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ABSTRAKT

Predlozena diplomova prace se zabyva modifikaci hroti standardné pouzivanych
v mikroskopii atomarnich sil ajejich naslednym wvyuzitim ke stanoveni mechanickych
vlastnosti vybranych hydrogelovych systémt na lokalni arovni. Pro cilenou modifikaci byla
vybrana metoda fixace mikrocastice na nosnik, ktery byl uspéSné modifikovan pomoci Castic
melaminové pryskyfice Nejdiive byly méfeny mechanické vlastnosti vybraného zastupce
fyzikalné sitovanych hydrogelt (polysacharid agaroza), které byly hodnoceny na zakladé
Youngova modulu pruznosti, adhezni sily a prace. Ziskané vysledky byly porovnany
s hodnotami naméfenymi pomoci dvou komer¢né dostupnych nosniku lisicich se jak ve tvaru,
tak v zakladnich parametrech, jako je konstanta pruznosti a rezonan¢ni frekvence. Nasledné
byl ovéfovan vliv nastavené pusobici sily nosniku na vzorek (Setpoint). Vyuzitelnost
modifikovanych nosnikt byla testovana i na vybraném zastupci iontove sit ovanych hydrogela
(alginat sodny sitovany vicemocnymi ionty). V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace
bylo ovéfeno, Ze pouziti nosnikl s vyssi sty¢nou plochou vede ke spolehlivejsim vysledkim
z hlediska spolehlivosti a reprodukovatelnosti, vzhledem k tomu, ze do finalni hodnoty
Youngova modulu je zahrnut nejenom piispévek polymerniho ftetézce, ale 1 poru.
Pti stanovovani mechanickych hodnot je dulezité uvést nejenom pouzivany nosnik a jeho
vlastnosti, ale také veskeré ostatni experimentalni parametry, jejichz zména muze ovlivnit
finalni hodnoty Youngova modulu stanovené na mikrourovni mikroskopii atomarnich sil.

KLIiCOVA SLOVA

Mikroskopie atomarnich sil, silova spektroskopie, modifikace hrotl, mechanické vlastnosti,
Younguv modul pruznosti, hydrogely, polysacharidy.



ABSTRACT

This master's thesis deals with the modification of tips commonly used in atomic force
microscopy and their following utilization for determining the mechanical properties
of selected hydrogel systems at the local level. For targeted modification, a method
of micro-particle fixation on a cantilever was chosen, which was successfully modified using
melamine resin particles. Initially, the mechanical properties of a selected representative
of physically cross-linked hydrogels (agarose polysaccharide) were measured, which were
evaluated based on the Young's modulus of elasticity, adhesive force, and work. The obtained
results were compared with values measured using two commercially available cantilevers
differing in both shape and basic parameters such as spring constant and resonance frequency.
Subsequently, the influence of the setpoint force applied to the sample by the cantilever was
verified. The usability of modified cantilevers was also tested on a selected representative
of ionically cross-linked hydrogels (sodium alginate cross-linked with multivalent ions).
Within the experimental part of the master's thesis, it was verified that the use of cantilevers
with ahigher contact area leads to more reliable results in terms of reliability and
reproducibility, considering that the final value of the Young's modulus includes not only the
contribution of the polymer chain but also the pores. When determining mechanical values, it
is important to specify not only the cantilever used and its properties but also all other
experimental parameters, the change of which may affect the final values of the Young's
modulus determined at the micro level by atomic force microscopy.

KEYWORDS

Atomic force microscopy, force spectroscopy, tip modification, mechanical properties,
Young’s modulus, hydrogels, polysaccharides.
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1 UVOD

Mikroskopie atomérnich sil (AFM) je velmi uzite€na technika pro zkouméni povrchu
materiald na nanometrové uarovni jak v plynném, tak kapalném prostiedi. Kromé
trojrozmémého zobrazovani povrchi s velkym rozliSenim lze AFM pouzit pro stanoveni
mechanickych vlastnosti materialG v nanoméfitku (na lokalni drovni) za vyuziti silové
spektroskopie. Vysledky zkoumanych parametra silné zavisi na vlastnostech nosniku a hrotu,
jako je napftiklad velikost, tuhost ¢i material.

Modifikace hrotu umoziuje kontrolovat tyto vlastnosti, coz muze vést ke zlepSeni citlivosti,
rozliSeni a funkcénosti AFM. Tato uprava rozSifuje vyuziti mikroskopie atomarnich sil,
pfiCemz lze sledovat interakce mezi definovanym hrotem a povrchem vzorku, ¢i upravit
meéfici sondu tak, aby byla vhodnéjsi pro stanovenou aplikaci.

Cilem této diplomové prace je modifikovat hrot pomoci vybrané metody na zakladé
literarni reSerSe, pfiCemz bylo zvoleno pfipeviiovani mikrocastice na nosnik. Experimentalné
jej vyuzit pro stanoveni lokalnich mechanickych vlastnosti (Youngtv modul, adhezni prace,
adhezni sila) polotuhych materialt, pficemz byl pro studium zvolen agardézovy a alginatovy
hydrogel.

V teoretické casti diplomové prace je popsana mikroskopie atomarnich sil, zobrazovaci
rezimy a silova spektroskopie. Dale jsou zde uvedeny vyhody a omezeni této techniky
arozepsany metody modifikace hroti. Uvedena literarni reSerSe se vénuje postupim
a vyuzitim raznych funkcionalizaci hroti a nosnikti. Nasledujici experimentalni Cast se vénuje
popisu pouzivanych nosnikti, chemikalii a pfistroji. Zahrnuje pfipravu méfenych vzorkd,
popisuje postup modifikace nosnikli, nastaveni pfistroje a vyhodnoceni namétrenych dat.
V zavérecné Casti prace jsou vysledky diskutovany.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil (AFM — Atomic Force Microscopy) je zobrazovaci technika
patfici do oboru mikroskopie skenovaci sondou (SPM — Scanning Probe Microscopy), jez
byla vyvinuta vroce 1986 Binnigem a kol. [1]. Rychle se stala popularni metodou
pro zobrazovani vzorkli a charakterizaci mechanickych vlastnosti povrchi vzorka
v nanom¢éftitku. AFM je povazovana za vSestrannou a vykonnou mikroskopii, jelikoz jako
jedina poskytuje zobrazovani jak vodivych, tak i nevodivych vzorkl s vysokym rozliSenim
v atomovém meéfitku [2].

Princip AFM je zalozen na interakcich mezi povrchem vzorku a ostrym hrotem (zip), ktery
je upevnén na ohebném nosniku (cantilever). Jakmile se nosnik s hrotem pfiblizi k povrchu
vzorku, dojde k vychyleni nosniku smérem ke vzorku nebo od né& v zavislosti na pfitazlivych
a odpudivych pusobicich silach (obrazek 1). Ohybani nosniku ovliviiuji interak¢ni sily, jako
jsou elektrostatické sily, van der Waalsovy sily nebo chemické vazby. Rastrovanim povrchu
pak dochazi k ohybu nosniku také v horizontalni poloze.

Vychyleni nosniku se méfi pomoci odrazu laserového paprsku, ktery se odrazi od zadni
strany nosniku a dopada na fotodetektor [3]. Mira ohybu nosniku odpovida posunu laserového
paprsku. Fotodetektor je rozdélen do 4 kvadrantd oznaCenych jako A, B, C a D. Vertikalni
vychylku (vertical deflection) 1ze vypocCitat zhorni a dolni poloviny detektoru a bocni
natoCeni nosniku (lateral deflection) lze vypocitat porovnanim levé a pravé poloviny
detektoru. Celkova vychylka nosniku je definovana jako (1):

((A + B)—(C + D)). (1)

Ta je pak normalizovana na soucet (2):
(A+ B)+(C+ D). )

l Piezo skener

N

Fotodetektor

Hrot

x ) Vzorek
y

Obrdzek 1: Princip mikroskopie atomdrnich sil [4].

Zpétnovazebna regulacni smycka upravuje polohu nosniku v ose ztak, aby byla udrzena
konstantni vychylka nosniku, nebo konstantni pusobici sila mezi hrotem a povrchem vzorku.
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Nosnik je posouvan po povrchu vzorku pomoci piezoelektrickych skenert a v kazdém bodé
jeméfen a zaznamenavan ohyb nosniku nebo sila. Tyto hodnoty jsou prevedeny
do pocitacového programu, ktery je néasledné vyuzije ke generovani 2D i 3D obrazu povrchu
vzorku nebo vyhodnoceni dalSich charakteristik, jako je mira adheze ¢i Youngav modul [2].

2.1.1 Nosnik AFM

Sonda AFM se sklada ze tii dil¢ich &asti: &ip, nosnik a hrot. Cip slouzi jako platforma
pro uchyceni nosniku s hrotem. Jedna se o tuhou cast, kterd je uchopitelnd pinzetou a je
nainstalovana do drzaku sondy. Nosnik je ¢ast, ktera je ohybana na zakladé interagujicich sil
se vzorkem a definuje tuhost sondy. Hrot, nachéazejici se na konci nosniku, interaguje
s meéfenym vzorkem (obrazek 2) [5].

Obrazek 2: Nosnik s hrotem zobrazen pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu [6].

Komer¢né dostupné nosniky jsou vyrabény nejCastéji z kiemiku, ¢i nitridu kiemiku.
Vykazuji spiSe hydrofilni charakter, jelikoz jsou pokryty aminovymi a oxidovymi polarnimi
skupinami. V zavislosti na aplikaci se voli nosnik s vhodnymi rozmeéry a materialy. Nosniky
pro mikroskopii atomarnich sil maji vétSinou tvar pismene V, aby byla zvySena jejich boc¢ni
tuhost. Obvykle maji délku 100-200 um, Sitku 2040 pm a tloustku 0,5-1 um [7]. Existuje
vsak fada rlznych tvart, ptfiCemz vybér spravné geometrie je kliCovy parametr pro dany
experiment. Nosniky s ostrymi hroty lze pouzit k méfeni povrchu materiali s drobnymi
detaily (napfiklad oblast bunky v nanometrovém méfitku), zatimco ploché nosniky bez hrott
jsou vhodné pro méfeni plochych vzorka [8].

Horni vrstva nosniku byva pokryta reflexni vrstvou zlata pro zvySeni odrazivosti laserového
paprsku do detektoru. Toho se vyuziva zejména pii meéreni v kapalném prostiedi, kde je
snizena odrazivost nosniku z divodu vyssiho indexu lomu, nez ma vzduch. Cim vice se svétlo
lame, tim méné se odrazi.

2.1.2 Rezonancni frekvence a konstanta pruznosti

Kazdy nosnik je charakteristicky svoji rezonancni frekvenci a konstantou pruznosti.
Rezonan¢ni frekvence nosniku se pohybuje vrozsahu od jednotek kHz az po nékolik
stovek kHz. Vysoka rezonanc¢ni frekvence fo umoziuje rychlé zobrazovani povrchu vzorkd.
Pro pravouhlé nosniky je dana vztahem (3):
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£, = 0,162~ £
0 ’ p;

12 3)

kde ¢ je tloustka nosniku, / je délka nosniku, E udava Younglv modul pruznosti
a p predstavuje hustotu materialu [9].

Konstanta pruznosti udava tuhost nosniku v N/m a lze ji vypocitat z geometrie nosniku.
Pro nosniky ve tvaru pismene V se konstanta pruznosti vypocitd pomoci nasledujici
rovnice (4):

k _ Ewtd
C ™ 413

)

kde w je sitka nosniku, 7. udava jeho tloustku, E predstavuje Youngtv modul a L je délka
nosniku [10].

AvsSak rozméry nosniku neni snadné meéfit a pro jejich stanoveni je zapotfebi dobry
rastrovaci elektronovy mikroskop. Konstanty pruznosti a hustota materidlu jsou neurcité
zejména u nosniku z nitridu kiemiku. Nosniky jsou vyrabény chemickym napafovanim, coz
vede k amorfni struktufe s nejasnou stechiometrii a zbytkovym napétim. Kromé toho se ¢asto
vyskytuje na nosnicich zlaty povlak, ktery také méni jeho mechanické vlastnosti. Vybér
spravné konstanty pruznosti je kliCcovy v zavislosti na daném experimentu a méfeném vzorku.
Nizka konstanta pruznosti je vhodna pro mekké vzorky, jelikoz minimalizuje jejich deformaci
a také vyznamné zvySuje citlivost méfeni sily, kterd je Siroce pouzivana pro studium
intramolekularnich interakci mezi makromolekulami [11]. U nosnikli s vysokou konstantou
pruznosti muze dojit k deformaci ¢i poskozeni vzorku, aniz by doslo k jeho vychyleni [12].

2.1.3 Kalibrace nosniku

Pred kazdym meéfenim je nutné provést kalibraci nosniku, coz mize byt problematické,
jelikoz jeho tloustka a mechanické vlastnosti vlivem pokovovani nemusi byt dobfe znamy
a ¢asem zpravidla dochazi k mechanickému opotfebeni nosniku. Navrzené metody kalibrace
1ze rozdélit do Ctyt kategorii. Prvni kategorie je porovnani s referencnim nosnikem o znamé
tuhosti. Zahrnuje pfilozeni hrotu nosniku na uzky referencni nosnik a zméfeni polohy hrotu
vzhledem k referenCnimu nosniku s urcitou presnosti pomoci optické mikroskopie. Tato
metoda neni vhodna pro kalibraci s vysokymi konstantami pruznosti [13].

Dal§i metodou kalibrace je méfeni tepelné fluktuace vyuzivajici volné vibrace nosniku.
Jedna se o jednoduchou a Siroce pouzivanou metodu, ktera je Casto implementovana v mnoha
komercénich AFM. AvsSak casto je nejasné, jak velkou Cast v tepelnych vibracich tvofi hluk
z okoli, coz vede k systematickym chybam pfi vypoctu konstanty pruznosti [14].

Treti metoda kalibrace je pomoci pfidavani castic k nosniku. Tato metoda je slozita
na provedeni a Casto destruktivni. Pfipojenou ¢astici je tfeba samostatné€ zvazit, coz je Castym
zdrojem chyb [15].

Posledni metoda stanoveni konstanty pruznosti vychazi z meéfeni rezonan¢ni frekvence,
fyzikalnich rozmért a vlastnosti materialu. Metoda je Casto vyuzivana diky své jednoduchosti
a nedochazi pfi ni k poSkozeni nosniku a hrotu [16].
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2.2 Rezimy zobrazovani
2.2.1 Kontaktni rezim

Provozni rezimy AFM byly vyvijeny postupem ¢asu, kdy nejjednodussim z nich je kontaktni
rezim, znamy také jako staticky. Hrot nosniku se nepfetrzité¢ dotyka povrchu skenovaného
vzorku (obrazek 3). Pusobici sily mezi hrotem a povrchem vzorku v tomto reZimu jsou
van der Waalsovy odpudivé sily kratkého dosahu. Lze je vypocitat podle Hookova zakona
na zakladé zmén vychylky nosniku. V provoznim rezimu konstantni vysky (Constant Height
Mode) skener mikroskopu udrzuje pevny konec nosniku na hodnoté konstantni vysky.
Vychyleni nosniku pifi skenovéani odrazi topografii zkoumaného vzorku. Hlavni vyhodou
rezimu konstantni vysky je rychlost skenovani, ktera je omezena pouze rezonanc¢ni frekvenci
nosniku. Nevyhodou je, ze méfené vzorky musi byt dostatecné hladké a pti méfeni mékkych
vzorkt (polymery, biologické vzorky, hydrogely) mize dojit k jejich zniCeni a poskrabani
vlivem piimého kontaktu hrotu se vzorkem [17].

V provoznim rezimu konstantni sily (Constant Force Mode) je vychylka nosniku
monitorovana a udrzovana zpétnou vazbou na prednastavené hodnoté tak, aby byla udrzena
vychylka i sila konstantni, zatimco vertikalni posun skeneru (vyska nehybné ¢asti nosniku)
se méni a udava topografii zkoumaného povrchu vzorku. Rychlost skenovani je zde nizsi,
jelikoz je omezena dobou odezvy systému zpétné vazby [18].

Kontaktni rezim poskytuje vysoké rozliSeni obrazu skenovacich povrchi, avSak Castéji
dochazi k opotiebovani nebo poskozeni hrotu a vzorku vlivem tfeci sily. Tento rezim neni
vhodny pro zobrazovani meékkych biologickych materiali, nebot muze dojit k jejich
deformaci, coz vede ke znehodnoceni méfeni. Nejlepsich vysledki je dosazeno na vzorcich
s tvrdymi povrchy [19].

Pro tento rezim je vhodné pouzit dlouhé nosniky s nizkou konstantou pruznosti (<1 N/m)
a nizkou rezonan¢ni frekvenci (<15 kHz).

Obrazek 3: Kontaktni reZim [20].

2.2.2 Poklepovy rezim

U poklepového rezimu je nosnik rozkmitdn velmi blizko své rezonancni frekvence diky
piezoelektrickému prvku instalovaném v AFM. Amplituda této oscilace je nastavena
na hodnotu pohybujici se kolem 100 nm. Nosnik se dostava do cyklického kontaktu
s povrchem vzorku a ziskava dostatek energie k odtrzeni se od n¢j. Zmeéna amplitudy oscilace
udava topografii povrchu (obrazek 4). Prestoze se hrot nosniku dotyka vzorku pouze kratce,
rozliSeni je téméf srovnatelné s rozliSenim kontaktniho rezimu. Kromé toho je poskozeni
hrotu a vzorku minimalizovano diky velmi kratkému kontaktu. U velmi tvrdych vzork( vSak
muze dojit k poskozeni hrotu a nosniku v dusledku vysoké frekvence kmitani [21].
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Pro tento rezim se pouzivaji kratké nosniky s vysokymi konstantami pruznosti (>40 N/m)
avysokymi rezonan¢nimi frekvencemi (>100kHz). Poklepovy rezim se pouziva
pro zobrazovani ve vzduchu i kapalném médiu, zejména pro mékké vzorky, které vyzaduji
vysoké rozliSeni [22].

T

Obrdzek 4: Poklepovy rezim [20].

2.2.3 Bezkontaktni rezim

V bezkontaktnim rezimu nosnik osciluje konstantni frekvenci mirn€ nad jeho rezonancni
frekvenci (100400 kHz) a amplituda kmitu je zde 1-10nm. Nosnik se pohybuje
nad povrchem vzorku a jelikoz nedochazi ke kontaktu hrotu se vzorkem, neptisobi zde zadné
odpudivé sily (obrazek 5). Nosnik je tedy vychylovan vlivem sil pusobicich na velké
vzdalenosti, kterymi jsou zejména pfitazlivé van der Waalsovy sily. Jakmile se hrot vice
pfiblizi k povrchu (do 10 nm), snizi se frekvence a amplituda oscilace. Zpétna vazba fidi
pohyb skeneru ve sméru osy z a posouva nosnik tak, aby oscilac¢ni frekvenci a amplitudu
vratila na pavodni hodnoty. Tato zména vzdalenosti je pievedena jako topografie vzorku.
Nevyhodou tohoto rezimu je, ze rychlost skenovani je nizs§i nez pii kontaktnim rezimu
a poskytuje nizsi rozliseni [23].

Bezkontaktni rezim zabratiuje destrukci vzorku, kontaminaci hrotu a zna¢né snizuje tfeni
mezi hrotem a vzorkem, coz je vyhodné pii méfeni mékkych povrchi. Avsak
pii atmosférickém tlaku a pokojové teploté se na vzorku vytvari tenka vrstva vody, ktera
muze zpusobit nechtény kontakt hrotu se vzorkem. Tomuto lze predejit pii vybéru tuzsiho
nosniku o vysoké konstanté pruznosti (20-100 N/m) a vysoké rezonanéni frekvenci, ktera
zajisti rychlejsi meéteni [22].

Obrazek 5: Bezkontakini reZim [20].

2.3 Silova spektroskopie

Potencial AFM se neomezuje pouze na zobrazovani, ale i na zaznamenavani pisobicich sil jiz
od 20 pN [24].

Silova spektroskopie zahrnuje méfeni sil mezi povrchem vzorku a hrotem. Poskytuje
naméfené mechanické vlastnosti v nanoméftitku, jako je adheze, tuhost, elasticita nebo tfeni.
Tyto mechanické vlastnosti l1ze ziskat pfevodem silovych kiivek na kiivky sily jako funkce
vzdalenosti mezi nosnikem a vzorkem. AFM je schopna ziskat kfivky sila — vzdalenost
na kazdém druhu povrchu a pro kazdy druh prostiedi s vysokym bo¢nim (25 nm), vertikalnim
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(0,01 nm) a silovym (1 pN) rozliSenim. Spolehlivé charakterizovat vlastnosti vzorku vyzaduje
presné fizeni interakce mezi hrotem a vzorkem, k ¢emuz je nezbytny hrot s dobfe definovanou
geometrii a chemii povrchu [25].

Kiivky jsou poté analyzovany pomoci fyzikalnich teoretickych modelt, jako je napftiklad
Hooktv zakon urcujici tuhost nebo Hertziv model, pomoci kterého lze vypocitat Youngtv
modul pruznosti. Tyto modely budou feSeny nize, u rovnice (5) [26].

Kftivka sila — vzdalenost neboli silova kiivka zobrazuje vertikalni ohyb nosniku v zavislosti
na aplikované sile. Tento ohyb se méfi mezi vzorkem a pevné pfichycenou druhou stranou
nosniku. Fialovéa kiivka znazoriiuje pohyb nosniku smérem ke vzorku a oranzova kiivka
znazortiuje oddalovani nosniku od vzorku (obrazek 6). Pokud je nosnik a vzorek daleko
od sebe, nepusobi mezi nimi zadné sily (oblast A). Jakmile se nosnik pfiblizuje ke vzorku,
mezi hrotem a vzorkem pusobi pfitazlivé sily, coz zpusobuje vychyleni nosniku smérem
ke vzorku (zaporna pfitazliva sila). Kdyz pfitazliva sila prekond konstantu pruznosti, hrot
se dostane do kontaktu s povrchem vzorku (oblast B). Hrot je v odpudivém kontaktu
se vzorkem a predni strana nosniku je tlaCena smérem od vzorku. Adheze mezi hrotem
a vzorkem udrzuje kontakt, 1 kdyz je zde pfitomna sila tahu nosniku (oblast C, D). Nakonec
tahova sila prekona adhezi a hrot se vytrhne z kontaktu se vzorkem (oblast E). Tato tahova
sila muze slouzit jako méfitko adheze [27, 28].

30
25 +
20 -
15 -+
10 ~

Sila [nN]

-1000 -500 0 500 1000

Vzdalenost Z [nm]

Obrazek 6: Kiivka sila — vzdalenost [28].

Existuje nekolik teorii popisyjicich elastickou deformaci vzorku. Nejznaméjsi tfi teorie
vyvinuli Hertz, Johnson-Kendall-Roberts (JKR) a Derjaguin-Miiller-Toporov (DMT) [29, 30].

Nejrozsifenéjsim matematickym modelem pro stanoveni modulu pruznosti je Hertziv
model, ktery je definovan jako (5):

A
F=e—

3(1-— vz)\/ﬁ(mm’ (5)

kde F je aplikovana sila na vzorek, D je vtlaceni neboli hloubka vtisku, R je polomér hrotu,
Eje Younguv modul a v je Poissonovo ¢islo, coz je konstanta, ktera popisuje odezvu
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materialu na deformaci pfi mechanickém naméhani. Jedné se o pomér mezi relativni zmeénou
Sitky a relativni zménou délky materidlu pii jeho deformaci. Typické hodnoty Poissonova
Cisla se pro vét§inu materialt pohybuji od 0 do 0,5 [31]. V Hertzové modelu je adheze vzorku
zanedbana, zatimco ostatni dvé teorie ji berou v uvahu vné (DMT) nebo uvniti (JKR)
kontaktni plochy. Hertzova teorie muze byt aplikovana pouze tehdy, kdyz je adhezni sila
mnohem mensi nez maximalni zatizeni. Teorii JKR Ize aplikovat v piipadé velkych hrota
a mekkych vzorka s velkou adhezi, kdezto teorii DMT v pfipadé malych hrotd a tuhych
vzorku s malou adhezi [32].

24 Vyhody a omezeni AFM

Mikroskopie atomarnich sil poskytuje jedineCné rozliSeni, které umoziiuje meéfeni
a zobrazovani v nanoméfitku. Dokéaze zobrazovat nejmensi detaily na subnanometrové
¢i atomové urovni. Pro méfeni lze pouzit jakykoliv vzorek prfes tvrdé materialy, jako je sklo,
keramika, az po mékkeé a biologické vzorky, jako jsou polymery, biomolekuly, buiiky a tkané.
Dalsi velkou vyhodou je to, ze skenovani vzorkt mtze probihat v riznych prostiedich, jako je
vzduch, dusik, ale i kapalné prostiedi, coz je vyuzivané zejména pro méfeni biologickych
systémli a polotuhych hydratovanych vzorki (hydrogely). Vysledné snimky zahrnuji
3D topografii, tudiz lze charakterizovat drsnost povrchu, méfit tloustku filmu nebo
analyzovat povrchové defekty. Kromé& méteni povrchu je AFM schopna poskytnout informace
o mechanickych vlastnostech v nanoméfitku, jako je elasticita, tuhost a adheze. Jelikoz
se jedna o nedestruktivni techniku, AFM nevyzaduje zadné barveni nebo znaceni substratu,
¢i pokovovani vzorkd jako tomu je u rastrovaci elektronové mikroskopie. Dal§im benefitem
je, ze AFM mize pracovat za okolnich podminek bez zdlouhavé pfipravy vzorku.

I mikroskopie atomarnich sil méa vsak nékolik omezeni a nevyhod, které musi byt
optimalizovany podle specifickych pozadavka experimentu. Jedna se o pomalou zobrazovaci
techniku, kde ziskani snimku s vysokym rozliSenim muze trvat nékolik desitek minut az par
hodin, coz je velka prekazka u experimentu citlivych na Cas, zejména u méteni biologickych
vzorka [2]. Dalsi nevyhodou je omezena zivotnost nosnikd. Ty se mohou ¢asem nebo béhem
meéfeni znicit, coz muze zvysit celkové naklady na experiment. Nezadoucim efektem je silovy
drift nosniku, coz je vyznamny problém v mikroskopii atoméarnich sil. Bylo zjisténo, ze
hlavnim zdrojem silového driftu je samotny nosnik a ¢asto pouzivané zlaté povlaky na horni
stran€ [33]. Zakladnim pfedpokladem pro meéfeni sil v AFM je ten, ze nosnik ohybaji pouze
pusobici sily. Sila F se ur¢i pomoci Hookova zakona (6):

F=—-kAz. (6)

F= -k (Zhrot - ZO) > (7

kde kje konstanta pruznosti a zmot urcuje okamzitou vychylku hrotu. Ztoho vyplyva,
ze poloha hrotu s nulovym zatizenim zo nezavisi na Case. Bylo vSak zjisténo, ze zo neni
konstantni a vyrazné€ se pohybuje [34]. Tento silovy drift je zplsoben zejména zlatym
povlakem na horni strané nosniku, ktery se pouziva pro lepsi odraz laseru do fotodiody, a tim
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je ziskan vétsi signal. Vyskytuje se zde vSak nezadouci jev, a to bimetalicky efekt. Jde
o fyzikalni jev, diky kterému jsou konzoly s jednostrannym povlakem velmi citlivé na zmény
teploty a vznikd nepfiznivy ohyb [35]. Kromé toho adsorpce latek nebo elektrochemické
reakce v kapalném prostfedi mirn€ méni povrchové napéti obou ploch. Tyto zmény
povrchového napéti nejsou stejné na spodni a horni stran€, takze tento rozdil taktéz
zpusobuje ohyb nosniku. Odstranéni zlata sice vede k nékolikanasobnému snizeni odrazeného
svétla, ale je tak docileno udrzeni konstantni polohy hrotu s nulovym zatizenim [36].

Meéfeni je citlivé na okolni podminky, jak na teplotu a vlhkost prostredi, tak i na otfesy
a vibrace z okoli. VSechny tyto aspekty mohou negativné€ ovlivnit méfeni a zptsobit artefakty
na snimcich. Artefakty mohou vznikat i pfi méfeni v poklepovém nebo kontaktnim rezimu,
kdy povrch vzorku obsahuje ostré prvky s polomérem menSim nez polomér hrotu, méfeny
obraz se poté sklada z kombinace tvaru hrotu a povrchu. Kdyz se hrot dotyka povrchu vzorku,
muze dojit k poSkozeni nebo deformaci vzorku, zejména u mekkych substratd [17].
Opotiebeni hrotu mize zvétsit jeho polomér, coz snizuje kvalitu obrazu a muze také vést
ke zvySeni adheze mezi hrotem a vzorkem [37].

Pti zobrazovani realizovaném v okolnim vzduchu se podél rozhrani hrot — vzorek vytvori
kapalny meniskus, zejména kvili hydrofilni povaze hrotu vyrobeného z kiemiku. Vznikla
kapilarni sila muze byt nékolikrat vétsi nez soucet ostatnich pfitomnych sil. Pro snizeni
¢i eliminaci této sily se métreni provadi v kapaliné [38].

I zde mohou nastat problémy, kdy pfitomnost kapaliny mize ovlivnit stabilitu nosniku
avnést do méfeni Sum. K prekonani tohoto problému se pouzivaji kapalinové cely (liquid
cell), kde je eliminovana povrchova kontaminace a je mozné zobrazovani biologickych
vzorku in situ [39].

Nosnik Laser Drzak nosniku
Kapalina : A '/ NlEdcba
Sklenéné | ™
okénko > 4\%"'—"— J Vzorek

Obrazek 7: Oteviend kapalinovd cela [39].

V oteviené cele je vzorek i nosnik ulozen v malé nadobé s malym mnozstvim kapaliny
(obrazek 7). Nosnik je umistén na specialnim drzaku se sklenénym okénkem.
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Okénko Laser
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kapaliny/plynu

Obrazek 8: Uzavrend kapalinova cela [39].

Uzaviena kapalinova cela neboli environmentalni cela je tvofena nahofe sklenénou deskou
a dole polymerovou membranou (obrazek 8). Vzorek a nosnik jsou umistény v dolni a horni
casti cely. Cela se utésni a kapalina je pfivedena dovnitf. Uzavienou celu lze pouzit
i pro méfeni v inertnim plynném prostredi, avSak v praxi je jeji pouziti mnohem téz§i nez
pouziti oteviené cely. Ziskani snimku s uzavienou celou muze trvat i nékolik dni [39].

2.5 Modifikace hrotu a mikroskopie chemickych sil

Hlavni nevyhodou mikroskopie atomarnich sil je nedostateCny zisk chemickych informaci,
coz neumozfiuje identifikaci chemickych funkénich skupin na povrchu nebo mapovani
prostorové distribuce téchto chemickych funkénich skupin na povrchu vzorku. Informace
o chemické povaze materialu maji velky vyznam v oblasti tribologie, biokompatibilité, adhezi
mezi polymery a kovy a v chemickém rozpoznavani. Hroty, pouzivané pro AFM zobrazovani
nebo silovou spektroskopii, mohou byt funkcionalizovany zivymi burikami, inertnimi
Casticemi nebo biomolekulami, coz otevird nové moznosti pro méteni specifickych interakci
mezi modifikovanymi hroty a povrchy vzorku [40].

Pouziti chemicky funkcionalizovanych hrotti pro AFM zobrazovani se nazyva mikroskopie
chemickych sil (CFM), ktera umoziuje méfit nekovalentni chemické a biologické interakce
jako funkci vzdalenosti hrot—vzorek a zkoumat funkéni skupiny v rozsahu mikro
az nanomeéritku [41].

X = "Host" skupina
Y = "Guest” skupina

Obrazek 9: Chemicky modifikovany hrot s funkcnimi skupinami X tvorici specifickou interakci
s funkcnimi skupinami Y na povrchu vzorku [42].
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Mikroskopie chemickych sil méfi adhezi, respektive treci sily mezi funkénimi skupinami
na hrotu nosniku (X) a funkénimi skupinami navazanymi na povrchu substratu (Y) za vyuziti
specifickych interakci, jako jsou hydrofobné — hydrofilni interakce, vodikové vazby, van der
Waalsovy sily nebo coulombické interakce (obrazek 9). To umoziiuje modifikovanému hrotu
generovat kontrast mezi oblastmi obsahujicimi rizné chemické funkéni skupiny a poté
mapovat jejich prostorovou distribuci na povrchu [42].

2.5.1 Aplikace mikroskopie chemickych sil

Mikroskopie chemickych sil je technika, kterd kombinuje silovou citlivost AFM s chemickym
rozliSovanim. Toho je dosazeno modifikaci nosniku s kovalentné pfipojenymi molekulami,
které jsou zakonceny funk¢nimi skupinami nebo biologickymi molekulami. Pouzitim vhodné
modifikace hrotu lze dosdhnout chemicky specifického méfeni povrchu na zaklade
definované interakce hrot —vzorek. Doposud byly povrchové upravy hrotu vyuzity
ke zkoumani zakladnich adheznich a tfecich sil na rozhrani pevna latka — kapalina
a biologickych interakci [43]. Dale byla mikroskopie chemickych sil vyuzita v materialovém
vyzkumu pro stanoveni pKa povrchovych funkénich skupin, zkoumani chemickych vlastnosti
a chemickych reakci v mistnim méfitku na povrchu vzorku, natahovani biomolekul, pfimé
meéfeni mezimolekularnich sil vroztoku a zobrazeni hydrofilnich a hydrofobnich
kontrastu [44].

2.5.2 Samousporadané monovrstvy

V mikroskopii chemickych sil jsou casto pouzivané samostatné sestavené monovrstvy
(SAM - self-assembled monolayer). Jedna se o upotfadané molekularni sestavy vytvofené
adsorpci povrchové aktivni latky na pevném povrchu. Tvofi se jednoduchym ponofenim
substratu do roztoku povrchové aktivni latky, kde hnaci silou pro tvorbu 2D vrstvy je tvorba
chemickych vazeb molekul s povrchem a mezimolekularni interakce [45].

Alkanthioly

Usporadané monovrstvy thiolti na zlaté jsou Siroce pouzivany od doby, kdy je pred 14 lety
objevili Nuzzo a Allara [46]. Thioly obsahuji na jednom konci thiolovou skupinu (SH),
nazyvanou také , merkapto“ skupina. Jejich obecna chemicka struktura je R—SH nebo
R(CH»).SH, pokud obsahuji alkylovy rfetézec. Alkanthioly se spontanné vazou na zlato a tvori
tésné sbalenou krystalickou nebo tekuté krystalickou monovrstvu (obrazek 10) [46].

Zlato je relativné inertni kov, ktery nema stabilni povrchovy oxid, tudiz jej lze jednoduse
ocistit od fyzikalné¢ a chemicky adsorbovanych necistot. Poskytuje silnou specifickou
interakci se sirou, ktera umoziuje tvorbu stabilnich monovrstev [47].
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Vrstva chromu (<5 nm)

Vrstva zlata (40-100 nm)

: Cr
Si/Si,N, Au

Chemisorpce thioli (RSH)

Si/SiN,

Obrazek 10: Modifikace hrotu pomoci thiolové monovrstvy, R v RSH predstavuje alkylovy retézec
s koncovou skupinou X (X=CH3, COOH, OH, NH>) [48].

Modifikace hrotu pomoci alkanthiolovych monovrstev v prvnim kroku zahrnuje pokryti
hrotu vrstvou zlata (40-100 nm) naprasovanim nebo napafovanim. Pro zvySeni adheze zlaté
vrstvy k nitridu kiemiku se nanési tenkd vrstva chromu nebo titanu o tloustce 2—-5 nm. Poté
se hroty ponoii do zfedéného thiolového roztoku (0,1-1,0 mM) na nékolik hodin. Vhodné
rozpoustédlo se voli podle rozpustnosti daného alkanthiolu. Nejcastéji pouzivané
rozpoustédlo je ethanol [47]. Alkanthioly se adsorbuji z roztoku na povrchy uslechtilych kovi
a vytvareji jednovrstvé filmy s hydrofobnim povrchem, vysokou stabilitou pii pokojové
teploté a s vyrazné nizsi povrchovou energii, nez ma povrch samotného kovu [49].

Adsorpci alkanthiold na povrchu zlata lze povazovat za oxida¢ni adici vazby S-H
na povrch zlata, po niz nésleduje redukcni eliminace vodiku. Vazba je velmi silnd a desorpce
organosiry z povrchu zlata je velmi pomala [45].

Samousporadané monovrstvy (SAM) jsou povazovany za slibny molekularni systém
pro mnoho technologickych aplikaci diky své snadné piiprave, vysokému strukturnimu fadu,
stabilit¢ a snadné modifikaci povrchovych vlastnosti pomoci funkénich skupin, jako
je karboxyl (—COOH), hydroxyl (-OH), methyl (—CHj3), acetat (—~COCH3), nebo
amino (-NH2) skupina [27].

Nevyhodou této modifikace je, ze polomér hrotu se muze vyrazné zvétSit vlivem
pokovovani, coz maze vést ke snizeni rozliSeni. Béhem pokovovani je nutné se vyvarovat
zahfivani nosniku, jelikoz rozdily v koeficientech tepelné roztaznosti zlata a nitridu kiemiku
mohou zpusobit jeho nevratné ohnuti [50].
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Silany

Alkylsiloxany jsou dalsi Siroce pouzivanou tfidou molekul, schopnych tvofit samousporadané
monovrstvy. Aktivni koncovou skupinou je SiR3, kde R je obvykle chlor, ethoxy (OCH2CH3),
nebo dal§i skupiny [51]. NejCasté&ji jsou vyuzivany trichlorsilany. Silaniza¢ni reakce je
zalozena na naroubovani alifatickych fetézci na povrch oxidu kfemicitého za vzniku
organosilanovych vrstev (obrazek 11). Pfed modifikaci musi byt povrchy kiemikovych hrott
oCistény, aby bylo vytvoreno vice vazebnych hydroxylovych skupin na povrchu a odstranény
organické kontaminanty. Pro oci§téni je vyuzivan Piranha roztok, nebo oSetfeni ozonem
s naslednym promytim alkalickymi a kyselymi roztoky [52].
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Obrazek 11: Prubéh silanizacni reakce [53].

SilanizaCni reakce probihd ve tfech krocich. V prvnim kroku jsou alifatické fetézce
fyzikalné adsorbovany prostfednictvim trichlorsilanovych skupin na povrch hydratovaného
oxidu kfemicitého. Jakmile jsou trichlorsilanové skupiny dostate¢né blizko substratu, dojde
k hydrolyzaci. V disledku toho se alifatické fetézce vazou pomoci vodikovych vazeb
k silanolovym skupinam na povrchu substratu. Po eliminaci vody jsou alifatické fetézce
pfipojeny k povrchu oxidu kiemicitého skrze Si—O-Si kovalentni vazby za vzniku
polysiloxanovych monovrstev. Tato metoda meéni chemii povrchu bez nutnosti
pokovovani [54].

Vytvorené organosilanové monovrstvy (SAM) lze dale modifikovat pfimo na hrotu.
K tomu jsou €asto vyuZzivany amino skupiny pro navazani raznych biologickych ligandd, jako
je antigen Ci protilatka. Pomoci AFM pak lze studovat vazebné sily plisobici mezi nimi [55].

Modifikace kifemikovych hroti pomoci organosilanovych vrstev je jednoduchy a nenarocny
zpusob, jak zménit strukturu skenovaciho hrotu, avsak je nutné zminit i nékolik nevyhod.
Pouzivané trichlorsilany a trialkoxysilany jsou velmi citlivé na vlhkost, tudiz mize dojit
k jejich hydrolyzaci dfiv, nez k fyzikalni adsorpci na povrch kifemiku a jsou tak nachylné
k mechanickému odstranéni. Nelze také odhadnout pocet vzniklych silanolovych skupin,
jelikoz se vyskytuji potize sfizenim procesu polymerace alkylsilanu béhem hydrolyzy
na povrchu. Vlivem toho nelze zjistit pfesnou tloustku a slozeni alkylsilanové vrstvy
na povrchu hrotu [56].

2.5.3 Koloidni ¢astice, mikrokuli¢ky

Dalsim oblibenym zpisobem upravy hrotu je pfipevnéni kulicky o velikosti stovek nanometri
az jednotek mikrometrti pfimo na hrot nosniku AFM. Jde o techniku koloidni sondy. Tento
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zpusob byl poprvé demonstrovan Duckerem a kol. [57], ktefi pfilepovali kulicku oxidu
kfemicitého na hrot pomoci mikromanipulétoru.

Existuje mnoho zplisobu vyroby mikrokulicek, Casto vSak tyto mikrokulicky vykazuji
nerovny povrch. Castice mohou byt potazeny vrstvou fyzikalng absorbovanych nebo
vazanych molekul, ktera je udrzuje v disperzi a zabratiuje agregaci [26].

V soucasné dobé jsou nejpouzivan€jSimi casticemi pro modifikaci hrotu mikrokuli¢ky
oxidu kemicitého. Zejména kvili tomu, Ze jejich povrch je relativné hladky a Ize jej snadno
modifikovat, coz je vyuzivano zejména v biologickych vyzkumech kvuli Siroké Skale
kovalentnich vazebnych reakci, které 1ze pouzit k navazani peptidi, proteind, oligonukleotida
a dalSich biologickych materialti na povrch kulicky [58].

Obrazek 12: Nosnik s prilepenou castici MgO o velikosti 65 um [59].

Existuji ruzné zpusoby jak pfilepit mikrokulicku k nosniku. Nejcastéji jde o lepeni
naptiklad pomoci termoplastti, coZ jsou nezesitované polymery, které taji pii urcité teploté
(obrazek 12). Dale se casto pouziva epoxid s pridavkem rozpoustédla, ¢imz dochazi
ke snizeni jeho viskozity a pfi odpareni se epoxid vytvrdi. Alternativou jsou dvouslozkova
epoxidova lepidla, ktera se po smichani zesituji. Velkou nevyhodou pouzivani lepidel je
kontaminace nosniku [30].

Zavedeni techniky koloidni sondy otevielo nové moznosti pro studium mezicasticovych sil
a interakce mezi mikrometrovymi casticemi a povrchy. To vedlo k velké rozmanitosti
vyzkumu zalozeného na této metod¢ [60].

2.5.4 Uhlikové nanotrubice

Bézné komercné dostupné nosniky obsahuji pyramidové hroty s polomérem zakiiveni
10-50 nm. Takto velky polomér zakfiveni omezuje ucinnost hroti pii zobrazovani malych
utvarti na povrchu méfeného vzorku. Existuji ostré hroty s mensim polomérem zakiiveni
(5 nm), avSak takové hroty vykazuji omezenou stabilitu v disledku vysoké kiehkosti [61].
Uhlikové nanotrubice (CNT) jsou vhodné pro pouziti jako hroty nosniku pro mikroskopii
atomarnich sil diky jejich extrémné velkym pomérim stran a chemické a mechanické
odolnosti. Jejich maly polomér zakiiveni (2—4 nm) a vysoké poméry stran poskytuji zlepSeni
bocniho rozliSeni [62]. Pfi velkych kompresnich silach se CNT ohybaji bez zlomeni a kdyz je
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aplikovana sila odstranéna, CNT obnovi svoji puvodni konformaci s malou nebo zadnou
plastickou deformaci [63].

Hroty lze modifikovat pfimou mechanickou montazi vicesténnych (MWCNT)
¢i jednosténnych (SWCNT) uhlikovych nanotrubic¢ek na kfemikové hroty pomoci akrylového
lepidla. Dal§im zptsobem je péstovani jednotlivych nanotrubicek pfimo na hrotech pomoci
chemického nanaseni z plynné faze (CVD) [64].
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Obrazek 13: Modifikace hrotu SWCNT pomoci CVD [64].

Jde o metodu pro vyrobu 2D nanomaterialii na riznych substratech. Pfi této metod¢ se Casto
pouzivaji kovové katalyzatory, které slouzi jako centra rustu pro nanotrubicky. Mezi
nejCasteji pouzivané katalyzatory patii nikl, kobalt a zelezo. Ty jsou nanaSeny ve formé
malych nanocastic na substrat pred zahdjenim procesu CVD. Prekurzorové materialy jsou
ve formé pary podrobeny reakci nebo rozkladu na substratu ve vakuu za zvySené teploty.
Na substratu nasledné probiha rast uhlikovych nanotrubicek, jejichz smér rustu muze byt
ovlivnén riznymi parametry, jako jsou teplota, tlak a doba expozice (obrazek 13) [65].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V odborné literatufe je popsano nekolik metod, které lze vyuzit pro modifikaci hrotu
mikroskopu atomarnich sil. Modifikace ovliviiuji vlastnosti hrotu a schopnost provadét
meéfeni na atomarni arovni. Velmi Casto zahrnuji pripevnéni uhlikovych nanotrubicek ¢i jiné
mikrocastice na nosnik nebo ponofeni nosniku do roztoku alkylsilant ¢i thioll, za vytvoreni
samousporadanych monovrstev. Rizné zpusoby modifikace se lisi jak metodou pfipravy
a pouzitych chemikalii ¢i procest, tak aplikaci téchto modifikovanych hrotl. Kazda
modifikace zavisi na konkrétnich cilech a pozadavcich experimentu.

3.1 Rychla metoda pripravy modifikovaného hrotu pomoci SiO: kulicky

V této studii se Babel a kol. [66] zabyvali postupem piipravy hydrofobné¢ modifikovaného
nosniku pro méfeni adhezni sily na povrsich vzorka. Dale byla pozornost vénovana recyklaci
neboli odstranéni Castice z hrotu za pouziti nedestruktivni metody. Koloidni ¢astice na hrotu
muze podléhat kontaminaci nebo mize dochazet k degradaci jeji funkcionalizacni vrstvy, coz
omezuje zivotnost a reprodukovatelnost nosniku pti méteni silovych interakci.

Byly pouzivany kulicky oxidu kiemicitého o priméru 19,59 um dodané spolecnosti
Microparticles GmbH. Castice byly dispergovany v ethanolu a oSetfeny v ultrazvukové 1azni
po dobu 10 minut pro odstranéni kontaminace a poté byly vycistény plazmou v kyslikové
atmosfére. Takto pripravené Castice byly naneseny na vzorek kiemiku, ktery byl zalit
do epoxidové pryskyfice, predem leStén, sonifikovan v deionizované vodé a oplachnut
ethanolem.

Nasledné bylo na kryci sklicko naneseno UV lepidlo (Ber-Fix® UV Gel), které bylo
rozetfeno druhym sklickem do tenké vrstvy. Nosnik byl dan do hlavice AFM a namocen
do lepidla. Poté byla hlavice posunuta nad castice SiO, kdy doslo k prilepeni Castice
k nosniku. Nakonec doslo k vytvrzeni lepidla pod UV lampou a ¢isténi plazmou.

Nosniky byly umistény na Petriho misku obsahujici zasobnik na cinidlo a byly dany
do suSarny o teplot¢ 115°C, kde probihala funkcionalizace nosniku. Nejprve bylo
do zasobniku pfidano 50 pl silanu, Petriho miska byla pfikryta druhou Petriho miskou
a funkcionalizace probihala po dobu 2 hodin (obrazek 14). Po odpafeni bylo do zasobniku
ptidano 100 pl vody pro vytvrzovani.

Druha Petriho
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nosnik na ¢inidlo miska

Obrazek 14: Schéma funkcionalizace nosniku v Petriho miskach [66].

Pomoci modifikovaného nosniku byla métrena adheze mezi nosnikem a povrchem vzorku
SiO,. Vzorek byl funkcionalizovan surfaktantem Aerosol22 v 60 ml 102 mol/l roztoku KCl
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o pH 3 upraveného pomoci HCI. Silové pusobeni (Setpoint) mezi nosnikem a povrchem
vzorku bylo nastaveno na 75 nN.

Pti recyklaci, tedy oddéleni c¢astice od nosniku, bylo vyuzivano plazmové Ccisténi.
Po plazmovém Cisténi miize byt Castice odstranéna znosniku vodou, ethanolem nebo
acetonem. Pro zabranéni mozné kontaminace reflexniho povrchu nosniku pii oplachovani je
mozné pouzit mikromanipulator [66].

3.2 Méreni interakci hydrofobnich ¢astic ve vodnych roztocich pomoci AFM

V nasledujici studii Naoyuki Ishida [67] méfil pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM)
interakéni sily mezi Castici oxidu kiemicitého a malou vzduchovou bublinou ve vodnych
roztocich.

V této praci byly pouzity sférické Castice oxidu kfemicitého o priméru 4-10 pm. Pred
pouzitim byly ¢astice promyty v zahfatém ethanolovém roztoku po dobu 10 minut a nasledné
ponofeny 10 minut do 5 obj. % roztoku peroxidu vodiku. Poté byly castice oplachnuty teplou
¢istou vodou a ponoieny do roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 0,005 mol/l. Nakonec
byly oplachovany Cistou vodou do té doby, nez bylo vysledné pH neutralni. Poté byly suseny
po dobu 12 hodin ve vakuu a ulozeny do exsikéatoru.

Vycisténa Castice byla piilepena k nosniku z nitridu kiemiku (SN-AFO1, 100 um) pomoci
epoxidového lepidla (Araldite). Nasledné doslo k hydrofobizaci Castice a to tak, ze byl
modifikovany nosnik ponofen do 0,003 M roztoku dodecyltrichlorsilanu (DTS) v toluenu.
Poté byl promyt chloroformem, acetonem, ethanolem a vakuové vysusen.

Pro odhadnuti stupné hydrofobizace nosnikii byly stejné upraveny desky =z oxidu
kifemicitého a pomoci goniometru byl méfen kontaktni uhel metodou prisedlé kapky.
Hydrofobni povrch vykazoval thel vétsi nez 90°. Konstanty pruznosti pouzitych nosnika
se pohybovaly od 0,2 do 0,4 N/m.

Jelikoz byly castice 1 bublina zaporné nabité, naméiené silové kiivky vykazovaly
odpudivou silu ve velkych vzdalenostech. Po odpudivé sile ptusobila mezi povrchy dlouha
pritazliva sila [67].

3.3 Vyroba uhlikovych nanotrubicovych AFM nosniku

Jae-Hyeok Lee a kol. [68] modifikovali nosniky uhlikovymi nanotrubicemi pomoci
Langmuir—Blodgett techniky.

Pouzité¢ jednosténné uhlikové nanotrubice (SWCNT) byly vyrobeny pomoci metody
obloukového wvyboje. Nanotrubice byly karboxylovany chemickou oxidaci ponotfenim
do roztoku smési koncentrované kyseliny sirové (98 hm. %) a kyseliny dusi¢né (70 hm. %)
v objemovém pomeéru 1:3. Reak¢ni smés byla sonifikovana po dobu 4 hodin pii 70 °C.
Nasledné byla zfiltrovana ptes 0,2 um poérovity anodisk a promyvana deionizovanou vodou
do dosazeni pH 7. Ziskané SWCNT byly po dobu 1 hodiny dispergovany v ultrazvukovém
sonifikatoru 100 ml povrchové aktivniho ¢inidla Triton X-100 o 2,5 hm. %. Po sonifikaci byl
roztok SWCNT centrifugovan po dobu 4 hodin pfi 6 000 otackach za minutu. Supernatant byl
poté dekantovan a roztok SWCNT byl opét zfiltrovan pres 0,2 um porovity anodisk a promyt
methanolem pro odstranéni povrchové aktivni latky. Ziskané
karboxylované SWCNT nasledné reagovaly s 4-aminothiofenolem v pfitomnosti
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1-[2-(dimethylamino)propyl]-3-ethylkarbodiimid hydrochloridu a N-hydroxysukcinimidu
zavzniku SWCNT modifikované thiofenylem (SWCNT-SH). Néasledné byly rozpustény
v chloroformu.

Nosniky AFM byly umistény na vodni hladinu a vzorek byl opatrné rozptylen na toto
rozhrani voda —vzduch. Po odpafeni rozpoustédla zustaly hydrofobni svazky SWCNT
na rozhrani voda — vzduch a nasledné byly bariéry stlaCeny do vytvoreni tlaku 50 mN/m.
Pomoci této metody byly SWCNT naneseny na nosniky AFM (obrazek 15). Pomoci
rastrovaciho elektronového mikroskopu bylo ovéfeno uchyceni SWCNT na hrot nosniku.

Nosnik

SWCNT
L-B film

L swcm-_> /

Obrazek 15: Experimentdlni usporddani pro vyrobu SWCNT modifikovanych hrotii pomoci
Langmuir-Blodgett techniky [68].

Bylo zjisténo, ze SWCNT-SH se sestavuji do svazka o délce 1 um a priméru 15-20 nm.
Tato metoda ptinesla mnoho vyhod, jednou z nich je spravna orientace SWCNT na konci
nosniku (obrazek 16). Navazané SWCNT na nosnik jsou mechanicky stabilni diky silnym
interakcim mezi svazky. Dalsi vyhodou je moznost hromadné vyroby, jelikoz se vyuziva
velka plocha souvislého Langmuirova filmu SWCNT, do kterého 1ze ponofit vice nosniku

najednou [68].
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Obrazek 16: Snimky modifikovanych hrotit pomoci uhlikovych nanotrubic [68].

3.4 Modifikace hrotu pomoci uhlikovych nanotrubicek dielektroforézou

Park a kol. [69] se uspésné podatilo modifikovat hrot uhlikovou nanotrubici (CNT) pomoci
dielektroforézy. Uhlikova nanotrubice byla pouzita jako polarizovatelna castice, ktera méla
dipélovy moment zpisobeny stfidavym polem. Jakmile byly uhlikové nanotrubice rozptyleny
do média a elektrické pole bylo aplikovano na médium, polarizované CNT se piresunuly
do oblasti silného pole a uhlikové nanotrubice byly vyrovnany podél elektrické siloCary
(obrazek 17). Hrot mél ostry tvar a protielektroda byla ve tvaru desticky. Tato nesymetricka
geometrie zpusobila nejednotné elektrické pole a v dusledku toho se CNT v médiu presunuly
na konec hrotu nosniku, kde byla nejvétsi intenzita pole.
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Obrazek 17: Schéma zndzornujici silocary elektrického pole mezi hrotem a destickou [69].
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Obrazek 18: Schéma experimentdlniho zarizeni pro nandSeni CNT na hrot AFM pomoci
dielektroforézy [69].

Pouzity roztok obsahoval CNT purifikované ptisobenim kyseliny a centrifugaci. Elektrické
Casti obsahovaly ohmmetr a funkéni generator. Poté, co bylo aplikovano elektrické pole
z funkéniho generatoru, bylo nakapano malé mnozstvi roztoku mezi hrot a elektrodu, pfi¢emz

bylo nutné davat pozor na to, aby do roztoku nebyla ponofena horni vrstva nosniku, jez
umoziuje odraz laseru do fotodetektoru. Poté bylo vyckano nékolik minut na vyschnuti
rozpoustédla a ulpéni nanotrubic¢ky na hrot (obrazek 18).

Obrdzek 19: Rizeni smérovosti a primosti CNT pomoci FIB [69].

Pro upravu sméru CNT na hrotu byl pouzit fokusovany iontovy paprsek (FIB). Pti zaostieni
iontového paprsku na hrot uhlikova nanotrubice nejen zméni smér do vzptimeného tvaru, ale
dochézi k jejimu narovnani (obrazek 19).

Pro ovéfeni funkcnosti modifikovanych hrotd byly méfeny zlaté Castice o velikosti
10 az 20 nm, které byly rozprostieny na kifemikovém substratu. Povrch vzorku byl méfen
v bezkontaktnim rezimu a ziskané snimky byly porovnany se snimky ziskanymi
pomoci méteni s komeréné dostupnymi hroty.
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(a) (b)
Obrdazek 20: Snimky AFM porizené v bezkontakimim rezimu komercnim hrotem (a) a modifikovanym
CNT hrotem (b) [69].

Snimek vlevo (obrazek 20) ziskany pomoci komercné dostupného hrotu neposkytuje
zobrazeni menSich detailt, jelikoZz polomér hrotu je na zobrazovani tak malych castic piilis
velky. Na snimku vpravo ziskaného pomoci modifikovaného hrotu s CNT lze vidét jednotlivé
Castice a jejich velikosti dosahujici 20 nm. Po zkontrolovani modifikovaného hrotu pomoci
rastrovaciho elektronového mikroskopu bylo ovéfeno, ze hrot ani uhlikova nanotrubice
nebyly méfenim poniceny [69].

3.5 Silanova modifikace nosniku SizN4

V dalsi studii byla zkoumana metoda pro vyrobu modifikovanych nosnikii pomoci
trichlorsilant tvoficich stabilni samousporadanou monovrstvu (SAM) na povrchu nosniku
z nitridu kfemiku. Headrick a kol. [70] pouzivali pyramidalni hroty Si3Ns4 ve tvaru pismene
V s polomérem hrotu 5-40 nm od spolecnosti Veeco. Konstanty pruznosti €inily 0,06 N/m
a 0,32 N/m. Jako métené substraty byly pouzity lesténé kiemikové platky.

Nosniky byly vycistény bud’ oplachnutim chloroformem nebo ponofenim do zahtatého
Piranha roztoku (110 °C) smési kyseliny sirové (95,5 obj. %) a peroxidu vodiku (30 obj. %)
v poméru 7:3 po dobu 15-20 minut.

Hroty a vzorky byly odmastény a vycistény v chloroformu a ponofeny na jednu minutu
do 49 % roztoku HF k odstranéni nativni oxidové vrstvy. Poté byly oplachnuty deionizovanou
vodou. Hroty byly ponechany na vzduchu 10—15 minut a vzorky byly vysuSeny proudicim
dusikem. Pfes noc byly nosniky i vzorky ponofeny do roztokti oktadecyltrichlorsilanu (OTS)
o koncentraci 2,0 mM nebo (11-bromundecyl)trichlorsilanu (BrTS) o koncentraci 5,0 mM.
Roztoky alkylsiland byly piipraveny ve smési rozpoustédel hexadekanu a chloroformu
v objemovém poméru 4:1. Hroty a vzorky byly po odstranéni zroztoku alkylsilana
oplachnuty chloroformem a vysuSeny.
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Obrazek 21: Zndzornéni hrotu z nitridu krfemiku potazeného filmem SAM zakoncenym methylovou
skupinou [70].

Pro sledovani zmén v povrchové chemii hrotd SisNs po silanizaci byl pouzit rastrovaci
elektronovy mikroskop. K potvrzeni tvorby monovrstev alkylsilanti na povrsich vzorku byl
meéfen kontaktni thel a byla provedena elipsometrickd méfeni pro charakterizaci tloustky
monovrstev.

Byla méfena adhezni sila ve vodném prostiedi mezi hroty modifikovanymi pomoci OTS
anativnimi substraty (slida, grafit, SiO2) a vzorky potazenymi methylem a SAM
(obrazek 21). Velkd adhezni sila byla naméfena mezi hroty zakonfenymi methylem
a hydrofobnimi povrchy. Mensi sily byly naméfeny na slidé, oxidovaném kiemiku
a monovrstvach modifikovanych karboxylovymi skupinami.

Silné adhezni interakce pozorované ve vod€é mezi hydrofobnimi hroty a hydrofobnimi
vzorky jsou pfisuzovany silam vzniklé vylou¢enim rozpoustédla. Kdyz jsou hrot i vzorek
chemicky podobné rozpoustédlu, adhezni sily jsou minimalni.

Pii méfeni adhezni sily ve vodé mezi modifikovanymi hroty pomoci monovrstev vede
k mensim odpudivym sildm na slid¢€, kiemiku a monovrstvach zakoncenych karboxylovou
funkéni skupinou, nez na monovrstvach zakonc¢enych methylovou skupinou.

Jelikoz je tézké zabranit €1 kontrolovat kontaminaci hrotu a zni¢eni monovrstvy béhem
meéfeni, je obvyklé zaznamenavat velké odchylky, coz omezuje reprodukovatelnost [70].

3.6 Meéreni treni mezi silanovymi hroty a grafitem

V nasledujici studii se Khalil a kol. [71] zabyvali rozdilem tfeni mezi komeréné dostupnymi
a modifikovanymi hydrofobnimi hroty a grafitem. Byly pouzity nosniky vyrobené z nitridu
ktemiku. Hroty byly modifikovany pomoci silanti. Aby se vytvorily silné vazby, muselo byt
roubovani silant provadéno pouze na hrotech, které byly predem hydroxylovany.

Hroty byly ponofeny do roztoku Piranha pfipraveného ze 70 % kyseliny sirové (H2SOs,
96 hm. %) a 30 % peroxidu vodiku (H202, 30 hm. %). Roztok byl zahfivan na 50 °C po dobu
30 minut. Hroty byly vyc¢istény dvakrat destilovanou a deionizovanou vodou v ultrazvukové
lazni a poté vysuSeny dusikem. Hroty se tak staly velice hydrofilnimi s vysokou hustotou
silanolovych skupin (Si—OH). Po provedené hydroxylaci byly hroty umistény na 12 hodin
do roztoku tetrachlormethanu a hexadecytrichlorsilanu v poméru 3:1. Tento krok byl
proveden v ultrazvukové lazni, aby se odstranily silany, které nebyly naroubovany nebo
fyzikalné absorbovany. Takto pfipravené modifikované hroty byly hydrofobni.
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Nasledné bylo sledovano tfeni mezi modifikovanymi hroty a grafitovym povrchem. Bylo
zjisténo, ze pouziti hydrofobniho modifikovaného hrotu vyvolava mensi tfeni, nez bylo
nameteno pii métreni s hydrofilnim neoSetfenym hrotem. ZvySeni kontaktniho zatizeni vedlo
ke zvyseni tfeni, zatimco zmény rychlosti skenovani nemé&ly na zmény tfeni zadny vliv [71].

3.7 Interakce hrot — substrat na modifikovanych alkanthiolovych povrsich

Vegte a kol. [42] pozorovali interakce mezi funkcionalizovanym nosnikem a substratem, jako
jsou vodikové vazby, van der Waalsovy sily a Coulombické interakce mezi hrotem
a substratem. K modifikaci nosnika byly pouzity samousporadané alkanthiolové monovrstvy
a substraty s riznymi funk¢nimi skupinami (~CHs, —OH, —-NH,, -COOH a —CONH>). Pomoci
Johnson-Kendall-Robertsovy (JKR) teorie adhezni mechaniky byly vypocteny povrchové
volné energie a pocet interagujicich molekul a sil v jedné vazbé. Z méfeni bocnich sil byly
stanoveny koeficienty tfeni a byla prokazana pfima zavislost mezi tfenim a naméfenymi
adheznimi silami. Byla méfena adhezni sila zavisla na pH a bylo prokazano, ze lze stanovit
hodnoty pKa povrchovych ionizovatelnych skupin.

Na komer¢né dostupné nosniky znitridu kiemiku byla nejprve nanesena mala vrstva
chromu o tloustce 2 nm, kterd slouzila k lepsi adhezi zlata. Nasledn€é bylo naneseno malé
mnozstvi zlata (75 nm) za pouziti tepelného vyparniku. Pro zabranéni ohybu nosniku byla
jeho zadni Cast taktéz potazena zlatem o tloust'ce 40 nm.

Byly pouzivany substraty, které byly vyrobeny tepelnym odpafovani zlata na Cerstveé
rozstépené slidé. Slidovy platek byl zahfivan ve vakuové komote vyparniku po dobu 6 hodin
pti tlaku 0,01 Pa a 400 °C.

Po aplikace zlata byly nosniky 1 substraty umistény do 1-3 mM roztoku pozadovaného
thiolu v ethanolu po dobu 12 hodin. Tésné pfed pouzitim byly substraty a nosniky vyjmuty
a oplachnuty ethanolem a vysuseny v proudu plynného dusiku.

Pro modifikaci substratu s riznymi funkénimi skupinami byl pouzivan mikrokontaktni tisk
(LCP). Polydimethylsiloxanova razitka (PDMS) obsahovala funkéni skupiny (—CH3, —OH,
—NH», -COOH a —CONHD>) a razné alkanthioly.

Vsechna méfeni byla provadéna v ethanolu nebo ve vodé pomoci zafizeni Topometrix
Explorer AFM s otevienou kapalinovou celou.

Silové interakce mezi funkcionalizovanym hrotem a modifikovanym substratem byly
zkoumany pomoci kiivek sila —vzdalenost. Pfitazliva sila v ¢asti kiivky udava adhezi mezi
hrotem a vzorkem. U hrotu, ktery je modifikovany skupinou CHj3, byly zjistény malé adhezni
sily, jelikoz zde hraji roli pouze van der Waalsovy sily. U skupin, které jsou schopny vazat
vodik (-OH, -NH2, -COOH a —CONH>), byly naméfeny vétsi adhezni sily.

Z vypoctu pomoci teorie JKR bylo zjisténo, ze interakce vodikovych vazeb (napf. skupina
CONH: a skupina COOH) maji malé nebo dokonce zdporné mezifazové energie, které vedou
k vysokym adheznim silam. Zatimco van der Waalsovy sily (napt. skupina CH3 a skupina
CONH2) vykazuji vysoké mezifazové volné energie, tudiz malé adhezni sily. Kombinace
hrot — substrat s vodikovou vazbou vykazovaly vysoké koeficienty tfeni a van der Waalsovy
sily nizké koeficienty tfeni. Zavislost pH na adhezni sile byla prokazana pomoci interakci
COOH skupin mezi hrotem a substratem. Pfi nizkych hodnotach pH (pH = 1-4) jsou skupiny
kyselin stale protonovany a za velikost namétené adhezni sily je zodpovédna vodikova vazba.
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Jakmile se pH zvysuje, COOH skupiny se deprotonuji a stavaji se zaporné nabité. Jelikoz maji
hrot 1 vzorek stejnou funkéni skupinu COOH, hrot i vzorek se nabiji zaporn€, coz ma
za nasledek odpudivy Coulombicky prispévek k celkové adhezni sile mezi hrotem a vzorkem.
Cim vétsi je pH, tim je vét§i odpudiva sila a snizuje se adhezni sila [42].

3.8 Modifikace hrotu samousporadanymi monovrstvami

Vezenov a kol. [72] vyuzili mikroskopii chemickych sil (CFM) ke studiu adhezivnich sil mezi
povrchy epoxidové pryskyfice a samousporadanymi monovrstvami (SAM). Byl zkouméan
i vliv kapalného prostiedi, ve kterém bylo provadéno méteni.

Pouzité substraty byly kfemikové substratové disky (wafery) potazené adhezivni vrstvou
chromu o tloustce 5 nm a nasledné zlatem o tloustce 100 nm pomoci tepelného vyparniku
s elektronovym paprskem. Byly pouzivany nosniky s hroty znitridu kfemiku ve tvaru
pismene V od spoleCnosti Veeco, které byly potazeny chromem a zlatem. Pouzité thioly
pro pfipravu monovrstev byly cistény rekrystalizaci nebo vakuovou destilaci. Thiolatové
monovrstvy byly vytvofeny hned po naneseni kovi a ponofenim do 2-3 mM roztoku
ethanolu s funkcionalizovanymi thioly po dobu 2 hodin. SmiSené monovrstvy kyseliny
16-merkaptoundekanové a hexadekanthiolu na hrotech AFM byly vytvofeny ponofenim
do 1 mM celkové koncentrace thiolu v ethanolovém roztoku. Tvorba monovrstvy byla
ovéfena rentgenovou fotoelektronovou spektroskopii (XPS) a méfenim kontaktniho whlu
na plochych kfemennych substratech potazenych zlatem nebo stfibrem.

Béhem meéfeni byl zaznamenavan pruhyb nosniku, ktery byl pfepocten na silu pomoci
konstanty pruznosti nosniku. Adhezivni interakce mezi riznymi funkcnimi skupinami byly
stanoveny z kiivek sila —vzdalenost. Bylo zji§téno, ze u polarnich samouspofadanych
monovrstev vede vyS§i obsah vody ke snizeni adheze, kdezto u nepolarnich
samousporadanych monovrstev nastava opacny jev [72].

3.9 Shrnuti poznatku z literarni reSerSe o dané problematice

Z literarni reSerSe bylo zjiSténo, ze mezi Casto pouzivané metody modifikace nosnika
mikroskopu atomarnich sil patfi naneseni thiolové ¢i silanové monovrstvy na nosnik. To je
vyuzivano napiiklad pro rozpoznavani biomolekul ¢&i  studium chemickych reakci
na molekularni Grovni za pomoci funkcionalizace hrotu riznymi biomolekulami ¢i ligandy.
DalSim typem je pifipevnéni Castice na konec nosniku, ¢emuz bude vénovana pozornost
v experimentalni ¢asti. Modifikace nosniku byla vyuzita pro méteni lokalnich mechanickych
vlastnosti povrchu riznych hydrogelt. Vysledky meéfeni pomoci modifikovanych nosnikt
byly srovnany s komercné dostupnymi nosniky.
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4 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo vypracovat resersi zaméfenou na vhodnou modifikaci hrott
pouzitelnych pro silovou spektroskopii mikroskopu atomarnich sil. Na zakladé zminéné
reSerSe vybrat nejvhodnéjsi metodu modifikace hroti a experimentalné ovéfit moznost
realizace v misté pracovisté (FCH VUT). Modifikované hroty nésledné vyuzit pro stanoveni
lokalnich mechanickych vlastnosti vybranych materiali pomoci silové spektroskopie.

Jako druh modifikace byla vybrana metoda fixace Castice na nosnik. Tato modifikace byla
vybrana za uGcCelem stanoveni mechanickych vlastnosti hydrogeli na mikrourovni, jejichz
charakteristikou se zabyva vyzkumna skupina Biokol na FCH VUT. Toto méteni se provadi
pomoci silové spektroskopie s vyuzitim kontaktniho modu. Méfeni komeréné dostupnymi
ostrymi hroty v kontaktnim rezimu vede nejen k poskozeni vzorku a hrotu, ale bylo
predpokladano, ze se jednou méfici hrot dostane do poru a jednou méfi povrch polymerniho
fetézce, coz by mohlo vést k velkym smérodatnym odchylkdm meéfenych mechanickych
vlastnosti, jako je napfiklad Youngiv modul pruznosti. Pro zvySeni reprodukovatelnosti
vysledkti je nutné rozdily v méfeni poru respektive fetézce eliminovat. Toho jsme chtéli
dosahnout praveé zminénou modifikaci nosniku.

Pomoci modifikovaného nosniku byla kromé Youngova modulu pruznosti métena i adhezni
prace a sila 2 hm. % agarézového hydrogelu a 1 hm. % alginatového hydrogelu, jakozto
dilezité parametry charakterizujici mechanické vlastnosti materialti. Ziskané vysledky byly
porovnany s namefenymi vysledky pomoci komer¢né€ dvou dostupnych nosnika. Jeden typu
SNL-10 obsahoval ostry hrot s polomérem 2 nm, zatimco druhy typu MLCT-SPH-10UM-DC
obsahoval misto hrotu 10 pm kulicku.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast této diplomové prace popisuje pouzité chemikalie, nosniky, metody
pfi modifikaci nosnikll a praci s mikroskopem atomarnich sil. Soucasti experimentalni ¢asti je

i uceleny prehled informaci tykajicich se predevsim modifikace nosnik a pokrocilé prace

s mikroskopem atomarnich sil. VSe je sepsano stylem, aby c¢tenar diplomové prace mohl

predlozenou experimentalni ¢ast pouzit jako navod pro praci

pro modifikaci nosnika.

5.1 Pouzité chemikalie

e Agardza
Sigma-Aldrich
CAS: 9012-36-6
EEO: 0,23-0,27
e Demineralizovana voda
Milli-Q

PURELAB-flex, ELGA-LabWater, USA

e Destilovana voda
e Polystyrenové Castice (PS), 1 um
Sigma-Aldrich
89904-5SML-F
e Isopropylalkohol
PENTA s.r.o.
CAS: 67-63-0
Cislo 3arze: 2404080419
e Epoxid
AKASEL A/S
Sériové cCislo: 25101117
Sarze: MJIXLE
e Vytvrzovadlo
AKASEL A/S
Sériové cCislo: 25101213
Sarze: LRURX

o Castice melaminové pryskyfice (MF-R), 5 pm

microParticles GmbH
5.2 Pouzité pristroje
e Mikroskop atomarnich sil
Bruker
JPK NanoWizard® 4
e Magneticka michacka s ohfevem
Heidolph Instruments MR Hei-Tec
e Analytické vahy
Ohaus Pioneer PA214CM

s AFM a pfipadné
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e Analytické vahy
Denver Instrument SS4A

5.3 Pouzité nosniky

Ze zkuSenosti z pfedeslé vypracované bakalaiské prace byly vybrany nasledujici komercni
nosniky. Ty se lisi jak tvarem a velikostmi, tak vlastnostmi, které maji vliv na méteni.

TESPA-V2

Tento nosnik je velmi tuhy s konstantou pruznosti od 19 do 55 N/m a rezonan¢ni frekvenci
pohybujici se vrozmezi od 270 do 370 kHz. Nosnik je dlouhy 125 um, Siroky 40 um
s tloustkou 3,3 um. Je vyroben z kiemiku s pfimési antimonu. Zadni strana je pokryta
hlinikovou reflexni vrstvou pro zvySeni odrazivosti az 2,5krat. Nosnik obsahuje hrot, ktery je
upevnén na jeho konci. Ma obdélnikovy tvar s polomérem hrotu 7 nm. Vzhledem k vysokym
hodnotdm rezonan¢ni frekvence a konstanty pruznosti je tento nosnik vhodny zejména
pro méfeni v bezkontaktnim rezimu. Jednd se o novejSi verzi nosniku TESP-V2, jez
neobsahuje reflexni vrstvu hliniku. Nosniky byly zakoupeny v baleni po deseti kusech
od firmy Bruker. Vice informaci o nosniku lze najit na strankach dodavatele [73].

SNL-10

Tento Cip obsahuje Ctyfi nosniky ve tvaru pismene V, na jejichz konci jsou upevnény hroty.
Kazdy nosnik je charakteristicky svoji velikosti, konstantou pruznosti a rezonancni frekvenci.
Jedna strana obsahuje dva nosniky oznalené pismeny , A“ a ,,B“ a druhd strana obsahuje
nosniky ,,C“a ,D“. Nosnik oznaCeny pismenem , A“ ma rezonancni frekvenci 65 kHz
a konstantu pruznosti 0,35 N/m, je dlouhy 120 pm a §iroky 25 um. Nosnik ,,B“ mé rezonanc¢ni
frekvenci 23 kHz a konstantu pruznosti 0,12 N/m. Je vétsi nez nosnik , A, jeho délka
dosahuje 205 um a Sitka 40 pm. Na opacné strané se nachéazi nosnik , C* s rezonancni
frekvenci 65 kHz, konstantou pruznosti 0,24 N/m, délkou 120 um a Sitkou 20 pm. Vedle ngj
je nosnik oznaceny pismenem , D, ktery ma nejnizs§i konstantu pruznosti a rezonancni
frekvenci a to 0,06 N/m a 18 kHz. Je dlouhy 205 pm a S§iroky 25 pm. Na konci kazdého
nosniku se vyskytuje velmi ostry hrot s polomérem 2 nm. VSechny nosniky jsou vyrobeny
z nitridu kfemiku a jejich zadni vrstva je potazena reflexni vrstvou zlata, opét pro zvysSeni
odrazivosti, zejména v kapalném médiu. Vyrobce Bruker uvadi, ze se jedna o vSestranné
nosniky, vhodné pro méteni témét jakéhokoliv vzorku v jakémkoliv prostiedi [74].

MLCT-SPH-10UM-DC

Dalsim pouzivanym typem nosniku byl MLCT-SPH-10UM-DC. Tyto nosniky jsou specifické
tim, ze na jejich konci se nachazi misto hrotu kulicka s primérem 10 um (obrazek 22).
Nosniky byly vyrobeny za ucelem nahradit potfebu vyroby koloidnich sond pomoci nosnik,
kulic¢ek a lepidla.
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1024768 Pixel Size=145.1nm 500kv SE1 ~ WD=889mm Mag= 200KX IProbe= 100pA 104m
—

Obrazek 22: Kulicka na nosniku typu MLCT-SPH-10UM-DC zobrazena pomoci SEM
(2 000 zvétSeni).

Jeden Cip obsahuje Sest nosnikii oznacenych pismenem , A*“ az ,F“ liSicich se délkou,
Sitkou, rezonanc¢ni frekvenci i konstantou pruznosti (Obrazek 23). Vys$si pocet nosnikd na
Cipu poskytuje uzivateli vétsi vybér a isporu Casu pii méfeni riznych vzorku.

Nosnik oznaceny pismenem , A“ je dlouhy 175 pm, Siroky 22 pm, jeho rezonancni
frekvence mé hodnotu 6 kHz a konstanta pruznosti 0,080 N/m. M4 tvar pismene V. Nosnik
,,B“ nachazejici se na opacné strané ¢ipu ma obdélnikovy tvar o délce 210 um a Sifce 20 pm.
Rezonanéni frekvence tohoto nosniku je 3,5 kHz a konstanta pruznosti 0,020 N/m. Nosnik
,,C“ je nejdelsi, ma tvar pismene V, dosahuje 310 pm a je 20 um Siroky. Ma nejnizsi hodnotu
konstanty pruznosti a rezonancni frekvence a to pouze 0,010 N/m a 3,0 kHz. Dal§i nosnik
oznaCeny pismenem , D* je krat§i nez nosnik ,,C“, ma 225 um, je stejné€ Siroky a ma stejny
tvar. Jeho rezonan¢ni frekvence Cini 4,0 kHz a konstanta pruznosti 0,035 N/m. Nosnik , E“ je
dlouhy 140 um a Siroky 18 um, rezonanéni frekvence vykazuje hodnotu 8,0 kHz a konstanta
pruznosti 0,155 N/m, jeho tvar je také pismeno V. Posledni nosnik stejného tvaru oznaeny
jako ,,F“ je neymensi, dosahuje délky 85 um se Sitkou 18 um. Je ziejmé, ze ¢im kratsi nosnik
je, tim je pevnéjsi a jeho hodnoty rezonancni frekvence a konstanty pruznosti jsou vyssi,
v tomto piipadé 17 kHz a 0,70 N/m.

35



Obrazek 23: Umisténi nosnikit na cipu MLCT-SPH-10UM-DC oznacenych pismeny "A" az "F" [75].

Nosniky 1 kulicky jsou vyrobeny z nitridu kfemiku. Cela zadni strana neni potazena zadnou
reflexni vrstvou, coz sice vyrazné snizuje odraz dopadajiciho laseru, zato nevznika nezadouct
ohyb nosniku diky bimetalickému efektu diskutovaném v kapitole (2.4). Jen na koncich vSech
nosnikil se nachazi cast pokryta reflexni vrstvou zlata, pro zvysSeni odrazivosti laseru
a dosazeni signalu na detektoru (obrazek 24) [75].

Obrazek 24: Nosniky typu MLCT-SPH-10UM-DC zobrazeny pomoci kamery v AFM, na jejichz
konci je vrstva zlata.
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NP-O10

Poslednim pouzivanym typem nosniku byly NP-O10. Jedna se o nosniky, které neobsahuji
hrot, a proto jsou vhodné pro vlastni funkcionalizaci molekulami nebo modifikaci pomoci
gastic. Cip obsahuje na kazdé stran& dva nosniky ve tvaru pismene V (obrazek 25).

10247768 Pixel Size=2902nm 500KV SE1  WD=904mm Mag= 100KX IProbe= 100pA 20um
—

Obrazek 25: Nosnik bez hrotu typu NP-O10 zobrazeny pomoci SEM (1 000x zvétseni).

Nosnik oznaceny jako ,, A mé dle vyrobce rezonancni frekvenci 65 kHz a jeho konstanta
pruznosti je 0,35 N/m. Je dlouhy 115 um a Siroky 25 um. Dalsi nosnik oznafeny pismenem
,,B“ mé hodnotu rezonané¢ni frekvence 23 kHz a konstantu pruznosti 0,12 N/m. Jeho délka je
200 um a Sitka 40 um. Na opacné stran¢ se nachazi nosnik , C* s délkou 115 pm, Sitkou
20 um, rezonan¢ni frekvenci 56 kHz a konstantou pruznosti 0,24 N/m. Posledni nosnik
oznaCeny pismenem ,D“ ma nejmensi jak rezonancni frekvenci 18 kHz, tak i konstantu
pruznosti 0,06 N/m. Je 200 um dlouhy a 25 pm S§iroky. Nosniky jsou vyrobeny z nitridu
kfemiku a zadni strana je pokryta reflexni vrstvou zlata. Dal$i podrobnosti jsou k dispozici
na webovych strankach dodavatele Bruker [76].

Vsechny zminéné nosniky byly vybrany z davodu rozdilnych tvart a parametra (konstanta
pruznosti, rezonan¢ni frekvence, rozméry, ...), kdy pomoci nosnikli byly méfeny mechanické
vlastnosti povrcht vzorka a ziskané hodnoty byly diskutovany a porovnany.

5.4 Piiprava vzorku
5.4.1 Agarozovy hydrogel

Pro méfeni mechanickych vlastnosti byl vybran 2 hm. % agarézovy hydrogel z dtvodu
predchozich zkuSenosti a navaznosti na bakalafskou praci a reprodukovatelné pripravy.
Do kadinky bylo na analytickych vahach navéazeno takové mnozstvi agardzy, aby po pridani
deionizované vody byla vysledna hmotnostni koncentrace 2 hm. %. Kadinka byla pfikryta
alobalem, aby se neodpatrovalo disperzni prostfedi a nedochazelo ke koncentraénim zménam.
Kadinka byla umisténa do vodni lazné a ta byla umisténa na magnetickou michacku
a zahfivana na 80 °C pfi 300 otackach za minutu po dobu 20 minut. Po uplynuti této doby
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se suspenze stala prihlednou a vytvoril se sol rozpusténim agarozy ve vodé diky jejim
termoreverzibilnim vlastnostem. Poté byl sol nalit do Petriho misky s cilem vytvofit co mozna
nejrovnéjsi povrch po celém objemu. Povychladnuti a gelaci byla na vzorek nalita
deionizovand voda amiska byla zakryta parafilmem, aby bylo zabranéno vysuSeni
a zakoncentrovani hydrogelu. Takto pfipraveny vzorek byl na druhy den méfen pomoci AFM.

5.4.2 Alginatovy hydrogel

Dalsi vzorek, ktery byl vtéto praci pouzivan z divodu zastoupeni iontové sitovaného
hydrogelu byl alginatovy hydrogel. Vznika interakcemi zadporn€ nabitych skupin na fetézcich
alginatu s kladn€ nabitymi ionty vapniku. Tento hydrogel byl pfipraven v ramci jiné
zaveérecné prace nasledujicim zpisobem. Ke 4 ml 1,25 hm. % roztoku alginatu (pfipraveného
den predem) byl pfidan 1 ml suspenze uhlicitanu vapenatého o koncentraci 10 g/100 ml.
Po zamichani a dikladné homogenizaci byl ke smési pfidan 1,25 ml 1 M glukono delta lakton
(GDL). Smés byla opét michana po dobu 30 sekund a ponechana 24 hodin v exsikatoru.
Vysledna koncentrace takto pfipraveného hydrogelu Cinila 1 hm. %. Hydrogel byl nasledné
po zaliti deionizovanou vodou méten v Petriho misce pomoci AFM.

5.5 Optimalizace modifikace nosniku
5.5.1 Modifikace nosniku pomoci polystyrenovych ¢éastic

Pro modifikaci hrotu nosniku na FCH VUT byly z davodu dostupnosti vybrany polystyrenové
(PS) castice o velikosti 1 um. Dodana suspenze PS ¢astic od Sigma Aldrich byla pro nase
ucely prili§ koncentrovana, proto bylo potieba pfipravit zfedénéjsi smés. K jedné kapce
polystyrenovych castic bylo pfidano 10 ml deionizované vody nebo 10 ml isopropylalkoholu.
V obou pripadech byla nasledné pomoci pipety nakapnuta kapka pfipravené suspenze
na podlozni sklicko. Na druhé podlozni sklicko bylo naneseno epoxidové lepidlo, které bylo
vytvofeno smichanim epoxidu a tvrdidla v hmotnostnim poméru 50:6. Vytvrzeni lepidla
probihalo po dobu 24 hodin. Lepidlo bylo potfeba na podloznim sklicku dobfe rozprostiit
do tenké okem témér nedetekovatelné vrstvy, nejlépe pomoci kryciho sklicka. Obé ptipravena
sklicka s ¢asticemi a lepidlem byla umisténa na podstavec mikroskopu pod hlavici AFM s jiz
umisténym nosnikem. Nejprve byl na modifikaci vybran nosnik s hrotem typu TESPA-V2,
kdy byl predpoklad, ze na hrot se bude 1épe uchycovat lepidlo a ¢astice. Nosnik umistény
v hlavici AFM byl pfiblizen k podloznimu sklicku s lepidlem a pomoci piezoelektrického
translatoru doslo k doteku nosniku a lepidla. Nosnik zde byl ponechan 5 sekund
pro dostateCné uchyceni lepidla na hrot. Nasledné byl nosnik oddalen od lepidla a pfiblizen
k podloznimu skli¢ku s polystyrenovymi kulickami. Stejnym postupem byl nosnik namocen
do roztoku polystyrenovych castic. Nasledné doslo k oddaleni nosniku a vytvrzeni lepidla.
Nosniky byly poté sledovany pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu. Vysledky
a jejich diskuzi 1ze nalézt v kapitole (6.1).
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5.5.2 Modifikace nosniku pomoci ¢astic melaminové pryskyrice

Na zaklad€ s naSimi instrumentalnim vybavenim, kdy bylo tézké nalepit kulicku na nosnik,
byla domluvena spoluprace s vyzkumnym centrem CEITEC. Nosnik byl modifikovan pomoci
Castice melaminové pryskyfice o velikosti 5 um dostupnych ve vodné suspenzi. Jedna
se o termoseticky plast vyrobeny zmelaminu a formaldehydu. Vykazuje mechanickou,
tepelnou a  chemickou  stabilitu.  Pro  modifikaci byl  pouzit  nosnik
NP-O10 bez hrotu. Kapka mikrocastic byla pomoci pipety nanesena a rozprostiena
na podlozni sklicko, ptfi¢emz bylo odpateno disperzni prostfedi. Na druhé podlozni sklicko
bylo aplikovano dvouslozkové epoxidové lepidlo a do velmi tenké vrstvy rozetfeno. Obé
podlozni sklicka byla umisténa pod mikroskop a nosnik byl pfiblizen k lepidlu. Mikroskop
atomarnich sil byl kombinovany s inverznim optickym mikroskopem, takze byla mozna pfima
vizualizace mikrocastic a nosniku. Jakmile byl nosnik pfiblizen k lepidlu, byl pomoci Sroubt
na AFM posouvan horizontaln€ po podloznim sklicku tak, aby na ném ulpé€la co nejtenci
vrstva lepidla. Posouvani bylo zastaveno v dob€, kdy nosnik nezanechaval stopu lepidla
na sklicku. Nasledné byl nosnik pfesunut nad ¢astice, kde byla pomoci mikroskopu vybrana
oblast sjednou castici. K té byl nosnik priblizen a diky nanesenému lepidlu byla ¢astice
na nosnik nalepena. Ovéfeni nalepeni bylo zkoumé&no pomoci rastrovaciho elektronového
mikroskopu. Vysledky jsou uvedeny v kapitole (6.1).

Byly prfipraveny také nosniky s melaminovou pryskyfici obohacené karboxylovymi
skupinami, které v této praci nebyly diskutovany, ale v budoucnosti mohou byt vyuzity
pro zkoumani interakci s hydrofilnimi latkami.

5.6 Mikroskopie atomarnich sil
5.6.1 Nastaveni méreni

Vsechna méfeni v této diplomové praci probihala pomoci mikroskopu atomarnich sil
JPK NanoWizard® 4 NanoScience od firmy Bruker. Prvnim krokem bylo zapnuti programu
JPK SPM Desktop (JPK Scanning Probe Microscope control program). Vybrany nosnik byl
pinzetou vlozen do drzdku (holderu) a pomoci Sroubu utdhnut tak, aby nedochézelo
k zadnému pohybu. Drzak byl poté presunut do hlavice AFM a otocen o 90° do uzamcené
polohy. Hlavice AFM byla opatrné€ presunuta nad vzorek tak, aby nebyla poni¢ena kamera,
potazmo vzorek pod hlavici. Ve zminéném programu v zalozce Spectroscopy byl zvolen
meéfici rezim (Contact Mode Force Mapping). Jedna se o kontaktni méfici mod zalozeny
na silové spektroskopii. Vychylka nosniku je monitorovana a vzdalenost nosniku od povrchu
vzorku se méni tak, aby byla udrzena konstantni vychylka a konstantni sila. Dal§im krokem
bylo pfiblizeni a zapnuti kamery a svétla tak, aby byl Cip snosniky jasné viditelny
na obrazovce. Po zapnuti laseru bylo potieba jej zaméfit na reflexni plochu nosniku pomoci
dvou Sroubt umisténych na pravé Casti hlavice AFM, které umoziuji vertikalni i horizontalni
pohyb laseru. Pro nasmérovani odrazeného laseru od zadni strany nosniku doprostied
fotodetektoru tvofeného ¢tyfmi kvadranty bylo potieba pohybovat dvéma Srouby na levé ¢asti
hlavice AFM. Pokud nebyl zobrazen zadny signal odrazeného laseru ve sloupci v pravé ¢asti
obrazovky, bylo nutné pootocit zrcatkem ovladanym Sroubem, nachazejici se uprostred
hlavice AFM. Zrcatko se pouziva pfi zméné prostiedi (napt. vzduch, voda), ve kterém probiha
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méfeni, jelikoz rGizna prostfedi maji odliSné indexy lomu. Jakmile byl laser umistén
doprostfed fotodetektoru a bylo dosazeno co nejvyssiho signalu (alespon 1,5 V), doslo
ke kalibraci nosniku. Ta se provadi pro zjisténi presné hodnoty konstanty pruznosti
arezonancni frekvence nosniku pomoci analyzy tepelného Sumu, dostupnou piimo
v pouzivaném programu. Pro kalibraci bylo nutné zvolit v nabidce pouzivany nosnik,
médium, ve kterém méfeni probihalo (voda) a okolni teplota, ktera byla ponechana na 25 °C.
Tento krok je nutny provést pred kazdym méfenim. Vyrobce sice tyto hodnoty uvadi, ale
jedna se pouze o orientacni a experimentalné stanovené hodnoty na vzduchu a jelikoz vSechna
meéfeni byla provadéna ve vodé, byly ocekavany jiné hodnoty. Podle kalibrace byla
automaticky nastavena také hodnota Setpoint. Jednd se o klicovy parametr udavajici silu
plisobici mezi hrotem a povrchem vzorku, uvadény v jednotkach nN. Cim je naméfena vyssi
konstanta pruznosti podle kalibrace, tedy pokud se jedna o tuzsi nosnik, tim vy$si hodnotu
Setpointu systém nastavi. Dal§im krokem bylo manualni pfiblizeni nosniku k povrchu vzorku
po krocich 1000, 500, 100, 50 a 10 um. Jelikoz nelze okem sledovat piesné priblizeni
nosniku k povrchu vzorku, bylo nutné pfejit k automatickému pfiblizeni pomoci
piezoelektrického translatoru po krocich 15 pm. Uspé&nost piiblizeni byla rozpoznana
rozsvicenim zeleného trojuhelniku a zobrazeni zelené usecky uprostied Sedého sloupce.
Nasledneé mohlo byt zahajeno méteni.

5.6.2 Meérici rezim (Contact Mode Force Mapping)

Pro meéfeni mechanickych vlastnosti vzorki byl vybran kontaktni mod, ve kterém
se pfipevnéna cast nosniku vertikalné pohybuje tak, aby byla udrzena konstantni vychylka
volné Casti nosniku a konstantni ptuisobici sila mezi vzorkem a hrotem. Pomoci tohoto rezimu
1ze zjistit napfiklad adhezi a Youngtiv modul pruznosti z namétenych silovych kiivek.

V pouzivaném meéficim rezimu lze nastavit hodnoty, které maji vliv na prabéh méfeni.
Prvnim parametrem je jiz zmifiovany Setpoint, ktery byl ve vét§iné€ pripadd meéfeni udrzovan
pod hodnotou 1 nN. Pokud je pouzivan nosnik s nizkou konstantou pruznosti, je vhodné zvolit
niz8§i hodnotu Setpointu. To samé plati 1 pro méfeny vzorek, ¢im je mékci, tim je vhodné
udrZovat tuto hodnotu niz. Pii vysokych hodnotach Setpointu muze dojit ke zlomeni nosniku
nebo poniceni struktury na povrchu vzorku vlivem pfiliSného zanofeni hrotu do povrchu.
Pti kalibraci nosniku se hodnota Setpointu nastavi tak, aby odpovidala pruznosti nosniku,
na uzivateli je, aby si jej dale upravil podle typu méfeného vzorku.

Dal§im parametrem, ktery lze ménit, je Z Length, coz je parametr udavajici rozsah pohybu
hrotu ve sméru osy z béhem skenovani povrchu vzorku. Vyssi hodnota poskytuje vyssi rozsah
pohybu hrotu, coz sice zpomaluje proces skenovani, ale je vhodna pro vzorky s nerovnym
povrchem, pfiCemz je snizeno riziko poSkozeni vzorku nebo hrotu. AvSak zvySovanim této
hodnoty muze dojit ke snizeni citlivosti a rozliSeni. Byla zvolena konstantni hodnota
pro dosazeni reprodukovatelnych vysledkt a to 0,8 pm.

Hodnota Z Speed udava rychlost pohybu hrotu ve sméru osy z, coz je pohyb kolmy
na povrch vzorku. Nizs§i hodnoty vedou k pomalejSimu pohybu skenovani, coz je vhodné
k dosazeni vyS§si presnosti a citlivosti mefeni. Pro veskera méfeni byla tato hodnota nastavena
na 2 um/s.

Dal§im parametrem je Contact Time, jehoz hodnoty se pohybovaly od 2 do 3 sekund, jedna
se o dobu, kdy zustava hrot v kontaktu se vzorkem, nez dojde opét k oddaleni. Pfili§ kratka
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doba muze vést k nedostatecnému kontaktu mezi hrotem a povrchem vzorku, coz muze
zpusobit nepfesnosti v méfeni, avSak pfili§ dlouha doba kontaktu muze vést k velkému tlaku
na vzorek a dojit k poniceni ¢i zlomeni hrotu. Tuto hodnotu je potieba optimalizovat tak, aby
bylo dosazeno jak kvalitnich snimkd povrchu, tak dostate¢né citlivosti pii méfeni
povrchovych vlastnosti a zaroven aby byla chranéna integrita vzorku i hrotu.

Predposledni volitelnou hodnotou je Scan Size udéavajici velikost skenované oblasti, ktera
byla ve vSech experimentech ponechana na prednastavené hodnoté a to 10x10 pum.

Posledni nastavitelnou veli¢inou je Pixels, ktera udava rozliseni skenu. Tato hodnota byla
nastavena na 8x8, z ¢ehoz bylo ziskano 64 silovych kfivek, coz bylo dostatecné mnozstvi
pro potiebné ucely.

Vyhodnoceni méreni

Nameétené experimenty byly vyhodnocovany pomoci programu JPK Data Processing.
Po otevieni ulozeného méfeni byla vybrana moznost Batch Processing, kde byl zvolen proces
Hertz-fit. Byly zobrazeny silové kiivky a v zalozce Elasticity Fit byly uvedeny parametry,
které byly ménény podle pouzivaného typu nosniku a hrotu (Model Type, Tip Shape, Tip
Radius, Poisson Ratio). Model Type byl ve vsSech pifipadech méfeni nastaven
na Hertz/Sneddon, coz jsou modely, vyuzivany pro vypocet Youngova modulu pruznosti,
zahrnujici geometrii hrotu. Tip Shape byl v pfipadé méfeni pomoci nosniku SNL-10 zvolen
na Triangular Pyramid, jelikoz tvar hrotu nosniku je trojuhelnikova pyramida. V piipadé
meéfeni pomoci nosniku typu MLCT-SPH-10UM-DC byla jako tvar hrotu zvolena moznost
Sphere a ve volbé Tip Radius byl zvolen pro tento typ nosniku polomér kulicky na 5 pm.
Ve volbé Poisson Ratio byla tato hodnota ponechana ve vSech experimentech na 0,5, coz je
hodnota pouzivana pro biologické vzorky, zejména kvili vysokému obsahu vody [77].
Ziskané hodnoty Youngova modulu byly ulozeny a diskutovany v kapitole (6.3).
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vysledky optimalizace modifikace nosniku

Pro modifikaci hrotd pomoci pfipevnéni mikrocastice byly dle dostupnosti vybrany
polystyrenové Castice o velikosti 1 um. Prvni pokusy byly provedeny s nosnikem typu
TESPA-V2, jelikoz Cip obsahuje pouze jeden nosnik s hrotem, coz se zdalo jednodussi
pro uchyceni castice na dany nosnik. Také se jedna o velmi tuhy nosnik s konstantou
pruznosti 42 N/m, ktery je odoln€jsi vic¢i mechanickému namahani. Modifikace byly
provadény tak, jak jsou popsany v experimentalni ¢asti, avSak nékteré kroky bylo nutno
optimalizovat. Pfi prvnich pokusech se jevilo, ze dochazi ke smyvani epoxidového lepidla
z hrotu pfi priblizeni nosniku do roztoku polystyrenovych mikroc¢astic. Proto bylo zvoleno
rozpoustédlo (isopropylalkohol), ve kterém se epoxidova pryskyfice, jakozto pojivovy
material, nerozpusti. Po odpafeni pavodniho rozpoustédla byly mikrocastice smichany
s isopropylalkoholem a takto pfichystané Castice byly nanaSeny na hrot. Bylo vyzkouseno
nékolik pristupti, napfiklad smichani lepidla s mikrocasticemi pfimo na jednom podloznim
sklicku a poté priblizeni se hrotem. Dalsi zpusob spo€ival vtom, ze po naneseni lepidla
na hrot bylo pfiblizeno nosnikem k vysusené kapce mikrocastic s vyssi koncentraci,
za uCelem dosazeni vyssi pravdépodobnosti uchyceni kulicky na hrot. Bohuzel vS§ak vSechny
zminované pokusy byly neuspésné, jelikoz nebylo mozné urcit, kde piesné se ¢astice nachazi.

Jednim z problému, ktery se vyskytl, bylo naneseni spravného mnozstvi lepidla na hrot.
Jakmile doslo k pfiblizeni nosniku k podloznimu sklicku s lepidlem, tak na nosniku ulpélo
velké mnozstvi lepidla (obrazek 26).

10247768 Pixel Size=56306nm 5.00kv SE1 WD=1411mm Mag= 500KX IProbe= 100pA 3Hm

Obrdazek 26: Nosnik s hrotem typu TESPA-V2 s epoxidovym lepidlem zobrazeny pomoci
rastrovaciho elektronového mikroskopu.

Proto bylo dalezité lepidlo na podloznim sklicku rozetfit do velmi tenké vrstvy. Z obrazku
(obrazek 26) je ziejmé, ze lepidlo bylo zejména na nosniku a ne na pozadovaném hrotu.
Z tohoto divodu byly objednany nosniky bez hrotu NP-O10 a ty byly nasledné modifikovany.
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S dostupnym experimentalnim vybavenim vSak bylo téméf nemozné urCit misto, kde se
Castice nachazi a nasledné se k ni pfiblizit nosnikem. Z tohoto diivodu byl osloven vyzkumny
ustav CEITEC, jelikoz disponuji mikroskopem atomarnich sil, ktery je kombinovany
s inverznim optickym mikroskopem, jenz umoziuje sledovat vyskyt Castic v realném case a je

mozné se ke konkrétni Castici pfiblizit nosnikem a zafixovat ji na né€j. Na CEITECu byla
provedena uspé$na modifikace nosniku typu NP-O10 dle postupu popsaném v experimentalni
casti (obrazek 27).

1024°768 Pixel Size=5805nm 500KV SE1 WO =10.14mm Mag= 500K X IProbe= 100pA 3km | 1024°768 Pixel Size=5605nm 500kV SE1 Mag= 5.00KX IProbe= 100pA 3pm

Obrdazek 27: Nalepend cdastice melaminové pryskyrice o velikosti 5 um pomoci epoxidu na nosnik
typu NP-010.

6.2 Rovnice pouzivané pro vypocet Youngova modulu pruznosti

Pro vypocet Youngova modulu pruznosti vzorkl byl pouzivan Hertz/Sneddontiv model, ktery
bere v uvahu realny tvar hrotu AFM, zahrnuje Poissonovo Cislo materialu, silu nosniku
pusobici na vzorek (Setpoint), hloubku vtisku a polomér hrotu. Pivodni Hertziv model, ktery
byl diskutovan v kapitole (2.3), byl definovan pro hrot stvarem kruhového paraboloidu
a vypocet Youngova modulu pruznosti zachycuje zmifiovana rovnice (5).

Program JPK Data Proccesing poc€ita Youngiv modul pruznosti na zakladé nameétenych
dat a definovani tvaru hrotu vevybéru Tip Shape. Pro sférickou sondu je rovnice
nasledujici (8):

v E a’+R? R;+a
= n —_
(1-v3)| 2 Rs—a

aRg|, 8)

kde F je pusobici sila hrotu na povrch vzorku, E je Youngtuv modul pruznosti, v predstavuje
Poissonovo Cislo nastavené pro vSechny experimenty na hodnotu 0,5, Rs udava polomér
kuli¢ky a a je polomér kontaktni oblasti vytvorené mezi kulickou a povrchem vzorku.

Pro kuzelovy tvar hrotu software pouziva pro vypocet Youngova modulu pruznosti
rovnici (9):

E 2tana
F = 2, 9
(1-v3) m ©)
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kde a oznacuje poloviéni uhel kuzele nosniku a D udéava indentaci neboli hloubku vtisku.

Pro =ziskani Youngova modulu pruznosti je analyzovana silova kiivka, popséana
v kapitole (2.3), ktera poskytuje informace o tom, jak je vzorek deformovan v zavislosti
na aplikované sile. Youngtv modul je odvozovan ze sklonu prvni ¢asti homni kiivky, ktera
predstavuje linearni oblast deformace. Cim strmé&jsi je &ast kiivky, tim vy$§i je hodnota
Youngova modulu materialu.

6.3 Meéreni mechanickych vlastnosti agarézového hydrogelu

Po uspésné modifikaci nosniku pomoci pfilepeni melaminové pryskyfice na jeho konec, byl
nosnik dale vyuzivan v kontaktnim méficim modu AFM zalozeném na silové spektroskopii,
za uCelem stanoveni mechanickych vlastnosti vybranych vzorka.

Nejprve byly méfeny mechanické vlastnosti 2 hm. %
konkrétné Youngtv modul pruznosti, adhezni prace a adhezni sila.

Pro porovnani ziskanych vysledkli pomoci modifikovaného nosniku byly vybrany dva
komer¢né¢ dostupné nosniky, prvni typu SNL-10 sostrym hrotem a druhy typu
MLCT-SHP-10UM-DC s kulickou misto hrotu o praméru 10 um.

agarozového hydrogelu,

Nosnik typu NP-O10 s ¢astici melaminové pryskyrice

Prvnim  nosnikem stanoveni modulu  pruznosti
2 hm. % agar6zového hydrogelu, byl nosnik modifikovany castici melaminové pryskyfice.
Pro jeho vypocet byl v programu JPK Data Processing zvolen typ nosniku kulicka (Sphere)
a jako polomér kulicky byly zvoleny 2,5 um. Byly pfipraveny Ctyfi nosniky na dvou cipech
zpusobem popsanym v experimentalni casti v kapitole (5.5.2). Namétfené Youngovy moduly
pruznosti, smérodatné odchylky a nastavené hodnoty Setpointit jsou uvedeny v nasledujicich
tabulkéch.

V ptipadé prvniho cCipu byla veskera meéfeni provedena pomoci vétS§iho nosniku

s konstantou pruznosti vypoctenou dle kalibrace na 0,019 N/m a rezonancni frekvenci

pouzivanym ke Youngova

4,124 kHz (tabulka 1). Méfeni s menSim tuzSim nosnikem u prvniho Cipu nebylo mozné,
jelikoz neslo spustit, pravdépodobné vlivem pfilisSného zanotovani nosniku do vzorku.

Tabulka 1: Namérené hodnoty 2 hm. % agardzového hydrogelu pomoci modifikovaného nosniku
ty g yarogeiu p
na prvnim cipu.

1. ¢ip — Modifikovany nosnik s melaminovou pryskyfici
Cislo mé&feni Setpoint Youngtiv modul Smérodatng Smérodatng
] [nN] [Pa odchylka odchylka
[Pa] [%]
1 0,300 39 310 54 120 138
2 1,017 126 700 66 540 53
3 0,263 3311 1 458 44
4 0,200 12 830 7942 62

Prvni dvé méfeni byla provedena na stejném misté agar6zového hydrogelu a dalsi dvé

meéfeni byla provedena jiny den na totozné prfipraveném agarozovém hydrogelu. Odlisné
vysledné hodnoty Youngova modulu mohou byt zptsobeny jinym méfenym mistem, kdy
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v pfipad€é prvnich dvou meéfeni byla méfena tuz§i mista, coz dokazuje nehomogenitu
hydrogelu na mikro urovni.

Z naméfenych dat je také zfejmé, ze Cim vyS§i byla nastavena hodnota Setpointu, tedy
pusobici sila nosniku na vzorek, tim vétsi byl naméfen Youngiv modul pruznosti. Tato
zavislost bude vice diskutovana v kapitole (6.4).

V ptipadé druhého Cipu bylo prvni meéfeni provedeno pomoci mensiho tuz§iho nosniku
s konstantou pruznosti dle kalibrace 0,186 N/m a rezonancni frekvenci 15,68 kHz. Zbytek
hodnot byl naméfen pomoci vétsiho pruzn€jsiho nosniku s konstantou pruznosti 0,016 N/m
a rezonancni frekvenci 4,123 kHz (tabulka 2).

Tabulka 2: Namérené hodnoty 2 hm. % agarozového hydrogelu pomoci modifikovaného nosniku
na druhém Cipu. Prvni méreni bylo provedeno tuzsim nosnikem, zbylé méveni mékcim.

2. ¢ip — Modifikovany nosnik s melaminovou pryskyfici
Cislo méfeni Setpoint Youngtiv modul Smérodatn Smérodatnd
] [nN] [Pa odchylka odchylka
[Pa] [%]
1 0,500 15970 7920 50
2 0,369 51070 70 620 138
3 0,591 48 400 49 680 103
4 0,910 60 930 77 530 127

Meéieni pomoci vétsiho nosniku nebylo moc uspésné, pii vysSich hodnotach pusobici sily
dochazelo k vnofeni nosniku do povrchu agar6zového hydrogelu a pifi nizSich hodnotach
se nosnik oddaloval od povrchu vzorku. Jakakoliv zména nastavitelnych parametrt (Setpoint,
Z Speed, Z Length, Contact Time) diskutovanych v kapitole (5.6.2) tento problém nedokazala
vyftesit. Také naméfené hodnoty Youngova modulu pruznosti vykazuji smérodatné odchylky
vyssi nez 100 %. Vsechny tyto problémy mohou byt zptusobeny pifitomnosti lepidla, nebo
samotné cCastice, ktera vykazuje hydrofilni charakter udavany dodavatelem, takze mohlo
dochézet k nezadouct interakci s pfitomnou vodou, ve které bylo métfeni provadéno.

VEétsi interakce s vodou dokazuje 1 namétena silova kiivka a vyznacena oblast znazorfiujici
adhezni praci. Silova kiivka udava grafické znazornéni pusobici sily mezi nosnikem
apovrchem vzorku v zavislosti na jejich vzajemné vzdalenosti. Tmavé modra kiivka
znazortiuje piiblizovani hrotu k povrchu vzorku a svétle modra kiivka udavéa oddalovani hrotu
od povrchu. Hrot je pfitahovan k povrchu vzorku i pfi oddalovani, coz vede k zapornym
hodnotam sily zobrazené na grafu (obrazek 28).
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Obrazek 28: Silovd kFivka ziskana pri méreni 2 hm. % agarozového hydrogelu pomoci
modifikovaného nosniku.

Znazormeéna plocha pod osou x ohrani¢end silovou kiivkou udava adhezni praci
(obrazek 29). Jedna se o miru prace potiebné k oddéleni hrotu od povrchu vzorku. Primérna
hodnota adhezni prace byla softwarem vypodétena na (2,342-10717 +£2,037-107'7) J. Adhezni
sila odpovidajici nejnizsimu bodu na spodni silové kfivce byla vypoctena na 1,092 nN, coz je
nejvyssi naméfena hodnota v porovnani s ostatnimi nosniky.

Vertical Deflection: Retract (ni)

300 400
Vertical Tip Position (nm)

Obrazek 29: Adhezni prdace namérenda mezi modifikovanym nosnikem a 2 hm. % agarozovym
hydrogelem.

Nosnik typu SNL-10

Dale byl pro méfeni mechanickych vlastnosti 2 hm. % agar6zového hydrogelu vybran nosnik
SNL-10, ktery obsahuje hrot s polomérem 2 nm. Konstanta pruznosti nosniku byla podle
kalibrace nastavena na 0,282 N/m a rezonan¢ni frekvence na 15,84 kHz. Méfeni bylo
provedeno pétkrat a hodnoty Setpointu, Youngova modulu pruznosti, smérodatné odchylky
a procentualni odchylky jsou uvedeny v nasledujici tabulce (tabulka 3).
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Tabulka 3: Namérené hodnoty 2 hm. % agarozového hydrogelu pomoci nosniku SNL-10.

SNL-10
Cislo mé&feni Setpoint Youngtv modul Smérodatn Smérodatnd
] [nN] [Pa odchylka odchylka

[Pa] [%]
1 0,350 139 300 51410 37
2 1,281 146 600 87210 59
3 0,700 440 700 216 400 49
4 1,176 442 700 348 100 79
5 1,663 506 200 394 300 78

Pfi nastavené pusobici sile hrotu na povrch vzorku (Setpoint) pod hodnotu 1 nN se hrot
oddaloval od vzorku a méteni neprobéhlo celé do konce, ale bylo samo predbézné ukonceno.
To znaci, ze se hrot oddaloval od vzorku a pusobici sila nebyla dostacujici. Pti Setpointu
nastaveném na 1,663 nN bylo méfeni také po chvilce vypnuto. Zde naopak mohlo dochazet
k pronikani hrotu do povrchu vzorku. Idealni hodnota Setpointu byla ur€ena kolem 1 nN, kdy
meéteni vydrzelo nejdéle bézet.

Z tabulky 3 si Ize povSimnout, ze 1 pfi podobnych hodnotach Setpointu (1,176 a 1,281 nN)
byly ziskany pomérné odlisné hodnoty Youngova modulu pruznosti. To mohlo byt zptisobené
odliSnym mistem méfeni a nehomogenitou vzorku. Podobné hodnoty Youngova modulu
muzeme pozorovat pii nastaveném Setpointu 0,700 a 1,176 nN, kdy bylo méfeno stejné misto,
avSak odchylka u vyssiho Setpointu je znacné vy$si, coz mohlo byt zpisobeno tim, ze toto
meéteni poskytlo dvakrat vice naméfenych hodnot, nez doslo k preruseni mefeni. To nasledné
vedlo k vétsi variabilit€é v naméfenych datech.

Nosnikem typu SNL-10 byly naméfeny obecné nejvyssi hodnoty Youngova modulu
pruznosti 2 hm. % agardzového hydrogelu, jelikoZz se jedna o ostry hrot, ktery muze vyvolavat
lokalni napéti na vzorku, coz muze vést k vy$§im hodnotam Youngova modulu pruznosti.
To je také ziejmé z jednotky Youngova modulu pruznosti. Je vyjadien v pascalech, coz je
jednotka udavajici mnozstvi sily pusobici na jednotkovou plochu. Tlak vyvinuty stejnou silou
na mensi plose je vyssi, nez tlak vznikly na vétsi plose.

Opét byla vybrana reprezentativni silova kfivka, znazoriiujici pusobici silu mezi hrotem
SNL-10 a povrchem 2 hm. % agar6zového hydrogelu v zavislosti na jejich vzdalenosti
(obrazek 30).
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Obrazek 30: Silovad kFivka ziskana pri méreni 2 hm. % agarozového hydrogelu pomoci nosniku
SNL-10.

VyznaCena plocha pod osou x urcujici adhezni praci naméfenou mezi nosnikem
SNL-10 a 2hm.% agar6zovym  hydrogelem (obrazek 31) byla vypoctena
na (2,747-107'7 £ 0,750-107'7) J. Adhezni sila piisobici mezi nosnikem a povrchem vzorku
byla stanovena na 402 pN.

0.3
Wertical Tip Position (um)

Obrazek 31: Adhezni prace naméiend mezi nosnikem SNL-10 a 2 hm. % agarozovym hydrogelem.

U meéfeni s ostrymi hroty by bylo zadouci, aby byl polomér hrotu zkontrolovan pred
i po kazdém meéteni (napt. pomoci SEM), aby bylo zohlednéno a monitorovano opotiebeni
hrotu, které muze zpusobit vétsi odchylky v naméfenych hodnotach Youngova modulu
pruznosti.

Je také dilezité brat v potaz velikost porti v gelové struktuie. Dle literatury byla primérna
velikost pord 2 hm. % agar6zového hydrogelu stanovena pomoci kryoSEM na 200 nm [78].
Jelikoz byla pomoci ostrého hrotu (SNL-10) s polomérem 2 nm méfena plocha 10 x 10 um,
v prubéhu méfeni muze hrot skenovat jak polymerni fetézec, tak pér. Odlisné tuhosti
ainterakce hrotu s pdérem a fetézci mohou zpusobit variabilitu v naméfenych datech
Youngova modulu pruznosti a tim zvySovat smérodatnou odchylku. Tento problém byl
vyfeSen pfi meéfeni povrchii pomoci kulicky o poloméru 5 mikrometrt, kde velikosti port
v fadech nanometri nemaji velky vliv na vysledky méfeni Youngova modulu pruznosti
a vzniklé odchylky.
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Nosnik typu MLCT-SPH-10UM-DC

Poslednim nosnikem, kterym byly méfeny mechanické vlastnosti 2 hm. % agardzového
hydrogelu byl typ MLCT-SPH-10UM-DC, ktery misto hrotu obsahoval 10 um kulicku
z nitridu kifemiku. Polomér kulicky byl tedy v programu pro vypocet Youngova modulu
pruznosti zvolen na 5 um. Pfi nastavovani a pohybu laseru musi uzivatel dbat na to, aby
laserem mifil na Spicku nosniku, na které se nachézi odraziva vrstva zlata. Zbytek povrchu
nosniku odrazivost neposkytuje, a tak neni mozné najit zadny signal zlaseru, nezbytny
pro spusténi méfeni. U ostatnich nosnik(i se tento problém nevyskytuje, jelikoz obsahuji
odrazivou vrstvu na celé vrchni ploSe nosniku.

Meéfeni s nejveétsim nosnikem na Cipu oznaceny pismenem ,,C“ nebylo mozné realizovat,
jelikoz po kalibraci nosniku se hodnota konstanty pruznosti nastavila na 0,000 N/m a neslo
spustit méfeni, proto byly nasledujici experimenty provadény s druhym nejvétSim hrotem
oznaCenym pismenem , D jehoz konstanta pruznosti dle kalibrace Ccinila 0,008 N/m
arezonan¢ni frekvence 25,56 kHz (obrazek 23). Jelikoz se jedna o mékky nosnik s nizkou
konstantou pruznosti, bylo méfeni provadéno pti Setpointu mensim nez 0,5 nN. Pii vysokych
hodnotach pusobici sily by mohlo dojit ke zlomeni nosniku.

Byla provedena tfi méfeni 2 hm. % agar6ézového hydrogelu, jejichz vysledné primérné
hodnoty Youngova modulu pruznosti, smérodatné odchylky a pasobici pritlacné sily jsou
znazornény v nasledujici tabulce (tabulka 4).

Tabulka 4: Namérené hodnoty 2 hm. % agarozového hydrogelu pomoci nosniku
MLCT-SPH-10UMDC.

MLCT-SPH-10UM-DC
Cislo méfeni Setpoint Youngtv modul Smérodatna SRS
] [nN] [Pa odchylka odchylka
[Pa] [%]
1 0,380 3 659 524 14
2 0,328 3049 1128 37
3 0,256 1956 289 15

Pomoci nosniku s kulatou sondou byly naméfeny nejmensi hodnoty Youngova modulu
pruznosti, vlivem vétsiho rozprostieni sil pti pasobeni sondy na povrch vzorku a vlivem vétsi
meéfici plochy, pficemz nedochazelo ke zvySovani lokalniho napéti a tim 1 Youngova modulu
pruznosti, jako tomu bylo u méfeni ostrymi hroty. Lze také pozorovat, ze méfeni s kulatou
Castici na nosniku poskytovalo malé smeérodatné odchylky Youngova modulu pruznosti,
jelikoz nedochéazelo k vyraznému mechanickému poskozeni povrchu vzorku ani opotfebovani
meéfici sondy, coz je Castym divodem variability naméfenych dat. Kulaty hrot muze 1épe
reagovat na mikroskopické nerovnosti povrchu vzorku, coz vede ke konzistentn€jSim
a spolehlivéj§im méfenim Youngova modulu pruznosti a nizkym smérodatnym odchylkam,
projevujici se také v silovych kiivkach, které vykazovaly predpokladany tvar kiivky
sila — vzdalenost (obrazek 32).
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Obrazek 32: Silovd kFivka ziskana pri méreni 2 hm. % agarozového hydrogelu pomoct nosniku
MLCT-SPH-10-UM-DC.

Rovnoméma sila kulatého hrotu, pasobici na povrch hydrogelu je také spjata stim, Ze
hodnoty adhezni prace (obrazek 33) naméfené pomoci kulaté sondy jsou nizsi, nez hodnoty
naméfené ostrym hrotem. Primérna hodnota adhezni prace naméfena mezi kulatym hrotem
a agarozovym hydrogelem ¢&ini (1,348-10717 £0,661-10'7) J. Adhezni sila byla vypodtena
na 115,6 pN, coz je také doposud nejnizsi naméfena hodnota. Kulicka je vyrobena z nitridu
kfemiku, tudiz k navySeni adhezni sily nepfispivaly nezddouci interakce mezi méfici sondou,
povrchem hydrogelu, ¢i méficim prostfedim (vodou).
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Obrazek 33: Adhezni prace namérena mezi nosnikem MLCT-SPH-10UM-DC
a 2 hm. % agardzovym hydrogelem.

Ed-Daoui a kol. [79] méfili Youngiv modul pruznosti 2,5 hm. % agar6zového hydrogelu
pomoci analyzatoru textury (LFRA — Leatherhead Food Research Association texture
analyzer) a dosahli vysledné hodnoty 274,6 kPa. Hodnota je vyssi nez nami ziskané hodnoty
Youngova modulu pruznosti 2 hm % agar6zového hydrogelu pomoci AFM. To muze byt
zpusobeno rozdilnou koncentraci hydrogelu a také tim, ze AFM méfi pouze povrch materiald,
kdezto u jiné metody muze do vysledné hodnoty Youngova modulu pruznosti pfispivat cely
meéfeny objem vzorku. Samotné nastaveni a parametry instrumentalnich technik maji
vyznamny vliv na ziskané hodnoty Youngova modulu pruznosti. Tato skute¢nost komplikuje
srovnavani vysledkd z riznych metod, jelikoz rizné metody méfeni generuji rozdilné
hodnoty.

V tabulce (tabulka 5) Ize vidét porovnani nameétfenych adheznich praci mezi povrchem
agarozového hydrogelu a pouzivanymi nosniky. Pro ostry hrot byla naméfena nejvyssi
adhezni prace, ktera nariista u ostrého hrotu pfi kontaktu s povrchem vzorku, jelikoz mize
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1épe pronikat do mikroskopickych nerovnosti povrchu vzorku, coz muze zpusobit zvySenou
adhezi. Naopak naméfend adhezni prace nosnikem MLCT-SPH-10UM-DC s kuli¢kou byla
nejnizsi, veétsi kontaktni plocha vede ke snizeni lokalniho tlaku a niz§i adhezi. Kulaty hrot ma
také mensi tendenci pronikat do mikroskopickych nerovnosti povrchu vzorku ve srovnani
s ostrym hrotem.

Tabulka 5: Souhrn namérenych adheznich praci pro 2 hm. % agarozovy hydrogel riiznymi nosniky.

Nosnik Adhezni prace Smérodatna odchylka Smérodatna

U] [J] odchylka [%]
SNL-10 2,747-107"7 0,750-107"7 27
Modifikovany nosnik 2,342-10°" 2,037-107Y 87
MLCT-SPH-10UM-DC 1,348-10"7 0,661-107"7 49

6.4 Vliv hodnoty Sefpointu na Youngiv modul pruznosti

V této kapitole byl zkouman vliv pusobici sily nosniku MLCT-SPH-10UM-DC (Setpoint)
na povrch vzorku na naméfené hodnoty Youngova modulu pruznosti. Tento nosnik byl
vybran, jelikoz poskytoval dle nizkych smeérodatnych odchylek nejpresnéjsi hodnoty
naméfeného Youngova modulu pruznosti. Méfeni bylo provedeno tfikrat na stejném misté
povrchu 2 hm. % agarézového hydrogelu za zvySovani hodnoty Setpointu (tabulka 6).

Byl pouzit nosnik oznaCeny pismenem , D tentokrat byla dle kalibrace nastavena hodnota
konstanty pruznosti na 0,011 N/m a rezonanc¢ni frekvence 38,19 kHz. Dle této kalibrace byl
Setpoint automaticky nastaven na 0,05 nN, coz je velice mala hodnota a jak jiz bylo zminéno
v experimentalni casti, je potifeba si ji upravit tak, aby odpovidala méfenému vzorku
i pouzivanému nosniku a aby se sonda dostatecné priblizila k povrchu vzorku a bylo mozné
spustit méfeni. V nasem pfipadé to byla hodnota 0,313 nN.

Tabulka 6: Namérené hodnoty 2 hm. % agarozového hydrogelu pomoci nosniku
MLCT-SPH-10UM-DC.

MLCT-SPH-10UM-DC
Cislo méfeni Setpoint Youngtv modul Smérodatnd SRS
] [N] [Pa] odchylka odchylka
[Pa] [%]
1 0,313 2 439 308 13
2 0,420 4177 421 10
3 0,528 5683 985 17
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Obrazek 34: Zavislost Youngova modulu pruznosti na hodnoté Setpointu pro 2 hm. % agarozovy
hydrogel.

Z tabulky 6 i grafu (obrazek 34) vyplyva, ze s rostouci pasobici silou nosniku na povrch
vzorku linearné roste hodnota Youngova modulu pruznosti, coz je ziejmé
ze zakladni definice, kde je Youngiv modul pruznosti definovan jako pomér napéti a jim
vyvolané deformace, kde je napéti pfimo umémé puasobici sile. Pomoci tohoto grafu je tato
problematika nazorné predstavena. Pfi interpretaci hodnot Youngova modulu pruznosti je
zadouci uvadét jak hodnotu Setpointu, tak vlastnosti a tvar pouzivaného hrotu, které ovliviu;ji
naméfené vysledky.

V budoucnu by bylo vhodné stanovit hodnotu Setpointu co nejnizsi, aby se minimalizoval
vliv pusobici sily na ziskany Youngiv modul pruznosti a zaroven zajistit dosazeni
relevantnich vysledka s nizkou variabilitou.

Stanoveni Youngova modulu pruznosti pomoci AFM je velmi komplexnim ukolem, jelikoz
je méfen nalokalni mikroskopické urovni a je potieba definovat spoustu parametrd
a proménnych (napf. pisobici sila, konstanta pruznosti a tvar nosniku, Poissonovo ¢islo, ...).
Proto je k hodnotdm Youngova modulu pruznosti ziskanych z namétenych dat pomoci AFM
tteba pristupovat s opatrnosti a bez znalosti parametri, pii kterych méfeni probihalo, neni
mozné je mezi sebou objektivné porovnavat.

6.5 Meéreni mechanickych vlastnosti alginatového hydrogelu

Kromé fyzikalné sitovaného agardzového hydrogelu, byla dale provedena charakterizace
mechanickych vlastnosti pomoci AFM iontové sitovaného 1 hm. % alginatového hydrogelu.
Byl pouzivan modifikovany nosnik a nosnik s kulickou. Nosnik SNL-10 byl vytazen dle
ptedchozich méfeni agar6zového hydrogelu, jelikoz pomoci ostrého hrotu byly naméfeny
vysoké hodnoty Youngova modulu s velkym rozptylem a mohlo dochéazet k poSkozeni hrotu
i vzorku, coz mohlo vést k nepfesnym vysledkiim a vy$§im smérodatnym odchylkam.
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Nosnik typu NP-O10 s ¢astici melaminové pryskyrice

Prvni bylo provedeno méfeni pomoci modifikovaného nosniku, s cilem ovéfit vysledky, které
byly doposud ziskany, i pro jinak sitovany hydrogel. Byl pouzit tuzsi nosnik s konstantou
pruznosti 0,189 N/m a rezonanc¢ni frekvenci 15,67 kHz.

Alginatovy hydrogel bylo nutné méfit co nejdiive po procesu gelace (1 hodina od pfipravy),
jelikoz postupem cCasu dochazelo k synerezi neboli starnuti gelu a smrStovani struktury
za procesu vytlaCovani disperzniho prostiedi, kdy se vzorek odlepoval od dna Petriho misky
a diky nedostateCcnému upevnéni jej nebylo mozné méfit.

Tabulka 7: Namérené hodnoty 1 hm. % alginatového hydrogelu pomoci modifikovaného nosniku.

Modifikovany nosnik s melaminovou pryskyfici
Cislo mé&feni Setpoint Youngtv modul Smérodatn Smérodatn
] [N] [Pa] odchylka odchylka
[Pa] [%]
1 0,500 860 327 38
2 0,854 1 459 1 039 71
3 0,854 1517 1334 88

Prvni méfeni nebylo dokonceno az do stanoveného konce, jelikoz se nosnik zacal oddalovat
od povrchu vzorku, pravdépodobné vlivem nastavené nizké sily pusobeni hrotu na vzorek
(Setpoint). Oproti tomu, ob& meéfeni s nastavenou piitlacnou silou 0,854 nN prob&hla
az do konce (64 skent), nebot’ nedochazelo k vyznamnému oddalovani ani zanofovani hrotu
do povrchu alginatového hydrogelu. Z naméfenych vysledkl plyne, ze pro méfeni
1 hm. % alginatového hydrogelu bylo potieba pusobit vyssi silou nosniku na povrch vzorku,
aby bylo mozné spustit méfeni (tabulka 7). AvSak smérodatné odchylky Youngova modulu
pruznosti namétfeného pro alginatovy hydrogel jsou vyrazn€é vys§i nez pro agardzovy
hydrogel. Také musela byt néktera naméfena data vyfazena (obrazek 35) ato z divodu
nesplnéni tvaru silové kfivky, tudiz nebylo mozné softwarem vypocitat hodnotu Youngova
modulu pruznosti.
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Obrazek 35: Ukdzka vyrazené silové kiivky z namérenych dat.

Duvodem piitomnosti vyssiho poctu silovych kiivek, jez nespliiovaly predpokladany tvar
u méteni povrchu alginatového hydrogelu, mohla byt jiz zminénéd synereze, kdy dochazelo
kjeho odlepovani a pohybu, coz mohlo znehodnotit méfeni. Dalsim divodem vyskytu
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nepresnych silovych kiivek muze byt nedostateCna rovnost povrchu méfeného hydrogelu, coz
je velice dulezity faktor. Vyskové rozdily v povrchu mohou zptsobit nepiesny kontakt hrotu
s povrchem, coz mize vést k nespolehlivym vysledkim a nezadoucim vychylkam v silovych
kiivkach. Pro budouci méfeni je vhodné optimalizovat pfipravu tak, aby nedochézelo
k pohybu hydrogelu v Petriho misce a aby byl pfipraven dostatecné rovny povrch.

Aby byla zachovana konzistence s pfedchozimi métenimi i pro toto méfeni byla vybrana
silova kiivka, jejiz tvar se co nejvice podobal predpokladanému tvaru silové kiivky,
pozorované napiiklad pii charakterizace agar6zového hydrogelu (obrazek 30). Na grafu lze
sledovat kromé jednoho kontaktu hrotu se vzorkem i1 opétovny skok hrotu do vzorku, coz
muze byt zapii¢inéno pravé méfenym nerovnym povrchem (obrazek 36).
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Obrazek 36: Silovad kFivka ziskana pri méreni 1 hm. % algindtového hydrogelu pomoci
modifikovaného nosniku.

Adhezni prace vytvorena mezi modifikovanym nosnikem a 1hm. % alginatovym
hydrogelem byla vypodtena na (1,576-10717 £0,725-107'7) J. Adhezni sila byla stanovena
na 207,8 pN (obrazek 37).
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Obrazek 37: Adhezni prace naméienda mezi modifikovanym nosnikem a 1 hm. % algindtovym
hydrogelem.

Nosnik typu MLCT-SPH-10UM-DC

Nasledné bylo provedeno méteni pomoci nosniku MLCT-SPH-10UM-DC s 10 um kuli¢kou
misto hrotu, kdy konstanta pruznosti nosniku byla dle kalibrace stanovena na 0,007 N/m
arezonancni frekvence byla naméfena na 16,52 kHz. Hodnota pusobici sily nosniku
na povrch vzorku ¢inila 0,134 nN.

Meéfteni probehlo pouze jednou, jelikoz se pfi kazdém dal§im pokusu méfeni hrot oddaloval
nebo zanotoval do vzorku, coz neumoziiovalo spustit méfeni, 1 pfestoze byla hodnota sily
meéneéna. Pouze jedno méfeni bylo dokonceno bez preruseni za ziskani 64 naméfenych
silovych kiivek. Jedna z nich je zobrazena nize (obrazek 38).
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Obrazek 38: Silovd kFivka ziskana pri méreni 1 hm. % algindtového hydrogelu pomoci nosniku
MLCT-SPH-10UM-DC.

Youngiv modulu pruznosti 1hm.% alginatového hydrogelu byl stanoven
na (382 + 159) Pa. Ten vySel o fad niz§i nez pro agar6zovy hydrogel za pouziti stejného
nosniku (i pfi vyssi pusobici sile). Na vysledek mize mit vliv niz§i koncentrace polymeru
v alginatovém hydrogelu, coz vede k niz§i tuhosti struktury.

Solbu a kol. [80] méfili Youngliv modul pruznosti pomoci mikroskopie atomarnich sil
1,5 hm. % alginatového hydrogelu s 20 mM Ca®*, jehoz hodnota ¢&inila (2 265 + 564) Pa.
V ramci chyby méfeni tato hodnota koresponduje se ziskanou hodnotou méfenou pomoci
modifikovaného nosniku, kde nameéfena hodnota Youngova modulu pruznosti vysla
(1459 + 1 039) Pa pii nastavené hodnoté Setpointu na 0,854 nN. Rozdily hodnot mohou byt
zpusobeny odlisnou piipravou a koncentraci alginatového hydrogelu, ¢i vlivem pouziti jiného
nosniku, kdy k méfeni povrchu pouzivali hrot s polomérem 30 nm, pficemz pusobeni ostrych
hrotli na zkoumany povrch hydrogelt miize vést k vys$sim naméfenym hodnotam Youngova
modulu pruznosti. Je mozné, ze nami naméfené hodnoty Youngova modulu pruznosti jsou
nizsi kvuli nedostatecné zesiténé struktuie hydrogelu. Méfeni muselo byt provedeno hodinu
po piipravé, aby nedochazelo k pohybu hydrogelu, coz vSak nemusela byt dostate¢na doba
pro vytvoreni kompletni polymerové struktury.

Hodnota adhezni prace naméfend mezi nosnikem s kulickou a 1hm. % alginatového
hydrogelu byla vypoétena na (1,551-10717+0,518-10"7)J. Adhezni sila byla zisténa
z nejnizsiho bodu vykresleném silovou kiivkou a ¢ini 116,6 nN (obrazek 39).
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Obrazek 39: Adhezni prace namérena mezi nosnikem MLCT-SPH-10UM-DC
a 1 hm. % algindatovym hydrogelem.
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7 ZAVER

Hlavnim cilem diplomové prace bylo provést vhodnou modifikaci hrotii a experimentalné
ovefit moznost realizace této modifikace v misté pracovisté, kde diplomova prace vznikala.
Hlavni motivaci bylo stanoveni mechanickych vlastnosti vybranych hydrogelid. Bylo
predpokladano, ze pii méfeni povrchi hydrogeld pomoci ostrych hroti dochazi nejen
k poni¢eni hrotu ¢i povrchu vzorku, ale vlivem malého poloméru hrotu a nehomogenni
struktury povrchu hydrogelti na nanoturovni jsou ziskany pii méfeni mechanickych vlastnosti
velké smérodatné odchylky. Z tohoto divodu a také na zakladé literarni reSerse byla vybrana
moznost modifikace hroti pomoci uchyceni mikrocastice na konec nosniku, pro zvétSeni
kontaktni méfici plochy a tim zprimérovani namérenych hodnot.

Z pocatku probihaly snahy o modifikaci nosniku za pomoci instrumentalniho vybaveni
na FCH VUT. Ukézalo se vsak, ze absence optického mikroskopu v tandemu s AFM
neumoziovala pfesné uchyceni mikro€astice na nosnik. Za timto ucelem byl osloven
vyzkumny ustav CEITEC, jelikoz vlastni adekvatni instrumentalni vybaveni, vhodné
pro realizaci stanoveného ukolu. Za téchto podminek jiz byl hlavni cil, tedy uspésné provést
modifikaci nosniku, splnén. Byl vybran nosnik typu NP-O10, ktery neobsahuje hrot a je urcen
pifimo pro tyto ucely. Na konec nosniku byla nalepena kulicka melaminové pryskyfice
o pruméru 5 um, jelikoz se tyto Castice bézné vyuzivaji na pracovisti CEITEC pro danou
aplikaci.

Modifikované nosniky byly nasledné€ pouzity pro stanoveni Youngova modulu pruznosti,
adhezni prace a adhezni sily pusobici mezi nosnikem a povrchem 2 hm. % agarézového
hydrogelu. Pro méfeni byl vybran kontaktni mod, ktery vyuziva silovou spektroskopii, jez
detekuje pusobici sily mezi povrchem vzorku a hrotem. Analyzou silovych kiivek pomoci
programu JPK Data Processing a Hertz/Sneddon modelu byly vypocteny uvedené
mechanické vlastnosti. Pro porovnani namétfenych hodnot pomoci modifikovaného nosniku
byly vybrany dva komercni nosniky. Jednim z nich je typ SNL-10 s ostrym hrotem 2 nm.
Druhym je nosnik typu MLCT-SPH-10UM-DC, ktery naopak misto hrotu obsahuje kulicku
z nitridu kfemiku o praméru 10 pm.

Bylo naplnéno oCekavani a konkrétné to, ze ostry hrot vyvolava lokalni napéti na povrchu
vzorku, coz muze vést k vysokym hodnotam Youngova modulu pruznosti a vlivem porovité
struktury pfi meéfeni jak pord, tak polymernich fetézci dochazi k navyseni smérodatnych
odchylek naméfenych dat. V kontaktnim méficim rezimu, ktery byl v diplomové praci
pouzivan, muze dochazet k poskozeni ¢i ulomeni hrotu, nebo naruseni povrchu méfeného
vzorku, coz nepiiznivé ovliviiuje namétrena data. Nosniky s ostrymi hroty poskytuji vysoké
rozliSeni pii zobrazovani struktury povrchi materialt, ale zdaji se byt méné vhodné
pro méfeni mechanickych vlastnosti za vyuziti silové spektroskopie z divodd uvedenych
vyse.

Naopak méfeni mechanickych vlastnosti pomoci nosniku MLCT-SPH-10UM-DC
s kulickou vykazovalo nizké smérodatné odchylky a nizké namétfené hodnoty Youngova
modulu pruznosti, pravdépodobné vlivem rozprostieni sil a vétsi meéfici plochy sondy
na povrchu hydrogelu. U nosniki s kulickami nedochazi k mechanickému poskozeni povrchu
vzorku vedouci k variabilit¢ naméfenych dat, jako tomu miZe byt u ostrych hrotti a zda se, ze
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jsou idealnimi méficimi sondami vyuzivanymi pro stanoveni mechanickych vlastnosti pomoci
kontaktniho rezimu.

Meéfeni povrchu pomoci modifikovaného nosniku poskytovalo vysoké odchylky
naméfeného Youngova modulu pruznosti, pravdépodobné vlivem pritomného lepidla
Ci Castice, vykazujici hydrofilni charakter. Ten se projevoval i na naméfené adhezni praci
a sile, které byly vyssi nez u méfeni pomoci komeréné dostupného nosniku s kulickou misto
hrotu. Uchyceni Castice na nosnik zpusobi zménu v konstanté pruznosti a rezonancni
frekvenci nosniku, coz mize mit také vyznamny vliv na méfeni. Do budoucna by bylo vhodné
pouzit pro modifikaci nosniku ke stanoveni mechanickych vlastnosti hydrogela vice inertni
material, jez nevykazuje vysokou adhezni silu mezi nosnikem a vzorkem. V budoucnu mohou
byt také vyuzity 1 vyrobené nosniky s pfilepenou kulickou melaminové pryskytice s COOH
skupinami, pro méteni interakci s hydrofilnimi latkami.

Nasledné byl zkouman vliv nastavené pusobici sily (Setpoint) na naméfené hodnoty
Youngova modulu pruznosti 2 hm. % agar6zového hydrogelu za wvyuziti nosniku
MLCT-SPH-10UM-DC. Bylo zjisténo, ze ¢im je pusobici sila nosniku na povrch hydrogelu
vyss§i, tim je naméfen vys$$i Youngiv modul pruznosti. Na méfeni Youngova modulu
pruznosti ma vliv tedy nejen hodnota pusobici sily, ale i tvar a vlastnosti nosniku. Je proto
dilezité pti kazdém méfeni definovat zminéné parametry.

Zavérem byl méten také povrch 1 hm. % alginatového iontové sitovaného hydrogelu, kdy
byly stanoveny jeho mechanické vlastnosti pomoci modifikovaného nosniku a komer¢niho
nosniku s kulickou. Vzhledem k vysledkiim pfedchoziho meéfeni byl nosnik s ostrym hrotem
vyfazen. Méfeni bylo narocnéjsi, jelikoz vlivem synereze dochéazelo k odlepovani hydrogelu
od dna Petriho misky, coz znehodnocovalo meéteni. Ziskané hodnoty Youngova modulu
pruznosti pomoci modifikovaného nosniku byly porovnany s literaturou [80] a bylo zjisténo,
ze v ramci smérodatné odchylky se hodnoty shoduji.

Vyhledem do budoucna by mohla byt optimalizace méfeni mechanickych vlastnosti
hydrogeld sjinym typem sitovani. Je Zzadouci optimalizovat pfipravu tak, aby byl
minimalizovan pohyb hydrogelu v Petriho misce a zajistén rovny povrch, jako tomu bylo
u agardzového hydrogelu. Cilem do budoucna je, aby se z méfeni AFM stala univerzalni
metoda pro stanoveni mechanickych vlastnosti polotuhych materialti na mikrotarovni.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

9.1 Seznam zkratek

AFM mikroskopie atomarnich sil

SMP mikroskopie skenovaci sondou

DMT Derjaguin-Miller-Toporov teorie

JKR Johnson-Kendall-Roberts teorie

SAM samousporadané monovrstvy

CNT uhlikova nanotrubice

MWCNT vicesténna uhlikova nanotrubice

SWCNT jednosténna uhlikova nanotrubice

CVD chemicka depozice z plynné faze

CFM mikroskopie chemickych sil

9.2 Seznam symbolu

fo rezonanc¢ni frekvence [Hz]
t tloustka nosniku [m]
l délka nosniku [m]
E Youngtv modul [Pa]
p hustota materialu [kg/m?]
k konstanta pruznosti [N/m]
w sirka nosniku [m]
F aplikovana sila na vzorek [m]
D hloubka vtisku hrotu [m]
R polomér hrotu [m]
% Poissonovo &islo (-]
20 poloha hrotu s nulovym zatizenim [m]
Zhrot okamzita vychylka hrotu [m]
R polomér kulicky [m]
a polomér kontaktni oblasti [m]
o polovi¢ni thel kuzele nosniku [°]
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