a kulcsos Complete EASE-6 alkalmas, ami esetemben
fontos volt, hiszen a harom rétegben 1év6 aranyrészecskék és fehérjék EMA értékeinek
illesztésével egyidGben egyszerre 6 paraméteren végeztem globdlis minimumkeresést.

Layer # 3 = EMA Thickness # 3 = 5.93 nm (fit)

Layer # 3 = EMA Thickness # 3 = 5.93 nm

# of Constituents = 3 # of Constituents = 3
Material 1 = Au_nk1 Material 1 = Au_nk1
+ Material 2 = H20 (Sellmeier) + Material 2 = H20 (Sellmeier)
+ Material 3 = Cauchy + Material 3 = Cauchy
EMA % (Mat 2) = 35.7 (fit) EMA % (Mat 3) = 0.0 EMA % (Mat 2) = 25.0 (fify EMA % (Mat 3) = 10.8 (fif)
Depolarization = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman Depolarization = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman
-lLayer # 2 = EMA Thickness # 2 = 11.83 nm (fit) -|Layer # 2 = EMA Thickness # 2 = 11.83 nm
# of Constituents = 3 # of Constituents = 3
Material 1 = Au_nk1 Material 1 = Au_nk1
+ Material 2 = H2O (Sellmeier) + Material 2 = H20 (Sellmeier)
+ Material 3 = Cauchy + Material 3 = Cauchy
EMA % (Mat 2) = 80.3 (fil) EMA % (Mat 3) = 0.0 EMA % (Mat 2) = 81.7 (fity EMA % (Mat 3) = 5.5 (fit)
Depolarization = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman Depolarization = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman
-|lLayer #1 = EMA Thickness # 1 = 14.19 nm (fit) -|Layer # 1 = EMA Thickness # 1 =14.19 nm
# of Constituents = 3 # of Constituents = 3
Material 1 = Au_nk1 Material 1 = Au_nk1
+ Material 2 = H20 (Sellmeier) + Material 2 = H20 (Sellmeier)
+ Material 3 = Cauchy + Material 3 = Cauchy
EMA % (Mat 2) = 42.0 (fity EMA % (Mat 3) = 0.0 EMA % (Mat 2) = 48.5 (fit) EMA % (Mat 3) = 2.2 (fit)
Depolarization = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman Depolarization = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman
Substrate = Au_nk1 Substrate = Au_nk1
(a) A fehérjekikotés elején. (b) A fehérjekikotés végén.

4.6. Abra. Haromrétegii modell dltal illesztett paraméterek bemu-
tatasa.

A 4.6. abra bal oldaldn a haromréteges modell altal illesztett paraméterek lathatbak
a mérésrél késziilt elipszometriai felvétel legelején, amikor a fehérjelevilasztias még nem
kezd6dott el. Itt megfigyelhetd, hogy a filamentumokat reprezentalé Cauchy-komponens
EMA-értéke mindhdarom alrétegben 0%.

Ezzel szemben a 4.6. abra jobb oldalan lathaté illesztés a 2 ciklusos voltammetriai
kezelés végéroél, szarmazik. A fehérje EMA-értékei a kovetlezbképpen alakulnak:

o a felsd rétegben: 10,8%
o a kozépsé rétegben: 5,5%

o az alsé rétegben: 2,2%
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Ezzel optikai iton is bizonyitottam, hogy a feliiletre torténé fehérjelevalasztas megtortént.
A 4.7. dbra segitségével aldtdmasztom, hogy a valds mérés psi és delta értékeit jol kozeliti
a CompleteEASE-ben készitett 3 rétegii modell.

Spectroscopic Data at 43.495 min.
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4.7. abra. 3 rétegi ellipszometriai modell pontossidga a valés mé-
réshez képest.
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5. fejezet

Meérési eredmények osszefoglalasa

5.1. Az elvégzett feladatok Osszegzése

Az 1. fejezetrészben rogzitetteknek megfeléen munkam soran arany nanorészecskéket hoz-
tam létre oldatbdl szabédlyozott médon, nanométeres érzékenységii optikai mddszerrel mér-
ve a felliletet a réteg kialakulasa kozben, amihez elengedhetetlen volt a vonatkozé szakiro-
dalom, valamint a Miiszaki és Fizikai Anyagtudoményi Intézet laboratériuméban korab-
ban elvégzett mérések alapos tanulmanyozasa. Megvizsgaltam, hogy a létrehozott feliiletek
milyen tulajdonsidgokat mutatnak, és hogyan optimalizalhatdk specidlis szenzorfehérje fila-
mentumok kikotésére, amit a rendelkezésre 4ll6 specidlis kombinalt mérocellak és optikai
miiszerek segitségével végeztem el. Nagy hangsilyt fektettem a minél tobbféle mdodszerrel
torténd kiértékelésre, az eredmények egzakt bemutatasara, és a kovetkeztetések megfogal-
mazasara.

Az arany nanorészecskék levalasztasahoz kronoamperometriai technikat alkalmaztam,
amely sordn harom f6 paramétert - az elektrokémiai potencialt, az aranyoldat koncentréci-
ojat és a levalasztas idGtartamat - valtoztattam, hogy meghatarozzam a fehérjelevalasztas-
hoz optimalis koriilményeket. Az eredményeket pasztazoé elektronmikroszképos képalkotds
és egy ellipszometriai adatokat feldolgozé Matlab-kdod segitségével értékeltem a létrehozott
rétegek strukturajat és morfoldgiai tulajdonsigait.

Az arany nanorészecskéket tartalmazé rétegek értékelését kovetden ciklikus voltam-
metria segitségével elvégeztem a szenzorfehérje kikotését. A valds idejii optikai nyomon-
kovetésbdl szarmazé adatok Matlabban torténd feldolgozasa, és az elektronmikroszkdppal
késziilt felvételek analizalasa mellett az elektrokémiai eljardasokbdl szarmazd voltammogra-
mok tanulményozasa &altal is elvégeztem a mérések értékelését. Végezetiil elemdsszetétel-
analizist alkalmaztam annak érdekében, hogy teljes bizonyossaggal kijelenthessem a fe-
hérje jelenlétét a mintdkon. Olyan hasznos ismeretekkel gazdagodtam, amik lehet6vé te-
szik a tavlati célhoz, vagyis a folyadékmintdk helyszinen torténd kiértékelésére alkalmas
nehézfém-érzékel szenzor megalkotasahoz sziikséges kezdeti 1épések kontrollalt és ered-
ményes elvégzését.

5.2. Osszefoglalas és kitekintés

Konklizioként elmondhaté, hogy kiilonb6z6é potencial- és koncentracidértékek mellett vé-
geztem az aranylevalasztast, majd a kivalasztott mintakra fehérjéket kotottem ki. A mun-
kéam eredményét és hatékonysagat tobbféle analitikai technika segitségével vizsgalva meg-
hataroztam azt a munkapontot, ahol a nikkellevalasztashoz sziikséges szenzorfehérjék leva-
lasztéasat a leghatékonyabban el lehet végezni az arany nanorészecskékkel boritott feliiletre.
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Az éltalam alkalmazott mddszerrel varhatéan kivalthaté a fehérje bonyolult kémiai
eljarasok soraval, kovalens kotések kialakitasan alapulé feliileti rogzitése.

5.2.1. Optimalis paraméterek meghatarozasa az aranylevalasztashoz

A szenzorfehérje kikotésére iranyuld mérések értékelése soran megéllapitottam, hogy az op-
timalis aranynanorészecske-levalasztast -450 mV potencial alkalmazéasaval, 1,25 mM kon-
érzékenységet mutatott a koncentraciéra, mint a potencialra. Ezzel a technikaval kivaltha-
t0 az Osszetett kémiai miiveletek soraval végrehajtott keresztkotOs rogzités, ami egy joval
egyszeriibb miiveletet eredményez. Az arany nanorészecskék elektrokémisja jobban kézben
tarthato, egyszeriibb miivelet.

5.2.2. Modellalkotas Python kornyezetben

Munkam soréan bekapcsolédtam egy, a Miiszaki Fizikai és Anyagtudoményi Intézetben zaj-
16 fejlesztésbe, melynek célja a rétegépiilési mechanizmusok modellezése Python kérnyezet-
ben. Kialakitottam egy konfiguracids fajlt, ami az én modellem paramétereit tartalmazza,
és lehetové teszi egyidejlileg szamos valtoztathatd elektrokémiai paraméter illesztését, kii-
16nb6z6 matematikai globdlisminimum-keresé algoritmusokat alkalmazva. A Python-kod
versenyképes alternativat nyijt az ellipszométer gyartoja altal forgalmazott CompleteEA-
SE szoftverrel szemben, ami a folyamatkdveté mérések soran felvett spektrumok esetében
kiemelt fontossaggal bir, mert az idében széles értéktartomanyban valtozé paraméterek
illesztésekor csak megfelelé algoritmusokkal biztosithaté a lokalis minimumok elkeriilése.
A kéd fejlesztése sarkalatos pont a késébbiekre valo tekintettel. A 3.2.1. fejezetrészben
ismertetetteknek megfelel6en a kiértékeléshez hasznédlt Matlab-kod a CompleteEASE-bé]
exportalt adatsorokat hasznalja bemeneti informacioként.
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EMA % (Mat 2) vs. Time
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(b) Python-kéddal késziilt illesztés (az fv2 paraméter felel meg az EMA-nak).

5.1. Abra. Eredmények 6sszehasonlitdsa egy 0,75 mM, -350 mV, 10
perc paraméterek mellett elvégzett aranylevalasztis esetén.

5.2.3. Nikkelszelektiv nehézfémion-megkotés vizsgalata

A kés6bbiek folyaméan egy olyan nehézfém-érzékel6 szenzor kialakitdasat tlizom ki célként,
mellyel a folyadékmintak a mintavételezés helyén konnyen kiértékelheték. Egy ilyen tech-
nolégia lehetévé tenné az ivéviz analizdlasaval kapcsolatban felmeriilé logisztikai problé-
mak és az idOveszteség redukalasat. Ehhez a fehérjével valé megfelel6 boritottsidg elérése
utan nikkelt tartalmazé oldattal nehézfémion-kotési képességet vizsgalok, az eddigieknek
megfeleléen tobb analitikai technikat bevonva a mérésekbe:

o valés idejii optikai nyomonkovetés ellipszometriaval és adatfeldolgozé algoritmusok-
kal

o elektrokémiai mechanizmus vizsgalata voltammogramokkal

o feliileti morfologia analizalasa pasztdazé elektronmikroszkopidval és energia-diszperziv
rontgenspektroszkopiaval
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Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkoszonni a KFKI Miszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézet munkatar-
sainak a tdmogatd hozzdallasukat, valamint a Pannon Egyetem Bio-nanotechnoldgiai és
Miszaki Kémiai Kutatéintézet munkatarsainak a sziikséges fehérjék biztositasat. Egyik
nélkiil sem késziilhetett volna el ez a dolgozat.

Halaval tartozom bels6 és kiilsé konzulenseimnek, els6sorban Dr. Labadi Zoltannak
és Dr. Petrik Péternek, akik szamtalan teend6jiik mellett is toretlen szakmai hatorszagot
biztositottak. Koszonoém szépen szeretteimnek, hogy 0sztonoztek a TDK elkészitésére, és
biztattak a munka soran. Mindannyiuknak halas vagyok, amiért ez a dolgozat elkésziilt.
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