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Abstrakt: Tato bakalarska praca sa bude zaoberaf pripravou a charakteriza-
ciou grafénu z praskového substratu SiC v roznych podmienkach. V tivode préce
budt strucne popisané vlastnosti grafénu. Dalej predstavime tri metédy pripravy
grafénu, s dorazom na metdédu terméalnej dekompozicie SiC. Nasledne budu po-
pisané metddy charakterizacie, ktoré sme pouzili. V experimentalnej casti budua
popisané tri sady grafénovych vzoriek, pripravené metdédou termélnej dekompo-
zicie SiC, kazda ma premenlivy jeden z faktorov: teplota, ¢as a okolita atmosféra.
Pripravené vzorky budiu nasledne pouzité v experimente na kvasinkach. Bude
studovany vplyv grafénu pripraveného v réznych podmienkach na membranovy
potencial a pripadné vyuzitie v biofyzike.
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Abstract: This bachelor thesis is focused on growth and characterization of gra-
phene from SiC powder at different conditions. In the introduction graphene pro-
perties are briefly described. Afterwards three methods of graphene growth are
discussed, with particular emphasis on thermal decomposition of SiC. Further,
the characterization methods which were used by us are explained. In experimen-
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Uvod

Tato praca by mala podavat zakladné informéacie o graféne, metédach jeho
pripravy a charakterizacie. Stru¢ne popiseme jeho vlastnosti (Struktrirne, me-
chanicé, elektronické...), kryStalovi a pasovi Struktiru, ktord je zodpovednd za
vela jeho vynikajicich vlastnosti. Predstavime si metédu, ktorou bol grafén prvy-
krat izolovany a s nou este dve dalsie, ktoré maju vacsi potencial pre priemyselnta
produkciu v sucasnosti. Teoretickt ¢ast zakon¢ime metédami charakterizacie, kde
predstavime metody, ktoré boli pouzité. Dve z nich, a to ramanova spektroskopia
a mikroskopia atomarnych sil, slizia k popisu grafénu hlavne po stranke struktury.
Posledné metdda, spektrofluorometria, nam podava informaciu o vplyve grafénu
na membranovy potencidl kvasiniek. V prvej casti experimentalnej casti tejto
prace sa budeme zaoberaf pripravou a charakterizaciou grafénu pripraveného v
roznych podmienkach.

Grafén ako materidl ma vela vynikajucich vlastnosti(telepné, mechanické,
elektrické, optické atd.), ale tato praca by mala podat informaciu u graféne s
potenciondlnym vyuzitim v biofyzike. V sucasnosti sa grafén vyuziva v biosenzo-
roch[1], mikroelektrédach na meranie neuralnej aktivity[2], ale napriklad aj ako
prostriedok pre podavanie lie¢iv[3]. My ale budeme venovat pozornost na vplyv
grafénu na membranovy potencial kvasiniek. Predovsetkym nas bude zaujimavat
aky vplyv mé grafén na isté, Specifické transportné proteiny, MDR pumpy(z ang].
multi drug resistance). Tieto pumpy odstranuji z buniek celé spektrum réznych
lie¢iv, a tym spodsobuji efekt mnohonasobnej liekovej rezistencie - MDR. MDR
pumpy sa nachadzaju vo vsetkych bunkach, vratane Iudskych, a teda predstavuju
hlavny problém pri lieceni kvasinkovych a bakteridlnych infekcii alebo aj rako-
viny. Takze v druhej polovici experimentalnej ¢asti budeme skumat grafén ako
potencionalny inhibitor MDR puimp a jeho vplyv na zivé bunky, kvasinky.



1. Grafén a jeho vlastnosti

Uhlik, jeden z najrozsirenejsich prvkov na Zemi, méze existovat v niekolkych
hybridizovanych stavoch sp, sp? a sp®. MoZe vytvarat vysoky pocet zlicenin od
jednoduchych molekil az po dlhé polymérne retazce. Najrozsirenejsie a histo-
ricky najznamejsie formy uhlika st diamant a grafit. Najpriek tomu, ze grafit a
diamant si tvorené cisto uhlikovymi atémami, maji uplne rozdielne vlastnosti.
Diamant, najtvrdsi prirodny materal, je priehladny a elektricky izolat. Narozdiel
od diamantu je grafit tmavy, makky a dobry vodi¢. Takisto najdeme rozdiely
v ich Struktire. Diamant je zlozeny z sp® hybridizovanych uhlikovych atémov v
tetraédrickom usporiadani, grafit z sp? hybridizovanyh uhlikovych atémov v he-
xagonalnom usporiadani. V pripade diamatu, teda tetraedrickeho usporiadania
sa Styry valen¢né elektrony uhliku podielaji na Styroch kovalentnych véazbach v
hexagonalnom usporiadnani, grafite, si pritomné len tri vazby a stvrty elektron
sa stava vodivostnym.

Grafit ako material s hexagondlnou struktirov sa sklada z atémovych rovin,
kazd4 atémova rovina je zlozenda z pravidelnych Sestuholnikov s atémami uhliku
vo vrcholoch. Uhlikové atomy v jednej rovine si viazané silnou kovalentnou véaz-
bou. Napriek tomu je vazba medzi uhlikovymi atémami susediacich atémovych
rovin len slaba van der Waalsova. Jednu takito rovinu vedci na konci 20. sto-
roc¢ia pomenovali grafén. Definicia grafénu sa ale nepouziva len v pripade jednej
atomarnej roviny. V stcastnosti sa grafénom oznacuje suvisld vrstva menej ako
desiatich uhlikovych rovin[4].

Podobnych materidlov vytvorenych z pét, Sest ¢i sedem atémovych uhlikovych
kruhov pozname uz niekolko. Vacsinou sa charakterizuji pomocou ich dimenzie.
0-D objekty sa nazyvaju fullerény. Najznamejsi z tejto skupiny je fulléren Cgg no
studované boli aj dalsie[5]. Potom 1-D objekty, tiez sndme ako nanotrubky alebo
nanovlakna. Tieto struktury sa daju pripravit stoc¢enim, pokritenim alebo inym
deformovanim jednej grafénovej vrstvy ktorej sa dnes hovori aj 2-D uhlik.

1.1 Vlastnosti grafénu

1.1.1 Strukttrne vlastnosti

Ako uz bolo spomenuté vyssie, grafén je materidl tvoreny c¢isto uhlikovymi
atomami s hexagonalnou struktirov. Kazdy uhlikovy atom vytvara tri o-vazby
so svojimi najblizsimi susedmi. P orbitédl je nasmerovany kolmo na mriezku. Jed-
notlivé p orbitaly sa prekryvaji a vytvarajua tak m-vézbu. Priemerna vzdialenost
atomov je 0,142 nm a vzdialenost medzi rovinami je priblizne 0,35 nm.

1.1.2 Mechanické a tepelné vlastnosti

Uz od objavu grafénu sa jeho mechanickym vlastnostiam venovalo vela po-
zornosti, kedze bol velmi odolny, vydrzal vysoky tlak a zaroven bol flexibilny. V
roku 2008, Styri roky po prvej uspesnej izolacii grafénu[6], skupina pod vedenim
C. Lee publikovala ¢lanok, v ktorom popisuju vlastnosti jednovrstvého grafénul7].
Ich zistenia, pre jednovrstvy grafén, ukazuju napatie v tahu o = 130 GPa, Youn-



gov modul pruznosti £ = 1TPa a zlomenie grafénu nastalo pri tlaku 42 Pa. Co
je v silade s predpovedanymi hodnotamil§].

Rovnako zaujimavé vlastnosti ma grafén aj v tepelnej oblasti. Opéat v roku
2008 skupina z Univerzity v Kalifornii publikovala ¢ldnok o velmi dobrej tepel-
nej vodivosti jednovrstvého grafénu ktord sa pohybovala v rozmedzi od A =
4.84 x 103 Wm™'K™t do A = 5.30 x 103Wm K™, ¢o z grafénu robi jeden z
najlepsich vodicov tepla[9]. Pre porovnanie striecbro A ~ 400 Wm'K~!, med
A~ 380 Wm 'K~ a prirodny diamant A = 1000 WmK~*[10].

1.1.3 Elektronické a optické vlastnosti

Za elektrické a optické vlastnosti grafénu je zodpovedna w-vézba. K interakeii
grafénu s elektromagnetickym ziarenim prispievaju dva faktrory. A to dvojdimen-
zionalny pohyb elektrénov a pasova struktira tohoto materialu. Pasova Struktiara
grafénu je velmi jednoduchd a sice nema zakazany pas. No napriek tomu odozva
na elektromagnetické Ziarenie je netrivialna. Pre rozsah frekvencii vo vidielnom
svetle je absorbcia svetla grafénom priblizne 2.3%[11] a prejavuje linearne chova-
nie s narastajicim poc¢tom grafénovych vrstiev([12].

1.2 Krystalova struktira

Uhlikové atémi v graféne si, ako vieme, sp? hybridizované. Kazdy z nich
vytvara 3 o-vazby, ktoré vsetky lezia v jednej rovine ¢o vedie na rovinnd vrstvu
s hexagonalnou symetriou. Primitivnou bunkou vrstvy s takouto symetriou je
kosostvorec ktory obsahuje dva neekvivalentné atomy. Tieto dva typy atémov teda
vytvaraju vlastné trojuholnikové podmreze A,B, posunuté o mrezovy parameter
a = 0,142nm. Vektory primitivnej bunky:

ai = 5(3, \/?T)
a5 = 4(3,—/3)

Reciproka mreza ma rovnaku symetriu ako mreza v redlnom priestore. Vektory

. . . v/ ) ) .- 2may = _ 2mas
ret.:lprokei buriky vieme spomtat pomocou vzt.ahu ako: g1 = aixds & 92 = e
pricom aj; X ay = V. je plocha primitivnej bunky. Teda vektory reciprokej

bunky su:

g1 = %(17 \/5
g_é = ;277;(17_\/5

Pricom plati zndmi vztah a; - g; = 27d;;. Pomocou vektorov reciprokej bunky
vieme zostavit prva Brillouinovu zoénu. V nej vyznac¢ime Styri vyznacéné body
I, K, K', M. Im prisltichajice polohové vektrory si:
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Dolezitost tychto bodov spociva v ich umiesteni v reciprokom priestore. Bod I'
je v pociatku prvej Brillouinovej zény, bod M je v strede hrany prvej Brillouinovej
zémy a teda v polovici spojnice medzi bodmi K a K'. Body K a K  si dva
neekvivalentné body mreze v reciprokom priestore, to znamema, Ze sa z jedného
nedostanem do druhého pomocou translacie za pouzitia len vektorov reciprekej
mreze. Bodom K a K sa tiez hovori Diracove body.

(b)

Obrézok ¢.1: a) Krystalovd mreza grafénu. Elementdrna bunka grafénu je vy-
znacena ¢iarkovane(¢ierna), trojuholnikové podmreze A, B st vyznacené ako ¢iar-
kované trojuholniky. vy je energia potrebna k preskoku medzi najblizsimi uhliko-
vymi atémami. b) Reciprokd mreza a vyznacné body grafénu. Prva Brillouinova
zona je vyfarbena sedo. Prevzaté z [13]

1.3 Pasova struktura

Na to, aby sme vedeli popisat chovanie elektrénov v graféne potrebujeme po-
znat disperznu relaciu E(E), teda zavislost energie elektrénov na vlnovom vektore.
Tato zéavislost budeme hladat v prvej Brillouinovej zéne a presnejsie v oblasti
medzi bodmi I', M a K. Tomuto problému sa venoval P. Wallace v roku 1947[14],
ktory vyuzil tzv. tesnoviazbovi aproximéaciu.

Ako vieme, v graféne st uhlikové atémi hybridizované, teda maju styri va-
lenc¢né elektrony, ktoré st schopné tvorit véizby. Z tychto styroch valenénych elek-
trénov sa tri podielaju na kovalentnych, o vazbach so susednymi atémami uhliku
a nachadzaji sa v sp? orbitali. Stvrty valenény elektrén sa nachadza v 2p, or-
bitali, ktory je kolmy na atémovu rovinu a tvori m-vazbu, ktora ako bolo vyssie
spomenuté je hlavnym faktorom v elektronovej strukture grafénu.

Aproximécia ktori uvazoval P. Wallace berie v tivahu len interakciu s najbliz-
simi susedmi, teda atémi z podmrezi A a B. V tejto aproximécii bude disperzné
reldcia mat tvar

By (k) = 47 - (1 + 4 cos? @ + 4 cos % cos 2za)l/2

kde v9 &~ 2.7eV je energia potrebna k preskoku medzi najblizsimi atémami.
Zmamienko + prisliucha energii vizbovému 7m-pasu a znamienko - prislicha an-
tivazbovému 7*-pasu. Ak do tohoto vztahu dosadime polohy bodov I', M a K
dostaneme energie E pre tieto body v danej aproximaécii:

Ey( 2 = 137
EL(M) ==+
Eo(K)=0



Obréazok ¢.2: Elektronova struktura grafénu. Na pravo vidime priblizenie
miesta dotyku vizbového(dolny) a antivdzbového(horny) pasu. Prevzaté z [13].

7 obrazku ¢.2 vidime, ze vazbovy a antivizbovy pas grafénu sa dotykaja v
Sietich bodoch, K a K, prvej Brillouinovej zény. Kvoli tomuto dotyku sa grafénu
hovori aj polovodi¢ s nulovou Sirkou zakdzaného pasu (angl. zero-gap semicon-
ductor). Ak by sme disperznt relaciu E(k) cheeli popisat v blizkosti Diracovych
bodov K a K, teda k=K + 6k mdZeme ju vyjadrit v tvare:

E. (k) = vsh | 6k |
kde | K [>| 6k | a vy je Fermiho rychlost dand vztahom

— 32 ~ 106 ¢ 1
vy = 55 ~ 10°ms B

Za povsimnutie stoji fakt ze disperzna relaci F(k) je v okoli Diracovych bodov
K a K’ linedrna funkcia vlnového vektoru. Désledkom tohoto zistenia je fakt, Ze
volné nosi¢e naboja v graféne sa spravaju ako nehmotné Diracove fermiony s
fermiho rychlstou vy definovanou vyssie.



2. Metédy pripravy grafénu

Dlho si vedci mysleli, Ze je nemozné aby jedna grafénova rovina exisovala
izolovane. Uz v rokoch 1930 - 1940, Peierls[15],[16] a Landau[17] teoreticky pred-
povedali termodynamickid nestabilitu 2D krystalov. Z ich tvah vyplynulo, ze pri
teplote T" = 0 moze existovat Tubovolne velky 2D krysltal. A pri teplote T° # 0
vychylky sposobené teplotnymi fluktudciami rastii do nekonecna s rasticov vel-
kostou systému. Tato zavislost méa ale logaritmické chovanie, takze teoreticky by
velkost systému, pre ktory su fluktuacie malé, mohla byt pomerne velka.

Napriek negativnym predpovediam o nestabilite grafénu bol tento material
niekolkokrat skimany [18],[19],[20]. Nakoniec bol v roku 2004 bol zverejneny ¢la-
nok popisujici dspesni izolaciu jednej grafénovej vrstvy[6]. Autory ¢lanku A.
Geim a K. Novoselov boli v roku 2010 oceneni Nobelovou cenou za ich pracu na
graféne.

Uz od prvého uspesného pripravenia grafénovej vrstvy sa rychlo zvysSoval zau-
jem o tento material kedze mal dobré predpoklady na vyuzitie v elektrotechnike a
materialovych aplikaciach. Stale tu bol ale problém ako pripravit kvalitni grafé-
novu vrstvu s nami pozadovanimi parametrami. Zo zaciatku bola priprava zame-
rand na kvalitné vrstvy mensich rozmerov, kvoli detailnému preskiimaniu vlast-
nosti grafénovych monovrstiev a dvojvrstiev. No v poslednych rokoch je vyskum
emyselnt produkciu.

Ak by sme teda chceli pripravit grafénovi vrstvu mame niekolko smerov, kto-
rymi sa vydat. Mozeme zacat s prirodnym monokrystalom grafitu a z neho me-
chanicky alebo chemicky pripravit grafénové vrstvy, teda hovorime o mechanickej
alebo chemickej exfolidcii. Dalsie met6dy st zalozené na vytvarani jednotlivych
grafénovych vrstiev bud termalnou dekompoziciou substratu bohatého na uhlik,
alebo naparovanim uhlikovych atémov na substrat. V tomto pripade hovorime o
epitaxnom raste. Dalej existuje niekolko modifikovanych metéd, napriklad exfoli-
acia v rozotkoch, ktoré z nich vychadzaji. V nasledujtcich kapitolach si predsta-
vime zakladné metody pripravy grafénovych mono, multivrstiev z oboch tychto
kategorii.

2.1 Mikromechanicka exfoliacia

Metéda mikromechanickej exfolidcie, inak nazyvana metéda mikromechanic-
kého Stiepenia, dostala pomenovanie, pod ktorym je znama a to metdda lepiace;j
pasky. Onedlho bude zrejmé preco je toto pomenovanie tak vystizné. Tato me-
toda bola v minulosti pravdepodobne najvyuzivanejsia a to zo zrejmych dovodov.
Je jednoducha, efektivna a nevyzaduje ziadne Specidlne vybavenie, len trochu le-
piacej pasky, grafit a substrat, na ktory chceme grafén naniest.

Samotna metoda exfoliacie, ako nazov napoveda, spoc¢iva v nalepeni lepiacej
pasky na monokrystal grafitu a naslednom odlepeni. Na povrchu lepiacej pasky
zostane zbytkové mnozstvo grafitu, co s vlastne grafénové multivrstvy, v lepSom
pripade monovrstvy. Opakovanim tohoto postupu si vieme pripravit potrebny
pocet vzoriek, ktoré stac¢i preniest na pozadovany substrat a dalej skiimat.

Tato metdéda poskytovala dobré moznosti ako pripravit kvalitné grafénové



vrstvy s hribkou do 10 atémovych rovin a sirkou od 10 gm do 100 pm. Dokonca
sa tymto sposobom A. Geimovy podarilo pripravit grafénovi monovrstvu siroku
10 wm, na ktorej pomocou elektronovej litografie pripravil elektrické kontakty|6].

Dalsi tspech tejto metédy nastal v roku 2006, kedy sa podarilo monovrstvu
grafénu odstranit zo substratu a zavesit[21]. Tymto experimentom sa podarilo
definitivne vyvratif predpovede o termodynamickej nestabilite 2D krystalovych
sustav. Oba tieto objavy vyvolali velky zaujem o stidium optickych a elektrickych
vlastnosti grafénu.

2.2 Depozicia z plynnej fazy

Metéda depozicie z plynnej fazy - CVD (z angl. Chemical Vapor Deposition)
je efektivny a t¢inny sposob pripravy epitaxnych grafénovych vrstiev. Uz viac nez
50 rokov je zname, ze metoéda CVD pri pouziti plynov uhlohodikov a niklovom
substrate vedie na vytvorenie grafitovych vrstiev[22]. Pri tejto metdde grafénova
vrstva syntetizuje na povrchu substratu, najcastejsie sa jedna o kovova foliu,
ktord je vystavena prideniu uhlovodikového plynu pri nizkych tlakoch a vysokych
tepotach. Nasledne je kovova félia z grafénu odstranena napriklad odleptanim a
grafénova vrstva moze byt nanesena na ziadany substrat. Potom je dobré este
odstranit zvysky leptadla ponorenim do vody.

Vyber kovu, ktory bude pouzity pri priprave ovplyviuje kvalitu grafénu. Naj-
Castejsie pouzivana je medend f6lia[23], no boli a st pouzivané aj iné kovy ako
napriklad nikel[24], kobalt[25], alebo aj platina[26], iridium[27] a paladium[28].
No nie len vyber kovu hra tlohu v kvalite pripravenej grafénovej vrstvy. Preto sa
pred pouzitim dand kovova félia zvycajne necha vyzihat vo vodikovej atmosfére
alebo v atmosfére zmesy vodiku a argénu pri teplotach T' ~ 800°C.

Samotny prenos grafénu z kovovej félie na nami zvoleny substrat vacsinou
zahtna pondaranie do rozpustadla a nasledntt manipuléciu. Tento proces ale zne-
hodnocuje grafénove vrstvy ktoré sme pripravili. Najcastejsie dochadza k tvorbe
tzv. vrasok, trhaniu, pokriteniu alebo inym strukturalnym defektom. Na minima-
lizaciu takto vzniknutych defektov sa pouziva polymérny film, ktory je naneseny
na grafénovi vrstvu este pred odleptanim kovovej folie a speviiuje ju pocas pre-
nosu medzi kovovou féliou a zvolenym substratom. Najcastejsie sa pouziva poly-
metylmetakrylat (PMMA) alebo polydimetylsiloxan (PDMS). Vyhodou PMMA
je ze po odleptani kovovej félie a naslednom vysuseni ide jednoducho odstranit
acetonom.

Metoda CVD je teda velmi uzito¢nd pri priprave vysoko kvalitnych graféno-
vych vrstiev s dobre definovanou struktirou na vacsich plochach, ¢o dokazuje
tspesne pripraveny 50 cm dlhy a 5cm Siroky monokrystal[29]. Velkou vyhodou
je takisto fakt, ze rast grafénovej vrstvy sa takmer zastavi po jednej atomovej
rovine. Nevyhodou tejto metédy je znecistenie grafénu pripravkami, ktoré sme
pouzili pri jeho izolacii z kovovej folie.

2.3 Termalna dekompozicia karbidu kremiku

Metéda termalnej dekompozicie karbidu kremiku (SiC) je druhd z metdd epi-
taxného rastu grafénovych vrstiev. Spociva v desorbcii kremikovych atémov z



povrchu SiC pri teplotach T =~ 1450°C a néaslednom preusporiadani zvysnych
uhlikovych atémov do epitaxnej grafénovej vrstvy.

Pomocou tejto metdédy sme schopny pripravif grafénové vrstvy vysokej kvality
s rozmermy 0,1 — 1 um. Najvacsou vyhodou tejto metédy je ale skutocnost, ze
pripravenu grafénovi vrstvu nemusime prendsat na iny substrat

Tento proces vsak moéze ovplyvnif niekolko faktorov a to: orientacia, a Struk-
tira monokrystalu SiC, trvanie a teplota vypekania, atmosféra v ktorej proces
prebiehal. Tieto faktory budu detailnejsie diskutované v nasledujtcich kapitolach.

2.3.1 SiC ako substrat

SiC je polovodic, ktorého sirka zakizaného péasu sa pohybuje v rozmedzi od
2,3 eV do 3,3 eV, ma vynikajtice materidlové vlastnosti, ako je napriklad vysoka
tepelna vodivost a chemickda stalost, teda moze byt pouzity pri vysokych tep-
lotach a v prostredi so silnym ziarenim. Tieto vlastnosti viedli k pouzitiu SiC
v aplikaciach vysokoteplotnych, vysokonapatovych a vysokofrekvenénych zaria-
deni. Od prvej syntézy v roku 1824[30] sa viedli len malé a nesystematické Studie
na laboratérnej Grovni. V roku 1892 bola predstavend syntéza SiC prasku[31] a
az v roku 1893 sa zacala prva priemyselna produkcia tohoto materidlu[32].

Karbid kremiku je polovodic¢ova zltucenina prvkov zo skupiny IV, ktoré su via-
zané prevazne kovalentnou vazbou. Krystalograficka struktira pozostava z tesne
naukladanych dvojvrstiev kremikovych a uhlikovych atémov. Elementarna bunka
ma tvar pravidelného stvorstenu, ktory je tvoreny bud konformaciou SiCy alebo
CSiy, pricom styri rovnaké atémi st vo vrcholoch a neekvivalentny atéom je v
tazisku Stvorstenu. Vzdialenost medzi najblizSimi atémami rovnakého typu je
priblizne 3,08 A, vzdialenost medzi atémami rézneho typu je priblizke 1,89 A a
vzdialenost medzi rovnakymi atémovymi rovinami je priblizne 2,51 A[33].

Carbon

\:-Z-\._ Silicon
251 A

Obrazok ¢.3: a) Elementarna bunka SiC, a=3,08 A, b=1.89 A. b) Dve mozné
konfikurdcie natocenia elementarnych buniek. Prevzaté z [34].

Ako na obrazku ¢.3 vidime jednotlivé elementarne bunky st previazané po-
mocou rohovich atémov a teda je mozné ich orientovat dvomi sposobmi, ktoré sa
lisia rotaciou druhej elementarnej bunky o 60°. Tato moznost rotacie atémovych
Si-C dvojvrstiev spolu s posunom sposobuje, ze mame niekolko moznosti naukla-
dania Si-C dvojvrstiev v smere posuvu. Tymto roznym moznostiam naukladania
sa hovori polytypy.



Obrazok ¢.4: Dve moznosti ukladania atémov v tesnom hexagondlnom
usporiadani.

Na obrazku ¢.4 vidime dva mozné sposoby ulozenia atémov v hexagondlnej
bunke. Ak budeme uvazovat situaciu s fixnou rovinou atémov A, mdzeme dalsie
atomy ulozit v zmysle B alebo C. V sti¢astnosti je zndmych viac nez 200 roznych
usporiadani atémovych dvojvrstiev v SiC a na ich popis sa pouziva Ramsdellova
notacia[35]. Cislo v nazve odpovedé poctu Si-C dvojvrstiev, po ktorych sa motjv
opakuje a pismeno znaci, na aku krystalograficka struktaru dany sposob uklada-
nia dvojvrstiev vedie, C-kubicka a H-hexagonalna. Najcastejsie sa pouzivaju po-
lytypy 3C-SiC (ABCABC...), 4H-SiC (ABCBABCB...) a 6H-SiC (ABCACBAB-
CACB...) a ich sposoby ukladania vidime na obrazku ¢.5. V tomto zmysle maji
monokrystaly SiC na koncoch tohoto ukladacieho procesu dvojvrstiev Si-C ¢isto
kremikové alebo ¢isto uhlikové atomy. Tymto strandm sa hovori Si- respektive
C-strana, alebo spolo¢ne tzv. polarne strany.

D)

4H-SiC

Obrézok ¢.5: Rozne sposoby naukladania dvojvrstiev pre polytypy SiC.
Prevzaté z [34].

2.3.2 Faktory vplyvajice na proces grafitizacie

Mechanizmus rastu grafénovej vrstvy je pre obe polarne strany je rovnaky.
Pri vysokych teplotach totiz kremikové atémy sublimuji rychlejsie ako atémy
uhliku, kvoli vyssiemu tlaku ich par. Prebytoc¢né uhlikové atémy nasledne na po-
vrchu vytvaraja grafénovia vrstvu. Napriek tomu je sposob a rychlost vytvarania
grafénu na polarnych stranach rozna. Tieto rozdiely su zodpovedné za grafén roz-
nych vlastnosti pripravenych na polarnych strandch[36]. Rychlost rozkladu Si-C
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dvojvrstvy priamo sivisi s energiou potrebnou na jej rozlozenie. Kedze rozne po-
lytypy SiC sa lisia v energii potrebnej k rozkladu Si-C dvojvrstiev ako vidime
na obrazku ¢.6, kde su sipkami schematicky znézornené rychlosti rozkladu pre
jednotlivé dvojvrstvi.
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Obréazok ¢.6: Schematicky znézorné energie potrebné k rozkladu a rychlosti
rozkladu pre jednotlivé dvojvrstvy SiC a) 4H-SiC, b) 6H-SiC, ¢) 3C-SiC. Prevzaté
z [34].

Tento proces si popiseme na polytype 4H-SiC. Atémy kremiku a uhliku st
slabsie viazané v blizkosti hran dvojvrstiev, preto atomy kremiku desorbuju rych-
lejsie v tychto miestach. Na obrazku ¢.6 mozeme vidiet dve rozne energie rozkladu
dvojvrstiev 4H1 (-2,34 meV) a 4H2 ( 6,56 meV)[37]. Z toho mdzeme usudit ze roz-
klad dvojvrstvy 4H1 bude prebichat rychlejsie ako v pripade dvojvrstvy 4H2 a
po case ju "dobehne". Nasledne bude rozklad pokracovat sucastne na oboch Si-C
dvojvrstvach. Navyse na vytvorenie suvislej grafénovej vrstvy si potrebné aspon
tri Si-C dvojvrstvy, takze grafén sa zacne tvorit az po "dobehnuti'dvojvrstiev.

Podmienky okolia takisto ovplyviiuji proces tvorby grafénu na oboch polar-
nych stranach SiC. Napriklad, ak by sme chceli pripravit grafénovi vrstvu na
Si strane vo vysokom vakuu dostaneme grafénové vrstvy nizkej kvality a malych
rozmerov|[38|. Taktiez sa zistilo, Ze na pripravu homogénnejsich grefénovych vrs-
tiev je vyhodnejsie pouzit kratsie casy a vyssie teploty nez dlhsie casy a nizsie
teploty[39,40]. Ale pri pouzivani vysokych teplot bude vyssia aj kinetickd ener-
gia uhlikovych a kremikovych atémov, takze preusporiadanie atémov na povrchu
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bude jednoduchsie. Aby sme ale zabranili iplnej alebo nekontrolovanej grafitizacii
musime byt schopny kontorlovat tlak kremikovych par.

Prva z metéd, ktoré to umoznujia vyvinul W. A. de Heer. Princip spocival v
kontrolovalovani subliméacie ¢iastoénym uzavretim do grafitového valéeku, ktory
mohol udrzat koneény tlak vytvoreny subliaciou kremika z povrchu[41]. Tato me-
toda poskytuje moznost pripravit vysoko kvalitné, rovnomerné grafénové vrstvy
na oboch polarnych stranich 4H-SiC a 6H-SiC. Dalsia metéda tochto charakteru
bola vyvinuta v roku 2008 skupinou pod vedenim R. Yakimovy[42]. Této metéda
spo¢iva na vysokoteplotnej sublimacii (T a 2000°C') v argénovej atmosfére pri
tlaku jednej atmosféry. Vysledkom st véicsie monovrstvy grafénu (= 2 x 2cm) a
dobra kontrola nad ich hrubkou.

Ako bolo naznacené vyssie pre tvorbu grafénu na SiC je dblezita aj orientécia
samotného substratu SiC. Najvéic¢ssou vyhodou pripravy grafénu na Si-strane je
moznost jednoduchsej kontroly nad hrubkou, teda nad poc¢tom vrstiev, priprave-
ného grafénu. Proces moze byt este vylepseny optimalizovanim teploty a pouzitim
argonovej atmosféry. Grafén sa na Si-strane vytvara postupnym rozkladom Si-C
dvojvrstiev, Cize zacina na hranach ktoré sa postupne rozkladaji a rozklad sa
postva. Tento proces zanechdva povrch takmer ¢isto uhlikovych atéomov ktoré
sa viazu az nakoniec vytvoria grafénu podobnu struktiru, ktorej sa hovori nulta
vrstva (angl. buffer layer). Tato vrstva ale neméa vlastnosti ako grafén, kedze pri-
blizne 30% uhlikovych atémov je sp® hybridizovanych a st viazané s kremikovymi
atomami na rozhrani. Po sformovani nultej vrstvy sa rozklad Si-C dvojvrstiev
odohrava pod nou, ¢o moze viest na vytvorenie novej uhlikovej vrstvy. Tato nulta
vrstva sa ale d& previest na grafénovi vrstvu zithanim vo vodikovej atmosfére pri
teplote 550 — 1000°C.

Napriek tomu na C-strane je proces vytvarania grafénu rychlejsi. Nedochddza
k tvorbe nultej vrstvy, kvoli comu je pripraveny grafén menej viazany k rozhra-
niu. Zaroven pre grafénovi multivrstvu pripravenu na C-strane plati, zZe atémové
roviny su voci sebe ndhodne orientované, preto niesi elektronicky viazané a efek-
tivne sa dana multivrstva chova ako monovrstva grafénu.Na C-strane prebieha
vytvaranie grafénu skor v zmysle ostrovéekov nez vrstva po vrstve ako to je na
Si-strane.
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3. Metdédy charakterizacie
grafénu

V predchédzajicej kapitole sme sa zoznamili s niektrorymi meté6dymi pripravy
grafénu a v tejto si popiseme niekolko metdd ako grafén charakterizovat. Mali
by sme teda byt schopny popisat rozmery, pocet vrstiev a defekty pripraveného
grafénu. Grafén je ale materiadl atomovej hribky takze tieto metédy musia byt
schopné pracovat so vzorkami na tejto irovni.

3.1 Ramanova spektroskopia

Ramanova spektroskopia je nedestruktivna a jednoduché technika, ktorou sme
schopny ziskaf informécie o Struktirnych vlastnostiach, defektoch a pocte vrstiev.
Ide o jednu z najcastejsie vyuzivanych technik pre charakterizaciu uhlikovych ma-
teridlov. Tato technika je zaloZzena na Ramanovom rozptyle, teda na neelastickom
rozptyle fotonov skiimanou latkou.

Fotény st generované laserom, &m je zarudend rovnakd vinova dizka dopa-
dajuceho svetla. Pri dopade na latku sa vacina z nich rozptyli elasticky, dochadza
k takzvanému Rayleigho rozptylu. Mal& ¢ast priblizne 1 z 10 miliénov sa rozptyli
neelasticky, Cize sa zmeni ich energia. Dany foton je virtualne pohlteny latkou
a dostane sa tak do excitovaného stavu. V priebehu tohoto virtualneho procesu
dochadza k interakcii elektronu s vibracnymi alebo rotacnymi stavmi v atémoch
a v pripade pevnej latky dochadza k interkacii s vibracnym stavom krystalovej
mreze a teda zmenou jeho energie. Elektron néasledne deexcituje za pritomnosti
vyziarenia foténu o danej pozmenej energii. Na zdklade zmeny energie vieme zis-
tif zmenu frekvencie, ak sa frekvencia znizila hovorime o takzvanom Stokesovom
posune v pripade zvysenia frekvencie o takzvanom anti-Stokesovom posune.

Samotna charakterizacia skimaného materidlu je pomerne jednoducha, kedze
kazdy material méa charakteristické energetické hladiny s ktorymi moze excitovany
elektron interagovat. V stcasnosti uz existuju databazy ramanovych spektier roz-
nych materidlov, ¢im sa charakterizacia alebo pripadna identifikdcia stava stale
jednoduchsia.

3.1.1 Grafén a jeho spektrum

Ramanove spektrum grafénu sa vyznacuje tromi hlavnymi D,G a 2D (niekedy
oznacovany tiez G’) pikmi ako vidime na obrazku ¢.7. Pripraveny grafén mozeme
charakterizovat na zaklade polohy, sirky a intenzity tychto pikov.
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Obréacok ¢.7: Spektrum grafénu

D pik sa vyskytuje v oblasti ~ 1350 cm™!. Jeho poloha sa mierne meni v
zavislosti na metéde pripravy grafénu. Pritomnost D piku vypoveda o existencii
defektov v graféne, ¢im vacsia intenzita tym viac pritomnych defektov.

Pre G pik je charakteristickd oblast vyskytu medzi 1580 az 1590 cm™! a mé&
tvar jednej Lorentzovej krivky s polosirkou (FWHM) = 15 cm™! pre epitaxne
pripraveny grafén. Jeho poloha a Sirka st nezavyslé na poste vrstiev, ale silne
zavislé na mechanickom napéati a dopantoch. So zvysujicim sa napatim v graféne
sa poloha G piku positva k vyssim frekvenciam. Efekt dopantov je mensi no
nie zanedbatelny. Poloha sa posiva k vyssim frekvencidm so zvysujicim poctom
elektrénov a k nizsim frekvencidm so zvysujicim poctom dier.

2D pik vykazuje podobni zavislost na mechanickom napéati a dopantoch ako G
pik. Pre zvysujice napatie sa postuva do vyssych frekvencii. Zavislost posunu mé
opacnu tendenciu, teda pre dopovanie elektronami sa postiva k nizsim frekvenciam
a k vyssim frekvencidm pre dopovanie dierami. Hlavny efekt ktory ovplyvnuje po-
lohu a sirku 2D piku je ale pocet grafénovych vrstiev a sposob ich naukladania,
podobne ako pre polytypy SiC. Pozicia 2D piku sa pohybuje od 2670 do 2740
cm™!. V sticastnosti je ale zname, ze 2D pik centrovany pribliZne na 2740 cm™*! a
polosirkou mensou nez 40 cm ™! prislicha monovrstve grafénu. Ak by bola polo-
Sfrka piku centrovaného na rovnakej pozicii 45-60 cm ™! jedn4 sa skor o grafénovi
dvojvrstvu. So zvysujticim poctom vrstiev sa 2D pik rozdeli na niekolko pikov a
polosirka 2D piku zvacsuje, v spektre ale pozorujeme jeden Siroky pik. Napriklad
2D piky centrované priblizne na 2730 cm™! ktoré sa daji nafitovat Styroma Lo-
rentzovymi krivkami prislichaji grafénovej dvojvrstve[43]. Napriek tomu sa pre
grafén pripraveny na C-strane SiC polosirka 2D piku s poc¢tom vrtiev nement,
ale meni sa jeho intenzita a spektrum je velmi podobné ako spektrum grafénove;j
monovrstvy[44].
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3.1.2 SiC substrat

Ramanove spektrum epitaxného grafénu na SiC mé este dalSie piky okrem
vyssie uvedenych. Tieto piky vznikaji dosledkom interakcie dopadajicich fotonov
s fonénovymi médmi SiC substratu a vyskytuji sa medzi 1450 aZ 1750 cm™!.
Tieto piky sa ale prekryvaju s grafénovym G pikom a tym sa zhorsuje presnost
analyzy tohoto piku. Ak chceme spravne analyzovat a charakterizovat pripraveny
grafén musime najskor odstranit prispevok v spektre od SiC substratu. Nasledne
mozeme analyzovat dané spektrum a parametre pikov ndm podaji dostatocnu
informéaciu o pripravenom graféne.

Uz ale vieme, Ze pri epitaxnom raste grafénu na Si-strane vznika grafénu po-
dobnéa uhlikova struktira, ktora je kovalentne viazand s niektorymi kremikovymi
atomami, takzvana nulta vrstva. Tato vrstva prispieva do Ramanovho spektra
dalsimi dvoma Sirokymi értami s polohou priblizne na 1355 cm™! a 1580 cm™!.
Odstranenim prispevku od SiC substratu sa nam tieto ¢rty nepodari tplne ne-
odstranit. Urcita c¢ast z nich v spektre ostane no tento pozostatok nam uz ale
nebrani v spravnom analyzovani podstatnych pikov.

Ak je ale grafén pripravovany epitaxne na C-strane, kde nevznika nultd vrstva,
st interakcie a vazby so substratom slabsie a takmer zanedbatelné. Teda vyssie
spomenuty problém s analyzou sa neobjavi.

3.2 Mikroskopia atomarnych sil

Ako dalsiu z technik, ktort sme pouzili na charakterizaciu grafénu si predsta-
vime mikroskopiu atémérnych sil - AFM (z angl. Atomic Force Microscopy). Této
technika sa pouziva hlavne k trojrozmernému zobrazovaniu povrchov. Narozdiel
od skenovacej tunelovej mikroskopie ktora je schopna pracovaf len s vodivymi
materidlmi, sme pomocou AFM schopny zobrazit povrch vodivého aj nevodivého
materidlu a to vo vakuu, vzduchu ¢i kvapaline.

Princip, na ktorom je tato technika zalozena je velmi jednoduchy. Meriame
silové posobenie interakcie medzi hrotom a povrchom skimanej vzorky. Na ob-
razku ¢.8 mozeme vidiet schému AFM. Ostry hrot je umiestneny na volnom konci
ramena (angl. cantilever). Na volny koniec ramena dopada laserovy la¢, nasledne
sa odraza a dopadéd na fotodetektor. Ak budeme hrotom pohybovat po skima-
nom povrchu, bude hrot kopirovat nerovnosti povrchu s ¢im sa bude menit uhol
pod ktorym sa laserovy lu¢ odraza. Odrazeny lu¢ sa bude pohybovat po ploche
fotodetektoru, a tym sme schopny vytvorif trojrozmerny obraz povrchu skima-
nej vzorky. AFM je schopné pracovat v dvoch zakladnych médoch ktoré strucne
popiseme.
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Obrazok ¢.8: Schéma AFM

Ak by sme zvolili meranie v kontaktnom maéde, bude sa hrot pohybovat takmer
po povrchu vzorky. V tomto mdde sa prejavia hlavne odpudivé sily medzi atémami
hrotu a povrchu vzorky. Je vyhodné pouzivat ramend s malou tuhostou aby sme
boli schopny registrovat ¢o najmensie vychylky a neposkodili si pri tom vzorku.

Druha moznost je takzvany bezkontaktny mod, kde hrot je umiestneny nie-
kolko nanometrov nad povrchom. Néasledne je rameno rozkmitané, nacastejSie
pomocou piezokrystalu, na svojej rezonancnej frekvencii s amplitidov kmitov nie-
kolko nanometrov. Van der Waalsove sily alebo iné sily dlhého dosahu st schopné
tento kmitavy pohyb ovplyvnit. Zaznamendvanim tohoto vplyvu vieme vytvorit
obraz povrchu.

3.3 Spektrofluorometria

Jedna sa o neinvazivnu metédu, ktorou moézeme charakterizovat transportné
procesy nastavajice na membréanach kvasiniek pomocou fluorescencie nami prida-
nej sondy na zaklade zmien membranového potencialu. Hlavnym néastrojom tejto
metody je spektrofluorometer, teda pristroj ktory je schopny meraf fluorescencéné
spektra. Pozostava zo zdroja svetla, v nasom pripade xendénova vybojka z ktorej
paprsok dopada na excitacny monochrométor a dalej sa Siri excita¢nou strbinou
do komory so vzorkou.

Spektrofluorometer moze fungovat v niekolkych moédoch. Je s nim mozné me-
rat emisné spektrum pri konstatnej excitaénej vinovej dizke. Tento sposob mera-
nia budeme pouzivat mi pri naSom experimente. Potom je mozné merat intenzitu
emisie na danej konstatnej vinovej dlzke pri premennej excitaénej vinovej dizke.
V tomto pripade sa jedné o excitaéné spektrum. Dalsou moznostou je merat syn-
chronny sken, kedy je rozdiel emisnej a excitacnej vinovej dizky konstatnty.
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3.3.1 Membranovy potencial

Vsetky zivé bunky st od okolitého prostredia oddelené plazmatickou mem-
branou. Touto membranou prenikaju ziviny do vnutra bunky a produkty me-
tabolizmu z bunky odchédzaji. Plazmatickd memréana udrzuje gradienty kon-
centracii malych anorganickych iontov (K, Nat, Cl7) na zdklade ¢oho exis-
tuje memranovy potencial, teda rozdiel elektrickych potencidlov na vnitornej
a vonkajsej strane membrany. Udrziavanie gradientu koncentracii slizi hlavne
k zaisteniu osmotickej rovnovahy buniek, ale zaroven pohana transport zivin do
bunky a pohana dalsie bunkové procesy. Za vznikom inontovych gradientov a teda
aj membranového potencidlu su elektrogénne iontové pumpy. Vysledni hodnotu
membranového potencidlu neurcuju elektrogénne pumpy, ale selektivne iontové
kanaly na ktorych mnozstve a paramteroch zavisia elektrické vlastnosti bunko-
vych membran. Tieto kandly nastavia kone¢nt, ustaleni hodnotu membranového
potencidlu pomocou ustalenej hodnoty iontovych prudov, ktoré sa snazia vyrusit
iontové gradienty a dosiahnut rovnovazny stav[45].

3.3.2 Pouzita sonda

V nasom experimente sme pouzili pomald fluorescenéni sondu diS-Cj3(3) s ma-
ximom absorbcie nastavajicim pre vinovi dizku A, = 556 nm a maximum emisie
pre vinovi dizku A, = 588 nm. Vizbou sondy v bunke sa jej fluorescenéné emisné
maximum posunie priblizne o 10 nm v porovnanim s volnou sondou A, = 569
nm[46].

Jedna sa o iodidovu sol, ktord vo volnom prostredi disociuje a stava sa ak-
tivnou, kladne nabitou sondou. Vdaka postrannym hydrofébnym retazcom je
schopna lahko prechadzat membranou do bunky. Po pridani tejto sondy do média
dochadza ku zhromazdovaniu sondy vo vnutri bunky. Tento proces je ovplyviio-
vany gradientom koncentracie a membranovym potencidlom. Vieme, ze membra-
novy potencial je na vnitornej strane membrany zaporny. Celkovu silu, ktora
sposobuje transport sondy oznacujeme elektrochemicky gradient. Sonda bude do
bunky prenikat do doby kym sa nevyrovnaju elektrochemické potencialy vnutri
a mimo bunku. Toto premiestnovanie sondy trva niekolko sekind az desiatky
minit. V bunkach s vysokym membranovym potencialom sa hromadi velké mnoz-
stvo sondy, naopak nizsia akumulacia vypoveda o depolarizacii membrany. Tento
proces akumulacie sondy v bunkach sledujeme pomocou zmien intenzity fluo-
rescencie.

3.3.3 Meranie membranového potencialu

Pomocou tejto metody sme schopny v redlnom case sledovat zmeny membra-
nového potencidlu kvasinkovych buniek. Vyuzivaju sa pri tom spektralne vlast-
nosti sondy diS-C3(3). Maximéalna intenzita emisie fluorescencie I,,,, a vlnova
di7ka tohoto maxima A, sa menia v zavislosti na zmene membranového poten-
cialu[37]. Parameter \,,., je menej ovpliviiovany vizbou sondy na steny kyvety
nez I,,... Rovnovaha medzi volnou a viazanou sondou vo vnutri buniek nastava
velmi rychlo, takze poloha A, je priamo umerna prenikaniu sondy do buniek.
Na zaklade casového priebehu \,,.. teda vieme sledovat casovy priebeh preni-
kania sondy do buniek[38]. Zmeny vo velkosti membranového potencialu, ktoré
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boli sposobené nejakym dalsim faktorom, ako napriklad zmena pH, teplotny sok,
pridanie dalsej latky sa prejavia zmenou koncentracie sondy v bunkéach a teda aj
ZINOou \,,q. respektive I,,4:.

Depolarizacia membrany je sprevadzana znizenim koncentréacie sondy v bunke
a modrym posunom \,,... Hyperpolarizacia je naopak sprevadzana zvysenim kon-
centracie sondy a ¢ervenym posunom. Permeabilizacia buniek je charakteristicka
¢ervenym posunom, sonda nereaguje na membranovy potencidl ale na na stratu
integrity membrany.

Pomocou tejto membrany bolo napriklad zistené ze fluorescencéna odpoved
sondy diS-C3(3) na membrénovy potencidl kvasiniek S.cerevisiae je rozhoduj-
ticim sposobom ovplyvnend ¢innostou MDR pimp[39].

3.3.4 Pouzité kvasinky

V nasom experimente sme pouzili kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae,
presnejsie dva kmene AD/CDR1 a AD/ABC3. Tieto kmene boli pouzité za-
merne, kedze kment AD/CDRI1 ktory ma v membrane zasttipené pumpy CaCdrl
a AD/ABC3, je mutantny kmen, ktory ma deletované gény pre tvorbu pumpy
CaCdrl. Takto zvolenymi kmenmi kvasiniek sme schopny popisat vplyv grafénu
na aktivaciu alebo inhibiciu tejto pumpy. Pumpa CaCdrl je zodpovedna za vytva-
ranie rezistivity kvasinky C'andida albicans, ktora je bezne pritomna v traviacom
trakte ¢loveka. Jedna sa o jednu z mala kvasiniek rodu C'andida, ktora sposobuje
kandidozu, kvasinkovu infekciu. V pripade pacientov so znizenou imunitou ako
HIV pacienti, pacienti po transplantacii, onkologicky pacienti, moze prerast az v
smrtelnd infekciu.

18



4. Experimentalna cast

V experimentéalnej casti tejto prace sme sa venovali priprave grafénu pomo-
cou termélnej dekompozicie praskovej formy SiC. Nami pripravené vzokry sme
nasledne charakterizovali pomocou ramanovej spektroskopie a AFM. Nakoniec
sme skumali vplyv grafénu na kvasinky:.

4.1 Priprava grafénu

Ako substrat sme pouzili jemny SiC prasok, ktory ma v porovnani s mono-
krystalom SiC niekolkonasobne vacsi povrch, teda vyfazok grafénu bude o vela
vacsi. Prasok sme opatrne nasypali do grafitového valéeku. Valéek sme nasledne
umiestnili do pece, ktora ako zdroj tepla pouzivala zhaviacu cievku. V priebehu
pripravy bola teplota zaznamenavana infracervenou kamerou, pomocou ¢oho sa
udrziavala pozadovana teplota pocas celej doby pripravy. Priprava vsetkych vzo-
riek prebiehala podla teplotného profilu na obr. ¢.9. Pricom T* a 7 majui rolu
parametrou v dvoch sadach pripravenych vzoriek. V poslednej sade vzoriek je
parametrom okolita atmosféra.

T[rd

T

1100
950 —

i
10 20 20+1 t [min]

Obrazok ¢.9: Teplotny profil pouzity pri priprave grafénovych vzoriek

Zévislosti podmienok pripravy pre dané parametre mézeme prehladne vidiet v
tabulke ¢.1. Vzorka P3HBCO1 bola pripravovana v argénovej atmosfére pri tlaku
p ~ 1040 mbar a prietoku argénu 10l/hod. Vzorka P3HBC02 bola pripravovanda
v statickej atmosfére argénu(90 %) a vodiku(10 %), pri tlaku p ~ 1050 mbar.

Tabulka ¢.1: Podmienky pripravy grafénovych vzoriek

Vzorka TI°C] T [min] Okolité atmosféra
P1HBCO1 1800 15 Vysoké vakuum
P1HBCO2 1700 15 Vysoké vakuum
P1HBCO3 1550 15 Vysoké vakuum
P2HBCO1 1700 5 Vysoké vakuum
P2HBCO2 1700 1 Vysoke vakuum
P3HBCO1 1700 15 Ar
P3HBCO2 1700 15 Ar+H
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4.2 Charakterizacia grafénu

Nami pripravené vzorky sme dalej charakterizovali metédami popisanymi v
kapitole 2. Pomocou ramanovej spektroskopie sme namerali spektrum na niekol-
kych miestach(4-7) pre kazdu pripraveni vzorku. Nésledne sme zmerali topografiu
pripravenych vzoriek pomocou metédy AFM.

Na nasledujicich obrazkoch budu vzdy pre jednu vzorku zhrnuté vysledky
ziskané pomocou vSetkych metdd, topografia(a), vyskové profily(b) a laterdlne
sily(c) namerané pomocou AFM, Ramanove spektrum(d).

0.20
381 nm
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— Profile 2
~— Profile 3
— Profie 4

300 0.15 — Profile 5

)
3
¥ [um]

AN ENERENE RN R RNEENARRRERNE N

0 % [um]

o

(2]

2

[=]
Intenzita [a.u.]

Ramanov posun [em™]

Obréazok ¢.10: (a) Topografia, (b) vyskové profily, (c) laterdlne sily a (d) Ra-
manove spektrum vzorky PIHBCO1

7 analyzy vsetkych Ramanovych spektier a vysledkov merania AFM mozeme
usudif, ze v pripade vzorky PIHBCO1 sme pripravili jedno, dvoj a trojvrstvy
grafénu. Polosirka 2D piku ako nas hlavny ukazatel poctu vrstiev, je pre rozne
miesta 39 cm~! az 74 cm~!. Grafén je ale na povrchu éastic prasku SiC z ktorého
sme grafén pripravovali, inak by vyskové profily namerané metédou AFM nemali
priemernt vysku ~ 70 nm.

20



145 nm

120

¥ [m]

0.566 V

0.540

0.520

0.500

0.480

0.455

o

o

o

o

o

o

12
3 (b) — Profile 1
E — Profile 2
105 — Profile 3
3 — Profile 4
E — Profile 5
08 =
063
043
02 3 LEN L B N B B B N B N B B B B LN L N B A B B B B B
0.0 0.5 1.0 1.5
* [um]
G
7000 4 {d)
6000
2D
5000 4
~ 4000 4
35
o
s 3000 D
5 2000
=
1000
04
-1000 T T T T T )
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Ramanov posun [cm™"]

Obréazok ¢.11: Ramanove spektrum, topografia, vyskové profily a lateralne sily
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Obréazok ¢.13: (a) Topografia, (b) vyskové profily, (c) laterélne sily a (d) Ra-
manove spektrum vzorky P2HBCO01
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Obréazok ¢.14: (a) Topografia, (b) vyskové profily, (c) laterdlne sily a (d) Ra-
manove spektrum vzorky P2HBC02
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Obrazok ¢.15: (a) Topografia, (b) vyskové profily, (c) lateralne sily a (d) Ra-
manove spektrum vzorky PSHBCO01
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Obrazok ¢.16: (a) Topografia, (b) vyskové profily, (c) lateralne sily a (d) Ra-
manove spektrum vzorky PSHBC02
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Tabulka ¢.2: Intervaly polosirok pre vSetky pripravené vzorky.

Vzorka Interval poloSirky 2D piku [em™]
P1HBCO1 33-74
P1HBCO2 36-57
PIHBCO3 52-72
P2HBCO1 27-53
P2HBCO2 53-43
P3HBCOL 22-56
P3HBCO2 20-68

Na zaklade polosirok 2D pikov z tabulky ¢.2 predpokladame Ze sa nam poda-
rilo pripravit zmesy monovrstiev az multivrstiev grafénu pre vsetky podmienky
pripravy. Takyto vysledok sme ocakavali, kedze sme zvolili také podmienky pri
ktorych na Si-strane narastie prevazne monovrstva grafénu a teda nanajvys mul-
tivrstva na C-strane SiC. Na ostatnych stranach SiC narastie pocet vrstiev medzi
tymi ¢o narastli na Si-strane a C-strane. Kedze sme ako substrat sme pouzili
praskova formu SiC pri priprave sa uplatnia vsSetky tieto efekty Celkovo teda
mozeme povedaf, ze sa ndm pre vSetky podmienky podarilo pripravit grafénové
monovrstvy az multivrstvy, ktoré si ale stale na povrchu castic praskového SiC
ako mozeme vidiet na jednotlivych vyskovych profiloch.

(a)

56.36 rel. 1icm

574 rel. 1/cm

Obrazok ¢.17: Pre vzorku PIHBCO01 (a) mapa polosirky 2D piku, (b) fotka z
optického mikroskopu

Ako vidime na obrazku ¢.17(obrazky (a) a (b) maji réznu mierku) grafén sa
nam podarilo pripravit na vicsine povrchu zin SiC prasku. Rozsah skaly obrazku
¢.17(a) nam zaroven podava informaciu o maximalnom pocte vrstiev. V tychto
miestach vzorky sa ndm teda podarilo pripravit nanajvys dvojvrstvu grafénu.

4.3 Vplyv grafénu na kvasinky

Pred samotnym experimentom musime najskor pripraveny grafén odseparovat
od rezidualnych c¢astic SiC prasku. Tento proces pozostaval z niekolkych krokov,
najskor sme grafén presypali do kyvety, potom sme pridali priblizne 1 ml destilo-
vanej vody. Takto pripravené vzorky sme ponorili do ultrazvukového kupela na 90
sekind. Po ultrazvuku sme pouzili este vortex, pristroj na suspendovanie buniek
ktory celt vzorku pretrasie. Castice grafénu a SiC za¢nit po odobrati vzorky z vor-
texu v kyvete sedimentovat. Vrchnu ¢ast roztoku, bez sedimentov, prepipetujeme
do dalsej kyvety a v tomto stave pouzivame pri merani.
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Kvasinky boli kultivované v kvapalnom médiu v trepacom kupeli kym nedo-
siahli exponencialnu fazu rastu. Bunkova suspenzia bola potom dvakrat premyta
10 ml destilovanej vody pomocou centrifiigy s 3000 otackami za minttu po dobu
2 minuat. Z takto pripravenych kvasiniek bolo pripravené dostatoéné mnozstvo
bunkovej suspenzie v C-P pufry s OD (angl. optical density - absorbancia) ~ 11.
Potom bola suspenzia napipetovana do kyviet s optickou drahou 1 cm.

Priebeh hromadenia sondy vnutri buniek bol zaznamenévani spektrofluorome-
trom FluoroMax-4 od vyrobcu HORIBA Jobin Yvon, pomocu merania emisnych
spektier v intervale 560-590 nm s excitacnou vlnovou dizkou 535 nm. Na zadiatku
merania sme ku vsetkym vzorkdm pridali 6 pl sondy. Priblizne o 5 minut ne-
skor sme k vzorkam pridali 200 pl grafénového roztoku. Na jednu vzorku grafénu
pripadaju dve vzorky kvasiniek, pumpovy a bezpumpovy kmen. Vzorky boli udr-
ziavané na pokojovej teplote a po kazdom merani boli jemne zamniesané. Emisné
spektra sme merali v pravidelnych intervaloch a zaznamenavali sme polohu ma-
xima. Rychlost hromadenia sondy v kvasinkéch, tzv. farbiaca krivka, je zavislost
polohy maxima fluorescencie \,,., na ¢ase. Aktivita MDR pimp je dana rozdie-
lom farbiacich kriviek pumpovych a bezpumpovych kmeriov v rovnovahe[46].

Teda v experimente mame celkovo 16 vzoriek, 8 pre kazdy kmen kvasiniek.
Kontrolna vzorka, vzorka bez pridaného grafénu poskytuje informaciu o farbeni
daného kmena kvasiniek pre podmienky, v ktorych sa experiment uskutocénuje.
Cize ak by grafén nepdsobil na kvasinky, farbiaca krivka danej vzorky by presne
kopirovala farbiacu krivku kontroly. Dalsich 14 vzoriek predstavuje modelové
vzorky pre skiimanie jednotlivych grafénovych vzoriek, vzdy po dvojiciach pum-
povy a nepumpovy kmen na jeden grafén.

580.00 1

0.9
578.00

0.8

576.00 —e— AD/ABC3 - kontrola 0.7

—e—AD/ABC3 - PLIHBCOL __
E 574.00 ;06

c

©—AD/ABC3 - PIHBCO2 3
A
g 2 —e—AD/ABC3 - P1HBCO3 5§
<£572.00
—&— AD/CDR1 - kontrola _£0.4

—A—AD/CDR1 - PIHBCO1
-4—AD/CDR1 - P1IHBC02
568.00 —a—AD/CDR1 - P1HBCO03

570.00 0.3

0.2

0.1

566.00
0.00 20.00 40.00 60.00 80.00

0
0.00 20.00 40.00 60.00 80.00

Cas [min] Cas [min]

Obréazok ¢.18: Farbiace krivky(vlavo) a priebehy intenzit(vpravo) pre sadu
grafénovych vzoriek P1
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Obrazok ¢.19: Farbiace krivky(vlavo) a priebehy intenzit(vpravo) pre sadu
grafénovych vzoriek P2
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Obrazok ¢.20: Farbiace krivky(vlavo) a priebehy intenzit(vpravo) pre sadu
grafénovych vzoriek P3
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Obréazok ¢.21: Farbiace krivky(vlavo) a priebehy intenzit(vpravo) pre jednotlivé
vzorky grafénu a sondy

Z obréazkov ¢.18-20 vidime ze membranovy potencial bol ovplyvneni len vzor-
kou PSHBCO02, ktora spdsobila depolarizaciu buniek. Naopak vzorky grafénu zo
sady P2 sposobili destrukciu buniek, ¢o ale bolo zrejmé uz pocas experimentu,
preto sme meranie so vzorkou P2HBCO02 ani nedokoncili. Z priebehu intenzit
na obr. ¢.21 vidime prudké klesanie intenzity, ktoré bolo sposobené interakciou
sondy a grafénu. Tento pokles intenzity je viditelny aj na obrazkoch ¢.18-20 pre
pumpovy kmen. Predpokladame teda, ze sonda vo vnutri buniek je pred grafénom
chranena no pumpy ju z buniek aktivne vyplavuji. Mimo bunku sonda interaguje
s grafénom, straca schopnost fluorescencie a tym nastava pokles intenzity.
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Zaver

V tejto praci sme vypracovali strucény, ale prehladny teoreticky popis grafénu
spolu s metédami pripravy a charakterizacie. Hlavnym cielom bola ale priprava
grafénu z praskovej formy SiC v roznych podmienkach a nasledna charakteri-
zacia jeho vplyvu na zivé bunky, v nasom pripade kvasinky. Postup pripravy
a charakterizacie je detailne popisany v kapitole 4, ktord predstavuje samotnu
experimentalnu cast tejto bakalarskej prace.

Podarilo sa nam pripravit 7 vzoriek v roznych podmienkach, z ktorych len
jedna(P3HBCO01) viditelne ovplyvnila membranovy potencidl kvasiniek. Dve z
pripravenych vzoriek maju tendenciu bunky kvasiniek nicit(sada P2), zvy$né ne-
vykazuju ziadne znamky ovplyvinovania membranovéo potencidlu.

Sada vzoriek P2 navyse vykazuje najhorsiu kvalitu, pomer intenzit D/G piku
sa pohybuje v intervale 0,8 az 2,2 a najmensie mnozstvo pripraveného grafénu. V
niekolkych miestach sa v spektre vzoriek sady P2 nezobrazil ani jeden z charak-
teristickych grafénovych pikov. Z analyzy Ramanovych spektier mozeme pred-
pokladat, ze tak kratke casy, ako boli pouzité pri priprave tejto sady vzoriek,
nestacia na vytvorenie dostacujiceho mnozstva grafénu.

V zavislosti na teplote(sada P1) je pripraveny grafén vo vSetkych pripadoch
pomerne vysokej kvality, pomer intenzit D/G piku sa pohybuje v intervale 0,1 az
0,6, nizkym poctom defektov a pocet vrstiev sa pohybuje v rozmedzi od monovrs-
tiev po niekolko jednotiek vrstiev grafénu. Najhorsia vzorka zo sady P1IHBCO3,
bola pripravovana pri teplote T = 1550°C, preto by sme mali pripravovat grafén
na vyssich teplotach. V pripade vzorky PIHBC02 sa nam podarilo pripravit jedno
az dvojvrstvy grafénu a pre vzorku PIHBCO1 sa nam kvoli vyssej teplote podarilo
pripravit az trojvrstvy grafénu.

Vzorky pripravené v argoénovej atmosfére alebo v zmesi vodiku s argénom
(sada P3) tiez vykazuju dobri kvalitu, no nie az tak ako vzorky pripravené vo
vakuu, pomer intenzit sa pohybuje v intervale 0,3 az 0,9. V pripade oboch vzoriek
sme pripravili zmes jedno a dvojvrstiev grafénu.

Celkovo najlepsie podmienky rastu, pre mozné dalsie aplikacie v biofyzike,
vykazuje vzorka PSHBCO1, kedze ako jedind mala vplyv na membranovy po-
tencial a neni¢ila bunky kvasiniek. Dalie vzorky by sme teda mali pripravovat
pri teplotach ~ 1700°C a aspon po dobu 15 minut. V tomto okamihu je fazko
povedat ¢i rozdielna atmosféra, v ktorej bola vzorka P3HBCO01 pripravovana je
zodpovedna za vplyv tejto vzorky na membranovy potencidl, v budicnosti to
moze byt predmetom dalsieho Studia.
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