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ABSTRAKT

Povrch filmt hyaluronanu sodného byl texturovan metodou fazové separace iniciované
smési dobrého a Spatného rozpoustédla. Povrchova uprava filma probihala za rotace na
spin-coateru. Pro upravu povrchu byla pouzita voda, n-butanol a isopropylalkohol. Pfipra-
vené porézni struktury vznikajici po odpateni rozpoustédel byly charakterizovany pomoci
mikroskopie atomdrnich sil, profilometrie, elektronové mikroskopie a tahové zkousky.
V zavislosti na nastaveni procesnich parametrti dochazelo ke zmén¢ poctu a velikosti vzni-
kajicich pori. Bylo zjisténo, Ze moznost vzniku povrchové struktury determinuje pomér
slozek dobrého a Spatného rozpoustéla spolu s vhodné zvolenou ¢asovou sekvenci jejich
davkovani. Velikost a pocet vznikajicich pord je mimo to ovlivnén molekulovou hmotnosti
polymeru, jeji distribuci, davkovanim vody a rychlosti rotace spin-coateru. Mimo to zména

povrchové textury ovliviiuje mechanické vlastnosti ptipravenych filmu.

Klicova slova: hyaluronan sodny, povrch, fazova separace, spin-coating, texturizace, pory,

mikroskopie atoméarnich sil

ABSTRACT

Surface of sodium hyaluronate films was textured by phase separation method inicialized
by a good and poor solvent mixture. The film surface treatment was performed on spin-
coater under rotation. The liquids used for the surface treatment were water, n-butanol and
isopropylalcohol. Prepared porous structures occuring after solvent evaporation were cha-
racterized by atomic force microscopy, profilometry, electron microscopy and tensile test.
According to the process parameters adjustment, the pore number and size varies. It was
recognized that the possibility of surface structure rising is determined by the good and
poor solvent component ratio along with appropriately chosen dosing time sequence. Mo-
reover, developping pore number and size is influenced by polymer molecular weight, its
distribution, water dosing and spin-coater rotation speed. Furthermore, the change of surfa-

ce texture influences the mechanical properties of prepared films.

Keywords: sodium hyaluronate, surface, phase separation, spin-coating, texturing, pores,

atomic force microscopy
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UvVOD

Kyselina hyaluronova se hojn¢ vyskytuje ve vsech zivych organismech. Plni zde fadu
funkci, je soucasti extracelularni matrix, funguje jako opora buné€k, atd. Z tohoto divodu

nachazi své uplatnéni v biomedicing, tkanovém inzenyrstvi a farmacii.

Z literatury je znamo, ze proces diferenciace kultivovanych kmenovych bun¢k mize zavi-
set na tvaru a chemickém sloZeni nosného substratu. Nejen z tohoto divodu je potieba
kontrolovat povrchovou texturu takto aplikovanych materiald. V praxi se cilené upravuje
vzhled povrchli materialti celou fadou metodik. Jednou z nich je fazova separace vyvolana
pusobenim smési dobrého rozpoustédla. Tento nebo podobny postup tpravy povrchu se
aplikuje na celou fadu polymernich materidli, nicméné chybi studie vénované texturizaci

povrchu polysacharidii.

rowr

Prvni kapitola teoretické Casti prace se zabyva ptiklady aplikaci povrchové upravenych
materiali. Druhd rozebira moznosti ptipravy texturovanych povrcht fyzikalné-chemickymi
a biologickymi metodami. Tteti kapitola fesi s ohledem na zaméfeni této prace problema-
tiku fazové separace, metodu Breath Figure a pisobeni smési dobrého a Spatného rozpous-
tédla na povrch polymeru. V posledni kapitole je stru¢né popsany upravovany material,

tedy hyaluronan sodny.

Prakticka ¢ast pojednava o vlivu jednotlivych procesnich parametrii na tvorbu povrcho-
vych port ve filmu z hyaluronanu sodného. Je zde popséan proces texturizace tohoto mate-
ridlu metodou Casové sekvenované fazové separace Spatného rozpoustédla v nabotnané
povrchové vrstvé na spin-coateru. Diskutovanymi parametry jsou molekulovd hmotnost
polymeru a jeji distribuce, tloustka nabotnané povrchové vrstvy, davkovani smési rozpous-
tédel, jejich objemovy pomér ve smési, Casova sekvence davkovani a rychlost rotace spin-
-coateru. Ptipravené filmy byly charakterizovany pomoci mikroskopu atomarnich sil, ske-
novaciho elektronového mikroskopu a profilometru. Mimo to jsou zde uvedeny vysledky

z tahovych zkousek pro vybrané filmy.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

I. TEORETICKA CAST
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1 VLIV POVRCHU POLYMERU NA APLIKACNI MOZNOSTI

Polymerni materidly nachazi své uplatnéni v mnoha odvétvich. Stale castéji se pouzivaji
jako nédhrada kovt, skla nebo dieva. Polymery lze snadno pfipravit, zpracovat a nasledné

upravit tak, aby bylo dosazeno pozadovanych vlastnosti pro konkrétni aplikace.

Povrch latky specifikuje finalni vlastnosti materidlu. Urcuje, jak bude interagovat
s okolnim prostfedim, zda dojde k adhezi nebo naopak k odpuzovani latek. Hlavnimi pa-
rametry, které ovliviiuji vlastnosti povrchu, jsou chemické slozeni, povrchova energie,
smacivost, morfologie a drsnost povrchu, tuhost a deformovatelnost substratu, elektricky
naboj a vodivost povrchu materidlu. Uvedend kritéria jsou naptiklad vysoce dulezitd pro
materialy pouzivané ke kultivaci bun¢k, pfi¢emz podminiuji, jaky typ bun€k bude na daném

substratu schopen bunécné proliferace a diferenciace [1].

1.1 Priklady aplikaci strukturovanych povrchii

Mikrotexturované povrchy nachazeji uplatnéni v oblastech elektroniky, optiky, biotechno-
logie [2, 3], ptipravy mikroelektroniky, vyroby solarnich panelti, fotonickych krystalu, aj.

[4] Povrch polymert 1ze upravit fyzikalnimi nebo chemickymi metodami [5].

1.1.1 Superhydrofobni povrchy

Jednou ze zédsadnich otazek, jeZ jsou v poslednich letech predmétem vyzkumu, je Gprava
smacivosti povrchu tak, aby se na povrchu neusazovaly necistoty, bakterie, aj. S rozvojem
nanotechnologii je na toto téma publikovano ¢im dél vice studii [6-8]. Velmi Casto se tyto
studie inspiruji materialy z ptirody, jako je naptiklad lotosovy list, ktery pfirozené vyka-
zuje superhydrofobni chovani, s ¢imZ je spojen samocistici efekt. Smacivost povrchil se
bézné stanovuje pomoci méfeni kontaktniho tthlu mezi pevnou latkou a kapalinou (vodou).
Jestlize ma povrch kontaktni thel nizs§i nez 90°, je oznaCovan jako hydrofilni. Pokud je
vys§i nez 90°, jedna se o hydrofobni povrch. V ptipadé, Ze je kontaktni tthel vétsi nez 150°,
je povrch oznacovan jako superhydrofobni [9].

Povrchova energie a drsnost jsou hlavni faktory, které urcuji, zda bude povrch smacen

nebo ne [9]. Ke zvySeni kontaktniho uhlu miize dojit Cisté v disledku mikrodrsnosti po-

vrchu [5].

Hydrofobni povrchy mohou byt pfipraveny pomoci litografickych metod, chemického na-

pafovani, sol-gel procest, plazmatického leptani, laserové texturizace a jinych [9].
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1.1.2 Optické, vodivé a magnetické aplikace

Filmy s uspofddanou porézni 3D strukturou, které maji velikost vzoru srovnatelnou
s rozsahem vinovych délek elektromagnetickych vin ve viditelném spektru, jsou nazyvany
filmy inverznich opalti. Materialy s timto uspotadanim mohou byt pouzity jako fotonicky

zakdzany pas pro kontrolu §ifeni svétla nebo upravu struktury pasu [5].

Fotonické chovani je ovliviiovano prostorovou periodicitou struktur a indexem lomu mate-
ridlt. Vysledné vlastnosti zavisi také na velikosti pori a morfologii povrchu. V ptipadé, ze
je pouzita metodika ,,Breath Figures* pro ptipravu filma (princip bude podrobné popsan
v nésledujicich kapitolach a bude ji vénovéana vyssi pozornost s ohledem na hlavni téma
této prace), je mozné vytvorit velky rozsah velikosti porti a tim umoznit specifické chovani
systému v infracervenych, viditelnych, ultrafialovych, a dokonce i mékkych rentgenovych

vlnovych délkach [5].

Vytvotfenim strukturovanych filmi na rizném podkladu mize byt dosazeno difrakce svét-
la, coz je disledkem interference sluneniho svétla na periodické struktufe materialu.
Upravu povrchii metodou Breath Figures Ize vyuzit pro piipravu antireflexnich povlaki
v blizké infracervené oblasti [10]. Naptiklad pro ptipravu strukturovanych filmi polysty-
renu s obsahem nanocastic zlata bylo vyuzito kombinace fazové separace nanocastic
a formace pomoci Breath Figure. Spojenim texturizace filmu a plnéni ¢asticemi se rozsitu-
je uplatnéni texturovanych povrchi [11]. Dale mohou byt filmy pifipravené pomoci metody
Breath Figure vyuZity pro zlepSeni svételné uc¢innosti LED svétel [12], jako aktivni vrstvy
optoelektronickych zatizeni a v pfipad€ pfidavku krystali zeolitu také jako elektronické
nebo snimaci zatfizeni. Mohou slouzit pro ptipravu vodivych poréznich materialii za pouZziti
standardnich polymerti ve spojeni s vodivymi polymery. Timto pfistupem lze zlepS$it me-
chanické vlastnosti a zpracovatelnost, které jsou jinak u vodivych polymeri velmi
nizké [5]. Pouzitim jinych polymert (napf. poly(2,5-bis[3-(N,Ndiethylamino)-1-
-oxapropyl]-1,4-fenylenvinylenu) mohou byt vytvotfeny filmy s potencidlni aplikaci na

fotovoltaicka okna, senzory nebo organické solarni ¢lanky [13].

1.1.3 Sablony

Aby bylo docileno porézni struktury, musi byt u nékterych materidli vyuzito Sablony pro
pfeneseni vzoru z vytvorené¢ho filmu (napf. u karbonovych material). V tomto procesu
muze byt vyuzito tvrdych nebo mékkych Sablon. Pomoci tvrdych Sablon je karbon upraven

jednoduse, ale vyzaduje prefabrikaci a nasledné odstranéni Sablony, ¢imz se zvysuji na-
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klady na cely proces. V ptfipadé surfaktant a blokovych kopolymerii se vyuzivd mekkych
Sablon, aby byly vytvofeny pory pomoci hydrofobnich nebo hydrofilnich interakei. Mékké
Sablony neni nutné snimat z povrchu, ale mohou byt zapojeny v ramci karbonizace za vy-
sokych teplot, coz zvySuje efektivitu z hlediska snizovani nékladl a Setrnosti k Zivotnimu

prostiedi [14].

Pro povrchovou tpravu kovi je pouzivan zesitovany polymerni film s danym vzorem. Na
upraveny polymer je napafovan kov, nasledné je s pomoci adhezivni pasky sejmut a tim je
ziskan texturovany povrch kovové vrstvy. Filmy upravené timto postupem mohou byt
aplikovany v elektronice a fotonice. Dal$i moznosti je pfimo upravit povrch materidlu po-
moci metody Breath Figure. Stejnym postupem se pfipravuji také vysoce usporadané ke-
ramické mikrostruktury s pouZitim pyrolyzy kopolymeru zesitovaného pomoci UV zafeni.
Polymerni vrstvy mohou byt obdobné pfipraveny nandSenim na vzorovanou vrstvu
s ndslednym odstranénim vrstvy odloupnutim, rozpusténim nebo pyrolyzou. Pokud je film
odstranovan rozpousténim, mize dojit k reakci (naptiklad k tvorbé oxidu kovir), které mo-
hou ovliviiovat vysledné vlastnosti. Tomuto jevu je tieba pfedchazet pouZitim jiné metody

pro odstranéni vrstvy [15].

Otiskem filmid vytvofenych pomoci metody Breath Figure jsou mimo jiné pfipravovany
mikroCocky. Vyuzivaji se v odvétvi fotoniky, elektroniky ¢i biologie v aplikacich zahrnuji-
cich spojovani optickych kabeldl, jako homogenizéry svétla v LCD projektorech, atd. [16-
21]

1.1.4 Membrany

Pro pfipravu membran pro rizné aplikace 1ze opét pouzit metodu Breath Figure. Jednou
z moznosti vyuziti takto pfipravené membrany je separace vody od oleje [22]. Touto meto-

dou lze rovnéz pfipravovat membrany do palivového ¢lanku [5].

Mikrosita mizeme charakterizovat jako pokrocilé filtratni membrany. Maji jednotnou veli-
kost port, vysokou hustotu rozmisténi pora a tloustka membrany je nizs§i nez primer péru
[23]. Diky pftistupu Breath Figure vznikaji pory pravidelné uspotadané pres celou plochu
mikrosita, coz zvysuje i odolnost vii¢i mechanickému naméhani. Bylo zjisténo, Ze vysoce
jednotnd membréna pfipravena na rozhrani vzduch/led umoziuje s velkym rozliSenim se-
paraci na zakladé velikosti. Diky metodé piipravy miize byt také prenesena na jakykoliv

jiny povrch [24]. Mikrofiltraéni membréna pfipravena na ledovém substratu metodou Bre-
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ath Figure vykazuje vyS$$i permeabilitu neZ membrana odlévana na sklenény substrat, pro-

toze led zvySuje kondenzaci vodnich kapek [25].

1.1.5 Lepené spoje

Pti tvorbé lepeného spoje hraji vyznamnou roli vlastnosti povrchu, zahrnujici adhezi, ko-
hezi a smacivost. Tyto faktory ovliviiuji moznost vytvoireni lepeného spoje a jeho kvalitu.
Vlastnosti lepidla urcuji, zda je povrchova vrstva spravné pripravena tak, aby vznikl per-
manentni nebo jen docasny lepeny spoj. Technologickym operacim zaméfenym na ptipra-
vu a obdrzeni specifickych vlastnosti povrchu a povrchové vrstvy materidlu, stejné jako
metoddm modifikace vlastnosti, je pfipisovana vysoka dulezitost. Umoznuji napiiklad zis-
kani vhodné povrchové energie a geometrickych vlastnosti, které pozitivné¢ ovliviiuji ad-
hezi. Tyto operace jsou rozhodujici z hlediska tvorby a kvality hybridnich lepenych spoji,
které jsou tvofeny materidly o riznych fyzikalnich, chemickych i mechanickych vlastnos-
tech. Na zakladé pozadavkl lze ptipravit povrch lepeného materidlu nebo meénit vlastnosti
lepidla, ¢imz se zvySuje nebo snizuje adheze latky k substratu. Modifikace vlastnosti je

provadéna podle konkrétniho typu materidlu tvoticiho lepeny spoj [26].

Pevnost vzniklého spoje miize byt ovlivnéna geometrickou strukturou povrchu materialu.
Drsnost povrchu je dillezita z pohledu mechanické adheze, ktera ptispiva k celkové adhezi.
Pted lepenim je proto vhodné stanovit strukturu lepené¢ho povrchu, naptiklad na skenova-
cim elektronovém mikroskopu. Aby byl vytvoten kvalitni lepeny spoj, musi byt splnén

predpoklad dobré smacivosti substratu danym lepidlem [26].

1.1.6 Biomedicinalni aplikace

V oblasti tkanového inZenyrstvi [5] a transplantani mediciny [1] je dalezity vyvoj scaffol-
da, tedy nosicii pro kultivaci bunék [5]. V poslednich letech se stavaji vice vyznamnymi
syntetické materialy, zCasti se jednd o syntetické polymery. Syntetické nosice bun¢k by
mely fungovat stejné jako prirozena extraceluldrni matrix. Aby byly vytvofeny pokrocilé
biosyntetické tkané a organy, nemélo by dochazet k pouhému pasivnimu tolerovani buii-
kami, ale je pozadovano, aby aktivné podnécovaly specifické bunééné odpovedi [1]. Proto
by méla byt zajisténa pfilnavost bunék prostiednictvim vazeb mezi receptory bunécné ad-
heze (integriny) a aktivnimi ¢astmi molekul extracelularni matrix (specifické sekvence
aminokyselin) [27]. Interakce s buiikami [5] a v disledku toho rozsah a sila bunécné ad-

heze siln€ zavisi na fyzikalnich a chemickych vlastnostech povrchu biomateridlu, ¢imz je
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nasledné urovana proliferace a diferenciace bunék [1]. K hlavnim pozadavkiim na tento
typ biomateridlu tedy patii biokompatibilita, vhodné mechanické vlastnosti, ale také vyso-

ka porovitost [5].

Substraty pro kultivaci bunék mohou byt rovnéz ptipraveny napiiklad pomoci techniky

Breath Figure [1].

Jednotlivé parametry, které ovliviiuji vysledné vlastnosti povrchu materialu a jeho schop-

nosti interagovat s buiitkami, jsou diskutovany v nésledujicich podkapitolach.

1.1.6.1 Chemickeé sloZeni

Na zakladé chemického slozeni materidlu je ur¢ovana hydrofobita ¢i hydrofilita povrchu.
Syntetické materidly vykazuji pfili§ vysokou hydrofobitu, ¢imz jsou nevhodné pro aplikaci
jako scaffoldy. VySsi smacivosti 1ze dosdhnout fyzikalnimi metodami, jako je ozafreni ion-
ty, plazmatem nebo UV-zafenim. Druhou moznosti jsou metody chemické, tedy leptani
pomoci kyselin a zasad. V prubéhu tohoto postupu vSak miize dojit k retenci toxickych

chemikalii a k jejich naslednému uvoliovani z materialu [28-32].

V ptipadé, ze se v materialu vyskytuji funkéni skupiny s obsahem kysliku, stava se povrch
vice smacivym, lepkavéjSim a tim vice pfistupnym pro adhezi proteini extracelularni
matrix (fibronektin, kolagen a dal$i). Zaroven dojde k oslabeni absorpce molekul neadhe-
zivnich pro bunky (albumin), protoze uptednostiiuji vazbu k méné oxidovanym ¢i vice
hydrofébnim povrchiim [33, 34]. Bunky vétSinou adheruji pfednostné k hydrofilnéj$im
materidlim a jsou rozprostieny po celé ploSe tohoto substratu. To je dano prostorovou kon-
formaci adsorbovanych molekul [1]. Proteiny na smécivych povrSich zaujimaji vice rozvi-
nutou flexibilni konformaci, kterd stéricky umoziuje pfistup pro receptory bunécné adhe-
ze. Material ovSem nesmi byt vysoce hydrofilni, nebot’ v tomto piipad¢ je vytvoreno velké
mnozstvi slabych vazeb a v pozdéjsim stadiu kultivace se mohou navazat dalSi buiky
a nasledné¢ mize dojit ke spontannimu oddéleni od substratu [35-37]. Jestlize je material
pfili§ hydrofobni, jsou molekuly proteini adsorbovany v denaturovaném a tuhém stavu.
Tato konformace neni vhodna pro vytvoieni vazby s bunikami, protoze specificka mista na
téchto molekulach jsou méné pfistupna. Pro kultivaci je tedy vhodné zvolit mirné nebo

sttedn¢ hydrofilni material, kde bude adheze bunék optiméalni [1].
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1.1.6.2 Modifikace substrdatu

Polymerni substrat tvofi v pribéhu ozafovani reaktivni mista, jako jsou radikaly, konjugo-
vané dvojné vazby mezi uhlikovymi atomy a skupinami obsahujicimi kyslik. Tato mista
mohou byt vyuzita pii o¢kovani riiznych molekul a nanocastic, které nasledné ovliviiuji

adhezi, rust, fenotypové zrani a fungovani bunék [1].

Pisobenim plazmatu lze dosdhnout ¢ty hlavnich efektt, a to ¢isténi povrchu, leptani nebo
odstranéni povrchu, sitovani a modifikace chemické struktury povrchu. OSetieni plazma-
tem vede ke Stépeni C—C a C—H vazeb, coz zapficinuje rozdéleni makromolekul a vznik
volnych radikalii a konjugovanych dvojnych vazeb na polymernim fetézci. Degradacni
produkty makromolekul s kyslikem, ktery je pfitomen v komote reaktoru, a vytvaii oxido-
vané struktury (karbonylové, karboxylové a esterové skupiny), které zvySuji polaritu
a smacivost povrchu [32, 38]. Po vystaveni Cistych polymerd plazmatu vykazuje povrch
riznou morfologii a drsnost [39]. Naptiklad v jednom z popsanych experimentt byl povrch
polymeru po aktivaci plazmatem naockovan polyethylenglykolem (PEG) a nésledn¢ byly
na tomto povrchu kultivovany buniky hladké cévni svaloviny krys. Kultivace dosahuje
mnohem lepSich vysledkli nez pii pouhém oplazmovani polymeru. Pfidavkem PEG je do-
cileno vyssi adheze a proliferace naockovanych bun€k a navic dochazi ke zlepSeni prolife-

race s vysSi molekulovou hmotnosti této latky [40].

1.1.6.3 Elektricky naboj a vodivost povrchu substrdtu

Elektricky naboj a vodivost povrchu materidlu jsou také vyznamné parametry pro koloni-
zaci buitkami. Opakované bylo dokézéano, ze bunky Iépe adheruji k pozitivné nabitym po-
vrchiim. Diivodem je negativni naboj v molekuldch extracelularni matrix, které zprostied-

kovévaji adhezi bunék [1].

Odlisny elektricky naboj ovliviiuje prostorovou orientaci a funkénost adsorbovanych mo-
lekul, obdobné¢ jako u rizného chemického slozeni povrchu [1]. Negativni naboj nesnizuje

pouze adhezi mezi buiikou a materialem, ale 1 mezi buiitkami navzdjem [41].

1.1.6.4 Drsnost a morfologie povrchu materialu

Drsnost povrchu mtize byt rozdélena do nékolika kategorii vzhledem k rozmezi nerovnosti
materialu. Makrodrsnost materidlu je charakterizovana nerovnostmi rozeznatelnymi pomo-
ci lidského oka, tj. alespont od 100 um po milimetry a vét§i rozméry. Mikrodrsnost muize

byt definovana nepravidelnosti od 1 do 100 um. Submikronové drsnost se pohybuje v roz-
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mezi 100 nm az 1 pm a nanodrsnost je specifickd pro nerovnosti mensi nez 100 nm [42-
44]. Kazdy typ povrchové drsnosti ma specificky vliv na chovani implantati a také na

adherovani bunék [1].

Makroskopicka drsnost se jevi jako ptizniva pro kultivaci bun€k, protoze diky relativné
velkym nerovnostem povrchu miize byt zlepSeno mechanické ukotveni implantatu do
okolni kostni tkang. Zaroven jsou vSak tyto nerovnosti piili§ velké na to, aby byly pocitény
bunikami, to znamena, ze bunky maji spoustu prostoru pro riist na nerovnostech nebo mezi

nimi. Proto vétSinou makrodrsnost neomezuje adhezi a rozsifeni bunék na povrchu [1].

Mikrodrsnost povrchu je spornéjsi faktor ovliviiujici chovani bunék na syntetickych mate-
ridlech. Bunky, které jsou typicky studovany na téchto povrsich, tj. buiikky savct zavislé na
ukotveni, zahrnujici cévni tkdn nebo kosti, maji vétSinou primér mezi 10 a 50 um
v piipad¢, Ze jsou ve formé suspenze, kde zaujimaji kulovity tvar. Pokud dochdzi k adhezi
a rozsifeni bunék po povrchu materialu, plocha jejich rozprostieni miize dosahnout od né-
kolika stovek aZ po n&kolik tisic pm?. Ve své podstaté jsou proto buiiky citlivé na mikroto-
pografii jejich prostfedi. Mnoho studii uvadi, Ze mikrodrsnost vyznamné ovlivituje reakci
bun¢k na material. Nékteré studie dokladaji, Ze mikroskopicka drsnost povrchu mé pozi-
tivni vliv na adhezi, rist a zrani bunék, zatimco v nékterych studiich je tento vliv klasifi-
kovén jako negativni [1]. Nicmén€ mechanismus tohoto dvojiho efektu mikrodrsnosti po-
vrchu na kolonizaci bun€k stale zistava nejasny. Jeden z diivodu je nedostatek studii této
proméné [45, 46]. Zarovent miiZze byt tento problém spojen s obtiznosti definovani drsnosti
povrchu. Nejcastéji pouzivanym parametrem pro charakterizaci povrchové drsnosti je Ra,
tj. primérnd vyska mezi vyvySeninou (peakem) a prohlubni. Toto métfeni vSak neudava
zadné informace o typu topografie povrchu, naptiklad o tvaru nerovnosti (pyramidy, kuze-
ly, htebeny, drazky, kulovité pory), o zakiiveni prohlubni a zejména o ostrosti peak, ktera
muze ztézovat adhezi a Sifeni bunck [46-48]. Je tedy zfejmé, ze data od rozdilnych vy-

zkumnych skupin nemohou byt vzdy srovnavéna [1].

Submikronové drsnost povrchu materidlu obdobné vykazuje dualni efekt na adhezi, rust,
zivotaschopnost a zrani bun€k. Ve vétSiné piipadi vSak ptfevlada pozitivni vliv. Pisobeni
struktury povrchu se lisi podle typu bun€¢k naockovanych na substrat. Jestlize ma bunka
vetsi rozmery a plochou morfologii, mize byt jeji nasledny rast zamezen v disledku mi-

kroskopickych nerovnosti povrchu [37].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Uspotadani povrchu, které je vhodné pro bunécnou adhezi, rist a zrani bunék, je jedno-
zna¢n€ nanoskopicka drsnost. Dlivodem je podobnost nanostruktury uspoiadani pfirozené
extracelularni matrix. V tomto prostfedi se molekuly adhezivnich proteini adsorbuji
v nalezité geometrické orientaci, ¢imz zajist'uji receptorim bunécné adheze piistup ke spe-

cifickym mistlim na molekulach extracelularni matrix [1].

Na zaklad¢ téchto znalosti Ize fici, Ze nanodrsnost povrchu hraje spole¢né s mirnou hydro-
filitou vyznamnou roli pfi kultivaci bun¢k. Vhodné vlastnosti povrchu podnécuji adsorbci
molekul zprostiedkujici bunécnou adhezi v bioaktivni fyziologické konformaci. Jeden

z téchto faktortt mize zlepsit nebo dokonce kompenzovat efekt druhého faktoru [1].
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2 ZPUSOBY UPRAYV POLYMERNICH POVRCHU

Pro oSetfeni biomateriali, a to véetné piirodnich a syntetickych polymera, kovi a kerami-
ky, bylo navrzeno mnoho technik povrchové modifikace. Spousta téchto metod muize byt
uvazovana jako postprodukéni procesni technika, zatimco u ostatnich je docileno finélni
modifikace povrchu. Vyhodou povrchovych uprav je, Ze nedojde ke zméné vlastnosti ma-
terialu v celém objemu. Aby byla technika modifikace povazovéana za ideélni, musi byt
splnény podminky, aby upravend vrstva byla tenkd a minimalizoval se tim vliv na cely
objem materialu, aby byla odolnd delaminaci a aby byl proces jednoduchy pro moznost
komercionalizace. Po tprave je tfeba predejit reorganizaci povrchu v dasledku volné ener-
gie a tim zniceni modifikace, mély by byt proto zahrnuty urcité prostiedky k jejimu potla-

&eni [49].

Metody pftipravy povrchové upraveného materidlu lze rozdélit na fyzikalné-chemické
a biologické. Mezi fyzikalné-chemické metody lze zatadit kovalentni povlakovani, neko-
valentni povlaky, metody bez vzniku povlaku a laserové metody pro povrchovou modifi-
kaci. Do biologickych modifikaci 1ze zahrnout kovalentni a nekovalentni povlaky a vznik

imobilizovanych enzymu [49].
2.1 Fyzikalné-chemické metody

2.1.1 Kovalentni povlaky povrchu

Pro vytvoteni povlakl prichycenych kovalentnimi vazbami se vyuziva fyzikalnich principti
nebo chemickych reakci. Na rozdil od biologickych metod neni pfedpokladem piichyceni

aktivnich biomolekul [49].

2.1.1.1 OfSetieni plazmatem

Vystavenim materidlu plazmatickému vyboji muze dojit k povlakovani povrchu nebo
k ovlivnéni vlastnosti bez vytvofeni nové vrstvy (napt. predcCisSténi). Tato technika mlze
byt také pouzita pro Upravu biologickych materiall, a to pro nanaSeni hydroxylovych nebo

aminovych skupin jakoZto prekurzorti nasledné modifikace [49].

Plazmatickym vybojem dochazi k disociaci plynného prostfedi na rizné formy, a to pozi-
tivni a negativni ionty, volné radikaly, elektrony, atomy, molekuly a fotony. Tyto Castice
interaguji s povrchem vzorku a iniciuji rizné reakce povrchové vrstvy. Mize dojit

k depozici nové vrstvy nebo k odstranéni a leptani. V piipad€, Ze je proces dostatecné
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rychly, probihd leptani materidlu a tim chemickd zména povrchu. Ve vétsing piipadu se
vSak jedna o kombinaci obou procest. Toho je vyuzito pfi polymeraci plynnych molekul
volnymi radikdly nebo ke shlukovani malych molekul do podoby vétSich cCastic, které se

usazuji na povrchu materialu [49].

K vyhodam této metody patii nizky obsah dutin a dér, snadna piiprava a relativné jednodu-
ché charakterizace. Material je po vyjmuti z reaktoru sterilni a v priabéhu procesu dochazi
k produkci malého mnozstvi rozpustnych latek. Diky oplazmovani je zajisténa dobra adhe-

ze k substratu a jednotné chemické vlastnosti filmu [50].

Diky uvedenym vyhodam lze techniku plazmovani vyuzit pfi ndhrad¢é srdecnich chlopni,

cévnich §tépt, vyrobé kontaktnich ¢ocek nebo k upraveé misek pro kultivaci tkani [49].

Tato metoda samoziejmé ma i své nevyhody. Pofizovaci ndklady na zatizeni jsou obvykle
vysoké. Déle je obtizné definovat chemické zmény uvnitf reaktoru. V ptipadé obsahu tz-
kych a dlouhych pért na vzorku nelze zajistit jednotny prubéh reakce ve vSech mistech.

V prubéhu celého procesu je nutné udrzovat Cistotu vzorkl a predejit tak kontaminaci [49].

Zatizeni pro plazmovani miize mit i podobu hotéku, ktery se pouziva pro taveni vysoko-
teplotné odolnych materialli, jako je keramika. Timto zpiisobem je nanaSena vrstva kera-
miky na kovové zubni nebo ortopedické implantaty, aby byla zlepSena jejich integrace

s okolni kosti [49].

2.1.1.2 Chemické napaiovani

Metoda chemického napatovani je povrchova Uprava, pii které je vzorek vystaven smési
plynt za vysoké teploty. Toto prostiedi zptisobuje mnoho reakcei, které maji za vysledek
rozpad jedné nebo vice komponent plynné smesi a naslednou depozici na substrat. Pro sni-
zeni teploty reakce je pouzivano prostfedi plazmy, aby byla zvySena reaktivita plynnych

¢astic. To je oznaCovano jako chemické napafovani asistované plazmou [49].

Chemické napatrovani nachéazi své pouziti pfi nandSeni povlakl z pyrolytického uhliku na
substraty, jako je tantal, molybden/rhenium nebo grafit [49].

2.1.1.3 Fyzikalni napaiovani

Technikami fyzikalniho napatovani 1ze docilit depozice atomii generovanych pomoci fyzi-
kalniho procesu na povrch vzorku. Mezi tyto metody fadime mimo jiné napraSovani

a tepelné napatrovani [49].
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Naprasovani probihd ve dvou fazich. V prvni fazi dochdzi k bombardovani materidlového
terce pomoci energeticky nabitych iontl nebo atomd, které svou kinetickou energii predaji
atomum terce. UrCity pocet povrchovych atomt terce je timto vymrstén. V druhé fazi nara-
zi uvolnéné atomy na povrch vzorku a kondenzuji za tvorby tenkého filmu. Touto metodou
1ze ptipravit jak kovalentni, tak nekovalentni povlaky. Obdobné jako chemické napatovani
muze byt i tato technika asistovand plazmatem. Plazmaticky vyboj se vyuziva pro tvorbu

vysokoenergetickych Castic, které se srazi s tercem [49].

Pomoci napraSovani jsou vytvafeny povlaky na nevodivych vzorcich v podobé tenké vrst-
vy kovu, aby mohly byt zobrazeny pomoci elektronového mikroskopu. Tato technika je
vyuzivana pro Upravu ortopedickych implantatd, chirurgickych nastrojti nebo ortodontic-

kych zatizeni [49].

2.1.1.4 Radiacni a svételné roubovani

Ozatenim vzorku radia¢nim, ultrafialovym nebo viditelnym zafenim dochazi k vytvoteni
dobfte prichycenych povlakt. Substrat je vystaven zdroji radiace o vysoké energii, ktera
vytvaii reaktivni ¢astice na povrchu za vzniku kovalentniho spojeni povlaku s podloznim
materidlem. Témito metodami jsou Casto spojovany hydrogely s hydrofobnimi substraty.
Technika ozafeni umoznuje zlepSit vlastnosti povrchu pouZitim smési monomeri nebo

jinych prekurzora [49].

Ultrafialové nebo viditelné zareni ovliviiuje velké mnozstvi chemickych vazeb. BéZné se
vyuziva dvou metod, a to $tépeni fenylazidu nebo benzofenonu. V pfipad€, Ze se tyto
funkéni skupiny vyskytuji v prekurzoru, jsou po ozareni vybuzeny a vytvateji volné radi-
kaly nebo jiné reaktivni Castice. Nasledné se tyto aktivované molekuly mohou ucastnit

reakci na povrchu substratu a vytvaret kovalentni vazby povlaku k biomaterialu [49].

2.1.1.5 Samoorganizované monovrstvy

Povrchové oSetieni pouzitim samoorganizovanych monovrstev je zaloZeno na odliSném
principu nez piedchozi techniky povlakovani. Molekuly, které tvoii povlak, jsou uspotrada-
ny tak, ze je pro n¢ termodynamicky vyhodnéjsi vytvofit vazby s povrchem biomateridlu.
Proto neni pozadovano zadné specidlni vybaveni a modifikace mize byt provadéna za po-

kojové teploty a normalnich tlakovych podminek [49].

Samoorganizované molekuly jsou amfifilni, coz znamena, ze ve své struktufe obsahuji jak

hydrofilni (polarni), tak hydrofobni (nepolarni) ¢asti fetézce. Tyto molekuly obsahuji tii
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hlavni oblasti, a to vazebnou skupinu, dlouhy uhlovodikovy fetézec a funkéni polarni hla-
vicku. Vazebna skupina a dlouhy fetézec hraji velkou roli v samoorganizovani, pficemz
polarni hlavicka miize byt pouzita ke zménam hydrofobity materialu substratu nebo muze

byt bodem nasledné chemické reakce k pfichyceni biologicky aktivnich molekul [49].

Hybnou silou samoorganizovani je silnd exotermni reakce mezi substrdtem a vazebnou
skupinou. Bézn¢ jsou jako vazebné skupiny pouzivany silany, protoze snadno reaguji
s aminovymi 1 hydroxylovymi skupinami. Jako substrat je tedy vhodné pouzit material
s obsahem velkého mnozstvi hydroxylovych skupin, napf. sklo nebo oxidy kovii. Ostatni
materialy mohou byt predupraveny naptiklad pomoci plazmového vyboje, aby byl zvysen

pocet vhodnych reaktivnich skupin pfitomnych na povrchu [49].

Jakmile se zacnou shromaZzd’ovat molekuly samoorganizované vrstvy, vlastnosti alkylo-
vych fetézcl se stanou dillezité. Mezi jednotlivymi molekulami, které jsou dostatecné pii-
blizené, dojde k plisobeni van der Waalsovych sil, které¢ zpiisobi krystalizaci nepolarnich
¢asti fetézcl. Aby mohla probehnout krystalizace, musi mit fetézce povlaku velkou mobili-
tu. Jen tak se mohou pfibliZit na poZzadovanou vzdalenost a vytvofit dostatecné¢ pevnou

vazbu [49].

Technika modifikace povrchu pomoci samoorganizovanych monovrstev je vyhodna
zejména diky jednoduchosti procesu, chemické stabilité povlaku a velké Skale funkcnich
skupin, které lze timto zpisobem upravit. Tato modifikace mtze byt také pouzita ke zmé-
nam fyzikalnich vlastnosti podlozniho materidlu a k tvorbé molekuldrn€ hladkych po-

vrchi [49].
2.1.2 Nekovalentni povlaky povrchu

2.1.2.1 Povlaky tvoiené odlévanim

Metoda odlévani je nejméné komplikovanou metodou povrchovych tprav, jimizZ je tvoien
nekovalentné vazany povlak. Substrat je ponofen do roztoku s obsahem rozpusténé¢ho ma-
terialu, ktery ma formovat povlak. Obvykle se jednd o roztok polymeru rozpusténého
v organickém rozpoustédle. Po vynofeni je substrat ponechéan, aby bylo odpafeno rozpous-
tédlo a tim vznikne povlak deponovany na povrchu. Této metody se vyuziva také pro po-
vlakovani substrati s bioaktivnimi molekulami. V tomto ptfipad¢ se vSak pouziva spise

vodny roztok nez organicky [49].
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2.1.2.2 Langmuir-Blodgett filmy

Pro tvorbu Langmuir-Blodgett filmt jsou vyzadovany molekuly s podobnymi vlastnostmi
jako u samoorganizovanych monovrstev, tj. amfifilni molekuly obsahujici hydrofilni hla-
vicku a hydrofébni ocasek. Pomoci zafizeni zvaného Langmuirovy vahy nebo Langmui-
rovo korytko mohou byt molekuly pieneseny na povrch biomaterialu. Substrat je ponotfen
do prostiedi vodného roztoku a nasledné jsou pfidany amfifilni molekuly. Thned dojde
k orientaci fetézcu tak, ze polarni hlavicka interaguje s vodou a zbyla ¢ast molekuly zlsta-
va v prostiedi vzduchu. Pomoci pohyblivé bariéry jsou molekuly pomalu stlacovany, do-

kud nedojde k jejich orientaci tim zptisobem, ze jsou postaveny na polarni hlavicce [49].

V tomto usporadani dosahuje plocha pro kazdou molekulu minima. Pfestoze je plocha
témet konstantni, bariéra je udrzovéna v dané poloze, protoze stale dochazi k ristu tlaku.
V této pozici je dosazeno tzv. kritické plochy, jez je funkci velikosti a typu hydrofobnich
¢asti molekul. Za stalého udrzovani povrchového tlaku, ktery odpovida kritické plose, je
pomalu vytahovan materidl a tim na ném vznikd homogenni vrstva obsahujici vysoce

orientované molekuly [49]. Princip tvorby filmu je zobrazen na Obr. 1.

a) ‘ b) c)
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Obr. 1: Princip tvorby Langmuir-Blodgett filmit pomoci Langmuirova korytka: a) neuspo-

radany stav molekul, ponoreni substratu, b) stlacovani bariér, orientace retézcii, c) vznik

vrstvy na substratu.

Podobné jako samoorganizované monovrstvy maji Langmuir-Blodgett filmy mnoho vy-
hod. Nanesend vrstva vykazuje jednotnost chemického slozeni a navic Ize timto zptisobem
pfipravit filmy z riznych chemickych latek. Hlavni nevyhodou je relativni nestabilita po-
vlaku, zejména protoze neni chemicky navazan na povrch. Z¢asti 1ze zlepsit vlastnosti ze-
sitovanim molekul povlaku pfiddnim vazebnych skupin na hlavicku molekuly nebo na

povrch biomaterialu [49].
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2.1.2.3 Povrchové aktivni aditiva

Ptidanim povrchové aktivnich aditiv do materidlu dochézi k samovolnému separovéani na
povrch a tim k tvorbé povlaku s vlastnostmi danymi jejich charakteristikou. Hnaci silou
tohoto preuspoiadani je sniZeni povrchové energie. Casto jsou pro kovy pouzivany slitiny
stiibra nebo mize byt ocel oSetfena chromem pro zvyseni odolnosti korozi. Pro polymerni
biomaterialy je proces jednodussi. Vyuziva se blokovych kopolymert, pticemz blok A je

kompatibilni a blok B nekompatibilni se zvolenym biomaterialem [49].

2.1.3 Modifikace bez tvorby povlaku

Vlivem fyzikalné-chemickych metod modifikace povrchu muze dojit ke zméné vlastnosti
biomaterialii bez tvorby samostatného povlaku. Tyto techniky modifikuji atomy na po-
vrchu, ale nevaZou novou vrstvu povlaku. Timto miize byt docileno napt. zmény hydrofo-

bity povrchu, afinity proteinii nebo odolnosti otéru [49].

Mezi tyto techniky fadime upravu pomoci iontového svazku, plazmatického vyboje (viz

kapitola 2.1.1.1), ptipravu konverznich povlakt a bioaktivnich skel [49].

2.1.3.1 Uprava pomoci iontového svazku

V pribéhu tohoto procesu jsou akcelerované ionty o vysoké energii posilany na povrch
materialu, vétSinou se jednad o kovy a keramiku, zfidka o polymerni latky. Diky vysoké
energii muze dochazet k penetrovani iont do vrstvy povrchu a k interakcim s biomateria-
lem. Vysledkem interakci jsou vakance nebo intersticialni atomy v krystalické mfizce. Tim
muze byt vytvofena textura povrchu vzorku. Tato Gprava se vyuziva pro zlepSeni odolnosti

otéru a tnavovému namahani ortopedickych implantata [49].

2.1.3.2 Priprava konverznich povlaki

Uvedenou technikou nevznika povlak jako takovy, nybrz dochazi k modifikaci atomil po-
vrchu a tim k pfipravé oxidované vrstvy na povrchu kovu. Substrat je upravovan pomoci
kyselin (napf. ocel) nebo anodizaci, coz je elektrochemicky proces pouzivany u hliniku

a titanu. Vznikla vrstva chrani kovovy substratu vici korozi [49].

2.1.3.3 Bioaktivni sklokeramika

V ortopedii se vyuzivaji bioaktivni sklokeramiky, které jsou tvofeny riiznymi poméry oxi-

du vapenatého, sodného a kiemicité¢ho. Za fyziologickych podminek dojde na povrSich
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téchto materiald k vytvoreni povlaku oxidu vapenatého, fosfore¢ného a kiemicitého, coz

nasledn€¢ umoziluje spojeni s kosti v nativnim prostredi [49].

2.1.4 Laserové metody modifikace

V mnoha pfipadech byva laser pouzivan k vyvolani jednotlivych modifikaci, které byly
zminény vySe. Soustfedénim vysokoenergetického svazku svétla na vzorek lze v kratkém
case vlozit velké mnozstvi energie na malou plochu. Tim jsou usnadnény reakce jako ziha-
ni, slévani, leptani, depozice filmu a polymerizace na substratu. Pribéh procesu zdvisi
mimo jiné na schopnosti substratu absorbovat energii laseru, na mnozstvi mezifazového
odrazu a rozptylu. S vyhodou lze tuto techniku pouzit za atmosférickych podminek a pii
velkém rozsahu vinovych délek. Lasery mohou byt pouzity i v kombinaci s tepelné nebo

svételn€ indukovanou excitaci pro iniciaci pozadované reakce [49].

2.2 Biologické metody

Techniky biologické povrchové modifikace predpokladdaji navazani biologicky aktivnich
molekul na substrat. Tento proces mizZe probihat riiznymi zpusoby, z nichz byly mnohé
zminény v kapitole 2.1. Zachycené molekuly je nasledné¢ mozné vyuzit k interakci se spe-
cifickymi cilovymi misty na buiikach nebo s dal§imi ¢astmi tkani. Proto je poZadovano,
aby si pevné pfichycena molekula zachovavala svou biologickou aktivitu. VéEtSina biolo-
gicky aktivnich molekul je citliva na zmény konformace, takze musi byt zaji$téna orientace

a rotace jednotlivych molekul po vytvotfeni povlaku [49].

Biomolekuly, které jsou obvykle pouzivany k povrchovym modifikacim, jsou enzymy,
protilatky, peptidy, 1é¢iva, lipidy, nukleové kyseliny a nukleotidy. Pro oSetfeni povrchu se
vyuziva proteind, DNA nebo RNA, piipadn¢ uhlovodikl ziskanych z riznych tkani, pfi-
¢emz usnadiiuji interakci mezi urcitymi typy bunck. Dale se na povrch pfidavaji 1éCiva,
kterad kontrolované idi specifické bunécné funkce. Biologickymi modifikacemi 1ze upra-

vovat vSechny typy biomateriala [49].

2.2.1 Kovalentni povlaky povrchu

Diky vytvofeni kovalentn¢ vdzané vrstvy muze byt u biomaterialti dosaZzeno vyssi stability
a tim se mohou stat vyhodné&jsimi pro nékteré aplikace. Aby k tvorbé povlaku doslo, musi

substrat obsahovat hydroxylovou, karboxylovou nebo aminovou funkéni skupinu. Pokud
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nejsou v materialu pfitomny tyto funkéni skupiny, je tfeba povrch modifikovat, napt. po-

moci plazmatického vyboje [49].

Navazani biomolekul na substrat miize probihat piimo nebo za pomoci inertni vazebné
molekuly, ktera poskytuje misto v prostoru mezi biomolekulou a substratem. Diky tomu je
umoznén veétsi rotaéni pohyb a tim i vyssi aktivita molekuly. Vazebnou molekulu lze upra-
vit tak, aby byla biodegradabilni a po implantaci biomateridlu doslo k uvolnéni navdzané

biomolekuly v lokalizované oblasti [49].

2.2.2 Nekovalentni povlaky povrchu

Vyuziti nekovalentnich interakci mezi biomolekulou a substratem je mozné predevsim
v aplikacich, kde je nezddouci navazani povlaku kovalentnimi vazbami nebo je pfilis slo-
zité s ohledem na chemické sloZzeni nosného materidlu. Pribeh adsorpce cilenych funkc-
nich skupin je zavisly na hydrofoébnich a elektrostatickych interakcich mezi nosnym mate-

ridlem a vazanou skupinou [49].

2.2.3 Imobilizované enzymy

VétsSina metod, které byly diskutovany vySe, miZe byt pouZita pro imobilizaci enzymd,
tzn. navazani enzymu na pevny substrat neboli nosi¢. Imobilizované enzymy jsou vyuZzi-
vany jako biosenzory, zatizeni pro fizené uvolnovani a analyzu proteinti. Jako nosice en-
zymil jsou vhodné hydrofilni hydrogely, jako polyakrylamid nebo polyethylenglykol, ale
1 hydrofobni nosice, jako nylon nebo polystyren. Optimalni vysledky jsou dany vlastnostmi

samotného enzymu [49].

V biomedicinskych zatfizenich musi nosi¢ enzymu nutné spliiovat geometrické podminky
tak, aby poskytoval dostatecné velkou plochu povrchu pro kontakt s enzymem. Dale musi
byt zajisténa difuze biomolekuly substratu do mista imobilizovaného enzymu tak, aby
mohlo dojit k vzajemné fyzikalni interakci. Funk¢énost zatizeni je tedy zavisla na chemické

aktivité¢ enzymu a prostorové dostupnosti substratu [49].
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3 METODIKA FAZOVE SEPARACE

Jednim ze zakladnich fyzikalnich jevi, jimiz Ize pfipravit heterogenni struktury, je fazova
separace [51]. Vyuziti nachazi u mnoha materidlii, jako jsou kovy, polovodice, kapalné
latky, polymery, surfaktanty, koloidy, emulze a biologické materialy [52, 53]. Plisobenim
tohoto jevu dochézi k tvorbé specifického vzoru ve viceslozkové smési materiall, ¢imz lze
kontrolovat jejich morfologii a s tim spojené mechanické, elektrické a transportni vlast-

nosti [51].

V piipad¢ tekutin mize dochazet k vytvoreni dvou odlisnych struktur. Prvni struktura, tzv.
bikontinudlni morfologie, je uspofadana symetricky, pficemz dvé koexistujici faze zauji-
maji pfiblizn€ stejny objem. Druhy typ struktury, tzv. kapickovitd morfologie, je formo-
vano asymetrické uspofadani separovanych fazi, kdy jedna faze zaujima daleko vétsi ob-

jem nez druhd. U slozitych tekutin je mozné vytvotit mnoho zajimavych textur [51].

Je znamo, Ze v klasické fazové separaci pisobi pocatecni difiizni rezim a kone¢ny hydro-
dynamicky reZzim. U polymernich roztoki se vSak objevuje jesté vliv pfechodného visko-
elastického rezimu, ktery urCuje vyslednou morfologii systému. Ta je dana rovnovahou
elastickych sil, na rozdil od klasické fazové separace, kde je ovlivnéna mezifazovym nap¢-
tim. Struktura kontinudlni sit¢ mize byt v tomto ptipadé tvorena dokonce i1 fazi, kterd je
obsazena v mensSim mnozstvi. Typicky pro tento jev je piechod mezi charakteristickou
rychlosti deformace, kterd je vyvolana samotnou fdzovou separaci, a mezi charakteristic-
kou rychlosti viskoelastické¢ relaxace, mluvime o tzv. ,,viskoelastické¢ fazové separaci

(VPS) [54].

V ptipad¢ fazové separace pevnych latek je relevantnim transportnim mechanismem
diftize, u tekutin je to difuze a tok, pti VPS difuze, tok i mechanicka sila. Ve fazové sepa-
raci tekutin je prab¢h diftize a toku fizen gradientem osmotického tlaku, kdezto ve VPS je
hnaci silou navic 1 gradient mechanického napéti. Na zéklad€ rozdilnosti téchto mecha-

nismu je nasledn¢ urovan pribéh vyvoje vzoru [51].

Aby dochazelo k viskoelastické fazové separaci, je nutnd dynamicka asymetrie mezi dvé-
ma slozkami smési. Dynamicka asymetrie znamena, ze relaxace malych rychlych molekul
probiha v fadové krat§im ¢asovém horizontu nez u velkych pomalych molekul. Tento jev
muze byt vyvolan znacnym rozdilem velikosti molekul nebo velkym rozdilem teplot skel-
ného prechodu mezi jednotlivymi slozkami smési. Naptiklad fetézce polymeru se

v roztoku kvili své velikosti pohybuji mnohem pomaleji nez okolni molekuly rozpousté-
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dla [51]. Typickymi ptiklady jsou slozité tekutiny a biologické systémy, mezi které patii
polymerni roztoky [54-58], koloidni suspenze [59-62], roztoky proteint [63], roztoky sur-
faktantl [64] a emulze [65]. Jak bylo naptiklad popsano v literatufe mtze byt ¢lenéni jadra
biologickych bun¢k vysvétleno pomoci VPS, kde vyznamnou roli hraji dynamicky odlisné
slozky jadra, pficemz v tomto procesu ma nezanedbatelnou ulohu i stérické uspotradani

makromolekul a vlastnosti pfitomnych koloidnich ¢astic [66].

Princip VPS je vyobrazen na Obr. 2 spolu s ozna¢enim jednotlivych vlivil, které podporuji

¢i limituji fAzovou separaci.

tvorba spojeni pirechodnym gelem

pocatecni vysokoenergeticky stav

dynamicka asymetrie (rozdilnost velikosti)!
aktivované hydrodynamické interakce

konfigurace
0 nejnizsi
energii

Kaida ¢astice se snaZi mit okolo
vice sousedu.

Mechanické napéti /

(agp/at)/p =— V- Vg

propojeni napéti a difaze

ale pfipojeni zabranuje
shromaZd’ovani ¢astic

\ mechanické napéti brani difazi!

pretrZeni vazeb je pozadovano

Obr. 2: Princip viskoelastické fazové separace

(VPS) s oznacenim hnacich mechanismii [51].

Pomoci viskoelastické fazové separace mohou byt pfipraveny sitové a bunécné (pénove)
struktury, které nelze pfipravit klasickou fdzovou separaci. Takto pfipravené struktury lze
aplikovat jako umélé kosti, substraty pro kultivaci bunék a filtry. Klicovym faktorem, ktery
udava transportni schopnost a mechanické vlastnosti vzniklych struktur, je propojeni fazi.
Ptikladem jsou sitové struktury cév, které jsou dostatecné¢ mechanicky pevné, ale pfitom

maji nizkou hmotnost a umoziuji volné proudeni krve [51].
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3.1 Fyzikalni mechanizmus viskoelastické fazové separace

Jak jiz bylo zminéno vySe, dynamickd asymetrie vyskytujici se ve smési ma puvod
v rozdilu velikosti molekul nebo teplot skelného prechodu jednotlivych slozek smési [67,
68]. Aby doslo k VPS, je nutné, aby faze bohatd na pomalou slozku méla nizsi rychlost
relaxace nez charakteristickou rychlost deformace vyvolanou fazovou separaci a diky tomu
se mohla po urcitou ¢asovou periodu chovat jako elastickd opora [51]. Sitova morfologie
je fizena pomoci podminky rovnovéhy elastickych sil, ktera vychazi ze zakona zachovani

hybnosti [67, 68], tim padem z pfitomnosti kapalné slozky v priibéhu procesu [51].

Kritickym okamzikem pro tvorbu vzoru je vytvofeni pfechodného gelu v dusledku odlisné
velikosti ¢astic. Poté nasleduje jednoducha difuzi fizena tazova separace. Tato ¢ast procesu
pusobi na nasledné viskoelastické vlastnosti a rychlost relaxace. V piipad¢, Ze polymer
tvofi v roztoku zapleteniny, dochdzi ke snizeni dynamiky faze bohaté na polymer [69].
U vzorkii ze zfedéného polymeru, roztoku proteinu a koloidni suspenze bylo zjisténo, ze
bez ohledu na ptivod dynamické asymetrie byly vytvotfeny sitové struktury. To ukazuje na

obecnou moznost vyuziti procesu VPS pro formovani riiznych smési materiala [51].

V konec¢né fazi procesu se systém blizi dosazeni finalniho rovnovazného stavu, takze jiz
nedochazi k vyrazné zméné povrchu. Rychlost deformace s Casem klesa, pfipadné¢ miize
byt niz8i neZ charakteristicky reologicky ¢as faze bohaté na pomalou slozku. Systém se
poté chova spiSe jako kapalina neZ elastickd opora. Pro morfologii se stdvd dominantni
mechanické napéti namisto mezifazového napéti. To zplsobuje naslednou relaxaci struktur

do podoby kapek nebo bikontinuélni struktury. Sitové 1 bunééné struktury se stdvaji nesta-

v

Pro primyslové aplikace je diilezité stabilizovat pfechodné morfologie fazové separace,
jako jsou struktury bunék nebo sité. Pro tento ucel lze pouzit chemické reakce, zmrazeni

gelaci nebo vitrifikaci [51].

3.2 Metoda Breath Figure

V kapitole 1 byly rozebirdny moznosti vyuziti texturovanych povrchil pfipravenych pomo-
ci metody Breath Figure. Tato technika se s vyhodou vyuziva pro mnoho aplikaci diky své
relativni jednoduchosti, rychlosti a moznosti rovhomérné texturizace celé plochy
vzorku [70]. Pomoci této metody 1ze kromé struktury povrchu kontrolovat i jeho chemické

slozeni [71], coz v konec¢ném disledku umoziuje ptipravu pravidelnych struktur na mikro-
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nebo nanourovni [72]. Princip je zalozen na kondenzaci a samouspoiadani kapek vody
v pripad¢, ze vlhkost pfijde do kontaktu se studenym substratem, jako je tomu pii dychani.
Jestlize je naptiklad polymerni roztok odlévan za vysoké vlhkosti, mohou byt timto zpiiso-

bem piipraveny vysoce organizované porézni filmy [71].

3.2.1 Princip metody

Mechanismus piipravy porézniho filmu je relativné jednoduchy, jelikoz vyzaduje pouze
ptipravu roztoku polymeru a nésledné odpafovani ve vlhkém prostiedi. Na Obr. 3 jsou
znazornény jednotlivé kroky procesu. Na pocatku (krok A) dochazi k endotermickému
odparovani rozpoustédla z roztoku a tim k poklesu jeho povrchové teploty. V ptipadé, ze
ma povrch hydrofobni charakter, zacind na ném kondenzovat vlhkost, ktera je heterogenni
nukleaci uspotadana do samostatnych kapicek vody (krok B). Protoze jsou kapky termo-
dynamicky stabilni, nedochézi k jejich odpateni. Jakmile zapo¢ne nukleace kapky na sub-
stratu, zvétSuje svij objem na tkor pary z okolniho prostiedi, dokud nedojde k pokryti ce-
1ého povrchu kapkami vody (krok C).

PROUD VZDUCHU

-y

4y &

e
QOOQ00
Q00

H

Obr. 3: Proces tvorby texturovaného povrchu pomoci metody Breath Figure [5].

V této fazi mohou nasledovat tfi rizné situace. Poté, co roztok se ochladi na teplotu okoli,
za¢ne odpafovani zbytkového rozpoustédla, kdy je udrzovano pravidelné uspotradani kapek

vody [73]. Nasledné¢ dojde k odpafeni kondenzované vody za tvorby vostinové
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struktury [5, 71]. V ¢asti F na Obr. 3 je zobrazena vysledna struktura, kterd byla vytvotrena
uplnym odpatfenim rozpoustédla obsahujici monovrstvu pravidelné usporadanych pori
o stejné velikosti. Situace na obrazku G popisuje ponofeni vrstvy kondenzovanych kapek
do roztoku. Tim dojde ke stabilizaci kapek polymerem, zabranéni koagulaci a odpateni
zbytku rozpoustédla. Jestli bude vytvoifena monovrstva nebo vicevrstva struktura, urcuje
hustota pouzitého rozpoustédla [5, 71], struktura polymeru a dalsi jevy [74]. Po vnofeni
kapek do roztoku miize kondenzovat nova vrstva kapek na povrch (krok H). Posledni pii-
pad (D) nastava, pokud je proces nedostatecné fizen z pohledu ¢asového hlediska a dalSich
parametri. V piipadé, ze dojde ke kontaktu kapek, interaguji splynutim (koalescenci).
Nova kapka tak dosdhne niz$i povrchové energie. Vysledkem procesu koalescence a na-
sledného odpateni kapek vody a pouzitého rozpoustédla je fada neusporadanych, odlisné

velkych pért (E) [5, 71].

3.2.1.1 Tvorba pravidelné struktury

Pro dosazeni rovnomérné uspofadaného pole kapek vody je nezbytné, aby doslo ke stabili-
zaci kapek v priitbéhu procesu odpafovani. Pfidanim surfaktantu do roztoku polymeru Ize
predejit koalescenci. Surfaktant plsobi na rozhrani kapek vody sroztokem polymeru
a upravuje mezifazové napcti mezi danymi prostiedimi. Vznikld struktura je zavisla na
koncentraci a struktufe surfaktantu. Pomoci fosfolipidii bylo dosazeno velikosti kapek

fadove v milimetrech, coz je klasickym zpiisobem dosti problematické [73].

Srovnanim struktur pfipravenych na nepolarnim a polarnim substratu bylo stanoveno, ze
polarita polymeru mé zasadni vliv na tvorbu Breath Figure vzort. V dusledku Bénard-
-Marangoniho mikrokonvekce dochazi k pohybu v roztoku. V pribéhu tohoto pohybu se
polarni skupiny dostavaji k povrchu roztoku a zvysuji tak jeho afinitu ke kapkdm vody.
Diky tomu jsou umoznény interakce mezi roztokem a kapkami, k nimZ v jinych piipadech
nedojde. Pokud polymer pouzity k tvorbé struktur neobsahuje dostatecné mnozstvi polar-
nich struktur, nebo nevznikéd dostatecné aktivni Bénard-Marangoniho konvekce, vysledné

vzorovani je mén¢ vyrazné nebo se viibec neobjevi [75].

3.2.1.2 Princip metody bez proudéni viduchu

Na Obr. 4 je uveden prub¢h procesu Breath Figure za absence proudu vzduchu. Proces byl
analyzovan pomoci dynamickych mikroskopickych snimka v urcitych ¢asovych interva-

lech. Na Obr. 4a) 1ze vidét kapicky vody kondenzované na hladin€ roztoku v dusledku tep-
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lotniho gradientu, ktery je zptisoben lokalnim ochlazovanim povrchu diky odpafovani roz-
poustédla. Na obrazcich b) a c) je zfejmé, ze kapky vody zvétsuji sviij objem a dochazi
k jejich organizaci do uzce spjatych hexagondlnich vzori. V této etapé zaujimaji vysoce
mobilni stav a kolektivnim pohybem kapek se objevuje silny konvektivni proud pod povr-
chem roztoku. Typickd hexagondlni struktura je formovéna na obrazku d), tedy po
120 sekundach od pocatku tvorby vzoru. Kvuli kontinualni kondenzaci vzduchu na po-
vrchu vzorku byly v ur€itych mistech vytvoreny dokonce ,,bazény* vody, jak je znazorné-
no na obrazku e). Po odpateni veSkeré vody doslo k vytvrzeni filmu s pravidelnou porézni

strukturou, viz obrazek f) [72].

(a) T=17s (b) T=45s (¢) T=80s

Spum Spm

@) -0

Obr. 4: Pribéh metody Breath Figure bez proudeéni vzduchu.
Podrobny popis obrazkii je uveden v textu [72].

3.2.1.3 Princip metody v suchém prostiedi

Ptestoze metoda Breath Figure nabizi spoustu vyhod, jak bylo uvedeno na zacatku kapitoly
3.2, neni vhodnou technikou pro upravu povrchi vSech materiald. Mnoho polymert musi
byt pfipravovano za suchych podminek a v cistych prostorach. Pomoci spin-coatingu
v suchém prostiedi 1ze pfipravit vzorovany povrch homogennich polymert. Timto zpiso-

bem je také snazsi pripravit filmy o velké ploSe a jednotné Sitce [76].

Spin-coatingem byly upraveny filmy acetat-butyrat celulozy (CAB), karboxylovaného po-
lystyrenu a polymetylmetakrylatu. Jako dobré rozpoustédlo téchto polymerd byl zvolen
tetrahydrofuran (THF), do n€¢hoz byla pfiddna voda, aby byly napodobeny vlhké podminky

metody Breath Figure. Pomoci této metody byla GispéSné piipravena fada struktur, u nichz
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byla odli$né velikost port v zavislosti na mnozstvi vody v roztoku THF a na rychlosti spin-

-coateru [76].

Prestoze béznd metoda Breath Figure u homopolymeri funguje pouze v ptipadé, Ze poly-

mer obsahuje asociativni nebo amfifilni funkéni skupiny, byly tyto struktury vytvoreny

iu vyse zminénych polymert, ve kterych se uvedené skupiny nevyskytuji [76].

(a)

Obr. 5: Filmy CAB upravené pomoci spin-coatingu
nanesenim smesi THF a vody za ruznych podminek,

popsanych v textu [76].

Na Obr. 5 jsou zobrazeny snimky filmt acetat-butyratu celulézy ze skenovaciho elektro-
nového mikroskopu (SEM). Povrch filma byl upraven pomoci spin-coatingu nanaSenim

smési tetrahydrofuranu s odliSnym obsahem vody: (A), (a) 1,5 hm. %, (B), (b) 3 hm. %,
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(©), (c) 5 hm. %, (D), (d) 9 hm. %. Filmy na snimcich oznacenych velkymi pismeny (A, B,
C, D) byly upravovany rychlosti 1000 ota¢ek za minutu, kdezto filmy na snimcich oznace-
nych malymi pismeny (a, b, ¢, d) 3000 ot./min. Bylo stanoveno, Ze s vyssi rychlosti spin-
-coateru dochazi ke snizeni velikosti port. V ptipad€ obsahu 5 hm. % vody v THF a pfi

uprave rychlosti 1000 ot./min bylo dosazeno hexagonalni vostinové struktury [76].

3.3 Princip texturizace povrchu pomoci smési rozpoustédel

K tvorbé homogenni textury povrchu lze v suchém prostfedi vyuzit spin-coatingu, kdy
dochazi k upravé pomoci smési dobrého a Spatné¢ho rozpoustédla. V prubéhu komplexniho
procesu pusobi na systém mnoho proménnych: rotace vzorku pii 2200 ot./min, botnani
polymeru, rozpusténi povrchové vrstvy [70], fazova separace [67, 77], rozdéleni systému
na elastickou, viskoelastickou a viskozni slozku [70], vznik sekundéarnich proudt
v disledku rychlé zmény viskozity odpafovanim rozpoustédla a s tim spojené difuze diky
koncentratnimu gradientu [78-81], déale volné povrchové napéti [70] a mezifazové

napéti [75, 82].

V popsaném postupu [70] je smé&s dobrého a Spatného rozpoustédla deponovéana na povrch
upravovaného vzorku (polystyrenu — PS) umisténého na spin-coateru v urcitych ¢asovych
sekvencich. Namisto jedné davky 1000 pl je nanaSeno 5% 200 pl smési. Schéma procesu
upravy polystyrenové misky je ndzorn¢€ zobrazeno na Obr. 6. Tetrahydrofuran (THF) jako
dobré rozpoustédlo zac¢ind nabotndvat povrchovou vrstvu polymeru, viz Obr. 6B, pfi¢emz
dochazi k rozpousténi povrchu, fazové separaci a tvorbé malych kapek Spatného rozpous-
tédla, 2-ethoxyethanolu (ETH). Nanesenim dal$i davky smési THF:ETH je docileno uspo-
fadani na Obr. 6E. Na vyfezu je znadzorné€no rozdéleni systému na elastickou, viskoelastic-
kou a viskézni slozku. Diky difuzi dochdzi ke zvétSeni nabotnalé vrstvy polystyrenu
a kapek ETH, jak lze vidét na Obr. 6F. Nasledn€ dochazi k dalsim davkam smési rozpous-
tédel a postupnému zvétSovani obou fazi. Poslednim krokem je odpateni dobrého rozpous-
tédla za soucasného vytvrzeni strukturovaného filmu a az posléze odpateni Spatného roz-

poustédla [70].
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Krok 1 Legenda:

naneseni THF <ETH na povreh THF +ETH . THF + ETH
- e . o
odpafovan
THF+ETH D ETH
botnani; tvorba malych kapek; rozpouiténi;
fazova separace; viiv Laplaceova tiaku / . THF
povrchového napéti

rotac I‘}
odpafovani
THF +ETH

vliv Laplacecva tlaku [ pevrchovihe napéti;
tok PS v disledku rychlého odpafovani THF

o mtace)
odpafovani
THE=ETH
naneseni druhé daviey: pofatedni tlouitka

vrstvy PS + THF a primér kapek ETH zavisi viskoelasticky viskﬁ:f:wi
na éasové sekvenci mezikroky1a 2 polymer kapalina

rotac I‘}
odpafovani
THF +ETH

vitiovani tloudthy vrstvy nabotnaléhe PS svitEovani vrstvy

<o N <O W<S4a P

I

—

m

8 priméry kapky ETH; agregace ETHna elasticky napornalého FS skrz
& viskéznim povrchu PS; botnani; tvorba malych  material viskoelasticky polymer
kapek; rozpoulténi; fazova separace; vliv a viskozni kapku ETH

Laplaceova tlaku [ povrchového napéti

rotace
THE=ETH

vliv Laplaceava tlaku [ povrehavého napéti;
tok PS v diisledku rychlého odpafovani THF

Obr. 6: Princip modifikace povrchu PS metodou casové sekveno-

vané fazové separace vyvolané piisobenim smési rozpoustedel [70].

Aby mohl vySe popsany proces spravné fungovat, je nutné dodrzet podminky vybéru jed-
notlivych rozpoustédel. Jednak musi byt slozky smési vzdjemné misitelné, a jednak musi
byt rychlost odpatovani dobrého rozpoustédla mnohem vyssi, nez je u Spatného rozpouste-
dla. Vybér lze provést na zakladé Hansenovych rozpustnostnich parametrd [83] s nutnosti

experimentalniho ovéteni [70].

Touto metodou lze piipravit substraty pro kultivaci bunék. Idedlnim postupem je naneseni
5 davek smési THF:ETH v poméru 1,5:8,5 v ¢asové sekvenci 5 sekund za laboratorni tep-
loty s naslednou rotaci po dobu 120 s. Pro sniZzeni povrchové energie a zlepSeni adheze

bunck je tieba material oSetfit plazmou [70].
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4 POLYSACHARIDY

Hlavnimi slozkami, které jsou nezbytné pro zivot, jsou polysacharidy, nukleové kyseliny
a proteiny. Tyto makromolekuly s vysoce uspotadanou strukturou spole¢né urcuji funkc-
nost a specificnost zivého organismu. Polysacharidy jsou hojné¢ zastoupeny v ptirodé
a v lidském téle, ptiCemz fyziologické funkce polysacharidi jsou dany konformaci mole-
kuly. Strukturni polysacharidy (celul6oza, pektin, chitin) tvoii stény bun¢k, zasobni polysa-
charidy (Skrob, glykogen) slouzi jako rezervoary energie. K dal§imu typu polysacharidi
formujicich gel patfi alginat a glykosaminoglykany. Mimo to se polysacharidy

v organismech podileji na pfenosech signalu, adhezi bun€k a dalSich [84].

4.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova se casto vyskytuje ve formé sodné soli, tedy hyaluronanu sod-
ného (HA). Jednd se o nerozvétveny glykosaminoglykan, ktery se skldda z disa-
charidovych jednotek D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu. Strukturni vzo-
rec je uveden na Obr. 7. Jeji molekuly dosahuji velmi vysokych molekulovych hmotnosti
v rozmezi 10° az 10’ Daltonii, nicméné mohou existovat i ve formé oligosacharidi [85]. Ve
vSech tkanich dospélych obratlovct se HA vyskytuje jako hlavni slozka extracelularni

matrix (ECM) [86], dale je pfitomna v kiiZi, synovidlni tekutin€ a o€nim sklivci [87].

CH,OH COO
o) o)
0 \ OH
OH
NHAC OH

Obr. 7: Strukturni vzorec HA (Ac = acetylova skupina) [85].

Kyselin¢ hyaluronové se pfisuzuje mnoho ruznorodych biologickych funkci, Gcastni se
fyziologického vyvoje, ovulace [85] a hojeni ran [86, 88]. Dale mé nezanedbatelny t€inek
pii raznych nemocech. Korondrni aterosklerdza je onemocnéni zpisobené akumulaci bu-
nek, slozek extraceluldrni matrix a usazenin tukd v podobé¢ lipoproteintl, které vytvaii ate-

roskleroticky plak uvnitt cév. S casem muize dojit k utrhnuti plaku, coz miize vést
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k tromboze a okluzi [89, 90], tedy uzavieni cévy. Hyaluronan jako rozhodujici slozka
ECM prispiva ke zizeni stény cév a ovliviiuje biologii vaskularnich bunék zapojenych do
vyvoje cévni léze [85]. Déle hraje roli pfi zadnétlivém onemocnéni stfev a rakoviné [91,
92]. Hyaluronan je spojovan s nepfiznivym chovanim bun¢k v pribéhu vyvoje a progrese
rakoviny, ale také pfi tvorbé metastazi. V fad€¢ tumorti bylo zaznamenano obohaceni bunék
o oligomerni molekuly HA. Z téchto informaci lze ovSem vychazet pfi vyzkumu terapeu-
tické 1écby rakoviny. V jednodussi formé roztoku zajistuje hyaluronan pro urcitd mista
v lidském téle vypli, lubrikaci ¢i filtraci [85]. Vysoka funkéni rozmanitost HA je

s vyhodou vyuzivana pro specifické interakce s proteiny zvanymi hyaladheriny [93].

Hlavni oblastmi pouziti jsou o¢ni chirurgie [94, 95], 1é¢ba artritidy [96], kosmetika [97,
98], dermatologie, plasticka chirurgie, revmatologie a ortopedicka chirurgie, farmakologie,

atd. [99].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 PRIPRAVA A CHARAKTERIZACE POLYMERNICH FILMU

Tato prace se zabyva ptipravou polymernich filmi z vodnych roztokt polysacharidu, kon-
krétn¢ hyaluronanu sodného (HA). Ziedéné roztoky HA byly rozpoustény tfepanim za
laboratornich podminek. Nésledné byly odlévany na texturované polystyrenové misky
upravené¢ pomoci smési dobrého a Spatného rozpoustédla a suSeny v laboratorni susarné
bez nucené cirkulace vzduchu. VysusSené filmy byly upravovany metodou ¢asové sekveno-
vané fazové separace na spin-coateru tak, aby doSlo ke vzniku specifické povrchové

mikro-struktury.

Charakterizace vzniklych povrchli probihala pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM),

skenovaci elektronové mikroskopie (SEM), profilometrie a tahové zkousky.

5.1 Pouzité materialy

Roztoky a filmy byly pfipravovany ze sodné soli kyseliny hyaluronové (hyaluronanu sod-
ného — HA) o riznych stfednich molekulovych hmotnostech. Hyaluronan sodny
o farmaceutické Cistot¢ byl zakoupen od spole¢nosti Contipro, a. s. Stiedni molekulova
hmotnost (My,) a jeji distribuce jsou uvedeny v Tab. 1. V diskuzi vysledkl jsou moleku-

lové hmotnosti oznaCovany tak, jak je uvedeno v nize uvedené tabulce.

Tab. 1: Znaceni pouzitych vzorki HA podle stredni molekulové hmotnosti M,, a jeji distri-

buce.
124 100-150 M124
243 150-350 M243
370 250450 M370
600 500-1200 M600
1180 500-1200 M1180
1500 1400-1600 M1500

Pomoci reverzni osmézy na zatizeni Direct-Q byla pfipravena ultracistd voda o mérném
odporu 18 MQ-cm. Pro zachovani vysoké Cistoty vzorkii byla takto pfipravend voda pou-

zivana pro veskeré experimenty.

Dalsi chemikalie, jako napf. n-butanol, isopropylalkohol, tetrahydrofuran, 2-ethoxyethanol,

byly v p.a. Cistoté zakoupeny od spolecnosti Sigma-Aldrich.
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5.2 Pouzité metody

Reprodukovatelnost vysledkti u biologickych materiali je znané zavisla na Cistoté vSech
pouzitych nastroji a nadob. Cisténi viech nadob pouzitych pro piipravu roztoku HA pro-
bihalo dle nasledujiciho postupu. Sklenéné nadoby byly ¢istény v laznich obsahujicich
kyselinu sirovou, destilovanou vodu, kyselinu chlorovodikovou, opét destilovanou vodu
a peroxid vodiku, ptfi¢emz v kazdé 1azni byly ponechany 20 minut. Poté byly oplachnuty
destilovanou vodou, acetonem, znovu destilovanou vodou a ethanolem. Sterilizace probi-

hala v susarné pti 120 °C po dobu 20 minut.

Kovové laboratorni pomticky byly ¢istény pouze pomoci vody, ethanolu a vody s nasled-
nym osusSenim proudem ¢istého vzduchu. Plastové komponenty (vyjma PS misek) byly
ponofeny do lazné peroxidu vodiku a nasledné oplachnuty a sterilizovany stejné jako skle-
néné nadoby. Pouzité PS misky nebyly nijak ¢iStény, protoze jejich sterilita byla zaruc¢ena

od dodavatele.

5.2.1 Priprava roztoki polysacharidu

Vsechny roztoky byly pfipravovany metodou tiepani, kdy dochazelo k rozpusténi kyseliny
hyaluronové z praskové formy do vodného roztoku za laboratorni teploty, tj. pfi
(24 £ 1) °C. Pro pftipravu roztoku byla pouZzita urcitd molekulova hmotnost ¢i jejich smés
o danych hmotnostnich podilech. Pro molekulovou hmotnost M124, M243, M370 a smési
M,, byla dana koncentrace 3 hm. %, dale byly pfipraveny roztoky 1,5% M600
a 0,7% M1500. PouZitym zafizenim pro rozpousténi byla horizontalné oscilujici tfepacka.
Doba rozpousténi byla vzdy 24 hodin. Po uplynuti této doby byl roztok ihned odlévan na

nosny substrat.
5.2.2 Odlévani polymernich filma

5.2.2.1 Nosny substrat a jeho uprava

Pro odlévani filma byly pouzity malé polystyrenové Petriho misky o priméru 3,4 cm. Tyto
misky, urcené pro kultivaci buné€k, byly zakoupeny od firmy TPP Techno Plastic Products
AG. Vyrobce misek garantuje, ze jsou sterilizovany pomoci radiace a neobsahuji pyrogeny

ani molekuly DNA nebo RNA.

Pted odlévanim roztoku HA byl povrch misek upraven pomoci smési dobrého a Spatného

rozpoustédla, princip metody je uveden v podkapitole 3.3. Texturizace povrchu PS pred
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odlévanim roztoku HA byla provedena z diivodu zajisténi dostatecné adheze solidifikova-
ného filmu HA na tomto typu substratu. Dostatecnd adheze HA na povrchu nosného sub-
stratu je nezbytnou podminkou pro naslednou texturizaci samotné¢ho filmu HA. Na spin-
-coateru bylo pii 2200 ot./min davkovano 5x 200 ul smési THF:ETH v poméru 1,5:8,5
v asové sekvenci 5 s. Celkovy cas rotace misky byl 120 s. Vysledny povrch je zobrazen
pomoci AFM na Obr. 8. V pravé ¢asti Obr. 8 je zobrazen profil upraveného PS povrchu

vedeny ve stfedu vlevo zobrazené¢ho povrchu pomoci AFM.
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Obr. 8: Povrch PS misky upravené na spin-coateru davkovanim 5% 200 ul smési
THF:ETH v pomeru 1,5:8,5 v casové sekvenci 5 s, vlevo zobrazeni vzhledu povrchu

pomoci AFM, vpravo vyskovy profil pripraveného povrchu.

Aby bylo dosaZeno vysSiho smaceni upravenych misek pfipravenym roztokem a bylo tak
umoznéno zate¢eni do viech porti povrchu, byly misky osetfeny plazmatem. Uprava byla
provedena v nizkotlakém plazmatickém reaktoru znacky FEMTO SRS od spole¢nosti Di-
ener electronic. Na misticky plisobilo plazma v atmosfétre vzduchu po dobu 60 s pii vyko-

nu 100 W.

Roztoky HA byly po rozpusténi ihned odlévany na povrchové upravené misky podrobené
plazmatické Gprave. Vyska roztoku odpovidala vySce misky, tj. 6 mm.

5.2.2.2 SuSeni

Solidifikace filmu probihala v laboratorni susarné Memmert, viz Obr. 9. Pro minimalizo-
vani moznosti kontaminace povrchu filmu HA prachovymi ¢asticemi byla pouzita suSarna

bez nucené cirkulace vzduchu. Teplota suSeni byla nastavena vzdy na 50 °C. Polymerni
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vrstva byla zcela vysuSena po 24 hodinach a misky se solidikovanymi filmy byly nasledné

skladovéany v exsikatoru. VysusSeny film dosahoval vysky okolo 100 um.

Obr. 9: Pouzita susdarna znacky Memmert [100].

5.2.3 Povrchova aprava filmi

Vysusené filmy s hladkym povrchem byly na spin-coateru upraveny pomoci smési dob-
rého a Spatného rozpoustédla. Vzorky rotovaly rychlosti 2100 ot./min (pokud neni uvedeno
jinak) po riznou dobu a vZdy alespoil 3 minuty po naneseni posledni davky smésnych roz-
poustédel. Casova sekvence davkovéani se pohybovala od 2,5 do 15 s. Prvni krok upravy
spocival v naneseni n€kolika davek ultracisté vody slouzici k nabotnani povrchové vrstvy.
Poté nasledovalo davkovani smési rozpoustédel, n-butanolu jako Spatné¢ho rozpoustédla
a isopropylalkoholu jako ¢aste¢né¢ dobrého rozpoustédla v rizném poméru. Po ukonceni
rotace byly vzorky na cely den umistény do exsikéatoru, aby doslo k odpateni zbytkovych

rozpoustédel.
Jednotlivé procesni parametry byly optimalizovany v ramci experimentalni ¢asti prace.
V nésledujici kapitole jsou uvedeny vlivy stfedni molekulové hmotnosti, distribuce Mw,

botnani, poctu ddvek smeési rozpoustédel, pomeru rozpoustédel, ¢asové sekvence davko-

vani a otaCek spin-coateru.

5.2.4 Charakterizace povrchi

Pro charakterizaci a srovnani jednotlivych vzorki byly vybrany metody AFM, SEM, profi-

lometrie a tahova zkouska.
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5.2.4.1 Vysekdavani vzorki

Upravené polystyrenové misticky neumoziuji pfimé zobrazeni povrchu danymi metodami.
Proto je tfeba pfipravit mensi vzorky pro dané charakterizace. K tomuto ucelu byl pouzit
laboratorni lis, kde bylo vysekavacim nozem vyseknuto kolecko o priméru 22 mm. Toto
kolecko bylo vysekavano vzdy ze stiedu pfipraveného filmu, aby byly eliminovany okra-

jové jevy zptisobené nerovnomérnym napétim u okrajii misek, kumulaci rozpoustédel, atd.

5.2.4.2 Mikroskopie atomarnich sil

Ptesné informace o zménach morfologie povrchu lze ve velkém rozliSeni ziskat pomoci
mikroskopie atomarnich sil (AFM). Pomoci této metody lze métit vSechny typy vzorkd,
tvrdou keramiku, nanocéstice kovu, flexibilni polymery, lidské buiikky i molekuly DNA.
Proto je AFM pouzivana ve vSech oblastech védy. V principu je tato metoda zalozena na
mapovani povrchu vzorku ostrou sondou. Mezi hrotem sondy a vzorkem se vytvareji pfi-
tazlivé nebo odpudivé sily. Vlivem téchto sil dochazi k ohybani raminka, na némz je umis-
téna sonda, jak je zobrazeno na Obr. 10. Zmény polohy raminka se detekuji, pomoci lase-

rového paprsku odraZzeného od horni strany raminka se sondou [101].

i

\"\\‘J semikontaktnim refimu AFM

osciluje sonda v tomto rozmezi
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Obr. 10: Pritazlivé a odpudivé sily mezi vzorkem a hrotem

sondy, odpovidajici zakriveni sondy [101].

Rozsah méfeni a porovnani s ostatnimi mikroskopickymi metodami je vyjadieno na Obr.

11. Odchylka AFM pfistroje je pouhych 0,1 nm [101].
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Obr. 11: Porovnani rozsahu méreni jednotlivych mikroskopickych metod [101].

Mg¢teni probihalo na zafizeni znacky NTEGRA Prima od spole¢nosti NT-MDT. Vybrané
typy vzorkl byly méfeny v poklepovém rezimu AFM v prostiedi vzduchu pii laboratorni
teploté. Pro vSechna méfeni byla pouzita silikon nitridova sonda NSGO1 od spole¢nosti
NT-MDT. Plochy o rozméru 50x50 um s rozliSenim 512x512 dpi byly skenovany rych-
losti 0,4—1 Hz. To znamena, Ze vyobrazené snimky jsou sestaveny z 512 naméfenych pro-
filti, kde jeden z nich (stfedni profil z pozice 25 pm) je prezentovan samostatn¢ v podobé¢
profilového fezu. Z této kiivky jsou v pfislusné tabulce stanoveny hodnoty primérné drs-
nosti Ra, stfedni kvadratické drsnosti Rq, Sikmosti a Spicatosti. Druhd tabulka udava hod-
noty téchto veli€in stanovenych z celé plochy snimku. Prolozenim snimku pomoci masky

1ze zjistit pocet vytvoienych port a jejich prumérné velikosti.

5.2.4.2.1 Stanoveni poctu port

Pro tpravu a analyzu snimkl pofizenych pomoci mikroskopu atomérnich sil byl pouZit
program Gwyddion 4.0. ProloZenim snimku rovinou v dané vySce byla vytvofena maska.
Vyska masky je volena tak, aby doslo k separaci jednotlivych pérti a byla umoznéna jejich
charakterizace (obrazova analyza). Piiklad snimku proloZeného maskou je uveden na Obr.
12. Pomoci dalSich funkci programu Ize stanovit pocet port, tedy prohlubni, které se vy-
skytuji pod irovni masky. Mezi dal$i charakteristiky, které je mozné zjistit, patii specificka

plocha pori, primérna plocha a velikost poru.
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Obr. 12: Maska prolozenda snimkem filmu odlévaného
z roztoku 3% HA M243, uprava povrchu 3% 200 ul ultracis-
té vody + 25x 200 ul smesi n-butanolu a isopropylalkoholu

v poméru 3.7, casova sekvence 5 s.

5.2.4.3 Skenovaci elektronova mikroskopie

Pro charakterizaci vzhledu povrchu vzorkd byl mimo AFM pouzit skenovaci elektronovy
mikroskop (SEM) znacky Nova NanoSEM 450 od spole¢nosti FEI. Méfeni bylo provedeno
v prostiedi vysokého vakua v rezimu zpétné odrazenych elektronii. Vzorek byl méfen bez
predeslého pokoveni. Pro méfeni bylo pouZzito urychlovaci napéti 2 kV. Byla zobrazena

plocha o rozméru 50x30 pum.

5.2.4.4 Profilometrie

Pro stanoveni topografie povrchu byl pouZzit mimo AFM kontaktni profilometr znacky
DektakXT od firmy Bruker. Ze ziskanych kiivek byly uréeny hodnoty primérné drsnosti
Ra, stiedni kvadratické drsnosti Rq, Sikmosti a Spicatosti. Tyto hodnoty Ize srovnat s vy-

sledky stanovenymi pomoci AFM.

Pro vytvoteni 3D snimku povrchové topografie, byl vyuzit bezkontaktni profilometr Con-

tour GT-K od spole¢nosti Bruker. Tento pfistroj pracuje na principu interference svétla.
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Vyhodou této techniky je moznost zobrazeni vétsi plochy vzorku, na tkor rozliSeni v ose z

(viz srovnani na Obr. 11).

5.2.4.5 Tahova zkouska

Mechanické vlastnosti vybranych typta piipravenych filma byly stanoveny pomoci trhaciho
pfistroje Instron, typ 3345J8169. Pro tyto tcely byla pouzita hlava o maximalnim rozsahu
méfeni do 100 N. Piesnost stanoveni sily byla v ¥adu 10” N, u protazeni obdobné 10™ mm.
Rychlost protahovani vzorku byla 10 mm/min. Méfeni probihala pii laboratorni teploté
a vlhkosti. Pfed provedenim tahové zkousky vybranych vzorkiit HA byly tyto folie sklado-
vany v exsikatoru po dobu minimaln¢ sedmi dnii tak, aby pomér zbytkové vody v mére-

nych materidlech byl co nejsrovnatelngjsi.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V souladu s hlavnim cilem této prace byly optimalizovany postupy mikro-texturizace po-
vrchu hyaluronanu sodného metodou fazové separace. V nasledujicim textu bude popsan
postup, jak vyvolat vznik mikro-p6rii na povrchu zvoleného polymeru. Budou diskutovany

parametry ovlivitujici mnozstvi, velikost a rovnomérnost rozlozeni vznikajicich pora.

6.1 Priprava mikroporéznich filmi na bazi hyaluronanu sodného

Pro charakterizaci jednotlivych filmi byla primarné pouzivana mikroskopie atomarnich sil.
Vysledky z AFM jsou pro kazdy vzorek prezentovany v podobé snimku z AFM (pokud
neni uvedeno jinak) a horizontdlniho profilu proloZeného sttedem snimku. Déle jsou uve-
deny tabulky s hodnotami drsnosti, Sikmosti a Spicatosti, s poctem port, jejich specifickou

plochou, primérnou plochou a velikosti poru.

6.1.1 Vliv poméru rozpoustédel ve smési

Spravny pomér smési dobrého a Spatného rozpoustédla je zasadni proménnou determinu-
jici moznost vzniku povrchové mikro-textury. V ramci prvotnich experimentti byla piipra-
vena Skala roztokli o objemovém poméru slozek 1:9 az po 9:1 se zménou podilu vzdy
o jeden dil. Bylo zjiSténo, Ze pro povrchovou upravu je idedlni smés n-butanolu a isopro-

pylalkoholu o objemovém poméru 3:7.

Vyznam této proménné je demonstrovan na tiech rozdilnych pomérech slozek smési. Vy-
sledky tohoto experimentu jsou uvedeny na Obr. , pro smési odliSujici se o ¢tvrtinu obje-
mového dilu jednotlivych slozek, tj. 3,25:6,75, 3:7 a 2,75:7,25. Z uvedenych snimkt je
zietelné, ze pouhé odliSeni o ctvrt dilu je z4sadni pro tvorbu povrchové struktury. Na
snimku A sice dochazi k tvorbé nekolika port, ale ve vétS§im pfiblizeni 1ze tento film cha-
rakterizovat jako mirn€ zvlnény vzhledem k vySkovym nerovnostem do 30 nm. Na snimku
B lIze vidét pravideln€ porovitou strukturu povrchu. V piipadé snimku C viibec nedochézi
k tvorbé porl, coz mize byt zplisobeno malym obsahem Spatného rozpoustédla, které se
ma uspofadat ve form¢ kapek, a velkym obsahem dobrého rozpoustédla, které pfili§ roz-

pousti povrchovou vrstvu.
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Obr. 13: Vliv poméru slozek dobrého a Spatného rozpoustédla na zménu vzhledu texturo-
vanych filmiu HA M243, uprava povrchu: 3% 200 ul ultracisté vody + 10x 200 ul smeési
n-butanolu a isopropylalkoholu v poméru A) 3,25:6,75, B) 3:7, C) 2,75:7,25, sekvence

davkovani 5 s.
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Obr. 14: Vliv pomeru slozek dobrého a spatného rozpoustédla na zmenu profilu texturova-
nych filmii HA M243, uprava povrchu: 3x 200 pl ultracisté vody + 10% 200 ul smési
n-butanolu a isopropylalkoholu v pomeru A) 3,25:6,75, B) 3:7, C) 2,75:7,25, sekvence

davkovani 5 s.

Srovnani profilti filml upravenych pomoci smési rozpoustédel o rizném poméru je ndzor-
n¢ ukazano na Obr. 14. Z obrdzku je naprosto ziejmé, ze jediny pomér rozpoustédel, ktery
umoziuje tvorbu pravidelné porovité struktury, je 3 dily n-butanolu ku 7 dilim isopro-

pylalkoholu. V ptipadé pouziti jiného poméru je film rovny (profil A a C).

Uvedené vysledky jsou potvrzeny stanovenim hodnot drsnosti v Tab. 2 a Tab. 3. Vysledky
se ocividné velmi lisi a stanovuji hladkost povrchit A a C. Pro veskeré experimenty byl

proto zvolen pomé&r rozpoustédel 3:7 bez ohledu na dalsi procesni parametry.
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Tab. 2: Parametry drsnosti stanovené z profilu texturovanych filmi upravenych smesi roz-

poustedel o rizném pomeru.

Ra [nm] 1,3 5,7 0,4
Rq [nm] 2,8 7,3 0,5
Sikmost [1] 0,91 -0,08 -0,46
Spicatost [1] 26,45 3,28 3,87

Tab. 3: Parametry plosné drsnosti stanovené u texturovanych filmi upravenych smesi roz-

poustédel o riiznéem pomeéru.

Sa [nm] 4,2 14,0 32
Sq [nm] 55 18,3 4,1

Sikmost [1] 0,09 -0,77 -0,04
Spicatost [1] 5,50 1,62 1,82

Charakteristiky pord na povrchu filmu, uvedené v tabulce 17 jsou zatizeny jednou proble-
matickou skutecnosti obrazové analyzy, kterd se projevuje pravé u tohoto typu vzorki. Pri
pohledu na snimky filma (viz Obr. 13) lze zaznamenat, Ze povrch je zvrasnén a pfi prolo-
zeni maskou pocita pouzity program nerovnosti jako jednotlivé péry. Z tohoto diivodu je
tieba data uvedena v Tab. 4 brat s urcitou rezervou. Ze stanovenych hodnot primérmné plo-

chy utvaru je zfejmé, Ze se jedna o zvrasnéni, nikoliv o pory jako takové.

Tab. 4: Charakteristiky povrchu texturovanych filmii upravenych smési rozpoustédel

0 ruzném pomeru.

Pocet port [1] 24 48 31
Specificka plocha péra [10° m?] 2,02 1,45 2,13
Primé&rna plocha poru [pm?] 84,04 30,25 68,66
Priimérnd velikost poru [pum] 2,20 1,39 1,67

6.1.2 Vliv ¢asové sekvence davkovani roztoku

Dévkovani roztoku n-butanolu a isopropylalkoholu by mélo probihat v dané Casové sek-
venci tak, aby dochazelo k idealnimu uspotadani povrchu. Pokud je interval mezi davkami
pfili§ dlouhy, dochdzi k ¢astecnému vytvrzeni povrchové vrstvy béhem rotace a neni
umoznéno dalsi nabotnani a zvétSovani jednotlivych kapek Spatného rozpoustédla, jak je

popsano v literatuie [70].
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Vliv casové sekvence davkovani je zndzornén na Obr. 15. Smés rozpoustédel byla nana-
Sena s odstupem 2,5; 5; 10 nebo 15 sekund. Na obrazku A jsou vzniklé pory rovnomérné
rozprostieny po celé plose snimku. Jejich velikost se vzajemné odliSuje v dusledku rych-
1ého davkovani smési. V ptipadé B se pory vice podobaji, ale jsou vice oddéleny poly-
merni matrici. Jak jiz bylo zminéno, pfi velkém ¢asovém intervalu mezi jednotlivymi déav-

kami dochézi k ¢astenému vytvrzeni polymeru, a neni proto umoznéna tvorba pérovité

struktury, viz C a D.

[ T 150 nm 0 [ T110nm

| 140 L
100

[ 120 10| 90

80
100

| 70

N
=]

60

50

60 30
40

0 30

S
S

20

[ 1 48.0 nm 15.0 nm

[45.0 [14.0

[ 40,0 5
12.0

[ 35.0
[ 10.0

| 30.0

5.0

0.0

Obr. 15: Vliv casové sekvence davkovani smési dobrého a Spatného rozpoustédla na zmeénu
povrchove mikrotextury filmii z HA M243, uprava povrchu: 3x 200 ul ultracisté
vody + 10% 200 ul smési n-butanolu a isopropylalkoholu v poméru 3:7, sekvence davko-
vani A) 2,5s,B) 5s, C) 10s, D) 15 s.
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Obr. 16: Vliv casové sekvence davkovani smési dobrého a Spatného rozpoustédla na zmeénu
profilu filmu z HA M243, uprava povrchu: 3* 200 ul ultracisté vody + 10x 200 ul smési
n-butanolu a isopropylalkoholu v poméru 3:7, sekvence davkovani A) 2,5 s, B) 5s, C) 10 s,
D) 15 s.

Na zéklad¢ srovnani povrchii uvedenych na Obr. 16 lze fici, Ze se zvySujicim se ¢asovym
intervalem davkovani smési rozpoustédel se snizuje mnozstvi vytvofenych port. Na profi-
lu A jsou pory husté usporadané, dosahuji velké hloubky a §itky. Profil B je tvofen mensSim
mnozstvim port o malé hloubce. Na profilech C a D nejsou ptfitomny zadné pory, jedna se

o hladké povrchy filmd.

Hodnoty drsnosti stanovené z profilu 1 z fezu koresponduji s pfedchédzejicimi tvrzenimi.
V Tab. 5 a Tab. 6 jsou uvedeny vysledné hodnoty. Nejvétsi drsnost vykazuje film uprave-
ny davkovanim po 2,5 sekundéach. Déle drsnost klesa s ¢asovym intervalem davkovani. Pro
vSechny experimenty byla pfesto smés rozpoustédel davkovana v intervalu 5 sekund

z diivodu komplikovanosti davkovani v kratkém intervalu 2,5 s.
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Tab. 5: Parametry drsnosti stanovené z profilu texturovanych filmii upravenych v riizné

casove sekvence davkovani smésneho rozpoustédla.

Ra [nm] 9,3 4,8 0,3 0,1
Rq [nm] 11,8 6,5 0,5 0,2
Sikmost [1] -0,01 0,28 4,31 0,46
Spicatost [1] 3,59 6,84 55,16 6,15

Tab. 6: Parametry plosné drsnosti stanovené u texturovanych filmii upravenych v riizné

casove sekvence davkovani smésného rozpoustédla.

Sa [nm] 21,0 14,0 1,2 0,6
Sq [nm] 26,8 18,0 2,6 0,9

Sikmost [1] -0,46 -0,75 6,35 4,48
Spicatost [1] 0,41 0,95 62,60 39,10

Porovnani charakteristik port, viz Tab. 7, je mozné pouze pro Casové sekvence 2,5 a 5 s.
Pti vyssi sekvenci davkovani byl pocet port stanoven jako nulovy. Z Tab. 7 vyplyva, ze
u filmu upraveného v intervalu 2,5 s je vytvoreno dvakrat vyssi mnozstvi pora, které maji

dvakrat mensi primérnou velikost a téméf dvakrat mensi priimérnou plochu.

Tab. 7: Charakteristika povrchu filmii upravenych v ruzné casové sekvenci davkovani

smésného rozpoustédia.

Podet pori [1] 67 35 0 0
Specifické plocha port [10” m?] 1,810 1,540 - -
Pramérna plocha poru [pum?] 27,02 44,00 - -
Priimérnd velikost poru [pum] 0,810 1,625 - -

6.1.3 Vliv tloust’ky nabotnalé povrchové vrstvy

Pro povrchovou upravu piisobenim smeési rozpoustédel na rotujici povrch vysuseného fil-
mu HA je dilezité, aby doSlo v prvnim kroku k nabotndni svrchni vrstvy polymeru, coz
zvysi pohyblivost makromolekul nezbytnou pro preuspofddani polymeru do podoby
mikro-port. Cim je rozpusténa vrstva vyssi, tim vétsi hloubky pért 1ze dosahnout. Je-li
povrchoveé upravovan polystyren, probihd rozpusténi povrchu pomoci tetrahydrofuranu

ptitomného v davkované smési rozpoustédel, viz kapitola 3.3. V ptipadé upravy filmi
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z kyseliny hyaluronové je tfeba vzit v uvahu botnaci vlastnosti polysacharidii obecné. Pro-

to jsou nejprve nanasSeny davky vody botnajici povrch HA.

Pro znézornéni dulezitosti nabotnani povrchové vrstvy byly pfipraveny filmy upravené 0,
1, 2, 3,4 a5 davkami 200 pl ultracisté vody a 25 davkami smési rozpoustédel o stejném
objemu. Na Obr. 17A je snimek filmu upraveného bez davkovani vody. Povrch je rovny
s malym zvrasnénim diky mirnému nabotnani smési rozpoustédel za rotace. Na snimku B
je vytvoieno pouze mensi mnozstvi vétSich utvart na relativné rovném povrchu. Snimek C
zobrazuje situaci, kdy za¢ind mit prvotni botnani vodou vyraznéj$i vyznam. Nabotnani je
ucinngjsi a vznika nékolik pord o malé velikosti, velmi vzdalenych od sebe. Skokova
zména je pozorovatelnd na obrazku D, kde dosSlo vytvoieni pravidelné mikro-struktury
povrchu. Pory jsou rozmisténé pres celou plochu snimku. Pouzitim vét§siho mnozstvi davek
vody byla vytvofena silnéj$i nabotnald vrstva polymeru, s ¢imz souvisi vznik hlubsich po-
rt, jak 1ze vidét na snimku E. Vytvotfené pory jsou ale uzsi nez na snimku D. Na obrazku F
je vytvofena struktura upravena péti davkami vody. Povrch je uspotfaddan nepravidelné
z hlediska $itky 1 hloubky jednotlivych porti. To naznacuje, ze je tieba optimalné volit miru

botnani povrchové vrstvy polymeru, vice neznamena Iépe.
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Obr. 17: Vliv miry nabotnani povrchové vrstvy HA na zménu mikro-textury filmit M243,
preduprava povrchu: A) 0%, B) 1%, C) 2%, D) 3%, E) 4%, F) 5% 200 ul ultracisté vody +

25x% 200 ul smési n-butanolu a isopropylalkoholu v poméru 3:7, sekvence davkovani 5 s.
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Obr. 18: VIiv miry nabotnani povrchové vrstvy HA na zménu profilu texturovanych filmu
M243, preduprava povrchu: A) 0%, B) 1%, C) 2%, D) 3%, E) 4%, F) 5% 200 ul ultracisté
vody + 25% 200 ul smési n-butanolu a isopropylalkoholu v poméru 3:7, sekvence davko-

vani 5 s.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

Rozdilnost upravenych filmt je na prvni pohled zifejma také z Obr. 18. Pii pfedupravé fil-
mu HA 0, 1 nebo 2 davkami vody nedochazi k vytvoteni povrchové struktury. K rapidni
zmeéné dochazi pii davkovani 3 a vice davek vody. Povrch obsahuje usporddané pory
s jednotnou hloubkou a §ifkou. V téchto profilech je rozmisténi porta pravidelné. V piipadé
5 davek vody maji pory vytvorené struktury mensi hloubku, protoze dochazi jiz k velkému
toku a polymer neni schopen zachytit kapky Spatného rozpoustédla v dané pozici na po-

vrchu.

Nésledujici tabulka (Tab. 8) uvadi parametry drsnosti upravenych filmi stanovené
z ptislusnych profili. Nejvyssi drsnosti je dosazeno pomoci 4 davek vody, o néco nizsi
hodnota je u 3 davek. Pti nanaseni 5 davek je drsnost filmu stfedné velka, nejnizs§i hodnoty

byly naméteny u 2 a mén¢ davek.

Plosné stanovené hodnoty drsnosti (viz Tab. 9) jsou nejvyssi u 4 davek vody, nésleduje
5 davek a poté 3 davky vody. Pomérné vysokou drsnost ma film upraveny jednou davkou
vody, coz je ovsem bezpfedmétné, zname-li presné jeho vzhled ze snimku AFM. Tato sku-

te¢nost je pravdépodobné zplisobena velkymi lokalnimi agregéaty na povrchu filmu.

Tab. 8: Parametry drsnosti stanovené z profilu texturovanych filmu predupravenych riiz-

nym poctem davek vody.

Ra [nm] 3,0 1,5 1,03 11,7 16,4 8,0

Rq [nm] 7,1 2,5 1,97 15,7 20,6 10,5
Sikmost [1] 0,46 0,94 2,86 -0,77 -0,28 -0,24
Spicatost [1] 28,68 12,76 24,62 4,72 2,94 3,88

Tab. 9: Parametry plosné drsnosti stanovené z texturovanych filmi predupravenych riiz-

nym poctem davek vody.

Sa [nm] 2,6 9,2 2,1 29,6 47,5 38,5
Sq [nm] 6,1 22,7 3,2 39,2 61,9 50,1
Sikmost [1] 7,41 5,75 2,09 -1,09 -0,85 -0,85
Spicatost [1] 140 51,5 12,9 2,59 1,70 1,71

Pocet port (stanoveni v Tab. 10) u filmt upravenych bez dadvek vody a jednou davkou je
nulovy. Né¢kolik pért o velkém priméru je vytvoreno u 2 davek vody. Povrchovou tupra-
vou 3 davkami vody docilime vytvoieni velkého mnozstvi mensich pora. Oproti 4 a 5 dav-

kam je pocet dvojndsobny. Zaroven je ovSem prumérna velikost i plocha poru polovicni.
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Na zaklad¢ uvedenych hodnot je ziejmé, ze pory filmu upraveného 5 davkami jsou méné

hluboké, protoze primérnd plocha poru je daleko nizsi nez u 4 davek vody.

Tab. 10: Charakteristika povrchu texturovanych filmit predupravenych riuznym poctem

davek vody.
Pocet pora [1] 0 0 4 99 50 65
Specifickéa plocha port [10” m?] - - 2,503 1,564 1,609 1,35
Prtiimérna plocha poru [;,tmz] - - 6,26 15,8 32,19 20,8
Primérné velikost poru [um] - - 12,59 0,61 1,11 1,20

Film upraveny pomoci 4 davek vody a 25 davek smési byl zobrazen pomoci dal§ich metod
stanovujicich povrchovou topografii. Pro porovnani byly vybrany metody profilometrie
a skenovaci elektronova mikroskopie. Kontaktnim profilometrem byly naméteny kiivky
o délce 50 pum, takze tyto profily mohou byt srovnany s kiivkami ziskanymi z mikroskopu
atomdrnich sil. Na Obr. 19 je uveden profil AFM (A) a tfi profily z kontaktniho profilome-
tru méfené na odlisSném misté filmu (B;, B, a Bs3). Z obrazku je patrna rozdilnost vysky
profill z odlisSnych metod. Tato skutecnost je dana fadové vysSim polomérem kiivosti
hrotu (12,5 um) u kontaktniho profilometru, zatimco struktury na povrchu filmu dosahuji
mensich rozméra, ale vétsi hloubky. Hrot proto neni schopen kopirovat povrch ve vSech
prohlubnich, takZe je stanoveni velmi nepfesné. Z tohoto diivodu byla pro vétSinu méteni
pouzivana mikroskopie atomarnich sil, kde se polomér kiivosti sondy pohybuje v rozmezi

5 az 10 nm.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

A
i
5
=]
[=]
=
o]
W
Bi
=
=
S
="
3 B2
i
:} ’J\M/‘/\/\W
B3
0 10 20 30 10 50

Podélna vzdalenost [um]

Obr. 19: Vzhled profilii texturovanych filmiu HA M243, uprava povrchu: 4% 200 ul ultra-
cisté vody + 25x 200 ul smési n-butanolu a isopropylalkoholu v pomeéru 3:7, casova sek-

vence 5 s, zobrazenych pomoci A) AFM, B) kontaktniho profilometru.

Z profilometru Ize také stanovit hodnoty primérné drsnosti Ra, stiedni kvadratické drsnosti
Rq, Sikmosti a Spicatosti. Vysledna drsnost byla urcena pro jednotlivé profily namétené na
riznych mistech filmu a je uvedena v Tab. 11. Drsnost se na riznych mistech 1isi. Porov-
nanim s hodnotami ziskanymi z mikroskopie atomarnich sil (viz Tab. 8) Ize fici, Ze se tém-

to nejvice podobaji hodnoty ziskané z profilu z prvniho mista B1.
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Tab. 11: Porovnani parametrit drsnosti stanovenych pomoci AFM a kontaktniho profilo-
metru z profili ziskanych z riznych mist filmu upraveného davkovanim 4 200 ul ultracis-

té vody + 25 % 200 ul smési rozpoustedel.

Ra [nm] 16,4 16,9 22,9 20,4
Rq [nm] 20,6 22,2 29,2 25,2
Sikmost [1] -0,28 -0,62 -0,32 -0,17
Spicatost [1] 2,94 3,61 2,50 2,41

Stejny film HA byl zobrazen pomoci bezkontaktni optické profilometrie. Snimek je uveden
na Obr. 20. Vysledna struktura je obdobna jako pfi zobrazeni mikroskopem atomarnich sil.
Ptistroj ovSem nedosahuje tak vysoké ptesnosti métfeni. Proto lze opét fici, ze nejvhodné;jsi

metodou pro stanoveni textury je AFM.

0.12 gy
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mm
Obr. 20: Snimek texturovaného filmu HA M243, uprava povrchu: 4x 200 ul ultracisté vody
+ 25% 200 ul smesi n-butanolu a isopropylalkoholu v pomeéru 3:7, sekvence davkovani 5 s,

zobrazeny pomoci bezkontaktniho profilometru.
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Obr. 21: SEM snimek texturovaného filmu HA M243, uprava povrchu: 4 x 200 ul ultracisté
vody + 25% 200 ul smesi n-butanolu a isopropylalkoholu v pomeéru 3:7, sekvence davko-

vani 5 s.

Na Obr. 21 je zobrazen snimek ze skenovaci elektronové mikroskopie. Zobrazeni vytvo-
fené struktury, ¢lenéni a hloubku lze porovnat s Obr. 17E, ktery byl naméfen pomoci
AFM. Vzhledem ke skutecnosti, ze zobrazovani povrchti HA na SEM probihalo bez ptede-
Slého pokoveni, nebyl zajistén dostatecny odvod povrchového néboje generovaného svaz-
kem urychlenych elektroni. Tato skute¢nost znemoznovala pouziti vysokych urychlova-
cich napéti pro zvySeni rozliSeni potfizovanych snimkd a mimo jiné dochazelo k deformaci
povrchu vzorku v disledku jeho prehfivani. Lze tedy konstatovat, ze vyuziti SEM pro zob-
razeni tohoto typu materidlu bez pfedeslého pokoveni neni vhodné. Pokoveni samotné
muze ¢astecné zkreslovat informace o povrchu. Z vySe uvedeného a porovnani pfislusnych

obrazkt opét plyne, ze nejvhodnéjsi metodou je AFM.
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6.1.4 Vliv poctu nanasenych davek smési rozpoustédel

Jakmile dojde k nabotnani povrchové vrstvy filmu pomoci vody, mize byt davkovéana
smés rozpoustédel, kdy isopropylalkohol difunduje do nabotnalé vrstvy polysacharidu
a n-butanol vytvari fazové separované kapky, jejichz velikost a mira koalescence urcuji
rozméry jednotlivych port. Pokud je davkovéano vétsi mnozstvi smési rozpoustédel, do-
chézi k tvorbé vétsich port. Plati zde urcita zavislost, kde pro urcité mnozstvi botnajicich
davek ultraCisté vody je nezbytné aplikovat specifické mnozstvi davek smési rozpoustédel.
V ptipad€ davkovani velkého mnozstvi davek smési po malém mnoZzstvi vody nedochazi
k tvorbé velkych port. Naopak pokud je povrch hodné nabotnan, ale pocet davek smési
rozpoustédel je nizky, dochazi pouze k toku polymeru, nikoliv vSak k tvorbé poérovité

struktury.

Vliv poctu davek je demonstrovan na Obr. 22, a to na filmech upravenych nanaSenim 10,
20, 30 a 40 davek smési rozpoustédel po nabotnani 3 davkami vody. Na snimku A lze vidét
pravidelné uspotadani pori kulovitého tvaru. Uvniti struktury byly vytvofeny malé pory,
jejichz rozmér a hloubka by se zvétSovaly teprve pfi ddvkovani dal§iho objemu smési roz-
poustédel. To je ukazano na snimku B, kde je velikost vzniklych porh jednotnéjsi. Mimo to
roste jejich pocet. Hloubka struktury je vétsi jednak diky vyssi diftizi rozpoustédla do HA,
a jednak diky intenzivnéj$imu vtlacovani kapek Spatného rozpoustédla do zvySujici se na-
botnané vrstvy polymeru. V ptipad¢ vzorku C dochazi k vyraznéjsi koalescenci separova-
nych kapek Spatného rozpoustédla, coZz zplsobuje vznik nerovnomérné rozprostfenych
port pres plochu filmu. Jestlize je pocet davek jesté zvysen (snimek D), polymerni vrstva
je prili§ nabotnana, takze dochdzi k jejimu toku, coZ opct umoznuje jesté rychlejsi koa-
lescenci kapek Spatného rozpoustédla. Mimo to je po ofezani vyska textury filmu polovicni
oproti ptredchédzejicimu ptipadu. To naznacuje, Ze asi polovina nabotnané vrstvy byla roz-

pusténa a vlivem odstfedivé sily pfesunuta na okraj misky s filmem.
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Obr. 23: Zmeny profilu mikro-texturovanych filmu v zavislosti na poctu davek smésného
rozpoustédla deponovanych na vzorky HA M243, uprava povrchu: 3x 200 ul ultracisté
vody + A) 10%, B) 20%, C) 30%, D) 40% 200 ul smési n-butanolu a isopropylalkoholu

v pomeru 3:7, sekvence davkovani 5 s.

Profily diskutovanych filml jsou porovnany na Obr. 23. Na profilu A lze vidét, ze 10 da-
vek smési je nedostacujici pro povrchovou tpravu filmu HA. I kdyz je povrch usporadan
pravidelng, pory dosahuji malé hloubky. Ke zvétSeni dochéazi v ¢asti B, coz koresponduje
s vysvétlenim u Obr. 22. Zvysujici se pocet davek smési rozpoustédel zplisobuje vice ne-
pravidelné uspotadani. Na profilu C se objevuje vétsi mnozstvi malych port vedle vétsich
prohlubni. Na obrazku D je ziejma struktura o mensi hloubce s ob¢asnym vychylenim ve

formé vysSkovych utvar nebo prohlubni.
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S vysledky uvedenymi na predchazejicich obrazcich (Obr. 22 a Obr. 23) koresponduje roz-
dilnost hodnot drsnosti stanovena z piislusnych profili i celé plochy snimku (Tab. 12
a Tab. 13). Nejvétsi drsnost byla stanovena u filmu upraveného 30 davkami smési. Méné
drsny je film s 20 davkami, pfiblizné¢ stejné upraveny povrch maji filmy upravené 10
a 40 davkami. Proto lze tvrdit, ze vhodné textury 1ze dosahnout pomoci nandseni 3 davek

vody a nasledné 20 az 30 davek smési rozpoustedel.

Tab. 12: Parametry drsnosti stanovené z profilu texturovanych filmii upravenych riznym

poctem davek smeési rozpoustédel.

Ra [nm] 5,7 8,2 11,0 4,5
Rq [nm] 7,3 9,7 14,7 5,9
Sikmost [1] -0,08 -0,18 -0,53 -0,14
Spicatost [1] 3,28 2,33 5,00 4,06

Tab. 13: Parametry plosné drsnosti stanovené u texturovanych filmii upravenych riiznym

poctem davek smési rozpoustédel.

Sa [nm] 14,0 26,0 36,1 18,6
Sq [nm] 18,3 33,6 49,6 25,8
Sikmost [1] -0,77 -0,48 -1,60 -0,55
Spicatost [1] 1,62 1,31 7,31 13,30

Porovnanim poctu vytvoienych pord a jejich charakteristik (viz Tab. 14) Ize usoudit, ze
v ptipad€ 10 davek je vytvoreno nejmensi mnoZstvi porli s nejveétsi primérnou velikosti
i plochou péru. Naopak nejvétsi mnozstvi pord bylo stanoveno u filmu upraveného
20 davkami smési. Zaroven byla uréena nejmensi plocha poru o malé velikosti. Mezi témi-
to dvéma filmy se pohybuji charakteristiky filmt s 30 a 40 davkami, pticemz po davkovani
40 davek bylo ziskano vétsi mnozstvi porti o mensi velikosti (nejmensi z uvedenych), ale

vEtsi plose.
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Tab. 14: Charakteristika povrchu texturovanych filmi upravenych riiznym poctem davek

smesi rozpoustédel.

Pocet port [1] 48 59 52 57

Specificka plocha péri [10”° m?] 1,45 1,36 1,34 1,61
Primérna plocha péru [pm?] 30,2 23,1 25,7 28,2
Primérné velikost poru [um] 1,39 1,24 1,37 1,04

Na Obr. 24 je uveden graf porovnani rozlozeni plochy vytvofenych pdra na filmech upra-
venych 3 ddvkami ultracisté vody a riznym poctem ddvek smési rozpoustédel. Nejvetsi
mnozstvi pért obsahovaly filmy upravené 20 a 30 ddvkami smési rozpoustédel. U vSech
film@i Ize pozorovat nejvétsi zastoupeni port o velikosti mensi nez 1 pm?®. Porovnanim roz-
lozeni velikosti u jednotlivych filmi Ize vidét, ze v piipad¢ Gpravy 10 a 20 davkami smési
je nejvetsi mnozstvi port o velikosti od 0,3 do 0,5 um?, zatimeo v piipads 30 a 40 davek je
dosazeno maxima v intervalu 0,5-1,0 um® V nasledujicich intervalech mnoZstvi u viech
stanoveni exponencialn¢ klesa. Nutno dodat, Ze pocet jednotlivych pért neodpovida poctu

stanovenému v Tab. 14, protoze stanoveni probihalo v jiném programu.
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Obr. 24: Histogram plochy pori vytvorenych na povrchu mikro-texturovanych filmii
v zavislosti na poctu davek smésného rozpoustédla deponovanych na vzorky HA M243,
uprava povrchu: 3% 200 ul ultracisté vody + 10%, 20%, 30x nebo 40% 200 ul smési

n-butanolu a isopropylalkoholu v pomeru 3:7, sekvence davkovani 5 s.
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6.1.5 Vliv rychlosti rotace spin-coateru

V ptipadé, ze je film na spin-coateru upravovan pfti niz§ich otackach, dochazi k tvorbé vét-
Sich pora. Smés rozpoustédel neni odstfedivou silou odmrsténa do kraji misticky, ale za-
stava po delsi dobu v kontaktu s filmem. Miize proto dojit k vétSimu nabotnani polymeru
ak lepsi fazové separaci kapek Spatného rozpoustédla. Polymerni systém ma vétsi Cas

k tomu, aby se mohl pieusporadat kolem kapek Spatného rozpoustédla.

Obr. 25 zobrazuje vyvin porovité struktury povrchu filmi se zménou otacek spin-coateru.
V ptipadé€ obrazku A je vytvotfeno velké mnozstvi port o rizné velikosti. Diky rychlé ro-
taci je také pfitomno mnoho pord o malé velikosti. Molekuly rozpoustédel jsou odmrstény
a kapky n-butanolu se nemohou dale zvétSovat. Na obrazku B vznikaji daleko vétsi pory
s vétsi hloubkou. Zachytdvani molekul rozpoustédel je G€innéjsi diky nizSim otackam pfi
povrchové upravé. Film na obrazku C obsahuje nejhlubsi pory, ale skéla jejich velikosti je

stejna jako u filmu A. Povrch obsahuje vét§i mnozstvi pért o velkém priméru.
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Obr. 25: Vliv rychlosti rotace na zmenu povrchové mikrotextury upravovaného filmu HA
M243, uprava povrchu: 4% 200 ul ultracisté vody + 30x 200 ul smési n-butanolu a iso-
propylalkoholu v pomeéru 3:7, sekvence davkovani 5 s, rychlost rotace A) 2100, B) 1600
a C) 900 ot./min.
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Obr. 26: Vliv rychlosti rotace na zmenu povrchové profilu upravovaného filmu HA M243,
uprava povrchu: 4 200 ul ultracistée vody + 30% 200 ul smési n-butanolu a isopropylal-
koholu v pomeru 3:7, sekvence davkovani 5s, rychlost rotace A) 2100, B) 1600

a C) 900 ot./min.

Profily ziskané ze snimku jednotlivych filmu jsou zobrazeny na Obr. 26. Je zfejmé, ze po-
vrch je upraven do vétsi hloubky v ptipadé pomalejsi rotace. Pory na profilu A dosahuji
malé hloubky a jsou rozmistény nepravidelné. Profil B zobrazuje péry o vétsi hloubce,
struktura je pravidelné usporddana. Néekolik port vedle sebe ma stejné rozmeéry, vedle nich

se objevuje hlubsi por nebo vyssi vystupky. Péry na profilu C jsou pravidelnéjsi z hlediska
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hloubky. Nedochazi ke tvorbé rozlisné hlubokych prohlubni, ale dosahuji podobnych roz-
méru.

Nasledujici tabulky piehledné ukazuji porovnani filma upravenych pii odlisné rychlosti
rotace (viz Tab. 15 a Tab. 16). Hodnoty drsnosti stanovené jak z profilu, tak z plochy jsou
upraveny film je dokonce nejdrsnéjsi ze vSech filml ptipravenych v ramci této préce.
V piipadé, Ze je film upraven na spin-coateru rotujicim rychlosti 900 ot./min, vysledna
drsnost se pohybuje pfiblizné v poloviné mezi hodnotami pifedchozich dvou filma.
Z tohoto porovnani plyne, jak je nezbytné optimalné volit rychlost rotace upravovanych

filmu.

Tab. 15: Parametry drsnosti stanovené z profilii filmu upravenych pri rozdilnych rychlos-

tech rotace.

Ra [nm] 24,2 60,6 444
Rq [nm] 32,2 76,5 56,0
Sikmost [1] -0,32 -0,24 -0,10
Spicatost [1] 4,45 2,98 3,36

Tab. 16: Parametry drsnosti plosné stanovené u filmu upravenych pri rozdilnych rychlos-

tech rotace.

Sa [nm] 60,2 112,7 98,9
Sq [nm] 78,3 142,2 125,1
Sikmost [1] -0,62 -0,90 -0,74
Spicatost [1] 1,71 0,47 0,55

V Tab. 17 je uvedena charakteristika port, podle které je nejveétsi mnozstvi portt o nejmen-
Sich rozmérech u filmu upraveného pii 1600 ot./min. Pfi nizsich otackach (900 ot./min.) je
stanovend prumérna plocha 1 velikost vétsi, ale pocet pora je nizsi. U vysSich otacek jsou

hodnoty obdobné, ale priimérné velikost poru je nejmensi z uvedenych.
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Tab. 17: Charakteristika povrchu filmu upravenych pri rozdilnych rychlostech rotace.

Podet porti [1] 64 87 63
Specificka plocha péri [10” m?] 1,510 1,298 1,405
Primérna plocha poru [um?] 23,59 14,92 22,30
Primérna velikost poru [um] 0,862 1,031 1,137

6.1.6 Vliv stiredni molekulové hmotnosti

Mnoho vlastnosti je vyrazné zéavislych na molekulové hmotnosti polymeru. V ptipadé
upravy povrchové vrstvy je tieba pocitat s obtiznym provedenim mikrotexturizace u vyso-
kych My, v porovnani s nizkomolekuldrnim polymerem. Jak je zndmo z literatury, vyso-

komolekularni HA vytvéii mnoho zapletenin a stabilnich nadmolekularnich struktur.

Na Obr. 27 je uvedeno porovnani snimkut texturovanych filmi pfipravenych za shodnych
podminek, lisici se stfedni molekulovou hmotnosti polymeru. Z téchto snimki 1ze porovnat
tvar, velikost a rozmisténi pord. Na filmu z HA o nizké stiedni molekulové hmotnosti,
tj. 124 kDa, bylo vytvofeno velké mnozZstvi port kulovitého tvaru umisténych blizko
u sebe, Castecné propojenych mezi sebou, viz Obr. 27A. U vys$si molekulové hmotnosti
M243 jsou péry vice oddélené polymerni matrici. Pory maji kulovity tvar, ale dochazi
k mirné deformaci do protahlého tvaru v disledku rotace pii spin-coatingu. Mezi velkymi
pory lze vidét i diry o mensi velikosti (Obr. 27B). Na Obr. 27C je snimek filmu z HA
M370, kde jsou vytvorené pory uzsi, ale ¢asteCné propojené mezi sebou. U M600 je ome-
zeno botnani polymeru a tim 1 samotné uspofadani povrchu. Pory maji nejmensi hloubku
1 velikost, ale stale jsou ve velkém mnoZstvi rozprostfeny pres plochu snimku. Na snimku
filmu z HA o nejvyssi molekulové hmotnosti 1500 kDa lze zfetelné vidét, ze jsou pory
umistény daleko od sebe. U velkych molekul HA je omezena moznost vtlatovani kapek

Spatného rozpoustédla do nedostatecne nabotnalé polymerni vrstvy.
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Obr. 27: Zmény vzhledu texturovanych filmii HA o rozdilnych strednich M,: A) M124,
B) M243, C) M370, D) M600, E) M1500, uprava povrchu: 4> 200 ul ultracisté vody +

30% 200 ul smési n-butanolu a isopropylalkoholu v pomeéru 3:7, sekvence davkovani 5 s.
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Obr. 28: Zmeny profilu texturovanych filmiu HA o rozdilnych strednich M,.: A) MI124,
B) M243, C) M370, D) M600, E) M1500, uprava povrchu: 4* 200 pl ultracisté vody +

30% 200 ul smési n-butanolu a isopropylalkoholu v poméru 3:7, sekvence davkovani 5 s.
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Obr. 28 prehledné znazoriiuje profily filmi, které byly ziskany proloZzenim odpovidajiciho
snimku z AFM. Pomoci téchto kiivek lze porovnat pravidelnost vytvofené struktury,
hloubku a $itku porti v zavislosti na odlisné molekulové hmotnosti. V piipadé nizké mole-
kulové hmotnosti HA jsou vytvofené péry nepravidelné, na okrajich snimku maji vetsi
hloubku i §itku, kdezto uprostied jsou velmi malé, profil A. Povrchy filmt prezentovanych
na obrazcich B a C jsou upraveny vice pravidelné, jak plyne z piisluSnych profilovych
fez.. U molekulové hmotnosti M370 je dosazeno vétsi hloubky jednotlivych pori. U filmu
pfipraveného z HA M600 (Obr. 28D) je sice struktura povrchu pravidelnd, ale hloubka
pért je oproti ostatnim mensi. Posledni profil, obrazek E, je velmi nepravidelny, a to jak

v §ifce, tak v hloubce pora.

Z uvedenych profild byly ureny parametry drsnosti, jejichZ porovnéni lze vidét v Tab. 18.
Pro kazdou molekulovou hmotnost polymeru, z n¢hoz byl pfipraven film, je stanovena
pramérnd drsnost Ra, stiedni kvadraticka drsnost Rq, Sikmost a $picatost. Nejvyssi hodnoty

Ra a Rq byly stanoveny u M243 a M370.

Stejné parametry (u plosného stanoveni oznaCované jako Sa a Sq) byly také vyhodnoceny
z celé plochy snimku a jsou uvedeny v Tab. 19. Nejvyssi drsnosti bylo dosazeno u filmu
z HA M370. Vysoké hodnoty Sa i Sq stanovené u HA M1500 jsou v diisledku pfitomnosti
velkych vystupkl oznacenych bile na Obr. 27E. Drsnost klesa v fadé M370-M243-M124—
-M600.

Tab. 18: Parametry drsnosti stanovené z profilu texturovanych filmii pripravenych z HA

o riuzné M,,
Ra [nm] 10,2 18,0 19,6 10,5 8,8
Rq [nm] 13,0 23,7 24.0 13,8 11,2
Sikmost [1] -0,02 -0,47 -0,38 -0,44 -0,01

Spicatost [1] 2,92 4,37 2,68 3,81 3,86
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Tab. 19: Parametry plosné drsnosti stanovené u texturovanych filmu pripravenych z HA

o rizné M,
Sa [nm] 31,7 35,1 52,1 24,0 42,5
Sq [nm] 40,9 48,3 65,6 30,7 57,9
Sikmost [1] -0,34 -0,42 -0,40 -0,60 0,52
Spicatost [1] 1,38 3,65 0,19 1,42 2,60

V nasledujici tabulce (Tab. 20) Ize vidét porovnani poctu pért, specifického povrchu a
primérné plochy a velikosti pord vytvotfenych na povrchu jednotlivych filmt z Obr. 27.
Charakteristiky se vyrazné odliSuji u HA M243, kde bylo vytvoteno velké mnoZstvi port

o velmi malé velikosti, tim padem i plose.

Pro veskeré experimenty stanovujici vliv riznych procesnich parametrii byla jako mode-
lovy systém zvolena molekulova hmotnost 243 kDa, u které dochdzi tvorbé nejvétSiho
mnozstvi pora.

Tab. 20: Charakteristika povrchu texturovanych filmii pripravenych z polymeri o rizné

M,,.

Podet pori [1] 52 305 53 56 67

Specifickd plocha port [10° m?] 1,58 1,36 1,57 1,52 1,86
Primérna plocha poru [umz] 30,3 4.5 29,7 27,1 27,8
Primérna velikost poru [um] 1,24 0,36 1,22 1,14 0,86

Z analyzy dat uvedenych v Tab. 18 az Tab. 20 plyne, Ze na zménu poctu pori ma zasadni
vliv velikost stfedni molekulové hmotnosti a jeji distribuce, jak bude prokazano a diskuto-

vano v nasledujici podkapitole.

6.1.7 Vliv distribuce molekulové hmotnosti

Pro diskuzi vlivu distribuce My, byly pfipraveny filmy ze smési riznych sttednich moleku-
lovych hmotnosti. Pro rozsifeni zastoupeni polymeru byly konkrétné vyuzity smési My,
M243 + M1180 a M124 + M600 + M1500. Na zékladé Tab. 1 je zfejma distribuce My,

vytvofenych smési.

Povrchovou upravou filmii piipravenych z téchto smési lze ziskat péry o velké hloubce,
rovnomeérné rozprostiené pies plochu snimku. Na Obr. 29 jsou snimky z AFM filmu pfi-

pravenych ze smési My, o hmotnostnim poméru 1:1, 2:1 a 4:1 (u prvni smé&si) nebo
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7:1,5:1,5 (pro piipad druhé smési) za jinak shodnych podminek. Ze snimkl vyplyva, ze pti
vétsim zastoupeni HA o niz8§i molekulové hmotnosti ve smési je vytvofena struktura
s hlubsimi pory. Zaroven se vSak vytvari ,,ostrivky* HA mezi pory ziejme v disledku vét-
§i fazové separace HA o jednotlivych M. Vytvofenou strukturu lze také porovnat
s filmem vytvofenym pouze z M243, tedy s uzkou distribuci My,. Film je zobrazen na Obr.
27B a pfi srovnani lze vidét, Ze je povrch tvofen pory o vétSim priméru s mensi hloubkou.
Filmy HA, které maji vétsi distribuci molekulovych hmotnosti, jsou vice citlivé na povr-
chovou upravu vyvolanou casové sekvenovanym dévkovanim smési dobrého a Spatného

rozpoustédla.

Druh4 smés ma sice vétsi distribuci molekulovych hmotnosti a vétsi zastoupeni nizkomo-
lekularni HA, dochézi vSak k tvorbé porii o velmi malé hloubce. Toto mize byt disledkem
nizkého zastoupeni polymeru o velké molekulové hmotnosti. Stanoveni idealniho poméru

HA ve smési vSak nepatii mezi hlavni cile této prace.
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Obr. 29: Zmeny vzhledu texturovanych filmii HA pripravenych ze smesi M243 + M1180
v hmotnostnim pomeéru: A) 1:1, B) 2:1, C) 4:1, D) M124 + M600 + M1500 v hmotnostnim
pomeru 7:1,5:1,5, uprava povrchu: 4% 200 ul ultracisté vody + 30% 200 ul smeési

n-butanolu a isopropylalkoholu v pomeru 3:7, sekvence davkovani 5 s.
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Obr. 30: Zmeny profilu texturovanych filmii HA pripravenych ze smési M243 + M1180
v hmotnostnim pomeru: A) 1:1, B) 2:1, C) 4:1, D) M124 + M600 + M1500 v hmotnostnim
pomeru 7:1,5:1,5, uprava povrchu: 4% 200 ul ultracisté vody + 30% 200 ul smési

n-butanolu a isopropylalkoholu v poméru 3:7, sekvence davkovani 5 s.
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Jak 1ze pozorovat z porovnani profilovych fezli na Obr. 30, zvySenim zastoupeni nizkomo-
lekuldrni HA ve smési je dosazeno vétsi hloubky port. Nejvice pravidelna struktura je na
profilu A, ale pory maji malou hloubku. Na profilu B jsou pory od sebe vice oddéleny
ostruvky fazoveé separovaného polymeru. Profil C mé nejhlubsi péry, ale malo pravidelné
usporadané. Jak jiz bylo uvedeno, druhd smés obsahuje pory o malé hloubce, coz ndzorné

zobrazuje profil D.

Povrchové charakteristiky v Tab. 21 udavaji, ze nejvyssi drsnost vykazuji filmy prvni
smési v poméru 2:1 a 4:1. O néco nizsi drsnost je u filmu s pomérem 1:1. Vyrazné nizsi
hodnota je u filmu druhé smési. Vysledky koresponduji s daty prezentovanymi na Obr. 29
a Obr. 30.

Obdobné jako u drsnosti stanovené z profilu AFM, hodnoty urcené z ploSného méteni

Plosné je nejdrsnéjsi texturovany film pfipraveny v poméru 4:1, coz je nejspiSe podminéno
nejvyssim podilem nizkomolekularni HA.
Tab. 21: Parametry drsnosti stanovené z profilu texturovanych filmi pripravenych z HA

o ruzné distribuci molekulovych hmotnosti.

Ra [nm] 28,9 39,0 36,7 7.8
Rq [nm] 39,0 49,8 49,3 10,3
Sikmost [1] -0,50 -0,47 -0,93 -0,69
Spicatost [1] 5,06 3,52 5,72 4,67

Tab. 22: Parametry plosné drsnosti stanovené u texturovanych filmu pripravenych z HA

o ruzné distribuci molekulovych hmotnosti.

Sa [nm] 46,6 80,0 91,3 19,69
Sq [nm] 62,6 104,9 119,0 25,90
Sikmost [1] 1,51 1,15 -1,03 -0,98
Spicatost [1] 3,36 1,78 1,49 2,54

Charakteristika port uvedena v Tab. 23 vypovida o jiz zminéném rozprostieni a velikosti.
Nejvétsi mnozstvi portt o malé velikosti a ploSe je u filmu pfipraveného pro texturizaci

v poméru 1:1. S rostoucim obsahem nizkomolekularni HA se tyto hodnoty zvysuji. Jediné
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primérna plocha péru je vyssi pro pomér 2:1 nez pro pomér 4:1, coz lze posoudit také
z Obr. 29. Pory filmu s pomérem 4:1 sice dosahuji vétsi hloubky, nejedna se vSak o hloub-
ku vSech vzniklych pora. V ptipadé poméru 2:1 jsou vytvoreny poéry o mnohem jednotnéjsi
velikosti a vice z nich dosahuje hloubky uvedené na snimku. Proto je uvedeny primér plo-
chy jednoho poru vyssi. Filmy pfipravené z druhé smési maji nejmensi mnozstvi port
o malé velikosti, ale velké plose. To miize byt dano propojenim vétSich port, ale zaroven

pritomnosti velkého mnozstvi malych pora.

Tab. 23: Charakteristika povrchu texturovanych filmu pripravenych z HA o ruzné distribu-

ci molekulovych hmotnosti.

Pocet porii [1] 100 58 65 53

Specifické plocha pora [10° m?] 1,18 1,43 1,41 1,59
Pramérna plocha poru [pum?] 11,8 24.6 21,7 30,1
Primérna velikost poru [um] 1,00 1,24 1,45 1,09

6.1.8 Vliv povrchové upravy na mechanické vlastnosti filmu

Struktura povrchu ur€uje mechanické vlastnosti, zejména u tenkych filml lze pozorovat
velkou zavislost pevnosti na textufe povrchu. Tento vliv byl testovan pomoci tahové
zkousky u filmu bez povrchové Upravy v porovnani s filmy s odliSnou povrchovou upra-
vou, tzn. riznou velikosti vytvotfenych pori. Nutno podotknout, ze po odlévani filmu na
upravené PS misticky vznika ze spodni strany folie HA otisk struktury, nicménég vliv této
struktury lze zanedbat vzhledem ke skuteCnosti, ze byla u vSech srovnavanych vzorku

totozna.

Na Obr. 31 jsou znazornény vysledky tahové zkouSky filmi bez povrchové upravy
a s upravou pomoci 200 pl ultracisté vody a 200 pl smeési n-butanolu a isopropylalkoholu
v poméru 3:7 s davkovanim 3x voda + 20x smés rozpoustédel; 4x voda + 30 x smés roz-
poustédel a 5x voda + 40x smés rozpoustédel. U ptislusnych vzorki jsou ptfiloZzeny snimky
struktury povrchu pfed provedenim tahové zkousky o velikosti 55 pm. Z uvedené Tab. 24

1ze vycist konkrétni stanovené hodnoty pevnosti v tahu a pomérného prodlouzeni.

Z vysledkt tahové zkousky vyplyva, ze film bez povrchové tpravy je kiehci nez filmy
upravené pomoci smési rozpoustédel. VSechny filmy dosahuji vysoké pevnosti, ale lisi se

pfedevSim pomérnym prodlouzenim. Nejvice tazny je film upraveny davkovanim 4% voda
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+ 30x smés rozpoustédel, nasleduje film s ddvkovanim 3% voda + 20x smés rozpoustédel,
poté 5x voda + 40x smés rozpousStédel. Pevnost filmu klesa s rostoucim poctem déavek
vody, protoze dochazi k prohloubeni vzniklych port. Nejvice mechanicky naméhané je

nejuzsi misto na vzorku, coz odpovida vytvorenym porim.
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Obr. 31: Tahové kiivky pro filmy HA M243, bez upravy a s upravami povrchu: pomoci
davek 200 ul ultracisté vody + 200 ul smési n-butanolu a isopropylalkoholu v poméru 3:7.
Bylo davkovano 3% voda + 20% smés rozpoustédel, 4xvoda + 30% smés rozpoustédel
a 5x voda + 40x smés rozpoustedel, sekvence davkovani 5 s. Prislusné snimky povrchu

z AFM odpovidaji velikosti 5 %5 um.

Tab. 24: Hodnoty pevnosti v tahu a pomeérného prodlouzeni stanovené pomoci tahové

zkousky

bez povrchové upravy 112,58 0,71
3x +20x 124,81 2,99
4x + 30x 111,44 4,13
5x +40x 82,64 2,06

Pomoci AFM byla zobrazena struktura filmii po tahové zkousce. Snimky tfi povrchové
upravenych folii Ize vidét na Obr. 32, vlevo (obrazky A, C, E) jsou snimky pied tahovou

zkouskou, vpravo (obrazky B, D, F) snimky po provedeni tahové zkouSky. Na obréazcich
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pted provedenim zkousSky lze vidét rozdilnost povrchového uspofadani. S vyssim davko-
vanim se jednotlivé pory prohlubuji, méni se jejich tvar a rozlozeni velikosti. Snimek A
zobrazuje film s rovhomérné rozlozenymi pory o piiblizn€ stejné velikosti, mezi kterymi je
pouze mensi mnozstvi malych port. Po mechanickém namahani dojde k protazeni velkych
p6ért ve sméru tahu, nicméné malé péry své rozméry nijak neméni. Da se fici, Ze jsou
pouze unaseny polymerni matrici, kterda méni sviij tvar v misté velkych pért. V disledku
protazeni se zmensuje hloubka poért, jak je zifejmé ze stupnice snimku B. Ptfi davkovani
vétsiho mnozstvi vody 1 smési rozpoustédel (snimek C) je vytvofena struktura s vétSim
zastoupenim malych port, textura je vice odd€lena polymerem. Snimek D ukazuje povrch
po namahani zkusebniho téliska v tahu. Zde je nazorn¢ ukazano protazeni péra o velkém
priméru. Na snimku je zfetelny Utvar, ktery nejspi§ vznikl protazenim pdért umisténych
blizko sebe a nasledné propojeni v diisledku pretrzeni polymerni piepazky. Upravou filmu
pomoci 5 davek vody a 40 davek smési rozpoustédel jsou vytvoreny hlubsi pory
o specifickém tvaru (snimek E). Béhem tahové zkousky dochézi k natazeni uzkych zahnu-
tych pori, k jejich naptimeni a zazeni. U tohoto filmu je také patrné velkd zména povrcho-
vé textury, pory nejsou tak hluboké a jsou vice rozdéleny polymerem v diisledku protaZzeni

vzorku.
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Obr. 32: Rozdilnost povrchu filmii pred (vlievo) a po (vpravo) namahani filmii HA M243
tahem, uprava povrchu pomoci davek 200 ul ultracisté vody + 200 ul smési n-butanolu
a isopropylalkoholu v poméru 3:7 davkovanim A), B) 3% voda + 20x smés, C), D) 4% vo-

da + 30x smés a E), F) 5% voda + 40x smés, sekvence davkovani 5 s.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 85

300 nm

Vyéka profilu
w)

0 10 20 30 40 50
Podélnd vzdalenost [um]
Obr. 33: Rozdilnost profilii filmii pred (vlevo) a po (vpravo) namahani filmii HA M243
tahem, uprava povrchu pomoci davek 200 ul ultracisté vody + 200 ul smési n-butanolu
a isopropylalkoholu v poméru 3:7 davkovanim A), B) 3% voda + 20x smés, C), D) 4% vo-

da + 30x smés a E), F) 5% voda + 40 x smés, sekvence davkovani 5 s.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 86

Zména povrchové struktury po tahové zkouSce provedené u filmi s odliSnou tGpravou je
nazorn¢ ukézana na Obr. 33. Po tahové zkouSce (obrazky B, D, F) maji profily nizsi vysku,
nebot’ dochazi ke zplosténi tazenim vzorku. Zaroven ma film pravidelnéjsi usporadani po-
ri. Pred provedenim zkousky jsou pfitomny vétsi pory, spousta vyvyseni a velka riiznoro-

dost v Sifce port. Pfi naméhani tahem dochazi k sjednoceni tvaru pori.

Parametry drsnosti profilu 1 plochy snimku, uvedené v Tab. 25 a Tab. 26, rostou pfi vétSim
poctu davek béhem spin-coatingu. Hodnoty drsnosti jsou po provedeni tahové zkouSky
vzdy niz§i, protoze jsou struktury zplostény. Pouze v ptipad¢ davkovani 4% + 30x je stano-
vena drsnost nizsi pied tahovou zkouskou. Tato rozdilnost vysledkii mize byt zpiisobena

pritomnosti ndhodné lokalni vyvyseniny nebo prohlubng.

Tab. 25: Parametry drsnosti stanovené z profilu texturovanych filmii upravenych odlisnym

davkovanim vody a smési rozpoustédel pred a po namdhani tahem.

Ra [nm] 8,2 5,4 24,2 25,9 32,6 21,0
Rq [nm] 9,7 6,9 32,2 34,1 41,1 26,5
Sikmost [1] -0,18 -0,38 -0,32 -0,52 -0,45 -0,26
Spicatost [1] 2,33 3,42 4,45 4,04 3,20 3,25

Tab. 26: Parametry drsnosti plosné stanovené u texturovanych filmii upravenych odliSnym

davkovanim vody a smési rozpoustédel pred a po namahani tahem.

Sa [nm] 260 140 602 475 887 44,6
Sq [nm] 336 175 783 60,9 112,66 564
Sikmost [1] 048 059 -0,62 -1,05 -08  -1,10

Spicatost [1] 1,31 0,12 1,71 1,28 0,83 1,04
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ZAVER

V ramci této diplomové prace byly studovany moznosti texturizace filmt hyaluronanu
sodného. Filmy byly povrchové upravovany pomoci Casové sekvenované fazové separace
za rotace na spin-coateru. Zmény povrchového reliéfu upravenych filma byly zobrazovany

pomoci mikroskopie atomarnich sil, skenovaci elektronové mikroskopie a profilometrie.

Mimo to byly testovany zmény jejich mechanickych vlastnosti pomoci tahové zkousky.

Bylo zjisténo, Ze zasadni proménnou pro vznik povrchové textury je pomeér slozek smési
dobrého a $patného rozpoustédla (n-butanolu a isopropylalkoholu v poméru 3:7). Pokud
jsou slozky ve smési zastoupeny v nevhodném poméru, nedochazi k tvorbé pérti na po-
vrchu filmii. Dal$im vlivem determinujicim texturizaci je ¢asova sekvence nanaseni smési
rozpoustédel. Péry jsou na povrchu tvofeny pouze v piipade, Ze je interval mezi nanaSenim
jednotlivych dévek na povrchu upravovaného materidlu v rozmezi 2,5 az 5 s. Poslednim
zasadnim vlivem, ktery je kriticky pro texturizaci povrchu na bazi hyaluronanu sodného, je
tloustka nabotnané povrchové vrstvy vodou. Aby bylo mozné na studovaném povrchu
generovat mikroporézni strukturu je tfeba ho piedupravit nejméné 3 ddvkami vody o obje-

mu 200 pl.

Na piedupraveny povrch filmu bylo nasledné davkovano rtizné mnozstvi smési rozpouste-
del. Bylo zjisténo, Ze do urcitého poctu davek roste velikost a hloubka vznikajicich port.
Nicméné po piekroceni urcité hranice nelze pozorovat dalsi zvySovani hloubky vznikaji-
cich poértu. Povrchova textura filma z HA o vyssi stfedni molekulové hmotnosti se vyznacu-
je nepravideln€ uspotadanymi péry o mensi velikosti. Pouziti HA o niz$i stfedni moleku-
lové hmotnosti umoZznuje vznik pravidelnych, hlubokych péri o mnohem uniformnéjSim
prumé&ru. Dalsi provedené experimenty ukazaly, Ze filmy tvofeny HA o Siroké distribuci
molekulovych hmotnosti jsou vice citlivé na nastaveni parametri Upravy povrchu pomoci

metody fazové separace. Dale bylo zjisténo, Ze je tfeba optimalné volit rychlost rotace

upravovanych vzorktli. Rychlost rotace ovlivituje pocet a hloubku vznikajicich port.

U hladké folie a vybranych texturovanych folii byla provedena tahova zkouska. Bylo sta-
noveno, ze folie bez povrchové upravy jsou malo tazné a velmi pevné. Folie s povrchovou
texturou dosahuji vysoké taznosti, pficemz hodnoty pevnosti jsou obdobné jako u hladké

folie.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
LED dioda emitujici svétlo

uv ultrafialovy

LCD displej z tekutych krystalti

PEG polyethylenglykol

DNA deoxyribonukleova kyselina

RNA ribonukleova kyselina

VPS viskoelasticka fazova separace

CAB acetat-butyrat celulozy

THF tetrahydrofuran

PS polystyren

ETH 2-ethoxyethanol

HA hyaluronan sodny

Ac acetylova skupina

AFM mikroskopie atomarnich sil

SEM skenovaci elektronova mikroskopie

M, stfedni molekulova hmotnost

M124  stfedni molekulova hmotnost 124 kDa
M243 sttedni molekulova hmotnost 243 kDa
M370 sttedni molekulova hmotnost 370 kDa
M600 sttedni molekulova hmotnost 600 kDa
M1180 stfedni molekulova hmotnost 1180 kDa
M1500 stfedni molekulovd hmotnost 1500 kDa
Ra (Sa) (plosnd) primérna drsnost

Rq (Sq) (plosnd) stiedni kvadraticka drsnost
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Obr. 31: Tahové kiivky pro filmy HA M243, bez Gpravy a s upravami povrchu:
pomoci déavek 200 pl ultracisté vody + 200 pl smési n-butanolu a
isopropylalkoholu v poméru 3:7. Bylo davkovano 3x voda + 20x smeés
rozpoustédel, 4xvoda + 30x smeés rozpousStédel a 5x voda + 40x smecs
rozpoustédel, sekvence davkovani 5s. Pfislusné snimky povrchu z AFM
odpovidaji VEITKOSH 5X5 LML ...coiuiieiiiiieiiieiieeieeee et 82

Obr. 32: Rozdilnost povrchu filmt pfed (vlevo) a po (vpravo) namahani filmi HA
M243 tahem, Uprava povrchu pomoci davek 200 pl ultracisté vody + 200 pl
smési n-butanolu a isopropylalkoholu v poméru 3:7 davkovanim A), B) 3x
voda + 20x smés, C), D) 4x voda + 30x smés a E), F) 5x voda + 40% sm¢s,
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Obr. 33: Rozdilnost profila filmi pied (vlevo) a po (vpravo) namdhani filmid HA
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