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Abstrakt 

Tato práce se zabývá vhodností tenkých vrstev karbonitrid titanu (TiCN) a karboni-

trid chromu (CrCN) nanesených na nerezové oceli ČSN 10088-1 1.4404 pro biologické 

aplikace a funkcionalizací těchto tenkých vrstev. Prvním krokem diplomové práce byla 

volba různých modifikací, které by měly zajistit menší adhezi bakteriálních buněk 

k povrchu materiálu. Byla zvolena fotolitografická modifikace, potažení vzorků sol-

gelem a úprava povrchu dvěma druhy plazmatu (argonovým a kyslíkovým). Fotolito-

grafická úprava i metoda sol-gel byly v kombinaci se zkoumanými vrstvami vyhodno-

ceny jako nevhodné pro biomedicínské aplikace a v dalších krocích byly zkoumány 

především modifikace argonovým a kyslíkovým plazmatem.  

U vzorků byly porovnávány fyzikálně-chemické vlastnosti před a po plazmatické 

modifikaci povrchů. Byly sledovány především vlastnosti, které mají vliv na adhezi 

bakterií, tedy povrchová energie, drsnost a chemické složení povrchu. Dále byla měřena 

interakce mezi povrchem a bakteriálními kmeny Escherichia coli a Staphylococcus au-

reus. Vzhledem k potenciálnímu využití tenkých vrstev TiCN a CrCN pro biomedicín-

ské aplikace byly vzorky podrobeny testům cytotoxicity pomocí myších fibroblastů 

3T3.  

Cílem diplomové práce bylo vyhodnotit vliv jednotlivých antiadhezivních modifi-

kací na fyzikálně-chemické vlastnosti, bakteriální interakci a cytotoxicitu povrchů ten-

kých vrstev TiCN a CrCN. Nejvýznamnější vliv na adhezi gramnegativního kmene 

Escherichia coli měla povrchová energie. Čím více byl vzorek hydrofilní, tím méně 

bakterií se na jeho povrchu po hodinovém kontaktu vzorku s bakteriální suspenzí uchy-

tilo. Hydrofilního povrchu bylo v největší míře dosaženo díky modifikaci kyslíkovým 

plazmatem. U grampozitivního kmene Staphylococcus aureus bylo možné pozorovat 

souvislost mezi adhezí buněk a plošnou drsností povrchu. Čím větší hodnota plošné 

drsnosti byla u vzorku naměřena, tím méně bakterií na daný povrch adherovalo. Plošná 

drsnost povrchu se lehce zvýšila po použití obou druhů plazmatu, avšak pouze u pěti 

vzorků ze sedmi studovaných. Pomocí testů cytotoxicity byly vzorky před i po modifi-

kaci vyhodnoceny jako biokompatibilní.  

  

Klíčová slova 

tenké vrstvy, implantáty, biokompatibilita, modifikace, plazma 
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Abstract 

This diploma thesis deals with the evaluation of thin layers of titanium carbonitride 

(TiCN) and chromium carbonitride (CrCN) coated on stainless steel ČSN 10088-1 

1.4404 and their functionalization. The first step was the choice of various modifica-

tions which should ensure less adhesion of bacterial cells to the surface of the material. 

Photolithographic modification, sol-gel coating and surface treatment with two types 

of plasma (argon and oxygen) were selected. Both photolithography and sol-gel were 

evaluated as insufficiently resistant for biomedical applications in combination with the 

studied layers. 

 The physicochemical properties of samples were studied before and after plasma 

modification of the surfaces. In particular, properties that influence the adhesion of bac-

teria (surface energy, roughness and chemical composition of the surface) have been 

studied. The effect of the surface properties on bacterial strains of Escherichia coli and 

Staphylococcus aureus was observed. Due to the potential use of thin films of TiCN and 

CrCN for biomedical applications, the samples were subjected to test of cytotoxicity 

using 3T3 mouse fibroblasts. 

The aim of the diploma thesis was to evaluate the influence of individual anti-

adhesive modifications on physicochemical properties, bacterial interaction and cyto-

toxicity of thin layers TiCN and CrCN. The surface energy had the most significant 

effect on the adhesion of the gram-negative strain E. coli. Lower number of bacterial 

cells adhered on hydrophilic samples. The hydrophilic surface was most extensively 

achieved due to oxygen plasma modification. The gram-positive strain of S. aureus was 

affected by surface roughness. The higher the surface roughness value of the sample, 

the less the bacteria adhered to the surface. Surface roughness slightly increased after 

the use of both plasma types, but only on five samples out of the seven. Using cytotoxi-

city assays, samples were evaluated as biocompatible. 

 

Key words 

thin layers, implants, biocompatibility, modifications, plasma 
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Seznam použitých symbolů a zkratek 

 

θ    kontaktní úhel 
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γSG    mezifázová energie mezi pevnou látkou a plynnou fází  

 

γLG    mezifázové energii mezi kapalnou a plynnou fází  
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CVD    Chemical Vapor Deposition  

(chemická depozice z plynné fáze) 

 

ČSN   Československá Státní Norma1 

 

DNA   Deoxyribonucleic Acid  

(deoxyribonukleová kyselina) 
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1 Po osamostatnění České republiky bylo označení ČSN zachováno. 
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TiCN    karbonitrid titanu 
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ÚVOD 

Často využívaným materiálem pro biomedicínské aplikace, například k výrobě těl-

ních implantátů, je nerezová ocel ČSN 10088-1 1.4404, která vyniká svými mechanic-

kými vlastnostmi. Po implantaci do těla, však může ocel vykazovat cytotoxické účinky 

z důvodu uvolňování iontů železa, chromu a niklu. Nánosem biokompatibilní tenké 

vrstvy na ocelový implantát je docíleno zachování potřebných mechanických vlastností 

komponentu a zároveň je dosaženo potřebných chemických a biologických vlastností 

povrchu (Zink 2013). Jako alternativa k dnes již běžně využívaným tenkým vrstvám 

DLC (diamond-like carbon) jsou zkoumány uhlíkové vrstvy s přídavkem různých kovů 

(například vrstvy karbonitrid titanové (TiCN) nebo karbonitrid chromové (CrCN)), kte-

ré jsou chemicky inertní a zároveň vykazují vysokou tvrdost a odolnost proti opotřebení 

(Bakalova et al. 2016a). 

Přetrvávajícím problémem i po nánosu tenké vrstvy na implantát je uchycení bakte-

riálních buněk na povrch implantátu v průběhu operace (Cristina et al. 2016; Dapunt 

et al. 2016). Existuje mnoho antibakteriálních úprav, které jsou založeny na přítomnosti 

molekul způsobujících zahubení bakterií. V případě využití tohoto typu antibakteriál-

ních úprav na tělní implantáty však často dochází k poškození tkání pacienta. V případě 

tělních implantátů je proto nežádoucí už pouhé uchycení bakterií na povrchu a přistupu-

je se k takovým úpravám, které působí antiadhezivně vůči bakteriálním kmenům.  

Tato diplomová práce navazuje na bakalářskou práci „Posouzení vhodnosti uhlíko-

vé nanostruktury pro kolonizaci bakteriální populací“ (Coufalová 2016), která se zabý-

vala tenkými vrstvami TiCN. Cílem bakalářské práce bylo určení vlastností povrchů, 

které mají vliv na adhezi bakterií kmene Escherichia coli a odhalení spojitosti mezi ta-

kovými vlastnostmi povrchu a parametry při nanášení vrstvy. 

Cílem diplomové práce je rozšířit studii o testy s dalším bakteriálním kmenem 

a kromě TiCN vrstev podrobit testům také vrstvy CrCN. Na základě poznatků 

z bakalářské práce, kdy adhezi bakterií nejvíce ovlivňovala hydrofobicita povrchu, jsou 

zkoumány modifikace omezující adhezi bakterií k povrchu vzorků. U modifikovaných 

vzorků je porovnávána změna fyzikálně-chemických vlastností povrchu a vyhodnoco-

vána bakteriální interakce s povrchem. Vzhledem k potenciálnímu využívání tenkých 

vrstev TiCN a CrCN pro biomedicínské aplikace jsou u vzorků provedeny testy cytoto-

xicity.  
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1. TEORETICKÁ ČÁST 

 

1.1. Tenké vrstvy 

Tenká vrstva je definována jako útvar, jehož tloušťka je zanedbatelná vůči ostatním 

dvěma rozměrům. Za tenké vrstvy můžeme považovat vrstvy o tloušťkách v rozsahu 

od jedné atomární vrstvy až do několika desítek mikrometrů. Vrstva připravená na po-

vrchu nějakého substrátu je omezena dvěma rozhraními, přičemž rozhraní s vnějším 

prostředím nazýváme povrch (Eckertová 1973). 

Tenká vrstva obvykle mění fyzikální, mechanické i chemické vlastnosti substrátu. 

Nános tenké vrstvy se využívá pro zvýšení užitných vlastností, např. tvrdosti, odolnosti 

proti opotřebení, zabránění korozi a dalším nežádoucím chemickým reakcím. Pomocí 

nánosu tenké vrstvy se mění také elektrické a optické vlastnosti substrátu. Díky tomu 

nalézají tenké vrstvy uplatnění například v elektrotechnice, strojírenství, optice či medi-

cíně (Sedláček 1992; Blažek 2015). 

Tenké vrstvy jsou vytvářeny pomocí depozice využívající atomy, ionty a molekuly 

ve formě par. Metody dělíme podle principu na chemické depozice z par (Chemical 

Vapor Deposition – CVD), fyzikální depozice z par (Physical Vapor Deposition – PVD) 

(Ohring 2002) a metody chemické za iniciace plazmy (PA CVD nebo PE CVD). Více 

o metodách přípravy tenkých vrstev a o systému substrát-vrstva pojednává bakalářská 

práce (Coufalová 2016), na kterou tato diplomová práce navazuje. V následujících kapi-

tolách bude kladen důraz spíše na biokompatibilní tenké vrstvy a jejich konkrétní apli-

kace.  
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1.2. Biokompatibilní tenké vrstvy 

Tenké vrstvy nalézají mnohé uplatnění v biologických a biomedicínských aplika-

cích jako jsou například implantáty, stenty nebo systémy pro podávání léků. Při těchto 

aplikacích dochází ke kontaktu tenké vrstvy s buňkami a tkáněmi a je tedy nutné dbát 

na biokompatibilitu použité vrstvy (Zink 2013).  

 

1.2.1. Biokompatibilita 

Biokompatibilita dle Williams (2008) je: „schopnost biomateriálu plnit požadova-

nou funkci s ohledem na lékařskou terapii, aniž by vyvolala jakékoliv nežádoucí lokální 

nebo systémové účinky u příjemce této terapie, ale vytvářela nejvhodnější prospěšnou 

buněčnou nebo tkáňovou odpověď a optimalizovala výkonnost této terapie“. Biokompa-

tibilní materiály se na základě interakce s živou tkání dělí dále na biotolerantní, bio-

inertní a bioaktivní (Lemons 2013).   

 

Biotolerantní materiál 

Z dlouhodobého hlediska jsou tyto materiály pro biomedicínské aplikace nevhodné, 

jelikož mohou podléhat korozi. Ionty materiálu se mohou uvolňovat a přecházet do tká-

ně. Mohou působit toxicky, iritačně nebo senzibilizačně. Biotolerantní materiály jsou 

zhotovovány například z kobaltových slitin či korozivzdorné oceli (Klusák 2010).  

 

Bioinertní materiál 

Bioinertní materiály jsou tkání zcela akceptovány, nedochází k chemickým reakcím 

a nevznikají žádné vazivové vrstvy. Dochází ke kontaktní osteogenezi (osseointegraci). 

Do bioinertního materiálu zahrnujeme např. titan, titanové slitiny, tantal nebo uhlíkové 

materiály. Tyto materiály vyhovují jak biokompatibilitou, tak mechanickými vlastnost-

mi (Klusák 2010). 

 

Bioaktivní materiál 

Bioaktivní materiál má schopnost se spojovat s tkání. Z materiálu se uvolňují fosfá-

tové a kalciové ionty, a díky nim dochází k osteogenezi a ke kompletní biointegraci. Pro 

tento materiál se nejčastěji používá hydroxyapatitová keramika, fosfátová keramika, 

bioaktivní sklokeramika a bioaktivní titan (Klusák 2010). 
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1.2.2. Nerezová ocel  

Substrátem pro nános biokompatibilních tenkých vrstev je velmi často nerezová 

ocel jakožto nerezavějící cenově dostupný materiál s dobrými mechanickými vlast-

nostmi. Nerezová ocel vyniká lomovou houževnatostí a pro lékařské účely se nejčastěji 

používá nerezová ocel ČSN 10088-1 1.4404 s obsahem prvků uvedeným v tabulce 1.  

 

Tabulka 1: Složení nerezové oceli ČSN 10088-1 1.4404. 

 C Cr Ni Mn Mo Si S P Fe 

hm % 0,025 17,50 13,00 1,06 2,66 0,60 0,008 0,023 65,12 

 

Pro snížení cytotoxických účinků je nutné zabránit uvolňování kovových iontů že-

leza, chromu a niklu. Dusíková oxidace vykazuje úspěšnou pasivaci povrchu, avšak 

odolnost vůči korozi je i po pasivaci nižší než u titanu (Shih et al. 2004). Přesto, že je 

nerezová ocel ČSN 10088-1 1.4404 schválena pro použití in vivo, často způsobuje záně-

ty, a proto je věnována pozornost především vývoji nových pasivačních technik a náno-

su bioaktivních povlaků (Rondelli et al. 2005). 

 

1.2.3. Kovové tenké vrstvy 

Největší uplatnění nalézají kovy při stabilizaci zlomenin či náhradách kloubů. Bio-

kompatibilita těchto materiálů je určena především rezistencí vůči korozi, jelikož uvol-

ňování kovových iontů může způsobit těžké záněty i šokové syndromy. Uvolňování 

iontů je většinou zamezeno pomocí zoxidované vrstvy na povrchu, která pasivuje mate-

riál a vytváří ochrannou vrstvu mezi materiálem a lidským organismem. 

K biokompatibilním patří titanové, stříbrné, zlaté, platinové a další slitiny (Zink 2013).   

 

Titan a titanové slitiny 

Titan je odolný proti korozi za obvyklých fyziologických podmínek a díky tomu je 

hojně využíván pro biomedicínská zařízení. In vivo testy s různými typy buněk vykazují 

u titanu problémy především v dlouhodobém horizontu (Liua et al. 2004). Hladké tita-

nové povrchy nepodporují osteokondukci a tak se využívá různých povrchových úprav 

(plazmování, rozprašování, leptání či anodická oxidace), které zvyšují drsnost povrchu 

v řádu mikrometrů (Bächle a Kohal 2005). Vrstva oxidu titaničitého na povrchu zvyšuje 

biokompatibilitu materiálu. Tepelná povrchová úprava poté zvyšuje tloušťku této oxi-
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dové vrstvy a snižuje tak možný vznik zánětlivých procesů (Bruni et al. 2005). Nitrid 

titanu se často využívá k povlakování nerezové oceli pro zlepšení odolnosti proti opo-

třebení (Paschoal et al. 2003). 

 

Stříbro  

Tenké vrstvy stříbra jsou využívány především díky svým antimikrobiálním účin-

kům pro snížení rizika infekcí a zánětů po implantaci. Existují však studie hovořící 

o změně růstu a zpomalení proliferace lidských buněk při kontaktu se stříbrem (Wataha 

et al. 2000; Kraft et al. 2000). Pro využití antimikrobiální aktivity stříbra a zároveň za-

bránění negativní reakce s buňkami jsou voleny tenké vrstvy o tloušťce 2 µm s obsahem 

stříbra o koncentraci maximálně 9 %. Tyto vrstvy nevykazují žádné cytotoxické účinky 

a zároveň je značně omezena tvorba biofilmu na jejich povrchu (Ewald et al. 2006).  

 

Zlato  

Zlato vykazuje extrémní odolnost proti korozi ve fyziologickém prostředí. Cena 

zlata je však vysoká pro použití k výrobě ortopedických a zubních implantátů, a tak jsou 

často využívány pouze tenké filmy obsahující zlato (například slitina platiny a zlata) 

(Kastrati et al. 2000). In vitro testy stentů se zlatým povlakem vykazují sníženou aktivi-

tu trombocytů, což je důležité pro snížení trombotických rizik. Přesto jsou stenty se zla-

tou povrchovou úpravou využívány pro léčbu koronárních onemocnění méně než 

ocelové či nitinolové stenty, které jsou levnější a vykazují lepší hemokompatibilitu 

(Edelman et al. 2001).  

 

Platina 

Platina a její slitiny vykazují vysokou pevnost v tahu, inertnost a odolnost proti ko-

rozi. Studie ukazují, že titanové náhrady potažené tenkou vrstvou platiny inhibují kalci-

fikaci, což má význam pro mnoho ortopedických aplikací (Itakura et al. 1989). Díky 

vodivosti jsou tenké vrstvy na bázi platiny využívány také jako elektroluminiscenční 

materiál pro neuronová zařízení, kardiostimulátory, implantované defibrilátory, pomůc-

ky pro naslouchání a další (Cowley a Woodward 2011). 
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1.2.4. Keramické tenké vrstvy 

Keramické tenké filmy jsou velmi křehké a nemohou tak být vystaveny vysokému 

mechanickému zatížení. Mohou však vykazovat dobrou odolnost proti korozi a zlepšit 

tak biologickou účinnost povrchů. Keramika využívaná v medicíně se dělí do tří skupin: 

resorbovatelná (např. fosforečnan vápenatý), bioaktivní (např. hydroxyapatit) a bio-

inertní keramika (např. oxidy) (Nazarpour 2014). 

 

Fosforečnan vápenatý  

Fosforečnan vápenatý vyniká kompozitní podobností s kostní hmotou. Keramika 

nemůže nést velké zatížení, a proto se využívá spíše ve formě tenkých filmů nanesených 

na titanové implantáty, kde podporuje fixaci a proliferaci osteogenních buněk. Omezu-

jícími faktory pro aplikaci fosforečnanu vápenatého in vivo je především nízká mecha-

nická odolnost a pevnost v tahu (Heness a Ben-Nissan 2003).  

 

Hydroxyapatit  

Hydroxyapatit je bioaktivní keramika se složením podobným lidské kosti a je proto 

nejčastěji používaným povlakem pro biomedicínské implantáty. Hydroxyapatit podpo-

ruje účinnou fixaci implantátu a zároveň vznik vazby mezi implantátem a kostí krátce 

po operaci. Nevýhodou je nízká pevnost v tahu, která bývá řešena kombinací tenké 

vrstvy hydroxyapatitu s kovovým implantátem (Nelea et al. 2002). 

 

Oxid hlinitý  

Oxid hlinitý je bioinertní materiál s nízkou povrchovou drsností, vysokou tvrdostí 

i lomovou houževnatostí. Ložiska potažená oxidem hlinitým mají dobré kluzné vlast-

nosti a vykazují nízké opotřebení. Díky těmto vlastnostem jsou často využívány pro 

celkovou náhradu kyčle (Fu et al. 2011). Oxid hlinitý nevykazuje cytotoxické účinky 

a je dobře zavedeným biokompatibilním materiálem (Berbecaru et al. 2009).  

 

Oxid zirkoničitý 

Oxid zirkoničitý je bioinertní keramika vykazující vysokou pevnost a odolnost proti 

korozi a opotřebení. Tento materiál je často využíván pro zubní implantáty. Oxid zirko-

ničitý nevyvolává cytotoxické ani zánětlivé procesy a byla prokázána menší akumulace 

bakterií na jeho povrchu, než je tomu například u titanu (Gomes a Montero 2011). 
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1.2.5. Uhlíkové tenké vrstvy 

Tenké filmy na bázi uhlíku jsou často využívány pro povlakování biomedicínských 

zařízení, jelikož se skládají pouze z biokompatibilních prvků (C, N, H apod.), které ne-

způsobují cytotoxický účinek v důsledku koroze.  

 

Diamond-like carbon (DLC)  

DLC je druh amorfního uhlíku. Je to chemicky inertní materiál s vysokou odolností 

proti korozi, významnou tvrdostí a nízkým součinitelem tření. Od počátku 90. let je 

řešena i biokompatibilita DLC tenkých vrstev. Fibroblasty naočkované na DLC vykazu-

jí dobrou proliferaci a zároveň nejsou přítomny žádné známky cytotoxicity či zánětů. 

Hodnocení in vivo ukazuje dobré přijetí titanových a ocelových implantátů pokrytých 

DLC tenkou vrstvou při kontaktu s kostní, svalovou i kardiovaskulární tkání. Zajíma-

vým směrem je také dopování DLC vrstev (například mědí) pro antibakteriální účinky 

materiálu (Hauert 2003).  

 

Karbonitridy 

Karbonitridy mají podobné mechanické vlastnosti jako DLC vrstvy, a tak by měly 

vyhovovat požadavkům pro lékařské aplikace. Byla provedena pozorování morfologie 

fibroblastů připojených na karbonitridy. Fibroblasty neprokazovaly morfologické změ-

ny a zároveň nebyly pozorovány žádné známky cytotoxicity (Berbecaru et al. 2009). 

Hodnocení in vitro a in vivo ve větším rozsahu prozatím chybí a je předmětem součas-

ných studií (Wang et al. 2017).  

 

Krystalický diamant 

Výhodou krystalického diamantu je možnost ovlivňovat rozměr zrn od mikrome-

trických až po nanometrické rozměry. Díky tomu napodobují tenké vrstvy nanokrysta-

lického diamantu povrchovou drsnost kosti. Studie in vitro prokázaly, že proliferace 

lidských osteoblastů je zvýšena na diamantu s nanometrickými zrny mnohem více, než 

na diamantu se submikronovým povrchem (Amaral et al. 2009). Neutrální kmenové 

buňky nasazené na vodíkem terminovaný ultra-nanokrystalinický diamant spontánně 

podstupují neuronovou diferenciaci. Tato vlastnost zvyšuje potenciál pro budoucí vyu-

žití v neuronových mikroelektronických zařízeních (Xiao et al. 2006).  
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1.3. Současné využití tenkých vrstev pro biomedicínské aplikace 

 

1.3.1. Tenké vrstvy v ortopedických aplikacích 

Největším přínosem tenkých vrstev pro ortopedické aplikace je schopnost spojit 

kovové implantáty s kostí a vytvořit barieru mezi kovovým implantátem a lidským or-

ganismem. Důležitými parametry pro požadovanou osseointegraci je velikost pórů, koe-

ficient tření a modul pružnosti. V počátku byly využívány tradiční povlaky (např. 

vlákenné kovové síťky nebo plazmové sprejování titanu), které vykazovaly různá ome-

zení včetně relativně vysokých modulů pružnosti, nízkého koeficientu tření a střední 

pórovitosti (Matassi et al. 2013). 

Pro ortopedické aplikace se proto začaly více využívat kovové povlaky se speciální 

pórovitou strukturou. Uplatňují se na implantáty kyčlí, kolen, ramen i páteře (Higuera 

et al. 2005; Sinclair et al. 2012; Kamath et al. 2012; Fernández-Fairen et al. 2012). Ten-

to nový druh povlaků vytváří povrch implantátu strukturou velmi podobný pórovité 

kosti. To umožňuje rychlou biologickou fixaci na rozdíl od tzv. cementovaných implan-

tátů. Kost prorůstá do porézní struktury, což může zvýšit dlouhodobou funkci implantá-

tu. Tento druh povlaků poskytuje vysokou objemovou pórovitost (60 – 80 %), nízký 

modul pružnosti a mnohdy větší odolnost proti adhezi bakterií. Jedním 

z nejvyužívanějších prvků pro tvorbu pórovité kovové struktury je tantal (Oh a Pandher 

2010).  

 

1.3.2. Tenké vrstvy pro zubní implantáty 

U zubních implantátů dochází ke kritickým interakcím na rozhraní mezi povrchem 

kovu a sousedními měkkými i tvrdými tkáněmi. Povrchová morfologie, energie a che-

mie povrchu ovlivňují reakce buněk a následnou regeneraci tkání. Přistupuje se proto 

k různým metodám podporujícím kostní osseointegraci a zároveň hojení okolní tkáně. 

Na povrch implantátů jsou kovalentně navazovány bioaktivní složky (proteiny, extrace-

lulární matrix, růstové faktory, peptidy, a další) a je sledován jejich vliv na in vivo vý-

sledky, osseointegraci i antimikrobiální chování materiálu. 

Hojně využívaným materiálem pro povlakování zubních implantátů je titan díky 

nízkému výskytu traumatu a více jak 90% úspěšnosti implantátu i po 15 let od implan-

tace (Lindquist et al. 1996; Schwartz-Arad et al. 2005). Titan sám o sobě však nevyvo-

lává žádné specifické pozitivní reakce okolní tkáně, které by přispěly k hojení kosti. 
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Proto je přistupováno k modifikacím drsnosti a hydrofility povrchu. Zvyšující se drsnost 

povrchu ovlivňuje další důležité fyzikálně-chemické vlastnosti. Například zvyšuje povr-

chovou energii, která má silný dopad na interakci kovu s okolním biologickým systé-

mem (Rupp et al. 2006).  

 

1.3.3. Biosenzory na bázi tenkých vrstev  

Princip biosenzorů je založen na adsorpci biologické molekuly, která je následně 

detekována na citlivém povrchu. Tímto povrchem může být tenký film modifikovaný 

určitým receptorem. Tenký film působí jako optický, mechanický, magnetický nebo 

elektrický převodník, který přeměňuje signál rozpoznaného biologického analytu 

do jiného měřitelného signálu. Tenké filmy mohou být vyrobeny z organických nebo 

anorganických materiálů, jako jsou kovy, sklo, polymery, křemík nebo oxidy kovů 

(Newman a Setford 2006).  

Výhodou biosenzorů vyrobených z tenkých vrstev je citlivost, rychlá odezva, snad-

né použití a nízké náklady. Všechny tyto vlastnosti jsou úzce spjaty s tloušťkami filmů 

používaných při výrobě snímače. Dnes je zkoumána miniaturizace snímačů 

z milimetrových rozměrů na nanometry. Biosenzory se vyvíjejí pro různé aplikace 

(např. pro detekci patogenů, toxinů, DNA či monitorování glukózy) (Li et al. 2010).  

 

1.3.4. Tenké vrstvy jako elektrody v neurovědě 

Neurální elektrody jsou základní nástroje, které se běžně používají v klinických 

aplikacích k léčbě různých neurodegenerativních onemocnění. Některé terapie se zdají 

být slibnou cestou k obnově funkce neuronů. Jedná se o použití růstových faktorů, kme-

nových buněk nebo funkční elektrické stimulace. Všechny tyto metody by měly být 

uskutečnitelné pomocí nervových implantátů. Pracuje se na elektrodách, které by stimu-

lovaly neurony a zaznamenávaly jejich komunikaci, ale tento výzkum je ve velmi raném 

stádiu (Vincent a Feldman 2002). 

Díky pokrokům v mikrotechnologiích a v oblasti tenkých vrstev je možno dosáh-

nout vysokého prostorového rozlišení. Často se používají povlakové materiály, jako je 

nitrid titanu nebo oxid železitý. Tyto povlaky zlepšují elektromechanické vlastnosti 

a snižují náklady. Rovněž je možné ovlivnit vlastnosti filmu, jako je poréznost, krysta-

lická struktura a drsnost povrchu fólie pomocí regulace parametrů depozice, a tím 

ovlivnit i vlastnosti nervových implantátů (Tehovnik et al. 2006). 
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1.4. Bakterie 

Bakterie jsou jednobuněčné prokaryotické organismy o rozměrech v řádu mikro-

metrů, které tvoří jednu ze tří základních domén v systému organismů (společně 

s archeae a eukaryoty). Bakterie mají několik společných základních charakteristik, 

avšak dílčí odlišné vlastnosti jim umožňují obývat půdu, vodu, vzduch i lidské tělo 

(Němec a Matoulková 2015).  

 

1.4.1. Struktura bakteriálních buněk 

Prokaryotická buňka je menší a stavebně jednodušší než buňka eukaryotická. Struk-

tura bakteriální buňky je znázorněna na obrázku 1. Buněčné nepravé jádro, tzv. nukleo-

id, obsahuje jednu molekulu DNA a není ohraničeno jadernou membránou. Buněčná 

stěna tvoří obal bakterie a je složena především z peptidoglykanů, bílkovin, liposachari-

dů a fosfolipidů. Cytoplazmatická membrána se skládá z fosfolipidové polopropustné 

dvoujrstvy a zajišťuje regulaci látek uvnitř buňky. Vodný roztok cytoplazmy obsahuje 

enzymy, meziprodukty metabolismu i ionty a vyplňuje celou buňku. Hlavní funkcí ri-

bozomů je syntéza bílkovin. Plazmidy jsou cirkulárně uzavřené molekuly DNA. Někte-

ré buňky mohou mít další struktury jako kapsulu (pouzdro zvyšující odolnost), bičíky 

(útvary umožňující pohyb), fimbrie (vlákna umožňující adhezi na povrch) nebo inkluze 

(zásobní látky pro bakterii) (Sandle 2016). 

 

Obrázek 1: Struktura bakteriální buňky (www.wikiskripta.cz 2018). 
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Některé bakteriální rody mohou v případě zhoršujících se podmínek vytvářet spory. 

Spora (klidové stádium, ve kterém může bakterie přežívat navzdory nepříznivým vněj-

ším podmínkám; je charakterizována nulovým metabolismem) jsou vysoce odolné proti 

vysychání, účinku chemických látek nebo působení vysokých teplot (Kubišta 2000). 

 

1.4.2. Tvar a uspořádání bakterií  

Tvar bakteriální buňky je charakteristickým znakem bakterií. Jaké tvary jsou u bak-

terií rozlišovány, je znázorněno na obrázku 2. Uspořádání bakterií je určeno v průběhu 

buněčného dělení, kdy dochází ke spojení více bakterií.  

 

Obrázek 2: Tvary bakterií (www.is.muni.cz 2018). 
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1.4.3. Bakteriální kmeny použité v praktické části 

 

Escherichia coli 

Tyčinkovitá bakterie E. coli dosahuje délky 2 – 3 µm a šířky 0,6 µm. Jedná se 

o fakultativně anaerobní bakterii, která pro přísun energie využívá respirační i kvasný 

metabolismus (Schindler 2009). E. coli se pohybuje pomocí bičíků, které jsou složeny 

z proteinů bohatých na lysin. Dále se na povrchu bakterie nalézají dva typy fimbrií. 

Fimbrie prvního typu umožňuje bakterii přichytit se na epitel hostitele a následně jej 

kolonizovat. Druhý typ fimbrií hraje důležitou úlohu při konjugaci (Schindler 2014). 

Některé druhy jsou schopny tvořit polysacharidové slizovité obaly a při stresových 

podmínkách polysacharidové kapsule. E. coli patří mezi gramnegativní bakterie, jelikož 

se její buněčná stěna skládá z tenké vrstvy peptidoglykanů (Klaban 2018).  

E. coli je součástí střevní mikroflóry teplokrevných živočichů i lidského organismu. 

Podílí se na tvorbě vitamínu K a brání vniknutí patogenů. Zároveň však mohou některé 

kmeny způsobovat onemocnění močových cest či průjmové infekce, jedná se proto 

o podmíněně patogenní mikroorganismus (Votava 2006).  

Tato bakterie je schopná růst v širokém rozmezí teplot od 8 do 48°C a při pH6 – 

pH8.Optimální teplota je však 37°C, kdy dosahuje generační doba E. coli dvaceti minut. 

Escherichia coli slouží jako modelový organismus pro biochemické, genetické i fyzio-

logické studie (Šilhánková 2008). 

 

Obrázek 3: Snímek Escherichia coli z elektronového mikroskopu (Lv et al. 2014). 
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Staphylococcus aureus 

Bakterie S. aureus má kokovitý tvar a dosahuje průměru 0,7 – 0,9 μm. Stafylokoky 

jsou až na výjimky fakultativně anaerobní nepohyblivé bakterie tvořící páry, řetízky 

a shluky tvaru hroznů. Buněčná stěna stafylokoků obsahuje peptidoglykan, kyselinu 

teichoovou a specifický protein, který slouží k adhezi na sliznice a rány. S. aureus patří 

mezi grampozitivní bakterie a netvoří spory (Votava 2006).  

S. aureus se vyskytuje běžně jako součást kožní mikroflóry, aniž by způsoboval 

komplikace. Může však dojít k projevu patogenity tohoto kmene, která vede k mnoha 

různým onemocněním zahrnující kožní záněty, nekrotizující pneumonie, syndrom to-

xického šoku i život ohrožující sepse spojené se selháváním orgánů. Velkým problé-

mem je rezistence bakterie S. aureus vůči penicilinu a dalším antimikrobiálním látkám 

(Sandle 2016). 

S. aureus roste v rozsahu teplot od 7 do 48 °C. Optimální teplota je opět 37 °C 

(Šilhánková 2008). 

 

Obrázek 4: Snímek bakterie Staphylococcus aureus z elektronového mikroskopu 

(Vos et al. 2011). 
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1.5.  Adheze bakterií k povrchu 

Při interakci bakteriální buňky s povrchem může docházet buď k jednokrokové ne-

bo k dvoukrokové adhezi. Jejich porovnání je znázorněno na obrázku 5.  

Při dvoukrokové adhezi se jedná o okamžitou reverzibilní a následně ireverzibilní 

adhezi. Prvotní fáze je řízena van der Waalsovými přitažlivými silami, elektrostatickými 

silami a hydrofobní interakcí (Garrido et al. 2014). Systém směřuje k energetickému mi-

nimu a velký význam mají fyzikálně-chemické vlastnosti buňky, substrátu i okolního 

roztoku. Průběh reverzibilní adheze je popisován třemi teoriemi: termodynamickou, 

DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) a rozšířenou EDLVO teorií (Perni et al. 

2014). Ireverzibilní adheze nastává obvykle po několika hodinách, když bakteriální 

buňka překoná energetickou bariéru a uchytí se na povrch pomocí povrchových struktur 

buňky. Překonání energetické bariéry lze docílit pomocí aktivního či Brownova pohybu 

(Bayoudh et al. 2009).  

Při jednokrokové adhezi se jedná o okamžitou ireverzibilní adhezi, ke které dochází 

v případě, že má buňka k dispozici množství specifických adhezních struktur (např. pi-

li). Adheze probíhá na velkou vzdálenost a buňka tak není nijak ovlivněna energetickou 

bariérou.  

 

Obrázek 5: Porovnání (a.) ireverzibilní fáze dvoukrokové adheze a (b.) jednokro-

kové adheze (převzato a upraveno (Hori a Matsumoto 2010)). 

 

 

1.5.1. Fyzikálně-chemické teorie popisující adhezi bakterií 

Teorie vycházejí ze snahy všech systémů o dosažení energetického minima a jejich 

výsledkem jsou energetické křivky znázorňující závislost interakční energie na vzdále-

nosti buňky od povrchu (Perni et al. 2014). 

 

a. b. 



 

 

28 

 

DLVO teorie 

DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) teorie říká, že adhezní energie je 

sumou van der Waalsových přitažlivých sil a odpudivých sil elektrické dvojvrstvy (Jan 

van Oss 2008). Velikost van der Waalsových sil je dána velikostí buňky, vzdáleností od 

substrátu, povrchovou energií a dielektrickými vlastnostmi. Síly elektrické dvojvrstvy 

vychází z Coulombových interakcí mezi nabitými molekulami. Velikost elektrické 

dvojvrstvy je přímo úměrná povrchovému náboji a její energie roste s rostoucím povr-

chovým potenciálem, teplotou a dielektrickou konstantou roztoku. Vliv náboje na ad-

hezi je ovlivněn pH a iontovou silou (Hermansson 1999).  

Předpověď pomocí DLVO není zcela přesná, jelikož tato teorie nezapočítává vliv 

hydrofobních ani sterických interakcí (Bayoudh et al. 2009)  

 

Termodynamická teorie 

Termodynamický přístup vysvětluje zvýšenou adhezi hydrofobních bakterií na hyd-

rofobní povrchy a hydrofilních bakterií na hydrofilní povrchy. Předpověď je založena 

na bilanci volné energie fázového rozhraní. Termodynamický přístup zahrnuje hydro-

fobní a hydrofilní interakce avšak obsahuje nedostatečný popis elektrostatických inter-

akcí (Hori a Matsumoto 2010).  

 

EDLVO teorie  

Teorie DLVO byla rozšířena na tzv. EDLVO teorii zahrnutím interakce Lewiso-

vých kyselin a bází. V závislosti na vlastnostech povrchu vznikají buď přitažlivé hydro-

fobní interakce, nebo nastává odpudivý efekt hydratace. Vliv těchto interakcí se nemusí 

vždy projevit, kvůli povrchovým útvarům bakterie, díky kterým se nemusí dostatečně 

přiblížit k povrchu (Bayoudh et al. 2009).  

Předpověď adheze pomocí EDLVO je zatím nejpřesnější, ale může být zkresle-

na například proudem kapaliny či hrubostí povrchu. Díky teoriím popisujícím bakteriál-

ní adhezi je možné měnit parametry tak, aby adhezi buněk pozastavily či naopak 

urychlily (Jan van Oss 2008).  
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1.5.2. Faktory ovlivňující adhezi bakterií 

Bakalářská práce, na kterou tato diplomová práce navazuje, pojednává o vlivu to-

pografie a hydrofobicity povrchu na adhezi bakterií. Dále zmiňuje environmentální fak-

tory ovlivňující vznik a růst biofilmu jako je teplota, pH a množství kyslíku (Coufalová 

2016; Bakalova et al. 2016b). Zde bude teorie rozšířena o vliv povrchového náboje bak-

terií a vliv energie povrchu na adhezi buňky.  

 

Vliv povrchového náboje bakterií 

Adheze mikroorganismů k pevným povrchům má spojitost s povrchovým nábojem 

buněk. Povrchový náboj bakterií pochází z ionizace karboxylových a fosfátových sku-

pin a z adsorpce iontů z roztoku. Kromě toho přispívají k celkovému náboji i další mak-

romolekuly, které jsou přítomné v buněčné stěně a membránách, například: proteiny, 

fosfolipidy, kyselina teichová, kyselina teichuronová a lipopolysacharidy (Poortinga 

et al. 2002).  

Elektrické vlastnosti bakteriálních buněk mohou být charakterizovány zeta potenci-

álem, který působí na rozhraní mezi povrchem částice a okolní kapalinou v koloidním 

systému. Určení zeta potenciálu patří k nejjednodušším a nejpřímějším metodám pro 

charakterizování náboje na povrchu částice. Obecně lze říci, že gramnegativní bakterie 

mají nižší zeta potenciál než bakterie grampozitivní. Například gramnegativnímu bakte-

riálnímu kmeni Escherichia coli odpovídá zeta potenciál -49 mV, kdežto grampozitiv-

nímu kmeni Staphylococcus aureus odpovídá -31,7 mV (Kłodzińska et al. 2010).  

 

Vliv povrchové energie na bakteriální adhezi 

V mnoha studiích byla zkoumána adheze bakterií k povrchům s různou povrchovou 

energií. Některé výzkumy ukázaly, že adheze bakterií klesá s klesající povrchovou 

energií substrátu. Existuje však i řada článků s protichůdnými výsledky, kdy se bakteri-

ální adheze snížila se zvyšující se povrchovou energií substrátu. Vyplývá tedy, že adhe-

ze bakterií se může jak snížit, tak i zvýšit se zvyšující se povrchovou energií substrátu 

v závislosti na fyzikálních a chemických vlastnostech bakterií, substrátu i roztoku (Bak-

ker et al. 2003; Liu a Zhao 2005). 
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1.6.  Úpravy regulující adhezi na povrch 

Antibakteriální povrchy jsou často založeny na přítomnosti molekuly, která způso-

buje smrt bakterií. Pokud je však taková úprava využívána na implantáty určené pro 

implantaci do lidského těla, bývá často spojena s rizikem poškození tkání pacienta. Pro 

některé aplikace je proto velmi nežádoucí už pouhé uchycení bakterií na povrchu. 

V takovém případě se přistupuje k antiadhezivním úpravám daných materiálů.  

 

1.6.1. Potažení polymerem 

Mezi často využívané metody patří pokrytí povrchu antiadhezivním polymerem, 

který je elektroneutrální a zároveň hydrofilní. Dochází k hydrataci polymeru a energe-

tická náročnost vyvázání molekuly vody následně brání adhezi proteinů, a tím i navázá-

ní bakterií. Některé bakterie však proteiny k adhezi nevyužívají. Například 

grampozitivní Staphylococcus epidermidis adheruje prostřednictvím polysacharidů 

a extracelulární DNA, které pronikají i do vrstvy polymeru (Zeng et al. 2015).  

 

1.6.2. Změna topografie povrchu 

Vhodný hydrofobní povrch lze vytvořit změnou topografie povrchu. Tzv. efekt lo-

tosového květu spočívá ve vytvoření dvoustupňové hrubosti. Na povrchu jsou vytvořena 

zrna o velikosti 10–20 μm na nichž je vytvořen druhý stupeň nerovnosti o velikosti 

menší než 200 nm. Takto vytvořený povrch získává velký kontaktní úhel, čímž se stává 

superhydrofobním. Bylo však zjištěno, že tento povrch selektivně snižuje adhezi tyčin-

kovitých bakterií, ale neovlivňuje adhezi bakterií kokovitých (Fadeeva et al. 2011).  

 

1.6.3. Nanesení vrstvy metodou sol-gel 

Metoda sol-gel je založena na přípravě koloidní suspenze (solu), která je převedena 

na viskózní gel a následně na pevný materiál. Sol-gel metody jsou používány pro pří-

pravu anorganických oxidických materiálů a syntézu organicko-anorganických kompo-

zitních materiálů, které nelze získat jinými metodami (Pierre 2013). 

Antiadhezní úpravou může být nános hydrofobní vrstvy metodou sol-gel. Přidáním 

nanočástic (např. stříbrných, měďných apod.), získává superhydrofobní povrch také 

antibakteriální vlastnosti. V neutrálním pH je tento povrch stabilní, ale v silně kyselém 

či zásaditém prostředí má omezenou živostnost v řádu týdnů. (Heinonen et al. 2014). 
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1.6.4. Úprava povrchu plazmatem 

Plazma jsou molekuly ionizovaného plynu v různém stupni ionizace. Plazma lze 

vytvořit elektromagneticky, mikrovlnami i teplotně a dle způsobu vzniku má pak různé 

vlastnosti. U nízkotlakého výboje se pracuje ve vakuu a volbou dalších podmínek lze 

modifikovat povrch materiálu (např. zvýšit či snížit jeho smáčivost, čistit, sterilizovat, 

či modifikovat povrch před dalšími úpravami). Ošetření plazmatem způsobí vznik reak-

tivních skupin na povrchu. Argonové či heliové plazma vytváří volné radikály, plazma 

kyslíkové vytvoří skupiny OH-, ROO-, CO-, COO-, plazma z dusíku či amoniaku zase 

skupinu NH2
-. Tímto způsobem lze modifikovat kovy, slitiny, plasty a umělá i přírodní 

vlákna (Kugel et al. 2011; Heinonen et al. 2014).  

 

1.6.5. Fotolitografie 

Vytvoření antiadhezního povrchu může být dosaženo také pomocí litografického 

nanášení substrátu na podklad. Metodu, kdy je na povrch nanášen fotoaktivní polymer 

(fotorezist), nazýváme fotolitografií. Po ozáření přes masku je polymer odstraněn 

a vzniká negativní obraz použité masky. Hydrofobního chování se obvykle dosahuje 

speciální strukturou na povrchu, změnou povrchové energie, zvýšením hrubosti po-

vrchu, polarizací vazeb na povrchu, nebo přímo změnou těchto vazeb (Bhushan et al. 

2009; Roach et al. 2008). Vzorky je možné terminovat kyslíkem nebo vodíkem pro do-

sažení rozdílných výsledků. Bylo například pozorováno chování osteoblastů a kmeno-

vých buněk při kontaktu s povrchem upraveným kyslíkovou a vodíkovou terminací. 

Ukázalo se, že kyslíková terminace je pro adhezi buňkami značně upřednostňována 

oproti terminaci vodíkové (Brož 2017; Rezek et al. 2009).  
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2. MATERIÁLY A METODY  

 

2.1. Popis studovaných vzorků 

V rámci této diplomové práce bylo testováno sedm vzorků. Tři vzorky karbonitrid 

titanových tenkých vrstev a tři vzorky tenkých vrstev karbonitrid chromových nadepo-

novaných na nerezové oceli ČSN 10088-1 1.4404. Pro porovnání byl testován také vzo-

rek samotné nerezové oceli stejného typu. Vlastnosti nerezové oceli ČSN 10088-1 

1.4404 jsou popsány v kapitole 1.2.2. Nerezová ocel (str. 17). Vzhled vzorků a jejich 

značení je zaznamenáno v tabulce 2.  

 

Tabulka 2: Vzhled jednotlivých vzorků. 

Nerezová ocel ČSN 

10088-1 1.4404 

Ocel 

 

 

Karbonitrid  

titanové vrstvy 

TiCN 

TiCN-1 TiCN-2 TiCN-3 

   

Karbonitrid  

chromové vrstvy 

CrCN 

CrCN-1 CrCN-2 CrCN-3 

   
 

Rozměry vzorků jsou uvedeny v náčrtu na obrázku 6. 

 

 

 

Obrázek 6: Rozměr vzorků. 



 

 

33 

 

Příprava substrátu 

Jako substrát pro depozici tenkých vrstev karbonitrid titanu (TiCN) a karbonitrid 

chromu (CrCN) byla zvolena nerezová ocel ČSN 10088-1 1.4404. Vzorky byly nejprve 

leštěny pomocí přístroje METASERV 3000 za využití papíru o hrubosti 1200. Následně 

byl vzorek leštěn na semišovém plátně pomocí diamantové pasty s částicemi o velikosti 

3 µm. Po ukončení procesu leštění byly vzorky nerezové oceli ošetřeny lihem. 

 

Depozice vrstev 

Samotná depozice proběhla za použití metody PVD napařování elektrickým oblou-

kem (Cathodic Arc Plasma Deposition). Celkem bylo připraveno osm vzorků s tenkou 

vrstvou TiCN a osm vzorků s tenkou vrstvou CrCN. Vrstvy byly nanášeny při různém 

poměru plynů, napětí, proudu i času depozice (Petkov et al. 2018). Pro účely této di-

plomové práce byly vybrány tři vzorky TiCN a tři vzorky CrCN, které byly nanášeny 

při stejné hodnotě napětí -40 V a proudu 85 A. Doba depozice byla u všech šesti zvole-

ných vrstev 120 minut. Jedinými proměnnými parametry tedy zůstaly poměr plynů 

a tlak v komoře, které jsou uvedeny v tabulce 3. Vliv depozice na vlastnosti spojené 

s buněčnou interakcí byly předmětem zkoumání v prací (Coufalová 2016; Bakalova et 

al. 2016a), na které tato diplomová práce navazuje a právě na základě výsledků zmíně-

ných prácí, byly zvoleny vzorky s následujícími parametry depozice.  

 

Tabulka 3: Parametry depozice jednotlivých vrstev.  

 

Vzorek 

TiCN-1 TiCN -2 TiCN -3 CrCN-1 CrCN -2 CrCN -3 

Průtok 

C2H2 [%] 
5,8 11,1 17,7 5,8 11,1 17,7 

Průtok 

N2 [%] 
94,2 88,9 82,3 94,2 88,9 82,3 

Tlak v komoře 

p [Pa] 
0,5 0,5 0,5 1,5 1,5 1,5 
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2.2. Modifikace vzorků 

Na základě literární rešerše byly zvoleny čtyři různé modifikace zkoumaných po-

vrchů, které by měly zajistit antiadhezivní chování vzhledem k bakteriální populaci. 

Vzorky byly modifikovány pomocí sol-gelu, kyslíkového a argonového plazmatu 

a metodou fotolitografie. Před každou z modifikací byly vzorky očištěny acetonem 

a vystaveny teplotě 120 °C po dobu 30 minut pomocí přístroje Venticell (BMT Medical 

Technology) za účelem zbavení vzorků organických i anorganických nečistot.  

 

Fotolitografie 

Pro docílení antiadhezního povrhu byla zvolena fotolitografie. Tato modifikace 

byla provedena na Fyzikálním ústavu Akademie věd v Praze. Pomocí pozitivního foto-

rezistu P1215 (micro resist technology GmbH, Německo) byly na povrchu vzorků vy-

tvořeny mikroskopické vzory o šířce 60 µm. V horní části vzorku byl vytvořen křížek 

tenkou vrstvou zlata sloužící jako značka pro rozlišení uspořádání proužků. Vzorky by-

ly terminovány vodíkem po dobu 30 minut v komoře při teplotě 360 °C a tlaku 30 mbar. 

Poté byly vrstvy s fotolitografickou maskou o velikosti 20x20 mm (velikost vzorku) 

ošetřeny ve vysokofrekvenční kyslíkové plazmě (s výkonem 300 W, po dobu 10 minut). 

Obrázek 7 zobrazuje ilustrační snímek z elektronového mikroskopu SEM při použití 

stejné metody na vrstvě nanokrystalického diamantu s 200 μm širokými proužky (v na-

šem případě 60 µm) zakončenými střídavě vodíkem a kyslíkem. Světlé proužky odpo-

vídají vodíkovému povrchu díky jeho nízké elektronové afinitě. Křížek v horní části 

obrázku je tvořen tenkou vrstvou zlata a slouží jako značka pro rozlišení uspořádání 

proužků. 

 
 

Obrázek 7: Schéma a ilustrační snímek z elektronového mikroskopu SEM při pou-

žití stejné metody (převzato a upraveno z (Rezek et al. 2011)). 
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Sol-gel 

Sol-gel s označením AD30 byl na vzorky nanesen metodou zvanou dip-coating. 

Sol AD30 je výchozí sol pro přípravu nanovrstev na bázi 3-(trimethoxysilyl)propyl me-

thakrylátu a tetraethoxysilanu (obrázek 9) a je modifikován vázanými kationty stříbra, 

mědi a zinku (po 2 hm. % na výslednou hmotnost vrstvy). Sol byl připraven metodou 

sol-gel v izopropylalkoholu za kyselé katalýzy HNO3 pro polykondenzaci křemičité sítě 

a dibenzoylperoxidu pro polymeraci methakrylátové sítě. Vzorek byl připevněn ke 

spouštěcímu zařízení (cca 3 mm od okraje). Pomocí tohoto zařízení byly 3/4 vzorku 

ponořeny do sol-gelu (obrázek 8) a po 30 vteřinách byl vzorek vytažen konstantní rych-

lostí 6 cm/min. Vzorky byly ponechány třicet minut při laboratorní teplotě. Následně 

byly umístěny na dvě hodiny do pece vytemperované na 150 °C pro zajištění termální 

fixace sol-gelu. Předpokládaná tloušťka konečné organicko-anorganické nanovrstvy je 

80 až 150 nm. Složení solu je chráněno patenty CZ 303 250, CZ 303 861, WO 

2013174356 a EP 2852630 (Šlamborová et al. 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 9: Chemické vzorce hlavních složek použitého sol-gelu 

3-(trimethoxysilyl)propyl methakrylátu a tetraethoxysilanu. 

 

Plazma 

 Byly zvoleny dva druhy úpravy pomocí plazmatu. První modifikace byla provedena 

v argonovém plazmatu, které mění morfologii odleptáváním povrchu upravovaného 

vzorku v řádech nanometrů. Argon patří mezi inertní neboli netečné plyny, nedochází 

tedy v průběhu modifikace k žádnému navazování skupin na povrch vzorku. Jako další 

modifikace bylo zvoleno plazma kyslíkové. Pokud plazma obsahuje reaktivní plyny, 

Vrstva sol-gelu 

Obrázek 8: Náčrt plochy vzorku pokryté sol-gelem.  
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jako je například právě kyslík, jsou částice tohoto plynu schopny reagovat s povrchem 

substrátu, a tím dají vzniknout novým funkčním skupinám (Matějíček 2016). Vzorky 

byly plazmatu vystaveny v depoziční komoře typu RF PACVD/MS (Radio Frequency 

Plasma Assisted Chemical Vapor Deposition Magnetron Sputtering). Parametry leptání 

byly totožné pro oba druhy plazmatu. Průtok plynů 10 sccm, tlak v komoře 4 Pa, napětí 

UB bylo nastaveno na -900 V a vzorky byly leptány po dobu 10 minut.   
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2.3. Měření fyzikálně-chemických parametrů vrstev  

 

Povrchová energie 

Test smáčivosti byl proveden pomocí přístroje Surface Energy Evaluation System 

(See System). Na každý vzorek byla aplikována kapka destilované vody o objemu 

3,5 μl. Tvar kapky závisí na hodnotách tří mezifázových energií: mezifázové energii 

mezi pevnou látkou a kapalinou γSL, mezifázové energii mezi pevnou látkou a plynnou 

fází γSG a mezifázové energii mezi kapalnou a plynnou fází γLG (obrázek 10). Ustaví se 

rovnováha a kapka zaujme tvar charakterizovaný určitým kontaktním úhlem smáčení θ. 

Vztah mezi úhlem smáčení θ a jednotlivými mezifázovými energiemi je dán Youngo-

vou rovnicí. 

Youngova rovnice (Giridhar et al. 2017): 

𝛾𝑆𝐿 = 𝛾𝑆𝐺 − 𝛾𝐿𝐺 ∙ cos 𝜃 

Pomocí kamery byla kapka po kontaktu s povrchem vyfotografována (obrázek 11). 

Po označení tří bodů na snímku, byl vyhodnocen kontaktní úhel. Průměrný kontaktní 

úhel byl vypočítáván z deseti měření na každém vzorku (viz. str. 48).  

 

 

Obrázek 11: Fotografie kapky. Stano-

vení úhlu smáčivosti pomocí tří bodů. 

 

 

Drsnost povrchu 

Průměrná drsnost povrchu Sa (obrázek 13) byla vyhodnocena dle normy ISO 25178 

pomocí mechanického profilometru DektakXT™ (obrázek 12). Hrot s rádiem zaokrouh-

lení 2 µm byl tažen rychlostí 100 µm/s po povrchu vzorku s přítlačnou silou 10 mg. 

Obrázek 10: Síly působící na kapku ka-

paliny umístěné na pevný povrch (Žiž-

ková 2016). 
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Obrázek 13: Princip výpočtu hodnoty 

průměrné drsnosti Sa (OLYMPUS, 2017). 

Byla skenována plocha 600 x 600 µm. Naměřená data byla následně zpracována 

v softwaru Vision 64.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poloměr zaokrouhlení hrotu u mechanického profilometru byl nedostačující pro re-

gistraci menších nerovností, proto pro kvalitnější vyhodnocení drsnosti povrchu byla 

zvolena přesnější metoda s rozlišením v řádu nanometrů. Jedná se o mikroskopii ato-

márních sil, při které byl využit přístroj JPK Nanowizard 3 a naměřená data byla ná-

sledně zpracována v softwaru Gwyddion 2.40. Zvolen byl tzv. kontaktní režim. 

Na naskenování plochy 10 x 10 μm v rozlišení 512 x 512 pixelů byl zvolen cantilever 

značky Silicon SPM sensor o tloušťce hrotu 10 nm. Vyhodnocení plošné drsnosti je 

uvedeno v grafu na straně 49. Na obrázku 14 je ukázka 3D profilu vzorku CrCN-1 před 

modifikací. Profily ostatních vzorků jsou zařazeny v příloze této práce.  

 

Obrázek 14: 3D profil povrchu vzorku CrCN-1 získaný pomocí metody AFM.  

 

Obrázek 12: Hrot profilometru umístě-

ný nad vzorkem.   
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Chemické složení povrchu 

Chemického složení povrchu bylo stanoveno pomocí analýzy EDS (Energiově Dis-

perzní Spektroskopie) Oxford X-Max 20, která je součástí rastrovacího elektronového 

mikroskopu Carl Zeiss ULTRA. Při studiu tenkých vrstev bylo použito napětí 7 kV, při 

studiu vzorku samostatné oceli bez nanesené tenké vrstvy bylo napětí navýšeno 

na 15 kV. Livetime byl zvolen 50 s a pracovní vzdálenost 8,5 mm. Akvizice spekter 

byla prováděna z plochy cca 12 x 9 µm na třech náhodných místech u každého 

ze vzorků. Obsahy jednotlivých prvků v atomárních procentech jsou uvedeny 

v tabulkách 6 – 8 (str. 51). Obrázek 15 je příkladem výstupních dat z Energiově Dis-

perzní Spektroskopie. Na obrázku jsou (zleva) viditelné píky pro uhlík, dusík a chrom 

pro jednotlivé vzorky před modifikací. Žlutá plocha značí vzorek CrCN-1, modrá křivka 

náleží vzorku CrCN-2 a červená vzorku CrCN-3. 

 

Obrázek 15: Příklad výstupních dat z Energiově Disperzní Spektroskopie. 
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2.4. Měření bakteriální interakce s tenkými vrstvami 

 

Výběr testovaných mikroorganismů 

Na základě literární rešerše, která předpokládá rozdílné chování gramnegativ-

ních (G-) a grampozitivních (G+) bakterií k povrchu materiálu v důsledku rozdílného 

zeta potenciálu, bylo snahou zvolit jeden gramnegativní a jeden grampozitivní kmen 

takový, aby se navzájem lišily i dalšími vlastnostmi, např. tvarem. Zároveň byly hledá-

ny kmeny běžně atakující lidský organismus. Jako gramnegativní zástupce byla zvolena 

bakterie Escherichia coli, která je tyčinkovitého tvaru a jako druhý testovaný kmen byl 

zvolen Staphylococcus aureus kokovitého tvaru. Oba tyto kmeny jsou v hojné míře vy-

užívány jako modelové organismy právě pro biologické testy v medicíně 

i biotechnologiích (Du et al. 2007).  

 

Sterilizace použitého materiálu 

Během zvolených testů mikrobiologické interakce byly využívány různé druhy 

skleněného laboratorního nádobí (skleněné lahve s uzávěrem (fisherbrand), kádinky, 

zkumavky) a kovové pinzety. Tyto pomůcky byly před testy sterilizovány při teplotě 

170 °C po dobu dvou hodin pomocí sterilizátoru Venticell (BMT Medical Technology). 

Dále bylo při testech využito mnoho jednorázových plastových pomůcek, jako jsou cen-

trifugační zkumavky, špičky a Petriho misky, které jsou sterilizovány již u výrobce.  

Testované vzorky byly očištěny navlhčenou buničinou v acetonu a sterilizovány 

pomocí Venticell (BMT Medical Technology) při teplotě 120 °C po dobu 30 minut.  

 

Příprava bakteriálního inokula 

Bakterie Escherichia coli (označení kmene CCM č. 3954) byla z pevného živného 

média naočkována pomocí plamenem opálené mikrobiologické kličky do kádinky 

s fyziologickým roztokem. Naočkování probíhá pomocí roztírání buněčné kultury 

o stěnu kádinky. Následně byl pomocí spektrofotometru kontrolován zákal pro určení 

koncentrace bakterií v připravovaném roztoku. Roztok byl naředěn fyziologickým roz-

tokem na požadovanou koncentraci 107
 CFU/ml.  

Postup při přípravě inokula bakterie Staphylococcus aureus (označení kmene CCM 

č. 3953) byl totožný. Pouze byl do fyziologického roztoku navíc přidán Bovin Serum 

Albumin v množství 0,15 g na 100 ml.  
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Kultivační stanovení počtu životaschopných buněk  

Pro stanovení množství bakterií, které se za jednu hodinu kontaktu vzorku 

s bakteriální suspenzí přichytí na povrch daného vzorku, byla zvolena metoda kultivace 

mikroorganismů a následného počítání kolonií vyrostlých na agarových plotnách. Me-

toda vychází z empiricky ověřeného předpokladu, že z jedné životaschopné buňky 

(buňka musí být také schopna se množit) vyrůstá 1 kolonie.  

Do sterilních skleněných lahví o objemu 100 ml s uzávěrem bylo pipetou Eppen-

dorf pipetováno 10 ml bakteriální suspenze a do každé byl následně vložen jeden ze 

vzorků, a to tak, aby celý objem vzorku byl ponořen v kapalině. Bakterie byly ponechá-

ny v kontaktu s povrchem 60 minut při teplotě 37 °C v inkubátoru Incucell BMT Medi-

cal Technology. Vzorek byl následně vyndán sterilní pinzetou z bakteriální suspenze, 

opláchnut 2 ml fyziologického roztoku z každé strany a vložen do plastové centrifugač-

ní zkumavky typu Falcon o objemu 50 ml s 15 ml fyziologického roztoku. Zkumavky se 

vzorky byly vloženy na třepačku Heidolph unimax X1010 a třepány 30 minut při 250 

otáčkách za minutu. Bylo použito desítkové ředění do třetího řádu, které slouží 

k dosažení počitatelného množství bakteriálních kolonií. Za počitatelné množství 

se obecně považuje počet do 300 kolonií na jedné petriho misce. Zároveň byl odebírán 

1 ml z každého ředění do Petriho misky. Následně byl tento objem inokula zalit potřeb-

ným množstvím vytemperovaného agaru (max. na 42 °C) a obsah misky byl důkladně 

promíchán krouživými pohyby. Po ztuhnutí byly misky uloženy k inkubaci po dobu 48 

hodin při teplotě 37 °C (inkubátor Incucell BMT Medical Technology). Po uplynutí této 

doby byl vyhodnocen počet kolonií (grafy 5 a 6, str. 55 a 57). Celé měření bylo prove-

deno v triplikátu.  

 

Ověření postupu „vytřepání bakterií z povrchu“ 

Bakterie byly počítány ze suspenze fyziologického roztoku, do které byl vzorek 

30 minut vytřepáván při 250 otáčkách za minutu. Bylo tedy nutné ověřit, že při takto 

zvolených podmínkách byly do fyziologického roztoku vytřepány všechny mikroorga-

nismy a žádné z nich (nebo jen minimální množství) nezůstaly i po vytřepání uchyceny 

na povrchu vzorku, což by velmi zkreslilo výsledky. Hodnocení povrchu bylo provedeno 

pomocí rastrovacího elektronového mikroskopu Carl Zeiss ULTRA Plus za využití sekun-

dárních elektronů. Bylo zvoleno zvětšení 10 000x a napětí 2 kV pro vzorek s bakteriemi 

a 7,5 kV pro vzorek bez bakterií. 
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2.5. Měření cytotoxicity vzorků 

Cytotoxicita studovaných vzorků byla měřena pomocí testu, který je založen na re-

dukci žluté tetrazoliové soli MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- difenyltetrazolium 

bromid) na formazan, který má formu fialových krystalků. Tato reakce probíhá na mito-

chondriální membráně vlivem mitochondriálních dehydrogenáz živých buněk. Počet 

živých buněk odpovídá množství redukovaného MTT.  

Vzorky byly před zahájením testů sterilizovány při 120 °C po dobu jedné hodiny. 

Eluát byl ze vzorků vyluhován po dobu 24 h v 6-jamkovém valu, každý vzorek 

ve 3,5 ml media. Testy probíhaly in vitro na modelové buněčné linii myších fibroblastů 

3T3 při počtu zhruba 40 tisíc buněk na jednu jamku při 50% proliferaci. Eluát byl roz-

dělen po 1 ml do 24-jamkového valu spolu s buněčnou, negativní, pozitivní a médiovou 

kontrolou. Do každé jamky bylo přidáno 320 µl MTT a následně byly jamky inkubová-

ny při 37 °C po dobu dvou hodin. Po této době bylo MTT z jamek odsáto a přidáno 

640 µl isopropylalkoholu. Jamky byly následně na 10 minut umístěny na třepačku, kde 

se formazanové krystalky působením isopropylalkoholu rozpustily a následně se spek-

trofotometricky stanovila hodnota absorbance roztoku. Na spektrofotometru byla změ-

řena absorbance při 570 a 650 nm. Výsledná absorbance byla získána jako rozdíl 

absorbancí při 570 a 650 nm a procentuálně porovnána s buněčnou kontrolou. Výsledky 

jsou uvedeny ve formě grafu (graf 7, str. 59).   
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3. VÝSLEDKY A DISKUZE 

V této kapitole jsou vyhodnoceny a diskutovány výsledky jednotlivých měření, kte-

rá vždy probíhala na vzorcích bez modifikace a následně na vzorcích, které prošly úpra-

vami popsanými v kapitole 2.2. Modifikace vzorku. Z fyzikálně-chemických vlastností 

byla sledována povrchová energie, drsnost a chemické složení povrchu. Následně byly 

provedeny testy mikrobiální interakce s povrchem, a to s gramnegativním kmenem bak-

terií Escherichia coli a grampozitivním kmenem bakterií Staphylococcus aureus. Na 

závěr byly provedeny testy cytotoxicity na modelové buněčné linii myších fibroblastů 

3T3.  

Všechna měření probíhala vždy minimálně v triplikátu. Pro lepší přehlednost jsou 

v tabulkách uváděny pouze průměry naměřených hodnot a směrodatná odchylka vý-

sledků je znázorněna v grafech chybovou úsečkou. Směrodatná odchylka byla počítána 

dle vztahu: 

𝜎 =  √
∑(𝑥 − 𝑥)2

𝑛
 

kde x jsou naměřené hodnoty, 𝑥 jejich aritmetický průměr a n počet měření. 

V práci je zvoleno také vyjádření výsledků pomocí grafů pro lepší znázornění roz-

dílu mezi jednotlivými modifikacemi. Tabulky s konkrétními hodnotami jsou součástí 

přílohy. V tabulce 4 je zaznačeno zkrácené označování jednotlivých modifikací a jejich 

barevné vyjádření v grafech. 

 

Tabulka 4: Zkrácené označování jednotlivých modifikací a barevné zastoupení 

v grafech  

 
Zkratka Barva 

Vzorek před modifikací Před modifikací šedá 

Modifikace fotolitografií Fotolitografie zelená 

Modifikace sol-gelem Sol-gel hnědá 

Modifikace argonovým plazmatem  Plazma Ar žlutá 

Modifikace kyslíkovým plazmatem Plazma O2 modrá 
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3.1. Fotolitografická modifikace  

Fotolitografická úprava byla prováděna na Fyzikálním ústavu Akademie věd 

v Praze. Hydrogenace a následná terminace vodíkem byla provedena na vzorcích 

TiCN-1, CrCN-1 a oceli. Byl měřen kontaktní úhel vody před modifikací, ihned po mo-

difikaci a poté v časech 15, 60 a 132 h. Ihned po modifikaci vykazovala terminace silně 

hydrofilizující účinek (obrázek 16). Avšak již po 15 hodinách se navracely původní 

vlastnosti povrchu vzorku. Naměřené kontaktní úhly ve stanovených časech jsou uve-

deny v grafu 1.  

 

 

Obrázek 16: Měření kontaktního úhlu před modifikací a ihned po kyslíkové  

terminaci (vzorek TiCN-1). 

 

 

Graf 1: Naměřený kontaktní úhel před modifikací a v určitých časech po kyslíkové 

terminaci. 
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Z důvodu krátkodobého účinku této modifikace v řádu hodin, nebylo možné pro-

vést následná měření (na TUL) tak, aby výsledky odrážely účinek modifikace.  

Pro možnost porovnání naměřených dat s literaturou uváděnými výsledky fotolito-

grafické modifikace na tenkých vrstvách diamantu (Rezek et al. 2011), byl zároveň se 

vzorky oceli, TiCN-1 a CrCN-1 modifikován i vzorek nanokrystalického diamantu 

(NCD). Porovnání naměřených kontaktních úhlů ihned po vodíkové terminaci ukazuje, 

že vytvoření hydrofilních kyslíkově terminovaných a hydrofobních vodíkem termino-

vaných pásků by nebylo možné. Po modifikaci vodíkem, prokazovaly vrstvy TiCN 

a CrCN hydrofilní chování na rozdíl od vzorků NCD (graf 2). 

 

 

Graf 2: Naměřený kontaktní úhel vody před a po vodíkové terminaci. 
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3.2. Modifikace metodou sol-gel 

Z důvodu nedostatečné odolnosti byla z měření vyřazena i modifikace sol-gelem. 

Po testech bakteriální interakce, kdy byly vzorky v kontaktu s bakteriální suspenzí 

po dobu jedné hodiny, následně vytřepávány do fyziologického roztoku a mechanicky 

očištěny buničinou namočenou v acetonu, byla vrstva sol-gelu viditelně poškozena (ob-

rázek 17). Jelikož literatura dokládá vysokou odolnost těchto hybridních vrstev proti 

otěru a to až 150 cyklů při zatížení 650 g, je možné, že vzorky byly před nánosem sol-

gelu špatně očištěny či odmaštěny a proto nedošlo ke správnému přilnutí vrstvy sol-gel 

na povrch vzorků. Jiným vysvětlením by mohlo být, že vrstva převážně složena 

z 3-(trimethoxysilyl) propylmethakrylátu a tetraethoxysilanu je částečně rozpustná 

v některé z kapalin, se kterou přišla během mikrobiálních testů do styku (aceton, fyzio-

logický roztok). Literatura však uvádí, že hybridní vrstvy 3-(trimethoxysilyl) propylme-

thakrylátu a tetraethoxysilanu jsou odolné vůči acetonu (Šlamborová et al. 2013). 

Vrstva není rozpustná ve vodě, neměla by tedy být pravděpodobně narušena ani půso-

bením fyziologického roztoku (0,9% vodný roztok NaCl).  

 

 

Obrázek 17: Vrstva sol-gelu před a po mikrobiologických testech. 

 

Nepřítomnost sol-gelové vrstvy po provedení mikrobiologických testů dokládá 

i stanovení chemického složení povrchu pomocí metody EDS (tabulka 5).  

Při předpokládané tloušťce vrstvy sol-gelu 80 až 150 nm, by množství křemíku 

vzhledem k hlavním složkám (obrázek 9) mělo být vyšší než 2 %, která byla u vzorků 

maximálně detekována. Také procento kyslíku by mělo být vyšší. Ani ostatní prvky 

přítomné v sol-gelu (stříbro, měď a zinek) nebyly metodou EDS detekovány u žádného 

z testovaných vzorků. Ve složení povrchu CrCN vrstev se objevila stopová množství 

sodíku a chloru, která byla při vyhodnocení ze spektra eliminována, jelikož se jednalo 

o pozůstatek fyziologického roztoku, který byl používán na vytřepávání bakterií i opla-



 

 

47 

 

chy vzorků. Kyslík se do pórů vrstev ukládá při otevření komory těsně po procesu po-

vlakování. 

 

Tabulka 5: Chemické složení povrchu vzorků po modifikaci sol-gelem a násled-

ných testech bakteriální interakce. 

Vrstva sol-gelu nanesená na samotnou ocel i na ocel s tenkými vrstvami TiCN 

a CrCN se tedy prokázala jako nedostatečně odolná proti otěru či působení vodného 

prostředí.  

 

  

[%] 
Detekované prvky – modifikace sol-gel 

C N O Si Ti Cr 

TiCN-1 7,5 41,5 2,5 0,3 48,2  

TiCN-2 8,5 42,0 1,9 0,1 47,5  

TiCN-3 12,3 36,9 1,9 0,1 48,8  

CrCN-1 11,7 37,0 4,3 1,3  45,7 

CrCN-2 18,5 33,6 6,7 2,0  39,2 

CrCN-3 25,2 30,2 6,1 2,0  36,5 
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3.3. Vliv modifikace plazmatem na fyzikálně-chemické vlastnosti  

tenkých vrstev 

 

3.3.1. Povrchová energie 

Kontaktní úhel vody byl u každého vzorku naměřen desetkrát. Průměrné hodnoty 

těchto měření jsou znázorněny v grafu 3. Je-li kontaktní úhel vody na vzorku větší než 

90°, nazývá se látka hydrofobní. Naopak čím více se kontaktní úhel blíží nule, tím je 

vzorek hydrofilnější. Před modifikací se kontaktní úhel pohyboval u všech testovaných 

vzorků v průměru kolem 82°. Takové vzorky tedy spadaly do kategorie lehce hydrofil-

ních materiálů. Po modifikaci argonovým plazmatem se kontaktní úhel vody u všech 

vzorků snížil na hodnotu v průměru okolo 68°. Kyslíkové plazma modifikovalo vzorky 

na ještě více hydrofilní a kontaktní úhel vody se pohyboval od 56° do 69°.  

 

Graf 3: Kontaktní úhel u jednotlivých povrchů. 

 

Řada výzkumů (Avram et al. 2008) se zabývá plazmatickou úpravou materiálů 

(především polymerů) za účelem snížení či zvýšení jejich povrchové energie. Úpravě 

titanových implantátů se věnuje například Queiroz a spol. ve své studii, která dokládá 

zvýšení hydrofilnosti právě pomocí argonového plazmatu (Queiroz et al. 2014). Na 

základě naměřených dat v této práci lze říci, že argonové plazma má hydrofilizující 

účinek i na tenké vrstvy TiCN a CrCN nanesené na nerezové oceli.  
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Kyslíkové plazma je u kovových materiálů zmiňováno nejčastěji v souvislosti 

s čištěním povrchů. Zvýšení hydrofilnosti pomocí kyslíkového plazmatu bylo 

prokázáno například u titanových vzorků (Yamamura et al. 2015).  

Námi naměřená data pro TiCN i CrCN tenké vrstvy ukazují, že kyslíkové plazma 

mělo větší hydrofilizující účinek než plazma argonové, což je v souladu s literaturou. 

Peng uvádí zvýšení hydrofilnosti studovaných kovových vzorků po úpravě plazmatem 

na základě měření povrchové energie. Po úpravě argonovým plazmatem se povrchová 

energie zvýšila o 201,4 %, po působení kyslíkovým plazmatem o 232,2 %. Po působení 

kyslíkového plazmatu měl vzorek vyšší povrchovou energii, což znamená, že se zvýšila 

jeho hydrofilnost (Peng 2014).  

 

3.3.2. Drsnost povrchu 

Před modifikací se drsnost povrchu vzorků lišila v řádu desítek nanometrů. Mezi 

nejméně a nejvíce drsným povrchem byl rozdíl plošné drsnosti 36,7 nm. Nejdrsnější 

povrch vykazovaly vzorky TiCN-3 a CrCN-1. Průměrné plošné drsnosti povrchu jed-

notlivých vzorků jsou uvedeny v grafu 4. Pro možnost posouzení morfologie jednotli-

vých povrchů byly vytvořeny 3D profily, které jsou zařazeny v příloze této práce. 

 

Graf 4: Plošná drsnost povrchů. 
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Po modifikaci kyslíkovým plazmatem se plošná drsnost povrchu pohybovala okolo 

hodnoty 35 nm. Úprava argonovým i kyslíkovým plazmatem má za následek odleptá-

vání materiálu. Tento proces neprobíhá zcela symetricky, což vede u většiny vzorků 

ke zvýšení hrubosti materiálu v řádu nanometrů. Avšak u vzorků TiCN-3 a CrCN-1 

došlo ke snížení plošné drsnosti povrchu. Působení argonového plazmatu bylo studová-

no například na titanových vzorcích. Střední drsnost povrchu se v této studii zvýšila 

z 27 nm na 110 nm (Queiroz et al. 2014).  

V literatuře byl studován přímo rozdíl mezi působením argonového a kyslíkového 

plazmatu na drsnost kovových vzorků. Po 180 vteřinách působení argonového plazmatu 

byl ve studii pozorován nárůst drsnosti o 22 % (z 1,18 na 1,45 nm). Po působení kyslí-

kovým plazmatem byl nárůst plošné drsnosti 11 % (z 1,18 na 1,31 nm) (Peng 2014). 

U námi studovaných vzorků, u kterých se po působení plazmatu drsnost zvýšila, byl 

procentuální nárůst u argonového plazmatu v průměru o 53 % a u kyslíkového plazmatu 

v průměru o 163 %.  

 

3.3.3. Chemické složení povrchu 

Chemické složení povrchu bylo stanoveno pomocí Energiově Disperzní Spektros-

kopie. Pro kalkulaci koncentrací byl využit K-alfa přechod. V tabulkách 6 – 8 jsou pro-

centuální zastoupení jednotlivých prvků před modifikací a po modifikaci argonovým 

a kyslíkovým plazmatem.  

U vrstev před i po modifikaci byl detekován dusík, uhlík, a kyslík. Dále byl dete-

kován titan u vrstev TiCN a chrom u vrstev CrCN. Kvantifikace kyslíku u vzorků 

CrCN-1, CrCN-2 a CrCN-3 mohla být zkreslena kvůli překryvu píků chromu a kyslíku 

(tzv. overlapu), který je zobrazen na obrázku 18. Kyslík je u všech vrstev následkem 

ukládání kyslíku do pórů vrstev, při otevření komory těsně po procesu povlakování. 

Plazma neměla dle očekávání významný vliv na koncentraci prvků na povrchu vzorků.   
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Tabulka 6: Chemické složení povrchu vzorků před modifikací.  

 

Tabulka 7: Chemické složení povrchu po modifikaci argonovým plazmatem.   

 

Tabulka 8: Chemické složení povrchu po modifikaci kyslíkovým plazmatem.   

 

 

[%] 
Detekované prvky – modifikace sol-gel 

C N O Ti Cr 

TiCN-1 6,1 41,8 2,0 50,2  

TiCN-2 9,0 44,1 2,4 44,6  

TiCN-3 14,4 34,8 1,7 49,2  

CrCN-1 4,9 40,0 0,1  55,0 

CrCN-2 8,2 38,6 0,1  53,0 

CrCN-3 17,7 34,7 0,6  47,0 

[%] 
Detekované prvky – modifikace plazma Ar 

C N O Ti Cr 

TiCN-1 6,7 41,4 4,6 47,3  

TiCN-2 7,2 40,6 4,2 48,1  

TiCN-3 12,6 35,5 4,4 47,6  

CrCN-1 4,3 41,2 2,6  51,8 

CrCN-2 7,4 38,0 2,5  52,1 

CrCN-3 16,9 34,5 2,8  45,8 

[%] 
Detekované prvky – modifikace plazma O2 

C N O Ti Cr 

TiCN-1 6,5 42,3 4,1 47,1  

TiCN-2 8,4 38,8 3,9 49,0  

TiCN-3 13,8 35,0 4,0 47,2  

CrCN-1 4,1 40,3 2,5  53,1 

CrCN-2 6,5 39,0 2,4  52,1 

CrCN-3 21,5 32,8 2,9  42,8 
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Obrázek 18: Překryv píků chromu a kyslíku.  
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3.4. Vliv modifikace plazmatem na mikrobiologickou interakci  

s tenkými vrstvami 

Obrázek 19 zobrazuje výsledek desítkového ředění. Pro ilustraci byly zvoleny vý-

sledky ze vzorku TiCN-3 při testování bakterie Staphylococcus aureus. 

Nulté ředění 1. ředění 2. ředění 

   

Obrázek 19: Fotodokumentace desítkového ředění metody KTJ pro vzorek TiCN-

3 v interakci s bakteriemi Staphylococcus aureus. 

Obrázek 20 ilustruje různý počet bakteriálních kolonií na tomtéž vzorku při růz-

ných modifikacích povrchu. Jedná se opět o výsledky ze vzorku TiCN-3, tentokrát 

s bakterií Escherichia coli. Všechny snímky zaznamenávají nulté ředění.  

Bez modifikace  
Modifikace argonovým 

plazmatem 

Modifikace kyslíkovým 

plazmatem 

   

Obrázek 20: Fotodokumentace rozdílných výsledků interakce povrchu 

s bakteriemi Escherichia coli při různých modifikacích. 
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Ověření postupu „vytřepání bakterií z povrchu“ 

Pro ověření správného vytřepání bakterií uchycených na povrch vzorku byla pou-

žita skenovací elektronová mikroskopie. Obrázek 21 zobrazuje povrch vzorku po 

24 hodinové interakci s bakteriální suspenzí před a po vytřepávání do fyziologického 

roztoku. Před vytřepáním jsou viditelné přichycené bakterie k povrchu. Po vytřepání 

nebyla znatelná přítomnost bakterií, ale na některých místech byly viditelné světle zob-

razené krystalky soli pocházející z fyziologického roztoku.  

 

Obrázek 21: Povrch vzorku po hodinové interakci s bakteriální suspenzí A) před 

vytřepání do fyziologického roztoku a B) po následném vytřepání do fyziologické-

ho roztoku. 

A) 

B) 
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3.4.1. Mikrobiální interakce – Escherichia coli 

Počet gramnegativních bakterií Escherichia coli uchycených na povrch vzorku byl 

vyhodnocován pomocí metody kultivačního stanovení počtu životaschopných buněk. 

Výsledky jsou zobrazeny v grafu 5.  

 

Graf 5: Počet KTJ uchycených na povrch vzorku po jedné hodině interakce 

s bakteriální suspenzí Escherichia coli. 

 

Počet bakterií u nemodifikovaných vzorků se téměř lineárně zvyšoval od vzorku 

TiCN-1 ke vzorku TiCN-3 a stejně tak od vzorku CrCN-1 ke vzorku CrCN-3. U vzorku 

CrCN-3 bylo napočítáno až 120 kolonie tvořících jednotek (KTJ) na 1 cm2 vzorku. Ten-

to jev by mohl souviset s poměrem plynů při depozici tenkých vrstev. Čím vyšší byl 

průtok acetylenu (C2H2), tím vyšší byl počet uchycených bakterií během jedné hodiny 

na povrchy testovaných vzorků před modifikací. Po modifikaci argonovým plazmatem 

klesl počet přichycených bakterií u všech testovaných vzorků. U vzorku TiCN-3 byl 

naměřen pokles až o 86 % oproti hodnotě nemodifikovaného vzorku. Nejmenší pokles 

nastal u vzorku oceli, a to o 12 %. Na povrch se po modifikaci argonovým plazmatem 

uchytilo během hodinové interakce maximálně 35 kolonie tvořících jednotek na 1 cm2, 

a to u vzorku CrCN-1. Po modifikaci kyslíkovým plazmatem nastal u pěti vzorků po-

kles o více jak 98 % vzhledem k hodnotám nemodifikovaných vzorků. Na povrch se po 
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modifikaci argonovým plazmatem uchytily během hodinové interakce maximálně 

3 kolonie tvořící jednotky na 1 cm2, a to u vzorku CrCN-2.  

Počty bakterií uchycených na povrchu vzorku velmi úzce souvisely s hydrofilitou 

daného povrchu. Čím hydrofilnější byla daná modifikace, tím méně bakterií se na takto 

modifikovaný vzorek uchytilo, protože povrch gramnegativní bakterie Escherichia coli 

je hydrofobní. Povrchové vlastnosti mikrobiálních buněk, jsou dány širokou škálou 

struktur na jejich povrchu a jedním z hlavních mechanismů, který hydrofobnost podpo-

ruje, je uvolňování vezikul z vnější membrány. Hydrofobní interakce jsou nejsilnější 

nekovalentní, neelektrostatické síly, a proto zásadním způsobem určují schopnost adhe-

ze buněk k povrchu (Krasowska a Sigler 2014).  

Vyšší přilnavost kmene Escherichia coli k hydrofobním povrchům na rozdíl 

od hydrofilních, potvrzuje mnoho studií. O zvýšení adheze E. coli k povrchu 

po hydrofobní modifikaci hovoří například Thang Vo, který dokládá, že při zvýšení 

kontaktního úhlu z 44,7° na 72,6° se zvýšil počet buněk adherovaných na povrch o 53 

% (Vo a Lee 2017). O nízké adhezi tohoto kmene k povrchům hydrofilním hovoří Bei 

Jiang, v jehož studii modifikace pomocí D-tyrosinu vedla k větší hydrofilnosti a zároveň 

k prokazatelnému snížení adheze E. coli k povrchu vzorků (Jiang et al. 2017). Některé 

starší studie shrnují obecně vliv hydrofobnosti povrchu na gramnegativní 

a grampozitivní bakterie (Mazumder et al. 2010; van Loosdrecht et al. 1987). Větší při-

lnavost gramnegativních bakterií (Alcaligenes denitrificans) k hydrofobnějším po-

vrchům a zároveň grampozitivních bakterií (Staphyloccocus epidermis) k povrchům 

hydrofilním dokládá také studie portugalské Univerzity of Minho (Oliveira et al. 2004).  

 

3.4.2. Mikrobiální interakce – Staphylococcus aureus 

Počet grampozitivních bakterií Staphylococcus aureus uchycených na povrch vzor-

ku byl opět vyhodnocován pomocí metody kultivačního stanovení počtu životaschop-

ných buněk. Výsledky jsou zobrazeny v grafu 6. 

Počet kolonie tvořících jednotek uchycených na povrch vzorků byl obecně mnohem 

vyšší než u bakterie Escherichia coli. Tyto dva bakteriální kmeny však nelze v počtu 

kolonií porovnávat mezi sebou, jelikož každá z bakterií má jiný životní cyklus a průběh 

růstové křivky buněčné kultury. Do bakteriální suspenze S. Aurea byl přidáván albumin, 

který má vliv na růst bakterií a který do suspenze bakterií E. coli. přidáván nebyl. Důle-
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žitou informací je procentuální pokles počtu přichycených kolonie tvořících jednotek 

v rámci jednoho kmene vzhledem k různým modifikacím. 

 

 

Graf 6: Počet KTJ uchycených na povrch vzorku po jedné hodině interakce 

s bakteriální suspenzí Staphylococcus aureus. 

 

Počet bakterií u nemodifikovaných vzorků klesal od vzorku TiCN-1 ke vzorku 

TiCN-3 a naopak rostl od vzorku CrCN-1 ke vzorku CrCN-3. Nejvíce kolonie tvořících 

jednotek bylo proto napočítáno na vzorcích TiCN-1 a CrCN-3, a to 4500 respektive 

4733 KTJ na 1 cm2 vzorku. Naopak nejméně kolonie tvořících jednotek bylo napočítáno 

na vzorku CrCN-1, a to 2833 KTJ na 1 cm2. Po modifikaci argonovým plazmatem klesl 

počet přichycených bakterií opět u všech testovaných vzorků. Největší pokles nastal 

u vzorku CrCN-3, a to o 59 % oproti hodnotě nemodifikovaného vzorku. Nejmenší po-

kles nastal u vzorku TiCN-3, a to pouze o 4 %. Také modifikace kyslíkovým plazmatem 

snížila počet přichycených bakterií k povrchu u všech vzorků. Největší pokles (68 %) 

nastal u vzorku TiCN-1. Nejmenší pokles (18 %) nastal u vzorku CrCN-1.  

U TiCN vrstev byla obecně účinnější metoda modifikace kyslíkovým plazmatem, 

kdežto u CrCN vrstev omezila bakteriální adhezi více modifikace plazmatem argono-

vým. Na vzorek oceli působily obě modifikace velmi podobně a snížily počet bakterií 

S. aureus uchycených na povrch vzorku v průměru o 36 %.  
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Povrch bakterie Staphylococcus aureus je hydrofilní (Bruinsma et al. 2001), a proto 

zde nelze hovořit o hydrofobní interakci. O dobré přilnavosti grampozitivních bakterií 

k povrchům hydrofilním hovoří studie portugalské Univerzity of Minho (Oliveira et al. 

2004). U tohoto bakteriálního kmene neměla žádná z fyzikálně-chemických vlastností 

tak zřejmý efekt, jako tomu bylo u bakteriálního kmene E. coli. Přesto bylo možné po-

zorovat souvislost mezi plošnou drsností a počtem uchycených bakterií na povrch vzor-

ku. Čím větší hodnota plošné drsnosti byla u vzorku naměřena, tím méně bakterií 

na daný povrch adherovalo. V literatuře jsou popisovány různé vlivy plošné drsnosti 

na adhezi kmene S. aureus. Některé studie dokládají vyšší přilnavost k drsnějším po-

vrchům (Azelmad et al. 2017). Ve studii se Azelmad zabýval povrchy s plošnou drsnos-

tí od 5 do 20 nm, kdy počet adherovaných bakterií lineárně rostl se zvyšující se drsností. 

Naopak o redukci bakterií S. aureus se zvyšující se drsností hovoří studie (Bruinsma 

et al. 2001).  

U TiCN vrstev byla obecně účinnější metoda modifikace kyslíkovým plazmatem, 

kdežto u CrCN vrstev omezila bakteriální adhezi více modifikace plazmatem argono-

vým. Na vzorek oceli působily obě modifikace velmi podobně a snížily počet bakterií 

S. aureus uchycených na povrch vzorku v průměru o 36 %.  
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3.5. Vliv modifikace na cytotoxicitu tenkých vrstev 

Na závěr byla ověřena cytotoxicita studovaných vzorků před modifikací i po modi-

fikaci argonovým a kyslíkovým plazmatem pomocí testu MTT. V grafu 7 jsou uvedeny 

výsledky jednotlivých testů vztažené ke kontrole (hodnoty kontroly odpovídají v grafu 

hodnotě 100 % a jsou znázorněny zelenou linkou).  

 

Graf 7: Cytotoxicita vzorků. Výsledky buněčné kontroly odpovídají v grafu hodnotě 

100 % (zelená linka). Nad hodnotu 80 % jsou vzorky považovány za biokompatibilní 

(oranžová linka). 

 Nad hodnotu 80 % jsou vzorky považovány za biokompatibilní (Swar et al. 2017). 

Obě modifikace lehce zvýšily cytotoxicitu tenkých vrstev v porovnání se vzorky před 

modifikací, pouze u vzorku oceli došlo ke zlepšení biokompatibility. Přesto všechny 

vzorky i po modifikaci přesahují hodnotu 87 % a mohou být tedy označeny jako bio-

kompatibilní (z hlediska hodnocení cytotoxicity s buněčnou linií myších fibroblastů 

3T3).   
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ZÁVĚR 

Cílem této diplomové práce bylo provedení různých antiadhezivních modifikací 

a následné vyhodnocení jejich vlivu na fyzikálně-chemické vlastnosti, bakteriální inter-

akci a cytotoxicitu povrchů tenkých vrstev TiCN a CrCN nanesených na nerezové oceli. 

Celkem byly provedeny čtyři modifikace. Vzorky po fotolitografické modifikaci nebylo 

možné testovat z důvodu krátkodobého účinku a z důvodu nedostatečné otěruvzdornosti 

byla z měření vyřazena i provedená modifikace sol-gelem.  

Po modifikaci argonovým a kyslíkovým plazmatem došlo u všech vzorků ke zvý-

šení povrchové energie a u většiny vzorků také ke zvýšení plošné drsnosti. Zvýšení hyd-

rofilnosti mělo za následek významný pokles adheze tyčinkovitého zástupce 

gramnegativního kmene Escherichia coli. Také u kokovitého zástupce grampozitivního 

kmene Staphylococcus aureus byl po modifikaci plazmatem pozorován pokles bakteri-

ální interakce. U této bakterie lze tento jev na základě literární rešerše přičítat spíše zvý-

šení plošné drsnosti u modifikovaných vzorků. Na TiCN vrstvy působila vzhledem ke 

kmeni S. aureus více antiadhezivně modifikace kyslíkovým plazmatem, kdežto u CrCN 

vrstev omezila bakteriální adhezi tohoto kmene více modifikace plazmatem argonovým. 

Dle provedených testů se plazmatická modifikace jevila účinnější pro kmen E. coli 

a na základě literární rešerše lze tento jev zobecnit i pro další gramnegativní kmeny. Pro 

zabránění adheze S. aureus (a jemu podobných bakteriálních kmenů) by bylo vhodnější 

volit jiné metody modifikace, které způsobí výraznější nárůst plošné drsnosti. 

Všechny studované vzorky byly vyhodnoceny jako biokompatibilní. Bylo potvrze-

no zvýšení biokompatibility oceli po nanesení tenkých vrstev TiCN a CrCN.  

Tato diplomová práce naplnila většinu cílů, které byly stanoveny jako vhodné po-

kračování v závěru práce bakalářské. Studie byla rozšířena o další bakteriální kmen 

a kromě TiCN byl testován i další typ tenkých vrstev. Dále byly studovány různé mož-

nosti antiadhezivní modifikace a proběhlo i plánované měření cytotoxicity vrstev. 

Dalším vhodným pokračováním této práce by bylo provedení testů adheze tkáňo-

vých buněk v dlouhodobějším časovém horizontu, což je důležitým parametrem tělních 

implantátů. Testována by měla být také trvanlivost plazmatických modifikací a jejich 

vliv na další typy bakteriálních kmenů.  
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Příloha A: 3D modely povrchů  

 

Tabulka A1: 3D modely povrchů vytvořené pomocí mikroskopie atomárních sil. 

Data byla naměřena na mikroskopu JPK Nanowizard 3. Naměřená data byla následně 

zpracována v softwaru Gwyddion 2.40. 

TiCN-1 TiCN-2 

  

TiCN-3 CrCN-1 

  

CrCN-2 CrCN-3 
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Příloha B: Výsledky měření fyzikálně-chemických parametrů vrstev  

 

Tabulka B1: Kontaktní úhel jednotlivých povrchů. 

Vypočítané průměry a směrodatné odchylky na základě deseti měření. 

[°] 
Vzorek 

Ocel  TiCN-1 TiCN-2 TiCN-3 CrCN-1 CrCN-2 CrCN-3 

Před modifikací 78,99 81,74 82,14 78,11 85,11 82,33 80,13 

Směr. odch. 2,17 4,79 3,66 2,50 3,58 3,85 2,41 

Plazma Ar 69,46 65,33 70,29 71,66 65,61 67,30 68,98 

Směr. odch. 5,00 6,36 4,41 4,17 3,83 5,41 4,44 

Plazma O2 55,54 58,69 68,76 66,23 56,88 66,84 68,01 

Směr. odch. 4,76 6,66 3,74 7,46 10,18 6,84 4,44 

 

Tabulka B2: Plošná drsnost povrchů.  

Vypočítané průměry a směrodatné odchylky na základě tří měření. 

[nm] 
Vzorek 

Ocel  TiCN-1 TiCN-2 TiCN-3 CrCN-1 CrCN-2 CrCN-3 

Před modifikací 8,39 20,64 10,33 34,53 45,07 15,84 21,02 

Směr. odch. 1,95 6,09 2,66 5,71 3,67 6,58 9,44 

Plazma Ar 18,97 21,01 19,71 22,02 19,44 22,61 21,97 

Směr. odch. 2,40 6,02 2,45 2,84 1,17 2,19 1,27 

Plazma O2 36,08 34,15 31,40 32,92 34,00 38,03 36,96 

Směr. odch. 1,18 2,41 4,57 4,38 0,91 3,30 0,59 
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Příloha C: Výsledky měření bakteriální interakce s tenkými vrstvami 

 

Tabulka C1: Počet KTJ adherovaných na 1 cm2 povrchu vzorku po 1 h kontaktu 

s bakteriální suspenzí Escherichia coli. 

Vypočítané průměry a směrodatné odchylky na základě tří měření. 

KTJ 
Vzorek 

Ocel  TiCN-1 TiCN-2 TiCN-3 CrCN-1 CrCN-2 CrCN-3 

Před modifikací 49,67 28,67 42,33 51,33 34,00 36,67 46,00 

Směr. odch. 6,13 3,40 6,55 4,11 3,56 7,41 3,74 

Plazma Ar 34,33 24,33 15,67 14,00 33,33 35,00 28,67 

Směr. odch. 13,60 7,59 2,05 1,63 6,80 10,20 17,99 

Plazma O2 0,67 0,33 2,00 1,67 0,33 3,00 2,00 

Směr. odch. 0,94 0,47 2,83 1,25 0,47 2,94 2,16 

 

Tabulka C2: Počet KTJ adherovaných na 1 cm2 povrchu vzorku po 1 h kontaktu 

s bakteriální suspenzí Staphylococcus aureus.  

Vypočítané průměry a směrodatné odchylky na základě tří měření. 

KTJ 
Vzorek 

Ocel  TiCN-1 TiCN-2 TiCN-3 CrCN-1 CrCN-2 CrCN-3 

Před modifikací 2433 3633 2900 3167 1300 1333 1667 

Směr. odch. 227 455 442 356 255 356 268 

Plazma Ar 2467 2233 2933 2867 1633 2100 1933 

Směr. odch. 402 782 227 286 147 354 349 

Plazma O2 2400 1433 2433 2433 2333 3200 4367 

Směr. odch. 490 216 471 147 108 122 294 

 

 

Příloha D: Obsah přiloženého CD 

text diplomové práce 

– diplomova_prace_2018_Adela_Coufalova.pdf 

– diplomova_prace_2018_Adela_Coufalova.doc 

 


