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Anotace:

Bakalatska prace je zaméfena na ptipravu biosenzor pomoci laserové metody laser
induceed forward transfer (zkracené LIFT). V této praci je stru¢ny uvod hlavné do oblasti
LASERY, tenkych vrstev a samotné metody prenosu. Dale je v praci ukdzana moznost
vyuziti metody LIFT pomoci v minulosti provedenych testii a pro porovnani metoda Matrix-
Assisted Pulsed Laser Evaporation. Poznatky jsou dale pouzity v praxi pro prenos zlata,

jakozto dobrého vodice, na podlozni skli¢ko, které funguje jako izolant.

Klicova slova : LIFT, laser, biosenzor, tenké vrstvy



Annotation

Bachelor thesis is focused on the preparation of biosensors by means of laser methods, laser
induction of forward transmission (abbreviated LIFT). In this paper is a brief introduction
mainly to LASER, thin layers and transfer methods themselves. Furthermore, the use of
LIFT methods using past tests and Matrix-Assisted Pulsed Laser Evaporation methods is
demonstrated. The findings are furthermore used in practice for transferring gold as a good

conductor to a slide which acts as an insulator.

Keywords: LIFT, laser, biosensor, thin film
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Uvod

Predmétem této bakalaiské prace, je zvoleno téma, které je zaméfeno na piipravu
biosenzorti pomoci laserové metody laser induceed forward transfer zkracené LIFT (pod
zkratkou vyuzivéana i ve zbytku bakalarské prace). Nejprve bude seznameni a struény uvod
do oblasti LASERU a tenkych vrstev. Nasledné budou jiz dalsi oblasti vénovany samotné
metod¢ LIFT.

Téma, resp. metoda LIFT, byla vybrana jako jedna z moZnosti pro tvorbé biosenzort,
jenz se jiz dnes uplatriuji hlavné v klinické diagnostice napf. pfi stanoveni nejriznéjsich slozek
nachazejicich se v krvi (napf. urea, cukr apod), ¢i k detekci metabolickych procest. Je to velmi
zasadni posun v medicing a Iékafstvi, pravé pro dikkladné, precizni a spravné stanoveni
diagnozy, coz je velice dilezité pro nasazeni rychlé a u€¢inné 1écby. Pomoci laserové techniky
je mozno vytvorit uzsi detekcni plochy, coz ndm nasledné¢ mize pomoci pro vytvoreni
biosenzoru_s moznosti zméfit vice slozek najednou za stavajici $ifky biosenzoru. Vzhledem
ke svym fyzikalnim vlastnostem byly jako vhodné materidly vybrany zlato a mikrospokické
podlozni sklo. Hlavni parametrem pro vybér zlata byla jeho velkd elektrickd vodivost
4,5.107 S/m[1], a s tim souvisejici i jeho nizka rezistivita, ktera je 0,0235 puQ.m [2]. Podlozni
sklo bylo zvoleno jako piijemce pienasené zlaté vrstvy, jelikoZ je idealnim izolantem, z ¢ehoZ
vyplyva, ze elektricky proud nevede a minimalizuje tudiz ovlivnéni vysledku méfené na jiném
senzoru na témze skle. Pozd¢ji byla jeste pro vyzkumny ucel pouzita kiemikova desticka. Ta
viak neni izolant a jeji elektrickd vodivost je v hodnotach 4.10> S/m [3] a
rezistivitu 3.10° Qm [3]. Zésadni roli, zde ovSem sehrava skutecnost, kterd neni piizniva,
protoze pii jejim pouziti by mohlo dojit k ovliviiovani vysledkd, coz by mohlo zkreslit

kone¢né hodnoty a zavér celého vyzkumu.
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1 Lasery

Slovo LASER je zkratka z anglického Light Amplification by Stimulated Emission
of Radiation a znamena ,,zesilovani svétla stimulovanou emisi zafeni. Laser tak obecné
oznacuje opticky zesilova¢, jenz generuje elektromagnetické zafeni pomoci procesu
stimulované emise fotond.

Zakladem laseru je aktivni prostfedi. Toto prostiedi je n&jakym zpisobem buzeno
(opticky, elektricky apod.). Nabuzenim tohoto prostfedi dodavame do laseru energii. Tato
energie je potom pomoci procesu stimulované emise vyzarena v podob¢ laserového svazku.
K tomu je zapotiebi jest¢ pomoci odraznych zrcadel (jedno 100%, druhé polopropustné)
vytvofit tzv. opticky rezonator. [4]

1.1 Princip laseru

Obecné mizeme fici, Ze aktivni prostfedi vzdy obsahuje element, ktery se muze
nachézet v zdkladnim stavu s niz$i energii nebo v excitovaném (vybuzeném) stavu s vyssi
energii. Timto elementem je nejcastéji atom, ale neni tomu tak vzdy (mize to byt
napt. vibraéni stav molekuly, chemickda vazba apod.). Pro tuto chvili je dullezité,
7e pii prechodu z vyssiho do nizsiho energetického stavu tento element vyzaii foton (kvantum
elektromagnetického zareni). Tento zafivy prechod se déje spontanné sam od sebe a prostiedi
ma vzdy snahu byt ve stavu s co nejniZsi energii — ve stavu termodynamické rovnovahy. Pravé
diky buzeni tento stav porusime a prevedeme aktivni prostfedi do excitovaného stavu, kdy
je vétsina naSich elementt ve stavu s vyssi energii (tento stav se nazyva inverze populace).

Teprve vtuto chvili mizeme energii dodanou aktivnimu prostiedi preménit
na laserovy svazek (proud fotontl) pomoci procesu stimulované emise, ktery je zobrazen na
obrazku nize. Jedna se v podstaté o lavinovity efekt, kdy ndm foton dopadajici na excitovany
atom zpusobi (stimuluje) jeho ptechod z horni na dolni energetickou hladinu a pfi tom dojde

k emisi dal$iho fotonu. [4]
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1.2 Vlastnosti laserového svazku

Dulezité je, Ze pti procesu stimulované emise ma dopadajici a emitovany foton stejnou
energii (frekvenci), stejny smér, polarizaci a fazi. Z toho plynou zakladni tfi vlastnosti laseru,
které ho odlisuji od jinych zdrojt zafeni. Svazek laseru je:

Kolimovany (tj. nerozbiha se)

Monochromaticky (,jednobarevny*, tj. generované fotony maji stejnou frekvenci

resp. vinovou délku)

Koherentni (generované fotony jsou tzv. ve fazi jak casové tak prostorové) [4]

1.3 Zakladni déleni laseru

Nejcastéji se setkate s délenim laserd podle typu aktivniho prostiedi:

Plynové lasery
Aktivnim prostiedim je zde plyn, ktery Ize budit riznymi zptisoby — elektricky, radio-
frekven¢nimi vlnami, opticky atd. Typickym predstavitelem je napf. HeNe (helium neonovy)

a CO; laser, ktery je v primyslu velmi dobfe znamy v fezacich aplikacich. [4]

Pevnolatkové lasery

Aktivni prostredi je pevna latka, nej¢astéji monokrystal. Buzeni je nejéastéji optické
a to bud vybojkami, nebo laserovymi diodami. Typickym predstavitelem
je Nd:YAG (prostiedi je monokrystal ytrium aluminium granatu dopovaného atomy
neodymu). Nd:YAG se v primyslu pouzivd hlavné pro laserové fezani, znaceni

a svarovani. [5]

Vlaknové lasery

Specidlni typ pevnolatkovych laserti, kde aktivni prostiedi tvoii optické vldkno
dopované nejcasteji atomy erbia (Er) nebo yterbia (Yr). Buzeni je pomoci laserovych diod,
jejich zafenti je do aktivniho vlakna ptivedeno opét optickym vlaknem. Jedna se o tzv. vlakno-
vlakno architekturu a laser diky tomu neobsahuje Zadné opto-mechanické prvky jako zrcadla
apod. Vykony dnes dosahuji az 100kW. V dnesni dobé se jedna o nejmodernéjsi technologii
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pro primyslové fezani, svafovani a znaceni a podil vlaknovych laseru na trhu neustale stoupa.

[5]

Polovodi¢ové (Diodové) lasery

Aktivnim prosttedim je elektricky ¢erpand polovodi¢ova laserova dioda. Diodové
laser se pohybuji od vykonu miliwatti az do kilowattd. Tyto lasery maji vysokou t¢innost,
ale trpi nizkou kvalitou vystupniho svazku. Mohou byt miniaturnich rozméri (nizké vykony)
a pouzivaji se v CD/DVD piehravacich, laserovych tiskarnach apod. Diodové lasery
s vysokym vykonem se v primyslu pouZzivaji zejména na svaiovani (kovi i plastil) a kaleni.

[5]

Excimerové lasery

Specidlni t¥ida plynovych laserti buzenych elektrickym vybojem. Aktivni elementem,
ktery generuje zafeni je tzv. excimer (specidlni molekula, kde je jedna z jejich slozek
v excitované stavu). Tyto lasery pracuji v ultrafialové oblasti (UV) oblasti a jejich hlavni
pouziti je ve fotolitografii v polovodi¢ovém primyslu a jinych aplikacich, kde je zapotiebi

vinové délky z UV oblasti a vysokych energii v pulsu. [5]

Dalsi mozn4 déleni laserti

Dal$im mozné déleni lasert je podle typu vystupniho svazku. Zde je zakladni déleni
na kontinudlni (CW) a pulsni lasery. CW laser generuje souvisly vystupni vykon (zejména
fezani, kaleni,. . .), pulsni laser naopak generuje laserové pulsy. Pulsni lasery se dale d¢li podle
typu jakym je puls generovan. V pramyslu je nejcastéji pouzivano tzv. Q-spinani, kdy laser
generuje pulsy s délkou v fadu ns (zejména pro znaceni, gravirovani) nebo pomoci pulsniho
buzeni (napt. vybojkami) s pulsy v fddech ms (pro laserové svarovani).

Specidlni tfidou jsou pak tzv. ultra-rychlé (ultrafast) lasery, které generuji pulsy
v fadech ps a fs (az 10-15s!), které nejsou v pramyslu zatim prilis rozsiteny kvili jejich cené,

nicméné jsou do budoucna idedlni pro mikro-obrabéci aplikace.
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2 Tenké vrstvy

Tenka vrstva je materidl o tloust’ce od n¢kolika nanometri az po nékolik mikrometrti,
ktery je vytvorfeny na zakladnim materialu (podlozce-substratu). Tenké vrstvy mohou mit bud’
amorfni, polykrystalickou nebo monokrystalickou strukturu.

Deponované tenké vrstvy je tfeba chapat jako systém, nebot’ vrstva pro svoji tloustku
dosahuje, spole¢né se substratem, specifickych vlastnosti a chovani. Samotné tenké vrstvy
maji na rozdil od objemovych materiali rozdilné vlastnosti, a to nejen z divodu svoji tloustky,
ale 1 nasledkem depozi¢nich procest, které 1ze oznacit jako nerovnovazné a iniciujici vznik
metastabilnich fazi.

Pro zajisténi pozadovanych vlastnosti je nutné vénovat pozornost vSem slozkam
tvoticim systém, coZ jsou v zdsad¢ vzdy tii Casti — tenka vrstva, mezivrstva (rozhrani)
a substrat.

Adheze je schopnost dvou riznych materidlu spolu ptilnout a je i velmi ddlezitou
vlastnosti systému tenka substrdt — vrstva. Bez kvalitntho adhezniho spojeni dochézi
k degradaci systému. Jednim z dé&jt, které podstatné ovliviuji adhezi, jsou pireddepoziéni
pripravy substratu.

Pfed depozi¢ni piipravy substratu jsou vSechny procesy, které predchdzeji vlastni
depozici tenké vrstvy (napf. na nastroj ve strojirenstvi), jakkoliv ovliviiuji ¢istotu, morfologii
a chemické slozeni povrchu substratu. Coz jsou predevsim — Gprava feznych hran, chemické
Cisténi substratu, iontove ¢isténi substratu a odpovlakovani.[6]

Aplikace tenkych vrstev: [7]

e Elektronika Zaznamova digitalni média, fotoc¢lanky, monitory, tranzistory, detek¢éni

vrstvy chemickych senzort

e Elektrotechnika vodice, kontakty

e Strojirenstvi zvySuji otéruvzdornost nebo tvrdost, ochrana proti korozi

¢ Optika ochrana proti UV zafeni nebo poskrabani, antireflexni vrstvy

e Dekoracni technika
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Piehled zjistovanych vlastnosti tenkych vrstev, se kterymi se setkavame ve fyzice

tenkych vrstev:
Elektrické vlastnosti: - clasticita
vodivost Morfologické vlastnosti:
odolnost - krystalickd nebo amorfni podoba
dielektricka konstanta - rovinnost
dielektricka sila - mikrostruktura
polarizace - povrchova topografie
permitivita Optické vlastnosti:

- index lomu

- absorpce
Teplotni vlastnosti: - spektralni charakteristiky
koeficient teplotni roztaznosti
tepelnd vodivost Chemické vlastnosti:

- slozeni
Mechanické vlastnosti: - necistoty
vnitini, zbytkovy a kompozitni napéti - odolnost proti korozi a erozi

tvrdost

Tenké vrstvy lze je pouzit k povrchové Uprave skla ¢i prihlednych folii jako odporové
vrstvy slouzici k vyhfivani Jouleovym teplem, ke svadéni nezadoucich elektrostatickych
nabojui z nevodivych povrcht, ¢i jako transparentni elektrody, k plochym zobrazovacim

prvkim a k soléarnim ¢lanktm. [8§]
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3 Metoda Laser Induced Forward Transfer

3.1 Historie metody Laser Induced Forward Transfer

Laserovy indukovany ptenos vpted (zkr. LIFT z angl. Laser Induced Forward Transfer),
jako jedna z metod, byl rozsahle studovan kvtili své schopnosti nanaset nanostruktury rtiznych
materidli na rtizné substraty piijimace. [9] Pavodne se LIFT pifimé psani rizné barvy
na sklenény podklad pro graficky primysl. Tehdy to bylo nazyvano laserové psani (zkr. LW,
z ang. Laser writing) nebo také materialové laserové nanaseni (zkr. MTR z ang. material laser
recording). V roce 1986 provedl J.Bohandy pokus s ulozenim médéné kovové vrstvy
na podlozku z kiemenného skla stejnym zptisobem pod vakuem, a nazval jej laser induced
forward transfer. O dva roky pozdéji, stejnd skupina prokdzala stejny proces, avsak
za atmosférickych podminek. [10]

Ptenos vrstev pomoci LIFT byl zkouman na excimerovych laserech s vinovou délkou
napt. 193 nm (typ laseru ArF), 222 nm (typ laseru KrCl), 248 nm (typ laseru KrF), 308 nm
(typ laseru XeCl), 351 nm (typ laseru XeF). [13]

3.2 Princip metody Laser Induced Forward Transfer

P#i metod¢ LIFT dochézi k odstranéni drobného mnozstvi materidlu, ktery je uloZzen na
tenkém filmu, ptisobenim laserového impulsu a usazen na receptorovy substrat umistény
rovnobézné s filmem (viz obrazek 1 a obrazek 2). [11] Dopadajici laserovy paprsek se Siti
prihlednym nosi¢em piedtim, nez jsou fotony absorbovany zadni plochou filmu. Nad urc¢itou
prahovou hodnotou prichazejici energie laseru se materidl vytlacuje z cilového zdroje
a katapultuje smérem k piijimaci plose, ktera je umisténa bud’ v tésné blizkosti nebo dokonce
ve styku s donorovym filmem. [12] Tato technika se ukazala jako vhodna pro tisk vzora
z riznych materidly napf. zlato, hlinik, titan, wolfram, nikl, germanium / selen, chrom,
platina, oxidy (napf. oxid hlinity, oxid indinity , oxid vanadi¢ny, oxid zine¢naty),
a vysokoteplotni supravodice.

LIFT se dobfe hodi i pro tisk "mekkych" materidli (n€které v kapalném
stavu), napft. proteiny, DNA, buriky, i tkan€¢. Konven¢ni LIFT se dobte hodi pro pienos kovu,
ale v piipad¢ mekkych, nebo citlivych materiali, jako jsou vyse zminéné DNA, buriky apod.



energetické laserové impulsy, mize dojit k poskozeni téchto materialti, a nasledné vést ke
ztrate funkenosti, napt. v ptipadé proteind, nebo poskozeni strukturalni integrity jako v ptipadé
bunék nebo jinych biomolekul. [14]

Ve vétsing studii byly prenasené materidly titan, zlato, platina, chrom. Tyto kovové
vrstvy maji vyznamné vyhody, napf. jsou biokompatibilni a snadno se uloZi jako tenké filmy.
Nevyhodou vsak je, Ze v ptevedeném materidlu se miizou nachazet urcité necistoty, kviili
neuplnému odpaieni. Jako alternativu ke kovovym vrstevam, jsou UV citlivé fotopolymery,
jako jsou napiiklad triazen polymery (TP). Tyto vrstvy jsou vhodné kviili tomu, Ze pii ozareni
laserem dojde k u¢innému odpatenti jiz pii absorbovani velmi nizké laserové energie, a rozlozi
zcela do t€kavého, ¢i plynného fragmentu. [14]

Prihledna vrstva rtenka vrstva

prijimaci substrat

Laser. a s o

paprsek = R
Fi . prenaseny
material

| Az

Zaostrujici cocka

Obrazek 1: Iustrace principu metody LIFT [16]

Laser beam

Obrazek 2: Ilustrace vysledku ve 3D [15]
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Velmi zjednodusené se da fici, Ze ptenos probiha ve tfech krocich:
Odstranéni tenké vrstvy ze substratu darce
Ptenos tenkého filmu pod atmosférickym tlakem

Ukladani filmu na akceptor [16]

3.3 Experimenty

3.3.1 Sablonovaci proces

Pfenosu bylo dosazeno pouzitim jednotlivych pulzii z XeCl excimerového laseru
(vlnova délka 308 nm, délka pulzu 30 ns, opakovaci frekvence 1 Hz),ArF excimerovy laser
(délka pulzu 25 ns, opakovaci frekvence 1 Hz) a Nd: YAG laser (vinova délka 266 nm, 6 ns
trvani impulsu a 2 Hz opakovaci frekvence). Impulsni lasery (XeCl 308nm, ArF 193 nm, Nd:
YAG 266 nm) byly tizeny klapkou. Intenzita paprsku byla ovladana motorovymi dlouzicimi
deskami.

Vzorek byl umistén kolmo k laserovému paprsku. Paprsek tak ovliviioval pfenaseny
matridl pres substrat, jimz bylo kiemenné sklo. Pulzni energie byla métena pyroelektrickéhym
elektromérem. Drzak vzorku byl namontovan na motorizovaném X, y, z drzaku. Cely systém
byl fizen z pocitace pomoci programu LabVIEW, ktery umoziioval vytvofit matici boda
pro kazdy vzorek, nastaveni energie a po¢tu impulsu. Nastaveni pro experimenty provadéné
s Nd: YAG laserem byla stejna, kromé toho, Ze byly provozovany ru¢né. LIFT byl realizovan
umisténim substratu ptijimace pied darce. Ptevod riznych materiald byl proveden na peclivé
ocisténé sklicko. Proces prenosu riznych materialti byl zkouman bud’ v kontaktu, nebo
s mezerou oddélujici darce a desky prijimace. V tomto ptipadé, byly podlozky s definovanou
tloustkou umistény na okraje mezi t€mito dvéma substraty a seSroubovany do drzaku
vzorku. Rozpérky byly bud’ sklenéné kryci skli¢ka (40 um), Si (400 um), nebo brousené sklo
(1 mm nebo 2 mm). [17]
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3.3.2 Pouzité materialy

3.3.2.1 Biomolekuly

Predbézné experimenty metody LIFT s kapalnym stavem biomolekul se provadi na
volnych biomolekulach v roztoku, ktera se sklddala ze smési destilované vody a glycerol v
koncentraci 10 az 70% (v / v), povrchové aktivni latky plus SDS rozpustény v koncentraci
2 mg/ml. [17] Tento roztok byl pouzit v objemovém mnozstvi 50%, aby se zabranilo
odparovani béhem ptipravy a manipulace s tenkou vrstvou kapaliny s obsahem biomolekul.
Bylo rovnéz nezbytné ptidat povrchové aktivni ¢inidlo (jiz vyse zminéné dodecylsulfat sodny-

SDS), vedlejsim efektem byla i lepsi smacitelnost roztoku na kovovém filmu. [18]

3.3.2.2 Roztok DNA

DNA pouzita pro nanaseni byla extrahovana z mysich bun¢k (bunééné linie 3T3).
Aby se odstranily buiiky z tkanové kultury, byl k extrakci DNA byl pouzit trypsin. Buriky byly
poté centrifugovany po dobu 10 minut pfi teplot¢ 100 °© C (1200 otacek za minutu).
Supernatant byl odstranén a bunécnd peleta byla resuspendovana v PBS. Pelet byl znovu
resuspendovany v 10 ml DNA pufru a buriky se opét centrifugovaly po dobu 10 minut
pri 1200 otackach za minutu. [17]

Roztok byl inkubovan pies noc pfi teplote 45 © C, predtim byl roztok centrifugovan
po dobu 15 minut pii 3 000 otackach za minutu. Potom se k DNA piida NaCl (400 ul)
aprovede se centrifugovani pii 12 000 otaCkach za minutu po dobu 15 minut. Supernatant byl
odstranén a k vysrazené DNA byl pfidan etanol. Nakonec byla DNA izolovana do sterilni
sklenéné pipety. [11]
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3.3.3 Vysledky experimentu

3.3.3.1 Biomolekuly a liposomy

Vliv laserového toku byl zkouman jak pro typy laseru ArF, a XeCl laserové systémy
s biomolekulami, stejné¢ jako sroztoky obsahujici liposomy. Pro tyto experimenty,
se vzdélenost mezi cilem a piijima¢em udrzuje konstantni na 400 pm, a tloustka vrstvy
kapaliny byla 10 um.

V piipadé ozateni pti 193 nm a tloust’ce TP 60 nm nebyly neziskany pravidelné
prevedené vzory, vznikaly jen takové nepravidelné kapky. V tomto ptipadé TP vrstva byla
pravdépodobné pfili§ tenkd a neuchranila snadno poskoditelnou biomolekulu. Pro ozafovani
laserem ArF a s TP vrstvami siln€js$i nez 150 nm, jsou ziskany pravidelné kapicky.

Dalsi experiment s typem laseru XeCl, jehoz laserovy svazek pracujici pti 308 nm,
vinové délky dokazuje,ze lze ziskat kruhové kapky s dobte definovanym obrysem jiz
pti vrstve silné TP 60 nm. V optické mikroskopii je obraz uloZen na lipozomovém mikroc¢ipu
(obrazek 3). Kromé toho, pomoci mikroskopové fluorescence 1ze urcit, zda byla pii laserovém
prenosu poskozena integrita liposomu (obrazek 4). VSechny ptenaSené kapky jsou pravidelné
usporadan, nekteré maji ndhodné rozmisténé malé kapicky kolem sebe. Prevedené kapicky
jsou dobie definovany a kompaktni bez viditelnych zmén morfologie nebo necistoty z TP.

Dalsim aspektem, ktery stoji za zminku, je primeér kapicek, ktery se zvySuje

s vySyjici se energii laserového impulsu. [17]
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, 40 pm

Obrazek 3: Optickd mikroskopie mikrocipu (liposom: glycerol, 50:50) [17]

40 pm

Obrazek 4: fluorescen¢ni mikroskopie obrazu mikrocipu ziskaného z 10 um silné vrstvy

kapaliny [17]
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3.3.3.2 DNA vzory

Pienos DNA roztoku (pfi 266 nm), s titanovou vrstvou tloustky 60 nm byl analyzovan
na tloustce kapalné vrstvy 10 um a konstantni vzdalenosti mezi cilem a piijimacem
400 um. Kromé toho byla zkoumana i kvantifikace zachovani biologické aktivity roztoku
DNA po ptenosu. V ptipadé ozateni pti 266 nm, byly pfevedeny pravidelné vzory DNA

Mechanismus, ktery se podili na pfenosu roztoku DNA s ohledem na interakci
laser->material lze popsat nasledujicim zpisobem: dopadajici energie laseru interaguje
s absorpéni vrstvou na titanu. Pfi nizkych intenzitdch energie, jsou procesy tykajici
se jednoduchych excitaci projevovany nizkymi tepelnymi ucinky, a dochazi pouze k mensi
odchylce od cile mista pfenosu, tim dochazi na absorpéni vrstvé k pieméné energie
v materidlu. V tomto piipadé, tim jak se zvySuje hustota energie, zvySuje se i absorpcni
hloubka, to ma za nésledek vétsi objem interakce a zvyseni tepelného tcinku na absorpénim
materidlu. I pii nizkych hustotach energie, mtize dojit k vyvolani tepelnych u¢inkd, to vsak
zavisi na citlivosti absorpéniho materialu. Tim se vysvétluje i pokus s DNA, kdy je kapalina
s obsahem DNA v kontaktu s kovovou vrstvou. Kapalina se vlivem tepla odpati a je vyloucena
na absorpéni materidl. Pomoci digitilniho zobrazeni elektroforézou na agarozovém gelu
je videét, ze ¢innost roztoku DNA byla zachovéana pouze pro laser absorbované energie az

3 mJ/cm2 ve srovnani s kontrolnim roztokem DNA. [17]
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4 Matrix-Assisted Pulsed Laser Evaporation

Technika zndma jako Matrix-Assisted Pulsed Laser Evaporation (zkr. MAPLE) byla
vyvinuta koncem 90. let u americké namoini vyzkumné laboratoie, aby se zajistila jemnéjsi
impulzni laserovy odpafovaci proces pro polymery. Technika MAPLE byla uspésné pouzita
k ukladani tenkych a rovnomérych vrstev chemoselektivnich polymerd, stejné jako
organickych sloucenin, jako jsou jednoduché uhlohydraty a jejich polymery. V MAPLE
obsahuje laserovy cil zmrzlou matrici, ktera sestava z roztoku polymerni slouceniny
rozpusténé v relativné t€kavém rozpoustédle. Koncentrace rozpoustédla a rozpusténé latky
jsou zvoleny tak, aby se materidl, ktery je pfedmétem zajmu, mohl Gpln¢ rozpustit a aby
se vytvoril zfedény homogenni roztok. Cilem je, aby vétSina laserové energie byla ptivodné
absorbovana spiSe rozpoustédlem nez rozpusténou latkou. Molekuly rozpusténé latky
a rozpoustédla jsou odvadény z cilové oblasti laserovym impulsem. Jakmile jsou molekuly na
povrchu substratu, vytvorit film. V MAPLE je cil chlazeny, aby zmrazil roztok matrice.

V procesu MAPLE neni polymer nebo organickd molekula zdmémé ionizovéna a je

shromazd'ovana na substratu. V. MAPLE zmrazeny cil obvykle obsahuje <5% (m/m)
rozpusténého materidlu (Polymer nebo biomaterial, ktery ma byt ulozen). Tudiz kazda
molekula je obklopena a tudiZ chranéna velkym mnoZstvim rozpoustédla nebo matrice.
Tato konfigurace snizuje jak tepelné, tak fotonické poskozeni polymeru nebo biomaterialu
v roztoku béhem pouzivani laseru. Laserovd energie je typicky nastavena mezi 0,01
a 1,0 Jlem?, v zavislosti na pouzitém materialu a pouzitém rozpoustédle. Vklady se mohou
provadét pii tlaku pohybujicim se od vakua do 70 Pa a za piftomnosti inertnich nebo
reaktivnich plynti na pozadi.

Parametry zpracovani MAPLE jsou nasledujici: kompozice cilové matice, cil a
substrat, teplota, vzdalenost od cile k substratu, typ pozadi, laserova vinova délka, plynulost
laseru, trvani laserového pulsu a laserova opakovaci frekvence. [19]

Hlavni nevyhodou oproti LIFT tedy je naro¢nost podminek k pouziti. Jednd se
predevsim o nutnost prvek chladit, ¢i zmrzit.

Vyhodou je moznost vyuzZiti diky specidlni komory ménit podminky a nespoléhat se
tedy pouze na atmosférické podminky.
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S5 Experimentalni ¢ast

5.1 Cile

V ramci tématu této bakalaiské prace je nasim cilem ptenést zlatou vrstvu, ktera je
na jednom laboratornim skli¢ku, na sklicko druhé, které je cisté. Vzhledem k poctu
neuspésnych pokusii s laboratornimi sklicky byly provedeny i pokusy s kifemikovymi
destickami. Déle, byly vybrany na pfenos jednotlivé tecky. Diky tomu bylo mozno s jednim
sklickem s napafenou zlatou vrstvou pracovat déle, jelikoz se prenaselo méné materidlu

nez-li kdyby bylo pouzito ptimo linek.
5.2 Metodika vyzkumu

Meéfeni resp. tvorba a vyzkum probihala v laboratoiich Fyzikélniho tstavu Akademie
véd Ceské republiky v novém centru HILASE (High average power pulsed LASErs) patiici
mezi nejmodernéjsi centra v Evrop€. AZ na vyjimky dochazelo i na témze miste¢ k méteni
a skenovani vzorkd. Jako vzorky byly piivodné vybrana pouze klasicka laboratorni sklicka,
na ktera byla napraSena vrstva zlata v tloustce pfiblizné¢ 50um. V pribéhu mefeni bylo
rozhodnuto jesté pro pouziti kiemikové desticky, ktera vykazovalo lepsi adhezni podminky

pro zlatou vrstvu, nezli laboratorni sklicko.

5.3 Priprava vzorku

S pozlacenim skli¢ek nam pomohl tym z fakulty jaderné fyziky pii CVUT v Praze.
Pro pozlaceni se pouZila obycejna laboratorni sklicka a napraSovacka od firmy JEOL, do které
by vlozen zlaty disk. Sklicka bylo nutno pted vloZzenim do naprasovacky radné odistit. I pres
fadné ocisténi alkoholem, tak béhem doby trvani vyzkumu k degeneraci zlaté vrstvy. Dal$im
dilezitym a nezbytnym faktem poskozeni vrstvy, které se projevilo ztmavnutim na nékolika
mistech, bylo i jejich uskladnéni. NaSe vzorky byly umistény pouze v plastovych Petriho

miskach, coz bylo nedosta¢né. Pro nasledné nové hodnoceni bych doporucil nejlépe prachu
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vzdorné pouzdro a zajisténi vici otfesim. Otazkou je zda-li Casovy tusek, vymezeny pro toto
méfeni, by nemél byt kratsi, a tim by se ptredeslo pfipadné degeneraci zlaté vrsty.

Laboratorni sklicka byla vloZzena do pfistroje k naprasovani, tzv. naprasovacky
(obrazek 5). V té se ze zlatého disku uvolnily atomy zlata, jenz postupné klesla na sklicka
(obrazek 6). Tloustka zlaté vrstvy byla priblizné 50pum. Na uzsich krajich sklicek byla o néco
tenci z diivodu horsiho putovani iontd u okrajii nddoby. Za tivahu stoji fakt, zdali by doslo
k odlisnym hodnotam, v piipadé€, Ze by byla vrstva zlata stejnostranné rozlozena, a jak je

mozno toto stejnostranné rozloZeni zlaté vrstvy zajistit.

Obrazek 6: Podlozni skli¢ka s naprasenou zlatou vrstvou [20]
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5.4 Pouzité lasery

Pro tvorbu masky, ktera byla potfebna k ofezu laserového svazku, ktery vysilal laser
typu Omron MX-AI2030 (laser pouzity trvale pfi tvorbe biosenzoru), byl pouzit laser modelu
TruMark 3000. JelikoZ energie laserového svazku byla vysoka, byla pomoci laseru modelu
TruMark 3000 vytvofena v pocernéné hlinikové folii maska, ktera zuzila tento laserovy

svazek, ¢imzZ se snizila i energie pouzita pro prenos zlaté vrstvy z pozlaceného sklicka.

5.4.1 Pouzity laser pro samotny pienos

Néami pouzivany laser znatky OMRON modelu MX-AI2030 series mél primérny
vystupny vykon 20W s opakovaci frekvenci nastavitelnou od 10 do 1000kHz. Diky svému
vykonu je fazen do bezpe¢nostni tiidy IV (viz Ptiloha A) a je nutné s nim pracovat pod
dozorem progkolené osoby, nebo byt progkolen pro praci s lasery. Sitka jednoho pulzu byla
3ns, pri¢emz v nastaveni se dalo vybrat z 16 riznych moznosti opakovani. Moznosti se lisili
v poctu pulsi (1,2,3.4,6,8 pulsti), v délce intervalu mezi jednotlivymi pulsy (13, 20. nebo
26ns), ¢i vjejich intenzité (kazdy puls stejny, ¢i trojihelnikovity nabéh). Nami bylo
vyhodnoceno jako nejoptimélnéjsi nastaveni frekvence 10kHz. Pfi pokusech bylo vyuzito
predevsim nastaveni, kdy se aplikoval pouze jeden pulz (single shot).

V mgéfici soustave se dale objevily optické a optomechanické prvky, mezi které patii
polariza¢ni kostka, odrazova zrcéatka, fokuzér, motorizovand zamétovaci hlava a podlozni
stolek (obrazek 7, obrazek 8, str. 30 a obrazek 9 str. 31).

e Polariza¢ni kostka poskytovavala moznost odfiltrovani nezddoucich vin z laserového
svazku (pivodné nepolarizované svétlo) a propustila pouze pozadovany smér vinéni
v laserovém svazku.

e (Odrazova zrcatka umoznovala zmensit pracovni prostor na mensi plochu a usnadnit tedy
1 praci.

e Fokusér je dilezity pro rozsifeni pivodniho laserového svazku

e Zamgetovaci hlava se sklada ze vstupniho otvoru, motorizovaného odrazového zrcatka
ovladaného pires SW v pocitaci a cocky na vystupu; pres SW mozno nastavit vzor pro

pozadovany vysledek a SW sam nastavi polohu zrcatka
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e Podlozni stolek slouzi k nastaveni polohy vzorki, osa x a y motorizované, osa z se

nastavoval manualné

Obrazek 8: Metici soustava (1 — fokuzér, 2 — odrazové zrcatko) [20]
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Obrazek 9: Méfici soustava (1 — odrazové zrcatko, 2 — motorizovana zaméfovaci hlava, 3 —

podlozni stolek) [20]

5.4.2 Pouzity laser pro vytvoreni masky na orez svazku

Jelikoz se pouzity svazek jevil jako silny, tak pii méfeni bylo rozhodnuto zkusit
zmenS$it energii svazku pomoci zuZeni laserového svazku pies masku. Pro omezeni svazku
existuje vice moznosti, napt. clona, rozdélova¢ svazku tzv. splitter (nevyuzité svazky
je potieba kwviili bezpe¢nosti zachytit), ¢i filtry. Pro vytvoteni masky, ktera ndm ofizla laserovy
svazek, byl pouzit laser TruMark 3000 (obrazek 10, str. 32) umistény v TruMark Station 5000
(obrazek 11, str. 32). Divodem pro vyuziti masky byla mimo jiné, Ze pii pouziti této metody
je minimalné ovlivnén laserovy svazek.

Tento laserovy systém byl ovladan pies SW v pocita¢i a umoziioval zobrazovani
prenaSen¢ho vzoru na vzorek jest¢ pred samotnym pouzitim laseru. Diky umisténi laseru
v TruMark Station nebylo nutné pro praci pouZzivat jakékoliv specidlni pomucky. Po spusténi
laseru doslo k uzavieni systému pomoci vika, které zamezovalo zranéni, ¢i poskozeni okoli

laserovym svazkem.
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Obrazek 10: Laser TruMark 3000 [20]

Obrazek 11: Pracovni stanice TruMark Station 5000 [20]
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Na zékladé¢ ofezani na priblizné polovinu (obr 12, obr 13) priméru piivodniho svazku

bylo dosazeno asi 1000x slabsiho vykonu ve svazku (Viz vysledky Ptiloha B).

Obrazek 12: Ptivodni svazek [20]

Obrazek 13: Svazek po pouziti masky (Sedy kruh oznacuje ptivodni velikost) [20]
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5.5 Ovlivnitelné parametry

Me¢teni probihalo v laboratofich, do které nebylo nutno oblékat Zzadné zvlastni
obleceni. Pouze z bezpecnostnich diivodi bylo nutno mit laserové ochranné bryle. Mikroskop
pro zjistovani vysledki se nachdzel v tzv. Cistych prostorach (saly se zvySenou cistotou
prostiedi dle parametri norem ISO viz piiloha C), kam se jiz mohlo vchéazet jen zasadné
v odévu minimalizujicim uvolfiovani prachovych ¢astic do ovzdusi.

Jelikoz s laserem pracovalo vice lidi, bylo nutné po kazdé opét precizné nastavit nasi
konfiguraci soustavy a zaméfit. Po tomto zaméfeni bylo mozné jiz piikrocit k samotnému
prenaseni zlaté vrstvy.

Samotny proud pouzity pro ¢erpani diody se nastavoval pies software pocitace, ktery
byl umistén v blizkosti soustavy a uréeny pouze pro ovladani laseru, zaméfovacich
motorizovanych zrcadel, zatizeni pro posun podstavce v ose x,y.. Tento proud urcoval i vykon
na vystupu. Laserovy svazek se na vystupu zacal objevovat piiblizné pti 700mA a na 2000mA
mél své maximum vykonu (viz Graf 1). Pro pfenos zlaté vrstvy naprasené na podloznim

skli¢ku se vyuzivalo celého intervalu zjisténého proudu (700mA a na 2000mA).

Vykon [W]
3,500

Vykon laserového svazku dle proudu na diodé

2,990 3,000 3,000
3,000

2,500
2,000
1,500

1,000

0,500

0,000 0,000
0,000
300 800 1300 1800 2300

Proud [mA]

Graf 1: Naméfeny vykon v zavislosti na pouzitém proudu [20]

Dalsi faktor, ktery bylo mozné nastavit, byl pocet pulst v laserovém svazku. Laser

typu Omron MX-AI2030 umozioval nastaveni mezi jednim, dvéma, tfemi, ¢tyimi, Sesti, ¢i
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osmy pulsy. Pro naSe méfeni bylo pouzito modu jednoho pulsu. Pii pokusech s vice pulsy
doslo vlivem drobnych otfesti k posunu zasazené oblasti, a to by vedlo k rozsiteni a vétSimu
rozttepeni prenaseného vzorku, coz bylo pro nés nezadouci.

Posledni ménitelnou vlastnosti laseru byla doba vysilani laserového svazku -
expozice. Pii méfeni priibéhu laseru na osciloskopu bylo zjisténo, ze kazdych cca 50us
se na vystupu objevi jeden puls. Proto ve vétsing ptipadii bylo pouzito nastaveni na 45ps.

Dalsi faktory, jenz se mohly ménit, byla vyska stolku, na kterém byl vzorek polozen,
resp. jeho vzdalenost od posledni cocky a mezera mezi sklickem se zlatou vrstvou a sklickem
ptijimacim. Pomoci posunu podlozni stolku v horizontalni roviné jsme dostali vzorek blize,
¢i dale od ohniska. Tim se ménila i Sitka svazku vyuZitého pro prenos zlaté vrsty (v ohnisku
uzsi, nezli mimo néj), a soucasné doslo k rozlozeni energie do vétsi plochy, tudiz i k mensimu
zahtati zlaté vrstvy, a z toho vyplyva, Zze okraje v mist¢ odpareni zlaté vrstvy nebyly tak
roztiepené (vizudlné piipominajici poskozeni plechu po prastrelu kulky).

Po vétSinu doby méfeni byla nechdvana podlozni sklicka v pfimém kontaktu,
tj. bez mezery mezi nimi. V prib¢hu méfeni bylo nékolikrat vyzkouseno i vytvoieni mezery
mezi témito sklicky pomoci kouskti polyethylenovych sackti (obrazek 14), papiru apod.
Ale zjisténou skutecnosi bylo, Ze tato zména méfeni téméf neovlivnila a vysledky se pod

mikroskopem jevily velmi podobné, takze sklicka byla dale nechavana v piimém kontaktu.

Obrazek 14: Skli¢ka s vytvotenou mezerou pomoci polyethylenovych sacki [20]
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5.6 Vysledky méreni

Na vyhodnocovani vysledki byl pouzit mikroskop Olympus OLS 4000. Tento mikroskop
disponuje mimo klasického optického rezimu i rezim s laserovym snimanim. Vse (kromé
hrubého zaostieni) se ovlada pomoci SW v pocitaci a umoziuje okamzité ulozeni aktudlné

prohliZzeného obrazku, ¢i nastaveni snimané oblasti, kterou je potieba naskenovat.

5.6.1 Zlata vrstva

Podlozni skli¢ka potazena zlatou vrstvou byla testovana v n€kolika vyskovych trovnich
a to v ohnisku laserového svazku, a i mirné mimo ohnisko (pfiblizné¢ 3mm nad ohniskem)
a vyraznéji mimo ohnisko (pfiblizné¢ 10mm nad ohniskem), pricemz v kazdém vyskovém
nastaveni podlozniho stolku, byl na laseru nastavovan ¢erpaci proud od 700mA do 1700mA.
Pod hranici proudu 700mA byla interakce mezi laserovym svazkem a napraSenou zlatou
vrstvou téméf nulova. Pokud k né&jaké interakci doslo, tak se vétsinou projevila jako nafiznuti
vrstvy a ptipadné vlivem teploty a stavu zlaté vrstvy doslo i ke zkrouceni okraji v mistech
naifiznuti zlaté vrstvy (obrazek 15). Nad horni hranici proudu (1700mA) dochazelo
k vyrazn&j$imu poskozeni jak sklicka potazeného zlatou vrstvou, tak i sklicka, na které méla
byt zlatd vrstva pfenesena a dochazelo i k poskozovani kifemikové desticky (hlavné pfi

proudech 1900-2000mA).

,.D

Obrazek 15: Zlata vrstva po netuplném odpateni (pouzito 750mA) [20]
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Obrazek 16: Povrch pozlaceného sklicka po odpareni vrstvy (pouzit 1000mA) [20]

5.6.2 Laboratorni sklicka

Jak jiz bylo psano na zacatku experimentalni ¢asti, u laboratorniho sklicka dochazelo
pti prenosu k potizim. Tyto potiZe se projevovaly neschopnosti pfenést zlatou vrstvu na druhé
sklicko v alespoii v minimalné pozadovanych parametrech. Problém byl v energii laserového
svazku, kdy energie postaCujici pro prenos zlaté vrstvy, resp. odpateni zlaté vrstvy
z pavodniho sklicka byla dostatecna avsak prijimaci sklicko jiz poskozovala. Pii pfimém
kontaktu sklicka se zlatou vrstvou a sklicka, na které¢ méla byt zlatd vrstva prenesena
dochazelo, Ze se na piijimacim skli¢ku zachytaval pouze zlaty prach (obrazek 16) vznikly
pii odloupnuti zlaté vrstvy na prvotnim sklicku. Pfi vytvoreni mezery mezi sklickem se zlatou
vrstvou a piijimacim (fadoveé v um) se jiz témét zlaty prach neusazoval. Pro ob¢ varianty
prenosu zlaté vrstvy s mezerou i bez vSak plati stejny zaveér, a to, Ze vrstva prenaseného zlata

nebyla schopna se pevné spojit s podloznim sklickem.
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Obrazek 17: Vysledek pro ¢erpaci proud 1600mA pii umisténi vzorku v ohnisku laserového

Dalsi problém nastaval pfi proudech okolo 1600mA a vys, kdy na podloznim sklicku
jiz dochéazelo k poskozovani jeho struktury (Obrazek 18), aniz by se v misté poskozeni vrstva

zlata usadila, coz uz byl neZzadouci stav. Na obrazek 19 (str. 39) je i vidét, Ze kolem poskozeni

sklicka

se usazoval pouze zlaty prach.

Scanning mode XYZ ultra fast
scan + Color

Iimage sizefpixels]: 1024X1024
Image sizefum]' 259x262
Objective

lens MPLAPONLEXTS0
Zoom:1X

Obrazek 18: Vysledek pro ¢erpaci proud 1700mA pii umisténi vzorku v ohnisku laserového

svazku (50x zvétseno) [20]

svazku (50x zvétseno) [20]
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Obrazek 19: Poskozeni podlozniho sklicka pro ¢erpaci proud 1900mA (100x zvétseno) [20]

5.6.3 Kremikova desticka

Kiemikova destic¢ka spolu s pienaSenou zlatou vrstvou jiz vykazovala lepsi adhezivni
vlastnosti nez-li podlozni sklo a zlata vrstva.

Pfi pouziti Cerpaciho proudu pod piiblizné¢ 1600mA dochéazelo k pfenosu nékolika
zricek zlata, které netvotily zadny ustdleny tvar, coz bylo zpiisobeno pravdépodobné
postupnym odchlipnutim zlaté vrstvy zplvodniho sklicka, kterd se vlivem pilisobeni
laserového svazku postupné rozpadala. Hodnota cerpaciho proudu okolo 1750mA
se projevila jako nejlepsi ve spojeni s posunem podlozniho stolku mimo ohnisko laserového
svazku o 3mm. Prenesend vrstva zlata véetné svého okraje témét kopiruje otvor vznikly

na ptivodnim sklicku. (obrazek 20, str. 40)
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Obrazek 20: Vysledek pro kiemikovou desticku, ¢erpaci proud 1750mA, vzorek mimo
ohnisko (zvétseni 100x) [20]

P pouziti vyssiho cCerpaciho proudu, zacinala byt energie laserového svazku
pro prenos vysoka a dochazelo k nedokonalému prenosu zlaté vrstvy. Tato vrstva se “stahla“
po hran¢ laserového svazku, pticemz vznikly tvar mél ve svém stiedu prostor bez prenesené
zlaté vrstvy..

Na obrazek 21,e patrné jiz pocinajici poskozeni struktury kiemikové desticky
ptiblizng ve stfedu obrazce. Pti pouziti metici sestavy odpovidal témét obrys pienesené vrstvy

zlata obrysu na ptivodnim skli¢ku, avSak neni vyplnén stied.

s : R . . 3
Obrazek 21: Vysledek pro kiemikovou desticku, ¢erpaci proud 1750mA, vzorek mimo
ohnisko (zvétseni 100x) [20]
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Pii pouziti stejného nastaveni jako v minulém piipadé pouze srozdilem polohy
podstavného stolku, kdy stejny vzorek byl umistén do ohniska laserového svazku je vidét
o¢ekavana vyrazna zména ve vysledku prenosu zlaté vrstvy. Je vidét, Ze laserovy svazek byl
jiz silny natolik, Ze se odpatila vétsi plocha zlaté vrsty, nez-li byla plocha ptedpokladana. Spolu
s timto nastavenim, doslo i k vétsimu poSkozeni kiemikové desticky a zlata vrstva vytvotila
opét kruh s poskozenim uprostied. Pti porovnani vypéleného obrysu a obrazce na kiemikové
desticce je vsak vidét, ze pravdépodobné diky ptimému kontaktu laserovy svazek rozprostiel
zlatou vrstvu skoro v dokonalém kruhu (viz obrazek 22) na kiemikové desticce..

Pii pouziti adekvatné snizeného Cerpaciho proudu se zlaté vrstva prenesla, avsak bez
vytvoreni plného kruhu, ale pouze jeho okraje. Ani ostatni méfeni stejného nastaveni méiici
soustavy, kdy se ménil pouze ¢erpaci proud na laserové diod¢ v rozmezi 950mA — 2000mA
se zménou po SOmA nepfinesly kladné vysledky. Jediné, k ¢emu po celou dobu dochazelo,
bylo zvétSovani primeéru pienesené vrstvy zlata a postupné poskozovani kiemikové struktury

uvnitf tohoto kruhu vytvoreného zlatou vrstvou.

Obrazek 22: Vysledek pro kiemikovou desticku, ¢erpaci proud 2000mA, vzorek v ohnisku
(zvétseni 100x) [20]
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Diskuze

Témito pokusy byla snaha dosahnout vytvoreni zakladni struktury pro budouci tvorbu
laserovych bioseznorii. Z diivodu sniZeni spotfeby finanéné naro¢ného materidlu byly
vyuzivany jednobodové pienosy zlaté vrstvy, pii¢emz pii nalezeni optimdlniho nastaveni
méfici soustavy by doslo ke zméné prenaseného vzoru zlaté vrstvy z bodu na linii ( piimku,
usecku, linku apod.) . Na strukturu linii by pak byla aplikovana bioreakéni vrstva na jednom
konci a prevodnik zobrazujici, resp. prenasejici vystupni signal na konci druhém.

Oproti vyse popsanému ptivodnimu predpokladu se nepodatilo naplnit piivodni cile,
jenz byly od prace ocekavany. Problém ¢nél hlavné v piichyceni zlaté vrstvy z ptivodniho
podkladniho skli¢ka na skli¢cko druhé. Nami ocekavanému vysledku se piiblizil az pienos
na kifemikovou desti¢ku. Ta byla pouzita hlavné pro testovani, zda se vrstva zlata skutecné
prenese, nebo jestli energie na jeji odtrzeni z ptivodniho podstavného sklicka je tak silna,
7e se zlatd vrstva odpaii a rozprostie do prostoru v podobé mikrokapicek. Pii dohledanych
pokusech (viz kapitola 3) dochazelo témét bezproblémovému prenosu riznych material
a prenesena vrstva odpovidala pfiblizn€ vrstvé odpafené z piivodniho zdroje.

Diky pouziti kiemiku bylo zjisténo, Ze pravdépodobné po drobnych korekcich jsme
schopni zlatou vrstvu prenést v podobé ndmi zadané. Aby byl vysledek co nejpodobng&jsi
ocekavani, tak by korekce méfici soustavy spocivala hlavné v pravé Cerpaciho proudu
prochézejiciho laserovou diodou v fadech jednotek, maximalné desitek mA, ptipadné drobné
upraveé vzajemné polohy vzorku (podkladové skli¢ko se zlatou vrstvou a skli¢ko na které tuto
vrstvu budeme prenaset) a ohniska laserového svazku.

Aplikaci kifemiku bylo potvrzeno, Ze k pfenosu zlaté vrstvy skutecné dojde, avsak
pro budouci pouziti, je kiemik nevhodny, vzhledem ke své schopnosti jakoZto polovodic vést
elektricky proud. To by mohlo nésledné ovliviiovat méfené signaly jenZ biosenzor zaznamena
a vnaSet do meficiho systému vysokou chybu na vystupu hodnot. Jedna z moznosti jak
ktemiku vyuzit na pavodni predpoklad (biosenzor tvofeny ze skla snapraSenou zlatou
vrstvou, ktery bude drZzet na skle) a minimalizovat ovlivnéni méfeného signalu by byla,
ze prijimaci podkladové sklicko by bylo potazeno tzkymi pruhy kiemikové vrstvy, kterd
by vsak neméla byt o moc $irSi nez prenasena zlata vrstva. To vSak pfindsi nutnost umistit
nasledné ptendSenou vrstvu zlata na presné vymezeny prostor kiemikem na podkladovém

sklicku.
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Eventudln¢ je mozno hledat chybu i vtypu pouzité laboratoie. Ve vyhledanych
pokusech nebyl zminén typ Cistoty prostiedi (Cisté prostory dle norem ISO) v laboratofi.
Jelikoz méfeni probihalo v laboratofi, do které neni potieba specidlniho odévu, krom
bezpecnostnich bryli, je i mozné, Ze i pies snahu udrzet veskeré pouzité vzorky v bezprasném
obalu, se ndm na n¢ dostaly prachové ¢astice, které méfeni mohly ovlivnit.

Jedno znejvétSich nepiesnosti méteni bylo vSak pravdépodobné zpisobeno
neumyslné, nami samymi. JelikoZ s laserem pracovaly i dals§i vyzkumné tymy, muselo byt
pred kazdym samotnym méfenim provedeno nové nastaveni meéfici soustavy na nas
experiment. JelikoZ toto nastaveni méfici soustavy nezlstavalo stale stejné, byly zanaseny
do nastavovani drobné neimyslné zmény. Jejich disledkem mohlo byt, Ze pies stejny Cerpaci
proud a vzdalenost vzorku od posledni Cocky v méfici soustaveé, byly vysledky mirn€ odlisné
oproti pfedchozim méfenim.

Vzhledem k vySe popsanym divodim, kde mohly chyby vzniknout, do budoucna
by bylo vhodné otestovat, zda a ptipadné jak velky vliv ma typ laboratofe na méteni. Mohlo
by se pozadovat i nepouzivani dal§iho laserového systému (izolovana laboratof pouze
s jednim laserovym piistrojem), ale v klasickém provozu je tento pozadavek téméf nerealny.
vlastnosti podkladového sklicka a pfilnavost kiemikové desticky a soucasné by se nejednalo
o vzécny, ¢i finanéné narocny materidl. Tim miize byt jiny druh skla nez laboratorni sklicko,

¢i néjaka tvrzena plastickd hmota, kterd je schopna snaset velké rozmezi a rozpéti vlivi.
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Zavér

V této bakaléiské praci byla snaha vytvofit biosensor, nebo aspon jeho zdkladni
strukturu na kterou uz by se jen aplikovala bioreakéni vrstva, na laboratornim sklicku. Ptistroje
by mély byt v budoucnu na stejnou sitku dnesnich biosenzorti schopny méfit vice parametrti.
Doslo by ptipadné ke sniZeni zatéZe pro organismus pacienta a ke snizeni poctu piistroji
nutnych k méfenti, a s tim souvisejici snizeni finan¢nich nakladt

Teoretickd ¢ast shrnula zdkladni poznatky o laserech, biosenzorech a predstavila
metodu LIFT v¢. priklada pouziti. Prakticka ¢ast zahrnovala jiz samotna méfeni a vysledky.

Oproti ocekavani ale méfeni nevychazelo podle ¢asového planu. Pivodné mélo byt
pouzito pouze klasické podkladové sklicko, avsak po stalych nezdarech s pfenosem zlaté
vrstvy, kdy dochazelo k pte nastavovani m;. site laserového svazku pomoci hlinikové masky
slouzici pro ofez pouzivaného laserového svazku, mnozstvi pulst v laserovém svazku, délce
expozice, ¢i vzdalenosti obou podkladovych skli¢ek mezi s sebou, bylo pfistoupeno k pouziti
ktemikové desticky a méfeni bylo opakovano. S kiemikovou desti¢kou bylo dosaZeno lepsich
vysledkt, ¢imz bylo potvrzeno, Ze zlatd vrstva se da prenést a pii urcité korekci i ve tvaru,
ktery byl ocekavan.

Nejvétsim problém se ukdzala pravdépodobné adheze laboratornich sklicek,
kdy nebylo mozné zlatou vrstvu na tato sklicko nanést. Zlata vrstva nebyla schopna
se s podloznim skli¢kem naplno spojit. Pfi pfimém kontaktu neni mozné piesn¢ fici, zda
se zlatd vrstva pienesla. Ve varianté, Ze se na podloznim sklicku zlata vrstva uchyti, dojde
pravdépodobneé k nedostatecné silné vazbe (spojeni materidli mezi sebou), kterd oba materily
u sebe udrzi. Nasledng, pii oddéleni obou sklicek od sebe, se patrné vlivem proudéni vzduchu
(pti transportu podlozniho sklicka zpét do skladovaciho boxu), zlatd vrstva odloupne
a na podkladnim skli¢ku zistanou pouze drobné ¢astecky zlatého prachu, které se uchytily.
Pfi vytvoteni mezery mezi podkladnimi sklicky se stejné jako v predchozim piipadé nelze
s uplnou jistotou ur¢it zda se zlatd vrstva prenese, ale je zde vétsi pravdépodobnost,

7e k tomuto prenosu nedojde.
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Piiloha A — Déleni laserti dle CSN EN 60825-1 ed 3.

Ttida 1. Lasery, které jsou bezpecné za provoznich podminek, které Ize predpokladat s
dostatec¢né velkou pravdépodobnosti, véetné podminek sledovani svazku pomoci optickych
pistroju. [21]

Trida 1M. Lasery vyzarfuijici v rozsahu vinovych délek od 302,5 nm do 4 000 nm, které jsou
bezpecné za provoznich podminek, které Ize pfredpokladat s dostate¢né velkou
pravdépodobnosti, ale mohou byt nebezpecné, jestlize uZivatel pouZije pro sledovani uvnitf
svazku optické pfistroje. [21]

Trida 2. Lasery vyzatujici viditelné zareni v rozsahu vinovych délek od 400 nm do 700 nm, u
kterych je ochrana zraku za normalnich okolnosti zajisSténa fyziologickymi reakcemi
zahrnujicimi i mrkaci reflex. Tato reakce mlZe byt povaZovéna za dostate¢nou pro zajisténi
adekvatni ochrany za provoznich podminek, které Ize predpokladat s dostatecné velkou

pravdépodobnosti, véetné pouziti optickych ptistrojd pro pozorovani uvnitf svazku. [21]

Trida 2M. Lasery vyzarujici viditelné zareni v rozsahu vinovych délek od 400 nm do 700 nm,
u kterych je ochrana zraku za normalnich okolnosti zajisténa fyziologickymi reakcemi
zahrnujicimi i mrkaci reflex. Ale sledovani vystupu laseru miize byt daleko nebezpednéjsi,

jestlize uzivatel pouzije pro sledovani uvnitf svazku optické pfistroje. [21]

Ttida 3R (do roku 2001 oznacovana 3A). Lasery vyzarujici v rozsahu vinovych délek od
302,5 nm do 106 nm, u kterych je pfimé sledovani uvnitf svazku potencialné nebezpecné,
ale riziko je mensi nez u lasert t¥idy 3B. RovnéZ je pro né pozadovédno mensi mnozstvi
vyrobnich poZadavkd a kontrolnich hodnot pro uZivatele nez u lasert tfidy 3B. Pfipustna mez
zareni (AEL) je pétindasobkem pfipustné meze zareni AEL pro tfidu 2 v rozsahu vinovych
délek od 400 nm do 700 nm a pétindsobkem pripustné meze zareni AEL pro tfidu 1 pro
ostatni vinové délky. [21]

Ttida 3B. Lasery, u kterych je za normalnich okolnosti nebezpecné, jestlize dojde k pfimému
ozareni svazkem (ve jmenovité vzdalenosti s nebezpecim poskozeni zraku NOHD).

Sledovani difliznich odrazl je za b&Znych podminek bezpe&né. [21]

T¥da 4. Lasery, které jsou schopny produkovat nebezpe&né diflizni odrazy. Mohou zpUsobit

poskozeni pokozky a vznik pozaru. Jejich pouzivani vyzaduje mimoradnou pozornost. [21]



Piiloha B — Naméiené hodnoty pied a po ofezani laserového svazku

A

Mame

= Power/Energy ~
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| Spatial =
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Obrazek 23: Namétené hodnoty pied ofezani laserového svazku [20]
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Obrazek 24: Naméiené hodnoty po ofezani laserového svazku [20]
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Priloha C - Norma ISO 14644-1

Norma ISO 14644-1 Klasifikace ¢istoty vzduchu

Zabyva se klasifikaci Cistoty vzduchu, kde Cistota je stanovena poctem prachovych
¢astic v 1 m 3 . Pro ucely klasifikace jsou brany v iivahu jen statistické soubory ¢astic, které
maji kumulativni rozdéleni rozmezi lezicich v intervalu velikosti (0,5 <X >5) um obsaZenych

v kubickém metru vzduchu. v stejné€ jako norma FS 209 E, D. [22]

Zikladni definice:

Cisty prostor

Je prostor, ve kterém je koncentrace ¢astic obsazenych ve vzduchu fizena. Tento prostor je
konstruovan a pouzivan tak, aby se minimalizoval vstup, vytvafeni a usazovani ¢astic uvnitt
tohoto prostoru. Rovnéz zde musi byt podle potieby fizeny parametry jako teplota, vlhkost a

tlak.

Cistd zéna

Je vyhrazeny prostor, ve kterém je koncentrace prachovych c¢astic fizena. Tento prostor je
zkonstruovan a pouzivan tak, aby se minimalizoval vstup, vytvafeni a vifeni ¢astic uvniti této
zony. Rovnéz zde musi byt podle potieby fizeny i jiné dualezité parametry, napf. teplota,
vlhkost a tlak. Nemusi se jednat o ¢isty prostor. Instalace Instalace Cistych prostor nebo jedna
¢i vice Cistych zon spolu se vSemi pfidruZenymi stavebnimi konstrukcemi, vzduchotechnikou,

sluzbami a piivody médii.

Klasifikace
Je troven znecisténi vzduchu casticemi, ktera je pouzitelnd na Cisty prostor nebo zonu.
Vyjadiuje se jako ISO tfida N, kterd reprezentuje maximalni dovolené koncentrace ¢astic

uvazovanych velikosti.

Cdstice
Je pevny nebo kapalny objekt, ktery je zatazen do kumulativniho statistického rozdéleni s

prahem v intervalu od 0,1um do Spm.



Velikost cdstice

Je primér ¢astice ve tvaru koule, kterd v prislusném piistroji na méteni ¢astic vyvola stejnou

odezvu, jako ¢astice metena.

Koncentrace cdstic

Je pocet jednotlivych ¢astic v jednotce objemu vzduchu.

Tabulka 1: Tabulka maximalnich koncentraci prachovych ¢astic pro jednotlivé klasifikace

ISO [22]
Cislo Maximalni meze koncentrace prachovych ¢astic (pocet ¢astic/m3 vzduchu),
Klasifikace jejichz velikost je vétsi nebo rovna velikosti ¢astice uvedené nize
ISON) | 201 pum [ >02pum [ >03um | >05um | >1.0um | >5.0 um
ISO 1 10 2
ISO 2 100 24 10 4
ISO 3 1000 237 102 35 8
1ISO 4 10000 2370 1020 352 83
ISO 5 100000 23700 10200 3520 832 29
ISO 6 1000000 237000 102000 35200 8320 293
ISO 7 352000 83200 2930
ISO 8 3520000 832000 29300
ISO 9 35200000 8320000 293000

Koncentrace tastc, C_ Castica/m®

Velikost &assc, D v um

0s 10

Graf 2:Grafické znazornéni koncentrace ¢astic pro jednotlivé klasifikace ISO [22]




