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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva testovanim a upravami environmentalni komory pro
mikroskop atomarnich sil NTegra Prima a implementaci dutych sond FluidFM do tohoto
mikroskopu. Funkéni implementace dutych sond do NTegra Prima spolu s moznosti fidit okolni
atmosféru umozni provadét nanolitografické experimenty s danou sestavou.

Nejprve je zmapovan vyvoj dutych sond a systému FluidFM. Jsou zminény jejich
vlastnosti a uplatnéni. V dalsi ¢asti je pfedstavena pouzita AFM sestava a environmentalni
komora. Je popsano testovani komory a navrzené a realizované Upravy této komory. Byla
uspésné zajisténa plna funkénost environmentalni komory. Dale jsou uvedeny a zhodnoceny
vysledky méteni v nizkém vakuu. Na zavér je prezentovana uspesna implementace duté sondy
do mikroskopu a vysledky méfeni topografie touto sondou. Vysledky tohoto méfeni dutou
sondou jsou porovnany s méfenim sondou normalni.

Kli¢ova slova

Mikroskopie atomarnich sil, fluidni silovy mikroskopie, FluidFM, duté sondy,
environmentalni komora, NTegra Prima, vakuum

ABSTRACT

This bachelor’s thesis is about testing and improving the environmental chamber for
atomic force microscope NTegra Prime and implementing hollow probes FluidFM to this
microscope. A functional implementation of hollow probes to NTegra Prima together with the
ability to control the atmosphere allows us to carry out nanolithography experiments with this
setup.

At first, the development of hollow probes and the system FluidFM is mentioned together
with properties and applications. In next chapter, the AFM setup and environmental chamber
is introduced. Testing of the chamber is described and enhancements presented. Next, the
results of measurements in vacuum are mentioned. At the end, the implementation of hollow
probes together with measurements are presented. These results are compares with
measurement results with normal probe.

Key words

Atomic force microscopy, fluidic force microscopy, FluidFM, hollow probes,
environmental chamber, NTegra Prima, vacuum
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UvVOD

Duté neboli mikrofluidni méftici sondy pro mikroskopii atomarnich sil pfedstavuji dalsi
pokrok v této neustale se rozvijejici oblasti mikroskopie. Mikroskopie atomarnich sil neboli
AFM jiz existuje vice jak tfetinu stoleti [1] a za tu dobu se stala standardem pii zkoumani
topografie a vlastnosti povrchii. Mikrofluidni sondy obsahuji integrované mikrokanalky a
aperturu v blizkosti hrotu. Umoziiuji k povrchu vzorku dodavat prakticky libovolnou tekutinu,
nebo tekutinu z povrchu naopak extrahovat, a to za sou¢asné¢ho zachovani klicovych vlastnosti
mikroskopie atoméarnich sil. Vznikla tim novd odnoz mikroskopie atomarnich sil — fluidni
silova mikroskopie. Pouziti tato mikroskopie nachdzi hlavné v biologickém vyzkumu. Systém
FluidFM firmy Cytosurge je synonymem fluidni silové mikroskopie a je zdaleka
nejrozSifenéjsim systémem v této oblasti. Zaméfuje se predevsim na vyvoj produktd
VYUZIVaJICICh fluidni silové mikroskopie pro zminény biologicky vyzkum.

Uspé&sna implementace duté méfici sondy do AFM sestavy, kterou disponuje Ustav
fyzikéalniho inZenyrstvi fakulty strojniho inZenyrstvi VUT, by umoZnila provadét nové
experimenty. V idealnim piipadé by se takto upravena sestava dala pouzit pro selektivni
depozici nanostruktur v atmosféfe nebo vakuu.

Predlozena bakalaiska prace nejprve popisuje historii vyvoje dutych sond a jejich pouziti
a predstavuje systém FluidFM. Déle je v jejim ramci testovana environmentalni komora pro
kontrolu atmosféry na AFM sestavé v laboratofi povrchii na Ustavu fyzikalniho inZzenyrstvi.
Jsou navrZeny a realizovany Upravy této komory pro zajisténi a zlepSeni jeji funkénosti. Poté je
prezentovana implementace dutych sond do zminéné sestavy a jeji testovani.

V reSer$ni studii jsem vychézel pfedev§im ze c¢lankd publikovanych v odbornych
periodikach za n€kolik poslednich let. Jednalo se naptiklad o Applied Physics Letters, Journal
of Applied Physics ¢i ¢asopis Science. Nevychazelo se ale pouze z ¢lankt. P¥i mapovani vyvoje
FluidFM se stala cennym zdrojem dizertacni prace jednoho ze zakladateld firmy Cytosurge —
Pascala Behra [2]. Prakticka ¢ast prace ¢asto navazuje na piedeslé prace mych kolegli. Zminil
bych predev§im Ing. Alese Cahlika, jenz v ramci své bakalaiské prace navrhnul celou
environmentalni komoru [3].
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1 Mikroskopie atomarnich sil

1.1 Zakladni principy

K zobrazovani povrchii se pouzivaji rizné mikroskopické techniky. Atomic force
microscopy neboli AFM je jednou z nich. Technika vyuziva skenovani ostrym hrotem po
povrchu vzorku a silového plisobeni mezi nimi primarné pro uréeni topografie vzorku. Byla
predstavena roku 1986 tymem Gerda Binniga [1] a stala se nedilnou soucasti vyzkumu
nanosvéta. Technika vystupuje v nespoctu publikaci a vénuji se ji knihy jako naptiklad [4] [5]
(61 [7] [8].

AFM se vyvinula ze scanning tunneling microscopy (STM) [9]. STM vyuziva méfeni
tunelovaciho proudu mezi vodivym vzorkem a skenujicim hrotem pro uréeni jejich vzajemné
vzdalenosti, a tedy méfeni topografie vzorku. AFM a STM patii do odvétvi mikroskopie zvané
scanning probe microscopy (SPM), které zahrnuje riizné techniky, jez skenovanim specialnimi
sondami Vv blizkosti vzorku a métenim jejich riznych vzajemnych interakci ziskavaji informace
0 jeho topografii a ptipadné i dal$ich vlastnostech. N¢které dalsi vybrané druhy SPM budou
zminény pozd¢ji (viz Techniky SPM s aperturou hrotu). Zatimco technika AFM skyta mnohé
vyhody oproti optické ¢i elektronové mikroskopii, tak s sebou nese i jisté nevyhody. Jako
vyhody uved’'me naptiklad, ze neni limitovana difrakéni mezi, poskytuje 3D obraz a umoznuje
urcovat kromé topografie naptiklad i mechanickeé a elektrické vlastnosti vzorku. Jeji nevyhodou
je tfeba nutnost vysoké mechanické stability a pfesného fizeni pohybu, mensi maximalni rozsah
zobrazované oblasti ¢i pomalej$i méteni. Vyhodné je tedy mikroskopické techniky vhodné
kombinovat.

AFM vyuziva silového plsobeni mezi povrchem vzorku a hrotem a nevyzaduje tedy
vodivy vzorek jako STM. Pisobici sily se déli na ty kratkého (vzdalenost v jednotkach A) a
dlouhého (vzdalenost v jednotkdch nm) dosahu. Mezi nejvyznamnéjsi sily kratkého dosahu
patii odpudivé sily mezi iontovymi jadry a sily plynouci z Pauliho vylucovaciho principu pii
prekryti vlnovych funkci elektront. Nejvyznamnéjsi silou dalekého dosahu je sila van der
Waalsova. Zavislost velikosti téchto sil mezi dvéma neutrdlnimi atomy na jejich vzajemné
vzdalenosti byva nejcastéji modelovana Lennard-Jonesovym potencialem Uy;. Ten ma tvar

Uy (r) = 4U, [(’;_0)12 _ (T_Oﬂ , o

r

kde r je vzdalenost atomu, Uy, je hloubka potencialové jamy a r, je poloha, v niz je potencial
nulovy. Zavislost odpudivych sil se v tomto piipadé uvazuje umérna 1/r12 a sil piitazlivych
jako 1/7° [7]. Mezi dalsi sily, které mohou plisobit mezi hrotem a vzorkem, patii napiiklad sily
elektrostatické, magnetické, tfeci ¢i adhezni. Dale se v atmosférickych podminkach kvili
zkondenzované vodé mezi vzorkem a hrotem vytvafi vodni meniskus, ktery zapficinuje
pusobeni kapilarnich sil.
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Obr. 1.1 Pritbéh meziatomarnich sil [6]

Meéiici mody AFM lze rozdélit podle toho, jakou silovou interakci mezi hrotem a vzorkem
vyuzivaji jako hlavni. AFM mitize pracovat v kontaktnim mddu, ktery je nejCastéji staticky a
pro méfeni vyuzivd odpudivych sil kratkého dosahu. Topografie vzorku se urCuje z ohnuti
nosniku a méteni muze probihat v rezimu s konstantni pfitlacnou silou, ¢i v rezimu konstantni
vysky zékladny sondy (¢ipu) nad vzorkem. Dalsi hlavni méfici mod je mod bezkontaktni, jenz
vyuziva sil dlouhého dosahu (1-10 nm od povrchu). Tyto sily jsou slabsi, a proto se nejéastéji
mefi v dynamickém rezimu, kdy je hrot rozkmitavan a topografie vzorku se urcuje ze zmén
téchto kmith zpisobenymi piitomnymi silami dlouhého dosahu. Tento mod na rozdil od
kontaktniho neposkozuje ¢i neznecistuje vzorek nebo hrot. Protoze musi byt hrot rozkmitavan
v blizkosti vzorku, muze ale dojit v atmosférickych podminkach k pfichyceni hrotu ke
zkondenzované vodé na povrchu, coz narusi métfeni. Proto se pro bezkontaktni méieni voli
sondy s krat§im nosnikem a vyssi tuhosti, zatimco v kontaktnim modu se pouzivaji sondy
s del§imi nosniky a niz$i tuhosti (pro vyznam nosniku a tuhosti sondy viz Sondy). Za zminku
stoji jesté mod poklepovy, ktery je kombinaci obou predeslych modi. Zajist'uje lepsi rozliSeni
neZz mod kontaktni a také obchdzi zminéné problémy bezkontaktniho mddu pii méteni
v atmosféfe [10].

Silové piisobeni tedy méni ohyb sondy a tuto zménu je tieba detekovat. Pro detekci se
pouzivaji rizné metody. Na pocatku se ohyb méfil komplikované — samostatnou STM sondou
umisténou na sondé¢ AFM [1], jelikoZ nebyly znamé jiné metody pro detekci nanometrovych
zmén polohy. Nyni je nejrozsifenéjs$i metoda optical beam deflection (OBD) [11], pii které je
na sondu sviceno laserem, jenz se odraZi do fotodetektoru se ¢tyfmi segmenty. Dle velikosti
dopadajiciho svétla do jednotlivych segmentl lze stanovit miru ohybu ¢i torze sondy nebo
zménu jejiho kmitani. DalSi moZnosti detekce predstavuje naptiklad vyuziti interferometrie
[12], piezorezistivity [13], &i piezoelektrického jevu (tuning fork) [14] .

L Piezoelektricky/piezorezistivni jev oznaduje zménu elektrického potencialu/elektrického odporu
Vv urcitych materidlech pii jejich mechanickém namahani.
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OBD Interferometrie Piezorezistivita Piezoelektricky jev

R R \Y
¢ EJ—L'
7
Obr. 1.2 Schéma zpuisobii detekce ohybu [7]

Méteni AFM vyzaduje zna¢nou mechanickou stabilitu a izolaci systému od vnéjSich
vibraci pro zajisténi potfebné ptresnosti pii detekci malych sil mezi hrotem a vzorkem. Podil
vystupni a vstupni amplitudy vibraci musi byt asi 10 pro dosazeni atomarniho rozliseni. Proto
je konstrukce sestavy velice pevna a je vétSinou doplnéna jak pasivnimi (gumové podlozky,
pruzinové zavéSeni, ...) tak aktivnimi tlumicimi prvky (aktivni anitvibraéni stll). Aktivni
tlumici prvky monitoruji vn&jsi vibrace a generuji vibrace protichtidné pro jejich vyruseni.

Pro skenovani hrotem po vzorku a jejich pfiblizovani k sobé se pouziva jemnych posuvi
nejcastéji realizovanych pomoci skenerti vyuzivajicich piezoelektricky jev. Rozsah téchto
skenert je az pres 100 um Vv osach skenu (X, Y) a v fadu desitek um v ose kolmé na povrch
vzorku (Z). Rozliseni skenovani je pro vétsi zorna pole (>100 um) v jednotkach nanometra a
pro mala zorna pole (stovky nm) az v fadu jednotek pikometrti. Pro polohovani vzorku pied
méfenim se vyuziva hrubych posuvi, jez mohou byt zajistény naptiklad pohybovymi Srouby.

AFM se pouziva na meéfeni strukturnich, elektrickych, mechanickych ¢i tepelnych
vlastnosti nanomateridlti. Pouzivd se napiiklad v polovodicovém primyslu pro kontrolu
vyrobki. AFM muze také modifikovat povrch vzorkll at’ uz chemicky ¢i fyzicky a fungovat
tedy jako nanolitografickd technika. Uplatnéni nachazi AFM 1 v biologii od zkoumani
struktury, procesi, interakci a mechanickych vlastnosti jednotlivych bun¢k a biomolekul az po
celé tkané.

1.2 Sondy

Na Obr. 1.3 je piiklad sondy atomarnich sil. Sonda jako celek se v angli¢ting ¢asto nazyva
probe, cantilever ¢i tip. Zaroven se oznaceni cantilever a tip pouzivaji pro popis konkrétnich
¢asti sondy. To muze zpusobit nejasnosti v popisu. V této praci budeme celek oznacovat jako
sondu ¢i cantilever. Nazvy jednotlivych ¢asti sondy pro Gcely této prace jsou patrné z Obr. 1.3.
Cip slouzi k manipulaci se sondou pomoci pinzety a jeji ukotveni v mikroskopu. Nosnik, ktery
se na né¢j napojuje, nese samotny ostry hrot.

AccV Magn Det WD Exp |————— 50um
150kV 500x  TLD 43 1

Obr. 1.3 Prikliad AFM sondy [15]
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AFM sondy se vyrab¢ji technikami adaptovanymi z mikroelektronického pramyslu pro
vyrobu MEMS (microelectromechanical systems) zatizeni. Nejcastéji se vyrabé&ji z kiemiku,
oxidu kfemiGitého ¢&i nitridu kfemicitého, a to na kiemikovych waferech? uzitim
fotolitografickych metod. Jsou zpravy o vyrob¢ sond Cisté z polymert, konkrétné¢ fotoplastu
SU-8 [16], ale tyto sondy nejsou komeréné rozsitené.

(a)

Si

(c)
Si;N,

l

(d)

1

(e)
ﬁ -

Obr. 1.4 Schéma standardni vyroby AFM sondy [7]

v

Nejrozsitengjsi jsou kiemikové sondy pro OBD metodu detekce [7]. Jejich vyroba je
zalozena na anizotropnim mokrém leptani pomoci KOH. Krystalograficka rovina (100)
ktemiku je leptana rychleji nez rovina (111). Proces je patrny z obrazku 1.4. Na Si waferu (100)
se litografickymi metodami vytvofi strukturovana vrstva SiO2 vymezujici ¢ip, nosnik a pozici
hrotu (a). Nasleduje mokré leptani odhalenych casti kiemiku (b). Dochazi k rychlému leptani
ve sméru (100), ale pod okraji vrstev oxidu se formuji zkoseni ve sméru pomalu leptané roviny
(111), coz vede az k vytvoreni hrotu pod jednou z téchto vrstev. Dale je cely vrch waferu a
spodni ¢ast nalezici ¢ipu pokryta ochrannou vrstvou SizNas (c). Druhé mokré leptani spodni Casti
zten¢i odkrytou ¢ast waferu, tim vytvoii nosnik a oddéli sondu od zbytku waferu (d). Nakonec
je odstranéna leptanim vrstva nitridu a sonda je z waferu uvolnéna. Spicky hrotd hotovych
cantileverii jsou Casto dale pokryty diamantovym povlakem pro zvySeni jejich odolnosti viici
poskozeni a na vrSek nosniku je nanesena vrstva zlata ¢i hliniku pro zvySeni odrazivosti pro
OBD.

Nosniky sond jsou ¢asto vyrabény bud’ obdélnikové, nebo tvaru V pro snizeni jejich torze
pii ptsobeni lateralnich sil na hrot. Délka obdélnikového nosniku sond vyrobenych zminénym

2 tenky disk polovodi¢e pouzivany jako zaklad pro elektronické komponenty & mikroobvody
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postupem se zpravidla pohybuje v rozmezi 100-450 pm, Sitka 10-40 pum a tloustka do 2 pum.
Pro urceni velikosti pusobici sily na sondu z detekovaného ohybu jejiho nosniku je tfeba znat
tuhost tohoto nosniku. Pro tuhost nosniku pii malych ohybech plati analyticky vztah [17]

3EI
T )

kde E je Youngiv modul, [ je ohybovy moment setrva¢nosti a L je délka nosniku. Pro
obdélnikovy prufez nosniki ma I tvar [17]

wt3
T )

kde w je sitka a t je tloustka. Po dosazeni vztahu (3) do rovnice (2) dostavame analyticky vztah
pro tuhost nosniku obdélnikového prifezu

3 Ewt3 4
o413 (4)

Rozmezi dostupnych tuhosti nosnikli bézné vyrabénych sond se pohybuje od 0,01 N/m
do 50 N/m. Vzhledem K rozdiltiim v tloust'ce a materialovych vlastnostech z vyroby je udavana
tuhost nosniku sond (dale jen tuhost sond) od vyrobce pouze orientac¢ni. Pro ptfesné urceni
tuhosti urc¢ité sondy je tfeba uzit experimentalnich metod.

Jedna z vyznamnych experimentalnich metod pro ur¢eni tuhosti dané sondy je Saderova
metoda [18]. Ta umoznuje urcit tuhost sondy bez znalosti Youngova modulu a tloustky
nosniku. Vyzaduje zméfit pouze rezonanc¢ni frekvenci a Cinitel jakosti (Q-faktor) dané sondy
Vv tekutiné (nejcastéji vzduchu). Pro tuhost sondy s dlouhym nosnikem (L/w > 5)
obdélnikového priifezu a Cinitelem jakosti mnohem vétsim nez 1 pak plati vztah

k = 0,1906p,w2LQ i (wf)w? (%)
kde p je hustota tekutiny kolem cantileveru, w, ¢ a Qf je rezonan¢ni frekvence a €initel jakosti
sondy v tomto prostiedi, [}, reprezentuje imaginarni ¢ast hydrodynamické funkce I' okolni
tekutiny. I je zavisla na Reynoldsové ¢isle dané tekutiny.

AFM sondy se nabizeji s riznymi prufezy nosnik a ptipadné i vice nez jednim nosnikem
na jednom ¢ipu. Hroty sond se mizou li$it tvarem zdkladny, pomérem vysky k Sifce, zakiivenim
¢1 umisténim na nosniku. Za zminku stoji sféricky hrot, ktery se diky vétsi a dobfe definované
kontaktni ploSe se vzorkem vyuziva v biologii a materidlovych védach pro stanoveni
mechanickych vlastnosti material. Pro pfesné méfeni topografie vzorku je zapotiebi vySettit
tvar méficiho hrotu a s jeho znalosti provést dekonvoluci naméfeného obrazu.

1.3 Techniky SPM s aperturou hrotu

V této ¢asti budou predstaveny techniky SPM, které vyuzivaji hrot s aperturou. To je ¢ini
blizkymi mikrofluidnim aplikacim v AFM, jimiZ se budeme zabyvat dale v textu.

1.3.1 Scanning near-field optical microscopy (SNOM)

Technika SNOM obchazi difrakéni limit klasické optické mikroskopie. Bézna opticka
mikroskopie pracuje ve vzdalenosti od zdroje svétla d vétsi, nez je pouzita vinova délka svétla
A — pracuje v dalekém optickém poli. SNOM vyuziva blizkého optického pole (d < 1) [19].
PouZivaji se pifi ni sondy s pokovenymi dutymi hroty ¢i hroty z optického vlakna
pokrytého vrstvou kovu, do které je vytvofena apertura. Apertura ma zpravidla primér v fadu
desitek nanometrii. VéEtSinou meéteni probiha tak, ze se do sondy sviti laserem, sondou se
skenuje v blizkosti povrchu vzorku (typicky pod 5 nm) a odrazené nebo proslé svétlo z povrchu
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je ptes optiku dalekého pole zachyceno na fotondsobici. Princip techniky spociva v omezeni
svétla kovovou vrstvou do apertury uzsi nez vinova délka uzitého svétla, coz vytvari za
aperturou evanescentni viny blizkého optického pole, které interaguji s povrchem vzorku a tyto
interakce jsou pozorovany v dalekém optickém poli. RozliSeni z&visi na rozmérech apertury a
vzdalenosti od povrchu vzorku. Vyuziti technika nachazi naptiklad pii méteni optickych

vlastnosti, chemické struktury nebo lokalniho napéti materidlu.
Sonda
2}
X .\

Y,-» m Vzorek

Hlava SNOM

-

¢ Objektiv
— . ! Polarizér
o '// hd

/ ‘
R -8 ‘
Superkontinualni laser ‘

Invertovany mikroskop Fotodetektor

Obr. 1.5 Schéma SNOM [20]

1.3.2 Scanning ion conductance microscopy (SCIM)

SCIM je zobrazovaci metoda zaloZena na uziti nanopipet v kombinaci s elektrodami (vice
0 mikro/nanopipetach viz Nanopipety v AFM) [21]. Pouziva se v elektrolytickém roztoku, do
néjZ se umisti jedna elektroda a druha se umisti do nanopipety. Po vnoteni nanopipety do
elektrolytu se ustanovi proud iontii mezi elektrodami. Po pfiblizeni nanopipety k nevodivému
povrchu je proud iontl prochazejici jeji aperturou omezen a pokles jeho velikosti odpovida
vzdalenosti od povrchu. Toho technika SCIM vyuziva jako odezvy pro méfeni topografie
vzorkl. Jeji rozliSeni zavisi na velikosti apertury a je hor$i neZ u AFM nebo STM. Uplatnéni
nachdzi nej¢astéji v biologii pro zobrazovani mekkych a vzorki jako bunék ¢i tkani.
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Obr. 1.6 Schéma techniky SCIM [22]

1.3.3 Scanning electrochemical microscopy (SECM)

Technika SECM je uzite¢na pro mapovani elektrochemickych vlastnosti vzorka [23].
Jako sondu pouziva tenké kovové vlakno zapouzdiené v nanopipeté — ultramicroelectrode
(UME). Tato sonda ponoiena do redoxné aktivniho elektrolytu a je na ni ptivedeno zaporné
napéti. Pokud je toto napéti dostatecné, zpusobi elektrochemickou reakci, kde kationty
elektrolytu pfijimaji elektrony z UME (redukuji se). Vysledkem je méteny kladny proud zavisly
na mifre difuze dalSich kationti schopnych redukce k UME. V prvnim méficim moédu SECM je
proud modulovan podle toho, zda je sonda ptiblizena k povrchu vodice ¢i izolatoru. V ptipadé
vodivého vzorku odevzdavaji zredukované kationty elektrony do vodice, mohou se opét podilet
na prenosu elektronii z UME a méteny proud se zvysuje. Pro ptipad, ze je sonda v blizkosti
izolatoru se omezuje prostor, kudy mohou kationty k UME difundovat, a méfeny proud se
snizuje. Tomuto moddu se fika feedback méd SECM. Ve druhém méficim modu pracuje sonda
jako generator nebo kolektor. Mdd nevyuziva piimo ¢astic elektrolytu pro vznik proudu, ale
castic generovanych u UME ¢i povrchu vzorku pifi dostate¢ném napéti mezi sondou a vzorkem.
Castice se bud’ generuji na UME a reaguji s povrchem vzorku (mod generéatoru) nebo se naopak
generuji povrchu vzorku a reaguji s UME (méd kolektoru). SECM miize skenovat v konstantni
vysce, ale pro skenovani v kontrolované vzdalenosti od vzorku je tfeba tuto metodu kombinovat
s SCIM [24] ¢i AFM [25]. SECM se pouziva pii pozorovani a ovladani elektrochemickych
redoxnich reakci s vysokou prostorovou piesnosti a uplatiuje se v chemii, biologii a
materialovych védach [26].
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2 Vyvoj dutych sond pro AFM

2.1 Sondy z nanopipet

Asi nejpiimocarej$i moznosti, jak do AFM integrovat mikrofluidni prvky, bylo vyuzit
tazenych pipet z kiemenného ¢i borokiemicitého skla jako sond. Prvni pipety s hrotem
s aperturou o vnéj$im praméru v fadu n¢kolika mikrometr (mikropipety) byly pfedstaveny jiz
na pocatku 20. stoleti [27]. Pozdé&ji vyvinuté nanopipety dosahuji priméru hrotu v fadu desitek
nanometru [28].

Pipety se vyrab¢ji se pomoci specializovaného nastroje zvaného pipette puller. Tenké
trubicky zminénych skel jsou v jedné oblasti zahfivany zhavenym vlaknem nebo laserem a
natahovany, dokud se v zahtatém misté sklenéna trubicka teCenim nerozd€li, coz zanechda dvé
trubicky s tenkymi dutymi hroty v misté¢ oddéleni. Tloustka hrotti a jejich apertura zavisi na
teplu od vldkna ¢i laseru, rychlosti taZeni a jeho findlni sile, prodlevé mezi vypnutim ohievu a
finalnim tazenim, uzitém skle a tloust'ce jeho stény a okolni teploté a vlhkosti [28] [29]. Pro
vyrobu mikropipet se vétSinou preferuje borokfemicité sklo, zatimco nanopipety se vyrabéji ze
skla kfemenného. Borokifemicité sklo ma sice nizsi teplotu tani, ale pipety z né&j vyrobené
nedosahnou priméru apertury pod 80 nm. U pipet z kiemenného skla lze dosahnout priméru
otvoru pod 20 nm. Protoze vSak toto sklo ma vyssi teplotu tani, je tfeba pro zahtati pouzit pti
vyrob¢é misto zhaveného vlakna laser [28] [29] [30]. Vyroba je jednoducha, ale je kusova a
vyrobené priaméry hrotll nejsou konzistentni. Parametry pipet musi byt oveéfeny naptiklad
pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM).

Obr. 2.1 Nanopipeta [28]

Mikropipety a nanopipety jsou velmi roz$ifené v analytické chemii, molekularni a
bunécné biologii a pii vyvoji senzorii. Pouzivaji se zde naptiklad pro presnou manipulaci
s malym objemem tekutin, k vstfikovani latek do buné€k, k manipulaci s bunikami nebo pro
detekci fyziologickych signalt (patch clamp) [29] [31]. Také z nich byly Gspésné vyrobeny
silové sondy a pouzivaji se v SPM jako tteba SICM, SECM, SNOM ¢i pravé AFM [28] [29]
[30] [32].

Pro pouziti v AFM se nanopipety zahiatim ohnou, aby pfipominaly tvar cantileveru. Na
vrchni strané se za ohybem vylesti mala plocha, ktera se nasledné pokryje hlinikovou vrstvou,
pro odraz laserového paprsku do fotodetektoru. Tuhost materialu pipety se pohybuje v fadu
10 N/m a muze byt modifikovana zménou tloustky stény pipety. Jesté je tfeba uvést, Ze na
sondu se nanasi tenka vrstva kovu, ktera na hrotu slouzi jako apertura pro SNOM a zamezuje
opotiebeni hrotu pii AFM méteni [33] [34].
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Obr. 2.2 Schéma nanopipety integrované do AFM [30]

Nanopipeta byla v kombinaci s AFM uspésné pouzita naptiklad pro pfesné leptani
chromu [35], vyrobu nanotecek pomoci tekutého fotorezistu [36] nebo pro tisk proteina [37].
Také byla vyuzita k depozici médénych tecek v atmosféie [38] a kapalin€ [39] v bezkontaktnim
modu AFM.

2.2 Dip-Pen (DPN)

Technika Dip-Pen je pfedchiidcem vSech technik vyuZzivajicich mikrofluidnich sond
AFM vyrobenych technologiemi MEMS. Spociva v tom, ze se hrot AFM namo¢i do roztoku
oznacovan¢ho jako inkoust a pfiblizi se k substratu. V atmosférickych podminkach se mezi
hrotem a substritem vytvaii vodni meniskus, ktery v tomto piipad€ zprostiedkuje difuzi
molekul inkoustu na substrat a molekuly tvofi na povrchu substratu novou vrstvu. Tuto techniku
poprvé zminili Manfred Jaschke a Hans-Jiirgen Butt roku 1995 [40], kdy pozorovali depozici
na zlatém substratu den po jeho méfeni v roztoku oktadekanthiolu v ethanolu.

AFM hrot
thg::\estlg?trm 4 Smér psani
—

Vodni meniskus

<

e 0
§sssssssssssssssscssd IR

Au substrat

Obr. 2.3 Schéma techniky DPN [41]

RozliSeni tohoto zpiisobu nanolitografie zavisi na mnoha parametrech. Ovliviiuje je
naptiklad uzity roztok, material substratu, skenovaci rychlost ¢i relativni okolni vlhkost [41].
VIhkost ma vliv na vyparovani inkoustu a na velikost vodniho menisku, a tedy na rychlost
pfenosu inkoustu na substrat. RozliSeni lze dale zlep$it vyuzitim chemisorpce ¢i
samousporadavani molekul po depozici pro dodateéné omezeni difuze na substratu [41]. Jako
inkousty se pouzivaji organické molekuly, polymery, DNA, proteiny, peptidy, koloidni
nanocastice, ionty kovl ¢i koloidni suspenze, ale i tak je rozsah pouzitelnych inkoustd zna¢né
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limitovany. Substraty mohou byt rizné nevodivé, polovodi¢ové nebo kovové povrchy [42].
Nejlepsi dosazené rozliseni se pohybuje kolem 15 nm [43].

Oproti vétsing dalSich nanolitografickych technik nevyzaduje technika DPN piipravu
rezistu nebo pasivacni vrstvy na povrchu pred samotnym tiskem. Dale neni nutné substrat
ozafovat, jako napftiklad u fotolitografie Ci litografie elektronovym svazkem, ani vystavovat
rozpoustédltim.

Nevyhodou této techniky je, ze umoznuje tisk pouze jedné struktury najednou, a také ze
se nemuze pouzivat pro tisk v kapaling. Kviili zminénému pomalému tisku se tedy pouziva k
vyrobé prototypu, tvorbé masek nebo Kk upravé struktur ze sériové vyroby. Tuto nevyhodu lze
¢astecné odstranit uzivanim mnoha hrotii souc¢asné na jednom ¢ipu i s riznymi inkousty [44].
DPN se diky své skale inkoustti dale pouziva naptiklad pii vytvaieni soubor biomolekul pro
zkoumani jejich vlastnosti: jako tfeba schopnosti rozpoznavat dalsi molekuly nebo pii
zkoumani samouspoiadavani materiali. Zasoby roztoku nanesené¢ho na hrotu jsou malé a je
nutné jeho vrstvu ¢asto obnovovat. To prodluzuje dobu celého tisku a nedostatek kontroly nad
nanesenym mnozstvim ¢ini rozlieni nekonzistentnim [42]. To podnitilo vyvoj zptsobu, jak
tisknutou tekutinu k hrotu kontinualné¢ dopravovat.

2.3 Nanodispensing (NADIS)

Nanodispensing neboli NADIS vyuziva dut¢ého AFM hrotu a jeho vyvoj byl inspirovan
vyrobou hrotli pro SNOM [45]. Inkoust se do hrotu dodava pomoci mikropipety operované
mikromanipulatory pod optickym mikroskopem. Nejcastéji se jedna o roztoky riznych latek
v glycerolu [46]. Kapilarni sily zabranuji toku kapaliny, dokud nedojde k jejimu kontaktu
s povrchem vzorku a vytvoreni menisku. Hrot se tedy pfivede do kontaktu s povrchem, jeho
pohybem se inkoust nanese na pozadovana mista a oddalenim hrotu se meniskus pferusi.
Glycerol se po Case vypaii a zanechd na povrchu latku, ktera v ném byla rozpusténa. Do
rezervoaru v hrotu je nutné ¢asto kapalinu dopliiovat, i kdyZ méné €asto, neZ je tfeba namacet
hrot v ptipadé¢ DPN.

“\

Obr. 2.4 Schéma operace NADIS [46]

Vyroba prvnich dutych hroti NADIS vychazela z vyroby standardnich hrotd AFM. (viz
1.2 Sondy). Jeji prubéh je schematicky zachycen na obrazku 2.5. Nejprve byl vyroben
kfemikovy hrot na kfemikovém waferu pomoci anizotropniho podleptani kotouc¢ové masky
SiO2 v hydroxidu draselném (a). Termalni oxidaci a naslednou depozici SisN4 pomoci metody
LPCVD (Low pressure chemical vapour deposition) se ziska forma hrotu (b). Nasledné
naneseni fotorezistu rezistu metodou spin-coating zajisti, ze Spicka hrotu ztistane fotorezistem
nepokryta, a plazmové leptani z ni odstrani nitrid kemi¢ity (). Leptani odhalené $picky hrotu
pomoci kyseliny fluorovodikové odstrani vrstvu SiO2 pod nitridem v oblasti hrotu a odhali
ktemikovy hrot (d), ktery je nasledné vyleptan pomoci KOH (e). Z druhé strany naproti hrotu
se odlepta vrstva nitridu a oxidu kiemicitého a urcita cast samotného kiemiku (f). Nakonec se
cely hrot vylepta z waferu (g) a zbyly kiemik zakryvajici dutinu hrotu je taktéz odleptan (h).
Apertura hrotll vyrobenych touto metodou dosahovala priiméru kolem 1 pm. Na vrchni strané
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nosniku je zpravidla vyleptdna tzv. loading zona, kam se nanasi inkoust. Za ucelem zamezeni
smaceni celého nosniku inkoustem se dno loading zony vylepta az na dolni vrstvu SizsNs. Nitrid
kiemiku je hydrofilni, zatimco okoli loading zony je tvoiené hydrofobnim kifemikem, coz zajisti
snaz$i plnéni hrotu.

SiO, leptani

(d)

Obr. 2.5 Schéma vyroby NADIS. FR oznacuje vrstvu fotorezistu [45]

Za ucelem vyroby hrotl s jesté mensi aperturou byla pouzita metoda FIB (Focused ion
beam) [46]. Pouzit byl standardni hrot AFM, do n¢hoz byla vyhloubena apertura pomoci
zminéného FIB. Vrchni ¢ast nosniku nad hrotem, kterd byla pokryta odrazivou vrstvou zlata,
byla taktéZ odstranéna uzitim FIBu, aby byla vytvofena loading zona s objemem v fadu stovek
femtolitri. Zlata vrstva byla chemickou Upravou ucinéna hydrofobni, aby nedochazelo ke
smaceni nosniku. Apertura takto vyroben¢ho hrotu se pohybovala kolem 200 nm. Zna¢nou
nevyhodou této vyroby je ale jeji kusova povaha a cena.

RozliSeni NADIS je pfedevSim zavislé na velikosti apertury hrotu. V ptipad€ velikosti
apertury kolem 1 um se objem uvolnéné kapky na povrchu pohyboval v fadu femtolitra [45].
Pii aperturach 200 nm byl jeji objem az v fadu attolitrd [46]. Dale depozici, a tedy rozliseni,
ovlivityje velikost vzniklého menisku pii kontaktu hrotu se substratem. Ten je uren geometrii
hrotu, jeho materidlem a vlastnostmi povrchu a inkoustu. V nejlepsim ptipadé€ by byl nejmensi
dosazitelny primér nanesené kapky roven prumeéru apertury hrotu [46]. V ramci experimentd
byly naneseny kapky glycerolu obsahujici 20nm polystyrenové nanocastice na hydrofobni a
hydrofilni povrch [46]. Primér nanesenych kapek byl nejméné 720 nm pro hydrofilni a 370 nm
pro hydrofobni povrch. To je mnohonasobné vétsi stopa neZz u DPN. Po odpateni glycerolu ale
zlstaly na povrchu pouze zminéné nanocéastice o priméru 20 nm. V piipadé¢ nanaSeni
samotného glycerolu na hydrofobni povrch byla po jeho odpafeni naméfena neodpatitelna
rezidua o pruméru 70 nm. Alternativné Ize k depozici vyuzit pulzy elektrického napéti mezi
rezervoarem v hrotu a vodivym substratem [47]. Tento zptisob nevyzaduje kapilarni sily a vodni
meniskus a dochazi pfi ném k depozici kapek o objemu v fadu zeptolitrt. Primér kapek pak
dosahuje rozmért pod 100 nm — mnohem mensich nez apertura dutého hrotu.

NADIS dovoluje tisk Siroké skaly materiald. Za zminku stoji tisk biomolekul, rtiznych
katalyzatord, rezistli nebo suspenzi nanocastic [45]. Byl pouzit naptiklad pro lokalni modifikaci
micelarni vrstvy [48]. Umoziuje ekonomické vyuziti tisknutého materialu a nevyzaduje mnoho
piiprav pted samotnym tiskem. Pouziva se tedy Casto jako dopln€k ostatnich nanolitografickych
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technik nebo naptiklad pro vyrobu prototypti ¢i tisk soubort biomolekul obdobné jako DPN.
Jeho nevyhodou je otevieny rezervoar na inkoust, kusovy charakter tisku, nemoznost tisku
Vv kapalin€ a nutnost prace v prostiedi s kontrolovanou vlhkosti (obzvlasté pti praci s hroty
s malou aperturou) [45]. Pro zamezeni pifed¢asnému vypateni inkoustu z malého otevieného
rezervoaru v hrotu ¢i substratu se do inkoustu musi piidavat jiz zminovany glycerol, coz jeste
vice limituje rozsah pouzitelnych inkoustid. Nevyhody kusového tisku, tedy ze lze tisknout
pouze jednu strukturu soucasn€, je mozné podobn¢ jako u DPN caste¢né obejit pouzitim vice
hrotl sou¢asné na jednom ¢ipu [46].

2.4 Fountain Pen Probe

Dalsi krok ve vyvoji téchto pfimych metod nanolitografie s sebou nesl vyrobu
mikrokanalki uvnitf samotného nosniku pro dopravu inkoustu z velkého rezervoaru v oblasti
¢ipu k samotnému hrotu [49].To mélo zcela eliminovat nutnost inkoust do hrotu dopliovat nebo
vV ném hrot ¢asto naméacet, a urychlit proces tisku. Velky rezervoar v oblasti samotného ¢ipu by
usnadnil dodévani tekutiny a spolu s uzavienymi kandlky by zmensil vyznam vypatovani
inkoustu, a tedy odstranil nutnost piidavat do inkoustu glycerol jako v piipadé¢ NADIS. Dale
by integrace mikrokanalkli do nosnikli umoznovala vyvoj masivn¢ paralelnich sond, kdy by
jeden ¢ip obsahoval nékolik rezervodri poskytujicich inkoust mnoha blokiim cantileverii a
kontakt kazdého hrotu se substratem by byl ovladan ohybem jeho nosniku pomoci
integrovanych piezoelektrickych prvka [49].

Mikrokanalek

Aktuator ohybu

(b) (d)

Obr. 2.6 Schéma paralelnich dutych cantileveri [49]

Fountain Pen Probe byl prvni plné funkéni cantilever s integrovanymi mikrokanalky [50].
Jeho vyroba vychazi z vyroby standardnich AFM hrotti. Rezervoar je v ¢ipu vytvoien metodou
micropowder blasting® [51] [52]. Mikrokandlky jsou vytvofeny vyleptanim vrstvy
polykrystalického kiemiku mezi dvéma vrstvami SizNs, jez tvoii samotny cantilever. Apertura
je pak vytvofena fotolitograficky u paty hrotu, coz zanechava hrot ostry a pouZzitelny pro
nasledna presnd méfeni nanesenych struktur. Nitrid kiemicity je hydrofilni a inkoust je tedy
z rezervoaru diky kapilarnimu tlaku dopraven mikrokanalky k paté€ hrotu, odkud stece na Spicku
hrotu.

3 mikroskopicka verze piskovani
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Obr. 2.7 Schéma Fountain pen Probe [50]

Pted pouzitim byla sonda vypalena v peci na 280 °C, aby byly mikrokanalky zbaveny
piipadnych organickych necistot. Tuto proceduru bylo tfeba casem opakovat. Zaplnéni
mikrokanalkt bylo pozorovano zménou rezonan¢ni frekvence cantileveru. Pozorované zmény
byly ale v dasledku rovnomérné rozlozené hmotnosti kapaliny v nosniku konzistentni, a tedy
bylo mozné oproti NADIS vyuzit rezonanci k méfeni. Diky pozorované zvySené adhezi hrotu
za pritomnosti kapaliny v rezervoaru bylo potvrzeno, Zze dochazi k toku inkoustu ke hrotu [50].

Rozliseni tisku pomoci Fountain Pen Probe se pii provedenych experimentech
pohybovalo pod 1 um, ale nedosahovalo rozliSeni pod 100 nm. Zptsobeno je to velkou
aperturou, jez je vyrobena fotolitograficky, a nemoznosti regulovat tok inkoustu. To vede
k dodavani vétsiho mnozstvi inkoustu na hrot, coz zaptic¢ini formovani velké kapky, ktera smaci
hrot a substrat podobn¢ jako v piipadé¢ NADIS. Pfipadné optimalizace geometrie hrotu, toku
inkoustu a zvySeni jemnosti uzitého substratu mize toto rozliseni zlepsit [50].

Fountain Pen Probe se tedy svymi parametry a uzitim podoba NADIS. Jeho vyhodou je
ale jiz zminénd vétsi rychlost tisku diky mnohonédsobné vétSimu rezervodru, ostry hrot a
moznost uziti vétsi skaly inkoustl, kterou s sebou nese oprosténi od nutnosti pfimichavat do
nich glycerol. Stale ale vyuziva kapilarnich sil a funguje pouze v atmosféfe.

2.5 Nanofountain Pen (NFP)

Nanofountain Pen vyuZivd mikrokanalkdl v nosniku a velkého rezervoaru na inkoust
v ¢ipu podobné jako Fountain Pen Probe, ale navic pfi tisku dosahuje lepsiho rozliseni [53].
Vdéci za to sloZit&ji definované apertuie, kterou se inkoust dostava z mikrokanalkd na hrot.
Samotny hrot je kuzelovity, mikrokanalek jej obklopuje a kruhové apertura se nachdzi az blizko
samotné $picky hrotu. Takto se rozhrani inkoust-vzduch vytvoii v dostate¢né blizkosti $picky,
aby na ni byly naneseny molekuly inkoustu, ale ptitom nedochazi k smacéeni celého hrotu

Vv inkoustu. Diky tomu NFP tiskne v difuznim médu a dosahuje rozliSeni podobného jako DPN.

@ o Obal —— (b)
Rezervoar
—r—
Rozhrani . 3
kapalina Mikrokanalek Inkoust
fvzduch _ l :
\!
§55555559) Vodni meniskus M_.. Hrot

Rezervoar

Nosnik

Obr. 2.8 (a) Schéma hrotu (b) Schéma NFP (c) SEM snimek hrotu (d) SEM snimek NFP [53]
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Proces vyroby tohoto hrotu zvaného Vulcano Tip je zna¢né komplikovany. Ilustruje ho
obrazek 2.9. Nejprve se utvaii samotny hrot pomoci leptani kiemiku za uziti masky M1 a
nasledného oxidacniho ostfeni (¢ast a, b). Déle se nadeponuje 0,25-0,3 um tlusta vrstva SizNg4
metodou LPCVD za uziti masky M2, jez urcuje misto napojeni mikrokanalkli na rezervoar.
Nasledné je nanesena 0,4—0,5 pm tlusta vrstva SiOp, ktera tvoii tzv. sacrificial layer* a opét
vrstva nitridu kfemicitého o tloustce 0,3-0,5 pm ohranicujici bmilimolarnihoudouci
mikrokanalky (¢ast c). S pomoci masky M3 se litografii a néaslednym plazmochemickym
leptanim (reactive ion etching — RIE) CFs jsou vymezeny samotné mikrokanalky a
kontrolované se z nich vylepta oxid kfemicity (¢ast d). Bo¢ni oteviené konce kanalkil jsou
uzavieny pomoci lokéalni oxidace kfemiku (LODOS) pod maskou M3. Narostla vrstva oxidu
nadzvedne okraj vrstvy nitridu (bird’s beak) a depozici dalsi vrstvy SisNs se mikrokanalek
uzavrte (Cast e, f). Litografii s uzitim masky M4 se do nadeponované uzavirajici vrstvy nitridu
kifemiku vyty¢i geometrie nosniku, a pfitom je i odstranéna Spicka vrchni vrstvy nitridu na
hrotu, protoze vy¢niva z uzitého fotorezistu naneseného metodou spin-coating. Dale se na zadni
stran¢ s pomoci masky M5, RIE leptani SizNs a KOH leptani kiemiku vymezi hranice ¢ipu a
vytvoii rezervoar (Cast g). Po naneseni odrazivé vrstvicky zlata ¢i chromu jsou nakonec
vyleptany zbytky oxidu kiemiku, coz propoji zbytek mikrokanalkli s Vulcano $pickou a
rezervoarem a uvolni celou sondu (¢ast h) [54].

M1
a)

b)

d) M3

A
/N
] A
y/\\

f)

= r E

Obr. 2.9 Schéma vyroby NFP [54]

4 Vrstva slouzici k podpote vyrab&né struktury. V zavéru vyroby se vylepta.
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Pomoci deionizované vody s fluorescencnim barvivem byla pod fluorescenénim
mikroskopem uspésné otestovana funk¢énost mikrokanalka [54]. Litografické schopnosti NFP
sondy byly testovany nejprve pouhym nanesenim roztoku ODT (oktadekanthiol) ¢i MHA
(merkaptohexadekanova kyselina) v ethanolu jako inkoustu na hrot podobné jako u DPN a
nasledné také uspésné s vyuzitim samotnych kandlkli. Bylo pozorovano, ze se inkoust v
rezervoaru na Cipu v priabéhu 12 minut vypaii. Proto se rezervoar zakryval pliSkem z PDMS
(polydimethylsiloxan), pfipadné se nabizi moznost do néj zavést trubici z vétsiho rezervoaru.

Nejlepsi dosazené rozliSeni bylo 40 nm pfi tisku milimolarniho roztoku MHA v ethanolu
na zlaty substrat [53] a stabilné se dafilo dosahovat rozliSeni pod 100 nm. To dokazuje, Ze se
podafilo dosdhnout zminéného difuzniho pfenosu molekul pfes vodni meniskus v blizkosti
hrotu obdobné jako u DPN. S vyhodou byl pouzit jako materidl hrotu nitrid kifemicity, jenz je
hydrofilni, a tudiz dochéazelo k optimalni distribuci inkoustu na hrot. RozliSeni ovliviiuje
teplota, relativni vlhkost a vlastnosti inkoustu a substratu. Vliv ma také rychlost skenovani a
tvar hrotu [54].

Samotny hrot NFP ma sice polomér kolem 250 nm, ale dosahuje podobné kvality
zobrazeni topografie povrchu vzorku jako standardni sondy. To je pravdépodobné zptisobeno
tim, Ze s povrchem interaguji vystupky na hrotu, které vznikly pfi RIE leptani. Navic sonda
dosahuje lepsiho zobrazeni lateralnich sil kviili mensi torzni tuhosti. Diky témto vlastnostem se
miuize bez problému pouzit i k naslednému zobrazovani tisknutych struktur [54].

Technika NFP sond je vyuzitelna k podobnym aplikacim jako DPN a dale mozZnosti této
techniky rozsituje [42]. Pfinesla pokrok v depozici organickych a neorganickych molekul a
jejich manipulaci. S pomoci NFP s integrovanymi elektrodami bylo dosazeno depozice
proteinovych tecek a ¢ar [55] a sonda byla také naptiklad pouzita pti vpichovani nanodiamantt
do bun¢k [56]. Experimenty jsou ale stile omezeny na atmosféru a vyroba sond je znacné
komplikovana.

2.6 NADIS druhé generace

Dalsi vyvoj techniky Nanodispensing (NADIS) vedl k implementaci mikrokanalkll do
cantileveru a rezervoaru na €ip [57], jako tomu je u Fountain pen Probe a NFP. Vyroba duté
NADIS sondy druhé generace byla zaloZena na spojeni dvou upravenych kiemikovych waferti
metodou thermal fusion bonding. Tento postup byl poprvé predstaven tymem Thomase Huga
roku 2005 (viz Obr. 2.10) [58].

Jako material nosniku byl zvolen oxid kfemiku, protoZe je hydrofilni, coZ umozuje
mnohem snazsi tok tekutin mikrokanalky kapildrnim efektem podobné jako pfi uZiti nitridu
kifemiku. Navic je oxid prihledny, coz pfipadné umoznuje pfimo pozorovat zapliovani
kanalkl. Si3N4 je ale stale kviili své vyssi pevnosti pouZit jako materidl hrotu. Navic mizou byt
vrstvy nitridu oproti oxidu tenci, coz pomahé nakonec dosahnout vytvoreni mensi apertury na
$picce hrotu pfi ostielovani fokusovanym iontovym svazkem. Zakladem vyroby sondy byly dva
300 pum Siroké a oboustranné vylesténé kiemikové wafery, na které byla termalni mokrou
oxidaci nanesena vrstva SiO2 o tloust’ce asi 300 nm. Do vrstvy oxidu vrchniho waferu byla
zespodu metodou RIE vymezena oblast hrotu, jeZz se nasledné leptala v KOH pro vznik
jehlanovité dutiny (A). Do ni byla dale vytvofena vrstva SisNs technikou LPCVD tlusta 200
nm pro vytvoieni hrotu. Nakonec byla metodou DRIE vyleptana struktura fluidniho systému a
samotného cantileveru. Na spodnim waferu byla vytvofena 150 nm tlustd vrstva nitridu
kifemiku a technikou RIE byla do vrstev nitridu a oxidu kiemiku vymezena oblast ¢ipu a
rezervoar, které byly dale vyleptany pomoci KOH (B). Potom byly oba wafery ocistény,
zarovnany, aby struktury navazovaly, a podstoupili thermal fusion bonding proces (C). Po
spojeni nasledovala termalni mokra oxidace vzniklé struktury (D) a poté selektivni KOH Ieptani
vrchni strany (E), dokud nebyl cantilever zcela odhaleny a jednotlivé ¢ipy se mohly uvolnit.
Nakonec byla na cely cantilever nanesena vrstva hliniku. Ta zabranila jeho nabijeni pfi
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vytvareni apertury hrotu fokusovanym iontovym svazkem a zdroven slouzila jako odraziva
vrstvicka pro laserovy paprsek. Prumér apertury definované metodou FIB na $pic¢ce hrotu se
pohyboval kolem 200 nm.

Vrasd

Obr. 2.10 Schéma vyroby NADIS druhé generace [58]

Kromé jednoduchych dutych nosnikl byly vyrobeny i duté nosniky tvaru pismene U nebo
soubor dutych cantileverd na jednom ¢ipu se spoleénymi ¢i oddélenymi rezervoary [57].

VSechny dosud zminéné duté sondy vyuzivaly k pfenosu tekutiny na povrch hlavné
kapilarniho efektu. To omezuje experimenty na atmosférické podminky. S cilem umoznit
pokusy Vv kapalném prostiedi byla duta sonda NADIS druhé generace upravena a otestovana pii
praci v kapaling [59]. Cip byl nalepen na modifikovany drzak s kanalky, které spojovaly
rezervoar na ¢ipu s externi pumpou, jeZ umoziovala ovladat tlak kapaliny uvniti sondy a tedy
tok bez vyuziti kapilarnich sil. Vyrobenym dutym cantileverem bez apertury s tuhosti kolem 10
N/m byla v kapalin€ v poklepovém modu zméfena topografie zivé buriky fibroblast. Depozice
Vv kapalin¢ byla demonstrovana tiskem streptavidinovych teéek o praméru 3 um na biotinem
funkcionalizovany povrch sklenéného sklicka s pomoci sondy saperturou 1 um a
ttisekundového tlakového pulsu o velikosti kolem 2 mbar (relativné k atmosférickému tlaku).

Tento vyvoj rozsifil oblast uzZiti dutych sond na kapalné prostiedi, jeZ je pfitomno v
mnoha aplikacich v biologii ¢i chemii. NADIS byl pouzit napfiklad pro vpichovani
fluorescen¢niho barviva do jednotlivych zivych bunék [60].



3  FluidFM

Fluidic force microscopy neboli FluidFM je patentovany a komeréné uspé$ny systém
kombinujici AFM s mikrofluidikou a jedna se o zdaleka nejrozsitenéjsi systém v této oblasti.
Na zagatku byla vyzkumna skupina z ETH (Svycarsky federalni technologicky institut)
v Zurichu pod vedenim prof. Dr. Janose Vorose a prof. Dr. Tomase Zambelliho, kde pracovali
dva doktorandi Michael Gabi a Pascal Behr. V roce 2007 piisli s napadem implementovat force
feedback do mikropipet a ucinit tak operace s nimi piesnéjsi a Setrnéjsi. Vysli z AFM, ale na
rozdil od jiz zminéného zpisobu implementace nanopipet (viz Nanopipety v AFM) se rozhodli
vyuzit rozvijejicich se technologii vyroby MEMS a vyrobit misto nanopipety dutou sondu. Za
timto Ucelem se spojili s vyzkumnou skupinou kolem André Meistera, Ph.D. z CSEM SA
(Svycarské centrum pro elektroniku a mikrotechnologie) v Neuchatelu, ktera se vyrobou dutych
sond zabyvala. S ni se podileli na vyvoji NADIS druhé generace pro uziti v kapaling (viz
NADIS druhé generace). Systém FluidFM spole¢né predstavili v publikaci roku 2009 [61] a po
mnozstvi pozitivnich ohlast se jesté tentyz rok rozhodl Gabi spolu s Behrem zalozit kolem
tohoto systému firmu Cytosurge.

Drzak FluidFM sond

Trubka
Rezervoar

FluidFM sonda
s mikrokanalky

Sklicko

Opticka
mikroskopie

Obr. 3.1 Schéma systému FluidFM [62]
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3.1 Vyvoj prvniho prototypu

Vyrob¢ prvniho prototypu systému FluidFM se detailné vénoval ve své dizertacni praci
[2] doktor Pascal Behr. V dal$im textu budou shrnuty a doplnény jeji vyznaéné vysledky.

3.1.1 Vyroba dutych sond

Duté sondy byly vyrabény dvéma metodami. Sondy vyrobené metodou A byly navrzeny
v uzké spolupraci s vyzkumnou a vyvojovou skupinou z CSEM SA, byla zcela totozna se
zpusobem vyroby dutych NADIS sond druhé generace — dvouwaferovy proces s uzitim metody
thermal fusion bonding (viz NADIS druhé generace).

Metoda B byla zalozena na uziti metody sacrificial layer, podobné jako vyroba Fountain
Pen Probe a Nanofountain Pen (NFP) a byla vyvinuta ve spolupraci s firmami Cytosurge a
SmartTip. Pii tomto zplisobu vyroby jsou duté sondy vytvoreny z nitridu kfemiku a jeji schéma
je zachyceno na obr. 3.2. Pro vytvoieni duté sondy bez hrotu je na kiemikovy wafer
nadeponovana vrstva SizN4 (I). Do ni je vytvofena apertura (II) a struktura je nasledné pokryta
polykrystalickym kitemikem (III), ktery slouzi jako sacrificial layer. V polykrystalickém
kifemiku jsou vytvoteny ryhy urcujici rozméry mikrofluidniho kanalku v nosniku (IV). Déle je
nanesena druhd vrstva nitridu kiemiku a spolu s prvni jsou v nich vymezeny rozméry celého
nosniku (V). Zaroven je ve vrchni vrstvé nitridu vytvofena apertura pro pfipojeni k rezervoaru
(VI). V zavéru je vznikly cantilever pfipojen pomoci tzv. anodic bonding k ¢ipu z waferu ze
skla Pyrex®, do kterého byl metodou micropowder blasting vytvofen vstup zarovnany pfi
spojeni se vstupni aperturou nosniku pro pfipojeni externiho rezervoaru k ¢ipu (VII). Nakonec
je mokrym leptanim odstranéna vnitini vrstva polykrystalického kemiku a postupné i podptrny
ktemikovy wafer a do Pyrex skla jsou diamantovou feza¢kou vyhloubeny drazky, podle kterych
je sonda vylomena z waferu (VIII). Pro vytvoifeni duté sondy s hrotem s aperturou se navic na
zacatku vyroby do kiemikového waferu vytvoii jehlanovitd jamka pomoci mokrého
anizotropniho leptani hydroxidem draselnym. V jeji $picce se vytvoti sacrificial layer metodou
tzv. rohové litografie [63]. Tato vrstva je vyuzita jako maska pii depozici dalsi vrstvy a nasledné
je odleptana. Vznika tak prvni vrstva na podpirném kiemikovém waferu s hrotem s aperturou,
jejiz primér mize byt az pouhych 80 nm [63]. Pak proces pokracuje nanesenim
polykrystalického kiemiku, jak je jiz popsano vyse.

L L

AUl

Obr. 3.2 Vyroba [2]

5 znacka borokfemicitého skla
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Obr. 3.3 Rohova litografie. a je vrcholovy uihel jamky, a tloustka sacrificial layer, b tloustka
zbytkové sacrificial layer po odleptdni [63]

Z pocatku se pouzivaly sondy vyrobené metodou A. Jejich vyroba byla zvladnutd a
vytvafeni apertury hrotu frézovanim fokusovanym iontovym svazkem poskytovalo urcitou
volnost v jeji volbé. Pro hromadnou vyrobu bylo ale uziti FIB neefektivni a s rozvojem metody
B se od metody A upustilo [64]. Sondy vyrobené metodou B jsou vhodné pro hromadnou
vyrobu, protoze apertura v nich je vytvorena rovnou, bez nutnosti ji dodateéné vytvaret. Metoda
umoziuje vyrobu dutych sond bez hrotl, s dutym hrotem s aperturou na Spicce ¢i na boku hrotu.
Navic mize byt touto metodou vyroben i duty hrot bez apertury a ta miize byt pozd¢ji vytvoiena
libovoln¢ technikou FIB, coz lze vyuzit naptiklad u prototypt. K dnesnimu dni jsou duté sondy
Z nitridu  kfemiku (tj. vyrobené metodou zde oznaCenou jako metoda B) standardem
Vv systémech FluidFM.

N

S -~
& !- \

Obr. 3.4 Sonda typu A [2]

FluidFM®

Obr. 3.5 Sonda typu B [65]
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Tuhost duté¢ho nosniku Ize analyticky spocitat podobné jako u nosniku plného
zrovnice (2). Na dutou sondu pisobi jiny ohybovy moment setrva¢nosti kvuli jejimu
odli$nému prufezu. Tento moment I, se spocita jako [17]

wtd  wptd
=37 "12" )

kde w je sitka a t je tloustka nosniku a wy, je Sitka a t, je tloustka soustfedné dutiny v nosniku.
Dosazenim do rovnice (2) lze ziskat tuhost dutého cantileveru k; ve tvaru

kp, (Wt3 - Whtg) , @)

413
Analyticky vypocet tuhosti je oproti tuhosti skute¢né vzhledem k nepfesnostem vyroby a tim i
skutecnych rozméria zatizeny zna¢nou chybou. Pro méfeni tuhosti dutych sond Ize stale pouzit
Saderovu metodou zminénou v kapitole 0 AFM [66]. Pti zaplnéni mikrokanalku tekutinou se
snizi rezonan¢ni frekvence cantileveru, ale jeho schopnost méfit topografii neni zasadné
ovlivnéna. Tuhost a Cinitel jakosti se nezméni.

V praci byla také zkoumana a testovana i vyroba dutych sond celych z polymeru SU-8
bez hrotu. Byly provedeny numerické simulace a otestovany tfi strategie vyroby — vyroba
s uzitim adhezniho spojeni, zanofené kovové masky a nakonec laminace. Zadna z nich se
neprokazala jako Uplné vhodna pro pifipadnou budouci hromadnou vyrobu. Metoda
uspokojujici tyto pozadavky byla piedstavena v pozdéjsi praci [67]. Dale byly navrzeny duté
SU-8 sondy s hrotem s aperturou [68] [69]¢i s integrovanymi stfibrnymi nanodraty jako
piezoresistivnimi senzory ohybu [70]. Primér apertur hroti se pohyboval kolem 10 pm
S potencialem dosahnout rozmérii pod 1 um. Byl pfedstaven 1 3D tisk dutych sond z polymerti
[71], ale plnohodnotné nahrady dutych sond zalozenych na kiemiku sondami z polymert
nebylo zatim dosaZeno.

3.1.2 Vyroba drziaku dutych sond

Pro integraci dutych sond do AFM bylo zapottebi vyvinout vhodny drzak. Drzék m¢l
obsahovat kanalky pro propojeni duté sondy s externim rezervoarem a toto spojeni muselo byt
tésné. Byla nutnd mechanicka stabilita pro zamezeni posuvu 1 pii aplikaci tlaku na mikrofluidni
systém. Déle bylo potieba, aby byl drzak kompatibilni s AFM zafizenim a nezasahoval do drahy
laserového paprsku. Duta sonda méla byt idedln€ nerozebiratelné spojena s drzédkem a pouzivat
se jako celek za ucelem usnadnéni manipulace a zamezeni kontaminaci. Pro ucely méfeni
proudil iontll bylo nutné eliminovat pfitomnost unikajicich proud a parazitnich kapacit
Vv drzéku.

Postupné byly vyvinuty ¢tyfi navrhy drzakt dutych sond. Posledni navrh nazvany
CytoClip (viz obr. 3.5) vyvinuty ve spolupraci s Cytosurge uspokojivé spliioval vsechny
zminéné pozadavky. Vyroben je z polymethylmethakrylatu neboli pexiskla a funguje jako
mechanické svorka, kterd se pfipevni na upraveny AFM drzak. Drzak dutych sond je spojen se
sondou pojidlem zalozenym na epoxidové pryskyfici. To eliminuje nutnost pouzivat na toto
spojeni specialni o-krouzek jako u ptedeslych designli, na némz se formovaly nechténé
vzduchové bublinky, které nasledné negativn€ naruSovaly pribcéh experimentl. CytoClip
obsahuje integrovany rezervodr schopny pojmout az 50 pl tekutiny. Zezadu je vystup
z rezervoaru napojen na plastovy konektor s 0-krouzkem, do kterého je zavedena hadicka
z externiho rezervoaru s kontrolou tlaku.
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Obr. 3.6 Drzak CytoClip [2]

3.1.3 Ovladani mikrofluidniho toku

ZpUsob fizeni toku ptedstavuji napiiklad elektroosmotické pumpy [72], evaporaéni
pumpy [73], ¢i syringe pumpa [74] (viz Femtopipeta). Elektroosmotické pumpy potiebuji
integraci elektrod a nedosahuji vyssich tlakt, evapora¢ni pumpy vyzaduji komplexni integraci
do duté sondy a maji omezeny rozsah pouziti a syringe pumpy zpusobuji tlakové pulzy v toku
a maji dlouhé reakéni a ustalujici Casy. Z téchto diivodi byl pro ovladani toku po zvazeni vSech
moznosti pouzit hlavné aktivni regulator tlaku, ptipadn¢ hydrostatickd pumpa. Pozdéji se
z diivodu automatizace pouzival uz jen aktivni regulator tlaku.

Tento regulator byl inspirovany konfiguraci elektronického Wheatstonova mistku a
skladal se z aktivni tlakové pumpy v kombinaci s komplexni siti tlakovych a pojistovacich
ventilll. Zpoc¢atku byl pouZzivan systém od firmy Fluigant SA. Findlni systém regulace tlaku
uzpisobeny potfebam FluidFM dodala firma Cytosurge. Sklada se ze dvou skiini. Prvni tvofi
kontrolér a druhé obsahuje pumpy a rezervodry a mlze byt umisténa dale od experimentalni
sestavy pro omezeni ruSeni. Skiin€ jsou spojeny pneumaticko-elektrickym kabelem. Systém
umoziuje vytvaret kladny i zaporny tlak relativni tlak vici tlaku atmosférickému, ma rychlou
odezvu a ustaleni, pfi zménach nevytvari pulzy v toku, mtze pracovat s libovolnou kapalinou
a je snadno zaclenitelny do FluidFM systému. Poskytuje rozsah relativnich tlakti od -800 mbar
do +1000 mbar s rozlisenim 0,78 mbar pro zaporné a 0,98 mbar pro kladné relativni tlaky.

Obr. 3.7 Skriné regulatoru tlaku. Vievo kontrolér. Vpravo komora s pumpami. [2]

Stanoveni piesného pritoku z pouzitého tlaku je komplikované, protoZe vyzaduje znalost
pfesného pneumatického odporu mikrofluidniho systému. Tok sondou je odhadovéan i na
femtolitry za sekundu, coZ znemoznuje jeho piimé méteni pritokoméry s dobrou ptesnosti.
Piibliznou zavislost toku na aplikovaném tlaku lze stanovit analyticky nebo simulovat
numericky [66].
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3.1.4 Ovladani posuvu vzorku a software

AFM sestava jiz disponuje ovlddanim posuvu vzorku. Rozsah jemného pohybu
integrovanych motorkd vyuzivajici piezoelektrického jevu v ose kolmé na povrch vzorku (osa
z) je zpravidla nedostacujici pro silovou spektroskopii u jednotlivych bunék. Byl tedy vyvinut
oddé€leny adaptér s vlastnimi piezokeramickymi prvky pro ovladani posuvu vzorku a rozsiieni
jeho rozsahu hlavné v 0se z. Adaptér se nasadi na AFM sestavu a jeho pohyby je tfeba
synchronizovat s integrovanymi piezoaktuatory v AFM [75].

Nejprve byly vSechny casti FluidFM systému ovladany samostatné — AFM, opticky
mikroskop, ovladani tlaku, adaptér pro posun vzorku a dodate¢né signaly napiiklad ze
zesilovact pii méfeni iontovych proudt. Pozdé€ji byl ve spolupraci s Cytosurge vyvinut
integrovany software CyUI ovladatelny ptes pokrocilé dotykové rozhrani, ktery integruje
ovladani vsech zminénych prvkll do jednoho uzivatelského prostiedi, coz vyznamné
zjednodusSuje a urychluje méteni.

3.2 Aplikace

Systém FluidFM umoziuje dodavat na povrch ¢i do bunék prakticky libovolnou tekutinu
az v objemu femtolitrti [2] nebo pod tlakem tekutinu nasavat, a to vSe s vysokou prostorovou
ptesnosti a citlivou silovou odezvou. To poskytuje Sirokou oblast uziti tohoto systému, kde tou
hlavni je oblast mikrobiologie.

Systém byl pouzit napiiklad k depozici nanocastic [76] [77],nanotisku [78],
kontrolovanému uspofadavani molekul [79] [80] [81], stimulaci neuronti [82] nebo vytvaieni
struktur v hydrogelu [83]. Dulezité je zbavit tekutinu ¢astic vétSich, nez je apertura hrotu a
zapliovat mikrokanalky kapalinou pomoci ptetlaku za atmosférickych podminek, coz
usnadiiuje vytlacovani plynu a zabranuje nechténému formovani jeho bublin v mikrokandlcich.
Vzhledem Kk povrchovému napéti kapaliny ve vzduchu nelze kapalinu davkovat hrotem
s aperturou mens$i nez 1 um za atmosférickych podminek [2], jelikoz tlak k tomu potiebny by
drive znicil dutou sondu. Toto neni problém pii davkovani kapaliny v kapalném prostiedi.
RozliSeni tisku ve vzduchu je tedy kolem 1 pm, kdeZto v kapalin€ az 300 nm [84].

FluidFM se dale pouziva pro injekci ¢i extrakei (pti podtlaku) latek z jednotlivych bunék
[85] [86] [87] [88] [89]. Za timto ucelem se pouzivaji duté hroty s aperturou na bo¢ni sténé
hrotu blizko Spicky, aby mohl hrot proniknout membranou buniky. Prinik je pozorovatelny na
F-d kiivce [61]. Nicméné i duté hroty s aperturou na SpiCce lze pfivést do kontaktu
s membranou a pfenést pies ni ur€ité latky do bunky difuzi [90]. Dale Ize charakterizovat
lokalni mechanické vlastnosti bunék podobné jako s normalnim AFM hrotem [91].

Obr. 3.8 Schéma operace FluidFM. Vievo injekce do buriky. Vpravo méreni adheze. [92] [93]
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Pomoci vytvoreni relativniho podtlaku v sond¢ vici atmosféte I1ze pii priblizeni sondy
k bunce bunku pfisat, oddalenim sondy ji zvednout a nasledné miize byt bunika premisténa [94].
Pro tyto experimenty se pouzivaji duté sondy bez hrotti. FluidFM tedy muaze byt pouZzito pro
vytvareni struktur z jednotlivych bunék [95]. Dale lze métit adhezni sily pusobici pii
oddélovani bun¢k eukaryotnich [96] [97] [98] [99]¢i mikrobialnich [96] [100] [101] [102]
[103]. Navic Ize dutou sondou nasat malou kulicku a pouzit ji jako vyménitelny sféricky AFM
hrot [66] pro zkoumani mechanickych vlastnosti celych bunék [104].V piipadé, Ze je zapotiebi
pracovat s malym mnozstvim vzacného roztoku, 1ze sondu naplnit tzv. dummy roztokem pro
vyplnéni mikrokanalkti a malé mnozstvi kapaliny nasat pfimo hrotem [105].

Tyto aplikace technika FluidFM zaroven dopliiuje schopnosti zobrazovat topografii
podobné jako AFM. Tvrdé vzorky lze zobrazovat v kontaktnim modu, ale vzhledem k vyssi
tuhosti vétSiny vyrobenych dutych sond (>1 N/m) doslo pfi méfeni zivé buiiky k jejimu smeteni
na stranu skenovanim samotného hrotu [59]. I minimalni deflection setpoint vede kviili vysoké
tuhosti k velkym kontaktnim silam. Obejit tento nedostatek 1ze méfenim v poklepovém rezimu,
kdy se tuhost cantileveru zméni na tuhost efektivni k. [2], pro kterou plati vztah

kep == (8

kde k je ptivodni tuhost a Q je Cinitel jakosti. Méfeni topografie dutym hrotem s aperturou na
samotné Spicce vede k vyskytu vyznamnych konvolu¢nich efektii a vzniku tzv. ghost obrazu.
Vliv tlaku v mikrokanalcich na odezvu v 0se z je pozorovatelna pouze pii zméné sméru toku a
méfeni samotné vyznamné neovliviiuje [2].

Uziti FluidFM lze dale rozsitit implementaci elektrod pro vyvolédvani a zaznamenavani
iontovych proudii skrze aperturu hrotu a vyuzit je k bezkontaktnimu méfeni topografie (SICM)
[106], zaznamenavani aktivit biomolekul [107] ¢i studovani iontovych proudi v buiikach
(patch clamp) [108]. V jednom méfeni Ize poté ziskat napiiklad informace o topografii a
mechanické a elektrické vlastnosti vzorku. Implementace elektrod do FluidFM navic oteviela
novou oblast nanotisku kovovych 3D struktur pomoci elektrochemické depozice kovovych
iontd [109] [110] [111] [112] a to vedlo roku 2019 az ke vzniku nezavislého spin-offu firmy
Cytosurge — firmy Exaddon, kterd se zamétuje na vyrobu kovovych mikrostruktur prave touto
technikou. RozliSeni tisku touto technikou je v fadu mikrometra [113].

Obr. 3.9 3D nanotisk elektrochemickou depozici [110]
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3.3 Produkty

Cytosurge nabizi tfi typy dutych sond. Vyrobeny jsou z nitridu kifemiku, rozméry maji
200 x 36 x 1,7 um (délka x Sitka x vyska) a jsou pokryty 40nm odrazivou vrstvou chromu ¢i
zlata. Pfipadné jehlanovité hroty maji rozméry 10 x 10 x 7 um. FluidFM Micropipette je sonda
bez hrotu a nabizi se s aperturou o praiméru 2 um, 4 um a 8 pm. Na vybér jsou se jmenovitou
tuhosti 0,3 N/m, 1 N/m, 2 N/m a 4 N/m s ptislusnymi vySkami mikrofluidnich kanalki (po fad¢)
500 nm, 500 nm, 1000 nm a 1500 nm. Déle se prodavéa sonda FluidFM Nanopipette, jez ma
hrot s aperturou o priméru pfiblizn€ 300 nm na $picce. Prodavané tuhosti jsou 0,6 N/m a 2 N/m
s ptislusSnymi vySkami kandlkd 500 nm a 1000 nm. Posledni z nabizenych dutych sond je
FIuidFM Nanosyringe. Tato varianta ma aperturu na bo¢ni strané hrotu. Nominalni pramér
apertury je 600 nm, ale kus od kusu se pohybuje v rozmezi 300-800 nm. Nabizena tuhost je
2,2 N/m s vyskou mikrokanalku 1500 nm. Cytosurge spolupracuje s vyrobci AFM sestav
Nanosurf, Bruker a JPK a sondy se prodavaji s drzaky uzptisobeny systému FluidFM ADD-ON
pro jejich sestavy, piipadné systému FluidFM OMNIUM (viz déle). K témto sonddm navic
prodéava FluidFM pneumaticky konektor pro pfipojeni k FluidFM mikrofluidnimu kontrolnimu
systému. Jednotlivé sondy nebo pneumaticky konektor stoji pfiblizné 180 € (k roku 2022).

BIOAFM

-%n JPIC YeT nanosurf

Obr. 3.10 SEM snimky nabizenych dutych sond (nahore) a drzdiky pro prislusné vyrobce
(dole). Snimky SEM (zleva): Mikropipette, Nanosyringe, Nanopipette [114]

Firma Cytosurge nabizi samostatny vysoce automatizovany systém FluidFM systém
zvany FluidFM OMNIUM (dfive nazyvany FluidFM BOT). Obsahuje integrovany opticky
mikroskop, force-control jednotku a inkubator s regulovatelnou teplotou a obsahem CO..
Vétsina akci je pln€ automatizovéana a efektivné ovladana ptes intuitivni uzivatelské rozhrani.
Systém ma aplikace ve vyvoji fad bunék metodou CRISPR® nanotisku, virologii, neurovédé ¢i

mechanobiologii. Cena systému se pohybuje piiblizné od 300 tisic Euro do 400 tisic Euro
(k roku 2022).

® technika genetického inZenyrstvi
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Obr. 3.11 FluidFM OMNIUM [115]

DalSim produktem je FluidFM ADD-ON. Je to adaptér, ktery pfeméni regulérni AFM
sestavu na FluidFM systém. Kompatibilita je zaruena s modely AFM od jiz zminénych
vyrobcti Nanosurf, Bruker a JPK. Vzdy se jednd o malé AFM sestavy, které lze vlozit do
FluidFM ADD-ON (viz obr. 3.12). Dodava se s rozsifujicim softwarem pro software pouzivané
AFM sestavy a mira automatizace zavisi na daném AFM systému. Piipadny inkubator pro fizeni
kontrolu teploty a koncentrace CO> je nutné dokoupit od vyrobce daného AFM. Rozdily
Vv pouziti oproti FluidFM OMNIUM zachycuje tabulka nize. Cena systému se pohybuje
piiblizné€ od 30 tisic Euro do 60 tisic Euro.

V neposledni fad€ nabizi Cytosurge sluzbu komplexnich uprav fad bun€k uzitim CRISPR
specidlné vhodnou pro tipravu vzacnych &i tézko transfektovatelnych’ bungk.

BIOAFM
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Obr. 3.12 FluidFM ADD-ON [116]

7 transfekce = proces doddvani nukleovych kyselin do eukaryotickych bungk
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Tab. Srovnani FluidFM ADD-ON a FluidFM OMNIUM adaptovano z [117]

FluidFM FluidFM
ADD-ON OMNIUM
Nanotisk
Tisk nanostruktur +++ ++
Tisk soubort struktur ++ +H+
Tisk in situ ++ it
Tisk rozlehlych vzora - +t++
Tisk vzacnych vzorkl +t++ et
Virologie
Injekce/aplikace virionti + +++
Transfekce/editace genomu bunck pro vyzkum virt + +++
Izolace bun¢k - e
Spolukultivace s dalsimi typy bun¢k i i
/vytvareni vzorl na buiikach
Analyza/omika® jednotlivy bungk + +
Neurovéda
Vytvareni vzorl na neurondlnich buiikdch - +++
Injekce/aplikace 1é¢iv (stimulace) + +++
Transfekce/editace genoml neuronti + +++
Analyza/omika jednotlivych neuronti + +
Elektrostimulace +* -
Spolukultivace s dal§imi typy bunék - +4+
Mechanobiologie
Me¢éfteni adheze sav€ich bunék ++ +++
Me¢feni elasticity ¢i promacknuti sav€ich bunék +++ ++
Me¢éfteni adheze vétSich mikrobti +++ ++
Me¢fteni adheze bakterii +++ -
Koloidni spektroskopie t++ ++

Vyvoji fad bunék uzitim CRISPR

Pouze FluidFM OMNIUM

*v kombinaci s elektrodami

Vysvétlivky: - nedoporuceno; + funguje s nedostatky; ++ funguje, ale ne vzdy optimalné;

+++ nejlepsi volba

8 omika — rizné discipliny biologie, jejichZ nazvy konéi na -omika (genomika, proteomika, ...)

37




Firma Exaddon nabizi samostatny systétm CERES Print System ureny k tisku
komplexnich kovovych struktur s rozliSenim i pod jeden mikrometr. Systém kombinuje presné
polohovani, tlakem fizené davkovani kapaliny, elektrochemickou depozici a opticky force
feedback. Intuitivni ovladani celé sestavy zajistuje software CAPA. Pouziti systém nachazi v
opravé poruch a modifikaci povrchli polovodic¢li, vyrobé vysokofrekvencnich
mikroelektronickych komponent a neuroprostetiky, modifikaci MEMS zatizeni, mikrosenzort
a lab-on-a-chip komponentti, vyrobé mikrocivek a spiral nebo tieba malych designovych

pfedméth pro hodinky ¢i Sperky. Cena tohoto systému zacind na 300 tisicich Euro (k roku
2022).

Obr 3.12 CERES Print System [118]

3.4 Dalsi duté sondy

Od vydani prvni publikace o FluidFM [61] byly jinymi vyzkumnymi skupinami
predstaveny dalsi duté sondy. Za zminku stoji Femtopipeta a BioProbe.

3.4.1 Femtopipeta

Femtopipeta byla vyvinuta za uc¢elem umoznit nejenom davkovani tekutiny, ale 1 jeji
nasavani. Vyuziti zpétného toku dutou sondou do té¢ doby zddna publikace neprezentovala. Po
experimentech s vytvarenim relativniho pietlaku vici tlaku atmosférickému pomoci zahtati
[119] byla pfedstavena duta sonda se syringe pumpou [74]. ZaloZena byla na vyrobni metodé
shodné s metodou A vyroby FluidFM sond. Apertura byla vytvotena v blizkosti hrotu metodou
FIB a méla primér kolem 2 um. Bylo vyrobeno viko na rezervoar duté sondy z dvou vrstev
polydimethylosiloxanu (PDMS) technikou mikromolding, do néz byla zavedena 9 mm dlouha
nerezové ocelova trubicka s vnitinim primérem 100 um, ktera byla pfipojena k Tygon® trubce
vedouci do samotné pumpy. PDMS sdm o sobé ma malou adhezi a byl tedy vystaven kyslikové
plasmé, coz vedlo k jejimu zvySeni a viko 1épe tésnilo. Tésnost vika byla uspé$né ovéiena —
tekutina v rezervoaru zistala po 40 hodin oproti ptivodnim 18 minutam za situace bez vika

% zna¢ka pruznych polymernich trubek
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[119]. Problém odpatovani tekutiny z rezervoaru je prakticky tedy zcela odstranén jako u
FluidFM.

Po spusténi pumpy se s drobnym zpozdénim kviili hydrodynamickému odporu prazdné
sondy zaplnily mikrokanalky deionizovanou vodou a byla pozorovana zména rezonanc¢ni
frekvence [74]. Na hrotu byla vytvotfena velka kapka, jeZ byla nasledn¢ po zméné sméru toku
na syringe pump¢ nasata zpét. Bylo tedy potvrzeno, Ze lze takto vyrobené duté sondy pouzivat
jako pipety — femtopipety.

Do syringe pumpy

Trubicka z
nerezové oceli

€ Hrot s nosnik
aperturou

Obr. 3.13 Schéma Femtopipety [74]

V ramci dal$iho vyvoje byla vyrobena celé sestava pro depozici a extrakei tekutin pomoci
femtopipet [120]. Pozadavkem byla schopnost kontrolovat pfeneseny objem, ktery zavisi na
mnoha faktorech, jako naptiklad viskozité kapaliny, relativni vlhkosti okoli ¢i materidlu hrotu
a povrchu. Sestava se skladala z AFM mikroskopu s klimatickou komorou pro kontrolu
vlhkosti a teploty v okoli vzorku. Na 3D tiskarn¢ na polymery bylo vyrobeno nové viko pro
zakryti rezervoaru, které bylo specidlnim postupem pftilepeno k duté sond€ a spoj tak vydrzel
tlak vétsi nez 5 bard. Syringe pumpa byla nahrazena systémem konstantniho tlaku, jenz
umozioval ménit tlak od -0,8 bard do 5,0 bard s rozliSenim 0,1 baru. S dutou sondou
s aperturou 750 nm byla dosaZzena minimalni kontrolovatelna rychlost toku tekutiny 50 fl/s. Pro
zjednodusSeni celého procesu depozice byla pod substrat integrovana miiZka s ¢tverci o strané
100 pm, podle které se fidil vyvinuty systém, jenz automaticky hrot pfesunul do oblasti
zvoleného c¢tverce a provedl depozici na definovanych mistech.

Femtopipeta tedy umoziiuje praci v kapaliné€, kontrolovat do jisté miry pfeneseny objem
a urcitou uroven automatizace depozice. S jejim vyuzitim byla napiiklad provedena lokalni
syntéza a depozice zlatych nanocastic [121] nebo byly integrovany do robotickych
manipulatort [122].

3.4.2 BioProbe

BioProbe je dutd sonda vyvinuta se zaméfenim na mikrobiologii za uc¢elem nahradit
mikropipety pii experimentech s buiikami podobné jako FluidFM. Charakteristickou je pro ni
velice dlouhy tenky duty hrot zvany mikro ¢i nanojehla, kterd je propojena mikrokanalky
V nosniku se vstupem, jenZ vede do rezervoaru umisténém na Cipu. K rezervoaru miize byt
pfipojen externi zdroj tlaku pro davkovani tekutiny [123].

VétSina prvnich mikrojehel vyrabénych technologii MEMS byla navrZzena jako nédhrada
injekénich jehel pro sniZzeni poSkozeni tkani a bolesti pii vpichu [124]. Jejich vétsi vnitini
prumér v desitkdch mikrometrt zajistil dostate¢nou tuhost pro prinik kiizi, ale pro nahrazeni
mikropipet pii jednobuné¢nych experimentech byly pfili§ velké. To vedlo k vyvoji metody,
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ktera by umoziovala vyrabét mikrojehly s men$im pramérem (viz obr. 3.14) [125] [126].
Pouzit k tomu byl oboustrann¢ vylestény kifemikovy wafer. Ten se pomoci mokré oxidace
pokryl z obou stran vrstvou SiO2, do niz byly fotolitografii a naslednym RIE vytvofeny z vrchni
strany kruhové diry (Cast a). Skrze tyto otvory byly do kiemiku vytvofeny postupné se zuzujici
jamy pomoci tzv. deep reactive ion etching (DRIE)(¢ast b). Poté nasledovala mokra oxidace
pro pokryti povrchu uvniti dér vrstvou oxidu kiemiku. Ze spodni strany waferu je odstranéna
vrstva SiOz a odleptan kiemik uzitim XeF2, dokud se neodhali oxidové $pic¢ky hrotd. Ty jsou
poté odstranény RIE procesem a vytvareji aperturu jednotlivych jehel (¢ast ¢). Samotné jehly
jsou odhaleny dal$im leptanim kifemiku (Cast d). Takto vytvorené struktury jehel dosahuji
pruméru Spicky pod 1 pm saperturou méné¢ nez 0,2 pm a jsou dlouhé ptiblizné 50-70
mikrometrti v zavislosti na tom, jak tlusta vrstva kiemiku byla ponechana u kofent hrott [126].

Rezistfsiozk Sio,

e

N Hroty jehel

(a) (c)

i

Apertury hroti
(b) (d)

Obr. 3.14 Schéma vyroby mikrojehel [126]

Pevnost a Setrnost téchto mikrojehel byla Gispé$né testovana vpichovanim do Zelatiny
[125] [126] a pevnost v ohybu byla analyzovana metodou kone¢nych prvki a doplnéna
experimentalnim méfenim meze pevnosti v ohybu v zavislosti na délce hrotu [126] [123]. Tato
zéavislost se ukdzala ptiblizn€ jako nepfimo umérna. Schopnost hrotli ddvkovat tekutinu byla
ovéfena pocitacovou analyzou a experimentalné s vodou uzitim rozdilu tlaku [127].

V ramci integrace jehel do AFM byl vyroben nosnik a Cip s mikrokanalky a rezervoarem,
ke kterému byla mikrojehla z oxidu kiemiku ptipevnéna tzv. bonding procesem [123]. Do SOI
substratu (silicon on insulator) byly za pouziti SiO2 masky pomoci metody DRIE vyleptany
ryhy hluboké asi 10 pm a Siroké 3um. V ryhéach byla nasledné vytvorena vrstva oxidu kiemiku
vlhkou oxidaci. Tato vrstva byla na dné ryhy vyleptana procesem RIE a celé dno bylo dale
vyleptano uzitim XeF2, coz vedlo ke vzniku kruhové struktury s pramérem asi 9 um v Si
substratu. Nakonec byly zhotoveny vstupy/vystupy mikrokanalkl a cela vyleptana struktura
byla znovu podrobena mokré oxidaci pro vznik vrstvy oxidu na st€énach [128]. Takto zhotoveny
cantilever byl spojen s kiemikovym substratem s mikrojehlou z oxidu kiemicitého zhotovenou
dle difive popsaného postupu. Prebytecny kiemik byl odstranén TMAH (hydroxid
tetramethylamonny) leptanim. Hrot dlouhy pfiblizn¢ 70 um byl tudiz cely odhaleny, a proto
byla nasledn¢ za ticelem jeho vyztuzeni proti pficnym silam vytvoiena u jeho paty kiemikova
struktura vysoka asi 55 pm [128].
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Obr. 3.15 Schéma vyroby BioProbe [123]

Spojeni

Funkénost mikrokanalkl byla zdarn€ ovéfena vodou s fluorescenénim barvivem, jez se
do nich dopravila kapilarnim efektem [128]. Schopnost sondy piesné a Setrné proniknout
membranou buriky a zanechat ji Zivou byla uspé$né otestovana na bunikach ulozenych v roztoku
fosfatového pufru s kalceinem. Samotna injekce a extrakce biomolekul nemlze byt zajisténa
hydrostatickym tlakem, protoze tlak potiebny k prichodu kapaliny aperturou hrotu je natolik
velky, ze diive sondu rozbil. Pro kontrolované doruceni ¢i extrakci biomolekul skrze aperturu
hrotu se tedy osvéd¢ilo vyuziti elektrod [128].

BioProbe diky svému dlouhému tenkému hrotu mize méfit struktury v dutinach, ale
nevyhodou je jeho vétsi tuhost. Ta zplisobuje, Ze prinik membranou buniky nemusi byt jasné
detekovatelny [128].

3.5 Shrnuti

FluidFM na vybornou plni zamér, se kterym byl vyvinut — nahrazuje mikro/nanopipety
V bunéénych experimentech. Diky piezokeramickym prvkiim umoziuje pfesné polohovani viici
vzorku a pomoci citlivé silové odezvy muze Setrné interagovat s buikami [2]. Oproti
mikropipetam ovladanymi mikromanipulatory pod optickym mikroskopem neklade FluidFM
vysoké naroky na zru¢nost operatora a dosahuje mnohem vyssi uspé$nosti pii jednobunéénych
experimentech. Aplikace FluidFM ale i pfesahuji oblast uZiti mikropipet a nachazi uZiti ve vice
oblastech mikrobiologie (viz Aplikace). FluidFM OMNIUM je zaméfeny pravé primarné na
biologické aplikace. Dalsi oblasti uZiti je tisk 3D nanostruktur hlavn€ pomoci elektrochemické
depozice kovovych iontl. Na tuto oblast je zaméteny systém CERES Print.

V pocatcich vyvoje dutych sond (viz Vyvoj dutych sond) se pifevazné vSechny
experimenty provadély v atmosféte, pifipadné s kontrolovanou vlhkosti. Spoléhalo se na
kapilarni sily, které hydrofilni mikrokanalky zaplnily a dopravily kapalinu k apertufe dutého
hrotu. Vyuzivaly se zejména pro depozici inkoustl, kde byly nékteré schopny v difuznim
rezimu dosahovat rozliseni pod 100 nm. (viz Nanofountain Pen). NADIS druhé generace
rozsifil pouziti dutych sond na kapalné prostiedi a z n€j vychazejici komeréné uspésné FluidFM
pouziti v tomto prostiedi dale rozsifilo. Vyuziti externiho reguldtoru tlaku misto kapildrnich sil
sice umoznilo téméft libovolnou kapalinu davkovat v kapalném prosttedi a také ji nasavat, ale
tisk struktur s rozlisenim pod 100 nm v atmosférickych podminkach jiz nebyl s timto systémem
mozny (viz Aplikace). Tato nevyhoda je ale pfevazena Sirokou oblasti ostatnich aplikaci
FluidFM.

Femtopipeta s sebou nese nevyhody vyrobni metody A — kusova povaha vyroby uzitim
FIB, s tim souvisejici vyssi cena a komplexnost thermal fusion bonding procesu. Déle nebyl
zpétny tok ani demonstrovan v kapaliné. Vyroba BioProbe mé kromé komplexnosti a kusovosti
navic nekonzistentni vysledky. A kvili vyssi tuhosti sondy nelze dobie detekovat kontakt ¢i
pruraz membrany buné¢k [128].
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FluidFM tak zGstava jako prvni volba v oblasti systém skenovacich sond
s mikrofluidnimi kanalky. Tyto duté sondy lze od firmy Cytosurge samostatn¢ zakoupit za cenu
piiblizné 180 €. Budouci vyvoj se soustfedi na rozvoj produkti FluidFM OMNIUM a CERES
Print systému a rozvoj v oblastech jejich aplikaci.
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4  Environmentalni komora a upravy

Cilem této prace bylo mimo jiné zprovoznit environmentdlni komoru pro pouziti na
mikroskopu atomérnich sil NTegra Prima od ruského vyrobce NT-MDT v laboratofi povrcht
na Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi VUT FSI v Brné. Tato komora ma zajistit kontrolu nad
vlhkosti v oblasti vzorku a umoznit praci v nizkém vakuu pro pfesnéjSi méteni. Funkéni
environmentalni komoru by §lo poté mimo jiné vyuzit pfi experimentech s dutymi sondami.

4.1 AFM sestava

Mikroskop NTegra Prima je konstruovan pro provadéni Siroké skaly SPM metod. To je
umoznéno ruznymi méficimi moduly (hlavami), které 1ze snadno vymeénit. Hlavy se pokladaji
na zakladnu mikroskopu nad méfeny vzorek. Pouzivana byla vyhradné hlava pro mikroskopii
atomarnich sil. Tento méfici modul je zalozen na rozsiteném zpusobu detekce ohybu v AFM —
OBD (optical beam deflection). Pod hlavou se spolu s podstavcem na vzorek nachazeji Srouby
pro hrubé posuny vzorku v horizontalnich smérech X, Y (pro volbu téchto os viz obr 4.2).
Systém je doplnén optickym videomikroskopem s koaxidlnim osvétlenim pro orientaci na
vzorku a hrubé pfiblizovani hrotu k nému.

Hlava AFM obsahuje ¢tyfi Srouby uréené pro nastaveni pozice cantileveru a fotodetektoru
vaci paprsku laseru a jeho odrazu (viz obr 4.2). Fotodetektor je slozen ze Ctyi fotodiod
umisténych do kvadrantii. V ose X zaznamenava torzi nosniku (LF — lateral forces) a v ose Y
zaznamenava ohyb nosniku (DFL — deflection). Pied métenim, kdy nedochazi k zadnému
ohybu ¢i torzi nosniku, je fotodetektor pomoci pfislusnych polohovacich Sroubii posunut tak,
aby odrazeny laser dopadal piesné do jeho stiedu a parametry DFL a LF byly nulové. Srouby
pro polohovani sondy umoznuji upravit jeji pozici vzhledem k laseru tak, aby byl signal laseru
odrazeného do fotodetektoru maximalni. V dal§im textu budeme polohovaci Sroub pro
fotodetektor v ose Y (resp. ose X) oznacovat zjednodusené jako ,.DFL Sroub® (resp. ,,LF
Sroub®). Podobné budeme Sroub pro polohovani sondy v 0se Y (resp. ose X) oznacovat jako
,»SY Sroub (resp. ,,SX Sroub®).

opticky mikroskop

AFM hlava

zakladna mikroskopu

Obr. 4.1 NTegra Prima
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polohovani fotodiody v ose X

polohovani sondy v ose X

polohovani sondy v ose Y

o L

Obr. 4.2 Hlava AFM a polohovaci srouby. DFL Sroub se nachdzi na zadni strané hlavy AFM

Sestava je v laboratoii umisténa spolu se sestavou pro SNOM od téhoz vyrobce na
ocelové konstrukci, na které je na gumovych podloZzkéach polozena Zulova deska a na ni aktivni
antivibra¢ni stil. Dale je na vrchni ¢asti této konstrukce polozena plachta pro ptipadné izolovani
sestavy od akustickych vibraci. Pod Zulovou deskou je umistén kontrolér pro AFM/SNOM a
pro aktivni vibracni stil. Ovladani AFM je zajisténo pomoci softwaru Nova od vyrobce. Pro
méfeni v kontaktnim modu se v softwaru volily dva hlavni parametry — setpoint a feedback.
Setpoint odpovida velikosti sily, kterou je hrot tlaéen k povrchu, a hodnota feedback udava, jak
rychle bude systém reagovat na zmény v ohybu nosniku sondy.

Obr. 4.3 AFM sestava

Mikroskop NTegra Prima je uzplsoben pro nasazeni vakuové komory a ventily pro
napousténi plynu. Vyrobcem nabizena souprava s komorou je pfedevsim urcena pro dosazeni
nizkého vakua (jednotky Pascalll), coz zvySuje piesnost mikroskopickych méfeni (zvysuje se
Cinitel jakosti sondy). Dosazeni vy$$iho vakua jiz pfesnost tolik nezlepsi [129]. Komora
disponuje ve viku malym prizorem (primér asi 5 cm) pro opticky mikroskop, ktery pro
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pouzivani s komorou vyzaduje dokoupit Cocku pro zvétSeni pracovni vzdalenosti. V zékladu
komora neobsahuje ptiruby pro pfimou integraci ¢idel tlaku, vlhkosti ¢i teploty. Je ale mozné
dokoupit pro komoru nastavec, co pfiruby s pfipojenymi ¢idly obsahuje, a rozsitit tak vyuziti
komory pro kontrolu prosttedi v oblasti vzorku. Cena takové soupravy jiz piesahuje 100 tisic
korun a navic pouziti nastavce vyzaduje dokoupeni prodlouzené tyce optického mikroskopu.
Nevyhodou této komeréni vakuové komory je absence jakychkoli manipuldtord pro ovladani
Sroubl hlavy AFM ¢i manipulatori pro hruby posun vzorku v osach X a Y, kdyz je komora
nasazena.

>

Obr. 4.4 Vakuové komory NT-MDT [130]

4.2 Environmentalni komora pro NTegra Prima

Vzhledem k absenci mechanickych manipulatorti na komeréné nabizené komote a také
absenci pfirub pifi pouZivani komory bez zakoupeného nastavce byla zvolena vyroba komory
vlastni. Environmentalni komoru navrhl a nechal vyrobit v rdmci své bakalaiské prace Ales
Cahlik [3]. Jedna se o nerezovou komoru, ktera disponuje ¢tyfmi ty¢ovymi manipulatory pro
ovladani Sroubti na AFM hlavé mikroskopu pfi nasazené komote a piirubami pro integraci ¢idel
vlhkosti a tlaku. Environmentdlni komora ma, podobné jako komeréné dostupna varianta,
proskleny priizor ve viku. Tento priizor ma ale ptiblizné tfikrat vétsi primér a poskytuje tudiz
vétsi piehled o sestavé pii pohybech s manipulatory €1 pfi nasazovani komory.

Obr. 4.5 Model environmentdlni komory [3]
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Pro pfenos krouticiho momentu z ty¢ovych manipulatori na Srouby AFM hlavy byly
v ramci bakalarské prace AleSe Cahlika navrzeny specialni koncovky. Tyto koncovky mély
umoziovat pienos krouticiho momentu 1 pfi rovnob&zném vyoseni Sroubu a manipulatoru az o
3 mm a mély byt pouZity na tfech z manipulatort (viz obr. 4.6). Ctvrty manipulator ureny
k ovladani SX Sroubu byl navrzen znatelné rovnobézné vyoseny, protoze dochazelo ke kolizi s
ovladacim prvekem zakladny mikroskopu uréeny pro hruby posuv vzorku v ose Z (smér kolmy
na povrch vzorku). Proto bylo navrzeno pouzit pro pienos krouticiho momentu z tohoto
manipulatoru na $roub ¢elniho ozubeného soukoli [3]. Koncovky véetné ozubeného soukoli
mély byt vytiStény na 3D tiskarné. Pro udrzeni manipulatorti rovnobézné s ptisluSnymi Srouby
je komora opatiena madly a na AFM sestavu byla vyrobena specialni konzole, na kterou se
jedno z madel nasune (viz obr. 4.7).

Obr. 4.7 Pohled zezadu na AFM sestavu s komorou. Cervené madlo s konzoli.

Vyroba komory byla dokoncena se zpozdénim, v roce 2014. Navrzené koncovky
manipulatort a Sroubil nebyly realizovany a komora nebyla pro generovani nizkého vakua na
mikroskopu NTegra Prima nebyla zprovoznéna. Na AFM sestavé se pouzivala pro regulaci
vlhkosti za atmosférickych podminek. Déle byla pouzivana samostatné s nerezovym dnem [3]
pro kontrolu atmosféry 1 za podminek nizkého vakua pfi testovani nanosensort. K ¢erpani
komory se vyuziva rotacni olejova vyvéva.
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V rdmci zprovoznéni manipulatori bylo Ing. Jindfichem Machem, Ph.D. navrzeno a
vytisknuto ¢elni ozubené soukoli pro manipulator ovladajici SX Sroub a kuzelovité soukoli pro
manipulator SY Sroubu (viz obr 4.8). Tato ozubend kola jsou viditelna i na obrazcich 4.1 a 4.2.
Dale byly Ing. Michalem Paverou, Ph.D. a Ing. Zdefikem Novackem, Ph.D. navrzeny a
zhotoveny funkéni té€snici nastavce na vnéjsi konektory (konektory na zakladné AFM
nachazejici se mimo environmentalni komoru), jelikoz pronikal pti ¢erpani vzduch.

Obr. 4.9 Model tésniciho ndstavce na konektor

4.3 Testovani a upravy environmentalni komory

V ramci bakalarské prace byla environmentalni komora v kombinaci se sestavou AFM
testovana, byly stanoveny jeji funk¢ni nedostatky a byla navrzena a ptipadné realizovana jejich
naprava.

4.3.1 Vyoseni manipulatori

Zhotovené tésnici nastavce pro vnéj§i paralelni porty znamenaly zvyseni celého
konektoru do miry, ze zacal zavazet manipulatoru LF Sroubu (viz obrazek 4.10). Bylo tedy
nutné provozovat komoru lehce natocenou vii¢i pldnované poloze v matematicky zaporném
sméru. To vedlo k vyznamnému vyoseni manipulator vii¢i Sroubiim (4 mm) a mirné odchylce
Vv jejich rovnobéznosti. Konzole v zadni ¢asti AFM zakladny tedy musela byt odstranéna,
protoze neumoznovala nasadit komoru mirn€ natocenou. Kuzelovité soukoli disledkem tohoto
natoceni komory zcela ztratilo svoji funk¢nost. Jedinym funkénim manipulatorem tedy ztstal
manipulator SX Sroubu, kde se mirné natoc¢eni na funkci ozubeného soukoli nepodepsalo. Navic
chybél manipulator pro ovladani LF Sroubu a misto né&j byla v komofe provizorn¢ umisténa
jednoducha ty¢. Byl tedy vyroben manipulator novy dle ptivodniho vykresu AleSe Cahlika.
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Obr. 4.10 Vievo pohled na manipuldtory SX a LF §roubu. Vpravo detail
vyoseni kuzelovitého soukoli

4.3.2 Testovani vakua

K AFM sestavé byla pfipojena rotacni olejova vyvéva a byla ovéfena schopnost této
sestavy s komorou dosdhnout nizkého vakua. Tlak byl méfen pomoci Piraniho mérky zavedené
vice jak ptl hodiné ¢erpani byl trochu pod 5 Pa, coZ je fadov€ nizké vakuum dostate¢né pro
dobré zvyseni piesnosti mikroskopickych métfeni. Na grafu erpani (obr. 4.11) lze pozorovat
zastaveni poklesu tlaku kolem 102 Pa. To je zplisobeno nejspise doasnou netésnosti komory.

Cerpani komory
1,0e+05 T T T T T T T I

1,7e+04

3,0e+03

tlak (Pa)

5,2e+02

8,9e+01

1,5e+01
0

t (min)

Obr. 4.11
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Drzeni vakua
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Obr. 4.12

Vzhledem k zminénému natoc¢eni komory byl pozorovan kontakt manipulatoru SX
Sroubu s ovladacim prvkem pro hrubé posuny vzorku v 0se Z. K tomuto kontaktu dochazi
pouze pii od¢erpané komote, kdy se zdeformuje O-krouzek komory o 0,8 mm a komora tak
zcela ptilehne na dosedaci kruh zakladny mikroskopu. Tento kontakt mirn€ omezuje pouzivani
zminéného manipulatoru ve vakuu.

4.3.3 Posun pri vakuovani a opticky mikroskop

V dal$im textu bylo i bez vSech funk¢nich manipulatori provedeno méfeni kalibra¢ni
miizky s obdélnikovymi vystupky ve vakuu (viz Méfeni topografie ve vakuu). Pii ném bylo
zjisténo, Ze pii nasazeni komory a vakuovani dochazi k relativnimu posunu hrotu a vzorku. Pro
stanoveni tohoto posunu bylo provedeno pozorovani na vétsi struktute (viz Méfeni nefunkéniho
UV senzoru grafen/GaN). Posuv pfi nasazovani komory piesahoval i 0,5 mm. Takto veliky
posuv byl zptisoben O-krouzkem. Ten byl v drazce komory umistén volné a bylo potieba jej
vzdy pfed nasazenim komory poloZit na dosedaci kruh AFM zakladny. Nésledn€ musel krouzek
do nasazované komory zapadnout, coz bylo vétSinou spojeno s relativnim posuvem vzorku a
hrotu. Problém byl vyfeSen koupi O-krouzku s menSim velkym primérem, ktery se navléknul
na vnitfni sténu drazky komory a drzel v ni pomoci tfeni. To minimalizovalo posuny pti
nasazovani komory na jednotky mikrometrti. Pro omezeni rizika posuvu v diisledku kontaktu
manipulatoru se Sroubem pii nasazovani bylo jedno z ozubenych kol soukoli na funkénim
manipulatoru zkraceno.

Pro urceni posuvu zplsobeného vakuovadnim bylo nutné zajistit pozorovani vzorku
optickym mikroskopem pfi nasazené komote. Bylo tedy potieba zvétsit pracovni vzdalenost
mikroskopu. Za timto ti€elem byla obstarana rozptylna ¢ocka. Tu jsme polozili na prithledné
viko komory. Toto feSeni, byt je funk¢ni, bude do budoucna vyzadovat Gipravu, protoze kvalita
obrazi neni zcela uspokojiva (viz Méteni nefunkéniho UV senzoru grafen/GaN). Pii nasazené
komofte a zaostfeni na vzorek se navic opticky mikroskop pohybuje velice blizko horni hranici
rozsahu svého pohybu v 0se Z. Pro ucely této bakalaiské prace vsak bylo toto feSeni uznano
jako postacujici.
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Obr. 4.13 Pohled na komoru s optickym mikroskopem a rozptylnou ¢ockou

S funk¢énim optickym mikroskopem pro pozorovani vzorku s nasazenou komorou bylo
provedeno méfeni na vyfazeném senzoru (viz Méfeni nefunkéniho UV senzoru grafen/GaN).
Tato struktura byla dostate¢né piehlednd pro pozorovéani posuvu. Posun pifi samotném
vakuovani byl stanoven pfiblizné¢ na 200 pm. To piesahuje rozsah 100 pum integrovaného
piezoskeneru a pro korigovani tohoto posuvu by bylo zapotiebi moznosti ovladat hruby posuv
vzorku v osach X a Y pii nasazené komote. Soudime, Ze feSenim by byla instalace krokovych
motorkii do komory pro ovladani té€chto posuvi. Podobny zavér byl ostatné ucinén jiz
Vv bakalaiské praci Alese Cahlik [3]. Implementace krokovych motorkti bude pfedmétem dalsi
prace.

4.3.4 Navrh nastavce pro environmentalni komoru

V ramci navrhu feseni na zprovoznéni manipulatortt komory byla v softwaru Autodesk
Inventor Professional 2021 vyhotovena sestava skladajici se ze zjednoduSené zdkladny AFM,
environmentalni komory a méfici hlavy AFM. Model komory byl pouzit z bakalatské prace
Alese Cahlika [3] a model hlavy AFM laskavé poskytnul Ing. Michal Pavera, Ph.D.
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Obr. 4.14 Model celé sestavy

Nenabizela se zadna realizovatelnd uprava ¢i pred€lani tésnicich nastavced vnéjSich
paralelnich portl, které by umoznilo komoru natocit zpét do plivodni polohy, s niz pocital jeji
navrh. Srouby a manipulatory jsou vyznamné vyoseny, ale ne natolik, aby neumoznili pouZiti
¢elniho ozubeného soukoli (viz obrazek 4.15). Prvni myslenkou bylo tedy natoceni komory
dale zvétsit, aby se zvétsilo horizontalni vyoseni a ¢elni ozubené soukoli se dalo pouzit (viz obr
4.15). Krom¢ vyoseni by se jesté zvétsila odchylka os manipulatord a Sroubt, coz by vedlo
k situaci, ze by jedno z kol ptipadného celniho ozubeni zabiralo pouze svoji hranou. Tato
skutec¢nost byla ale shledana funkéné ptipustnou.

Obr. 4.15 Pohled shora na model sestavy. Vievo piivodni vyoseni. Vpravo planované vyoseni..
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Pro realizaci dal$iho natoCeni v matematicky zdporném sméru bylo tfeba nadzvednout
komoru o par milimetrQ, aby se nezhorsil jiz zminény mirny kontakt manipulatoru SX sroubu
s ovladanim hrubého posuvu vzorku v ose Z. Zaroven nesmélo byt nadzvednuti piili§ velké,
protoze by se opticky mikroskop jiz nem¢l kam dal nahoru posouvat. Byl navrzen 4 mm silny
obrucovy nastavec s drazkou pro O-krouzek, ktery by se vlozil mezi dosedaci obru¢ zakladny
AFM a komoru. Uchyceni néstavce bylo zamysleno pomoci tii vystupki s dirami na jeho
vnitinim obvodu, do kterych by se nasledné s ptesahem ulozily koliky. Koliky by byly
v kontaktu s vnitinim polomérem dosedaci obruce zakladny AFM a branily by v posunu
nastavce. Cena zakazky na vyrobu tohoto nastavce z nerezové oceli byla od firmy Tecpa s. I. 0.
stanovena na necelych pét tisic korun a trvala by ptl mésice. Vzhledem k tomu bylo nejdiive
pristoupeno k vytisténi upraveného nastavce na 3D tiskarné€, za coz bych chtél podékovat Ing.
Zbyiku Dostélovi, Ph.D.

- 9

Obr. 4.16 Vytisteny model ndstavce

Vytistény model nespliioval potiebné naroky na jemnost tésnicich ploch a pfi Cerpani by
pravdépodobné dostatecné netésnil. S jeho pomoci byl ale odhalen Spatny névrh tésniciho
prvku. Zakoupeny O-krouzek, ktery byl zvolen pro svoji dostupnost a Sirokou nabidku, byl
pfili§ maly na to (maly primér 2 mm), aby se dal prakticky do mélké drazky (1,5 mm) jakkoli
dostat a udrZet v ni. Nastavec navic zpiisoboval dodate¢né vyoseni manipulatorii ve vertikalnim
sméru, se kterym nebylo v prvotni tvaze pocitano. Z té€chto diivoda bylo od této myslenky na
zprovoznéni manipulatori upusténo.

4.3.5 Navrh novych koncovek

Druhou mysSlenkou pro zprovoznéni manipulatort komory bylo navrZeni specialnich
koncovek, které budou schopny ptrenést kroutici moment mezi dvéma osami — manipulétorem
a Sroubem — 1 kdyz jsou horizontalné vyosené a nejsou vzajemné rovnobézné. Mély byt tedy
schopny piendset kroutici moment v piipad¢ natoceni komory zpiisobenym vysokym tésnicim
nastavcem jednoho z vnéjSich konektord. Po navrzich riznych specialnich vnitinich ozubenych
soukoli ¢i soukoli kuzelovitych a porad¢ s Ing. Michalem Paverou, Ph.D. bylo dosazeno
finalniho designu koncovek (viz obr 4.17).
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Obr. 4.17 Model navrzenych koncovek

Takto navrzené koncovky skytaji mnoho vyhod. Jsou schopné pienaSet kroutici moment
mezi osami vyosenymi az o vice jak 4 mm a také osami mirn¢€ nerovnobéznymi. Prichozi diry
a uloZeni s pfesahem poskytuje jistou volnost pfi volbé polohy koncovky na Sroubu a volbé
délek vystupujicich kolikli. To umoziuje dal$i adaptaci na konkrétni vzajemnou polohu os.
Manipulatory jsou pii operaci ve vakuu tlaCeny vngj$i atmosférou do komory. To zplisobuje
riziko nekontrolovatelného kontaktu manipulatoru s pfislusnym Sroubem a nechténému pfenosu
axialnich sil na hlavu AFM, coz mlze narusit méfeni. Navrzené koncovky mohou pienéset
kroutici moment ve vét§im rozsahu vzajemnych poloh manipulatoru a Sroubu diky zminénym
dlouhym ocelovym kolikim. To poskytuje vétsi prostor pro vcasné vykompenzovani sil
pusobicich na manipulator kvili vakuu v komofe a omezeni rizika ptfenosu axidlnich sil na
hlavu AFM. Koncovky navrhnuté AleSem Céahlikem maji riziko pfenosu axialnich sil vyssi,
nejsou schopny pracovat s vyosenim pies 3 mm a nerovnob&éznymi osami a dochazelo by mezi
nimi K trochu vétsimu tfeni kvuli navrhnutému materialu. Kuzelovité soukoli navrhnuté Ing.
Jindtichem Machem, Ph.D. nesnese prakticky zadné vyoseni ¢i nerovnobé&znost 0s a je velice
nachylné na pienos axidlnich sil. MoZnou nevyhodou navrzenych koncovek je, Ze neotace;ji
Sroubem konstantni uhlovou rychlosti. Tento nedostatek ale neni pfiliSného vyznamu
Vv kontextu pozadované funkce.

53



Pro realizaci navrhu bylo zapotiebi vyrobit ndhradni Srouby, jelikoz originalni Srouby
métici AFM hlavy mély hlavi¢ky nerozebiratelné. Byly adaptovany vykresy Sroubii zhotovené
v ramci bakalarské prace Alese Cahlika a zakoupena zavitova kruhova celist s ptislusSnym
primérem a stoupanim. Koncovky pro Srouby hlavy AFM byly zhotoveny na 3D tiskarné.
Nasledné byly na jejich obvod s pfesahem ulozeny dva ocelové koliky a doprostied taktéz
S pfesahem samotné nové mosazné Srouby. Vytisknuty model navic disponuje dirou pfi¢né na
osu Sroubu, do které mize byt piipadné nasroubovan kus zavitové tyce, ktery by koncovku na
Sroubu pfidrzel a zabrénil jejimu protaceni. Koncovka pro manipulator nevyzadovala Zadnou
slozitou vyrobu. Bylo pouze zapotiebi vyvrtat do manipulatord diry a s presahem do nich ulozit
ocelové koliky. Koncovky byly vyrobeny a jejich funkénost byla tspésné ovétena.
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5 Méreni ve vakuu a implementace FluidFM sondy

5.1 Meéreni topografie ve vakuu

Bylo provedeno méteni topografie kalibra¢ni miizky s profilem obdélnikovych schodi v
podminkach nizkého vakua. Cilem bylo vyzkouset environmentalni komoru pii AFM méfenti,
objevit pripadné nedostatky pfi jejim pouzivani a pfipadné porovnat naméfenou topografii
S topografii namétenou v atmosfétre. Méteni probihalo v kontaktnim moédu a byla pro n¢ pouzita
sonda od firmy Bruker s hlinikovou odrazivou vrstvou. Délka nosniku této sondy €inila 450 pm,
Sitka 35 pum a tloust’ka 1,8 um. Tuhost udavana vyrobcem byla 0,1 N/m a rezonanc¢ni frekvence
10 kHz.

Nejprve se provedlo méfeni v atmosféfe bez nasazené komory. Hodnota DFL a LF byla
zkorigovana na nulu. Sila signalu laseru ¢inila 31,7. DFL se pfi nastavovéani polohy vzorku
odchylilo na hodnotu 0,2. Bylo provedeno piiblizeni se setpointem 1,2. Métena byla oblast
10 um x 10 pm rychlosti 8 pm/s. Setpoint pro méteni byl zvolen 2,5 a feedback 0,8. Naméfena
topografie je zachycena na obrazku 5.1. Po méfeni a oddaleni hrotu z kontaktu byla hodnota
DFL 0,8. LF a souctovy signal ztstal beze zmény.

Nésledné byla nasazena komora. To vedlo ke ztraté moznosti pozorovat vzorek optickym
mikroskopem, protoze v dobé méieni jesté nebyl pro pouziti s komoru uzptisoben. DFL se pfi
nasazeni zménilo z 0,8 na -1,3. V komofte se ponechala atmosféra, hrot se piivedl zpét do
kontaktu s mtizkou (setpoint -0,3). Probéhlo méfeni pfi set pointu 1 a ostatnich parametrech
totoznych s méfenim predchozim za ucelem ovéteni, zda nasazeni komory ovlivnilo pozici
hrotu vii¢i vzorku. Zjisténo bylo posunuti kolem 4 pum, coz se v kontextu pristich méteni (viz
Me¢fteni nefunkéniho UV senzoru grafen/GaN) ukdzalo jako Stésti. Po dokonceni méfeni a
oddéleni hrotu bylo DFL -4.

Komora se zacala cerpat a DFL se velmi ménilo. Pozd¢ji se ustalilo na hodnoté 0,1. Po
vycCerpani komory na 5 Pa se provedl ptibliZeni (setpoint 1) a nasledovalo méfeni se setpointem
2,3 a stejnymi parametry jako pii pfedchozich dvou méfenich. Naméfenou topografii je na
obrazku 5.1. Hrot se nachézel na zcela jiném misté mfizky a 1 pfi zvétSeni zorn¢ho pole (30 pm
x 30 pum) nebylo ptivodni misto nalezeno. K tomu pfispél taky fakt, Ze kalibraéni mfiizka
z logiky véci nema, az na néjakeé necistoty, Zadné vyznacéné struktury usnadiujici orientaci.

Cely proces téchto tii méteni byl zopakovan pii vypousténi vakua a to se zcela stejnym
zavérem — pi1 nasazovani komory a vakuovani vznika relativni posun vzorku a hrotu.
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Obr. 5.1 Vievo topografie mrizky v atmosfére. Vpravo topografie ve vakuu.
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5.2 Méreni na nefunkénim UV senzoru grafen/GaN

Byla obstarana struktura, na které je snadné se zorientovat a stanovit tak posun pii
nasazovani komory a pii vakuovani. Jednalo se o jeden zni¢eny UV senzor grafen/GaN
vyuzivany v ramci bakalaiské prace Marka Kostky [131]. Struktura obsahuje zlaté elektrody
vysoké asi 100 nm a vzdjemné vzdalené asi 100 um.

Obr. 5.2 Pohled na elektrody optickym mikroskopem

Pro pozorovani posuvu byl pouzit stejny typ sondy jako pii méfeni kalibra¢ni mtizky ve
vakuu. Hrot byl pfiblizen nad jednu z mezer mezi elektrodami (viz obr 5.3). Komora byla
nasazena a sunddna a zména vzajemné polohy vzorku a hrotu byla zachycena optickym
mikroskopem (viz obr 5.3). Tento proces byl nékolikrat opakovan. Pozorovany posuv
pfesahoval i 0,5 mm. Pfisouzeno to bylo hlavné procesu nasazovani komory, kdy tésnici O-
krouzek nahle sjel do drazky komory.

Obr. 5.3 Vievo puvodni poloha hrotu. Uprostied a napravo polohy po nasazeni komory

Po uzpiisobeni optického mikroskopu pro pouziti s nasazenou komoru a koupi nového O-
krouzku (viz Posun pfi vakuovani a opticky mikroskop) bylo provedeno dal$i méteni na této
struktufe za GiCelem zjistit posun pii samotném vakuovani. Pro méfeni byl pouzit stejny typ
sondy jako v piedeslych méfenich.

Hrot byl umistén nad mezeru mezi elektrody. DFL a LF bylo nastaveno na hodnotu 0,0.
Laser dosahoval hodnoty 30,3. Na sestavu byla nasazena komora. DFL bylo 0,5 a LF -0,2. Byl
provedeno pfiblizeni (setpoint 1,5) a nasledovalo méteni hrany elektrody. Rozsah skenu byl
zvolen 50 um x 50 pm. Skenovalo se rychlosti 14,2 um/s se setpointem 2,5 a feedbackem 1.
Dale byla na hran¢ elektrody zméfena F-d kiivka s ¢asy méteni 1 sa 5 s (viz obr 5.5). Po tomto
meéieni bylo DFL -0,3 a LF -0,3.
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Nasledovalo vakuovéani. Optickym mikroskopem byl v prvnich sekundach cerpani
pozorovan posun hrotu vic¢i vzorku (viz obr 5.4). DFL zacalo rast do hodnot nad 2, potom
Klesat, a nakonec znovu rust, az se ustalilo na hodnoté¢ 3,4. LF nabyvalo hodnoty -0,5 a sila
souctového signalu 30,9. Bylo dosazeno tlaku 5 Pa. Na novém misté bylo ve vakuu provedeno
piibliZeni (set point 4,4) a sken s tymiz parametry jako piedtim za atmosférickych podminek
(set point 5,4). Na hrané¢ elektrody byla opét zmétena F-d kiivka s ¢asy méteni 1 sa5 s (viz obr
5.5).
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Obr. 5.4 Vlevo mista méreni (nahore v atmosfére, dole ve vakuu). Cervené vyznaceno misto
meéreni F-d kiivky). \pravo namérena topografie pro prislusné misto.

Po napusténi atmosféry se hrot vratil pfiblizné€ na stejné misto, na kterém se nachazel pied
samotnym Cerpanim. Posun vznikly vakuovanim byl z rozméri elektrod stanoven piiblizné
jako 200 um. Teoreticky by se mé¢la ve vakuu sniZovat sila nutna k odtrZeni hrotu od vzorku a
zména by méla byt pozorovatelna na F-d kiivce. Ve vakuu se totiz redukuje vodni meniskus
mezi hrotem a vzorkem a tim i kapildrni sily mezi nimi. Naméfené F-d kiivky nemohou byt ale
ptimo srovnany, jelikoz nebyly pofizeny na stejném misté. Na F-d kiivce potizené z 1 sekundu
ve vakuu lze pozorovat oscilace. Tyto oscilace jsou pfitomné i na F-d kiivce pofizené za 1
sekundu v atmosféfe, ale jsou mnohem vice tlumené. To svéd¢i o zvyseni Cinitele jakosti pfi
meéfeni ve vakuu.
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F-d kfivka atmosféra, 5 s
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5.3 Implementace FluidFM sond a méieni kalibra¢ni miizky

V préci jsme predstavili FluidFM systém. Jeho komeré¢né dostupnych dutych sond by
mohlo jit vyuzit u nds v laboratofi k selektivni depozici nanostruktur ve vakuu ¢i fizené
atmosféie a pro Upravu jiz existujicich struktur. Pro ovéteni této hypotézy byla provedena
implementace FluidFM sond do mikroskopu atomérnich sil NTegra Prima.

NTegra Prima nepatii mezi mikroskopy, které¢ umoziuji instalaci do FluidFM ADD-ON.
Spoluprace mezi firmami NT-MDT a Cytosurge neni navdzana (k roku 2022). NTegra Prima
ma navic zcela odliSnou konstrukci oproti podporovanym AFM sestavam a lze tedy s jistotou
fici, ze instalaci do FluidFM ADD-ON nikdy v budoucnu podporovat nebude, i kdyby byla
spoluprace mezi firmami navazana. Pro mikroskop tedy neni dostupnd kompletni souprava pro
provadéni experimenti s dutymi sondami, jejiz schopnosti jsou uvedeny v sekci Produkty
Vv kapitole FluidFM. Cilem byla pouha integrace samostatné zakoupenych FluidFM sond do
tohoto AFM.

Byly zakoupeny FluidFM sondy Micropipette, Nanopipette a Nanosyringe ur¢ené pro
FluidFM ADD-ON pro mikroskop Nanosurf FlexAFM. Design drzékut téchto sond je popsan
Vv kapitole Vyvoj prvniho prototypu. Tento design samoziejme nebyl kompatibilni s uchycenim
sond vyuzivanym mikroskopem NTegra Prima. Z tohoto divodu byla Ing. Michalem
Paverou, Ph.D. navrzena nova platforma pro hlavu AFM pro uchyceni téchto dutych sond, ktera
byla nasledné vytiSténa na 3D tiskarné (viz obr). Dale byla zakoupena souprava pneumatického
konektoru, aby bylo mozné do duté sondy privadét tekutiny. Sestaveni a testovani
pneumatického konektoru bylo provedeno Ing. Zdeitkem Novackem, Ph.D.
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Na platformu byla umisténa sonda Nanopipette s tuhosti 0,6 N/m. Bylo konstatovano, ze
nasazovani FluidFM sond na vytisknutou platformu bylo mnohem jednodussi, nez nasazovani
normalnich sond na platformu plivodni. Po nastaveni pozice sondy a fotodetektoru bylo
zjisténo, ze sila signalu laseru na fotodetektoru se pohybovala trochu pfes hodnotu 4, oproti
hodnotam ptesahujicim 30 pii pouZivani normalnich sond. Za to mlzZe vétsi vzdalenost duté
sondy od fotodetektoru.

LAW-IN QX

Obr. 5.8

Bylo provedeno méfeni topografie kalibraéni mftizky s profilem obdélnikovych schodl
V kontaktnim rezimu zminénou sondou Nanopipette za atmosférickych podminek (nejedna se
o stejnou kalibracni miizku jako v ¢asti Méfeni topografie ve vakuu). DFL a LF bylo
zkorigovano na nulu a sila signalu laseru ¢inila 4,2. PfibliZzeni hrotu prob¢hlo se set pointem
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0,5. Byl proveden sken oblasti 8,5 um x 8,5 um s rychlosti 4 pum/s, feedbackem 1 a set pointem
1. Pro porovnani bylo dale provedeno méfeni stejné kalibracni miizky v kontaktnim rezimu
sondou od firmy Bruker, jez byly pouzivany pii predchozich méfenich. Sken byl provadén
stejnou rychlosti a se stejnym rozsahem. Feedback byl nastaven na 1 a set point na 2. Namétrené
topografie 1ze vidét na obrazku. V naméifené topografii I1ze pozorovat odchylky. Zptisobené jsou
slozitou interakci dutého hrotu s povrchem. Ten ma prakticky Ctyfi hroty a métena topografie
je konvoluci jejich slozité funkce a funkce povrchu miizky. Céaste¢nd mohl méfeni jesté ovlivnit
slaby signal laseru.
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ZAVER

Mikrofluidni méfici sondy pro mikroskopii atoméarnich sil zazily nejvétsi rozvoj mezi lety
2003 az 2009. Z prvotniho zaméfeni na nanolitografii se rozsah jejich pouziti rozsifil i na
biologické aplikace. Mnoho vyvinutych dutych sond skoncilo jen jako prototypy. To ale neni
ptipad systému FluidFM od firmy Cytosurge. Ten se stal komerc¢né GspéSnym systémem a
podili se na objevovani dulezitych poznatki v oblastech biofyziky, mechanobiologie, life
sciences a nanotechnologii. FluidFM sice nenabizi takové rozliSeni pii nanolitografii
v atmosférickych podminkéch jako jeho pfedchidci, ale tuto nevyhodu zastifiuje jeho
schopnost prace v kapalném prostiedi a regulace sméru a velikosti toku tekutiny dutou sondou.
Tyto sondy jsou navic na rozdil od ostatnich dutych sond rozsifené a snadno dostupné. To z nich
¢ini jasnou volbu pro implementaci do AFM sestavy na Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi fakulty
strojniho inzenyrstvi VUT.

V ramci bakalarské prace byla implementace prezentovana a UspéSné testovana pri
méteni topografie kalibracni miizky v kontaktnim rezimu AFM dutym hrotem. Duty hrot ma o
poznani slozitéjsi geometrii nez bézné AFM hroty. Vyrobena apertura na Spicce hrotu formuje
Ctyfi hroty rozmisténé po jejim obvodu. Naméteny obdélnikovy profil kalibraéni mtizky se tedy
jevil pii méfeni topografie s dutym hrotem $irsi nez pti méfeni s béznym kontaktnim hrotem.

Dalsi ¢ast prace tvofilo testovani a Gipravy environmentalni komory. Uspéiné byla
otestovana jeji schopnost dosahnout nizkého vakua a opticky mikroskop sestavy byl uzptisoben
pro pouziti s komorou. Pozorovany relativni posun vzorku a hrotu sondy byl pfi nasazovani a
pfi Cerpani atmosféry z komory ¢aste¢né eliminovan, ale pro Gplné odstranéni jeho vlivu bude
nutné v rdmci dalsi prace implementovat do sestavy krokové motorky pro ovladani horizontalni
pozice vzorku. Pro ovladani prvki AFM mikroskopu i pfi nasazené komote byly navrhnuty a
vyrobeny funkéni koncovky pro manipulatory komory. Takto upravena komora je jiz plné
funkéni pro fizeni atmosféry v oblasti vzorku. Testovaci méfeni topografie v nizkém vakuu
bylo provedeno v kontaktnim rezimu na kalibra¢ni mtizce. Pfi méfeni ve vakuu byl pozorovan
oc¢ekavany nardst Cinitele jakosti sondy, ktery zajistuje presnéjs$i méfeni nez v atmosfére.
Rozdily v silové spektroskopii provedené na stejném misté v atmosfére a ve vakuu nemohly
byt kvili relativnim posunu vzorku a hrotu pii vakuovani pozorovany.

Funkéni implementace dutych sond do AFM sestavy a moznost fidit atmosféru v oblasti
hrotu a vzorku otevira prostor novym experimentiim. Predmétem dalsi prace bude piivadét do
dutého hrotu plyn a pozorovat jeho vliv na méteni. Nasledné by se mohl plyn elektrickym polem
disociovat a provadét lokalni oxidaci povrchu. Dal§im cilem by mohla byt depozice koloidnich
nanocastic z roztoku.
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