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Seznam pouZzitych zkratek a symboli
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AlSI

aj.
Al,O;
apod.

ASTM
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Cr
CrCN
CrN
CvD

CXIl

(@]

CSN

DC

DIN

stupeni Celsia

mikrometr; 1 pm = 0,000001 m (metru)
trojdimenzionalni/trojrozmérny

Atomic Force Microscopy (mikroskopie atomarnich sil)

American Iron and Steel Institute

(Americky institut pro Zelezo a ocel)
ajiné

oxid hlinity

a podobn¢

American Society for Testing and Materials

(Americké spolecnost pro testovani a materialy)

cirka (pfiblizn¢)

chrom

karbonitrid chromu

nitrid chromu

Chemical Vapour Deposition (Chemicka depozice z plynné faze)
Ustav pro nanomaterialy, pokro¢ilé technologie a inovace
¢islo jednaci

¢islo

Ceskoslovenska statni norma

Direct Current (stejnosmérny proud)

Deutsche Industrie-Norm (némecka narodni norma)
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E. coli
EDS
ESEM
eV

Fn

FS

Ft
FZS
glem®
Gram-
Gram+
HV

KNL

MCF
mj.
mi

mm

napf.
Ni
nm

Obr.

Escherichia coli

energiove disperzni spektroskopie
environmentalni skenovaci elektronova mikroskopie
elektronvolt; 1 eV = 1,602 176 634 x 10™°J
pritlacna sila pisobici kolmo ke sméru pohybu
Fakulta strojni

treci sila ptisobici proti sméru pohybu

Fakulta zdravotnickych studii

gram na centimetr krychlovy

gramnegativni

grampozitivni

Vickers Hardness Value (jednotka tvrdosti podle Vickerse)
Krajska nemocnice Liberec

metr

McFarland Unit (McFarlandtv zakalovy stupeti)
mimo jiné

mililitr; 1 ml = 0,001 I (litru)

milimetr; 1 mm = 0,001 m (metru)

newton

napiiklad

nikl

nanometry; 1 nm = 0,000000001 m (metru)

obrazek
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1 Uvod

Protetick¢ pomicky vyuzivané v biomedicin€ slouzi jako ndhrada poSkozenych Casti
lidského téla. Mezi nejcastéji vyuzivané kovové materidly patii AlSI 316-L nerezova
austeniticka ocel CSN 10088-1 1.4404. Jeji cena je ve srovnani s jinymi kovovymi
biomaterialy nizka, ma pfijatelnou biokompatibilitu, pfiznivé mechanické vlastnosti a je
odolna vici korozi. Tato ocel se vyuziva jako material pro implantaty pouzitelné pro
vyrobu umélych kloubt, kostnich desek, kardiovaskularnich a koronarnich stentt, ¢asti
srdecnich chlopni a také pro zubni implantaty a ortodontické draty. Ve srovnani

napiiklad s kosti je méné pruzna a vzhledem ke své velké hustoté i o dost t€zsi. (1)

Dalsi nevyhodou je, ze prostiedi lidského organismu je pro kov celkem agresivni
a mize zacit dochazet k poskozeni povrchu implantatu. Kazdy kovovy element, ktery
se uvolni, nemusi zpusobovat problémy, ale prvky jako jsou napi. nikl a chrom, které
jsou v austenitické oceli zna¢né obsazeny, mohou u pacienta vyvolat alergie nebo

zanéty, a to kvuli jejich toxickym Géinkim. (2)

Biomaterialy, které v dneSni dobé v mediciné pouzivame, nebyly piivodné vytvoreny
pro medicinské ucely. VétSina z nich byla urcena pro strojni primysl. Ptikladem je
vyuziti titanovych slitin ¢i karbonu v automobilovém pramyslu. Tyto slouceniny
se ukazaly byt vhodnym materidlem 1 pro vyuziti uvniti lidského téla, a to diky svym

mechanickym a jinym vlastnostem, kdy lidské télo material vice ¢i méné akceptuje. (2)

Avsak ve vétsing ptipadi povrch materidlu kvili svému chemickému slozeni a dalSim
aspektim neni vhodny pro pouziti v biologickém prostfedi, a tudiz je cilem povrch
modifikovat, napfiklad nanesenim tenké vrstvy. Aplikace tenkych vrstev ma i dalsi
vyhody: prodlouzeni funk¢nosti, omezeni negativni reakce pacienta (sniZeni toxicity),

zvySeni odolnosti viicéi korozi a opotiebeni. (3)
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2 Teoreticka cast

2.1 Tenké vrstvy

Oznacenim tenka vrstva rozumime Vrstvu, kterd se pohybuje v rozmezi od nckolika
desitek nanometri az do fadu mikrometrii a je nanesena na zakladni material, ktery
oznacujeme jako substrat. Tenké vrstvy maji Siroké vyuziti, napt. v elektrotechnickém
prumyslu, ve strojirenstvi, v dekoraci a v biomedicing. V biomediciné je hlavni vyuziti
pii pokryti povrchu materiali, jelikoz v mnoha piipadech byvaji samotné substraty pro
télo toxické, a proto potiebuji byt pokryty tenkou vrstvou, kterd neni pro organismus

Skodliva a zaroven zlepSuje mechanické vlastnosti materialu a jeho Zivotnost.

V ramci predkladané prace jsme vybrali vrstvy TiN, ZrN, TiCrC, TiCrN a TiCrCN.

Odtivodnéni vybéru téchto vrstev jsme uvedli dale v textu.

211 TiN

Tyto vrstvy se diky svym charakteristickym vlastnostem fadi mezi nejcastcji a nejdéle
vyuzivané. Jsou vyhodné jak z ekonomického hlediska, tak i svymi vlastnostmi, mezi
které patii naptiklad to, Ze maji velmi vysokou odolnost proti opotiebeni, vysokou
tvrdost, nizky koeficient tfeni a zvySuji houZevnatost néstroje. Vyznacuji se také nizkou
reakci s kovovymi materialy, odolnosti vici korozi a vysokou biokompatibilitou,
a z tohoto divodu se s nimi mizeme Setkat hlavné jako s povlaky na ortopedickych
implantatech, kloubnich Sroubech a kycelnich ndhraddch. Mizeme je nalézt v rliznych
odstinech barvy od Zluté az po hnédou. D¢je se tak z diivodu obsahu dusiku, ktery je

pfitomny v zafizeni béhem povlakovani. (4)

212 ZrN

Jedna se o vrstvy, které maji velmi podobné vlastnosti jako TiN, ale s tim rozdilem, Ze
jiz nejsou tak ekonomicky vyhodné. Jde o znacné drazsi povlak, ktery se diky své barvé

vyuziva velmi €asto v dekorativnim povlakovani. Zatimco TiN je spiSe barvou podobny
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mosazi, tak ZrN je téZce rozeznatelny od barvy zlata. Jedna se o pfiblizn¢ 30 % tvrdsi
povlak nez TiN, vykazuje vyss$i kluzné vlastnosti a za vysSich teplot ma lepsi
chemickou a tepelnou stabilitu. Nastroje, které jsou povlakovany tenkou vrstvou ZrN,
vydrzi az o 1 000 % déle nez nastroje nepovlakované a jejich adheze k podkladu je
jedna z nejvysSich. Dale jsou materidly pokryty touto vrstvou velmi odolné proti
opotiebeni. Jedna se o variantu, ktera je Zadouci u pacientt, ktefi trpi alergii na kovovy

material. (5)

2.1.3 TiCrC

Povlaky z karbidu chromu jsou Siroce vyuzivany v mechanickém primyslu diky své
odolnosti vic¢i korozi, mechanickym vlastnostem a relativné nizké cené. Tento typ
vrstev je velice odolny vici oxidaci pfi vysokych teplotach. Vyuziti je vSak omezené
Vv disledku jeho malé tvrdosti. V kombinaci s titanem, ktery ma naopak tvrdost velmi
vysokou, je tento problém vyteSen. Karbid chromu titanu ma ale velmi nizkou tendenci

k adhezi k povrchu. (6)

2.1.4 TIiCrN

Kombinace TiN a CrN zplsobuje zvySeni tvrdosti materidlu, a z tohoto diivodu ma
vrstva velmi vysokou otéruvzdornost. Zbarveni této tenké vrstvy je do svétle zlaté,
ato z davodu obsahu vné&jsi povrchové vrstvy TiN. Jednou z vyhod je, ze se jedna
0 jednu z nejlevnéjSich modifikaci substratu na trhu, a tudiz je velice vyhodna pro
pfipady, kdy je nutné materidl pokryt levné a zaroven tak, aby byl odolny vuci
opotiebeni. Kombinace je znama také pro svou dobrou odolnost proti korozi a oxidaci.
Nastroje, na kterych jsou vyuZzity tyto povlaky, nalezneme vétSinou pii chirurgické

operaci a pro frézovani za pouziti procesni kapaliny. (7)

2.1.5 TIiCrCN

Vrstvy s CrCN jsou znamé predevsim svym nizkym koeficientem tfeni a vysokou

ptilnavosti k povrchu. Déle ma tato vrstva velmi vysokou lomovou houZevnatost, coz
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znamena, ze materialy pokryté takovou vrstvou jsou odolné proti zlomeni v piipadé,
Ze je v materidlu pfitomna néjakd prasklina. Kombinaci Ti s CrCN vznikd material

odolny proti opotiebeni. (8)

2.2 Metody povlakovani

Cilem povrchové modifikace je zvySeni kvality pouzivaného materialu. Povrchové
upravy ovlivituji zivotnost materialu, provozni spolehlivost, vyuzitelnost a naroky
na udrzbu. Pokud neni povrchova ochrana dostate¢na, mize znehodnotit i velmi dobry

material. Povrchova ochrana ovliviiuje nejen funkénost vyrobk, ale i jejich vzhled.

I kdyz vzhledové naruSena zatizeni jsou jesté funkéné vyuzitelna, tak klesd jejich

prodejnost.

V Ceské republice se aplikuji povlaky na vice neZ 600 milionéi m? kovovych povrchil

ro¢né. Primérna Zivotnost aplikované vrstvy ¢ini 6 let. (9)

Existuje cela fada metod povlakovani. Jaka metoda povlakovani bude vyuzita,
se rozhoduje podle pozadovanych mechanickych a fyzikalnich vlastnosti materialu.
Mezi tyto vlastnosti patii napiiklad 1 korozni odolnost. K metoddm povlakovani fadime
napfiklad nastiikdvani povrchové vrstvy, navafovani, platovani, elektrolytické
vylucovani a dalsi. Zakladnimi technologiemi povlakovani tenkych tvrdych vrstev,

které se vyuzivaji v biomedicing, jsou CVD a PVD metoda. (9)

Chemical Vapour Deposition (CVD) je metoda povlakovani, kde se vyuzivaji chemické
reakce k vytvoreni vrstev. U této metody se vyuZivaji hlavné halogenidy pfechodnych
kovli. Vétsinou se jedna o kapaliny s nizkou teplotou varu z divodu vyuziti ve vakuu

ve formé pary. (10)

Ktivky bodt varu n¢kterych halogenida znazoriuje Obr. 1.
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Obr. 1 Ktivky bodt varu n€kterych halogenida
(ptelozeno a vybarveno z piedlohy 10, s. 102)

i i
L] T

Vznik vrstvy probiha pomoci tékavych vychozich latek, které mezi sebou na povrchu
materialu, ktery chceme pokryt, reaguji. Proces probihd za vysoké teploty, minimalni
teplota byva kolem 750 °C, coz byva ve vétSiné piipadii nevyhoda, jelikoz
mnoho technickych materiali za takovéto teploty za¢ne piichazet o svou tvrdost
a dalsi mechanické vlastnosti nebo za¢ne dokonce tat. Cely tento proces probiha

ve vzduchotésném reaktoru. (10)

Physical Vapour Deposition (PVD) je castéji vyuzivana metoda povlakovani, kde
se vyuzivaji fyzikalni déje k vytvofeni vrstvy. Proces povlakovani probiha naptiklad

formou naprasovani nebo napafovani. (10)

Metoda napafovani probiha tak, ze se material budouci vrstvy (tzv. target) nejprve
odpafi. Jedna se bud’ o var, nebo sublimaci, zalezi, zda material byl v kapalné ¢i pevné
fazi. (9) Po odpafeni, pary materidlu kondenzuji na povrchu cilového povrchu
(substratu). Pro odpafovani se vyuziva vysoké vakuum s cilem zrychlit vypafovani

a potlacit oxidaci. (10)

Princip metody napafovani ve vakuu znazorniuje Obr. 2.
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Obr. 2 Princip napafovani ve vakuu / 1. napafované
pfedméty, 2. vypatovany kov, 3. neutrdlni plyn,
4. vyparnik, 5. napojeni vakuového cerpadla (9, s. 137)
U metod napafovani existuje nekolik zptisobt piipravy. Nejjednodussi a nejéastéji
vyuzivanym zpisobem je pfiprava elektrickym odporovym ohtfevem. Pii tomto zpiisobu
napafovani je materidl vlozen do nadobky, tzv. lodicky. Tento zplsob je aplikovan
za nizké teploty, a tak se jako zdroj tepla vyuziva naptiklad elektronové délo (silny
elektronovy paprsek) ¢i elektricky oblouk. (10) Princip napafovani pomoci elektrického

oblouku znazortiuje Obr. 3.

V predkladané bakalaiské praci jsme pouzili metodu napafovani, kterd se nazyva
Arc PVD, coz je obloukové odpafovani. Diky obloukovému vyboji je moZzné intenzivni
vypafovani materialu katody. (9) Bohuzel tato metoda miZze mit negativni dopad
na vytvareny povlak, jelikoZ se na ném mohou vytvaret kapénky, které ovliviuji

vlastnosti povlaku. (10)

Me+ Me++
& ek
Me+ Me
i Elektrony
Me () 30 V; 100 A
-] jom DL M
1 Minipool “ "‘ {I‘.Pevny terCik ;

Obr. 3 Princip napafovani s nizkotlakym elektrickym obloukem,
kde Me jsou ionty odpafovaného kovu (10, s. 104)
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Forma napraSovani je zaloZena na principu, kde se z desky (target) pomoci elektrického
vyboje, ktery se vytvari ve vakuu, odprasi nanaseny materidl. NejCastéji se jednd

0 doutnavy vyboj. (10)
Existuje mnoho metod napraSovani, jejich pichled jsme znazornili v Tab. 1.

Tab. 1 Prehled fyzikalnich metod naprasovani (10, s. 138)

Naparovani NaprasSovani

odparovani terce:

R o odporovym ohifevem rozpraSovani terce:
Zpiusob ziskavani . L
. elektronovym svazkem DC vybojem
deponovanych castic ; . o
obloukovym vybojem RF vybojem
laserem
o . 5 o argon, xenon, popi.
Pouzita atmosféra vakuum popft. reaktivni plyn L
reaktivni plyn
Pracovni tlak 10°Pa 0,1 az 10 Pa
o piima cesta na substrat s rozptyl castic vlivem
Transport ¢astic . . L
minimem srazek srazkového procesu
Energie ¢astic 0,2az1,0eV 0,1 az 100 eV
dobra (zavisla na teploté . )
Adheze ) velmi dobra
substratu)
Druh substratu kovy, keramika, sklo kovy, keramika, sklo, plasty
. . kovy, keramika, slitiny,
Druh povlaku kovy, keramika, slitiny y y

slouCeniny

2.3 Metody hodnoceni tenkych vrstev

Metody hodnoceni tenkych vrstev se odvijeji od toho, co chceme na dané vrstvé
sledovat. V této praci se zabyvame pouze nejzakladnéjsimi metodami hodnoceni, mezi
které patii chemické slozeni vrstvy, povrchova struktura a tribologické vlastnosti. Dale

muzeme sledovat tvrdost, tloustku, povrchové napéti a dalsi charakterizace vrstvy.
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2.3.1 Mikroskopické metody hodnoceni

Pro urc¢eni chemického slozeni vrstvy vyuzivame skenovaci elektronovou mikroskopii.
Pti sledovani morfologie povrchu lze pouzit mikroskop atoméarnich sil ¢i konfokalni

mikroskop.

2.3.1.1 Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

Zkratka AFM vychdzi z anglického nazvu Atomic Force Microscopy. Tuto
mikroskopickou metodu vyuzivame pro trojrozmérné zobrazeni povrchu. Schéma
metody znazoriiuje Obr. 4 nize. Metoda funguje na principu skenovani povrchu
postupné bod po bodu pomoci ostrého hrotu, a z tohoto diivodu jsme schopni docilit
velmi vysokého rozliSeni. Hrot je umistén na konci raménka (tzv. kantilévru), viz
Obr. 5, ktery je dlouhy nékolik mikrometri, jeho $picka ma primér kolem 10 nm. Hrot
i raménko jsou vétSinou zhotoveny ze stejného materialu, ale disponuji jinou funkei.
Hrot snimd atomarni silu a raménko umoziuje piedavat informace o sile do okoli. Ohyb
a odklon raménka je zpisoben vzajemnym plisobenim mezi hrotem a povrchem vzorku.
Raménko je ovlivnéno plisobenim nékolika druhii sil, mezi tyto sily patfi van der
Waalsova sila a odpudiva sila. (11) Zavislost meziatomovych sil na vzdalenosti hrotu

od povrchu vzorku znazornuje Obr. 6.

- Laser
- Detektor
- Zreatko

- Skener
- Nosnik

- Hrot

Obr. 4 Schéma AFM mikroskopie
atomarnich sil (12)
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THERMD Hi@.BK F.ABem

Obr. 5 Snimek raménka s hrotem pii AFM

mikroskopii (13)

odpudiva sila

0
@ |} prerusovany
® kontakt

1 kontakt

vzdalenost (hrot—-povrch vzorku)

1nm

) j:?-"""i-aez kontaktu B

pfitaZzliva sila

Obr. 6 Zavislost meziatomovych sil na vzdalenosti hrotu
od povrchu vzorku pro AFM mikroskopii (11)

Vyhodou AFM mikroskopie je, Ze se vzorek nemusi nijak pfedem upravovat, lze s nim
dokonce pracovat i v kapalném prostiedi, coz je vyhodou pfi sledovani biologickych

vzorkd, které vétSinou byvaji uchovavany naptiklad ve fyziologickém roztoku.

Samoziejmé ma tato metoda i své nevyhody, mezi které patii naptiklad nizka rychlost
snimani, vysoké riziko ulomeni hrotu (tj. vy$si cena méfeni). Dale muze hrot svoji
velkou blizkosti u vzorku zplsobit deformaci obrazu tim, ze se muze lehce znecistit

nebo zachytit o vzorek.
Existuje nékolik rezimu, které pro snimani povrchu mizeme pouzit:
a) Kontaktni rezim (Obr. 7)

Pfi tomto rezimu hrot lehce skenuje povrch vzorku a udrzuje od vzorku vzdalenost
mensi nez nékolik desetin nm. Mezi kantilévrem a vzorkem dochazi ke vzdjemnému

silovému ptlisobeni. Toto piisobeni ma dopad na ohnuti raménka s hrotem. Sila, ke které
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dochazi mezi hrotem a povrchem, je zde odpudiva. Diky tomu, ze zde dochazi
k pfimému kontaktu, tak je tento typ rezimu zna¢né vhodny pro zkoumani tvrdsich

materiald. (11)

&£ &L FEF FF o FF

Obr. 7 Znazornéni kontaktniho reZimu
pro AFM mikroskopii (14)

b) Bezkontaktni rezim (Obr. 8)

Béhem tohoto typu rezimu kmitd raménko s hrotem v tésné blizkosti sledovaného
povrchu. Hrot je vzdalen od vzorku tadové v jednotkach az desitkach nm. Sila, ktera
pusobi mezi atomy vzorku a hrotu, je pfitazliva. Jedna se o silu velikosti pfiblizné
102 N. (15)

Vzhledem k takto malé velikosti sily je nekontaktni rezim vhodny pro méteni mekkych
a elastickych testovanych materiald. Muze vSak zobrazovat i drsnéj$i vzorky, ale
V tomto pifipadé bude méteni probihat vyrazné pomaleji. Pfiznivé je, ze zde nenastane
znecisténi ¢i poskozeni povrchu studované latky. Nevyhodou je, ze s pouzitim tohoto
rezimu nelze dosédhnout tak velkého rozliSeni, a to z diivodu, ze se na vzijemném

pusobeni podili vyssi pocet atomu. (11)

55y s F s

Obr. 8 Znazornéni bezkontaktniho rezimu
pro AFM mikroskopii (14)

c) Poklepovy rezim (Obr. 9)

Jedna se o propojeni kontaktniho a bezkontaktniho rezimu. Tento typ se velice podoba
nekontaktnimu rezimu, ale s tim rozdilem, Ze je zde mnohem vé&tsi kmit, a tim padem
dochdzi k obcasnému dotyku kantilévru a vzorku. Tento rezim je vyhodnéjsi
nez kontaktni rezim z divodu, kdyby hrozilo poskozeni povrchu vzorku pfiliSnym
ttenim, a zaroven je vyhodnéjsi nez reZim nekontaktni v pfipadé, kde je nutné snimat
vétsi plochu. Nevyhodou tohoto rezimu je, ze hrot nelze udrzet ve stfedni vzdalenosti

nad povrchem a stale preskakuje. Z tohoto diivodu rozliseni neni tak kvalitni. (11)
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Obr. 9 Znazornéni poklepového rezimu
pro AFM mikroskopii (14)

2.3.1.2 Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM)

Diky rastrovaci elektronové mikroskopii jsme schopni pozorovat a charakterizovat
testovany material z hlediska jeho morfologie povrchu, strukturni organizace
a chemického slozeni. Vysledkem byvéa dvourozmérny obraz, kde vSe mizeme vidét
velmi detailné diky velké hloubce ostrosti, kterou tento typ mikroskopu disponuje.
Obraz se zde vytvaii postupné skenovanim povrchu pomoci svazku elektronti, které
dopadaji na vSechna mista vzorku postupné; odrazeny paprsek se posléze prevede

na viditelny obraz. (16) Princip rastrovaci elektronové mikroskopie znazoriiuje Obr. 10.

V konstrukci SEM mikroskopu se nachdzeji nad vzorkem cocky, které soustiedi
elektronovy svazek do uzkého mista na preparatu. Komora, kam se testovaci vzorek
vklada, je ale vétsi, jelikoz jsou kolem vzorku umistény detektory. Tato komora je
odvzdu$néna, jelikoz elektrony mohou cestovat vzduchem pouze na malou vzdalenost.
U rastrovaci mikroskopie rozliSujeme Ctyfi skupiny elektronti, které opoustéji povrch
vzorku: zpétné odrazené elektrony, které udavaji informace o charakteru povrchu
materialu a o slozeni. Jejich rozliSovaci schopnost ¢ini 50-200 nm. Sekundarni
elektrony, které udavaji informace ptfedevSim 0 topografii povrchu. RozliSovaci
schopnost ¢ini 5-15 nm. Dale Augerovy elektrony, které jsou vyraZeny ze vzorku,
a pomoci udaji o jejich energii Ize ucinit kvalitativni analyzu, kterou jinak nazyvame
prvkova analyza, a jako posledni elektrony priméarni, jejichz proud projde elektronovou

cockou a poté se vytvoii obraz. (16)

U tohoto typu mikroskopu neni nutné, aby byl vzorek pruhledny; pro elektrony je
potteba pouze vzorek, ktery je elektricky vodivy. Z tohoto diivodu u kovu sta¢i pouze
vzorky tadné ocistit, aby obraz nebyl zkresleny, a u nevodivych nebo biologickych
vzorkll je nutné na vzorek nanést vrstvu vodivého materialu (nejCastéji se pouziva

napafovani zlatem). Dale je také moZznost piepnuti na specidlni moéd zvany ESEM
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(environmentalni SEM), kdy se komora pomalu napousti plynem, ktery napomaha
vybijeni naboje. (17)

zdroj

kondenzor 1

clona
kondenzoru

kondenzor 2

rastrovaci civky
dotakt il objektiv
etektor —
RTG zafeni __ (T datektor BSE
\
vzorek N [ detektor SE
STEMova &st mikroskopu || L
(= 5] [ detektor HAADF
| 1
e | detektor ADF

VYSUVNY
detektor BF T

Obr. 10 Princip rastrovaci elektronové mikroskopie (18, s. 13)

2.3.1.3 Konfokalni mikroskopie

Mezi hlavni vyhody konfokalni mikroskopie patfi moznost konstrukce 3D obrazi,
vysoké rozliSeni a vysoka hloubka ostrosti, kterd nam umoZiluje pozorovani i na téch

nejdrsnéjsich povrsich. (15)

Princip konfokalni mikroskopie spoc¢iva v odstranéni nezddouciho rozptyleného svétla
mimo zaostieni a zvySeni kontrastu oblasti, ktera je zaostfena objektem. (15) Vyssiho
kontrastu je dosazeno tim, ze konfokalni mikroskopie misto UV zatfeni vyuZziva laserovy
paprsek, coz umoziuje i provedeni optickych fezt, diky kterym pak pomoci softwaru

mizeme prevést skenovany obraz do trojrozmérné podoby. (19)

Konfokalni mikroskop se skladd z fluorescenéniho mikroobalu, n€kolika laserovych
svételnych zdrojl, konfokélni skenovaci hlavy s optickym a elektronickym zatfizenim
a pocitace, ktery obsahuje software pro zpracovani a analyzu obrazu. Skenovaci hlava
obsahuje nésledujici aparaty: vstupy z jednoho nebo vice externich zdroji laserového

svétla, sadu fluorescencnich filtrii, mechanismus rastrového skenovéani zalozeny
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na galvanometru, jeden nebo vice otvori s proménnou dirkou pro generovani
konfokalniho obrazu a detektory fotondsobicli pro rizné fluorescencni vinové délky,

viz Obr. 11. (19)

detektor(fotondsobic) —

konfokalni clona

laserovy délic paprska .‘. )

bodovy zdroj

¢ocka objektivu g

vzorek

N »
ohniskova rovina —s $ovacene
v

Obr. 11 Princip konfokalni mikroskopie
(ptelozeno do Ceského jazyka) (19, s. 270)

2.3.2 Metody hodnoceni mechanickych vlastnosti

Mezi metody hodnoceni mechanickych vlastnosti tenkych vrstev patii zkouska
tribologie, které se v této praci vénujeme, ale dale sem také patii naptiklad kalotest,

ktery urcuje tloustku tenké vrstvy, a zkouska tvrdosti tenké vrstvy.

2.3.2.1 Tribologie (tieci vlastnosti)

Tribologie se zabyva zkoumanim dvou materialli, které jsou ve vzajemném kontaktu
pfi pohybu. Oba materidly na sebe plisobi a vytvaii mezi sebou tfeni a nasledné
opotiebeni. (20) Tribometr pro méfeni tfecich charakteristik (Obr. 12) mazanych
a nemazanych kontaktli v Sirokém rozsahu otacek a zatizeni nam umoziuje seznamit
se s problematikou tfeci dvojice a miry opotfebeni pii kontaktu dvou materialii pfi tfeni
na sucho nebo s lubrikantem. Pfistroj umoziuje méfeni dle norem ASTM G99, ASTM
G133 a DIN 50324. (21)
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Obr. 12 Tribometr pro such¢ i kapalné
prostiedi (zdroj vlastni)

Tribologicky systém pro testovani kluznych vlastnosti 1ze efektivné vyuZit pii testovani
zeleznych a nezeleznych kovi, polymert, keramiky, papiru, kompozitu, tenkych
a tlustych povlaki, jakoz i pevnych maziv, mazacich kapalin, oleji a tuhych maziv.
K dispozici jsou tribologické testovaci rezimy Pin-on-Disc, Ball-on-Disc a Linedrni
vratny tribologicky test. (21)

Pro experimenty se nejcastéji pouziva metoda Ball-on-Disc (Obr. 13), kde F;znadi tieci
silu piisobici proti sméru pohybu, F, je pfitlacna sila plisobici kolmo ke sméru pohybu,
R zna¢i polomér stopy opotiebeni, Vv zna¢i smér pohybu. Principem zkousky je
vtlacovani pevné uchyceného téliska (kulicky) s definovanym zatizenim do zkusebniho
vzorku (disku). Vzorek se pfitom otaci pfedem stanovenymi otackami a vykonava

pfedem stanoveny pocet rotacnich cykll nebo jede urcitou délku drahy.

Zatizeni je opatfeno citlivym senzorem polohy, ke kterému je uchycen drzak
s vlozenym téliskem (pin nebo kulicka). Koeficient tieni mezi téliskem a diskem je

vyhodnocovan z méteni pusobicich sil. (21)

Tribologickou zkouskou miizeme hodnotit:
— prabeh koeficientu tfeni v zavislosti na poctu cykli,
— velikost a charakter opotiebeni t¢liska,

— velikost a charakter vytvorené tribologické stopy na vzorku.
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Obr. 13 Princip metody Ball-on-Disc (22)

Tteni je definovano jako odpor proti vzajemnému pohybu dvou téles v oblasti jejich

styku. Tteci sila F; zavisi na koeficientu tfeni p a zatézné sile Fy. Zakladni vztah mezi
jednotlivymi veli¢inami je dan rovnici:

Ft .

U=— Rovnice 1 (20)

=
kde:  F¢[N] — je tieci sila ptisobici proti sméru pohybu,
Fn [N] — je pfitla¢na sila pasobici kolmo ke sméru pohybu,
1 — je koeficient tfeni.

V mediciné¢ je vyuziti tribologie velice dilezit¢ piedevsim z divodu hodnoceni
interakce a hodnoceni Zivotnosti biomateridlu. Cilem testovani je sniZeni castého
nahrazovani implantatu, a tudiz i vyS$$i kvalita Zivota pacienta. Tribologické testy ndm
fikaji, k jakému tfeni a opotfebeni dochazi mezi dvéma povrchy. Toto je dulezité
predevsim u kloubnich implantatii, kde dochazi k velkému tieni a opotiebeni kloubnich

povrchu, hodnotit miizeme také vliv pfitomnosti synovialni tekutiny (mnozstvi, slozeni

apod.) v kloubu. (23)

2.3.3 Hodnoceni biologické kompatibility a hemokompatibility

Biokompatibilita je schopnost materialu snést biologické prostiedi (jako napiiklad okoli
tkani pacienta apod.). Material dle odpovédi organismu Klasifikujeme jako toxicky,
bioinertni, bioaktivni nebo bioresorbovatelny. (24) Jako toxicky material oznacujeme

takovy, ktery zptisobuje smrt nebo poskozeni okolni tkan¢.
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Bioinertni material znamena, Ze je material netoxicky a biologicky neaktivni. Materialy
bioaktivni jsou takové, které jsou sice netoxické, ale biologicky aktivni a mezi
materidlem a hostitelskou tkani vznikaji mezifazové vazby. Jako bioresorbovatelné
oznaCujeme materialy, které jsou netoxické, ale zcela vstiebatelné a nahrazeny
hostitelskou tkani. Biokompatibilni material nesmi byt toxicky, karcinogenni a nemé¢l

by vyvolavat alergie. (25)

Existuje mnoho testi biologické kompatibility. Patfi sem napiiklad sledovani
antibakteridlnich vlastnosti povrchu materidlu. Mezi nejjednodussi testy patii test
biocidity pomoci modifikovaného Kirby-Bauerova testu, kde antibakterialni vlastnost
vzorkd urcujeme pomoci méfeni ,halo* zon. Hemokompatibilita je specificky druh
biokompatibility, ktery je nezbytné sledovat u materialu, ktery bude v kontaktu s krvi.
Material, ktery neni hemokompatibilni miize zplisobovat krevni srazeniny a hemolyzu
(rozpad Cervenych krvinek). Materidl, u kterého je prokézéano, ze je biokompatibilni,
nemusi byt hemokompatibilni, jelikoz slozky v krvi a procesy, které v ni probihaji, jsou
natolik odlisné od ostatnich procest v jinych tkanich, ze se tento problém fesi
samostatné. (26) Pokud chceme prokazat hemokompatibilitu vzorku, tak nejcastéji

vyuzivame testy hemolyzy.

Testy jsou hodnoceny bud’ vyluhem z materialu (dale hodnoceny spektrofotometricky),
nebo testy krevni srazlivosti, kde vystavime vzorek do kontaktu s celym krevnim sérem
a sledujeme krevni desticky. Vzdy vzorky vyhodnocujeme a porovnavame s materialy,
u kterych vime, Zze hemolyzu nezptisobuji. Testy mohou byt provadény i kontaktnim

postupem, kdy buiiky vystavime ptimo pusobeni sledovaného materialu. (27)
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3 Vyzkumna Cast

3.1 Cile a vyzkumné predpoklady

Cilem prace je navrhnout metody a postupy pro studium parametri a vlastnosti tenkych
vrstev. Provedeme charakterizaci povrchu tenkych vrstev, kde stanovime drsnost,
slozeni a strukturu vrstev. Navrhneme metody pro hodnoceni interakce povrchu

s biologickym prostiedim a bakterialnimi buiitkami.

K témto experimentliim jsme si vybrali jako biologické prostfedi krev a bakteridlni
buniky kmene Escherichia coli. Dale experimentalné ovéfime stabilitu tenkych vrstev
v rizném biologickém prostiedi za vlivu pH a teploty. Ke konci prace posoudime

a stanovime shody a rozdilnosti dosazenych vysledkt s odbornou literaturou.

Predpokladem je, ze riizné typy tenkych vrstev budou mit jiné fyzikalné-chemické
vlastnosti a tyto vlastnosti budou silné ovliviiovat interakci s biologickym prostfedim.
Dale také, Ze nalezneme podminky (typ vrstvy), které povedou ke snizeni bakteridlni
adhese k povrchu, ¢ehoz nasledkem je eliminace vzniku zanétu nebo vylouéeni

negativni reakce téla na cizi téleso (implantat).

3.2 Metodika vyzkumu

Vyzkum jsme realizovali na riznych pracovistich. Vyuzili jsme laboratot mikroskopie
atribologie na Katedie materialu FS Technické univerzity v Liberci, Laboratof
biologie a molekularni biologie CxI TU v Liberci a také laboratoie FZS TU v Liberci,

a to v dobé mezi listopadem 2019 a zatim 2020.

3.2.1 Popis studovanych vzorki

V ramci této bakalatrské prace zkoumame 6 rtiznych vrstev nanesenych na austenitickou
chirurgickou ocel AISI 316 L. Tenké vrstvy byly naneseny na podklad pomoci metody
Arc PVD (Cathodic Arc Deposition), kterd vyuziva obloukové odpatfovani.
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Pro porovnéani jsme u nékterych experimentl testovali i vzorek samotné austenitické

oceli. Fotodokumentace jednotlivych vzorki je zaznamenana v Tab. 2,

Tab. 2 Fotodokumentace jednotlivych vzorka tenkych vrstev

AlSI 316L

TiN ZrN TiCrC

TiCrN TiCrCN_20 TiCrCN_50

! .'glll‘lllgll!:gl;lL !II..I’»I‘.III-!
10 11

12
TR RTINS

Obr. 14 Méteni parametrti AISI 316 L pomoci posuvného
méfitka — ostatni vrstvy maji stejné rozmeéry (zdroj vlastni)
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20 mm

20 mm -

Obr. 15 Schéma s parametry vzorku
(zdroj vlastni)

3.2.2 Hodnoceni drsnosti povrchu tenkych vrstev

Struktura povrchu a jeho kvalita ma znac¢ny vliv na délku Zzivotnosti a spolehlivosti
materidlu. Soucasti struktury povrchu je drsnost povrchu, kterd vznikd pii vyrobé
materialu. K drsnosti povrchu se vaze odolnost povrchu vici opotiebeni, korozi a tieni,

které vznika pii kontaktu povrchu s okolnim prostfedim.

K vyhodnoceni drsnosti povrchu tenkych vrstev jsme vyuzili dvou metod — konfokalni
mikroskopie a mikroskopie atomarnich sil. Toto bylo uéinéno s cilem porovnani
dosazenych vysledkit hodnoceni drsnosti povrchu tenkych vrstev. U mikroskopie
atomarnich sil jsme pouzili metodu dotykovou, zatimco u konfokalni mikroskopie jsme

pouzili metodu bezkontaktni.
a) Konfokalni mikroskopie

U méfeni na konfokalnim mikroskopu SENSOFAR S Neox jsme mohli sledovat hned
nékolik dulezitych parametri. Nejznaméjsi metodou hodnoceni drsnosti povrchu je
stiedni aritmeticka vychylka Ra. Princip vypoc¢tu je znazornén na Obr. 15 a v rovnici 2.
S vyvojem méficich technik nyni muzeme charakterizovat i trojrozmérny povrch
pomoci specialné navrzenych parametri (Tab. 3), které vykazuji detailngjsi povrchovou
charakterizaci. Plosné parametry drsnosti povrchu (Obr. 16) jsme definovali dle normy
CSN EN ISO 25178.
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Obr. 16 Princip vypoc¢tu drsnosti povrchu (28)
1 |y1l+ vz +1ysl+ .t [Ynal .
Rq = ~ Yyl = /= n3 i Rovnice 2 (28)

Tab. 3 3D parametry povrchové struktury

Sa[pm] | primérna aritmetickd vySka (primérna drsnost povrchu)
S, [um] primérnd kvadratickd vyska povrchu (standardni odchylka rozdéleni
9tk vysek nebo RMS drsnost povrchu)
Sul] Sikmost rozdé€leni vysek (3. statisticky moment, posuzuje symetrii kiivky
rozdéleni vysek)
Sel] Spicatost (4. statisticky moment, posuzuje plochost kiivky rozdéleni
vysek)
S, [um| maximalni vyska vrcholu (vyska mezi stfedni rovinou a nejvyssim
pib vystupkem)
Sv[pm] | maximalni hloubka dna (vyska mezi nejnizsi prohlubni a stfedni rovinou)
S;[pm] | maximalni vyska (vySka mezi nejnizsi prohlubni a nejvy$s$im vystupkem)

V praci se zabyvame pouze dvéma parametry — primérnou aritmetickou vysSkou

Sa @ maximalni vyskou S;.

Aritmeticky pramér vysky pozorovaného povrchu S,

Jedna se o aritmeticky primér ordinélnich dat v absolutni hodnoté pfedem definované

oblasti A. Je ddna vztahem:

%ffA |z(x, y)|dxdy Rovnice 3 (29)

Maximalni vy$ka pozorovaného povrchu S,

Je definovana jako soucet maximalni hodnoty vysky vrcholu Sy a maximalni hodnoty

hloubky dna uvniti pfedem definované plochy S,. (27)

Sz=Sp+Sv Rovnice 4 (29)
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Obr. 17 Schéma vySkovych parametri povrchové textury (30)
K méfeni drsnosti povrchu jsme pouzili objektiv se zvétsenim 20%. Méfeni probihalo na
péeti mistech povrchu vzorku. Vysledky z méteni jsou uvedeny v tabulkéach v priloze A.
b) Mikroskopie atomarnich sil

Pfi méfeni drsnosti povrchu na mikroskopu atomarnich sil jsme pouzili pfistroj
JPK Nanowizard 3. Velikost skenované plochy na povrchu vzork byla 10 x 10 pm.
Hodnoceni probihalo v tzv. kontaktnim rezimu. Naméfena data jsme zpracovali

v softwaru Gwyddion 2.50, kde jsme vytvofili 3D model povrchu zkoumanych vzorkd.

3.2.3 Hodnoceni chemického sloZeni tenkych vrstev

Hodnoceni chemického slozeni tenkych vrstev jsme provedli pomoci rastrovaciho
elektronového mikroskopu Carl Zeiss ULTRA Plus s vyuzitim plosné EDS analyzy
(Obr. 18), ktery ma v sobé zavedeny mikroanalyticky systém Oxford. K zobrazeni jsme

vyuzili sekundarni elektrony. Zvolili jsme rtizna zvétseni pii urychlovacim napéti 5 kV.
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Obr. 18 Energiové-disperzni spektrum chemického slozeni vzorku TiCrC
pomoci SEM

3.2.4 Hodnoceni tribologickych vlastnosti tenkych vrstev

Hodnoceni tribologickych vlastnosti vrstev jsme provedli pomoci tribometru TRB3

pro suché 1 kapalné prostfedi znacky Anton PAAR za pouziti fyziologického roztoku,

ktery jsme nalili do vanicky pfistroje (Obr. 19).

Obr. 19 Znazornéni upevnéni tieci dvojice (tenka vrstva
a kuli¢ka z materialu Al,O3) a méficiho pfistroje
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Kapalinou, kterou jsme do piistroje pouzili, byl fyziologicky roztok, je to z divodu
piiblizeni se prostfedi lidského téla. Teplotu fyziologického roztoku jsme nastavili

na 37 °C pro simulaci obvyklé t€lesné teploty.

Béhem testu jsme teplotu udrzovali konstantni. V pribéhu experimentu jsme pouzili
zatizeni 10 N. Rychlost otaceni vzorku, ktery jsme upevnili v drzaku, ¢inila 60 rpm

(otacek za minutu), délka ujeté drahy byla 100 m.

Kuli¢ka (protitéleso), kterou jsme pii experimentu pouzili, byla z keramického
materialu Al,03 0 poloméru 6 mm (tvrdost: < 1 500 (HV10), teplotni odolnost:
<1900 °C, mérna hmotnost: 3,860 g/cm?).

Po ukonceni experimentu jsme pomoci konfokalniho mikroskopu SENSOFAR S Neox
zkoumali miru opotiebeni povrchu vrstvy testovaného vzorku a povrchu kulicky

(protitélesa).

3.2.5 Testy biolegické interakce

Pro stanoveni biocidity vzorkll jsme pouzili metodu modifikovaného Kirby-Bauerova
testu, kde se antibakteridlni vlastnost vzorkli ur€uje pomoci méfeni ,halo* zon, které
se po 24 hodinach kontaktu bakterii s povrchem vytvoii v t€sné blizkosti testovaného
vzorku. Pokud vzorek vykazuje antibakteridlni vlastnosti, pak je Sifka ,halo* zony
vyrazngj$i. ,,Halo* zéna je vzdélenost (udavana naptiklad v mm) od hranice vzorku
az do mista prvniho ristu bakterii (na agarovém podkladu v Petriho misce). Vétsi
vzdalenost vzorku od prvniho ristu bakterii (vyssi hodnota ,halo* zény) odpovida

vyznamnéjS$im antibakterialnim ucinkim.

Vysledek tak neni jednoznaéné€ kvantitativni, ale spiSe kvalitativni, a ma smysl

ve srovnavacich experimentech (porovnani s kontrolnim vzorkem).

Pro experimentalni ¢innost jsme zvolili bakterialni kmen Escherichia coli. Tento
bakterialni kmen je nejCastéji pouzivanym, a tedy 1 nejvice probadanym
mikroorganismem soucasné doby, vysledky ziskané v ramci této prace bude jednoduché
srovnat s vysledky ostatnich autori. Tento kmen jsme také vybrali z divodu jeho
ptirozeného vyskytu v lidském organismu, neni silné patogenni a je nenaro¢ny

na podminky kultivace. Agarové plotny jsme pfipravili vylitim sterilntho PCA agaru
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(plate count agar), jenz jsme ptipravili dle navodu (6,3 g PCA v 300 ml destilované
vody) do plastové Petriho misky (primér 90 mm). Sterilizace PCA agaru prob¢hla
v autoklavu pfi teploté 121 °C, tlaku cca 210 kPa, po dobu 10 minut.

V den inokulace jsme =z agarové plotny (pfipravena diive) stirali bakterie
do fyziologického roztoku pomoci mikrobiologické klicky, kterou jsme predem opalili
plamenem pro dosazeni sterilizace nastroje. PoZzadovany zakal média s bakteriemi byl
0,8 MCF, coz jsme vyhodnotili pomoci spektrofotometru Densi La Meter II.
Po dosazeni pozadované koncentrace jsme bakterie pomoci mikrobiologické klicky
rozetieli na sterilni agarové plotny. Poté jsme do jednotlivych misek poloZili nami
testované vzorky, které jsme predem sterilizovali v UV steriliza¢ni kabiné Clean view
box od firmy Cleaner Scientific. Kazdy vzorek jsme sterilizovali po dobu 5 minut
zobou stran. Nasledn¢ jsme naocCkované agarové plotny se vzorky umistili
do termostatu pii teplot¢ 37 °C. Po 24 hodinach inkubace jsme vzorky vyjmuli

z termostatu, nafotili a urcili jsme ,,halo* zony. Celé méteni jsme provedli v duplikatu.

3.2.6 Testy hemokompatibility

Pti testovani hemokompatibility jsme pouzili dohromady 8 vzorkl. Vzorky, na kterych
jsou nanesené testované tenké vrstvy, ocel AISI 316 L (detaily jsme popsali vyse)

a standardni podloZni myté mikroskopické sklicko (sodnodraselné sklo).

Podlozni sklicko jsme pouzili pouze v tomto testu, a to jako kontrolni vzorek
(k porovnani ucinkt tenkych vrstev), jelikoz sklo je inertni a biologicky neaktivni
material, u né¢hoz neptedpokladame zadnou reakci s krevnimi bufikami. Pro test jsme
pouzili realnou lidskou krev (poskytl anonymni dobrovolny darce). Osoba byla
zenského pohlavi, neuziva zadné 1€ky, které by vedly k hemokoagulaci ¢i mély jiny vliv
na krev, je nekufacka a netrpi zadnou nemoci, pro kterou by byla sledovana. Krev jsme
aplikovali na povrch jednotlivych vzorkd, kde jsme ji rozetieli tak, aby se vytvotila
tenka vrstva bunc¢k na povrchu. Cilem bylo vytvofeni mono-vrstvy tak, aby se bunky
vzajemné nepiekryvaly, jelikoz pak by nebylo mozné sledovat vliv piimého kontaktu
buniky s povrchem. Krevni buiky jsme zafixovali ptirozené (pifi 25 °C po dobu
10 minut). Po fixaci jsme vzorky sledovali na konfokalnim mikroskopu pii zvétSeni

150x. Na mikroskopu jsme sledovali interakci krevnich buné€k a jednotlivych vzorkd.
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3.3 Analyza vyzkumnych dat

V této podkapitole predkladame vysledky vyzkumného Setfeni, jejichZ prezentace je
podpotfena fotografiemi, které jsme pofidili b&hem experimentu, fotografiemi

z mikroskopu a zpracovanim dat do tabulek a grafi.

3.3.1 Analyza drsnosti povrchu tenkych vrstev

V pribéhu méteni jsme porovnali dvé metody hodnoceni morfologie povrchu — AFM

a konfokalni mikroskopie, viz Tab. 4.

Tab. 4 Mikroskopicka pozorovani povrchi vzorki

Vzorek 3D profil - AFM 3D profil - konfokalni
mikroskopie
AISI_316L
113 x95x0.3 pm ..,,;.
TiN
\(, S

10x10x1 pm fast 105m
ZrN

10x10x1.2 pm o A
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TiCrC
TiCrN
33
\in
10x10x1.4 pum on W 112 x95x0.2 ym e
TiCrCN_20
5% #
1ox1:;:o.s pm 112 x95x0.3 pym od
—_— s 040 —
TiCrCN_50
53
10 d‘;“, 113 x95x0.5 pm st
—— st 10um

Na nasledujicich grafech, Graf 1 a Graf 2, jsou znazornény primérné hodnoty
vySkovych parametrii s piislusnou smérodatnou odchylkou. Na kazdém povrchu jsme
provedli méfeni 3x a z naméfenych dat jsme vypocitali pramérnou hodnotu

a smérodatné odchylky. Tabulky s ptislusnymi daty jsou v ptiloze A.
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Graf 1 Vyhodnoceni drsnosti povrchu pramérné aritmetické vysky
pomoci konfokalniho mikroskopu
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Graf 2 Vyhodnoceni drsnosti povrchu maximalni vysky pomoci
konfokalniho mikroskopu

Nasledujici grafy, Graf 3 a Graf 4, jsou vyhodnocenim primérné aritmetické vysky
a maximalni vysky z AFM mikroskopie. Na kazdém povrchu jsme provedli méfeni
pouze jednou, z divodu vétsi Casové naro¢nosti nez u konfokalniho mikroskopu.

Tabulky s pfislusnymi hodnotami jsou soucasti ptilohy B.
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Graf 3 Vyhodnoceni drsnosti povrchu pramérné aritmetické vysky
pomoci AFM mikroskopu
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Graf 4 Vyhodnoceni drsnosti povrchu maximalni vysky

pomoci AFM mikroskopu

3.3.2 Analyza struktury a chemického sloZeni tenkych vrstev pomoci SEM

Na nasledujicich obrazcich (Obr. 20, Obr. 21 a Obr. 22) muzeme vidét snimky
ze skenovaciho mikroskopu, které nam ukazuji morfologii vrstvy, a v tabulce (Tab. 5)

zastoupeni jednotlivych prvki v kazdém vzorku v atomarnich procentech.
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AISI316L

aplikovaného povlaku (velikost métitka
odpovida 2 pum)

TiN ZrN TiCrC

odpovida 2 pm)
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Tab. 5 Chemické slozeni povrchu vzorki pomoci SEM (v [at. %])

Prvek C N Ti Cr Mn Fe Ni Zr Mo
AISI_316L 20 1 69 9 2
TiN 50 50 0
ZrN 49 51
TiCrC 57 24 20
TiCrN 48 25 27 0
TiCrCN_20 15 36 25 24
TiCrCN_50 30 20 27 23

3.3.3 Tribologické vlastnosti tenkych vrstev

Na nasledujicich obrazcich je zndzornéna draha po tribologickém experimentu, kde
na Obr. 23, Obr. 24 a Obr. 25 je znazornén profil odbrouseného materialu a na Obr. 26,
Obr. 27 a Obr. 28, je znazornéna §itka stopy.

Snimky jsme pofidili pomoci konfokalniho mikroskopu.

850x709x2.9um .

i 850x709x2.1pm o 5

850x709x175um

Obr. 24 Profil odbrouseného materialu po tribologické zkousce na vzorcich TiCrC
a TiCrN
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850x709x214um

850x709x175um

Obr. 25 Profil odbrouseného materialu po tribologické zkousce na vzorcich TICrCN_20
a TiCrCN_50

850x709um 850 x709 pm

Obr. 26 Hodnoceni $itky vytvotfené stopy po tribologickém experimentu u vzorkd TiN
a ZrN vuci kulicce Al,O3

 850x709um

Obr. 27 Hodnoceni $itky vytvotfené stopy po tribologickém experimentu u vzorki
TiCrC a TiCrN vuci kuliéece Al,O3
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Obr. 28 Hodnoceni $itky vytvotfené stopy po tribologickém experimentu u vzorkd
TiCrCN_20 a TiCrCN_50 vaci kulicece Al,O3

Sitka a hloubka stop, které vznikly pii tribologickém experimentu, jsou znazornény

spole¢né s prisluSnymi smérodatnymi odchylkami na nasledujicich grafech (Graf 5

a Graf 6). M¢feni probihalo ve ¢tyfech bodech oto¢enych o 90°. Data z méfeni jsou

uvedena v tabulkach, které se nachézeji v pfiloze B na konci této prace.
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Graf 5 Praimérné $itky stop vzniklych po tribologickych experimentech
na vrstvach
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Graf 6 Primérné hloubky stop vzniklych po tribologickych experimentech
na vrstvach

V pribéhu tribologického experimentu se zaznamenava koeficient tfeni jednotlivych

vzorkd, ktery je graficky znazornén v grafu nize (Graf 7).

TiCrN

—TiCrC

—TiCrCN-20
—TiCrCN-50

Koeficient tfeni [-]

TiN

ZrN

0 500 1000 1500 2000 2500
Cas [s]

Graf 7 Zaznamy koeficientl tfeni v pribéhu tribologického experimentu

3.3.4 Analyza biocidnich vlastnosti tenkych vrstev

Na nasledujicim obrazku (Obr. 29) jsou zobrazeny naockované agarové plotny

S testovanymi vzorky po 24 hodinach v termostatu.
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Obr. 29 Naockované agarové plotny se vzorky po 24 hodinach kultivace

3.3.5 Analyza interakce tenkych vrstev s krevnimi buiikami

Provedli jsme kontaktni testy sledovanych tenkych vrstev (+ kontrolni vzorek ve formé
skla) s lidskou krvi. Fotografie nize (Obr. 30, Obr. 31, Obr. 32 a Obr. 33) dokumentuji
vysledky z konfokalni mikroskopie.

AISI 316L

7 113x95 um % 113x95 um

Obr. 30 Interakce vzorku skla a oceli AISI 316 L s krvi
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Obr. 31 Interakce vrstev TiN a ZrN s krvi

113x95ﬂ
Obr. 32 Interakce vrstev TiCrC a TiCrN s krvi

TiCrCN_20 TiCrCN_50
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Obr. 33 Interakce vrstev TiCrCN_20 a TiCrCN_50 s krvi
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3.4 Analyza vyzkumnych cili a predpokladi, hypotéz ¢i vyzkumnych

otazek

V této kapitole jsme vyhodnotili stanovené cile a k nim vztahujici se vyzkumné

predpoklady a vyzkumné otazky.

3.4.1 Hodnoceni drsnosti povrchu tenkych vrstev

Jednim z cilii bylo provést charakterizaci povrchi tenkych vrstev. Na tento cil se vazala
vyzkumna otazka, zda jsou zvolené metody charakterizace povrchu (AFM a konfokalni

mikroskopie) prukazné.

Pii porovnani vysledki z konfokalni mikroskopie v grafech (Graf 1 a 2) je ziejmé, ze
nejveétsi drsnost povrchu byla naméfena u vzorku s oznafenim TiN, ale zaroven je
dilezité si vS§imnout, ze vzorky AISI 316 L a ZrN mély nejmensi odchylku od primérné

hodnoty.

Na Grafu 3 a 4 z AFM mikroskopu je vidét, Ze jsme naméfili nejveétsi drsnost povrchu
uvzorku TiCrN. Méteni pomoci AFM mikroskopu ma vyhodu v tom, Zze dosahuje
velmi vysokého rozliSeni (jednotky nm), ale na druhou stranu je dilezité si uvédomit, ze
je u méfeni AFM mikroskopii zachycena mnohem mensi plocha nez u Konfokalni
mikroskopie (10 x 10 um® AFM a 113 x 95 pm? konfokalni mikroskopie). Jedna
se 0 cely jeden fad mensi plochu, coz miize vést ke zkresleni vysledkil, kdy neméme
plné informace o stavu povrchu. Konfokalni mikroskopie dosahuje niz§iho rozliseni
(ve stovkach nm; v ose ,,z“ je rozliSeni cca 100 nm), ale tim, Ze hodnoti vétsi plochu
a zachycuje vétsi pocet defektli na povrchu vrstvy, dodava spolehlivéj$i informace

0 stavu povrchu.

U obou metod si miZeme povSimnout, Ze u zakladniho substratu AISI 316 L je mensi
drsnost povrchu nez po naneseni jakékoli vrstvy. Miizeme tedy konstatovat fakt, ze

po naneseni jakékoli povrchové upravy vzdy dochazi ke zvySeni drsnosti.
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3.4.2 Hodnoceni struktury a chemického sloZeni tenkych vrstev

Na povrchu ZrN a TiCrCN_20 jsou vidét vétsi ¢astice nez 2 um. Na povrchu TiCrC,
TiCrCN_50, TiCrN a TiN se vyskytuje vyssi poCet Castic s menSimi rozméry, coz
vzniklo v dasledku pouzité metody povlakovani. Bohuzel se jedna o nevyhodu Arc
PVD metody povlakovani. Od targetu se vzdy odd€li vétsi cCastice, ktera ulpi
na povrchu. Castice mohou byt soudasti mezivrstvy & vrstvy, tj. rist &astic miize za&it
V mezivrstvé a pokracovat az do findlniho povrchu. Toto miize vést 1 k tomu, Ze béhem
testi tribologie se mohou dané castice dostat do kontaktniho bodu (mezi vrstvou
a protitélesem), ¢imz se muze tenky povlak rychleji znicit, jelikoz ¢astice jsou tvrdsi nez

samotny material vrstvy (konzultace s Ing. Totkou Bakalovou, Ph.D.).

V ramci hodnoceni chemického slozeni vrstev se mtize na prvni pohled zdat, ze vrstvy
obsahuji vyssi procento toxického Cr, neZ je v piivodni nerezové oceli AISI 316 L.
urychlovaci napéti, nez by bylo vhodné. Pro ujisténi se v této domnénce by bylo vhodné

vzorky proméfit znovu s jinym nastavenim pfistroje.

Mimo jiné se toxicita prvku odviji i od toho, v jaké formé se v tenké vrstvé nachazi.
Na to, aby se zjistilo, jaké slouCeniny se ve vrstvach tvofi, se vyuziva XPS analyza.
Rentgenovd fotoelektronova spektroskopie (XPS) je zndma jako elektronova
spektroskopie pro chemickou analyzu, je to nejpouzivanéjsi technika pro analyzu
povrchu (predevsim diky relativné jednoduchému pouziti a interpretaci dat). Tuto

metodu bychom radi vyuzili pfi pokra¢ovani v diplomové praci.

3.4.3 Hodnoceni tribologickych vlastnosti tenkych vrstev

DalSim cilem bylo navrhnout metodu ¢i postup pro studium parametrit a vlastnosti
tenkych vrstev. Zvolili jsme studium otéruvzdornosti vrstvy, jelikoz se jedna o jednu
z nejdulezitéjsich charakteristik pii vybéru materialu s ohledem na jeho vhodnost
pro pouziti jako implantat. Tato metoda je vhodna a dilezitd naptiklad u tvorby
a hodnoceni kloubnich implantatt, jelikoz neustdle a dlouhodobé dochéazi k tfeni
materialu o sebe. Miize dochazet i k uvolnéni Castic materialu, které se poté uvoliuji

do krve pacienta. U vrstev tvofenych plazmatickou metodou material — substrat a vrstva
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drzi pospolu vazebnymi silami. Pouziti spravnych parametri depozice vede k tomu, Ze
je nanesena tenka vrstva se substratem v rovnovazném stavu. V zavislosti na typu tenké
vrstvy a dle podminek nanaseni se v materialu rizné vyskytuje zbytkové napéti, které
vznika jiz pii vyrob¢ vrstvy. Pfi plisobeni na vrstvu vnéj§imi silami (napi. vtlacovani
kulicky do vrstvy pfi tribologickém experimentu) za¢ne materidl reagovat a ve vrstvé

se zac¢ne napéti zvySovat.

Pokud napéti je tak vysoké, ze piekona mez pevnosti materialu, tak se vrstva zacne
zna¢né poruSovat anebo se muze uplné od substratu odtrhnout (konzultace s Ing. Totkou

Bakalovou, Ph.D.).

Je nezbytné si povsimnout, ze u vrstev TiCrC, TiCrCN 20 a TiCrCN_50 (Obr. 27
a Obr. 28) doslo pouze k plastické deformaci, zatimco u vrstev TiN, ZrN a TiCrN (Obr.
26 a Obr. 27) doslo krom plastické deformace také k Gplnému vydroleni materialu,

tj. poruseni vrstvy.

Na Obr. 26 vidime, ze doSlo k velkému poskozeni vrstvy, a z tohoto divodu lze
konstatovat, ze vrstvy TiN a ZrN nejsou vhodné k aplikaci jako implantaty, jelikoz

prokazaly mensi odolnost proti opotiebeni.

Z Obr. 27 muzeme vypozorovat, ze se vrstvy vlivem zatizeni a probihajicim
tribologickym procesim nicily. Vrstva TiCrC z divodu pietlaku a zaroven vlivem
fyziologického roztoku, do kterého byla ponotena, zafala praskat. Vrstva TiCrN bodovy
kontaktni tlak nevydrZela a béhem tribologického procesu se vytvofil krater na povrchu.
Toto muze byt zplsobeno $patnou adhezi vrstvy k povrchu ¢i kvalitou naneseného

povlaku.

Vrstva TiCrCN 20 zacala také praskat. U vrstvy TiCrCN_50 nebylo pozorovano
poruseni na povrchu, tj. vrstva pretlak vydrzela a v tomto experimentu dopadla nejlépe

Z hlediska otéruvzdornosti za konkrétnich podminek.

Je zajimavé si povSimnout, ze na mistech, kde se vytvofily praskliny (TiCrC
a TiICrCN_20), se praskliny vytvaiely ze stfedniho bodu do stran pod thlem zhruba

45 stupnti vici draze. Zadna z prasklin se nevytvoftila kolmo.

51



Z grafu (Graf 5) mizeme vycist, Ze co se tyka Sitky opotiebeni, nejlépe dopadly vrstvy
TiCrN a TiCrCN_50. Poté néasleduji vrstvy TiCrC a TiCrCN_50. Nejvétsi Sitku

opotiebeni za sledovanych podminek ma vrstva ZrN.

Na grafu (Graf 6), kde vidime znazornéni hloubky opotiebeni, nejlépe dopadla vrstva
TiCrN. Po ni nasleduji vrstvy TiCrCN 20 a TiCrCN_50. Nejhtte pak dopadla vrstva
TiCrC s hloubkou opotiebeni az 2,2 um.

Graf 7 znazornuje koeficient tfeni v zavislosti na ¢ase u jednotlivych vzorku. U vzorka
TiCrN, TiCrCN_50, TiN a ZrN mtzeme vidét vysoky koeficient tfeni, coz znamena, Ze
maji velmi nizké kluzné vlastnosti. Nejhtuife dopadla vrstva ZrN, u které se koeficient

tieni pohybuje velmi vysoko.

Vrstvy, které dosahly v tribologickém experimentu nejlepSich vysledkl, a tudiz maji
nejlepsi kluzné vlastnosti, jsou vrstvy TiCrC a TiCrCN_20 s prumérnym koeficientem

tieni v rozsahu 0,1 az 0,2.

Na zavér mizeme tedy Fici, ze vrstva TICrC ma velmi dobré kluzné vlastnosti, Sitku
opotfebeni mé také vyhovujici, ale u hloubky opotiebeni si z vrstev vedla nejhure.
Vrstva TiCrCN_20, ktera ma nejlepsi kluzné vlastnosti ze vsech vzorkl, ma dle

dosazenych vysledkt vyhovujici také i Sitku a hloubku opotiebeni.

Vrstvy, které bychom vyhodnotili jako vhodné pro vyuziti jako materialy k vyrobé
implantati z pohledu hodnoceni tribologickych vlastnosti, by tedy byly vrstvy
s ozna¢enim TiCrCN_20 a TiCrCN_50.

3.4.4 Hodnoceni biocidnich vlastnosti tenkych vrstev

Pro hodnoceni interakce povrchu s bakterialnimi bunkami jsme jako testovaci
organismus zvolili bakterialni kmen Escherichia coli. Pfedpokladali jsme, ze nalezneme
typ vrstvy, ktera povede ke snizeni bakterialni adhese k povrchu, ¢ehoz nasledkem je

eliminace vzniku zanétu nebo vylouceni negativni reakce té€la na cizi t€leso (implantat).

V ramci provedenych metod prace jsme nezjistili zvySeni/snizeni proliferace
bakterialnich bunék na povrchu tenkych vrstev. Studované povrchy vzorka

nevykazovaly zadny vliv na rGst bakterii (ani pozitivni ani negativni). To s nejvyssi
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pravdépodobnosti znamend, Ze materidly zadné antibakterialni vlastnosti na bakterie
Escherichia coli nevykazuji. Divodem nulové odezvy materialu na bakterie mize byt

i nevhodné zvolena metodika testovani.

Dle reserSe bychom dale v ramci hodnoceni modifikovanych povrchi doporucovali
pro naslednou diplomovou praci testy: hodnoceni viability bun¢k (naptiklad pomoci
pritokové cytometrie nebo pomoci pifimého pozorovani pod fluorescenénim
mikroskopem za vyuziti metody LIVE/DEAD Cell Viability Assays apod.). Tato
metoda umoznuje piimé pozorovani bunék na povrchu materidlu a identifikuje bunky

zivé a mrtvé (které je mozné dale pomoci analyzy obrazu vyhodnotit).

3.4.5 Hodnoceni interakce tenkych vrstev s krvi

Pro hodnoceni interakce povrchu s biologickym prostiedim jsme zvolili jako prostiedi
lidskou krev. Ze snimkt z konfokalniho mikroskopu je velmi zfetelné¢ vidét rizné
poskozeni krevnich bun€k na povrchu jednotlivych vrstev. Za ucelem Spravného
vyhodnoceni miry poskozeni bun€k jsme se dotdzali nékolika oddéleni klinické
hematologie. Prazska klinika (nepfeje si byt v praci zminéna) Se Vv laboratofich zamétuje
na zpracovavani klasickych natéri periferni krve rozetfené na podloznim skle
(v natérovém automatu). Hodnoceni krevnich bunék pomoci konfokalniho mikroskopu
neni pro tuto kliniku béznou metodikou, a tak nebyli schopni vysledky zcela adekvatné
hodnotit. Nicmén¢ je mozné zminit poznamku z jejich strany: sklo je rovné (bez dér
a vystupkt), ostatni materidly maji diry a Spicaté vystupky. Tato nerovnost mize vést

K tomu, ze nanesené buriky jsou zdeformované, rozbité/poskozené.

S timto nazorem se ztotoznili i na Oddéleni klinické hematologie v Krajské nemocnici
Liberec, kde nam bylo feCeno, Ze pfi roztirani krve na daném materialu, ktery je
nerovny, je smykové teni tak velké, ze se mize stat, ze se krvinky i uplné rozpuli.
Z tohoto davodu se dle nich jedna ptevazné o mechanické posSkozeni krevnich bunék
o reliéf povrchu. Otazkou stale ziistava, zda za deformaci bun¢k mtize struktura povrchu
nebo jeji chemické slozeni. Ze snimku Ize vidét, ze kde se nachazi prvek Cr, tak jsou
buriky vice poskozené nez jinde. Toto bohuzel ale nelze jednozna¢né posoudit. V tomto
ohledu bychom dale doporucovali provedeni vyluhovacich testd, kdy jsou testované

materialy po dobu 72 hodin umistény do definované kapaliny a poté je inkubaci
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kapalina smisena s nesrazlivou krvi. Je mozné také vyuzit testy, kdy probiha pifimy
kontakt povrchu materialu s bunéfnou kulturou (tkané€), tzv. pfimé hodnoceni

cytotoxicity materialu.

Jak naznacuje text vyse, tak pouziti konfokalni mikroskopie ke studiu krevnich bunék
stale neni obvyklé (ackoliv se v odbornych c¢lancich jiz vyuziva). Hodnoceni pomoci
konfokalniho mikroskopu jsme zvolili pfedev§im z toho divodu, Ze se jedna o moderni
a velice zajimavou metodu, kde je mozné hodnoceni nejen velikosti a struktury bunék,
ale i hodnoceni povrchové/vyskové zmény bunék. Navic konfokalni mikroskopie
nevyzaduje zadné upravy vzorku (jako u SEM mikroskopie) ani zadné dalsi fixace
materidlu (barveni apod.), jedna se o velice levné, jednoduché, rychlé a piimé

pozorovani vzorku, aniz by doslo k jeho poskozeni.

V obou ptipadech (z diivodu vyssi miry mechanického poskozeni a také z divodu
obsahu Cr) bychom ale vrstvy nedoporucili k aplikaci v ramci télnich implantati,

jelikoZ na povrchu doslo k degradaci bunék.
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4 Diskuze

Na zaklad¢ vysledkd ziskanych v prubéhu feSeni této bakalaiské prace miZeme
usuzovat nasledujici: vrstvy ze skupiny TiCrCN dopadly, z hlediska kluznych vlastnosti
a odolnosti proti opotiebeni, za sledovanych podminek z tribologického experimentu
nejlépe (zatizeni 10 N, rychlost otaceni vzorku 60 rpm, délka ujeté drahy byla 100 m,
kulicka (protitéleso) z keramického materialu Al;O3). U vrstvy TiCrCN-20 byly
na povrchu po ukonceni experimentu pozorovany praskliny. Vrstva TiCrCN-50 zatizeni
béhem tribologického experimentu odolala bez vétSich zmén na jejim povrchu.
Pramérna hodnota koeficientu téeni u vrstev TiCrC a TiCrCN-20 se pohybuje v rozmezi
0,1az0,2.

Studie (41) provadéna v centralni laboratofi aplikované fyziky na Bulharské akademii
véd zkoumala tribologické vlastnosti vrstev s piimési CrCN a porovnavali je s vrstvami
TIiCN. V jejich studii byly podminky tribologického testu shodné. Primérna hodnota
koeficientu tfeni se pohybuje v rozmezi 0,291 + 0,019 na ujeté draze 100 m. Uvadéji,
ze teplota fyziologického roztoku byla 44 °C. Teplota, kterou jsme pouzili my, byla
nastavena na 37 °C, coz mohlo vést k rozdilnym vysledkiim. Rozdil v namétenych
hodnotach koeficientd tieni mezi nasimi a jejich vysledky cinil 48,45 %. Na zavér ale
hodnoti vrstvy CrCN jako vrstvy s velmi dobrymi kluznymi vlastnostmi, coz je

v souladu s nasimi experimenty.

Studie (42) provadéna na Katedie strojirenstvi v Universiti Teknologi PETRONAS
v Malajsii zkoumala vrstvy CrN, CrCN a ZrN. V nasem experimentu dopadla vrstva
ZrN nejhtte ze vSech sledovanych. Koeficient tfeni této vrstvy byl pfili§ vysoky
(v rozmezi 0,6 az 0,7), tzn., Ze méla velmi Spatné kluzné vlastnosti, coz by mohlo
v praktickych aplikacich, kde jsou vyzadovany dobré kluzné vlastnosti, zptisobovat
problémy. U vrstvy ZrN byla také namétena nejvétsi Sitka opotfebeni stopy a vyskyt
plastické deformace vedl k poSkozeni a naslednému vydroleni Castice materialu (Sitka
stopy 461,6 um, a hloubka stopy 1,6 um). Nejvyssi hodnota hloubky stopy byla
zaznamenand u vrstvy TiCrC (2,2 um). Nicméné ve studii (42) bylo zhodnoceno, Ze
Sitka stopy vrstvy ZrN (nanesené pomoci PVD metody) Cinila pouze 195 um. V jejich
vyzkumu pouzili sice stejné protitéleso, ale délka ujeté drahy ¢inila pouze 10 m (navic

zna¢né nizsi byla 1 velikost zatizeni 1 N, rychlost otaceni byla vyssi 375 rpm).
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Bakteridlni adheze na povrchu implantati je Casty pocatecni problém v disledku vzniku
infekce v okoli implantatu; bakterie se dale mnozi a tvoii se biofilm. Biofilm poskytuje
bakteriim ochranné prostiedi, diky kterému jsou odoln€j$i vic¢i antimikrobialnim
latkam, pH prostredi, teploté apod. Infekce, které vznikaji v disledku tvorby biofilmu,
jsou casto zivot ohrozujici, a z tohoto divodu je jejich prevence velice dilezitd. (43)
V nasem experimentu jsme pouzili metodu modifikovaného Kirby-Bauerova testu, kde
se antibakterialni vlastnost vzorka urcuje pomoci méteni ,,halo* zon. Bakteriadlni kmen
vyuzit v naSem experimentu byl Escherichia coli. Studované povrchy vzorku
nevykazovaly zadny vliv na rust bakterii (ani pozitivni ani negativni). Z toho jsme

usoudili, Ze pravdépodobné materialy zadné antibakterialni vlastnosti nevykazuji.

Clanek (43), ktery byl sepsan na katedfe protetiky na Soulské statni univerzité v Koreji,
shrnuje rizné studie, které zkoumaly adhezi bakterii k povrchu zubniho implantétu.
Bakterialni kmeny vyuzivany ve studiich jsou Streptococcus sanguis a Streptococcus
mutans, coZ jsou bakterie obvyklé v dutiné ustni. VétSina vyzkumil popisovanych
v tomto ¢lanku ukazala, ze pfilnuti bakterii k povrchu roste tumérné s drsnosti povrchu.
V jedné ze studii byly pacientim odstranény netspé$né implantaty a bylo zkoumano,
jakych zmén bude dosazeno, kdyz tenka vrstva TiN bude nanesena pomoci PVD
metody na pivodni implantdt (my pouzili Arc-PVD metodu). Povlak TiN naneseny
touto metodou ma vyznamn¢ niz$i drsnost povrchu, a to o 50 % vzhledem k pivodnimu
povrchu bez nanesené vrstvy, a tim 1 adheze bakterii je snizena o 10 %. Stejny vysledek
byl pozorovan i v dalsi studii pfi sledovani vlastnosti povlaku ZrN, tj. opét doSlo
ke snizeni drsnosti povrchu v porovnani s materidlem bez tenké vrstvy (v naSem
experimentu se vzdy drsnost po naneseni vrstvy zvysila — toto je zplisobeno tim, Ze byla
pouzita jina metoda povlakovani). Pfi porovnani obou vrstev byl stanoven v ¢lanku (43)
zavér, ze mensi adheze bakterii byla pozorovana u ZrN (12,1 %) neZ u vzorku TiN
(19,3 %). Je zde zminéno ale i to, Ze mnoho védct popisuje minimalni nebo az nulové

rozdily mezi témito dvéma materialy.

Dal$i zminéna studie v ¢lanku (43) provedla experiment, kde nejvyssi mira kolonizace
nastala po 24 hodinach (hodnoceno na zéklad¢ poctu bun€¢k na povrchu pomoci SEM

mikroskopie) bez rozdilu mezi témito dvéma materidly (ZrN a TiN).

Studie (44) provadéna v Indii (Institute of Nano Science and Technology

(INST), Mohali) zkoumala bakterialni adhezi, antibakterialni vlastnosti povrchu
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a hemokompatibilitu. Pokusy se provad¢ly na vrstvach TiN pfipravenych na povrchu

austenitické oceli AISI 316 L.

Ve studii byly zkoumany parametry povrchové topografie a drsnosti nepotazenych
a potazenych vzorkd. Neupraveny substrat oceli AISI 316 L vykazoval nepravidelny
povrch s vystupky, kde hodnota drsnosti dosahovala 4,55 nm; pficemz v nasem
experimentu jsme namé&fili 54,3 nm. Povlak TiN (44) vykazoval na povrchu vzorku
rovnomérné rozlozeni zrn o pfiblizné shodné velikosti a hladky povrch s velmi nizkou

drsnosti jen 2,99 nm; pii¢emz v nasem experimentu jsme zm¢etili 73,3 nm.

Pii experimentu bakterialni adheze (44) byly vzorky nejprve sterilizovany stejnym
zpusobem jako naSe vzorky (pod UV lampou) a byly pievedeny spoleéné s bakteriemi
do Petriho misek s agarem, aby se zabranilo kiizové kontaminaci. Poté byly vzorky
ulozeny do termostatu pfi teplot¢ 37 °C po dobu 12 hodin (nase vzorky 24 hodin).
Navic byly studii zkoumané vzorky jesté pteneseny do tfepaciho inkubatoru po dobu
3 hodin pfi 110 ot./min. Vysledky ukazuji, ze vzorky s nanesenou tenkou vrstvou (TiN
a ZrN) vykazuji sniZzeni bakteridlni adheze. Nepotazeny podklad vykazoval vyssi
bakterialni adhezi nez TiN, a to az o 12,3 %, navic i tato studie se odkazuje na snizeni
drsnosti povrchu. Podle studie (44) ma na snizeni bakteridlni adheze vliv pfitomnost
dusiku, coz mize byt disledkem sniZeni povrchové energie, kterd napomaha snizovat

bakterialni adhezi k povrchu.

Antibakterialni vlastnosti vzorkt byly zkoumany (44) pomoci média obsahujiciho
bakterie, které byly po kapkach pfidavany na povrch vzorkd. Vzorky pak byly
ponechany pii pokojové teplot¢ po dobu 12 hodin. Antibakteridlni chovani kment
Staphylococcus aureus (Gram+) a Escherichia coli (Gram-) na povrchu materialu bylo
stanoveno LIVE/DEAD metodou barveni pomoci fluorescenéni mikroskopie (metodu
bychom radi vyzkouSeli v navazujici diplomové praci). Antibakterialni ucinnost
povrchu na bakterie E. coli se ukazala byt nizsi nez v ptipadé S. aureus. Jako duvod je
uvadéna morfologie bakterie E. coli, ktera ma tvar tyCinky a tak je pravdépodobnost
pfilnuti k povrchu vyssi. V porovnani s nemodifikovanym substratem (ocel) jsou
vysledky zanedbatelné — u Staphylococcus aureus nartst o 2 % a u Escherichia coli
0 3 %. Nemodifikovany povrch materialu 316 L vykazoval nizké antibakterialni ucinky,

coz je ocekavatelné, jelikoz na povrchu se nenachazeji zaddné antibakteridlni
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latky/prvky. Povlak TiN také nevykazoval antibakteridlni aktivitu proti patogennim

organismiim, coz se shoduje s nasimi vysledky.

Pti interakci krevnich bun¢k s implantovanymi materidly miize dojit k patologickému
procesu, jako tvorba mikrotrombii nebo trombdza, krvacivé komplikace,
hemodynamicka nestabilita a poSkozeni organii. V naSem experimentu jsme vyuzili
metodu pfimého kontaktu butiky s povrchem. Lidskou krev jsme rozetteli na jednotlivé
vzorky s cilem vytvofit monovrstvu a krev zafixovali pfirozené pii teploté 25 °C
po dobu 10 minut, pomoci konfokalniho mikroskopu jsme sledovali interakci krevnich
bunék se vzorky. Z diivodu degradace bun¢k na povrchu jsme dosli k zavéru, ze zadnou

ze sledovanych vrstev nedoporucujeme k aplikaci pro té€lni implantaty.

Ve studii (44) byly sledovany krevni desticky (pomoci epifluorescenéniho mikroskopu)
za ucelem vyhodnoceni trombogenity materiald. Byla vyuzita také lidska krev, ale s tim
rozdilem, Ze byla jesté¢ promichdna s citratem sodnym (jako antikoagulant snizujici
srazlivost krve), a poté byla provedena centrifugace krve (za uc¢elem zakoncentrovani
vzorku). Poté desticky o vysoké koncentraci byly kompromitovany homolognim
roztokem a exponovany na testovanych vzorcich po dobu 2 hodin. Vzorky oceli
potazené vrstvou TiN dale vykazovaly mensi aktivaci krevnich desti¢ek (niz8$i mira
srazeni) nez aktivace vzorkd nepotazenych. Toto se mohlo stit z divodu pfimichani

antikoagulacniho roztoku (ktery v predkladané praci pouzivan nebyl).

Mezi dalsi studie, které zkoumaly hemokompatibilitu nerezové oceli AISI 316 L
potazené vrstvou TiN patii studie z Katedry materidli a inZenyrstvi na Dalianské
technické univerzité v Ciné (45). Chirurgicka nerezova ocel AISI 316 L byla potaZena
vrstvou TiN obloukovym iontovym pokovanim. Hemokompatibilita byla zkoumana
méfenim Casu srazeni krve a pomoci testi adheze krevnich destiCek na povrchu.
Nejprve bylo na povrch vzorku nakapano 0,1 ml lidské krve (jako v piedchozi studii
byla krev antikoagulovana citraitem sodnym). Srazeni bylo zahajeno ptidanim chloridu
vépenatého. Diky tomu doslo k aktivaci koagulaéni kaskady a vzniku fibrinu. Cas
srazeni se méti od doby, kdy se pfidal chlorid vapenaty, az do doby, kdy se vytvofila
fibrinova vldkna. Vysledkem bylo, Ze doba sraZeni je u povlakované¢ho materialu delsi
0 22,5 %, tzn. zlepSeni, jelikoz se krev nesrazi tak rychle jako na nepovlakované oceli.
Experiment adheze krevnich desti¢ek (45) k vyhodnoceni povrchové trombogenity

materidlu a ke zkoumani interakce mezi krvi a materidlem byl proveden nasledovné:
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vzorek byl inkubovéan v lidské plazmé bohaté na desticky po dobu 30 a 60 minut pfi
teplot¢ 37 °C. Po inkubaci byly vzorky fixovany v glutaraldehydu a suseny
ke kritickému bodu (povrchova uprava vzorkti pro SEM mikroskopii). Vysledky
(na zakladé SEM mikroskopie) ukazaly, ze vzorek potazeny vrstvou TiN mirné snizil
adhezi (hodnoceno pouze vizualn€) a byla na ném mensi aktivace desticek, tzn., Ze

vykazoval zlepSeni hemokompatibility oproti nepotazenému substratu.
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5 Navrh doporucdeni pro praxi

V praxi je pouziti tenkych vrstev velice Casté, jsou vhodné pro aplikace na materialy
pro medicinské implantaty nebo i na chirurgické nastroje (skalpely, ntzky, jehly,
pinzety apod.), pficemz vzdy maji za cil zlepSeni uzitnych vlastnosti. Tato bakalarska
prace poskytuje informace ohledn¢ charakteru vybranych tenkych vrstev a jejich
mozného vyuziti v oblasti mediciny. Doporucuji v praci pokracovat a doplnit dalsi
nezbytna meéteni, ktera byla v pribéhu textu navrzena a jsou sumarizovana nize. Tato
dalsi meéfeni poslouzi k lepSimu pochopeni chovani vytvorenych tenkych vrstev

predevsim v biologickém prostiedi a v lidském téle.

Pokud by bylo mozZzné na tuto praci navazat, tak bych v diplomové praci zvolila jiny
bakterialni kmen, abych vidéla, jak povrch tenkych vrstev reaguje s jinymi typy
bakterialnich bunék (napf. Gram+ nebo Gram-). Testy by bylo také vhodné provést
S vy$§im pocétem bakterialnich kmenti, aby byla vétsi variabilita k porovnani. Pokud
by to bylo mozné, tak bych v navazujici praci zatadila i kmen, S nimZ implantat muze
realné byt v kontaktu, napt. Staphylococcus aureus. Dale bych v praci zvolila odlisnou
metodu sledovani interakce povrchu s Krvi; stejné tak i jinou metodu pro hodnoceni
interakce povrchu s bakteriemi, a to pomoci hodnoceni viability bunék (napf. pomoci
pritokové cytometrie nebo pomoci piimého pozorovani pod fluorescenénim
mikroskopem); pfistoupila bych také k pfimému hodnoceni interakce povrchu materialu
s tkanovymi buiikami, tj. hodnoceni cytotoxicity materidlu. Dale bych v praci vyuzila
XPS analyzu k chemické analyze povrchu. Na zavér by bylo zajimavé mimo testd
otéruvzdornosti zkoumat i jiné metody pro studium vlastnosti tenkych vrstev pouzitych
jako material pro implantaty. Jako pifiklad mohu uvést testy udinnosti steriliza¢nich
metod (v€etné hodnoceni destrukce vrstev po provedené sterilizaci), S tim souvisi 1 testy

korozni odolnosti a dale jesté naptiklad testy tvrdosti (mikro- a nano- tvrdost) apod.
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6 Zaver

V ramci bakalarské prace jsme sledovali pét cili. Prvnim cilem bylo navrhnout metody
a postupy pro studium parametrii a vlastnosti tenkych vrstev TiN, ZrN, TiCrC, TiCrN,
TiCrCN_20 a TiCrCN_50. Tento cil jsme splnili a pro studium vrstev jsme zvolili test
materialu s ohledem na jeho vhodnost pro pouziti jako implantat. Vrstvy, které jsme
vyhodnotili jako nejvice vyhovujici pro vyuziti jako télni implantat z pohledu
tribologickych vlastnosti, jsou vrstvy TICrCN_20 a TiCrCN_50.

Druhym cilem prace bylo provést charakterizaci povrchu tenkych vrstev. Sledovali jsme
drsnost povrchu, strukturu povrchu a chemické slozeni vrstvy. Tento cil byl také splnén
a ke sledovani drsnosti povrchu jsme si vybrali dvé metody mikroskopovani, jelikoz
jsou ob¢ velice bézné pii pozorovani tenkych vrstev. Pomoci konfokalni mikroskopie
jsme vyhodnotili, Ze nejvétsi drsnost povrchu byla naméfena u vrstvy TiN. K porovnani
jsme vyuzili AFM mikroskop, ktery nejvétsi drsnost povrchu naméfil u vzorku TiCrN.
Rozdil v urCeni nejdrsnéj$i vrstvy mulze byt zpusoben tim, Ze AFM mikroskopie
dosahuje vyssiho rozliSeni nez konfokalni mikroskop, ale na druhou stranu zachycuje
mensi plochu. U obou metod jsme zpozorovali fakt, ze po naneseni jakékoli povrchové
vrstvy vzdy dos$lo ke zvySeni drsnosti. Strukturu a chemické slozeni vrstvy jsme méfili
pomoci SEM mikroskopu. Na povrchu vrstev TiCrCN_20 a ZrN byly vidét ¢astice vétsi
nez 2 um, zatimco na vrstvach TiCrCN_50, TiCrC, TiCrN a TiN se vyskytoval vétsi
pocet ¢astic s mensimi rozméry, coz vzniklo z disledku pouZzité metody povlakovani.
U vysledkli z chemického slozeni se na prvni pohled mohlo zdat, Ze vrstvy obsahuji
vyssi procento Cr, nez je v pivodni nerezové oceli AISI 316 L. Mira toxicity se ale
odviji 1 od toho, v jaké formé se ve vrstvé prvek nachazi, takZe se nemusi jednat
0 toxické Cr. Druhy divod muze byt v dusledku zvoleného vyssiho urychlovaciho
napéti v pribéhu SEM mikroskopie, nez by bylo pro tenkou vrstvu vhodné, z ¢ehoz

plynou vyssi obsahy Cr, neZ by bylo jinak detekovano.

Jako tieti cil jsme provedli navrh metody a postupll pro hodnoceni interakce povrchu
s biologickym prostfedim a bunkami (bakterialni, tkanové, krevni). Jako biologické
prosttedi jsme vybrali lidskou krev, kde jsme pomoci konfokalniho mikroskopu

sledovali interakci krevnich bun¢k a jednotlivych vzorkl. Z divodu degradace bunck
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napovrchu vrstev jsme dosli k =zavéru, ze zadnou ze sledovanych vrstev
nedoporucujeme k aplikaci pro télni implantaty (vzhledem k tomuto experimentu). Jako
divod degradace bunék jsme usoudili bud’ mechanické poskozeni bunék o povrchovou
strukturu vrstev, ¢i obsah Cr (obsah prvku Cr ve vrstvé vyustilo ve vétsi miru poSkozeni
bungk).

K hodnoceni biocidity vzorkil jsme zvolili bakteridlni kmen Escherichia coli. Zadna
ze studovanych tenkych vrstev nevykazovala zddny vliv na rist bakterii (ani pozitivni
ani negativni). To s nejvysSi pravdépodobnosti znamena, Ze povrchy vrstev zadné
antibakterialni vlastnosti na bakteriec Escherichia coli nevykazuji. Duvodem nulové
odezvy materialu na bakterie mize byt i nevhodné zvolena metodika testovani nebo

nizka citlivost zvoleného bakterialniho kmene.

Ctvrtym cilem bylo experimentalné ovéfit stabilitu tenkych vrstev v rizném
biologickém prostiedi (napt. vliv pH, teploty aj.). Experiment m¢l za cil zhodnotit
korozni odolnost tenkych vrstev za nizsi hodnoty pH a za nizké a vysoké teploty. Tento
cil bohuzel nebyl splnén z divodu mimoiadného opatfeni Ministerstva zdravotnictvi
Ceské republiky ze dne 10. 3. 2020, ¢&. j.: MZDR 10676/2020-1/MIN/KAN, které
od 11. 3. 2020 zakazalo osobni pfitomnost studentd na vysokych Skolach (jakoz
i v laboratofich). Dale kviili usneseni Vlady Ceské republiky ze dne 8. fijna 2020 &. 997,
ktera vyhlasila pro uzemi Ceské republiky z diivodu ohroZeni zdravi v souvislosti
S prokdzanim vyskytu koronaviru nouzovy stav od 12. fijna 2020 do 25. fijna 2020. Dne
30. fijna 2020 ¢. 1108 byl dle usneseni V1ady Ceské republiky nouzovy stav prodlouzen
do 20. listopadu 2020.

Poslednim cilem bylo posoudit a stanovit shody/rozdilnosti dosaznych vysledkt

s odbornou literaturou, coz je splnéno v kapitole 4 s nazvem Diskuze.
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Ptilohy

Priloha A Vysledky vyhodnoceni drsnosti povrchu (konfokalni mikroskopie)

Tab. Al Vysledky vyhodnoceni drsnosti povrchu pramérné aritmetické vysky pomoci

konfokalniho mikroskopu

Vzorky Sal Sa2 Sa3 Sa4 Sad5 Priimér Smérodatna
(nm) (nm) (nm) (nm) (nm) odchylka

AISI 316 L | 53,498 | 52,995 | 56,033 | 54,750 | 54,263 | 54,308 1,054
TiN 90,709 | 82,490 | 62,522 | 62,931 | 67,991 | 73,329 11,308
ZrN 61,805 | 57,137 | 59,356 | 57,016 | 58,528 | 58,768 1,753
TiCrC 59,841 | 60,741 | 63,891 | 69,769 | 61,667 | 63,182 3,558
TiCrN 56,374 | 62,392 | 75,371 | 77,540 | 59,820 | 66,299 8,537
TiCrCN-20 | 61,962 | 60,850 | 56,144 | 62,156 | 56,240 | 59,470 2,714
TiCrCN-50 | 62,551 | 64,616 | 59,947 | 59,761 | 67,256 | 62,826 2,849

Poznamka: Data byla namerena na mikroskopu SENSOFAR S Neox.

Tab. A2 Vysledky vyhodnoceni drsnosti povrchu maximalni vysky pomoci

konfokalniho mikroskopu

Vzorky Sz1 Sz2 Sz3 Sz4 Sz5 Primér Smérodatna
(nm) (nm) (nm) (nm) (nm) odchylka

AISI 316 L | 389,25 | 381,33 | 400,33 | 368,67 | 379,06 | 382,35 11,43
TiN 737,31 | 697,19 | 580,44 | 638,32 | 526,49 | 635,95 76,28
ZrN 424,31 | 434,49 | 440,39 | 417,48 | 427,40 | 428,81 7,96
TiCrC 623,04 | 387,52 | 575,81 | 579,29 | 519,43 | 537,02 81,67
TiCrN 453,53 | 488,18 | 577,81 | 755,96 | 515,71 | 558,24 106,92
TiCrCN-20 | 642,21 | 475,62 | 462,48 | 447,09 | 444,23 | 494,33 74,80
TiCrCN-50 | 454,33 | 526,31 | 487,09 | 476,25 | 561,85 | 501,17 38,28

Poznamka: Data byla namerena na mikroskopu SENSOFAR S Neox.




Priloha B Vysledky vyhodnoceni drsnosti povrchu (AFM mikroskopie)

Tab. B1 Vysledky vyhodnoceni drsnosti povrchu primérné aritmetické vysky pomoci

mikroskopie atomarnich sil

Vzorky Sa (nm)
AISI 316 L 5,19
TiN 18,79
ZrN 22,58
TiCrC 45,21
TiCrN 51,50
TiCrCN-20 15,15
TiCrCN-50 25,87

Tab. B2 Vysledky vyhodnoceni drsnosti povrchu maximalni vysky pomoci mikroskopie

atomarnich sil

Vzorky Sz (nm)
AISI 316 L 77,81

TiN 608,18
ZrN 755,79
TiCrC 765,24
TiCrN 1443,01
TiCrCN-20 348,80
TiCrCN-50 670,76




Piiloha C Vysledky vyhodnoceni priimérné $ifky a hloubky stop

Tab. C1 Vysledky vyhodnoceni pramérné sitky stop vzniklych po tribologickém

experimentu

Vizorky ALO1 AL02 AL03 ALO4 | o o | Smérodatnd
(pm) (pum) (pum) (um) odchylka
TiCrN 21393 | 236,67 | 242,94 | 231,84 | 231,345 12,468
TiCrC 25323 | 23532 | 240,12 | 259,45 | 247,03 11,219
TiCrCN-20 | 274,62 | 25461 | 250,36 | 262,93 | 260,63 10,688
TiCrCN-50 | 231,84 | 22428 | 222,92 | 251,18 | 232,555 13,022
TiN 322,23 | 307,74 307,1 322,92 | 314,9975 8,758
ZrN 471,31 | 433,33 | 458,17 | 483,74 | 461,6375 21,567

Tab. C2 Vysledky vyhodnoceni primérné hloubky stop vzniklych po tribologickém

experimentu

Vzorky AZ01 AZ02 AZ03 AZ04 Priimér Smérodatna
(pm) (pm) (pm) (pm) odchylka
TiCrN 0,73 0,70 0,78 0,77 0,75 0,037
TiCrC 2,04 2,03 2,44 2,28 2,20 0,201
TiCrCN-20 1,00 1,10 1,13 1,00 1,06 0,066
TiCrCN-50 1,02 1,10 0,70 1,43 1,06 0,301
TiN 1,28 1,29 1,23 1,27 1,27 0,027
ZrN 1,62 1,19 1,58 2,14 1,63 0,390
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