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Uvod

Pocas minulych dekad bola venovana znac¢na pozor-
nost’ rieSeniu problémov, ktoré stvisia s aplikaciou planar-
nych lipidovych dvojvrstvovych membran pri konstrukeii
biosenzorov. Krehkost’ klasickych dvojvrstvovych lipido-
vych membran (BLM) vsak predstavovala hlavné obme-
dzenie, ktoré branilo ich vyuZitiu pri zistovani pritomnosti
a koncentracie biologickych vzoriek ¢i lieCiv. Jednym zo
sposobov, ako prekonat’ tento zasadny nedostatok, bolo
umiestnenie lipidového filmu na tuhti podlozku, napriklad
Au, Pt alebo hydrogél. Ide o vytvaranie tzv. lipidovych
dvojvrstvovych membran na tuhom podklade — s-BLM.
Prave povrchy tvorené agarom/agar6zou ponukaju Siroku
paletu atraktivnych vlastnosti délezitych z hladiska ich
moznych aplikacii. Agardza je polysacharid pripraveny
chemickou modifikaciou agaru. Polysacharidové retazce
vytvarajuce sietovu Struktiru maji podobu dvojitej
zavitnice'. Velkost’ pérov v hydrogéli zavisi od koncentra-
cie agar6zy, obyCajne sa pohybuje medzi 100 a 300 nm.
Prvy krat bol ako gélova podlozka na pripravu s-BLM
pouzity hrot solného mostika™. Tymto spésobom pripra-
vené membrany maju elektrické vlastnosti podobné klasic-
kym plandrnym BLM a s-BLM umiestnenym na kovovych
podkladoch. Okrem toho sa svojou stabilitou neliSia od
s-BLM vytvaranych na ostatnych druhoch tuhych podkla-
dov. S cielom rozsirit’ hranice aplikdcie s-BLM pri kon-
Strukcii biosenzorov, bol navrhnuty spdsob vytvarania
membrany horizontalne uloZenej na vrstve agarézy umies-
tnenej na skle*. Vyvoj lipidovej membrany aZ po vytvore-
nie dvojvrstvy bol v tomto pripade regulovany pomocou
hydraulického tlaku. Dalsia z modifikacii spdsobu pripra-
vy (cit.’) vyuziva umiestnenie membrany medzi dve vrstvy
gélu tak, aby sa zvysila jej ochrana pred poskodenim. Pri
dlhodobom sledovani autori nezaznamenali poruchy celist-
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vosti takto pripravenej lipidovej dvojvrstvy, v priebehu
troch tyzdnov doslo dokonca k poklesu presakovania
membrany na hodnoty porovnatel'né s hodnotami uvadza-
nymi pre klasické BLM. Podporna vrstva agar6zy bola tiez
uspesne pouzitd pri vytvarani dvojvrstvy na silikonovej
folii s otvorom s moznostou pridania druhej vrstvy gélu
pre stabilizaciu StruktGry membrany a obmedzeniu
vyparovania®. Podklad z agaru/agarzy dovoluje rovnako
uspesne prekonat’ jednu z hlavnych nevyhod systémov na
pevnych substratoch — asymetriu dvoch vrstiev membrany
vzhl'adom na prostredie, s ktorym susedia. Volba gélové-
ho substratu moéze zlepsit’ spolahlivost’ s-BLM a zvysit jej
stabilitu i s ohl'adom na aplikované napitie. DalSie vlast-
nosti ako napriklad fluidita a samotesniaca schopnost’ radi
s-BLM na agare ku konvenénym BLM. V protiklade
k s-BLM umiestnenej na kovovom podklade, s-BLM na
agare neblokuje transport ionov. Otvara sa teda moznost’
zostrojit’ s-BLM senzor nielen vylucne na zaklade trans-
portu elektrénov, ale aj ionového transportu’.

S-BLM moézu byt podrobené skumaniu pomocou
roznych citlivych analytickych metéd vhodnych pre Sta-
dium povrchov, vratane elektrochemickej impedancnej
spektroskopie (EIS), za predpokladu, ze podklad je elek-
tricky vodivy. EIS pouziva excitaéné napitie s nizkou
amplitadou, ktoré moze sposobit’ iba minimalne perturba-
cie systému. EIS ako nedestruktivna a citliva metdda po-
skytujuca Siroké spektrum informacii o dominujucich elek-
trickych procesoch v Studovanom systéme sa intenzivne
vyuziva prave pri skimani rozhrani elektroda/elektrolyt.
Vo velkom pocte prac bola potvrdena Gcinnost’ EIS pri
testovani Sirokého spektra biomateridlov, predovSetkym
pri $tidiu povrchov pokrytych lipidmi (napr. cit.*’) alebo
povrchov s imobilizovanymi biomolekulami rézneho po-
vodu (napr. cit.'”). Vyhodou EIS je moznost pouzit na
interpretaciu ziskanych dat elektricky model pozostavajici
z kombinacie najméd rezistivnych a kapacitnych prvkov,
ktoré predstavuju skimany elektrochemicky systém. Teo-
retickda analyza EIS dat fitovanim — najdenim najlepsej
aproximacie k experimentalnym krivkdm — s pomocou
modelu zastipeného ekvivalentnym elektrickym obvodom
dovol'uje pochopit’ chemické premeny a procesy spojené
s elektrodovym povrchom pokrytym biomateridlom.

Ako alternativa k umiestneniu s-BLM na hrote sol'né-
ho mostika sa javi vyuZitie hrotu pracovnej elektrédy napl-
nenej agarom sluziacom ako podklad pre membranu vy-
tvéranua tzv. tip-dip metddou. PretoZze pracovna elektroda
s hydrogélom bude pouzita ako podlozka pri §tidiu mode-
lovych lipidovych membran, je ddlezité, aby bol systém
stabilny v Sirokom intervale napiti, ked’ze vlastnosti pod-
porného systému obsahujuceho gél mozu byt ovplyvnené
i pouzitym dc napétim. Aplikované dc napétie moze hrat
dolezitt Ulohu aj pri formovani sa s-BLM, ¢o
sa v kone¢nom dosledku méze odrazit’ na jej vlastnostiach
a Strukture. Zaroven mozu byt urcité hodnoty pouzitého dc
napétia uzito¢né pri inkorporacii a charakteristike niekto-
rych zloziek membrany, napriklad proteinov. Vplyv dc
napitia aplikované¢ho cez asymetricki s-BLM umiestnent
na hrote 0,3 mm Ag drotu pokrytého vrstvou teflonu
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(cit."") sa prejavuje v zlozitej zavislosti Youngovho modu-
lu pruznosti a kapacity membrany od napitia. Bolo preu-
kazané, Ze zmeny kapacity membrany a jej mechanickych
parametrov zdvisia nielen od polarity, ale aj smeru
arychlosti zmeny napétia. Podl'a autorov pozorovana za-
vislost’ elektrickych a mechanickych vlastnosti s-BLM od
aplikovaného napitia moze byt vysvetlend zmenami po-
vrchového potencialu a redistribuciou rozptstadla. Cyklic-
ké meranie prid/napitie boli pouZité i pri skimani integri-
ty membran (cit.'?). Interval napiti bol poas experimentu
obmedzeny na 500 mV. Bolo stanovené, Ze stabilita mem-
bran depozitovanych na Ag povrchu sa zlepSila a pocet
defektov sa zniZzil pri aplikécii negativnych hodnot dc na-
pitia pocas formovania sa dvojvrstvy. Podobne napitie
rddove ~ mV bolo aplikované naprie¢ membranou umies-
tnenou na Pt elektrode (cit.'®). Pri nizkych hodnotach na-
pétia boli zaznamenané linedrne voltampérové zavislosti.
Nad urcitou kritickou hodnotou napitia sa stali nelinearny-
mi a vodivost’ sa prejavila ako funkcia napétia.

Napidtova zavislost si zasluhuje pozornost’ aj
z hl'adiska mozného elektropora¢ného vplyvu — javu, ktory
je zodpovedny za indukciu a naslednu expanziu defektov
v lipidovej bariére, ¢i uz ide o modelové alebo bunkové
membrany'* ™. Dramatickda zmena elektrického odporu
moze znatne ulahgit’ transport velkych makromolekal'’,
pretoze adsorbcia nabitych makromolekil na povrchu lipi-
dovej dvojvrstvy je obycCajne nasledovana elektroforetic-
kou penetraciou cez povrch elektroporovanych membrano-
vych fragmentov. Vyhody agarovej elektrody boli potvrde-
né tiez Gspesnou inkorporaciou nemodifikovanej ssDNA
do s-BLM depozitovanej na agarovom podklade'®.

Ciel'om tejto EIS stadie sa preto stalo skimanie vply-
vu dc napitia na vlastnosti agarovej pracovnej elektrody
s ohladom na zabezpeCenie optimalnych podmienok pre
vytvaranie stabilné s-BLM s jednoznacne definovanymi
vlastnost'ami na jej hrote.

Experimentalna cast’
Materialy

L-a-fosfatidylcholin z vaje¢ného zitka (Sigma) bez
upravy, tak ako bol zaktpeny, bol pouzity na pripravu tzv.
formovacieho roztoku. Formujuci roztok pozostaval
z etanolového roztoku lipidu a n-dodekénu v takom mnoz-
stve, aby kone¢na koncentracia lipidu bola 5% pri pomere
etanolu k n-dodekanu 1:1 (v/v). Rovnako ako ostatné pou-
zité chemické latky n-dodekan (Sigma) bol Cistoty p.a.
Vsetky elektrochemické experimenty boli uskutocnené
v 0,1 mol I"" KCI. Na pripravu roztokov bola pouZita deioni-
zovana voda (Millipore, Milli-Q-System, R> 18 MQ cm,
pH 5.5).

Pouzité pristroje a zariadenia

Na elektrochemickt analyzu bol pouzity elektroche-
micky analyzator Zahner IM6e (Kronach), ktory umoziiuje
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plne pocitatovo riadenu EIS. Absolutne hodnoty impedan-
cie |Z|(f) a fazového posunu @(f) boli zaznamenavané vo
frekvenénom intervale 1-1-10*Hz resp. 1 MHz s ampli-
tadou perturbacného signalu 20 mV. EIS data boli analy-
zované fitovanim impedancnych spektier k modelu repre-
zentovaného ekvivalentnym elektrickym obvodom softvé-
rom Zview?2.

V termostatickej elektrochemickej bunke vyrobenej
zo skla bola umiestnena pracovna elektroda, platinova
pomocna elektroda a argentchloridova (3,5 mol I"' KCI)
referencnd elektroda. Pracovna elektroda pozostavala
z Ag/AgCl drotika umiestneného v teflonovej trubicke
s 0,5 mm vnatornym priemerom naplnenej 3% agarovym
gélom v 0,1 mol I KCI. Kvéli minimalizacii ruivého
elektrického Sumu bola bunka umiestnend vo Faradayovej
klietke. Vsetky experimenty boli uskuto¢nené pri teplote
21,0+0,2°C v 0,1 mol I"' KCls pH 7.

Priprava s-BLM

S-BLM boli vytvarané podobne ako v procediire po-
pisanej v pracach® na hrote pracovnej elektrody tip-dip
metddou. Teflonovy obal elektrody poskytoval pre lipido-
vl membranu hydrofébne ohranicenie, gél slazil ako hyd-
rofilny podklad. Hrot trubicky bol najprv zrezany ostrym
skalpelom a ponoreny do formujuceho roztoku. Po uplynu-
ti kratkej doby bol zformujiceho roztoku vyiaty
a ponoreny do vodného roztoku, ¢im sa zacal proces samo-
vol'ného formovania sa membrany. Vystavenie vplyvu
vodného prostredia podporuje také usporiadanie amfifil-
nych molekul lipidu, ktoré viedlo k vytvaraniu lipidovej
dvojvrstvy.

Vysledky a diskusia
Vplyv dc napitia na agarovl elektrodu

Kvoli vlastnostiam gélovych povrchov priaznivych
pre vytvaranie symetrickych lipidovych membran bola
najprv Studovand elektrochemickd impedancnd odozva
agarovej pracovnej elektrody bez lipidového filmu ponore-
nej vo vodnom roztoku. Obr. 1 znazoriiuje v Nyquistovom
zobrazeni impedan¢né spektrum pri réznych hodnotach
dc napétia (kvoli prehl'adnosti su uvedené len krivky pre
(=0,2V; 0V; — 0,2 V)) v pritomnosti 0,1 mol I"* KCI pri
pH 7. V §tudovanom intervale frekvencii 1 Hz az 1 MHz
pozostava impedancné spektrum elektrody z dvoch casti.
V oblasti vyssich frekvencii (1 MHz az 200 Hz) ma tvar
nepravidelnej polkruznice. Na zobrazeni impedanéného
spektra v komplexnej rovine redlna cast' impedancie
v Casti ramena spektra pri vysSich frekvenciach nadobuda
zaporné hodnoty. Zaporné hodnoty impedancie mézu mat’
mnohoraké pri¢iny, moézu byt spdsobené oscilaciami prudu
v potenciostatickom rezime kvoli elektrostatickému efektu
pri nizkych idénovych silach alebo poklesom dostupného
povrchu elektrody s rastom polarizacie'*’. V intervale apli-
kovanych napéti (-0,4V; —0,2V; 0V; 0,2 V; 0,4V) sa
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Obr. 1. Impedancné spektrum Ag/AgCl elektrody umiestnenej
v teflonovej trubitke naplnenej 0,1 mol I"' KCI a ekvivalentny
elektricky obvod zodpovedajici membranou nepokrytej aga-
rovej elektrode. Nyquistov diagram. 20 mV ac vstupné napitie.
Elektrolyt: 0,1 mol I"' KCI pri pH 7. Ry — odpor elektrolytu, kon-
taktov a spojov; CPE; — prvok s konstantnou fazou modelujici
pohyb nabitych castic cez vrstvu agaru; R; — odpor vrstvy aga-
ru; CPE, — prvok s konstantnou fazou modelujtci kapacitné vlast-
nosti rozhrania elektrolyt/agar, O +0,2 V, @ 0 V, ¢ -0,2 V

vSetky tieto segmenty zodpovedajiuce impedanénym spek-
tram pre rozne hodnoty napéti prekryvaji. V druhom use-
ku spektra (200 Hz az 1 Hz) je mozné pozorovat odliSny
obraz, tieto Casti kriviek predstavuju priamky, ktoré sa
mierne liSia navzajom v zavislosti od pouzitého napitia.
Rozlozenie ziskanej multifrekvencnej ac odozvy na
zmysluplné komponenty bolo uskuto¢nené modelovanim
pomocou ekvivalentného elektrického obvodu. Zvoleny
ekvivalentny obvod (vid’ obr. 1) pozostava ztroch casti
usporiadanych v sérii: rezistivneho prvku R, obvodu po-
zostavajuceho z paralelne zapojeného rezistivneho prvku

Tabulka I
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R; aprvku skonstantnou fazou CPE; a prvku s kons-
tantnou fazou CPE,. Velké mnoZstvo udajov ziskanych
analyzou EIS dat uvadzanych v literatare potvrdzuje, ze
membranové systémy na tuhom podklade mézu byt vhod-
ne reprezentované ekvivalentnymi obvodmi, ktorych si-
Castou su prave prvky s konstantnou fazou CPE namiesto
idealnej kapacity. Takéto modely lepSie odrazaju neideal-
nu kapacitnii odozvu skiimaného systému®"*’. Hodnoty
jednotlivych prvkov obvodu ziskané fitovanim v intervale
frekvencii 1-1.10*Hz st uvedené v tab. I. Kvalitu fitova-
nia je mozné posudit’ podla hodnot y* predstavujicich
druhtt mocninu smerodajnej odchylky experimentalnych
dat od vypocitanej krivky, rovnako ako pomocou tzv.
»Sum Squares, ¢o je vazena suma Stvorcov imerna prie-
mernej percentudlnej chybe medzi experimentalnymi déta-
mi avypocitanou krivkou. Zvoleny model viedol
k dobrym vysledkom fitovania. x> dosiahli v meranej sérii
hodnoty priblizne 1,810 a vazené sumy tvorcov pribliz-
ne 3,9-10°°.

Prvok CPE, elektrického obvodu mo6ze modelovat’
pohyb nabitych castic cez tuht vrstvu agaru. Vypocitana
kapacita dosiahla hodnotu priblizne 1,1-10'°F. Parameter
neidealnosti CPE;-P sa blizil k hodnote 0,9; to znamena,
ze prvok s konstantnou fazou sa vlastnostami priblizuje
k vlastnostiam kondenzatora. Vlastnosti CPE; sa mozu
prejavit’ intenzivnejSie vd’aka nehomogenitam v rozme-
roch atvare kapilarnych poérov v agare. Zodpovedajici
odpor R; dosahoval hodnotu okolo 7,5:10° Q.

Modelovat’ kapacitné vlastnosti rozhrania elektrolyt/
agar moze prvok s konstantnou fazou CPE,, ak rozhranie
nie je idedlne hladké, je pordzne alebo ma povrch zodpo-
vedajuci fraktalovej geometrii. Prislusna ¢ast’ impedancné-
ho spektra moze byt dosledkom diftizneho transportu na-
boja, ktory dominuje v oblasti niz§ich frekvencii. Fitovanie
prvku s konstantnou fazou CPE, k experimentélnej krivke
viedlo k hodnote parametra neidealnosti CPE,-P priblizne
0,5. Takéto hodnoty CPE,-P mo6zu svedcit' o Warburgovej
impedancii. Procedtra fitovania vSak preukazala lepSiu

Parametre agarovej elektrody bez lipidovej vrstvy ziskané fitovanim pre ekvivalentny elektricky obvod (vid’ obr. 1)

U R,® CPE,-T °  CPE,-P R ¢ CPE,-TY  CPE,-P  ¢*10°°¢  SumSq-10°f
V] k] [107°F] [10'Q] [107° F]

0,4 0,1 1,10 0,90744 7,48 3,74 0,46001 1,93 4,43

0,2 0,1 1,06 091181 7,47 3,51 0,45928 3,49 8,02

0 0,2 1,10 0,90806 7,52 3,68 0,46641 1,92 2,74
-0,2 0,2 1,17 0,90234 7,55 4,05 0,47341 0,80 1,85
-0,4 0,1 1,13 0,90017 7,57 4,11 0,48054 0,96 2,20

R, — odpor elektrolytu, kontaktov a spojov; ° CPE,— prvok s konstantnou fazou modelujuci pohyb nabitych &astic cez
vrstvu agaru (7 — kapacita, P — parameter neidedlnosti); R, — odpor vrstvy agaru; * CPE,— prvok s konstantnou fazou
modelujici kapacitné vlastnosti rozhrania elektrolyt/agar (T — kapacita, P — parameter neidealnosti); x> — druha mocnina
smerodajnej odchylky experimentalnych dat od vypogitanej krivky; fSum Sq — vaZena suma tvorcov
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Obr. 2. Randlesov diagram agarovej elektrédy v kontakte
s0,1 mol I KClpri0,4V; M Z’, ® -Z”

zhodu teoretickych a experimentalnych dat pri pouziti
frekven¢ne zavislého prvku s konStantnou fdzou namiesto
Warburgovej impedancie. V intervale frekvencii 1 az
1.10'Hz CPE, =zavisel od aplikovaného napitia
v porovnani s ostatnymi prvkami ekvivalentného obvodu
najvyraznejSie. Ako sa v priebehu experimentu menilo
napitie od kladnych po zaporné hodnoty, bol pozorovany
mierny rast kapacity CPE, a zéroven réstla i hodnota para-
metra neidealnosti CPE,-P. Pri zapornych hodnotach napa-
tia sa mobilné nosi¢e naboja akumuluji na rozhrani. Pri
nizsich alebo kladnych hodnotach sa vécsina nosi¢ov po-
hybuje smerom od rozhrania.

Uzito¢nym indikatorom toho, ¢i je diftzny proces
signifikantnym prejavom S$tudovaného systému, moze

slazit  Randlesov ~ diagram.  Zobrazenie  realnej
4-10°
a
N
2110% .
© oo ’ = :
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Obr. 3. Frekven¢na zavislost’ realnej zloZKy impedancie 2’ s-
BLM na agarovom podklade v 0,1 mol I'' KCI pri réznom dc
napiti. 20 mV ac vstupné napitie. Elektrolyt: 0,1 mol I"' KCI pri
pH7, ®+02V,@0V,0 0,2V
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a imaginarnej Gasti impedancie Z vs. ® " by malo poskyt-
nat’ navzajom paralelné priamky ako potvrdenie procesov
kontrolovanych difuziou. Ako je znazornené na obr. 2,
ziskané priamky pre 0,4 V st paralelné. Podobny trend je
mozné pozorovat’ i pre ostatné hodnoty napétia.

Odpor R zapojeny v sérii predstavuje prispevok elek-
trolytu, kontaktov a spojov. V idealnom pripade na hodno-
tu R, nemd vplyv modifikacia povrchu elektrody. Urcené
hodnoty predstavovali R, ~ 0,1 kQ.

Vplyv dc napétia na vlastnosti s-BLM na agarovom
podklade

Formovanie sa lipidovej dvojvrstvy v rezime pokojo-
vého potencidlu sa prejavilo ngpadnymi zmenami impe-
dancie Studovaného systému. Lipidy pouzité na pripravu
s-BLM boli elektricky neutralne, aby bol vplyv napétia na
lipidovy film viac zretelny. Utvaranie sa membrany
s vel’kym odporom na hrote elektrody v urcitej miere zavi-
selo aj od objemu formujuceho roztoku adherujiiceho
k povrchu agaru, ¢o moéZe ovplyviiovat kvalitu
a opakovatelnost s-BLM*?*. Nasledne po tom, ako sa
vlastnosti s-BLM ustalili, tj. celkovd impedancia a fazovy
posun sa nemenili v ¢ase, bola na sledovanie zmien vlast-
nosti membrany sposobenych aplikovanym napdtim pouzi-
ta EIS. Hodnoty redlne a imaginarnej Casti impedancie na
spektrach zndzornenych na obr. 3 a obr. 4 sumarizuju efek-
ty sposobené zmenou napétia (kvoli prehladnosti st uve-
dené len krivky pre —0,2 az 0,2 V). Na obr. 3 je znazorne-
na zmena realnej Casti impedancie Z’ ako funkcie frekven-
cie v intervale 1-1-10* Hz. Aby bolo zarugené, Ze skiimana
membrana sa nachadza v stabilnom stave, medzi snimanim
jednotlivych spektier bol zvoleny ¢asovy interval 30 min.
V aplikovanom intervale napéti sa v systéme prejavil po-
kles hodnot redlnej Casti impedancie Z° a sticasne doslo
kjej znizovaniu israstom frekvencie. Pri kazdom
z uvedenych napiti krivky v oblasti vyssich frekvencii

-2:10

1101 o T

10°*
f, Hz

Obr. 4. Frekvencna zavislost’ imaginarnej zlozZky impedancie
Z’’ s-BLM na agarovom podklade v 0,1 mol I'"' KCI pri réz-
nom dc napiti. 20 mV ac vstupné napitie. Elektrolyt: 0,1 mol I™*
KClpripH7, ¢ +0,2V, @0V, O -0,2V
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splyvaju. Z obr. 3 je rovnako zretelny rast ac vodivosti, ¢i
uz s rastom frekvencie alebo zmenou napdtia, pri prechode
z kladnych po zaporné hodnoty. Pozorované zmeny mozu
byt spojené s redukciou schopnosti s-BLM vytvarat’ efek-
tivnu bariéru vodivosti a mézu byt dovodom pre vzostup
ac vodivosti s-BLM pri vyssich frekvenciach. Na obr. 4 je
znazornena séria frekvenénych zavislosti imaginarnej zloz-
ky celkovej impedancie Z”. Takyto typ zavislosti je
v literatire oznacovany ako ,,loss spectrum®. V iénovych
vodicoch dielektrické straty pozostdvaju z dvoch zloziek:
dc vodivostnych strat a strat stvisiacich s dipolovou rela-
xaciou, ktora je atribitom dipolovej relaxacie polarizacie
priestorového naboja. Tymto typom spektra moéze byt
dokumentované obmedzenia pohybu iénov cez lipidova
vrstvu pod vplyvom elektrického pola. Absencia Z” piku
v Studovanom intervale frekvencii oznacuje absenciu disi-
péacie prudu v systéme. Na obr. 4 je pre kazdé spektrum
viditel'ny pik. Frekvencia zodpovedajica tomuto Sirokému
asymetrickému piku sa posuva do vysSich hodnét pri po-
klese hodnét napétia a pokracuje i po zmene jeho polarity
k zapornym hodnotdm. RozSirovanie piku pri raste napétia
je potvrdenim existencie napdtovo zavislych relaxa¢nych
procesov v systéme. Okrem toho, hodnota impedancie tak
isto klesd sposunom k zapornym hodnotdm, ¢o sved¢i
i o poklese kapacity membrany umiestnenej na podklade,
pretoze signifikantnym prispevkom k Z” je kapacita elek-
trickej dvojvrstvy. Nakoniec, vsetky krivky splyvaji
v oblasti vysokych frekvencii, o modze byt spdsobené
akumulaciou priestorového naboja v materiali.

Obr. 5 aobr. 6 znazornuji v uvedenom poradi frek-
ventnu zavislost absolitnej hodnoty impedancie |Z]
a fazového posunu ¢ s-BLM umiestnenej na agarovom
podklade v 0,1 moll”" KCl pri napiti meniacom sa
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Obr. 5. Frekven¢na zavislost’ absoliitnej hodnoty impedancie
| Z | s-BLM na agarovom podklade v 0,1 mol I'' KC1 pri roz-
nom dc napiti a ekvivalentny elektricky obvod zodpovedajtci
s-BLM na agarovej elektrode. 20 mV ac vstupné napitie. Elek-
trolyt: 0,1 mol I"" KCI pri pH 7. Ciary — fit k ekvivalentnému
elektrickému obvodu, & +04V, ¢ + 02V, @ 0V, O -02 V,
A 04V
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v intervale od —0,4 do 0,4 V. Interpretacia impedanénych
spektier bola uskutocnena pomocou ekvivalentného elek-
trického obvodu zobrazeného na kresbe vloZenej v obr. 5.
Schéma obsahuje v porovnani s obvodom zobrazenym na
obr. 1 dva dodato¢né prvky R, a Cy,, zodpovedajice odpo-
ru akapacite lipidovej dvojvrstvy umiestnenej na hrote
pracovnej elektrody. Zvoleny model poskytol v intervale
frekvencii 1-1-10*Hz fit k experimentilnym datam s x>
rovaym 7,7-10™ avazenou sumou Stvorcov pribliZne
1,610 spriemernenych pre sériu spektier. Fitovanie bolo
uskutoénené pri zafixovanych hodnotach R, ktoré boli
ziskané z prislusnych spektier pre holt nepokryt pracov-
na elektrodu. Vysledky fitovania st horSie ako tie, ktoré
boli dosiahnuté pre holu elektrodu.

Odpor a kapacita lipidovej dvojvrstvy pri 0,4 V stano-
vené pomocou ekvivalentného elektrického obvodu pred-
stavovali Ry,=2,4510°Q, C,=2,15-10"'"F. Zodpovedaju-
ci Specificky odpor a kapacita membrany dosahovali hod-
noty 4,81 MQcm® a 0,11 uF cm™. Tak ako sa napitie
menilo od kladnych k zapornym hodnotam, menili sa
i hodnoty R, a C, zndzornené na obr. 7 a obr. 8. Zmeny
napitia spoOsobili pokles odporu membrany na hodnotu
R,=2,19-10"Q pri —0,4 V. Stcasne sa menila i kapacita
membrany, ktord kontinudlne rastla po hodnotu
Cy=1,50-10"F. Zodpovedajuce hodnoty $pecifického
membranového odporu a kapacity predstavuju
0,04 MQ c¢m” a 0,76 uF cm ™. Hodnoty 3pecifickej kapaci-
ty dosiahnuté pri —0,4 V s porovnatelné s hodnotami,
ktoré sa v literatiire uddvaji pre konvencné plandrne BLM
bez rozpustadla®?®, rovnako ako pre BLM pripravené
z hydrogenovaného vajeéného lecitinu*’. Su priblizne rov-
nako velké aj pre BLM vytvarané z nativneho vajecného
lecitinu pre napétie pohybujtce sa v intervale od 0 do —0,2 V

0 L
102

4
f, Hz 10

Obr. 6. Frekvenc¢na zavislost’ fazového posunu ¢ pre s-BLM
na agarovom podklade v 0,1 mol I"' KCI pri réznom dc napi-
ti. 20mV ac vstupné napitie. Elektrolyt: 0,1 mol I"' KCI pri
pH 7. Ciary — fit k ekvivalentnému elektrickému obvodu (obr. 5),
CH0,4V, €+02V, 00V, 002V, A-04V
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Obr. 7. Zavislost’ kapacity membrany C,, od napitia
(o]
£
& t
10°}
*
108
¢
3
k4
10 .
-0,5 0 0,5
UV

Obr. 8. Zavislost’ odporu membrany R, od napitia

(cit.?®). z vysledkov naSich experimentov vyplyva, Ze
s-BLM vystavené kladnym hodnotdm napétia mozu sotva
spinat’ kritéria kladené na regularne lipidové dvojvrstvy,
hoci ich Specificky membranovy odpor sved¢i o vysokej
miere kompaktnosti lipidového filmu. Udaje zobrazené na
obr. 7 vypovedaji o vyraznej zmene kapacity, ktord moze
byt’ Ciastocne vysvetlend spdtnym pohybom rozpustadla
z lipidového filmu k okrajom agarového podkladu susedia-
cim s teflonovym obalom. Skutocne, bolo zistené, Ze Spe-
cificka kapacita membrany dosahuje hodnotu 0,4 pF cm 2
vtedy, ked’ obsahuje také uhl'ovodikové rozpustadlo ako je
n-dekan®?. V nagich experimentoch bola su¢asne so zme-
nou kapacity membrany pozorovana ivyrazna zmena
membranového odporu. Tak ako sa napidtie menilo
z kladnych po zaporné hodnoty, odpor membrany klesal
stcasne s rastom kapacity membrany. Posun napétia sme-
rom k zépornym hodnotdm by mohol spdsobit’ oslabenie
vdzieb membrana/agarovy podklad veduce k destabilizacii
Struktiry membrany. Zaroven by sa mohol zvySovat’ pocet
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defektnych miest a moznych poskodeni v §truktire mem-
brany, ktoré by pri hodnotich napitia prevySujucich —
0,4 V mohli sposobit’ jej uplnu destrukciu. Defektné mies-
ta v lipidovej dvojvrstve mozu byt vyplnené molekulami
vody, ¢o mdze tiez prispiet’ k zmene dielektrickych vlast-
nosti lipidového filmu pokryvajiaceho podklad.

Zaver

Ciel'om prace bolo informovat’ 0 moznostiach pouZi-
tia pracovnej elektrody naplnenej agarom ako hydrogélo-
vého podkladu pre formovanie stabilnej lipidovej dvojvrs-
tvovej membrany tip-dip metddou. Z uskutocnenych expe-
rimentov v predlozenej praci vyplynuli nasledujiice zave-
ry. Vlastnosti podporného systému obsahujuceho gél st
dostatoCne stabilné v aplikovanom intervale dc napéti. Na
zaklade vysledkov ziskanych pre EIS moZno konstatovat’,
ze pouzitie agarovej elektrody poskytuje uspokojivé vy-
sledky v intervale frekvencii 1-1-10* Hz. Prezentované
vlastnosti v skimanom intervale napéti preukazali vhod-
nost’ pre depozitovanie s-BLM. Elektrické vlastnosti takto
umiestnenej membrany vyznamne zaviseli od aplikované-
ho dc napatia. Hodnoty Specifickej kapacity s-BLM do-
siahnuté pri —0,4 V su porovnatelné s hodnotami, ktoré su
udavané pre konvencéné planarne BLM. Posun napitia
smerom k zdpornym hodnotam bol sprevadzany vyraznou
zmenou membranového odporu spdsobeny rastom poctu
defektnych miest a moznych poskodeni v §truktire mem-
brany.

Tato prdca vznikla vdaka financnej podpore VEGA
MS SR a SAV — ¢ grantu: 1/3403/06 a 1/0802/09.
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The agar working electrode as a hydrogel support for
bilayer lipid membranes (BLM) was studied by electro-
chemical impedance spectroscopy. The aim was to study
the influence of dc bias voltage on the formation of a sta-
ble supported bilayer lipid membrane (s-BLM) on the
electrode tip. It was concluded that the hydrogel support is
sufficiently stable in the applied range of bias voltages.
The agar electrode provides satisfactory results in the fre-
quency range 1-1-10*Hz. The electrode properties suggest
applicability in deposition of s-BLM. Electric properties
of s-BLM significantly depend on the dc bias voltage. The
specific membrane capacitance of s-BLM at —0.4 V was
comparable with that of a conventional planar BLM.
However, a shift to negative bias voltages led to a signifi-
cant change of membrane resistance, possibly due to the
increasing number of pores or defective structures in the
lipid bilayer.



