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ABSTRAKT

Diplomova prace se vénuje piipraveé biokompatibilnich hydrofilnich vrstev ze smési propan-
butanu metodou plazmové polymerace. Nasledna charakterizace vrstev byla provedena pomoci
jak biologickych (antibakterialni testy a test na biokompatibilitu), tak i1 fyzikalné-chemickych
diagnostik (SEM, OES a stanoveni povrchové energie).

V teoretické ¢asti je uveden zakladni princip dielektrického bariérového vyboje, jeho vyuziti
artzné druhy, v¢etné povrchového dielektrického bariérového vyboje (SDBD), ktery byl pouzit
béhem depozice. Dal byly popsany bunécéné kultury, morfologie buiikky a objasnéni terminu
biokompatibilita. Na konci teoretické casti jsou rozepsany vsSechny diagnostiky pouzité v
experimentalni Casti.

V experimentalni Casti je uveden postup depozice hydrofilnich vrstev a celkovy popis
aparatury, ktera byla vyuzita béhem depozice. Pfed charakterizaci vzorku byla provedena
diagnostika vyboje pomoci optické emisni spektroskopie. Dal byla stanovena uroven
hydrofility vrstev a jejich elementarni slozeni na povrchu. Biologické testy na biokompatibilitu
a na antibakterialni vlastnosti poskytly informace ohledné zivotaschopnosti bunék na vrstvach
a jejich antibakterialni ucinky.

KLIiCOVA SLOVA

Plazma, biokompatibilita, SDBD, plazmova polymerace

ABSTRACT

The diploma work deals with the preparation of biocompatible hydrophilic layers from a
propane-butane mixture by plasma polymerization. Subsequent characterization of the layers
was performed using both biological (antibacterial tests and biocompatibility test) and physico-
chemical diagnostics (SEM, OES and surface energy determination).

The theoretical part presents the basic principle of dielectric barrier discharge, its use and
various types, including surface dielectric barrier discharge (SDBD), which was used during
deposition. Next, cell cultures, cell morphology and clarification of the term biocompatibility
were described. At the end of the theoretical part, all used during the experimental part of the
diagnostics were also described.

In the experimental part, the procedure of deposition of hydrophilic layers and the overall
apparatus, which was used during deposition, were presented. Prior to the characterization of
the samples, the discharge was diagnosed using optical emission spectroscopy. Furthermore,
the level of hydrophilicity of the layers and their elemental composition on the surface was
determined. Biological tests for biocompatibility and antibacterial properties provided

information on the viability of the cells on the layers and their antibacterial effects.
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Plasma, biocompatibility, SDBD, plasma polymerization
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1 UVOD

Tenka vrstva je tenka plocha materialu o tloustce nékolika nanometru (jednovrstva) az
nékolika mikrometra. Rizena syntéza materialdi ve form& tenkych vrstev (proces zvany
depozice) je zakladnim krokem v mnoha aplikacich. Vytvoreni tenkych vrstev a povlaki na
povrchu materialu umoziuje vyrazné zmeénit jeho vlastnosti, aniz by to ovlivnilo objem, anebo
kombinovat vlastnosti dvou nebo vice materiala [1].

Tenké vrstvy jsou Siroce pouzivany jako funkéni, vyztuzné, reflexni, vodivé a dielektrické
materialy pfi vytvareni kontakt, vyrob€ desek plosnych spoju, prvkl integrovanych obvodi v
mikroelektronice, vytvareni svételnych filtri a zakladnich prvkd optoelektroniky. Diky
intenzivnimu experimentalnimu a teoretickému vyzkumu ve vyvoji technologie tenkych vrstev
bylo v poslednich letech dosazeno vyznamného pokroku. Jelikoz ke zmén¢ informaci v oblasti
tenkovrstvych technologii dochazi relativné rychle, je tfeba si udélat predstavu o hlavnich
technologickych postupech, které se v souCasnosti pouzivaji, a také o jejich vlastnostech pfi
tvorbé tenkych vrstev a povlaka razné povahy [2].

Tenké vrstvy mohou byt pevné nebo kapalné (méné Casto - plynné). Pro depozice pevnych
vrstev se Castéji vyuzivaji metody PVD (physical vapor deposition) a CVD (chemical vapor
deposition). Na zakladé nastavenych podminek, vlastnosti zvoleného substratu a zvolené
konfiguraci elektrod je mozné nadeponovat bud’ hydrofobni ¢i hydrofilni vrstvy [1].

Metodou PECVD (plasma enhanced chemical vapour deposition) se daji pfipravit tzv.
superhydrofilni vrstvy. Dané vrstvy naSly své uplatnéni napfiklad v biomedicinskych
aplikacich jako prostredi pro rist endotelnich bunék anebo pii modifikaci
polyethylentereftalatu (PET) [3].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Plazma

Plazma lze definovat jako ionizovany plyn, jehoz Castice vykazuji kolektivni chovani
a kvazineutralitu [1]. Ionizovany plyn je soubor nabitych i neutralnich castic v raznych
kvantovych stavech, o kterém plati, ze koncentrace kladné nabitych iontli a zaporné nabitych
elektrond v oblastech plazmatu je pfiblizn€ stejna. Tato vlastnost se nazyva kvazineutralita.
O tomto ionizovaném plynu — plazmatu - také fikdme, ze se jedna o tzv. Ctvrté skupenstvi latek
[S].

Kromé kvazineutrality je plazma charakterizovano dal§imi vyznamnymi fyzikalnimi
vlastnostmi, napf. elektrickou vodivosti. Diky elektrické vodivosti pisobi na plazma i silné
magnetické pole, jehoz silové ucinky pochazeji od Lorentzovy sily, ktera ptisobi na pohybujici
se volné elektrické naboje v plazmatu. Magnetické pole zmensSuje koeficient difize nabitych
castic ve sméru kolmém na magnetické silocary, a tak brani jejich uniku. Toho lze vyuzit pro
izolaci vysokoteplotniho plazmatu pii teplotach, kterym neni schopen odolavat zadny material.
S rostouci koncentraci nabitych Castic se méni 1 koeficienty tepelné vodivosti a dynamické
viskozity ionizovaného plynu. V pfipadé€ vysokoteplotniho plazmatu jeho tepelnd vodivost
urcuje elektronovy plyn. U nizkoteplotniho plazmatu se mohou uplatiiovat i1 jiné mechanizmy

prenosu tepla, spocivajici v pfenosu energie pii disociaci, excitaci a ionizaci molekul [1].

2.1.1 Klasifikace plazmatu

Podle teploty se rozlisuji dva druhy plazmatu - vysokoteplotni a nizkoteplotni plazma.
Vysokoteplotni plazma mé stfedni energii nabitych Castic vétsi nez 100 eV, coz odpovida
radové 1 MK. Na zakladé tohoto kritéria povazujeme plazma v experimentech s fizenou
termonuklearni syntézou za vysokoteplotni. Opacna situace je u nizkoteplotniho plazmatu,
které se vyskytuje napi. v zafivkach a vybojkach a jeho teplota je kolem 10° K [1].

Takeé 1ze rozlisit plazma podle teploty Castic, které se v plazmatu nachazi. Tak rozliSujeme
plazma neizotermickén a izotermické. V neizotermickém plazmatu teplota elektrond prevazuje
nad teplotou ostatnich typtu Castic. Takova situace nastava diky rozdilu v hmotnosti iontd
a elektront, coz komplikuje proces vymény energie. Pfi¢inou je odliSna teplota ionti (kolem
nékolika 100 K) a elektront (kolem nékolika 1000 K).

Dalsi typ je izotermické plazma, pro které plati, ze vSechny castice maji stejnou teplotu,
pfestoze pro ionizaCni proces jsou nezbytné teploty podobné ionizacnimu potencialu,
izotermické plazma je obvykle vysokoteplotni. Vznik jednoho nebo druhého druhu zavisi
predevsim na zpusobu, jakym byla plazmatu dodavana energie.

Plazma se nachazi zejména v mezigalaktickém, mezihvézdném a meziplanetarnim prostoru.
Hvézdy jsou vyrobeny z plazmatu. DalSim ptfikladem pfirodniho vyskytu plazmatu je bleskova

¢innost, ktera vznika pfi silné elektrifikace mraka a zemé [5], [6].



2.12 Generace plazmatu

Metoda generace plazmatu konvencnim zahfivanim latky se nepouziva Casto. Chceme-li
tepelné dosahnout Gplné ionizace plazmatu vétSiny plynt, musime je zahiat na teploty desitek
nebo dokonce i stovek tisic stupiii Celsia. Pouze u par alkalickych kovil (jako je napiiklad
draslik, sodik nebo cesium) lze elektrickou vodivost plynu zaznamenat jiz pti 2000-3000 °C.
Je to zptsobeno tim, ze v atomech monovalentnich alkalickych kovl elektron vnéjsiho obalu
je mnohem slabgji vazan na jadro nez v atomech jinych prvka periodické tabulky (tj. maji nizsi
ioniza¢ni energii). V takovych plynech je pfi vySe uvedenych teplotach dostate¢ny pocet Castic
k vytvoreni slab€ ionizovaného plazmatu [6].

Nejbézn€jsim zpiisobem generace plazmatu je pomoci elektrického vyboje, ktery vyuziva
vytvoreni elektrického pole v plazmatu pfi prachodu proudu. V elektrickém poli elektrony
prebiraji kinetickou energie, ktera je schopna ionizovat molekuly plynu, a tak kompenzovat
ubytek nabitych ¢astic na povrchu a v objemu plazmatu [1]. Pro udrzeni proudu v plazmatu
je nutné, aby zapornad elektroda (katoda) emitovala do plazmatu elektrony (Obrazek 1).
Elektronové emise z katody lze dosahnout raznymi zpusoby, napiiklad zahtatim katody
na dostateCné vysokou teplotu (termionickd emise) nebo ozafenim katody néakym
kratkovinnym zafenim (rentgenové zareni, g-zafeni), které dokaze vyzafit elektrony z kovu
(fotoelektricky efekt) [6].
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Obrazek 1 Emise elektromi z katody [7]

2.2 Dielektricky bariérovy vyboj
Bariérovy vyboj (dielektricky bariérovy vyboj, dielectric barrier discharge, DBD) vznika,

jestli asponi jedna zelektrod je oddélena od plynu dielektrickou bariérou. Jako material
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pro dielektrikum se nejcastéji pouziva sklo, kfemicité sklo, keramické nebo polymerni
materialy. Dielektricka bariéra slouzi jako sériové pripojeny kondenzator omezujici elektricky
proud v prostoru mezi elektrodami.

Bariérovy vyboj je nestaly, patii do skupiny nerovnovazného plazmatu a existuje v Sirokém
rozsahu tlaka. Pfi atmosférickém tlaku prostor mezi elektrodami se vétSinou pohybuje
v rozmezi nékolika desetin mm az k nékolika cm v zéavislosti na pozadované aplikaci. Napéti
mezi elektrodami je obvykle v rozsahu 1-100 kV. Pisobenim stiidavého napéti na elektrody
dochazi k rozkladu plynu za vzniku proudovych impulsi a rychlé akumulaci naboja na
dielektriku. Nasledkem lokéalniho nabijeni bariéry je pokles napéti v plynu a snizeni doby trvani
mikrovyboji. V tomto piipadé se plyn nestihne zahiat a velka Cast elektrické energie se
vynaklada na excitaci atomu, molekul plynu a na zafeni - vyboj sviti [8].

Za atmosférického tlaku se DBD vétsinou vyskytuje v tzv. filamentarnim modu.
To znamena, ze vyboj ma podobu velkého mnozstvi vybojovych kanalt, nazyvanych filamenty.
Kazdy z filamentd je prostoroveé vyrazné ohranicen, jeho primér byva fadove 0,1-1 mm a trvani
od nékolika nanosekund po jednotky mikrosekund. K iniciaci vyboje v prostoru naplnéném
plynem pii atmosférickém tlaku dochazi pfi vkladani napéti v rozmezi nékolika stovek V az
nékolik kV [9].

U dielektrického bariérového vyboje jsou dvé zakladni uspotradani elektrod — rovinné nebo
prostorové. DBD muzeme rozdélit na objemové a povrchové. Toto déleni je podle orientace

vybojovych filamentt vaci dielektrické vrstve [10].

2.2.1 Objemovy dielektricky bariérovy vyboj (VDBD)

Pfi tomto usporadani objemovy vyboj se generuje v mezielektrodovém prostoru, vyplnéném
plynem mezi paralelnimi rovinnymi ¢i valcovymi elektrodami a volt-ampérova charakteristika toho
prostoru je linearni.

Jedna nebo obé¢ elektrody musi byt izolovany od prostoru dielektrickou vrstvou (Obrazek 2).
Vybojové filamenty jsou orientovany kolmo na dielektrickou vrstvu a jejich pocet roste

se zvySujici se intenzitou stfidavého napéti [10].

dielektrilkum

‘ T elekiroda

Obrazek 2 Schéma objemového dielektrického bariérového vyboje




Dielektrikum slouzi k omezovani jak mnozstvi naboje preneseného mezi elektrodami, tak
i mnozstvi energie dodané vyboji. Cim je jeho permitivita v&tsi, tim je intenzita elektrického
vyboje ve vybojové oblasti vys§i. V pfipadé objemového DBD je rozlozeni potencialu
homogenni, coz je jeho vyhodou. Primér vybojového kanalu je fadoveé 10 um, Cas trvani cca
100 ns [11]. PoCet mikrovyboju se zvétSuje s rostouci amplitudou napéti nebo se zmensujici
se vzdalenosti elektrod [9].

2.22 Povrchovy dielektricky bariérovy vyboj (SDBD)

Elektrodovy systém je tvofen rovinnym, vétSinou korundovym paskem (Al203), na jedné
strané dielektrické vrstvy se nachazi elektroda ve tvaru samostatného pasku nebo hiebenova
elektroda na povrchu keramického pasku, na opacné strané je plosna uzemnéna elektroda
(Obrazek 3). Oxid hlinity se pouziva jako dielektrikum na zakladé¢ jeho vynikajicich vlastnosti
jako vysoka tepelna vodivost, vysoka chemicka odolnost a dielektricka pevnost [11].

Vznikly mikrovyboj se pak Sifi po povrchu dielektrika, coz umoznuje bezproblémovy
kontakt plazmatu s povrchem opracovaného materialu [12]. Na rozdil od objemového DBD
pii povrchovém vyboji rozlozeni potencidlu je znacné nehomogenni. Délka mikrovyboje
pii atmosférickém tlaku je 1-3 mm. Doba existence mikrovyboje je nékolik desitek nanosekund
s amplitudou proudu nékolik desetin ampért [10].

Hlavni nevyhodou tohoto usporadani je nizka zivotnost elektrod v dasledku vzniku eroze

na jejich povrchu pii pfimém kontaktu elektrody s generovanym plazmatem.

@ .y - dieleltriloum

uzemneéna eleldroda

Obrazek 3 Schéma povrchového dielektrického bariérového vyboje

2.23 Koplanarni bariérovy vyboj (CDBD)

Elektrodovy systém koplanarniho bariérového vyboje je tvofen dvéma a vice paralelnimi
elektrodami opacné polarity, které jsou umistény v dielektriku blizko jeho povrchu. Elektrody
jsou predstaveny jako tenké pasky o stejné velikosti, které jsou vzdaleny od sebe fadoveé 1 mm
(Obrazek 4).

Rozlozeni elektrického pole se nachdzi ve stavu nehomogennim s maximem mezi

elektrodami uvniti' dielektrika. Velikost elektrického pole je zavisla na vzdalenosti elektrod,



jejich tvaru, na permitivité a hrubosti dielektrika. Koplanarni DBD vyboj kombinuje vyhody
objemového a povrchového DBD vyboje: na rozdil od SDBD u koplanarniho usporadani
nedochazi k erozi kovovych elektrod a je mozné dodavat do vyboje vétsi vykon [13].

PLASMA
ELECTRODES
/ N\

O

AL:O: ! | oV

Obrazek 4 Schéma koplandrniho dielektrického bariérového vyboje [13]
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2.3 Vyuziti bariérového vyboje

Dielektricky bariérovy vyboj muaze byt pouzit pro generovani zafeni pii relaxaci
excitovanych castic v plazmatu. Jednou z vyznamnych aplikaci je generovani UV zareni. Tyto
ultrafialové lampy emituji svétlo s kratkou vinovou délkou, které Ize pouzit k produkci ozonu
v prumyslovém méfitku. Ozon je stale Siroce pouzivan v primyslovém ¢isténi vzduchu a vody.
DBD se také pouziva k modifikaci nebo Cisténi (plazmové ¢isténi) povrchu materialt (naptiklad
polymert, polovodi¢ovych povrchit), které mohou také pusobit jako dielektricka bariéra [14].

Dielektrické bariérové vyboje byly pouzity k ziskani relativné velkého objemu difuzniho
plazmatu za atmosférického tlaku a poprvé byly pouzity k inaktivaci bakterii v 90. letech, coz
nakonec vedlo k vyvoji nové oblasti pouziti — plazma pro biomedicinské aplikace. V oblasti
biomedicinskych aplikacich se objevily tii hlavni pfistupy: pfima terapie, povrchova
modifikace a depozice polymeru v prostfedi plazmatu. Plazmové polymery mohou fidit
a manipulovat s interakci biologickych materiali s biomaterialy (tj. adhezi, proliferaci
a diferenciaci) nebo inhibici bakterialni adheze [15].

Jeho nizka teplota, jen nevyznamné zvySena oproti teploté okoli, jej pak predurcuje k vyuziti
v ruznych oborech biologie a mediciny, kde se jiz ustavil novy obor zvany plazmaticka
medicina. Plazmové oSetfeni ¢asto pomaha stavim kize a plazmaticka medicina mize byt
vhodna k 1écbé mnoha koznich probléml napt. k 1écbé bakterialnich a plisnovych infekci

a jejich vedlejsich ucinkd, jakoz i chronickych ran [15].

Sterilizace

Funkcionalizace
povrchil

Produkce O,

Aplikace DBD

Odstranéni
jedovatych
slouéenin

Generovani UV
zareni

Plazmové cisténi

Obrazek 5 Shrnuti metod aplikace dielektrického bariérového vyboje [15]

V pramyslu dielektricky bariérovy vyboj je jednou z metod plazmového zpracovani

textilnich vyrobkt pii atmosférickém tlaku a pokojové teploté. Naptiklad DBD lze pouzit pfi
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upravé povrchovych vlastnosti textilnich materiala, tj. ke zlepSeni smacivosti, zlepSeni
absorpce barviv a k sterilizaci. DBD plazma poskytuje suché zpracovani, které nevyzaduje vodu
a suseni, jen né€kolik kilovoltu stfidavého napéti v rozmezi od 1 do 100 kHz [10] [15]. Na

Obrazek 5 jsou popsany vSechny nejpouzivanéjsi aplikace bariérového vyboje v prumyslu.
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2.3.1 Generovani ozonu v dielektrickém barierovém vyboje
Dielektricky bariérovy vyboj je slozen z jednotlivych mikrovyboji, z nichz kazdy trva
desitky nanosekund. Disocia¢ni reakce molekul kysliku probiha ve vybojovych kanalech, které
omezuji tvorbu ozonu [16].
0, +e30CP)+0CP) +e 1)
0,+e30CP)+0(1D)+e 2)
Na zakladé experimentalnich vysledkd uvedenych v raznych védeckych ¢lancich[16], 1ze
fict, ze druha reakce (2) je trikrat pravdépodobnéjsi nez prvni. Vzniklé volné radikaly jsou
schopny samostatné existence. Ve svém elektronovém obalu obsahuji minimalné jeden
nesparovany elektron, z cehoz vyplyva jejich vysoka reaktivita, kdy se snazi dosadhnout stabilni
elektronové konfigurace. V metastabilnim stavu D kyslik je extrémné aktivni b&hem
srazkovych procest. Zarovern dana forma kysliku maze existovat pouze v pfitomnosti kanalu
mikrovyboje. Naslednou reakci vzniklych radikalt kysliku s molekulami kysliku vznika ozon:
0, +0+M30,+M 3)
Jedna se o silna oxidacni Cinidla, které napf. zpisobuji nevratné procesy na povrchu bunécné
membrany. Ozon je znamy svym negativnim vlivem na proces bunécného dychani. Nejcasteji
se ozon vyuziva pfi dezinfekci vody, kde nahrazuje zdravotné méné€ vyhodnou chloraci pitné
vody. Reakce pfipravy ozonu se sklada z nékolika kroku, které jsou uvedeny v rovnicich (4),(5).
0,+ 0 - 0; €))
O;+M - 0;+M (5)

kde M je castice, které radikal O3 dodava energie pfi srazeni [16].

2.32 Plazmova uprava povrchu

PECVD (Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition) je metoda, umoziujici nanaseni
tenké vrstvy neboli filmu na povrch pevného substratu béhem ptisobeni plazmatu s reakénim
plynem. Vyhodou jsou pomérné nizké pracovni teploty a vznik polymernich vrstev pfi
radikalovém §tépeni pracovniho plynu.

K depozici dohazi pfi zavedeni reakéniho a nosného plynu mezi paralelnimi elektrody -
uzemnénou a vysokofrekvenéni. V prostoru mezi nimi vznika elektricky vyboj, ktery zptsobuje
vznik vysoce energetickych elektronti. Dale probiha reakce elektront s reaktantem za vzniku
volnych radikala, které pak putuji na substrat, a vytvari tenkou vrstvu. Podrobny mechanismus
plazmové aktivace plynt je uveden na Obrazek 6. Substrat, ktery je umistén na uzemnéné
elektrodé, je typicky zahfivan na 250 °C az 350 °C, v zavislosti na specifickych pozadavcich.
Nizsi depozi¢ni teploty jsou uzitecné v mnoha aplikacich, napf. pii povrchové upravé materialt
s nizkym bodem tani (plasty anebo hlinik), kde vys$si teploty mohou zpusobit poskozeni

vyrabénych materiali.
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Obrazek 6 Reakce ne povrchu substrdtu béhem plazmové aktivace [17]
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2.4 Biokompatibilita

Dulezity parametr, definujici moznost vyuziti materialu na zivych tkanich, je jeho
biokompatibilita. Biokompatibilni material je takovy, ktery nevyvolava v organismu zadnou
negativni reakci. Tento pojem zahrnuje v sobé celou fadu komplikovanych interakci,
charakteristik a testd. Piikladem takovych testi muze byt stanoveni pfichyceni zivych bunék
na riazné modifikovanych povrsich. Dalsim piikladem testll je stanoveni vlivu samotného
materialu ¢i z n€j uvoliiovanych latek na rast bunék. Jedna se o cytokompatibilni zkousku. Pro
hodnoceni cytotoxicity existuje cela fada systému, které zahrnuji morfologické posouzeni
poskozeni bun€k, méfeni rustu bunék anebo meéfeni specifickych aspektd bunécného
metabolismu. Zkousky se provadéji in vitro a vyuzivaji bunécnych linii kultivovanych za
specifickych podminek [18].

2.4.1 Morfologie zivé buiky

Burika je strukturalni a funk¢éni zakladni jednotka vSech organismd. Obvykle
obsahuji geneticky material, vlastni metabolismus a jsou schopné se délit. Existuji dva
zakladni, razné wvnitin€é usporadané a ruzné fylogeneticky pokrocilé typy bunék
— prokaryotické a eukaryotické. Obsah buiky je od vnéjsiho prostfedi oddélen plazmatickou
membranou neboli plazmalemou. Uvniti obsahuje cytoplazmu, ve které jsou umistény razné
organely a bunécné inkluze, stejné jako geneticky material ve formé molekuly DNA. Kazda
z bunécnych organel vykonava svou vlastni specifickou funkci a v souhrnu vSechny urcu;ji
vitalni aktivitu bunky jako celku. Eukaryoty jsou to organismy, které na rozdil od prokaryot
maji vytvofené bunécné jadro. Je ohranieno dvojitou membranou a geneticky material je
uchovan ve formé DNA, které jsou zevnitf pfipojeny k membrané bunééného jadra a ve vétsiné
ptipadi tvori komplex s histonovymi proteiny — chromatin. V eukaryotickych bunkach existuje
systém vnitinich membran, které kromé jadra tvoti fadu dalSich organel (endoplazmatické
retikulum, Golgiho aparat atd.) [19],[20].

2.42 Diferenciace

Mnohobunécné organismy se skladaji z bunék, které se do urcité miry li§i strukturou
a funkci. Naptiklad v téle clovéka se naléza na 230 rGznych typt bunék, prestoze vznikly
délenim z jediného oplozeného vajicka. Diferenciace ve vétsiné piipadi neni doprovazena
zmeénou genetické informace v buice, ale je zajisténa regulaci genové aktivity. Odlisné
specializace je dosazeno tim, ze je realizovana v jednotlivych butikach jen jeji €ast, tj. jsou
aktivovany jen nekteré geny [20][21].

Bunky, které jiz jednou svou specializaci ziskaly, ztrati schopnost se specializovat na jiny
typ bunék. Z totipotentnich bun€k (napt. zygota) lze vytvofit cely organismus. Pluripotentni
bunky (napf. bunky blastocysty) maji schopnost se diferenciovat do mnoha rtiznych typta bunék,
ale extraembryonalni tkan€ se z nich nemohou vyvinout, a tedy novy jedinec [22][23].

Multipotentni kmenova burika je schopna diferenciace (déleni) do mnoha typt bunék, ale pouze
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v ramci daného typu tkané (resp. organu). Bunky, které mohou produkovat pouze jediny typ
bunék, ale maji schopnost se plné¢ samy obnovit, se nazyvaji unipotentni. Nekteré konec¢né
diferencované buriky (napiiklad neurony, erytrocyty) zcela ztraci schopnost se délit a opusti
bunéény cyklus. V nékterych pfipadech lze pozorovat tzv. vratnou diferenciace neboli

dediferenciace, ktera je zodpovédna za regeneracni procesy (napt. regenerace po poranéni) [23].

243 Bunééné kultury

Bunécné kultury se nejCastéji vyuzivaji v nejriznéjSich oblastech biologie, mediciny
a zemé&dé€lstvi. Pouzivaji se pfi feseni takovych biologickych problémt, jako je objasnéni
mechanismu diferenciace a proliferace, interakci bunék s vnéjsim prostredim, adaptaci, starnuti,
biologické mobility atd. Dulezitou roli hraji bunééné kultury v biotechnologii pfi vyrobé
biologicky aktivnich latek ve vakcinach. Jsou vychozim materialem pro vytvareni bunck-
producentd, které se pouzivaji ke zvySeni produktivity zemédélskych zvitat a k vyvoji novych
odrid rostlin. Bunééné kultury se pouzivaji k diagnostice a 1écbé dédicnych chorob, jako
objekty pro testovani novych farmakologickych latek [24].

Bunécnou kulturu lze pfipravit riznymi postupy. Volba kultivacniho procesu zavisi nejen
na potiebach organismu, ale také na tom, k ¢emu bude kultura pouzita, tj. na konecném cili
experimentu. Kultivované buriky se péstuji vumélém kultivaénim mediu a v kultivac¢nich
nadobach. Pro kultivace ur¢itého druhu bunék je nutné nastavit specifické podminky:
pritomnost kysliku (aerobni ¢i anaerobni), mnozstvi fermentd, pfitomnost michani (dynamické
Ci statické) atd.

Podle stafi mizeme zivoc¢isné bunécné kultury rozdélit do tfi skupin: primarni linie, bunécné
kmeny, bunééné linie.

Primérni kultury skladaji se z bun€k pfimo odebranych z organismu, ale v§ak chybi mnoho
bunék pfitomnych v ptvodni tkani, protoze existuji bunky, které nejsou schopné se piipojit
k substratu a prezit v podminkach in vitro. Tento typ kultury ma pouze kratkou zivotnost, ktera
se pocita jen na nékolik dni, poté je tfeba buinky prevést do nového média (pasazovani).
Subkultivace poskytuje moznost prodlouzeni existence kultury (ziskani bunécné linie),
klonovani, vyzkumu a uchovani bunek, jakoz i1 ziskani homogennéjSich populaci. Hlavni
vyhodou ziskévani bunéénych linii z primarnich kultur je produkce velkého mnozstvi stabilniho
materialu vhodného pro dlouhodobé pouziti.

Bunécné kmeny vznikaji na zakladé primarnich kultur z bunék, které byly uz alespori jednou
pasazovany. Jedna se o kulturu normélnich diploidnich bunék, Castéji ziskané z embryonalnich
tkani, zachovavajici diploidni sadu chromozomi az do 50 pasazovani, které se pak transformuji
do bunécnych linii.

Bunécna linie je kultura, ktera vznika z bunécnych kmena procesem transformace, nebo
mohou byt izolovany piimo z zivé tkan€. Maji urcCité vyhody: prakticky neomezenou zivotnost,
vysokou rychlost ristu, neomezené bunécné déleni, moznost dosazeni vyssi hustoty, a proto

vyssi vytézek biomasy; schopnost pouzivat levnéj§i média. Maji také nevyhody - zvySenou
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nestabilitu chromozomu, odchylku od fenotypu darce a ztratu specifickych markéra
[24][25][26].
Rist bunék v kultufe probiha charakteristicky a 1ze ho popsat pomoci tzv. rastové kiivky

(Obrazek 7), ktera se sklada ze Ctyft ¢asti: Lag faze, Log faze, Stacionarni faze a Faze odumirani.

Pocet bunék (Logld)

cas

Obrazek 7 Riistovad kiivka bakteridlni kultury [24]

Lag faze — prvni faze, pocet bunék nejprve mirn€ klesne (adaptace bunék na médiu) a pak
zaCina narustat. Pfi zavadéni bunék z kultury ve stacionarni fazi do Cerstvého media, jejich
pocet zacina narustat az po té dobé, béhem které dojde ke zméné jejich chemického slozeni.
Délka adaptacni periody mulze byt rlizna, ale obvykle je pfimo umérna délce predchozi
stacionarni faze. V novém mediu doba trvani Lag faze z&visi na mnozstvi a stafi pouzitého
materialu, jakoz i na zménach ve slozeni a koncentraci vyzivnych slozek béhem zavadéni
inokula. Pokud jsou buriky pfeneseny do bokatéjsiho media, tak vyzivné slozky jsou
vynalozeny na zvySeni aktivity enzymu nezbytnych ke zvySeni aktivity metabolismu. Ale jestli
bunky byly preneseny do media s niz§i urovni zivin, tak jsou schopné okamzité, 1 kdyz pfi nizké
rychlosti, vstoupit do exponencialni faze rastu.

Log faze — pocet bun€k exponencialné roste, ale neni podporovan po dlouhou dobu. Kromé
toho je omezen z divodu vycCerpani zivin, akumulace toxickych metabolickych produktu
v rastovém prostiedi, anebo z divodu nékterych zmén ve fyzikalnich vlastnostech prostiedi.
V dusledku toho se rychlost ristu snizuje a nakonec se rast zastavi.

Stacionarni faze — riist bunék se zastavi, zaCina se projevovat vyCerpani zivin, hromadéni

metabolitd a toxini. Zmeény ve fyzikalnim a chemickém slozeni prostiedi vedou k prechodu
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kultury do stacionarni faze, ve které nedochazi ke zvySeni poctu bunék. Prechod
z exponencialni faze do stacionarni faze zahrnuje obdobi nevyvazeného rastu, kdy jsou rizné
bunécné slozky syntetizovany s ruznou rychlosti. Proto se ve stacionarni fazi li§i chemické
slozeni bunék od jejich slozeni v exponencialni fazi. Mens$i buriky jsou méné citlivé na fyzikalni
a chemickeé vlivy. Ve stacionarni fazi zstava mnozstvi biomasy konstantni.

Féaze odumirani — konecna faze, udrzeni kultury jiz neni mozné, protoze doslo k vycerpani
zivin, poklesu pH, hromadéni metabolita (napf. CO2) a toxind. Je pozorovan prudky

exponencialni pokles poctu zivotaschopnych bunék [24][25].
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2.5 Diagnostika a charakterizace vlastnosti polymernich vrstev

2.5.1 Volna povrchova energie a smacivost

Faze je homogenni ¢ast soustavy oddelena od ostatnich fazi rozhranim, v némz se vlastnosti
meéni nespojite¢ — skokem. Ustavuji-li se rovnovahy mezi dvéma nebo vice fazemi, tj.
v heterogenni soustave, jde o fazové heterogenni rovnovahy. V soustavé mohou probihat
fazové premény - fyzikalni déje vyznacujici se diskontinuitni zménou nékteré vlastnosti
soustavy, k niz dochazi pfi presné definovanych hodnotach teploty a tlaku [26][27].

Volnou povrchovou energii (Jm?) latek miZeme definovat jako mnoZstvi prace W potiebné
pro vytvofeni nového povrchu o jednotkové plose AA. Ciselné i rozmérové je rovna
povrchovému napéti y (Nm™), které se vyuziva prevazné pii popisu kapalin (6):

W=y-AA (6)

V piipadé pevnych latek je nutno vzit do uvahy i vliv povrchového pnuti, kviali ¢emuz
stanoveni povrchové energie je komplikovanéjsi. Volna povrchova energie pevnych latek pak
muze byt popsana jako mira naruseni chemickych vazeb pfi vytvaieni nového povrchu [27].

Mimo mezifazového napéti a energie se pro popis fazovych rozhrani pouzivaji jesté dalsi
veli€iny. Prace potfebna na roztrzeni souvislého sloupce kapaliny o jednotkovém prafezu na
dvé cCasti tak, aby se v prostoru mezi nimi vytvorila para, se nazyva kohezni prace (Wy):

We=2yyg=2"y (7
kde yje povrchové napéti

Prace potfebna na odtrzeni kapalné a pevné faze a vytvoreni fazovych rozhrani kapalina-

para a pevna latka-para vztazena na jednotkovou plochu se nazyva adhezni prace (Wa):

W, = Yig T Vsg — Vsl (3
Rozdil mezi adhezni a kohezni praci je Harkinstiv rozestiraci koeficient (Sx) [28]:
Sp =Wy =W = Vsg = Vst —Vig ©)

Moznosti pfimého stanoveni povrchové energie pevnych latek jsou dost omezené a vétSina
z nich je pouzitelna pouze pro urcitou skupinu pevnych latek. Nejjednodussim zptisobem, jak
odhadnou povrchovou energie pevné latky je méfeni povrchové energie kapaliny.
K experimentalnimu stanoveni povrchové energie pevné latky je mozné pouzit metody
zalozené na méteni uhlu smaceni [26].

Pti umisténi kapky kapaliny na pevny povrch, existuje nékolik moznosti v chovani kapaliny,
napt. muze dojit k rozestirani, smaceni anebo k nesmaceni.

Pokud je mezifazova energie ys4 vetsi nez souCet y;4 + ¥4, kapalina se rozetfe po povrchu
pevné latky. Dochazi tak k aplnému smaceni pevné faze kapalinou.

Jestlize je naopak mezifazova energie ysgmensi nez souCet yi4 + ¥4, k rozestirani nedojde
a utvori kapalina na povrchu kapky. V rovnovaze je soucet vektori mezifazovych napéti
nulovy, z ¢ehoz lze odvodit vztah nazyvany Youngova rovnice (10):

Ysg = Vst T Yig " COS 0 (10)
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kde @ je thel smaceni, tedy uhel, ktery vytvori kapalna faze pii styku s povrchem. Podle
hodnoty tohoto uhlu rozeznavame Ctyfi piipady (Obrazek 8). Jestli uhel smaceny je ostry (6 <
90°), v tomto piipad¢€ kapalina dobfe smaci nebo jen smaci povrch tuhé latky. Povrchy dobie
smacené kapalinami jsou oznaCovany jako lyofilni. Pokud uhel bude tupy (6 > 90°), tak
kapalina nesmaci, popt. spatn€ smaci povrch tuhé latky. Povrchy spatné smacené kapalinami
jsou oznacCovany jako lyofobni. Ostatni dva ptfipady byly popsany minule, coz je dokonalé
smaceni neboli rozestirani, pii némz kontaktni uhel je nulovy a pfi uplném nesmaceni kontaktni

uhel se rovna 180° 1 povrch pevné latky zcela nesmaci a zaujima jisty tvar [26][28]

(a) =0° (b) 0° < < 90° (c)90° < §< 180° (a) &= 180°
Ve Y & . . / . ., el £ & . g
| e s & F Voo () ‘/,. Y. )1\ / ]
:_:_ ; = <t = ‘; — < - - -
- = s - o ] 5 TS .S - | -
— — - : — — - - -
= Vo -}- V. V. <1 YV, Vv _ Ve YV
= Iis T 1fo . 7 i s l/‘t+a' - . Az ' = its itg
i s it
dokonal¢é smaceni dobré smaceni §patn¢ smaceni dokonal¢ nesmaceni

(nesmacenti)

- Vsg — Vst
Y oungova rovnice Ysg =Vst Vg cosf| = cosf=—=——

t/!' g

Obrazek 8 Tuhé castice na rozhrani mezi dvéma fazemi [26]

2.52 Antibakterialni testy

Antibakterialni aktivita je nejdilezitéjsi charakteristikou lékarskych textilii, které se
pouzivaji k ochrané pfed mikroorganismy. Je obecnou definici pro vSechny latky, které
zabrartiuji rustu bakterii, mikrobialni kolonizaci a ni¢i mikroorganismy. Antibakterialni testy
jsou nezbytné pro prevence infekce a dalSich chorob, které jsou zpisobeny mikroorganismy
[29].

2521 Sterilita

Sterilita je nepfitomnost Zivotaschopnych mikroorganisma. Vyzaduje se predevs§im tam, kde

Test sterility se provadi dvéma zpusoby: pfimym ockovanim nebo membranovou filtraci.
Metoda membranové filtrace se pouziva ve vSech pfipadech, kdy povaha média a jeho
fyzikalné-chemické vlastnosti umoziuji jeho filtrovani pres membranové filtry.

Ke kontrole antimikrobialniho ucinku se pouzivaji stejné testovaci kmeny jako pfi
hodnoceni ristovych vlastnosti zivnych médii. Stanoveni antimikrobialniho ucinku se provadi

stejnymi metodami a za stejnych podminek jako testy sterility.
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Po prevedeni pozadovaného mnozstvi vzorku na filtr ptidava se do posledni ¢asti promyvaci
kapaliny kolem 100 CFU ("poCet jednotek tvoricich kolonie") testovacich kment
mikroorganisml.

Pro pfimé oCkovani se piipravi suspenze testovanych kmenu s kone¢nou koncentraci do 100
CFU na 1 ml. Zkouska se provadi s kazdym typem mikroorganismu. Pro kazdy testovaci kmen
se pouziva 4 zkumavky (nebo jiné sterilni pomucky) s 10 ml ptislusného kultivacniho média.
Do prvnich dvou zkumavek s kulturou mikroorganismu se pfida 1 ml testovaného vzorku a do
dalSich dvou zkumavek 1 ml rozpoustédla (pozitivni kontrola). Do vSech ¢tyt zkumavek se
pridava 1 ml odpovidajiciho testovaciho kmene.

Vysledky se porovnavaji mezi testovanymi kmeny mikroorganismi v experimentalnich
a kontrolnich vzorkach. Pokud je detekovany rust ve zkumavkach vizualné srovnatelny s
rastem v kontrolnich kulturach, které neobsahuji testovany vzorek, da se fict, ze 1éCivo za
testovacich podminek nema antimikrobialni ucinek. V tomto piipadé se test sterility provadi
standardnimi metodami. Pokud je u kontroly pozorovan riast testovaciho kmene, ale v
experimentu nedochazi k Zzadnému rustu, ztoho vychazi, Ze testovany vzorek ma

antimikrobialni uc¢inek, ktery by mél byt odstranén [30].

2.522 Biofilmy

Biofilmy jsou populace nebo spolecenstvi mikroorganismu (bakterie, houby, fasy) existujici
ve formé sliznic, které se tvoii na povrchu raznych substratd. V biofilmech jsou
mikroorganismy obvykle uzavieny v extracelularnich polysacharidech, které si samy
syntetizuji. Biofilmy lze najit na témér kazdém povrchu, ktery je dostate¢né navlhéeny.
U zivoc€icht se biofilmy z normalni mikroflory tvofi na povrchu kize, zubu, dychacich cest,
slizni¢ni vrstvy gastrointestinalniho a urogenitalniho traktu; hraji ochrannou roli, ale za urcitych
podminek se mohou stat faktorem patogenity. Biofilmy tvofi zdklad mnoha pretrvavajicich
a chronickych bakterialnich a mykobakterialnich infekei [31][32].

2.53 Infracervena spektroskopie (IR a FTIR)

Nejbéznéjsi metodou pro stanoveni chemického slozeni nadeponovanych tenkych vrstev je
infradervena (IC) spektroskopie. Je to kvalitativni metoda, ktera poskytuje velice piesnou
identifikaci izolované latky. Pomoci IR spektroskopie lze rychle a spolehlivé identifikovat
razné funkcni skupiny: karbonyl, hydroxyl, karboxyl, amid, amino, kyano atd.; stejné jako
rizné nenasycené fragmenty: dvojné a trojné vazby uhlik-uhlik, aromatické nebo
heteroaromatické systémy. Intra- a intermolekularni interakce, naptiklad tvorba vodikovych
vazeb, jsou studovany pomoci IR spektroskopie [33].

InfraCervena spektroskopie je vyuzivana pii analyze makroskopickych vzorku, jeji
podstatou je interakce mikrocastic (molekul) tvoricich tento makroskopicky vzorek

s infraCervenym zafenim. Metoda je zaloZena na absorpci infraerveného zareni pii prachodu
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vzorkem, pii které probéhnou zmény rotaéné vibraCnich energetickych stavi molekuly
v zavislosti na zménach dipolového momentu molekuly [33][34].

Pii prichodu infracerveného zateni latkou, dochazi k excitaci vibra¢nich pohybti molekul
nebo jejich jednotlivych fragmenti. V tomto piipadé je pozorovano oslabeni intenzity svétla
prochazejiciho vzorkem. K absorpci v§ak nedochazi v celém spektru dopadajiciho zafeni, ale
pouze na téch vlnovych délkach, jejichz energie odpovida energiim buzeni vibraci ve
studovanych molekulach. V disledku toho mohou vinové délky (nebo frekvence), pfi kterych
je pozorovana maximalni absorpce IR zareni, naznacovat ptitomnost ur€itych funkénich skupin
a dalSich fragmenta ve vzorcich molekul, coz je Siroce pouzivano v riznych oblastech chemie
pro stanoveni struktury sloucenin [35].

Infracervenou spektroskopii mizeme rozdé€lit na emisni, kde probiha vyzafeni fotonu,
a absorpcni, kde naopak probiha pohlceni fotonu. InfraCervenym zafenim rozumime
elektromagnetické zateni v rozsahu vino¢t 12 500 az 20 cm™ a vinovych délek 800 nm aZ 0,5
mm [34]. Nejpouzivanéjsi jednotkou v infracervené spektroskopii je vinocet, ktery je svazan
s vinovou délkou vztahem (11):

v=1/21 (11)

Vétsina vibracnich pfechodt v molekulach organickych sloucenin je realizovana v rozsahu
vlnovych délek od 2,5 do 25 um a vlnoétli 4000 az 400 cm™ !, [33][34].

Infracervend spektra latek se méfi ve stavu plynném, kapalném (resp. v roztocich) nebo
v pevném. K méfeni pouzivame vétSinou kyvet, zhotovenych z vhodného optického materialu,
ktery je propustny pro infraervené zateni [36].

Vysledné infraCervené spektrum je funkéni zavislosti energie, vétSinou vyjadiené
v procentech transmitance nebo jednotkach absorbance na vinové délce dopadajiciho zateni.
Transmitance (propustnost) je definovana jako pomér intenzity zafeni, které proslo vzorkem
(D), k intenzité zafeni vychazejiciho ze zdroje (Io). Absorbance je definovana jako dekadicky
logaritmus 1/T. Zavislost energie na vinové délce je logaritmickd, proto se pouziva vinocet,
ktery je definovan jako prevracena hodnota vinové délky a tedy uvedena zavislost energie na
vlnoc¢tu bude funkci linearni [37].

Infracervend spektrometrie vyuziva dva typy meéficich zafizeni — FTIR spektrometr
(infracerveny spektrometr s Fourierovou transformaci) a disperzni spektrometr. Pri
infraervené spektrometrii s Fourierovou transformaci (FTIR) se interferometricky ziskany
signal prevede matematickou operaci - Fourierovou transformaci - na infracervené spektrum.
U FTIR spektrometri radiaéni zdroj vyzafuje infraCervené zafeni, které dopada na
interferometr, kde je modulovano. Od interferometru toto zafeni prochazi pies vzorkovy prostor
na detektor. Zakladem FTIR spektrometru je napi. Michelsonav interferometr. Na Obrazek 9

je znazornén princip tohoto interferometru. [36][38].
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254 FElektronova mikroskopie (TEM a SEM)

Pro pozorovani struktury materialu nebo raznych bunék je mozné vyuzit elektronovou
mikroskopii. Elektronové mikroskopy pracuji s proudem elektronti ve vakuu.

Proud elektront je zafeni velmi malé vinové délky. Elektromagnetické pole vytvarené
elektromagnetickymi civkami slouzi jako ,,CoCka® pro zaostfovani elektronti. Vysledny obraz
elektronového mikroskopu je pozorovan na fluorescenni obrazovce a fotografovan.
Elektronové mikroskopy se déli na dva druhy: transmisni elektronovy mikroskop TEM

a rastrovaci (skenovaci) elektronovy mikroskop SEM (Obrazek 10).

Svételny mikroskop TEM SEM

A, _— zdroj svétla
kondenzorova

Cocka

objektivova
clona skanovaci civky
objektiv

intermedialni

Cocky
vzorek
projektivy
kulj ) . <
okulary fluorescencni zesilovat
oko stinitko vychylovaci

RozliSeni 200nm 0. 1nom 0. 5nm

ZvétSeni  ~X2000 X 50~ X1,500,000 X110~ 1,000,000

Obrazek 10 Schematické zndzornéni konstrukce svételného, SEM a TEM mikroskopii [41]

U rastrovaciho elektronového mikroskopu SEM na vzorek dopada tenky svazek elektront,
ktery dopada postupné na vSechna mista vzorku. Odrazeny (emitovany) paprsek se prevadi na
viditelny obraz. Elektrony svazku interaguji se vzorkovanym materialem a generuji razné typy
signala: sekundarni elektrony, zpétn€ odrazené elektrony, Augerovy elektrony, rentgenové
zateni a dalsi (Obrazek 11) [39]. Interakce mezi elektrony a atomy vzorku 1ze rozd¢lit na dvé
skupiny: nepruzné kolize (neelastické) a pruzné kolize (elastické). Rozdil spoc¢iva v tom, ze pri
nepruzné kolize dochazi k predavani energie primarnich elektroni atomim vzorku

a naslednému uvolnéni sekundarich a Augurovych elektront, a takze RTG zateni [40].
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Obrazek 11 Dopad primdrniho elektronového svazku na vzorek a vznik ruznych signdli

[44]

Konstrukce rastrovaciho elektronového mikroskopu SEM umoziuje ziskat informace
o povrchové struktufe pomoci zpétn€ odrazenych elektroni (BSE) anebo sekundarnich
elektrond (SE). Kontrast sekundarnich elektrond je urCen povrchovym reliéfem a odrazené
Castice obsahuji informace o distribuci elektronové hustoty. Existuji taky tzv. augerové
elektrony, které jsou vyrazeny z materialu a zjisténim jejich energie lze provadét prvkovou
(kvalitativni) analyzu. Na obrazku budou oblasti prvkd s vy$§imi atomovymi Cisly vypadat
mnohem jasnéji [39].

Transmisni mikroskopie se provadi pomoci transmisnich elektronovych mikroskopti (TEM),
ve kterych skrz tenkovrstvy vzorek prochazi paprsek zrychlenych elektronti s energii 50-
200 keV. Elektrony vstupuji do systému magnetickych cocek, které na luminiscencni
obrazovce vytvareji obraz vnitini struktury objektu. Rozptylené elektrony jsou zadrzovany
membranami, jejichz prumér do znacné miry urCuje kontrast obrazu. Pfi studiu objektt
s velkym rozptylem jejich obrazy jsou v tmavém poli mnohem informativné;jsi.

Rozliseni a informacni obsah obrazii TEM jsou do zna¢né miry urCeny charakteristikami
objektu a zpusobem jeho pfipravy. Pii zkoumani tenkych vrstev, fezi polymernich materiala
a biologickych tkani se kontrast zvySuje umérné s jejich tloustkou, ale zaroven se snizuje
rozliSeni. Proto se pouzivaji velmi tenké (cca 0,01 um) filmy a fezy, u kterych se zvySuje
kontrast pii zpracovani se slou¢eninami té€zkych kovt (Os, U, Pb atd.), selektivné interagujicich
se slozkami mikrostruktury (chemické kontrastni latky). Ultratenké fezy polymernich materialt
(10 az 100 nm) se ziskavaji pomoci ultramikrotoma, kromé toho porézni a vlaknité materialy
se predem impregnuji a pak se pfidavaji do epoxidovych sloucenin.

Kovy jsou zkoumany ve formé ultratenké folie ziskané chemickym nebo iontovym

leptanim. Ke studiu tvaru a velikosti mikrocastic (mikrokrystalt, aerosolt, vird, makromolekul)
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oni se aplikuji ve form€ suspenzi nebo aerosoli na substraty vyrobené z formvar
(polyvinylformal) nebo amorfniho C, propustného pro elektronovy paprsek a kontrastované
stinovani nebo negativni kontrast

Struktura geld, suspenzi, emulzi a biologickych tkani s vysokym obsahem vody muze byt
zkoumana metodami kryoreplikace: vzorky jsou podrobeny ultrarychlému zmrazeni a pak jsou
umistény do vakuové jednotky, kde je vzorek rozdélen a amorfni C i stinovaci kovovy film se
nanasi na povrch cerstvého Stépeného kousku. Vyslednd replika, opakujici se mikroreliéf
povrchu §tépeni, je analyzovana v TEM. Byly také vyvinuty metody, které umoziiuji vytvaret
ultratenké fezy zmrazenych objektt a prenaset je bez rozmrazovani v TEM na kryostolek, ktery
udrzuje teplotu objektu béhem pozorovani na -150 ° C (kryoultratomie a kryomikroskopie).

TEM také poskytuje difrakéni obrazy (elektronové difrakéni obrazy), které umoziiuji
stanoveni krystalové struktury objekti a presné meéfit parametry krystalovych mifizek.
V kombinaci s pozorovanim krystalovych miizek v TEM s vysokym rozliSenim je tato metoda

jednim z hlavnich nastroja pro studium ultratenké struktury pevné latky. [42][43].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Depozi¢ni aparatura

Experimentalni ¢ast této diplomové prace se vénuje depozici hydrofilnich tenkych vrstev
v povrchovém dielektrickém bariérovém vyboji. Experimenty byly provedeny na Ustavu
fyzikalni elektroniky Piirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity.

Schématické zndzornéni aparatury je predstaveno na Obrazek 12. Depozicni aparatura se
sklada z reaktoru, generatoru vysokého stfidavého napéti a nadob s reakéni smési plyna. V
reaktoru probiha depozice tenkych vrstev na substratu z reakCni smési plynd pomoci
generovaného povrchového dielektrického bariérového vyboje. Jako substrat bylo zvoleno
sodnovapenaté sklo ve tvaru desticek o velikosti 15%10 cm a o tloustce 1,2 mm. Sklenény
substrat byl pred depozici oCistén ve smeési cyklohexanu a isopropylalkoholu (1:1) a dikladné
vysusen. Reak¢ni smés plynu je tvorena dusikem a propan-butanem (smés obsahovala 84 %
propanu, 15 % butanu a 1 % uhlovodiki C2 a C5), jejich koncentrace byla nastavena

objemovymi pratokoméry.

| Wattmetr

[
Generator

Pritokomér
Pritokomeér

2

Obrazek 12 Schéma pouzité depozicni aparatury

Dal$i obrazek znazoriiuje vnitini usporadani depozi¢niho reaktoru (Obrazek 13). V reaktoru

se nachazi elektrodovy systémem v povrchovém usporadani dielektrického bariérového vyboje.
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Obrazek 13 Schématické zndzornéni uspordadani elektrod a bocniho priifezu reaktoru

Elektrodovy systém se sklada z 11 povrchovych elektrod valcového tvaru (Obrazek 14) z
mosazi o délce 10.4 cm a primérem 1 cm, mezi kterymi jsou mezery o Sifce 2 mm. Na jedné
strané dielektrické vrstvy se nachazi 11 povrchovych elektrod, na opacné strané je plosna
uzemnéna elektroda. Dielektrikum je predstaveno slidovym epoxidem, omezujici elektricky
proud v prostoru mezi elektrodami. Mezi elektrodami a dielektrikem byl vlozen substrat, na
kterém byly deponovany vrstvy. Uzemnéna elektroda je spojena s vodni chladici aparaturou,
ve které protéka voda o teploté cca 20°C. Chlazeni spodni elektrody je nutné, aby nedochazelo
k prehiati deponovanych vrstev a tim i1 ke zni¢eni vzniklych vazeb a ztratam pozadovanych

vlastnosti.

Obrazek 14 PouZzity élektrodovym systémem v povrchovém uspordadani
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Depozice hydrofilnich vrstev probihala ve smési plynid pifi koncentraci dusiku 6,5 1/s
a koncentraci propan-butanu 0,0025; 0,0045; 0,0065; 0,0085; 0,0105; 0,0125 1/s. Deponovani
vrstev bylo provedeno 5 krat s intervalem 1 minuta pro kazdy pratok. Vykon vyl nastaven na
150 W pro kazdé méfeni.

3.2 SEE system

SEE System (Surface Energy Evaluation System) (Obrazek 15) je pfenosny pfistroj
navrzeny pro jednoduché meéteni kontaktniho thlu a ur€ovani povrchové energie. Pro méteni
kontaktniho uhlu byly zvoleny tfi vhodné kapaliny: voda, ethylenglykol a dijodmethan. Na
kazdy vzorek byly opatrné naneseny kapky testovanych kapalin pomoci automatické pipety o
objemu 1 pl. Pro kazdou vrstvu bylo provedeno minimaln€ 10 méfeni s kazdou kapalinou.
Kapky kapalin byly vyfoceny pomoci kamery s vysokym rozliSenim a nasledné byla spocitana
celkova povrchovéa energie pomoci Softwaru SEE systému.

o - 1
o
.il? 2

Obrazek 15 Snimek pouzviiého SEE systému
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4 VYSLEDKY

4.1 Diagnostika vyboje pomoci optické emisni spektroskopie

Opticka emisni spektroskopie je bézné uzivana metoda pro diagnostiku vyboju. Je zaloZena
na registrovani fotonti vzniklych ptechody valencnich elektronti z vysSich energetickych stavii
na stavy niz$i. Pfi OES se méfi zafeni emitované atomy nebo ionty v excitovaném stavu, které
vznika jejich zafivou deexcitaci. Emisni spektrum ma carovy charakter, tzn., ze pfi piislusnych
vlnovych délkach zaznamenavame spektralni ¢ary odpovidajici jednotlivym prechodim [45].

Pii méfeni byly vyuzity 3 spektrometry AVANTES AvaSpec ULS3648TEC-USB2. Prvni
je prehledovy spektrometr v rozsahu 200-1100 nm s pevnou Stérbinou 25 pum. Teoretické
rozliSeni je pfiblizné 1,1 nm. Druhy je UV spektrometr v rozsahu 295-395 nm s pevnou
Sté€rbinou 10 um a teoretickym rozliSenim 0,1 nm. Tteti je NIR spektrometr v rozsahu 740-924
nm s pevnou §té€rbinou 25 pm.

Vzhledem ke konfiguraci vyboje a umisténi ve sklenéném reaktoru byla spektra sniméana ze
dvou raznych mist. Byla zvolena poloha optického vlakna shora a z bo¢ni ¢asti reaktoru. Ve
spektrech snimanych v horni casti byl patrny utlum v oblasti UV z dGvodu snimani pres
sklenénou sténu reaktoru. Spektra byla zpracovana pomoci programu Matlab, bylo odecteno
pozadi s nasledujici opravou na citlivost spektrometru a propustnost sklenéné desky na SDBD
reaktoru.

Meéfeni shora bylo provedeno stejnym zptisobem jako méfeni z bo¢ni Casti na vSech tiech
spektrometrech. Na Obrazek 16 je mozné vidét nejvetsi molekulovy pas (cca 340 nm), ktery
odpovida kyano- skupiné (CN). Kromé toho obrazek znazorfiuje, jak se méni intenzita signalu
produktt v zavislosti na koncentraci pusténého propan-butanu, tj. se zvySujici se koncentraci
vyrazné klesd namétend intenzita Pro ziejméj§i znazornéni rozdilu ve spektrech mezi pasy,
byla base line u Cistého dusiku a dalsi pasy propan-butanu o riznych koncentracich posunuty
v kazdém spektru, viz Obrazek 16,0brazek 17,0brazek 18.

Na Obrazek 17 jsou znazornény piky energetickych pfechodi mezi hladinami u dusiku.
Nejintenzivnéjsi a dominantni pas patfi k druhému pozitivnimu systému (SPS) dusiku, ktery je
vidét v rozmezi vinovych délek 330-340 nm a odpovida piechodu 0-0. Pti vinové délce 360 nm
se vyskytuje dalsi pfechod mezi energetickymi stavy molekuly tzv. prvni pozitivni systém
dusiku (FPS), ktery je mnohem slabsi nez druhy pozitivni systém, odpovidajici prechodu 0-1.
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Na Obrazek 18 je vidét dalsi molekulovy pas, ktery odpovida tripletu kysliku na 777 nm.
Kyslikovy triplet byl detekovan pouze pii méfeni z bo¢ni strany. Vznik tripletu se da vysvétlit
tim, ze méfeni probihalo za konstantni teploty a tlaku a mohlo dochazet ke kontaminaci

reak¢niho a nosného plynu okolnim vzduchem, ktery do aparatury vnikal pravé z bo¢ni strany.
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Obrazek 18 Zavislost intenzity signdlu na vinové délce pri SIDE méreni v blizké infracervené
oblasti

Ve spolupraci s kolegy z Masarykovy univerzity (dr. Jan Cech) byla ze spekter spo&tena
rotaCni a vibrani teplota energetickych prechodi. Obé teploty byly spoéteny z dusikovych
past. Pro vyhodnoceni dat byly pouzity programy masiveOES a Spectrum Analyzer [46].
Vibracni teplota byla konstantni pro rizné prutoky propan-butanu, ale liSila se v zavislosti na
poloze optického vlakna pfi snimani spekter. Pfi métfeni shora teplota ¢inila kolem 1800 K a pfi
meéfeni z boku kolem 3100 K. Rotac¢ni teplota byla také konstantni pro rizné prutoky propan-
butanu, jeji hodnota pfi méfeni shora byla pfiblizné¢ 340 K a zboku 450 K. Ze ziskanych
vysledki je vidét, ze byl substrat béhem deponovani ohifivan, a proto je nutné, pro udrzeni

konstantni teploty, pouziti chladiciho vodniho okruhu.
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42 Stanoveni kontaktniho thlu

Volna povrchova energie byla stanovovana na zakladé méfeni kontaktniho uhlu testovanych
kapalin na povrchu superhydrofilnich vrstev a substratu. Méfeni se provadélo pomoci pfistroje
SEE systém popsaném v kapitole 3.2. V Tabulce 1 jsou uvedeny kontaktni thly kapalin a volné
povrchové energie jednotlivych vrstev. Na Obrazek 19 je snimek kapky dijodmethanu na

substratu, ktery byl vyfocen kamerou pfistroje SEE Systém.

Obrazek 19 Snimek kapky dijodmethanu na povrchu substrdtu cistého skla

Celkova volna povrchova energie superhydrofilnich vrstev se vyrazné zvétsila ve srovnani
s povrchovou energii Cistého skla. Konecna hodnota energie se sklada z hodnot Lifshitz-Van
der Waalsovy interakce (LW) a acidobazické interakce (AB). LW interakce jsou
nekovalentniho a neelektrostatického charakteru mezi molekulami a maji sviyj pivod v interakci
nahodné uspotradanych dipol. Acidobazické interakce popisuji interakce mezi biopolymery a
nizkoenergetickymi povrchy a vychéazi z Lewisovy teorie zobecnénych kyselin (elektronovych
akceptort) a zasad (elektronovych donorti) [47]. Z naméfenych kontaktnich thla je vidét, ze

vSechny vrstvy jsou superhydrofilni s nejistotou cca 15%, takze u kazdé znich se snizil
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kontaktni uhel a zvysila se povrchova energie. Kontaktni thel testovaci kapaliny vody je mensi

nez 10° a volna povrchova energie se pohybuje kolem 41,60 az 59,24 mJ/m?.

Tabulka 1 Kontaktni uhly testovanych kapalin a volné povrchové energie deponovanych
vrstev

koncentrace kontaktni thel [°] volna povrchova energie [mJ/m? |
propan- voda dijodomethan ethylenglykol celkova gL W gAB
butanu [1/s]

Cisté sklo | 28,64 53,45 30,45 33,52 32,33 1,19
0,025 11,78 4479 13,94 3931 37.12 2.18
0,045 10,49 30,41 11,35 55,02 44,05 10,97
0,065 7,90 25,22 8,58 59.24 46,07 13,17
0,085 10,02 42,70 12,27 41,60 38,23 3,38
0,105 8,73 40,24 15,01 46,22 39,49 6,73
0,125 9,79 35,27 23,58 58.01 41,90 16,10
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43 Stanoveni elementarniho sloZzeni na povrchu vrstev pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie

K zjisténi elementarniho slozeni a morfologickych vlastnosti pfipravenych vrstev byl pouzit
skenovaci elektronovy mikroskop MIRA3 TESCAN. M¢fteni bylo provedeno na Masarykoveé
univerzité dr. Janou Jurmanovou. Pomoci mikroskopu byly znazorény povrchy vzorka o
nekolika vybranych koncentracich a nasledné byly vyfoceny. Na obr. 20 je vidét, ze povrch

neni homogenni a odpovida polymerni vrstve.

Obrazek 20 Snimek polymerniho povrchu vrstvy pri zvétSeni 2 a 5 um
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Kromé toho byla zméfena tloustka polymerni vrstvy na zlomu vrstvy. Tloustka vrstvy Cinila
cca 106,45 nm (viz obrazek 21). Tato metoda stanoveni tloustky vrstvy vSak neni pfili§ presna,
protoze pii poSkrabani vrstvy mohlo dojit k jeji deformaci.

Dale pomoci detek¢niho systému bylo stanoveno elementarni slozeni povrcht vrstev.
Detekeni systém je predstaven EDS detektorem, ktery umoznuje provést elementarni analyzu
na zakladé analyzy emise energie rentgenového spektra. Pomoci paprsku elektront jsou atomy
zkoumaného vzorku excitovany a vyzafuji rentgenové paprsky charakteristické pro kazdy

chemicky prvek.

Obrazek 21 Snimek deponované polymerni vrstvy

V tabulce 2 je predstaveno elementarni slozeni vrstev pii riznych koncentracich propan-

butanu.
Tabulka 2 Elementarni slozeni povrchu vrstev v zavislosti na koncentraci reakcniho plynu

prvek (%) koncentrace propan-butanu [1/s]
0,045 0,065 0,085
294 32,0 33,3
487 53,5 61,1
22.0 145 5.9




Procentualni obsah dusiku a uhliku se zvySuje s koncentraci reak¢éniho plynu propan-butanu.
Naproti tomu mnozstvi kysliku klesa pfi zvySovani koncentrace. D4 se to objasnit tvorbou
novych funkénich skupin na povrchu pfi predani koncentrovangjsiho plynu, napriklad zvétveni
poctu kyano- skupin (CN).

44 Testy biokompatibilty

Testy biokompatibility byly provedeny na Pfirodovédecké fakulté Masarykovy univerzity
ve spolupraci s dr. Jifinou Medalovou. Testy byly provedeny in vitro za pouzitim krysich bun¢k
hladkého svalstva cév VSMC (Vascular smooth muscle cells), které byly kultivovany
v médiu DMEM (Dulbecovo modifikované Eaglovo médium; Dulbeco’s modified Eagle’s
medium, High glucose, Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Cisty
substrat a vzorky s nadeponovanymi vrstvami byly rozfezany a vlozeny do jamek pro kultivaci
bunék. Pro kazdy vzorek a substrat byly vyhrazeny 3 jamky. Pro experimenty byly buriky
naockovany v koncentraci 2 x10° buné&k na jednu jamku se vzorkem. Dal bylo pfidano 0,5 ml

zivného media do kazdé jamky.

Obrazek 22 Snimek c) nedeponované vrstvy pri koncentraci 0,085 I/s propan butanu, b)
cistého substratu s kultivovanymi na nich burikami VSMC a a) rozhrdni mezi nimi
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Kultivace bunék probihala za stalych podminek v inkubatoru (teplota 37 C, 5% CO2a 95 %
vlhkost) v kultivaénim mediu po dobu 72 hodin. Po kultivaci byly jamky se vzorky prosviceny
a vyfoceny inverznim svételnym mikroskopem firmy Olympus (obr. 22).

Dal byla provedena metoda stanoveni relativniho mnozstvi ATP pro ureni bunécné viability
(zivotaschopnosti). Metoda je zalozena na chemiluminiscenci ATP z lyzatu bunék
kultivovanych na modifikovanych povrsich. Byly proméfeny dvé sady vzorku pro porovnani
poctu nakultivovanych bunék. V prvnim piipadé bylo stanoveno mnozstvi bunék narostlych
pfimo na modifikovaném povrchu tj. na substratu s vrstvou a v druhém byl spocCitan pocet bunék
v jamkach kolem substratu.

Na zacatku méteni bylo kultivaéni medium odséto a substrat s vrstvami pfenesen do novych
jamek. Dal jamky se sklicky a jamky s kultivovanymi butikami na dné byly oplachnuty PBS
(phosphate-buffered saline) a poté do kazdé jamky bylo ptfidano 200 ul lyza¢niho pufru Somatic
cell ATP releasing reagent (Sigma Aldrich) a na 10 minut byly nechény na tfepacce. Po 10
minutach bylo odebryno 20 ul lyzatu a toto mnozstvi pak bylo smichano s 20 ul roztoku ATP
mix (191013 Cot,  BioThema, Handen, Svédsko), ktery obsahoval smé&s luciferazy s
luciferinem. Aby nedoSlo k rozpadu aktivnich slou¢enin v reak¢nich roztocich, vzorky byly co
nejrychleji proméfeny na luminometru LMT 01 (Immunotech, Monrovia, USA) a pomoci

programu Microwin 2000 byl stanoven pocet zivych bunégk.

M na substratu  Mv jamkach

0,045 0,065 0,085 0,125

1.5

1
0.5
0

K

Obrazek 23 Relativni mnozZstvi ATP v burikach kultivovanych na substrdtu s vrstvami pri
ruzné koncentraci propan butanu a bez substrdtu-skla

Relativni mnozstvi ATP

Vysledky méfeni jsou uvedeny na obr. 23. Na obrazku je porovnani relativniho poctu bunék,
ktery byl stanoven podilem k ptivodnimu poctu bunék - hodnota 1, neboli 100 %. Z grafu je
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patrné, ze vzorky s koncentraci propan butanu 0,045 a 0,065 1/s nepodporuji proliferaci bunek
a naopak ji zastavuji a chovaji se jako toxické pro buiiky. Dané vysledky jsou neocekavané a
daji se mimo jiné objasnit napi. mechanickym poskozenim nadeponovanych vrstev. Namérené
hodnoty v jamkach bez substratu jsou ve vSech ptipadech vetsi nez nemétfené hodnoty s nim.
Z grafu je také patrné, ze se zvySujici se koncentraci propan butanu se zvySuje relativni
mnozstvi ATP bunék. Dalo by se fict, ze vrstvy nedeponované pii koncentrace 0,125 1/s propan-

butanu podporuji zivotaschopnost bunék.

4.5 Antibakterialni testy

Antibakterialni testy s bakterialni kulturou Staphyloccocus epidermidis (CCM 4418) byly
provedeny dr. Petrou Matouskovou na Ustavu chemie potravin a biotechnologii Fakulty
chemické Vysokého ugeni technického v Brn&. Dan4 kultura byla poskytnuta z Ceské sbirky

mikroorganismii (CCM — Czech Collection of Microorganisms) se sidlem v Brné. Tento
mikroorganismus se vyskytuje na povrchu kize a sliznic jakéhokoli zdravého Cloveéka a
nezpusobuje zadné poskozeni zdravi. Pokud vsak tato bakterie pronikne do krve Cloveka s
oslabenym imunitnim systémem, anebo pii pouziti nespravné zpracovanych nastroju, katétra
behem operace, dojde k otraveé krve, coz vede k zanétu vnitini vystelky srdce [49].

Pred kultivovanim vzorky vrstev nadeponovanych pfi riznych koncentracich reakéniho
plynu byly promyty jednou a pak dva krat sterilni vodou Milli-Q pro zajisténi stability vrstev.

Bakterialni kultura S. epidermidis byla kultivovana v tekutém mediu BHI (Brain Heart
Infusion Brothinfuze, HiMedia, Mumbai, Indie), jehoz zakladem je infuze srde¢ni a mozkové
tkané. Péstovani probihalo za standartnich podminek pfi kultivacni teploté 37 °C a béhem 24
hodin. Dél bakterialni kultura byla ziedéna novym sterilnim médiem na 1x10® CFU/ml na
zakladeé zakalu (NanoPhotometerTMP300, Implen, Mnichov, Némecko).

Nasledné byla ke kazdému vzorku pfidana suspenze Staphyloccocus epidermidis o objemu
0,5 ml. Bakterie byly na povrchu vrstev inkubovany po dobu 24 hodin, aby se umoznila tvorba
biofilmi. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci optické mikroskopie (Intraco Micro LM 666 PC
se softwarem Dino-Capture 2.0, Tachlovice, Cesk4 republika).

Na obrazku 24 jsou predstaveny snimky nadeponovanych vrstev s kultivovanymi na nich
bakterii Staphyloccocus epidermidis. Z obrazku je patrné, ze pii rostouci koncentraci rekéniho
plynu propan-butanu, zvySuje se i pocet bun€k bakterii na vrstvach. Vychazi to z toho, ze pfi
zvySeni koncentrace plynu se zvysi hydrofilita vrstev na substratu, jak bylo zjisténo pfi métreni
kontaktniho uhlu. Kromé toho bakterie nebyly schopny tvofit biofilm a vyskytovaly se

jednotliveé nebo tvorily malé kolonie.
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Obrazek 24 Snimky nadeponovanych vrstev pri pouZiti riznych koncentraci (I/s) propan-
butanu s bakteridlni kulturou S.epidermidis a)0,025 b) 0,045 ¢)0,065 d)0,085 ¢)0,105 £)0,125

Pred samotnym antibakterialnim testem vzorky byly jednou a pak dvakrat oplachnuty
destilovanou vodou. Kazdy vzorek pred a po oplachnuti byl vyfocen minimélné 12 krat pro
stanoveni piesnéjSiho poctu bunék na vrstvach. Piehledovy rozdil mezi vrstvami je uveden na
obrazku 25, kde jsou jako ptiklad ukazany snimky vrstev nadeponovanych pfi koncentraci
0,085 1/s propan-butanu.

Z obrazku je vidét, ze se pii kazdém oplachnuti vrstev zvySuje pocet bakterialnich bunék.

Da se to objasnit tim, ze vrstvy jsou hydrofilni a tim padem podporuji riist bunek.
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Obrazek 25 Snimky vrstev pred a po oplachnutim destilovanou vodou a) bez oplachnuti b)
po jednom oplachnuti c) po dvou oplachnuti

Na zakladé udé€lanych snimkt nadeponovanych vrstev, byl sestrojen graf zavislosti mnozstvi
nakultivovanych bakterii na koncentraci pouzitého propan butanu béhem depozice (obr 26).
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Obrazek 26 Procentudlni mnoZstvi bunék S. epidermidis kultivovanych na povrsich vzorkii
nadeponovanych pri riznych koncentraci propan butanu
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Priblizné procentualni zastoupeni bakterie na povrchu je mozné vidét na obr. 26. a dané
vysledky byly ziskany pomoci vSech pofizenych snimkt povrcht substratu s bakterii. Z grafu
je patrné, ze pii zvySeni koncentrace propan-butanu stoupa i pocet bakterii na povrchu vrstev.
Krom¢ toho vrstvy s koncentraci propan-butanu 0,085; 0,105 a 0,125 1/s vyrazné podporu;ji rast
bunek. Jak uz bylo zjisténo u provedenych testti na biokompatibilitu vrstvy s koncentraci 0,045

a 0,005 I/s jsou cytotoxické pro buriky.

46 FTIR

Mgieni bylo provedeno Mgr. Hanou Dvorakovou, dr. Janem Cechem na Masarykové
univerzité. Vysledky byly opublikovany v ¢lanku Fast Surface Hydrophilization via
Atmospheric Pressure Plasma Polymerization for Biological and Technical Applications
v Casopisu Polymers [48].

Deponovani vrstev probihalo na stejné aparatuie za stejnych podminek. Rozdil spociva
v tom, ze koncentrace rek¢éniho plynu byla jina a €inila 0,004, 0,008, 0,0120 1/s. Takze doba
depozice byla kratsi a trvala kolem 15 vtefin. Jako substrat byl pouzit polypropylen (PP)
s plochou povrchu 25 x 95 mm?. Pied zpracovanim substrat byl promyt isopropylalkoholem a
dikladné vysusen béhem 72 hodin pii pokojové teploté. Méfeni FTIR bylo provedeno na ¢istém
substratu a na substratu se vzorkem.

Infracervené spektrum bylo ziskano spektrometrem FTIR Tensor 27 vybavenym jednim
odrazovym diamantem Platinum ATR (Bruker Optics, Ettlingen, Némecko) a je ukdzano na
obr. 26.
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Obrazek 27 Infracervené spektrum Cistého substratu a nadeponovanych vrstev pri
koncentraci propan-butanu 0,004, 0,008 a 0,012 I/s [47]
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V infracerveném spektru nadeponovanych vrstev byly nalezeny dal§i dva spektralni pasy.
Prvni z nich, mezi cca 3 500 a 3 000 cm™, souvisi s hydroxylovymi skupinami karboxylovych
kyselin a N-H skupinou aminti & amid. Druhy pas, mezi 1730 a 1650 cm™!, odrazi p¥itomnost
karbonylové skupiny aldehydu, ketont, karboxylovych kyselin a amidd, konjugovanych
karbonylil a imin. Karbonylové skupiny jsou Casto pozorovany v infraCerveném spektru

polypropylenu upraveného ve vzduchové plazmeé nebo v metan/kyslik plazmé [47].
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5 ZAVER

Hlavnim cilem této prace byla pfiprava vrstev metodou plazmové polymerace a jejich
charakterizace. Vrstvy by mély vykazovat zvySenou hydrofilitu, biokompatibilitu a podporovat
rast bakterialnich bunék.

Pfi depozici jako substrat bylo zvoleno Cisté sklo a polymerizace probihala ve
smési reakcniho plynu propan-butanu a dusiku. Depozice probihala za atmosférického tlaku a
pii konstantni teploté. Kromé toho byly nastaveny urcité koncentracni prutoky propan butanu
pro kazdé méfeni. Nez byly charakterizovany nadeponované vrstvy byla provedena diagnostika
vyboje pomoci optické emisni spektroskopie. Ve spolupraci s kolegy z Masarykovy univerzity
(dr. Jan Cech) byla spo¢itana vibra&né rotadni teplota pfechodi a z vyslednych spekter odedteny
nejdulezitéjsi molekulové pasy. Méfeni bylo provedeno dvéma zplisoby na zaklad€ polohy
optického vlakna z hora a z boku. NejvétSimu molekulovému pasu (cca 340 nm) odpovida
kyano- skupina (CN), dalsi dilezity molekulovy pas (cca 777 nm) patii k tripletu kysliku, ktery
byl detekovan pouze z boc¢ni strany. Nejintenzivnéj$i a dominantni pas patfi k druhému
pozitivnimu systému (SPS) dusiku, ktery je vidét v rozmezi vinovych délek 330-340 nm.

Nasledné¢ byly charakterizovany pfipravené vrstvy pomoci fyzikalné-chemickych
diagnostik. Prvni diagnostikou bylo stanoveni volné povrchové energie na zakladé méfeni
kontaktnich uhli kapalin s riznou viskozitou. Bylo prokazano, ze kazda pfipravena vrstva byla
hydrofilni pfipadné superhydrofilni. Dalsim ukolem bylo stanoveni elementarniho slozeni
povrchu vrstev pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM). Méteni bylo provedeno na
Masarykove univerzité dr. Janou Jurmanovou. Nejvétsi procentualni zastoupeni bylo u uhliku
(cca 50 %), pak u dusiku (cca 30 %), 1 nakonec u kysliku (cca 12 %). Procentualni obsah dusiku
a uhliku se zvySuje s koncentraci reakéniho plynu propan-butanu. Naproti tomu mnozstvi
kysliku klesa pfi zvySovani koncentrace. TlouStka polymerni vrstvy €inila cca 106,45 nm.

Dal byly provedeny biologické testy na biokompatibilitu a antibakterialni vlastnosti. Testy
biokompatibility byly provedeny na Pfirodovédecké fakult¢ Masarykovy univerzity ve
spolupraci s dr. Jifinou Medalovou. Testy byly provedeny in vitro za pouzitim krysich bun¢k
hladkého svalstva cév VSMC. Pro urceni bunééné viability (zivotaschopnosti) byla provedena
metoda stanoveni relativniho mnozstvi. Vysledky tohoto testu nejsou jednoznacné, protoze
vrstvy nadeponované pii koncentraci propan-butanu 0,045 a 0,065 1/s jsou spis toxické a proto
nepodporuji proliferace bunék, ale naopak jej zastavuji. Ostatni vzorky podporovaly
zivotaschopnost bunék a nejlepsi vysledek byl u koncentrace 0,125 1/s, kde viabilita Cinila
kolem 120 %. Antibakterialni testy s bakterialni kulturou Staphyloccocus epidermidis (CCM
4418) byly provedeny dr. Petrou Matouskovou na Ustavu chemie potravin a biotechnologii
Fakulty chemické Vysokého uceni technického v Brné. Nekteré vysledky byly, stejné jako u
testu na biokompatibilitu, neoCekavané, protoze vrstvy s mensi koncentraci zase vykazovaly
toxické vlastnosti. Naproti tomu vrstvy nadeponované pii vyss§i koncentraci propan butanu
0,085; 0,105 a 0,125 1/s podporovaly rast bakterii coz bylo cilem daného testu.
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Dalsi diagnostika byla provedena pomoci FTIR Mgr. Hanou Dvotakovou, dr. Janem
Cechem na Masarykové univerzité. Vysledky byly publikovany v &lanku Fast Surface
Hydrophilization via Atmospheric Pressure Plasma Polymerization for Biological and
Technical Applications v Casopisu Polymers. V infracerveném spektru nadeponovanych vrstev
byl nalezen spektralni pas (cca cca 3 500 a 3 000 cm™ ) souvisejici s hydroxylovymi skupinami
karboxylovych kyselin a N-H skupinou amint ¢i amida a takze druhy pas, mezi 1730 a 1650
cm™, odrazi piitomnost karbonylové skupiny aldehydd, ketonii, karboxylovych kyselin a
amidd, konjugovanych karbonyl a imint [48].

Na zavér bych chtéla fict, ze cile diplomové prace byly splnény a vysledky jsou nové a
neoCekavané. Dane téma je velice zajimavé a dulezité, proto bych chtéla pokraCovat ve

zkoumani dané problematiky i dale.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Uv
DBD
Hz
CDBD
SDBD

PECVD
°C

eV

um

ns
VDBD

ultrafialové zareni

dielektricky bariérovy vyboj

hertz

koplanarni bariérovy vyboj

povrchovy dielektricky bariérovy vyboj
kelvin

Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition
stupen Celsia

elektronvolt

mikrometr

nanosekunda

objemovy bariérovy vyboj
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