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ABSTRAKT

Bakalafska prace je zamétena na charakterizaci povrchi s vyuzitim konfokalni mikroskopie
a technologie atomarnich sil. Teoretické ¢ast je orientovdna na pochopeni zaklada optiky a
rovnéz na vyvoj a zdokonalovani souc¢asnych mikroskopickych technik. V praktické ¢asti je
popsan experiment, ktery zahrnuje ptipravu povrchli pomoci 3D tisku a vyhodnoceni jeho
kvality. Vysledkem bakalaiské prace je meéfeni a ndslednd diskuse o kvalité
stereolitografického tisku vzork v zéavislosti na uhlu tisku s pouzitim konfokalniho
mikroskopu Olympus FV3000 a mikroskopu atomarnich sil. Cilem bakalaiské prace je
mimo jiné i pfipraveni anizotropnich povrchii pro sledovani rastu buné€k, které budou dale

zkoumdny pfislusnymi odborniky na bunééné struktury.

Kli¢ova slova:

mikroskopické metody, konfokalni mikroskopie, mikroskopie atomarnich sil, topografie

povrchu, stereolitografie

ABSTRACT

The bachelor thesis focuses on the characterization of surfaces using confocal microscopy
and atomic force technology. The theoretical part is focused on understanding the basics
optics and the development of current microscopic techniques. The practical part describes
an experiment that includes the preparation of surfaces using 3D printing and evaluation of
its quality. The results of bachelor's thesis is the measurement and subsequent discussion of
the quality of stereolitographic printing of samples depending on the printing angle using
the Olypmus FV3000 confocal microscop and the atomic force microscop. The aim of the
bachelor's thesis is, among other things, to prepare anisotropic surfaces for monitoring cell

growth, which will be further investigated by relevant experts in cell structures.

Keywords:

microscopic methods, confocal microscopy, atomic force microscopy, surface topography,

stereolitography
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UvVOD

Trendem dnesni doby je nesporné€ neustalé zdokonalovani a vyvoj novych technologii. Jinak
tomu neni ani v oblasti optické mikroskopie. Tato fyzikalni disciplina urazila od zacatku
svého vyvoje jiz dlouhou cestu plnou zasadnich objevil na poli védy. Mikroskopy jsou dnes

hojné rozsitené v mnoha odvétvich.

V teoretické casti bakalatské prace je rozebrana historie optické mikroskopie od uplnych
zacatkli na konci 16. stoleti az po zjiSténi omezenosti pouziti ve stoleti 20. Déle se teoreticka
studie vénuje podrobnému popisu svételné, elektronové, fluorescencni mikroskopie a
v neposledni fadé¢ technologii atomdrnich sil. Teoreticka cast je zakoncena kapitolou o 3D

tisku, ktery je nutné zahrnout z diivodu aplikace v praktické casti.

Cilem praktické¢ casti je pouziti konfokalniho mikroskopu Olympus FV3000 pro
vyhodnoceni kvality 3D tisku povrchli vyrobenych stereolitografickou 3D tiskarnou Form 3
od firmy Formlabs v zavislosti na thlu tisku. Dale bude konfokalni mikroskop vyuzit pro
ucely sledovani sméru ristu bunck na ptedtisknutém povrchu. Poslednim tkolem je
zkoumdni objektl za vyuziti mikroskopie atomarnich sil a vyhodnoceni jemné struktury

vyrobenych povrcha.
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I. TEORETICKA CAST
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1 HISTORIE OPTICKE MIKROSKOPIE

Opticka mikroskopie ma v soucasnosti Siroké vyuziti v mnoha odvétvich lidské Cinnosti,
piikladem mohou byt: vSeobecna medicina, molekularni biologie, mineralogie, chemie,
vyzkum novych i stavajicich materialti a mnoho dalSich védnich obort. V zavislosti na druhu
a vlastnostech zkoumaného vzorku je vybiran vhodny mikroskop a ptislusnd metoda pro

pozorovani daného vzorku. [7]

1.1 Prvni mikroskopy

Historie optické mikroskopie saha az do 16. stoleti, kde v laboratofi genialniho holandského
optika Zachariase Janssena vznikl prvni opticky mikroskop. Tento objev byl zdsadnim
krokem k budoucimu zdokonalovani a vyvoji mikroskopie. Do té¢ doby se ¢ocky pouzivaly
pouze jako lupa ke zvétSeni pozorovanych objektt a nasledné nasly vyuziti rovnéz ve vyrobé

bryli. [13]

Zacharias Janssen a jeho otec Hans Janssen v roce 1590 sestrojili prvni slozeny mikroskop
kombinaci konvexnich ¢ocek v tubusu. Tento mikroskop lze vidét na Obr. 1. V presnéjSim
popise Slo o bikonvexni okularovou a plan-konvexni objektivovou ¢ocku. Pozorované

pfedméty se zvétSovaly a zmenSovaly na zakladé zmény délky trubice dalekohledu. [3.,4,5]

Obr.1 Prvni sloZzeny mikroskop [39]

e Vyvoj v 17. stoleti

Ve sejné dob¢ rovneé v Holandsku byl objeven i1 dalekohled. Na pocatku 17. stoleti italsky
fyzik Galileo Galilei oba tyto pfistroje zdokonalil. V roce 1610 Galileo popsal optickou
trubici, ta se sestavala z konvexniho objektivu a konkdvniho okuldru. Podle Galileovych slov
mu takovy mikroskop umozioval vidét mouchy velké jako slepice, a pomoci dalekohledu
docilil pozorovani slunecni soustavy, které podporovalo Kopernikovu heliocentrickou

koncepci. [2,3,6]
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V roce 1624 Galileo Galilei vyvinul slozeny mikroskop ze dvou konvexnich cocek pod
nazvem ,,Occhialino* neboli ,,Malé oko* vyobrazeny na Obr. 2. S pojmenovanim mikroskop
poprvé prisel o rok pozdéji botanik Giovanni Faber, ktery zkombinoval fecka slova pro

»maly“a ,vidét”. [3,4]

Obr.2 Mikroskop Galilea Galileiho [38]

Ptestoze mikroskopy 17. stoleti mély vcelku uspokojujici zvétSovaci schopnosti (az 50x),
disponovaly vSak hned né€kolika nezddoucimi vlastnostmi. Vzniklé obrazy byly nejasné a
rozmazané, trpély silnymi sférickymi aberacemi, protoze realna CocCka s kulovitym
povrchem nedovedla vytvofit ostry obraz oproti idedlni tenké Cocce. Sféricka aberace je
pokles ostrosti obrazu od stfedu smérem k okrajiim. Pfi¢inou této otvorové vady je, Ze
paprsky rovnobézné s optickou osou se lamou rtizné podle vzdalenosti od osy a nesbihaji se

po prichodu soustavou ¢ocek presné v jednom ohnisku. [3,1]

Zdokonalovani mikroskopti dale pokra¢ovalo pod rukama Antoniua van Leeuwenhoeka,
tomu se podafilo vytvofit nejlepsi jednocockové mikroskopy tehdejsi doby. Leeuwenhoek
vyrobil stovky malych ¢ocek vynikajici kvality, jeZ mély ve srovnani s ostatnimi vyrazngjsi
zvétSeni (az 300x). Mikroskopy od tohoto nizozemského ptirodovédce produkovaly
mnohem mén¢ aberaci, neZ tomu bylo u vétSiny mikroskopti 17. stoleti. Tajemstvi své
technologie vyroby vSak nikdy neprozradil. Az do 20. stoleti nebyla jeho technika objasnéna.
V poloving 20. stoleti byla provedena rekonstrukce Leeuwenhoekovy vyroby cocek, z ni
plyne, ze vyroba ¢ocek pravdépodobné probihala natavenim sklenéné tyCinky v plamenu za

vzniku malé pravidelné sklenéné kapky. [1,3,7,13]
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Vyvoj v podani anglického fyzika Roberta Hookea se ubiral jinym smérem. V roce 1660 se
mu povedlo ve slozeném mikroskopu spravné pouzit hned tii ¢ocky a dosahl tak mnohem
veétstho zvétSeni, nez bylo u dvoucockovych mikroskopti mozné. Vzorky zkoumal
v prostfedi s vy$sim indexem lomu, nez ma vzduch, a také vynalezl irisovou clonku (viz
dale). Svd zkoumani a konstrukci mikroskopu s oddélenym objektivem, okuldrem a
osvétlovacim zafizenim podrobné popsal v knize Micrographia publikované uz roku 1665.

[1,3,7]

e Skepse v 18. stoleti

18. stoleti by se ve spojitosti s mikroskopy a jejich vyvojem dalo povazovat za obdobi skepse
¢i pochybovani o dulezitosti pfistroje. Ve spolecnosti panovalo vSeobecné presvédéeni o
tom, Ze mikroskopy slouzi pouze pro zabavu zamoznych lidi zajimajicich se o krasy ptirody,
ale pro skute¢nou védu nejsou piinosem. Tento mytus se podafilo vyvratit hned

v nésledujicim stoleti v disledku novych objevil a dalSich vylepseni.

e Vyvoj v 19. stoleti

Hlavnim problémem, ktery brzdil vyuziti mikroskopie pro védecké ucely v 19. stoleti, byly

silné chromatické neboli barevné aberace, jez zkreslovaly a témét znehodnocovaly vyzkum.

1.2 Odstranovani vad

Barevné vady vznikaly hlavné z toho, Ze se paprsky zékladnich barev svételného spektra
lamou odlisné a sféricky povrch ¢ocky neptivadi svételné paprsky k zaostieni k jednomu

bodu, jak je vidét na Obr. 3. [8,9]

Chromatic Aberratlon

Obr. 3 Chromaticka vada objektivu [37]
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Vyznamny krok se v tomto pfipad¢é podatilo ucinit Jacksonu Listerovi, kdyz roku 1826
vypocital zaktiveni zvétSovacich Cocek tak, aby doSlo ke snizeni sférické i chromatické
aberace v achromatickém objektivu. Odstranéni téchto vad v achromatickém objektivu je
uvedeno na Obr. 4 skombinovanim konvexni ¢ocky vyrobené z korunového skla a konkavni
cocky z flintového skla. Korunové (draselnovapenaté) sklo ma nizky index lomu a nizkou
disperzi, coz je mira rozkladu svétla materidlem. Opakem je potom pazourkové (kfemenné)
neboli flintové sklo. Spojeni téchto cocek pomohlo k soustfedéni modrého a Cerveného

svétla do jednoho ohniska. [8,9]

Achromatic Doublet

Obr. 4 Achromaticky objektiv [37]

1.3 Prvni sériova vyroba

V druhé polovin€ 19. stoleti jsou svyznamnym pokrokem v mikroskopii nejcastéji
spojovani védci Carl Zeiss, Ernst Abbé a na pielomu stoleti rovnéz August Kohler. Abbé a
Kohler se stali zaméstnanci v Zeissoveé spolecnosti na vyrobu mnoha typt kvalitnich
optickych pfistroji zaloZzenou roku 1846. Zeiss zacinal konstrukci jednoduchych
mikroskopt, které v padesatych letech 19. stoleti byly pouZity pfedevSim na ptipravné prace.

[10]

Fyzik Ernst Abbé konstruoval mikroskopy s achromatickym objektivem, a také zdokonalil
ponorné zatizeni do oleje. [9] Objevil olej, jenZ na vzduchu netvrdne a taktéZ neni¢i objektiv
ani ¢ocku. [8] Dal§im Abbéovym neméné dilezitym vynalezem se stal Abbélv kondenzor.
Svétlo je zaostiovano vice coCkami najednou, coz vede k lepSimu osvétleni vzorku. Abbéuv
kondenzor byl vSak brzy nahrazen modernéj$§im Kohlerovym pftistrojem pro pozorovani ve

svétlém poli. [11]

August Kohler, vedouci projekéniho oddéleni v Carl Zeiss, upravoval optiku osvétleni, a dal
vzniknout Kohlerovu princip osvétleni. Tento princip obsahuje dvé clony. Prvni je polni

clona zobrazena do roviny objektu a jako druhd nastupuje clonova clona, ktera reguluje
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svételny tok, aby bylo osvétleno jenom zorné pole mikroskopu. Jako posledni je zaostfovaci
zformovala Kohlerova osvétlovaci technika a Abbého optika zdklady dnesni techniky

svételné mikroskopie pro pozorovani ve svétlém poli. [11]

August Kohler neuvazoval nad zlepSenim jen v odvétvi osvétlovani vzorkd, ale zajimala ho

hlavné rozliSovaci schopnost svételnych mikroskopti a jeji zdokonalovani.

1.4 Pocatky moderni mikroskopie

Jelikoz je rozliSovaci schopnost svételnych mikroskopli omezena vinovou délkou
prochazejiciho svétla, tak August Kohler pouzil misto viditelného svétla UV svétlo. Tim
splnil pozadavek pouziti svétla s kratsi vinovou délkou a v roce 1904 projektoval prvni UV
mikroskop, ktery se stal zdkladnim stavebnim kamenem pro dnes$ni fluorescencni

mikroskopy. [10]

Zacatkem 20. stoleti ziskal opticky mikroskop témét dne$ni podobu, ale jeho vyvoj rozhodné
neskoncil. Postupné bylo zjiSténo, ze opticky mikroskop ma své limity i teoretické hranice
v pozorovani objektli. Abychom mohli pozorovat drobné preparaty o velikosti nékolika
nanometri, bylo zapotfebi vyvinout mikroskop na jiném principu (viz dale). Misto
viditelného svétla pouzit jiny zpiisob osvétleni s krat§i vinovou délkou a zlepsit tak

rozliSovaci schopnost mikroskopu. [2,7]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

2 UVOD DO OPTIKY

Pro pochopeni vzniku obrazu v mikroskopu a ostatnich dé&ji vznikajicich pii tvorbé
vysledného obrazu je zapotiebi zminit n€kolik principti tykajicich se Sifeni svétla a jeho
charakteristického chovani. Nasledujici poznatky budou v této kapitole podlozeny

pfislusnymi experimenty dokazujici jejich pravdivost.

2.1 Svétlo

Svétlo je viditelné elektromagnetické zateni o vinové délce 4 v rozmezi 390—760 nm. VInova

délka viditelného svétla lezi mezi ultrafialovym a infraCervenym zarenim. [1]

Mezi zakladni vlastnosti svétla patii kromé vinové délky i rychlost Sifeni svétla, frekvence,
amplituda, intenzita svétla a faze.

Rychlost svétla ve vakuu ma stejnou velikost ¢ ve vSech smérech a inercialnich vztaznych
soustavach, nezavislou na rychlosti zdroje. To znamend, ze rychlost svétla emitovaného
pohybujicim se zdrojem by méla byt shodna s rychlosti svétla emitovaného zdrojem v klidu

vzhledem k dané soustavé soutadnic. [1]

e=f [3] M

kde: c...rychlost svétla ve vakuu [m-s™']
A...vlnova délka svétla [m]
f ...frekvence pouzitého svétla [Hz]

V latkovém prostiedi je rychlost svétla ¢ vzdy nizsi vlivem interakce s asticemi latky.

Rychlost §ifeni svétla zavisi na indexu lomu daného prostiedi. [1]

Narozdil od rychlosti svétla u frekvence nezaleZi na prostfedi, v némz se svétlo Sifi.
Frekvence f viditelného svétla se pohybuje v rozmezi 3,9 x 10'* Hz do 7,7 x 10'* Hz a udava
pocet kmitl za jednotku Casu. Urcuje také barvu viditelného zateni. Pro kazdou spektralni
barvu je typicka urcita vinova délka. To, jakou barvu vidime, pfimo souvisi s povrchem
sledovaného objektu. Predmét je vidén pouze v takové barve, jakou vinovou délku povrch

odrazi, ostatni vinové délky jsou objektem pohlceny. [12]

Svétlo je tedy vinénim elektromagnetického pole, které se sestavd ze dvou kolmo na sebe
oscilujicich poli (elektrického a magnetického). Elektrické pole je diilezité z hlediska t¢inkti

svétla. Amplituda svétla tizce souvisi s intenzitou. Amplituda 4 pfedstavuje nejvetsi moznou
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vychylku sinusoidy méfenou od nulové hodnoty. Intenzita zafeni zalezi na vzdalenosti od

zdroje zateni. Z bodového zdroje se svétlo $ifi ve vSech smérech se stejnou intenzitou. [1]

2.2 Chovani svétla

Vysvétleni podstaty svétla se ve fyzice poklada za velky uspéch predchoziho stoleti, nebot’

odtvodnit jeho chovani je velmi slozité.

2.2.1 VInovy charakter

V 19. stoleti jednomysIn¢ fyzici pfijali vinovou teorii svétla. Prvni pfesvéd¢ivou vinovou
hypotézu pro piijeti vinové teorie vyslovil holandsky fyzik Christian Huygens roku 1678.
Podle Huygensova principu kazdy bod vlnoplochy slouzi jako novy bodovy zdroj
sekundérniho vinéni, které se z néj v elementarnich vlnoplochéch §iii ve vSech smérech. Za
¢as ¢ se poloha vlnoplochy stane obéalkou sekundéarnich vin. Diky tomuto principu je tedy

mozné nalézt polohu vinoplochy za urcity ¢as, pokud je zndma jeji soucasna poloha. [1]
¢ Youngiv pokus

Vlnovou hypotézu o Siteni svétla bylo tieba experimentalné ovéfit. Dikaz o tom, Ze svétlo
by opravdu mohlo byt chapano jako vIinéni, podal na poc¢atku 19. stoleti ve svém pokusu
anglicky fyzik Thomas Young, jehoz experiment byl pfikladem interference (neboli

skladani) svételnych vin.

K pokusu, ktery je znazornén na Obr. 5, byly pouzity stinitka s malymi otvory blizko u sebe
a zdroj elektromagnetického zéafeni (vinéni kmitajici pouze na jedné frekvenci). Dopadajici
monochromatické svétlo je difraktovano (ohybano) na Stérbin€ So prvniho stinitka A, jez lze
povazovat za bodovy zdroj svétla. Za Sté€rbinou So se svétlo §ifi podle Huygensova principu
a osvétluje druhé stinitko B se dvéma Stérbinami Si, S2. Dopadajici zafeni je opét ohybano
na obou Stérbinach a vznikaji tak dva bodové zdroje navzijem koherentniho svétla.
Koherence je jednou z nutnosti pro vznik interference. Koherentniho svétla docilime tim, Ze
vychazejici svétlo ze $té€rbin Si, S2 bude mit stejnou amplitudu i fazi. V Youngové pokusu
je tato podminka vyfeSena umisténim prvniho otvoru Sp na stinitku A symetricky mezi
otvory Si, S>. To znamena, Ze svétlo vychazejici z prvniho otvoru dopadne na ob¢ Stérbiny
S1, S2 ve fazi a svételné viny vychazejici ze $térbin se prekryvaji a vzdjemné interferuji. Na
poslednim stinitku C vzniké interferencni obrazec, coz je struktura pravidelnych maxim a

minim odpovidajici svétlym a tmavym prouzkiim na stinitku. Interferenéni maximum
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vznikne v misté, kde se sbihd koherentni vIinéni se stejnou fazi a interferencni minimum

\l max
max
L

naopak v misté s opacnou fazi. [1,2]

max
dopadajici

vina max
max
- \‘ |.) )

max

max

max

max

max

max

A B C

max

Obr. 5 Younguiv pokus [1]

Interference byla z historického hlediska povazovéana za piimy dikaz vinové vlastnosti
svétla. Pro jeji vznik je v§ak nutné splnit nasledujici podminky:

1. Pouziti dvou a vice vinénimi.

2. Musi byt splnéna koherence pouzitého vinéni.

3. Mezi vinénimi musi byt ¢asové neménny fazovy rozdil.

Interference bude nejvyrazngjsi, pokud pouzita vinéni splituji podminku stejné vinové délky.

[1]
2.2.2 Casticovy charakter

Zacatkem 20. stoleti obohatil védecky svét genidlni teoreticky fyzik Albert Einstein nejen o
svou kvantovou hypotézu. Einsteiniv génius dal vzniknout novym odvétvim fyziky, jakoz
jsou obecna a specialni teorie relativity a kvantova fyzika, pravé v dobé, kdy uz to vypadalo,
ze fyzika se stdva védou postradajici nové podnéty k zamysSleni. Doposud byla fyzika
prezentovana jako védni obor, ktery dokaze na zaklad¢ znalosti pocatecnich podminek

popsat prabéh urcitého experimentalniho problému v case. Kvantova fyzika je vSak zalozena
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na uplné odlisnych principech. Podle kvantové teorie se mize ze stejnych pocatecnich

podminek vyvinout vice situaci se stejnou pravdépodobnosti. [1]

Na prvni pohled by se mohlo zdat, Ze je kvantova teorie nepiedstavitelna, ale i ona se fidi
jasn¢ danymi principy, dasledky, které z nich vSak plynou, jsou v jadru mnohdy extrémni.
Jasnym dikazem muaze byt tunelovy jev, ktery popird klasickou mechaniku. Béhem
tunelového jevu totiz ¢astice mohou proniknout i do mist se zdpornou kinetickou energii.
Mohou se rovnéz odrazet od piekazek, které by bez potizi zdolaly. Dalo by se fici, ze

kvantova teorie ve spojeni s teorii relativity tvoii dojem o nalezeni ,teorie vseho®. [1,2]

Einstein jako prvni zacal uvazovat o elektromagnetickém zéfeni jako o souboru ¢éstic
svételnych kvant a vroce 1905 vyslovil hypotézu, ze svétlo se Sifi v kvantech, které
nazyvame fotony. Fotony jsou druhem castic s nulovou klidovou hmotnosti a pohybuji se
rychlosti c. Energie fotonil se pfedava po kvantech, nikoliv spojité (po libovolnych castech).

[1,14] Pro energii fotonu plati vztah:

E=hf = %] @)

kde:  h...Planckova konstanta rovna 6,62607015-107 [J-s]
f ...frekvence pouzitého svétla [Hz]
c...rychlost svétla ve vakuu [m-s™']
A...vlnova délka svétla [m]

U fotonti nedochdzi jen k pienosu energie, ale také k transferu hybnosti, jak je patrné

z nésledujiciho vztahu:

=2t [ @

e Fotoelektricky jev

Kvantové vlastnosti zafeni se nejlépe demonstruji pii fotoelektrickém jevu. Fotoelektricky
jev miizeme pozorovat bud’ vnitini u polovodici, nebo vnéjsi, a to u kovil. Fotoemise u
polovodicii neprobihd pifimo, pouze se zvySuje vodivost zkoumaného materialu.
Polovodicovy fotoefekt byl objeven az po 2. svétové vélce, proto popisovana fotoemise nize

na Obr. 6 je ptikladem uvoliiovani elektronti z povrchu kovového materidlu.
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Obr. 6 Fotoefekt vnéjsi [36]

Elektromagnetické zafeni dopadd na fotokatodu, z niz se uvoliuji elektrony za vzniku
proudu prochdzejiciho pfes miizku smérem k anodé. Mtizka v tomto piipadé slouZzi jako
bariéra pro elektrony s nizkou energii. Pokud je frekvence f elektronu mensi nez mezni
frekvence kovu f,, k fotoelektrickému jevu nedojde. Teorii fotoelektrického jevu nebylo
mozné vysvétlit pomoci metody, ktera predpokladala, ze svétlo se $ifi jako vina. Maximalni
kineticka energie, kterou muze elektron ziskat, se nezméni. Mlze se ménit pouze pocet
fotonid, a to zvySenim intenzity pouZitého zateni, ale energie jednotlivych fotonl zlistdva
stejnd. [1,15]

Na Obr. 7 je jednoduché vysvétleni fotoelektrického jevu predlozené roku 1905 Albertem
Einsteinem. Pfi fotoefektu je jeden foton pohlcen prave jednim elektronem. Ziskanou energii
E elektron vyuZije na uvolnéni se z kovu W, a zbytkova energie zlstane ve formé kinetické
energie Ex. [1]

Vroce 1922 dostal Albert Einstein Nobelovu cenu za objasnéni a vysloveni zdkona

fotoelektrického jevu.

E = hf = W, +E, )
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Obr. 7 Fotoelektricky jev [35]
e Comptoniv jev

Pomoci casticového chéapani povahy svétla byl tedy vysvétlen fotoelektricky jev a
pfesvédcivy dikaz o takto prezentované teorii svétla provedl Arthur Holly Compton ve

stejnojmenném experimentu zndzornéném na Obr. 8. [1,14]

rentgenove

N zafeni 4
rentgenoveé Sy
zareni :

AN elektron " ) .

A =9 V.
1§Ieklrun
v
poCiteCni stav vysledny stay

Obr.8 Comptonuy jev [1]

Compton ve svém pokusu zkoumal dopadajici svazek rentgenového zéteni o vinové délce A
na uhlikovou desti¢ku. Nasledn¢ vyhodnocoval, jak se rentgenové paprsky rozptylovaly na
volnych elektronech v materidlu. Vazebna energie elektronti v uhliku byla zanedbatelna
oproti energii, s niz disponoval svazek rentgenového zareni, proto Compton povazoval
elektrony za volné castice. V uhlikové desce dochdzelo k pruznym srazkam volnych
elektronil s kvanty rentgenového zareni, které mélo charakter castic. Pfi stfetu fotonu
s elektronem doslo ke snizeni frekvence a zatfeni se odrazilo pod ur¢itym uhlem. Compton

vylozil rozptyl paprskii na uhlikovém ter¢i podle zdkonii o zachovani energie a hybnosti.
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Fotony dopadajiciho zafeni pfendsi energii a hybnost na volné vazané elektrony v uhlikové
desce. Ptestoze dopadajici svazek fotoni obsahoval jen jednu vinovou délku, rozptyleny
svazek pojimal znacny rozsah vlnovych délek s nejcetnéjsi hodnotou A’ Rozdil téchto
vlnovych délek 4/ = A'— 1 a nazyva se Comptoniv posuv. Ten se méni v zavislosti na thlu

detekce rozptyleného zateni. [1,14]

2.2.3 Casticové vinovy dualismus

Ptipustit, Ze zafeni ma pouze vlnové vlastnosti, nebo tvrdit, ze foton se chova pouze jako
Castice, se ukazalo byt chybné. Piesto existuji experimenty, jeZ jsou mozné vysvétlit pouze
jednim ze zptsobli chdpani povahy svétla. Z toho divodu je nutné uznat, ze foton ma
Casticovy charakter, stejné jako vinovou povahu. Foton je pfedmét z kvantové fyziky, u
n¢hoZ neni mozné urcit drahu pohybu ani stanovit jeho polohu dopadu s presnosti, ale
s ur¢itou pravdépodobnosti. Hodnotu pravdépodobnosti stanovuje Heisenbergiiv princip
neurcitosti z Planckovy konstanty. Na zakladé aplikovaného experimentu projevi foton svij
casticovy nebo vinovy charakter. Tato vlastnost zafeni byla pfijata jako korpuskularné

vlnovy dualismus.
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3 SVETELNA MIKROSKOPIE

Svételna mikroskopie je technikou umoziujici detailni zkoumani drobnych objektt, které

jsou pro oko prili§ malé. [16]

Na sitnici lidského oka se nachéazeji dva druhy télisek, a to tyCinky a ¢ipky. Tato téliska
vlivem nervového podrazdéni dopadajiciho svétla posilaji informaci o pfijimaném obrazu
do mozku. Abychom od sebe rozeznali dva body, musi kazdy z paprski dopadnout na jina
téliska. Pokud by paprsky ze dvou bodti dopadly napiiklad na jeden ¢ipek, oko nedovede od
sebe tyto body rozlisit a splynuly by v jeden. [17]

3.1 Svételny mikroskop

Svételny mikroskop slouzi k pozorovani predméti, jez jsou pro lidské oko t€zko rozlisitelné.
Tento opticky piistroj se sklada ze 3 zakladnich Casti: opticka soustava, osvétlovaci soustava

a mechanické zatizeni. Typicky mikroskop je vyobrazeny na Obr.9. [7]

Obr. 9 Binokularni svételny mikroskop [34]

3.1.1 Opticka soustava

Cela opticka neboli zobrazovaci soustava se nachdzi v pohyblivém tubusu, ktery slouzi
k uloZzeni objektivu a okuldru ve spravné vzdalenosti a pfipadn€ pro umisténi dalSich

optickych ¢lenti. Dvojity tubus u binokuldrniho svételného mikroskopu na Obr. 9 umoziuje
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pozorovani preparatu obéma ocima. Déje se tak diky zabudovanému d€lic¢i paprskl uvnitt.
[16]

Objektiv je soustava cocek (spojek) s kratkou ohniskovou vzdéalenosti umisténa blizko
vzorku. Jak je patrné z Obr. 10, obraz XY’ vytvoreny objektivem je zvétSeny pievraceny a
skutecny. Nachazi se v predmétovém ohnisku okuléaru a je tak pozorovanym predmétem pro
okulér. [2] Vzdalenost mezi obrazovym ohniskem objektivu F; " a pfedmétovym ohniskem
okuldru F> se nazyva opticky interval 4. [17] Toto rozmezi ptedstavuje piimérenou
vzdalenost pro vznik obrazu z objektivu. Opticky interval se pti pouziti riznych objektiv
li$i a uréuje se z délky pouzitého tubusu. [ 18] Okulér zjednodusen€ pracuje jako lupa a obraz

z objektivu XY jen zvétsi, a tim vznikne zvétSeny prevraceny neskute¢ny obraz X Y™ [2]

A\ okular
objektiv A f, f
A |
Y
AN T— o
£ ,

Obr. 10 Princip vzniku obrazu ve svételném mikroskopu [17]

Kromé vytvareni obrazu zajiStuje objektiv s okularem v urcité mife také odstranéni
optickych vad cocek. Objektivy se rozdeluji podle toho, jak dovedou kompenzovat optické
vady. Mezi nejpouzivanéjsi typy patii achromatické a apochromatické objektivy. Prvni typ
se vyznacuje odstranénim chromatické vady pro paprsky zelené a zluté barvy, tedy pro
vlnove délky od 520 do 590 nm. Apochromatické objektivy maji tuto kompenzaci rozsifenou

jesté o paprsky modré a Cervené ¢asti spektra. [18]

3.1.2 Vlastnosti objektivu

Vybér vhodného objektivu je slozita zalezitost, protoZe néco jako idedlni objektiv neexistuje.
Vzdy zalezi na tom, jaky je pozadovany vystup. Kazda vlastnost objektivu ma na vysledny

obraz jiny vliv.
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e Ohniskova vzdalenost

Ekvivalentni ohniskova vzdalenost vznikne spojenim objektivu a okularu v jedinou cocku
s optickou mohutnosti nalezici celému systému cocek. [18] Mikroskopické pozorovani

potom odpovida zkoumani pouze pomoci lupy o ohniskové vzdalenosti f'. [17]

fr=L2 ) 5)

kde: f';...obrazova ohniskova vzdalenost objektivu
f',...obrazova ohniskova vzdalenost okularu

A...opticky interval soustavy

e ZvétSeni mikroskopu

Celkové zvétseni mikroskopu Z se urcuje jako soucin zvétSeni objektivu Z,;, a okularu Z .

Ad
fob-fok [_] (6)

Kde: d...konven¢ni zrakova vzdalenost (d=250 mm)

Z=2opLok=—

A...opticky interval soustavy
fop - -ohniskova vzdalenost objektivu
fop - -ohniskova vzdalenost okularu

Znaménko minus ve vzorci znaci, ze vysledny obraz je pfevraceny.

¢ RozliSovaci schopnost mikroskopu

Mohlo by se zdat, ze s pomoci vhodnych ¢ocek by mikroskop dosdhl neomezeného zvétseni.
[7] Kazdy objektiv mlize zvySovat celkové zvétSeni mikroskopu jen do urcité horni hranice
1 pfi pouziti nejlepSich okulari. Mez uzitecného zvétSeni predstavuje priblizné tisici nasobek
numerické apertury (viz niZe). Do této hranice je objektiv schopen zobrazit nové detaily
zkoumaného predmeétu. Jakakoliv dalsi zvétSeni jsou zcela bezcenna a jde jen o prazdna
zvétseni. [18] ZvétSeni je tedy omezeno rozliSovaci schopnosti. [7] RozliSovaci schopnost
od sebe, aby jejich obrazy nesplynuly v jeden a daly se rozlisit. [13] Pii odvozovani
rozliSovaci schopnosti objektivu je svétlo chapano jako vinéni a s nim souvisi jevy jako
difrakce a interference. RozliSovaci schopnost mikroskopu je omezena prave difrakei svétla.
Aby byly obrazy dvou bodovych zdroji rozliSitelné, je zapotiebi stanovit rozliSovaci
schopnost neboli jejich vzdjemnou vzdalenost, ta je definovéana jako polovina vinové délky

aplikovaného svétla. Pod touto vzdalenosti jsou bodové zdroje pftilis blizko u sebe a dochézi
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ke scitani jejich intenzit a naslednému piekryti obrazl, jak je patrné z levé Casti Obr. 11.

[16]

Obr. 11 Rozlisovact schopnost dvou bodovych zdrojut objektivem [1]

Miru rozliSovaci schopnosti pojmenoval uz v 19. stoleti Ernst Abbé jako numerickou
aperturu NA. Tento vztah mezi otvorem objektivu a indexem lomu prostfedi mezi vzorkem
a objektivem n odpovida rovnici (8) a vyjadiuje schopnost objektivu zachytit co nejvice
paprskli prochazejicich ze zkoumaného pfedmétu. Na Obr. 12 je tento vztah vyjadien
graficky. [16]

NA = n-sinu [—] (7
kde: w...aperturni uthel (polovicni uhel dvou nejkrajnéjsich paprsktt jdoucich do

objektivu) [°]

n...index lomu prostiedi mezi vzorkem a objektivem [-] (Lednicky)

objektiv

!
!
1
!
1
]
v
]
i
P
!
|
1
i

g s
s

. u /aperturni dhel
index lomu

n

ohniskovd rovina

Obr. 12 Definice numerické apertury [16]
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Numerickd apertura je pifimo Umeérna rozliSovaci schopnosti objektivu i vyslednému
zvétseni. Cim vetsi bude numerickd apertura, tim vyssiho zvétSeni objektiv dosdhne a tim

vetsi zvétSeni ziska. [18]

o Svételnost objektivu

Numericka apertura neovliviiuje jen rozliSovaci schopnost a zvétSeni, ale 1 svételnost
objektivu a jeho hloubku ostrosti. Svételnost objektivu vyjadiuje miru zachyceni
maximalniho poctu paprski smétujicich z pfedmétu do objektivu. O svételnosti rozhoduje
nejen otvorovy uhel objektivu, ale rovnéz i index lomu prosttedi, kterym paprsky prochézeji,
nez se do objektivu dostanou. Paprsky, které vychéazi z preparatu prochdzeji krycim
sklickem, kterym je preparat témet vzdy zajistén. Po prichodu sklickem se paprsky dostanou
na rozhrani mezi sklem a vzduchem. Jak je vidét na Obr. 13, paprsky se budou lamat od
kolmice vlivem piechodu z prostfedi s vy$$im indexem lomu (sklo = 1,51) do prostiedi

s niz§im indexem lomu (vzduch = 1). [18]

podloznisklo  vzduch I j: olej kryci

\ | - — sklicko
\ ;

Obr. 13 Rozdil velikosti kuzele paprskii u suchého a imerzniho objektivu [33]
objektivu se nedostanou vSechny paprsky proslé preparatem. Tato skutecnost se da ¢astecné
eliminovat, pokud mezi indexy lomu obou prostedi bude minimalni rozdil. KdyZ na sklicko
kapneme imerzni olej s indexem lomu n = 1,5 jak je tomu v pravé Casti jiZz zminéného
obrazku, paprsky se pfi vystupu z kryciho sklicka budou ldmat pod menSim uhlem. Pouziti
zfedéného imerzniho (cedrového) oleje je nejefektivnéj$i metoda pro maximalizaci kuzele
paprskl vstupujiciho do objektivu. Jedinou nevyhodou olejové imerze zlistava znecisténi
objektivu. Ponorné objektivy mohou pouzivat i1 jiné, avSak méné ucinné tekutiny pro

minimalizaci rozdilu indexti lomu, a to destilovanou vodu ¢i glycerol. [18]
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e Hloubka ostrosti objektivu

Hloubka ostrosti je v obraceném poméru k numerické apertufe. Cim je numericka apertura
mensi, tim je hloubka ostrosti vétsi. [18] Je to schopnost objektivu ostfe zobrazit urcitou
vrstvu preparatu lezici v predepsané vzdalenosti od objektivu. Na Obr. 14 je znazornéna
idedlni rovina ostrosti jako rozdil mezi horni a dolni rovinou ostrosti. Vyjadiuje tak jakysi
vyskovy profil, jez musi preparat dodrzet, aby byl vidén ostte po celé své plose. [17] Cokoliv
mimo idedlni rovinu ostrosti uvidime rozostren¢.

i _
: celni ocka objektivn

homi rovina ostrosti

1dealni rovina ostrost

H

spodni rovina ostrosti

Obr. 14 Hloubka ostrosti objektivu [17]

Hloubku ostrosti H mizeme zménit upravenim aperturniho thlu ¢ nebo preparatu duin
v rovnici (9). [13]
H= 2 )

tg o
e Princip vzniku obrazu ve svételném mikroskopu

Dopadajici svétlo na jednotlivé body preparatu se chova jako vlna a transformuje se (lame
se nebo ohybd). Takto podle Huygensova principu vznikaji sekundarni viny, které spolu
navzajem interferuji a vstupuji do objektivu. Paprsky prochazeji ohniskovou rovinou
objektivu. Jednotlivé ozafené body ohniskové roviny se stdvaji predmétem pro vznik
vysledného obrazu. Cim vice paprskil vytvaii vysledny obraz, tim vétsich detaili docilime.

[13]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

3.1.3 Osvétlovaci soustava

Nemaly vliv na kvalitu vysledného obrazu mé kromé optické soustavy i ¢ast osvétlovaci.
Osvétlovaci soustava, kterd se sklada ze svételného zdroje, kondenzoru a rGznych typa
vhodné pouzitych clonek, zarucuje dokonalé osvétleni preparatu, jez je pro kvalitni
zkoumani nezbytné. Pti zvétSeni obrazu dochédzi k mnohonasobnému snizeni jasu, ktery je
zapotiebi kompenzovat osvétlenim preparatu. [16] Zdrojem svétla byvaji nejcastéji LED
diody, nebo wolframové halogenové zarovky opatfend ochrannym krytem pro eliminaci

vyzateného svétla do okoli.

Kondenzor se sklada z nékolika spojnych ¢ocek s kratkou ohniskovou vzdélenosti. Jeho
funkei je koncentrovani paprski, aby bylo zorné pole dokonale osvétleno a aperturni thel
byl maximaln¢ vyuzit. Pfi rovhomérném Kdohlerové osvétleni se pouzivd kondenzor se
dvéma optickymi soustavami, které stanovuji pole osvétleni a sbihavost svazku osvétleni.
[16] Konstrukce Kohlerova osvétleni odstrafiuje nezddouci efekt pii pozorovani pridanim
kolektoru. Vlakna zarovky se tak nezobrazuji pfimo do zaosttené roviny vzorku a osvétleni
preparatu je rovnomérné. [17]

Irisova clonka je nejcastéji pouzivana clonka pro regulaci mnozstvi svétla ptichazejiciho do
mikroskopu. Jas obrazu se reguluje zménou velikosti otvoru uprostfed jejim postupnym

natac¢enim. [18]

3.1.4 Mechanické zarizeni

Mechanické ¢ast svételného mikroskopu se skladé ze stativu, ktery tvoii oporu mikroskopu
a je spojen s nosi¢em tubusu, dale se zde nachézi stolek a revolverova hlavice, ktera
usnadiiuje vymeénu jednotlivych objektivi, jez jsou v ni ulozeny. Poslednimi prvky na téle
mikroskopu jsou makrometricky a mikrometricky Sroub. Kombinace posuvii obou Sroubti

napomahd k pfesnému zaostfeni zkoumaného predmétu. [7]

3.2 Mikroskopické techniky ve svételné mikroskopii

Technik pozorovani ve svételné mikroskopii je hned n¢kolik. V porovnani mezi sebou
nemaji jasného favorita. Vybér vhodné metody vzdy zalezi na povaze zkoumaného
preparatu, zdroji zafeni a v neposledni fad€ hlavné na poZadovaném vystupu. Pro snadné;si

orientaci mtizeme mikroskopické techniky rozdélit do dvou kategorii.
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3.2.1 Klasické techniky

Mezi klasické zobrazovaci techniky patii pozorovani ve svétlém a tmavém poli, rovnéz i
fazovy kontrast a polarizacni mikroskopie. Od skenovacich technik se vyznamné lisi
v tvorbé obrazu. Klasické techniky vyuzivaji k zobrazeni vzorku ¢ocky a vysledny obraz
vznikd najednou. Tyto dvé metody nemusime od sebe vylucné d¢lit, ale daji se i kombinovat

(viz déle). [13]

e Pozorovani ve svétlém poli

Tato metoda patii mezi nejpouzivanéjsi techniky svételné mikroskopie vitbec. Kombinuje
v sobé pouziti prochazejiciho a odrazené¢ho svétla. [13] Vysledny obraz bude zélezet na
nerovnostech preparatu. Z osvétlovaci soustavy jsou vysilany paprsky rovnobézné
s optickou osou. Pokud tyto paprsky dopadnou na rovinnou ¢ast vzorku, odrazi se zpét pod
stejnym uhlem do objektivu a obraz uvidime jako svétly, pokud vSak paprsky narazi na

nerovnost v preparatu, nastane difrakce mimo objektiv a vysledna plocha bude tmava. [17]
dopadayjici paprsky

Y odrazené parsky

odrazeny paprsek : s
: P r mimo objektiv

do objektivu

} - | vzorek

nerovnost
na vzorku

vzorek tak,
jak ho vidime

Obr. 15 Pozorovani ve svetlém poli [17]

e Pozorovani v tmavém poli

Inverzni metodou pro pozorovani ve svétlém poli je tmavé pole. V tomto piipad€ jsou
vSechny paprsky jdouci z kondenzoru osvétlovaci soustavy regulovany pfidanim vhodné
clony tak, aby dopadaly na povrch preparatu pod uhlem. [2] Dalsi modifikaci je potom
vzhled vysledného obrazu vzorku. Paprsky, které dopadnou na rovinnou cast vzorku se

budou odraZet mimo objektiv. Naopak tomu bude u paprski dopadajicich na nerovny
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povrch. V mikroskopu uvidime nerovnosti svétlé a rovinny povrch tmavy. [17] Metodou
tmavého pole ziskame obraz s vétSim kontrastem nez pii pozorovani ve svétlém poli. Temné
pole se hojné vyuziva pii zkoumani drobnych c¢astic, jimz vice vyhovuje tmavé pozadi, na
kterém nezaniknou. [16] Upravou pozorovani v tmavém poli ziskame metodu $ikmého
osvétleni. Zménou v konstrukci je aperturni clonka vysunuta z optické osy. Paprsky dopadaji

pouze na Cast predmétu a vysledny obraz se zda byt plasticky a tim i 1épe viditelny. [17]

paprsky odrazené
zpét do objektivu  paprsky dopadaijici
A A na vzorek

/54
y

-

e
e

[ ] __~odraZeny paprsek

vzorek mimo objektiv

nerovnost vzorku

vzorek jak ho vidime

Obr. 16 Pozorovani v tmavém poli [17]

e Polariza¢ni mikroskopie

JiZ znazvu vyplyva, Ze zékladem polarizacni mikroskopie je polarizované svétlo. [17]
Vlastnosti svétla je, Ze jeho intenzita ma v kazdém misté jiny smér neboli jde o
nepolarizované svétlo. Svétlo miZeme polarizovat odrazem, lomem, nebo dvojlomem.
V polarizacni mikroskopii se pouzivd dvojlom. Jak je vidét na Obr. 17, paprsek svétla
prochédzi dvojlomnym télesem, nejcastéji krystalem a dochézi k jeho rozd€leni na dva
polarizované paprsky. Prvni polarizovany paprsek kmitd pouze v jedné roving, ktera je
kolma na rovinu druhého polarizovaného paprsku. [18] Polarizaéni mikroskop ma oproti
klasickému navic dva filtry. V osvétlovaci soustavé je polarizator, ktery zajiStuje vertikalni
polarizaci svétla pfivadéného na preparat. V optické soustavé se nachazi analyzator, jehoz
funkci je horizontalni polarizace. [17] Polarizator a analyzator jsou vii¢i sobé pootoceny o
90°. [13] Pokud prvek, ktery pozorujeme v mikroskopu, ma jednolomnou strukturu, tak
zlstane zorné pole tmavé a zkoumani ma nizkou vypovidajici hodnotu. Jednolomna
struktura znaci, ze vzorek nema pravidelné usporadané molekuly. Ptikladem mohou byt

amorfni latky. [18] Pro polariza¢ni mikroskopii se nejcastéji vyuziva dvojlomnych struktur



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

(pravidelné orientovanych). Nejcetnéjsi zastoupeni zde maji vzorky s prostfedimi s riiznym
indexem lomu nebo s krystaly. [13] Pokud se na objektu vyskytuji tyto aktivni prvky, bude
jejich vysledny obraz svétly. [17] Polarizovany paprsek, ktery vyjde z polarizatoru, se po
vniknuti do dvojlomné struktury vzorku, §té€pi na dva dalsi paprsky s kolmymi rovinami
kmitu. Po priichodu paprski analyzatorem, dojde k dalSimu Stépeni obou paprskii. Z jednoho
polarizovaného paprsku tak vzniknou 4 paprsky, z nichz okem pozorujeme ty, které maji
rovinu kmiti kolmou k rovin¢€ polarizatoru. [18]
vzore:k (anizotropni krystal)

polarizator % ny
/ 7

bilé sl / analyzétor

rovina p0|;rizovaného | dvé sloZky vzniklé dvojlomem
svetla tloustka vzorku

Obr. 17 Princip polarizacni mikroskopie [17]

e Fazovy kontrast

Lidské oko neni schopno rozlisit fazové rozdily vinéni, a proto se hojné vyuzivalo barveni
vzorkl, protoze pohlcuji vice, ¢i méné intenzity zafeni a jevi se tak tmavsi nebo svétlejsi.
Metodu fazového kontrastu objevil holandsky védec Frits Zernike a dostal za ni Nobelovu
cenu. Prvnim vyrobcem fazovée kontrastniho zatizeni se stal ve 20. stoleti Carl Zeiss. [18]
Tato technika umoziuje u neobarvenych biologickych vzorkt zlepseni kontrastu s vysokym
rozliSenim. [17] V osvétlovaci soustavé je prstencovitd clona, ktera reguluje mnozstvi
dopadajiciho svétla na vzorek svym mezikruzim. V objektivu je umisténa fazova desticka,
na jejiz Casti se nachézi vrstva kovu. [18] Tyto konstrukéni zmény maji za nasledek, Ze se u
¢asti paprskli zméni jejich faze o Ctvrtinu vinové délky. Ostatni difraktované paprsky projdou
bez fazové zmény. [17] Vysledny kontrast je vyvolan interferenci fazové posunutych
svételnych vin se svételnymi vinami, které prosly bez zmény faze. [17] Jelikoz se fazového
kontrastu vyuziva ptedevsim u biologickych vzork, je velkou vyhodou pouziti nebarvenych

struktur. MiZeme tak zkoumat Zivé pohybujici se bunky.
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osvétlovaci soustava
l objektiv
! difraktované svétlo

1 ] x
kondenzorova maska VYZOrek fazova maska :::tllf;aktcwané

Q obrazova rovina

Obr. 18 Princip metody fazového kontrastu [17]

3.2.2 Skenovaci techniky

Skenovaci (rastrovaci) techniky svételné mikroskopie vytvareji vysledny obraz bod po bodu
rastrovanim zkoumaného vzorku. Slozenim jednotlivych signald dohromady vznikne
pozadovany obraz. [13] Techniky tvorby obrazu z této skupiny budou podrobnéji popsany
samostatné v nasledujicich kapitolach, proto zde budou zminény jen pro uvedeni piikladu.

Mezi nejpouzivanéjsi skenujici techniky patii rastrovaci elektronovy mikroskop a
technologie SPM (angl. scanning probe microscopy) neboli mikroskopie skenujici sondou.
[13] Jak uz bylo v kapitole 3.2./. zminéno, klasické a rastrovaci techniky spolu mizeme

kombinovat. Pfikladem takového spojeni je konfokalni svételna mikroskopie.
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4 ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

Z kapitoly 2.2 vyplyva, Ze svazek svétla se miize chovat jako vina a zaroven piedavat energii
v kvantech. Nad touto symetrii uvazoval i francouzsky fyzik Louis de Broglie a roku 1924
vyslovil odvaznou, svého ¢asu ni¢im nepodlozenou hypotézu.

Pokud se vinéni mlze chovat jako svazek ¢astic, pro¢ by rovnéz proud hmotnych ¢éstic
(elektrontt) nemohl mit vinovou povahu? De Broglie navrhoval kazdé voln¢ se pohybujici
Castici o energii E a hybnosti p piifadit frekvenci f a vlnovou délku A, nazyvanou de
Broglieho vinova délka. [1]

Jestli mé opravdu hmota vinové vlastnosti bylo potieba experimentalné ovéfit. V roce 1927
de Broglieho hypotézu prokazali C.J.Davisson spole¢né s L.H.Germerem z vyzkumnych
laboratoii v USA a nezdvisle na nich 1 G.P.Thomson z univerzity ve Skotsku. [1]

K experimentu byl pouzit svazek pohybujicich se elektronii smérem na dvojStérbinu.
Elektrony dopadaly jednotlivé na stinitko a jejich svételnym zableskem byla zaznamenéana
poloha. Obr. 19 ukazuje dopad nejdiive desitek az stovek elektron, u nichz
pravdépodobnost dopadu neni zfejma4, ale po zaznamenani polohy nékolika tisic elektront,
je na stinitku patrny interferen¢ni obrazec maxim a minim. Z toho vyplyva, Ze se kazdy
elektron chova jako de Broglieho vina, ktera projde soucasné jednou i druhou $térbinou

zaroven a s urcitou pravdépodobnosti dopada na stinitko. [1]

40 * o ) £ - '- . -
electrons i g ®8 . . iy

200
electrons

2000
electrons

Obr. 19 Experimentalni ovéreni existence de Broglieho vin [41]

Timto experimentem byl ¢asticové vlnovy dualismus prokazéan i pro elektrony. Na tomto

zakladé byly pozdé&ji zkonstruovany elektronové a iontové mikroskopy. [1]
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4.1 Elektronovy mikroskop

Elektronové mikroskopy z vyvojového hlediska nastupuji jako dokonalejsi pfistroje po
svetelnych mikroskopech. Maji nékolik technickych i konstruk¢nich vylepseni. Osvétlovaci
soustava nepouziva k osvétleni vzorku viditelné svétlo, ale proud urychlenych elektroni
emitovany ve vakuu. Elektronové viny se odrazi nebo projdou vzorkem a obraz je poté

vytvoien na fluorescen¢nim stinitku. [19,39]

RozliSovaci schopnost svételné mikroskopie, stejné jako elektronové mikroskopie zavisi na
vlnové délce pouzitého zareni. Elektronové mikroskopy se fidi de Broglieho vinovou délkou
elektrond, ktera je mensi nez vinova délka viditelného svétla, proto elektronova mikroskopie

umoznuje rozlisit vétsi podrobnosti na vzorku nez mikroskopie svételna. [19]

Velikost atomu je pfiblizn& 1071 m. Vinova délka urychlenych elektronii 100 kV uvedena

v rovnici (9) umoznuje vidét podrobnosti mensi nez velikost atomu.

e h_h  h . v2 6626070150103 187557 676,4>
T p ym,v m,v ¢z (9,109-10-31)-187 557 676,4 299792 4582
A=310"12[m] = 31073 [nm] 9

Kde: A...vlnovéa délka urychlenych elektronti [nm]
h...Planckova konstanta [J-s]
p...hybnost elektront [kg-m-s ']
y...Lorentzlv faktor
me..klidova hmotnost elektront [kg]
v...rychlost elektronti [m-s™]

c...rychlost svétla ve vakuu [m-s™]

m
v = = 187 557 676,4 [;] (10)

me 9,109-10-31

\/Z-e-U _ \/2(1,602 176 634-10-19)-100 000
Kde: e...elementarni naboj [C]

U...urychlovaci napéti [V]

Podle zplsobu vzniku obrazu v elektronovém mikroskopu je rozdélujeme na Transmisni

elektronovy mikroskop a Skenovaci elektronovy mikroskop. [19]
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4.2 Transmisni elektronovy mikroskop

Princip vzniku obrazu u Transmisniho elektronového mikroskopu (TEM) je shodny jako u
svételného mikroskopu. Obraz pozorovaného vzorku vznika najednou pouzitim ¢ocek. Na

Obr. 20 je zndzornén fez transmisnim elektronovym mikroskopem.
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Obr. 20 Schéma transmisniho elektronového mikroskopu [28]

4.2.1 Zobrazovaci soustava TEM

Zobrazovaci soustava transmisniho elektronového mikroskopu je slozena z objektivu,
jednoho, ¢i dvou projektivii a mezilehlych ¢ocek. [20]

Nejdulezitéjsi casti je bezpochyby objektiv, ktery pfimo rozhoduje o kvalité rozliSeni
mikroskopu a tim i o jeho findlnim zvétSeni. [20] O tom, ze se elektronovy mikroskop stal
brzy po jeho objeveni nepostradatelnym néstrojem pro zkoumani nano a mikrosvéta, svédci
1 fakt, Ze za objektiv elektronového mikroskopu byla Ernstu Ruskovi v roce 1986 udé€lena
Nobelova cena. V soucasnosti s pomoci transmisniho elektronového mikroskopu miizeme

analyzovat povrch 1 vnitini strukturu materialti. Tloustka vzorku musi byt v fadu desitek
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nanometrii, protoze pii analyzovani vnitini struktury materialu detekujeme elektrony proslé
vzorkem. Nejlepsi mikroskopy dosahuji rozliSovaci schopnosti az 0,19 nm. [19,39]

Jak upozorniuje literatura [20] komercni elektronové mikroskopy nejCastéji pouzivaji
tfistupiiovou optickou soustavu, tedy objektiv, pomocny a hlavni projektiv. Funkce
projektivii spociva v tom, zvétsit obraz vytvoieny objektivem na pozadovanou hodnotu.
Oproti dvoustupiiové optické soustavé tfistupfiova umoznuje pii stejné délce tubusu
dosahnout vétsiho zvétSeni. [20]

e Colky a jejich zobrazovaci vady

K zaostieni  elektroni se v elektronovych  mikroskopech nejcastéji  vyuziva
elektromagnetickych cocek. Elektromagnetické ¢ocky jsou kratké civky s kruhovymi zavity
vyrobené z médéného dratu. [19] Pro dosazeni spravnych vlastnosti cocky jsou do ni vlozeny
polové nastavcee, které dokazi tvarovat magnetické pole. [16] Mezi poélovymi nastavei vznika
silné¢ magnetické pole, které fokusuje urychlené elektrony pohybujici se blizko optické osy.

[19] Schéma elektronové Cocky znazorituje Obr. 21.

\
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Obr. 21 Elektromagneticka cocka TEM [21]

Elektromagnetické cocky se vyuZzivaji z toho diivodu, Ze zakfivuji drahu elektront. Pokud
by bylo pouzito cocek sklenénych, elektrony by ¢ockou bud’ prosly, nebo by byly c¢ockou
pohlceny. U vSech Cocek, stejné tak u elektromagnetickych se projevuji jisté vady. Nejcastéji
se setkame s astigmatismem, sférickou a chromatickou aberaci, miZe se objevit také

asymetricka vada koma. [16]
Sféricka vada je nejpodstatnéjsi vada zatéZzujici objektiv. Na jeji velikosti také zavisi celkova
rozliSovaci schopnost optické soustavy. Jde o otvorovou vadu, jejimz piisobenim jsou krajni

elektrony vice vychylovany nez ostatni. K tomu abychom zvysili rozliSovaci schopnost je
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zapotiebi bud’ snizit koeficient sférické aberace, nebo zvysit urychlovaci napéti elektronti.
Pokud pomineme enormni provozni i vyrobni ndklady vysokonapétovych mikroskopi,
postupnym zvySovanim urychlovaciho napéti az na hodnotu 3,15 MV se ukazalo, ze takto
urychlené elektrony radia¢né poskozuji zkoumany vzorek. V 80. letech minulého stoleti
byly vyvinuty objektivy s malou hodnotou koeficientu sférické aberace (Cs = 0,5).
Dulezitym milnikem pro zlepSeni rozliSovaci schopnosti bylo také vynalezeni korektoru
sférické aberace. Tyto korektory kompenzuji otvorovou vadu nejen u objektivl ale rovnéz u
kondenzort. [19,21]

Chromatickd vada zpisobuje, ze obraz bodového vzorku nevidime jako bod, ale jako
rozptylovy krouzek o ur¢itém poloméru 7. uvedeného v rovnici (10). Tento polomér zavisi
na velikosti divergence elektronového svazku o a zméné ohniskové vzdalenosti Cocky Af.
Ohniskova vzdalenost Cocky je pifimo zdvisla na zméné energie elektronii. Tato zména
nastane, pokud je néktery z elektroni rychlejsi nez ostatni a jeho drdha pohybu tolik
nepodléhd magnetickému poli ¢ocky. Zména energie elektront je pocatecni impulz pro
vznik chromatické vady. DalSimi divody jsou nestejnomérnost budiciho napéti,
nerovnomérnost budiciho proudu objektivu a ztraty energie elektronti po prichodu vzorkem
z diivodu nepruzného rozptylu. [16,19] V soucasnosti se pouzivaji velmi stabilni zdroje a

zmény v napéti ¢i proudu jsou minimalni.

4.2.2 Osvétlovaci soustava TEM

Osvétlovaci soustava upravuje elektronovy paprsek, ktery v sobé nese informaci o
prosvétlovaném vzorku. [16] Dostatecnd hustota elektronového svazku zabezpeci spravny
jas v kone¢ném obrazu. Na vysledny obraz ma vliv i thlova apertura neboli polovicni thel,
pod kterym na preparat elektrony dopadaji. [20]

Osv¢étlovaci soustava se sklada z elektronové trysky, jednoho, nejlépe dvou kondenzorii a
vhodné tvarované clony. Ta omezuje uhlovou aperturu osvétleni vzorku.

e Elektronové trysky

Elektronové trysky jsou pfimym zdrojem elektronli. Obsahuji katodu, kterd produkuje
elektrony a anodu, do niz elektrony vstupuji. Elektrony se v trysce také urychluji ptisobenim
elektrického pole mezi katodou a anodou. Elektronové trysky muizeme rozdé€lit podle
zptuisobu dodéavani energie elektronlim na termoemisni a autoemisni elektronové trysky.

[20,21]
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Termoemisni elektronové trysky pracuji na principu termoemise elektroni. K zahtati katody
dojde diky odporu k protékajicimu proudu. Nésledné elektrony dosahnou potiebné energie
k ptekondni katody a urychluji se na cest¢ k anod¢. Dulezitym prvkem je fokusacni
elektroda. Mezi ni a katodou vznikne napéti, a tim jsou elektrony svedeny do uzkého svazku.
[21]

U autoemisnich elektronovych trysek dochéazi k vysilani elektronli tunelovym jevem pfi
silném piisobeni elektrického pole. [19] Na hrotu katody je soustiedén zaporny potencial,
ten je sniZzen intenzitou elektrického pole na takovou hodnotu, Ze se elektrony mohou
vytrhnout z materialu. Elektronim stoji v cesté¢ dvé anody, jejichz elektrické pole mezi nimi
elektrony urychli. [21]

Elektronové trysky mizeme hodnotit hned z nékolika pohledd. Prvnim parametrem je
velikost zdroje. Idedlnim ptipadem by bylo, kdyby byl zdroj vyhradné bodovy. Tato
vlastnost ptfimo souvisi s proudem vyzarenych elektronti. Pro dokresleni: u termoemisnich
trysek se proud emitovanych elektront pohybuje okolo 100 pA, ale u autoemisnich dosédhne
maximalné 30 pA. Ne vSechny elektrony totiz projdou anodou pravée proto, ze zdroj neni
bodovy a elektrony se z katody §iii ve viech smérech. Cim lepsi bude prostorova soudrznost
(koherence) elektronti, tim uzsi bude rozsah energie elektronii. Aby bylo zéafeni elektroni
koherentni, je zapotiebi aby méli pouzité elektrony stejnou vinovou délku, a tedy i frekvenci.
Dalsim dutlezitym hlediskem je stabilita vyzafovani elektronti v ¢ase a jas katody. Ten
vyjadifuje mnoZzstvi elektront emitovanych za urcity ¢as z plochy katody. Poslednim prvkem
je zivostnost. U termoemisnich trysek je asi desetkrat niz$i neZ u autoemisnim, kde ¢ini
nejméné 2000 hodin. Nizkd zivotnost termoemisnich trysek spocivd ve vypafovani
wolframového vlakna katody pii zahiivani. Tim dojde k ztzeni priméru dratu natolik, Ze

emise neni mozna. [21]

4.2.3 Vakuovy systém

Kazdy elektronovy mikroskop pracuje ve vakuu ztoho divodu, ze elektrony jsou
v atmosféte rozptylovany. Vzorek se do mikroskopu vklada ptes vakuovou propust’ i proto,
aby kontaminace vzorku uhlovodiky byla minimélni. [19] Vakuum zaji§tuje minimalni
pravdépodobnost srazek elektronli se zbytkovym plynem. Vakuovy systém je tvotfen

systémem vyvev, tak aby bylo zajiSténo pracovni vakuum v celém rozsahu. [16]
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4.2.4 Interakce elektronového svazku s hmotou

V priibéhu zkoumani piisobi na vzorek v mikroskopu nékolik okolnich vlivt, které mohou
vyznamné ovlivnit kvalitu pozorovani. Elektronova mikroskopie je zalozena na zpracovani
signaltl vznikajicich vzajemnym ptlisobenim vzorku a elektronového svazku v interakénim
objemu. Ziskané podnéty umoznuji skvéle zmapovat slozeni i strukturu pozorovaného
pfedmétu. Obr. 22 ukazuje zékladni druhy interakci. Pokud elektron projde vzorkem bez
znamky interakce, nedojde k pfenosu energie a mluvime tak o pruznych srazkach. [16,20]
Naopak k nepruznym srazkam dochazi, kdyz elektron narusuje pevné vazby mezi atomy
vzorku vlivem dodani energie pfi dopadu na jeho povrch. Timto plisobeni jsou tedy
elektrony bud’ vzorkem absorbovany nebo odrazeny. Pii nepruznych srazkach mohou
vznikat sekundarni nebo Augerovy elektrony, rentgenové zareni, ¢i fotony. Pfi pruzném
rozptylu vznikaji zpétn€ odrazené elektrony (rozptylené pod tthlem vét§sim nez 90°). Tohoto
odrazeni se vyuziva k zobrazeni orientace krystalové miizky. Difrakci zpétn¢ odrazenych

elektronti ziskame informace o orientaci zrn materialu i jeho struktute. [20,21]

primarni elektronovy svazek
Augerovy elektrony sekundarni elektron
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Obr. 22 Interakce elektronoveho svazku s materialem [40]
e Interakéni objem

Interakéni objem je misto, v némz dochazi k naruseni molekularnich vazeb vzorku pfti
dopadu urychleného svazku elektronil. V interakénim objemu mohou vznikat riizné signaly
podle velikosti hustoty a atomového ¢isla materialu. HruSkovity tvar pronikani elektronti

pod povrch vzorku patii nizkym hodnotam hustoty a atomového ¢isla. Jak ukazuje Obr. 22,
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s rostouci velikosti téchto charakteristickych veli¢in materialu elektrony pronikaji hloubéji
do vzorku a dochazi ke srazkam urychlenych elektront s elektrony ve vzorku. Cim hloubgji
elektrony prostupuji, tim vice ztraceji svou energii a odchyluji se v draze pohybu. Ztracena
energie elektrontl je absorbovana preparatem. Casteéné je pohlcena energie pfeménéna na
teplo, coz je jeden zvySe zminovanych okolnich vlivii na preparat, a castecné¢ dava
vzniknout sekundarnim procestm. [16,21]

e Sekundarni procesy

Nejcéastéjsim druhotnym jevem pii vzdjemném pusobeni elektronového svazku na vzorek je
vznik sekundarnich elektronti, ty jsou slabé vazané ve valencni oblasti a po interakci jsou
vyhozeny ze vzorku. Atom m4 vice energie a k vraceni do piivodniho energetického stavu
musi zaplnit volné misto po vyrazeném elektronu elektronem z vné¢jsiho orbitalu. Pti tomto
d¢ji vznikaji i Augerovy elektrony a charakteristické rentgenové zéareni, diky némuz mizeme
provést prvkovou analyzu slozeni materialu. Kazdy prvek vyzatuje jiné kvantum energie.

[21]

4.2.5 Detekce a zaznam obrazu

Jak uz bylo zminéno, urychlené elektrony emitované z katody elektronové trysky se
pohybuji ve vysokém vakuu. Aby byl obraz TEM viditelny, je zapotiebi do drdhy pohybu
elektronovému svazku postavit vhodné médium, pro zajisténi viditelnosti obrazu. Nej€astéji
se pouziva svétélkujici prasek naneseny na kovovém stinitku. K zaznamenéani obrazu se
vyuzivaji moderni digitalni kamery s externim clonénim, jehoz ptiznivym u¢inkem je velka
hloubka ostrosti potfizené¢ho obrazu. Nejpouzivanéjs$i TEM technikou je pozorovani ve
svétlém poli, stejné jako u svételné mikroskopie. Pokud pii pozorovani chceme dosédhnout
informaci o periodicité atomarniho uspofadani preparatu, bude nas zajimat difrakéni obraz.
Difrakce vznikne na vzorku po jeho vlozeni do proudu urychlenych elektronti. Obraz se
vytvoii v zadni ohniskové rovin€ objektivu a déle se zvétSuje mezilehlou cockou a
projektivem az na konecny obraz na kamete. [16] I kdyz mé transmisni elektronovy
mikroskop univerzalni vyuZiti pfi zkoumdni nano struktur materidli se zvétSenim az
1 500 000x, ma 1 své nevyhody. Mezi ty nejmarkantnéj$i patii urcité ptiprava vzorku.
Preparat pro TEM musi mit dostatecné tenky, nebot’ by jinak mikroskop neposkytl Zadné
informace o povrchu materialu. Dal§im aspektem, ktery je tfeba sledovat je mozné poskozeni

povrchu vzorku ionizujicim zafenim pohybujicich se elektroni. A v neposledni fadé muize
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dojit k chybné nebo nespravné interpretace vysledného 2 D obrazu vzniklé z 3 D obrazu

vzorku. [21]

4.3 Skenovaci elektronovy mikroskop

Rastrovaci, nebo téz skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) vyobrazeny na Obr. 23 patii
mezi techniky tvorby obrazu slozenim jednotlivych signdll, ziskanych ze vzorku
rastrovanim bod po bodu, fadek po fadku. [16]

Protoze v ptedchozi kapitole 4.1.1. byly podrobn¢ popsany ¢asti transmisniho elektronového
mikroskopu, nebude uz tato kapitola dikladnym popisem ¢ésti rastrovaciho elektronového
mikroskopu, nebot’ se SEM od TEM po konstrukéni strance prilis nelisi. V této kapitole se

budu spise vénovat srovnani pozorovacich metod a dovednosti SEM vici TEM.
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Obr. 23 schema SEM [28]
Skenovaci elektronovy mikroskop pouzivé pro interakci se vzorkem proud urychlenych
elektronti s niz§im urychlovacim napétim (v rozmezi 10 az 40 kV), zatimco u TEM se
interval pouzitych urychlovacich napéti pohybuje mezi 100 az 200 kV. Tento elektronovy
paprsek je zaostfen na vzorek a nésledné se posouva bod po bodu. Aby mohl mikroskop

skenovat po ¢arové trajektorii je nutné zaradit do elektronového sloupce systém pro
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odklonéni paprski. Na konci fadku se elektronovy paprsek posune na bod pod poslednim
bodem v tadku a pokracuje, dokud neni naskenovany cely obraz. [18,20]

Interakci elektront s povrchem vznikaji srovnatelné signaly jako u TEM. U tohoto typu
mikroskopu se nejCastéji vyuzivaji sekundarni a zpétn¢ odrazené elektrony, protoze
poskytnou lepsi informace o rozdilné topografii povrchu materidlu nez jiné signdly
vznikajici diky nepruznym srazkdm. Mimo jiné se SEM pouzivaji rovnéz ke zkoumani
riznorodych povrchi vzorku a na zjisténi chemického slozeni. [20,21]

Mezi vyhody rastrovaciho elektronového mikroskopu urcité patii schopnost méfeni az do
hloubky 10 000 atomovych vrstev, coz je pro predstavu nékolik mikrometri. Maximalni
hloubka méfeni je dana ztracenou energii v disledku nepruzného rozptylu elektroni. SEM
dosahuji rozliSovaci schopnosti az 2,5 nm, umi vytvofit 3D obraz vzorku. Uleh¢uji praci uz
na zacatku mikroskopovéni a to proto, Ze nevyzaduji takovou ptipravu vzorku jako TEM,

krom¢ ofiznuti na spravnou velikost podle drzaku vzorku v mikroskopu. [21]
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5 FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

Tato mikroskopickd metoda vyuziva rozlozZeni fluorescencniho signalu v buiikach vzorku ke
zkoumani jejich bunécné fyziologie. Jako kazdé védni odvétvi tak i1 fluorescencni
mikroskopie prosla znacnym vyvojem upeviujici jeji postaveni mezi nejpouzivanéjSimi
mikroskopickymi technikami 21. stoleti. Na kvalitu dne$ni fluorescen¢ni mikroskopie mély
vliv dutlezit¢ milniky minulého stoleti. Mezi nejzésadnéjsi pokroky nepochybné patii
syntetizace prvniho umeélého barviva a pouziti dichromatického zrcadla odrazejici vinové
délky pouze z uzkého intervalu. V soucasné dobé¢ je kladen diiraz na zlepSeni kontrastu,

¢asového a prostorového rozliseni. [22]

5.1 Fluorescence

Pro pochopeni principu fluorescencni mikroskopie je zapotiebi nejdiive objasnit pojem
fluorescence. Pfi tomto dé&ji zndzornéném na Obr. 24 dochazi k emisi fotonu vlivem pohlceni
zafeni o vinové délce blizici se modrému svétlu. Excitaéni foton modrého svétla je
absorbovan vzorkem a vlivem dodéani energie dochazi k vybuzeni elektronu fluoroforu a
jeho ptechodu do elektronové vrstvy o vyssi energetické urovni Es. Zpétny pohyb elektronu
fluoroforu do pivodniho energetického stupné Gs se dé€je za piitomnosti emisniho fotonu
s delsi vlnovou délku (zelené svétlo). Fluorescence je viditelna jako zafeni pozorované latky
pfi emisi velkého mnoZstvi fotonil najednou, jelikoZ fluorescence trva jen néckolik

nanosekund. [23, 24]

>

Resonance enargy lransfer

Obr. 24 Vznik Fluorescence [42]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

Pokud bychom srovnali energie excitacnich a emisnich fotoni bude energie emisnich fotoni
nizsi o ztracenou energii ve forme tepla v prvnim excitovaném stavu. Jelikoz fluorescence
emitovanych elektront nema stejnou vinovou délku jako excita¢ni elektromagnetické zareni,
umistuji se pred detektor fluorescencniho mikroskopu filtry, aby bylo ruSivé zaieni

odstranéno. [23, 24]

Excitace elektroni pomoci absorpce modrého svétla neni jedinou moznosti. Cim dal ¢asté;ji
se vyuziva 1 Cervené¢ho svétla. K pohlceni dvou fotoni dojde za vzniku pouze jednoho
emitovaného fotonu o vyssi energii. Pti pouziti zdroje svétla o del$i vinové délce je ziskano

dalezité vyhody v podobé hlubsiho priniku do materialu. [24]

5.2 Fluorescen¢ni mikroskop

Kazdy fluorescen¢ni mikroskop je slozen znékolika neménnych casti jako je zdroj
excitaéniho zafeni, objektiv, dichromaticka zrcadla, zobrazovaci zafizeni a detektor

emisniho zafeni. Klasicky fluorescen¢ni mikroskop je zobrazen na Obr. 25.
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Obr. 25 Fluorescencni mikroskop [28]

Paprsek ze zdroje dopadd na dichromatické zrcadlo pracujici jako déli¢ paprski, nebot’
odrazi pouze uzky interval elektromagnetického zateni o urcité vinové délce a zbytek spektra
je propoustén. Diky dichromatickému zrcadlu je rovnéz docileno zaostfeni paprsku na

vzorek a prichodu vyzafeného paprsku do objektivu. Emisni zafeni je dichromatickym
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zrcadlem propusténo z ditvodu delsi vinové délky nez v ptipadé excitacniho zafeni. Emisni
zateni doputuje pies bariéru zabranujici excitaénimu zafeni dopadnout na detektory az ke 2.
dichromatickému zrcatku, pomoci néhoz jsou vyzaiené fotony rozdéleny podle vinové délky
budiciho laseru. Digitdlnim zpracovanim signalu v pocitaci je vytvoien zaznam vzorku

v redlném case. [22,23]

5.2.1 Konfokalni fluorescen¢ni mikroskopie

Podle zobrazovaného pole vzorku muze byt fluorescen¢ni mikroskopie rozdélena na dva
druhy, a to mikroskopii Sirokého pole, ale pokud nebude fluorescenc¢ni signal sniman z celé
plochy vzorku a omezi se jen na urCitou oblast, jde o skenovaci konfokalni mikroskopii.
Vysledny obraz pomoci této metody vznikne postupnym rastrovanim bod po bodu a
naslednym slozenim ziskanych intenzit zafeni z jednotlivych bodd. [24] Konfokalni
mikroskopie je pomérn€ mladou metodou kombinujici v sobé€ klasické i rastrovaci techniky

pro tvorbu vysledného 3 D obrazu vzorku.

Autorem prvniho konfokalniho mikroskopu se stal americky védec zabyvajici se umélou
inteligenci Marvin Minsky. Roku 1961 mu byl uznan patent konfokdlniho mikroskopu, ktery
pozdé&ji vyuzival pro zaznamenavani zivych tkani nervovych siti v mozku. Konfokalni
mikroskop pracuje na principu dvou konfokalnich bodovych clonek zaostienych soucasné
do shodné roviny ostrosti. K zachyceni fluorescence dochézi pouze z roviny ostrosti, a proto
nenastane snizeni obrazového kontrastu pii pozorovani vlivem rusivého rozostieni z rovin
nad a pod rovinou ostrosti. Jak je patrné z Obr. 26, prvni bodova clonka se nachazi pred
zdrojem osvétleni vzorku a redukuje mnozstvi paprskil zaostiujici vzorek na bodovy zdroj
svétla. V praxi projde jen uzky svazek, ktery je odrazen dichromatickym zrcadlem a
objektivem zaostfen na konkrétni bod vzorku. Emisni paprsek ze zaostfené roviny v sobé
nese presnou informaci o konkrétnim bodu vzorku a prochazi pfes dichromatické zrcadlo
zpét. Paprsek je zaostien na druhé bodové clon¢ umisténé pred fotodetektorem. Druha
bodova clona brani svétlu znezaostiené roviny zasahnout fotonasobi¢. Fluorescence
z okolnich rovin se tedy vysledného obrazu neucastni. Jednotlivé body vzorku jsou viditelné
s mnohem vétsi ostrosti, nez by tomu bylo pfi aplikaci mikroskopie Sirokého pole, kde je
pole z4jmu vztazeno na celou plochu preparatu, nikoliv na bod. Pfi srovnani rozliSeni
Sirokouhlého svételného mikroskopu a mikroskopu konfokdlniho poskytuje konfokalni
mikroskop zvySeni maximalnich boc¢nich rozliSeni v ose x a y (0,5 um oproti 0,25 pum) a

maximalniho axidlniho rozliSeni v ose z (1,6 um oproti 0,7 um). [25, 26, 27, 50]
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Aperture Beam Splitter Lens Focal Plane

Light Source

\_/ Light Detector

Obr. 26 Priichod paprskii vzorkem s konfokalnimi bodovymi clonami [28]

Popularita konfokalniho mikroskopu rostla spolu s poctem moznych aplikaci a dostupnosti
technologie. Hlavnim vyuzitim se stalo pozorovani zivych biologickych vzorka a jejich
procesti v nich. Neinvazivni metoda tvorby obrazu pomoci optickych fezli nenarusuje zivé
vzorky, nebot’ se nejedna o fyzickou metodu, ale o tvorbu optickych fezi pomoci svétla.
Pivodni konfokalni design v patentu Marvina Minského se dockal n¢kolika technologickych
vylepSeni, jez zahrnovaly stabilni laserovy zdroj svétla, pfesné;jsi filtry, efektivnéjsi zrcadla,

fotodetektory s niz§im Sumem a rychlé pocitace s analyzou vyslednych snimkd. [26, 27]

Obraz v konfokalnim mikroskopu vznika riznymi zptisoby snimani vzorku. Prvni z nich byl
vySe zminén jako Minskyho schéma. Grafické znazornéni je vidét vpravo na Obr. 27.
V tomto piipad¢ je rastrovani zajiSténo samotnym vzorkem a vSechny ¢asti mikroskopu jsou

stacionarni. V druhém ptipad¢ dochéazi k pohybu objektivu. [22]
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Obr. 27 LSCM konfigurace - (vlevo), schéma konfokalniho mikroskopu podle Marvina
Minského - (vpravo) [26]
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V dnesni dobé nejpouzivanéjsi konfokalni mikroskop pracuje na principu pohybu
laserového paprsku po ¢asti vzorku. V zdsad¢ existuji dva druhy skenovani paprskem. Jde
bud o skenovani jednopaprskové (laserovy skenovaci konfokalni mikroskop) nebo
vicepaprskové na bazi Nipkowova disku. Vyhodou vicepaprskového skenovani je rychlost
skenovani, ta probihd témét v redlném cCase, oproti jednopaprskovému LSCM, u n¢hoz je
omezena rychlost fluorescence z divodu konecného mnozstvi svétla z malého objemu
fluoroforu v ohnisku skenovaného paprsku. Tuto vlastnost Ize eliminovat pouzitim
vicendsobného laserového buzeni napiiklad s vyuzitim rotujiciho disku. Ptikladem je

Nipkowtv disk na Obr. 28. [22, 25, 26, 50]
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Obr. 28 Nipkowiv kotouc [32]

Nipkowtv disk se sestava z 200 000 otvort uspotadanych do pravidelnych spiral. Rychlost
rotace disku dosahuje n¢kolika Hz a obraz je tvofen emisnim zafenim ze sousednich otvort
na disku. Ve srovnani s LSCM je snimkovaci frekvence Nipkowova disku mnohondsobné
vétsi a nedochazi k tak znacnému vysviceni vzorku, ale na druhou stranu LSCM je skvélou
metodou pro zobrazeni vnitinich struktur preparatt a téz vynika v axialnim rozliSeni, protoze
neumoziuje detekci emisniho zatfeni z okolnich bodd, jako v pfipadé pouziti Nipkowova

disku. [22, 25, 26]

LSCM pracuje na principu pocitacem fizenych fadkovacich zrcadel, diky nimz se spole¢né
prenasi signal obrazu a poloha laseru. Ke slozeni vysledného obrazu dochéazi spojenim
jednotlivych pixeli podle detekovanych soufadnic. [22] Konfigurace LSCM je velmi
podobna s konstrukei mikroskopu sestrojeném Marvinem Minskym. Pro srovnani byly obé

tyto konstrukce vloZeny do Obr. 27.
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V modernich LSCM je jako zdroj pouzit jeden ¢i vice lasert. Paprsek prochazi prvni
konfokalni clonou, dale se zde nachazi AOTF filtry pro vybér spravnych vinovych délek
buzeni. Dichromatické zrcadlo odrazi excitacni paprsek pies skenovaci jednotku na objektiv.
Objektivem je paprsek zaostien na vzorek. Emisni paprsek prochézi pies objektiv a zrcadlo
pfes bariérovy filtr az kdruhé konfokalni cloné pred fotodetektor. Signal na
fotonasobicovém detektoru prochazi do zobrazovaciho systému v konfokalnim mikroskopu.

[26, 27]
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6 MIKROSKOPIE SKENOVACI SONDOU

Mikroskopie skenovaci sondou SPM (z anglickych slov Scanning Probe Microscopy)
zahrnuje nékolik rastrovacich mikroskopickych technik, které ke studiu povrchu vzorka
vyuzivaji pohybujici se sondy ve tvaru ostrého hrotu. Na ostrosti hrotu potom zavisi celkové
rozliSeni. Hrot se pohybuje v oblasti blizkého pole vzorku, coz je definovana vzdalenost do
100 nm od objektu. Soutadnice o aktudlni poloze rastrovaci sondy jsou zaznamenavany a
skladany pocitacem do vysledného trojrozmérného obrazu vzorku. Méfeni je sice Casove
zobrazit podrobnosti zkoumaného vzorku v intervalu od 100 um po 0,01 nm az 0,001 nm.
[16,43,44]

Prvni metoda ze skupiny SPM technik byla vyvinuta v roce 1981 ve vyzkumném centru
v Curychu pod nazvem skenovaci tunelova mikroskopie se znackou STM (z anglickych slov
Scanning Tunneling Microscopy). Jednalo se o prvni metodu mapujici topografii povrchu
vzorku na atomdrni Grovni. Technologie STM je zaloZena na tunelovém jevu, jehoz princip
spociva v zakonech kvantové fyziky. Technologii STM monitorujeme protékajici proud
mezi vodivym hrotem a vodivym vzorkem. Tunelova mikroskopie nedovoluje pouziti
nevodivého materidlu ke zkoumdni. Vodivy vzorek s vodivym hrotem neni v pfimém
kontaktu, ale déli je tenkd vrstva vakua o vys$i energii, nez je energie elektronli v kovovém
hrotu. Tato vznikla energetickd bariéra zabraniuje pfimému Sifeni proudu, pokud je vSak
dodrZena dostatecné tenka vrstva, oznacend na Obr. 30 pismenem d, je mozné detekovat
prochézejici elektrony s urcitou pravdépodobnosti diky tunelovému jevu, pii némz se mohou

Castice $ifit 1 do mist se zapornou energii. [43]

Vzorek Hrot
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Obr. 29 Tunelovaci bariéra STM [43]
Po zavedeni této technologie nasledoval dalS§i vyvoj, ktery dal vzniknout mnoha

specializovanym metoddam urcenych ke studiu nanotechnologie.
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6.1 Mikroskopie atomarnich sil

Jelikoz skenovaci tunelova mikroskopie neni urcena ke studiu nevodivych materialt, byla
pro oblast nevodivych vzorkt, pfevazné polymert, vyvinuta mikroskopie atomarnich sil se
zkratkou AFM (z anglickych slov Atomic Force Microscopy), v dnesni dobé nejrozsirenéjsi
mikroskopickd metoda skenujicich sond stojici na zakladech tunelové mikroskopie. Tato
technologie mapuje atomarni sily na povrchu zkoumaného materidlu. Mikroskopickému
zkoumani se podrobuje vzdy jen mala ¢ast povrchu vzorku (50um x 50um). AFM pracuje
na podobném principu jako tunelovd mikroskopie. Ostry hrot kolmo upevnény na konci
nosniku se pohybuje po povrchu zkoumaného materidlu. Mezi hrotem a povrchovou
strukturou materialu dochazi k detekci interakénich sil, jez jsou zpiisobeny odpuzovanim ¢i
pfitahovanim atomi hrotu vzorkem. Tyto sily zapficinuji ohyb nosniku. Velikost ohybu
zavisi na mife interakce hrotu a vzorku. Nejcastéji se na ohybu nosniku podileji ptitazlivé
van der Waalsovy sily, ale mize se jednat také o tieci, odpudivé nebo adhezni sily.
[16,43,44]

Jak je patrné z Obr. 31 technologie AFM muze pracovat ve dvou zakladnich rezimech, a to
v kontaktnim nebo bezkontaktnim rezimu. Uginky jednotlivych sil na ohyb hrotu jsou zavislé
na vzdalenosti rastrovaci sondy od vzorku, oznacené pismenem d na nésledujicim obrazku.

[44]
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Obr. 30 Vyslednice puisobicich sil na hrot sondy AFM [44]

6.1.1 Kontaktni rezim

Kontaktni neboli dotykovy rezim nastava, kdyz je vzdalenost mezi vzorkem a hrotem sondy
dostatecné mal4, aby na hrot piisobily odpudivé sily. V tomto piipadé lze provadét méteni
bud’ v rezimu konstantni vySky nebo pfi reZimu s konstantni silou. Pfi rezimu s konstantni

vyskou je udrZzovana stejna poloha nosniku zo po celou dobu méfeni a vysledkem zkoumani
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vzorku je pocitacové vyhodnoceni ohnuti nosniku. V opaéném piipade s vyuzitim konstantni
sily je ohyb nosniku po dobu méfeni neménny a odecita se vyska zdkladny nosniku. Kromé

skenovaciho pohybu vykonavé hrot sondy jesté posuv v ose z. Oba ptipady jsou schematicky

znazornény na Obr. 32. [43]

Obr. 31 Rezim s konstantni vyskou / silou [Ptevzato z literatury 44]

6.1.2 Bezkontaktni rezim

Bezkontaktni rezim byl vyvinut hlavné z ddvodu predejiti poSkozeni vzorku hrotem
skenujici sondy pii dotykovém rezimu. Pfi vyuziti bezkontaktni metody se hrot sondy
pohybuje v rozmezi od 1 do 10 nm od povrchu vzorku. V téchto mistech pisobi na hrot
pritazlivé van der Waalsovy sily. Velikost van der Waalsovych sil se v této vzdalenosti
pohybuje okolo 10712 N. Aby nedoslo k zachyceni hrotu o povrch je nutné pouzit pruzného
a zaroven tuhého nosniku. Jelikoz nedochazi k mechanickému kontaktu mezi hrotem sondy
a studovanym povrchem, je tato metoda vhodnd pro zkoumani mekkych a elastickych
materialil. [43,44]

6.1.3 Poklepovy rezim

Poklepovy rezim kombinuje pfedchozi dva rezimy dohromady. Tento zpiisob se pouziva za
ucelem dosazeni vyssiho rozliSeni bez rizika poskozeni vzorku. Nosnik s hrotem se rozkmita
az se hrot témét dotykd povrchu. Povrch vzorku je vykreslen diky zméndm v rezonanéni

frekvenci. [43]
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6.1.4 Aplikace AFM

Mikroskopie atomdarnich sil je vhodnou metodou pro analyzu povrchovych struktur
vyrobenych materiali. V pfipadé mé bakalarské prace byla tato technologie pouzita
v experimentalni ¢asti pro méfeni drsnosti povrchu ze zjisténého pievyseni povrchové

struktury s ohledem na pouzity thel tisku povrchi.

Drsnost povrchu neboli jeho zvinéni, je souhrnné oznaceni pro nerovnosti vyskytujici se na
povrchu materialu. Tyto nerovnosti maji mezi sebou minimalni vzdalenost a mohou byt

zpusobeny samotnou vyrobou vzorku.

Existuje spousta parametrii popisujici drsnost povrchu. Nejbéznéjsi metodou pro urCovani
drsnosti povrchu je parametr oznaceny pismeny Ra, ktery predstavuje stfedni aritmetickou
uchylku profilu. Na Obr. 33 je zobrazen parametr Ra 1 jeho statisticky vypocet. Parametr Ra

ziskame jako soucet vSech absolutnich hodnot vychylek v ose y od primérné hodnoty. [48]
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Obr. 32 Parametr drsnosti povrchu a jeho statisticky vypocet [48]
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7 TECHNOLOGIE 3D TISKU

Posledni kapitolou teoretické ¢asti bakalaiské prace je technologie 3D tisku. Tato kapitola
je zaclenéna z toho diivodu, ze v experimentalni ¢asti byla pouzita SLA 3D tiskarna pro tisk
pfedem naprogramovanych objektl vytvoirenych v CAD softwaru. Tyto povrchy byly déle

zkoumany pod konfokalnim mikroskopem a mikroskopii atoméarnich sil.

3D tisk je neodborné oznaceni pro technologii aditivni vyroby. Tento zplisob vyroby souc¢asti
se lisi od konvencnich technologii, jako je naptiklad tfiskové obrabéni. Hlavnim rozdilem je
tedy fakt, ze nevznika odpad ve formé tiisky pti odebirani materidlu, ale vysledna soucast
vznikd postupné vrstvenim jednotlivych vrstev na sebe. Nejprve je nutné naprogramovat
digitdlni 3D model pozadovaného dilu v Computer Aided Design (CAD) softwaru.
Nasleduje prevedeni modelu do formatu, ktery popisuje geometrii povrchu vytvoieného
objektu a vygenerovani G-Codu obsahujici informace pro 3D tiskarnu. 3D model je rozdélen
na jednotlivé tenké vrstvy, které jsou postupné nanaseny na sebe, dokud neni pfeddefinovany
dil zcela vyroben. [45,46,47]

V dnesni dob¢ je aditivni vyroba hojné rozsifeny zptisob vyroby tvarove slozitych soucasti.
Mezi dalsi prednosti 3D tisku patii nizka potizovaci cena, hlavné z toho diivodu, ze neni
nutné pouziti dalSich néstroji kromé& samotné 3D tiskdrny. 3D tisk je v mnoha ohledech
flexibilni variantou vyrobniho procesu, at’ uZ z pohledu mozné zmény tvaru nebo vybéru
materidlu, z néhoz bude soucast vyrobena. Vyrobni metoda 3D tisku je vhodna pro kusovou
a malosériovou vyrobu. V sériové vyrob¢ velkého objemu se jevi jako neekonomicka volba

z hlediska doby vyroby. [45,46,50]

7.1 Typy 3D tisku

Tato mlada vyrobni technologie, jeZ se zapsala do historie stereolitografickym patentem
Charlese Hulla roku 1984, ¢itd v dnesni dobé nékolik specializovanych metod

trojrozmérného tisku. V nésledujicich kapitolach budou predstaveny nékteré z nich.

7.1.1 Technologie tisku FDM

Nejznamé;jsi technologii spadajici do skupiny aditivni vyroby je bezpochyby metoda FDM
(z anglickych slov Fused Deposition Modeling), nazyvéna rovnéz modelovani fiznim

ukladanim. Obr. 34 znazoriiuje postup této metody. Plastovy materidl je dodavan nejcastéji
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ve form¢ vldkna, které¢ je podavatem smétovano z civky do extruzni hlavy. V hlavé se
nachdzeji ohtivace, které zahteji privadény material na teplotu t€sné€ nad jeho bodem tani a
nasleduje vytlaceni materidlu na tiskovou podlozku, kde se tvofi tenka vrstva. Tloustka
vrstvy je zavisla na priméru extrudéru, ta se pohybuje v rozmezi od 0,3 mm do 0,1 mm.
Vytlaceny plast po nataveni na podlozku nebo predchozi vrstvu okamzité tvrdne. Az je
kompletné nanesena celd vrstva, podlozka se posune o tloustku této vrstvy nize a cely proces

se opakuje do vytvofeni posledni vrstvy vyrobku. [30,47]

Suppon matenal Sament

Obr. 33 FDM technologie aditivni vyroby [47]

Technologie FDM pouziva k vyrobé 3D soucasti dvou materiali souc¢asné. Prvni materidl je
modelovaci a tiskne se jim samotny dil a druhy materiél slouzi jako podptrny. Z n¢j jsou
vytvofeny podpéry. Po samotném 3D tisku je nutné odstranit pomocné podpéry, které slouzi
k tomu, aby se vyrabény dil pii tisku nezhroutil. Po jejich odlomeni mohou byt na povrchu
materidlu patrné otfepy a necistoty. Vyrobek se proto ¢asto brousi, ¢i dale opracovava, barvi

nebo lakuje. [45]
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7.1.2 Technologie tisku SLA

Stereolitografie, ve zkratce SLA, je nejstarsi, ale stale vyuzivanou metodou pro tvorbu 3D
tisku. Princip této technologie spociva v pfesném prosvécovani a vytvrzovani tekutého

fotopolymeru pisobenim naprogramovaného laseru. [30,31]

Postup technologie zndzornéné na Obr. 35 je nasledujici. Nejprve je nutné pecliveé promichat
pripraveny fotopolymer ve vané pohybujicim se stéraCem, nasleduje piijezd tiskové
podloZky, laserem jsou nakresleny a vytvrzeny nosné konstrukce vyrobku, poté se postupné
vytvrzuje jedna vrstva svétlocitlivé pryskyfice za druhou. Po vytvrzeni jedné vrstvy
pryskyfice se tiskova podlozka vysune o vzdalenost jedné vrstvy v ose z. Hotovy vyrobek je
nutné peclivé ocistit od nevytvrzené pryskyfice. Nejcastéji se vyuziva jako rozpoustédlo

izopropylalkohol. Po o¢isténi jsou vyrobky vytvrzovany UV zéafenim ve specialni peci. [31]
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Obr. 34 SLA technologie aditivni vyroby [47]

Na hotovém vytvrzeném vyrobku je jesté nutné odstranit nosné podpory. Podpory jsou ve
vétsing piipadii snadno odlomitelné i ru¢né nebo za pouZiti klesti¢ek. Na nepohledové strané

dilt jsou po nich patrné otfepy, ty se nejcasteji odstranuji brousenim.

Vyhody stereolitografie spocivaji v rychlém a velice pfesném tisku tvarové slozitych
soucasti. RozliSeni v ose x, y se pohybuje okolo 100 um a v ose z dokonce az 25um u
nejlepSich SLA 3D tiskaren. Dily vyrobené stereolitografickou cestou dosahuji skvélé

kvality povrchu s nejmensi drsnosti ze vSech metod 3D tisku. SLA technologie je vhodna 1
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pro malosériovou vyrobu, protoze se fotopolymer vytvrzuje po celé plose tiskové desticky

za stejny cCas, jen se spotiebuje vice materidlu nez pti kusové vyrobé. [30,46]

7.1.3 Volba materiala pro 3D tisk

Material pro 3D tisk je nutné vybirat s ohledem na mechanické vlastnosti, o¢ekavanou
obrobitelnost, kone¢ny vzhled soucésti a jeho cenu. Nejcastéji vyuzivané materialy jsou
termoplasty, elastomery, ale stile Castéji je vyuzivano i kovi. Konkrétné pii vyuziti
technologie SLA je mozno vyuzit materialti na bazi termoplastii. Pruzna a odolna pryskyftice
napodobuje tuhy polypropylen, ktery se vyborn¢ hodi pro materialy s ostrymi hranami,
tenkymi sténami a drobnymi detaily. [30,31]

Firmy zabyvajici se stereolitografickym 3D tiskem vyrdbi znékolika druhti materiala
s moznosti pouziti velké §kéaly barev. Barvivo je smichano s pfipravenou pryskyfici pred
samotnym tiskem.

SLA 3D tisk mé z hlediska Siroké skaly pouzivanych materialti rozsahlé uplatnéni v mnoha
odvétvich. Konstrukéni pryskyfice pfinasi kvalitni vyrobky a snizuji naklady a cas na
vyrobu. Pruzné a elastické pryskyfice s ptfehledem nahradi silikonové materidly a hodi se
vSude, kde je nutné dil ohybat, stlacovat apod. Pevné pryskyfice jsou vhodné pro
prototypovani tvrdych dilti, které odolaji deformacim v ¢ase. Materidly 3D tisku nejsou
vhodné jen pro vyrobni primysl, ale uplatnéni nasly napiiklad i v lékatstvi. Lékaiské a
dentalni pryskyfice umoziuji vyrobu sterilizovanych chirurgickych nastrojii a implantatt.

[31]
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8 SHRNUTI TEORETICKE CASTI

Prvni kapitola teoretické¢ casti mé bakalaiské prace je zameétfena na historii optické
mikroskopie poc¢inaje prvnimi mikroskopy v 16. stoleti, pokracuje vyvojem v nasledujicich
stoletich, az po zjisténi limith optickych mikroskopt zacatkem 20. stoleti. Dalsi kapitola se
zabyva optikou jako védnim oborem. V této ¢asti jsou ¢tenafi sezndmeni s pojmy tykajici se
vlastnosti svétla. Nasledovaly kapitoly svételné, elektronové, fluorescencni mikroskopie a
mikroskopie atomarnich sil. Tato posloupnost byla zvolena z divodu historického vyvoje.
Soucésti kapitoly o fluorescencni mikroskopii byl i popis a historie vzniku konfokélniho

mikroskopu.

Posledni ¢ast bakalaiské prace je zaméfena na piedstaveni technologie 3D tisku, ktery je

nutné znat pro dalsi vyuziti v praktické ¢asti bakalatské prace.
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II. PRAKTICKA CAST
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9 STANOVENI CiLU PRAKTICKE CASTI

Jednim z cila praktické ¢asti mé bakalarské prace je zhodnotit kvalitu 3D tisku predem
naprogramovanych desti¢ek v programu Catia pod konfokdlnim mikroskopem a
mikroskopickou technikou atomdrnich sil. Pro 3D tisk jednotlivych povrchi byla pouzita

stereolitograficka tiskarna.

Dalsim cilem je nachystat homogenni struktury povrchi pro rust bunéénych linii a zkoumani
tvaru a smeru jejich rastu. Tyto povrchy budou dale pouzity pro zkoumani piislusnymi

odborniky na bunécné struktury pod vedenim prof. Ing. Petra Humpolicka, Ph.D.

V obou piipadech byly struktury povrchl vytvoieny ve studentské verzi programu Catia V5-
6R2020, 3D tisk byl realizovan SLA 3D tiskdrnou Form 3 od firmy Formlabs v budové U15.
Zkoumani vyrobenych povrchli probéhlo na konfokdlnim mikroskopu Olympus FV3000
v budové Ul1 a mikroskopickou technikou atomarnich sil na pfistroji NTEGRA Prima od

firmy NT-MDT na v budové U15.
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10 PRIPRAVA VZORKU POVRCHU

Jak jiz bylo feceno pii stanovovani cilii praktické ¢asti bakalaiské prace, modely pro 3D tisk
byly naprogramovany ve studentské verzi programu Catia V5-6R2020 od firmy Dassault
Systmes. Nasledovalo pfevedeni objektti do formatu STL a import do piedvyrobniho

programu 3D tiskarny.

10.1 Priprava vzorki s jemnou povrchovou strukturou

Na Obr. 35 je zobrazen prvni navrzeny vzorek. Nejprve byla vymodelovana desticka o
rozmérech 20 x 20 mm s vySkou 2 mm. Na ni byla nakreslena struktura pravidelnych
prouzkil s odsazenim 0,5 mm od okraje desticky. Prouzky mély po celé ploSe vzorku
konstantni rozméry, a to 0,Imm na vysku i na §itku. Mezera mezi prouzky byla zvolena
minimalni s jistym pfedpokladem, Ze pfi samotném tisku se jednotlivé prouzky natavi na
sebe, mezera se slije a nebude patrnd. Cela struktura byla namodelovana tak, aby vznikl

témeét hladky povrch.

Obr. 35 Prvni vzorek tvoreny jemnou strukturou pravidelnych prouzkii

Na Obr. 36 je zobrazen druhy vzorek s pravidelnou strukturou valecki (tecek) na predem
definovanych prouzcich. Priméry a vysky jednotlivych valeckl jsou 0,2 mm se vzdalenosti

stredt 0,4 mm.
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Obr. 36 Druhy vzorek tvoreny pravidelnou siti valeckit o prumeéru 0,2 mm

Posledni povrch je zobrazen na Obr. 37. Tentokrat jde o nepravidelnou strukturu pocinaje
sloupcem tecek jako v ptedchozim piipad€. Déle nasleduji sloupce prodluzujicich se ¢arek.

Kazda nasledujici ¢arka je o 0,2 mm delsi, coz odpovida priméru teCek v prvnim sloupci.

Obr. 37 Treti vzorek tvoreny prodluzujicimi ¢arkami
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10.2 Priprava vzorkii s hrubsi povrchovou strukturou

Druhé sada vzorki byla rovnéz vytvorena ve stejném programu jako pfedchozi vzorky. Tato
sada obsahuje 3 dvojice vzorkl s pravidelnou strukturou. Pravidelnost je dulezita z divodu

planovaného pouziti jako podklad pro rist bunék a vyhodnoceni jejich kvality a sméru rustu.

Na Obr. 38 a Obr. 39 je vidét prvni dvojice z druhé sady vzorkl. Tato dvojice vzorkli ma
stejny zaklad tvotfeny pravidelnou strukturou valecki (tecek) tentokrat o priméru 0,3 mm.
Lisi se vSak pouZitou mezerou. V prvni struktufe jsou valecky od sebe vzdaleny 0,3 mm a

ve druhé struktute 0,6 mm. Tyto vzdalenosti budou platit i pro dalsi dvojice vzorkd.

Obr. 38 Povrch pravidelnych tecek o priiméru 0,3 mm a mezere 0,3 mm

Obr. 39 Povrch pravidelnych tecek o primeéru 0,3 mm a mezere 0,6 mm
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Na Obr. 40 a Obr. 41 je zobrazena druhd dvojice vzorkd obsahujici kratké carky. Kratka
¢arky byla vytvotena pomyslnym spojenim dvou tecek dohromady. Délka carek je tedy 0,6
mm. Struktury se opét lisi pouze ve vzdalenosti jednotlivych ¢arek od sebe. V prvnim vzorku

je mezera mezi ¢arkami 0,3 mm a ve druhém 0,6 mm.

Obr. 40 Povrch kratkych carek o délce 0,6 mm a mezere 0,3 mm

Obr. 41 Povrch kratkych carek o délce 0,6 mm a mezere 0,6 mm
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Posledni dvojice vzorki je zobrazena na Obr. 42 a Obr. 43. Opét jde o pravidelnou strukturu
carek, tentokrate dlouhych. Jedna ¢éarka je stvotena ze 4 tecek, z toho vyplyva, ze délka jedné
carky je 1,2 mm. Vzdalenosti dlouhych ¢arek od sebe (0,3 mm a 0,6 mm) je zde rovnéz

zachovana jako ve dvou ptedchozich ptipadech.

Obr. 42 Povrch dlouhych carek o délce 1,2 mm a mezere 0,3 mm

Obr. 43 Povrch dlouhych carek o délce 1,2 mm a mezere 0,6 mm
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11 SLA 3D TISK POVRCHU

Po navrzeni jednotlivych vzorki v jiz zminéném programu, nasledoval export do formatu
STL a USB pfenos dat do slicovaciho programu PreForm stereolitografické tiskarny

Formlabs Form 3.

11.1 3D tisk vzorki s jemnou povrchovou strukturou

PreForm program slouzi k vytvofeni podrobného G-codu pro tiskarnu. G-code obsahuje
pfesné informaéni pokyny, podle nichz se bude tiskarna béhem samotného tisku fidit.
Soucasti tohoto slicovaciho programu je automatické rozvrzeni tisku na tiskovou podlozku
s dostate¢nymi rozestupy jednotlivych vytiskli od sebe, automatické vytvoieni podpér do
mist, kde by mohlo béhem tisku dojit ke zhrouceni materidlu, coz by mohlo zptisobit zna¢né
nezédouci vliv na pfesnost celého vyrobku. V ptipadé mého 3D tisku plnily podpéry hlavné

tu funkci, aby byly vytisknuté desticky snadno oddélitelné od tiskové plochy.

Dalsi dillezity parametr definovany v prostfedi PreForm byl thel tisku. Do programu byly
nahrany 3 vzorky z prvni sady, které jiz byly popsany v kapitole /0.1, a kazdy z nich byl
vytisknut s naklonem 0°, 45° a 90°. Pfedvyrobnim programem byly automaticky
vygenerovany podpéry a vytvrzovani pryskyfice probihalo zaroven vertikalné¢, horizontalné
a s naklonem 45°. Na Obr. 46 jsou zobrazeny vytisknuté desticky i s podpérami. V horni
fadé jsou desticky vytisknuté pod tthlem 0°. V prosttedni fad¢€ jsou desticky vytisknuté s 45°
naklonem a v posledni fad€ s 90° ndklonem. Tecky, které jsou na povrSich viditelné, jsou
zplsobeny pravé zminovanymi podpérami. Predpokladem je, Ze thel tisku ovlivni
vyslednou strukturu. Rozdily v kvalité tisku pod témito uhly budou zkoumany pod

konfokalnim mikroskopem v nasledujici kapitole.

Podpéry pro jednotliveé uhly tisku byly vygenerovany PreForm programem, stejné¢ jako dalsi
nezbytné informace pro tiskarnu pied zac¢atkem tisku. Pomoci STL formatu byly modely
nafezany na jednotlivé vytvrditelné vrstvy, naprogramovan pohyb laseru a byla rovnéz

provedena bilance zasoby materialu v zasobniku tiskarny.

Tisk ptipravenych vzorkli probihal z Formlabs pryskyfice fady Clear. Tento material je
biokompatibilni, vhodny pro vyrobky s jemnymi detaily, kde je zaroven pozadovan hladky
povrch a prisvitnost vytisku. Tento materidl byl zvolen na zakladé¢ praveé téchto
prezentovanych vlastnosti vyrobcem, jelikoz budou vyrobky dale zkoumany pod

konfokalnim mikroskopem a priisvitnost je zde zadouci.
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Pro samotny tisk takto ptfeddefinovanych desti¢ek byla pouzita 3D tiskarna Formlabs Form
3, ktera pracuje na technologii Low Force Stereolitography (LFS). Na Obr. 44 je znazornén
princip této metody, ktera vyuziva parabolického zrcadla k polohovéni laseru vzdy kolmo

k roving tisku. Parametry pouzité tiskdrny uvadéné vyrobcem jsou shrnuty na nasledujicim

Obr. 45.

Printed Part

Liquid Resin

Laser Module

Build Platform

Tank

Film

LPU

Obr. 44 Princip technologie Low Force Stereolitography [30]

3D tiskarna Formlabs
Technologie
Tiskowy objem

Wyska vrstvy

Promeér vyhrzovaciho bodu

Laser (vykon)
Laser (vinova deélka)
Zasobnik(y) pryskyfice

Systém doplfiovani
pryskyfice

Dofasné podpory
Oviadani

Pfenos dat
Wystrahy

Software

Podporované formaty dat
Podporované platformy
Rozméry zafizeni

Minimalni manipulaéni
prostor

Hmotnost zafizeni
Pracovni teplota
Rizeni teploty

PoZadavky na napajeni

Form 3

LFS (Low Force Stereolithography)

145 = 145 = 185 mm

25-300 pm (také podle zvoleného materialu)
85 pm

1x 250 mW

405 nm

1=

automaticky

automaticky generovans, velmi snadno odtrhnuteing

5,5" barevny dotykovy displej (1280 = 750 px)

WiFi (2,4/5 GHz), Ethernet (1000 Mbit), USB 2.0

na displeji; SMS/e-mail pfes Dashboard; 2 stavové LED; reproduktor

PreForm (pfiprava 3D tisku, tisk na dalku), Dashboard (sprava 3D tisku, tiskaren a
tymid)

STL a OBJ (vstup), FORM (vystup)
Windows 7 (64bit.) a vy35i; Mac 0S X 10.10 a vy35i; OpenGL 2.1; min. 4 GB RAM
405 = 375 » 530 mm

405 = 530 = 780 mm

17,5 kg
automaticke vyhiivani do 35 *C
vzduchem vyhfivana tiskova komora

100-240 VAC; 2,5 A; 50/60 Hz; 220 W

Obr. 45 Parametry tiskarny Formlabs Form 3 [30]
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Kazdy vzorek byl tedy vytisknut tfikrat, pokazdé pod jinym thlem. Pfed dal$i manipulaci s
povrchy byly vSechny fadné oznaceny ¢islem vzorku a uhlem tisku. Na Obr. 46 jsou vidét
vzorky 1 s podpérami na tiskové ploSe po vyjmuti z tiskdrny. Na vytisknutych povrsich

nejsou z uvedené fotky patrné vytisknuté struktury, protoze $lo o jemnou strukturu.

Obr. 46 Vytisknuté vzorky z prvni sady — uhel tisku 0° (prvni Fadek), uhel tisku 45° (druhy
radek), uhel tisku 90° (treti radek)

11.1.1 Dokoncovaci operace

Dokoncovaci operace v piipadé stereolitografického tisku obnasely nejprve vymyvani
vzorki od nevytvrzené pryskyfice v pfistroji Form Wash. Tento pfistroj je vyfocen na Obr.
47. Oplachovani probihalo v nadrzi s izopropylalkoholem po dobu 10 minut. Nasledné byly
povrchy vyjmuty, a jesté ruéné otryskany smesi stlaceného vzduchu a isopropylalkoholu

z diivodu ocisténi jemné struktury na vytisknutych vzorcich.
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Obr. 47 Pristroj na oplachovani nevytvrzené pryskyrice Form Wash

Po ocisténi a vysuSeni povrchii smési stlacené¢ho vzduchu a isopropylalkoholu nasledovalo
dodatecné vytvrzeni v pfistroji Form Cure, ktery je vyfocen na Obr. 48. Na oto¢ny rost ve
vytvrzovaci komote byly polozeny vzorky. Vytvrzovaci komora se nahtala na 80 °C a
vytvrzovani probihalo ptisobenim UV zéafeni o vinové délce 405 nm po dobu 120 minut.

Detail vytvrzovani UV zafenim je vyobrazen na Obr. 49.
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Obr. 49 Detail vytvrzovanych desticek ve Form Cure
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Posledni dokoncovaci operaci bylo odtrzeni podpér. U vzorkl vytisknutych pod thlem 90°
byly podpéry odstranény ru¢né a u ostatnich vzorkl za pouziti klesti¢ek. Nasledné byly
vSechny vzorky zbrouseny jemnym brusnym papirem Smirex, aby se zahladily otiepy po

odtrzenych podpérach.

11.2 3D tisk vzorki s hrubsi povrchovou strukturou

Jednotlivé dvojice vzorka s hrubsi povrchovou strukturou byly popsany v kapitole /0.2 jako
vzorky z druhé sady. Druhd sada vzorkl byla tisknuta za stejnych podminek a pti pouziti
shodnych strojt jako sada prvni. Jedinym rozdilem byl zvoleny uhel tisku. V tomto piipadé
tisk probihal pouze pod thlem 0°. Povrchy z druhé sady byly navrhovany jako homogenni,
aby plnily ulohu kvalitniho podkladu pro rist bunék a jejich dalsi zkoumani.
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12 MERENI VZORKU S JEMNOU POVRCHOVOU STRUKTUROU
VYTISKNUTYCH POD UHLEM 0°, 45° A 90°

Ob¢ sady vytisknutych vzorkd byly podrobeny dvojimu zkoumani pod mikroskopem. Prvni
sada vzorkl byla zkouména nejprve pod konfokalnim mikroskopem Olympus FV3000 a
poté technologii atomarnich sil. Kazdy vzorek z prvni sady byl vytisknut pod tthlem 0°, 45°
a 90°. Vysledkem zkoumani bude zhodnoceni, jestli m¢l pouzity thel tisku vliv na kvalitu
vytisknutého povrchu a také zhodnoceni rozmérti natisknuté struktury ve srovnani

s preddefinovanou strukturou v prostiedi programu Catia.

Druhd sada vzorkl byla rovnéz zkoumana dvakrat, ale s tim rozdilem, Ze ob¢é zkoumdani
probéhnou, pod jiz zminénym konfokalnim mikroskopem. Nejprve se zhodnotila kvalita
tisku podle toho, jak se vysledna struktura rozmérové blizi navrzené struktuie pied
vytisknutim. Nésledné byly vzorky vyuzity jako homogenni podklad pro rist bunéénych
linii. Druhé zkoumani pod konfokéalnim mikroskopem mélo za tikol zmapovat, jak orientace
povrchu ovliviiuje rist bunék. Druhd sada vzorkt obsahuje 3 dvojice povrchovych struktur
modifikované tvarem nebo hustotou struktury. Pfedpokladem je, Ze upravovany povrch bude

ovliviiovat tvar a smér rustu bunék.

12.1 Zkoumani vzorki pod konfokalnim mikroskopem Olympus FV3000

V této kapitole bude popsdno experimentdlni mefeni prvni sady vzorkl pod konfokalnim
mikroskopem Olympus FV3000. Pro pfipomenuti prvni sada vzorki obsahuje 3 vzorky
povrchovych struktur vytisknuté pod thly 0°, 45° a 90°. Z toho vyplyva, Ze prvniho

konfokalniho zkoumani se ucastnilo 9 vzorku.

12.1.1 Nastaveni konfokalniho mikroskopu Olympus FV3000

Konfokélni mikroskop Olympus Fluoview 3000 umoziiuje pozorovani ve 2 rezimech.
Nejdrive byl vzdy pouzit pro vizudlni pozorovani mikroskopem okulér, kterym byl vzorek
sledovan v prochazejicim svétle. Vyhodou pii pouziti okuléru je, Ze 1ze snadno a rychle najit
konkrétni misto na vzorku, které bude detailnéji zkouméano v LSM rezimu. Kazdy vzorek
byl zkoumén a nasledné vyfocen na n¢kolika mistech, vétSinou na okraji a pro srovnani také

uprostied vzorku.

Pfed zaCatkem samotného méfeni bylo nutné nastavit nékolik dtlezitych parametra

konfokélniho mikroskopu.
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Nejprve byl vzorek polozen natisknutou strukturou na kryci sklicko a poté nasledoval vybér
objektivu. Pro prvni meéfeni byl zvolen objektiv s4ndsobnym zvétSenim. Vyhodou
pouzitého konfokdlniho mikroskopu je, Ze je mozné v pribéhu méteni zvoleny objektiv
menit, aby bylo dosazeno pozadovaného zvétSeni, protoZe objektivy jsou automaticky
vybirany z revolverové hlavy zabudované pod pohyblivym stolkem se vzorkem. Tento
pohyblivy stolek 1ze posouvat v osdch x a y k nalezeni konkrétniho mista na zkoumaném
vzorku. Po nalezeni pozadované oblasti na vzorku, uréené¢ho k dal§imu zkoumani byl
zaostfen povrch vzorku otaCenim zaostfovaciho mechanismu, ktery je vyobrazen na Obr.
50. Zaosttovaci mechanismus pfiblizuje nebo oddaluje objektiv od vzorku, dokud neni

povrch vzorku v ohniskové roving. [49]

Obr. 50 Zaostrovaci mechanismus [49]

V dalsi ¢asti bude jednotlivé popsano softwarové okno pro pozorovani v LSM rezimu. Po
prepnuti z vizudlniho pozorovani do LSM rezimu, bylo nutné nastavit velikost skenovani
pro ziskani vysledného obrazu. V tomto ptipadé byla zvolena velikost (1024 x 1024) px.
Dodate¢ny zoom nebyl pouZit. Jak je patrné z Obr. 51.

Interiace:
Speed: 2.0 us/pixel
Image Size:
Aspect Ratio: ® 1:1
Scan Size: 1024x1024 ¥
High voltage correction: @ ON = OFF

Pixel: 2.0 usec Line: 3.140 msec Frame: 12.865 sec
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- —
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Obr. 51 Nastaveni skenovani v softwarovém okne LSM reZimu
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Déle je potieba nastavit obrazové kandly. Jak je vidét na Obr. 52, bylo pouzito 5 obrazovych
kanalt (Violet, Blue, Yellow, Red a posledni kanal kombinuje vSechny pfedchozi). Intenzita
jednotlivych laseril a citlivost byla nastavovana pro kazdy kanal zv1ast.

Laser ND Filter: ® None & 10%
p1 «cH1 ™ violet

- B S E R

R* < R

%
v
x

%

Rx < g

Obr. 52 Nastaveni obrazovych kanalu

Pojmenovani jednotlivych lasert se odviji od jejich excitacni a emisni vinové délky uvedené
v Tab.1. Jak uz bylo vysvétleno v kapitole 5.7 Fluorescence, emisni vinova délka pfti
pozorovani fluorescence je vzdy delsi nez excitani vlnova délka. Pouzité lasery v LSM
rezimu jsou tedy pojmenovany podle své excitacni vinové délky. Napftiklad laser Violet ma
excitaéni vinovou délku 405 nm (v pasu fialového svétla) a emisni vinovou délku 430 nm (v

pasu modrého svétla).

Tab. 1 Excitacni a emisni vinové délky pouzitych laserii

Pojmenovani obrazovych | Excita¢ni vinova | Emisni vinova
kanala [-] délka [nm] délka [nm]
Violet 405 430
Blue 488 513
Yellow 561 586
Red 635 660
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Kdyz byly vSechny dulezité parametry nastaveny, ptistoupilo se k samotnému LSM méfeni.
V softwarovém okné bylo zvoleno opakované skenovani vzorku a postupnym nastavenim
intenzity, citlivosti a zaostfovanim bylo dosazeno obrazu zaostfené¢ho povrchu. Tlacitkem
LSM Start bylo vyfoceno aktudlni misto vzorku, podle pfedchoziho nastaveni. Ziskany
zdrojovy kéd dal vzniknout nékolika obraziim zkoumaného vzorku. Obraz slozeny ze vSech
pouzitych obrazovych kanalii, ale také kazdy kanal zvlast. Pro snadnou identifikaci a

pozdé&jsi diskuzi bylo pfidano métitko a zakotovana struktura povrchu na snimcich.

12.1.2 MéFeni povrchové struktury jemnych prouzki v zavislosti na thlu tisku

Nejprve byl zkoumén prvni vzorek vytisknuty pod thlem 0°. Jednalo se o strukturu
pravidelnych prouzkii o rozmérech uvedenych v Tab. 2. Ptedpoklad byl takovy, Ze mezera
mezi jednotlivymi prouzky nebude patrnd, protoZe se prouzky natavi na sebe. Z Obr. 53 je
zfejmé, ze vysledek dopadl jinak. Uprostfed vzorku neni mozné rozeznat jednotlivé pasky
od sebe, natoz jejich mezery. K tomuto méfeni byl pouzit objektiv se zvétSenim 4x a okular

s pevnym zvétSenim 10x.

Tab. 2 Rozméry prvniho vzorku tvoreného jemnymi prouzky

Jednotlivé parametry Referen¢ni
1. vzorku [-] rozmér [pum]
Podkladova desti¢ka (osa x) 2-10*
Podkladova desticka (osa y) 2-10*
Podkladova desti¢ka (osa z) 2-10°
Odsazeni z kazdé strany 500
Vyska pask 100
Sitka paski 100
Mezera mezi pasky 10
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Obr. 53 Struktura prvniho vzorku tvoreného jemnymi prouzky, tisk 0°, zvétseno 40x

Prvni vzorek byl jesté vyfocen na okraji na Obr. 54 objektivem se zvétSenim 10x, ale nebylo
dosazeno uspokojivéjsich vysledki. I kdyZ pti navrhovani rozméri struktury byly dodrzeny
minimalni rozméry uvadéné vyrobcem 3D tiskarny, piesto vysledek nedopadl dle ocekéavani.
Struktura pravidelnych paskd neoddélitelné splynula. Divodem by mohl byt pouzity
materidl (pryskyfice pod obchodnim oznacenim Clear). JelikoZz nebylo k3D tisku
vyzkouSeno vice materidlli, neni mozné s jistotou fici, jestli pouze Clear pryskyfice

nedosahuje pfedepsané presnosti, nebo i ostatni materialy nabizené vyrobcem.

Obr. 54 Okraj prvniho vzorku tvoreného jemnymi prouzky, tisk 0°, zvetseno 100x

Nasledujici vzorky stejné struktury vytisknuté pod tthlem 45° a 90° byly zkoumany z divodu
predpokladaného steceni pryskyftice pii vytvrzovani laserem. Pii pouzitém uhlu tisku 45°
jsou na Obr. 55 ve struktuie patrné znamky pravidelnych prouzka, z nichz se povrch sklada.

Kromé struktury je vidét i steceni pryskyfice ve sméru naklonu.
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Obr. 55 Struktura prvniho vzorku tvoreného jemnymi prouzky, tisk 45°, zvétseno 40x

Pti pouzitém Ghlu tisku 90° neni mozné rozpoznat jednotlivé pasky ani smér ndklonu vzorku

ze stecené pryskyfice. Tento vzorek je uveden na Obr. 56.

900 pm

s Gy w—

Obr. 56 Struktura prvniho vzorku tvoreného jemnymi prouzky, tisk 90°, zvétseno 40x

K diskuzi uvedenych obrazkt je mozné tici, Ze struktura pravidelnych pask je patrna pouze
pfi pouZzitém uhlu tisku 45°, nevyhodou vsak je, Ze thel tisku méa nezadouci u¢inek na kvalitu
vysledného povrchu. Z detailniho prozkoumani povrchu vytisknutého pod uhlem 45°
vyplyva, ze v rovin¢ tisku vznikaji shluky steCeného materidlu. Co se ty¢e povrchové
struktury vzorkli vytisknutych pod thlem 0° a 90°, neni mozné z potizenych snimka

strukturu hodnotit.
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12.1.3 Méreni povrchové struktury pravidelné sité valecki v zavislosti na thlu

tisku

Nasledovalo méteni druhého vzorku, jehoz struktura je tvofena pravidelnou siti valecki
(tecek) o rozmérech uvedenych v Tab. 3.

Tab. 3 Rozmery druhého vzorku tvoreného pravidelnou siti tecek

Jednotlivé parametry Referencni
2. vzorku [-] rozmér [pum]
Podkladova desticka (osa x) 2-10*
Podkladova desticka (osa y) 2-10*
Podkladova desticka (osa z) 2-10°
Odsazeni z kazd¢ strany 500
Vyska valeckt 200
Primér valecki 200
Vzdalenost mezi stfedy valeckl 400

Postup méfeni ziistal zachovan jako v pfedchozim piipade. Nejprve byl zkouman vzorek
vytisknuty pod thlem 0°, poté nésledovaly dal$i thly. Na Obr. 57 je zobrazena krajni
struktura druhého vzorku a na Obr. 58 prosttedek zkoumaného vzorku. Z uvedenych
obrazkl je patrny rozdil ve velikosti struktury. Referen¢ni pramér valeckii byl zvolen 200

pum a skute¢ny rozmér byl naméfen 360 pm na okraji vzorku a 380 pm uprostted struktury.

Na dals$i dvojici obrazkit Obr. 59 a Obr. 60 je znazornéna stejna struktura vytisknutd pod
uhlem 45°. Na prvni pohled je z obou obrazkl patrné jemné steceni pryskytice v jednom
sméru. Referencni prumér valecka byl opét 200 um a skutecny primér byl naméten 330 um
v krajni ¢asti vzorku a 340 um uprostted zminéné struktury. To, Ze se struktura vytisknuta

pod uhlem 45° vice bliZi referenénimu rozméru ptisuzuji vlivu pouzitého thlu tisku.

V piipad¢€ posledni dvojice obrazka Obr. 61 a Obr. 62 byl pouzit thel tisku 90°. S jistotou
mohu konstatovat, Ze pouzity uhel tisku mél naprosto negativni vliv na vytvaienou strukturu.
Pivodni sit’ valeckt (tecek) byla natolik zménéna, Ze uz se nejedna o vélecky o urcitém
primeéru, ale jejich rozméry se vyznamné lisi v pficném a podélném sméru. Pri¢ny smér
oznacuje rovinu kolmou na smér tisku a podélny smér je shodny s rovinou tisku. V pfi¢ném
sméru neni rozdil, jestli se nachazime na okraji nebo uprostied vzorku, deformace struktury
je shodné a to 340 um oproti pivodnim 200 pum. Rozdil v deformaci struktury nastava

v roving tisku. V krajni ¢asti vzorku byla namétena hodnota 350 pm a uprostied az 390 um.
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Barevné provedeni obrazkl je rozdilné z toho diivodu, ze snimky povrchu jsou tvoreny
vSemi obrazovymi kandly. Jednotlivym nastavovanim intenzity a citlivosti laseru kazdého
obrazového kandlu ziskdme optimalni podobu vyslednych snimkl z kazdého obrazového
kanalu. Pro prezentaci vysledki v této praci byl vzdy vybran snimek s nejlepsi vypovidajici

hodnotou.

Obr. 58 Prostredek druhého vzorku tvoreného pravidelnou siti tecek, tisk 0°, zvétseno 40x
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Obr. 60 Prostiredek druhého vzorku tvoreného pravidelnou siti tecek, tisk 45°, zvetseno 40x
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Obr. 61 Okraj druhého vzorku tvoreného pravidelnou siti tecek, tisk 90°, zvétseno 40x

T
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Obr. 62 Prostiredek druhého vzorku tvoreného pravidelnou siti tecek, tisk 90°, zvetseno 40x
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12.1.4 Méreni povrchové struktury prodluZzujicich se ¢arek v zavislosti na uhlu

tisku

Me¢éieni prvni sady vzorkii bylo zakonfeno zkoumanim nepravidelné struktury tfetiho
vzorku, kterou tvoii soustava pocinaje sloupcem teCek o shodném priméru jako
v pfedchozim piipad€ a pokracuje jednotlivymi sloupci carek, jejichz délka se prodluzuje

vzdy 0 200 pm. Rozméry tietiho vzorku jsou pro ndzornost opét uvedeny v 7Tab. 4.

Tab. 4 Rozmery tretiho vzorku tvoreného prodluzujicimi se carkami

Jednotlivé parametry Referen¢ni
3. vzorku [-] rozmér [pum]
Podkladova desti¢ka (osa x) 2-10*
Podkladova desticka (osa y) 2-10
Podkladova destic¢ka (osa z) 2-10°
Odsazeni z kazdé strany 500
Vyska te€ek / ¢arek 200
Pramér tecky 200
Délka 1. carky 400
Délka 2. ¢arky 600
Délka 3. ¢arky 800
Délka posledni carky 2400
Vzdalenost mezi teCkou a 1. ¢arkou 200
Vzdalenost mezi ostatnimi ¢arkami 200

Na nasledujicich obrazcich Obr. 63 az Obr. 68 je vytfocen tteti vzorek opét ve trech
pouzitych thlech tisku a vzdy je provedeno srovnani dvou krajnich struktur. Z Obr. 63 a
Obr. 64 je patrné rozteCeni celé struktury ¢arek. Toto splynuti struktury ma za nasledek, ze

Sitka ¢arek nebude rozmeérove hodnocena v nasledujicich tabulkach.

Referen¢ni délky carek uvedené v Tab. 4, se od naméfenych rozmérii opét 1isi. Zalezi na
pouzitych thlech tisku i rozmérech struktury. Konkrétni rozmérové hodnoceni ttetiho

vzorku vytisknutého pod jednotlivymi uhly je provedeno v Tab. 5, Tab. 6 a Tab.7.
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960 um

Obr. 63 Treti vzorek tvoreny prodluzujicimi se carkami, levy okraj, tisk 0°, zvetseno 40x

900 [iim

Obr. 64 Treti vzorek tvoreny prodluzujicimi se carkami, pravy okraj, tisk 0°, zvétseno 40x
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Tab. 5 Prehled rozmeru natisknuté struktury ve srovnani s navrzenou strukturou tietiho

vzorku tvoreného prodluzujicimi se carkami, tisk 0°

Tvar zkoumané NavrZeny rozmér | Naméfeny rozmér Rozmérova

struktury [pm] [pm] deformace [pm]
Pocatecni tecka 200 320 120
Prvni carka 400 600 200
Druha ¢arka 600 760 160
Tteti ¢arka 800 960 160
Posledni ¢arka 2400 2530 130
Sitka ¢arek 200 400 200
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Obr. 65 Treti vzorek tvoreny prodluzujicimi se carkami, pravy okraj, tisk 45°, zvétseno 40x
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Obr. 66 Treti vzorek tvoreny prodluzujicimi se carkami, levy okraj, tisk 45°, zvétseno 40x

Tab. 6 Prehled rozméru natisknuté struktury ve srovnani s navrzenou strukturou tretiho

vzorku tvoreného prodluzujicimi se carkami, tisk 45°

Tvar zkoumané NavrZeny rozmér | Naméfeny rozmér Rozmérova

struktury [pm] [pm] deformace [pm]
Pocatecni tecka 200 340 140
Prvni carka 400 530 130
Druha ¢arka 600 770 170
Treti Carka 800 920 120
Posledni carka 2400 2520 120
Sitka ¢arek 200 350 150
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370 pum

Obr. 67 Treti vzorek tvoreny prodluzujicimi se carkami, pravy okraj, tisk 90°, zvetseno 40x

Obr. 68 Treti vzorek tvoreny prodluzujicimi se carkami, levy okraj, tisk 90°, zvétseno 40x
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Tab. 7 Prehled rozmeru natisknuté struktury ve srovnani s navrzenou strukturou tietiho

vzorku tvoreného prodluzujicimi se carkami, tisk 90°

Tvar zkoumané NavrZeny rozmér | Naméfeny rozmér Rozmérova

struktury [pm] [pm] deformace [pm]
Pocatecni tecka 200 370 170
Prvni carka 400 520 120
Druha ¢arka 600 750 150
Tteti ¢arka 800 930 130
Posledni ¢arka 2400 2490 90
Sitka ¢arek 200 380 180

Cilem tohoto méteni bylo zhodnotit, zda se budou stejné vzorky vytisknuté pod riznymi
uhly rozmérové lisit. Ke zhodnoceni pravé uvedenych snimki povrchu a tabulek s rozméry
mohu fici, ze thel tisku ovliviiuje tvar a celkovou kvalitu vytisknutého povrchu. Bylo
prokazano, ze pii tisku pod riznymi thly se struktury rozmérové 1isi, ale nejmarkantné;jsi
rozmérové odchylky byly zptisobeny samotnou 3D tiskdrnou a pouzitym materidlem.
Z provedeného méteni rovnéz plyne, ze povrchové struktury nejsou dokonale hladké. Pii
zaostfeni na povrch jednotlivych ¢arek tvofici strukturu, jsou na snimcich patrné tmavé

skvrny. Tyto skvrny jsou disledkem toho, ze v daném misté na povrchu existuje prevyseni.

12.2 Zkoumani vzorkt mikroskopii atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil byla zaclenéna do prace jako doplikova metoda z diivodu
detailniho zmapovani vybrané ¢asti povrchu. Pro podrobné zkoumani byl vybran tfeti vzorek
tvofeny prodluzujicimi se ¢arkami, hodnoceny z hlediska namétenych rozmért struktury
v pfedchozi podkapitole. Konfokalnim mikroskopem byl povrch jednotlivych vzorkh
zkouman komplexn¢. Zajimaly nés rozmé&ry jednotlivych tecek, poptipadé ¢arek, a to, jak se
1181 od referen¢niho rozméru. Mikroskopie atomarnich sil umoznuje pozorovat pouze maly
vytez z povrchu vzorku, v tomto piipadé se jednalo o Ctverec s rozméry 50 um x 50 pm.
Touto technologii byl zkouman pouze povrch jedné ¢arky ve struktufe tietitho vzorku. Dosud
byla struktura hodnocena v osach x a y. Mikroskopii atomérnich sil zhodnotime prevySeni

povrchu v ose z jedné konkrétni ¢arky opét s ohledem na pouzity thel tisku.

Na nasledujicich obrazcich Obr. 69 az Obr. 74 jsou uvedeny jednotliva prevyseni pro teti

vzorek povrchu vytisknutého pod uhly 0°, 45° a 90°.
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Obr. 69 PrevysSeni tretiho vzorku pri vhlu tisku 0°
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Obr. 70 Kontrolni prevySeni tretiho vzorku pri uhlu tisku 0°

Z uvedenych snimki vyplyva, Ze pti thlu tisku 0° jsou na povrchu mnohacetné prevyseni
s maximalni hodnotou 4,2 um. Pro upfesnéni je nutno dodat, Ze zde pozorujeme obrazky
s mnohonasobnym zvétSenim, protoze jednotlivé elementy tvorici strukturu povrchu, jehoz

malou ¢ast pozorujeme jsou v fadu stovek um a hodnocené prevyseni v jednotkach um.
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Obr. 71 Prevyseni tretiho vzorku pri uhlu tisku 45°
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Obr. 72 Kontrolni prevySeni tietiho vzorku pri uhlu tisku 45°

Pti pouziti 45° ndklonu povrch vykazuje prevyseni se srovnatelnou maximalni hodnotou 4,1
um jako v piedeslém piipade. Hlavnim rozdilem zGstava tvar povrchu. Pouzitim technologie
AFM bylo prokdzano, ze tisk pod thlem vede k plynulejSim pfechodiim ve vyskovém profilu
materidlu a pfevySeni nejsou tak ostra jako pfi horizontalnim tisku, protoZe na vytvrzovanou

pryskyfici pisobi i pouzity naklon.
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Obr. 73 Prevyseni tretiho vzorku pri uhlu tisku 90°
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Obr. 74 Kontrolni prevySeni tietiho vzorku pri uhlu tisku 90°

Jak je patrné z uvedenych obrazki, pfi pouziti vertikalniho tisku, bylo dosazeno povrchu
s nejmenSim prevySenim a maximalni hodnotou 1,2 pm. Z hlediska vySkového profilu
struktury dosahuje povrch vytisknuty s 90° naklonem nejplynulejSich prechodt.

Pro kazdy thel tisku byl povrch zmapovan z hlediska barevného vykresleni existujiciho

pfevyseni a kontrolni méfeni bylo provedeno pro ovéteni spravnosti ziskanych vysledk.
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Mikroskopie atomarnich sil mimo jiné umoziuje zjistit drsnost povrchu. Pro zjisténi
konkrétni drsnosti pouzitych vzorkd s ohledem na uhel sklonu byl v této praci pouzit
parametr Ra. Jednotlivé vypoctené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 8.

Tab. 8 Vypoctené hodnoty jednotlivych parametrit Ra pro konkrétni povrchy s ohledem na

pouczity uhle tisku
Naklon povrchu Hodnoty
pri 3D tisku parametru Ra
[°] [nm]
0 0,59
45 0,53
90 0,15

Z uvedené Tab. § je patrné, ze drsnost klesd se sklonem tisku, pti tthlu tisku 90° je stékéani
velmi vyrazné a drsnost je mala. Pfi Gthlu tisku 0° a 45° jsou hodnoty Ra témét srovnatelné,
protoze uhel tisku natolik neovlivituje steceni povrchové struktury. Omezeni vypovidajici
hodnoty drsnosti povrchu vidim v tom, Ze pro jednotlivé povrchy je pouze jeden vysledek.
Tento vysledek nijak neobjasiiuje zvinéni povrchu, ¢i jeho néklon. Na nasledujicich
obrazcich (Obr. 75, Obr. 76 a Obr. 77) je podrobné zndzornén vyskovy profil pro konkrétni

uhel tisku tietiho vzorku.

Vyskovy profil tretiho vzorku, ahel tisku 0° 42
4,0

4 =35

REZY

m]

—fer X ——fery

wr gg :A

VyEkowy profil [
-

x50 pm 05

REZX

0 10 20 30 40 50 60
Délka hrany zkoumaného povrchu [pum] 00

Obr. 75 Vyskovy profil tretiho vzorku, uhel tisku 0° (vlievo), konkrétni zkoumané misto rezu

na vzorku, pohled shora (vpravo)
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Obr. 76 Vyskovy profil tretiho vzorku, uihel tisku 45° (vlevo), konkrétni zkoumané misto

Fezu na vzorku, pohled shora (vpravo)

Viyskovy profil tretiho vzorku, dhel tisku 90°
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Obr. 77 Vyskovy profil tretiho vzorku, uhel tisku 90° (vievo), konkrétni zkoumané misto

rezu na vzorku, pohled shora (vpravo)

Z uvedenych obrazkli vyplyva, Ze drsnost opravdu klesd s hlem tisku a povrch ma

s rostoucim uhlem tisku plynulejsi prechody ve vyskovém profilu.
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13 MERENI VZORKU S HRUBSI POVRCHOVOU STRUKTUROU
VYTISKNUTYCH POUZE POD UHLEM (°

V piedchozi kapitole byly podrobné¢ zméteny jednotlivé vzorky vytisknuté pod tremi
riznymi uhly a bylo zjisténo, ze namétené hodnoty povrchovych struktur se vyznamné 1isi
od ptvodnich navrzenych rozmér. Tvarové odchylky jsou z Casti zplisobeny pouZzitym

uhlem tisku, ale hlavnim diivodem délkovych deformaci byla zvolena velikost struktury.

I kdyz byly zachovany minimalni rozméry uvadéné vyrobcem 3D tiskarny, pfesto byla
kvalita struktury zna¢né rozdilnd. Tato chyba mohla byt zptisobena pouzitym materidlem
v kombinaci se pracovnim postupem 3D tiskdrny. Po vytvrzeni jedné vrstvy pryskyfice se
tiskova podlozka vysune o jednu vrstvu nahoru, aby se mohla promichat pryskyfice ve vané.
V této fazi mezi vytvrzovanim jednotlivych vrstev odkapava z vytisku pirebytecna
nevytvrzena pryskyfice. Jelikoz je pryskyfice husta, stékd z kraja struktury doprostred kde

se miiZze hromadit, protoze navrzena struktura byla dosti jemna.

Po predchozi zkusenosti s délkovou deformaci natisknuté struktury, jsem se rozhodla zvétsit
referen¢ni rozméry i vzdalenosti mezi jednotlivymi elementy. Druhé sada vzorki obsahuje
tedy hrubsi povrchovou strukturu a sklada se ze tfi dvojic pravidelnych struktur tecek nebo
carek lisici se pouze vzdalenosti od sebe, jak znazoriiuji posledni fadky nasledujicich
tabulek. Rozméry jednotlivych vzorki jsou tedy uvedeny v tabulkach (7ab. 9, Tab. 10, Tab.
11).

Tab. 9 Navrzena struktura pro prvni dvojici vzorkii tvorenda pravidelnou siti tecek, tisk 0°

Tvar zkoumané NavrZeny Tvar zkoumané NavrZeny
struktury rozmeér struktury rozmeér
[-] [nm] -] [nm]

Podkladova desticka (osa x) 2-10* Podkladova desticka (osa x) 2-10*
Podkladova desticka (osa y) 2-10* Podkladova desticka (osa y) 2-10*
Podkladova desti¢ka (osa z) 2-10° Podkladova desti¢ka (osa z) 2-10°

Odsazeni z kazdé strany 500 Odsazeni z kazdé strany 500
Vyska tecek 300 Vyska tecCek 300
Primér tecek 300 Primér tecek 300

Mezera mezi teckami 300 Mezera mezi teCkami 600
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Tab. 10 Navrzena struktura pro druhou dvojici vzorkii tvorend pravidelnou siti kratkych

carek, tisk 0°

Tvar zkoumané NavrZeny Tvar zkoumané NavrZeny
Struktury rozmeér struktury rozmér
[-] [pm] [-] [pm]
Podkladova desticka (osa x) 2-10* Podkladova desticka (osa x) 2-10*
Podkladova desticka (osa y) 2-10* Podkladova desticka (osa y) 2-10*
Podkladova desticka (osa z) 2-10° Podkladova desticka (osa z) 2:10°
Odsazeni z kazdé strany 500 Odsazeni z kazd¢ strany 500
Vyska carek 300 Vyska carek 300
Délka carek 600 Délka carek 600
Mezera mezi ¢arkami 300 Mezera mezi ¢arkami 600

Tab. 11 NavrzZend struktura pro treti dvojici vzorkii tvorend pravidelnou siti dlouhych

carek, tisk 0°

Tvar zkoumané struktury | NavrZeny | Tvar zkoumané struktury | NavrZeny
[-] rozmér [pm] [-] rozmér [pm]
Podkladova desticka (osa x) 2-10* Podkladova desticka (osa x) 2-10*
Podkladova desti¢ka (osa y) 2-10* Podkladova desti¢ka (osa y) 2-10*
Podkladova desti¢ka (osa z) 2-10° Podkladova desti¢ka (osa z) 2-10°
Odsazeni z kazdé strany 500 Odsazeni z kazdé strany 500
Vyska carek 300 Vyska carek 300
Délka carek 1200 Délka carek 1200
Mezera mezi ¢arkami 300 Mezera mezi ¢arkami 600

Jediny thel tisku 0° byl pouzit z toho divodu, ze neyméné ovliviiuje tvarovou stalost
natisknuté struktury. Pfi zkoumani druhého vzorku z prvni sady bylo zjiSténo, ze pii pouZiti
naklonu 45° nebo 90° je natisknuta struktura tvarové deformovan vlivem pouzitého uhlu.
Pro ptipomenuti na Obr. 59 a Obr. 61 je jasn€ vidét, Ze z plivodnich navrzenych tecek se

staly objekty s neméftitelnym primeérem, nebot’ tecky ziskaly kapkovity tvar.

Z tohoto diivodu byl uhel 0° vyhodnocen jako nejméné Skodlivy pro zachovéni tvaru
natisknutych struktur. Pravidelnost struktury je nutné zachovat, protoze tyto povrchy budou

slouzit jako homogenni podklady pro rast bunéénych linii a jejich dalsi zkoumani.
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13.1 Zkoumani vzorki s hrubsi povrchovou strukturou pod konfokalnim

mikroskopem Olympus FV3000

Meéteni natisknuté struktury opét probéhlo pod konfokalnim mikroskopem jako u prvni sady

vzorkl. Jednotlivé snimky potizené béhem méteni jsou uvedeny nize.

13.1.1 Méreni povrchové struktury pravidelné sité tecek

Na nésledujicich obrazcich Obr. 78 a Obr. 79 je zmétena vysledna struktura prvni dvojice

povrchtl slozend z pravidelné sité tecek o praiméru 300 pm s mezerou 300 pm.

Obr. 78 Struktura tecek se vzdalenosti 300 um — okraj (vlevo) a prostredek (vpravo)

V Tab. 12 a Tab. 13 je uvedeno konkrétni rozmérové hodnoceni struktur prvni dvojice z

druhé sady vzorki, ktera byla tisknuta pouze pod uhlem 0°.

Tab. 12 Prehled rozmeériu natisknuté struktury tecek se vzdalenosti 300 um ve srovnani

s navrzenou strukturou

Tvar |NavrZzeny | Naméreny | Defor Tvar |NavrZzeny | Naméreny | Defor
zkoumané| rozmér rozmeér mace |zkoumané| rozmeér rozmeér mace
struktury | [pm] [pm] délky |struktury| [pm] [pm] délky
na okraji [nm] |uprostied [pm]

[-] [-]
Pramér 300 350 50 Pramér 300 370 70
tecky tecky
Mezera 300 250 50 Mezera 300 240 60
mezi mezi
teckami teCkami
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600 um

Obr. 79 Struktura tecek se vzdalenosti 600 um — okraj (vlevo) a prostredek (vpravo)

Tab. 13 Prehled rozmeériu natisknuté struktury tecek se vzdalenosti 600um ve srovndni

s navrzenou strukturou

Tvar |NavrZeny | Naméreny | Defor Tvar |NavrZeny | Naméreny | Defor
zkoumané| rozmér rozmer mace |zkoumané| rozmeér rozmeér mace
struktury | [pm] [pm] Délky | struktury | [pm] [pm] délky
na okraji [nm] |uprostied [pm]
[-] [-]
Pramér 300 320 20 Pramér 300 360 60
teCky teCky
Mezera 600 590 10 Mezera 600 520 80
mezi mezi
teCkami teCkami

Z Tab. 12 a Tab. 13 také plyne, Ze neptesnost tisku je vyrazn&jsi uprostied vzorku. Tato
skutecnost zustava zachovana i pii dal§im méfeni a mohla byt zptisobena nerovnomérnym
odkapavanim nevytvrzené pryskyfice mezi fazemi vytvrzovani jednotlivych vrstev, jak bylo

zminéno v kapitole 13.
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13.1.2 Méreni povrchové struktury kratkych éarek

Na Obr. 80 a Obr. 81 je znazornéna pravidelnd struktura druhé dvojice vzorkl tvorena
kratkymi ¢arkami o délce 600 pm se vzdalenosti 300 um a 600 um. V levé ¢asti obrazki se

opét nachéazi snimek pofizeny na okraji vzorku a v pravé Casti obrdzkii snimek potizené

uprostied struktury.

600 pm |

) s B

Obr. 80 Struktura kratkych carek o délce 600 um a vzdalenosti 300 um — okraj (vlevo) a
prostredek (vpravo)

Tab. 14 Prehled rozmeéru natisknuté struktury carek o délce 600 um se vzdalenosti 300um

ve srovnadni s navrzenou strukturou

Tvar | NavrZeny | Naméfeny | Defor Tvar | NavrZeny | Naméreny | Defor
zkoumané| rozmeér rozmeér mace |zkoumané| rozmér rozmeér mace
struktury | [pm] [pm] délky | struktury [pm] [pm] délky
na okraji [nm] | uprostied [pm]

[-] [-]

Délka 600 610 10 Délka 600 700 100

carky carky

Sitka 300 240 60 Siika 300 480 180

carky carky

Délka 300 290 10 Délka 300 - -

mezi mezi

¢arkami carkami
Sitkamezi| 300 220 80 Siika 300 - -
¢arkami mezi
¢arkami
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Pti pohledu na pravou ¢ast Obr. 80 je ziejmé, ze se rozmery jednotlivych ¢arek vyhodnotit

nedaji, z divodu splynuti celé struktury, neni proto mozné jednotlivé ¢arky od sebe odlisit.

Obr. 81 Struktura kratkych carek o délce 600 um a vzdadlenosti 600 um — okraj (vievo) a

prostredek (vpravo)

Tab. 15 Prehled rozmeru natisknuté struktury carek o délce 600 um se vzdalenosti 600um

ve srovndni s navrzenou strukturou

Tvar |NavrZzeny | Naméreny | Defor Tvar |NavrZzeny | Naméreny | Defor
zkoumané| rozmér rozmeér mace |[zkoumané| rozmér rozmér mace
struktury [pm] [pm] délky | struktury [pm] [pm] délky
na kraji [um] |uprostied [pm]
[-] [-]
Délka 600 600 0 Délka 600 670 70
carky carky
Sitka 300 330 30 Sitka 300 390 90
carky carky
Délka 600 600 0 Délka 600 530 70
mezi mezi
Carkami ¢arkami
Sitka 600 570 30 Sitka 600 450 150
mezi mezi
carkami Carkami

Z Tab. 15 plyne, ze v ptipad¢ zvolené délky ¢arky 600 pm a mezery mezi ¢arkami 600 um

nebyla na okraji vzorku zaznamenéana Zadn4a délkovéa deformace natisknuté struktury.
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13.1.3 Méreni povrchové struktury dlouhych ¢arek

Struktura tfeti dvojice vzorki je tvofena opét pravidelnymi Carkami, tentokrate o délce

1200um se vzdalenosti 300 um a 600um. Na Obr. 82 a Obr. 83 je provedeno méteni jejich

skutecnych rozméri a v Tab. 16 a Tab. 17 je rozmérové zhodnoceni naméiené struktury.

Obr. 82 Struktura dlouhych carek o délce 1200 um a vzdalenosti 300 um — okraj (vievo) a

prostiedek (vpravo)

Tab. 16 Prehled rozmerii natisknuté struktury carek o délce 1200 um se vzdalenosti 300um

ve srovnadni s navrzenou strukturou

Tvar |NavrZzeny | Naméreny | Defor Tvar |NavrZeny | Naméreny | Defor
zkoumané| rozmér rozmeér mace |[zkoumané| rozmér rozmeér mace
struktury | [pm] [pm] Délky |struktury| [pm] [pm] délky
na okraji [nm] |uprostied [pm]

[-] [-]

Délka 1200 1220 20 Délka 1200 1270 70
carky carky
Sitka 300 360 60 Sitka 300 450 150
carky carky
Délka 300 280 20 Délka 300 210 90
mezi mezi

carkami Carkami
Sitka 300 240 60 Sitka 300 170 130
mezi mezi

Carkami Carkami
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550 pm
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Obr. 83 Struktura dlouhych carek o délce 1200 um a vzdalenosti 600 um — okraj (vievo) a

prostredek (vpravo)

Tab. 17 Prehled rozmeri natisknuté struktury carek o délce 1200 um se vzdalenosti 600um

ve srovndni s navrzenou strukturou

Tvar |NavrZeny | Naméreny | Defor Tvar |NavrZzeny | Naméreny | Defor
zkoumané| rozmér rozmeér mace |[zkoumané| rozmér rozmér mace
struktury [pm] [pm] délky | struktury [pm] [pm] délky
na okraji [um] |uprostied [pm]

[-] [-]

Délka 1200 1230 30 Délka 1200 1260 60

carky carky

Sitka 300 360 60 Sitka 300 380 80

carky carky

Délka 600 570 30 Délka 600 550 50

mezi mezi

Carkami ¢arkami

Sitka 600 540 60 Sitka 600 520 80

mezi mezi

carkami C¢arkami

Uvedené tabulky Tab. 12 az Tab. 17 znazoriuji délkovou deformaci natisknuté struktury.
Tabulky nevykazuji statistické znaky, protoZe byl zkoumany povrch zméten vZdy na jednom
konkrétnim misté a kazdy rozmér zaznamenan pouze jedenkrat. Ukolem bylo demonstrovat
rozdil v deformaci struktury podle toho, jestli je vzorek métfen na okraji nebo uprostied

zkoumané struktury.
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13.1.4 Zkoumani ristu bunéénych linii na pfipravenych povrsich

Primarni ti¢el vyroby vzorku s pravidelnou strukturou byl takovy, ze povrchy budou slouzit
jako homogenni podklady pro rast bunécnych linii. Mym tkolem bylo tyto povrchy piipravit
a provést kontrolni méteni morfologie rtistu bunék. Pfipravené povrchy budou déle pouzity

pro zkoumani pfislusnymi odborniky na bunécnou biologii.

V laboratofich bunééné biologie na Centru polymernich systému byly provedeny prvotni
testy proliferace na strukturovanych povrsich. Pro tyto ucely byla pouzita linie mySich
embryonalnich fibroblasti NIH/3T3. Vzorky byly pied testovanim sterilizovany UV
zdfenim po dobu 30 min. Buiiky byly na vzorky vysety v koncentraci 10° bunék/ml
kultiva¢niho média. Proliferace probihala po dobu 4 dnt pfi teploté¢ 37 °C v inkubatoru s
fizenou atmosférou (5 % CO?) za vysoké relativni vlhkosti. Po 4 dnech byly buiky
zafixovany 4 % formaldehydem a nabarveny. Zvlast' byly barveny jadra bunck a zvIast
cytoskelet. Jadra bunék byla barvena barvivem Hoechst 33258. Barvivo prostupuje do jader
bun¢k, kde se vdze na DNA a emitujici modrou fluorescenci. Cytoskelet byl nabarven
barvivem ActinRed, které se vaze na proteiny cytoskeletu bunék a emituje Cervenou

fluorescenci.

Na nasledujicich obrazcich jsou uvedeny povrchy, na nichz se rist bunéénych skeletl zdaftil
(Obr. 85 az Obr. 89). Pro porovnani Cetnosti narostenych bunck a jejich tvaru je na Obr. §4
uvedeno i srovnani ristu bunék na referen¢nim povrchu (polystyrenova Petriho miska). Na
Obr. 90 je zobrazen povrch tvofeny pravidelnou siti kratkych ¢arek o délce 600 um a

vzdalenosti 300 pm, na kterém se rlst bunék nezdafil, a byl zachycen pouze Sum.

Obr. 84 Cetnost a tvar bunék na referencnim povrchu — jadra (vlevo), cytoskelet

(uprostred), dohromady (vpravo)
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Obr. 85 Rust bunéek uprostred pravidelné struktury tecek o velikosti 300 um a vzdalenosti

300 um — jadra (vlevo), cytoskelet (uprostied), dohromady (vpravo)

Na Obr. 85 je Cetnost bunck nizsi a také jejich rozméry jsou mensi nez na referencnim
povrchu, zndzornéném na Obr. 84. Z toho vyplyva, Ze vytvoieny povrch je méné vhodny
pro rist bunck nez referencni povrch. Pii pohledu na levou ¢ast Obr. 82 vyskytuji se na ni
tmavé skvrny. Tyto tmavé skvrny predstavuji jadra bunék. Jsou zbarveny Cerné, protoze byly
nabarveny barvivem Hoechst 33258, kter¢ sviti pod stejnou vinovou délkou A=430 nm jako

vytisknuty povrch, ktery je autofluorescencni.
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Obr. 86 Rust bunék na okraji pravidelné strukture tecek o velikosti 300 um a vzdalenosti

300 um — jadra (vlevo), cytoskelet (uprostied), dohromady (vpravo)

Z Obr. 85 a Obr. 86 vyplyva, ze buiky lemuji strukturu na povrchu materialu. Pii pohledu
na prostiedni ¢ast obou obrazkili jsou patrné tmavé kruhy (negativy natisknuté struktury),

kde bunky nerostou.
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Obr. 87 Rust bunék na pravidelné strukture tecek o velikosti 300 um a vzdalenosti 600 um

— jadra (vlevo), cytoskelet (uprostred), dohromady (vpravo)

Pii pohledu na stted Obr. 87 by se zde dalo spekulovat, jestli smér riistu cytoskeletu je
ovlivitovan povrchovou strukturou materidlu ¢i nikoliv. V téchto mistech smétuji bunky

jakoby od tecky pry¢ po povrchu.

Obr. 88 Rust bunék na pravidelné strukture dlouhych carek o délce 1200 um a vzdalenosti

300 um — jadra (vlevo), cytoskelet (uprostied), dohromady (vpravo) — zaostieno na carky

Obr. 89 Ruist bunék na pravidelné strukture dlouhych carek o délce 1200 um a vzdalenosti

300 um — jadra (vievo), cytoskelet (uprostied), dohromady (vpravo) — zaostieno na povrch
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Obr. 88 a Obr. 89 mapuje shodné misto na povrchu vzorku tvofeného pravidelnou strukturou
dlouhych ¢arek o délce 1200 um, ale pokazdé je zaostfena jina rovina. Obr. 88 je zaostien
na povrch carek a Obr. 89 je zaostfen na podklad povrchové struktury carek neboli na
mezery mezi ¢arkami. Zatimco na Obr. 88 jsou bunky nahodile uspotadany, protoze nejsou
okolni strukturou nijak usmérnény, ale na Obr. 89 je mozné pozorovat, jak builky presné

lemuji kruhovy tvar mezery. Rozdil je také v Cetnosti, na Obr. 89 je Cetnost bunék v malém

prostoru mezery dale vyssi nez na povrchu carek na Obr. §88.

X 7
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¥

Obr. 90 Ruist bunék na pravidelné strukture kratkych carek o délce 600 um a vzdalenosti

300 um — jadra (vlevo), cytoskelet (uprostied), dohromady (vpravo)

Meéfeni ristu bunék na povrsich kratkych ¢arek o délce 600 um se vzdalenosti 300 um a 600
pum se nezdaftil, stejné€ jako na povrchu dlouhych ¢arek o délce 1200 um se vzdalenosti 600
um. Obr. 90 uvadi piiklad méfeni na jednom z téchto povrchll. Buniky zde nebyly zachyceny,
uvedeny snimek obsahuje pouze Sum zplsobeny nastavenim intenzity a citlivosti lasert pii
zaostfovani. Skutecnost, Ze se na povrsich buiiky nenachézi by mohla byt zptisobena tim, ze

se bunky pfi ristu neujaly (neptichytily k povrchu) a nebyly tudiz barveny a zafixovany.

Piedpokladem bylo, Ze tvar vytisknutych povrchli ovlivni smér ristu bunék. Tato skutecnost

se neprokazala s jistotou a povrchy s buitkami nebyly podrobeny dal$i analyze na toto téma.
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14 CELKOVE ZHODNOCENI VYSLEDKU A JEJICH DISKUZE

V této kapitole bude provedena diskuze ziskanych vysledkii z experimentalni casti
bakalarské prace. Hodnoceni vysledk by se dalo pro ptehlednost rozd€lit do Ctyft Casti, podle

toho, jaké vysledky jsem ziskala.

14.1 Vyhodnoceni tvaru jemné povrchové struktury v zavislosti na
pouzitém naklonu desticky pri 3D tisku

Nejprve byly vytisknuty jemné povrchové struktury pravidelnych paski o rozmérech 100
um na vysku i na $itku. Mezera mezi nimi byla zvolena miniméalni (10 um). Zaroven byly
tisknuty desticky, jejichz povrchova struktura byla tvotfena pravidelnou siti tecek o priméru
200 pm se stejnou mezerou a desticky s nepravidelnou povrchovou strukturou pocinaje
sloupcem tecek a shodném rozméru jako u predchozi desticky a dédle navazovaly sloupce

pravidelné se prodluzujicich ¢arek vzdy o 200 pm.

Pti detailnim zkouméani pod konfokalnim mikroskopem Olympus fv3000 bylo zjisténo, ze
se navrzené struktury pti 3D tisku na stereolitogragické tiskarné Form 3 vyznamn¢ zvétsily.
Tiskarna nedodrzela ptedepsanou strukturu, i kdyZz navrzené rozméry nebyly v rozporu
s doporu¢enim vyrobce. Struktura pravidelnych péaski nebyla pod konfokdlnim

mikroskopem viibec rozliSitelna.

Na vytisknutych strukturach tecek a carek byl rovnéz patrny vliv pouzitého naklonu piti 3D
tisku. Obr. 61 ukazuje vliv 90° thlu tisku na tvar pravidelné struktury tecek. Tecky nejsou
pravidelné a na povrchu je evidentni vyznamné steceni pryskyfice. V ptipad¢ tohoto i dalich
meéfeni plati, Ze struktura je méné rozteCena na okrajich vzorku neZ uprostfed. Struktura
prodluzujicich se carek na Obr. 63 je rozméeroveé neoddélitelna a jednotlivé Carky jsou na

sebe nataveny.

Byl zjistén rozdil v deformaci struktury vlivem thlu tisku, markantné&j$i vliv ma ale navrzeny
rozmér struktury, nebot’ zvolené rozméry nebyla 3D tiskarna schopna dodrzet. Divodem
muzZe byt, ze presnost tisku neni takova, jakou uvadi vyrobce. Muze také zalezet na pouzitém
materidlu. V mé praci byla pouzita pouze pryskyfice z fady Clear, jako jediny materil, a

proto neni mozné fici, jestli by povrchy z jiného materialu byly méné zdeformované.
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14.2 Vyhodnoceni prevySeni na konkrétnim misté vzorku v zavislosti na

pouzitém naklonu desti¢ky pri 3D tisku technologii AFM

Dalsi jev, ktery byl na vSech povrSich pozorovan, byly tmavé skvrny. Tyto barevné
nedokonalosti byly zptsobeny existujicim pfevySenim na povrchu, které vzniklo pfii
vytvrzovani pryskyftice pti 3D tisku. Technologii AFM byl zkouman maly vytez z povrchu
prodluzujicich se ¢arek (50 um x 50 pm). Z Obr. 69 bylo zjisténo, ze pti horizontalnim tisku
se na povrchu vyskytuji ostrd, mnohacetnd prevySeni s maximalni hodnotou 4,2 pm.
Z ostatnich obrazkli bylo zjiSténo, ze ¢im vétsi je naklon pii 3D tisku, tim plynulejSich
prechodi ve vySkovém profilu bylo docileno. Pii 90° naklonu se mimo jiné snizila
maximalni hodnota pfevyseni na 1,2 pm. Tuto skute¢nost, vyobrazenou na Obr. 67, ptisuzuji
tomu, ze pouzity thel tisku natolik ovlivnil strukturu, ze vznikl¢é pievyseni vertikalné steklo.

Tuto hypotézu se podaftilo prokazat na Obr. 77.

14.3 Vyhodnoceni hrubsi pravidelné rozmérové struktury vzorku pri

jediném uhlu tisku 0°

Po ptredchozi zkuSenosti s piesnosti 3D tiskarny jsem se rozhodla zvétsit rozmeér
jednotlivych struktur a pouzit uhel tisku pouze 0°, aby ndklon neovliviioval pravidelnost
struktury. Konkrétni rozméry vzorka jsou uvedeny v Tab. 9, Tab. 10 a Tab. 11. V tomto
ptipadé¢ byly tedy tisknuty dvojice vzorkd, které se liSily pouze mezerou mezi jednotlivymi

referen¢nimi elementy.

Opét plati, Ze ¢im je rozmér referencni struktury vétsi, tim presnéjsi 3D tisk je. Postupnym
méfenim vSech povrchi bylo v Tab. 15 zjisténo, ze pti pouziti rozmérové struktury ¢arek o
velikosti 600 um, bylo pfi méfeni na okraji vzorku dosaZzeno 0% chyby. Stale plati, Ze
uprostied vzorku je chyba povrchu vZdy vétsi neZ na okraji. Domnivam se, Ze tento problém
mohl byt zplsoben tim, Ze natisknuté struktury jsou pfili§ jemné a nemuselo dojit
k dokonalému oplachnuti od nevytvrzené pryskyftice pted dodateCnym vytvrzovanim. Na

Obr. 82 je v mezerach vidét prebytecnd pryskyfice.

14.4 Vyhodnoceni riistu bunécnych linii na pravidelnych povrsich

Nejprve byl pod konfokéalnim mikroskopem zkouman referenéni povrch, na némz byla
zaznamenana velkd cetnost bunék. Dale byly zkoumany ostatni povrchy. Méteni bylo
uspesné na trech povrsich. Jednalo se o struktury pravidelnych tecek o praiméru 300 um se

vzdalenosti 300 um a 600 pum, dale to byl povrch sloZzeny z pravidelnych dlouhych ¢arek o
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délce 1200 um a mezerou 300 pm. Na ostatnich povrSich buiniky nenarostly a byl zachycen
pouze Sum, jak ukazuje Obr. 90. Ptedpokladem bylo, Ze navrzena struktura bude ovliviiovat
smér rustu bunck. Tato skutecnost se neprokazala, nebot’ buiikky nevykazuji pravidelnost
v rastu. Méfeni s nejlepsi vypovidajici hodnotou maji Obr. 88 a Obr. 89. Z téchto obrazkt
je mozné konstatovat, ze v obou piipadech bylo mapovano stejné misto na konkrétnim
vzorku, ale v Obr. 88 bylo zaostfeno na povrch carek a v Obr. 89 bylo zaostfeno na mezery
mezi ¢arkami. Na Obr. 89 byla Cetnost bunék na tak malé plose srovnatelna s referencnim
povrchem a je zfejmé, ze bunky presn¢ lemuji kruhovy tvar mezery. Z této skutecnosti by se
dalo usoudit, ze pokud by se mi povedlo vyrobit dostate¢n¢ jemnou strukturu s rozméry
jednotlivych elementi srovnatelnych s velikosti bunck, tak by tvar struktury mohl
usmériiovat buniky v jejich ristu. Z tohoto divodu se ukéazala byt stereolitografie jako
technologie pro vyrobu podkladi pro rist bunéénych linii nepfili§ vhodnou, protoze
pouzitim této metody nebylo mozné vyrobit dostate¢né jemnou strukturu podkladového

materidlu pro usmérnéni rustu bunck.
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ZAVER

Tato bakalarska prace se zabyva mikroskopickymi technikami a jejich vyvojem od vynalezu
prvniho mikroskopu. Konkrétné¢ je tato prace zaméiena na konfokalni mikroskopii a
mikroskopii atomdrnich sil. Tyto technologie byly vyuzity v experimentalni c¢asti
k charakterizaci vyrobenych povrchti. Soucasti literarni reSerSe jsou kapitoly o svételné,

elektronové, fluorescencni mikroskopii a mikroskopii skenovaci sondou.

Kromé vyvoje mikroskopie naptic stoletimi je do teoretické ¢asti zakomponovana kapitola
o optice. V této kapitole je rozebrano svétlo a jeho vlastnosti. Principy tykajici se Sifeni
svétla a jeho charakteristického chovani jsou podlozeny prisluSnymi experimenty.
Teoretickd cast je zakoncena kapitolou zaméfujici se na technologii 3D tisku. Tato
technologie vyroby byla v experimentalni ¢asti pouZzita pro vyrobu povrchi s natisknutou

strukturou.

Cilem experimentalni C¢asti mé bakalarské prace bylo pfipravit povrchy urcené
k rozmérovému zhodnoceni natisknuté struktury a usmérnovani riistu bunéénych linii. Tyto
povrchy se povedlo ptipravit a bylo provedeno kontrolni méfeni ristu bunék. Z provedeného
méfeni nebylo prokdzano, ze modifikace tvaru natisknutych struktur na povrsich usmériuje

rust ¢i tvar bunék. Bunky pouze v n€kolika ptipadech lemovaly tvar natisknuté struktury.

Rozmérové zhodnoceni natisknuté struktury ve srovnani s navrzenou prokazalo, ze se
povrchy vice deformuji uprostfed zkoumanych vzorkd nez na krajich. Tato skutenost byla

vysvétlena diive.

Ukolem bylo také ovéfit, zda je stereolitograficky 3D tisk vhodnou metodou pro vyrobu
povrchill, které maji slouzit jako podkladové desticky pro rist bunéénych linii. Tato
technologie se ukdazala byt nepfiliS vhodnou, protoze pouzitd 3D tiskdrna nedokdzala

vytvofit dostatecné jemnou strukturu vhodnou k modifikaci riistu bunéénych linii.
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Rychlost svétla ve vakuu
Vlnové délka svétla
Frekvence pouzitého svétla
Prvni $térbina

Druha stérbina

Tteti Stérbina

Prvni stinitko

Druhé stinitko

Tteti stinitko

Energie fotont

Planckova konstanta
Mezni frekvence kovu
Hybnost fotonu

Prace elektronu potiebna k uvolnéni z kovu
Kineticka energie

Comptontiv posuv

vlnova délka rozptyleného svazku fotoni rentgenového zareni

Ptedmét pro objektiv

Obraz vytvoreny objektivem, pfedmét pro okular
Pfedmétové ohnisko objektivu

Obrazové ohnisko objektivu
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Ptedmétova vzdalenost objektivu

X'Y"" Obraz vytvofeny okularem
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SPM
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Af
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SEM
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Ptedmétové ohnisko okularu

Obrazové ohnisko okularu

ohniskova vzdalenost okularu

Ptedmétova vzdalenost okularu

Opticky interval

Zvétseni objektivu

Zvétseni okularu

Celkové zvétSeni mikroskopu

konvenéni zrakova vzdalenost

Numericka apertura

Index lomu prostredi

Aperturni thel

Hloubka ostrosti

Zména aperturniho thlu

Primér preparatu

Light-Emitting Diode neboli elektroluminiscen¢ni dioda
Scanning probe microscopy neboli mikroskopie skenujici sondou
Transmisni elektronovy mikroskop

Polomér rozptylového krouzku

Zména ohniskové vzdalenosti Cocky
Divergence elektronového svazku
Dvourozmérny

Skenovaci elektronovy mikroskop
Elektronova vrstva o vyssi energetické tirovni

Plivodni energetickd hladina

LSCM Laser scanning confocal microscopy neboli laser skenovaci konfokalni mikroskop
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AOTF Filtr propoustéjici svétlo o urcité vinové délce

SPM

STM

AFM

Ra

CAD

FDM

SLA

Scanning Probe Microscopy neboli mikroskopie skenovaci sondou
Scanning Tunneling Microscopy neboli skenovaci tunelova mikroskopie
Atomic Forece Microscopy neboli mikroskopie atomarnich sil

sttedni aritmetickd tichylka profilu

Computer Aided Design neboli pocitacem podporovany design

Fused Deposition Modeling neboli modelovani faznim uklddanim

Stereolitografie

Gcode Informaéni pokyny pro 3D tisk

LSM

Laser Scanning microscopy
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