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ABSTRAKT

Cilem prace bylo pfipravit platformu organického elektrochemického tranzistoru, ktera by
umoziovala elektrickou 1 optickou detekci vymény iontil mezi elektrolytem a vrstvou
organického polovodi¢e, kterym byl poly(3,4-cthylenedioxythiofen):poly(styrensulfonat).
Cilem bylo ovéfit, zda navrzena platforma vyhovuje pozadavkim obou metod charakterizace,
a zda pii daném uspotradani je citlivost dostacujici v pozadovaném rozsahu koncentraci analytu.
Préce se také zabyvala studiem stability platformy ve vybranych rozpoustédlech a kultiva¢nich
mediich, souCasn¢ byla studovdna metoda optimalizace piipravy distanéniho rdmecku a
kompletace métici cely OECT. Bylo hledano vhodné rozpoustédlo polymethylmethakrylatu
tak, aby toto rozpoustédlo neovliviiovalo okolni c¢asti platformy. Na zakladé ziskanych
vysledkl bylo zjisténo, ze zvoleny fotorezist pro piipravu distan¢niho rdmecku neni vhodny.
Nicméné, bylo zjiSténo, Ze navrzend platforma vyhovuje obéma metodam charakterizace.
Pfi studiu detekce vymeény iontd bude tedy nutné soucasny fotorezist nahradit novym, vice
chemicky stabilnim.

KLICOVA SLOVA

Bioelektronika, biosenzory, organicky elektrochemicky tranzistor, polovodivé polymery,
poly(3,4-ethylendioxythiofen):poly(styrensulfonat)

ABSTRACT

The aim of this work was to prepare a platform based on electrochemical transistor that
would allow both electrical and optical detection of ion exchange between the electrolyte and
the layer of organic semiconductor. Semiconductor that have been used in this work was
poly(3,4-ethylenedioxythiophene):poly(styrenesulfonate). The main goal was to verify whether
the proposed platform meets the requirements of both characterization methods, and whether
the sensitivity in the given arrangement is sufficient for the required range of analyte
concentrations. The work also dealt with the study of the stability of the prepared platform
in selected solvents and culture media, at the same time the method of optimizing the
preparation of the photoresist foil and the completion of the OECT measuring cell was studied.
A suitable solvent for polymethyl methacrylate was sought so that it did not affect the
surrounding parts of the platform. Based on the obtained results, it was found that the selected
photoresist for the preparation of the spacer frame is not suitable. However, it was found that
the proposed platform satisfies both characterization methods. Therefore, it will be necessary
to replace the current photoresist with a new, more chemically stable one.

KEY WORDS

Bioelectronics, biosensors, organic electrochemical transistor, conducting polymers, poly(3,4-
ethylenedioxythiophene):poly(styrene sulfonate)
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1 UVOD

Organicka elektronika byla intenzivné studovéana po nékolika desetileti od objevu
konjugovanych polymert a vyvinula se do velice lakavé oblasti vyzkumu a technologie. Jednim
z hlavnich divodu je, Ze organicka elektronika s implementaci organickych polovodi¢i dokaze
dosahnout vysokych hodnot vodivosti [2, 10]. Od konce sedmdesatych let dvacatého stoleti,
byl pro organickou elektroniku u¢inén velky pokrok v optimalizaci chemickych, elektrickych
a mechanickych vlastnosti organickych, vodivych materialech [5]. Organické polovodicové
materidly, v€etn¢ konjugovanych polymerti a malych molekul, vykazuji vynikajici vykon
v mnoha elektronickych zatizenich, véetné organickych svételnych diod (OLED), organickych
solarnich ¢lankti a organickych elektrochemickych tranzistort (OECT) [5]. Integraci
organickych polovodic¢ovych biopolymerti do sensord, pracujicich na bazi tranzistord,
dokazeme dosdhnout mnoha vyhod, jako jsou naptiklad vysoké citlivost a kontrolovatelna
propustnost elektrond, nebo iontd béhem méfeni [2, 5]. Vysoce citlivé biosenzory jsou velmi
zadané¢ v mnoha védeckych oblastech mediciny a biologie, jako je naptiklad kvantitativni
zkoumani vymény iontl builky s okolim pii polarizaci/depolarizaci membrany, nebo
monitorovani akéniho potencialu vzrusivych bunék rostlin i hub [4]. Vyuzivani elektrickych
signalil s biologickymi systémy pomohlo ziskat mnoha poznatkl pro rizné, zakladni principy
zivych organismdi.

V nasi praci jsme se zabyvali vyvojem sensoru na bazi vodivého polymeru s implementaci
fluorescencni sondy, ktery by dokézal monitorovat akéni potencial vzrusivych bunék. Senzor
byl modifikovan, aby byl schopen elektrické 1 optick¢é detekce zmény koncentrace
extracelularnich draselnych iontd (K) pfi zméné elektrochemického potencialu v okoli
eukaryotické bunky. V mna$i praci byl modifikovan sensor na bdzi organického,
elektrochemického tranzistoru (OECT). Jednou z charakteristickych vlastnosti OECT je fakt,
ze mezi elektrolytem a kanalem OECT se nenachdzi izolator, a to umoznuje dopovani ionti
z elektrolytu pfimo do objemu tenké vrstvy polovodivého polymeru. OECT maji Siroké
uplatnéni jako biosensory pro fadu biologickych aplikaci, a to z dlivodu, Ze dokaZou pracovat
pii nizkych pracovnich napéti, které byva standardné niZsi nez +1 V, ¢imz dokaZou zabranit
hydrolyze v analyzovaném systému. Mezi dalSi vyhodu OECT patfi jejich vysoka chemicka
stabilita ve vodném prostredi a jeho biokompatibilita, kterou pti ur€itém uspotfadani dokazou
nabyt [1, 4]. Jako polovodivy polymer byl pro nasi modifikovanou platformu OECT pouzit
osvédceny organicky polovodi¢ p-typu poly(3,4-ethylendioxythiophen):poly(styrensuflonat)
(PEDOT:PSS). Pro splnéni tcelu ovéfeni schopnosti detekce byly méteni s modifikovanou
platformou provedeny s pfipravenymi roztoky o velmi nizkych koncentraci, pohybujicich se
V oblasti extracelularni koncentrace draselnych iontt.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Organicky elektrochemicky tranzistor (OECT)

Organicky elektrochemicky tranzistor (OECT) je tfielektrodové, tranzistorové zafizeni,
které pozustava z hradlové (,,Gate*), zdrojové (,,Source*) a odtokové (,,Drain®) elektrody [1, 8].
Prostor mezi zdrojovou a odtokovou elektrodou je vyplnén tenkou vrstvou polovodivého
polymeru, ktery tvofi kanal OECT, skrz ktery je za ur€itych podminek umoznén tok
elektrického proudu. Mezi kanalem OECT a hradlovou elektrodou se nachazi elektrolyt, bohaty
na ionty [1, 8]. Ionty v polovodivém polymeru dokazou byt za urcitych podminek zpétné
dedopovanany do elektrolytu [1, 8]. Zménu prochazejiciho proudu lze modulovat zménou
napéti na hradlové elektrodé [2]. Dopovani ionti do vrstvy polovodivého polymeru ma
za nasledek vyznamné zvyseni citlivosti tranzistorového zatizeni OECT. Dalsi vyhodou je, Ze
dopovani probiha v celém objemu polovodivého polymeru. Dopovani iontli je umoznéné
pomoci aplikovaného elektrického pole a v zatizeni OECT o daném uspotfadani nedochazi
k Zadné elektrochemické reakci [2]. OECT maji Siroké uplatnéni jako biosenzory pro fadu
biologickych aplikaci, a to z divodu, Ze dokazou pracovat pii relativné nizkém napéti, ¢imz se
zabrani hydrolyze a jsou chemicky stabilni ve vodném prostiedi [4, 7]. OECT lze rozdélit
do ¢tyt kategorii, na zaklad¢ transportu naboje skrz polovodivy polymer a podle rezimu
fungovani OECT [2,4,5]. Transport naboje mize byt uskutecnén pomoci pouziti dvou typt
polovodicu a to p-typ a n-typ. P-typ polovodi¢ vede proud pomoci kladného naboje, tzv. dér a
n-typ polovodi¢ vede proud pomoci elektronti [3]. OECT pracuje ve dvou rezimech, a to
Vv rezimu akumulace a ochuzeni (Obrazek 1).
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Obrazek 1: OECT V rezZimu ochuzeni a Vv rezimu akumulacnim [2]

Pro nés experiment jsme se zabyvali reZimem ochuzeni z toho diivodu, Ze se pii aplikovaném
kladném napéti na hradlové elektrodé se snizuje vodivost polovodivého polymeru mezi
zdrojovou a odtokovou elektrodou. Pro reZim ochuzeni byl jako modelovy polymer pouzit
poly(3,4-ethylendioxythiophen) dopovan latkou poly(styrensulfonat) (PEDOT:PSS) [1].
Navzdory sirokému zajmu o OECT diky jeho moznosti vyuziti v mnoha biologickych



aplikacich, nebyl doposud komplexnéji vysvétlena jeho volt-ampérova charakteristika [1]. Je
to pravdépodobné z toho divodu, ze pro spravny popis OECT je zapotiebi spojit poznatky
elektrochemie a fyziky pevnych latek. K popisu fungovani OECT v ustdleném stavu a v rezimu
ochuzeni, byl popsan mechanizmus OECT pomoci snizeni pohyblivosti a poctu dér
v organickém polymeru poly(3,4-ethylendioxythiophen) (Obrazek 2) [1, 10]. Snizeni
pohyblivosti dér je zpisobeno dopovanymi ionty z elektrolytu do tenké vrstvy polovodivého
polymeru PEDOT:PSS za podminky pfilozeni kladného napéti na hradlové elektrodé, ktera je
v piimém kontaktu s elektrolytem [1]. Transport dér v polymeru mezi zdrojovou a odtokovou
elektrodou je dan Ohmovym zdkonem [7]. Zesileni OECT je popsano pomoci veli¢iny
transkonduktance (gm), definované v rovnici (1) a (2). Zrovnice (2) vyplyva, zZe
transkonduktanci OECT lze modulovat Gpravou rozméra kanalu OECT (w, d, I), nebo pouzitim
jiného polovodivého polymeru (, C) [2,6,7]. Také bylo prokazano, Ze transkonduktance OECT
je siln¢ zavisla od aplikovaného napéti na hradlové elektrodé. [2,5,6].
ol 1)
Im = P17
on =2 € Wy = ) @

Clen 0dIgp v rovnici (1) znazoriiuje zménu prochazejiciho proudu skrz tenkou vrstvu

polovodivého polymeru mezi zdrojovou a odtokovou elektrodou, ¢len dV; oznacuje zménu
aplikovaného napéti mezi hradlovou a zdrojovou elektrodou. Veli¢ina w oznacéuje v rovnici (2)
Sitku kanalu, d oznacuje tloustku kanalu, | popisuje délku kanalu, x4 popisuje mobilitu naboje,
C kapacitu polovodivého polymeru, veli¢ina Uy, znazoriiuje prahové napéti a veli¢ina U
reprezentuje napéti na hradlové elektrodé [2,5,6].

(b)

< Source
Obrazek 2: (a) organicky tranzistor rizeny fyzikalnim polem (OFET)
(b) organicky elektrochemicky tranzistor (OECT) [5]

2.2 Polovodivy polymer PEDOT:PSS
Poly(3,4-ethylendioxythophen):poly(styrensulfonat) (PEDOT:PSS) (Obrazek 3) se prokazal
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spektru oblasti, v¢etné displeji OLED, organickych termoelektrickych materiald a hlavné
v organickych elektrochemickych tranzistorech (OECT) [1,5,11]. PEDOT:PSS byl poprvé
predstaven jako material pro OECT v roce 2002, z divodt jeho rozsifené komercni dostupnosti
a vyrazn¢ vysoké elektrické vodivosti, kterd mize za ur€itych podminek dosdhnout vodivost
3000 S/cm? [2, 5]. Pravé diky kombinaci vysoké volumetrické kapacity a rozsifené komeréni
dostupnosti je PEDOT:PSS idealnim materidlem pro vyzkum OECT [5, 10]. PEDOT:PSS je
degenerovan¢ dopovany polovodi¢ p-typu, v kterém jsou diry naftetézci PEDOT
kompenzovany akceptory (SO*) z &asti PSS [2, 3, 5].

Q 2
SO4H S50, S04H S50, S04H

QOO0

Obrdzek 3: Struktura polovodivého polymeru PEDOT: PSS [11]

n

Princip fungovani OECT v ochuzeném rezimu s pouzitym polymerem PEDOT:PSS je
zaloZen na vlastnostech 3,4-dioxyalkylového mistku na thiophenovych ¢astech, poskytujici
elektrony pro fetézec poly(3,4-ethylendioxythiophen). PEDOT:PSS se v ochuzeném rezimu
chova jako p-typ polovodi¢, tedy elektricky proud je veden s pomoci dér podél fetézce PEDOT.
Vzhledem k tomu, ze fetézec PEDOT je ¢aste¢né oxidovan a sulfonatové skupiny v PSS tak
poskytuji rovnovahu néboje, pracuje OECT v ochuzeném rezimu. ZvySovanim aplikovaného
napéti na hradlové elektrodé zplsobi, ze anionty v elektrolytu migruji smérem k hradlové
elektrodé a nésledné vytvoii elektrickou dvojvrstvu. Soucasné jsou z elektrolytu do materidlu
kanalu OECT, ktery je tvofen tenkou vrstvou PEDOT:PSS, dopovany kationty interagujici
s ¢asti PSS. V polovodivém polymeru tak dochéazi ke snaze dosdhnout elektrickou rovnovahu
a to ma za nasledek dedopovani na fetézci PEDOT, ¢imz se postupné snizuje prochazejici
elektricky proud skrz kanal OECT (Obrazek 4) [2]. Zlepseni vykonnosti polymeru PEDOT:PSS
1ze dosahnout ptidanim latky, jako je naptiklad ethylenglykol. Funkce ethylenglykolu je jemné
upravit strukturu kanalu vzhledem k jeho iontové pohyblivosti. Po zvyseni obsahu
ethylenglykolu, se zvysi transkonduktance OECT [2]. Organicky, elektrochemicky tranzistor
s nejvyssi transkonduktanci byl dosud piipraven pii obsahu 5% ethylenglykolu. Navzdory
riznym atraktivnim vlastnostem md PEDOT:PSS 1 nékolik nevyhod jako je jeho naptiklad
kysela povaha polystyren sulfonatu (PSS) a korozi materialii obklopujicich aktivni vrstvu
OECT [2].



Obrazek 4: Polovodivy polymer PEDOT:PSS v rezimu ochuzeni (,, ON*) a akumulacnim (,, OFF*)
[14]

2.3 Transport sodnych (Na*) a draselnych (K*) ionti

Enzym Na'/K*-Adenozintrifosfatdiza (ATPaza), také nazyvana sodno-draselnd pumpa
Funkce sodno-draselné pumpy spociva v transportu sodnych (Na*) a draselnych (K*) ionth
ptes plazmatickou membranu. Tento transportni protein hydrolyzuje ATP na ADP, aby zajistil
transport sodnych iontd ven z buiiky. Pti hydrolyze ATP na ADP dochdzi k spotfebé energie.
Soucasné se transport sodnych iontli ven z buniky spojuje s transportem draselnych iontl
smérem do buiiky. Sodno-draselnd pumpa ptedstavuje pro zivocisnou bunku dilezitou funkci
pfi energetické bilanci buiiky a obvykle spotfebuje az 30 % veskerého ATP, ktery se v buiice
nachazi. Cyklus sodno-draselné pumpy za¢ind navdzanim téi iontd Na® skrz plazmatickou
membranu a nasleduje fosforylace cytosolové strany pumpy ATP. Fosforylace sodno-draselné
pumpy donuti urcity transportni protein ke zmén¢ jeho strukturni konformace tak, aby dokazal
prenést sodné ionty (Na*) skrz plazmatickou membranu a uvolnit je ven do prostiedi. Cyklus
pokracuje navazanim dvou draselnych iontt (K*) na vnéjsi povrch transportniho proteinu, jehoz
konformace byla zménéna pii fosforylaci cytosolové strany pumpy ATP. Po navazani
draselnych iontd na vnéjsi povrch transportniho proteinu nastava defosforylace, diky které se
transportni protein vrati zpét do ptivodni, strukturni konformace. Transportni protein pomoci
defosforylace pfenese draselné ionty pies cytoplazmatickou membranu a uvolni je do cytosolu
[9]. Intracelularni koncentrace sodnych iontd se pohybuje v rozmezi 120 mM az 160 mM.
Pro draselné ionty se intracelularni koncentrace pohybuje v rozhrani 2,5 mM a 6,5 mM [9, 16].
Pro klinické méfeni je maximalni pfijatelnd odchylka pro intracelularni koncentrace + 3 mM
pro sodné ionty a pro intracelularni koncentraci draselnych iontli je maximalni piijatelna
odchylka + 0,2 mM [9, 16].
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Extracellular space

O O 7 O O Na*

= Potassium
+

Plasma
membrane

Concentration

Cytoplasm K*
Obrazek 5: Cyklus sodno-draselné pumpy [16]
2.4 Fluorescen¢ni sondy pro selektivni detekci ionti

Fluorescence je fyzikalni jev, ke kterému dochézi, kdyz se molekula v excitovaném stavu
Z nejvyssi energetické hladiny vrati na zakladni, energetickou hladinu tim, ze emituje fotony
(energii). Koncentraci selektivné vybranych ionti dokdaZeme pomoci fluorescence pozorovat
jen diky jejich navazani na spravné navrzenou sondu, kterd je pro analyzovany iont selektivni.
Diky vysoké citlivosti, kterou dokédzeme pfi fluorescenci dosahnout, dokazeme pozorovat a
zaznamenavat zmény intenzity fluorescence. Zména intenzity fluorescence nastane, kdyz se
draselny iont (K*) navaZe na fluorescen¢ni sondu, ktera je pro néj selektivni. Draselné ionty je
mozné studovat naptiklad pomoci komeréné dostupné sondy PBFI [12, 13] (Obrazek 6). Mezi
dalsi komer¢né dostupné sondy pro draselné ionty patii latky jako napiiklad CD18 a C18, a
MCC [12, 13]. PBFI je selektivni, iontovy indikator pro stanoveni extracelularnich koncentraci
draselnych iont. Sonda PBFI se skladd ze dvou stejnych fluoroforti benzofuran izoftalatu,
navazanych na atomy dusiku, které jsou soucasti "diazacrown® etheru. Draselné ionty se
nasondu PBFI védzou stechiometrii 1:1 [13], pomoci piesné¢ navrzené¢ho poloméru
,diazacrawn etheru, ktery ma odpovidajici polomér jako draselny iont. Stanoveni
intracelularni i extracelularni koncentrace K* iontii se provadi pomoci méfeni poméru intenzity
fluorescence pfi excitaci pii vinovych délkach 340/380 nm (pfi emisi o vinové délce 500 nm)
[12, 13] (Obrazek €. 6). Princip stanoveni intraceluldrnich i extracelularnich draselnych iontt
pomérem naméfenych intenzit pii vinovych délkach 340 nm a 380 nm byl déan vyrobcem
fluorescen¢ni sondy PBFI [13].
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Obrdzek 6: Fluorescencni sonda PBFI selektivni pro draselné (K¥) ionty, jeji kiivka zavislosti
intenzity pri absorpcnim a emisnim spektru na vinové délce (emisni spektrum méreno pri excitaci
345 nm), kifivka zavislosti pomérii intenzity fluorescence pri excitaci na koncentraci roztoku chloridu
draselného (KCI), pomér namérené intenzity pri vinovych délkach 340/380 nm (méreno pri emisi
0 vinové délce 500 nm) [12, 13]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem této prace je optimalizovat organicky elektrochemicky tranzistor tak, aby umozioval
jak elektrickou, tak i1 optickou (fluorescen¢ni) detekci vyménovanych ionti mezi vrstvou
aktivniho kandlu OECT (PEDOT:PSS) a elektrolytem. MozZnost soucasné elektrické a optické
detekce vymény iontli by pak mohla pomoci bliZze objasnit proces vymény iontll a stanovit
mnozstvi vyménovanych iontli, a tedy napomoci napf. k objasnéni pfesného mechanismu
stimulace elektrogennich buné¢k (bunky kardiomyocytu) s pomoci OECT. Aby téchto cila
mohlo byt dosazeno, je nutné vyvinout dostatecné citlivou OECT platformu, ktera bude
vyhovovat pozadavkim nejen elektrické charakterizace, ale i optické charakterizace, tj. detekci
iontd pomoci iontové specifické fluorescencni sondy. Z toho ditvodu se experimentalni cast
zabyva zejména vyvojem mefici platformy a ovéfenim jeji funkcnosti jak z hlediska
elektrickych, tak optickych vlastnosti.

V nasledujici kapitole bude popséna piiprava vzorkl a postup provadénych experimentd,
které budou diskutovany v kapitole 4. V kapitole 3.1 budou uvedeny vSechny pouzité materidly
a piistroje, nasledovné bude popsana piiprava platforem OECT (kapitola 3.2). V kapitole 3.3
bude popsan postup experimentu, ktery byl zaméfen na zménu Voltampérovych charakteristik
OECT s klesajici koncentraci K™ iont. V kapitole 3.4 bude popsan postup experimentu
ovéiujictho schopnost detekce fluorescence draselné sondy PBFI pii velmi nizkych
koncentracich v tenké vrstvé. Dale bude popsan zplsob piipravy polymethylmethakrylatu
(PMMA) a zptisob jeho optimalizace. Na zavér bude popsan postup piipravy fotorezistné folie
a jeji modifikace.

3.1 Pouzité materialy a pristroje

PEDOT:PSS (HERAEUS,eraues CleviosTM P JET HC V2) byl v OECT platforméch pouzit
jako na§ polovodivy polymer. Vrstva PEDOT:PSS byla nandSena pomoci statické metody
rota¢niho liti, odpor zlatych elektrod u OECT platforem byl méten multimetrem (METEX M
4660A). Na vymezeni optické drahy a objemu v OECT platformé byla pouzita negativni,
fotorezistni folie (FORTEX, DF500 DRY FILM). K ciSténi substrati byla pouZivana
ultrazvukova Ccisticka (POWERSONIC PS02000A). K vytvrzeni fotorezistnich folii byla
pouzita UV lampa s emisnim maximem 360-380 nm, k vyvijeni negativnich fotorezistnich folii
byl pouzit uhli¢itan draselny (K2COs, FORTEX, AQUADEYV 450) a na zapeceni (,,soft bake*)
fotorezistnich folii byla pouita topna deska (,,hot plate”, PRAZITHERM PZ28 2, 7250512).
Tloustka vrstev byla métena profilometrem (BRUKER, DektakXT) s programem VISION 64.
Pro ovéfeni schopnosti detekce fluorescence byl pouzit fluorescenéni standard chinin sulfat
hydrat (QSH, GLENTHAM, 6119-70-6) rozpustény v kyselin¢ sirové 0 koncentraci
0,05 mol/dm® (H2SO4, PENTA, 7664-93-9). Mgéteni fluorescence probihalo pomoci
spektrofluorometru (HORIBA Yobin Yvon, Fluorolog 3). K Ilepeni kifemenného skla
k platformé OECT byl pouzit polymethylmethakrylat a jeho rozpustnost a dalsi vlastnosti byly
testovany v rozpoustédlech: 1) chloroform (SIGMA ALDRICH, 602-006-00-4), 2) toluen
(PENTA, 108-88-3), 3) dichlormethan (DCM, PENTA, 75-09-2), 4.) 1,2-dichlorbenzen
(1,2-DCB, SIGMA ALDRICH, 95-50-1). Cas odpafeni jednotlivych rozpoustédel
pro polymethylmethakrylat (PMMA) byl méfen na piistroji pro méfeni kontaktniho whlu
(Contact Angle System). K méteni elektrickych vlastnosti byl pouzit voltmetr (analog input +
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10 V, National instruments 9201), ampérmetr (analog input +20 mA, National instruments
9203) a zdroj napéti (analog output = 10 V, National instruments 9263). Voltamperické méfeni
probihalo s roztokem chloridem draselnym (KCI, PENTA, 7447-40-7), rozpusténym v miliQ
vodé¢. Stabilita negativni, fotorezistni folie byla zjistovana pomoci UV-Vis spektrofotometru
(VARIAN CARY 50 PROBE).

3.2 Priprava modifikovanych platforem OECT

Jako platformy byly pouzité sklenéné substraty o rozmérech 10 mm x 48 mm s napatfenymi,
zlatymi elektrodami. Pfed napafenim a nandSenim tenké vrstvy polovodivého polymeru
PEDOT:PSS pomoci rota¢niho nanaSeni bylo potieba sklenéné platformy diikkladné ocistit.
Nejprve byly substraty Cistény v ultrazvukové Cisti¢ce v pfipraveném 5% roztoku hydroxidu
sodného (NaOH) po dobu 10 minut, pak byly oplachnuty destilovanou vodou a ponoieny
do destilované vody a op&tovné vlozeny do ultrazvukové Cisticky po dobu 10 minut. Nasledné
byly substraty ponoieny do roztoku isopropanolu a ¢iStény pomoci ultrazvuku
po dobu 10 minut. Nakonec byli vysuseny suchym a ¢istym vzduchem.

Po ocisténi byly substraty pfipraveny k vakuovému napatfovani zlatych elektrod o tloustce
100 nm. Po vakuovém napateni byla na substraty nalepena folie negativniho fotorezistu v 5
vrstvach. Jedna vrstva folie mé tloustku udanou vyrobcem 40 pm, a tedy primérna tloustka
nalepenych vrstev fotorezistu je ptiblizn¢ 200 pm. Po uplynuti 10 minut (,,hold time*) byla
potieba laminace folie pii teplot¢ 120 °C. Laminace probihala pferusované, substrat byl
laminovan pfi teploté 120 °C po dobu 5 sekund a nasledné chlazen po dobu 10 sekund. Tento
proces byl opakovan do uplynuti 1 minuty, tedy celkové 4x. Po ukonceni laminace byla
na fotorezist umisténa osvitova maska pro negativni fotorezist. Tato maska byla pfipravena tak,
aby vytvrzena ¢ast fotorezistu vymezila optickou drahu (distan¢ni ramecek) a zaroven i piesné
definovany prostor pro elektrolyt. Po uplynuti 20 minut (,hold time*) byly substraty
s fotorezistem a nalepenou maskou vytvrzeny pomoci expozice UV lampy s emisnim maximem
360-380 nm. Doba expozice byla 5 minut. Po uplynuti 15 minut (,,hold time*) byli substraty
ponoiené do vyrobcem dodaného vyvijece fotorezistu (K2CO3) po dobu 20 minut a po uplynuti
této doby byly substraty s vytvrzenym fotorezistem omyvany destilovanou vodou po dobu
13 minut, z divodu zbaveni se nevytvrzené folie. V pribéhu promyvani byla topna deska
predehiata na 100 °C. Hned po ukonceni promyvani byly substraty polozeny na piedehiatou
topnou desku po dobu 60 minut. Po vychladnuti byla na definovany usek pro analyt nanesena
vrstva PEDOT:PSS o tlouStce 50 nm pomoci statické metody rota¢niho nanaSeni.

Z dtivodu zamyslené fluorescencni detekce bylo k uzavieni systému pouzito kiemenné
kryci sklo, které bylo umisténo na fotorezist a po obou delSich strandch bylo pftilepeno
k platformé¢ OECT pomoci pfipraveného roztoku polymethylmethakrylatu (PMMA). Takto
ptilepené kryci sklo brani kontaminaci analytu a spolu s distanénim rdmeckem vymezuje pfesné
definovany objem elektrolytu, a predev§im délku optické drahy pii fluorescenénim méteni
(Obrazek 7). Po zatuhnuti PMMA je OECT platforma pfipravena k méfeni. Pfed métenim je
skrz stfedové kanaly v distanénim ramecku (fotorezistu) pomoci kapilarnich sil nasat analyt
(elektrolyt). Nasledné jsou otvory kanalu uzavieny opét pomoci PMMA tak, aby nedochazelo
k odpatovani a vytékani analytu z platformy.
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Obrazek 7. Schema modifikované platformy OECT pro fluorescencni méreni

3.3 Elektricka charakterizace OECT

Elektricka charakterizace spocivala pfedev§im v méteni vystupnich voltampérovych (VA)
charakteristik OECT. Pro méfeni byla ptipravena platforma OECT podle popsaného postupu
Vv kapitole 3.2, s rozdilem, Ze nebylo potfebné lepeni kryciho, kiemenného, skla, a to z divodu
horizontalniho méteni. Jako elektrolyt (analyt) byl pouzit roztok chloridu draselné¢ho (KCI)
0 ruzné koncentraci (vodivosti). V literatufe byly dohledany teoretické vodivosti pro rizné
koncentrované roztoky KCI (miliQ voda az 1 mol/dm?®) [15] a na zékladé téchto tidajii pak byly
roztoky o danych koncentracich pfipraveny (Tab. 1.). Roztoky KCI byly pfipraveny s pouZitim
miliQ vody.

Pied méfenim VA charakteristik byl pomoci multimetru zméten elektricky odpor mezi S a
D elektrodou OECT platformy. Nasledné byla tato platforma zapojena do ptipravené aparatury
pro méfeni voltampérovych charakteristik a pro takto zapojenou platformu bez roztoku byla
zmé&fena vystupni VA charakteristika, tedy elektricka vodivost kanalu OECT. Poté byla pomoci
Pasteurovi pipety kapnuta kapka miliQ vody o nedefinovaném objemu na aktivni plochu OECT
(PEDOT:PSS vrstva) a roztazena po celé ploSe tak, aby byla pokryta celd vrstva PEDOT:PSS
véetné HRADLOVE (G) elektrody. Aktivni plocha s miliQ vodou byla pfikryta krycim sklem,
a opé€t byla zmétena vystupni VA charakteristika v rozsahu Usp (-1 V az 0 V) pro rizna Uep
(0 V az 1 V) (Obrazek 8). Nasledné bylo kryci sklo odstranéno a miliQ voda dikladné odsata,
op¢t byla zméfena VA charakteristika bez roztoku. Stejnym zplsobem bylo postupovano i
pro roztoky s KCl. Roztoky KCI byly méfeny od nejnizsi vodivosti az po nejvyssi vodivost.
Mezi jednotlivymi koncentracemi roztokiit KCI byla vzdy promeétfena voltampérova
charakteristika pro platformu bez roztoku.
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Obrdzek 8: Voltampérova charakteristika platformy OECT zmérena pro roztok KCI o koncentraci
0,1 mol/dm? rozpustény v miliQ vodé pii zméné aplikovaného hradlového napéti od 0V po 1V

Tab. 1: Priblizna teoreticka koncentrace roztoki chloridu draselného (KCI) [15] a jejich prislusnd

teoreticka vodivost, realna koncentrace KCI a namérend vodivost

Teoreticka Teoreticka vodivost Skute¢na Zmgéiena
koncentrace (mol/dm?3) (mS/cm) koncentrace (mol/dm?®) | vodivost (mS/cm)

1,0000 102,10 1,1900 121,000
0,1000 11,67 0,1200 14,100
0,0100 1,28 0,0130 1,670
0,0010 0,13 0,0012 0,158
0,0001 0,02 0,0001 0,020

miliQ voda <0,000055 - 0,002

3.4 Opticka (fluorescencni) charakterizace

Pro optickd méteni byla pfipravena koncentra¢ni fada roztokii chinin sulfat hydratu (QSH)
rozpusténého v 0,05 mol/dm® H.SO4. Bylo pfipraveno pét roztokti QSH o koncentracich 1073,
10, 10°, 10° a 107 mol/dm®. Piipravené roztoky QSH byly nasledné zméfeny pomoci
spektrofluorometru Fluorolog 3 spolu s ¢istym rozpoustédlem H2SOas. Nejprve byl v uzké
kfemenné kyveté zméfen roztok QSH o nejvyssi koncentraci 10 mol/dm?, a podle ného byly
nastaveny Stérbiny tak, aby detektor nebyl pfesycen dopadajicim paprskem z pfiilis
koncentrovaného vzorku. Pak byla kyveta dikladné vymyta od nejkoncentrovangjsiho roztoku
QSH a podle nastavenych Stérbin z méfeni pro nejkoncentrovanéjsi roztok QSH bylo pak
nasledné zméfeno Cisté rozpoustédlo H2SO4. Dale se v méfeni pokracovalo se stale stejnym
nastavenim $térbin od nejméné koncentrovaného roztoku QSH az po roztok QSH o koncentraci
10*#mol/dm?3. Stejnym zptisobem bylo postupovano i pii méfeni emisnich spekter pro roztoky
QSH uzaviené do modifikované platformy OECT s tim rozdilem, Ze pro kaZzdou koncentraci
roztoku QSH byla pouZita nova platforma. Platforma OECT v tomto ptipadé¢ byla modifikovana
a znacn¢ zjednodusena v piipravé, tj. platforma byla tvofena pouze substratem (podlozni sklo
0 rozmérech 10 X 48 mm), vymezujicim rameckem z fotorezistu a kiemennym krycim sklem,
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cely systém byl na delsich stranach slepen pomoci PMMA rozpusténého v acetonu. Roztoky
byly do platforem nasaty pomoci kapilarnich sil a transportni kanaly byly néasledné uzavieny
pomoci PMMA rozpusténého v acetonu.

3.5 Zpiusob pripravy a optimalizace PMMA

Pro prvni ¢ast experimentu byly pfipraveny roztoky PMMA v chloroformu,
1,2-dichlorbenzenu, dichlormethanu, a toluenu (Tab. 2). Pro kazdé rozpoustédlo byly
ptfipraveny 3 roztoky s riznou koncentraci PMMA, a to 8,6; 15,4 a 32,5 mg/ml. V piipadé
dichlormethanu pak byly pfipraveny jesté koncentrace 108,9; 121,2 a 134,8 mg/ml. Objem
kazdého roztoku byl 2 ml. Celkem bylo pfipraveno 15 roztoki PMMA o riiznych koncentracich
v ruznych rozpoustédlech. Pfipravené roztoky byly michany pifi 300 rpm az do uplného
rozpusténi PMMA. Pfi michani byly roztoky sledovany v ¢asovych intervalech: 0, 1, 2, 5, 10,
30, 60,120 min, 24 hod., 48 hod. a 7 dni.

V nasledujici ¢asti experimentu byl u ptipravenych roztokli PMMA z prvni ¢asti zméfen cas
odpareni rozpoustédla z kapky pomoci piistroje pro méfeni kontaktniho thlu. Nejprve bylo
umisténo podlozni sklo do zorného pole kamery, a poté pomoci automatické pipety byly vzdy
na podlozni sklo kdpnuty 3,0 pl daného roztoku PMMA. Soucasné s odkapnutim kapky z pipety
byl spustén Casovy zdznam a vytvofena fotografie vytvotrené kapky. Po odpateni rozpoustédla
byl ¢asovy zdznam zastaven a Cas zaznamenan, soucasné byla opét vytvorena fotografie.
Pro koncentrace 108,9; 121,2 a 134,8 mg/ml byl zvolen objem kapky 15,0 pl.

Tab. 2:Pripravene roztoky PMMA o danych hmotnostnich koncentraci a jejich prislusné

rozpoustédlo
Hmotnostni koncentrace PMMA e
Rozpousteédlo
(mg/ml)
Chloroform
Toluen
8,6 ]
Dichlormethan
1,2-Dichlorbenzen
Chloroform
Toluen
15,4 .
Dichlormethan
1,2-Dichlorbenzen
Chloroform
Toluen
325 ]
Dichlormethan
1,2-Dichlorbenzen
109 Dichlormethan
121 Dichlormethan
135 Dichlormethan
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3.6 Metoda pripravy distanéniho ramecku

Pro prvni Cast experimentu byly jako platformy pro experiment s modifikaci fotorezistni
folie pouzité sklenéné substraty o rozmérech 1,0 x 2,5 cm, které byly zbaveny necistot stejnym
zpisobem jako v kapitole 3.2. Celkem bylo vyc¢isténo 18 sklenénych substratii. Na vSechny
ocisténé platformy bylo nalepeno 5 vrstev fotorezistni folie a postup ptipravy fotorezistni folie
byl dodrzen jako v kapitole 3.2, s jistymi modifikacemi. Fotorezistni folie byla na sklenény
substrat nalepena po celé délce delsi strany a z kratsi strany byla nalepena pouze do poloviny
strany. Platformy byli rozdéleny do ¢ty skupin po 6 platformach. Prvni skupina platforem byla
vystavena expozici UV svétlu 0 emisnim maximu 360-380 nm po dobu 3,5 min. a platformy
byly zapeceny na topné desce pii 100 °C po dobu 30 min. Druhd skupina byla vystavena
expozici UV svétlu po stejnou dobu jako prvni skupina a doba vytvrzeni byla 5 min. Tieti a
¢tvrta skupina platforem byla vystavena expozici stejné UV lampy po dobu 5 min. Platformy
z treti skupiny byly vytvrzeny na topné desce pii 100 °C po dobu 30 min. Ctvrta skupina byla
zapecCena na topné desce po dobu 60 min. Po zapeceni na topné desce byla pro vSech 18
platforem ze tfi skupin zméfena tloustka nalepené a vytvrzené folie pomoci profilometru
(BRUKER, DektakXT).

Po zméteni tloustky nalepené a vytvrzené folie nasledovala druha ¢ast experimentu, a
to méfeni stability pfipravenych platforem. Méfeni stability bylo provedeno v rozpoustédlech
dichlormethan, Tris-HCl a PBS. Z kazdé skupiny byly vybrany tii ptipravené platformy, které
byly jednotlivé ponofeny do vybranych rozpoustédel tak, aby byla ponofend jenom polovina
platformy a druha polovina byla vystavena param rozpoustédla. Stabilita fotorezistni folie byla
pozorovana pomoci zmény absorbance jednotlivych rozpoustédel s ponofenymi platformami
Vv Case. Absorbance jednotlivych rozpoustédel byla méfena na UV-Vis spektrofotometru
(VARIAN CARY 50 PROBE) v ¢asovych intervalech: 0; 1; 2; 5; 10; 30; 60; 120 min.; 24 hod.
a 48 hod.

Na zavér byla testovdna stabilita fotorezistni folie nad cistymi parami rozpoustédla
dichlormethanu na vybranych platformach z druhé a tfeti skupiny. Stabilita byla vizudlné
pozorovana a zaznamenavana pomoci fotoaparatu v ¢asovych intervalech: 0; 1.; 2; 5; 10; 20 a
30 min.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem prace bylo vyvinout modifikovanou platformu OECT, kterd by byla vhodna jak
pro elektrické, tak i pro optické méfeni tenkych vrstev analyzovanych roztokl o velmi nizkych
koncentracich. Aby mohlo byt tohoto cile dosazeno, budou v nasledujicich podkapitolach
postupné feSeny jednotlivé kroky vyvoje takové platformy. V prvni fazi bylo nutné ovéfit, zda
pomoci nami navrzené platformy OECT jsme schopni zaznamenat dostate¢né velkou zménu
ve vystupnim proudu i pro velmi nizké koncentrace elektrolytu. Tedy, zda je nami navrzena
OECT platforma dostate¢né citliva i pro ionty s koncentraci 0,0001-1 M (kapitola 3.1).
Nasledn¢ bylo potieba ovéfit, zda navrzena platforma OECT vyhovuje pozadavkim
na optickou charakterizaci (fluorescence), a zda jsme pii daném uspotadani (velmi kratka
opticka drédha) schopni detekovat fluorescenci (emisni a excitacni spektrum) pro roztoky
0 velmi nizkych koncentracich (0,01-10 mM) s dostate¢né velkou zménou v intenzité
meétfeného signalu. Pro ovéfeni spravnosti zvoleného postupu bylo méfeni provedeno nejprve
v uzké kyveté a nasledné pro nami modifikovanou platformu OECT (kapitola 3.2). Jednou
z kritickych oblasti dané platformy se ukézal byt zplisob ptipravy (kapitola 3.4) a kompletace
mefici cely (kapitola 3.3). Z tohoto divodu byla nejprve hleddna vhodna formulace
polymethylmethakrylatu (PMMA) (kapitola 3.3), pfedev§im vhodné rozpoustédlo tak, aby
pomoci PMMA doslo k co nejlepSimu utésnéni méfici cely. V posledni ¢asti (kapitola 3.4) byla
zkoumdna stabilita distancniho rdmecku v prostfedi riznych organickych rozpoustédel a
ve dvou kultiva¢nich mediich. Cilem bylo ovéfit, zda nemtze nedochazet k rozpusténi nékteré
¢asti platformy a interferenci s méfenim fluorescence.

4.1 Limit detekce K* iontii v malém objemu elektrolytu pomoci OECT

Néplni prvni experimentéalni ¢asti prace bylo ovéfit, zda jsme pomoci nami navrzené
platformy OECT o daném uspofadani (pouze tenka vrstva elektrolytu, cca 200 um, (Obrazek
9) schopni zaznamenat dostatecné velkou zménu ve vystupnim proudu i pro velmi nizké
koncentrace elektrolytu (0,0001-1 M). Jako elektrolyt byla zvolena koncentra¢ni fada roztoku
chloridu draselného, ktery byl rozpuStetn v miliQ vodé. Mefeni bylo provadéno
s modifikovanou platformou OECT po kapnuti roztoku chloridu draselného (KCI) o pfislusné
vodivosti (s roztokem) a nasledné¢ po dikladném odstranéni roztoku (bez roztoku),
podle postupu popsaného v kapitole 2.3. Pro kazdy roztok byla zméfena vystupni
charakteristika v rozsahu Usp -1-0 V a bylo sledovano k jak velkému uzavieni PEDOT:PSS
kanalu dojde u jednotlivych roztokt pii Usp +1V a Usp -1 V. Aby bylo mozné odhadnout
zkresleni vystupniho proudu pro dany roztok vlivem pfedchoziho méfeni (stejné platforma
pro vSechny roztoky), vzdy po odméteni VA v rezimu OECT s roztokem, byla zméfena
vodivost kanalu PEDOT:PSS bez roztoku. Jak Ize vidét z obrazku 9, i pti méfeni bez roztoku
dochazi k poklesu vystupniho proudu, a to vlivem pozistatku iontd K* v PEDOT:PSS vrstvé
po pfedchozim méfeni. Obr. 11 tedy vyjadiuje skutecnou velikost zmény vystupniho proudu
VA pro danou koncentraci roztoku KCI.

Z teorie OECT vyplyva, Ze se zvySujici se koncentraci KCl, tedy se zvySujici se
koncentraci K* iontl, bude pfi stejném Ucp i Usp aktivni kanal (PEDOT:PSS) mnohem vice
uzavien, a tedy vystupni proud se bude se zvySujici se koncentraci snizovat. To lze také
pozorovat u nami naméfenych vysledki, viz. Obrazek 9. Na obrazku 9 lze také vidét, ze jsme
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schopni pozorovat zménu prochazejiciho elektrického proudu (pro lepsi nazornost je proud
v grafu uveden v absolutni hodnot€) i pro velmi nizké koncentrace draselnych iontti v roztoku.
Se zvysujici se koncentraci KCl vzrista i rozdil mezi méfenim bez roztoku a s roztokem, to
znamena, ze se z vyS$i se koncentraci se také zvySuje citlivost zafizeni. Rozdil ve vystupnim
proudu pro platformu bez roztoku a s roztokem o koncentraci KCI 0,1 mM je minimalni
(~30 mA), coz je na pomezi odchylky méfeni, a tedy tuto koncentraci lze povazovat za dolni
hranici citlivosti naseho OECT zafizeni. Vysledkem prvni experimentalni ¢asti prace je tedy
zjisténi, ze nase modifikovana platforma OECT je schopna detekovat zménu prochazejiciho
vystupniho proudu vedeného pomoci PEDOT:PSS mezi zdrojovou a odtokovou elektrodou i
pro velmi nizké koncentrace pohybujici se v oblasti koncentraci extracelularnich draselnych
(K*) ionth (ftadové 0,1 mM a vyssi).

1400 -
1200 é
1000 é
800 é
600 é

400 1 bez roztoku

Absolutni hodnota proudu I (MA)

200 A s roztokem

O ] T T T T 1
0,00001 0,0001 0,001 0,01 0,1 1

koncentrace KCI (mol/dm3)

Obrazek 9: Zavislost absolutni hodnoty prochazejiciho elektrického proudu vedeného pomoci
PEDOT:PSS skrz kanal mezi elektrodami S a D pro kladné hradlové napéti +1 V, mérené
pro modifikovanou platformu OECT s roztokem chloridu draselného (KCI) a bez roztoku

4.2 Schopnost detekce fluorescence QSH

Cilem druh¢ experimentalni ¢innosti bylo ovéfit, zda jsme schopni u nami modifikované
platformy OECT v daném uspofadani (tenka vrstva analyzovaného roztoku — 200 um)
detekovat fluorescenci pro nizké koncentrace analytu v roztoku a na zékladé¢ velikosti zmény
intenzity fluorescen¢niho signalu urcit mnoZzstvi analytu. Cilem bakalatské prace je vyvinout
OECT platformu, ktera bude pomoci dvoji detekce (fluorescencni a elektrické) schopna urcit
mnozstvi vymeénovanych kationt, ptfedev§im draselnych, mezi elektrolytem (kultivacni
médium) a aktivni vrstvou OECT (PEDOT:PSS). Abychom vs$ak byly schopni zménu
v koncentraci K" ionti pomoci fluorescence zaznamenat, je nutné pouzit vhodnou
fluorescenéni sondu, jako fluorofor, ktery bude dostate¢né selektivni pro K* ionty i
v komplexnim prostiedi. Takovou to sondou je napiiklad sonda PBFI, kterd vaze K ionty
v poméru 1:1. Tedy jedna molekula PBFI je schopna zachytit jeden draselny kationt. Vzhledem
k tomu, Ze takova to sonda je pro prvotni experimenty pomérné drahd a klade pomérné vysoké
naroky na piipravu, byla sonda PBFI v tomto experimentu nahrazena fluorescen¢nim
standardem, kterym byl chinin sulfat hydrat (QSH) rozpustény v 0,05 M kyselin¢ sirové
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(H2S04). QSH byl zvolen z divodu velmi dobfe v literatufe definovaného kvantového vytézku
(55 %) [17] a obdobnych parametri jako ma fluorescenéni sonda PBFI. Emisni i excita¢ni
spektrum fluorescen¢niho standardu QSH je obdobné jako u fluorescen¢ni sondy PBFI.

Pro ucely spektrofotometrického méfeni byla pifipravena koncentracni fada roztokt
QSH v rozmezi koncentraci 102 mol/l az 107" mol/dm®. Roztoky QSH byly rozpustény
v kyseliné sirové (H2SO4) 0 koncentraci 0,05 mol/dm?®. Rozsah koncentraéni fady roztokt QSH
byl navrzen tak, abychom ziskali co nejlepsi pfedstavu o mife zmény intenzity s koncentraci, a
také abychom méli piedstavu, jak se dany systém chova v oblasti koncentrace 10 mol/dm?3,
pfi pouziti sondy PBFI je otekdvana pracovni koncentrace 50-10° mol/dm?3. Nejprve byla
zmé&fena fluorescence pro pripravené roztoky QSH v uzké kyveté, abychom si ovéfili, zda byly
roztoky pfipraveny spravné, a zda zvoleny postup odpovida predpokladim, tj. intenzita
fluorescence vzristd se vzrustajici koncentraci QSH v roztoku, za standardizovanych
podminek. Poté bylo méfeni zopakovano pro dané roztoky v nasi modifikovan¢ OECT
platformé.

Z obrazku 10 Ize vidét, ze v piipad¢ méfeni roztokl v uzké kyvete intenzita fluorescence
klesa s klesajici koncentraci fluoroforu (QSH) jak bylo o¢ekavano, a ze jsme schopni méfit
fluorescenci i u roztoku s koncentraci 107 mol/dm®. Z emisnich spekter na obrazku 10 byly
odecteny hodnoty intenzity maxima a vyneseny v zavislosti na koncentraci roztoku QSH
(Obrazek 12). Jak vidét, zavislost je linearni v oblasti koncentraci 107 mol/dm® do 10-
* mol/dm?®. Koncentrace roztoku 10 mol/dm? je pfilis vysoka a zptisobuje vedlejsi optické jevy
ovliviujici méfeni. Linearita zavislosti intenzity fluorescence na koncentraci roztokl potvrzuje
spravnost ptipravy roztokd.

V névaznosti na métfeni emisnich spekter roztoki QSH v uzké kyveté byla tato spektra
zméfena pro stejné roztoky v ndmi upravené platformé pro OECT. Pro kazdy roztok byla
ptipravena nova OECT platforma a roztoky byly nasity do méfici cely OECT pomoci
kapilarnich sil, méfici cela byla nasledné uzaviena pomoci polymethylmethakrylatu (PMMA)
rozpusténého v acetonu. Pro takto pfipravené roztoky byly opét zméfeny emisni spektra
(Obrazek 11).
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Obrazek 10: Emisni fluorescencni spektrum roztokiit QSH rozpusténych v roztoku HzSO4
o koncentraci 0,05 mol/dm? v uizké kyveté
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Obrazek 11: Emisni fluorescencni spektrum roztokit QSH rozpustenych v roztoku H2SOa
o koncentraci 0,05 mol/dm?, umistnénych v uzaviené platformé OECT pomoct piipraveného lepidla
PMMA, rozpusténého v acetonu

Opét 1ze pozorovat pokles intenzity fluorescencniho signalu s klesajici koncentraci, oviem
zavislost jiz neni linearni, jak 1ze vidét v obrazku 12, ale ma tvar ,,S-kiivky*. Soucasné si 1ze
povSimnout, ze u nejmén¢ koncentrovanych roztoki doslo k posunu emisniho maxima

do oblasti nizsich vlnovych délek.
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Obrdazek 12: Zavislost maximadlni, nameérené intenzity pri emisi roztokit QSH rozpusténych v H2SO4
o koncentraci 0,05 mol/dm?, umistnénych v izké kyveté na koncentraci OSH a v uzaviené platformé
OECT pomoci pripraveného lepidla PMMA rozpusténého v acetonu na koncentraci QSH

Tento efekt je pak mnohem vice pozorovatelny po znormalizovani spekter (viz. Obrazek 13
a Obrazek 14), kdy v ptipadé QSH v uzké kyveté se spektra piekryvaji, ale v pfipadé QSH

v OECT platformé je poloha maxima rtizna.
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Obrazek 13: Emisni fluorescencni spektrum (po normalizaci) roztokit QSH rozpusténych v roztoku
H,SO, o koncentraci 0,05 mol/dm? v uizké kyveté
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Obrdzek 14: Emisni fluorescencni spektrum (po normalizaci) roztokit OSH rozpusténych
v roztoku H2SO4 0 koncentraci 0,05 mol/dm?, umistnénych v uzaviené platformé OECT pomoci
pripraveného lepidla PMMA, rozpusténého v acetonu

K tomuto posunu maxima emisniho spektra, a tedy ke zméné celého emisniho spektra,
dochazi pravdépodobné vlivem kontaminace roztoku QSH rozpusténym fotorezistem, z né¢hoz
je vyroben distan¢ni ramecek. Rozpousténi fotorezistu bylo vizudlné pozorovatelné po zalepeni
platformy pomoci PMMA rozpusténého v acetonu (Obrazek 15). Aby se zabranilo kontaminaci,
ktera ovliviluje emisni spektrum QSH, bude pravdépodobné potfeba najit vhodnéjsi
rozpoustédlo pro PMMA. Resenim daného problému se zabyvame v nasledujici experimentalni
¢innosti (kapitola 3.3).
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Obrazek 15: Zndzornénd kontaminace roztoku chinin sulfat hydratu v modifikované platformé
OECT rozpusténim casti vytvrzené fotorezistni folie, ktera formuje mérici prostor na platforme,
kontaminace nastala pri procesu lepeni

4.3 Optimalizace pripravy lepidla PMMA

Z ptedchozi kapitoly vyplynulo, Ze pravdépodobné vlivem pouZitého rozpoustédla PMMA
dochazi k ¢astecnému rozpousténi distanéniho ramecku (fotorezistu). Z tohoto divodu je
potieba najit pro PMMA vhodné&jsi rozpoustédlo, v kterém se PMMA dobfte rozpousti, idealné
za co nejkratSi dobu. Tohle téma bylo rozebrano v kapitole 3.3.1. Vybrané rozpoustédlo dale
musi myt co nejkrat$i dobu odpateni pfi procesu lepeni kryciho kiemenného skla k platformée
OECT tak, aby plsobeni rozpoustédla a par na fotorezist bylo co nejkratsi, ale soucasné se
za tuto dobu stihla utvofit celistva vrstva PMMA. Tim jsme se zabyvali v kapitole 3.3.2. A
na zavér musi PMMA dokézat po Gplném odpateni rozpoustédla vytvofit dostate¢né tlustou a
souvislou vrstvu tak, aby bylo dosazeno maximalni kvality lepeni, coz bylo studovéano
Vv kapitole 3.3.3. Cilem nasledujicich podkapitol bylo najit vhodné rozpoustédlo pro lepidlo
PMMA, které spliiuje vSechny pozadavky tak, aby se zabranilo kontaminaci analytu
pii fluorescencnim méteni v nasi modifikované platformé OECT.

4.3.1 Rozpustnost PMMA

Z divodu nalezeni vhodného rozpoustédla s dobrou rozpustnosti PMMA bylo pfipraveno
patnact roztoki polymethylmethakrylat (PMMA) o riznych hmotnostnich koncentracich,
rozpusténych v rdznych rozpoustédlech. Pro experiment byly vybrany rozpoustédla:
1. chloroform, 2. toluen, 3. dichlormethan (DCM) a 4. 1,2-dichlorbenzen (1,2-DCB). Vsech
patnact roztokt bylo ptipraveno o celkovém objemu 2 ml. Piipravené roztoky PMMA ¢. 1, €. 2,
¢. 3. a¢. 4 byly michany pii 300 otackach za minutu (r/min). Podle tabulky ¢islo 3 (Tab. 3) Ize
vidét, Zze téméf ve vSech vybranych rozpoustédlech se PMMA rozpusti do 30 min., kromé
rozpoustédla ¢. 4, tedy 1,2-dichlorbenzen. Pro rozpoustédlo €. 4 bylo potieba po 24 hodinach,
kdy byl PMMA stale nerozpustén, zvysit otacky z 300 r/min. na 400 r/min. Po uplynuti 7 dnt
byl PMMA rozpustén i v rozpoustédle ¢. 4, tedy v 1,2-dichlorbenzenu. Nejrychlejsi doby
rozpusténi PMMA dosahlo rozpoustédlo dichlormethan, doba rozpusténi byla do 10 min.
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pro niz§i hmotnostni koncentrace PMMA a pro vy$si hmotnostni koncentrace byla doba
rozpusténi PMMA do 30 min. Nejdelsi dobu rozpusténi PMMA dosahlo rozpoustédlo 1,2-
dichlorbenzen, a to za dobu 7 dnt. Vysledkem experimentu bylo, ze PMMA se rozpousti
ve vSech vybranych rozpoustédlech, avSak v piipadé pouziti 1,2-dichlorbenzenu je nutné
pocitat s delsi dobou rozpousténi v casovém harmonogramu uvazovaného experimentu
(Obrazek 16).
Tab. 3: Oznaceni pripravenych roztokit PMMA a doba rozpusténi v prislusnych rozpoustédlech
0 danych hmotnostnich koncentracich PMMA

Pojmenovani Hmotnostni . Doba rozpusténi
roztokii PMMA. koncentrace PMMA Rozpousteédlo PMMA
(mg/ml)

9CHClI; Chloroform 10 min.
9Tol Toluen 30 min.
9DCM 8 DCM 10 min.
91,2-DCB 1,2-DCB 7 dnti
15CHClI; Chloroform 10 min.
15Tol Toluen 30 min.
15DCM 154 DCM 10 min.
151,2-DCB 1,2-DCB 7 dnti
33CHCl; Chloroform 10 min.
33Tol Toluen 30 min.
33DCM 323 DCM 10 min.
331,2-DCB 1,2-DCB 7 dnti
109DCM 108,9 DCM 30 min.
121DCM 121,2 DCM 30 min.
135DCM 134,8 DCM 30 min.
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Obrazek 16: Rozpustnost roztokit PMMA o riiznych hmotnostnich koncentract pripravenych podle
tab. 2, celkovy objem ve roztokii byl 2 ml, roztoky byly michany pri 300 r/min

4.3.2 Doba tuhnuti PMMA

Pro pfipravené roztoky PMMA v riznych rozpoustédlech o rliznych hmotnostnich
koncentracich (Tab. 3) byla dale testovana jejich manipulovatelnost, konkrétnéji doba odpateni
vybranych rozpoustédel. Doba odpaieni musi byt co nejkratsi, aby se minimalizovala doba
pusobeni rozpoustédla a jeho par na fotorezist (distancni ramecek) a nedochéazelo tak
ke kontaminaci analytu vlivem rozpusténého fotorezistu. Platformu OECT je nutné uzaviit
predevsim z diivodu vertikalniho umistnéni pii fluorescenénim meéfeni. Pripravené roztoky
PMMA byly pomoci automatické pipety kapnuty na podlozni sklo (3 pl) a pomoci kamery a
programu piistroje pro méfeni kontaktniho thlu byla sledovana doba odpateni rozpoustédla
pro vSechny ptipravené roztoky PMMA z tabulky ¢. 3 (Obrazek 17).

Obrazek 17: Kapka PMMA o objemu 3 ul a hmotnostni koncentraci PMMA 32,5 mg/ml
V rozpoustédle DCM na zacatku kapnuti a pri uplném odpareni rozpoustédia
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Doba odpateni rozpoustédla z kapky byla pro kazdy roztok méfena desetkrat a nasledné
zprimérovana. Z obrazku 18 lze vidét, ze nejkratsi primérnou dobu odpatfeni dosahlo
rozpoustédlo €. 3, tedy dichlormethan (22,6 s pro koncentraci 8,6 mg/ml). Primérna doba
odpaieni zbyvajicich rozpoustédel, kromé toluenu, byla témét obdobna jako pro dichlormethan
(Obr. ¢. 18). Primérnd doba odpafeni toluenu byla ze vsSech rozpoustédel nejdelsi
(114,3 s pro koncentraci 8,6 mg/ml). Vzhledem k tomu, Ze i pro nejnizsi koncentraci trvalo
odpareni toluenu téméf 2 minuty, dané rozpoustédlo nevyhovuje podminkdm procesu lepeni
kryciho kfemenného skla k platformé OECT. Jako nejvhodnégjsi se tedy pro proces lepeni jevi
dichlormethan. Jelikoz byly pfipravené roztoky o danych koncentracich pomémé malo
viskozni, a mohlo by tak dojit k jejich zateCeni mezi dvé slepované ¢asti, byly pfipraveny dalsi
tfi roztoky PMMA v dichlormethanu o vys$ich hmotnostnich koncentracich (D03, E03 a F03).
Pro tyto roztoky (D03, E03 a F03) byla také studovana doba odpateni rozpoustédla (Tab. 3).
Z divodu vyssi viskozity byly studovany kapky o objemu 15,0 pl. Primérnou dobu odpateni
rozpoustédla véetné vybérové smerodatné odchylky (chybové usecky) pro vSechny piipravené

roztoky PMMA uvadi obrazek 18.
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Obrdzek 18: Namérené hodnoty casu odpareni vybranych rozpoustédel pro jednotlivé pripravené
roztoky PMMA o riznych hmotnostnich koncentraci

4.3.3 Test kvality lepeni

Ptipravovany roztok PMMA je zamyslen jako lepidlo pro pfipravu méfici cely platformy
OECT. Musime byt tedy schopni pomoci tohoto lepidla k sobé¢ slepit dve skla po hranach tak,
aby nedochazelo k vytékani a odpafovani analyzovaného roztoku, a zarovei, aby nedochazelo
k zatékéani lepidla do prostoru mezi tato dvé skla. Pfipravené lepidlo musi tedy spliiovat
podminku rychlého tuhnuti (kratka doba odpateni rozpoustédla) a mit dostateCnou viskozitu,
aby dokdzalo vytvofit dostatecné tlustou, pevnou a souvislou vrstvu. Z ptedchoziho
experimentu (kapitola 3.3.2) vyplynulo, Ze nejkratsi dobu odpateni rozpoustédla (dobu tuhnuti)
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maji roztoky PMMA v dichlormethanu, pro toto rozpoustédlo byly také pfipraveny roztoky
0 vyssich koncentracich PMMA (viz. kapitola 3.3.2).

Abychom nalezli nejvice vyhovujici lepidlo PMMA, byl proveden pro roztoky PMMA
v dichlormethanu, pfedev§im pro ty s vyssi koncentraci, test kvality lepeni. Tento test se
shoduje s postupem slepovani skel pii kompletaci realné platformy OECT, kde se k podloznimu
sklu (OECT platformée) pftitiskne kryci (kfemenné) sklo a nejprve se PMMA lepidlo nanese
po delSich hranéch, po zaschnuti se v pfipadé realné platformy nasaje analyzovany roztok, a
nasledn¢ se PMMA lepidlo nanese i1 po kratSich hranach. V ptipadé testu kvality lepeni byly
pouzity platformy OECT bez distan¢niho rdmecku a jako kryci skla byla pouzita Cista podlozni
skla. PMMA lepidlo bylo nandseno pomoci plastové tyCinky.

Vhodnost daného PMMA lepidla byla posuzovana pifedevSim vizualné, kdy bylo
hodnoceno zatékani lepidla mezi sklo, celistvost a pevnost nanesené vrstvy, celkova
manipulovatelnost (zda nedochazi k tvrdnuti lepidla dfive, nez je naneseno a rozetieno po dané
plose). Na zaklad¢ téchto pozorovani a vyslednych vrstev PMMA bylo vybrano jako nejvice
vyhovujici lepidlo PMMA s hmotnostni koncentraci 121,2 mg/ml v dichlormethanu (DCM).
Fotografie vrstvy PMMA je zobrazena na obrazku 19.

Obrazek 19: Test kvality pripraveného lepidla PMMA o hmotnostni koncentraci 121,2 mg/ml,
rozpusteného v DCM

4.4 Metoda pripravy distanéniho ramecku

V kapitole 3.2 bylo pozorovéno rozpousténi distancniho rdmecku (fotorezistu) nasledné
po naneseni lepidla z PMMA rozpusSténého v acetonu. V piedchozi kapitole jsme hledali
alternativni metodu pfipravy PMMA v jinych rozpoustédlech a studovali jejich vhodnost
pro lepeni méfici cely platformy OECT tak, abychom minimalizovali dobu plsobeni
rozpoustédla na okolni ¢asti platformy. Nyni je vSak nutné ovéfit stabilitu vrstvy fotorezistu
Vndmi vybraném rozpoustédle PMMA (dichlormethan), a zda k rozpousténi fotorezistu
nedochazi i vlivem pusobeni kultivaéniho media (fosfatovy pufr PBS, Tris-HCI) v némz je
rozpustén analyt (K" ionty), a zda 1ze pomoci modifikace postupu pfipravy distanéniho rAmecku
(fotorezistu) fotorezist chemicky stabilizovat, aby nedochézelo k jeho rozpousténi. Cilem této
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Casti je tedy nalézt nejvhodngj$i modifikaci vrstvy fotorezistu a stanovit jeji stabilitu
ve vybranych rozpoustédlech (DCM, PBS, Tris-HCI).

Nejprve byl hledan vhodny zptsob ptipravy fotorezistu predev§im pomoci zménou doby
vyvolani a vytvrzeni fotorezistu (kapitola 3.4.1). Nasledné byla u takto pfipravenych vrstev
fotorezistu studovana stabilita v prostiedi DCM a dvou kultiva¢nich mediich (PBS a Tris-HCI)
pomoci UV-Vis spektrofotometrie (kapitola 3.4.2). Na zavér byl také sledovan vliv par DCM
na vrstvu fotorezistu (kapitola 3.4.2).

4.4.1 Priprava fotorezistu

Abychom mohli nalézt nejvhodnéjsi zplisob piipravy vrstvy fotorezistu, a nalézt tak postup
ptipravy distan¢niho ramecku z fotorezistu kdy je nejstabilngjsi, bylo potieba pfipravit nové
platformy za riznych procesnich podminek. Jako platformy pro nasledujici experimenty
poslouzili opét podlozni skla o rozmérech 1,0 x 2,5 cm. Tato skla byla oc¢isténa podle postupu
popsaného v kapitole 2.2. Na ocisténé substraty bylo nalepeno 5 vrstev folie fotorezistu a
pokracovalo se podle postupu ptipravy fotorezistu, ktery byl popsan v kapitole 2.2. Tento
postup byl vSak za ucelem experimentu pozménén jistymi modifikacemi, které budou nasledné
popsany. Platformy byly rozdé€leny do ¢tyt skupin podle riznych dob expozice UV svétlem (3,5
nebo 5 minut) a rizné doby (30 nebo 60 minut) vytvrzeni folie na topné desce pii 100,0 °C
(Tab. 4). Pro kazdou variantu bylo pfipraveno 6 platforem. Po ukon¢eni procesu vytvrzeni byla
pro vsech 24 ptipravenych platforem, pomoci profilometru, zméfena tloustka vytvrzené vrstvy
fotorezistu. Z obrazku 20 lze vidét, ze folie fotorezistu, kterd byla pii procesu piipravy
vystavena UV svétlu o emisnim maximu 360—380 nm po dobu 3,5 min. a doba vytvrzeni folie
na topné desce byla 30 min., ma nejméné rovnomérnou vrstvu (Platforma A). Z obrazku 20 je
také mozné vidét, Ze nejkvalitn€j$i a nejvic rovnomérny povrch dosahla folie, ktera byla
vystavena UV svétlu po dobu 5 min. a doba vytvrzeni folie byla 30 min (Platforma C).
Platformy ze skupin €. 2 a €. 4 (Tab. 4) méli podobnou strukturu povrchu vytvrzené folie, 1ze
zde vsak pozorovat zna¢nou nerovnost povrchu. Pro vybrané platformy ze skupin €. 2, ¢. 3 a ¢.
4 byla nasledné¢ zkouména v nasledujici kapitole 3.4.2. chemicka stabilita pfi ponofeni
do vybranych rozpoustédel a v prostiedi jejich par. Skupina ¢. 1 byla z experimentu vyfazena
z diivodu nerovnomérného povrchu vytvrzené folie, kterda by mohla zptisobit Spatné doléhani
kryciho skla, pfipadné by vrstva fotorezistu mohla snaze podléhat vliviim okolniho prostiedi,
coZ by mohlo mit za nasledek kontaminaci analytu.

Tab. 4. Rozdéleni pripravenych platforem do skupin podle modifikaci zpiisobu pripravy

fotorezistni folie
Rozdéleni platforem Doba expozice UV svétla Doba vytvrzeni
do skupin (min.) (min.)
Skupina €. 1 3,5 30
Skupina ¢. 2 3,5 60
Skupina ¢. 3 50 30
Skupina ¢. 4 5,0 60
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Obrazek 20: Zavislost namérené tloustky nalepené, vytvrzené fotorezistni folie na méreném vseku
pro platformy: (4) Platforma 3,5 min. expozice UV, 30 min. vytvrzeni na topni desce
(B) Platforma 3,5 min. expozice UV, 60 min. vytvrzeni na topni desce

(C) Platforma 5 min. expozice UV, 30 min. vytvrzeni na topni desce
(D) Platforma 5 min. expozice UV, 60 min. vytvrzeni na topni desce

4.4.2 Stabilita fotorezistu

V predchozi kapitole (kapitola 3.4.1) byly pfipraveny vrstvy fotorezistu za riznych
podminek vyvolani a vytvrzeni. Nasledné na zdkladé méteni profilu vrstvy byly vybrany
pro dalsi experimenty vrstvy ze skupiny 2, 3 a 4. Nyni budou tyto vrstvy testovany na stabilitu
Vv prostfedi DCM rozpoustédla a dvou kultiva¢nich medii (PBS a Tris-HCI). Stabilita vybranych
platforem bude také studovana v prostiedi par DCM. Stabilita v prostifedi DCM a v prostiedi
jeho par je studovana z diivodu pouZiti tohoto rozpoustédla pro ptipravu PMMA lepidla, které
bude pouzito pti pripravé méfici cely platformy OECT. Stabilita fotorezistu v prostiedi Tris-
HCl je studovéna z diivodu zamyslené aplikace pfipravovaného OECT pro studium vymény K*
iontd, kdy je nutné pouzit takové rozpoustédlo KCl, které neobsahuje ionty K* a nemiize tak
dochézet k ovlivnéni koncentrace téchto iontli v daném roztoku. PBS je pak zamysleno jako
nahrada Tris-HCI pii studiu vymény iontd v mnohem komplexnéj§im prostiedi, piipadné
pti uziti OECT jako stimula¢ni platformy elektrogennich bunék.

Vzdy jedna platforma z dané skupiny byla ponofena do jednoho rozpoustédla na predem
stanovenou dobu, po této dobé byla vytazena, vyfocena a u vzniklého roztoku byla zmétena

30



zavislost absorbance na vinové délce. Z naméfenych zavislosti v riznych ¢asech byly odecteny
hodnoty absorbanci v maximu piku (stejnd vlnova délka polohy maxima u daného
rozpoustédla) a vyneseny jako zavislost absorbance na Case. Z téchto zavislosti 1ze vidét, ze
K uréitému rozpousténi vrstvy fotorezistu (distan¢éniho ramecku) dochazi v pripadé pisobeni
vSech tii zvolenych rozpoustédel (DCM, PBS, Tris-HCI). K nejvyznamnéj$imu rozpousténi
fotorezistu dochazi, podle o¢ekavani, v DCM, jelikoz jiz po prvni minuté se absorbance blizi
2 a.u., a v nasledujicich minutach se jesté vice zvySuje az do uplného rozpusténi v 5. minuté
(platforma s expozici 3,5 minuty a dobou vytvrzeni 60 minut) (Obrazek 21).
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Obrazek 21: Zavislost maximalni hodnoty namérené absorbance rozpoustédla DCM s ponorenymi

platformami z vybranych skupin ¢. 2, ¢. 3 a ¢. 4 (Tab. 4) na case pri vinové délce s absorpcnim
maximem 285 nm, pro casové intervaly (min.): 0 min.; 1 min.; 2 min. a 5 min.

U platforem s expozici 5 minut a dobou vytvrzeni 30 a 60 minut dochazi sice k pomalejSimu
rozpousténi neZ u predchozi platformy, ale i piesto je rozpousténi v DCM na tolik vyznamné,
ze jej pro danou aplikaci nelze pouzit. Rozpousténi fotorezistu v obou kultiva¢nich mediich je
témer srovnatelné, v obou ptipadech je po prvni minuté absorbance roztoku 0,2 (Obrazek 22 a

Obrazek 23).
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Obrazek 22: Zavislost maximdalni hodnoty namérené absorbance rozpoustédla PBS s ponorenymi
platformami z vybranych skupin ¢. 2, ¢. 3 a ¢. 4 (Tab. 4) na case pri vinové délce s absorpcnim
maximem 262 nm, pro casové intervaly (min.): 0 min.; 1 min.; 2 min.; 5 min.; 100 min.; 30 min.;
60 min.; 120 min. a 24 hod.
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Tato hodnota se v ptipadé Tris-HCI u vSech variant méni béhem prvnich 120 minut jen
minimalné, to stejné v piipadé platformy s expozici 5 minut a dobou vytvrzeni 30 minut
v prostiedi PBS, u zbyvajicich dvou platforem se absorbance piiblizn¢ za tuto dobu

zdvojnésobila.
1,8
16 —%— UV exp. 3,5 min., 60 min. vytvrz.
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Obrazek 23: Zavislost maximdlni hodnoty namérené absorbance rozpoustédia Tris-HCI
S ponorenymi platformami z vybranych skupin ¢. 2, ¢. 3 a ¢. 4 (Tab. 4) na case p7i vinové délce
S absorpcnim maximem 262 nm, pro casové intervaly (min.): 0,0 min., 1,0 min., 2,0 min. 5,0 min.,
10,0 min., 30 min.; 60 min.; 120 min. a 24 hod.

Bohuzel vsak u v§ech platforem doslo po 24 hodinach bud’ k iplnému rozpusténi fotorezistu,
nebo k castenému rozpusténi a k ¢astecnému/uplnému oddéleni fotorezistu od substratu viz.
fotografie nize (Obrazek 24, Obrazek 25, Obrazek 26).

0 ¢ N

I

Obrazek 24: Vybrané platformy s vytvrzenou fotorezistni folii ze skupiny ¢. 1, ponorené
Vv rozpoustédlech z leva: Tris-HCI, PBS, DCM, vyfocené pred vioZenim do rozpoustédia (horni obrazky
platforem) a po rozpusténi fotorezistni folie (dolni obrazky), po uplynuti doby 24 hod.
pro rozpoustédia Tris-HCI i PBS, a doba uplného rozpusténi pro rozpoustédlo DCM byla 5 min.
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Obrazek 25: Vybrané platformy s vytvrzenou fotorezistni folii ze skupiny ¢. 2, ponorené
Vv rozpoustédlech z leva: Tris-HCI, PBS, DCM, vyfocené pred viozenim do rozpoustédla (horni obrdzky
platforem) a po rozpusteéni fotorezistni folie (dolni obrazky), po uplynuti doby 24 hod.
pro rozpoustédia Tris-HCI i PBS, a doba uplného rozpusteni pro rozpoustédlo DCM byla 5 min.
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Obrdzek 26: Vybrané platformy s vytvrzenou fotorezistni folii ze skupiny ¢. 3, ponorené
V rozpoustédlech z leva: DCM, PBS, Tris-HCI, vyfocené pred viozenim do rozpoustédla
(horni obrdzky platforem) a po rozpusteni fotorezistni folie (dolni obrdzky), po uplynuti doby 24 hod.
pro rozpoustedla Tris-HCl i PBS, a doba uplného rozpusteni pro rozpoustédlo DCM byla 5 min.

JelikoZz DCM je pouZito pouze jako rozpouStédlo PMMA a je nandSeno z vnéjSi Casti
platformy, da se o¢ekévat, ze na fotorezist budou ptlisobit predevsim jeho pary. Z tohoto diivodu
jsme na vybrané platformy nechali puisobit pary DCM a sledovali zménu povrchu fotorezistu
Vv Case. Z obrazku 27 lze vidét, ze vrstvy fotorezistu byly i v parach ¢istého rozpoustédla DCM
rozpustény v pribéhu prvnich 30 minut.
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Obrazek 27: Vybrané platformy s vytvrzenou fotorezistni folii ze skupin z leva: ¢. 2, ¢. 3, ¢. 4,
ulozené nad parami rozpoustédla DCM, vyfocené v ¢ase 0,0 min. a 30,0 min.

Z experimentalni ¢innosti vyplyva, Ze se vrstva fotorezistu rozpousti ve vSech dulezitych
rozpoustédlech, které jsou pro navazujici méfeni s nasi modifikovanou platformou OECT
nezbytné. Z tohoto divodu je potiecba nahradit pouzivany fotorezist za takovy, ktery je
pro vybrané rozpoustédla chemicky stabilni. Po prizkumu trhu byl nalezen fotorezist s nazvem
»3Y-300, ktery by mél byt chemicky stabilni. Naplni navazujici prace by tedy bylo ovéreni,
zda je tento fotorezist s ndzvem ,,SY-300* vhodny pro nasi modifikovanou platformu OECT.
v zadném rozpoustédle, které je pro naplanované méteni s platformou OECT nevyhnutné, ani
pti procesu lepeni kryciho kiemenného skla k platformé OECT. Jakékoliv rozpusténi folie,
zpisobi, ze se rozpusténd Cast folie dostane do analyzovaného roztoku s danou koncentraci
draselnych kationtd, umistnéného v ¢asti méfici cely nasi modifikované platformy OECT. To
by mélo za nésledek vyznamné ovlivnéni jak fluorescencni, tak i elektrické detekce.
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo vyvinout modifikovanou platformu OECT, ktera by umoznila jak
elektrickou, tak i optickou (fluorescen¢ni) detekci vyménovanych iontit mezi vrstvou aktivniho
kanalu OECT (PEDOT:PSS) a elektrolytem. Takovato platforma by méla mit vysokou citlivost
i pro velmi nizké koncentrace a soucasné vyhovovat pozadavkim na optickou charakterizaci.
Tato prace se tedy zabyvala ptipravou takovéto platformy a ovéfenim jeji funkcnosti z hlediska
elektrickych i optickych vlastnosti.

Nejprve bylo u ndmi navrzené platformy ovétreno, jak velkou zménu ve vystupnim proudu
jsme schopni zaznamenat pro rizné koncentrované roztoky (0,0001-1 M), a zda je tato zména
dostatecnd. Na zéklad¢ tohoto experimentu bylo zjiSténo, ze dolni hranice citlivosti platformy
je pro koncentraci KCI 0,1 mM. Vzhledem k tomu, Ze je zamyslena aplikace platformy v oblasti
stimulace elektrogennich bunék, tedy ve fyziologickém prostfedi, ocekéava se, ze se budeme
pohybovat kolem 3,5-5,5 mM KCI. To znamena, ze zji$téna citlivost platformy je pro danou
aplikaci vyhovujici.

Nésledné jsme se snazili ovéfit, zda navrzena platforma vyhovuje pozadavkim optické
charakterizace, a zda pfi daném uspotfadani jsme schopni méfit fluorescenci 1 pro roztoky
0 velmi nizkych koncentracich (0,01-10 mM) s dostate¢n¢ velkou zménou v intenzité meéfené¢ho
signalu. Spravny postup jsme si nejprve overili méfenim piipravenych roztokd v uzké kyveté,
a nasledné jsme tyto roztoky zméfili stejnym postupem i v navrzené platformé. Na zaklade
téchto meétfeni lze usoudit, ze dané uspofadani platformy zcela vyhovuje pozadavkim
na optickou charakterizaci, jelikoz emisni spektrum studovaného roztoku QSH v kyseliné
sirové bylo rozliSené s dostate¢nou intenzitou méfeného signalu v celém svém rozsahu u vSech
métenych koncentraci. Nicméng, pii méfeni nizSich koncentraci QSH v platformé byl
pozorovan posun emisniho maxima do krat§ich vlnovych délek a soucasné bylo vizualné
pozorovano rozpousténi distanéniho rdmecku, ktery byl pfipraven z fotorezistu, po naneseni
vrstvy lepidla PMMA rozpusténého v acetonu. Bylo tedy nutné optimalizovat postup ptipravy
méfici cely a kompletace platformy, coz bylo feSeno v nasledujicich kapitolach.

Nejdiive jsme hledali vhodnou formulaci polymethylmethakrylatu (PMMA), a to predevS§im
vhodné rozpoustédlo a koncentraci. Studovany byly ctyfi rozpoustédla (chloroform, toluen,
dichlormethan a 1,2-dichlorbenzen) a rizné hmotnostni koncentrace. U piipravenych roztoku
byla studovan c¢as rozpuSténi PMMA, doba odpafeni rozpoustédla, a nasledné
manipulovatelnost, tedy jak kvalitné vybrany roztok PMMA dokéze slepit dvé skla k sobé.
Na zéklad€ tohoto experimentu jako nejvhodnéjsi lepidlo k lepeni OECT platforem jevilo
PMMA rozpusténé v dichlormethanu o koncentraci 121,2 mg/ml.

V posledni ¢asti pak byla zkoumana stabilita distan¢niho ramecku (fotorezistu) v prostredi
dichlormethanu a ve dvou kultiva¢nich médiich (PBS a Tris-HCI). Byly pfipraveny vrstvy
fotorezistu, které se liSily dobou vyvolani (3,5 a 5 minut) a dobou vytvrzeni (30 a 60 minut).
U takto pfipravenych vrstev pak byla studovéna hrubost povrchu (profilometrie), nasledné
stabilita (rozpustnost vrstev) ve vybranych rozpoustédlech (UV-Vis spektrometrie) a nasledné
stabilita v pardch DCM. Vysledkem téchto experimentii bylo zjiSténi, Zze dany fotorezist
pro pouziti v dané platformé neni vhodny, jelikoz se rozpousti alesponi ¢astecné jiz po 1 minuté
ve vSech nami zvolenych rozpoustédlech, a je tedy nutné zvolit pro ptipravu platformy néktery
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z vice chemicky odolnych fotorezistd. Jednim z vhodnych se zda byt fotorezist SY300. Ovéieni
jeho vhodnosti bude naplni dalsi prace.
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7 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

OECT
PEDOT:PSS
PBFI

PMMA
K+

Na*
K2CO3
QSH
H2SO4
NaOH
KCI
CHCIs
DCM
1,2-DCB
PBS
Tris
HCI

Organicky elektrochemicky tranzistor
Poly(3,4-ethylenedioxythiofen):poly(styrensulfonat)
Selektivni fluorescen¢ni sonda pro draselné ionty
(Potassium Binding Benzofuran Isophtalate)
Polymethylmethakrylat

Draselny iont

Sodny iont

Uhlicitan draselny

Chinin sulfat hydrat

Kyselina sirova

Hydroxid sodny

Chlorid draselny

Chloroform

Dichlormethan

1,2-dichlorbenzen

Fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Kyselina chlorovodikova
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