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ABSTRAKT

Predlozena bakalafska prace se zabyva studiem mikroskopie atomarnich sil (AFM), zejména
optimalizaci méfici procedury pro zobrazovani povrchu razné sitovanych hydrogela
V hydratovaném stavu. Nejvétsi pozornost byla vénovéna fyzikidlné sitovanému
polysacharidovému hydrogelu (termoreverzibilni agardza) Vv nabotnaném stavu, kdy byl
méfen povrch vzorkt o hmotnostnich koncentracich 4, 2, 1, 0,75 a 0,5 hm. %. Nasledn¢ byl
meéfen povrch iontové sitovaného 2 hm. % alginatové gelu s vapenatymi ionty. Na zaklad¢
literarni reSerSe byla méfeni provedena ve vod¢ zapouziti metody kvantitativniho
zobrazovani (QI™ Advanced Imaging), ktera je vhodna zejména pro mékké vzorky
S nerovnym povrchem. Pro méfeni bylo testovano vice nosnikt, nakonec byl vybran nosnik
SNL-10, ktery se jevil jako nejvhodné&js$i pro zobrazovani vzorkll v jakémkoliv méficim
prostfedi, zejména ve vodném. Pomoci obrazové analyzy ImageJ byly sledovany velikosti
port agar6zovych hydrogeld. Pro méteni hydrogeli v nabotnaném stavu byla optimalizovana
procedura méfeni jejich povrchu pomoci mikroskopie atomarnich sil, avSak pro riizné druhy
hydrogeld bude potieba individualni optimalizace jak pfipravy, tak nastaveni pfistroje.

ABSTRACT

The presented bachelor thesis deals with the study of atomic force microscopy (AFM),
especially the optimization of the measuring procedure for imaging the surface of variously
crosslinked hydrogels in the hydrated state. The most attention was given to the physically
crosslinked polysaccharide hydrogel (termoreversible agarose) in hydrated state, where the
surface of the samples with mass concentration of 4, 2, 1, 0,75 and 0,5 % was measured.
Subsequently, the surface of the ionically crosslinked 2 % alginate gel with calcium ions was
measured. Based on a literature research, measurements were performed in water using the
method of quantitative imaging (QI™ Advanced Imaging), which is especially suitable for
soft samples with uneven surfaces. Multiple cantilever were tested for measurement, finally
the SNL-10 cantilever was selected, which showed versatility for imaging samples in any
measuring environment, especially aqueous. The pore sizes of the agarose hydrogels were
monitored by image analysis ImageJ. For the measurement of hydrogels in the swollen state,
the procedure of measuring their surface using atomic force microscopy has been optimized,
but for different types of hydrogels, individual optimization of both preparation and
instrument setup will be required.

KLICOVA SLOVA
Mikroskopie atomarnich sil, rezimy zobrazovani, poklepovy rezim, hydrogely, agardza,
alginat.

KEYWORDS
Atomic force microscopy, modes of imaging, tapping mode, hydrogels, agarose, alginate.
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1 UVOD

Hydrogely v poslednich letech ziskavaji vyznamnou pozornost, jelikoz nachazeji uplatnéni
v Siroké Skale biomedicinskych aplikaci, tkdniovém inzenyrstvi, v zemédélstvi a vykazuji
jedine¢né fyzikalné-chemické vlastnosti.

Z toho vychazi, ze je podstatné znat strukturu hydrogeld v nativnim stavu. Metoda, ktera
umoznuje trojrozmérné zobrazovat strukturu povrchu hydrogelt, se nazyva mikroskopie
atomarnich sil (AFM), ktera spada pod mikroskopii skenujici sondou (SPM), jez vznikla
v 80. letech minulého stoleti. AFM dokaze zobrazovat povrchy riznych materialt
V jakémbkoliv prostfedi s vysokym rozliSenim.

Cilem této bakalaiské prace je analyzovat povrch riizné sitovanych gelii v hydratovaném
stavu. Nejvétsi pozornost je vénovana fyzikalné sitovanému termoreverzibilnimu
agarozovému hydrogelu, se ktery mame na FCH VUT dlouholeté zkuSenosti a jeho piiprava
je snadnd a reprodukovatelna. Dale byl méfen iontové sitovany 2 hm. % alginatovy gel
S vapenatymi ionty.

Teoretickd Cast bakalafské prace se vénuje vSeobecnému popisu hydrogeld, jejich
vlastnostem a rozd¢leni. Déle zahrnuje ptedstaveni mikroskopie atomarnich sil, uplatnéni této
metodiky, popis jednotlivych méficich rezimli a druhy nosnikd a hroti. Pozornost je také
vénovéana problémlim, vyhoddm a nevyhoddm AFM s ohledem na méfeni hydrogelovych
matric. Vypracovana literarni reSerSe se zamé&fuje na zkoumani a charakteristiku rtiznych
hydrogeli pomoci mikroskopie atomarnich sil, pficemz uzitecné poznatky byly pouzity
V navazujici experimentalni ¢asti. Ta zahrnuje pouzité materialy a pfistroje, postup méfenti,
charakterizuje méfici rezim (QI™ Advanced Imaging) a vném nastavitelné hodnoty,
a nakonec piipravu hydrogelovych vzorki. Dalsi ¢ast je vénovana ziskanym vysledkim
a diskuzi.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Hydrogely

Hydrogely jsou tvofeny z polymerti, coZ jsou makromolekuly stejného ¢i rozdilného ptivodu,
které se ve struktute pravidelné opakuji. Tyto makromolekuly se spojuji do fetézct, které jsou
navzajem propojeny sekundarnimi vazbami a v hydrogelech tak vytvati polymerni sit’. Volna
mista mezi fetézci makromolekul (pory) vypliiuje voda. Proces, kdy se ze solu vytvaii gel,
se nazyva gelace [1]. Hydrogely jsou vysoce hydrofilni — mohou zadrzovat velké mnozstvi
vody diky ptitomnosti hydrofilnich funkénich skupin (karboxylové, hydroxylové, amidové,
sulfonové) Vjejich trojrozmérnych sitich a zvétSit svlj objem (v porovnani
s xerogelem — disperzni podil bez disperzniho prostiedi) bobtnanim az 1000krat.

Hydrogely jsou typicky pfipraveny ze syntetickych nebo piirodnich polymernich fetézcu.
Mezi materialy, ze kterych lze ziskat hydrogely ptirodniho pivodu patii kolagen, chitosan,
kyselina hyaluronova, fibroin, Zelatina, agar6za, gellan a alginat [2].

Ptirodni hydrogely jsou postupné nahrazovany syntetickymi, z dvodu vyssi absorp¢ni
kapacity a delsi kinetické a teplotni stability [3]. Vykazuji vyssi vstiebatelnost a mechanickou
pevnost, jelikoz obsahuji silné kovalentni vazby. Mezi syntetické polymery patii
polyhydroxyethylmethakrylat, polyvinylalkohol, polypropylen fumarat, polyethylenglykol.
Kombinaci piirodniho a syntetického polymeru vznikaji kompozitni polymery, které maji
vynikajici mechanickou odolnost diky vzniklé hybridni struktute.

2.1.1 Vlastnosti a vyuziti hydrogela

vvvvvv

vlastnosti, diky kterym jsou hydrogely naprosto unikatni. Tyto vlastnosti souviseji s jejich
slozenim, stupném sitovani, zptisobem sitovani a obsahem vody [4]. Vysoky obsah vody
umoznuje rychlou difazi aktivnich slozek hydrogelem (piipadné uvoliiovani aktivni slozky
Z hydrogelové matrice), ale také vykazuje nedostatecné mechanické vlastnosti, jako je nizky
modul pevnosti [5]. Z hlediska finalnich aplikaci hydrogelovych materiald jsou naprosto
stéZejni jejich transportni vlastnosti, Uizce souvisejici s vySe diskutovanymi mechanickymi
vlastnostmi. Volbou vhodnych parametri piipravy hydrogelll lze dosdhnout materidlu
S rliznymi transportnimi vlastnostmi, a proto se hydrogely velmi ¢asto vyuzivaji jako nosice
aktivnich sloZek s fizenym uvolilovanim z jejich vnitini struktury. Maji vynikajici transportni
vlastnosti a reaguji na zmény vné&jSich podminek (tj. teplota, pH, rozpoustédlo, tlak, iontova
sila a elektricky potencial) [6]. Jelikoz maji hydrogely porézni strukturu, jsou vysoce
propustné pro riuzné typy aktivnich latek, jako jsou naptiklad 1éciva, ktera mohou byt
za vhodnych podminek z hydrogelu uvolnéna na spravném misté, dokonce po dlouhou dobu,
jedna se o cilené uvolnovani [7].

Diky své elasticit¢ mohou byt vyuzity jako kontaktni ¢ocky, prsni implantaty, kloubni
chrupavky a membrany [8]. Velké vyuziti nachazeji ve tkanovém inzenyrstvi,
kde se pouzivaji pro vice ucelt. Napiiklad v bfisni chirurgii jako prevence proti vytvoreni
pooperacnich sruastii, kdy hydrogel vyplni prazdny prostor, a vytvoii tak docasnou bariéru
mezi vrstvami narusené tkané. Tyto hydrogely vykazuji vysokou biokompatibilitu, kdy
V organismu nevyvolavaji zddné negativni reakce. Jako antiadhezivni material jsou nejCastéji



vyuzivany syntetické hydrogely, pii¢emz polyethylenglykol se pouziva k prevenci
pooperacnich sristu [8].

Mohou fungovat jako nosi¢e pro dodani bioaktivnich molekul a vyuzivat se jako
3D struktury pro tvorbu nahradni tkané a jako podpora bunék. V soucasné dobé se hodné
vyuziva hydrogelovy scaffold pro tvorbu tkani v¢etné svalt, kosti, chrupavek, jater a neuront.
Diky své biokompatibilité¢ se uplatituji v biosenzorech, kde plni ochrannou funkci v podobé
povlaku na casti senzoru, aby nedochdzelo k nezaddoucim interakcim s biologickymi
molekulami nebo bunikami. Lze je vyuzit jako imobilizaéni matrici pro biosnimaci prvky
a poskytuji vhodné prostiedi pro enzymy, jelikoz udrzuji jejich aktivni a funkéni struktury [9].
Hydrogely urychluji hojeni ran, jelikoZ jsou schopné udrzet optimalni vlhkost. Své vyuziti
nachdazeji 1 v zeméd¢lstvi, kde ukladaji vodu a Ziviny pro rist rostlin.

2.1.2 Chemické gely

Hydrogely lze délit podle mechanismu jejich vzniku na fyzikalné a chemicky zesiténé
hydrogely. Polymerni fetézce chemickych hydrogelti jsou sitovany kovalentnimi vazbami,
takze vykazuji vysokou stabilitu a velmi dobrou mechanickou odolnost ve srovnani
s fyzikalnimi hydrogely. Oznacuji se jako nereverzibilni gely, jelikoz je nelze ptevést z gelu
zpét do solu. Chemicky sitované hydrogely mohou vznikat napiiklad radikalni polymeraci,
enzymaticky  katalyzovanou reakci, reakci funkénich skupin nebo pilsobenim
vysokoenergetického zafeni, naptiklad gama zafeni a elektronovymi paprsky [11]. Chemické
sitovani se pouZziva pievazné pro vylepSeni mechanickych vlastnosti kone¢ného materialu
(napf. pevnost, kineticka stabilita).

Existuji rizné metody syntézy chemickych hydrogelt. Hydrofilni polymery, které obsahuji
hydroxylové skupiny (napf. polyvinylalkohol) mohou byt sitovany pomoci glutaraldehydu
za danych podminek (vysoka teplota a nizké pH) [12]. Dale mohou reagovat sitovaci ¢inidla
(napt. BIS) s funkénimi skupinami (napf. -OH, -COOH, -NH2) hydrofilnich polymeri
prostiednictvim adi¢ni reakce. Hydrogely na bdzi polyamidi a polyesteri mohou byt
piipravovany pomoci kondenzacnich reakci. Vysoce ulinnym Ccinidlem pro sitovani
hydrofilnich polymert s amidovymi skupinami je
N,N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid (EDC) [13]. Nevyhodou chemickych
hydrogeli je, Ze nékterd pouzivana sitovaci ¢inidla vykazuji toxicitu, kterd je nezadouci pfi
pouziti hydrogelu jako biologického materialu [14].

PVA hydrogel

Jednim z ptikladti chemicky sitovaného hydrogelu miiZze byt hydrogel na béazi syntetického
polyvinylalkoholu sitovany naptiklad aldehydy (napi. glutaraldehyd, glyoxal) nebo anhydridy
(dianhydrid EDTA) [15].

Jedna se o hydrofilni, netoxicky a biokompatibilni synteticky polymer. Je mechanicky
pevny, coz vyplyvd ze sitovadni pomoci vodikovych vazeb. Diky svym vlastnostem je
vhodnou nahradou cévniho materialu a je pouzivan pro kultivaci Zivych bunék. Stale vice
se uplatiuje ve tkanovém inzenyrstvi pro regeneraci organi a tkani [16,17]. Vyuziti nachazi
i ve farmacii jako cinidlo zvySujici viskozitu, ptfidava se do povrchovych natérd, filma
a do o¢nich kapek.



2.1.3 Fyzikalni gely

Na rozdil od chemického sitovani hydrogeld, fyzikalni sitovani probihd bez ptitomnosti
jakéhokoliv sitovaciho ¢inidla. Tvoii se vlivem zmény vné&jsiho prostiedi, jako je teplota, pH,
iontova sila, atd. Fyzikalni hydrogely mohou byt sitovany pomoci krystalizace, vodikovych
mustkl, iontovych a hydrofobnich interakci. Fyzikalni gely jsou oproti chemickym méné
pevné, tuhé a jsou termoreverzibilni. Hojn¢ vyuzivanymi materialy, ze kterych mohou tyto
hydrogely vznikat jsou agar, Zelatina, alginat a gellan.

Schopnost samouspofadani ve vodném médiu vykazuji amfifilni roubované a blokové
polymery, pfi¢emz vznikaji hydrogely. Fyzikalni hydrogely mohou vznikat teplotnim
namahanim [18]. Naptiklad polyvinylalkohol vytvoti gel pii pokojové teploté jen s malou
mechanickou pevnosti. Pokud je podroben cyklickému procesu zmrazovani — rozmrazovani
vznikne vysoce tuhy a elasticky gel. Dale miize sitovani probihat prostiednictvim iontd.
Ptikladem je alginat sodny, ktery je sitovdn pomoci vapenatych ionth pii fyziologickém pH
a pokojové teploté [19]. Nachazi velké vyuziti v medicing, uvoliiuje Iéky na uréenych mistech
na zakladé¢ zmény prostiedi a vyuziva se na enkapsulaci zivych bun¢k. Nékteré z fyzikalné
sitovanych hydrogeltt vykazuji termoreverzibilni vlastnosti, tj. mohou piechazet v sol
zahtatim na vysSi teplotu a néslednym ochlazenim dochazi opét k fazovému piechodu
na hydrogel. Jednim z takovych typi jsou nize uvedené agar6zové hydrogely [20].

Agarozovy hydrogel

Agardza je prirodni polysacharid, ktery se sklada z opakujicich se jednotek stfidajicich
se skupin  B-D-galaktopyranosy a  3,6-anhydro-a-L-galaktopyranosy  extrahovanych
z Cervenych motskych tas (obrazek 1). Agaréza tvori velmi rychle po rozpusténi ve vodé
termoreverzibilni gel a je nerozpustnd v organickych rozpoustédlech, kromé
dimethylfumaratu (DMF) a dimethylsulfoxidu (DMSQ). Béhem gelace se jednotlivé fetézce
spoji pomoci vodikovych vazeb za vzniku dvojitych Sroubovic a dalSi ochlazovani vede
ke spojeni téchto Sroubovic [21]. Vykazuji synerezi, coZ je samovolné vytékani kapaliny
z gelu v disledku jeho starnuti. S klesajici koncentraci agar6zy se synereze zvysuje, coZ
znamena, ze S rostouci koncentraci pevného podilu roste i kapacita zadrzovani vody. Bézné
se pouziva pii elektroforéze, ale v poslednich letech pouta pozornost ve tkanovém inzenyrstvi
diky své biokompatibilit¢ a biodegradabilité [22].

OH OH o)
@)

Lto 0 T/

OH HO ©

Obrazek 1: Struktura agarozy [21]
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2.2 AFM — mikroskopie atomarnich sil

V roce 1986 byl vynalezen mikroskop atomérnich sil, jako nastupce skenovaciho tunelového
mikroskopu (STM), ktery dokazal méfit jen vodivé vzorky [23]. STM byl vynalezen v roce
1981 némeckym fyzikem Gerdem Dinnigem, ktery spolu s Heinrichem Rohrerem ziskal
0 5 let pozd¢&ji Nobelovu cenu. Dokaze méfit silu o velikosti az 10 N a je méfen proud mezi
povrchem vzorku a hrotem. S nastupem mikroskopu atomarnich sil bylo mozné méfit
nevodivé vzorky a biomolekuly ve fyziologickém prostiedi pfi vysokém rozliSeni. Piicemz
neni sledovan proud, ale interakce zahrnujici pfitazlivé a odpudivé sily mezi hrotem
a povrchem vzorku. Zakladem je ostry hrot s polomérem v jednotkach nanometrt, ktery
je upevnén na ohebném nosniku (z angl. cantilever). Dalsim dulezitym prvkem je laser, ktery
detekuje ohyb nosniku s hrotem a fotodioda, ktera zpracovava signal (obrazek 2).

Hrot snimd povrch vzorku a zaznamenavaji se interakce, které zahrnuji pfitazlivé
a odpudivé sily, elektrostatické a van der Waalsovy sily. Tyto interakce zpisobuji vychyleni
nosniku ve vertikdlnim sméru. Jakmile se nosnik pohne, laserovy paprsek, ktery se odrazi
od jeho zadni strany, zméni tihel odrazu a dopadne tak na jinou cast fotodiody (detektor).
Ta je tvofena ze ¢ty kvadrant a polohu laseru 1ze pozorovat ve dvou smérech — horizontalni
a vertikalni. Pocita¢ nasledné zpracovava elektricky signal fotodiody a generuje zpétny signal
pro piezoskener, aby udrzel konstantni ptitlanou silu na hrotu [24].

NFM: (1+2)-(3+4)
FFM: (1+3)-(2+4
(143)-(2+4) \\ Laser
Fotodioda y )\ /7
£ //\: \‘\ f.‘ f/

2

N J

Cantilever

Povrch vzorku

Obrazek 2: Schéma méreni AFM [25]

K pfesnému rozliSeni pfispiva piezoskener, ktery prevadi elektrické signaly
do mechanického pohybu a umoznuje skenovani vzorku vroviné x-y pomoci
subnanometrové presnosti. Pro udrzeni konstantni sily mezi hrotem a povrchem vzorku
se pohybuji ve sméru 0sy z. Piezoskenery by mély byt kalibrovany jednou za nékolik mésict,
aby bylo dosazeno spolehlivych prostorovych méfeni. Kalibrace se provadi skenovanim
atomoveé plochych vzorkd, jako je grafit nebo slida s vysokym rozlisenim [26].

Mikroskopie atomarnich sil neposkytuje jen topografické informace, ale i mechanické
vlastnosti. Rozliseni AFM silné zavisi na tvaru hrotu. Pro dosazeni velice ostrého obrazu
je nejlepsi ostry hrot. Pfi skenovani velice plochych a pevnych povrchti dokaze AFM
dosahnout az atomového rozliseni [25].
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Pivodni zdmér AFM bylo méfeni vzorki pomoci hrotu, na jehoz konci byl pouze jeden
atom. Takové méfeni by bylo mozné, pokud by byl povrch plochy na atomové trovni, coz je
napiiklad Cerstvé rozstépenad slida. Pfi nerovném povrchu mohou skupiny atomt mezi sebou
interagovat, coz muze zhorSovat rozliSeni a je méfena drsnost povrchu v mikroméfitku [27].

2.2.1 Kontaktni rezim

AFM muze pracovat v n€kolika riznych rezimech. V kontaktnim rezimu je hrot v neustalém
kontaktu se vzorkem a je méfeno razné vychyleni nosniku, diky odlisné vysce povrchu
vzorku a pusobicim silam. Jelikoz je hrot se vzorkem v neustalém kontaktu, smykové sily
pusobici na vzorek jsou vyznamné a mohly by poskodit slabé vazané molekuly na povrchu
vzorku. V kontaktnim rezimu mutize byt méfeno vychyleni nosniku vlivem tfecich sil, v tomto
ptipadé se jedna o mikroskopii téeci sily (Friction Force Microscopy — FFM) [28]. Hrot mize
byt opatien funkénimi skupinami, jako je hydrofobni -CHs, nebo hydrofilni -COOH, pficemz
jsou sledovany adhezivni a tfeci sily mezi modifikovanym hrotem a povrchem vzorku
(viz Modifikace hrotu). Lze tak skenovat povrch vzorku a detekovat prostorové
rozlozeni funkénich skupin. Jedna se o mikroskopii chemické sily (Chemical Force
Microscopy — CFM) [29].

Kontaktni rezim je vhodny pro zobrazovani tvrdych povrchli a umoznuje vysoké rozliSeni.
U méfeni mékkych a lepivych materiald je hrot nachylny na ulpivani a sklouzavani
po povrchu, kdy muze povrch vzorku poskodit a prostorové rozliSeni byva snizeno vlivem
bocnich a adheznich sil. Pouzivaji se zde nosniky s nizkou konstantou pruZznosti 0 hodnoté
mensi nez 0,5 N/m a taktéz s nizkou rezonanéni frekvenci okolo 15 kHz. Tento rezim je
vhodny pro méteni v kapaling, ve vzduchu i vakuu. Tteci sila mezi hrotem a vzorkem neni
vzdy vitana, zejména pii méfeni mEkkych povrchll. Z tohoto diivodu byly vyvinuty dalsi
rezimy, které nezahrnuji tyto nezadouci sily a destruktivni charakter [30].

2.2.2 Bezkontaktni rezim

Bezkontaktni rezim (non-contact mode) vyuziva sily delS§iho dosahu, jako jsou
van der Waalsovy sily a sily elektrostatické. Hrot se nedotyka vzorku, ale pohybuje
se ve vzdalenosti od 1 do 10 nm nad nim. Nosnik je rozkmitan a jsou detekovany zmény
Vv rezonan¢ni frekvenci, kdyz se hrot pfiblizuje a oddaluje od povrchu vzorku. Bezkontaktni
rezim poskytuje vysokou citlivost a aplikaci malych sil, proto je vhodny pro méfeni mékkych
a biologickych materiald, kdy nedochazi k poSkozeni hrotu ani povrchu vzorku [31].
Nevyhodou je, kdyz je amplituda kmitu ptili§ velka, hrot se dostane do kontaktu se vzorkem
a nasledné¢ nemusi mit dostate¢né velkou energii na uvolnéni, proto musi byt pouzit tuzsi
nosnik s vyssi konstantou pruznosti a vyssi rezonanc¢ni frekvenci. Rychlost zobrazeni povrchu
je pomalejsi a sniz§im rozliSenim nez urezimu kontaktniho, diky vzdalenosti, ktera
je udrzovana mezi hrotem a povrchem vzorku. K lepsimu rozliSeni v bezkontaktnim rezimu
je doporuceno mapovat povrch ve vakuu [32].

2.2.3 Poklepovy rezim

Poklepovy rezim (tapping mode) je kombinaci piedchozich dvou uvedenych rezimu
a zahrnuje vyhody jak kontaktniho, tak i bezkontaktniho rezimu. Je pouzivan hrot, ktery kmita
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s frekvenci 50-500 Hz ve vzduchu a v kapalinach fadové 10 kHz s konstantou pruznosti vétsi
nez 10 N/m [32].

Hrot je v pferusovaném kontaktu se vzorkem a poskytuje dokonce vice informaci
nez kontaktni rezim, jelikoz interakce mezi povrchem a hrotem vedou nejen ke sniZeni
amplitudy oscilace, ale také Kk posunu ve fazi oscilace (obrazek 3). Diky tomuto posunu lze
ziskat informace o vlastnostech materidlu (napt. adheze). Poklepovy rezim funguje také
v tekutém prostiedi, proto se nejéastéji vyuziva pro biologické materialy [24].

S poklepovym rezimem tuzce souvisi rezim modulace sily (force modulation). Na nosnik
je aplikovana sinusova modulace a hrot skenuje povrch. Z prihybu nosniku Ize ziskat
informace o mechanickych vlastnostech (napft. tuhost vzorku) s vysokym bo¢nim rozlisenim.
Neudava absolutni hodnoty tuhosti vzorku, ale jevi se na povrchu jako oblasti s rozdilnym
zbarvenim v obraze FMM (force modulation microscopy) [34].

Pti poklepovém rezimu je vhodné pouZit tuzsi nosnik, ktery ma konstantu pruznosti vyssi
nez 10 N/m, jelikoZ je schopny pfi zabotfeni do vzorku pfekonat kapilarni sily. Kapilarni sily
vytvofené kondenzaci vodni vrstvy pfitahuji hrot k povrchu vzorku a vznika tak meniskus.
Pokud je vSak nosnik pftili§ tuhy, miize dochazet k poskozeni povrchu vzorku.

Poklepovy rezim je vhodny pro zobrazovani mékkych vzorkil, protoze boc¢ni sily nejsou
tak velké a poskytuje lepsi rozliSeni nez rezim bezkontaktni. Jednim z problémi poklepového
rezimu je nestabilita, kterd je zpisobena pfitazlivymi silami, kdyz se hrot dotkne vzorku.
Pro ptekonani této nestability je vhodné pouzit vyssi amplitudu kmitu, kterd vSak miize
zpusobit deformaci vzorku nebo poskozeni hrotu v disledku vys$sich odpudivych sil. Jednou
Z moznosti je pouzit tuz§i nosnik s vyssi konstantou pruZnosti, coz muze vést k lepSimu
piekonani plsobicich sil. M&k¢Ei nosniky poskytuji lepsi charakterizaci materialu mékkych
vzorkd, ale jsou mnohem nachylnéjsi na nestabilitu. Idealni nosnik pro poklepovy rezim AFM
pro mékké vzorky by se mél pfi kontaktu hrotu se vzorkem chovat jako mékky, aby
se omezily odpudivé sily a pro piekonani pfitazlivych sil by mél byt nosnik tuhy. Zehra
Parlak a spol. [35] piedstavili metodu, kdy byl pii poklepovém rezimu vyuzity integrovany
odecet sily aaktivni hrot. Hrot je zasouvan do nosniku, jakmile je pfekrocena sila mezi
hrotem a vzorkem, ktera je dana uzivatelem. Metoda umoznuje lepsi zobrazovani a snizuje
odpudivé sily a poskytuje presnéjsi topografii vzorku. Tato metoda je velice piinosna,
zejména pro mekké a heterogenni materialy [35].

Obrazek 3: Poklepovy rezim [26]

Rezim PeakForce byl vyvinut spolecnosti Bruker vroce 2010 a je Siroce vyuzivan
pro studium biomolekul. Vzdéalenost hrot—vzorek je modelovana sinusovym pohybem
pti amplitudach pod 100 nm a pii frekvencich 1 nebo 2 kHz v rezimu PeakForce Tapping.
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Vyhodou je, ze kdyz se hrot pfiblizuje k povrchu vzorku, rychlost hrotu se blizi nule.
To zajistuje kontrolu sily interakce mezi hrotem a vzorkem, takze jsou chranény pied
poskozenim a umoziuje zobrazovani v kapalinach pfi silach pod 100 pN. Rezim PeakForce
Tapping je rychlejsi ve srovnani s jinymi zobrazovacimi rezimy a umoziuje vytvofit tisice
silovych kiivek za sekundu. Umoznuje ziskat nanomechanické vlastnosti jako napiiklad
Youngliv modul pruznosti a adhezi, zaroven s topografii povrchu vzorku. Rezim PeakForce
méf Younguv modul pruznosti v rozsahu od 1 MPa do 50 GPa a adhezi od 10 pN do 10 uN
[36].

2.2.4 Nosnik a hrot

Rozliseni AFM siln¢ zavisi na tvaru a rozmérech hrotu. K dispozici je fada riznych druht
nosnikd a hrotd s Sirokym rozsahem konstant pruznosti, rezonan¢ni frekvenci, rizné¢ velkymi
poloméry a tvary hrotli, coZ umoznuje vybrat vhodny nosnik a hrot pro vzorek. Zakladem
pro mefeni je hrot, ktery je umistén na ohebném nosniku. Velikost hrotu je tadové
n¢kolik pm, pficemz existuji rizné geometrie hrotil, kdy nejbéznéjsi je tvar pyramidovy, dale
se vyrabi iobdélnikové s kulatym zakoncenim. Nosnik byvad obvykle ve tvaru
pismene V (obrazek 4), aby se zvysila jeho bo¢ni tuhost a je Casto vyrabén z kiemiku nebo
nitridu kiemiku [37]. Byva pokryt reflexni kovovou vrstvou, pro lepsi odraz laserového
paprsku na detektor. Pti méfeni v kapaliné se pouziva pozlaceny nosnik, aby byl chemicky
inertni. Nosnik je jednou stranou pevné umistén na ¢ipu a byva dlouhy 100-200 um, kazdé
raménko je dlouhé 20-40 um a Siroké 0,5-1 um. Nosniky se na €ip pfipeviiuji ve sklonu
od 7° do 20°, aby se vzorku dotkl jako prvni hrot a ne ¢ip, ¢imz se zvySuje efektivni konstanta
pruznosti o 10-20 % [38].

Obrdazek 4: Snimek trojithelnikového nosniku SNL-10 na jehoz konci je hrot [39]

Dilezitymi hodnotami, které vyrobci u kazdého nosniku s hrotem uvadéji, jsou konstanta
pruznosti a rezonan¢ni frekvence. Vyrabéji se nosniky s konstantami pruznosti od 0,005 N/m
do 40 N/m a ¢im vyssi je konstanta pruznosti, tim je nosnik kratsi a tlustSi a ma i vyssi
rezonanéni frekvenci. Cim vys$si je rezonanéni frekvence nosniku, tim méné se na ngj
prenaseji vnéjsi vibrace z budovy, stolu nebo hluku [37]. Kratké a tenké nosniky jsou mékkeé,
maji vysokou citlivost a rezonan¢ni frekvenci. Nejmensi vyrobené nosniky jsou 10 pm
dlouh¢, 0,1-0,3 um vysoké a 3-5 um Siroké. Jejich velikost uz je téméf nemozné zmensit,
protoze je obtizné vyrobit malé hroty a zaméfit laserovy paprsek na tak malou plochu [40].
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Modifikace hrotu

Bézné jsou pouzivany hroty, které jsou vyrobeny z kiemiku nebo nitridu kiemiku [41].
Komeréné dostupné hroty byvaji vyrobeny bez diikkladné kontroly chemického sloZeni a jsou
Casto nachylné k ndhodné kontaminaci. Mohou obsahovat nelistoty, jako je prach nebo
organické latky. Pro jejich odstranéni a zabrdnéni kontaminaci zkoumaného vzorku
se doporucuje provést krok ¢isténi v UV nebo o0zonové komoie. Hydrofilni povaha
nemodifikovanych hroti zvySuje silné interakce s mékkymi hydrofilnimi biologickymi
materidly a mize byt pro povrch vzorku destruktivni. Roste nastup chemicky a biochemicky
modifikovanych hrott, které rozSifuji pole AFM experimenti. Jednou z nejjednodussich
uprav hrotu je kompletni oxidace celého povrchu pomoci UV zéfeni v atmosféfe bohaté
na ozon ¢i vystaveni kyslikové plazmé. Povrch tak bude obsahovat Si -OH funkéni skupiny,
které vSak zpisobuji snadnou kontaminaci kvuli vysoké povrchové volné energii [42].
Nejbéznéjsi metodou modifikace hrotu je imobilizace molekul alkylthiolu na pozlaceny hrot.
Vyhodou je snadnd pfiprava a Siroka Skala moznych funkénich skupin. Dale se vyuzivaji
alkylsilany ktpravé kiemikovych nebo silikatovych AFM hrott. Vzniklé monovrstvy
vykazuji stabilitu vii¢ci mechanickému a chemickému naméhani a neni nutné pokovovani
hrotu. Vysokou odolnost vi¢i mechanickému poskozeni vykazuji rovnéz hroty z uhlikovych
nanotrubic (CNT) [43]. Dale byva vyuzivan oxid kiemiéity ve formé kulicky, ktera
je pfidélana na konec nosniku. Tim se zvétsi polomér hrotu, takze pusobi nedestruktivng,
avsak neposkytuje pfili§ vysoké rozliseni [42].

Kalibrace a vypocet konstanty pruznosti k

Vazebna energie pro iontov€ vazané vzorky je mensi neZz 10 eV a pro krystaly organickych
sloucenin, je vazebna energie 10 MeV. Odpudivé sily plsobi ve vzdalenosti 0,02 nm.
Lze tedy pouzit rovnici

F = —AUAx, (1)

kde F definuje silu vyvijenou hrotem, AU vazebnou energii a Ax vzdalenost pusobeni
odpudivych sil. Pro iontové vazané vzorky by sila vysla 107" N a pro krystaly organickych
slou¢enin 10''N. Nosniky, které jsou pouzivany pro meékké biologické vzorky, maji
konstanty pruznosti v rozmezi od 0,0006-2 N/m, coz pomaha minimalizovat sily aplikované
na vzorek [24].

Vyrobcei udavaji hodnoty konstanty pruznosti, které se vsak od reality casto lisi. Prvnim
divodem miiZze byt nezndma vyska nosniku, jelikoZ nejsou homogenni po celé délce.
U nitridu kfemiku neni zndma vyska vrstvy oxidu, a potazmo ani vrstva zlata, ktera se nékdy
ptidava pro zvyseni odrazu a chemické odolnosti. ZvySenim hmotnosti nosniku se zvysuje
i rezonanc¢ni frekvence a je ovlivnéna konstanta pruznosti. Je tedy nutné konstantu pruznosti
pfed kazdym meéfenim experimentalné stanovit [44]. Konstanty pruznosti jsou obecné
vypocteny z geometrie nosniku a nejsou experimentalné zméfeny. Vypocet pro konstantu
pruznosti nezavisi na hmotnosti nosniku, pfi¢emz rezonancni frekvence ano. Pro nosniky
ve tvaru pismene V lze konstantu pruznosti vypocitat nasledovné

il
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Pficemz E je Youngtv modul pruznosti, W je Sitka nosniku, t je tloustka a | je jeho délka [44].
Pro vypocet rezonan¢ni frekvence se uvadi vztah

1,8751)* t | E
D T -
s = [12p

kde p je hustota materialu nosniku. Rovnice plati pro pravouhlé nosniky. Vysoka rezonancni
frekvence nosniku by méla mit vliv na rychlejsi skenovani. Vypoctena hodnota konstanty
pruznosti, nebo hodnota dana kalibraci, se od hodnoty uvedené vyrobci vétSinou lisi
v rozmezi od 10 do 20 %. Pro méfeni s riznymi nosniky se pouziva kalibrace referen¢niho
nosniku a poté pomoci né&j zkalibrovat ostatni nosniky (obrazek 5). Jeden z nosnikti byva
pfipevnén na piezoelektricky transldtor. Konstanta pruznosti je déna ndasledujicim
vztahem (4), kdy Krer je pruzinova konstanta nosniku, Z¢ je prihyb nosniku a Zp je poloha
piezoelektrického translatoru.

Z,—Z 1-2./Z
ke = kref pZ <= kref 7 /CZ 2 4)
c c/=p

Jako referencni nosniky se vyuzivaji mikroskopické nebo makroskopické nosniky,

kde konstantu pruznosti 1ze vypocitat [36].
Referen¢nfi nosnik

Obrdzek 5: Schéma vypoctu nosniku pomoci zatlaceni do referencniho nosniku a méreni vychyleni
ZcaZy [45]

Velice pouzivanou metodou pro kalibraci konstanty a vypocet rezonanéni frekvence je
pfidani znamé hmoty na konec hrotu, v podobé¢ kuli¢ky ze zlata nebo wolframu. Neni nutné
pouziti lepidla, jelikoz adheze je dostatecné silna a nedestruktivni [46]. Hmotnost kulicky
je vypoétena pomoci optické nebo elektronové mikroskopie, kdy je zjistén jeji polomér.
Metoda miize byt destruktivni, ale neni potfeba znat hmotnost nosniku.

Metoda, kterou navrhli Hutter a Bechhofer je analyza tepelného Sumu [47]. Je to rychla
metoda, kterd se pouziva i pro méfeni v kapaliné a probihd prostfednictvim softwarové
analyzy. Je Siroce vyuZivana, avSak zavisi na konkrétnim tvaru nosniku. Déle je tfeba pocitat
S riznymi druhy vibraci. Metoda je zalozena na méfeni volnych tepelnych fluktuaci nosniku
a Je vhodna pro mekké nosniky, které¢ maji konstantu pruznosti mensi nez 0,05 N/m, jelikoz
je amplituda kmitu mala.

2.2.5 Nanoindentace

Nanoindentace je metoda, ktera méfi mechanické vlastnosti materialu vtlaGovanim hrotu
do méfeného materialu v fadech nm-pm. Pavodné byla vyvinuta pro zkoumani
anorganickych materiald (rizné kovy a keramika) a méfeni jejich tvrdosti a pruznosti.
Umoznuje méfit velmi tenké vrstvy, pficemz je nutné malé zatizeni.
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Béhem indentace se analyzuje aplikované zatizeni a hloubka vtisku hrotu do vzorku.
Ziskané nanoindentacni kiivky (sila-vzdalenost) slouzi k vypoctu tvrdosti a modulu pruznosti
vzorku [24]. Metoda sleduje také teCeni (creep), fazovy prechod a trhliny. Pro zkoumani
tvrdych vzorkl se vyuzivaji ostré hroty, naopak pro mékké materidly, jako jsou polymery
nebo biologické vzorky, jsou vhodné sférické indentory, které jsou tupé. Nanoindentaéni
nastroj se od AFM zobrazovani 1isi tim, Zze je hrot znacné zatizen, aby pronikl skrz povrch,
piicemz rezim AFM je nedestruktivni. Lze zakoupit AFM nastavec jako dopln¢k
k nanoindenta¢nimu zafizeni, ktery poskytuje lepsi rozliSeni a lze sledovat povrch vzorku
pred a béhem skenovani [48].

2.2.6 Hertzuv model

Jednou z hlavnich mechanickych vlastnosti a charakteristickou veli¢inou pro dany material
je Youngv modul pruznosti. Lze jej definovat jako pomér napéti a jim vyvolané deformace.
Pro stanoveni modulu pruznosti se nejcastéji vyuziva Hertzliv model. Je dan vztahem

4AE
F=o VR(D)3/2, -
kde E je Youngiv modul, R je kontaktni polomér, F je sila, v je Poissonovo ¢islo a D je
vzdalenost mezi hrotem a povrchem vzorku [49]. Hertziv model pfedpoklada, ze material je
elasticky a homogenni, coz je velka ptekazka pro méfeni polymera a biologickych materiali.
Dale nepocita s presnym tvarem hrotu a aproximuje jej na tvar kuzelovity. Hloubka vtisku je
uréovana nepiimo pomoci AFM méfteni, tudiz byvaji malé vtisky zatizeny velkymi chybami
diky kolisani hrotu, tepelné fluktuaci a Sumu. Tyto okolnosti ovliviiuji hodnotu Youngova
modulu a je slozité jej presné urcit [50].

2.2.7 Analyza silovych kfivek

Mikroskopie atomarnich sil umoznuje zobrazovat nejen povrch vzorkli ve vysokém rozliseni,
ale také dokaze méfit kiivky sily jako funkce vzdalenosti, které poskytuji informace
0 vlastnostech materialu, jako je naptiklad adheze, hustota povrchového naboje, tvrdost,
elasticita, dokonce i interakce mezi casticemi. Silu mezi hrotem a vzorkem lze vyuzit
pro ziskani vlastnosti jak vzorku, tak média okolo né&j. Pfi méfeni sily se hrot pohybuje
smérem ke vzorku a poloha hrotu a prohnuti nosniku jsou pfevedeny na kfivky sila-vzdalenost
(F=F(r)), neboli silové kiivky.

Obecné lze kiivku sila-vzdalenost rozdé€lit na tii ¢asti: pohyb smérem ke vzorku, kontakt
se vzorkem a oddaleni od povrchu vzorku. Prvni cast kiivky poskytuje informace
0 odpudivych a pfitazlivych silach mezi hrotem a povrchem vzorku (napt. elektrostatické,
van der Waalsovy sily). Druha ¢ast kiivky odpovida kontaktnimu rezimu, kdy se hrot dotyka
vzorku a poskytuje informace o mechanickych vlastnostech vzorku, jako je Youngliv modul,
relaxaéni Cas a viskozita bun€k ¢i hydrogel. Posledni ¢ast kiivky, kterd zahrnuje oddaleni
hrotu od vzorku poskytuje informace o adheznich nebo lomovych sildich a rozbalovani
polymert (obrazek 6).

Pii ptiblizeni hrotu ke vzorku se nosnik vychyli ze své ptvodni polohy. Pii vzdalenosti
vétsi nez 10 nm mezi hrotem a povrchem vzorku pfevladaji elektrostatické a hydrofobni
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interakce a nosnik je ohyban smérem ke vzorku. Jakmile je vzdalenost mezi hrotem
a vzorkem mensi nez 10 nm, plisobi pievazné van der Waalsovy sily. Pokud jsou pfitazlivé
sily vétsi nez konstanta pruznosti nosniku, dojde k rychlému kontaktu hrotu se vzorkem,
kde jej drzi adhezni a kapilarni sily. Kapilarni sily jsou dualezité pii méfeni sil ve vzduchu,
jelikoz mohou byt vétsi nez intramolekularni sily [51].

= Odpudiva sila
1 m
P¥iblizovani
0 <
’ Skok do kontaktu )
-100 \ 100 2000+ 300 400 500 600 700 800
-0,5 .
. Vzdalenost [nm]
=z
< 1
® Oddalovani
=
15 4 Adheze
-2
2,5
3 J

Obrazek 6: Krivka sila-vzddlenost (F-d) [52]

Pro ziskani pfesnych kiivek sila-vzdalenost je nutné pouzit kalibrované nosniky o zndmé
konstanté pruznosti k. Sila, ktera ptisobi na nosnik je dana vztahem

F = —kz, (6)

kde kje konstanta pruznosti nosniku a zje prihyb nosniku ve sméru kolmo ke vzorku.
Drsnost povrchu vzorku nebo hrotu je problémem pro interpretaci siloktivek [34].
U deformovatelnych povrchii miize byt pfitomnost povrchovych sil problém, protoze mohou
vést k vyrazné deformaci jesté predtim, nez dojde ke kontaktu. Je prakticky nemozné piresné
urCit, kdy dochazi ke kontaktu hrotu s povrchem vzorku. Pro lepsi zobrazeni mékkych
biologickych vzorki je potfeba co nejmensi sila mezi hrotem a povrchem vzorkd. Prvni
pokusy o snizeni sil byly jiz vroce 1989, kdy Weisenhornem a spol. [51] zjistili,
ze zobrazovani vzorkil v kapaling tyto interakce vyrazné sniZuje.

2.3 Problémy pri méfeni hydrogeli pomoci AFM

Pti méteni hydrogelti pomoci AFM se muze vyskytnout nékolik problémii, kterym je potieba
zabranit. Vzorky musi byt co nejvice pfipevnény k podkladu, aniz by byla porusena jejich
struktura, jelikoz mlze byt podstavec mirn¢ naklonény a mohlo by dojit k posunu vzorku.
Jako podklad nejlépe slouzi material, ktery je chemicky Ccisty s hladkym povrchem.
Nejvhodnégjsi material je slida s atomarné rovnym povrchem, ktery je snadné nalamat a diky
cenové dostupnosti jde 0 nejvice pouzivany material. Druhym nejbéznéjsim materidlem je
sklo, které neni tak hladké, ale lze jej vyuzit pro sledovani vétsich vzorku [53].

pruznosti K a rezonanéni frekvenci fo. Pti pfili§ vysoké hodnoté konstanty pruznosti by mohlo
dojit k poskozeni vzorku. Pfi méfeni kolagenovych a polyakrylamidovych geli Gimenéz
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a spol. [54] pouzili nosniky s konstantou pruznosti v rozmezi 0,01-0,1 N/m. Podle zkuSenosti
byly pro nejmék¢i vzorky vyuzity konstanty pruznosti s nejnizsi hodnotou. I kdyz jeji hodnota
byva uvedena vyrobcem, je vhodné ji zméfit pied kazdym experimentem (jedna
se 0 tzv. kalibraci nosniku). Zouheir Drira a spol. [55] méfili konstantu pruznosti nosniku
natvrdém a ¢istém slidovém povrchu metodou tepelné fluktuace na rtznych mistech.
Nasledné pouzili primérnou hodnotu takto stanovené konstanty pruznosti. V priabéhu méfeni
muze hrot ztratit svoji ptivodni ostrost a geometrii, coz vede k dalsi ztraté presnosti méteni.

Dalsim dulezitym parametrem je heterogenita hydrogelii. Pro spravné vyhodnoceni jak
mechanickych, tak elastickych vlastnosti je vhodné méfit vzorek na vice mistech a namétené
hodnoty zprimérovat.

Dal$im zdrojem chyb jsou interakce povrchu hrotu se vzorkem, kdy se v nanoméfitku
stavaji van der Waalsovy sily vyraznéjsi, coz mize vést k adhezi mezi povrchem vzorku
a hrotem. Chyby mohou nastat i pfi nanoindentaci. Pro m&kké vzorky je vhodné pouZit
Oliver—Pharr model, coz je analyticky model popisujici zakladni vlastnosti materialu
(Youngtv modul pruznosti a tvrdost) a také chemicky modifikovat material hrotu [56].

Sily, které mohou za vychyleni nosniku, jsou elektrostatické a van der Waalsovy sily mezi
povrchem vzorku a hrotem. Nékdy vSak mohou pisobit i jiné sily, naptiklad kapilarni, které
se vyskytuji na povrchu vzorku pti kondenzaci vody a komplikuji méteni. M¢kké vzorky by
proto mély byt zobrazeny v tekutém prostredi, jako je roztok pufru nebo voda, pticemz
se kapilarni sily snizuji a Ize mékké vzorky 1épe métit [57].

2.3.1 Nevyhody AFM

Me¢éteni hydrogelli pomoci mikroskopie atomarnich sil ma urc¢ité nevyhody. Vysoky obsah
vody miZe vést k problémlim v dimenzovani sit€ a miZe dojit k poskozeni vzorku pii pouZiti
kontaktnitho modu. Méfenim se ziska nedostatek chemickych informaci, coz ale lze ziskat
pouzitim dopliikové SFG mikroskopie (sum frequency generation spectroscopy), ktera
poskytuje chemické informace o povrchu zkoumaného vzorku, jeho sloZeni, ptipadné
posouzeni dehydratace na povrchu vzorku [58]. Rozsah AFM skeneri je omezen i vertikalng,
tudiz zaktivené vzorky nelze méfit. Pro méfeni s vysokym rozliSenim je dllezité mit
ptipravené ploché a Cisté vzorky.

2.3.2 Vyhody AFM

Jednou z hlavnich vyhod AFM je snadna piiprava vzorku. Je to velky ptinos pro zobrazovani
biologickych vzorkd, které mohou byt méteny ve fyziologickém roztoku. Méfeni se miize
provadét ve vode, vzduchu i1 ve vakuu a neni potifeba specialni piiprava vzorku ani urcité
rozmezi teplot. Méfeni ve vodném prostiedi je pfinosné pro zkoumani biologickych materiald,
kdy muze probihat za témét fyziologickych podminek [57]. Mikroskopie atomarnich sil
poskytuje trojrozmérné topografické informace, kdy dokaze poskytovat vysoké vertikalni
rozliSeni, 1 mechanické vlastnosti nebo adhezi. K pozorovani neni nutny vodivy vzorek.
Pro méfeni je dilezité, aby byl vzorek hladky pouze v méftitku s polomérem zakiiveni hrotu.
Povrch mékkych materiald lze vyhladit odebranim hladké Sablony. Napiiklad, kdyz je
polymer nataven na slidu nebo kfemikovou desticku, po ochlazeni a pfed experimentem
se Sablona sloupne a hladky povrch polymeru mize byt méten. AFM je jedinou piilezitosti,
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jak sledovat povrch materidlu nebo bunék, jejich morfologii, nanomechanické vlastnosti,
reakce na okoli a interakce s prosttedim.

Potencial AFM neni jen v zobrazovéani povrchu vzorkl, ale dokdZe zaznamenat sily jiz
od 10 pN. V rezimu silové spektroskopie dokaze zaznamenat kiivky sila-vzdalenost, kdy je
sila vykreslena jako funkce vzdalenosti mezi hrotem a vzorkem. Tyto kiivky mohou byt skrze
razné fyzikalni modely pfepocteny na nanomechanické a nanoadhezivni vlastnosti dané¢ho
materidlu. Také jsou ve svéte¢ ¢im dal vice pouzivany hroty, které jsou opatieny zivymi
bunikami a biomolekulami, coz otevirda nové cesty ke zkoumdni interakci mezi témito
vylepSenymi hroty a bunéénymi povrchy. Stale vice ¢lankl se zabyva zkoumanim uc¢inkd 1€ka
na burniky pomoci AFM [59].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Topograficka heterogenita v PVA hydrogelech studovana pomoci AFM

V této studii Ashit Kuman Pramanick a spol. [60] studovali hydrogely na bazi
polyvinylalkoholu syntetizované metodou zmrazovani a rozmrazovani pomoci bezkontaktni
AFM. Byl pozorovan vliv zpracovani na vyslednou topografii. Roztoky byly pfipraveny
rozpuSténim vhodného mnozstvi PVA v destilované vodé¢ pii 80 °C, aby se ziskaly roztoky
s koncentracemi 6 %, 10 % a 14 %. Poté byly nality do forem o priméru 18 cm a tloust’ce
1,5 cm a nasledné byly zmrazovany po dobu 8 hodin pii 0 °C a rozmrazovany 16 hodin
pii teploté 37 + 2 °C. Vzorky byly vystaveny 15, 30 a 45 cyklim zmrazovani a rozmrazovani.
Byly ziskany fyzikalng sitované PVA hydrogelové filmy o tloustce 1-1,5 mm. Cést vzorku
ve stfedu filmu byla vyfiznuta a pfilepena na slidovou fo6lii pomoci dvojité pasky. Byl pouzit
bezkontaktni rezim NC-AFM a pouzity hrot byl znitridu kiemiku na nosniku SI-DF20

s konstantou tuhosti okolo 20 N/m a frekvenci 135 kHz.
a —IS - ™ [ ga’.'-.'

Obrazek 7: a) AFM snimky 6 % PVA hydrogelii, po 15, 30 a 40 cyklech zmrazeni — rozmrazeni,
b) Trojrozmérné snimky 6 % PVA hydrogelii po 15,30, a 40 cyklech zmrazeni — rozmrazeni [60]

U 6% PVA hydrogelu byl pozorovan viditelny uc€inek cykll, jelikoz dochézelo
ke strukturnimu pieskupeni v polymernich fetézcich. U hydrogelu, ktery byl vystaven
45 cyklim zmrazeni a rozmrazeni, je pozorovano znacné sniZzeni poctu tmavych amorfnich
oblasti, tudiZz byla zvySena krystalinita. Z binarnich snimkt a pomoci softwaru pro analyzu
obrazu (Image J) byl vypocten objemovy zlomek krystaliti v 6 % hydrogelu. Bylo zjisténo,
ze nejvetsi podil je u hydrogelu se 45 cykly zmrazeni a rozmrazeni, mensi je u hydrogelu
s 15 cykly a nejmensi pocet krystalickych oblasti se nachédzi u hydrogelu se 30 cykly zmrazeni
a rozmrazeni [60].

Rady podlouhlych krystalt, které jsou uspofadany vedle sebe, Ize sledovat u 10 % PVA
hydrogelu po 45 cyklech zmrazeni, kdy dochazi v hydrogelu k samosestaveni a formovani
struktury. Hydrogel po 15 cyklech zmrazeni vykazoval nejvétsi drsnost a to 85 nm. Evidentné
se opakovanim zmrazeni a rozmrazeni pfeskupuji polymerni fetézce a povrch se stava
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hladsim. 14 % PVA hydrogel po 45 cyklech rozmrazeni vykazoval maximalni velikost
krystaliti a viditelné pory o velikosti 200-250 nm (obrazek 7) [60].

3.2 Mechanické vlastnosti PEG hydrogelu

Zouheir Drira a spol. [55] méfili mechanické vlastnosti polyethylenglykolovych hydrogeld,
jako je modul pruznosti, tuhost a vliv molekulové hmotnosti monomeru, koncentrace
iniciatoru a rychlost dehydratace na mechanickou pevnost. Polyethylenglykol je rozpustny
ve vod¢ a diky své biokompatibilité a netoxicité ma uplatnéni v medicinskych a biologickych
oblastech. Mechanické vlastnosti PEG hydrogelt 1ze upravit na zéklad¢ délky polymerniho
fetézce a zesiténi. Vzorky hydrogelu polyethylenglykol diakrylatu (PEG-DA) byly pfipraveny
smichany s 10 pl 0,5 % fotoiniciatoru (Darocuru 1173) a vortexovany 20 sekund. Postup byl
opakovan s 1 % a 1,5 % iniciatory. Byla provedena fotopolymerace v UV komofte pfi vinové
délce 360 nm a byly ziskany vzorky PEG-DA obdélnikového tvaru o tloustce 1,5 mm. Obsah
vody ve vzorku byl stanoven zvézenim hydratované a vysuSené formy. Pfi méfeni byly
pouzity dva rizné nosniky S odliSnymi konstantami pruznosti k, které byly méfeny na tvrdém
a Cistém slidovém povrchu metodou tepelné fluktuace. Prvni se pohybovala v rozmezi
0od 30 do 40 N/m a druha od 15 do 27 N/m (PPP-ZEIHR). Byly zkoumany hydrogely
se tfemi riznymi molekulovymi hmotnostmi monomeru (258, 575 a 700 Da) a iniciatory. Pro
zjiSténi mechanickych vlastnosti v hydratovaném stavu byl pouZzit PEG-DA o molekulové
hmotnosti 575 Da s 1 % iniciatorem. Vzorky byly méfeny pomoci bezkontaktniho modu,
ktery neposkozoval hrot ani vzorek. Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) byl
hrot zkouman pfed i po méfeni. Fotoiniciator v kombinaci s UV zafenim vytvaii volné
radikaly, coz vede ke tvorbé vysoce zesitovanych siti riznych tvard a délek. Bylo zjisténo,
ze koncentrace iniciatoru ovliviluje stupen sitovani polymert a méni se tak jeho fyzikalni
i chemické vlastnosti [55].

Mira hydratace znateln€ ovliviluje mechanické vlastnosti PEG-DA, coZz vede k niz§im
hodnotdm modulu pruznosti a tuhosti v porovnani s vysusenymi hydrogely. Byly zkoumany
Castené hydratované vzorky s molekulovou hmotnosti 575 Da a s obsahem vody 63 %
a 86 %. Po fotopolymerizaci byly vzorky promyvany vodou 8—10 minut. Pfed méfenim byly
vzorky vysuseny mirnym proudem vzduchu, aby se zabranilo hydrostatické ptitazlivosti mezi
hrotem a povrchem vzorku. U vzorku s molekulovou hmotnosti 575 Da a obsahem vody 63 %
byl modul pruznosti vypocten na 4,33 + 0,28 MPa a tuhost 2,48 + 0,27 N/m. S 86 % obsahem
vody klesl modul pruznosti na 2,85 + 0,35 MPa a tuhost se zvySsila na 4,32 + 0,12 N/m.

Hydrogel svysokym obsahem vody (témét 100 %) byl meéfen piimo pod vodou.
V kapaliné¢ nemohl byt pouzit mekéi nosnik, jelikoz interakce sil i stupen pfilnavosti byl
vyrazny. Data byla ziskavana pouze s vysokym zatizenim a pouzitim tuhého nosniku.

Jejich prizkum ukazal, Ze vzorky mély ploché povrchy s drsnosti £ 4 nm na ploSe velké
20-50 um. Pfi vétSim obsahu vody ve vzorcich klesal modul pruznosti, zatimco tuhost rostla.
S ptidanim sitovaciho ¢inidla rostla jak hodnota modulu pruznosti, tak i1 tuhost. U hydrogelt
S vyss§i molekulovou hmotnosti byl sledovan vyssi modul pruznosti. Modul pruznosti
hydrogelu se v suchém stavu pohyboval v rozmezi 2 az 5 MPa, Vv pln¢ hydratovaném stavu
pak ¢inil 1 MPa [55].
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3.3 Topografie alginatovych hydrogelii pomoci mikroskopie atomarnich sil

Alginat je linearni polysacharid obsahujici dvé slozky — a-L-guluronat (G) a f-D-manurat (M)
spojené B-1,4-glykosidovou vazbou. G bloky jsou zodpovédné za iontové zesiténi
S vapenatymi ionty. Alginatovy hydrogel je vhodny pro pouziti v bunécné terapii
a ve tkanovém inzenyrstvi, jelikoz iontové zesiténi alginatu je témeét nezavislé jak na teplote,
tak i na pH nad 4. Alginaty neinteraguji s bunkami, jsou netoxické a s vicemocnymi ionty
tvofi hydrogely. Mechanické vlastnosti zavisi na hustoté sitovani a jsou ovlivnény jak
koncentraci alginatu, tak koncentraci sit'ujicich iontd. V této studii Anita Solbu a spol. [61]
zkoumali pomoci AFM nezndmou topografii a modul pruznosti Ca?* — alginatovych hydrogeli
V hydratovaném stavu.

Hydrogel alginatu sodného s vapenatymi ionty byl piipraven vnitini gelaci smichanim
algindtu, uhli¢itanu vapenatého a pomalu hydrolyzujici kyseliny glukonové. Veskeré
hydrogely byly pfipraveny v citratovém pufru o pH 7,4 sloZzeného z 14 mM citratu sodného,
56 mM fruktozy, 25 mM ¢inidla HEPES a 70 mM NacCl.

Alginatové hydrogely byly nality na Petriho misku o rozmérech 35x10 mm a zakryty, aby
se do meéfeni nevysuSily (asi 20 hodin). Tésn¢ pfed méfenim byly na povrch hydrogelu
pfidany kapky vody. Béhem meéfeni nebylo pozorovano botnani hydrogelu, ani synereze,
takze objem zistaval potrad stejny. Vzorky nebyly podrobeny Zzadnou upravou a byly
zkoumény v hydratovaném stavu.

Pro zobrazeni povrchu hydrogelll byl pouZivan QI (kvantitativni zobrazovani) rezim, ktery
je vhodny pro mékké vzorky, jelikoz doba interakce hrotu se vzorkem je kratka, byly
nastavené nizké hodnoty sily (Setpoint) a neobjevovaly se bo¢ni pohyby hrotu, jelikoz nosnik
se pohybuje nahoru a doll a vétSinu Casu je nosnik vtomto rezimu nad vzorkem.
Rychlost skenovani byla 35 pm/s a velikost skenu ¢inila 10x10 um. Byl pouzit nosnik
CB-2qgp-BioAC-ClI, ktery je uréen pro méfeni mékkych a biologickych vzorkt s polomérem
hrotu 30 nm, rezonanéni frekvenci okolo 50 kHz a nomindlni konstantou pruznosti
0,072 N/m. Vétsi polomér hrotu zabranuje nosniku piilisSné zaboteni do mékkych vzorki.
Doba meéfeni se liSila v zavislosti na mékkosti vzorku. U mék¢ich vzorkd méfeni trvalo déle,
jelikoz dochazelo k vy$§imu Sumu [61].
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Obrazek 8: Zobrazeni vysky alginatovych hydrogelii (A-C), Relativni drsnost (Ra) riizné
koncentrovanych gelii (D-F), povrchovy profil hydrogeli (G-1), hydrogely s riiznymi koncentracemi
alginatu a vapniku: 2,0 % (w/v) alginat a 22 mM CaCO3 (4,D,G), 1,0 % alginat a 18 mM CaCOs3
(B,E,H) a 0,5 % (w/v) algindtu a 15 mM CaCOs (C,F,I) [61]

Prvni cast byla zaméfena na zobrazeni mékkych hydrogelti alginatu a vliv zmény
koncentrace na topografii. 3D snimky zobrazuji relativni drsnost a profil povrchu
algindtovych gelid s riznymi koncentracemi algindtu a vapniku. Stfedni hodnota drsnosti
pro 0,5 % (w/v) alginat byla vyhodnocena pomoci softwaru na Ra=57+1nm, pro 1,0 %
Ra=78+4nm a pro 2,0% alginat Ra=57+1nm. Zcehoz vyplyva, ze se zvySujici
koncentraci alginatu dochazi ke sniZovani drsnosti povrchu, coZ 1ze pozorovat na snimcich
povrchovych profilt (obrazek 8).
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Obrazek 9: Distribuce velikosti pori hydrogelu algindatu vapenatého pro koncentrace: 2,0 % alginat
a 22 mM CaCO3 (A), 1,0 % alginadt a 18 mM CaCO3 (B) a 0,5 % algindt a 15 mM CaCOs (C) [61]

Byly sledovany distribuce velikosti pora rtizné koncentrovanych alginatovych hydrogeli.
Rozsah velikosti port se zvySoval s klesajici koncentraci alginatu. Pro 2,0 % alginat byla
primérnd velikost porti vypoctena na 136 +62nm, pro 1,0% alginat 172+ 110 nm
apro0,5% alginat 265+ 213 nm. Nejvétsi polomér péra byl 1230 nm u 0,5 % alginatu
(obrazek 9).

3.4 Siloxan-hydrogelové kontaktni ¢o¢ky

Vyrobcei kontaktnich ¢ocek se snazi ziskat materidly s nizkymi hodnotami modulu pruznosti,
dostacujici propustnosti pro kyslik a s dobrou urovni smacivosti. Clara Abadias a spol. [62]
seve studii zaméfili ziskani  topografickych a mechanickych vlastnosti
siloxan-hydrogelovych mékkych ¢oéek. Coéky byly ze dvou raznych materialtt — asmofilcon
A dostupny od PremiO (P) a Lotrafilcon B dostupny od Air Optics (AO). PremiO €ocky byly
pouzivany po dobu 15 dni, zatimco Air Optix byly pouzivany po dobu 30 dni a maximalné
6 hodin denné. Vzorky byly opldchnuty vodou, byl vyfiznut maly kousek stfedni Casti

na

a upevnén lepidlem na Cistou teflonovou podlozku na magnetickou desku. Na vzorek byly
pted pozorovanim dany 3—4 kapky 0,9 % roztoku NaCl a pted zobrazenim promichany. Byl
pouzit rezim PeakForce pro ziskani nanomechanickych vlastnosti, jako je adheze nebo
Youngiiv modul. Byly pouzivany hroty z nitridu kifemiku S nizkou konstantou pruznosti
0 hodnoté 0,1-1 N/m srezonan¢ni frekvenci od 2 do 20 kHz. Mistnost byla udrzovana
pii teploté 20 °C a 50 % vlhkosti. Pomoci metody tepelného Sumu a slidového povrchu byla
ziskana piesna hodnota konstanty pruznosti a nasledna kvantitativni hodnota Youngova
modulu. Pro topografické analyzy byly pouzity 3 parametry —stfedni drsnost, Sikmost
a Spicatost. Tyto 3 parametry byly vyssi pro neopotifebované cocky, kdezto modul pruznosti
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a adheze byly nizs8i. Stiedni drsnost byla u AO cocek nizsi nez u P Cocek, které byly také
mén¢ pohodiné [62].

3.5 Studovani povrchu kontaktnich ¢oc¢ek na bazi pHEMA

Ve studii Seong Han Kim a spol. [58] studovali dva typy povrchit mékkych kontaktnich coc¢ek
— neutralni a iontové hydrogely pomoci AFM. Byla méfena topografie, tfeni, adheze a modul
pruznosti hydrogelovych kontaktnich ¢ofek pomoci mikroskopie atomarnich sil (Autoprobe
MS5, ThermoMicroscopes, CA). Byly méfeny v kontaktnim reZzimu pomoci dvou riznych
nosniku. Jeden byl z nitridu kiemiku ve tvaru V se zakfivenim hrotu 50 nm a konstantou
pruznosti 0,03 a 0,5 N/m. Na druhém nosniku z nitridu kiemiku ve tvaru V byla pfipevnéna
polystyrenové kuli¢ka s konstantou pruznosti 0,38 N/m. Primér polystyrenové kulicky byl
zméten pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu a byl vypocten na 2,03 um.

Kontaktni ¢ofky byly vyrobeny bud zhomopolymeru 2-hydroxyethylmethakrylatu
(PHEMA), nebo z kopolymeru 2-hydroxyethylmethakrylatu a Kkyseliny methakrylové
P(HEMA + MA). Jako sitovaci &inidlo byl pouzit ethylenglykol dimethacylat. Cocky
nabotnaly ve fyziologickém roztoku 0,15 M NaCl pufrovaném na pH = 7. Cotka pHEMA
obsahovala 38 % vody a cocka pHEMA + MA 55 % vody. Pfed méfenim byly vSechny cocky
omyty fyziologickym roztokem a umistény na polypropylenovou formu, kterd byla ponotfena
v solném roztoku.

Pomoci kiivek sila-vzdalenost byl vypocten modul pruznosti a adheze povrchu.
Predpokléadali, ze nedochéazelo k deformaci polystyrenové kuli¢ky a konstanta pruznosti ¢inila
0,38 N/m. Modul pruznosti pro cocku pHEMA byl vypocten na 1,34 + 0,13 MPa a pro ¢ocku
p(HEMA+MA) 0,47 + 0,04 MPa. Byla sledovana drsnost na plose 10x10 pm?, ktera
pro ¢ocku pHEMA ¢inila 19 £+ 3 nm a pro ¢ocku p(HEMA+MA) 23 + 5 nm [58].

3.6 Zobrazovani alginatové matrice pomoci AFM

Alan W. Decho [63] studoval alginat jak ve stavu gelu, tak v solu. Snimky byly ziskavany
prostiednictvim mikroskopie atomdrnich sil pomoci poklepového rezimu. Pro méfeni
hydratovanych vzorka byl pouzit nosnik dlouhy 200 um a Siroky 20 um s trojuhelnikovym
hrotem, ktery byl umistén do drzaku (BioScope).

Pro pozorovéani jednotlivych molekul byly pouzity velmi zfedéné koncentrace alginatu
sodného 1079 M, ktery byl rozpustén v destilované vodé. Na &erstvé rozitépenou slidu bylo
naneseno 100 pl alginatu po dobu 5s. Nésledné byl objem odstranén pipetou a suSen
na vzduchu v bezprachovém prostiedi po dobu 1 hodiny.
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Obrdzek 10 Molekuly algindtu zobrazené pomoci AFM, ndahlé zalomeni (k) ve tvaru polymeru (p)
[63]

Pro zobrazeni alginatovych hydrogelii byla pouzita uméle pfipravena motiska voda, ktera
obsahovala ionty Ca?* a Mg?*. Alginat sodny byl rozpustén v deionizované vodg, ¢imz byl
vytvoien 2 % roztok alginatu (obrazek 10). Vrstvy gelu, které byly vétsi nez 40-50 pm, mély
tendence na slidovém povrchu vykazovat nespecifické vibrace, a prestoze byly umistény
na stole, ktery tyto vibrace snizuje, nemohly byt pouzity. Proto byly pfipraveny velmi tenké
vrstvy tak, ze na Cisty slidovy povrch byl koncentrovany roztok alginatu sodného rozmazan
a byl piidan 1 ml p¥ipravené moiské vody. Pomoci kationtli Ca?* a Mg?" v moiské vodé byl
rozmazany roztok preménén na tenkou vrstvu hydrogelu, byly snizeny nespecifické vibrace
a rozliseni snimkd bylo vyrazné zvyseno (obrazek 11).

Obrazek 11: 2% algindtovy hydrogel ponoren v morské vode [63]

Byla sledovéana sit’ dutin vytvofena rozpoustédlem a polymerni vlakna. Rozméry vlaken
se pohybovaly od 3,74 nm do 18,2 nm a primér dutin byl stanoven od 22 nm do 58 nm.
Jelikoz jednotlivé polymerni molekuly maji rozméry 1-3 nm, bylo odhadovano, Ze polymerni
vladkna se seskupily a vytvorily agregat. Takové uspotaddani by mohlo vytvofit fyzikalné
pevnéjsi hydrogel [63].
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3.7 Shrnuti poznatki z literarni reSerse o dané problematice

Z literarni reSerSe je ziejmé, ze mikroskopie atomdrnich sil je vhodnou metodou
pro zobrazovani povrchu rtizné sitovanych hydrogelii, i pro ziskavani jejich mechanickych
vlastnosti, jako je modul pruznosti, adheze a tuhost. Nejvétsi Gsili bude v experimentalni ¢asti
vénovano fyzikaln¢ sitované agaroze, ktera ovSem neni zminéna v literarni reSersi vzhledem
k nedostatku odbornych ¢lankii. Resersni kapitola je z velké ¢asti vyhled, co by bylo mozné
realizovat v budoucnosti, jako naptiklad méfeni mechanickych vlastnosti hydrogeli pomoci
mikroskopie atomarnich sil, potazmo modifikace hroti.

28



4 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni cast této bakalatské prace popisuje pouzité chemikélie, pfipravu hydrogeld,
nastaveni a praci s mikroskopem atomarnich sil JPK NanoWizard® 4 NanoScience,
pouzivané hroty a nastaveni zobrazovaciho rezimu (QI™ Advanced Imaging).

4.1 Pouzité chemikalie pro pripravu hydrogela

Pro piipravu hydrogeli méfenych pomoci mikroskopie atomarnich sil, byly pouzity
nasledujici chemikalie.
e Agar6za (Sigma-Aldrich, CAS: 9012-36-6, ¢islo sarze: 05066-36-6, EEO: 0,23-0,27)
e Alginat sodny (Sigma-Aldrich, ¢islo $arze: W201502-1KG)
e Chlorid vapenaty bezvody (Lach:ner, p.a., 1000 g)
e Demineralizovana voda (Milli-Q)
e Destilovana voda

4.2 Instrumentalni vybaveni
4.2.1 Pouzivané pristroje

e Magneticka michacka

e Vicemistnd magnetickd michacka POLY 15 VARIOMAG®
e Teplomér

e Analytické vahy Ohaus Pioneer PA214CM

e Mikroskop atomarnich sil JPK Nano Wizard® 4

Meéfeni probihalo pomoci mikroskopu atomarnich sil JPK NanoWizard® 4 NanoScience
od spolecnosti Bruker. Mikroskop je postaven na specialni podlozce (IsoPlate) od spole¢nosti
Thorlabs, ktera odstrafiuje okolni otfesy a vibrace a je uloZzen na misté, kde je sniZena
pravdépodobnost privanu, akustickych vjema a dalSich vlivi, které by mohly vyrazné
negativné ovlivnit méfenti.

4.2.2 Pouzivané nosniky a hroty

Na zaklad¢ studia literatury a dostupnosti spotiebniho materialu v podobé hroti na FCH
VUT, byly pro méteni hydrogelovych matric v nabotnaném stavu pouzity nasledujici hroty
anosniky, které budou zminény nize. Ugelem tohoto vybéru bylo nalezeni vhodné méfici
sondy, univerzalni pro zobrazovani povrchu hydrogelt.

SNL-10

K méfeni byly pouzity zejména hroty SNL-10 (obrazek 4), které maji trojihelnikovy tvar
a jsou univerzalni pro méfeni jakéhokoliv vzorku V jakémkoliv médiu. Zadni strana nosniku
je potazena zlatem. Konstanty pruznosti uvadéné vyrobcem se pohybuji V intervalu
od 0,03 N/m do 0,7 N/m. Rezonan¢ni frekvence se pohybuji od 12 kHz do 80 kHz a polomér
hrotu ¢ini okolo 12 nm.

MLCT
Dalsi hroty, které byly pouzity pro méfeni hydrogelovych médii v nabotnaném stavu, jsou
MLCT (obrazek 12). Kazdy Cip obsahuje 6 nosnikt, pficemz se jejich konstanty pruznosti
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pohybuji od 0,005 N/m do 1,2 N/m a rezonanéni frekvence od 4 kHz do 160 kHz. Hroty maji
trojihelnikovy tvar s polomérem 20 nm az 60 nm a horni ¢ast nosniku je potazena vrstvou
zlata. Hroty MLCT jsou idealni pro méfeni extrémné meékkych vzorkt v kontaktnim rezimu
a Vv kapalinach.

Obrazek 12: ¢ip MLCT na jehoz konci je 5 nosnikii s hroty

FESP-V2

Dalsim vyzkousenym nosnikem byl FESP-V2, ktery ma hrot s obdélnikovym tvarem a jeho
polomér se pohybuje kolem 10 nm. Konstanta pruznosti uvadéna vyrobcem ¢ini 1-5 N/m
arezonan¢ni frekvence 50-100 kHz. Tento nosnik s hrotem je vhodny pro poklepovy rezim
a pro méteni na vzduchu.

TESPA-V2

Nosnik TESPA-V2 ma konstantu pruznosti pohybujici se od 19 do 55 N/m a rezonanc¢ni
frekvenci od 270 od 370 kHz. Hrot je obdélnikového tvaru s polomérem 7 nm. Tento nosnik
je vhodny pro poklepovy a bezkontaktni rezim a jelikoz je velmi tuhy, je vhodny spise
pro méfeni pevnéj$iho materialu.

MLCT-SPH-1UM-DC

Poslednimi vyzkousenymi nosniky byly MLCT-SPH-1UM-DC, které nam byly doporuceny
vyrobcem, jakozto vhodné nosniky pro meéfeni povrchu hydrogelt. Obsahuji kulaté hroty
s nizkou konstantou pruznosti pohybujici se od 0,01 N/m do 0,5 N/m a s rezonan¢ni frekvenci
od 6 kHz do 85 kHz. Jsou ur¢ené pro kvantitativni nanomechanické mapovani zivych bungk,
tkani a hydrogeld, zejména ve vod¢€. Horni strana nosniku je pokryta reflexni vrstvou zlata.

4.3 Nastaveni pristroje

Po zapnuti pfistroje a programu JPK SMP Desktop byl vybran vhodny nosnik pro méfeni.
Nosnik byl pomoci pinzety umistén a upevnén do drzaku (holder). Nasledn¢ byl drzak vlozen
do hlavice mikroskopu, kde byl pootocen o 90° doleva a uzamknut. Zkoumany vzorek byl
umistén na podstavec mikroskopu, kde se nachéazeji svorky na jeho ptidrzeni. Nakonec byla
umisténa hlavice spolu s drzakem a nosnikem nad zkoumany vzorek.
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V programu byl vybran kvantitativni rezim zobrazovani (QI™ Advanced Imaging). Jednim
Z nejzasadnéjsich krokiti pfi méfeni je nastaveni laserového paprsku tak, aby smétoval
na nosnik a vytvofil co nejvyssi odrazovy signal dopadajici na detektor. Laserovy paprsek je
ovladan horizontaln¢ i vertikalné¢ pomoci dvou Sroubil na pravé strané mikroskopu a jeho
signal je sledovan na monitoru pocitate v pravém sloupci. Pokud se objevi slaby, nebo
dokonce zadny signal laseru, Ize jej posilit pooto¢enim zrcatka. Zrcatko se pouziva hlavné
pii zméné prostredi, ve kterém je méfeni provadéno, kvili odlisnym indexiim lomu svétla.
Nalevé strané mikroskopu se nachazi dal$i dva Srouby, kterymi je koordinovana pozice
detektoru, jez se musi nachazet uprostied pole, tvofeného ¢tyfmi kvadranty. Jakmile je laser
nastaveny tak, ze jeho odraz vytvoii nejvyssi signal pro detektor, nastava kalibrace nosniku.

Z dostupného seznamu V programu byl vybran nosnik, ktery byl pouzivan, déale bylo
zvoleno médium, ve kterém probihalo méfeni a teplota okoli. Tyto informace jsou dilezité
pro vypocet konstanty pruznosti nosniku. Poté probihala kalibrace nosniku pomoci softwaru
JPK SPM. Kalibrace nastavi doporu¢ené hodnoty pro piesnéjsi méfeni v QI rezimu, které jsou
diskutovany nize (napt. Setpoint, Z Speed, atd.). Kromé toho se ziska ptresna hodnota
konstanty pruznosti a rezonan¢ni frekvence nosniku. Tyto dvé hlavni hodnoty lze porovnat
s hodnotami uvedenymi vyrobcem, avSak se jedna pouze o0 hodnoty orienta¢ni
a experimentalné stanovené. Méfenim se ovSem hrot namaha (hlavné v kontaktnim modu),
coz ssebou nese izménu rezonancni frekvence a konstanty pruznosti. Proto je nutné
experimentalné stanovit ptesné hodnoty téchto dvou klicovych parametri vzdy pfed kazdym
méfenim. JelikoZ je potieba hlidat kvalitu hrotu, je doporufeno vytvofit snimek pomoci
skenovaciho elektronového mikroskopu, aby bylo ovéfeno, zda neni hrot deformovany,
opotiebovany ¢i znecistény (obrazek 13).

1024°768 Pixel Size=29.02nm 1500kV SE1 WD=842mm Mag= 1000KX |Probe= 100pA 2Zpm

Obrazek 13: Porizeny snimek hrotu MLCT pomoci SEM (10 000x zvétseni)

Po dokonceni kalibrace bylo provedeno manualni pfiblizeni nosniku k povrchu vzorku,
které se provadi po krocich o velikosti 1 000, 500, 100, 50 a 10 pm. Je pozorovano piiblizeni
hrotu k vzorku tak, aby se do né& nezanofil a nezniCil. Pro pfesné piiblizeni je pouzivan
piezoelektricky translator, ktery se pohybuje na zakladé nastavené hodnoty Setpoint. Poté,
co se hrot dostane tésn¢ nad povrch méfené¢ho vzorku, mize byt spusténo méteni.
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4.3.1 Kvantitativni zobrazovani (QI™ Advanced Imaging)

Veskeré skenovani vzorkti probihalo pomoci kvantitativniho zobrazovaciho rezimu
(QI™ Advanced Imaging). Tento rezim je uréeny pro nestandardni vzorky, jejichz méfeni
vyzaduje individudlni nastaveni, nejednd se tak o rutinni analyzu. Hydrogely jsou pravé
takovymi vzorky. Dale se tento rezim pouziva pro vzorky, které se slozité pfichycuji
k podkladu (bakterie ve vod¢), pro mékké materialy (hydrogely nebo biomolekuly), pficemz
méfeni mize probihat v jakémkoliv médiu (voda, vzduch, atd.). QI méd muize byt pouzit i pro
vzorky s nerovnym povrchem v nanoméfitku, poskytuje vysoké rozliSeni a zaroven dodava
informace o vlastnostech méfeného materialu, jako je napiiklad tuhost, adheze a Younguv
modul. V nasem ptipadé jsme tento mod pouzivali v zobrazovacim rezimu, mechanické
vlastnosti jsou v této praci ponechany stranou.

Prubéh méfeni ovlivituji hodnoty jako je Setpoint, ktery udava silové ptisobeni mezi hrotem
a povrchem vzorku a uvadi se v jednotkach nN. Pokud by byla pfili§ zvySena jeho hodnota,
mohlo by dojit k poSkozeni hrotu i vzorku, naopak pii nizkych hodnotidch se hrot nemusi
dostate¢né priblizit k povrchu vzorku.

Dalsi parametr, ktery lze ménit, je Z Speed. Udava se v um/s a jedna se o rychlost
skenovani povrchu vzorku. Pro dosazeni rychlejsiho skenovani je dobré tuto hodnotu zvysit,
avsak mize dojit K rozmazani snimku, kdy hrot nestiha kvalitné zobrazit povrch. Rychlost
skenovani se muze pohybovat fddové od jednotek pum/s az po stovky pm/s, coz vyrazné
ovliviiuje kvalitu skenovani a zasadné prodluzuje dobu méteni, coz je u gelti problém, jelikoz
se hrot postupné¢ zanoiuje do povrchu skenovaného vzorku.

Dal$im parametrem, ktery méni kvalitu snimku, i dobu méfeni je Pixels. Jedna se
o rozliSeni skenu, ktery se pohybuje od 128x128 aZ po 1024x1024. ZvySenim pixeld se
prodluZzuje doba skenovani z jednotek minut aZ na nékolik hodin. Nej€astéji jsou pouzivany
hodnoty 256%256 a 512x512, coz je rozumna varianta kvalita snimku vs. rychlost skenovani.

V neposledni fad¢ lze nastavit velikost snimku pomoci parametru Scan Size. Nejvétsi
mozny snimek muze zobrazit oblast méfeného vzorku o velikosti 100 umx100 um. Nejmensi
mozny sken muze byt viadech jednotkach nanometri. Zména velikosti skenu nijak
neovlivituje dobu méteni.

Poslednim nastavitelnym parametrem je Z Lenght, ktery udava vzdalenost, kterou hrot urazi
béhem kiivky sily. Pii velkych interakci a vySkovych rozdilech na povrchu vzorku musi byt
nastavena vysoka hodnota, aby se hrot dostate¢n& oddalil od vzorku. Cim je nastavena vyssi
hodnota, tim se také prodluzuje doba skenovani.

4.4 Priprava agarézovych hydrogeli

Pro ptipravu koncentracni fady agar6zovych hydrogelt bylo navazeno mnozstvi agardzy tak,
aby vysledné hmotnostni koncentrace ¢inily 0,5, 0,75, 1, 2 a 4 hm. %. Praskova agar6za
Vv kadince byla zalita deionizovanou vodou a ponechdna na magnetické michacce pii 250—-300
otackach za minutu. Po dobu pfipravy teplota v disperznim systému neklesla pod 80 °C.
Jakmile suspenze agardzy piesla v sol, coz bylo indikovano tim, ze pevny podil agardzy jiz
nebyl rozeznatelny od kapalného disperzniho prostredi, byly vzorky nality do Petriho misek
tak, aby vytvorily tenkou rovnou vrstvu. Po vychladnuti pfi laboratorni teploté¢ (minimalné
po dobu 15 minut) byly =zality deionizovanou (destilovanou) vodou, aby nedochazelo

32



Kk vysuseni a tim padem k zakoncentrovani vzorku. Vzorky byly pfipraveny vzdy 24 hodin
pied samotnym meétfenim. Uchovavany pfi laboratorni teploté pod vrstvou deionizované vody.
Pro porovnani s vysuSenym gelem byl zahtaty roztok agar6zy nakapan na podlozni sklicko,
kde byl ponechan ztuhnout a po vysuseni do faze xerogelu byl méfen.

4.5 Priprava alginatového hydrogelu

DalSim vzorkem, kterého bylo v této praci vyuzivano, byl iontovy hydrogel vznikly
interakcemi zaporné nabitych skupin na fetézcich alginatu s kladn€ nabitymi dvoumocnymi
ionty vapniku, pfipraveny Ing. Martinem Kadlecem. V prvé fad¢ byly pfipraveny zasobni
roztoky obou sloucenin. Roztok alginatu byl pfipraven navazenim prasku alginatu sodného
na analytickych vahéach a doplnénim odpovidajiciho mnozstvi demineralizované vody tak, aby
vznikl 2 hm. % sol. Pro dikladné rozmichani byla pouzita magneticka michacka (300 ot/min),
pricemz sol byl michdn pies noc do druhého dne (16 hodin). Druhy zasobni roztok, jez byl
zdrojem vépenatych iontli, byl pfipraven navdzenim bezvodého chloridu vapenatého
do odmérné bariky a naslednym doplnénim demineralizovanou vodou tak, ze vznikl roztok
o koncentraci 0,1 mol/dm?3. Tento roztok byl také michan na magnetické micha¢ce do druhého
dne. Samotna ptiprava hydrogelu spocivala v odméteni 6 ml solu alginatu, jeZ byl pfeveden
do Petriho misky, na ktery byly rozprasova¢em aplikovany 3 ml roztoku chloridu vapenatého.
Gel byl tedy pfipraven v objemovém pomeéru 2:1. Gel vznikal ihned po kontaktu obou latek,
ptesto vSak byl pred samotnym méfenim ponechdn pies noc pfi laboratorni teploté z divodu
dostate¢ného ¢asu na dukladné zesiténi a pod vrstvou deionizované vody, aby nedos$lo
k vysuseni.
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5 CILE BAKALARSKE PRACE

Cilem této bakalarské prace bylo prostudovat souCasny stav meéfeni hydrogela
V hydratovaném stavu pomoci mikroskopie atomarnich sil, sezndmeni se s problematikou
z experimentalniho hlediska a optimalizovat metodu pro méfeni hydrogelovych systémi
V hydratovaném stavu. Pro optimalizaci byl vybrdn kvantitativni rezim zobrazovani
(QI™ Advanced Imaging) anazakladé literarni reSerSe bylo veskeré uspé$né méieni
provadéno ve vodé, kdy byly vzorky v Petriho miskach zality deionizovanou (destilovanou)
vodou. Byla naméfena koncentra¢ni fada fyzikaln¢ sitovaného agarézového hydrogelu. Také
byl méten 2 hm. % alginatovy hydrogel sitovany vapenatymi ionty.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Xerogely — experimentalni seznameni s pristrojem

Pro seznameni se s pfistrojem a urceni rizného vlivu parametrti na vysledek méfeni byl méfen
4 hm. % agardzovy Xxerogel. Jednou z nejvétsich prekazek u méfeni pomoci mikroskopu
atomarnich sil, je uchyceni vzorku tak, aby byl dokonale zafixovany. Sol agar6zy byl proto
nakapan na podlozni skli¢ko, kde ztuhl v gel anasledné se vysuSil az do faze xerogelu.
Nejlepsim podkladem pro vzorek je material s dostatecné rovnym povrchem, a proto bylo dle
dostupnosti na fakult¢ zvoleno podlozni sklicko, které vykazovalo dostateCnou rovnost
pro méteni xerogelli. Prvnim pouzivanym nosnikem byl FESP-V2, ktery je vhodny
pro poklepovy rezim ve vzduchu a jeho konstanta pruznosti je 3 N/m a rezonanéni frekvence
¢ini 75 kHz. Hodnota Z lenght byla nastavena na 100 nm, Setpoint ¢inil 9,418 nN a Z Speed
byla nastavena na 20 pm/s. Rozliseni (Pixels) bylo nastaveno na 256x256, pfi¢emz méfeni
bylo ukonc¢eno za 13 minut a 54 sekund (obrazek 14). Pomoci programu Imagel byla
provedena obrazova analyza, jez slouzi k ziskani primérné velikosti pora ve zkoumaném
vzorku. Na grafu (obrazek 16) jsou znazornény velikosti polomérti pori ve vysuSené formeé
4 hm. % agarozového gelu, porovnany s velikostmi v hydratované formé. Velikosti port
v xerogelu se pohybovaly od 5nm do 120 nm, pficemz primérna velikost port byla
vypoctena na 40,73 += 21,32 nm.
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Obrazek 14: Povrch a 3D snimek 4 hm. % agarozového xerogelu

6.2 Optimalizace pripravy agarézového hydrogelu v hydratovaném stavu

Po seznameni se s pfistrojem a meéfeni xerogelu, byla pozornost vénovana hydratovanym
systémiim, jeZ jsou pfedmétem zkoumani této bakalafské prace. Pro prvni pokus méfeni byl
agarozovy gel pfipraven stejné jako u xerogelu, avSak gel na podloznim sklicku byl ponechan
24 hodin v exsikatoru s deionizovanou vodou, aby nedoslo k jeho vysuseni. Méteni bylo
neuspésné, jelikoz dochazelo ke znaénému klesani hrotu k povrchu vzorku. To mohlo byt
zpusobeno tim, Ze se voda na povrchu hydrogelu rychle odpafuje a porusuje tak sily mezi
hrotem a vzorkem, pfic¢emz se hrot do vzorku vyznamné zanotuje. Dal$im problémem u takto
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piipravené¢ho hydratovaného gelu je vytvofeni pfili§ nerovného povrchu na podloznim
skli¢ku, coz muze byt velkou piekazkou pii realizaci samotného méteni, kdy dokonce muize
dojit k poskozeni hrotu i vzorku.

Pro odstranéni tohoto problému, byl zahtaty sol agardzy nalit do Petriho misky,
kde vytvoiil rovnou vrstvu a ztuhl v gel. Pies noc byla vrstva hydrogelu zalita deionizovanou
vodou a na druhy den byla navzduchu meéfena. Méteni bylo neuspésné, jelikoz opét
dochazelo k poklesu hrotu do vzorku, pravdépodobné vlivem synereze, kdy dochazi
ke starnuti gelu a v disledku smrstovani struktury je na povrch vytlacovana voda, ke které ma
hrot vétsi adhezi nez k povrchu vzorku a vytvotrené kapilarni sily ve vrstvé vody stahuji hrot
do hydrogelu. Na zakladé literarni reSerSe (viz. kapitola 3.2) bylo dal§im rozhodnutim
provadét méteni ve vodé€, aby byly snizeny silové interakce mezi povrchem vzorku, nosnikem
a kondenzovanou vodou. Méfeni ve vodé bylo stéZejni, jelikoz byly také snizeny nespecifické
vibrace z okoli, které pii méfeni na vzduchu negativné ovliviiuji experiment a zhorsuji kvalitu
snimku.

Pii piipravé hydrogeli je vhodné tésn¢ pred meéfenim nalit na hydrogel novou cistou
deionizovanou vodu, pro odstranéni uvolnénych nizkomolekularnich frakci z gelu
(napf. sulfatové skupiny), popiipadé neéistot a prachu, které by mohli narusovat silovou
rovnovahu pfi méteni.

6.3 Vybér vhodného nosniku a hrotu

V mikroskopii atomarnich sil je jeden z hlavnich komponent nosnik, pomoci kterého probihaji
veSkera meéfeni. Spravny vybér nosniku je stézejni pro dosazeni kvalitnich snimki
a mechanickych vlastnosti méteného vzorku. Pokud je zvoleny nosnik pftili§ tuhy, miZze dojit
k poskozeni vzorku. Naopak pti volbé¢ mekkého nosniku pro skenovani tuzsich povrchit mize
dojit az ke zlomeni nosniku €1 hrotu.

Jako prvni byly vyzkouSeny hroty TESPA-V2 a FESP-V2, které jsou vhodné hlavné
pro méfeni ve vzduchu v kontaktnim a poklepovém rezimu. Konstanta pruznosti u TESPA-V2
je37N/m a u FESP-V2 odpovidd hodnot¢ 3 N/m. Tyto hodnoty jsou pro méfeni
hydratovanych gelii dost vysoké a tyto nosniky jsou vhodnéjsi spiSe pro skenovani tuzSich
materialt. Proto byl nasledné zvolen podstatné mékéi nosnik MLCT s konstantou pruznosti
k od 0,005 N/m do 1,2 N/m a rezonan¢ni frekvenci fo od 4 kHz do 160 kHz. I pfesto, ze obé
zminéné hodnoty jsou vhodné pro zobrazovani hydrogelli, méfeni s timto nosnikem bylo
neuspésné. Nejspise proto, ze MLCT je vhodné ptevazné pro kontaktni rezim. Jelikoz
vSechny vySe zminéné nosniky, maji ostré hroty, které by mohly lehce proniknout do vzorku,
byly nam vyrobcem (Bruker) doporuc¢eny nosniky MLCT-SPH-1UM-DC, které se od MLCT
lisily tim, ze obsahovaly kulaté hroty. Méteni s nimi bylo neuspésné, takze byla vyloucena
moznost toho, ze chyba byla v ostrosti hrotu.

Nakonec byl vybran nosnik SNL-10, jehoz konstanta pruznosti se pohybuje od 0,03 N/m
do 0,7 N/m arezonancni frekvence od 12kHz do 80 kHz. Tento nosnik je vhodny
do jakéhokoliv média a jelikoz nakonec vSechna méfeni byla provedena ve vodé, byl tento
nosnik vybran jako nejvhodné;jsi pro nasledujici méteni hydrogeld.
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6.4 Optimalizace mé&¥iciho rezimu (QI™ Advanced Imaging)

Pii experimentalni praci bylo zjisténo, ze hydrogely v hydratovaném stavu nelze méfit déle
nez 45 minut, kvtli postupnému pronikani hrotu do vzorku, proto musely byt pfednastavené
hodnoty vyrazné¢ zménény, aby se urychlil proces zobrazovani povrchu zkoumaného
hydrogelu a zaroven nebyla zhorSena kvalita obrazu. Znatelné byla ménéna hodnota Z Speed,
kterd oproti prednastavené rychlosti (78,12 pm/s) byla pfi nékterych méfeni zvysena
azna 350 pm/s, ¢imz se vyrazné zkratila doba skenovani. Hodnota Z Lenght oproti
prednastavené hodnoté (150 nm) musela byt vyrazné navySena (az na 1 000 nm), jelikoz
pti velkych vyskovych rozdilech na povrchu vzorku a vysokych interakcich musi byt tato
hodnota vysoka, aby byl hrot dostate¢né oddalen od povrchu vzorku. Hodnota Setpoint byla
vétsinou ponechana na prednastavené hodnoté dle kalibrace, n€kdy zménéna o par desetin nN.

6.4.1 Meéieni agarozového hydrogelu

Prvni byl méfen agar6zovy gel obsahujici 4 hm. % agardzy v hydratovaném stavu v Petriho
misce zality deionizovanou vodou. Hodnota Z Speed byla nastavena na 250 pum/s, Setpoint
¢inil 4,99 nN a hodnota Z Lenght byla 700 nm. Velikost snimku ¢inila 8x10 pm a pixely byly
nastaveny na256x256 (obrazek 15). M¢iitko vedle snimku udava vySkové rozdily
Vv namétené plose. Pro zisk lepSiho rozliSeni a zachyceni veskerych detailti hrotem je vhodné,
aby tato hodnota byla co nejnizsi. Vysoce kvalitni snimky poskytuji plochy s vySkovymi
rozdily v fadech desitek nanometrii. Najit misto s rovhym povrchem lze posouvanim vzorku,
¢i vybérem jiné plochy v programu (JPK SPM Desktop). Mikroskopie atomarnich sil
zobrazuje i 3D snimky, kde lze pozorovat reliéf povrchu vzorku.

63.8 nm

[um]

0nm
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Obrazek 15: Povrch a 3D snimek 4 hm. % agarozového hydrogelu

Po provedeni obrazové analyzy byly ziskdny velikosti port v hydratovaném
4 hm. % agar6zovém gelu, které se pohybovaly od 5 nm do 195 nm. Primérna velikost pora
byla vypoctena na 55,77 + 30,06 nm. Ziskané velikosti poru byly porovnany s velikostmi
ziskanych Vv odborném c¢lanku [64] pomoci reometrie, kde pramérna velikost pora
ve 4 hm. % agar6zového hydrogelu ¢inila 4nm a svelikostmi ziskanych pomoci
kryo-skenovaci elektronové mikroskopie, kde velikost poru ¢inila 150 nm [64].
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Z grafu (obrazek 16), kde jsou velikosti poru v hydratované form¢ gelu porovnany
s velikostmi poru ve vysusené formeé 4 hm. % agardzového gelu je ziejmé, Ze ztrata vody
V matrici ma vliv na velikost port, kdy dochazi k jejich zmenseni.

30 ~

@4 hm. % agardzovy xerogel

=¥ 04 hm. % agardzovy hydrogel

20 =

[%]

15: 4 -

Cetnost

10

0—‘7 FH_Hrﬂﬂmmﬁﬁ

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

Polomér pérh [nm]
Obrazek 16: Graf zndzornujici procentudlni Cetnosti velikosti porii ve vysuSeném a hydratovaném
4 hm. % agarézovém hydrogelu

Pfi méfeni 2 hm. % agarézového hydrogelu byl Setpoint nastaven na 9,0 nN a hodnota
Z Lenght na 900 nm. Velikost skenu c¢inila 10x10 um a hodnota Pixels byla nastavena
na 512x512. Takto vysoké rozliSeni vyrazné prodluzuje dobu meéteni (az na nékolik hodin),
avSak byla zna¢n¢ zvySena hodnota Z Speed, ktera ¢inila 350 pm/s, tudiz byl snimek vytvoien
jiz za 28 minut a 36 sekund (obrazek 17).

148 nm

[pum]

Obrazek 17: Povrch a 3D snimek 2 hm. % agarozového hydrogelu

Na grafu uvedeném nize (obrazek 18) je znazornéna procentudlni ¢etnost ruznych velikosti
pord ve 2 hm. % agar6zovém hydrogelu. Rozmezi velikosti poérd bylo stejné jako
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u 4 hm. % agar6zového hydrogelu (od 5 do 195 nm). Nejvétsi procentualni zastoupeni tvoii
pory o velikosti 40 nm. Primérna velikost pora ve 2 hm. % agarézovém hydrogelu byla
vypoctena na 60,66 + 30,03 nm. Primérna velikost port zjisténa pomoci reometrie Cinila
5nm aprimérna velikost pérti sledovana pomoci kryoSEM odpovidala 200 nm [64].
Narayanan a spol. [65] stanovili primérnou velikost pora ve 2 hm. % agarézovém hydrogelu
pomoci turbidimetrie, ktera ¢inila 200 nm.
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Obrazek 18: Graf zndzornujici procentudlni Cetnosti riiznych velikosti porii ve 2 hm. % agarézovém

hydrogelu

Nasledné byl méfen 1 hm. % agarézovy hydrogel. Hodnota Setpoint odpovidala 1,12 nN
a hodnota Z Lenght ¢inila 1 000 nm. Rychlost skenu byla nastavena na 300 um/s, pfi¢emz
hodnota Pixels c¢inila 256x256 (obrazek 19). RozliSeni bylo zvoleno niz§i nez u méfeni
2 hm. % agar6zového hydrogelu, tudiz i doba skenovani trvala krat$i dobu a to 9 minut
a 21 sekund. V horni ¢asti snimku lze pozorovat mirné horizontalni rozmazani, které muize
byt zplsobeno vlivem pfili§ vysoké rychlosti skenovani, nebo pfilepenim hrotu na povrch
hydrogelu, ¢i ulpénim necistoty na $picce hrotu.
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Obrazek 19: Povrch a 3D snimek 1 hm. % agarozového hydrogelu
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Na grafu (obrazek 20) lze vidét procentualni zastoupeni riznych velikosti pora v 1 hm. %
agarozovém hydrogelu, pfiemz se velikosti pohybovaly od 17 nm do 337 nm. Z grafu je
zfejmé, ze se V hydrogelu nejvice nachdzeji pory o velikosti 60 nm. Primérna velikost port
v1hm. % agar6zovém hydrogelu byla vypoctena na 106,21 + 57,55 nm. Pro porovnani
prumérnych velikosti pora byl vybran ¢lanek [64], kde pomoci reometrie byla velikost pora
stanovena na 10-12 nm a dle kryoSEM primérna velikost pora v 1 hm. % agarézovém
hydrogelu cCinila 300 nm. Za pouziti turbidimetrie byla tato hodnota stanovena na 600 nm
[65].
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Obrazek 20: Graf zndzornujici procentudlni Cetnosti riiznych velikosti porii v 1 hm. % agarézovém
hydrogelu

Pii méfeni agar6zového hydrogelu o hmotnostni koncentraci 0,75 hm. % byla hodnota
Setpoint dle kalibrace ponechana na 4,77 nN. Hodnota Z Lenght byla nastavena na 700 nm,
rychlost skenu ¢inila 120 um/s a velikost snimku byla 8x8 um (obrazek 21). Z métitka vedle
snimku Ize poznat, ze byl skenovan velice rovny povrch, kdy vyskové rozdily na povrchu
hydrogelu ¢inily maximalné 20,7 nm. V levé ¢asti skenu 1ze pozorovat dvé bilé oblasti, které
jsou na 3D snimku zobrazeny jako vystouplé utvary, jez mohly byt vytvofeny pti ptipraveé
hydrogelu.
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Obrazek 21: Povrch a 3D snimek 0,75 hm. % agardozového hydrogelu

Velikosti pora v 0,75 hm. % agarézovém hydrogelu se pohybovaly od 8 nm do 305 nm.
Na grafu (obrazek 22) lze sledovat nejvétsi procentualni zastoupeni poru o velikostech 40 nm.
Primérna velikost port byla vypoctena na 81,69 + 51,08 nm.
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Obrazek 22: Graf zndzornjici procentudlni zastoupent riiznych velikosti porii v 0,75 hm. %
agarozovém hydrogelu
Poslednim méfenym hydrogelem z koncentracni fady byl 0,5 hm. % agar6zovy hydrogel.
Hodnota Setpoint pii méfeni byla nastavena na 300 pN a hodnota Z Lenght ¢inila 500 nm.
Pro zlepseni kvality snimku, byla rychlost méfeni nastavena pouze na 20 um/s, ¢imz
se vyrazné prodlouzila doba skenovani. Hodnota Pixels ¢inila 256x256 a velikost snimku
odpovidala 10x10 um (obrazek 23).
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Obrdazek 23: Povrch a 3D snimek povrchu 0,5 hm. % agarézového hydrogelu

Ze snimku i grafu (obrazek 24) je ziejmé, Ze agar6zovy hydrogel o hmotnostni koncentraci
0,5 hm. % vykazoval nejvétsi velikosti port, které se pohybovaly od 11 nm do 666 nm.
Z grafu lze pozorovat, ze nejvétsi procentudlni zastoupeni tvotily péry o velikosti 40 nm
a prumérna velikost port byla vypoctena na 119,42 +£109,45 nm. V odborném ¢lanku [64]
byla stanovena primérna velikost portt v 0,5 hm. % agar6zovém hydrogelu pomoci kryoSEM
na 350 nm a pomoci reometrie na 18 nm.
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Obrdzek 24: Graf zndzornujici procentudlni zastoupeni riiznych velikosti pori v 0,5 hm. %
agarozovém hydrogelu

V tabulce (tabulka 1) lze vidét pramérné velikosti port se smérodatnymi odchylkami
pro koncentracni fadu agar6zovych hydrogelt (véetné xerogelu). Ze ziskanych velikosti pora
je zfejmé, Ze se snizujici koncentraci gelu roste primérna velikost port. Vsechny vzorky
agarozovych hydrogell nevykazovaly uniformni velikost port, naopak byla sledovana velka
distribuce velikosti od jednotek nanometrt az po stovky nanometrti.
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Tabulka 1: Souhrn primérnych velikosti porii v agarézovych hydrogelech

Hmotnostni koncentrace agar6zovych Primérna velikost port [nm]
hydrogeld [hm. %]

4,0 (xerogel) 40,73 + 21,32
4,0 55,77 + 30,06
2,0 60,66 + 30,03
1,0 106,21 + 57,55
0,75 81,69 + 51,08
0,5 119,42 + 109,45

6.4.2 Meéieni 2 hm. % alginatového hydrogelu

Poslednim vzorkem, ktery byl méfen pomoci mikroskopie atomarnich sil, byl 2 hm. % alginat
sitovany vapenatymi ionty. P¥i méfeni byla hodnota Setpoint nastavena na 859,5 pN, hodnota
Z lenght ¢inila 600 nm a rychlost skenovani povrchu byla nastavena na 93,8 pum/s. Pfilisné
zvySovani rychlosti méfeni poskytovalo nekvalitni snimky. ZhorSena kvalita snimku mohla
byt zplisobena nerovnym povrchem, kdy vyskové rozdily na méfeném povrchu vzorku
dosahovaly az 899 nm (obrazek 25). Pro dosazeni plochého povrchu by nejspiSe bylo potieba
zmeénit piipravu alginatového gelu.
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Obrazek 25: Povrch a 3D snimek 2 hm. % algindtového hydrogelu sitovany vipenatymi ionty
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7 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo prostudovat metodu mikroskopie atomarnich sil
S potencidlnim vyuzitim pfi méfeni hydrogelovych systému, seznamit se s pfistrojem AFM
z experimentalniho hlediska a optimalizovat méfici proceduru pro meéfeni hydrogeld,
ptipravenych riznym typem sitovani. Veskera méfeni byla provedena pomoci kvantitativniho
rezimu zobrazovani (QI™ Advanced Imaging), ktery je vhodny pro méfeni polotuhych
materialt, které vykazuji nerovny povrch v nanoméfitku a je Setrny ke vzorku i k hrotu.
Poskytuje kvalitni topografické snimky i mechanické vlastnosti, jako je Youngiv modul
pruznosti ¢i adheze (stanoveni mechanickych vlastnosti nebylo soucasti cilti prace).

Pro experimentalni ¢ast byl vybran jako modelovy material fyzikaln€ sitovany agar6zovy
hydrogel, kvili dostatecnym zkuSenostem S touto hydrogelovou matrici na FCH VUT
a snadné a reprodukovatelné piipravé. Pro seznameni se s pfistrojem byl nejprve meéten
4 hm. % agar6zovy gel ve fazi xerogelu, ktery byl ve fazi solu nakapan na podlozni sklicko
a po vysuSeni bez problémi zméfen (obrazek 14). Nasledovalo méfeni hydratovaného
agardzového gelu o riznych hmotnostnich koncentracich a 2 hm. % alginatového gelu
sitovany vapenatymi ionty.

Diky provedené literarni reSerSi byl vyfeSen cCasty problém u méfeni pomoci AFM,
a to dostate¢né uchyceni vzorki a vytvofeni rovného povrchu tak, aby nebylo znehodnoceno
méfeni ¢i ponicen hrot nebo samotny vzorek. Proto byly vzorky hydrogelt nality do Petriho
misek, kde vytvoftily rovny povrch a nésledujici den byly méteny.

Na zékladé odbornych ¢lank byla provedena méteni v deionizované vode, v disledku
¢ehoz bylo zabranéno odpafovani disperzniho prostiedi, byly zmenseny silové interakce mezi
hrotem a povrchem vzorku a také snizeny nespecifické vibrace z okoli, které negativné
ovliviluji skenovani a kvalitu snimk.

Byla vyzkousena fada rtiznych nosnikt, ale jen nosnik SNL-10 byl pouzitelnou variantou
pro meéfeni hydratovanych geli ve vodném prosttedi. M4 nizkou konstantu pruznosti
(0,03-0,7 N/m) a rezonanéni frekvenci (12-80 kHz), coz je idealni pro méfeni mékkych
vzorkd.

Podafilo se optimalizovat metodu AFM zejména pro méfeni koncentrani tady
agardzového hydrogelu, kdy byly vyrazné¢ zménény piednastavené hodnoty v kvantitativnim
rezimu zobrazovani (QI™ Advanced Imaging). Pievazné hodnota Z Speed, ktera byla
ve vétsin€ meétfeni nékolikandsobné zvysena, a tim byla zkracena doba méteni. JelikoZ byly
skenovany vzorky s vyskovymi rozdily na povrchu, musela byt také zvySena hodnota
Z Lenght, aby se hrot dostate¢né oddalil od povrchu vzorku. Hodnota udavajici Setpoint byla
ve veétSing piipadi ponechana na pfednastavené hodnotg.

Byly ziskany kvalitni snimky agar6ézovych hydrogelt, na nichz byly mozné sledovat pory,
které se zmenSovaly se zvySujici se hmotnostni koncentraci agarozy v gelu. Ze ziskanych dat
je patrné, Ze struktury hydrogeld nejsou homogenni (obrazek 17) a velikosti pora se pohybuji
ve velkém rozmezi. Ziskané primérné hodnoty velikosti porti pomoci AFM byly porovnany
s velikostmi ziskanymi v odbornych ¢lancich pomoci reometrie a kryoSEM [64]
a turbidimetrie [65]. Pramérné hodnoty velikosti pora ziskané pomoci AFM se pohybovaly
mezi hodnotami ziskanych pomoci reometrie a kryoSEM.
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Na zavér byl méfen 2 hm. % alginatovy hydrogel sitovany vapenatymi ionty, u kterého
byly ziejmé vétsi vyskové rozdily na povrchu vzorku, coz mize do budoucna byt odstranéno
jinym postupem pfipravy samotné¢ho hydrogelu. Je tieba velmi dbat na ptipravu vzorku,
pro aspésné méieni a dosazeni snimku s vysokym rozliSenim.

Zéavérem je ziejmé, ze lze méfit hydrogely pomoci mikroskopie atomarnich sil
V hydratovaném stavu, avsak je jisté, ze pro rizné druhy hydrogelti bude potieba provést
individualni optimalizaci méfeni, aby bylo dosazeno kvalitnéjSich snimkt. Doposud objevené
poznatky mohou byt vyuzity pro nasledujici métfeni dalSich hydrogeld, které by mohlo
zahrnovat i stanoveni mechanickych vlastnosti.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

9.1 Seznam zkratek

BIS N,N-methylendiakrylamid

EDC N,N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylkarbodiimid
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

DMF dimethylfumarat

DMSO dimethylsulfoxid

AFM mikroskopie atomdrnich sil

STM skenovaci tunelovy mikroskop

FFM mikroskopie tteci sily

CFM mikroskopie chemické sily

CNT uhlikové nanotrubice

SFG generovani souctové frekvence (sum-frequency generation)
PVA polyvinylalkohol

PEG polyethylenglykol

PEG-DA polyethylenglykol diakrylat

SEM skenovaci elektronova mikroskopie

pHEMA polyhydroxyethyl methakrylat

9.2 Seznam symboli

k konstanta pruznosti nosniku [N/m]
f rezonan¢ni frekvence nosniku [kHz]
E Youngiv modul pruznosti [Pa]

F sila [N]
AU vazebna energie [eV]
Ax vzdalenost ptisobeni odpudivych sil [nm]
W Sitka nosniku [nm]
t tloustka nosniku [nm]

| délka nosniku [nm]
Zp prithyb nosniku [nm]
Zc poloha piezoelektrického translatoru [nm]
Kref konstanta pruznosti referen¢niho nosniku [N/m]
R kontaktni polomér [nm]
Y Poissonovo ¢islo [-]

D vzdalenost mezi hrotem a vzorkem [nm]
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