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ABSTRAKT 

Předložená bakalářská práce se zabývá s t u d i e m m i k r o s k o p i e atomárních s i l ( A F M ) , zejména 
optimalizací měřící p r o c e d u r y p r o zobrazování p o v r c h u různě síťovaných hydrogelů 
v hydratovaném s t a v u . Největší p o z o r n o s t b y l a věnována fyzikálně síťovanému 
polysacharidovému hydrogelů (termoreverzibilní agaróza) v nabotnaném s t a v u , k d y b y l 
měřen p o v r c h vzorků o hmotnostních koncentracích 4 , 2 , 1 , 0 , 7 5 a 0 , 5 h m . %. Následně b y l 
měřen p o v r c h iontově síťovaného 2 h m . % alginátové g e l u s vápenatými i o n t y . N a základě 
literární rešerše b y l a měření p r o v e d e n a v e vodě z a použití m e t o d y kvantitativního 
zobrazování (QI™ Advanced Imaging), která j e vhodná zejména p r o měkké v z o r k y 
s nerovným p o v r c h e m . P r o měření b y l o testováno více nosníků, n a k o n e c b y l vybrán nosník 
S N L - 1 0 , který se j e v i l j a k o nejvhodnější p r o zobrazování vzorků v jakémkoliv měřicím 
prostředí, zejména v e vodném. Pomocí obrazové analýzy ImageJ b y l y sledovány v e l i k o s t i 
pórů agarózových hydrogelů. P r o měření hydrogelů v nabotnaném s t a v u b y l a optimalizována 
p r o c e d u r a měření j e j i c h p o v r c h u pomocí m i k r o s k o p i e atomárních s i l , avšak p r o různé d r u h y 
hydrogelů b u d e potřeba individuální o p t i m a l i z a c e j a k přípravy, t a k nastavení přístroje. 

ABSTRACT 

T h e p r e s e n t e d b a c h e l o r t h e s i s d e a l s w i t h t h e s t u d y o f a t o m i c f o r c e m i c r o s c o p y ( A F M ) , 
e s p e c i a l l y t h e o p t i m i z a t i o n o f t h e m e a s u r i n g p r o c e d u r e f o r i m a g i n g t h e s u r f a c e o f v a r i o u s l y 
c r o s s l i n k e d h y d r o g e l s i n t h e h y d r a t e d s t a t e . T h e m o s t a t t e n t i o n w a s g i v e n t o t h e p h y s i c a l l y 
c r o s s l i n k e d p o l y s a c c h a r i d e h y d r o g e l ( t e r m o r e v e r s i b l e a g a r o s e ) i n h y d r a t e d s t a t e , w h e r e t h e 
s u r f a c e o f t h e s a m p l e s w i t h m a s s c o n c e n t r a t i o n o f 4 , 2 , 1 , 0 , 7 5 a n d 0 , 5 % w a s m e a s u r e d . 
S u b s e q u e n t l y , t h e s u r f a c e o f t h e i o n i c a l l y c r o s s l i n k e d 2 % a l g i n a t e g e l w i t h c a l c i u m i o n s w a s 
m e a s u r e d . B a s e d o n a l i t e r a t u r e r e s e a r c h , m e a s u r e m e n t s w e r e p e r f o r m e d i n w a t e r u s i n g t h e 
m e t h o d o f q u a n t i t a t i v e i m a g i n g (QI™ Advanced Imaging), w h i c h i s e s p e c i a l l y s u i t a b l e f o r 
s o f t s a m p l e s w i t h u n e v e n s u r f a c e s . M u l t i p l e c a n t i l e v e r w e r e t e s t e d f o r m e a s u r e m e n t , f i n a l l y 
t h e S N L - 1 0 c a n t i l e v e r w a s s e l e c t e d , w h i c h s h o w e d v e r s a t i l i t y f o r i m a g i n g s a m p l e s i n a n y 
m e a s u r i n g e n v i r o n m e n t , e s p e c i a l l y a q u e o u s . T h e p o r e s i z e s o f t h e a g a r o s e h y d r o g e l s w e r e 
m o n i t o r e d b y i m a g e a n a l y s i s ImageJ. F o r t h e m e a s u r e m e n t o f h y d r o g e l s i n t h e s w o l l e n s t a t e , 
t h e p r o c e d u r e o f m e a s u r i n g t h e i r s u r f a c e u s i n g a t o m i c f o r c e m i c r o s c o p y h a s b e e n o p t i m i z e d , 
b u t f o r d i f f e r e n t t y p e s o f h y d r o g e l s , i n d i v i d u a l o p t i m i z a t i o n o f b o t h p r e p a r a t i o n a n d 
i n s t r u m e n t s e t u p w i l l b e r e q u i r e d . 

KLÍČOVÁ SLOVA 
M i k r o s k o p i e atomárních s i l , režimy zobrazování, poklepový režim, h y d r o g e l y , agaróza, 
alginát. 

KEYWORDS 
A t o m i c f o r c e m i c r o s c o p y , m o d e s o f i m a g i n g , t a p p i n g m o d e , h y d r o g e l s , a g a r o s e , a l g i n a t e . 
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1 ÚVOD 

H y d r o g e l y v posledních l e t e c h získávají významnou p o z o r n o s t , jelikož nacházejí uplatnění 
v široké škále biomedicínských aplikací, tkáňovém inženýrství, v zemědělství a vykazují 
jedinečné fyzikálně-chemické v l a s t n o s t i . 

Z t o h o vychází, že j e podstatné znát s t r u k t u r u hydrogelů v nativním s t a v u . M e t o d a , která 
umožňuje trojrozměrně z o b r a z o v a t s t r u k t u r u p o v r c h u hydrogelů, se nazývá m i k r o s k o p i e 
atomárních s i l ( A F M ) , která spadá p o d m i k r o s k o p i i skenující s o n d o u ( S P M ) , jež v z n i k l a 
v 8 0 . l e t e c h minulého století. A F M dokáže z o b r a z o v a t p o v r c h y různých materiálů 
v jakémkoliv prostředí s vysokým rozlišením. 

Cílem této bakalářské práce j e a n a l y z o v a t p o v r c h různě síťovaných gelů v hydrátovaném 
s t a v u . Největší p o z o r n o s t j e věnována fyzikálně síťovanému termoreverzibilnímu 
agarózovému hydrogelů, se který máme n a F C H V U T dlouholeté zkušenosti a j e h o příprava 
j e snadná a reprodukovatelná. Dále b y l měřen iontově síťovaný 2 h m . % alginátový g e l 
s vápenatými i o n t y . 

Teoretická část bakalářské práce se věnuje všeobecnému p o p i s u hydrogelů, j e j i c h 
v l a s t n o s t e m a rozdělení. Dále z a h r n u j e představení m i k r o s k o p i e atomárních s i l , uplatnění této 
m e t o d i k y , p o p i s jednotlivých měřicích režimů a d r u h y nosníků a hrotů. P o z o r n o s t j e také 
věnována problémům, výhodám a nevýhodám A F M s o h l e d e m n a měření hydrogelových 
m a t r i c . Vypracovaná literární rešerše se zaměřuje n a zkoumání a c h a r a k t e r i s t i k u různých 
hydrogelů pomocí m i k r o s k o p i e atomárních s i l , přičemž užitečné p o z n a t k y b y l y použity 
v navazující experimentální části. T a z a h r n u j e použité materiály a přístroje, p o s t u p měření, 
c h a r a k t e r i z u j e měřící režim (QI™ Advanced Imaging) a v něm nastavitelné h o d n o t y , 
a n a k o n e c přípravu hydrogelových vzorků. Další část j e věnována získaným výsledkům 
a d i s k u z i . 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Hydrogely 
H y d r o g e l y j s o u tvořeny z polymerů, což j s o u m a k r o m o l e k u l y stejného či rozdílného původu, 
které se v e struktuře pravidelně opakují. T y t o m a k r o m o l e k u l y se spojují d o řetězců, které j s o u 
navzájem p r o p o j e n y sekundárními v a z b a m i a v h y d r o g e l e c h t a k vytváří polymerní síť. Volná 
místa m e z i řetězci m a k r o m o l e k u l (póry) vyplňuje v o d a . P r o c e s , k d y se z e s o l u vytváří g e l , 
se nazývá g e l a c e [ 1 ] . H y d r o g e l y j s o u v y s o c e hydrofilní - m o h o u zadržovat velké množství 
v o d y díky přítomnosti hydrofilních funkčních s k u p i n (karboxylové, hydroxylové, amidové, 
sulfonové) v j e j i c h trojrozměrných sítích a zvětšit svůj o b j e m ( v porovnání 
s x e r o g e l e m - disperzní podíl b e z disperzního prostředí) bobtnáním až lOOOkrát. 

H y d r o g e l y j s o u t y p i c k y připraveny z e syntetických n e b o přírodních polymerních řetězců. 
M e z i materiály, z e kterých l z e získat h y d r o g e l y přírodního původu patří k o l a g e n , c h i t o s a n , 
k y s e l i n a hyaluronová, fibroin, želatina, agaróza, g e l l a n a alginát [ 2 ] . 

Přírodní h y d r o g e l y j s o u postupně nahrazovány syntetickými, z důvodu vyšší absorpční 
k a p a c i t y a delší kinetické a teplotní s t a b i l i t y [3]. Vykazují vyšší vstřebatelnost a m e c h a n i c k o u 
p e v n o s t , jelikož obsahují silné kovalentní v a z b y . M e z i syntetické p o l y m e r y patří 
polyhydroxyethylmethakrylát, p o l y v i n y l a l k o h o l , p o l y p r o p y l e n fumarát, p o l y e t h y l e n g l y k o l . 
Kombinací přírodního a syntetického p o l y m e r u vznikají kompozitní p o l y m e r y , které mají 
vynikající m e c h a n i c k o u o d o l n o s t díky vzniklé hybridní struktuře. 

2.1.1 Vlastnosti a využití hydrogelů 

J e d n o u z n e j důležitějších vlastností hydrogelových materiálů j s o u j e j i c h mechanické 
v l a s t n o s t i , díky kterým j s o u h y d r o g e l y n a p r o s t o unikátní. T y t o v l a s t n o s t i souvisejí s j e j i c h 
složením, stupněm síťování, způsobem síťování a o b s a h e m v o d y [ 4 ] . Vysoký o b s a h v o d y 
umožňuje r y c h l o u difúzi aktivních složek h y d r o g e l e m (případně uvolňování aktivní složky 
z hydrogelové m a t r i c e ) , a l e také v y k a z u j e nedostatečné mechanické v l a s t n o s t i , j a k o j e nízký 
m o d u l p e v n o s t i [ 5 ] . Z h l e d i s k a finálních aplikací hydrogelových materiálů j s o u n a p r o s t o 
stěžejní j e j i c h transportní v l a s t n o s t i , úzce související s výše diskutovanými mechanickými 
v l a s t n o s t m i . V o l b o u vhodných parametrů přípravy hydrogelů l z e dosáhnout materiálu 
s různými transportními v l a s t n o s t m i , a p r o t o se h y d r o g e l y v e l m i často využívají j a k o nosiče 
aktivních složek s řízeným uvolňováním z j e j i c h vnitřní s t r u k t u r y . Mají vynikající transportní 
v l a s t n o s t i a reagují n a změny vnějších podmínek ( t j . t e p l o t a , p H , rozpouštědlo, t l a k , iontová 
síla a elektrický potenciál) [ 6 ] . Jelikož mají h y d r o g e l y porézní s t r u k t u r u , j s o u v y s o c e 
propustné p r o různé t y p y aktivních látek, j a k o j s o u například léčiva, která m o h o u být 
z a vhodných podmínek z hydrogelů uvolněna n a správném místě, d o k o n c e p o d l o u h o u d o b u , 
jedná se o cílené uvolňování [ 7 ] . 

Díky své elasticitě m o h o u být využity j a k o kontaktní čočky, prsní implantáty, kloubní 
c h r u p a v k y a membrány [ 8 ] . Velké využití nacházejí v e tkáňovém inženýrství, 
k d e se používají p r o více účelů. Například v břišní c h i r u r g i i j a k o p r e v e n c e p r o t i vytvoření 
pooperačních srůstů, k d y h y d r o g e l vyplní prázdný p r o s t o r , a vytvoří t a k dočasnou bariéru 
m e z i v r s t v a m i narušené tkáně. T y t o h y d r o g e l y vykazují v y s o k o u b i o k o m p a t i b i l i t u , k d y 
v o r g a n i s m u nevyvolávají žádné negativní r e a k c e . J a k o antiadhezivní materiál j s o u nejčastěji 
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využívány syntetické h y d r o g e l y , přičemž p o l y e t h y l e n g l y k o l se používá k p r e v e n c i 
pooperačních srůstů [ 8 ] . 

M o h o u f u n g o v a t j a k o nosiče p r o dodání bioaktivních m o l e k u l a využívat se j a k o 
3 D s t r u k t u r y p r o t v o r b u náhradní tkáně a j a k o p o d p o r a buněk. V současné době se hodně 
využívá hydrogelový scaffold p r o t v o r b u tkání včetně svalů, kostí, c h r u p a v e k , j a t e r a neuronů. 
Díky své biokompatibilitě se uplatňují v b i o s e n z o r e c h , k d e plní o c h r a n n o u f u n k c i v podobě 
p o v l a k u n a části s e n z o r u , a b y nedocházelo k nežádoucím interakcím s biologickými 
m o l e k u l a m i n e b o buňkami. L z e j e využít j a k o imobilizační m a t r i c i p r o biosnímací p r v k y 
a poskytují vhodné prostředí p r o e n z y m y , jelikož udržují j e j i c h aktivní a funkční s t r u k t u r y [ 9 ] . 
H y d r o g e l y urychlují hojení r a n , jelikož j s o u schopné udržet optimální v l h k o s t . Své využití 
nacházejí i v zemědělství, k d e ukládají v o d u a živiny p r o růst r o s t l i n . 

2.1.2 Chemické gely 

H y d r o g e l y l z e dělit p o d l e m e c h a n i s m u j e j i c h v z n i k u n a fyzikálně a c h e m i c k y zesítěné 
h y d r o g e l y . Polymerní řetězce chemických hydrogelů j s o u síťovány kovalentními v a z b a m i , 
takže vykazují v y s o k o u s t a b i l i t u a v e l m i d o b r o u m e c h a n i c k o u o d o l n o s t v e srovnání 
s fyzikálními h y d r o g e l y . Označují se j a k o nereverzibilní g e l y , jelikož j e n e l z e převést z g e l u 
zpět d o s o l u . C h e m i c k y síťované h y d r o g e l y m o h o u v z n i k a t například radikální polymerací, 
e n z y m a t i c k y k a t a l y z o v a n o u reakcí, reakcí funkčních s k u p i n n e b o působením 
vysokoenergetického záření, například g a m a záření a elektronovými p a p r s k y [ 1 1 ] . Chemické 
síťování se používá převážně p r o vylepšení mechanických vlastností konečného materiálu 
(např. p e v n o s t , kinetická s t a b i l i t a ) . 

Existují různé m e t o d y syntézy chemických hydrogelů. Hydrofilní p o l y m e r y , které obsahují 
hydroxylové s k u p i n y (např. p o l y v i n y l a l k o h o l ) m o h o u být síťovány pomocí g l u t a r a l d e h y d u 
z a daných podmínek (vysoká t e p l o t a a nízké p H ) [ 1 2 ] . Dále m o h o u r e a g o v a t síťovací činidla 
(např. B I S ) s funkčními s k u p i n a m i (např. - O H , - C O O H , -NH2) hydrofilních polymerů 
prostřednictvím adiční r e a k c e . H y d r o g e l y n a bázi polyamidů a polyesterů m o h o u být 
připravovány pomocí kondenzačních reakcí. V y s o c e účinným činidlem p r o síťování 
hydrofilních polymerů s amidovými s k u p i n a m i j e 
N , N - ( 3 - d i m e t h y l a m i n o p r o p y l ) - N - e t h y l k a r b o d i i m i d ( E D C ) [ 1 3 ] . Nevýhodou chemických 
hydrogelů j e , že některá používaná síťovací činidla vykazují t o x i c i t u , která j e nežádoucí při 
použití hydrogelů j a k o biologického materiálu [ 1 4 ] . 

P V A hydrogel 

Jedním z příkladů c h e m i c k y síťovaného hydrogelů může být h y d r o g e l n a bázi syntetického 
p o l y v i n y l a l k o h o l u síťovaný například a l d e h y d y (např. g l u t a r a l d e h y d , g l y o x a l ) n e b o a n h y d r i d y 
( d i a n h y d r i d E D T A ) [ 1 5 ] . 

Jedná se o hydrofilní, netoxický a biokompatibilní syntetický p o l y m e r . J e m e c h a n i c k y 
pevný, což vyplývá z e síťování pomocí vodíkových v a z e b . Díky svým v l a s t n o s t e m j e 
v h o d n o u náhradou cévního materiálu a j e používán p r o k u l t i v a c i živých buněk. Stále více 
se uplatňuje v e tkáňovém inženýrství p r o r e g e n e r a c i orgánů a tkání [ 1 6 , 1 7 ] . Využití nachází 
i v e f a r m a c i i j a k o činidlo zvyšující v i s k o z i t u , přidává se d o povrchových nátěrů, filmů 
a d o očních k a p e k . 
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2.1.3 Fyzikální gely 

N a rozdíl o d chemického síťování hydrogelů, fyzikální síťování probíhá b e z přítomnosti 
jakéhokoliv síťovacího činidla. Tvoří se v l i v e m změny vnějšího prostředí, j a k o j e t e p l o t a , p H , 
iontová síla, a t d . Fyzikální h y d r o g e l y m o h o u být síťovány pomocí k r y s t a l i z a c e , vodíkových 
můstků, iontových a hydrofobních interakcí. Fyzikální g e l y j s o u o p r o t i chemickým méně 
pevné, tuhé a j s o u termoreverzibilní. Hojně využívanými materiály, z e kterých m o h o u t y t o 
h y d r o g e l y v z n i k a t j s o u a g a r , želatina, alginát a g e l l a n . 

S c h o p n o s t samouspořádání v e vodném médiu vykazují amfifilní roubované a blokové 
p o l y m e r y , přičemž vznikají h y d r o g e l y . Fyzikální h y d r o g e l y m o h o u v z n i k a t teplotním 
namáháním [ 1 8 ] . Například p o l y v i n y l a l k o h o l vytvoří g e l při pokojové teplotě j e n s m a l o u 
m e c h a n i c k o u pevností. P o k u d j e p o d r o b e n cyklickému p r o c e s u zmrazování - rozmrazování 
v z n i k n e v y s o c e tuhý a elastický g e l . Dále může síťování probíhat prostřednictvím iontů. 
Příkladem j e alginát sodný, který j e síťován pomocí vápenatých iontů při fyziologickém p H 
a pokojové teplotě [ 1 9 ] . Nachází velké využití v medicíně, uvolňuje léky n a určených místech 
n a základě změny prostředí a využívá se n a e n k a p s u l a c i živých buněk. Některé z fyzikálně 
síťovaných hydrogelů vykazují termoreverzibilní v l a s t n o s t i , t j . m o h o u přecházet v s o l 
zahřátím n a vyšší t e p l o t u a následným ochlazením dochází opět k fázovému přechodu 
n a h y d r o g e l . Jedním z takových typů j s o u níže uvedené agarózové h y d r o g e l y [ 2 0 ] . 

Agarózový hydrogel 

Agaróza j e přírodní p o l y s a c h a r i d , který se skládá z opakujících se j e d n o t e k střídajících 
se s k u p i n P - D - g a l a k t o p y r a n o s y a 3 , 6 - a n h y d r o - a - L - g a l a k t o p y r a n o s y extrahovaných 
z červených mořských řas (obrázek 1 ) . Agaróza tvoří v e l m i r y c h l e p o rozpuštění v e vodě 
termoreverzibilní g e l a j e nerozpustná v organických rozpouštědlech, kromě 
dimethylfumarátu ( D M F ) a d i m e t h y l s u l f o x i d u ( D M S O ) . Během g e l a c e se jednotlivé řetězce 
spojí pomocí vodíkových v a z e b z a v z n i k u dvojitých šroubovic a další ochlazování v e d e 
k e spojení těchto šroubovic [ 2 1 ] . Vykazují s y n e r e z i , což j e samovolné vytékání k a p a l i n y 
z g e l u v důsledku j e h o stárnutí. S klesající koncentrací agarózy se s y n e r e z e zvyšuje, což 
znamená, že s rostoucí koncentrací pevného podílu r o s t e i k a p a c i t a zadržování v o d y . Běžně 
se používá při elektroforéze, a l e v posledních l e t e c h poutá p o z o r n o s t v e tkáňovém inženýrství 
díky své biokompatibilitě a biodegradabilitě [ 2 2 ] . 

O H O H 

H . - O O 
O H 

O H 
n 

Obrázek 1: Struktura agarózy [21] 
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2.2 A F M - mikroskopie atomárních sil 

V r o c e 1 9 8 6 b y l v y n a l e z e n m i k r o s k o p atomárních s i l , j a k o nástupce skenovacího tunelového 
m i k r o s k o p u ( S T M ) , který dokázal měřit j e n vodivé v z o r k y [ 2 3 ] . S T M b y l v y n a l e z e n v r o c e 
1 9 8 1 německým f y z i k e m G e r d e m D i n n i g e m , který s p o l u s H e i n r i c h e m R o h r e r e m získal 
o 5 l e t později N o b e l o v u c e n u . Dokáže měřit sílu o v e l i k o s t i až 1 0 N a j e měřen p r o u d m e z i 
p o v r c h e m v z o r k u a h r o t e m . S nástupem m i k r o s k o p u atomárních s i l b y l o možné měřit 
nevodivé v z o r k y a b i o m o l e k u l y v e fyziologickém prostředí při vysokém rozlišení. Přičemž 
není sledován p r o u d , a l e i n t e r a k c e zahrnující přitažlivé a odpudivé síly m e z i h r o t e m 
a p o v r c h e m v z o r k u . Základem j e ostrý h r o t s poloměrem v jednotkách nanometrů, který 
j e upevněn n a ohebném nosníku ( z a n g l . cantilever). Dalším důležitým p r v k e m j e l a s e r , který 
d e t e k u j e o h y b nosníku s h r o t e m a fotodióda, která zpracovává signál (obrázek 2 ) . 

H r o t snímá p o v r c h v z o r k u a zaznamenávají se i n t e r a k c e , které zahrnují přitažlivé 
a odpudivé síly, elektrostatické a v a n d e r W a a l s o v y síly. T y t o i n t e r a k c e způsobují vychýlení 
nosníku v e vertikálním směru. J a k m i l e se nosník p o h n e , laserový p a p r s e k , který se odráží 
o d j e h o zadní s t r a n y , změní úhel o d r a z u a d o p a d n e t a k n a j i n o u část fotodiódy ( d e t e k t o r ) . 
T a j e tvořena z e čtyř kvadrantů a p o l o h u l a s e r u l z e p o z o r o v a t v e d v o u směrech - horizontální 
a vertikální. Počítač následně zpracovává elektrický signál fotodiódy a g e n e r u j e zpětný signál 
p r o p i e z o s k e n e r , a b y udržel konstantní přítlačnou sílu n a h r o t u [ 2 4 ] . 

Obrázek 2: Schéma měření AFM [25] 

K přesnému rozlišení přispívá p i e z o s k e n e r , který převádí elektrické signály 
d o mechanického p o h y b u a umožňuje skenování v z o r k u v rovině x - y pomocí 
subnanometrové přesnosti. P r o udržení konstantní síly m e z i h r o t e m a p o v r c h e m v z o r k u 
se pohybují v e směru o s y z . P i e z o s k e n e r y b y měly být kalibrovaný j e d n o u z a několik měsíců, 
a b y b y l o dosaženo spolehlivých prostorových měření. K a l i b r a c e se provádí skenováním 
atomově plochých vzorků, j a k o j e g r a f i t n e b o slída s vysokým rozlišením [ 2 6 ] . 

M i k r o s k o p i e atomárních s i l n e p o s k y t u j e j e n topografické i n f o r m a c e , a l e i mechanické 
v l a s t n o s t i . Rozlišení A F M silně závisí n a t v a r u h r o t u . P r o dosažení v e l i c e ostrého o b r a z u 
j e n e j lepší ostrý h r o t . Při skenování v e l i c e plochých a pevných povrchů dokáže A F M 
dosáhnout až atomového rozlišení [ 2 5 ] . 
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Původní záměr A F M b y l o měření vzorků pomocí h r o t u , n a jehož k o n c i b y l p o u z e j e d e n 
a t o m . Takové měření b y b y l o možné, p o k u d b y b y l p o v r c h plochý n a atomové úrovni, což j e 
například čerstvě rozštěpená slída. Při nerovném p o v r c h u m o h o u s k u p i n y atomů m e z i s e b o u 
i n t e r a g o v a t , což může zhoršovat rozlišení a j e měřena d r s n o s t p o v r c h u v mikroměřítku [ 2 7 ] . 

2.2.1 Kontaktní režim 

A F M může p r a c o v a t v několika různých režimech. V kontaktním režimu j e h r o t v neustálém 
k o n t a k t u se v z o r k e m a j e měřeno různé vychýlení nosníku, díky odlišné výšce p o v r c h u 
v z o r k u a působícím silám. Jelikož j e h r o t se v z o r k e m v neustálém k o n t a k t u , smykové síly 
působící n a v z o r e k j s o u významné a m o h l y b y poškodit slabě vázané m o l e k u l y n a p o v r c h u 
v z o r k u . V kontaktním režimu může být měřeno vychýlení nosníku v l i v e m třecích s i l , v t o m t o 
případě se jedná o m i k r o s k o p i i třecí síly (Friction Force Microscopy - F F M ) [ 2 8 ] . H r o t může 
být opatřen funkčními s k u p i n a m i , j a k o j e hydrofobní -CH3, n e b o hydrofilní - C O O H , přičemž 
j s o u sledovány adhezivní a třecí síly m e z i modifikovaným h r o t e m a p o v r c h e m v z o r k u 
( v i z M o d i f i k a c e h r o t u ) . L z e t a k s k e n o v a t p o v r c h v z o r k u a d e t e k o v a t prostorové 
rozložení funkčních s k u p i n . Jedná se o m i k r o s k o p i i chemické síly {Chemical Force 
Microscopy - C F M ) [ 2 9 ] . 

Kontaktní režim j e vhodný p r o zobrazování tvrdých povrchů a umožňuje vysoké rozlišení. 
U měření měkkých a lepivých materiálů j e h r o t náchylný n a ulpívání a sklouzávání 
p o p o v r c h u , k d y může p o v r c h v z o r k u poškodit a prostorové rozlišení bývá sníženo v l i v e m 
bočních a adhezních s i l . Používají se z d e nosníky s nízkou k o n s t a n t o u pružnosti o hodnotě 
menší než 0 , 5 N / m a taktéž s nízkou rezonanční frekvencí o k o l o 1 5 k H z . T e n t o režim j e 
vhodný p r o měření v kapalině, v e v z d u c h u i v a k u u . Třecí síla m e z i h r o t e m a v z o r k e m není 
vždy vítána, zejména při měření měkkých povrchů. Z t o h o t o důvodu b y l y v y v i n u t y další 
režimy, které nezahrnují t y t o nežádoucí síly a destruktivní c h a r a k t e r [ 3 0 ] . 

2.2.2 Bezkontaktní režim 

Bezkontaktní režim (non-contact mode) využívá síly delšího d o s a h u , j a k o j s o u 
v a n d e r W a a l s o v y síly a síly elektrostatické. H r o t se nedotýká v z o r k u , a l e p o h y b u j e 
se v e vzdálenosti o d 1 d o 1 0 n m n a d ním. Nosník j e rozkmitán a j s o u detekovány změny 
v rezonanční f r e k v e n c i , když se h r o t přibližuje a o d d a l u j e o d p o v r c h u v z o r k u . Bezkontaktní 
režim p o s k y t u j e v y s o k o u c i t l i v o s t a a p l i k a c i malých s i l , p r o t o j e vhodný p r o měření měkkých 
a biologických materiálů, k d y nedochází k poškození h r o t u a n i p o v r c h u v z o r k u [ 3 1 ] . 
Nevýhodou j e , když j e a m p l i t u d a k m i t u příliš velká, h r o t se d o s t a n e d o k o n t a k t u se v z o r k e m 
a následně nemusí mít dostatečně v e l k o u e n e r g i i n a uvolnění, p r o t o musí být použit tužší 
nosník s vyšší k o n s t a n t o u pružnosti a vyšší rezonanční frekvencí. R y c h l o s t zobrazení p o v r c h u 
j e pomalejší a s nižším rozlišením než u režimu kontaktního, díky vzdálenosti, která 
j e udržována m e z i h r o t e m a p o v r c h e m v z o r k u . K lepšímu rozlišení v bezkontaktním režimu 
j e doporučeno m a p o v a t p o v r c h v e v a k u u [ 3 2 ] . 

2.2.3 Poklepový režim 

Poklepový režim (tapping mode) j e kombinací předchozích d v o u uvedených režimů 
a z a h r n u j e výhody j a k kontaktního, t a k i bezkontaktního režimu. J e používán h r o t , který kmitá 
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s frekvencí 5 0 - 5 0 0 H z v e v z d u c h u a v kapalinách řádově 1 0 k H z s k o n s t a n t o u pružnosti větší 
než 1 0 N / m [ 3 2 ] . 

H r o t j e v přerušovaném k o n t a k t u se v z o r k e m a p o s k y t u j e d o k o n c e více informací 
než kontaktní režim, jelikož i n t e r a k c e m e z i p o v r c h e m a h r o t e m v e d o u n e j e n k e snížení 
a m p l i t u d y o s c i l a c e , a l e také k p o s u n u v e fázi o s c i l a c e (obrázek 3 ) . Díky t o m u t o p o s u n u l z e 
získat i n f o r m a c e o v l a s t n o s t e c h materiálu (např. a d h e z e ) . Poklepový režim f u n g u j e také 
v tekutém prostředí, p r o t o se nejčastěji využívá p r o biologické materiály [ 2 4 ] . 

S poklepovým režimem úzce souvisí režim m o d u l a c e síly (force modulation). N a nosník 
j e aplikována sinusová m o d u l a c e a h r o t s k e n u j e p o v r c h . Zprůhybu nosníku l z e získat 
i n f o r m a c e o mechanických v l a s t n o s t e c h (např. t u h o s t v z o r k u ) s vysokým bočním rozlišením. 
Neudává absolutní h o d n o t y t u h o s t i v z o r k u , a l e jeví se n a p o v r c h u j a k o o b l a s t i s rozdílným 
zbarvením v o b r a z e F M M {force modulation microscopy) [ 3 4 ] . 

Při poklepovém režimu j e vhodné použít tužší nosník, který má k o n s t a n t u pružnosti vyšší 
než 1 0 N / m , jelikož j e schopný při zaboření d o v z o r k u překonat kapilární síly. Kapilární síly 
vytvořené kondenzací vodní v r s t v y přitahují h r o t k p o v r c h u v z o r k u a vzniká t a k m e n i s k u s . 
P o k u d j e však nosník příliš tuhý, může docházet k poškození p o v r c h u v z o r k u . 

Poklepový režim j e vhodný p r o zobrazování měkkých vzorků, protože boční síly n e j s o u 
t a k velké a p o s k y t u j e lepší rozlišení než režim bezkontaktní. Jedním z problémů poklepového 
režimu j e n e s t a b i l i t a , která j e způsobena přitažlivými s i l a m i , když se h r o t d o t k n e v z o r k u . 
P r o překonání této n e s t a b i l i t y j e vhodné použít vyšší a m p l i t u d u k m i t u , která však může 
způsobit d e f o r m a c i v z o r k u n e b o poškození h r o t u v důsledku vyšších odpudivých s i l . J e d n o u 
z možností j e použít tužší nosník s vyšší k o n s t a n t o u pružnosti, což může vést k lepšímu 
překonání působících s i l . Měkčí nosníky poskytují lepší c h a r a k t e r i z a c i materiálu měkkých 
vzorků, a l e j s o u m n o h e m náchylnější n a n e s t a b i l i t u . Ideální nosník p r o poklepový režim A F M 
p r o měkké v z o r k y b y se měl při k o n t a k t u h r o t u se v z o r k e m c h o v a t j a k o měkký, a b y 
se o m e z i l y odpudivé síly a p r o překonání přitažlivých s i l b y měl být nosník tuhý. Z e h r a 
P a r l a k a s p o l . [ 3 5 ] představili m e t o d u , k d y b y l při poklepovém režimu využitý integrovaný 
odečet síly a aktivní h r o t . H r o t j e zasouván d o nosníku, j a k m i l e j e překročena síla m e z i 
h r o t e m a v z o r k e m , která j e dána uživatelem. M e t o d a umožňuje lepší zobrazování a snižuje 
odpudivé síly a p o s k y t u j e přesnější t o p o g r a f i i v z o r k u . T a t o m e t o d a j e v e l i c e přínosná, 
zejména p r o měkké a heterogenní materiály [ 3 5 ] . 

Obrázek 3: Poklepový režim [26] 

Režim P e a k F o r c e b y l v y v i n u t společností B r u k e r v r o c e 2 0 1 0 a j e široce využíván 
p r o s t u d i u m b i o m o l e k u l . Vzdálenost h r o t - v z o r e k j e modelována sinusovým p o h y b e m 
při amplitudách p o d 1 0 0 n m a při frekvencích 1 n e b o 2 k H z v režimu P e a k F o r c e T a p p i n g . 
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Výhodou j e , že když se h r o t približuje k p o v r c h u v z o r k u , r y c h l o s t h r o t u se blíži n u l e . 
T o zajišťuje k o n t r o l u síly i n t e r a k c e m e z i h r o t e m a v z o r k e m , takže j s o u chráněny před 
poškozením a umožňuje zobrazování v kapalinách při silách p o d 1 0 0 p N . Režim P e a k F o r c e 
T a p p i n g j e rychlejší v e srovnání sjinými zobrazovacími režimy a umožňuje vytvořit tisíce 
silových křivek z a s e k u n d u . Umožňuje získat nanomechanické v l a s t n o s t i j a k o například 
Youngův m o d u l pružnosti a a d h e z i , zároveň s t o p o g r a f i i p o v r c h u v z o r k u . Režim P e a k F o r c e 
měří Youngův m o d u l pružnosti v r o z s a h u o d 1 M P a d o 5 0 G P a a a d h e z i o d 1 0 p N d o 1 0 u N 
[ 3 6 ] . 

2.2.4 Nosník a hrot 

Rozlišení A F M silně závisí n a t v a r u a rozměrech h r o t u . K d i s p o z i c i j e řada různých druhů 
nosníků a hrotů s širokým r o z s a h e m k o n s t a n t pružnosti, rezonanční frekvencí, různě velkými 
poloměry a t v a r y hrotů, což umožňuje v y b r a t vhodný nosník a h r o t p r o v z o r e k . Základem 
proměření j e h r o t , který j e umístěn n a ohebném nosníku. V e l i k o s t h r o t u j e řádově 
několik u m , přičemž existují různé g e o m e t r i e hrotů, k d y nejběžnější j e t v a r pyramidový, dále 
se vyrábí i obdélníkové s kulatým zakončením. Nosník bývá o b v y k l e v e t v a r u 
písmene V (obrázek 4 ) , a b y se zvýšila j e h o boční t u h o s t a j e často vyráběn z křemíku n e b o 
n i t r i d u křemíku [ 3 7 ] . Bývá p o k r y t reflexní k o v o v o u v r s t v o u , p r o lepší o d r a z laserového 
p a p r s k u n a d e t e k t o r . Při měření v kapalině se používá pozlacený nosník, a b y b y l c h e m i c k y 
inertní. Nosník j e j e d n o u s t r a n o u pevně umístěn n a čipu a bývá dlouhý 1 0 0 - 2 0 0 u m , každé 
raménko j e dlouhé 2 0 - 4 0 u m a široké 0 , 5 - 1 u m . Nosníky se n a čip připevňují v e s k l o n u 
o d 7° d o 20°, a b y se v z o r k u d o t k l j a k o první h r o t a n e čip, čímž se zvyšuje efektivní k o n s t a n t a 
pružnosti o 1 0 - 2 0 % [ 3 8 ] . 

Obrázek 4: Snímek trojúhelníkového nosníku SNL-10 na jehož konci je hrot [39] 

Důležitými h o d n o t a m i , které výrobci u každého nosníku s h r o t e m uvádějí, j s o u k o n s t a n t a 
pružnosti a rezonanční f r e k v e n c e . Vyrábějí se nosníky s k o n s t a n t a m i pružnosti o d 0 , 0 0 5 N / m 
d o 4 0 N / m a čím vyšší j e k o n s t a n t a pružnosti, tím j e nosník kratší a tlustší a má i vyšší 
rezonanční f r e k v e n c i . Čím vyšší j e rezonanční f r e k v e n c e nosníku, tím méně se n a něj 
přenášejí vnější v i b r a c e z b u d o v y , s t o l u n e b o h l u k u [ 3 7 ] . Krátké a tenké nosníky j s o u měkké, 
mají v y s o k o u c i t l i v o s t a rezonanční f r e k v e n c i . Nejmenší vyrobené nosníky j s o u 1 0 u m 
dlouhé, 0 , 1 - 0 , 3 u m vysoké a 3 - 5 u m široké. J e j i c h v e l i k o s t už j e téměř nemožné zmenšit, 
protože j e obtížné v y r o b i t malé h r o t y a zaměřit laserový p a p r s e k n a t a k m a l o u p l o c h u [ 4 0 ] . 
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Modifikace hrotu 

Běžně j s o u používány h r o t y , které j s o u v y r o b e n y z křemíku n e b o n i t r i d u křemíku [ 4 1 ] . 
Komerčně dostupné h r o t y bývají v y r o b e n y b e z důkladné k o n t r o l y chemického složení a j s o u 
často náchylné k náhodné k o n t a m i n a c i . M o h o u o b s a h o v a t nečistoty, j a k o j e p r a c h n e b o 
organické látky. P r o j e j i c h odstranění a zabránění k o n t a m i n a c i zkoumaného v z o r k u 
se doporučuje provést k r o k čištění v U V n e b o ozonové komoře. Hydrofilní p o v a h a 
nemodifikovaných hrotů zvyšuje silné i n t e r a k c e s měkkými hydrofilními biologickými 
materiály a může být p r o p o v r c h v z o r k u destruktivní. R o s t e nástup c h e m i c k y a b i o c h e m i c k y 
modifikovaných hrotů, které rozšiřují p o l e A F M experimentů. J e d n o u z nejjednodušších 
úprav h r o t u j e kompletní o x i d a c e celého p o v r c h u pomocí U V záření v atmosféře bohaté 
n a o z o n či vystavení kyslíkové plazmě. P o v r c h t a k b u d e o b s a h o v a t S i - O H funkční s k u p i n y , 
které však způsobují s n a d n o u k o n t a m i n a c i kvůli vysoké povrchové volné e n e r g i i [ 4 2 ] . 
Nejběžnější m e t o d o u m o d i f i k a c e h r o t u j e i m o b i l i z a c e m o l e k u l a l k y l t h i o l u n a pozlacený h r o t . 
Výhodou j e snadná příprava a široká škála možných funkčních s k u p i n . Dále se využívají 
a l k y l s i l a n y k úpravě křemíkových n e b o silikátových A F M hrotů. Vzniklé m o n o v r s t v y 
vykazují s t a b i l i t u vůči mechanickému a chemickému namáhání a není nutné pokovování 
h r o t u . V y s o k o u o d o l n o s t vůči mechanickému poškození vykazují rovněž h r o t y z uhlíkových 
n a n o t r u b i c ( C N T ) [ 4 3 ] . Dále bývá využíván o x i d křemičitý v e formě kuličky, která 
j e přidělána n a k o n e c nosníku. Tím se zvětší poloměr h r o t u , takže působí nedestruktivně, 
avšak n e p o s k y t u j e příliš vysoké rozlišení [ 4 2 ] . 

K a l i b r a c e a výpočet konstanty pružnosti k 

Vazebná e n e r g i e p r o iontově vázané v z o r k y j e menší než 1 0 e V a p r o k r y s t a l y organických 
sloučenin, j e vazebná e n e r g i e l O M e V . Odpudivé síly působí v e vzdálenosti 0 , 0 2 n m . 
L z e t e d y použít r o v n i c i 

k d e F d e f i n u j e sílu vyvíjenou h r o t e m , AU v a z e b n o u e n e r g i i a Ax vzdálenost působení 
odpudivých s i l . P r o iontově vázané v z o r k y b y síla vyšla 1 0 " 7 N a p r o k r y s t a l y organických 
sloučenin 1 0 " U N . Nosníky, které j s o u používány p r o měkké biologické v z o r k y , mají 
k o n s t a n t y pružnosti v rozmezí o d 0 , 0 0 0 6 - 2 N / m , což pomáhá m i n i m a l i z o v a t síly aplikované 
n a v z o r e k [ 2 4 ] . 

Výrobci udávají h o d n o t y k o n s t a n t y pružnosti, které se však o d r e a l i t y často liší. Prvním 
důvodem může být neznámá výška nosníku, jelikož n e j s o u homogenní p o celé délce. 
U n i t r i d u křemíku není známá výška v r s t v y o x i d u , a potažmo a n i v r s t v a z l a t a , která se někdy 
přidává p r o zvýšení o d r a z u a chemické o d o l n o s t i . Zvýšením h m o t n o s t i nosníku se zvyšuje 
i rezonanční f r e k v e n c e a j e ovlivněna k o n s t a n t a pružnosti. J e t e d y nutné k o n s t a n t u pružnosti 
před každým měřením experimentálně s t a n o v i t [ 4 4 ] . K o n s t a n t y pružnosti j s o u obecně 
vypočteny z g e o m e t r i e nosníku a n e j s o u experimentálně změřeny. Výpočet p r o k o n s t a n t u 
pružnosti nezávisí n a h m o t n o s t i nosníku, přičemž rezonanční f r e k v e n c e a n o . P r o nosníky 
v e t v a r u písmene V l z e k o n s t a n t u pružnosti vypočítat následovně 

F = -AUAx, ( 1 ) 

( 2 ) 
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Přičemž E j e Youngův m o d u l pružnosti, w j e šířka nosníku, ř j e tloušťka a / j e j e h o délka [ 4 4 ] . 
P r o výpočet rezonanční f r e k v e n c e se uvádí v z t a h 

/ = 
( 1 , 8 7 5 1 ) 2 t 

2n 12p ' 
( 3 ) 

k d e p j e h u s t o t a materiálu nosníku. R o v n i c e platí p r o pravoúhlé nosníky. Vysoká rezonanční 
f r e k v e n c e nosníku b y měla mít v l i v n a rychlejší skenování. Vypočtená h o d n o t a k o n s t a n t y 
pružnosti, n e b o h o d n o t a daná kalibrací, se o d h o d n o t y uvedené výrobci většinou liší 
v rozmezí o d 1 0 d o 2 0 %. P r o měření s různými nosníky se používá k a l i b r a c e referenčního 
nosníku a poté pomocí něj z k a l i b r o v a t ostatní nosníky (obrázek 5 ) . J e d e n z nosníků bývá 
připevněn n a piezoelektrický t r a n s l a t o r . K o n s t a n t a pružnosti j e dána následujícím 
v z t a h e m ( 4 ) , k d y kref je pružinová k o n s t a n t a nosníku, Z c j e průhyb nosníku a Zp j e p o l o h a 
piezoelektrického translátoru. 

k — k = k ref' 
i - z c / z p ( 4 ) 

J a k o referenční nosníky se využívají mikroskopické n e b o makroskopické nosníky, 
k d e k o n s t a n t u pružnosti l z e vypočítat [ 3 6 ] . 

Referenční nosník 

Obrázek 5: Schéma výpočtu nosníku pomocí zatlačení do referenčního nosníku a měření vychýlení 
ZcCiZp [45] 

V e l i c e používanou m e t o d o u p r o k a l i b r a c i k o n s t a n t y a výpočet rezonanční f r e k v e n c e j e 
přidání známé h m o t y n a k o n e c h r o t u , v podobě kuličky z e z l a t a n e b o w o l f r a m u . Není nutné 
použití l e p i d l a , jelikož a d h e z e j e dostatečně silná a nedestruktivní [ 4 6 ] . H m o t n o s t kuličky 
j e vypočtena pomocí optické n e b o elektronové m i k r o s k o p i e , k d y j e zjištěn její poloměr. 
M e t o d a může být destruktivní, a l e není potřeba znát h m o t n o s t nosníku. 

M e t o d a , k t e r o u n a v r h l i H u t t e r a B e c h h o f e r j e analýza tepelného šumu [ 4 7 ] . J e t o rychlá 
m e t o d a , která se používá i p r o měření v kapalině a probíhá prostřednictvím softwarové 
analýzy. J e široce využívaná, avšak závisí n a konkrétním t v a r u nosníku. Dále j e třeba počítat 
s různými d r u h y vibrací. M e t o d a j e založena n a měření volných tepelných fluktuací nosníku 
a j e vhodná p r o měkké nosníky, které mají k o n s t a n t u pružnosti menší než 0 , 0 5 N / m , jelikož 
j e a m p l i t u d a k m i t u malá. 

2.2.5 Nanoindentace 

N a n o i n d e n t a c e j e m e t o d a , která měří mechanické v l a s t n o s t i materiálu vtlačováním h r o t u 
d o měřeného materiálu v řádech n m - u m . Původně b y l a v y v i n u t a p r o zkoumání 
anorganických materiálů (různé k o v y a k e r a m i k a ) a měření j e j i c h t v r d o s t i a pružnosti. 
Umožňuje měřit v e l m i tenké v r s t v y , přičemž j e nutné malé zatížení. 
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Během i n d e n t a c e se a n a l y z u j e aplikované zatížení a h l o u b k a v t i s k u h r o t u d o v z o r k u . 
Získané nanoindentační křivky (síla-vzdálenost) slouží k výpočtu t v r d o s t i a m o d u l u pružnosti 
v z o r k u [ 2 4 ] . M e t o d a s l e d u j e také tečení (creep), fázový přechod a t r h l i n y . P r o zkoumání 
tvrdých vzorků se využívají ostré h r o t y , n a o p a k p r o měkké materiály, j a k o j s o u p o l y m e r y 
n e b o biologické v z o r k y , j s o u vhodné sférické i n d e n t o r y , které j s o u tupé. Nanoindentační 
nástroj se o d A F M zobrazování liší tím, že j e h r o t značně zatížen, a b y p r o n i k l s k r z p o v r c h , 
přičemž režim A F M j e nedestruktivní. L z e z a k o u p i t A F M nástavec j a k o doplněk 
k nanoindentačnímu zařízení, který p o s k y t u j e lepší rozlišení a l z e s l e d o v a t p o v r c h v z o r k u 
před a během skenování [ 4 8 ] . 

2.2.6 Hertzův model 

J e d n o u z hlavních mechanických vlastností a c h a r a k t e r i s t i c k o u veličinou p r o daný materiál 
j e Youngův m o d u l pružnosti. L z e j e j d e f i n o v a t j a k o poměr napětí a jím vyvolané d e f o r m a c e . 

P r o stanovení m o d u l u pružnosti se nejčastěji využívá Hertzův m o d e l . J e dán v z t a h e m 

F = J 0 ^ ^ 3 ' 2 - ( 5 , 

k d e E j e Youngův m o d u l , R j e kontaktní poloměr, F j e síla, v j e P o i s s o n o v o číslo a Z ) j e 
vzdálenost m e z i h r o t e m a p o v r c h e m v z o r k u [ 4 9 ] . Hertzův m o d e l předpokládá, že materiál j e 
elastický a homogenní, což j e velká překážka p r o měření polymerů a biologických materiálů. 
Dále nepočítá s přesným t v a r e m h r o t u a a p r o x i m u j e j e j n a t v a r kužel ovitý. H l o u b k a v t i s k u j e 
určována nepřímo pomocí A F M měření, tudíž bývají malé v t i s k y zatíženy velkými c h y b a m i 
díky kolísání h r o t u , tepelné f l u k t u a c i a šumu. T y t o o k o l n o s t i ovlivňují h o d n o t u Y o u n g o v a 
m o d u l u a j e složité j e j přesně určit [ 5 0 ] . 

2.2.7 Analýza silových křivek 

M i k r o s k o p i e atomárních s i l umožňuje z o b r a z o v a t n e j e n p o v r c h vzorků v e vysokém rozlišení, 
a l e také dokáže měřit křivky síly j a k o f u n k c e vzdálenosti, které poskytují i n f o r m a c e 
o v l a s t n o s t e c h materiálu, j a k o j e například a d h e z e , h u s t o t a povrchového náboje, t v r d o s t , 
e l a s t i c i t a , d o k o n c e i i n t e r a k c e m e z i částicemi. Sílu m e z i h r o t e m a v z o r k e m l z e využít 
p r o získání vlastností j a k v z o r k u , t a k média o k o l o něj. Při měření síly se h r o t p o h y b u j e 
směrem k e v z o r k u a p o l o h a h r o t u a prohnutí nosníku j s o u převedeny n a křivky síla-vzdálenost 
( F = F ( r ) ) , n e b o l i silové křivky. 

Obecně l z e křivku síla-vzdálenost rozdělit n a tři části: p o h y b směrem k e v z o r k u , k o n t a k t 
se v z o r k e m a oddálení o d p o v r c h u v z o r k u . První část křivky p o s k y t u j e i n f o r m a c e 
o odpudivých a přitažlivých silách m e z i h r o t e m a p o v r c h e m v z o r k u (např. elektrostatické, 
v a n d e r W a a l s o v y síly). Druhá část křivky odpovídá kontaktnímu režimu, k d y se h r o t dotýká 
v z o r k u a p o s k y t u j e i n f o r m a c e o mechanických v l a s t n o s t e c h v z o r k u , j a k o j e Youngův m o d u l , 
relaxační čas a v i s k o z i t a buněk či hydrogelů. Poslední část křivky, která z a h r n u j e oddálení 
h r o t u o d v z o r k u p o s k y t u j e i n f o r m a c e o adhezních n e b o lomových silách a rozbalování 
polymerů (obrázek 6 ) . 

Při přiblížení h r o t u k e v z o r k u se nosník vychýlí z e své původní p o l o h y . Při vzdálenosti 
větší než 1 0 n m m e z i h r o t e m a p o v r c h e m v z o r k u převládají elektrostatické a hydrofobní 
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i n t e r a k c e a nosník j e ohýbán směrem k e v z o r k u . J a k m i l e j e vzdálenost m e z i h r o t e m 
a v z o r k e m menší než 1 0 n m , působí převážně v a n d e r W a a l s o v y síly. P o k u d j s o u přitažlivé 
síly větší než k o n s t a n t a pružnosti nosníku, d o j d e k rychlému k o n t a k t u h r o t u se v z o r k e m , 
k d e j e j drží adhezní a kapilární síly. Kapilární síly j s o u důležité při měření s i l v e v z d u c h u , 
jelikož m o h o u být větší než intramolekulární síly [ 5 1 ] . 

n í - Odpudivá síla 

Obrázek 6: Křivka síla-vzdálenost (F-d) [52] 

P r o získání přesných křivek síla-vzdálenost j e nutné použít kalibrované nosníky o známé 
konstantě pružnosti k. Síla, která působí n a nosník j e dána v z t a h e m 

F = -kz, ( 6 ) 

k d e k je k o n s t a n t a pružnosti nosníku a z j e průhyb nosníku v e směru k o l m o k e v z o r k u . 
D r s n o s t p o v r c h u v z o r k u n e b o h r o t u j e problémem p r o i n t e r p r e t a c i silokřivek [ 3 4 ] . 
U deformovatelných povrchů může být přítomnost povrchových s i l problém, protože m o h o u 
vést k výrazné d e f o r m a c i ještě předtím, než d o j d e k e k o n t a k t u . J e p r a k t i c k y nemožné přesně 
určit, k d y dochází k e k o n t a k t u h r o t u s p o v r c h e m v z o r k u . P r o lepší zobrazení měkkých 
biologických vzorků j e potřeba c o n e j menší síla m e z i h r o t e m a p o v r c h e m vzorků. První 
p o k u s y o snížení s i l b y l y již v r o c e 1 9 8 9 , k d y W e i s e n h o r n e m a s p o l . [ 5 1 ] z j i s t i l i , 
že zobrazování vzorků v kapalině t y t o i n t e r a k c e výrazně snižuje. 

2.3 Problémy při měření hydrogelů pomocí A F M 

Při měření hydrogelů pomocí A F M se může v y s k y t n o u t několik problémů, kterým j e potřeba 
zabránit. V z o r k y musí být c o nejvíce připevněny k p o d k l a d u , aniž b y b y l a porušena j e j i c h 
s t r u k t u r a , jelikož může být p o d s t a v e c mírně nakloněný a m o h l o b y dojít k p o s u n u v z o r k u . 
J a k o p o d k l a d nejlépe slouží materiál, který j e c h e m i c k y čistý s hladkým p o v r c h e m . 
N e j vhodnější materiál j e slída s atomárně rovným p o v r c h e m , který j e snadné nalámat a díky 
cenové d o s t u p n o s t i j d e o nejvíce používaný materiál. Druhým nejběžnějším materiálem j e 
s k l o , které není t a k hladké, a l e l z e j e j využít p r o sledování větších vzorků [ 5 3 ] . 

Jedním z n e j důležitějších kroků měření j e výběr nosníku s h r o t e m a s v h o d n o u k o n s t a n t o u 
pružnosti k a rezonanční frekvencí fo. Při příliš vysoké hodnotě k o n s t a n t y pružnosti b y m o h l o 
dojít k poškození v z o r k u . Při měření kolagenových a polyakrylamidových gelů Gimenéz 
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a s p o l . [ 5 4 ] použili nosníky s k o n s t a n t o u pružnosti v rozmezí 0 , 0 1 - 0 , 1 N / m . P o d l e zkušeností 
b y l y p r o n e j měkčí v z o r k y využity k o n s t a n t y pružnosti s n e j nižší h o d n o t o u . I když její h o d n o t a 
bývá u v e d e n a výrobcem, j e vhodné j i změřit před každým e x p e r i m e n t e m (jedná 
se o t z v . k a l i b r a c i nosníku). Z o u h e i r D r i r a a s p o l . [ 5 5 ] měřili k o n s t a n t u pružnosti nosníku 
n a tvrdém a čistém slídovém p o v r c h u m e t o d o u tepelné f l u k t u a c e n a různých místech. 
Následně použili průměrnou h o d n o t u t a k t o stanovené k o n s t a n t y pružnosti. V průběhu měření 
může h r o t z t r a t i t s v o j i původní o s t r o s t a g e o m e t r i i , což v e d e k další ztrátě přesnosti měření. 

Dalším důležitým p a r a m e t r e m j e h e t e r o g e n i t a hydrogelů. P r o správné vyhodnocení j a k 
mechanických, t a k elastických vlastností j e vhodné měřit v z o r e k n a více místech a naměřené 
h o d n o t y zprůměrovat. 

Dalším z d r o j e m c h y b j s o u i n t e r a k c e p o v r c h u h r o t u se v z o r k e m , k d y se v nanoměřítku 
stávají v a n d e r W a a l s o v y síly výraznější, což může vést k a d h e z i m e z i p o v r c h e m v z o r k u 
a h r o t e m . C h y b y m o h o u n a s t a t i při n a n o i n d e n t a c i . P r o měkké v z o r k y j e vhodné použít 
O l i v e r - P h a r r m o d e l , což j e analytický m o d e l popisující základní v l a s t n o s t i materiálu 
(Youngův m o d u l pružnosti a t v r d o s t ) a také c h e m i c k y m o d i f i k o v a t materiál h r o t u [ 5 6 ] . 

Síly, které m o h o u z a vychýlení nosníku, j s o u elektrostatické a v a n d e r W a a l s o v y síly m e z i 
p o v r c h e m v z o r k u a h r o t e m . Někdy však m o h o u působit i jiné síly, například kapilární, které 
se vyskytují n a p o v r c h u v z o r k u při k o n d e n z a c i v o d y a komplikují měření. Měkké v z o r k y b y 
p r o t o měly být z o b r a z e n y v tekutém prostředí, j a k o j e r o z t o k p u f r u n e b o v o d a , přičemž 
se kapilární síly snižují a l z e měkké v z o r k y lépe měřit [ 5 7 ] . 

2.3.1 Nevýhody AFM 

Měření hydrogelů pomocí m i k r o s k o p i e atomárních s i l má určité nevýhody. Vysoký o b s a h 
v o d y může vést k problémům v dimenzování sítě a může dojít k poškození v z o r k u při použití 
kontaktního módu. Měřením se získá n e d o s t a t e k chemických informací, což a l e l z e získat 
použitím doplňkové S F G m i k r o s k o p i e (sum frequency generation spectroscopy), která 
p o s k y t u j e chemické i n f o r m a c e o p o v r c h u zkoumaného v z o r k u , j e h o složení, případně 
posouzení d e h y d r a t a c e n a p o v r c h u v z o r k u [ 5 8 ] . R o z s a h A F M skenerů j e o m e z e n i vertikálně, 
tudíž zakřivené v z o r k y n e l z e měřit. P r o měření s vysokým rozlišením j e důležité mít 
připravené ploché a čisté v z o r k y . 

2.3.2 Výhody AFM 

J e d n o u z hlavních výhod A F M j e snadná příprava v z o r k u . J e t o velký přínos p r o zobrazování 
biologických vzorků, které m o h o u být měřeny v e fyziologickém r o z t o k u . Měření se může 
provádět v e vodě, v z d u c h u i v e v a k u u a není potřeba speciální příprava v z o r k u a n i určité 
rozmezí t e p l o t . Měření v e vodném prostředí j e přínosné p r o zkoumání biologických materiálů, 
k d y může probíhat z a téměř fyziologických podmínek [ 5 7 ] . M i k r o s k o p i e atomárních s i l 
p o s k y t u j e trojrozměrné topografické i n f o r m a c e , k d y dokáže p o s k y t o v a t vysoké vertikální 
rozlišení, i mechanické v l a s t n o s t i n e b o a d h e z i . K pozorování není nutný vodivý v z o r e k . 
P r o měření j e důležité, a b y b y l v z o r e k hladký p o u z e v měřítku s poloměrem zakřivení h r o t u . 
P o v r c h měkkých materiálů l z e v y h l a d i t odebráním hladké šablony. Například, když j e 
p o l y m e r n a t a v e n n a slídu n e b o křemíkovou destičku, p o ochlazení a před e x p e r i m e n t e m 
se šablona s l o u p n e a hladký p o v r c h p o l y m e r u může být měřen. A F M j e j e d i n o u příležitostí, 
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j a k s l e d o v a t p o v r c h materiálu n e b o buněk, j e j i c h m o r f o l o g i i , nanomechanické v l a s t n o s t i , 
r e a k c e n a okolí a i n t e r a k c e s prostředím. 

Potenciál A F M není j e n v zobrazování p o v r c h u vzorků, a l e dokáže z a z n a m e n a t síly již 
o d 1 0 p N . V režimu silové s p e k t r o s k o p i e dokáže z a z n a m e n a t křivky síla-vzdálenost, k d y j e 
síla v y k r e s l e n a j a k o f u n k c e vzdálenosti m e z i h r o t e m a v z o r k e m . T y t o křivky m o h o u být s k r z e 
různé fyzikální m o d e l y přepočteny n a nanomechanické a nanoadhezivní v l a s t n o s t i daného 
materiálu. Také j s o u v e světě čím dál více používány h r o t y , které j s o u opatřeny živými 
buňkami a b i o m o l e k u l a m i , což otevírá nové c e s t y k e zkoumání interakcí m e z i těmito 
vylepšenými h r o t y a buněčnými p o v r c h y . Stále více článků se zabývá zkoumáním účinků léků 
n a buňky pomocí A F M [ 5 9 ] . 
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3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ P R O B L E M A T I K Y 

3.1 Topografická heterogenita v P V A hydrogelech studovaná pomocí A F M 

V této s t u d i i A s h i t K u m a n P r a m a n i c k a s p o l . [ 6 0 ] s t u d o v a l i h y d r o g e l y n a bázi 
p o l y v i n y l a l k o h o l u syntetizované m e t o d o u zmrazování a rozmrazování pomocí bezkontaktní 
A F M . B y l pozorován v l i v zpracování n a výslednou t o p o g r a f i i . R o z t o k y b y l y připraveny 
rozpuštěním vhodného množství P V A v destilované vodě při 8 0 °C, a b y se získaly r o z t o k y 
s k o n c e n t r a c e m i 6 %, 1 0 % a 1 4 %. Poté b y l y n a l i t y d o f o r e m o průměru 1 8 c m a tloušťce 
1,5 c m a následně b y l y zmrazovány p o d o b u 8 h o d i n při 0 °C a rozmrazovány 1 6 h o d i n 
při teplotě 3 7 ± 2 °C. V z o r k y b y l y v y s t a v e n y 1 5 , 3 0 a 4 5 cyklům zmrazování a rozmrazování. 
B y l y získány fyzikálně síťované P V A hydrogelové filmy o tloušťce 1 - 1 , 5 m m . Část v z o r k u 
v e středu filmu b y l a vyříznuta a přilepena n a slídovou fólii pomocí dvojité pásky. B y l použit 
bezkontaktní režim N C - A F M a použitý h r o t b y l z n i t r i d u křemíku n a nosníku S I - D F 2 0 
s k o n s t a n t o u t u h o s t i o k o l o 2 0 N / m a frekvencí 1 3 5 k H z . 
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Obrázek 7: a) AFM snímky 6 % PVA hydrogelů, po 15, 30 a 40 cyklech zmrazení - rozmrazení, 
b) Trojrozměrné snímky 6 % PVA hydrogelů po 15,30, a 40 cyklech zmrazení - rozmrazení [60] 

U 6 % P V A hydrogelů b y l pozorován viditelný účinek cyklů, jelikož docházelo 
k e strukturnímu přeskupení v polymerních řetězcích. U hydrogelů, který b y l v y s t a v e n 
4 5 cyklům zmrazení a rozmrazení, j e pozorováno značné snížení počtu tmavých amorfních 
oblastí, tudíž b y l a zvýšena k r y s t a l i n i t a . Z binárních snímků a pomocí s o f t w a r u p r o analýzu 
o b r a z u (Image J) b y l vypočten objemový z l o m e k krystalitů v 6 % hydrogelů. B y l o zjištěno, 
ženejvětší podíl j e u hydrogelů se 4 5 c y k l y zmrazení a rozmrazení, menší j e u hydrogelů 
s 1 5 c y k l y a nejmenší počet krystalických oblastí se nachází u hydrogelů se 3 0 c y k l y zmrazení 
a rozmrazení [ 6 0 ] . 

R a d y podlouhlých krystalů, které j s o u uspořádány v e d l e sebe , l z e s l e d o v a t u 1 0 % P V A 
hydrogelů p o 4 5 c y k l e c h zmrazení, k d y dochází v hydrogelů k samosestavení a formování 
s t r u k t u r y . H y d r o g e l p o 15 c y k l e c h zmrazení v y k a z o v a l n e j větší d r s n o s t a t o 8 5 n m . Evidentně 
se opakováním zmrazení a rozmrazení přeskupují polymerní řetězce a p o v r c h se stává 
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hladším. 1 4 % P V A h y d r o g e l p o 4 5 c y k l e c h rozmrazení v y k a z o v a l maximální v e l i k o s t 
krystalitů a viditelné póry o v e l i k o s t i 2 0 0 - 2 5 0 n m (obrázek 7 ) [ 6 0 ] . 

3.2 Mechanické vlastnosti P E G hydrogelů 

Z o u h e i r D r i r a a s p o l . [ 5 5 ] měřili mechanické v l a s t n o s t i polyethylenglykolových hydrogelů, 
j a k o j e m o d u l pružnosti, t u h o s t a v l i v molekulové h m o t n o s t i m o n o m e r u , k o n c e n t r a c e 
iniciátoru a r y c h l o s t d e h y d r a t a c e n a m e c h a n i c k o u p e v n o s t . P o l y e t h y l e n g l y k o l j e rozpustný 
v e vodě a díky své biokompatibilitě a netoxicitě má uplatnění v medicínských a biologických 
o b l a s t e c h . Mechanické v l a s t n o s t i P E G hydrogelů l z e u p r a v i t n a základě délky polymerního 
řetězce a zesítění. V z o r k y hydrogelů p o l y e t h y l e n g l y k o l diakrylátu ( P E G - D A ) b y l y připraveny 
dvoustupňovým p r o c e s e m popsaným v dřívější s t u d i i [ 5 4 ] . 2 m l polymerního p r e k u r z o r u b y l y 
smíchány s 1 0 u l 0 , 5 % fotoiniciátoru ( D a r o c u r u 1 1 7 3 ) a vortexovány 2 0 s e k u n d . P o s t u p b y l 
opakován s 1 % a 1,5 % iniciátory. B y l a p r o v e d e n a f o t o p o l y m e r a c e v U V komoře při vlnové 
délce 3 6 0 n m a b y l y získány v z o r k y P E G - D A obdélníkového t v a r u o tloušťce 1,5 m m . O b s a h 
v o d y v e v z o r k u b y l s t a n o v e n zvážením hydratované a vysušené f o r m y . Při měření b y l y 
použity d v a různé nosníky s odlišnými k o n s t a n t a m i pružnosti k, které b y l y měřeny n a tvrdém 
a čistém slídovém p o v r c h u m e t o d o u tepelné f l u k t u a c e . První se p o h y b o v a l a v rozmezí 
o d 3 0 d o 4 0 N / m a druhá o d 15 d o 2 7 N / m ( P P P - Z E f f l R ) . B y l y zkoumány h y d r o g e l y 
se třemi různými molekulovými h m o t n o s t m i m o n o m e r u ( 2 5 8 , 5 7 5 a 7 0 0 D a ) a iniciátory. P r o 
zjištění mechanických vlastností v hydratovaném s t a v u b y l použit P E G - D A o molekulové 
h m o t n o s t i 5 7 5 D a s 1 % iniciátorem. V z o r k y b y l y měřeny pomocí bezkontaktního módu, 
který nepoškozoval h r o t a n i v z o r e k . Pomocí skenovací elektronové m i k r o s k o p i e ( S E M ) b y l 
h r o t zkoumán před i p o měření. Fotoiniciátor v k o m b i n a c i s U V zářením vytváří volné 
radikály, což v e d e k e tvorbě v y s o c e zesíťovaných sítí různých tvarů a délek. B y l o zjištěno, 
že k o n c e n t r a c e iniciátoru ovlivňuje stupeň síťování polymerů a mění se t a k j e h o fyzikální 
i chemické v l a s t n o s t i [ 5 5 ] . 

Míra h y d r a t a c e znatelně ovlivňuje mechanické v l a s t n o s t i P E G - D A , což v e d e k nižším 
hodnotám m o d u l u pružnosti a t u h o s t i v porovnání s vysušenými h y d r o g e l y . B y l y zkoumány 
částečně hydratované v z o r k y s m o l e k u l o v o u hmotností 5 7 5 D a a s o b s a h e m v o d y 6 3 % 
a 8 6 %. P o f o t o p o l y m e r i z a c i b y l y v z o r k y promývány v o d o u 8 - 1 0 m i n u t . Před měřením b y l y 
v z o r k y vysušeny mírným p r o u d e m v z d u c h u , a b y se zabránilo hydrostatické přitažlivosti m e z i 
h r o t e m a p o v r c h e m v z o r k u . U v z o r k u s m o l e k u l o v o u hmotností 5 7 5 D a a o b s a h e m v o d y 6 3 % 
b y l m o d u l pružnosti vypočten n a 4 , 3 3 ± 0 , 2 8 M P a a t u h o s t 2 , 4 8 ± 0 , 2 7 N / m . S 8 6 % o b s a h e m 
v o d y k l e s l m o d u l pružnosti n a 2 , 8 5 ± 0 , 3 5 M P a a t u h o s t se zvýšila n a 4 , 3 2 ± 0 , 1 2 N / m . 

H y d r o g e l s vysokým o b s a h e m v o d y (téměř 1 0 0 % ) b y l měřen přímo p o d v o d o u . 
V kapalině n e m o h l být použit měkčí nosník, jelikož i n t e r a k c e s i l i stupeň přilnavosti b y l 
výrazný. D a t a b y l a získávána p o u z e s vysokým zatížením a použitím tuhého nosníku. 

J e j i c h průzkum ukázal, že v z o r k y měly ploché p o v r c h y s drsností ± 4 n m n a ploše velké 
2 0 - 5 0 u m . Při větším o b s a h u v o d y v e vzorcích k l e s a l m o d u l pružnosti, zatímco t u h o s t r o s t l a . 
S přidáním síťovacího činidla r o s t l a j a k h o d n o t a m o d u l u pružnosti, t a k i t u h o s t . U hydrogelů 
s vyšší m o l e k u l o v o u hmotností b y l sledován vyšší m o d u l pružnosti. M o d u l pružnosti 
hydrogelů se v suchém s t a v u p o h y b o v a l v rozmezí 2 až 5 M P a , v plně hydratovaném s t a v u 
p a k činil 1 M P a [ 5 5 ] . 
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3.3 Topografie alginátových hydrogelů pomocí mikroskopie atomárních sil 

Alginát j e lineární p o l y s a c h a r i d obsahující dvě složky - a-L-guluronát ( G ) a P-D-manurát ( M ) 
spojené P - l , 4 - g l y k o s i d o v o u v a z b o u . G b l o k y j s o u zodpovědné z a iontové zesítění 
s vápenatými i o n t y . Alginátový h y d r o g e l j e vhodný p r o použití v buněčné t e r a p i i 
a v e tkáňovém inženýrství, jelikož iontové zesítění alginátu j e téměř nezávislé j a k n a teplotě, 
t a k i n a p H n a d 4 . Algináty neinteragují s buňkami, j s o u netoxické a svícemocnými i o n t y 
tvoří h y d r o g e l y . Mechanické v l a s t n o s t i závisí n a hustotě síťování a j s o u ovlivněny j a k 
koncentrací alginátu, t a k koncentrací síťujících iontů. V této s t u d i i A n i t a S o l b u a s p o l . [ 6 1 ] 
z k o u m a l i pomocí A F M neznámou t o p o g r a f i i a m o d u l pružnosti C a 2 + - alginátových hydrogelů 
v hydratovaném s t a v u . 

H y d r o g e l alginátu sodného s vápenatými i o n t y b y l připraven vnitřní gelací smícháním 
alginátu, uhličitanu vápenatého a p o m a l u hydrolyzující k y s e l i n y glukonové. Veškeré 
h y d r o g e l y b y l y připraveny v citrátovém p u f r u o p H 7 , 4 složeného z 1 4 m M citrátu sodného, 
5 6 m M fruktózy, 2 5 m M činidla H E P E S a 7 0 m M N a C l . 

Alginátové h y d r o g e l y b y l y n a l i t y n a P e t r i h o m i s k u o rozměrech 3 5 x 1 0 m m a z a k r y t y , a b y 
se d o měření nevysušily ( a s i 2 0 h o d i n ) . Těsně před měřením b y l y n a p o v r c h hydrogelů 
přidány k a p k y v o d y . Během měření n e b y l o pozorováno botnání hydrogelů, a n i s y n e r e z e , 
takže o b j e m zůstával pořád stejný. V z o r k y n e b y l y p o d r o b e n y žádnou úpravou a b y l y 
zkoumány v hydratovaném s t a v u . 

P r o zobrazení p o v r c h u hydrogelů b y l používán Q I (kvantitativní zobrazování) režim, který 
j e vhodný p r o měkké v z o r k y , jelikož d o b a i n t e r a k c e h r o t u se v z o r k e m j e krátká, b y l y 
nastavené nízké h o d n o t y síly (Setpoint) a n e o b j e v o v a l y se boční p o h y b y h r o t u , jelikož nosník 
se p o h y b u j e n a h o r u a dolů a většinu času j e nosník v t o m t o režimu n a d v z o r k e m . 
R y c h l o s t skenování b y l a 3 5 u m / s a v e l i k o s t s k e n u činila 1 0 x 1 0 u m . B y l použit nosník 
C B - 2 q p - B i o A C - C I , který j e určen p r o měření měkkých a biologických vzorků s poloměrem 
h r o t u 3 0 n m , rezonanční frekvencí o k o l o 5 0 k H z a nominální k o n s t a n t o u pružnosti 
0 , 0 7 2 N / m . Větší poloměr h r o t u zabraňuje nosníku přílišné zaboření d o měkkých vzorků. 
D o b a měření se lišila v závislosti n a měkkosti v z o r k u . U měkčích vzorků měření t r v a l o déle, 
jelikož docházelo k vyššímu šumu [ 6 1 ] . 
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Obrázek 8: Zobrazení výšky alginátových hydrogelů (A-C), Relativní drsnost (Ra) různě 
koncentrovaných gelů (D-F), povrchový profil hydrogelů (G-I), hydrogely s různými koncentracemi 
alginátu a vápniku: 2,0 % (w/v) alginát a 22 mMCaC03 (A,D,G), 1,0 % alginát a 18 mM CaCOí 

(B,E,H) a 0,5% (w/v) alginátu a!5mM CaC03 (C,F,I) [61 ] 

První část b y l a zaměřena n a zobrazení měkkých hydrogelů alginátu a v l i v změny 
k o n c e n t r a c e n a t o p o g r a f i i . 3 D snímky zobrazují relativní d r s n o s t a p r o f i l p o v r c h u 
alginátových gelů s různými k o n c e n t r a c e m i alginátu a vápníku. Střední h o d n o t a d r s n o s t i 
p r o 0 , 5 % ( w / v ) alginát b y l a v y h o d n o c e n a pomocí s o f t w a r u n a R a = 5 7 ± 1 n m , p r o 1,0 % 
R a = 7 8 ± 4 n m a p r o 2 , 0 % alginát R a = 5 7 ± l n m . Z čehož vyplývá, že se zvyšující 
koncentrací alginátu dochází k e snižování d r s n o s t i p o v r c h u , což l z e p o z o r o v a t n a snímcích 
povrchových profilů (obrázek 8 ) . 
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Obrázek 9: Distribuce velikosti pórů hydrogelu alginátu vápenatého pro koncentrace: 2,0 % alginát 
a 22 mM CaC03 (A), 1,0% alginát a 18 mM CaC03 (B) a 0,5% alginát al5mM CaC03 (C) [61 ] 

B y l y sledovány d i s t r i b u c e v e l i k o s t i pórů různě koncentrovaných alginátových h y d r o g e l u . 
R o z s a h velikostí pórů se zvyšoval s klesající koncentrací alginátu. P r o 2 , 0 % alginát b y l a 
průměrná v e l i k o s t pórů vypočtena n a 136±62nm, p r o 1 , 0 % alginát 172±110nm 
a p r o 0 , 5 % alginát 265±213nm. Největší poloměr pórů b y l 1 2 3 0 n m u 0 , 5 % alginátu 
(obrázek 9 ) . 

3.4 Siloxan-hydrogelové kontaktní čočky 

Výrobci kontaktních čoček se snaží získat materiály s nízkými h o d n o t a m i m o d u l u pružnosti, 
dostačující propustností p r o kyslík a s d o b r o u úrovní smáčivosti. C l a r a Abadías a s p o l . [ 6 2 ] 
se v e s t u d i i zaměřili n a získání topografických a mechanických vlastností 
siloxan-hydrogelových měkkých čoček. Čočky b y l y z e d v o u různých materiálů - a s m o f i l c o n 
A dostupný o d P r e m i O ( P ) a L o t r a f i l c o n B dostupný o d A i r O p t i c s ( A O ) . P r e m i O čočky b y l y 
používány p o d o b u 15 dnů, zatímco A i r O p t i x b y l y používány p o d o b u 3 0 dní a maximálně 
6 h o d i n denně. V z o r k y b y l y opláchnuty v o d o u , b y l vyříznut malý k o u s e k střední části 
a upevněn l e p i d l e m n a čistou t e f l o n o v o u podložku n a m a g n e t i c k o u d e s k u . N a v z o r e k b y l y 
před pozorováním dány 3 - 4 k a p k y 0 , 9 % r o z t o k u N a C l a před zobrazením promíchány. B y l 
použit režim P e a k F o r c e p r o získání nanomechanických vlastností, j a k o j e a d h e z e n e b o 
Youngův m o d u l . B y l y používány h r o t y z n i t r i d u křemíku s nízkou k o n s t a n t o u pružnosti 
o hodnotě 0 , 1 - 1 N / m s rezonanční frekvencí o d 2 d o 2 0 k H z . Místnost b y l a udržována 
při teplotě 2 0 °C a 5 0 % v l h k o s t i . Pomocí m e t o d y tepelného šumu a slídového p o v r c h u b y l a 
získána přesná h o d n o t a k o n s t a n t y pružnosti a následná kvantitativní h o d n o t a Y o u n g o v a 
m o d u l u . P r o topografické analýzy b y l y použity 3 p a r a m e t r y - střední d r s n o s t , šikmost 
a špičatost. T y t o 3 p a r a m e t r y b y l y vyšší p r o neopotřebované čočky, kdežto m o d u l pružnosti 
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a a d h e z e b y l y nižší. Střední d r s n o s t b y l a u A O čoček nižší než u P čoček, které b y l y také 
méně pohodlné [ 6 2 ] . 

3.5 Studování povrchu kontaktních čoček na bázi p H E M A 

V e s t u d i i S e o n g H a n K i m a s p o l . [ 5 8 ] s t u d o v a l i d v a t y p y povrchů měkkých kontaktních čoček 
- neutrální a iontové h y d r o g e l y pomocí A F M . B y l a měřena t o p o g r a f i e , tření, a d h e z e a m o d u l 
pružnosti hydrogelových kontaktních čoček pomocí m i k r o s k o p i e atomárních s i l ( A u t o p r o b e 
M 5 , T h e r m o M i c r o s c o p e s , C A ) . B y l y měřeny v kontaktním režimu pomocí d v o u různých 
nosníků. J e d e n b y l z n i t r i d u křemíku v e t v a r u V se zakřivením h r o t u 5 0 n m a k o n s t a n t o u 
pružnosti 0 , 0 3 a 0 , 5 N / m . N a druhém nosníku z n i t r i d u křemíku v e t v a r u V b y l a připevněna 
polystyrénová kulička s k o n s t a n t o u pružnosti 0 , 3 8 N / m . Průměr polystyrénové kuličky b y l 
změřen pomocí skenovacího elektronového m i k r o s k o p u a b y l vypočten n a 2 , 0 3 u m . 

Kontaktní čočky b y l y v y r o b e n y buď z h o m o p o l y m e r u 2-hydroxyethylmethakrylátu 
( p H E M A ) , n e b o z k o p o l y m e r u 2-hydroxyethylmethakrylátu a k y s e l i n y methakrylové 
p ( H E M A + M A ) . J a k o síťovací činidlo b y l použit e t h y l e n g l y k o l dimethacylát. Čočky 
n a b o t n a l y v e fyziologickém r o z t o k u 0 , 1 5 M N a C l pufrovaném n a p H = 7 . Čočka p H E M A 
o b s a h o v a l a 3 8 % v o d y a čočka p H E M A + M A 5 5 % v o d y . Před měřením b y l y všechny čočky 
o m y t y fyziologickým r o z t o k e m a umístěny n a p o l y p r o p y l e n o v o u f o r m u , která b y l a ponořena 
v solném r o z t o k u . 

Pomocí křivek síla-vzdálenost b y l vypočten m o d u l pružnosti a a d h e z e p o v r c h u . 
Předpokládali, že nedocházelo k d e f o r m a c i polystyrénové kuličky a k o n s t a n t a pružnosti činila 
0 , 3 8 N / m . M o d u l pružnosti p r o čočku p H E M A b y l vypočten n a 1 ,34 ± 0 , 1 3 M P a a p r o čočku 
p ( H E M A + M A ) 0 , 4 7 ± 0 , 0 4 M P a . B y l a sledována d r s n o s t n a ploše 1 0 x 1 0 u m 2 , která 
p r o čočku p H E M A činila 1 9 ± 3 n m a p r o čočku p ( H E M A + M A ) 2 3 ± 5 n m [ 5 8 ] . 

3.6 Zobrazování alginátové matrice pomocí A F M 

A l a n W . D e c h o [ 6 3 ] s t u d o v a l alginát j a k v e s t a v u g e l u , t a k v s o l u . Snímky b y l y získávány 
prostřednictvím m i k r o s k o p i e atomárních s i l pomocí poklepového režimu. P r o měření 
hydrátovaných vzorků b y l použit nosník dlouhý 2 0 0 u m a široký 2 0 u m s trojúhelníkovým 
h r o t e m , který b y l umístěn d o držáku ( B i o S c o p e ) . 

P r o pozorování jednotlivých m o l e k u l b y l y použity v e l m i zředěné k o n c e n t r a c e alginátu 
sodného 1 0 " 1 0 M , který b y l rozpuštěn v destilované vodě. N a čerstvě rozštěpenou slídu b y l o 
n a n e s e n o 1 0 0 u l alginátu p o d o b u 5 s. Následně b y l o b j e m odstraněn p i p e t o u a sušen 
n a v z d u c h u v bezprachovém prostředí p o d o b u 1 h o d i n y . 
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Obrázek 10: Molekuly alginátu zobrazené pomocí AFM, náhlé zalomení (k) ve tvaru polymeru (p) 
[63] 

P r o zobrazení alginátových hydrogelů b y l a použita uměle připravená mořská v o d a , která 
o b s a h o v a l a i o n t y C a 2 + a M g 2 + . Alginát sodný b y l rozpuštěn v deionizované vodě, čímž b y l 
vytvořen 2 % r o z t o k alginátu (obrázek 1 0 ) . V r s t v y g e l u , které b y l y větší než 4 0 - 5 0 u m , měly 
t e n d e n c e n a slídovém p o v r c h u v y k a z o v a t nespecifické v i b r a c e , a přestože b y l y umístěny 
n a s t o l e , který t y t o v i b r a c e snižuje, n e m o h l y být použity. P r o t o b y l y připraveny v e l m i tenké 
v r s t v y t a k , že n a čistý slídový p o v r c h b y l koncentrovaný r o z t o k alginátu sodného rozmazán 
a b y l přidán 1 m l připravené mořské v o d y . Pomocí kationtů C a 2 + a M g 2 + v mořské vodě b y l 
rozmazaný r o z t o k přeměněn n a t e n k o u v r s t v u hydrogelů, b y l y sníženy nespecifické v i b r a c e 
a rozlišení snímků b y l o výrazně zvýšeno (obrázek 1 1 ) . 

0 2 5 0 5 0 0 7 5 0 

Obrázek 11: 2% alginátový hydrogel ponořen v mořské vodě [63] 

B y l a sledována síť d u t i n vytvořená rozpouštědlem a polymerní vlákna. Rozměry vláken 
se p o h y b o v a l y o d 3 , 7 4 n m d o 1 8 , 2 n m a průměr d u t i n b y l s t a n o v e n o d 2 2 n m d o 5 8 n m . 
Jelikož jednotlivé polymerní m o l e k u l y mají rozměry 1 - 3 n m , b y l o odhadováno, že polymerní 
vlákna se s e s k u p i l y a vytvořily agregát. Takové uspořádání b y m o h l o vytvořit fyzikálně 
pevnější h y d r o g e l [ 6 3 ] . 
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3.7 Shrnutí poznatků z literární rešerše o dané problematice 

Z literární rešerše j e zřejmé, že m i k r o s k o p i e atomárních s i l j e v h o d n o u m e t o d o u 
p r o zobrazování p o v r c h u různě síťovaných hydrogelů, i p r o získávání j e j i c h mechanických 
vlastností, j a k o j e m o d u l pružnosti, a d h e z e a t u h o s t . N e j větší úsilí b u d e v experimentální části 
věnováno fyzikálně síťované agaróze, která ovšem není zmíněna v literární rešerši v z h l e d e m 
k n e d o s t a t k u odborných článků. Rešeršní k a p i t o l a j e z velké části výhled, c o b y b y l o možné 
r e a l i z o v a t v b u d o u c n o s t i , j a k o například měření mechanických vlastností hydrogelů pomocí 
m i k r o s k o p i e atomárních s i l , potažmo m o d i f i k a c e hrotů. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

Experimentální část této bakalářské práce p o p i s u j e použité chemikálie, přípravu hydrogelů, 
nastavení a práci s m i k r o s k o p e m atomárních s i l J P K NanoWizard® 4 N a n o S c i e n c e , 
používané h r o t y a nastavení zobrazovacího režimu (QI™ Advanced Imaging). 

4.1 Použité chemikálie pro přípravu hydrogelů 

P r o přípravu hydrogelů měřených pomocí m i k r o s k o p i e atomárních s i l , b y l y použity 
následující chemikálie. 

• Agaróza ( S i g m a - A l d r i c h , C A S : 9 0 1 2 - 3 6 - 6 , číslo šarže: 0 5 0 6 6 - 3 6 - 6 , E E O : 0 , 2 3 - 0 , 2 7 ) 
• Alginát sodný ( S i g m a - A l d r i c h , číslo šarže: W 2 0 1 5 0 2 - 1 K G ) 
• C h l o r i d vápenatý bezvodý ( L a c h m e r , p . a . , 1 0 0 0 g ) 
• Demineralizovaná v o d a ( M i l l i - Q ) 
• Destilovaná v o d a 

4.2 Instrumentální vybavení 

4.2.1 Používané přístroje 

• Magnetická míchačka 
• Vícemístná magnetická míchačka P O L Y 15 VARIOMAG® 
• Teploměr 
• Analytické váhy O h a u s P i o n e e r P A 2 1 4 C M 
• M i k r o s k o p atomárních s i l J P K N a n o Wizard® 4 

Měření probíhalo pomocí m i k r o s k o p u atomárních s i l J P K NanoWizard® 4 N a n o S c i e n c e 
o d společnosti B r u k e r . M i k r o s k o p j e p o s t a v e n n a speciální podložce (IsoPlate) o d společnosti 
T h o r l a b s , která odstraňuje okolní otřesy a v i b r a c e a j e uložen n a místě, k d e j e snížena 
pravděpodobnost průvanu, akustických vjemů a dalších vlivů, které b y m o h l y výrazně 
negativně o v l i v n i t měření. 

4.2.2 Používané nosníky a hroty 

N a základě s t u d i a l i t e r a t u r y a d o s t u p n o s t i spotřebního materiálu v podobě hrotů n a F C H 
V U T , b y l y p r o měření hydrogelových m a t r i c v nabotnaném s t a v u použity následující h r o t y 
a nosníky, které b u d o u zmíněny níže. Účelem t o h o t o výběru b y l o nalezení vhodné měřící 
s o n d y , univerzální p r o zobrazování p o v r c h u hydrogelů. 

SNL-10 
K měření b y l y použity zejména h r o t y S N L - 1 0 (obrázek 4 ) , které mají trojúhelníkový t v a r 
a j s o u univerzální p r o měření jakéhokoliv v z o r k u v jakémkoliv médiu. Zadní s t r a n a nosníku 
j e potažena z l a t e m . K o n s t a n t y pružnosti uváděné výrobcem se pohybují v i n t e r v a l u 
o d 0 , 0 3 N / m d o 0 , 7 N / m . Rezonanční f r e k v e n c e se pohybují o d 1 2 k H z d o 8 0 k H z a poloměr 
h r o t u činí o k o l o 1 2 n m . 

M L C T 
Další h r o t y , které b y l y použity p r o měření hydrogelových médií v nabotnaném s t a v u , j s o u 
M L C T (obrázek 1 2 ) . Každý čip o b s a h u j e 6 nosníků, přičemž se j e j i c h k o n s t a n t y pružnosti 
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pohybují o d 0 , 0 0 5 N / m d o 1,2 N / m a rezonanční f r e k v e n c e o d 4 k H z d o 1 6 0 k H z . H r o t y mají 
trojúhelníkový t v a r s poloměrem 2 0 n m až 6 0 n m a horní část nosníku j e potažena v r s t v o u 
z l a t a . H r o t y M L C T j s o u ideální p r o měření extrémně měkkých vzorků v kontaktním režimu 
a v kapalinách. 

Obrázek 12: čip MLCT na jehož konci je 5 nosníků s hroty 

FESP-V2 
Dalším vyzkoušeným nosníkem b y l F E S P - V 2 , který má h r o t s obdélníkovým t v a r e m a j e h o 
poloměr se p o h y b u j e k o l e m 1 0 n m . K o n s t a n t a pružnosti uváděna výrobcem činí 1 - 5 N / m 
a rezonanční f r e k v e n c e 5 0 - 1 0 0 k H z . T e n t o nosník s h r o t e m j e vhodný p r o poklepový režim 
a p r o měření n a v z d u c h u . 

TESPA-V2 
Nosník T E S P A - V 2 má k o n s t a n t u pružnosti pohybující se o d 1 9 d o 5 5 N / m a rezonanční 
f r e k v e n c i o d 2 7 0 o d 3 7 0 k H z . H r o t j e obdélníkového t v a r u s poloměrem 7 n m . T e n t o nosník 
j e vhodný p r o poklepový a bezkontaktní režim a jelikož j e v e l m i tuhý, j e vhodný spíše 
p r o měření pevnějšího materiálu. 

MLCT-SPH-1UM-DC 
Posledními vyzkoušenými nosníky b y l y M L C T - S P H - 1 U M - D C , které nám b y l y doporučeny 
výrobcem, jakožto vhodné nosníky p r o měření p o v r c h u hydrogelů. Obsahují kulaté h r o t y 
s nízkou k o n s t a n t o u pružnosti pohybující se o d 0 , 0 1 N / m d o 0 , 5 N / m a s rezonanční frekvencí 
o d 6 k H z d o 8 5 k H z . J s o u určené p r o kvantitativní nanomechanické mapování živých buněk, 
tkání a hydrogelů, zejména v e vodě. Horní s t r a n a nosníku j e p o k r y t a reflexní v r s t v o u z l a t a . 

4.3 Nastavení přístroje 

P o zapnutí přístroje a p r o g r a m u J P K S M P D e s k t o p b y l vybrán vhodný nosník p r o měření. 
Nosník b y l pomocí p i n z e t y umístěn a upevněn d o držáku (holder). Následně b y l držák vložen 
d o h l a v i c e m i k r o s k o p u , k d e b y l pootočen o 90° d o l e v a a u z a m k n u t . Zkoumaný v z o r e k b y l 
umístěn n a p o d s t a v e c m i k r o s k o p u , k d e se nacházejí s v o r k y n a j e h o přidržení. N a k o n e c b y l a 
umístěna h l a v i c e s p o l u s držákem a nosníkem n a d zkoumaný v z o r e k . 
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V p r o g r a m u b y l vybrán kvantitativní režim zobrazování (QI Advanced Imaging). Jedním 
z n e j zásadnějších kroků při měření j e nastavení laserového p a p r s k u t a k , a b y směřoval 
n a nosník a vytvořil c o nejvyšší odrazový signál dopadající n a d e t e k t o r . Laserový p a p r s e k j e 
ovládán horizontálně i vertikálně pomocí d v o u šroubů n a pravé straně m i k r o s k o p u a j e h o 
signál j e sledován n a m o n i t o r u počítače v pravém s l o u p c i . P o k u d se objeví slabý, n e b o 
d o k o n c e žádný signál l a s e r u , l z e j e j posílit pootočením zrcátka. Zrcátko se používá hlavně 
při změně prostředí, v e kterém j e měření prováděno, kvůli odlišným indexům l o m u světla. 
N a levé straně m i k r o s k o p u se nachází další d v a šrouby, kterými j e koordinována p o z i c e 
d e t e k t o r u , jež se musí nacházet uprostřed p o l e , tvořeného čtyřmi k v a d r a n t y . J a k m i l e j e l a s e r 
nastavený t a k , že j e h o o d r a z vytvoří nejvyšší signál p r o d e t e k t o r , nastává k a l i b r a c e nosníku. 

Z dostupného s e z n a m u v p r o g r a m u b y l vybrán nosník, který b y l používán, dále b y l o 
z v o l e n o médium, v e kterém probíhalo měření a t e p l o t a okolí. T y t o i n f o r m a c e j s o u důležité 
p r o výpočet k o n s t a n t y pružnosti nosníku. Poté probíhala k a l i b r a c e nosníku pomocí s o f t w a r u 
J P K S P M . K a l i b r a c e nastaví doporučené h o d n o t y p r o přesnější měření v Q I režimu, které j s o u 
diskutovány níže (např. Setpoint, Z Speed, atd.). Kromě t o h o se získá přesná h o d n o t a 
k o n s t a n t y pružnosti a rezonanční f r e k v e n c e nosníku. T y t o dvě hlavní h o d n o t y l z e p o r o v n a t 
s h o d n o t a m i uvedenými výrobcem, avšak se jedná p o u z e o h o d n o t y orientační 
a experimentálně stanovené. Měřením se ovšem h r o t namáhá (hlavně v kontaktním módu), 
což s s e b o u n e s e i změnu rezonanční f r e k v e n c e a k o n s t a n t y pružnosti. P r o t o j e nutné 
experimentálně s t a n o v i t přesné h o d n o t y těchto d v o u klíčových parametrů vždy před každým 
měřením. Jelikož j e potřeba hlídat k v a l i t u h r o t u , j e doporučeno vytvořit snímek pomocí 
skenovacího elektronového m i k r o s k o p u , a b y b y l o ověřeno, z d a není h r o t deformovaný, 
opotřebovaný či znečištěný (obrázek 1 3 ) . 

Obrázek 13: Pořízený snímek hrotu MLCTpomocí SEM (10 OOOx zvětšení) 

P o dokončení k a l i b r a c e b y l o p r o v e d e n o manuální přiblížení nosníku k p o v r c h u v z o r k u , 
které se provádí p o krocích o v e l i k o s t i 1 0 0 0 , 5 0 0 , 1 0 0 , 5 0 a 1 0 u m . Je pozorováno přiblížení 
h r o t u k v z o r k u t a k , a b y se d o něj nezanořil a nezničil. P r o přesné přiblížení j e používán 
piezoelektrický t r a n s l a t o r , který se p o h y b u j e n a základě nastavené h o d n o t y Setpoint. Poté, 
c o se h r o t d o s t a n e těsně n a d p o v r c h měřeného v z o r k u , může být spuštěno měření. 

3 1 



4.3.1 Kvantitativní zobrazování (QI™ Advanced I m a g i n g ) 

Veškeré skenování vzorků probíhalo pomocí kvantitativního zobrazovacího režimu 
(QI™ Advanced Imaging). T e n t o režim j e určený p r o nestandardní v z o r k y , jejichž měření 
vyžaduje individuální nastavení, nejedná se t a k o rutinní analýzu. H y d r o g e l y j s o u právě 
takovými v z o r k y . Dále se t e n t o režim používá p r o v z o r k y , které se složitě přichycují 
k p o d k l a d u ( b a k t e r i e v e vodě), p r o měkké materiály ( h y d r o g e l y n e b o b i o m o l e k u l y ) , přičemž 
měření může probíhat v jakémkoliv médiu ( v o d a , v z d u c h , a t d . ) . Q I mód může být použit i p r o 
v z o r k y s nerovným p o v r c h e m v nanoměřítku, p o s k y t u j e vysoké rozlišení a zároveň dodává 
i n f o r m a c e o v l a s t n o s t e c h měřeného materiálu, j a k o j e například t u h o s t , a d h e z e a Youngův 
m o d u l . V našem případě j s m e t e n t o mód používali v zobrazovacím režimu, mechanické 
v l a s t n o s t i j s o u v této práci ponechány s t r a n o u . 

Průběh měření ovlivňují h o d n o t y j a k o j e Setpoint, který udává silové působení m e z i h r o t e m 
a p o v r c h e m v z o r k u a uvádí se v jednotkách n N . P o k u d b y b y l a příliš zvýšena j e h o h o d n o t a , 
m o h l o b y dojít k poškození h r o t u i v z o r k u , n a o p a k při nízkých hodnotách se h r o t nemusí 
dostatečně přiblížit k p o v r c h u v z o r k u . 

Další p a r a m e t r , který l z e měnit, j e ZSpeed. Udává se v u m / s a jedná se o r y c h l o s t 
skenování p o v r c h u v z o r k u . P r o dosažení rychlejšího skenování j e dobré t u t o h o d n o t u zvýšit, 
avšak může dojít k rozmazání snímku, k d y h r o t nestíhá kvalitně z o b r a z i t p o v r c h . R y c h l o s t 
skenování se může p o h y b o v a t řádově o d j e d n o t e k u m / s až p o s t o v k y u m / s , což výrazně 
ovlivňuje k v a l i t u skenování a zásadně prodlužuje d o b u měření, což j e u gelů problém, jelikož 
se h r o t postupně zanořuje d o p o v r c h u skenovaného v z o r k u . 

Dalším p a r a m e t r e m , který mění k v a l i t u snímku, i d o b u měření j e Pixels. Jedná se 
o rozlišení s k e n u , který se p o h y b u j e o d 128x128 až p o 1024x1024. Zvýšením pixelů se 
prodlužuje d o b a skenování z j e d n o t e k m i n u t až n a několik h o d i n . Nejčastěji j s o u používány 
h o d n o t y 256x256 a 512x512, což j e rozumná v a r i a n t a k v a l i t a snímku v s . r y c h l o s t skenování. 

V neposlední řadě l z e n a s t a v i t v e l i k o s t snímku pomocí p a r a m e t r u Scan Size. Největší 
možný snímek může z o b r a z i t o b l a s t měřeného v z o r k u o v e l i k o s t i 100 umxlOO u m . Nejmenší 
možný s k e n může být v řádech jednotkách nanometrů. Změna v e l i k o s t i s k e n u n i j a k 
neovlivňuje d o b u měření. 

Posledním nastavitelným p a r a m e t r e m j e Z Lenght, který udává vzdálenost, k t e r o u h r o t urazí 
během křivky síly. Při velkých interakcí a výškových rozdílech n a p o v r c h u v z o r k u musí být 
n a s t a v e n a vysoká h o d n o t a , a b y se h r o t dostatečně oddálil o d v z o r k u . Čím j e n a s t a v e n a vyšší 
h o d n o t a , tím se také prodlužuje d o b a skenování. 

4.4 Příprava agarózových hydrogelů 

P r o přípravu koncentrační řady agarózových hydrogelů b y l o naváženo množství agarózy t a k , 
a b y výsledné hmotnostní k o n c e n t r a c e činily 0,5, 0,75, 1, 2 a 4 h m . %. Prášková agaróza 
v kádince b y l a z a l i t a d e i o n i z o v a n o u v o d o u a ponechána n a magnetické míchačce při 250-300 
otáčkách z a m i n u t u . P o d o b u přípravy t e p l o t a v disperzním systému n e k l e s l a p o d 80 °C. 
J a k m i l e s u s p e n z e agarózy přešla v s o l , což b y l o indikováno tím, že pevný podíl agarózy již 
n e b y l rozeznatelný o d kapalného disperzního prostředí, b y l y v z o r k y n a l i t y d o P e t r i h o m i s e k 
t a k , a b y vytvořily t e n k o u r o v n o u v r s t v u . P o vychladnutí při laboratorní teplotě (minimálně 
p o d o b u 15 m i n u t ) b y l y z a l i l y d e i o n i z o v a n o u ( d e s t i l o v a n o u ) v o d o u , a b y nedocházelo 
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k vysušení a tím pádem k zakoncentrování v z o r k u . V z o r k y b y l y připraveny vždy 2 4 hodín 
před samotným měřením. Uchovávány při laboratorní teplotě p o d v r s t v o u deionizované v o d y . 
P r o porovnání s vysušeným g e l e m b y l zahřátý r o z t o k agarózy nakapán n a podložní sklíčko, 
k d e b y l ponechán z t u h n o u t a p o vysušení d o fáze x e r o g e l u b y l měřen. 

4.5 Příprava alginátového hydrogelu 

Dalším v z o r k e m , kterého b y l o v této práci využíváno, b y l iontový h y d r o g e l vzniklý 
i n t e r a k c e m i záporně nabitých s k u p i n n a řetězcích alginátu s kladně nabitými dvoumocnými 
i o n t y vápníku, připravený I n g . M a r t i n e m K a d l e c e m . V prvé řadě b y l y připraveny zásobní 
r o z t o k y o b o u sloučenin. R o z t o k alginátu b y l připraven navážením prášku alginátu sodného 
n a analytických vahách a doplněním odpovídajícího množství demineralizované v o d y t a k , a b y 
v z n i k l 2 h m . % s o l . P r o důkladné rozmíchání b y l a použita magnetická míchačka ( 3 0 0 o t / m i n ) , 
přičemž s o l b y l míchán přes n o c d o druhého d n e ( 1 6 h o d i n ) . Druhý zásobní r o z t o k , jež b y l 
z d r o j e m vápenatých iontů, b y l připraven navážením bezvodého c h l o r i d u vápenatého 
d o odměrné baňky a následným doplněním d e m i n e r a l i z o v a n o u v o d o u t a k , že v z n i k l r o z t o k 
o k o n c e n t r a c i 0 , 1 m o l / d m 3 . T e n t o r o z t o k b y l také míchán n a magnetické míchačce d o druhého 
d n e . Samotná příprava h y d r o g e l u spočívala v odměření 6 m l s o l u alginátu, jež b y l převeden 
d o P e t r i h o m i s k y , n a který b y l y rozprašovačem aplikovány 3 m l r o z t o k u c h l o r i d u vápenatého. 
G e l b y l t e d y připraven v objemovém poměru 2 : 1 . G e l v z n i k a l i h n e d p o k o n t a k t u o b o u látek, 
přesto však b y l před samotným měřením ponechán přes n o c při laboratorní teplotě z důvodu 
dostatečného času n a důkladné zesítění a p o d v r s t v o u deionizované v o d y , a b y nedošlo 
k vysušení. 
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5 CÍLE BAKALÁŘSKÉ PRÁCE 

Cílem této bakalářské práce b y l o p r o s t u d o v a t současný s t a v měření hydrogelů 
v hydratovaném s t a v u pomocí m i k r o s k o p i e atomárních s i l , seznámení se s p r o b l e m a t i k o u 
z experimentálního h l e d i s k a a o p t i m a l i z o v a t m e t o d u p r o měření hydrogelových systémů 
v hydratovaném s t a v u . P r o o p t i m a l i z a c i b y l vybrán kvantitativní režim zobrazování 
(QI™ Advanced Imaging) a n a základě literární rešerše b y l o veškeré úspěšné měření 
prováděno v e vodě, k d y b y l y v z o r k y v P e t r i h o miskách z a l i t y d e i o n i z o v a n o u ( d e s t i l o v a n o u ) 
v o d o u . B y l a naměřena koncentrační řada fyzikálně síťovaného agarózového hydrogelů. Také 
b y l měřen 2 h m . % alginátový h y d r o g e l síťovaný vápenatými i o n t y . 
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6 VÝSLEDKY A DISKUZE 

6.1 Xerogely - experimentální seznámení s přístrojem 

P r o seznámení se s přístrojem a určení různého v l i v u parametrů n a výsledek měření b y l měřen 
4 h m . % agarózový x e r o g e l . J e d n o u z největších překážek u měření pomocí m i k r o s k o p u 
atomárních s i l , j e uchycení v z o r k u t a k , a b y b y l d o k o n a l e zafixovaný. S o l agarózy b y l p r o t o 
nakapán n a podložní sklíčko, k d e z t u h l v g e l a následně se vysušil až d o fáze x e r o g e l u . 
N e j lepším p o d k l a d e m p r o v z o r e k j e materiál s dostatečně rovným p o v r c h e m , a p r o t o b y l o d l e 
d o s t u p n o s t i n a fakultě z v o l e n o podložní sklíčko, které v y k a z o v a l o dostatečnou r o v n o s t 
proměření xerogelů. Prvním používaným nosníkem b y l F E S P - V 2 , který j e vhodný 
p r o poklepový režim v e v z d u c h u a j e h o k o n s t a n t a pružnosti j e 3 N / m a rezonanční f r e k v e n c e 
činí 7 5 k H z . H o d n o t a Zlenght b y l a n a s t a v e n a n a 1 0 0 n m , Setpoint činil 9 , 4 1 8 n N a Z Speed 
b y l a n a s t a v e n a n a 2 0 u m / s . Rozlišení (Pixels) b y l o n a s t a v e n o n a 256x256, přičemž měření 
b y l o ukončeno z a 13 m i n u t a 5 4 s e k u n d (obrázek 14). Pomocí p r o g r a m u ImageJ b y l a 
p r o v e d e n a obrazová analýza, jež slouží k získání průměrné v e l i k o s t i pórů v e zkoumaném 
v z o r k u . N a g r a f u (obrázek 16) j s o u znázorněny v e l i k o s t i poloměrů pórů v e vysušené formě 
4 h m . % agarózového g e l u , porovnány s v e l i k o s t m i v hydratované formě. V e l i k o s t i pórů 
v x e r o g e l u se p o h y b o v a l y o d 5 n m d o l 2 0 n m , přičemž průměrná v e l i k o s t pórů b y l a 
vypočtena n a 4 0 , 7 3 ± 2 1 , 3 2 n m . 

''-K/c** 

m 
i 0/ I 1 1 1 1 1 

fast 
[pm] 

Obrázek 14: Povrch a 3D snímek 4 hm. % agarózového xerogelu 

6.2 Optimalizace přípravy agarózového hydrogelu v hydratovaném stavu 

P o seznámení se s přístrojem a měření x e r o g e l u , b y l a p o z o r n o s t věnována hydrátovaným 
systémům, jež j s o u předmětem zkoumání této bakalářské práce. P r o první p o k u s měření b y l 
agarózový g e l připraven stejně j a k o u x e r o g e l u , avšak g e l n a podložním sklíčku b y l ponechán 
2 4 h o d i n v exsikátoru s d e i o n i z o v a n o u v o d o u , a b y nedošlo k j e h o vysušení. Měření b y l o 
neúspěšné, jelikož docházelo k e značnému klesání h r o t u k p o v r c h u v z o r k u . T o m o h l o být 
způsobeno tím, že se v o d a n a p o v r c h u h y d r o g e l u r y c h l e odpařuje a porušuje t a k síly m e z i 
h r o t e m a v z o r k e m , přičemž se h r o t d o v z o r k u významně zanořuje. Dalším problémem u t a k t o 
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připraveného hydrátovaného g e l u j e vytvoření příliš nerovného p o v r c h u n a podložním 
sklíčku, což může být v e l k o u překážkou při r e a l i z a c i samotného měření, k d y d o k o n c e může 
dojít k poškození h r o t u i v z o r k u . 

P r o odstranění t o h o t o problému, b y l zahřátý s o l agarózy n a l i t d o P e t r i h o m i s k y , 
k d e vytvořil r o v n o u v r s t v u a z t u h l v g e l . Přes n o c b y l a v r s t v a h y d r o g e l u z a l i t a d e i o n i z o v a n o u 
v o d o u a n a druhý d e n b y l a n a v z d u c h u měřena. Měření b y l o neúspěšné, jelikož opět 
docházelo k p o k l e s u h r o t u d o v z o r k u , pravděpodobně v l i v e m s y n e r e z e , k d y dochází 
k e stárnutí g e l u a v důsledku smršťování s t r u k t u r y j e n a p o v r c h vytlačována v o d a , k e které má 
h r o t větší a d h e z i než k p o v r c h u v z o r k u a vytvořené kapilární síly v e vrstvě v o d y stahují h r o t 
d o h y d r o g e l u . N a základě literární rešerše ( v i z . k a p i t o l a 3 . 2 ) b y l o dalším rozhodnutím 
provádět měření v e vodě, a b y b y l y sníženy silové i n t e r a k c e m e z i p o v r c h e m v z o r k u , nosníkem 
a k o n d e n z o v a n o u v o d o u . Měření v e vodě b y l o stěžejní, jelikož b y l y také sníženy nespecifické 
v i b r a c e z okolí, které při měření n a v z d u c h u negativně ovlivňují e x p e r i m e n t a zhoršují k v a l i t u 
snímku. 

Při přípravě h y d r o g e l u j e vhodné těsně před měřením nalít n a h y d r o g e l n o v o u čistou 
d e i o n i z o v a n o u v o d u , p r o odstranění uvolněných nízkomolekulárních frakcí z g e l u 
(např. sulfátové s k u p i n y ) , popřípadě nečistot a p r a c h u , které b y m o h l i narušovat s i l o v o u 
rovnováhu při měření. 

6.3 Výběr vhodného nosníku a hrotu 

V m i k r o s k o p i i atomárních s i l j e j e d e n z hlavních k o m p o n e n t nosník, pomocí kterého probíhají 
veškerá měření. Správný výběr nosníku j e stěžejní p r o dosažení kvalitních snímků 
a mechanických vlastností měřeného v z o r k u . P o k u d j e zvolený nosník příliš tuhý, může dojít 
k poškození v z o r k u . N a o p a k při volbě měkkého nosníku p r o skenování tužších povrchů může 
dojít až k e zlomení nosníku či h r o t u . 

J a k o první b y l y vyzkoušeny h r o t y T E S P A - V 2 a F E S P - V 2 , které j s o u vhodné hlavně 
p r o měření v e v z d u c h u v kontaktním a poklepovém režimu. K o n s t a n t a pružnosti u T E S P A - V 2 
j e 3 7 N / m a u F E S P - V 2 odpovídá hodnotě 3 N / m . T y t o h o d n o t y j s o u p r o měření 
h y drátovaných gelů d o s t vysoké a t y t o nosníky j s o u vhodnější spíše p r o skenování tužších 
materiálů. P r o t o b y l následně z v o l e n podstatně měkčí nosník M L C T s k o n s t a n t o u pružnosti 
k o d 0 , 0 0 5 N / m d o 1,2 N / m a rezonanční frekvencí f o o d 4 k H z d o 1 6 0 k H z . I přesto, že obě 
zmíněné h o d n o t y j s o u vhodné p r o zobrazování h y d r o g e l u , měření s tímto nosníkem b y l o 
neúspěšné. Nejspíše p r o t o , že M L C T j e vhodné převážně p r o kontaktní režim. Jelikož 
všechny výše zmíněné nosníky, mají ostré h r o t y , které b y m o h l y l e h c e p r o n i k n o u t d o v z o r k u , 
b y l y nám výrobcem (Bruker) doporučeny nosníky M L C T - S P H - 1 U M - D C , které se o d M L C T 
lišily tím, že o b s a h o v a l y kulaté h r o t y . Měření s n i m i b y l o neúspěšné, takže b y l a vyloučena 
možnost t o h o , že c h y b a b y l a v o s t r o s t i h r o t u . 

N a k o n e c b y l vybrán nosník S N L - 1 0 , jehož k o n s t a n t a pružnosti se p o h y b u j e o d 0 , 0 3 N / m 
d o 0 , 7 N / m a rezonanční f r e k v e n c e o d 1 2 k H z d o 8 0 k H z . T e n t o nosník j e vhodný 
d o jakéhokoliv média a jelikož n a k o n e c všechna měření b y l a p r o v e d e n a v e vodě, b y l t e n t o 
nosník vybrán j a k o nejvhodnější p r o následující měření h y d r o g e l u . 
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6.4 Optimalizace měřícího režimu (QI™ AdvancedImaging) 

Při experimentální práci b y l o zjištěno, že h y d r o g e l y v hydratovaném s t a v u n e l z e měřit déle 
než 4 5 m i n u t , kvůli postupnému pronikání h r o t u d o v z o r k u , p r o t o m u s e l y být přednastavené 
h o d n o t y výrazně změněny, a b y se u r y c h l i l p r o c e s zobrazování p o v r c h u zkoumaného 
h y d r o g e l u a zároveň n e b y l a zhoršena k v a l i t a o b r a z u . Znatelně b y l a měněna h o d n o t a Z Speed, 
která o p r o t i přednastavené r y c h l o s t i ( 7 8 , 1 2 u m / s ) b y l a při některých měření zvýšena 
až n a 3 5 0 u m / s , čímž se výrazně zkrátila d o b a skenování. H o d n o t a ZLenght o p r o t i 
přednastavené hodnotě ( 1 5 0 n m ) m u s e l a být výrazně navýšena (až n a 1 0 0 0 n m ) , jelikož 
při velkých výškových rozdílech n a p o v r c h u v z o r k u a vysokých interakcích musí být t a t o 
h o d n o t a vysoká, a b y b y l h r o t dostatečně oddálen o d p o v r c h u v z o r k u . H o d n o t a Setpoint b y l a 
většinou ponechána n a přednastavené hodnotě d l e k a l i b r a c e , někdy změněna o pár d e s e t i n n N . 

6.4.1 Měření agarózového hydrogelu 

První b y l měřen agarózový g e l obsahující 4 h m . % agarózy v hydratovaném s t a v u v P e t r i h o 
m i s c e zalitý d e i o n i z o v a n o u v o d o u . H o d n o t a Z Speed b y l a n a s t a v e n a n a 2 5 0 u m / s , Setpoint 
činil 4 , 9 9 n N a h o d n o t a ZLenght b y l a 7 0 0 n m . V e l i k o s t snímku činila 8><10 u m a p i x e l y b y l y 
n a s t a v e n y n a 2 5 6 x 2 5 6 (obrázek 1 5 ) . Měřítko v e d l e snímku udává výškové rozdíly 
v naměřené ploše. P r o z i s k lepšího rozlišení a zachycení veškerých detailů h r o t e m j e vhodné, 
a b y t a t o h o d n o t a b y l a c o nejnižší. V y s o c e kvalitní snímky poskytují p l o c h y s výškovými 
rozdíly v řádech desítek nanometrů. Najít místo s rovným p o v r c h e m l z e posouváním v z o r k u , 
či výběrem jiné p l o c h y v p r o g r a m u ( J P K S P M D e s k t o p ) . M i k r o s k o p i e atomárních s i l 
z o b r a z u j e i 3 D snímky, k d e l z e p o z o r o v a t reliéf p o v r c h u v z o r k u . 

Obrázek 15: Povrch a 3D snímek 4 hm. % agarózového hydrogelu 

P o provedení obrazové analýzy b y l y získány v e l i k o s t i pórů v hydratovaném 
4 h m . % agarózovém g e l u , které se p o h y b o v a l y o d 5 n m d o 1 9 5 n m . Průměrná v e l i k o s t pórů 
b y l a vypočtena n a 5 5 , 7 7 ± 3 0 , 0 6 n m . Získané v e l i k o s t i pórů b y l y porovnány s v e l i k o s t m i 
získaných v odborném článku [ 6 4 ] pomocí r e o m e t r i e , k d e průměrná v e l i k o s t pórů 
v e 4 h m . % agarózového h y d r o g e l u činila 4 n m a s v e l i k o s t m i získaných pomocí 
kryo-skenovací elektronové m i k r o s k o p i e , k d e v e l i k o s t pórů činila 1 5 0 n m [ 6 4 ] . 
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Z g r a f u (obrázek 1 6 ) , k d e j s o u v e l i k o s t i pórů v hydrátované formě g e l u porovnány 
s v e l i k o s t m i pórů v e vysušené formě 4 h m . % agarózového g e l u j e zřejmé, že ztráta v o d y 
v m a t r i c i má v l i v n a v e l i k o s t pórů, k d y dochází k j e j i c h zmenšení. 
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Obrázek 16: Graf znázorňující procentuální četností velikostí pórů ve vysušeném a hydratovaném 
4 hm. % agarózovém hydrogelu 

Při měření 2 h m . % agarózového h y d r o g e l u b y l Setpoint n a s t a v e n n a 9 , 0 n N a h o d n o t a 
ZLenght n a 9 0 0 n m . V e l i k o s t s k e n u činila 1 0 x 1 0 u m a h o d n o t a Pixels b y l a n a s t a v e n a 
n a 5 1 2 x 5 1 2 . T a k t o vysoké rozlišení výrazně prodlužuje d o b u měření (až n a několik h o d i n ) , 
avšak b y l a značně zvýšena h o d n o t a Z Speed, která činila 3 5 0 u m / s , tudíž b y l snímek vytvořen 
již z a 2 8 m i n u t a 3 6 s e k u n d (obrázek 1 7 ) . 

y 

[Mm] 

Obrázek 17: Povrch a 3D snímek 2 hm. % agarózového hydrogelu 

N a g r a f u uvedeném níže (obrázek 1 8 ) j e znázorněna procentuální četnost různých velikostí 
pórů v e 2 h m . % agarózovém h y d r o g e l u . Rozmezí v e l i k o s t i pórů b y l o stejné j a k o 
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u 4 h m . % agarózového h y d r o g e l u ( o d 5 d o 1 9 5 n m ) . Největší procentuální zastoupení tvoří 
póry o v e l i k o s t i 4 0 n m . Průměrná v e l i k o s t pórů v e 2 h m . % agarózovém h y d r o g e l u b y l a 
vypočtena n a 6 0 , 6 6 ± 3 0 , 0 3 n m . Průměrná v e l i k o s t pórů zjištěná pomocí r e o m e t r i e činila 
5 n m a průměrná v e l i k o s t pórů sledovaná pomocí k r y o S E M odpovídala 2 0 0 n m [ 6 4 ] . 
N a r a y a n a n a s p o l . [ 6 5 ] s t a n o v i l i průměrnou v e l i k o s t pórů v e 2 h m . % agarózovém h y d r o g e l u 
pomocí t u r b i d i m e t r i e , která činila 2 0 0 n m . 
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Obrázek 18: Graf znázorňující procentuální četnosti různých velikostí pórů ve 2 hm. % agarózovém 
hydrogelu 

Následně b y l měřen 1 h m . % agarózový h y d r o g e l . H o d n o t a Setpoint odpovídala 1,12 n N 
a h o d n o t a Z Lenght činila 1 0 0 0 n m . R y c h l o s t s k e n u b y l a n a s t a v e n a n a 3 0 0 u m / s , přičemž 
h o d n o t a Pixels činila 256x256 (obrázek 19). Rozlišení b y l o z v o l e n o nižší než u měření 
2 h m . % agarózového h y d r o g e l u , tudíž i d o b a skenování t r v a l a kratší d o b u a t o 9 m i n u t 
a 21 s e k u n d . V horní části snímku l z e p o z o r o v a t mírné horizontální rozmazání, které může 
být způsobeno v l i v e m příliš vysoké r y c h l o s t i skenování, n e b o přilepením h r o t u n a p o v r c h 
h y d r o g e l u , či ulpěním nečistoty n a špičce h r o t u . 

133 nm 

Obrázek 19: Povrch a 3D snímek 1 hm. % agarózového hydrogelu 
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N a g r a f u (obrázek 2 0 ) l z e vidět procentuální zastoupení různých velikostí pórů v 1 h m . % 
agarózovém h y d r o g e l u , přičemž se v e l i k o s t i p o h y b o v a l y o d 1 7 n m d o 3 3 7 n m . Z g r a f u j e 
zřejmé, že se v h y d r o g e l u nejvíce nacházejí póry o v e l i k o s t i 6 0 n m . Průměrná v e l i k o s t pórů 
v 1 h m . % agarózovém h y d r o g e l u b y l a vypočtena n a 1 0 6 , 2 1 ± 5 7 , 5 5 n m . P r o porovnání 
průměrných velikostí pórů b y l vybrán článek [ 6 4 ] , k d e pomocí r e o m e t r i e b y l a v e l i k o s t pórů 
s t a n o v e n a n a 1 0 - 1 2 n m a d l e k r y o S E M průměrná v e l i k o s t pórů v 1 h m . % agarózovém 
h y d r o g e l u činila 3 0 0 n m . Z a použití t u r b i d i m e t r i e b y l a t a t o h o d n o t a s t a n o v e n a n a 6 0 0 n m 
[ 6 5 ] . 

14 

12 

10 

^ 8 

ON 

o 6 

OJ 
>l_J 

• 1 h m . % agarózový h y d r o g e l 

M 
5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 

Poloměr pórů [ n m ] 

2 5 0 300 

Obrázek 20: Graf znázorňující procentuální četností různých velikostí pórů v 1 hm. % agarózovém 
hydrogelu 

Při měření agarózového h y d r o g e l u o hmotnostní k o n c e n t r a c i 0,75 h m . % b y l a h o d n o t a 
Setpoint d l e k a l i b r a c e ponechána n a 4,77 n N . H o d n o t a ZLenght b y l a n a s t a v e n a n a 700 n m , 
r y c h l o s t s k e n u činila 120 u m / s a v e l i k o s t snímku b y l a 8x8 u m (obrázek 21). Z měřítka v e d l e 
snímku l z e p o z n a t , že b y l skenován v e l i c e rovný p o v r c h , k d y výškové rozdíly n a p o v r c h u 
h y d r o g e l u činily maximálně 20,7 n m . V levé části s k e n u l z e p o z o r o v a t dvě bílé o b l a s t i , které 
j s o u n a 3 D snímku z o b r a z e n y j a k o vystouplé útvary, jež m o h l y být vytvořeny při přípravě 
h y d r o g e l u . 
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V fast 

Obrázek21: Povrch a 3D snímek 0,75 hm. % agarózového hydrogelu 

V e l i k o s t i pórů v 0,75 h m . % agarózovém h y d r o g e l u se p o h y b o v a l y o d 8 n m d o 305 n m . 
N a g r a f u (obrázek 22) l z e s l e d o v a t největší procentuální zastoupení pórů o v e l i k o s t e c h 40 n m . 
Průměrná v e l i k o s t pórů b y l a vypočtena n a 81,69 ± 51,08 n m . 
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Obrázek 22: Graf znázorňující procentuální zastoupení různých velikostí pórů v 0,75 hm. % 
agarózovém hydrogelu 

Posledním měřeným h y d r o g e l e m z koncentrační řady b y l 0,5 h m . % agarózový h y d r o g e l . 
H o d n o t a Setpoint při měření b y l a n a s t a v e n a n a 300 p N a h o d n o t a Z Lenght činila 500 n m . 
P r o zlepšení k v a l i t y snímku, b y l a r y c h l o s t měření n a s t a v e n a p o u z e n a 20 u m / s , čímž 
se výrazně prodloužila d o b a skenování. H o d n o t a Pixels činila 256x256 a v e l i k o s t snímku 
odpovídala 10x10 u m (obrázek 23). 
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Obrázek 23: Povrch a 3D snímek povrchu 0,5 hm. % agarózového hydrogelu 

Z e snímku i g r a f u (obrázek 2 4 ) j e zřejmé, že agarózový h y d r o g e l o hmotnostní k o n c e n t r a c i 
0 , 5 h m . % v y k a z o v a l největší v e l i k o s t i pórů, které se p o h y b o v a l y o d 1 1 n m d o 6 6 6 n m . 
Z g r a f u l z e p o z o r o v a t , že největší procentuální zastoupení tvořily póry o v e l i k o s t i 4 0 n m 
a průměrná v e l i k o s t pórů b y l a vypočtena n a 1 1 9 , 4 2 ± 1 0 9 , 4 5 n m . V odborném článku [ 6 4 ] 
b y l a s t a n o v e n a průměrná v e l i k o s t pórů v 0 , 5 h m . % agarózovém h y d r o g e l u pomocí k r y o S E M 
n a 3 5 0 n m a pomocí r e o m e t r i e n a 1 8 n m . 
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Obrázek 24: Graf znázorňující procentuální zastoupení různých velikostí pórů v 0,5 hm. % 
agarózovém hydrogelu 

V t a b u l c e ( t a b u l k a 1 ) l z e vidět průměrné v e l i k o s t i pórů se směrodatnými o d c h y l k a m i 
p r o koncentrační řadu agarózových h y d r o g e l u (včetně x e r o g e l u ) . Z e získaných velikostí pórů 
j e zřejmé, že se snižující koncentrací g e l u r o s t e průměrná v e l i k o s t pórů. Všechny v z o r k y 
agarózových h y d r o g e l u n e v y k a z o v a l y uniformní v e l i k o s t pórů, n a o p a k b y l a sledována velká 
d i s t r i b u c e velikostí o d j e d n o t e k nanometrů až p o s t o v k y nanometrů. 

4 2 



Tabulka 1: Souhrn průměrných velikostí pórů v agarózových hydrogelech 

Hmotnostní k o n c e n t r a c e agarózových Průměrná v e l i k o s t pórů [ n m ] 
hydrogelů [ h m . % ] 

4 , 0 ( x e r o g e l ) 4 0 , 7 3 ±21,32 
4 , 0 5 5 , 7 7 ± 3 0 , 0 6 
2 , 0 6 0 , 6 6 ± 3 0 , 0 3 
1,0 1 0 6 , 2 1 ±57,55 

0 , 7 5 8 1 , 6 9 ±51,08 
0 , 5 1 1 9 , 4 2 ± 1 0 9 , 4 5 

6.4.2 Měření 2 hm. % alginátového hydrogelů 

Posledním v z o r k e m , který b y l měřen pomocí m i k r o s k o p i e atomárních s i l , b y l 2 h m . % alginát 
síťovaný vápenatými i o n t y . Při měření b y l a h o d n o t a Setpoint n a s t a v e n a n a 8 5 9 , 5 p N , h o d n o t a 
Zlenght činila 6 0 0 n m a r y c h l o s t skenování p o v r c h u b y l a n a s t a v e n a n a 9 3 , 8 u m / s . Přílišné 
zvyšování r y c h l o s t i měření p o s k y t o v a l o nekvalitní snímky. Zhoršená k v a l i t a snímku m o h l a 
být způsobena nerovným p o v r c h e m , k d y výškové rozdíly n a měřeném p o v r c h u v z o r k u 
d o s a h o v a l y až 8 9 9 n m (obrázek 2 5 ) . P r o dosažení plochého p o v r c h u b y nejspíše b y l o potřeba 
změnit přípravu alginátového g e l u . 

Obrázek 25: Povrch a 3D snímek 2 hm. % alginátového hydrogelů síťovaný vápenatými ionty 
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7 ZÁVĚR 

Cílem této bakalářské práce b y l o p r o s t u d o v a t m e t o d u m i k r o s k o p i e atomárních s i l 
s potenciálním využitím při měření hydrogelových systémů, seznámit se s přístrojem A F M 
z experimentálního h l e d i s k a a o p t i m a l i z o v a t měřicí p r o c e d u r u p r o měření hydrogelů, 
připravených různým t y p e m síťování. Veškerá měření b y l a p r o v e d e n a pomocí kvantitativního 
režimu zobrazování (QI™ Advanced Imaging), který j e vhodný p r o měření polotuhých 
materiálů, které vykazují nerovný p o v r c h v nanoměřítku a j e šetrný k e v z o r k u i k h r o t u . 
P o s k y t u j e kvalitní topografické snímky i mechanické v l a s t n o s t i , j a k o j e Youngův m o d u l 
pružnosti či a d h e z e (stanovení mechanických vlastností n e b y l o součástí cílů práce). 

P r o experimentální část b y l vybrán j a k o modelový materiál fyzikálně síťovaný agarózový 
h y d r o g e l , kvůli dostatečným zkušenostem s t o u t o h y d r o g e l o v o u matricí n a F C H V U T 
a snadné a reprodukovatelné přípravě. P r o seznámení se s přístrojem b y l n e j p r v e měřen 
4 h m . % agarózový g e l v e fázi x e r o g e l u , který b y l v e fázi s o l u nakapán n a podložní sklíčko 
a p o vysušení b e z problémů změřen (obrázek 1 4 ) . Následovalo měření hydratovaného 
agarózového g e l u o různých hmotnostních koncentracích a 2 h m . % alginátového g e l u 
síťovaný vápenatými i o n t y . 

Díky provedené literární rešerši b y l vyřešen častý problém u měření pomocí A F M , 
a t o dostatečné uchycení vzorků a vytvoření rovného p o v r c h u t a k , a b y n e b y l o z n e h o d n o c e n o 
měření či poničen h r o t n e b o samotný v z o r e k . P r o t o b y l y v z o r k y hydrogelů n a l i t y d o P e t r i h o 
m i s e k , k d e vytvořily rovný p o v r c h a následující d e n b y l y měřeny. 

N a základě odborných článků b y l a p r o v e d e n a měření v deionizované vodě, v důsledku 
čehož b y l o zabráněno odpařování disperzního prostředí, b y l y zmenšeny silové i n t e r a k c e m e z i 
h r o t e m a p o v r c h e m v z o r k u a také sníženy nespecifické v i b r a c e z okolí, které negativně 
ovlivňují skenování a k v a l i t u snímků. 

B y l a vyzkoušena řada různých nosníků, a l e j e n nosník S N L - 1 0 b y l použitelnou v a r i a n t o u 
p r o měření hydrátovaných gelů v e vodném prostředí. Má nízkou k o n s t a n t u pružnosti 
( 0 , 0 3 - 0 , 7 N / m ) a rezonanční f r e k v e n c i ( 1 2 - 8 0 k H z ) , což j e ideální p r o měření měkkých 
vzorků. 

Podařilo se o p t i m a l i z o v a t m e t o d u A F M zejména p r o měření koncentrační řady 
agarózového hydrogelů, k d y b y l y výrazně změněny přednastavené h o d n o t y v kvantitativním 
režimu zobrazování (QI™ Advanced Imaging). Převážně h o d n o t a Z Speed, která b y l a 
v e většině měření několikanásobně zvýšena, a tím b y l a zkrácena d o b a měření. Jelikož b y l y 
skenovány v z o r k y s výškovými rozdíly n a p o v r c h u , m u s e l a být také zvýšena h o d n o t a 
ZLenght, a b y se h r o t dostatečně oddálil o d p o v r c h u v z o r k u . H o d n o t a udávající Setpoint b y l a 
v e většině případů ponechána n a přednastavené hodnotě. 

B y l y získány kvalitní snímky agarózových hydrogelů, n a nichž b y l y možné s l e d o v a t póry, 
které se zmenšovaly se zvyšující se hmotnostní koncentrací agarózy v g e l u . Z e získaných d a t 
j e patrné, že s t r u k t u r y hydrogelů n e j s o u homogenní (obrázek 1 7 ) a v e l i k o s t i pórů se pohybují 
v e velkém rozmezí. Získané průměrné h o d n o t y v e l i k o s t i pórů pomocí A F M b y l y porovnány 
s v e l i k o s t m i získanými v odborných článcích pomocí r e o m e t r i e a k r y o S E M [ 6 4 ] 
a t u r b i d i m e t r i e [ 6 5 ] . Průměrné h o d n o t y v e l i k o s t i pórů získané pomocí A F M se p o h y b o v a l y 
m e z i h o d n o t a m i získaných pomocí r e o m e t r i e a k r y o S E M . 
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N a závěr b y l měřen 2 h m . % alginátový h y d r o g e l síťovaný vápenatými i o n t y , u kterého 
b y l y zřejmé větší výškové rozdíly n a p o v r c h u v z o r k u , což může d o b u d o u c n a být odstraněno 
jiným p o s t u p e m přípravy samotného h y d r o g e l u . J e třeba v e l m i dbát n a přípravu v z o r k u , 
p r o úspěšné měření a dosažení snímků s vysokým rozlišením. 

Závěrem j e zřejmé, že l z e měřit h y d r o g e l y pomocí m i k r o s k o p i e atomárních s i l 
v hydratovaném s t a v u , avšak j e jisté, že p r o různé d r u h y h y d r o g e l u b u d e potřeba provést 
individuální o p t i m a l i z a c i měření, a b y b y l o dosaženo kvalitnějších snímků. D o p o s u d objevené 
p o z n a t k y m o h o u být využity p r o následující měření dalších h y d r o g e l u , které b y m o h l o 
z a h r n o v a t i stanovení mechanických vlastností. 
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9 SEZNAM POUŽITÝCH Z K R A T E K A SYMBOLŮ 

9.1 Seznam zkratek 
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E D T A k y s e l i n a ethylendiamintetraoctová 
D M F dimethylfumarát 
D M S O d i m e t h y l s u l f o x i d 
A F M m i k r o s k o p i e atomárních s i l 
S T M skenovací tunelový m i k r o s k o p 
F F M m i k r o s k o p i e třecí síly 
C F M m i k r o s k o p i e chemické síly 
C N T uhlíková n a n o t r u b i c e 
S F G generování součtové f r e k v e n c e (sum-frequency generation) 
P V A p o l y v i n y l a l k o h o l 
P E G p o l y e t h y l e n g l y k o l 
P E G - D A p o l y e t h y l e n g l y k o l diakrylát 
S E M skenovací elektronová m i k r o s k o p i e 
p H E M A p o l y h y d r o x y e t h y l methakrylát 

.2 Seznam symbolů 

k k o n s t a n t a pružnosti nosníku [ N / m ] 

f rezonanční f r e k v e n c e nosníku [ k H z ] 
E Youngův m o d u l pružnosti [ P a ] 
F síla [ N ] 
AU vazebná e n e r g i e [ e V ] 
Ax vzdálenost působení odpudivých s i l [ n m ] 
W šířka nosníku [ n m ] 
t tloušťka nosníku [ n m ] 
l délka nosníku [ n m ] 

z,> průhyb nosníku [ n m ] 
Zc p o l o h a piezoelektrického translátoru [ n m ] 
kref k o n s t a n t a pružnosti referenčního nosníku [ N / m ] 
R kontaktní poloměr [ n m ] 
v P o i s s o n o v o číslo [ - ] 
D vzdálenost m e z i h r o t e m a v z o r k e m [ n m ] 
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