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Abstrakt

Tato diplomova prace se zaméfuje na aplikace tenkych vrstev ve zdravotnictvi.
Teoreticka ¢ast popisuje materialy, které se ve zdravotnictvi vyuzivaji, a zabyva se
otazkou biokompatibility. Déle je popsano né€kolik druht tenkych vrstev, které se ve
zdravotnictvi vyuzivaji, a spolu s nimi i metody depozice tenkych vrstev. Déle je
zminéna jedna z metod hodnoceni tenkych vrstev, a to SEM. Na zavér je popsana
interakce bakterii s povrchem na Grovni nanometrd. Experimentalni ¢ast se zamétuje
pravé na interakci bakterii s povrchem tenkych vrstev TiCN, které byly deponovany pfi
riznych parametrech. Pro tuto praci byly pouzity dva druhy bakterii, a to Escherichia
Coli a Staphylococcus Aureus. Na zavér byla méfena vyluhovatelnost téchto vrstev.
Tedy zjisténi, zda se pies vrstvu uvoliuji ionty substratu. Také byla provedena
tribologickd analyza tenkych vrstev. Nejméné kolonizovany vzorek byl vzorek 1
(CoH2/N2 - 20/160 sccm, -40 V, 85 A). Tento vzorek dopadl nejlépe i v testu

vyluhovatelnosti a mél nejmensi koeficient teni.
Kli¢ova slova
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Abstract

This diploma thesis focuses on the application of thin layers in medicine. The
theoretical part describes the materials used in medicine and deals with the question of
biocompatibility. Several types of thin films used in medicine are described, along with
thin film deposition methods. One of the thin film evaluation methods, namely SEM, is
mentioned. Finally, the interactions of bacteria with nanoscale surface are described.
The experimental part focuses on the interaction of bacteria with thin TiCN layer
deposited on different parameters. Two types of bacteria were used for this work:
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Finally, the leachability of these layers
was measured. That is, determining whether the ions of the substrate are released over
the layer and, if so, in what quantities. Tribological analysis of the thin films was also
performed. The least colonized sample was sample 1 (C2H2/N2 - 20/160 sccm, -40 V, 85
A). This sample also scored best in the leachability test and had the smallest coefficient

of friction
Key words

Thin layer, biocompatibility, TiCN, bacteries, PVD, CVD, sol-gel
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1 Uvod

vvvvvv

ném dochazi k velikému pokroku. Jednim z téchto pokrokti jsou tenké vrstvy a jejich
vyuziti v tomto oboru. V medicin€ je cilem tenkych vrstev zlepsit mechanické vlastnosti
a hlavn¢ biokompatibilitu materialu, ktery povlakujeme. Jedna se hlavné o télni
implantaty a razné pomucky, které ptichazeji do kontaktu s té¢lem. Témi jsou mysleny
naptiklad skalpely, chirurgické nizky atd. Jde ndm o to, aby material nevyvolal néjakou
nezéadouci reakci pii kontaktu s télem, proto se povrch povlakuje biokompatibilnimi

vrstvami.

Nejcastéji se vyuzivaji DLC (uhliku podobny diamant) vrstvy, ale dale také
vrstvy karbonitridu titanu a chromu (TiCN aCrCN). Velmi ¢asto vyuzivané vrstvy jsou
také vrstvy antimikrobialni. Druhd vrstev je samoziejmé vice. Kazda vrstva se
vyznacuje trochu jinymi vlastnostmi, a proto nelze s jistotou pouzit jeden druh vrstvy na
vSechny aplikace. N¢kterd vrstva je biokompatibilngj$i, druhd ma lepsi mechanické
vlastnosti a tfeti zase lepSi antikorozni vlastnosti. Vrstva by také neméla propoustét

ionty substratu, které by mohly mit negativni dopad na télo.

Existuji tfi hlavni vakuové metody depozice tenkych vrstev, jedna fyzikalni,
druha chemickd. Tieti je spojenim prvni a druhé metody. Tenké vrstvy vyuZivané v
mediciné jsou z velké ¢asti deponovdny pomoci magnetronového naprasSovani a
napafovani elektrickym obloukem. Také se vyuZzivaji konvenéni metody, z nichz

v

nejcastéjsi je metoda sol-gel.

Jednim z nejvétSich aspektl pii vybéru vrstvy je jejich chemické slozeni a v
nékterych ptipadech i topografie povrchu. To je ovlivnéno parametry depozice vrstev,
jako jsou pruatok plynii, predpéti, tlak v komote a doba depozice. Musime pocitat s tim,
ze tenka vrstva nebude interagovat pouze s lidskou tkani, ale i mikroorganismy, jako
jsou naptiklad bakterie. Interakce bakterii s povrchem tenké vrstvy neni zcela
prozkoumana, ale existuje n€kolik aspekti, které podporuji nebo potlacuji bakteridlni
kolonizaci. S tim uzce souvisi pravé chemické slozeni povrchu vrstvy a také topografie
povrchu, resp. drsnost povrchu. V lidském téle se nachazi mnoho bakterii, asi
nejznaméjsi z nich je Escherichia Coli, ktera je soucasti stievni mikroflory, a to uz od

narozeni, kdy se do t€la novorozence dostava pies porodni cesty matky.
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2 Teoreticka cast
2.1 Materialy pouzivané v mediciné a jejich biokompatibilita

Materialy, které se vyuzivaji v medicing, se nazyvaji biomaterialy a maji za ukol
nahradit ¢ast zivého systému nebo jeho urcité funkce Na kazdy biomaterial jsou kladené
jiné naroky a pfi vybéru musime hledét na 2 aspekty, a to na materidlové vlastnosti a
biologické vlastnosti materidlu. Pokud bychom se zaméfili ¢isté na inzenyrsky pohled, u
biomaterialu nas zajimaji jeho mechanické vlastnosti a zména koroznich vlastnosti a
stability povrchu pti vyrobnich upravach. Z medicinského hlediska je pro biomaterial

dulezité, jak se chova v biologickém prostiedi. [1]

2.1.1 Biokompatibilni materidly

Existuje nékolik druhii biomateriald a kazdy ma své uplatnéni. Podle potieb
pacienta se pouzivaji kloubni nédhrady, vyztuhy, Srouby, stenty, katetry. DalSim
pripadem vyuziti jsou chirurgické néstroje, které maji jiné naroky nez vyse jmenované
soucasti, které se do téla implantuji a jsou v neustalém piimém kontaktu s télem.

Biokompatibilni materialy mizeme rozdé€lit podle charakteru materialu. [1,2]

2.1.1.1 Kovy a jejich slitiny
Kovové biokompatibilni materidly se uplatni hlavné v chirurgii, hlavné jako

implantaty , chirurgické néstroje apod. Nejcastéji pouzivanymi materialy jsou:

J Titan a jeho slitiny
J Kobaltové slitiny
o Korozivzdorné oceli

. Slitiny Ni-Ti, Nitinol
. Chromniklové slitiny Ni-Cr [1,2]

2.1.1.2 Keramické materialy
Vyuziti nachazi hlavné u dentalnich implantatl, a to bud’ jako nosna konstrukce
nebo povlakovy materidl kovl. Keramickych material je také nékolik, casto se

pouzivaji:

o Oxidy zirkonu

o Hydroxyapatitova keramika (HA)
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° Korund [1]

2.1.1.3 Polymery

Velmi Casto se pouziva polyetylen, ktery se pouziva pii vyrob¢ hadicek katetrt
nebo na kloubni povrchy pro totdlni kycelni nebo kolenni nahrady. Dal§imi
vyuzivanymi polymery jsou naptiklad polymetyl metakryldt (PMMA) nebo teflon a
samoziejme 1 silikon. Hojné se vyuziva i1 kolagen, ktery je biologicky odbouratelny a

své uplatnéni nachazi hlavné u chirurgickych niti a filtra. [1]

2.1.1.4 Kompozity
Kompozity jsou kombinaci dvou materiali resp. dvou fazi. Z tohoto
dvoufazového materialt se vyrabi hlavné dlahy, kostni hieby a Srouby. Ale své vyuziti

nachazi i v ortopedii. [1]

2.1.1.5 Uhlikové materialy
Uhlikové materidly se pouzivaji pro povrchovou tpravu dentalnich implantéti.

Jsou vysoce bioinertni a maji vyhodné mechanickeé vlastnosti. [1]

2.1.2 Biokompatibilita

Biokompatibilitaje obecné nutnou podminkou rozhodujici o tom, zda material
vyuzijeme, ¢i ne. To plati i pro néstroje, které piijdou s télem do kontaktu jen na
kratkou dobu. Biomaterialy se dale daji rozdé€lit do Ctyf skupin, a to podle jejich
kompatibility s okolni tkéni. [2]

2.1.2.1 Biotolerantni

Jedna se o implantaty, které jsou oddélené od okolni kosti vrstvou jemné tkdné
na sty¢nych plochach. Nedochazi ke kontaktu pii osteogenezi (riist a piestavba kosti v
defektu). Vrstva jemné tkané je pritomna kvili uvolnujicim se monomertim, iontim
a/nebo koroznim produktiim z implantatu. Do této kategorie biomateriald spadéd vétSina

syntetickych polymert a vétSina kovi. [2]

2.1.2.2 Bioinertni
Jedna se o implantaty, které jsou v pfimém kontaktu s kostni tkani a iCastni se
osteogeneze. Nicméné, mezi tkani a implantatem nedochéazi k zadné chemické reakci,

coz uz vyplyva ze samotného nazvu této kategorie biomateriali. Nedochdzi k
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uvoliovani zadnych prvkl. Mezi bioinertni biomaterialy patii napiiklad hlinik, zirkon,

titan, tantal, niob a uhlik. [2]

2.1.2.3 Bioaktivni

Mezi implantatem a kostni tkani dochazi ke kontaktu a implantat se ptimo podili
na osteogenezi. Z kostni tkané se ptimo uvoliuji mineraly, které se vazi k implantatu,
coz vyvola osteokondukci (vedeni osteogeneze urCitym smeérem). Do této kategorie

biomaterialt spadaji: Ca-fosfat, hydroxyapatit a vitro-keramika. [2]

2.1.2.4 Biovstrebatelné

Jedna se o materialy, které se po ur¢ité dob¢ pii kontaktu s tkani rozlozi, rozpusti
nebo je télo "zni¢i" fagocytézou. Velké vyuziti nachazeji u klinickych aplikaci, kde se
nedoporucuje znovu provadét operaci za ucelem vyndani implantatu. Pod tuto kategorii

spadaji fosfore¢nan vapenaty a kyselina poly-L-mlé¢na. [2]
2.2 Tenkeé vrstvy vyuzivané v mediciné

Vyuziti tenkych vrstev nachazime v biomateridlnim inzenyrstvi, a to u
1¢katskych nastrojl, které prichazeji do kontaktu s lidskym télem. Takovéto vrstvy se
museji  vyznaCovat velkou odolnosti proti opotiebeni, tvrdosti, taznosti,
biokompatibilitou, biotoleranci a hlavné odolnosti proti korozi. Vrstvy, které byly
deponovany pomoci metody PVD, se vyznacuji mnohymi kvalitami vhodnymi pro

biomaterialy, véetné dobré biokompatibility. [3]

Velikym tématem je vyuziti tenkych vrstev na kovovych implantatech, které
jsou ve styku s télem 24 hodin denné. Tenké vrstvy vytvateji ochrannou bariéru mezi
kovovym implantatem a lidskym télem, ¢imZ chrani zivou tkan pred pfimym kontaktem
s kovem, a zabranuje tak mozné alergické reakci na kovovy implantat. Diky tenkym
vrstvam muizeme zkombinovat vynikajici mechanické vlastnosti kovovych sloucenin s
optimalnimi chemickymi a biologickymi vlastnostmi. Velmi dalezitym aspektem je
adheze vrstvy k implantatu. I z nepatrné trhliny ve vrstvé se do téla mohou uvolnit
kovové ionty. V mediciné se dnes vyuziva mnoho druhti tenkych vrstev, z nichz kazda
ma rizné vlastnosti, proto je vybér vhodné vrstvy velmi dilezity. Na materidly
vyuzivané v medicin€ jsou kladené vysoké naroky. Nejde jen o biologické vlastnosti,

ale i 0 ty mechanické. Pozadavky na biokompatibilni materidly z hlediska mediciny:
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) Nesmi dochazet ke Skodlivé reakei mezi implantatem a okolni tkani;

. Neskodné pro télo, naptiklad nekarcinogenni;
. Netoxickeé;

o Protialergicke;

° Protizanétlivé;

o Chemicky stabilni a inertni. [3]

Pozadavky na biokompatibilni materidly z mechanického hlediska:

o Pevnost;
J Odolnost oproti opotiebeni;
. Unavova pevnost. [3]

V lidském organismu probihaji elektrochemické reakce, které vytvateji velmi
agresivni prostedi, diky kterému muze dojit ke korozi implantovaného materialu. Proto
se vyuzivaji materidly s vysokou chemickou stabilitou, jako napf. vzacné kovy
(elektrochemicky velmi stabilni) a kovy schopné vytvaret vrstvy oxidi (Ti, Cr).
Ortopedické implantaty a dal$i riizné zdravotnické potfeby jsou povlakovany z rliznych
divodi. Kromé zvysSeni biokompatibility mohou mit také antibakteridlni Ucinek,
podporovat rist kosti, zvysit tvrdost a odolnost oproti opotiebeni povrchu nebo zlepsit

tieci vlastnosti kloubnich dvojic. [3]

2.2.1 Antimikrobidlni vrstvy
Antimikrobialni vrstva je pfipravovana nanesenim specialniho solu na povrch
ruznych pfedmétli a materidlli a jeho dopolymerovanim tepelné nebo fotochemicky.

Vysledna vrstva ma prokazanou antibakterialni i¢innost. [4]

NejcCastéji se pouzivaji nanocastice stfibra, které jsou uchycené na povrchu,
avSak nejsou zapusStény do matrice polymeru. Jako polymer mizeme pouzit naptiklad
fosfotriazin. Antimikrobidlni aktivita je zplsobena uvolfiovanim stfibrnych kationtd,
které jsou pfitahovany elektronovymi donorovymi skupinami nachézejicimi se v
biologickych molekuldch. V pfitomnosti nanocastic stiibra ztraci DNA biologickych
molekul schopnost replikace a bilkoviny se stdvaji neaktivnimi. Syntéza nanocastic

stiibra pfimo redukci polymernim nosi¢em pifedstavuje metodu, pfi které neni potieba
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jiné redukéni €inidlo. Je zaloZena na redoxni reakci stiibrnych kationt s povrchem, na

kterém jsou aminové skupiny. [4]

2.2.2 TiN vrstvy

Tyto vrstvy se nejvice vyuzivaji ve strojnim pramyslu, a to hlavné diky
odolnosti oproti opotfebeni, teplotni stabilit¢, nizkému koeficientu tieni a vysoké
tvrdosti. Nicméng, v poslednich letech se vyuzivaji spiSe jako povlaky na ortopedickych
implantatech, kloubnich Sroubech a kycelnich ndhrad. Je to hlavné diky jejich
biokompatibilit¢ a dobré odolnosti proti korozi, kdyz ptijdou do styku s télnimi
tekutinami. To je zplsobeno jejich vysokou chemickou odolnosti a inertnosti. TiN
vrstvy jsou také biologicky odolné, proto se také vyuzivaji ke sniZeni moznosti

infikovani z materialu, ktery by mohl pfijit do kontaktu s lidskym télem. [5,6]

Vyhodou téchto vrstev je, ze mohou byt deponovany na vétsinu kovi, keramiku

a plasty. Také vydrzi teploty az do 600 °C a nejsou porézni. [5]

2.2.3 TiCN vrstvy

TiN jsou jedny z nejstudovangjSich keramickych povlaki, avSak jiné nitridy,
jako je pravé TiCN, jsou zajimavéjsi alternativou. Tyto vrstvy kombinuji vysokou
tvrdost a nizky koeficient tfeni TiC faze a vysokou pevnost TiN faze. Tyto jedine¢né
vlastnosti délaji z TiCN vrstev vhodné kandidaty pro aplikace vyzadujici vysokou
odolnost proti otéru a opotiebeni. V mediciné se vyuZivaji hlavné diky svym

tribologickym vlastnostem, biokompatibilité a ptiznivou cenou. [7,8]

Velikou vyhodou téchto vrstev je i jejich adheze k substratu a moznost depozice
na Sirokou Skalu substratdl, jakymi jsou napiiklad kovy, keramika a plasty. Vrstvy
nejsou toxické a vyuzivaji se jako povlaky na chirurgickych nastrojich. Také vydrzi

teploty az do 400 °C a nejsou porézni. [7,8]
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2.2.4 DLC vrstvy

Zkratka DLC znamena v ptekladu "diamantu podobny uhlik" z anglického
diamond-like carbon. Tyto vrstvy se vyznacuji vysokou tvrdosti, nizkym koeficientem
tieni, odolnosti oproti opotiebeni, chemickou inertnosti, biokompatibilitou atd. Mohou
byt deponovény na skoro vSechny kovy, kovové slitiny a také na nekovové materialy,
jako jsou kiemik, sklo, keramiky a plasty. Depozice mize probihat pfi nizkych

teplotach substratu (<200C). [9]

Tyto vrstvy nachazeji velké uplatnéni v medicing, a to diky své biokompatibilite,
jak uz bylo zminéno vyse. Zjistilo se, ze interakce DLC vrstvy s buiitkami makrofagi
(bilé krvinky), fibroblastl (zakladni buniky vazivové tkan¢) a osteoblastii (kostni bunky)

dopadla pozitivné. Konkrétni ptipady interakce:

. Na buiikach odebranych z tkané, kterd obklopuje DLC vrstvu, nebyly
zadné naznaky, ze by povlak zplisoboval cytotoxicitu.

. DLC povlaky nemély nepiiznivy vliv na bunéény metabolismus,
konkrétn¢ na produkci tii proteinti specifickych pro osteoblasty: alkalicka fosfatdza,
osteokalcin a kolagen typ I.

o DLC nevyvolavaji zanétlivé reakce v burnkach.

o Osteoblasty se dobie §iti na DLC povlaku. [9]

Ukazalo se, Ze DLC nachazi vyuziti 1 jako povlaky stentl, ky¢li a kloubnich
nahrad. Zaru€uji integritu implantatd, zabranuji vytvafeni necistot, zamezuji

nekontrolovatelnému ristu bunék a nezptisobuji zadné infekce. [9]

2.2.5 CrN, CrCa CrCN vrstvy

Ukézalo se, ze nitridové vrstvy jsou vhodnymi kandidaty pro kontakt s kosti,
pokozkou a krevni tkani. Navic vrstvy CrN vykazuji vysokou stabilitu pfi sterilizaci
parou a autoklavem, tudiz jsou vhodné pro zlepSeni nejen mechanickych, ale i
antikoroznich vlastnosti 1ékaiskych néstroji/zatizeni oddélenim jejich povrchli od
agresivniho prostiedi v lidském téle. Vrstvy CrN jsou také vhodnymi kandidaty pro
povlakovani povrchti umélych kloubti. Nejen ze snizi jejich opotiebeni, ale také snizi

unik kovovych iontd z povrchu protézy. Také se ukazalo, Ze Castice CrN jsou méné
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cytotoxické vi¢i makrofagiim a fibroblastiim v porovnani s kovovymi (slitina CoCr)

¢asticemi podobné velikosti. [11]

Podobné vlastnosti vykazuji i vrstvy CrCN, které muZzeme taktéZz vyuzit na
povrchu kloubnich ndhrad. Vyznacuji se jesté lepSimi antikoroznimi vlastnosti nez
vrstvy CrN. AvSak u téchto vrstev hraje velikou roli substrat, ktery povlakujeme. Oproti
jemnym ocelim zlepSuje vysokorychlostnich ocel antikorozni vlastnosti. Taktéz se
vyznacuji men$im koeficientem tieni, vétsi tvrdosti a vEtsi odolnosti proti opotiebeni.

Piidavek uhliku zmenSuje zbytkové napéti a zaroven zvysuje adhezi. [10,11]

Dnesni technologie vyzaduji nastroje, které budou umoziovat praci pii velkych
rychlostech. Tyto pozadavky spliuji CrC vrstvy. Ty se vyznacuji taktéZ podobnymi
vlastnostmi jako ptedchozi, avSak vyuzivaji se spiSe na povlakovani néstroji na

zpracovani hlinikovych nebo titanovych slitin nez v medicing. [10]

Kviali vysokym narokiim na povlakovani materiald dosSlo k intenzivnimu
zlepsovani PVD technologii. Ukdzalo se, ze multivrstvy vykazuji lepsi vlastnosti nez
monovrstvy. Multivrstvy jsou vytvareny stiidavou depozici dvou vrstev materidli s
riznymi vlastnostmi. TlouStka obou vrstev se pohybuje v fadu nanometri. Takové
vrstvy vykazuji dobré mechanické vlastnosti a excelentni odolnost proti korozi a

oxidaci, a to lepsi jak u monovrstev. [10,11]

2.3 Metoda sol-gel

Metoda sol-gel je typicky chemickou metodou pfipravy specialnich nekovovych
materiald, kterd ma Sirokou pouzitelnost v materidlovém inzenyrstvi zvlasté pro
ptipravu vrstev modifikujicich fyzikédlni a chemické vlastnosti riznych substrati. Jeji
vyznam se stale zvySuje, protoze relativné jednoduchym postupem bez nutnosti velmi
nakladnych vakuovych zatizeni lze pfipravovat Sirokou Skdlu tenkych vrstev velmi
rozdilného chemického slozeni. Metoda sol-gel také dovoluje ptipravit fadu materiald,
které prakticky nelze jinymi metodami pfipravit (anorganicko-organickeé materialy typu
ORMOCER, nanokompozity atd.). [12]

Z hlediska vyrobniho je velmi dulezité, Ze metoda sol-gel je typickym ptikladem
flexibilni aplikace s mimotadné vysokou ptidanou hodnotou vyZzadujici hlavné ,,.know-

how*. Mnozstvi prumyslovych aplikaci vSak lze pouze odhadovat, protoze mimo
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n¢kolika desitek firem, které ve svych prospektech uvadéji, ze pouzivaji metodu sol-gel
pro konkrétni vyroby, naprosta vétSina firem neudava zptsob vyroby svych vyrobkd.
Markantni je to napiiklad v mikroelektronice. [12]

Rozvoji metody sol-gel piedchazela fada praci z oblasti koloidni chemie,
pfipravy a vlastnosti silikagelu a krystalizace amorfnich srazenin. Prvni praktické
vyuziti principti metody sol-gel bylo jiz v minulosti pfi piipravé silikagelu. Prvni patent
na pfipravu oxidovych vrstev touto metodou pochdzi z roku 1939 a chranil postup
vyroby antireflexnich vrstev na fotografické ¢ocky. [12]

Metoda sol-gel je souborem piibuznych postupt, jejichz spole¢nym znakem je
homogenizace vychozich slozek v roztoku. Zakladni schéma piipravy materiald

vychazejici z alkoxidu je uvedeno na obrazku 1.

‘ alkoxidy ’ organické rozpoustédio

roztok
4
fizena hydrolyza
polykoncdenzace

sol
J

dokonéeni
polykonclenzace

|
gel
N
odpareni
rozpoustédia

xerogel

N4

tepelné
zpracovani

!

procukty
(vrstvy, vlakna ...)

Obrazek 1 - Schéma pripravy materiali metodou sol-gel vychazejici z
alkoxidi [12]

Prvnim krokem ptipravy je rozpusSténi alkoxidii poZadovanych prvkid v

bezvodém organickém rozpoustédle za vzniku pravého roztoku. Pfidanim vypocitaného
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mnozstvi vody a katalyzatoru (kyseliny nebo zasady) je fizenou hydrolyzou a soucasné
probihajici polykondenzaci piipraven sol (koloidni roztok). Pokud jsou vyslednou
formou vrstvy, je sol nékterou z technik (vytahovani - dip coating, odstied’ovani - spin
coating) nanesen na substrat a pteveden na gel dokonc¢enim polykondenzace v dusledku
pusobeni vlhkosti z okoli a ¢aste¢ného odpateni rozpoustédla. Pii nasledném tepelném
zpracovani dojde k uplnému odpareni rozpoustédla a vznikly xerogel je pteveden pfi
teplotach kolem nebo mirné nad transformacni teplotou
ty odpovidajiciho skla (tg je charakteristicka teplota v intervalu pfemény skla jako tuhé
latky na sklovinu jako vysoce viskozni kapalinu) nebo pii teploté¢ krystalizace na
vysledny produkt. V piipadé ptipravy vlaken piechazi sol pfi zvlaknovani na gel a
nasledné¢ na xerogel a produkt rychlym odpafenim rozpoustédla pii tepelném
zpracovani. Pfi ptipravé monolitickych vzorki se sol nalije do formy vhodného tvaru,
po pievedeni na gel a Casteném vysuSeni se opatrné vyjme z formy a velmi pomalu
prevede na xerogel vysuSenim. Nasledujici zhutnéni vyzaduje velmi piesné dodrzovani
optimalniho programu pfi tepelném zpracovani, jinak dojde k prasknuti vzorku. Prasky
se vétSinou pfipravuji rychlym usuSenim rozpraseného solu nebo specidlnimi postupy.
V ptipadé anorganicko-organickych materidli mize byt zhutnéni dokonceno i
chemickou polymeraci vhodnych organickych reaktivnich skupin teplem, UV zafenim

nebo katalyzatorem. [12]

2.4 Vakuove metody depozice tenkych vrstev

Depozicnich technologii existuje hned nckolik, avSak lze je rozdélit do tii
kategorii, pfi¢emz ta tfeti je kombinaci dvou piedeslych. Na obrazku 2 mizeme vidét
porovnani téchto metod depozice tenkych vrstev z hlediska teplot, pii které dochéazi k
depozici. Prvni metoda je ¢Cisté fyzikalni razu a je obecné znama jako fyzikalni depozice
z plynné faze (anglicky Physical Vapor Deposition, zkratka PVD). Tou druhou je
metoda Cisté¢ chemického razu, kterd je zndma jako chemické depozice z plynné faze

(anglicky Chemical VVapor Deposition, zkratka CVD). Tteti metodou je PECVD.[13]

23



1050°C ||
e Chemical Vapor Deposition Physical Vavaolr) Deposition Chemical Vapor Deposition
950°C + (PVD) (CvD)
CvD
Plasma Assisted . sa !
Chemical Vapor Deposition ~ - Suhetrat
PACVD ' *
500°C 4+ “'
Substrat
Physical Vapor Deposition
PVD
300°C—3
Substrat

Obrazek 2 - Porovnani jednotlivych metod depozice tenkych vrstev [13]

2.4.1 PVD

Tato metoda je jednou ze dvou nejbéznéji pouzivanych vakuovych depozi¢nich
metod. PVD je zkratka pro physical vapor deposition, tedy fyzikalni depozice z plynné
faze. Principem je kondenzace kovovych par na substrat, ktery chceme povlakovat.

Tuto metodu lze rozdélit na napafovani a naprasovani. [13]

PVD povlaky nabizeji vyhody, které nelze dosdhnout pomoci jinych procest.
Napf. kontrola na atomarni Grovni, kterd umoznuje pfesné stanovit vlastnosti vrstvy,
jako jsou stechiometrie, Cirost a rovnomérné rozlozeni na substratu. Ve vrstvé je 1

obecné méné defekti nez u vrstev deponovanych pomoci jiné metody. [13]

2.4.1.1 Naparovadni

Z&kladem je odpafovani materialu ve vakuu a nasledné kondenzaci jeho par na
chladngj$§im povrchu substratu. K odpafeni ¢astic se pouziva vysoké vakuum, a to
z diivodu vysoké teploty varu pfi atmosférickém tlaku pouzitych materialt. Pary se ve
vysokém vakuu $ifi od svého zdroje pfimocafe k substratu, a to diky molekularnimu
proudéni. [13,14]

2.4.1.1.1 Naparovani pomoci obloukového vyboje

Jednou z nejbéznéji pouzivanych depozicnich metod je napafovani pomoci
obloukového vyboje (Cathodic Arc Evaporation). Principem této metody je elektricky
vyboj mezi dvéma elektrodami. Tento proud se hromadi na malych ploskach katody,
coz zpisobuje extrémné velkou hustotu proudu (1013 W/m?). Témto ploskam se fika

"katodové tecky". Diky vysoké hustoté¢ proudu dochazi k preméné pevného terce
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(material, ze kterého je slozena katoda) na skoro plné ionizovanou depozi¢ni plazmu.
Tato plazma se velmi rychle S§ifi do okolniho vakua smérem k zaporné nabitému,
rotujicimu substratu. Cely proces se da kontrolovat pomoci magnetického pole, coz ma
za nasledek presunuti depozi¢niho materialu blize k substratu. Tento princip je

znazornén na obrazku 3. [10]

Gas entrance
S g I

Arc
source

Trigger l—

Specimen
15cm
Holder ——
R supply
Rotator

—_— 1)

Vacuum pumps

Obrazek 3 - Princip napafovani pomoci obloukového vyboje [15]

Ionty plazmy maji pii depozici kinetickou energii 20-200 eV. Spodni
energeticka hranice se tyka predevsim lehkych prvki, horni hranice pak prvkl tézkych.
V porovnani s naprasovanim je tato energie velmi vysokd. Energie iontil pfi napraSovani

je pouze n¢kolik eV. [10]

V komote je v zavislosti na tom, které vrstvy chceme vytvaret, rizné prostiedi.
Bud’ pfipustime inertni plyn - argon, ktery je potfeba pii vytvarenich kovovych vrstev,
nebo dusik, ktery je vyuzivan na vrstvy kovovych nitridi. Piechodné vrstvy kovovych
nitridd se vyznacuji vysokou tvrdosti, odolnosti oproti opotfebeni a korozi. Takeé
vykazuji excelentni chemickou a tepelnou stabilitu (500-600 °C ). Z tohoto divodu se

vyuzivaji jako ochranné vrstvy nastroju a pristrojovych ¢asti. [10]

Vrstvy pfipravené pomoci této metody se vyznacuji velkou tvrdosti, vysokou
adhezi k substratu (diky atomiim s vysokou energii, které pti depozici prorazi povrch,

¢imz v podstate ukotvi vrstvu), vysokou hustotou, homogenitou a vykazuji lepsi
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vlastnosti nez vrstvy pfipravené pomoci magnetronového napraSovani. Tato metoda
umoznuje nanasSet rdzné druhy vrstev, a to Cisté kovy, kovové karbidy a nitridy. Dalsi
vyhodou této metody je nizka teplota substratu. lonty maji natolik vysokou energii, Ze

nepotiebuji tepelnou energii ze substratu, aby vytvofily husté a kompaktni povlaky. [10]

Nicméng, nevyhodou téchto vrstev je jejich sloupcovita struktura a pfitomnost
mikropord mezi sloupci. Dal$i nevyhodou je vyskyt mikroc¢astic (kovové kapicky
vytrzené z katody) v celém obsahu vrstvy. Vyskyt téchto defektii vede k mechanickému
poskozeni vrstvy a odhaluje substrat, ktery snizuje odolnost vii¢i korozi povlakovanych

&asti. [10]

2.4.1.2 Naprasovani

Je zaloZeno na rozprasovani materidlu katody (terce) energetickymi ionty, které
jsou urychlovéany elektrickym polem, a kondenzaci ¢astic odpraSené¢ho materidlu na
substratu. Uginkem iontl jsou z terée vytrhavany atomy, které pii priichodu oblasti
ionizovan¢ho pracovniho plynu samy ionizuji a dopadaji na povrch soucasti, které

chceme povlakovat. Priabéh odprasovani materialu je znazornén na obrazku 4. [13,14]

ionizovanv iont Ar s kinetickou
energii

powvrch

Obrazek 4 - Schéma mechanismu odprasovani [16]

NapraSovani probihd v pfitomnosti plazmatu, a to bud’ inertniho plynu (depozice
vrstev je pak stejného sloZeni, jako mé rozpraSovany ter¢) nebo smési inertniho a
reaktivniho plynu (reaktivni depozice vrstev riznych chemickych sloucenin). Z terée se
diky iontovému bombardovani uvolfiuji i elektrony, které hraji velkou roli v udrzovani
plazmatu. Vyhodou je, ze Ize odprasovat a ukladat prvky, slitiny a chemické slou¢eniny.
Depozi¢ni komora muze mit maly objem, takze ter¢ a substrat mohou byt klidné

umistény blizko sebe, pokud to dovoli velikost vzorku. Proces naprasovani je zndmy uz
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nekolik let, avSak ma i své nevyhody. Je limitovan malou mirou depozice, malou
ucinnosti ionizace v plazmé a velkym zahtfivanim substratu. Toto se vyfeSilo novou,
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zdokonalenou technologii, které¢ fikime magnetronové naprasovani. [13,14]

2.4.1.2.1 Magnetronové napraSovani

Nejvétsim  rozdilem mezi klasickym naprasovanim a magnetronovym
napraSovanim je pfitomnost silného magnetického pole okolo tere. Toto pole
zpusobuje, Ze se elektrony pohybuji po magnetickém toku pobliZ tere misto toho, aby
se uvolnovaly k substratu. Vyhodou toho je, ze plazma se drzi pouze v okoli terce, ¢imz
nijak neposkozuje vytvarejici se tenkou vrstvu. Elektrony také déle setrvavaji pobliz
terce a zvysuji pravdépodobnost, Ze dojde k ionizaci dalSich atomi pracovniho plynu.
Diky tomuto procesu je plazma stabilni a s vysokou hustotou iontii. Cim vice iontii, tim
vice atomil se uvolni z tere, a timvétsi je efektivita procesu naprasovani. Také ¢im
rychlejsi je depozice (rychlost "vytrhdvani" atomi z terce), tim méné je necistot v

nasledné vytvofené tenké vrstvé. Princip této metody je zndzornén na obrazku 5.

substrate

coating

o atom sputtered
from target

line of force

electron

magnets

Obréazek 5 - Princip magnetronového naprasovani [17]
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2.4.2 CVD

Tato metoda je spolu s PVD jednou z nejbéznéji pouzivanych metod k depozici
tenké vrstvy. Zasadni rozdil mezi CVD (Chemical Vapor Deposition) a PVD je ve
zpusobu piipravy tenké vrstvy. U metody PVD je to z pevného terce, kdezto u této
metody je to z plynu. [13]

Principem této metody jsou chemické reakce, které probihaji v objemu plazmatu
a pfimo na rozhrani mezi plazmatem a povrchem substratu. Jak jiz bylo feceno vyse,
reak¢ni slozky jsou piivadény v plynné fazi. Ty se rozkladaji za vysokych teplot a

vrstva vznika na povrchu substratu heterogenni reakci. [13]

Vyhodou této metody jsou relativné nizké ndklady na zatfizeni a fizeni procesu.
Dalsi vyhodou je vysokd teplotni stabilita vytvofenych vrstev a moznost vytvaret

pomeérné slozité vrstvy. [13]

Nejvétsi nevyhodou této metody je depozi¢ni teplota (950 - 1050 °C). Omezeny
je tedy 1 vybér substratu, ktery chceme touto metodou povlakovat, jinak by mohlo dojit
k jeho degradaci. Mezi dal$i nevyhody muzeme zafadit nemoznost piipravy nékterych

typt vrstev kombinaci riznych typi kovi a tahova pnuti ve vrstvé. [13]

2.4.2.1 PECVD

Princip této metody ma zdklad v CVD, avSak s tim rozdilem, Ze zde se vyuziva
plazmatu. Pomoci ionizace a aktivace plynné atmosféry v plazmatickém vyboji dochazi
ke zvySeni jeji energie. Velikou vyhodou PECVD (Plasma Enhanced CVD) oproti
klasické metodé¢ CVD je, ze chemické reakce probihaji pfi nizSich teplotach, tudiz je
mozné vytvaret vrstvy, které nesnesou vyssi teploty, a stejné tak pouzit teplotné citlivé
materidly. Mira depozice PECVD je vétsi a mnohem snadnéji se kontroluje, protoze
jsou prekurzory aktivované plazmou reaktivnéj$i a diky zdpornému napéti se da ovladat

mira zionizovanych prekurzord. [13,18]

Plazma u PECVD je obvykle vyvolana a udrzovana radiofrekvenénim (RF) nebo
mikrovinnym vyboj (MW). Nebo se daji vyuzit i oba vyboje nardz. U radiofrekven¢niho
vyboje se frekvence pohybuje od 50 kHz do 13,56 MHz pfi tlacich 0,1 - 2 Torra.
Hustota plazmy se pohybuje od 10® - 10' cm™ a nejrychlejsi elektrony mohou mit

energii mezi 10 - 30 eV. U mikrovinného vyboje se frekvence pohybuje kolem 2,54
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GHz. Hustota plazmy se miiZe za nizkych tlakii pohybovat okolo hodnoty10® cm,

kdeZto za atmosférického tlaku se miize vy$plhat az na hodnotu 10 cm™=3, [18]

Tenké vrstvy pfipravené touto metodou nachdzeji své uplatnéni v biomedicing.
Vrstvy pfipravené touto metodou byvaji zpravidla hemokompatibilni a jsou povrchove

stabilni. [18]

2.4.2.2 Epitaxe atomovych vrstey

Pfi tomto procesu jsou do reakéni komory piivedeny dva prekurzory. Jeden z
prekurzorti se adsorbuje na povrchu substratu, ale ke kompletni dekompozici nedojde
bez pfitomnosti druhého prekurzoru. Tato metoda umoziuje dobrou kontrolu kvality u

vznikajici vrstvy. [19]

Vrstvy piipravené touto metodou jsou piiznivé pro biomedicinské aplikace.
Diky velmi tenkym vrstvam, které ndm epitaxe atomovych vrstev umoziiuji, je mozné
zahladit defekty na povrchu, coz zlepSuje korozni vlastnosti materidlu ¢i jiné vrstvy.
Ukazalo se, Ze je tato metoda vhodna i pro povlakovani stent z nerezové oceli a jinych
implantatl a maji obecné vetsi biokompatibilitu, coz plati hlavné pro hydroxyapatitové

vrstvy. [19]
2.5 Tribologicka analyza

Tribologické zkousky se zamé&fuji na urceni soucinitele tfeni p a jeho zmény v
pribéhu zkousky pro kombinaci dvou materialti - hodnocené tenké vrstvy a téliska
specifickych vlastnosti a rozmérd. Metody zjistovani tribologickych vlastnosti Ize
rozdélit dle druhu vzijemného pohybu zkoumaného materidlu a plsobiciho tcliska,
zpusobu styku a geometrického tvaru téliska. Jednou z velmi Casto aplikovanych metod

zjistovani tribologickych vlastnosti je Ball on Disk test. [20]

2.5.1 Ball on Disk

Principem této metody je, ze na povrchu vzorku je v urcité vzdalenosti od jeho
sttedu pfitlacovano konstantni silou zkuSebni télisko - pin ve formé pevné uchycené
kuli¢ky nebo hrotu. Vzorek se otac¢i pfedem zvolenymi otaCkami a vykonava predem
definovany pocet kol. Ball (kulicka) tak vytvofi na povrchu vzorku stopu, jez je
analyzovana. Nazorny princip této metody je zobrazen na obrazku 6. Vysledky testu

jsou ovlivnény nékolika faktory. Jde o zatézujici silu, velikost stykové plochy -
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geometrie pin téliska, pocet kol, teplota povrchu vzorku, relativni rychlost pohybu mezi
kuli¢kou a vzorkem, pouziti ur¢itého prostiedi - mazaci latky, mechanické a fyzikalni

vlastnosti materialu vzorku i kuli¢ky a stav a kvalita povrchu vzorku. [20]

Wear track

*_

T
=
=

Disc

Obrazek 6 - Princip metody Ball on Disk [21]

2.6 Hodnoceni vlastnosti tenkych vrstev

2.6.1 SEM (Skenovaci elektronovy mikroskop)

Tento mikroskop funguje na principu detekce sekundarnich elektronti a zpétné
odrazenych elektronti. Sekundarni elektrony jsou takove elektrony, které byly z atomu
vyraZeny jinym elektronem s vysokou energii. Tyto elektrony, které jsou zodpovédné za
vyrazeni sekundarnich elektront, jsou urychlovany napétim, které se pohybuje v fadu
kilovolta. Diky této metodé muzeme zjistit topografii povrchu z topografického
kontrastu. Vzhledem k tomu, Ze maji sekundarni elektrony nizkou energii, dostane se
jich z vyvysenin na povrchu preparatu do detektoru vice. Vysledkem je pak vyssi
intenzita signalu, a na obrazovce se tedy jevi svétle. U prohlubenin je tomu piesné
naopak. Takto vznika, jizZ zminény, topograficky kontrast. Sekundarni elektrony nejsou

jediné elektrony, které dokaze tento mikroskop detekovat, je totiz schopny detekovat i
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zpétné odrazené elektrony. Tyto elektrony ndm poskytuji informaci o topografii
(reliéfu) vzorku a o materidlovém slozeni. Pomoci zpétné odrazenych elektront zjistime
protonové ¢islo Z. Cim vys§i protonové &islo, tim vice je zpétné odrazenych elektroni.

[22]

Zdrojem elektronil je elektronové dé€lo, které je zapojeno jako katoda. NejCastéji
se pouziva zhavené wolframové vldkno. Po vystieleni elektront z katody projdou ke
kladné anodé¢ a dale az k magnetické Cocce, kde se paprsek fokusuje na nami zkoumany
vzorek. JeSt¢ pfed dopadem na povrch vzorku je paprsek primarnich elektrona
rozpohybovan vychylovacimi civkami tak, Ze pokryje fadky - rastruje. Po dopadu
primarniho svazku elektrony interaguji s povrchem, coz nasledné zachycuji dva
detektory. Detektor sekundérnich elektronil a detektor zpétné odrazenych elektrond. Do
celého schéma se pocita 1 vzorek, ktery musi byt vodivy. V ptipadé€, Ze neni, je tieba ho
pokryt malou vrstvickou kovu v tfadech nm. Schéma skenovaciho elektronového

mikroskopu je znazornéno na obrazku 7. [22]

Paprsek
elektronu

Elektronoveé delo

Magneticke
Angm- ) g— COCKY

Zohrazovaci
zafizeni

Skenovaci
civky

] Detektor
= sekundarnich
elektronu

YV zorek

Obrazek 7 - Schéma skenovaciho elektronového mikroskopu [23]
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Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) se vyuziva k pozorovani povrchii
nejriznéjsich objektd. Vzhledem k tomu, ze ma velkou hloubku ostrosti, mizeme na
fotografiich ze SEM vidét i jisté trojrozmérné aspekty. Dalsi velkou vyhodou tohoto
mikroskopu je, Ze v komote preparatu vznika pii interakci urychlenych elektront s
hmotou vzorku kromé jiz zminénych signali (sekundarni elektrony a zpétné odrazené
elektrony) jesté fada dalSich. Naptiklad rentgenové zafeni a Augerovy elektrony, které
nesou mnoho dalSich informaci o vzorku. Pfi jejich detekci je mozné urcit naptiklad
prvkové slozeni preparatu v dané oblasti a pii porovnani s vhodnym standardem urcit 1

kvantitativni zastoupeni jednotlivych prvku. [22]
2.6.1.1 Druhy detektorti

2.6.1.1.1 AsB detektor
Tento detektor je umistén piimo nad vzorkem. Zkratka ASB je odvozena
z anglického angle selective backscatter electron. Pomoci tohoto detektoru muzeme

zobrazit topografii a materidlovy kontrast. Uplatiiuje se zde Braggova podminka:
n-A=2-d-sinf

Na monitoru se nam zobrazi jako nejsvétlejsi ta mista, kde je pravé splnéna
Braggova podminka nejlépe. Na obradzku 8 mtizeme vidét primarni elektronovy paprsek
(2), integrovany detektor (1) a také Rutherfordovy zpétné odraZené elektrony (3) a
Mottovy zpétné€ odrazené elektrony (4). [24]

g4

Obréazek 8 - Detektor AsB (Zeiss) [24]
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2.6.1.1.2 EsB detektor

Z nazvu energy selective backscatter electron (ESB) vypovida, ze pajde o
detektor, ktery detekuje urCitou energii elektronti. Tento detektor detekuje pouze
elektrony, které spliuji jisté podminky. Prvni z podminek je miizka, kterd je pted
samotnym detektorem a je na ni pfivedeno urcité napéti. Ta slouzi jako filtr, tudiz
nepropusti elektrony, které maji mensi energii, nez je pfivedené napécti. Druhou
podminkou je urychlovaci napéti, které naopak zamezuje elektrontim s vétsi energii, nez
je toto napéti, vstoupit do detektoru. Detektor tedy zachycuje pouze elektrony s energii
vys$§i, nez je napcti na miiZce, a zaroven energii men$i, nez je urychlovaci napéti. Na

obrézku 8 mizeme tento detektor vidét v horni ¢asti. [25]
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1l Magnetic lens
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Specimen -

Obrazek 9 - EsB detektor [26]
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2.7 Interakce bakterii s nanopovrchem

2.7.1 Zpiisob interakce a tvorba biofilmu

Bakterie jsou prokaryotické bunky a 1i§i se od eukaryotickych v nékolika
aspektech. Jejich bunécna sténa je, stejné¢ jako u eukaryotickych buné€k, slozena z
fosfolipidt, ale ty jsou mnohem pevnéj$i. To je z Casti zplsobeno vné&jsi vrstvou
peptidoglykanu, ktera je u tlustsi u gramnpozitivnich bakterii a ten¢i u gramnegativnich
bakterii. AvSak gramnegativni bakterie maji na této tenci vrstvé jesté jednu vnéjsi
vrstvu, a to vrstvu polysacharidu. Bakterie se lisi velikosti (od 1 mikronu az po 10
mikronil) a tvarem (kokovity ¢i ty¢inkovity). Na povrchu bakterii mizeme najit jesté
dalsi struktury. Jsou jimi bi¢iky a pilusy. Bi¢ik slouzi k pohybu bunky, zatimco pilus
slouzi k ptichyceni buiiky k povrchu, tedy adhezi. [27]

Zatimco se jednotlivé buiitky mohou pfipojit k té dalsi nezavisle, u bakterii Zijici
na povrchu je tomu jinak. Ty ziji jako jeden kmen a vytvaii specifickou extracelularni
polymerickou substanci (EPS). Takovémuto uskupeni bakterii a EPS se fika biofilm.
Tvorba a vyvoj biofilmu se mize liSit v zavislosti na biologickych vlastnostech
pfitomné bakterie. Pfitomnost pfivéskl a specifickych receptorit membrany a mnozstvi
a povaha exopolymerické substance vytvofené bakteriemi jsou ptiklady faktorl, které

vysoce souvisi s kmenem bakterii, a jsou schopné siln¢ ovlivnit adhezi bakterii a tvorbu

biofilmu. [27]

Obecné muzeme shrnout tvorbu biofilmu do 4 krokt. Prvnim krokem je
privedeni bakterie do kontaktu s povrchem. O to se mohou postarat gravitacni sily,
Browniv pohyb nebo hydrodynamické sily. U né&kterych druhti bakterii mize pohyb
vyvolat bi¢ik. Druhym krokem pfi tvorbé biofilmu je adheze bakterii k povrchu.
Samotnou adhezi lze rozdé€lit na dvé faze. Tou prvni je vratnd adheze a tou druhou
nevratnd adheze. U téchto dvou fazi hraji pravdépodobnévelikou roli rozdilné fyzikalné-
chemické a chemické interakce bakterii s povrchem. Tyto interakce jsou také silné
zavislé na vlastnostech povrchu materialu, na kterych se biofilm vytvaii. Tento krok je
nejvice ovlivnén topografii a chemickym slozeni povrchu. Tietim krokem pii tvorbé
biofilmu je proliferace adherentnich bakterii a, ve vétSiné ptipadi, tvorba matrix
biofilmu. Nakonec se stava biofilm takzvané dozraly a vykazuje specificky bakteridlni
metabolismus a fyziologii. Toto je ¢tvrty krok pfi tvorbé biofilmu. V této komunité

spolu bakterie komunikuji pomoci organel membran a biochemickych signali. Na
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obrazku muzeme vidét proces vzniku biofilmu, kde paty krok v podstaté znaci prvni

krok popsany vyse. Krok 1 a 2 je znazornéni druhého kroku. [27]

Obrézek 10 - Tvorba biofilmu [28]

DalS§im dilezitym faktorem je zplsob, jakym bakterie "vyciti" povrch.
Vysvétleni tohoto faktu podporuji pouze neptimé vysledky experimentu. M4 se za to, Ze
bakterie jsou schopné vyuZzivat molekularnich prvka jejich bunééné membrany jako
senzory a vytvafet vnitrobun&cné signalni drahy k vyciténi povrchu a k reakci na
podnéty vytvoiené povrchem. Avsak tyto senzory jsou ndm zatim neznamé. Nicméng,
ukazalo se, ze proteinova vrstva na povrchu bakterialni membrany ma vliv na adhezi
bakterie k povrchu a mtze také slouzit jako povrchovy senzor pii kontaktu s povrchem.
Tato proteinova vrstva miiZze obsahovat polypeptidy, které hraji roli pfi adhezi a jsou

znamé jako "adheziny". [27]

2.7.2 Vliv topografie a chemického slozeni nanopovrchu na bakterialni
reakci
Jak uz bylo zminéno, topografie povrchu by méla mit vliv na uchyceni bakterii
na povrchu. Na prvni pohled by se mohlo zdat, Ze jsou bakterie oproti eukaryotickym
buitkdm zvyhodnény, protoze jsou mensi. Nicméné¢, bakterie maji charakteristicky tvar a
daji se mnohem mén¢ zdeformovat. A pii uchyceni k povrchu si ponechaji sviyj tvar.
Tato skutecnost brzdi jakoukoli interakci mezi bakterii a povrchem, tudiz by bakterie

nemély byt schopné reagovat na topografii povrchu v fddu nanometrii. Neékteré bakterie
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sice maji biciky nebo fasy, kterymi se pfipojuji k povrchu, avSak zatim neni dikaz, Ze
by tyto proteinové struktury néjakym zplisobem zlepSovaly vazebnou energii s

povrchem topograficky strukturovanym v fadu nanometru. [27]

Bakterie obecné reaguji s povrchy topograficky vétSimi, nez jsou samotné
bakterialni buiiky. Pfichycuji se spiSe v trhlinach nez na povrchu. Da se fict, ze ¢im
drsné&jsi je povrch, tim vice se uchyti bakterii. Diky experimentu interakce bakterii s
titanovym povrchem se zjistilo, ze nejmén¢ bakterii se vyskytuje na povrchu, ktery
obsahuje diry o priméru 500 nanometrii. Diry o tomto priméru maji pro bakterie, které

maji vétSinou 1 mikrometr v priméru, malou kontaktni plochu. Se zvétSujicim se

prumérem dér se zvétSuje 1 pocet bakterii uchycenych na povrchu. [27]

Nékteré studie poukazuji na to, Ze drsnost povrchu nema na adhezi bakterii tak
velky vliv jako chemické sloZeni povrchu. Da se tedy o¢ekavat, ze odpoveéd’ bakterie na
topografii bude mensi v porovnani s chemickymi zménami. U stejného chemického
sloZeni bude rozhodovat topografie povrchu, avSak u méniciho se chemického slozeni

nema topografie povrchu tak velky vliv jako u ptedchoziho ptipadu. [27]
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzité vzorky

V této praci bylo pouzito celkem 7 vzorka tenkych vrstev TiCN. Vrstvy byly
deponovéany v Centralni laboratofi aplikované fyziky na Bulharské akademii véd v
Plovdivu, a to metodou PVD, konkrétné¢ napafovani pomoci obloukového vyboje
(Cathodic Arc Plasma Deposition). Jako substrat poslouzily kuli¢ky o priméru 6,35 mm

z oceli tfidy 14. Chemické sloZeni je zndzornéno v tabulce 1.

Tabulka 1 - Chemické sloZeni substratu

Obsah prvki (Hm %)
Si Cr Mn Fe
0,3 2,2 0,3 97,2

3.1.1 Parametry depozice
Vsechny povlaky byly naneseny pti teploté 400 ° C a pracovnim tlaku 1,5 Pa.
Pro dosazeni dobré¢ adheze povlakd k substratu jsou ulozeny kontaktni prechodové

vrstvy Tia TiN.

Tabulka 2 - Parametry depozice jednotlivych vrstev

vz1 vz 2 vz 3 vz 4 vz 5 vz 6 vz 7

C2H2/N2
[sccm] 20/160 30/140 30/140 30/140 75/150 75/150 93/80

U bias
[V] -40 -40 -60 -40 -40 -40 -40

 arc [A] 85 85 85 125 85 125 85

3.2 Chemické slozeni

Analyza chemického slozeni vzorki byla provedena na rastrovacim
elektronovém mikroskopu UHR FE-SEM Carl zeiss ULTRA Plus. Tento elektronovy
mikroskop je zobrazen na obrazku 11. Elektronovy mikroskop je vybaven kompletni
mikroanalytickou sestavou EDS + WDS + EBSD (Oxford). Déle je vybaven detektorem
SE detektorem, EsB detektorem pro sniméni BSE dle energie a 4- kvadrantovym AsB
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detektorem pro moznost 3D zobrazeni. Je mozné analyzovat i nevodivé vzorky bez

nutnosti Gpravy povrchii.

Pti analyze chemického slozeni vzorkl bylo urychlovaci napéti nastaveno na 7
KV. Tato hodnota se da interpretovat jako ukazatel hloubky penetrace elektront. U

substratu byla hodnota urychlovaciho napéti nastavena na 15 kV.

Obréazek 11 - Skenovaci elektronovy mikroskop (Zeiss)

3.3 Biologicka interakce s tenkou vrstvou a jeji méfeni

3.3.1 PouZzité bakterie pro experimenty

Pro tyto laboratorni testy jsem vybral dva druhy bakterii. Tou prvni byla
Jedna se o anaerobniho parazita, jenz se Zivi zbytky potravy svého hostitele. Ma tvar
bi¢ikaté tycinkovité bakterie. Radi se mezi gramnegativni bakterie. Objevil ji v roce
1885 némecko-rakousky pediatr a bakteriolog Theodor Escheric. Velmi c¢asto se

vyuziva jako modelovy organismus pro biologické testy ve zdravotnictvi. [29]
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Druhou bakterii je Staphylococcus aureus. Stafylokoky jsou charakterizovany
jako grampozitivni, nesporulujici, nepohyblivé a vétSsinou neopouzdiené sférické koky o
praméru asi 1 um. Vyskytuji se jednotlivé, ve dvojicich a v nepravidelnych shlucich. U
Cloveka se vyskytuje ponejvice na kiizi rukou, perinea, kstice a na sliznici dychaciho a
zazivaciho traktu. Stafylokoky obecné jsou do znacné miry rezistentni k nepfiznivym
vlivim zevniho prostfedi. Odolavaji zahtati na 55 °C po dobu 30 minut, vysychani
(zvlasté za pritomnosti bilkovin piezivaji az nékolik tydnii, napt. v zaschlém hnisu) a

odolavaji vy$$im koncentracim NaCl. [30]

3.3.2 Bakteriadlni suspenze
Ob¢ bakterialni suspenze se vyznacovaly stejnymi koncentracemi. Za jako

nejvhodnéjsi koncentraci bakterii se ukazala byt hodnota 0,1 MCF, coz odpovida

hodnoté 3x107 KTJ/ml. Absorbance byla 0,026.

3.3.3 Priprava a test se suspenzi

Nez se preslo k samotnému testu se suspenzi, bylo tieba pfipravit laboratorni
pomucky a média. Nejprve se v autoklavu daly vysterilizovat na 1 hodinu zkumavky,
vzorky a pinzety. Poté jsem si pfipravil kultivaéni médium, ¢imz byl roztok agaru (6,3
9/300 ml destilované vody). Dale jsem si piipravil roztok chloridu sodného (2,55 g/300
ml destilované vody). Ob& média jsem promichal a dal vysterilizovat do autoklavu na
2,5 hodiny. Tuto pifipravu bylo samoziejmé tieba provést jak pied prvni testem s

bakteriemi, tak mezi jednotlivymi testy s bakteriemi.

3.3.3.1 Staphylococcus aureus

Pro obé¢ bakterialni suspenze byl postup prakticky stejny, jen s jednou vyjimkou,
ktera bude dale zminéna. Kazdy vzorek jsem piendal vysterilizovanou pinzetou do
vysterilizovanych zkumavek. Test byl proveden v duplikétech, tedy bylo celkem 16
vzorkl. Na kazdy duplikat vzorku se pouzila jind pinzeta, a to kviili kontaminaci jedné
vrstvy druhou. Kazda vrstva ma jiné parametry, proto by se mohlo stat, ze by vysledky
byly zkreslené. Do kazdé zkumavky se napipetovalo 10 ml inokula bakterialni
suspenze. Vzorky s inokulem se daly inkubovat na 24 hodin pfi 37 °C do inkubatoru
Incucell BMT Medical technology. Zaroven se provedla kontrola samotného inokula, a
to az do 10. tedéni. Cely proces tedéni je popsdn spolecné se stanovenim
kultivovatelnych mikroorganismti v nésledujici kapitole. Po 24 hodinach se provedlo

desitkové fedéni, a to do 6. fadu. Néasledné se vzorky vyndaly sterilni pinzetou,
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oplachnuly se v 1 ml fyziologického roztoku a pfendaly do novych, sterilnich
zkumavek. Do téch se pfidalo 10 ml fyziologického roztoku a daly se vytfepat na
ttepacku Heidolph unimax X1010 po dobu 45 minut pii 300 otackach za minutu. Z
vytiepané suspenze se provedlo desitkové fedéni, a to do 4. fadu. Obsah zkumavek, ve
kterych byly vzorky, se prefiltroval a vzorky se vlozily do Petriho misky s kultiva¢nim
gelem a ponechaly 24 hodin v inkubatoru pfi teploté 37 °C.

3.3.3.2 Escherichia Coli
Test pro tuto bakterii byl totozny s tim rozdilem, Zze se neprovadélo desitkové
fedéni pred vytfepanim. A po vytfepani se provedlo fedéni az do 6. tadu. Ostatni

parametry byly totozné.

3.3.4 Stanoveni kultivovatelnych mikroorganismii
Kultiva¢ni metodou se stanovuje pouze mnoZzstvi zZivotaschopnych a mnozicich
se mikroorganismd, fec je jednotce KTJ (kolonie tvotici jednotky). Kultivaéni metodou

rozumime izolaci bakterii z prostfedi a jejich naslednému zfedéni v agarovém médiu.

Cely test se provadi pomoci tzv. fedéni, které jsem zmifioval vy3e. Redi se
desitkovou fadou, tedy mluvime o pieneseni 1 ml vzorku do 9 ml sterilniho
fyziologického roztoku. Takto vznikly roztok se diikladné promicha na Vortexu a opét z
n¢j odebereme 1 ml, ktery se ptenese do nasledujici zkumavky s 9 ml sterilniho
fyziologického roztoku. Tento postup se opakuje dle ocekdvaného obsahu

mikroorganismu ve vzorku, aby se dosahlo potiebného zfedéni.

Z takto zifedénych zkumavek se na Petritho misky vynesl 1 ml vzorku a zalil 15
ml az 20 ml kultivaéniho média (roztok agaru) pii teploté ptriblizné lidského téla, tedy
37 °C. Obsah misky se krouzivym pohybem peclivé promichal. Pak se obsah misky
nechal ztuhnout. Doba mezi nanesenim vzorku (nebo jeho zfedénim) a ptidanim
kultivacniho média by neméla piekrocit 15 minut, proto bylo tfeba zalivat agarem po

urcitém poctu vzorkd. Stejné tak by se nemél nechat agar vice zchladnout, proto musel
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byt proces rychly. Cely proces i s fedénim je znazornén na obrazku 12.

1m| 1ml 1ml 1ml 1mil

9 ml
pGvodni
fyziologického
vzorek
roztoku
fedéni 1:10 1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000
\_4 3 &/

,/
Petriho ‘
misky |

Obrazek 12 - Princip iedéni desitkovou Fadou [29]

Misky se poté obratily dnem vzhiru a daly se kultivovat do inkubatoru pfti
teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Thned po vyjmuti z inkubatoru bylo tfeba vyhodnotit
pocet kolonii na jednotlivych miskach, ale vzhledem k tomu, Ze jich bylo mnoho,
nekteré bylo tfeba uchovavat pii teploté priblizn€ 4 °C. Takto ponechané misky bylo
tieba vyhodnotit do 24 hodin.

3.4 Vyluhovatelnost tenkych vrstev

O tom, zda aplikujeme tenkou vrstvu na kloubni ndhrady ¢i na nastroje
pfichazejici do kontaktu s télem, rozhoduje mnoho parametri. Jednim ze zisadnich
parametrl pro tenké vrstvy, které ptijdou do kontaktu s télem, je jejich vyluhovatelnost.
Kdyz uz aplikujeme urcitou vrstvu do téla na naptiklad kloubni ndhradu, nechceme, aby

se pfes ni uvolnoval material z této kloubni nahrady.

Cilem tohoto testu je simulovat prostiedi lidského téla a ponechat vzorky v
takovémto prostiedi po urcitou dobu. Pro tento test byly pouzity dvé sady vzorkd. Prvni
sada byla nepouzitd a ta druhd po biologickych testech (vzorky kolonizované
bakteriemi). Vyluh byl odebran ve tfech intervalech, které jsou postacujici pro urceni
vhodnosti vybrané vrstvy. Po prvnim a druhém intervalu se médium neménilo, ale

pouze doplnilo, abychom mohli porovnat vysledky. U kazdého vzorku se odebralo 10
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ml a nasledné doplnilo pouzitym médiem. V takovémto vyluhu se provadi analyza

prvki nejvice zastoupenych v substratu.

3.4.1 Parametry vyluhu
e Médium - 0,9% fyziologicky roztok (roztok NacCl);
e Doba vyluhu - 24 hodin, 14 dni a 30 dni;
e Objem média na vzorek - 50 ml;
e Teplota - 37 °C;
e Michat - ano;

e Sledované prvky - Fe a Mn.

3.4.2 Princip pouZité metody pro analyzu
Vzorky byly méfeny metodou ICP OES (optickd emisni spektroskopie s
indukéné vdzanou plazmou) na pfistroji fy Perkin Elmer OPTIMA 2000 DV.

Roztok analytického vzorku je nejprve pieveden na horké pary, které obsahuji
volné atomy a ionty sledovanych prvki. Tyto pary jsou proudem argonu piivedeny do
hotéku, ve kterém je za pomoci stfidavého vysokofrekvencniho magnetického pole
udrzovano argonové plazma o teploté¢ 6000 - 10000 K. V takovychto podminkach se
rozpoustédlo okamzité odpaii a zanikaji chemické vazby v molekulach pfitomnych
slouCenin. Nésledné¢ dochazi k excitaci elektrond pfitomnych atomii do vySSich
energetickych hladin. Excitovany stav atomu je nestabilni, proto se excitované
elektrony vraci zpét na své plivodni energetické hladiny a pifi tom emituji svétlo o

ptesné definované vinové délce, urcené energetickym rozdilem obou hladin. [31]

Emitované svétlo je poté vedeno na velmi vykonny monochromator, ktery
rozdeéli zachycené svételné zafeni podle jeho vlnovych délek a fotony tohoto
rozdéleného svétla dopadaji na citlivy detektor, ktery prevede intenzitu dopadajiciho
zateni na elektricky signdl. Intenzita signalu, odpovidajici charakteristické vinové délce
svétla vznikajiciho pfechodem energetickych stavii analyzovaného prvku, pak odpovida

mnozstvi prvku, pfitomného v analyzovaném roztoku. [31]
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Vlnova délka spektralnich car pro Zelezo je 259,940 nm. Pro mangan je to 257,

610. Toto jsou vlnové délky, které nas pii analyze zajimaly nejvice. [31]
3.5 Kluzné vlastnosti, hodnoceni soucinitele tieni

Hodnoceni soucinitele tfeni bylo uskute¢néno mezi tenkou vrstvou a keramickou
kulickou z materialu SisNs. Samotné méfeni bylo realizovano na pfistroji CETR UMI

Multi-Specimen Test System - Tribometr znazornéném na obrazku 13.

Obrazek 13 - CETR UMI Multi-Specimen Test System Tribometr
K urceni soucinitele tieni byla pouzita metoda ,,Ball-on-Disc®, jejiz princip
spocivad v umisténi téliska ve formé nerotujici kulicky na povrchu vzorku (ve tvaru
disku). Na ur¢ité vzdalenosti od stfedu vzorku je umistén ,,Ball“ zatiZeny piedem
definovanou silou. Stolecek spolecné s diskem se otaci definovanou rychlosti (rpm) a
vykonava predem urcity pocet otacek nebo uréitou délku drahy. Vysledkem méfeni je

grafickd zavislost koeficientu tfeni na délce kluzné drahy (resp. Cas).

Tribologické méteni bylo uskutecnéno podle normy ASTM G99-95 a pii
pouzitém zatizeni 5 N. Vrstvy byly naneseny na substrat z oceli CSN 19 830. Rychlost
pohybu keramické kulicky (SisN4) po povrchu definované podlozky (rizné typy
tenkych vrstev) byla 60 rpm.

43



Definované podlozky byly ptipevnény k rotujicimu stoleCku z diivodu zajisténi
rovinného (planparalelniho) povrchu, po kterem se kulicka pohybovala b&éhem
tribologického experimentu. Délka zkoumané dréahy pii vyhodnoceni soucinitele tfeni

byla 50 m.
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4 Vysledky

4.1 Chemické slozeni vrstev

Chemické sloZeni je nejvice ovlivnéno depozi¢nimi parametry, nejvice pritokem
plyni. V naSem piipadé se jedna o pritok acetylenu a dusiku. Cim vétsi pritok
acetylenu, tim vice uhliku je ve vrstvé zastoupeno. Stejné tak ¢im vétsi pratok dusiku,
tim vice bude dusiku ve vrstvé. Procentualni zastoupeni prvka ve vrstvach TICN je

znazornéno v tabulce 3.

Tabulka 3 - Chemické sloZeni tenkych vrstev

Obsah prvki (Hm %)

C N O Ti
vz 1 7,8 17,2 3,7 71,3
vz 2 16,5 18,6 6,9 57,9
vz 3 14,8 16,4 51 63,7
vz 4 16,7 14,8 13,6 54,9
vz 5 25,8 16,5 7,5 50,2
vz 6 22,9 14,7 7,0 55,4
vz 7 35,1 9,0 22,6 33,3

Na obrézku 14 je vzhled povrchu substratu a na obrdzku 15 je vzhled povrchu
vzorku 3 z rastrovaciho elektronového mikroskopu. Tyto snimky vrstev jsou pii

500nasobném zvétseni.
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Obréazek 15 - Vzorek 3 pri 500nasobném zvétseni
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Obrazky 16 a 17 ukazuji EDS spektra vrstev TiCN. Jedna se o porovnani vrstev

vzorka 1 a7.

.:.‘IIlII|IIIIIIIII|IIII|IIII|III|||||||||||||l||||l|IIIII|||||||||
k 1 2 3 4 5 6 kev

Obréazek 16 - EDS spektrum vrstvy TiCN vzorku 1

1 2 3 4 5 6 keV

Obréazek 17 - EDS spektrum vrstvy TiCN vzorku 7
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4.2 Biologicka interakce s tenkou vrstvou

Jak je popsano vyse, pro tento test jsem vybral 2 druhy bakterii. Tou prvni je
Staphylococcus aureus. Pied vytfepanim jsem méfeni provadél do 6. fedéni a po
vytiepani do 4. fedéni. Spolu se vzorky bylo provedeno i méfeni kontroly, tedy

samotného inokulatu. Druhou bakterii je Escherichia Coli.

4.2.1 Kontrola Staphylococcus aureus

Kontrola byla provedena dvakrat, v prvnim ptipadé se inokulat a jeho fedéni
nechal inkubovat po dobu 24 hodin a v druhém piipadé¢ po dobu 48 hodin. Tabulka
znazoriuje pocet kolonii tvotici jednotku na mililitr pro kazdé fedéni. Prvni tfi byly
prerostlé a jsou oznaceny hvézdickou. Symbol hvézdicky bude déale pouzit jako

"pterostlé" i u dalsich hodnot.

Tabulka 4 - Kontrola Staphylococcus aureus po 24 hodinach

Redéni (10%) 0 -1 -2 -3 -4 -5

KTJ/ml * * * 8420 1120 124

28

Tabulka 5 - Kontrola Staphylococcus aureus po 48 hodinach

Redéni (107) 0 -1 -2 -3 -4
KTJ/ml * * * 9320 0
-5 -6 -7 -8 9
146 15 2 0 0

U jedné z kontrol doSlo k chybé pii fedéni, konkrétné u 4. fedéni, protoze na
Petriho misce nebyla vykultivovana ani jedna kolonie. Pravdépodobné nastala chyba pfi

pipetovani. Ostatni fedéni odpovidaji.

4.2.2 Staphylococcus aureus pred vytiepanim
V tomto méteni byly bakterie s vrstvou ponechany v kontaktu po dobu 24 hodin.

DalSich 24 hodin se bakterie kultivovaly v kultivaénim médiu pfti teploté 37 °C.
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Tabulka 6 - Po¢et KTJ/ml u jednotlivych fedéni vzorku 1 az 3

Redéni
(10n) vz1l vz1ll vz2l vz2lIl vz3l vz3ll
0 * * * * * *

_1 * * * * * *
_2 * * * * * *
-3 2168 2280 1440 3360 4800 3420
-4 312 386 220 476 444 408
-5 42 76 28 52 67 53
-6 4 9 2 | neméreno 6 4

Tabulka 7 - Po¢et KTJ/ml u jednotlivych Fedéni vzorku 4 aZ 6

Redéni

(10n) vzal vzall vz51 vz5li vz6l vz 6 Il
0 * * * * * *
1 * * * * * *
2| * * * * * *
3 3712 5660 7320 4652 2600 5600
-4 432 716 860 592 324 608
-5 52 71 88 57 36 53
-6 3 8 12 6 3 7

Tabulka 8 - Po¢et KTJ/ml u jednotlivych Fedéni vzorku 7 a substratu

Redéni
(10n) vz7l vz7Il Subs. | Subs. Il
0 * * * *

_1 * % % *
_z * * * *
-3 3915 3654 4210 5324
-4 504 306 480 652
-5 49 47 72 74
-6 5 5 7 10

Nejméné kolonizované vzorky jsou 1 a 2. Nejvice kolonizované jsou vzorky 4 a

5, oba 0 néco prevysuji 1 samotny substrat.

Prakticky u jediného vzorku 1 se shoduji po¢ty KTJ/ml u duplikatt, u ostatnich
vzork jsou Cisla velmi odli$na. Blizko ke shod€ u duplikatd ma pouze uz jen vzorek 7.
Vzhledem k tomu, Ze duplikaty jednotlivych vrstev byly deponovéany za stejnych
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podminek, nemély by byt pocty KTJ/ml tak rozdilné. Jednim z moznych vysvétleni této
neshody miize byt rizné promichani zkumavky pted nanesenim do dalsi zkumavky a

na Petriho misku. Na grafu 1 je nazorné porovnani jednotlivych duplikatt u 3. zfedéni.

Porovnani vzorka z hlediska KTJ/ml

8000

7000

6000

5000

4000
W Testl

KTJ/ml

3000 -
M Testll

2000 -

1000 -

vz1 vz 2 vz 3 vz 4 vz 5 vz 6 vz7  substrat

Vzorky

Graf 1 - Porovnani KTJ/ml u jednotlivych duplikata pi#i 3. fedéni pied

vytfepanim

Jednotlivé duplikaty se takika neshoduji v KTJ/ml. Shoduji se pouze u vzorku 1
a vzorku 7. Tato chyba vznikla s nejvétsi pravdépodobnosti nepfesnym pipetovanim. V

tomto piipadé je tedy tfeba pocitat s primérnou hodnotou KTJ/ml vSech duplikati.

4.2.3 Staphylococcus aureus po vytiepani

Po 24hodinovém kontaktu se vzorky promyly fyziologickym roztokem a
prendaly do dalSich zkumavek s fyziologickym roztokem, které se ponechaly 45 minut
na tfepacce. Méfeni se provadelo pouze do 4. fedéni, protoze se pocitalo s mnohem
mens$im zastoupenim bakterii. Bakterie se opét kultivovaly po dobu 24 hodin pii teploté
37 °C. V tabulkach 7 az 9 muzeme vidét pocet KTJ/ml u jednotlivych vzorki a
jednotlivych fedéni.
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Tabulka 9 - Poc¢et KTJ/ml u jednotlivych fedéni vzorku 1 az 3

Redéni

(10n) vz1l vz1ll vz2l vz2lIl vz3l vz3ll
0 35 186 125 208 252 117
-1 8 30 15 61 38 16
-2 1 3 1 3 3 5
-3 0 0
-4 0 0 0 0 0 0

Tabulka 10 - Poc¢et KTJ/ml u jednotlivych iedéni vzorka 4 az 6

Redéni

(10n) vzal vz4all vz51 vz5Il vz6l vz6ll
0 183 198 382 186 101 340
-1 37 20 33 23 14 44
-2 3 17 1 1 7
-3 0 1 1 0 0 0
-4 0 0 0 0 0

Tabulka 11 - Po¢et KTJ/ml u jednotlivych iedéni vzorku 7 a substratu

Redéni

(10n) vz7l vz7Il Subs. | Subs. Il
0 174 212 121 181
-1 41 31 9 36
-2 2 4 1 1
-3 0 0 0 0
-4 0 0 0 0

V priméru nejméné kolonizovanym vzorkem byl opét vzorek 1. Nejvice
kolonizovanym byl opét vzorek 5. Samotny substrat neni zdaleka tolik kolonizovany

oproti ostatnim vrstvam. VétSina je dokonce v priiméru vice kolonizovana nez substrat.

Rozdily v jednotlivych duplikatech jsou opét zna¢né, podobné hodnoty ma opét
vzorek 7 a tentokrat i vzorek 4. U vzorku 1 jsme tentokrat dosahli Gplné rozdilnych

hodnot. Graf 2 zndzoriuje porovnani jednotlivych duplikatl u nultého fedéni.
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Porovnani vzorka z hlediska KTJ/ml

W Test |

mTestll

vz1 vz 2 vz3 vz4a vz 5 vz 6 vz7 substrat

Vzorky

Graf 2 - Porovnani KTJ/ml u neziedénych duplikati po vytiepani

4.2.4 Staphylococcus aureus z kulicky
Po provedeni méfeni po vytifepani se vzorky vytdhly ze zkumavek a vlozily do
specialnich Petriho misek s gelem. Nasledné se nechaly v inkubatoru po dobu 24 hodin

pfi teploté 37 °C. Na obrazku 17 a 18 je porovnani substratu a vzorku 5.

Obréazek 18 - Pocet kolonii pfimo z kuli¢ky substratu
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Obrazek 19 - Pocet kolonii piimo z kuli¢ky vzorku 5

Tabulka 12 - Po¢et KTJ pfimo na jednotlivych vzorcich po vytitepani

vz1l1 vz1Il |vz2lI vz2Il |(vz3lI vz3Il |vz4l vz 41l

0 9 7 2 2 6 5 18

vz51 vz5I1l |vz6l vzell |vz7l1 vz7I1l |Subs.l |Subs. Il

15 8 1 9 8 2 0 9

Nejvice kolonizovanymi vzorky po obou testech byly v priméru vzorky 4 a 5.

Substrat byl opét prekvapivé malo kolonizovan, spole¢né se vzorky 1 a 3.
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4.2.5 Kontrola Escherichia Coli
Inokulat se inkuboval po dobu 24 hodin. Redéni bylo provedeno do 9. fadu,

avSak uz u 5. fedéni se na Petriho misce nevyskytovala Zadna kolonie.

Tabulka 13 - Kontrola Escherichia Coli po 24 hodinach

Redéni
(107) 0 1 2 3 -4
KTJ/ml * 2680 640 156 13

4.2.6 Escherichia Coli po vytirepdni

Postup méteni byl stejny jako u predchoziho méfeni po vytfepani. Jediny rozdil
byl v fadu fedéni. Méfeni bylo provedeno az do 6. fedéni. Po 24 hodinéach kultivace
nebyla na z4dné misce ani jedna kolonie, kromé jedné misky se vzorkem 4 u 2. fedéni a

jedné misky se substratem u 6. fedéni.

Z téchto vysledki nelze s piesnosti uréit, pro¢ se Escherichia Coli
nevykultivovala v podstaté¢ nikde. Mize to byt zplisobeno topografii povrchu, ale i
chemickym slozenim. Neptedpoklada se, ze by se bakterie viibec na povrch neuchytily.
V tomto piipadé¢ by musel byt povrch v podstat¢ dokonale hladky, aby se adheze
bakterii blizila k nule. Dal$im faktorem je kultivaéni teplota E. Coli. Tato bakterie se
kultivuje v teplotach 10 - 45 °C, idealné pak v teploté 37 °C, coz je i teplota lidského
téla. Pokud by byla teplota v inkubatoru nastavena S$patn¢, nedoslo by vibec k zadné

kultivaci, ani u kontroly, coz nenastalo.

Fakt, Ze by se bakterie viibec neuchytily na povrchu, vyvraci i vyskyt kolonie u
6. a 2. fedéni. V predchozich fedéni by mél podle tohoto faktu byt pocet kolonii zna¢né

vetsi, a ne zadny.

54



4.3 Vyluhovatelnost

Vysledky v tabulkdch odpovidaji vzorkiim nepouzitym. Vysledky u vzorki
kolonizovanych bakteriemi prakticky odpovidaly vzorkiim nepouzitym, proto lze fici,
ze bakterie nijak zasadné neovliviuji kvalitu vrstvy a jeji propustnost pro ionty
substratu. Nékteré hodnoty byly o trochu vétsi, nékteré zase o trochu mensi, ale to mize

byt zptsobené i chybou méteni.

Tabulka 14 - Obsah Zeleza a manganu ve vyluhu po 24 hodinach

Fe (mg/l) Mn (mg/l)
vzorek 1 9,89 0,057
vzorek 2 13,4 0,062
vzorek 3 6,36 0,051
vzorek 4 7,04 0,053
vzorek 5 7,96 0,052
vzorek 6 10,4 0,065
vzorek 7 9,97 0,057
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Tabulka 15 - Obsah Zeleza a manganu ve vyluhu po 14 dnech

Fe (mg/l) Mn (mg/l)
vzorek 1 137 0,475
vzorek 2 104 0,417
vzorek 3 10,6 0,057
vzorek 4 44,4 0,166
vzorek 5 93,7 0,300
vzorek 6 10,4 0,053
vzorek 7 19,3 0,102

Tabulka 16 - Obsah Zeleza a manganu ve vyluhu po 30 dnech

Fe (mgl/l) Mn (mg/l)
vzorek 1 264 0,816
vzorek 2 299 0,975
vzorek 3 283 0,905
vzorek 4 273 0,882
vzorek 5 293 0,942
vzorek 6 310 0,962
vzorek 7 278 0,892

Jiz po 24 hodinach (tabulka 14) se ve vyluhu objevil mensi obsah Zeleza a
stopové mnozstvi manganu. Rozdil dvou fadi odpovida slozeni substratu. Z téchto

vysledkil 1ze usoudit, ze ani jedna z vrstev neni moc vhodna pro dalsi aplikace.
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Nepiedpoklada se, Ze by se pies vrstvu nic neuvoliiovalo, ale po 24 hodinach by se ve

vyluhu mélo vyskytovat maximaln¢ stopové mnozstvi prvka obsazenych v substratu.

Po 14 dnech (tabulka 15) jsou vysledky vyluhti velmi rozmanité. Z téchto
vysledki jiz Ize stanovit, ktera vrstva je nejvhodné;jsi a ktera naopak nejméné vhodna. U
vzorkl 3 a 6 jsou vysledky prakticky stejné jako u vyluhu po 24 hodinach. Pii stanoveni
obsahu manganu u vzorku S7 ziejmé doSlo k chybé méfeni, protoze byl ve vyluhu
name¢fen mensi obsah nez po 24 hodindch. To miize byt zplsobené Spatnym
protiepanim vyluhu pied odebranim nebo spiSe odchylkou méteni. Naopak u vzorki 1,

2 a 5 doslo k velkému nartstu obsahu zeleza i manganu, a to dokonce o jeden fad.

Po 30 dnech (tabulka 16) se obsah Zeleza a manganu u vSech vzorkt prakticky
srovnal. U vzorkl, které se po 14 dnech zdaly byt nejvhodnéjsi, doslo k velkému
nartistu obsahu zeleza a manganu. Naopak u vzorku 1, ktery byl po 14 dnech nejhorsi,
doslo k nejmensimu nartistu a po 30 dnech se jevi jako nejvhodnéjsi. Z dlouhodobého
hlediska jsou tedy nejvhodnéjsi vzorky 1 a 4. Naopak u vzorku 6 a 2 byl ve vyluhu

zaznamenan nejvetsi obsah Zeleza i manganu.

Porovnani vyluht jednotlivych vzorki
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Graf 3 - Porovnani vyluht jednotlivych vzorku pro Zelezo
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Porovnani vyluht jednotlivych vzorku
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Graf 4 - Porovnani vyluhu jednotlivych vzorku pro mangan

Na grafech 3 a 4 je porovnani vyluhd jednotlivych vzorkd po 24 hodinach, 14
dnech a mésici. Graf 3 je pro zelezo a graf 4 pro mangan. Na obou grafech lze vidét, Ze
obsah prvki byl postupem Casu vétsi. Nejvice rozdilnych vysledkt bylo dosazeno ve 14
dennim vyluhu, kde se vysledky u jednotlivych vzorku velmi lisily. U vzorku 1 je
uvoliovani Zeleza a manganu spiSe linedrni, u ostatnich vzorki je spiSe skokové. Po
mesici jsou vysledky u vSech vzorkd prakticky totozné. Z dlouhodobéjsiho hlediska
tedy neni zadna z vrstev vhodnéjsi nez ta druha. D4 se ocekavat, ze i po delsi dobé bude

obsah zeleza a manganu v jednotlivych vyluzich velmi podobny.
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4.4 Kluzné vlastnosti, hodnoceni soudinitele treni

Nejvétsi soucinitel tfeni vykazuje vzorek 7, naopak nejmensi vzorky 1 a 4.

Vsechny hodnoty soucinitele tfeni jsou zndzornény v tabulce 17 a v grafu 5.

Tabulka 17 - Hodnoty soucinitele tieni jednotlivych vzorku

vzorek vz1 vz 2 vz 3 vz 4 vz 5 vz 6 vz 7

Soucinitel | 0,21 0,22 0,23 0,21 0,28 0,24 0,33
tieni (-) +0,03 +0,03 +0,03 +0,02 +0,06 +0,04 +0,04

Hodnoty soucinitele tieni vSech vzorku
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Graf 5- Hodnoty soucinitele ti‘eni v§ech vzorku
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5 Diskuze a shrnuti vysledku

Vhodnost a porovnani jednotlivych vzorkii z hlediska provedenych testi je
uskutecnéno podle pouzitych parametrii depozice pfi nanaseni tenkych povlaka. Vrstvy
Ize rozdélit do tii skupin. Kolonizace bakteriemi jednotlivych vrstev je také provedena

dle chemického slozeni. Na zavér je posouzena vhodnost vrstev pro dalsi aplikace.
Skupina 1

Tabulka 18 - Prvni skupina vzorku

Konstantni M¢ni se pomér plyni | Vzorky
U (bias), | arc (A) | C2H2/N2
-40V,85A |20/160
30/140
75/150

93/80

~NoTN e

Pomér plynt je vzestupné vétsi se vzorky, tedy vzorek 1 mé nejmensi pomér
plynt a vzorek 7 nejvétsi. S rostoucim pomérem plynt (vice acetylenu a méné dusiku)
jsou vrstvy vice kolonizovany bakteriemi (Staphylococcus aureus). Nejvice

kolonizovany je vzorek 5 (viz graf 1). Nejméné kolonizovany bakteriemi je vzorek 1.

S rostoucim pomérem plynid se ve 14dennim vyluhu vyskytovalo méné Zeleza.
Klesajici tendenci s rostoucim pomérem plyni ma, s nepatrnym rozdilem, i obsah
manganu ve vyluhu. Nejméné zeleza a manganu se ve vyluhu vyskytovalo u vzorku 7.
Nejvice Zeleza ve vyluhu vzorku 1 a nejvice manganu ve vyluhu vzorku 2. Tento
vysledek se ale nezopakoval u 30denniho vyluhu. Stale plati, Ze nejméné Zeleza a
manganu se vyskytovalo ve vyluhu vzorku 1, avSak nejvétsi obsah Zeleza a manganu je

vyluhu vzorki 2 a 5.

Soucinitel tfeni jednotlivych vzorka je rostouci s rostoucim pomérem plyni. I
pfesto, Ze by s vétSim obsahem uhliku mél soucinitel tfeni klesat, u téchto vzorka se to
neprokazalo. Divodem mize byt velké mnozstvi kysliku ve vrstvach, jak je znazornéno
v tabulce 3. Naopak s klesajicim mnozstvim titanu ve vrstvach se zvétSuje hodnota

soucinitele tfeni. Nejvétsi hodnota soucinitele tfeni byla naméfena u vzorku 7, coz

v
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hodnota soucinitele tfeni byla naméfena u vzorku 1, u kterého bylo mnozstvi kysliku ve

vrstvé 3,7 hm %.

Skupina 2

Tabulka 19 - Druha skupina vzorku

Konstantni M¢éni se Vzorky
U (bias), | arc (A)
pomér plyna CoH2/N2 |-40V, 85 A 2,
30/140 -60V,85A 3,
-40V, 125 A 4

Ukazalo se, ze rozdilné napéti (vz 3) nebo proud (vz 4) pii stejném poméru
plynt maji vliv na kolonizaci vrstev bakteriemi. Ukazalo se, ze ¢im vétSi napéti nebo
proud, tim vice kolonizovand byla vrstva. Vzorky 2 a 4 byly deponovany pfti stejném
napéti, avSak vice kolonizovana byla vrstva deponovana pii vétsim proudu (vz 4).

Vzorky 2 a 3 byly deponovany pfi stejném proudu, ale vzorek 3 je vice kolonizovan

Mrwe

Pouzité napéti a proud maji vliv 1 na obsah zZeleza a manganu ve vyluhu. U
vzorku 3, ktery byl deponovan s vétsim napétim a stejnym proudem jako vzorek 2, se ve
vyluhu vyskytovalo méné zeleza a manganu. Pozitivni vliv na obsah Zeleza a manganu
ve vyluhu ma zvysSeni hodnoty proudu z 85 A na 125 A. U vzorku 4 (- 40V, 125 A) se
ve vyluhu vyskytovalo méné Zeleza a manganu. Toto porovnani se tykalo 14denniho
vyluhu. U 30denniho vyluhu se toto tvrzeni potvrdilo. Opét se tedy u vzorku 4
vyskytuje ve vyluhu méné zeleza a manganu nez u vzorku 2. Vliv zvySeni napéti se
projevil u vzorki 2 a 3 tim, Ze se snizil vyskyt zZeleza a manganu ve vyluhu u vzorku 3.

Po 30 dnech se tento rozdil v hodnotach nevyskytuje.

cv v

vzorku 4 (- 40V, 125A). Nejvétsi hodnota soucinitele tfeni byla naméfena u vzorku 3
(- 60 V, 85 A). Zvyseni proudu z 85 A na 125 A vedlo K sniZzeni soucinitele tfeni.

Zvyseni napéti z -40 V na -60 V naopak lehce navysilo hodnotu koeficientu tfeni.
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Skupina 3

Tabulka 20 - Treti skupina vzorki

Konstantni Méni se Vzorky
pomér plyntt CoH2/No,

75/150 | arc (A)

U bias (V) 85 A 5,
-40V 125 A 6

U ptedchozi skupiny se ukazalo, ze pouzity proud ma vliv na kolonizaci vrstvy
bakteriemi. V tomto pfipadé ma proud opacny vliv na kolonizaci vrstvy bakteriemi.
Vzorek 6 byl deponovan pii vétsim proudu, ale je méné kolonizovany nez vzorek 5. V

tomto ptipad€ muize hrat roli vétsi pomér plynd nez u predchozi skupiny.

U vzorku 6, ktery byl pti deponovan pii vétSim proudu nez vzorek 5, se ve 14
dennim vyluhu vyskytovalo podstatné méné Zeleza a manganu nez u vzorku 5. Tyto
vysledky odpovidaji skupiné 2. Po 30 dnech se ve vyluhu vzorku 6 vyskytovalo vice
zeleza a manganu nez ve vyluhu vzorku 5. Nemizeme tedy na 100 % tvrdit, ze by mél

proud zasadni vliv na vyluhovatelnost vrstev.

Vzorek 6 (- 40 V, 125 A) mé& nizsi hodnotu soucinitele tfeni nez vzorek 5 (- 40,
85 A). U skupiny 2 mél vzorek 4, deponovan pii stejném proudu jako vzorek 6,
nejmensi soucinitel tfeni. VySsi proud se tedy projevuje 1 na souciniteli tfeni, a to
pozitivn¢. Kromé proudu hraje roli i vyssi pomér plynti a obecné zastoupeni prvkii ve

vrstve, napf. titanu.
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Vliv chemického slozeni na kolonizaci povrchu vrstev

Chemické slozeni ma na kolonizaci povrchu bakteriemi velky vliv. Mé vrstvy
maji vSechny z hlediska prvkl stejné slozeni, avSak kvili riznym pomérim plynt pfi
depozici nemaji stejné procentualni zastoupeni vSech prvki, jak mizeme vidét v tabulce

3. Lze tedy porovnat vliv chemického slozeni na kolonizaci povrchu bakteriemi.

Nejméné kolonizované vzorky jsou v primeéru vzorky 1 a 2. Ob¢ vrstvy obsahuji
oproti ostatnim vrstvdm méné uhliku, vrstva 1 dokonce nejméné (7,8 hm %), a vice
titanu, vrstva 1 dokonce nejvice (71,3 hm %). Ob¢ vrstvy také obsahuji nejvice dusiku,
nejvice ve vrstvé 2 (18,6 hm %), avSak zastoupeni dusiku je ve vSech vrstvach
prakticky stejné, tedy kromé vrstvy 7, kde je zastoupeni dusiku o polovinu mensi nez v
ostatnich vrstvach, proto z téchto tdaji nelze urcit vliv dusiku. Kromé vrstvy 7 jsou
urCujicimi prvky uhlik a titan, kde je zména ve slozeni znatelna. Ve vrstvach je kromé
titanu, dusiku a uhliku také kyslik, ale ten nebude v tomto piipadé¢ zahrnut do
porovnani, protoze by se ve vrstvach kyslik vyskytovat nemél. Nejvice kolonizovana
vrstva je v pruméru vrstva 5. V této vrstvé je v porovnani s ostatnimi vrstvami druhé
nejvetsi zastoupeni uhliku (25,8 hm %) a druhé nejmensi zastoupeni titanu (50,2 hm %).
Z tohoto lze usoudit, ze vyssi zastoupeni uhliku ve vrstvach a niz$i zastoupeni titanu ma

pozitivni vliv na kolonizaci bakteriemi.

Nejvice uhliku (35,1 hm %) a nejméné titanu (33,3 hm %) obsahuje vrstva 7. U
pfedchozich vrstev se ukéazalo, Ze by dle téchto udaji méla byt tato vrstva
nejkolonizovanéjsi. Je v pruméru jednou z nejkolonizovangjSich vrstev, avSak ne
nejvice, tou je pravé vrstva 5. Zde muze sehrat roli pravé zastoupeni dusiku (9,0 hm
%), které je skoro o polovinu mens$i nez u ostatnich vrstev. Z tohoto tedy vypliva, zZe

¢im méné dusiku ve vrstve, tim méné je vrstva kolonizovana.

Progndza vlivu uhliku a titanu na kolonizaci povrchu bakteriemi se nepotvrzuje
u vrstvy 3, kterd obsahuje vice titanu a méné uhliku nez vrstva 2, ale je v priméru vice

kolonizovana. V tomto piipadé se muze jednat o chybu pii méfeni.
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Vhodnost vrstev TiCN pro dalsi aplikace

Vrstvy TiCN prosly biologickymi testy, testy vyluhovatelnosti a také byly
zjisStovany jejich kluzné vlastnosti. Biologické testy ukazaly, ze vSechny vrstvy TiCN
nejsou antibakteridlni. Pouze vzorky 1 a 2 v téchto testech uspély. Pro dalSi méieni
navrhuji optimalizaci depozi¢nich parametri u zbylych vrstev. Ukézalo se, Ze
vhodnéj$imi jsou ty vrstvy, které v sobé obsahovaly vice titanu. Pfi testu
vyluhovatelnosti doslo pravdépodobné k poruSeni vrstvy u jednotlivych vzorkl, protoze
obsah Zeleza a manganu byl ve vyluhu pfili§ vysoky. V tomto pifipadé se nepotvrdila
vyborna adheze TiCN vrstev. Opét bych v tomto ptipadé navrhoval spise jiné depozi¢ni

parametry, nez které jsem pouzil ja. Kluzné vlastnosti jsou pro dalsi aplikace dostacujici.

Vrstvy TiCN jsou ve zdravotnictvi Casto vyuZzivané, avSak je tieba zvolit
spravny pomeér plynt pii depozici a také spravny proud a bias. Z mych vzorkti bych pro
dalsi aplikace doporucil vzorky 1(C2H2/N2 - 20/160 sccm, -40 V, 85 A) a 2 (C2H2/N2 -
30/140 sccm, -40 V, 85 A).
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6 Zavér

V této diplomoveé prace jsem se sezndmil s fadou metod pro tvorbu a hodnoceni
tenkych vrstev. Vybral jsem vrstvy, které by mohly byt vhodné pro aplikace ve
zdravotnictvi. Pro Gcely této prace jsem zvolil tenké vrstvy TiCN. Déle jsem navrhl
rizné parametry depozice tenkych vrstev TiCN, které byly deponovany v Centralni
laboratofi aplikované fyziky na Bulharské akademii véd v Plovdivu, a to metodou PVD,

konkrétn¢ napafovani pomoci obloukového vyboje (Cathodic Arc Plasma Deposition).

Otestoval jsem biologickou interakci s povrchem tenkych vrstev. Cilem bylo
zjistit, jaké vrstvy budou nejméné kolonizovany bakteriemi. Pro testy jsem pouzil dva
rizné kmeny bakterii. Prvnim kmenem byl Staphylococcus Aureus a tim druhym
Escherichia Coli. Poté jsem spolupracoval pfi provedeni testu vyluhovatelnosti vSech
vzorkd. Vyluh jsem analyzoval z nepouzitych vzorkt a i ze vzorku, které byly po

biologickych testech. U vSech vrstev jsem také zméfil jejich soucinitel tfeni.

Na zavér jsem podle vysledk provedl diskuzi a vyhodnotil jednotlivé testy
podle parametrii depozice. Jednotlivé vzorky jsem rozdélil do skupin podle stejnych
vybranych parametrt a hodnotil je na zakladé ménicich se jinych parametrti. Takeé jsem
zhodnotil kolonizaci jednotlivych vrstev bakteriemi na z&kladé chemického slozeni

vrstev. A na konec jsem vybral vzorky, které bych doporucil pro dalsi aplikace.

Na zaklad¢ experimentil se prokazalo, Ze rlizné parametry depozice maji do jisté
miry vliv na vysledky biologickych testil, testii vyluhovatelnosti a tribologické analyzy.
Jako nejvhodnéjsi se jevi vzorek 1, ktery je v priméru nejméné kolonizovany
soucinitel tfeni. Naopak nejméné vhodnym kandidatem je vzorek 5, ktery je primérné
nejvice kolonizovan bakteriemi. V testu vyluhovatelnosti dopadl jako jeden z nejhorSich
a byla u né¢j namétena vétsi hodnota soucinitele tfeni ve srovnani s ostatnimi vzorky.
Vliv chemického slozeni na kolonizaci povrchu bakteriemi se potvrdil jako zasadni.
Bakterie se 1épe uchycuji v téch vrstvach, kde je méné titanu a vice uhliku. Naopak se
mén¢ uchycuji tam, kde je méné uhliku a vice titanu. Zastoupeni dusiku ve vrstvach se

na kolonizaci projevuje pozitivne.
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