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Abstrakt

Tato bakalatfskd prace se zabyva hodnocenim tenkych vrstev TiCN nanesenych
na chirurgické oceli AISI 316. Vzorky byly pfipraveny v Centralni laboratofi aplikova-
né fyziky na Bulharské akademii véd v Plovdivu, za pouziti metody PVD napafovani
elektrickym obloukem. Kazd4 z osmi vrstev méla rozdilné podminky depozice. Pii de-
pozici byl ménén pomér plynt, napéti, proud i doba depozice.

Bakalaiska prace se skladd ze dvou na sebe navazujicich ¢asti. V prvni ¢ésti jsou
vyhodnoceny fyzikalné-chemické vlastnosti jednotlivych TiCN tenkych vrstev. Byly
studovany vlastnosti, které maji vliv na pfilnuti biologického materidlu na povrch stu-
dovanych vzorki (chemické slozeni, drsnost a hydrofilita). Dale byla studovana che-
mické stalost, tloustka vrstvy a adheze vrstvy k substratu z diivodu potencionalniho
vyuziti vzorkli v medicinskych aplikacich.

Druhda cast této bakalafské prace je vénovana vyhodnoceni biologické interakce
bakteridlniho kmene Escherichia coli s povrchem studovanych vzorkl. Byla predevsim
sledovéna ochota mikroorganismi kolonizovat jednotlivé vzorky.

Cilem bakalatské prace bylo urcit, které z vlastnosti TiICN povrchli maji nejvyraz-
néjsi vliv na adhezi mikroorganismt. Dale byla hleddna spojitost mezi takovymi vlast-
nostmi povrchu a parametry pii nanaSeni vrstvy. Vzorky, které byly vyhodnoceny jako
nejvhodnéjsi pro kolonizaci bakteridlni populaci, byly na zavér diskutovany z hlediska
chemické stalosti, tlouStky vrstvy a adheze vrstvy k substratu.

Vyrazny vliv na tvorbu biofilmu z hlediska fyzikalné-chemickych parametri méla
hydrofobicita povrchu. Cim vice byl vzorek hydrofobni, tim vice bakterii se na jeho

povrchu pfichytilo. VIiv na tvorbu biofilmu méla také ploSna drsnost povrchu.
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Abstract

The subject of this bachelor thesis is classification of TiCN thin layers deposited
on top of a surgical steel AISI 316. Samples were prepared in Central Laboratory of
Applied Physics at Bulgarian Academy of Science in Plovdiv using PVD method of
steaming by electric arc. Each of the eight thin layers had different deposition condi-
tions. During the deposition the ratio of gasses as well as voltage, current and deposition
times were altered.

Bachelor thesis consists of two related parts. In the first part the physical and
chemical properties of particular layers are studied. The properties which have an im-
pact on attachment of biological material on top of the studied samples were evaluated
(chemical composition, roughness and hydrophilic properties). Further, the chemical
stability, layer thickness and an adhesion of the layer to the substrate were studied due
to potential use of the samples in medical applications.

Second part of the bachelor thesis is dedicated to the evaluation of the biological
interaction of Escherichia coli bacterial strain with the surface of studied samples. In
particular the wiliness of microorganisms colonizing the samples was studied.

The aim of this bachelor thesis was to establish which of the TiCN surface prop-
erties has the most important effect on microorganism adhesion. The relation between
these properties and parameters of thin film production was analyzed. The samples
which showed the best properties in view of bacterial colonization were discussed in
aspects of chemical stability, layer thickness and adhesion of the layer to the substrate.

Significant impact on biofilm formation had hydrophobicity of the surface. More
hydrophobic samples were more colonized by bacteria. Also surface roughness had in-

fluence on the biofilm formation.
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UvVoD

Télni implantaty jsou béznou soucasti dnesni mediciny. Setkdme se s nimi v orto-
pedii, traumatologii, stomatologii i dalSich 1ékaiskych oborech. Zakladnim parametrem
pro material urceny k vyrob¢ implantatu je jeho biokompatibilita a mechanicka odol-
nost. Naptiklad kovové slitiny vykazuji vyborné mechanické vlastnosti, ale pfi jejich
aplikaci obCas dochazi k negativni imunitni odpovédi organismu zptisobené obsahem
alergennich prvki ve slitiné (Mitura 2005).

Resenim tohoto problému je pokryti povrchu implantatu tenkou vrstvou. Docili se
tak zachovani potiebnych mechanickych vlastnosti implantatu a zaroven je dosazeno
potiebnych chemickych a biologickych vlastnosti povrchu. Pro tyto ucely se ¢asto vyu-
zivaji tenké uhlikové vrstvy, protoze jsou chemicky inertni a zaroven vykazuji vysokou
korozni odolnost a tvrdost (Timova et al. 2007). Kromé bézné vyuzivanych DLC (uhli-
kovych vrstev podobnych diamantu) se vyuzivaji také uhlikové vrstvy s pfidanym ko-
vem jako napfiiklad karbonitrid titanové (TiCN) tenké vrstvy.

Tato bakalaiska prace se bude zabyvat jak fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, tak
biokompatibilitou pravé zminénych TiCN tenkych vrstev. Cilem praktické ¢asti je urce-
ni vlastnosti TiCN povrchtl, které maji vliv na adhezi mikroorganismu a odhaleni spoji-
tosti mezi takovymi vlastnostmi povrchu a parametry pfi nanaseni vrstvy.

Jako ptiklad modelového Zivého organismu je zvolen bakteridlni kmen Escherichia
coli. Jedna se o prvni krok v pozorovani biologické interakce. Pokud se provedené testy
s bakteriemi ukaZzi jako vhodné pro pozorovani biologické interakce s tenkymi vrstvami,
budou nésledovat pokusy s buiikami tkafnovymi pro presné€js$i posouzeni biokompatibili-

ty.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Tenké vrstvy

Za tenkou vrstvu oznacujeme vrstvu o tloustce od nékolika desitek nanometrti az
po jednotky mikrometrti. Tenka vrstva je obvykle nanesena na tzv. substrat a méni tak
jeho fyzikalni, mechanické i chemické vlastnosti. Nanos tenké vrstvy se vyuziva pro
zvyseni tvrdosti, odolnosti proti opotfebeni, zabranéni korozi a dal§im nezadoucim
chemickym reakcim. M¢éni také elektrické a optické vlastnosti materialu. Diky tomu
nalézaji tenké vrstvy uplatnéni naptiklad v elektrotechnice, strojirenstvi, optice ¢i medi-

cin¢ (Blazek 2015).

1.1.1. Systém tenka vrstva - substrat

Pti charakterizaci vrstvy je tfeba zohlednit vSechny ctyfi oblasti, do kterych rozdé-
lujeme systém tenka vrstva - substrat (substrat, rozhrani substrat-vrstva, objemova ¢ést
vrstvy a povrchova ¢ast vrstvy).

Pokud povrchové ¢ast vrstvy adsorbuje vodni paru, mize vzniknout odlisné che-
mické sloZeni oproti objemové casti tenké vrstvy. Pfedev§im dochdzi k vytvoreni oxidi
v diisledku kontaminace kyslikem (Holmberg a Mathews 1994).

Objemova ¢ast vrstvy ovliviiuje mechanické, elektrické a tepelné vlastnosti. Tato
¢ast vrstvy je ovlivnéna parametry depozi¢niho procesu. Rozhrani mezi objemovou ¢és-
ti vrstvy a substratem vyrazné ovliviiuje adhezi tenké vrstvy.

Rostouci vrstva muze ptebirat strukturu krystalové miizky nebo orientaci substratu,
na ktery je deponovana. Dllezitymi vlastnostmi je také tepelnd vodivost a tepelna roz-

taznost substratu. Ob¢ tyto vlastnosti maji ptimy vliv na pnuti ve vrstvé (Musil 2000).

1.1.2. Metody pripravy tenkych vrstev

Podle druhu substratu se pfed samotnou depozici mohou provadét Upravy feznych
hran a chemické ¢i iontové ¢isténi. Pro dobré adhezni vlastnosti je prikladan velky da-
raz na vysokou Cistotu povrchu substratu.

Tenké vrstvy jsou vytvareny pomoci depozice vyuzivajici atomy, ionty a molekuly
ve form¢ par. Metody délime podle principu na chemické depozice z par (Chemical
Vapor Deposition - CVD) a fyzikalni depozice z par (Physical Vapor Deposition -
PVD) (Ohring 2001).
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Metoda CVD (Chemicka depozice z par)

Pti CVD metodé¢ se vyuziva vysokych teplot 700 - 1000 °C a tlakd plynné atmosfé-
ry az 100 kPa. Na rozhrani mezi plazmatem a povrchem substratu vznika v disledku
chemickych procest tenka vrstva, jejiz tloustka muze byt az 13 um. Prvky jsou pfiva-
dény k substratu v plynné fazi a diky vysokym teplotam se rozkladaji. Produkty rozkla-
du jsou ukladany na ohtaty povrch substratu a pasobi jako katalyzator. Aby se vytvotila
tenka vrstva, je zapotiebi reaktivni plyn (N,, NH4, CHy4) a urcité procento nosného ply-
nu (Ar, H,), ktery dopravuje plynnou smeés k substratu a ovliviiuje rychlost tvorby
a adhezi tenké vrstvy (Foltyn 2008).

Nejcastéji je vyuzivan bud’ reaktor s horkou sténou, nebo reaktor se sténou stude-
nou. V prvnim pfipad€ se udrzuje stejnd teplota stény reaktoru a substratu, coz vede
k tvorbé vrstvy 1 na sténé reaktoru a mohlo by vést k nasledné kontaminaci povlaku
substratu. Z tohoto divodu se tato varianta pouziva pouze pro exotermické reakce.
U takovych vysoka teplota stény reaktoru zabranuje tvorbé povlaku na jejim povrchu.
Druhy typ reaktoru, kdy je vyhfivadn pouze drzak se substratem, se pouziva pro reakce
endotermické. Sténa komory je obvykle chlazena vodou a nedochézi k nezadouci tvorbé

povlaku na sténé reaktoru (Foltyn 2008; Blazek 2015).

Metoda PVD (Fyzikalni depozice z par)

Pii PVD metod¢ se vyuziva vysokého vakua (0,1 az 1,0 Pa) pfi teplotach 150 -
500 °C. Pti povlakovani jsou uvolilovany atomy z tzv. tercli. Touto metodou se obvykle
vytvareji vrstvy s mensi tloustkou nez metodou CVD.

Existuji tfi odliSné typy metody PVD. Prvni z metod je napraSovani, kdy jsou ¢asti-
ce uvolnovany z ter¢e pomoci urychlenych iontli argonu. Pfi dal§im typu, napafovani,
jsou ¢astice uvolilovany nizkonapétovym obloukem, laserem, elektronovym paprskem
nebo indukci. Nasledné jsou ionizovany a dochazi k reakci s inertnim a reaktivnim ply-
nem v komote. Poslednim typem je iontova implantace. Uvolnéné ionizované Castice
jsou pii této metod¢ elektrickym polem urychlovany smérem k povrchu substratu.

Nevyhodou PVD je slozity vakuovy systém a nutnost pohybovat povlakovanym
pfedmétem pro docileni rovhomémné vrstvy. Na druhou stranu se jednd o ekologicky

Setrnou metodu, pii které se neuvoliuji zadné toxicke latky (Foltyn 2008).
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1.1.3.  Tenké uhlikové vrstvy v mediciné

Tenké vrstvy nalézaji uplatnéni naptiklad v oblasti kovovych télnich implantati.
Slouzi jako ochrana pied alergickou reakci lidského organismu na kovovy implantat.
Dilezita je pevnost vazby mezi substratem a vrstvou, protoze i nepatrné odhaleni kovo-
vého podkladu by mohlo vyvolat alergickou reakci.

Uhlikové vrstvy maji vysokou korozni odolnost, tvrdost a jsou zarovenn chemicky
inertni. Diky biokompatibilité¢ jsou uhlikové nanovrstvy idealni pro povlaky kloubnich
implantat. Jsou vyuzivany pfedevSim na mista, kde dochazi k tfeni (Ttimova et al.

2007).

Uhlikové vrstvy DLC Diamond Like-Carbon (Uhlikové vrstvy podobné diamantu)
Pomér sp” a sp> konfigurace vazeb mezi atomy uhliku ovliviiuje vlastnosti amorf-
nich uhlikovych vrstev (DLC). Ternarni fazovy diagram na obrazku 1 zobrazuje nékolik
druhi vznikajicich tenkych vrstev v zavislosti na obsahu sp?, sp’ a vodiku. Pokud uhlik
obsahuje maly pocet sp® vazeb a neobsahuje téméf zadny vodik, oznadujeme ho jako
amorfni uhlik (a-C). Takova konfigurace vznika pfi magnetronovém naprasovani. Uhlik
obsahujici sp’ vazby a témd&f zadny vodik se nazyva tetragonalni uhlik (ta-C)

a pripravuje se bud’ laserovou ablaci, nebo obloukovym naprasovanim.

sp?

diamant C

b

ta-C \“-._‘_ ta-C:H

% HC

naprasene \_ polymery
a-CeH) -rw—.”:"”\,\. bez
“a-f J:L.:’) vrstev
graﬁt C W""‘"‘“: ‘ :K/
£ e N . \‘\
sz \ H

Obrazek 1: Ternarni fazovy diagram systému uhliku a vodiku. Amorfni (a-C)
a tetragonalni uhlik (ta-C) s nizkym obsahem vodiku se naléza pfi levé stran¢, hydroge-
novany amorfni (a-C:H) a hydrogenovany tetragonalni uhlik (ta-C:H) uprostied. Zkrat-
ka HC polymery znac¢i uhlovodikové polymery (Jacob a Moller 1993).
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Uprostied diagramu lezi oblast hydrogenovaného amorfniho uhliku (a-C:H) a hydroge-
nované¢ho tetragonalniho uhliku (ta-C:H). Takové vrstvy jsou piipravovany metodou

PECVD (specialni kombinace chemické a fyzikalni metody) (Jacob a Moller 1993).

Tenké vrstvy TiCN

Alternativou DLC vrstev mize byt v medicinskych aplikacich uhlikovd vrstva
s pfidanym kovem. Takovym kovem muze byt titan v podobé TiCN (karbonitrid titano-
ve€) vrstvy, kterd byla vyhodnocena jako biokompatibilni, a proto vhodna pro télni im-
plantaty (Acton 2012). Ve srovnani s vrstvou TiN nabizi povlaky TiCN lepsi vysledky
pro jejich tvrdost a mensi soucinitel tfeni. Povlaky nejsou navzdory své tvrdosti kiehké

a zachovévaji si dobrou houZevnatost (Blazek 2015).
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1.2. Interakce bakterii s povrchem

Bakterie mizeme z hlediska zptisobu Zivota rozd¢lit do dvou skupin. Prvni skupinou je
bakterialni plankton, tedy volné zijici bakterie, o kterych se poprvé zminuje nizozemsky
védec Antoni van Leeuwenhoek v roce 1674 na zéklad¢ svych mikroskopickych pozo-
rovani. Do druh¢ skupiny fadime bakterie, které preferuji pfilnavy zplsob zivota - tedy
adherentni bakterie (pro ucely vyhodnoceni vhodnosti testovaného povrchu pro koloni-
zaci bakterialni populaci je tieba zvolit praveé adherentni bakterie, jako je naptiklad bak-

terie Escherichia coli (Garrett et al. 2008).

1.2.1. Biofilm

Zhruba 99 % populace adherentnich bakterii se nachazi ve formé biofilmu v riz-
nych fazich ristu (Garrett et al. 2008). Bakterie se tvorbou mikrokolonii spojenych ex-
tracelularni matrix chrdni pfed vnéjSimi Skodlivymi vlivy, jako jsou napftiklad
dezinfekéni prostiedky, antibiotika, teplota, ndhla zména pH apod. Zaroveit dochazi
k rychlejs$i genové expresi, kterou stimuluje mezibunécnd komunikace uvnitt biofilmu

(Costerton 2007).

Faze rustu biofilmu

Prvni nastava pfi tvorbé biofilmu reverzibilni adheze, kdy se bakterie obsaZzené
v kapalin€ dostavaji k povrchu, a to bud’ pomoci fyzikélnich sil, nebo naptiklad pomoci
bic¢ikl. Pfilnavost téchto bakterii k testovanému povrchu zavisi na mnoha faktorech
a rist biofilmu se tidi fadou fyzikalnich, chemickych a biologickych procesti.

Nasledné¢ se vétSina bakterii adsorbuje na povrch. Znamena to, Ze biciky, fimbrie
¢i pili, ptekonaly fyzikalni odpudivé sily elektrické dvojvrstvy. V této fazi bakterie uz
nejsou snadno oddélitelné od povrchu a faze se proto nazyva Ireverzibilni adheze
(Garrett et al. 2008).

Po lag fazi, kdy se bakterie jest¢ nemnozi tak rychle a enzymaticky se pfipravuji na
rust v novém prostiedi, nasleduje faze rychlého exponencialniho ristu, ktera trva az do
vy€erpani Zivin (obrazek 2). Binarni déleni (neboli pficné déleni) je zahajeno zdvojenim
chromozomu. Buiika se protahne a uprostied vznikne pfepazka z plazmatické membra-
ny a bunécné stény. Z jedné matetrské bakterie vzniknou dvé dcefiné. Pti optimalnich
podminkach a dostatku Zivin je doba generace u bakterie E. coli zhruba 20 minut (Jeli-

nek a Zichacek 2014).

19



Nejprve dochazi k rastu biofilmu do stran (podél povrchu) a az poté ho rozsituji
dcefiné bakterie do objemu (tj. 3D). Po vycCerpani zasob dochazi ke stacionarni fazi,
behem které se zpomaluje rychlost déleni, az dojde k fazi odumirani, kdy je pocet od-

umfelych bunék vyssi nez bunek nove vzniklych (Rosypal 2003, Marshall 1994).

=A Lag Log Stacionarni Faze
faze faze faze odumirani

Ristova kiivia bungcné kultury

>

Cas

Obrazek 2: Rustova kfivka bunécné kultury (Komorniczak 2011).

Struktura biofilmu

Prostor mezi jednotlivymi butikami vypliiuje extracelularni matrix. Vznikaji mikro-
kolonie obalené extracelularnim matrix a protkané siti otevienych vodnich kanalka.
Tyto kanalky slouzi k dodavce zivin a odstrafiovani odpadnich latek. O vlastnostech
biofilmu jako celku nejvice vypovida slozeni matrix, protoze buiiky se chovaji vice jako
pevné Castice a voda v kanalcich jako kapalina.

Tloustka biofilmu se pohybuje v fadu desitek mikrometri. Pokud se biofilm nacha-
zi v prostfedi bohatém na ziviny, byva plochy a ne tolik strukturovany. Naopak biofilm
v podminkach pro bakterie nepfiznivych tvofi jednoduché véze nebo se formuje

do tvaru houby a tato uskupeni jsou husté protkana kanalky (Costerton, 2007).

Specifika biofilmu Escherichia coli

U gramnegativni bakterie Escherichia coli je aktivni pohyb podpotfen zafizenim,
které¢ umoziuje této bakterii aktivni pohyb v kapalném prostiedi (Pratt a Kolter 1999).
Pti ireverzibilni adhezi byl u kmene E. coli prokazan vliv tii tiid fimbrii - fimbrie
1. typu, curli a konjugativni pili. (Romeo 2008). Avsak Prigent-Combaret a jeho spolu-

pracovnici (2000) dokazali, ze biCiky nejsou nezbytné nutné k pfisednuti bakterie
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k povrchu a nemaji vliv na dal$i rozvoj biofilmu. Bicik je pro tvorbu biofilmu postrada-
telny pfedevs§im u kment, které vytvaii konjugativni plazmid. V takovych ptipadech je
pravdépodobné, ze silné adherentni faktory nahrazuji aktivni pohyb pfi pocatecni inter-

akci mezi bakterii a povrchem.

1.2.2. Teorie DLVO

Bakterie jsou hlavni slozkou biofilmu a jejich velikost je od 0,5 do 2 um, coz se
rovna velikosti koloidnich ¢astic. Byla proto vytvoiena teorie DLVO (Derjaguin, Lan-
dau, Verwey, Overbeek), ktera popisuje van der Waalsovy sily, sterické a elektrostatic-
ké interakce plsobici mezi bakteriemi a povrchem. Van der Waalsova pfitazliva sila je
dominantni v blizkosti povrchu. Pfi plsobeni této sily nemohou byt ¢astice oddéleny
z povrchu Brownovym pohybem, a proto nastavéa nevratna adheze. Naopak Coulombic-
ké interakce nastavaji ve vétsi vzdalenosti od povrchu, kde van der Waalsovy sily prud-

ce klesaji (Hori a Matsumoto 2010).

1.2.3.  Vliv povrchu na vznik a rist biofilmu
Adheze bakterii zavisi mimo jiné na vlastnostech povrchu, ktery bakterie kolonizu-
Ji. Schopnost bakterii uchytit se na povrchu zavisi pfedev§im na drsnosti, topografii

a smacivosti povrchu. Dale také na jeho chemickém sloZeni.

Topografie povrchu

Drsnost povrchu, znacena R,, je definovana jako jemné rozlozené odchylky a ne-
srovnalosti, které tvoti kone¢ny povrchovy vzor.

Pomoci svételné a elektronové mikroskopie bylo prokdzano, Ze nepravidelnosti po-
vrchu maji pozitivni efekt na uchycovani bakterii. V prolaklinach jsou bakterie chrang-
ny pred smykovymi silami, a to zajisti bakterii dostatecny ¢as pro nevratnou adhezi
k povrchu.

Vyzkum, ktery provedl Robert Taylor (1998), ukéazal, Ze pii zvySeni drsnosti pod-
kladu z hodnoty 0,04 pm na 1,24 pm se bakteridlni adheze vyrazné navysila. Néasledné
zvyseni drsnosti na 7,89 um vedlo ke snizeni ptilnavosti. Adheze byla ale stale vyssi
nez u hladkého povrchu (Taylor et al. 1998).

I dalsi studie potvrdily, Ze morfologie povrchu ma vliv na riist organismi na po-
vrchu. Napftiklad bunky E. coli maji tendenci se rovnat na poSkrabaném povrchu, kde

Sitka drazek je ptiblizn¢ 700 nm (podobn¢ jako pticny pramér bakterie, ktery je ptibliz-
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né 500 nm, ale krat$i nez je podélny prumér bakterie 2 - 3 pm). Pokud velikost a tvar
téchto Skrabancti odpovida zminénym parametriim, je adheze bakterii vyrazné zvysena.
Pokud jsou vSak nerovnosti na povrchu mensi, ¢i vyrazné vétsi nez tyto rozméry, bakte-
rie nemusi byt schopna se ryhadm ptizplsobit (Seddiki et al. 2014).

Predpoklada se, ze topografie povrchu ma na adhezi bakterii vétsi vliv, nez fyzikal-
né chemické interakce jako je volna povrchova energie ¢i hydrofobicita (Taylor et al.

1998).

Hydrofilita a hydrofobicita

Dalsi vlastnosti, kterd ma vliv na vznik biofilmu je hydrofobicita ¢i hydrofilita po-
vrchu a s tim souvisejici volna povrchova energie. VéEtSina mikroorganismii adheruje
Iépe na hydrofobni povrchy nez na hydrofilni. Tento jev souvisi s hydrofobicitou po-
vrchu samotnych bakterii, kterd je zplsobena proteiny a lipidy na povrchu bunky. Se
snizujici se hydrofobicitou pevného povrchu se schopnost hydrofobnich bakterii koloni-

zovat povrch snizuje (Palmer et al. 2007).

1.2.4. Environmentalni faktory ovliviiujici vznik a rist biofilmu
Vznik a rast biofilmu je také ovlivnén mnoha parametry prostiedi (resp. kapaliny),
ve kterém se bakterie vyskytuji. Mezi takové parametry patii predevS§im obsah rozpus-

téného kysliku, koncentrace vodikovych iontl (hodnota pH) a teplota prosttedi.

Vliv kysliku

Odpovéd’ organismu na kyslik v prosttedi (rozpustény kyslik ve vodé€) zavisi na ob-
sahu enzymu v buice, které s O, reaguji. Distribuce téchto enzymi v bunkach urcuje
schopnost bakterie existovat v pfitomnosti O,. Pfi rozkladu kysliku vznika peroxid
(H,0,), superoxid (O, ) a malé mnozstvi toxickych volnych radikalti. U aerobnich
a aerotolerantnich anaerobnich bakterii brani akumulaci smrtelného mnoZzstvi superoxi-

du tfi enzymy: superoxid dismutasa, peroxidasa a katalasa (Kenneth 2012).

Vliv pH

Pro kazdy druh bakterii existuje optimalni pH, pii kterém je rust bakterii nejvice
podporovan (tabulka 1). Podle hodnoty optiméalniho pH délime bakterie na acidofilni
(kyselé prostiedi), neutrofilni (pH 6-8) a alkalofilni (zasadité prostfedi). Zména pH mu-
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Ze mit vyrazny vliv na rast bakterii, a proto je ¢asto vyuzivana pii vyrob¢ Cisticich
a dezinfekcnich prostredkl (Garrett et al. 2008).

Bakterie reaguji na zménu pH pomoci procest, které reguluji aktivitu proteint spo-
jenych s riznymi dal$imi procesy jako je protonova translokace ¢i degradace aminoky-
selin (Olson 1993). Alkalické slouceniny vznikaji hydrolyzou mocoviny na amoniak
a oxid uhlicity. Nekteré druhy bakterii mohou vytvofit ochranny zédsadity oblak pro ne-
utralizaci kyselejSiho prostredi (Liu et al. 2015).

Studie prokazaly, ze postupné zvySovani kyselosti prostiedi znamena vétsi Sanci
na preziti bun¢k v roztoku, nez tomu bylo pfi ndhlém zvyseni kyselosti. To znadi, Ze
bakterie obsahuji mechanismy, které umoziiuji bakterialni populaci adaptovat se na ma-
1¢ zmény okolniho prostfedi. Nékteré bunécné procesy se vsak ptizplsobuji zméné pH
velmi obtizn¢. Jednd se pfedev§im o vyluCovani exopolymernich latek (polysacharidi).
Optimalni hodnota pH pro vyrobu polysacharidi se u jednotlivych druh lisi, pro vétsi-

nu bakterii se pohybuje kolem pH 7 (Garrett et al. 2008).

Tabulka 1: Minimalni, optimalni a maximalni pH pro rist nékterych dru-

hu bakterii (Kenneth 2012a).

Bakterie Minimalni pH Optimalni pH Maximalni pH
Thiobacillus thiooxidans 0,5 2,0-2,8 4,0-6,0
Sulfolobus acidocaldarius 1,0 2,0-3,0 5,0
Lactobacillus acidophilus 4,0-4,6 5,8-6,6 6,8
Staphylococcus aureus 4,2 7,0-7,5 9,3
Escherichia coli 4.4 6,0-7,0 9,0
Clostridium sporogenes 5,0-5,8 6,0-7,6 8,5-9,0
Pseudomonas aeruginosa 5,6 6,6-7,0 8,0
Streptococcus pneumoniae 6,5 7,8 8,3
Nitrobacter sp 6,6 7,6-8.,6 10,0
Vliv teploty

U bakterii rozliSujeme také minimalni, optimélni a maximalni ristovou teplotu (ta-
bulka 2). Podle teplotniho optima se bakterie d¢li na psychrofilni (do 20 °C), mezofilni
(2040 °C), termofilni (40 °C a vice) a ptipadné také hypertermofilni s optimem kolem
80 °C (Votava 2005).

Optimalni teplota pro organismus je spojena se zvySenym piijmem zivin, coZ vede

k rychlé tvorbé biofilmu. Metabolismus Zivin je zavisly na pfitomnosti enzymd, které
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fidi mnoho fyziologickych a biochemickych procesii bakterii. Teplota prostfedi koreluje
s reakeni rychlosti enzymt (Garrett et al. 2008).

Vliv teploty na vznik biofilmu je sporny. Fletcher (1977) zaznamenal vliv teploty
na vznik biofilmu u motskych druhtt Pseudomonas, kdy se adhezni vlastnosti tohoto
druhu snizovaly s poklesem teploty. Ve svém vyzkumu to pfipisuje zmenSeni bakterial-
niho povrchu pfi nizsi teploté. Herold a Zottola (1988) pozorovali piitomnost bicikt
v zavislosti na teploté prostiedi. Pii 30 °C byl u bakterie pozorovan jeden bicik, pii
21 °C dva az tii bi¢iky a pti 10 °C jiz n€kolik bi¢ikti. Narustajici pocet bicikii mél za
nasledek zvySenou pocatecni interakci mezi bakteriemi a substratem. ZvySovala se tak

adheze a pravdépodobnost vzniku biofilmu.

Tabulka 2: Minimalni, maximalni a optimalni teplota pro rist nékterych dru-

hi bakterii (Kenneth 2012a).

T Minimalni Optimalni Maximalni
teplota [°C] teplota [°C] teplota [°C]
Listeria monocytogenes 1 30-37 45
Pseudomonas maltophilia 4 35 41
Staphylococcus aureus 10 30-37 45
Escherichia coli 10 37 45
Streptococcus pneumoniae 25 37 42
Thermus aquaticus 40 70-72 79
Methanococcus jannaschii 60 85 90
Sulfolobus acidocaldarius 70 75-85 90
Pyrobacterium brockii 80 102-105 115
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1.3. Metody pro hodnoceni fyzikalné-chemickych parametri materialu

Existuje velké mnozstvi fyzikdlné-chemickych vlastnosti materialu (hustota, modul
pruznosti, taznost, stlacitelnost, pevnost, topografie povrchu, drsnost, tvrdost, ohybovy
modul, deformace, tfeni apod.), av§ak pouze nekteré z téchto vlastnosti jsou spojovany
s prilnavosti bakterii k danému povrchu. Mezi takové fadime piedevsim drsnost, topo-
grafii a chemické slozeni vzorku. Topografické vlastnosti mohou byt studovany napii-
klad pomoci riznych druht mikroskopie. K odhaleni chemického slozeni vzorku slouzi
napt. elektronové disperzni analyza ¢i hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym

plazmatem pro stanoveni vyluhovatelnosti vzorku.

1.3.1. Mikroskopie

Pti charakterizaci materiald jsou mikroskopické metody vyuzivany jako primarni
neinvazivni metody k zjisténi zdkladnich vlastnosti. Mikroskopické metody poskytuji
dulezité kvantitativni informace o struktufe, slozeni, defektech, distribuci fazi ¢i veli-
kostech zrn (Barabaszova 2012).

Druh mikroskopie volime podle potifebné rozliSovaci schopnosti (obrazek 3). Rozli-
Sovaci schopnosti rozumime minimalni vzdalenost dvou jesté rozlisitelnych bodt. Za-
timco u lidského oka je tato vzdalenost 0,2 mm, svételnd mikroskopie ndm poskytuje

rozliSeni 0,2 um a elektronova mikroskopie dokonce 0,1 nm.

 Lidské oko >
C OPTIKA D
C REM/SEM

TEM )
STM D

Metody

N

| |
0,1 nm 1 nm I 10 nm | IOOnmI 1 pm 10 pm l 100 pm 1 mm llﬂmm |100mm
log 1

Obrazek 3: RozliSovaci schopnost riznych metod a rozsah pouZzitelnosti zvétSuji-
cich zatizeni. STM - Scanning Tunneling Microscope (fadkovaci tunelovy mikroskop),
TEM - transmisni elektronovy mikroskop, REM/SEM - Scanning Electron Microscope

(rastrovaci elektronovy mikroskop) (Barabaszova 2012).
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Opticka mikroskopie

Opticka mikroskopie nachazi Siroké uplatnéni v primyslovych, vyzkumnych i kli-
nickych laboratotich pfedevsim diky nendrocnosti na pfistrojové vybaveni a snadnému
ovladani (Vodarek 2012). Opticky mikroskop se sklada z optické soustavy, osvétlovaci
soustavy, mechanického a zdznamového zatizeni.

Osvétlovaci soustava zajistuje osvétleni pozorovaného predmétu. Optickym mikro-
skopem miizeme pozorovat piedméty pruhledné (svétlo prochazi vzorkem)
i neprithledné (tzv. metoda odrazeného svétla). Kromé toho je v obou piipadech mozné
konstruovat osvétlovaci soustavu pro praci v tmavém nebo ve svétlém poli.

Pokud chceme docilit velkého zvétSeni, vyuzivame k tomu vhodny objektiv

a na vzorek aplikujeme imerzni olej (Barabaszova 2012).

Elektronova mikroskopie

Elektronovy mikroskop vyuziva k zobrazovéani pfedmétt svazek elektrond, urych-
lenych pomoci elektrického pole a misto sklenénych cocek pouzivd cocky elektromag-
netické (Watt 1997). Signaly generované po prvnim kontaktu primarniho elektronového

svazku se zkoumanym vzorkem jsou popsany v tabulce 3.

Tabulka 3: Signaly generované po prvnim kontaktu primarniho elektronového

svazku se zkoumanym vzorkem (Christidis et al. 2011).

Stondl Energeticka rada Hloubka Priklady poskytujicich
Signa ; 5 . .
g signalu pruniku informaci
Zpétné odrazeng } _ Chemicke slozZeni,
> 50 eV = 100 nm ; s
elektrony povrchova topografie.
Rentgenova spektra,
Charakteristické A kvantitativni analyza,
il -3 um : N
rentgenove zareni B snimky elementarni
analyzy.
v s ; Topogratické snimky o
Sekundarni elektrony 0—-50eV 1-10nm P gl . 3
vysokém rozlisei.
Katodoluminiscence 1-4eV 20 nm Defekty.
; ; . Povrch, kvantitativni
Augerovy elektrony 100 -15eV <20 A

slozeni a chemicka analyza.
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Skenovaci (rastrovaci) elektronovy mikroskop (SEM/REM)

Obraz je pti skenovaci elektronové mikroskopii tvoien pomoci sekundarniho signé-
lu zpétn¢ odrazenych nebo sekundérnich elektront. Pfednosti skenovaci elektronové
mikroskopie je velkd hloubka ostrosti. Podminkou pro ziskéni pfesnych dat je spravna
ptiprava vzorkd. Vzorek by mél byt vodivy, aby nedochdzelo k nabijeni elektrony. Za-
jisténi vodivosti byva realizovano pomoci vakuového naprasovani, které probihd pfi
niz§im vakuu (10 Pa), kdy je naprafovana vrstva slitiny Au/Pd. Zaroveii musi byt vzo-

rek stabilni v elektronovém zéfeni a nesmi obsahovat vodu. (Barabaszova 2012).

Elektronova mikroanalyza

Skenovaci elektronova mikroskopie umoziuje kromé studovani struktury a morfo-
logie materidlli rovnéz elektronovou mikroanalyzu, kterd poskytuje informaci o che-
mickém slozeni. Existuji dva zptisoby, jak ziskat informaci o slozeni a struktute vzorku,
a to prostiednictvim rentgenového zafeni s vyuzitim vinové disperzniho spektrometru
(WDX) nebo pomoci energiové disperzni analyzy (EDX).

U EDX dochézi pti dopadu fotonl rentgenového zafeni na polovodicovy detektor
k fotoefektu. Pocet vzniklych fotoelektronti je imérny energii dopadajiciho kvanta za-
feni. Kvalitativni analyza spoc¢iva v piifazeni pikti v EDX spektrech odpovidajicim prv-

ktm na zéklad¢ jejich charakteristické energie (Vodarek 2012).

Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

AFM mikroskopie (atomy force microscopy) je zaloZena na rozlozeni atomarnich
sil na povrchu vzorku; dosahuje vysokého rozliSeni, kdy pti vhodnych podminkach lze
zobrazit 1 jednotlivé atomy. Velkou vyhodou mikroskopu atomarnich sil je, Ze je mozné
méfit 1 nevodivé vzorky, jelikoz tato metoda nevyuZziva prichodu proudu (Yao a Wang
2006). Mikroskopie AFM nam umoznuje napiiklad vykreslit 3D model, nebo vypocitat

ploSnou drsnost vymezené plochy povrchu.

1.3.2.  Dynamicka kapkova metoda

Vlastnost kapaliny ptilnout k povrchu pevnych latek se nazyva smacivost. Smaci-
vost vybranych modelovych povrchti 1ze studovat napt. dynamickou kapkovou metodou
na aparatufe umoziujici zobrazeni a méfeni kontaktniho thlu na rozhrani. Kontaktni

tihel udava kvantitativni vyjadieni rozsahu smacivosti pevnych latek kapalinami. Uhel
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smaceni je jednou z mala pfimo méfitelnych vlastnosti fdzového rozhrani pevna latka-

kapalina (Krasny 2010).

1.3.3. Kalotest

Princip kalotestu spociva ve vybrouseni kulového vrchliku az na substrat, za pomo-
ci otacejici se ocelové kulicky potfené diamantovou brusnou pastou. Pomoci této meto-
dy je diky mikroskopickému prométovani primétu vybrouseného vrchliku vypoctena
tloustka vrstvy. Oblast pouziti je obvykle pro vrstvy tloustky 1-100 um. Optimalni drs-
nost povrchu pro méfeni by méla byt Ra < 0,4 um. Alternativni metodou mize byt na-
priklad méfeni tloustky vrstev na pricném metalografickém vybrusu pomoci optickych

nebo elektronovych mikroskopi (Blazek 2015).

1.3.4. Scratch test

Scratch test (nebo-li vrypova zkouska) je provadén za ucelem zjisténi adheze po-
vlakl k substratu. Nejcastéji je pii méfeni vyuzivan linearni rlst zatiZeni, ale 1ze zvolit
ijiné druhy zatéZovani, napf. pfi konstantni sile, se skokovym pfirastkem zatézné sily
aj. Krom¢ méfeni aplikované normalové sily je Scratch tester vybaven také snimacem
tangencialni (tfeci) sily, snimacem hloubky penetrace hrotu a detektorem akustické emi-

se. Ptistroj je také vybaven optickym mikroskopem (Cének 2014).

1.3.5. Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) je analyticka
metoda vhodnd pro stanoveni stopovych mnozstvi prvki. Tato metoda je kombinaci
indukéné vazaného plazmatu (ICP) jako zdroje iontl a hmotnostni spektrometrie (MS)

k jejich detekci (Kraj¢ovi¢ova 2009).
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1.4. Metody pro hodnoceni biologické interakce s materialem

Biologicka interakce s materidlem byla vySetfovana pomoci mikrobiologickych
metod. Pfi mikrobiologické praci je zapotiebi zvySené opatrnosti, protoze v prostredi
laboratofe se vyskytuje mnozstvi mikroorganismi, které by pfi kontaktu
s pozorovanymi vzorky znehodnotily ndmi naméiena data. Dulezité je proto dodrzovat
zasady aseptické prace, coz znamena predevsim pouzivani sterilnich pomiicek a zame-
zeni kontaminace vzorkli mikroorganismy z ovzdusi (otevirat sterilni potteby jen

na nezbytné nutnou dobu).

1.4.1. Kultivaéni metody
Kultiva¢ni metody d€lime na kvalitativni a kvantitativni (Bursova 2014). V této
praci byly vyuzity pfedevsim kvantitativni metody, které zkoumaji mnozstvi mnozicich
se bun¢k cilového mikroorganismu ve studovaném vzorku. Vysledky byly vyhodnoceny

metodou pocitani KTJ (kolonie tvofici jednotky).

Inokulace bakterii

Inokulace znamend pieneseni bakterialni kultury do tekuté ptidy. Opalenou zchlad-
lou kli€¢kou nabereme material a ponofime klicku do média. Otfenim o sténu zkumavky
s naslednym zatfepanim rozptylime nanesené bakterie. Takto vytvofenou suspenzi ddme

inkubovat do optimalni teploty pro dany bakterialni kmen (vyuzivaji se tzv. inkubatory).

Koncentrace bakterii

Pied aplikaci bakteridlni suspenze na studovany vzorek je tfeba dosahnout urcité
pocatecni koncentrace bakterii v bakterialni suspenzi. Optickd hustota vzorku souvisi
s koncentraci bakterii v roztoku. Méfeni optické hustoty pomoci spektrofotometru je
jednoduché a nedestruktivni metoda, je vSak nevhodna pro vzorky s obsahem bakterii
vysSim nez 107 bunék na mililitr (Kenneth 2012b). Pro detekci bakterie Escherichia coli
se doporucuje vlnova délka 600 nm (Biotek 2008).

Pro vyjadieni koncentrace bakterii v suspenzi se vyuziva McFarlandova standardu.
McFarlandova stupnice je urcena pro odhad koncentrace gramnegativnich bakterii, jako
je napiiklad E. coli (Sutton 2006). Pti vinové délce 600 nm odpovidd hodnota 1 MCF
absorbanci 0,257 a ptiblizn€ 3 x 10® KTJ/ml. (McFarland 1907; Sutton 2006).
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Stanoveni kultivovatelnych mikroorganismu

Tato metoda umoziiuje stanovit pouze mnozstvi zivotaschopnych a mnozicich se
mikroorganismil, proto se vyslednému cislu dava jednotka KTJ (kolonie tvofici jednot-
ky). Metoda je zaloZena na izolaci mikroorganismi z prosttedi a jejich ndsledném fedé-
ni ve vhodném médiu (Trogl 2008).

Redéni se provadi desitkovou fadou (obrazek 4). 1 ml vzorku se prenese do zku-
mavky s 9 ml sterilniho fyziologického roztoku. Obsah ve zkumavce se dikladn¢ pro-
micha a z této se odebere 1 ml a pienese se do nasledujici zkumavky s 9 ml sterilniho
fyziologického roztoku. Tento postup se opakuje dle o¢ekavaného obsahu mikroorga-
nismu ve vzorku, aby se dosahlo potfebného ziedéni. Za pocitatelny rozsah se bere 30
300 KTJ na jednu Petriho misku (Goldman a Green 2008).

Nésledné se ze zkumavek vynese 1 ml vzorku na Petriho misku, zaleje se agarem,
peclivé promicha krouzivymi pohyby a po zchladnuti se vlozi dnem vzhiiru do inkuba-
toru s pozadovanou teplotou. Po inkubaci pii optimalnich podminkéch se po urcité dobé

spocitaji vzniklé KTJ a pfepocitaji se bud’ na objem, nebo na povrch vzorku.

1mi 1mi 1 mil 1ml 1mi

9 ml
fyziologického
roztoku

pavodni
vzorek

fedéni 1:10,000 1:100,000

Obriazek 4: Redéni desitkovou Fadou (Pearson Education 2008).
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1.4.2. Hodnoceni pomoci SEM

Pro biologické vzorky, tedy vlhké a elektricky nevodivé materidly, se bézné vyuzi-
va environmentalni rastrovaci elektronova mikroskopie (ESEM) (Knowles 1995). Po-
kud je vSak biofilm uchycen na vodivém podkladu, je mozné vyuzit skenovaci
elektronovou mikroskopii (SEM), kterd poskytuje kvalitativni informace o biofilmu
ve vysokém rozliseni (Beech et al. 1996). Vysoké rozliseni elektronového mikroskopu
umoziuje vyhodnotit velikost a vzhled bun¢k a také zda se bakterie usazuji spiSe

v povrchovych nerovnostech ¢i naopak (Marrie a Costerton 1984).
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2. MATERIALY A METODY

2.1. Popis studovanych vzorki
Bylo studovéno 8 vzorkt tenkych vrstev TICN nadeponovanych na oceli. Jako kon-
trola bylo u mikrobiologickych testli vyuzivano mikroskopické podlozni sklicko. Sklo

bylo zvoleno jako kontrola, protoZe je inertni a biologicky neaktivni.

Depozice vrstev
Vrstvy TiCN byly deponovany na chirurgickou ocel AISI 316, ktera je velmi odol-
na vici korozi a nizky obsah uhliku umoziuje jeji dobrou feznou obrobitelnost. Obsah

prvki v tomto druhu oceli je uveden v tabulce 4.

Tabulka 4: SloZeni chirurgické oceli AISI 316 (Fedel a Deflorian 2016).

Obsah prvkii [hm%]
C Pb Sb Mn Si Cr Ni Mo
0,035 0,04 0,03 2,0 0,75 16,0-18,0 | 10,0-15,0 | 2,0-3,0

Celkem bylo testovano osm vzorkil (S-01 az S-08) ptipravenych v Centralni labora-
tof1 aplikované fyziky na Bulharské akademii véd v Plovdivu, za pouZiti metody PVD
napafovani elektrickym obloukem (Cathodic Arc Plasma Deposition). Podminky depo-

zice jednotlivych druhtl vrstev jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Parametry depozice jednotlivych vrstev.

Vzorek

S-01 | S-02 | S-03 | S-04 | S-05 | S-06 @ S-07 S-08

Pomerplyntt 1 11/180 201160 | 30/140 | 30/140 | 30/140 | 75/150 | 75/150 | 93/80

C,H,/N, [scem]
Napéti
U V] -40 -40 -40 -60 -40 -40 -40 -40
Proud
1[A] 85 85 85 85 125 85 125 85

Doba depozice

. 120 120 120 120 120 120 120 60
t [min]
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Vzhled a velikost vzorku

Jiz pfi pozorovani pouhym okem jsou rozdily v depozici vrstev znatelné odliSnym
zabarvenim jednotlivych vzorkt. Vzorky byly zméfeny pomoci posuvného meéfitka
a byl vypocitan jejich povrch (tabulka 6), ke kterému byly pozdé&ji vztahovany vysledky

biologickych testd (piedeviim pocet KTJ na cm” vzorku).

Tabulka 6: Vzhled a obsah povrchu jednotlivych vzorku.

Cislo vzorku S-01 S-02 S-04

Glaiadn g 17,39 17,39 14,07
[cm7]
Cislo vzorku S-06 S-08

Obsah povrchu

2 14,07 14,07 17,39 17,39
[cm”]

Optick4a mikroskopie byla provedena pro identifikaci homogenity vrstev. Vzorky
byly nafoceny na optickém mikroskopu znacky Olympus BXS5IM pii 500 nasobném
zvétSenti (tabulka 7). Bylo pouzito ptidavné svétlo a stejny expozicni ¢as i vyvazeni bilé

pro vSechny vzorky.

Tabulka 7: Snimky vzorku z optického mikroskopu, zvétSeno S00x.

S-02 S-03 S-04
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2.2. Méfreni fyzikalné-chemickych parametra vrstev TiCN

Chemické sloZeni

Analyza chemického slozeni povrchu byla provedena na rastrovacim elektronovém
mikroskopu Carl Zeiss ULTRA Plus pomoci EDX analyzy. Mikroskop je vybaven mi-
kroanalytickym systémem Oxford. Obsahy jednotlivych prvkl v atomarnich procentech

jsou uvedeny v tabulce 9 (str. 39).

Drsnost povrchu

Drsnost povrchu byla vyhodnocena pomoci mikroskopie atomarnich sil, pfi které
byl vyuzit tzv. nekontaktni rezZim. Pro toto méfeni byl pouzit ptistroj JPK Nanowizard 3
a naméfena data byla nasledné¢ zpracovana v softwaru Gwyddion 2.40. Na skenované
plose 10 x 10 um byla vyhodnocena plo$na drsnost povrchu Ra (obrazek 5, tabulka 10 -
str. 40).

Rovnice pro vypoéet drsnosti Ra (Siuparek 2016):

n
R = lzl 1= lyil + [y2l + lysl + -+ [Ynal
a — n yl - n
i=1

Ra
_<
ps |

Y1

— -

Obrizek 5: Princip vypoétu drsnosti povrchu (Siiuparek 2016).

Hydrofilita a hydrofobicita povrchu

Na vzorek upevnény na pohyblivé podlozce v méticim zafizeni byla vzdy apliko-
vana kapka o objemu 3,5 pl. Pomoci kamery byla kapka vyfotografovana a nasledné¢ byl
matematicky vyhodnocen kontaktni uhel tzv. te¢novou metodou. Test smacivosti byl
proveden na pfistroji Surface Energy Evaluation System (See System) a na kazdém

vzorku byl vyhodnocen priimérny kontaktni uhel z deseti kapek (tabulka 11, str. 42).
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Vznikne-li uhel o velikosti 90 - 180° je povrch nesmacivy (tj. hydrofobni, obrazek
6A). Je-li thel v rozmezi 0 - 90°, jedna se o povrch smacivy (tj. hydrofilni, obrazek 6B).
(Falhar 2016).

A

Obrazek 6: Princip metody dopadajici kapky (Falhar 2016)

Tloust’ka vrstvy

Po vybrouseni kulového vrchliku pomoci rotujici kulicky, se vrstva projevi jako
mezikruzi (obrazek 7). Geometrie mezikruzi slouzi k vypoctu tloustky tenké vrstvy.
Tato metoda se nazyva kalotest a vyhodnoceni této metody bylo realizovano prostred-
nictvim integrovaného softwaru na optickém mikroskopu Carl Zeiss Axio Imager.

Nameétené tloustky jednotlivych vrstev jsou uvedeny v tabulce 12 (str. 42).

Rovnice pro vypocet tloustky vrstvy (Zabransky 2010):

t=+v R%-D2 -+ R?- @2

o t...... tloustka tenké vrstvy

e R...... polomér vybruSovaci koule

e D...... vnéjsi polomér mezikruzi | g U

o d...... vnitini polomér mezikruzi Obrélekl73 Princip klalotestu

Adheze vrstvy k substratu

Pomoci vrypové zkouSky Scratch test (k méfeni byl vyuzit pfistroj CETR UMT
Multi-Specimen Test System ) byla vyhodnocena adheze tenké vrstvy k substratu. Vy-
hodnocovanym parametrem je kritické zatizeni hrotu, tedy zatizeni, pii kterém dochazi
k odtrZeni vrstvy (obrazek 8). Béhem prvnich 5 sekund hrot vyvinul zatizeni 2 N. Na-
sledné bylo po dobu 100 sekund zatizeni zvySovano na hodnotu 60 N. Kritické zatizeni

bylo vyhodnoceno pomoci optického mikroskopu a doplnéno o zaznamy prubéhu nor-
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malové sily a koeficientu tieni. Na kazdém vzorku byl test proveden tfikrat. Priméry

namétenych kritickych zatizeni hrotu jsou uvedeny v tabulce 13 (str. 43).

Obrazek 8: Hranice kritického zatizeni LC,, L.C,, LC; vznikajici p¥i Scratch testu.

(Sosnova 2006)

e LC, - zatizeni v misté, kde doslo ke vzniku prvni trhliny
e LG, - zatizeni pfi vyrazn&jSim poruseni vrstvy (pf. odloupnuti)

e LC; - zatiZzeni v misté prvniho odhaleni substratu

Vyluhovatelnost

Kazdy ze vzorkl byl vloZen do sterilni sklenéné lahve se Sroubovacim uzévérem.
V kazdé lahvi bylo 50 ml fyziologického roztoku (0,9 % roztok chloridu sodného) s pH
upravenym na hodnotu 7,4 za celem simulace pH lidské krve (MedicineNet 2014). Po
Sedesati dnech byl z roztoku proveden rozbor pomoci emisni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem (pfistrojem Perlein Elmer - Optima 2100 DV ) a byla detekovéana
stopova mnozstvi vylouhovanych prvkl Cr, Ni a Ti v rtiznych pomeérech (tabulka 14,
str. 43).

Cilem tohoto méteni bylo zjistit, zda je tenkd vrstva nanesend na povrchu dostatec-

nou ochranou zabraniujici uvolfiovani prvki ze substratu (tzn. oceli) do roztoku.
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2.3. Meéreni biologické interakce s tenkymi vrstvami

Vybér vhodného mikroorganismu

Bakteridlni druh pro laboratorni testy biologické interakce s materialem by mél spl-
novat dve¢ zakladni podminky - nesmi byt patogenni a zaroven by mél vytvaiet biofilm.

Escheichia coli je tyCinkovita bakterie pohybujici se pomoci bicikl. Tato bakterie
netvoii spory, je fakultativné anaerobni a fadime ji mezi gramnegativni. Pfirozené se
vyskytuje ve stievni mikroflofe zivocichii i Clovéka, kde je diky tvorbé vitaminu
K prospésna. Naopak v pitné vode je indikatorem fekalniho znecisténi. Escherichia coli
je ve velké mife vyuzivdna jako modelovy organismus pro biologické testy v mediciné
i biotechnologiich (Du et al. 2007). Patii také k jednomu z nejcastéji studovanych kme-

nt bakterii v souvislosti s tvorbou biofilmu (Sedla¢ek 2007; Romeo 2008).

Priprava bakterialni suspenze

Bakterie Escherichia coli (oznaceni kmene CCM ¢. 3954) byla z pevného Zivného
média naoCkovéana do 30 ml soji (Soyabean Casei Digest Medium od firmy HIEDIA)
a nésledné inkubovana pti 37 °C v inkubatoru Incucell od firmy BMT Medical Techno-
logy. Na zéklad¢ predchoziho experimentalniho ovéfeni, byla jako nejvhodnéjsi kon-
centrace bakterii pro kultivacni testy zvolena hodnota 0,1 MCEF. Po hodin¢ inkubace
byla suspenze natfedéna sdjou tak, aby jeji absorbance pii vinové délce 600 nm
a velikosti kyvety 10 mm odpovidala hodnoté 0,026. Tato hodnota byla namétena spek-
trofotometrem Hach Lange DR 6000.

Bé&hem zvolenych testl biologické interakce byly vyuZzivany rizné druhy sklenéné-
ho laboratorniho nadobi (Erlenmeyerovy banky, kadinky, uzaviratelné banky, zkumav-
ky) a kovové pinzety. Tyto pomiicky byly pifed testy sterilizovany hodinu pii teploté
170 °C. Dale bylo pfi testech vyuzito mnoho jednordzovych plastovych pomiicek, jako

jsou centrifuga¢ni zkumavky, $picky a Petriho misky.
Méreni kultivaénimi metodami

Bakteridlni suspenzi v nasledujicich odstavcich je minéna bakteridlni suspenze

o absorbanci 0,026, jejiz piiprava je popsdna vyse.
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Kapkovy test

Vzorky byly o€istény navlhcenou bunicinou v acetonu a vysuSeny v susarn¢ (Ven-
ticell BMT Medical Technology) pfi teploté 70 °C po dobu 30 minut za tcelem likvida-
ce nezadoucich necistot (prachu, mikroorganismtii apod.) na povrchu vzorku. Po
vychladnuti bylo na kazdy vzorek naneseno automatickou pipetou znacky Eppendorf
100 pl bakteridlni suspenze. Kapalina byla $pickou rovnomérné rozetiena po celé plose
vzorku. Nadoby se vzorky byly ptekryty filtracnim papirem, aby bylo zamezeno konta-
minaci mikroorganismy z ovzdusi. Bakterie byly ponechany v kontaktu s povrchem
hodinu pfi laboratorni teploté. Po uplynuti stanoveného ¢asu byla suspenze ze vzorku
setiena sterilni vatovou ty¢inkou. Bakterie byly z vatové ty€inky vytiepavany po dobu
30 minut pii 250 otackach za minutu do 5 ml fyziologického roztoku. Byla vyuzita tie-
packa Heidolph unimax X1010. Nasledné bylo provedeno desitkové fedéni do 5. fadu.
Po zaliti agarem (Plate Count Agar without Dextrose od firmy BIO-RAD) byly Petriho
misky inkubovany 48 hodin pfi teploté 37 °C (inkubator Incucell BMT Medical Tech-
nology). Narostlé kolonie jsou v tabulce 8. Celé méfeni bylo provedeno v triplikatu.

Pocet kolonii je zndzornén v grafu 1 na str. 44.

Test se suspenzi

Test se suspenzi byl proveden vedvou riznych casech kontaktu bakterii
s povrchem vzorku. V prvnim ptipadé byl vzorek v kontaktu s bakteriemi 1 hodinu;
v druhém ptipad¢ 24 hodin.

Vzorky byly o€istény navlhéenou bunicinou v acetonu a vysuseny v susarné¢ Venti-
cell (BMT Medical Technology) pii teploté¢ 70 °C po dobu 30 minut. Do deviti steril-
nich Erlenmeyerovych ban¢k bylo pipetou Eppendorf pipetovano 15 ml bakterialni
suspenze a do kazdé vlozen jeden ze vzorkil véetné kontroly. Bakterie byly ponechany v
kontaktu s povrchem hodinu pfi teploté 37 °C (inkubator Incucell BMT Medical Tech-
nology). Vzorek byl nasledné vyndén sterilni pinzetou z bakterialni suspenze, oplachnut
2 ml fyziologického roztoku z kazdé strany a vlozen do plastové centrifuga¢ni zkumav-
ky typu Falcon o objemu 50 ml s 15 ml fyziologického roztoku. Zkumavky se vzorky
byly vloZeny na tfepacku Heidolph unimax X1010 a tfepany 30 minut pii 250 otackach
za minutu. Z vytiepané suspenze bylo provedeno desitkové fedéni do 4. fadu a po inku-
baci 48 hodin pii teploté 37 °C (inkubator Incucell BMT Medical Technology) byl vy-

hodnocen pocet kolonii (graf 2, str. 44). Celé¢ méteni bylo provedeno v triplikatu.
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Tabulka 8: Porovnani narostlych kolonii po 1 hodiné kontaktu bakterii se vzorky.

Kontrola S-01

Pti druhém pokusu byl postup téméf totoZzny. Byla pouze prodlouzena doba kontak-
tu bakteridlni suspenze se vzorkem na 24 hodin a fedéni bylo provedeno az do 6. fadu
(graf 3, str. 45).

Hodnoceni pomoci SEM

Vzorek byl ponechidn v kontaktu s bakteridlni suspenzi 1 hodinu a 24 hodin
v 37 °C. Poté byl vzorek oplachnut 2 ml fyziologického roztoku z kazdé strany a vysu-
Sen nad plamenem.

Hodnoceni povrchu bylo provedeno pomoci rastrovaciho elektronového mikrosko-
pu Carl Zeiss ULTRA Plus. Byla volena rlizna zvétSeni, napéti 2 a 7,5 kV. Bylo vyuZzito

zobrazeni pomoci sekundarnich elektrond.

39




3. VYSLEDKY A DISKUZE

U vzorku S-02 doslo jiz pii prvnich biologickych testech k naruseni vrstvy, a proto
nebyl tento vzorek vyhodnocovan ani zahrnut do korelaci. Chirurgicka ocel pouzita jako
substrat pro vzorek S-02 byla nejspiSe nedostatecné ocisténa pied depozici vrstvy TiCN.

Pti vyhodnocovéni ziskanych dat byla nejprve provedena korelace mezi naméie-
nymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a parametry pii nanaseni vrstev.

V druhé poloviné praktické ¢asti byla vyhodnocena biologickd interakce a data zis-
kana z mikrobiologickych testli byla vztazena k vlastnostem vrstev. V diskuzi jsou ko-
mentovana pouze ta data, kterd vykazuji vyznamnéj$i korelaci s biologickymi testy.
Vlastnosti, které dle ziskanych vysledkti nemaji na kolonizaci bakterialni populace vliv,
jsou v tabulkach uvedena, ale neni jim vénovana hlubsi pozornost. Cilem bylo potvrzeni
¢1 vyvraceni teorii o vlivu vlastnosti povrchu na vznik a rist biofilmu (viz str. 20 - 21)
a zaroven urceni, ktery ze studovanych vzork TiCN tenkych vrstev (SO1 - SO8) je nej-
vhodnéj$im povrchem pro kolonizaci bakterialni populaci.

Vzorky, které byly vyhodnoceny jako nejvhodnéjsi pro kolonizaci bakterialni popu-
laci, byly na zavér diskutovany z hlediska chemické stéalosti, tloustky vrstvy a adheze

vrstvy k substratu, kvili jejich potencidlnimu vyuziti naptiklad jako kloubni implantaty.

3.1. Vliv depozice na fyzikalné-chemické parametry vrstev TiCN

3.1.1. Chemické sloZeni

Chemické slozeni bylo nejvice ovlivnéno priitokem plynii pii depozici. Cim vétsi
pritok acetylenu pfi depozici, tim vetsi bylo procentualni zastoupeni uhliku a kysliku
v chemickém slozeni tenké vrstvy TiCN. Naopak se zvySujicim se pratokem dusiku
vznika vys$i procentudlni zastoupeni dusiku a titanu v nanesené vrstvé. Procentualni
chemické slozeni vzorkt je v tabulce 9.

Tabulka 9: Procentualni chemické sloZeni jednotlivych vrstev.

Vzorek
[%]
S-01 S-02 S-03 S-04 S-05 S-06 S-07 S-08
C 9,00 23,08 32,80 30,42 23,15 46,96 38,33 53,09
N 41,21 28,14 30,73 31,69 34,60 22,07 26,25 12,73
(0) 2,52 10,84 6,93 5,35 3,44 10,37 7,00 20,24
Ti 47.26 37,95 29,54 32,53 38,81 20,59 28,42 13,94
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3.1.2.  Drsnost

Jedinym parametrem depozice, ktery podle naméfenych dat ovlivnil plosnou drs-
nost povrchu, byl proud. U vétSiny vzorkl byl proud pii procesu nandSeni vrstvy 85 A.
Pouze u vzorkl S-05 a S-07 byl proud vyssi, a to 125 A. Pravé u téchto dvou vzorka
byla drsnost nejnizsi ze vsech osmi studovanych vzorkd. Vétsi proud mél tedy za nasle-
dek mén¢ drsny povrch. Pro moznost posouzeni morfologie jednotlivych povrchu byly

vytvofeny 3D a 2D profily (tabulka 10).

Tabulka 10: Vyhodnoceni povrchii pomoci AFM.

Vzorek 3D profil 2D profil
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3.1.3. Hydrofilita a hydrofobicita povrchu

Dle definice spadaji vSechny testované povrchy mezi hydrofilni. Nejvétsi hydrofili-
ta byla namétena u kontroly v podobé mikroskopického podlozniho sklicka a u vzorku
S-01. Nejméné hydrofilni byly vzorky S-02 a S-05. Naméfené kontaktni ihly jsou uve-
deny v tabulce 11. Dle provedenych korelaci nemél zadny z parametrti depozice vyraz-

ny vliv na tuto vlastnost povrchu.

Tabulka 11: Kontaktni tihel u jednotlivych povrchi.

Vzorek

‘]
[ K S-01 | S-02 | S-03 S-04 S-05 S-06 | S-07 | S-08

0 33,84 | 47,80 | 72,86 | 61,35 | 58,47 | 68,86 | 56,23 | 51,55 @ 57,52

3.1.4. Tloustka vrstvy

Podle namétenych dat zavisi tloustka nadeponované vrstvy na proudu pouzitém
pti depozici. Cim vy$si proud, tim vétsi tloustka TiCN vrstvy. U vzork S-05 a S-07,
kdy byl proud pfi nandSeni vyssi, nez u ostatnich vzorkl, byla vrstva nejtlustsi (az
2,38 um). TlouStky karbonitrid titanovych vrstev u jednotlivych vzorkil jsou uvede-

ny v tabulce 12.

Tabulka 12: Tloust’ka jednotlivych vrstev.

Vzorek
[nm]
S-01 S-02 S-03 S-04 S-05 S-06 S-07 S-08
t 6642 | 718,2 | 1020,0 | 734,2 | 1534,4 | 1265,0 | 2382,8 | 1370,5

3.1.5. Adheze vrstvy k substratu
Adheze vrstvy k substratu (tabulka 13) zavisela, stejné¢ jako piedchozi vlastnosti,
na proudu pouzitém pii depozici. Cim vy3si proud pfi depozici, tim vétsi adheze TiCN
tenké vrstvy k substratu. Nejvétsi adheze odpovidala vzorkiim S-05 a S-07, dale potom
vzorkim S-06 a S-08.
Charakteristika kritickych mist pfi vyhodnocovani vrypu:
e LC, - zatiZzeni v misté, kde doSlo ke vzniku prvni trhliny

e LC; - zatiZzeni v misté prvniho odhaleni substratu.
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Tabulka 13: Vyhodnoceni Scratch testu.

NI Vzorek
S-01 S-02 S-03 S-04 S-05 S-06 S-07 S-08
LC; 7.5 7,2 7.5 7.5 8,5 8,1 8,5 7.8
LC; 9.6 9.3 9.1 9.5 10,8 10,0 10,7 10,0
3.1.6. Vyluhovatelnost

Po Sedesati dnech vyluhovani vzorkl byl v roztoku detekovan chrom, nikl a titan

(tabulka 14). MnoZstvi vylouhovaného chromu a niklu bylo vyrazné€ vyssi u vzorku S-

05, a to o jeden az dva fady oproti vzorkiim ostatnim.

Bylo také stanoveno mnozstvi vylouhovaného organického uhliku (tabulka 15).

Vyluhovatelnost uhliku se u vétSiny vzorkli pohybovala kolem hodnoty 2,5 mg/l,

az na vzorek S-03, u kterého byla namétena hodnota 4,1 mg/l a vzorek S-08, ze kterého

se vylouhovalo dokonce 14,1 mg/l. V ptipad¢ dusiku byly témét vSechny vzorky pod

hranici detekce (mén€ nez 1 mg/l); pouze ze vzorku S-08 se vylouhovalo 1,9 mg/l dusi-

ku.

Tabulka 14: MnoZstvi vylouhovanych prvkii.

Vzorek
[mg/1]
S-01 S-02 S-03 S-04 S-05 S-06 S-07 S-08
Cr 0,0013 | 0,0013 | 0,0029 | 0,0019 | 0,6551 | 0,0135 | 0,0211 | 0,0038
Ni 0,0004 | 0,0002 | 0,0045 | 0,0425 | 0,3420 | 0,0435 | 0,0348 | 0,0107
Ti 0,0002 | 0,0003 | 0,0003 | 0,0013 | 0,0001 | 0,0023 | 0,0011 | 0,0008
Tabulka 15: MnoZstvi vylouhovaného organického uhliku.
Vzorek
[mg/1]
S-01 S-02 S-03 S-04 S-05 S-06 S-07 S-08
TOC 2,2 2,3 4,1 2,7 2,5 2,8 2.4 14,1
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3.2. Biologicka interakce s tenkymi vrstvami

3.2.1. Kapkovy test a test se suspenzi (1 hodina)

Byly provedeny dvé€ kultiva¢ni metody, béhem nichz byly bakterie v kontaktu s po-

vrchem po dobu jedné hodiny - kapkovy test a test se suspenzi. Potet KTJ na 1 cm?

vzorku je zndzornén v grafech 1 a 2. Vysledky téchto dvou metod spolu korelovaly

na 91 %. Povrch vzorku S-05 byl kolonizovan nejvice, dale pak vzorek S-04 a S-08.
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Graf 1: Kapkovy test (U vzorku S-02 doslo jiz pfi prvnich biologickych testech k naruseni

vrstvy, a proto nebyl tento vzorek vyhodnocovan ani zahrnut do korelaci.)
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Graf 2: Test se suspenzi - 1 hodina (U vzorku S-02 doslo jiZ pfi prvnich biologickych tes-

tech k naruseni vrstvy, a proto nebyl tento vzorek vyhodnocovan ani zahrnut do korelaci.)
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Analyza chemického slozeni povrchu byla provedena pomoci EDX analyzy na ra-
strovacim  elektronovém  mikroskopu. Podle namétenych dat nelze zadny
z chemickych prvki obsazenych na povrchu vrstvy oznacit za rozhodujici pti kolonizaci
bakterialni populaci.

Drsnost povrchu je jednim z parametrt, ktery by mél tvorbu bakteridlniho biofilmu
na povrchu podporovat (viz kapitola 1.2.3. Viiv povrchu na vznik a rust biofilmu).
V ptipad¢, ze do vyhodnoceni souvislosti drsnosti s tvorbou biofilmu zahrnujeme
i kontrolni vzorek v podob¢ sklicka, vyjde nam korela¢ni koeficient vysoky (0,46 pro
kapkovy test a 0,60 pro test se suspenzi). Podlozni sklicko mad mnohondsobné nizsi
plosnou drsnost nez ostatni vzorky a zaroven byl povrch sklicka znatelné méné koloni-
zovan, nez vzorky oceli s vrstvou TiCN.

Nejvétsi vliv méla hydrofilnost povrchu. Cim vétsi kontaktni uhel, tedy ¢im méné
hydrofilni povrch vzorku, tim Iépe bakterie k povrchu adheruji, a to korela¢nim koefi-
cientem 0,90 - 0,93. Potvrzuje to teorii, Ze bakterie 1épe adheruji k povrchim hydrofob-
nim, o které mluvi Palmer (2007). Korela¢ni koeficienty jsou uvedeny v tabulce 16 (str.

46).

3.2.2. Test se suspenzi (24 hodin)
Déle byl proveden test se suspenzi, pii némz byly bakterie v kontaktu s povrchem

po dobu 24 hodin. Poget vzniklych kolonii na 1 cm? vzorku je zndzornén v grafu 3.

Test se suspenzi 24 hodin
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Graf 3: Test se suspenzi - 24 hodin (U vzorku S-02 doslo jiz pti prvnich biologickych tes-

tech k naruseni vrstvy, a proto nebyl tento vzorek vyhodnocovan ani zahrnut do korelaci.)
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Povrch vzorku S-05 byl 1 po 24 hodinach nejvice kolonizovan, dale opét vzorky S-
04 a S-08. Vyssi korelaéni koeficient byl naméten v souvislosti testu s plosnou drsnosti
povrchu, a to 0,56. Vice se zaCalo projevovat i chemické slozeni povrchu. Pro obsah
uhliku ve vrstvé byl naméten korelacni koeficient 0,42. Naopak pro obsah dusiku -0,35
a pro obsabh titanu -0,37.

Stejné jako u hodinovych kultivacnich testl vysel nejvyssi korelacni koeficient 0,95
u hydrofilnosti povrchu. Cim méné hydrofilni povrch, tim vice byl kolonizovan bakteri-
alni populaci.

Porovnani korela¢nich koeficientl se nachazi v tabulce 16.

Tabulka 16: Korela¢ni koeficienty mezi chemickym sloZenim, ploSnou drsnosti

povrchu, hydrofilitou a mikrobiologickymi kultivaénimi testy.

Korelacni koeficienty
Kapkovy test Suspenze 1 h | Suspenze 24 h
C 0,16 0,27 0,42
Chemické slozeni -0,16 -0,29 -0,35
povrchu o) 0,11 0,20 0,19
Ti -0,14 -0,23 -0,37
PloSna drsnost 0,46 0,60 0,56
Hydrofilita povrchu 0,93 0,90 0,95
3.2.3. Hodnoceni pomoci SEM

Diky vysokému rozliSeni byla detailnéji zobrazena struktura povrchu (obrazek 9).
Pti zvétSeni 250x byly jasné zietelné vznikajici kolonie (obrazek 10). Pii vétsim zvétse-
ni (2500x) byly viditelné jednotlivé bakterie. Pfi suSeni nad ohném vSak sil
(z fyziologického roztoku) zkrystalizovala a ulpéla na bakteriich (obrazek 11). Proto byl
test proveden znovu a oplach byl proveden destilovanou vodou (obrazek 12). Pokud byl
biofilm jiZ pfili§ silny, vznikla silnd nevodiva vrstva a vzorek se zacal v takovych mis-
tech nabijet. To se na snimku projevilo piesvicenou oblasti (obrazek 13).

V piipadé kdy byl vzorek ponechan v kontaktu s bakteridlni populaci pouze 1 hodi-
nu, byly na povrch piichyceny pouze jednotlivé bakterie. Jejich velikost se pohybovala

mezi 2,5 - 3,5 um (obrazek 14).
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Jan 2016 gpypes
1, CxI-TUL

Obrazek 9: Struktura povrchu TiCN tenké vrstvy vzorku S-01 (snimek pofizeny
pomoci SEM).

100 pm / W mm  Signal ) Jan 2016 gpyex
EHT = 2.00 Sample ID = 1, CxI-TUL

Obrazek 10: Vzniklé kolonie bakterie Escherichia coli po 24 hodinach kontaktu

bakterialni suspenze s povrchem vzorku S-01 (snimek pofizeny pomoci SEM).
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Obrazek 11: Zkrystalizovany fyziologicky roztok na povrchu bakterii (snimek

vzorku S-01 potizeny pomoci SEM).

7 ﬂuﬁ
Sample ID =

Obrazek 12: Vznikajici kolonie bakterii (snimek vzorku S-08 pofizeny pomoci

SEM).
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Obrazek 13: Vzorek, nabijejici se v mistech s prili§ tlustou vrstvou bakteridlniho

biofilmu (snimek vzorku S-08 potizeny pomoci SEM).

A MELTa. * Mag
EHT = 2.00 Sample ID =

Obrazek 14: Jednotlivé bakterie Escherichia coli po 1 hodiné kontaktu bakterialni

suspenze s povrchem vzorku S-04 (snimek pofizeny pomoci SEM).
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4. ZAVER

Cilem této prace bylo vyhodnoceni zadvislosti mezi parametry depozice tenké vrst-
vy, fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a biokompatibilnimi vlastnostmi povrchu ten-
kych vrstev TiCN. U sedmi vzork nanesenych na chirurgické oceli AISI 316 byla
na zakladé namétfenych dat diskutovana jejich vhodnost pro potencidlni vyuziti
v biomedicinskych aplikacich.

Biologickd interakce byla vyhodnocena na zdkladé tfi druhti kultivacnich testt.
Pti zanedbani vysledkit u vzorku S-02 (odivodnéni viz. diskuze str. 39) vypovidaji
vSechny tii testy o nejvétsi kolonizaci bakterialni populaci v ptipad€ vzorku S-05, dale
pak u vzorka S-04, S-07 a S-08. Takto hovofi vysledky jak po jednohodinovém, tak
i dvaceti¢tyfthodinovém kontaktu bakteridlni suspenze s povrchem.

Nejvyraznéjsi vliv na tvorbu biofilmu z hlediska fyzikalné-chemickych parametri
méla hydrofobicita povrchu. Cim vice byl vzorek hydrofobni, tim vice bakterii
se na jeho povrchu pfichytilo, a to s korelacnim koeficientem az 0,95 Plosnad drsnost
povrchu méla na tvorbu biofilmu rovnéz pozitivni vliv, ale nizsi (s korelaénim koefi-
cientem 0,46 — 0,60). Jako tfeti vyznamny faktor ovliviiujici adhezi bakterii se uvadi
chemické sloZeni povrchu. Nicméné v ptipadé naSich vzorkli s TiCN vrstvami mél ob-
sah jednotlivych prvkli na povrchu minimélni vliv na tvorbu biofilmu. Pouze obsah uh-
liku vykazoval po 24 hodinach slaby pozitivni efekt.

Dil¢im cilem této bakalaiské prace bylo odhaleni zavislosti mezi vlastnostmi maji-
cimi pozitivni vliv na biologickou interakci a parametry pfi nandSeni vrstvy. Dle prove-
denych korelaci nemé¢l Zadny z parametri depozice vyrazny vliv na vyslednou
hydrofobicitu povrchu. Na plosnou drsnost povrchu mél vyrazny vliv proud pouzity
pii depozici. U vzorkii deponovanych pii vyS§im proudu, byla drsnost nejnizsi. Che-
mické slozeni bylo nejvice ovlivnéno pomérem plynti pii depozici.

Vzorky, které byly vyhodnoceny jako nejvhodnéjsi pro kolonizaci bakterialni popu-
laci, byly podrobeny dalSimu zkoumani. TlouStka vrstvy 1 adheze vrstvy k substratu
méla u takovych vzorkli dobré vysledky. Vzorek S-05, vSak vykazoval znatelné nizsi
chemickou stalost oproti ostatnim vzorklim. Po Sedesati dnech bylo u tohoto vzorku
detekovano vysoké mnozstvi vylouhovaného chromu a niklu, coz fadi vzorek S-05 mezi
nevhodné pro biomedicinské aplikace.

Po provedenych testech a nasledném vyhodnoceni biologickych, fyzikélnich

i chemickych vlastnosti 1ze za nejvhodnéjsi povrchy pro biomedicinské aplikace oznacit
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vzorky S-04, S-07 a S-08. Jedné se vSak pouze o prvni krok v pozorovéani biologické
interakce téchto TiCN tenkych vrstev.

V planovaném pokracovani této prace bych se rada zamérila na dvé oblasti. V prvni
fad¢ na blizsi vySetieni vlivu depozice na hydrofobicitu povrchu, ktera vykazuje u TiCN
tenkych vrstev nejvétsi vliv na tvorbu biofilmu. Dale bych rada provedla stejné vyhod-
noceni u dalSich tenkych vrstev a dalSich typti bakteridlnich populaci, které mohou byt
vyuzivany v biomedicinskych aplikacich a porovnala vysledky s jiz otestovanymi vrst-
vami TiCN. Také by bylo vhodné vytvofit ¢i ovértit dalsi biologické metody hodnoceni
téchto vrstev (napfiklad fluorescencni hodnoceni adherovanych bakterii na povrchu,
hodnoceni metabolické aktivity bakterii v pfitomnosti vrstev apod.). DalSim smérem
vyzkumu pro TiCN tenké vrstvy je modifikace povrchu napiiklad atmosférickou
plasmou, kterd by mé¢la vyvolat zmény na povrchu vzorkl a ovlivnit tak adhezi bakteri-
alnich populaci. Jako posledni krok bych rada vyzkousela testy s tkanovymi bunikami
(svalové ¢i kostni), které by mohli byt poslednim krokem pted redlnym nasazenim da-

nych vrstev v biomedicin€.
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