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Abstrakt

Diamant je ve formé tenkych vrstev pouzivany pro tvorbu rozhrani mezi materialem
(napft. elektrodou nebo implantatem) a tkani diky jeho tvrdosti, mechanické odolnosti
a biokompatibilité. Na§ experiment dokazuje jeho odolnost vi¢i opakovanym
sterilizacim a kultivacim. Ve spolupréci s Akademii véd Ceské republiky byly vytvoreny
dva typy nanodiamantové elektrody. Vzorky kazdého typu byly rozdéleny do triplikata,
které prosly jednim az ¢tyfmi cykly sterilizace a kultivace. Pro kultivaci byly pouzity
mysi fibroblasty CT26. Charakterizace nanodiamantové vrstvy byla provedena pomoci
diferencidlni interferen¢ni kontrastni mikroskopie (DIC), rastrovaciho elektronového
mikroskopu (SEM), mikroskopie atomarnich sil (AFM) a Ramanovy spektroskopie.
Odolnost diamantovych elektrod byla porovnana se zlatymi vrstvami — vzorovym
materidlem pouzivanym standardné pro tvorbu elektrod ve formé napraSené 10nm vrstvy
titanu a 100nm vrstvy zlata na sklo. Tyto vzorky prosly stejnymi cykly sterilizace
a kultivace. Z porovnani vysledk charakterizace vyplyva zachovani, celistvost
a minimalni poskozeni nanodiamantové vrstvy. Oproti tomu zlaté vzorky vykazuji
relativné velké mechanické poSkozeni. Diamantova vrstva tedy muze zvysit Zivotnost

elektrod ¢i mikroelektrodovych poli (MEA) oproti béZné pouZivanym materialim.

Klicova slova

Nanodiamanty, tenké vrstva, strukturni zmény, mikroelektrodova pole.



Abstract

Diamond is used to form the interface between the material (e.g. electrode or implant)
and the tissue in the form of thin layers due to its hardness, mechanical resistance and
biocompatibility. Our experiment proves its resistance to repeated sterilization and
cultivation of cells. In cooperation with the Czech Academy of Sciences, two types of
nanodiamond electrodes were developed and prepared. Samples of each type were
divided into triplets that underwent one to four cycles of sterilization and cultivation.
CT26 mouse fibroblasts were used for culturing. Characterization of the nanodiamond
layer was performed by differential interference contrast microscopy (DIC), scanning
electron microscope (SEM), atomic force microscopy (AFM) and Raman spectroscopy.
The resistance of diamond electrodes has been compared to gold thin layers — a standard
material used to form electrodes in the form of a sputtered 10 nm titanium layer and a
100 nm gold layer. These samples have undergone the same cycles of sterilization and
cultivation. The results of the characterization indicate the preservation, integrity and
minimal damage of the nanodiamond layer. On the other hand, gold samples show
relatively large mechanical damage. Thus, diamond layer can increase the lifetime of the

electrodes or microelectrode arrays versus commonly used materials.
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1 Uvod

Nanodiamanty piedstavuji tfidu materiala s velkym potencialnim vyuzitim v oblasti
biologie a mediciny. Vysledky mnoha studii ukazaly na moznost vyuziti diamantd
v riznych lékatrskych aplikacich, napt. zafizeni na podavani 1ékt, kardiovaskularni
zatizeni nebo lékatrskych diagnostickych aplikacich [1]. AvSak je dulezité vyvinout
zdokonalené metody pro konjugaci farmakologickych ¢inidel a biologickych molekul
s diamanty, aby tyto pokrocilé aplikace byly uvedeny do praxe [2]. V poslednich letech
jiz byla diamantovad vrstva aplikovana na kloubni ndhrady, um¢lé srdec¢ni chlopné

a mikroelektromechanické systémy za ucelem prodlouZeni Zivotnosti [3].

Hojné vyuzivanou aplikaci diamantového zafizeni v lékafstvi je diamantovy niz,
ktery je vyrabén v mnoha velikostech a rizné kvalité dle konkrétnich aplikacich. Tyto
noze musi byt odborné oSetfovany a ostfeny, protoze dochazi k jejich otupovani [4].
Diamantové noze jsou pouzivany pii operacich oc¢i, konkrétné v refrakéni chirurgii.
Zejména jsou hlavnim néstrojem pro radidlni keratotomii® pro korekci kratkozrakosti
apro asymetrickou radidlni keratotomii pro korekci astigmatismu a lécbu prvniho

a druhého stupné keratokonu? [6].

PfestoZe mechanické parametry diamantovych tenkych vrstev jsou znamé, dosud
neprob¢hla systematicka studie, kterd by stanovila miru opottebeni diamantovych
tenkych vrstev pfi biologickych experimentech, sterilizaci, mechanickému nebo
enzymatickému odmyvéani bun¢k a Cisténi. Piipadné vliv sterilizace a opakovaného

pouzivani na rust bunék na diamantovém substratu.

1.1 Cil prace

Tato prace uvadi set cyklli opakované sterilizace a kultivace bun€k na diamantoveé
podloZce, kde v kazdém kroku je hodnocena mira opotfebeni pomoci mikroskopickych
metod. Diamantové vrstvy jsou na dvou rtiznych podlozkach — na skle a na titanu, aby
demonstrovaly podminky, kter¢ jsou u vyslednych mikroelektrodovych poli — kombinace

vodivych cCasti (titan) s izola¢nimi (sklo). Vysledky jsou porovnané s opotfebenim

! Keratotomie - chirurgické nafiznuti rohovky [5].
2 Keratokonus - onemocnéni rohovky, pfi némz se rohovka kuZelovité vyklenuje a zten&uje [5].
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zlatych tenkych vrstev, jako materidlu, ktery se bézné¢ pouziva k vyrobé

mikroelektrodovych poli.

Cilem této prace je prozkoumat strukturni zmény nanodiamantového povrchu
v disledku opakovanych sterilizaci a kultivaci bunc¢k. Dle naSi hypotézy by
vzniklé poSkozeni, nebo zména struktury vrstvy, mélo byt niz§i oproti kontrolnimu
vzorku (tenka vrstva zlata na titanu) diky mechanickym vlastnostem diamantu. Tuto
hypotézu chceme dokdzat experimentem se dvéma typy nanodiamantovych tenkych
vrstev (elektrod). Vzorky podstoupi jednu az ¢tyfi sterilizace a nasledné kultivace bunék.
Charakterizace povrchu elektrod byla provedena ve spolupraci s Fyzikalnim astavem
Akademie véd Ceské republiky mikroskopickymi metodami — opticka mikroskopie,

elektronova mikroskopie a mikroskopie atomarnich sil.

1.2 Struktura prace

Prace je ¢lenéna do péti hlavnich kapitol — teoreticka ¢ast, prakticka cast, vysledky,
diskuze, zavér. Teoretickd Cast diplomové prace je vénovana obecnému uvodu do
diamantovych vrstev. Kapitola za¢ina stru¢nou historii syntézy diamantii, pokracuje ptes
nejcastéjSsi metody syntézy a upravy diamantdl a kon¢i tvodem do pouzitych
charakteriza¢nich metod. Prakticka Cast je vénovéana podrobnému popisu proveden¢ho
experimentu, jehoz vysledky jsou uvedeny v kapitole Vysledky a rozebrany v kapitole
Diskuze.
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2 Teoreticka cast

2.1 Diamanty jako jedna z forem uhliku

Uhlikové vrstvy obecné, jsou perspektivni pro pouziti v mnoha odvétvich védy
a techniky. Jako piiklad uved'me optoelektroniku, medicinu, kvantovou elektroniku
a pocitacové inzenyrstvi. Velky zajem o tenké vrstvy pochazi z faktu, Ze v nich mohou
byt realizovany amorfni stavy, které jsou odpovédné za fadu uzitecnych vlastnosti napf.
korozni odolnost, dobrda vodivost, vysoka tvrdost, optickd transparentnost a mnoho

dalgich [7].

Tenké vrstvy diamantu a amorfniho uhliku pfedstavuji tfidu materiald, které
kombinuji vlastnosti diamantu, grafitu a polymeru. Amorfni uhlik se mize nachazet
v nékolika hybridizovanych stavech, na rozdil napf. od amorfniho kifemiku a germania,
které se mohou nachazet pouze v sp® hybridizaci, a tedy jejich atomové orbitaly zaujimaji
V prostoru tvar &tyf'sténu. Amorfni uhlik se miize nalézat nejenom v sp® hybridizaci jako
kfemik a germanium, ale i v Sp? (rovnostranny trojihelnik) a sp! (linearni) hybridizaci
vazeb. Pomér téchto hybridizovanych vazeb je zodpovédny za vlastnosti uhlikovych

tenkych vrstev [8].

Diamanty jsou tvofeny atomy uhliku, které jsou uspofadany do kubické plosné
centrované miizky (fcc). Ve skuteénosti jde o dvojnasobnou kubickou plosné
centrovanou miizku, ktera vznikla translaci. Elementarni buiika diamantu tedy obsahuje
8 atom uhliku v sp® hybridizaci. Jedna se tedy o krystalickou formu uhliku [9]. Pokud si
predstavime atomy uhliku jako pevné ¢astice kulového tvaru, pak zaujimaji 34% prostoru

miizky [10].

Diamantovy krystal vykazuje nejvyssi atomovou hustotu (1,76x10%° cm®) ze vsech
pevnych latek v diisledku malé vzdalenosti mezi jednotlivymi atomy uhliku (1,54 A).
Velmi vysokéd vazebna energie mezi dvéma atomy uhliku (83kcal/mol) a smérovost
tetraedrickych vazeb jsou pfi¢inou vysoké pevnosti diamantu. Dale vykazuje nejvyssi
tvrdost podle Vickerse (10000 kg/mm?) ze viech znamych materiali. Diamant je rovnéz
odolny vuci korozi s vyjimkou kyslikové atmosféry pii teplotach nad 800 °C. Jeho
tepelna vodivost je také nejvétsi ze viech materiald (20 W-cm™-K™ pii pokojové teploté)

[11].
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2.1.1 Diamanty v historii lidstva

vvvvvv

nanosovym Stérkem v bfezich nebo na dné aktivnich koryt fek, ve kterych se diamanty
usadily jeste s jinymi tvrdymi a t€Zkymi krystaly vlivem zaplavovych vod. Nejslavnéjsi
indicky dul byl v Kolluru, kde bylo nalezeno nékolik historickych diamantti, mezi nimi
i velmi slavny Koh-i-Noor. Ackoli vétSina diamantovych doli byla do 18. stoleti
vytéZena, tak nékteré jsou stale funk¢ni, a dokonce budou nékteré oblasti otevieny pro
komeréni vyuziti. S upadkem indickych doli byly objeveny loziska v Brazilii, po jejich
vytézeni byly obrovské zasoby nalezeny v Africe. Dnes je africky kontinent hlavnim
dodavatelem ptirodniho diamantu na svété. VEtSina diamantl pro vyrobu Sperkt pochazi
z pobteznich lozisek v jihozapadni Africe, zatimco prumyslové kvalitni diamanty
produkuje Angola. Velka loziska byla objevena v 50. letech minulého stoleti na Sibifi,

v 70. letech v severozapadni Australii a v 90. letech v severni ¢asti USA [12].

Nejprve byly diamanty povazovany pouze za drahokamy, které se pouzivaly
K vyrobé $perki nebo k finanénim transakcim. Existuji historické diikazy z 16. stoleti
naznacujici pouziti diamantového prasku nebo zrn pro lesténi drahokami a pro fezani
a gravirovani na sklo. Dnes vSak je diamant povazovan za material s velkym potencidlem
a je pouzivan nejenom k dekorativnim ucellim, ale pouzivé se na pfiklad i jako brusny
nastroj a velké uplatnéni ma ve v€dé€ a primyslu. Navzdory jeho velké uZite¢nosti neni
vyuzivan v prumyslu ve velké mife kvuli jeho vzacnosti. I s modernimi tézebnimi
metodami musi byt vytéZeno a zpracovano pramérné 250 tun horniny, aby byl vyroben
jeden karat diamantu. Proto od pradédvna existuje snaha o vyrobu syntetického diamantu

[12].

Na konci 18. stoleti britsky chemik Smithson Tennant dokézal, Ze je diamant slozen
pouze z uhliku a tim zapocala snaha o jeho syntézu. Usp&$né syntézy bylo dosazeno
V poloviné 20. stoleti dvéma metodami. Prvni bylo vyuziti vysokého tlaku a vysoké
teploty (HPHT, High-Pressure High-Temperature), coz vedlo ke tvorbé diamantové drté.
Druhd metoda vyuzivala nizkou teplotu, nizky tlak (LPLT, Low-Pressure Low-
Temperature) a vedla k syntéze polykrystalické vrstvy na nediamantovych substratech
[12].
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2.2 Nanodiamanty

Diky pfedchozim vyzkumim bylo zjisténo, ze nanodiamanty vynikaji vysokou
biokompatibilitou, ktera je mnohem vyssi nez u jinych uhlikovych nanomaterialt [13].
Kombinace vlastnosti jako je necytotoxicita, stabilni fotoluminiscence, a jednoduchost
funkcionalizace biomolekulami, délaji z nanodiamanti velmi atraktivni material pro
vyuziti jak v in vitro, tak v in vivo biomediciné [13]. Nejcastéji jsou nanodiamanty
vyuzivany pro pokryti ortopedickych implantata [14], transport 1éCiv [15], zasobnik 1é¢iv

[16], fluorescenéni barvivo [17].

Déle nanodiamanty nachdzeji uplatnéni jako povrchovy material elektrod pro
analytickou chemii a elektrochemii z divodu velmi Sirokého potencialniho okna ve
vodném roztoku, odolnosti proti zne€isténi, chemické stalosti v agresivnim prostiedi,
transparentnosti a relativni snadnosti funkcionalizace. Vzajemny vztah mezi povrchovou
vodivosti a chemickym prostfedim poskytuje dalsi prostfedek pro studium diamantu

a muze slouzit jako zaklad pro senzory [18].

Jednou z dal$ich velmi vyznamnych vlastnosti nanodiamantu je jejich antibakterialni
pusobeni. Bakteridlni infekéni onemocnéni, jako je chronicky zanét, predstavuji velmi
vaznou hrozbu pro lidské zdravi. Trvaly nartst infekci zptisobenych bakteriemi odolnymi
vici vice 1é¢iviim prispiva k sou¢asnym problémuim, jimz moderni zdravotni péce Celi.
Lécba bakteridlnich infekci s multirezistentnimi bakteriemi je velmi obtizna, nebot’ vyvoj
novych antimikrobidlnich 1€k nedosahuje rychlosti, Sjakou se vyviji rezistentni
patogeny. Tato skuteCnost vyvolala zdjem o vyvoj alternativ k antibiotikim. Slibnou
strategii je vyuziti nanomaterialll s antibakterialnim charakterem a nanostruktur
vykazujicich antiadhezivni aktivitu proti biofilmim. Nanodiamanty, které jsou
modifikované glykany?®, se ukazaly byt velmi uZite¢né pro boj s mikrobialnimi infekcemi.
Jako ptiklad uved'me man6zou modifikované nanodiamantové ¢astice, které maji vysoky
potencial v boji proti bakterii Escherichia coli. Budoucnost v takto upravenych ¢asticich

je velmi slibna, ale nutné vyzaduje peclivy vyzkum in vivo [19].

v3 Glykany jsou oligosacharidy nebo polysacharidy, které se hydrolyticky rozkladaji na monosacharidy
[5]. Casto je tento pojem vyuZzivany pro oznaceni sacharidové ¢asti glykoproteind.
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2.2.1 Historie syntézy nanodiamantt

Prvni zminka o syntéze nanodiamantii pochézi z cervence 1963, kdy byla objevena
syntéza pomoci detonace. Obdobi mezi lety 1963 az 2003 miizeme rozd¢lit do tfech
obdobi. Mezi lety 1963-1982 se vSechny studie soustiedi na vyrobu nanodiamant.
V obdobi 1982-1993 piekrocil vyrobni potencidl rozsah aplikaci, intenzivni studie
a vyroba nanodiamanti je provadéna soucasné¢ na nckolika vyzkumnych centrech
vV Sovétském svazu. Mezi lety 1993-2003 vede nerentabilni vyroba k uzavieni tady

vyzkumnych center a ukonceni vyroby [20].

2.2.2 Priprava nanodiamantu

Vlastnosti a struktura nanodiamantli zavisi na jejich ptipravé. Obvykle jsou
pfipravovany metodou HPHT, kdy vznikaji rGstem za vysoké teploty a tlaku ze
zarode¢ného centra a naslednym drcenim. Tento proces simuluje tvorbu diamantl
v piirod¢. Dal$imi metody pfedstavuje detonace smési vybusnin, nebo CVD (Chemical

Vapor Deposition, Chemicka depozice z plynné faze) [21].

2.2.2.1 Syntéza detonaci

Pti této metod¢ je nejprve vybusnina, ¢i smés vybusnin, vystavena vysokému tlaku
ateploté a k explozi dochazi v uzaviené odpalovaci komote ve vodnim nebo suchém
prostiedi. Jako vybusnina je nejcastéji pouzivan trinitrotoluen (TNT), dale hexogen,
oktogen ajejich smési. Mezi produkty detonace najdeme mimo jiné volny uhlik.
Kombinace tlaku, teploty a detonacni viny umoziiuji zachovani diamantu a zabraiuji jeho
grafitizaci. V druhém kroku syntézy dochazi k ochlazeni atomti diamantti na teplotu,
kterd neni dostateCna pro grafitizaci. Velikost vzniklych nanodiamantt je zavisla na
kapacité chladiciho média v komote. Poslednim krokem je zbaveni nanodiamantt
povrchové vrstvy, kterd je tvofena grafitem a amorfnim uhlikem. Tento krok se odehrava

opét za vysokého tlaku a teploty, ale tentokrat v autoklavu, za pisobeni kyselin [22].

Novy mechanismus tvorby ¢astic nanodiamantu béhem detonacni syntézy zahrnuje
nasledujici kroky. Nejprve jsou molekuly TNT rozlozeny na zakladni radikaly — C»
a COs. V pfipadé¢ hexogenu jsou vytvoifeny pouze dimery Cz. V dal§im kroku je

z radikalti Cz vytvoren cyklohexan nebo rovnou molekula adamantanu®. Déle dochazi

# Adamantan je krystalicky cykloalkan.
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K interakci  diamantového jadra (adamantanu) s methylovymi a  dal$imi

monokarbonovymi zbytky, coz ma za nasledek rist nanodiamantu [23].

Vyroba a rast detonacnich nanodiamantl je s nejvétsi pravdépodobnosti pouze
chemickym procesem. Obecné je predpokladana univerzalni povaha detonacni syntézy.
Bez ohledu na to, zda je pouzita vybusna latka obsahujici vodik (napif. TNT nebo
hexogen) nebo bez obsahu vodiku, je pro tuto reakcei typicky vznik radikdlového dimeru
C>. Tento dimer pravdépodobné vytvaii nanodiamantové nukleacni centrum, které je
velmi podobné adamantanu. Toto centrum se zda se byt jedinou stabilni uhlikovou
strukturou v chemické reakéni zoné. Zda se, Ze nanodiamantové krystaly rostou difiznim
mechanismem reaket, kdy je Co dimer pfidavan na molekuly adamantanu a pak na volné
vazby povrchu diamantovych ¢astic. Ukonceni rastu nastavd v disledku akumulace
strukturnich defekti a dokonéeni piechodu sp? hybridizovaného uhliku na sp®
hybridizovany ,,diamantovy* uhlik a vyc¢erpanim uhlikovych radikalt v disledku jejich
rekombinace [23].

2.2.2.2 Metoda CVD

K objevu této metody vedla mySlenka, Ze diamant se muZe vytvafet pridanim
uhlikovych atoml podle Sablony tak, aby atomy zaujimaly tetrahedralni uspofadani.
Pokud by se tohoto uspotadani podafilo dosdhnout z plynné faze a za nizkého tlaku,
znamenalo by to velkou usporu energii a prosttedktl na potizeni velmi nakladné aparatury
simuluyjici pfirodni podminky vzniku diamantu. Tato mySlenka vedla k experimentim
s tepelnym rozkladem uhlik obsahujicich plynt za snizeného tlaku. Tyto experimenty
byly provedeny na zacatku 60. let minulého stoleti a vedly k vypéstovani diamantl na
povrchu krystala ptirodnich diamantd zahtatych na 900 °C. Avsak v téchto velmi ranych
experimentech dochazelo zaroven i1 k depozici grafitu, coz vedlo k dal§im experimentiim,
pfi kterych bylo mimo jiné zji§téno, Ze depozice z plynné faze miiZze byt pouZita i pro rust
diamantu na nediamantovém substratu. VSechny tyto znalosti zkombinoval Narodni
institut pro vyzkum materialti v Japonsku, kde v roce 1982 zkonstruovali ,,reaktor se
Zhavicim vlaknem®. V této aparatufe bylo dosazeno velmi rychlého ristu (1 pm/hod)
kvalitnich diamantii na nediamantovych substratech. O rok pozdéji uvedla stejné skupina
védcl do provozu aparaturu vyuzivajici mikrovinné plazma. Obecné tato aktivita a série
objevll podnitila celosvétovy zdjem o metodu CVD, kterd v akademické i primyslové

sféte pokracuje az do soucasnosti [24].
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Technika CVD umoziiuje depozici &tyf riiznych druh@ uhliku: amorfni uhlik s sp?
nebo sp* hybridizovanymi orbitaly a polykrystalické nebo monokrystalické diamanty
[25].

Hlavni myslenkou metody chemické depozice zplynné faze je vystaveni
pevnolatkového substratu ucinktim plynnych prekurzori, které obsahuji molekuly uhliku.
Nad substratem probihd chemicka reakce, jejimz disledkem je depozice tenkého filmu
na povrch substratu. Existuje nékolik CVD technik pro pfipravu nanodiamantové vrstvy,
avSak hlavni principy jsou pro vSechny techniky stejné [24]. Chemické reakce se
vyskytuji na povrchu vyhtivaného substratu a v jejich blizkosti, coz vede k usazovani
tenkého filmu na povrchu. To je doprovazeno produkei chemickych vedlejsich produkti,
které jsou vyCerpany z komory spolu s nezreagovanymi prekurzory plynt [12]. Obvykle
ma substrat vyssi teplotu nez 700 °C, aby bylo zajiSténo co nejpravdépodobnéjsi

vytvoreni diamantu spiSe nez amorfniho uhliku [24].

piivod plynd
CH CH
a CHq ‘ H, a
reaktanty
Hz Hz
H2 Ha
Ha Ha
CHs
H H H Ha

volné radikaly

difuzni vrstva

substrat

Obr. 1: Schéma chemickych reakci v priubéhu depozice z plynné faze (CVD). Inspirovano [24].

V prvnim kroku jsou v komofte smichany reaktivni plyny, nejcastéji CHs a Ho. Tato
pracovni smés projde aktivaci energetickym zdrojem v zavislosti na typu metody. Muze

se jednat o aktivaci napf. radiofrekvencnim zdrojem (RF), Zhavicim vldknem (HF),

20



stejnosmérnym proudem (DC) atd. Aktivace zplisobi rozpad molekul na atomy a volné
radikaly, vytvofeni iontl a elektroni, zahtati plynu na par tisic kelvini. Pfed dopadem na
povrch substratu se tyto reaktivni ¢astice michaji a podstupuji celou fadu chemickych
reakci [24]. Jako substrat je nyni nejéastéji pouzivan molybden, nitrid kifemi¢ity a karbid

wolframu [26].

Rist diamantu zacind ve chvili, kdy se jednotlivé atomy uhliku, které vznikly
rozpadem CHa, usazuji na povrch takovym zpisobem, aby iniciovaly vznik sp?
tetraedrické miizky. Pfi pouziti pfirodnich diamantovych substratii je Sablona pro
pozadovanou miizku jiz pfitomna a mtizka je pouze postupné¢ rozsifena novymi atomy.
U nediamantovych substrati zadné Sablona neexistuje, a tak jsou atomy uhliku,
deponované jinak nez do diamantové formy, leptiny zpét do plynné faze reakci
s atomarnim vodikem. To vede k velmi dlouhé dobé, po které za¢ne diamant rust — fadové
to jsou hodiny az dny. Proto je povrch substratu upraven, aby se tato doba snizila a zvysila
se hustota nuklea¢nich mist. Nejjednodussi je upraveni povrchu mechanickym
obrousenim pomoci diamantového pisku s rozméry zrn od 10 nm do 10 um. Predpoklada
se, Ze toto obrouseni pomaha nukleaci tfemi moznymi zptsoby. Bud’ vytvoienim vhodné
tvarovanych Skrabanci, které slouzi jako ptfedloha rastu, nebo zaryti nanometrovych
fragmentli diamantu ptlisobi jako zarodecné krystaly. Posledni moZnosti je kombinace

obou ptedchozich [24].

Jakmile jednotlivé krystaly na substratu rostou, dojde k jejich splynuti, protoze
rostou ve vSech tfech smérech. V tomto okamziku vytvareji spojity film a mohou rust
pouze do vysky. S rostouci vySkou se velikost krystalu zvétSuje a pocet defektii se snizuje.
To znamena, Ze vnéjsi vrstvy silné€jsich folii jsou ¢asto mnohem kvalitngj$i nez pocatecni
nukleacni vrstvy. Z toho divodu u aplikaci, u kterych je velmi dilezita kvalita a mala
velikost krystall, je vrstva oddélena od substratu a spodnich 50-100 um je obrouseno

[24].

Dle Bachmannova trojihelnikového diagramu miize diamant riist pouze pii daném
poméru uhliku, vodiku a kysliku v plynné fazi. Rist neni zavisly na pouzité metodé

depozice ani na pouzité smési plyna [27].
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Obr. 2: Bachmanuv trojuhelnikovy diagram moznosti rustu diamantu. Inspirovano [24].

Nyni je vSeobecné znamo, ze atomy vodiku jsou ve smési plyni velmi dulezité
avlastné tidi vSechny chemické procesy. Atomy vodiku jsou produkovany bud
termalnim rozpadem H> na horkém povrchu Zhaviciho vlakna (metoda HF CVD), nebo
po interakci H> a elektronu v plazmovych systémech (metoda MW PECVD, Microwave
Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition, Depozice z plynné faze podpoiena
mikrovinnym plazmatem). Pravé vysoka koncentrace atomarniho vodiku je klicova pro
spravny pribéh chemickych procest. Vodik je vyuzivan pro zaplnéni volnych
kovalentnich vazeb, které se nachdzeji na povrchu vznikajiciho diamantu, ktery jinak
obsahuje sp® vazby. Navazanim vodiku je tedy udrzena stabilni krystalickd miizka.
Chceme-li vodik nahradit dal$im uhlikem, nechame diamant s vodikem na povrchu
reagovat s atomarnim vodikem. Vznikne H2 a kovalentni vazba je uvolnéna pro navazani
uhlovodiku (methylu). Nechdme-li povrch diamantu déle reagovat s atomarnim vodikem,
vznikne radikal CHz. Tento radikdl je navazan na sousedni methylovou skupinu a ve
vysledku dojde k uzavieni dvou atomi uhliku do krystalické miizky diamantu. Timto
procesem je zabranéno grafitizaci povrchu. Vodik zabranuje tvorbé polymerti nebo

dlouhych uhlovodikovych fetézct [24].

Jednim z prvnich ptikladii aplikace CVD ve velkém méftitku byl karbonylovy proces
pro rafinaci niklu, ktery byl vyvinut v roce 1890 [28]. Mnoho z prvnich aplikaci

zahrnovalo rafinaci nebo €isténi kovii. Jiné pocatecni aplikace zahrnuji nanaSeni povlaka
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pro zvyseni odolnosti proti opotiebeni, proti korozi, vyrobu konstrukénich prvki
a soucdasti. Mnohé z vyse jmenovanych aplikaci jsou stale velmi ekonomicky vyznamné,
avSak vétSina nedavnych vyzkumit je zamétena na depozici tenkych vrstev. Velka ¢ast
vyzkumu a vyvoje v poslednich desetiletich se soustied’uje na polovodi¢ovou revoluci.
CVD je technologie, ktera umoziiuje vyrobu mikroelektroniky na bazi kiemiku.
V zavislosti na zafizeni se pouzivaji postupy CVD pro ukladani tenkych vrstev aktivniho
polovodi¢ového materialu, vodivych spoju nebo izola¢nich dielektrik. Dalsi zajimavou
aplikaci vyuzivajici depozici z plynné faze je vyroba mikroelektromechanickym struktur
tzv. MEMS (MicroElectroMechanical Systems, MikroElektroMechanické Systémy).
Vétsina technologie MEMS je odvozena z technologie kiemikové mikroelektroniky,
vétSina téchto zafizeni je vyrobena z polykrystalickych kiemikovych filmt
deponovanych na kiemikovych destickdch a s mezivrstvami oxidu kfemicitého, které
jsou pozdé€ji odstranény chemickym leptanim. Jak polykrystalicky kfemik, tak oxid
kfemicity jsou deponovany za pouziti CVD nebo PECVD. Postupy a sled reakci pii CVD
definuji strukturu zatfizeni kolmo na kiemikovy substrat, litografické postupy a leptani

definuji strukturu v dal$ich dvou rozmérech [28].

2.2.2.3 MW-LA-PECVD

Pro depozici B-NCD vrstev pii nizkych teplotach a na velké plochy byla vyvinuta
nova metoda depozice z plynné fize mikrovinnou plazmou MW-LA-PECVD. Pfi této
metod¢ je povrchova vina udrzovana linearn€ podél antén, a proto velikost mikrovinného
vyboje neni omezena vinovou délkou vstupniho mikrovinného vykonu. Rust s dobrou
homogenitou na velkych plochach a za nizkych teplot (<400 °C) je umoznén diky
difuznim vlastnostem plazmatu. Tyto vlastnosti ziskava v diisledku kombinace nizkého
pracovniho tlaku, nizké energie elektroni (1,5 eV) s vysokou hustotou plazmatu
(>10*/cm3), coz umoziuje vysokou koncentraci atoméarniho vodiku i pii nizkych

hustotach vykonu [29].

2.2.3 Dopovani

Pro umocnéni elektronickych vlastnosti nanokrystalickych diamantovych (NCD)
vrstev je mozné diamant dopovat jinymi atomarnimi prvky a vytvorit tak polovodic
n-typu nebo p-typu. Velmi Casté je dopovani borem, tak vzniknou centra s pozitivnim

nabojem a diamant tak ziskava unikatni vlastnosti polovodice p-typu, které jsou velmi
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dilezité pro dalsi elektrochemické aplikace [29]. Vzhledem K jejich vysoké vodivosti se

vyuzivaji napf. pii ipravach vody nebo jako elektrochemické senzory [30].

Elektrochemické vlastnosti borem dopovaného diamantu jsou ovlivnény riznymi
faktory jako je uroven dopovani, krystalografickda orientace, morfologie nebo také
pritomnost atoml necistot na povrchu. Na povrchu diamantu se piirozené vyskytuji
heteroatomy®, napf. vodik nebo kyslik. Dipély C-H ve vodikem terminovanych
diamantech (HT) zptsobuji negativni elektronovou afinitu. Naopak C-O dipdly
Vv kyslikem terminovanych diamantech (OT) zpusobuji pozitivni afinitu. Ve vodnych
roztocich elektrolyti je vSak moZzné preménit HT diamant na OT elektrochemickou
oxidaci. Vyznamnym dusledkem terminace diamantu vodikem je p-typ vodivosti i pro
nedopovany diamant. Na druhou stranu diamant s kyslikovym heteroatomem je vzdy
izolant. Cilené chemické modifikace, jako napt. dopovani borem, byly uskutecnény pro

elektrochemické, fotoelektrochemické a jiné konkrétni aplikace [32].

Borem dopované nanokrystalické diamantové vrstvy (B-NCD) jsou nejcastéji
produkovany ve smési H, a CH4 ke kterym je pfidan bor ve formé trimethylboranu
B(CHz)3, diboranu B2He nebo ve formé trimethylboritanu B(OCHa)s, za pouziti metod
HF CVD [33, 34] nebo MW PECVD [30].

Pro zvySeni primyslového vyuziti B-NCD vrstev je nezbytna depozice
nanodiamanti na velké plochy substratu za niZsich teplot (menSich nez 400 °C), které
jsou kompatibilni se substratem. Pfi obou vySe zminénych metodach (HF CVD a MW
PECVD) dosahuje teplota az k 1000°C [29].

2.3 Metody charakterizace

2.3.1 Mikroskopie metodou DIC

Optickd mikroskopie pomoci metody diferencidlniho interferencniho kontrastu
(DIC), ktera je rovnéz znama jako Nomarského mikroskopie nebo metoda Nomarského
interferen¢niho kontrastu (NIC) je pouzivana ke zvySeni kontrastu v neprtihlednych

vzorcich a byla vyvinuta v padesatych letech 20. stoleti polskym fyzikem Georgesem

5 Heteroatomy jsou atomy jinych prvki nez uhliku, vyskytujici se v heterocyklickych slouc¢eninach.
Podle druhu heteroatomu lze slouéeniny dale délit [31].
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Nomarskim. Metoda funguje na principu interference vinovych poli. Prvni pole interaguje

s vySetfovanym vzorkem, druhé pole je referenéni [35].

Mikroskop vyuziva dvojsvazkové interference, tedy lokalni prechody v optické draze
paprsku jsou transformovany do oblasti rizného kontrastu v obraze objektu. Jak je obecné
znamo z teorie difrakce, délka optické drahy je soucinem indexu lomu a vzdalenosti —
tloust’ce mezi dvéma body na optické draze a ptimo souvisi s dobou prichodu a poctem
cykli vibraci zplsobené fotonem cestujicim mezi témito dvéma body. V DIC
mikroskopii je vzorek sniman dvojici koherentnich paprskt, které vznikly difrakci
paprsku na difrakénim prvku v rozdélovaci. Pokud paprsky prochazeji fizovym objektem
v oblasti, kde je gradient v indexu lomu nebo tloustce, budou mit rozdilnou optickou
dréhu. Rozdil v optické draze je poté preveden na zménu amplitudy obrazu, a protoze
tento rozdil odpovida faizovému rozdilu mezi dvéma paprsky, je potvrzena pfitomnost
fazovych gradientli ve vzorku. Vhledem k tomu, Ze je délka optické dradhy produktem
indexu lomu a tloustky, nelze ze samotného obrazu zjistit, zda je fazovy rozdil zptisoben
diky rozdilim v indexu lomu, ve tloust'ce nebo v obou moznostech. Piesnéji feceno by
rozdily v amplitud¢ obrazu mély byt oznacovany jako rozdil optické drahy, nikoliv jako
rozdily v indexu lomu nebo rozdily ve fyzické tloustce, pokud nezname blizsi informace

o zkoumaném objektu [36].

DIC mikroskop je sloZen z polarizatoru, difrakéniho prvku, kondenzoru, objektivu
a analyzatoru. Uloha polarizatoru je ziejma, vytvaii linearné polarizované svétlo, které
prochazi difrakénim prvkem. Difrakénim prvkem je zde Wollastonv hranol, ktery
rozdéli paprsek na fadny a mimotfadny Sifici se stejnym smérem, avSak rozdilnou
rychlosti. Kondenzator je spojnd ¢ocka nebo soustava cocek slouZzici k soustfedéni
svetelnych paprski do jednoho mista na vzorku. Po prichodu vzorkem, nebo odrazu na

ném, jsou oba paprsky v objektivu rekombinovany [36].

2.3.2 SEM

Skenovaci, nebo téz rastrovaci, elektronova mikroskopie (Scanning Electron
Microscopy, SEM) je, zjednodusen¢ feCeno, obdobou optické mikroskopie, avsak
S pouzitim proudu elektronti namisto fotonti. Zakladnimi souc¢astmi mikroskopu je zdroj
elektronti, kondenzacni Cocky a vakuovy systém. Tato metoda je primarn¢ vyuzivana ke

studiu povrchové struktury vzorkl. Zdrojem elektronti je obvykle wolframové vlakno.
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Elektrony jsou zrychleny na energii 1-30 kV. Pokud bychom srovnali metodu SEM
s metodou transmisni elektronové mikroskopie (Transmission Electron Microscopy,
TEM), tak pravé u zrychleni elektronti je nejvétsi rozdil. Pii TEM jsou elektrony
urychleny na vys$si energii, 100-300 kV. Elektronovy paprsek je smeérovan
kondenzatorovymi ¢ockami na vzorek, kde mé pifi dopadu primér pouze 2-10 nm.
Elektrony interaguji s atomy ve vzorku, které jsou vybuzeny na vys$si energetickou
hladinu a emituji sekundarni elektrony. Tyto sekundarni elektrony jsou detekovany

a jejich mnozstvi zavisi mimo jiné na topografii povrchu [37].

Prvni mikroskop vyuzivajici elektronovy svazek byl vynalezen roku 1937
Manfredem von Ardennem. V roce 1965 byl uveden na trh prvni komercni pfistroj

s nazvem Stereoscan za pomoci Cambridge Scientific Instrumet Company [38].

2.3.3 AFM

Mikroskopie atomarnich sil (Atomic Force Microscopy, AFM) je mikroskopicka
technika, kterd je pouzivana k trojrozmérnému zobrazovani povrchli. Tuto metodu

piivedli na svét v roce 1986 panové Gerd Binning, Cal Quate a Christoph Gerber [39].

Hlavnimi komponentami mikroskopu je hrot umistény na ohebném nosniku, tzn.
cantileveru®, opticky detekéni systém, piezoelektrické skenery ve sméru x-y-z a zdroj
laserového zafeni [40]. Hlavni princip spoc¢iva v pfiblizeni hrotu ke vzorku na vzdalenost
jednotek, maximaln¢ desitek nanometrti. Na hrot tak plisobi mnozstvi atomarnich sil,
napf. van der Waalsovy sily, kapilarni, elektrostatické, magnetické sily a mnoho dalSich,
které ovliviiuji prohnuti nosniku. Detektor zaznamenava vychylku a pohyb nosniku
S hrotem pomoci odrazu laserového paprsku. Mikroskopie miiZze byt provozovana
v kontaktnim, bezkontaktnim a poklepovém rezimu. V kontaktnim reZimu se hrot fyzicky
dotykd povrchu vzorku. V poklepovém rezimu osciluje nosnik se zndmou frekvenci,
amplituda kmitl se obvykle pohybuje od n¢kolika nanometr do pfiblizné¢ 200 nm. Pti
pfiblizeni hrotu k povrchu zpiisobi atomarni sily sniZzeni amplitudy oscilaci.
V bezkontaktnim reZimu viibec nedochdzi k fyzickému kontaktu hrotu a vzorku. Nosnik

osciluje s amplitudou mensi nez 10 nm a van der Waalsovy sily, které jsou nejsilng;si

8 Vyraz cantilever je b&Zné uzivan i v Seském jazyce.
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v rozmezi 1-10 nm nad povrchem, zpisobi snizeni rezonan¢ni frekvence nosniku. Volba

rezimu vzdy zavisi na zkoumaném typu vzorku [41].

Nosniky jsou dnes vyrabény z kifemiku nebo nitridu kfemicitého. Velikost a material
nosniku volime v zavislosti na zkoumaném materidlu, mizeme tak vybrat tuzsi nebo
tvaru, ale vyskytuji se i hybridni tvary pfizptisobené konkrétnim pozadavkim. Hrot je
umistén na konci ohebného nosniku a miize mit mnoho tvart a byt rizné ostry, ostiejsi

hrot miize napt. Casto zlepsit bo¢ni rozliseni AFM [40].

2.3.4 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je metoda hojné vyuzivand v analytické chemii. Nepruzny
rozptyl svétla, na kterém je tato metoda zaloZena, byl ptfedpovézen jiz v roce 1923
Adolfem Smekalem. Prvni pozorovani nepruzného rozptylu probéhlo az v roce 1928 za
ucasti Sira Chandrasekhara Venkata Ramana po kterém je pojmenovan disledek

nepruzného rozptylu, Ramaniv efekt [42].

Jako zdroj zatfeni je obvykle pouzivan laser z viditelné nebo infracervené oblasti.
Svétlo interaguje s molekularnimi vibracemi (a rotacemi) v dusledku ¢ehoz je rozptyleno.
Fotony rozptyleného zafeni maji jinou frekvenci, fazi, polarizaci a obsahuji informaci
0 rozptylovém centru, na ptiklad o jeho energii a prostorové orientaci chemické vazby.
Je-li vlnova délka rozptylenych fotond nizsi nez vinova délka excitacniho zafeni, pak
mluvime o Stokesové posunu. Naopak pokud je rozptylend vinova délka vyssi, mluvime
0 anti-Stokesové posunu. Pfi ozafeni vzorku rovnéz dochazi k pruznému Rayleighové
rozptylu, avSak takto rozptylené svétlo je snadno odfiltrovano, protoze vinova délka

rozptylenych fotont je totozna s vinovou délkou excitacniho laserového zaieni [42].
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3 Prakticka cast

Nanokrystalicky diamant je diky svym vlastnostem vyuzivan jako elektroda pro fadu
aplikaci a v neposledni fad¢ jako bunécna elektroda. Cilem naseho experimentu je

dokézat opakovanou sterilizaci a kultivaci bunék mechanickou odolnost diamantové
vrstvy nanesené na sklo.

V nasledujici tabulce je uveden piehled vSech vzorkl — typ podlozky, typ tenké
vrstvy a pouzivané oznaceni.

Tab. 1: Prehled typii vzorkii pouzitych béhem experimentu.
sklo B-NCD L16028
titan B-NCD L16029

sklo titan-zlato zlato

3.1 Vyroba vzorku

Vzorky s oznatenim L16028 a L16029 byly piipraveny ve Fyzikalnim Ustavu
Akademie véd Ceské republiky. U obou typti vzorkii byla nanodiamantové vrstva

vytvofena na sklenéném podkladu, étverec o obsahu 1 cm?, ale u L16029 byla navic
nanesena na sklo tenka vrstva titanu.

A

B-NCD

R R R AR

¥
*

53

%
R

o

¥

&
*
o
o

b5

e
&
S

&5

8285
e
SO
&5 55

0000

b

o

%
o,

&
*

Y,
o

%
-

o,
&

55

e

&
oy

sklo sklo

Obr. 3: Ilustracni obrdazek diamantovych elektrod. Vzorek vlevo bez mezivrstvy titanu byl oznacen
jako L16028, vzorek vpravo s mezivrstvou titanu jako L16029.
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Borem dopované nanodiamanty byly dle [29] vytvofeny v MW-LA-PECVD
aparatufe chemickou depozici z plynné faze podporované plazmatem. Tato aparatura
umoziuje depozici i na velké plochy az do rozmér 50x30 cm. Byla pouzita plynna smés
H2/CH4/CO; pii pracovnim tlaku mensim nez 1 mbar, mikrovinny vykon 3 kW a pro
dopovani byl zvolen trimethylboran. Pomér boru k uhliku byl nastaven na 15000 ppm
apomér CO2/CHs byl nastaven mezi 0-0,6. Teplota substratu byla sledovana
infraCervenym primyslovym pyrometrem a pohybovala se od 600 °C do 650 °C.
Sklenény substrat byl pokryt nanodiamantovym praskem s nazvem NanoAmando®B
z japonského institutu NanoCarbon Research Institute Ltd. Primérna velikost krystala
V pouzitém prasku byla zméfena po sonikaci dynamickym rozptylem svétla (DLS) jako
4-6 nm. Nasledné byly uz pokryté vzorky odstfedény, aby doslo k odstranéni nezadoucich
velkych ¢astic. Tento proces vedl k homogennimu pokryti substratd s hustotou nukleace
piiblizné 10'° cm2. Tloustka nanodiamantové vrstvy byla zméiena pomoci elipsometrie

jako 1407 nm. Rychlost ristu diamantd ¢inila 39 nm/hod.

Zlaté vzorky byly vyrobeny ve Fyzikalnim ustavu. Vzorky slouzily pro porovnani
strukturnich zmén v disledku stejného postupu sterilizace a Kultivace jako na

diamantovych vzorcich. Na kruhové sklo byla nanesena vrstva titanu o tloustce 10 nm

a poté naprasena vrstva zlata o tloust’ce 100 nm.

Obr. 4: Fotografie vsech vzorkii, které se ziucastnily experimentu s opakovanymi sterilizacemi
a kultivacemi. Zleva: zlata elektroda, diamantovy vzorek L16028 vzorek L16029.
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3.2 Nanodiamantové tenké vrstvy

3.2.1 Schéma experimentu

Celkem bylo vyrobeno 15 vzorki B-NCD na skle (L16028) a 15 vzorki s titanovou
mezivrstvou (L16029), tedy B-NCD + Ti na skle. Pro na$ experiment byly vzorky
kazdého typu ndhodné rozdé€leny do triplikatd, dale jsme tedy pracovali s péti skupinami

po ttech vzorcich od kazdého typu.

Pro zjiSténi vlivu steriliza¢nich metod a opakovanych kultivaci na diamantové
elektrody jsme vytvofili pracovni cyklus, ktery byl jednou az ctytkrat opakovan. Jeden
pracovni cyklus zahrnuje sterilizaci, chemickou upravu povrchu, kultivaci bunék,

enzymatické ¢iSténi a finalni oplach destilovanou vodou.

referencm vzorek L16028

cyklus % cxl\lus h C\klus 4. c_\fklusl

'-.'H.

-»-.-»

n.tc rencni vzorek L1 6029
.cy kluq 4. cyklus l

'-. T

Obr. 5: Schéma experimentu s opakovanymi sterilizacemi a kultivacemi.
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Pfed zacatkem prvniho pracovniho cyklu byl vybran referenc¢ni triplikat od obou typt
vzork, tyto dva triplikaty neprosly zadnou sterilizact, kultivaci, ani ¢ist€énim. Do prvniho
cyklu tedy postoupilo osm skupin triplikati — ¢tyfi od kazdého typu. Po ukon¢eni prvniho
cyklu byla odebrana a odloZena pro pozd¢jsi charakterizaci jedna skupina triplikata od
obou typt vzorkt. Takto jsme postupovali po ukonceni kazdého cyklu. Do druhého cyklu
tedy postoupilo Sest skupin triplikatii, do tfetiho cyklu ¢tyfi skupiny a do posledniho

ctvrtého cyklu pouze dvé skupiny triplikati — od obou typt vzorkl po jednom triplikatu.

3.2.1.1 Sterilizace
Sterilizace vSech vzorkl probihala v autoklavu s nasledujicimi parametry. Teplota

121 °C, tlak kolisal v rozmezi 1,2 - 1,4 bar, doba sterilizace 15 minut.

Pted zahajenim samotné sterilizace bylo nutné zkontrolovat hladinu destilované vody
v autoklavu, ptipadné ji doplnit. Kazdy vzorek byl zvlast zabalen do aluminiové folie,
aby byly ochranény pted ptisobenim vlhka. VSechny zabalené vzorky jsme umistili do

sklenéné Petriho misky a zah4jili sterilizaci.

Po ukoncenti sterilizace a otevieni autoklavu byla Petriho miska se vzorky pfenesena
do laminarniho boxu, kde byly rozbaleny a kazdy triplikat byl umistén zvlast’ do sterilni

umélohmotné Petriho misky.

3.2.1.2 Chemicka uprava
PEI (polyethylenimin) je obecné v biologii pouzivan pted kultivaci bunék pro
potazeni povrchu substratu. Toto potaZzeni je provaddéno pro zlepSeni pfilnuti bunck

k povrchu [43].

Pted prvnim pracovnim cyklem bylo nutné PEI namichat a pro pouZiti v dalSich
cyklech byl skladovan v lednici pii 4 °C. Odvazime 0,775 g kyseliny borité (H3BO3),
1,1875 g boraxu (tetraboritan sodny), vsypeme je do 250 ml destilované vody, zahiejeme
na teplotu 70 °C a stale michame. Po tplném rozpusténi roztok zchladime na pokojovou
teplotu a zméfime pH, které by se mélo pohybovat kolem 8. Nami zmétena hodnota pH
byla 8,4. Protoze je PEI dle [43] pro bunky toxické, pouzivaji se velmi fedéné roztoky,
nejcasteji 0,05 - 0,1%. Roztok o pozadované koncentraci byl pfipraven ptidanim 150 pl
nami piipraveného PEI do 100 ml destilované vody. Protoze jsme nepracovali
V laminarnim boxu, byla nadoba s fedénym roztokem vysterilizovana v autoklavu pfi

teploté 121 °C, tlaku 1,4 bar po dobu 30 minut.
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Samotné potazeni vSech vzork bylo provedeno v laminarnim boxu. Na kazdy
vzorek bylo naneseno 50 pl nami namichané¢ho PEI. Vzorky byly nasledné po jedné
hodiné omyty sterilni destilovanou vodou, piiblizné 200 ul na kazdy vzorek. Omyti bylo

opakovano desetkrat a po omyti byly vzorky 60 minut ozafovany germicidni lampou.

3.2.1.3 Kultivace bunék

Pro kultivacni ¢ast experimentu byly zvoleny bunky CT26. Jednd se o mysi

fibroblasty karcinomu tlustého stfeva. Jako medium bylo pouzito RPMI-1640 ++ 7.

Vyjmeme kryozkumavku s bunikami z mrazaku a vlozime ji do teplé vody. Medium
vyjmeme z lednice a nechame jej ohfat na pokojovou teplotu. Po rozmrazeni bunék
ptelijeme cely obsah kryozkumavky do sterilni 15ml zkumavky a doplnime pfiblizné do
10ml mediem. Zkumavku vlozime do centrifugy, vyvazime zkumavkou s vodou
a zapneme program CELL, ktery ma nésledujici pfeddefinované parametry: teplota

30 °C, doba centrifugace 5 minut, 1100 otacek za minutu.

Po skonceni centrifugace pracujeme v laminarnim boxu. Opatrné vylijeme obsah
zkumavky tak, aby nedoslo k poskozeni peletu a opét doplnime mediem do 2 ml. Pipetou
rozru$ime pelet a promichame. Odebereme 8 ul do eppendorfky, pfidame 8 pl trypanové
modfe a promichame. Z eppendorfky pfeneseme 8 ul zbarveného séra do jedné Casti
Biirkerovy komurky, pod mikroskopem se zvétSenim 10x% spocteme pieZivsi buiky.
Trypanovd modf obarvi pouze mrtvé buniky, protoze zZivych bunék je aktivné
transportovana pfes bunécnou membranu. Ve vSech pracovnich cyklech nanaSime na
elektrody suspenzi s koncentraci zivych buné€k v rozmezi 0,8 - 1 milion bunék/ml. Pokud
je koncentrace piili§ vysoka, nafedime suspenzi mediem v pozadovaném poméru a opét

spocteme bunky v Biirkerové komirce.

Po ptepocteni Zivych bunék a ziskani pozadované koncentrace naneseme na kazdy
vzorek 50 pl suspenze a umistime na 40 minut do laboratorniho inkubatoru (termostatu),
ktery udrzuje stalou teplotu 37 °C. Po uplynuti této doby ptidame do kazdé Petriho misky,
tedy ke kazdému triplikatu, 2 ml media a opét vSechny vzorky pfemistime do termostatu

a nechame kultivovat po dobu 48 hodin.

" Medium obsahuje dva suplementy, proto oznadeni ++. Prvnim suplementem je fetalni bovinni sérum,
druhym jsou antibiotika.
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Rist bunék byl kontrolovan v kazdém cyklu optickym mikroskopem dostupnym
Vv laboratofi. Buiiky byly vzdy zkontrolovany po vytazeni po 40 minutich z termostatu
a pfidani media. Dale byly zkontrolovany po 24 hodinach kultivace a naposled po 48
hodinach ptfed enzymatickym Cisténim. Neprasvitné vzorky (L16029 a pozd¢ji zlato) byly

kontrolovany pouze na okrajich, kde nebyla nanesena vrstva povrchového materialu.

3.2.1.4 Enzymatické cisténi
Po uplynuti potiebné¢ inkubacni doby vyjmeme Petriho misky z termostatu
a plastovou jednorazovou pipetou odstranime medium. Kazdy vzorek oplachneme pod

proudem destilované vody a umistime zpét do Petriho misek.

Piipravime si 1% roztok Tergazymu®, coz je dle informaci uvedenych na webovych
strankdch firmy aniontovy detergent s protedzovym enzymem pro manudlni
a ultrazvukové ¢isténi. Rozpustime 0,5 g Tergazymu v 50ml destilované vody za stalého
michani. Roztok zahfivame na teplotu 55 °C a poté jej nalijeme do Petriho misek se
vzorky v takovém mnozstvi, aby byly vSechny vzorky ponofeny. Nechame putisobit pies

noc, tedy alesponl 8 hodin.

3.2.1.5 Oplach destilovanou vodou

Po uplynuti potiebné doby k enzymatickému ¢isténi oplachneme kazdy vzorek pod
proudem destilované vody a umistime kazdé¢ zv1ast’ do Cisté Petriho misky. Nasleduje tzv.
bazénovy oplach, kdy do kazd¢ misky nalijeme destilovanou vodu a pfiblizné po dvou
minutach ji vyménime. Toto opakujeme desetkrat. Po poslednim oplachu nahodné
vybereme jeden triplikait od obou typi nanodiamantovych vzorkd, které nebudou
pokracovat do dalSiho cyklu a umistime je do dvou oznacenych krabic¢ek. VSechny tii

vzorky v krabicce prolozime perlanem nebo papirem, aby se nedotykaly.

3.3 Zlaté tenké vrstvy

Pracovni cyklus pro dodatecné¢ vyrobené zlaté vzorky byl stejny jako pro
nanodiamantové vzorky. Dva vzorky byly ulozeny pro ptipadné dalsi pouziti. Experiment

byl proveden na péti vzorcich, z toho jeden referen¢ni. Nebyl tak proveden v triplikatech.

8 Pouzivali jsme Tergazyme od firmy ALCONOX.
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Pti sterilizaci nebyl zadny rozdil mezi zlatymi a nanodiamantovymi vzorky, byl

pouzit naprosto identicky postup se stejnymi fyzikalnimi podminkami.

Pti potazeni vzorkl pouzijeme misto 50ul PEI vétsi mnozstvi. Jako optimalni se jevi
200 pl, protoze zlaté vzorky maji piiblizné Ctyfikrat veétsi plochu. Pro omyti bylo pouzito
piiblizné 0,9 - 1,1 ml destilované vody na kazdy vzorek. Doba pusobeni PEI pfed omytim

a doba pilisobeni germicidni lampy ziistala zachovana, tedy vzdy jedna hodina.

Jedinou odlisnosti pfi kultivaci bylo mnozstvi nanesené suspenze. Misto ptivodnich
50ul bylo nyni pouzito 200 ul. Koncentrace bunék, typ bunék i doba kultivace byla

zachovana.

Pfi enzymatickém Ccisténi a oplachu destilovanou vodou byl postup naprosto

identicky.

3.4 Cisténi diamantovych elektrod

Pti charakterizaci skenovacim elektronovym mikroskopem byl zjiStén nanos
necistot, ¢i plaku, na vzorcich, které prosly alespon jednim cyklem. Proto bylo zvoleno

agresivnéjsi CiSténi v kyseliné pro vzorky, které prosly ctyimi cykly. Toto ciSténi

probéhlo ve spolupraci s Fyziologickym ustavem Akademie véd Ceské republiky.

Od obou typti diamantovych vzorkid byl vybran jeden pro c¢iSténi v kyseling
chlorovodikové a jeden pro ¢isténi v kyseliné dusi¢né. Pro par ¢istény v HCI byl zvolen
1M roztok HCI do kterého byly vzorky ponofeny a umistény na laboratorni michaci
houpacku po dobu 12 hodin. Druhy par byl ponotfen do 65% roztoku HNO3 a michan po
stejnou dobu. Poté¢ byly vSechny vzorky oplachnuty destilovanou vodou a osuSeny

filtraCnim papirem.

3.5 Charakterizace

Charakterizace povrchu vsech vzorkd byla provedena ve spolupraci s Fyzikalnim

tistavem Akademie véd Ceské republiky s vyuzitim tam&jsich p¥istroji.
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3.5.1 Opticky mikroskop
Vsechny vzorky byly pted charakterizaci prohlédnuty a zbaveny viditelnych necistot
a prachu ofouknutim stlaenym vzduchem, pfipadné byly lehce manuélné ocistény

acetonem pomoci vatového tamponu.

Charakterizace byla provedena s vyuzitim mikroskopu Axio Scope.Al od firmy
Zeiss s prisluSnym softwarem. Mikroskop je zalozen na Nomarského metodé
diferencidlniho interferencniho kontrastu. Fotografie povrchu byly pofizeny vzdy se

zvétSenim 5%, 10x, 20x, 50%, Byly charakterizovany vSechny vzorky v kazdém triplikatu.

3.5.2 SEM

Dle vysledkti optické mikroskopie byl pro charakterizaci pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie zvolen jeden vzorek z kazdého triplikatu. VSechny vybrané
vzorky byly vy¢istény v ultrazvukové lazni s acetonem a pfilepeny na nosi¢ vzorki
vodivym stiibrnym lepidlem. Lepidlo bylo potieba nechat vyschnout po dobu pfiblizné
30 minut. Charakterizace probihala za nasledujicich podminek — pracovni vzdalenost 5,5
nm, proud pies vzorek <1 pA, urychlujici napéti 5 kV, tlak v oblasti katody 1,2-:10” Pa,
tlak v komote a v tubusu 1-102-1,7-10"* Pa. Pro detekci sekundarnich elektront byl pouzit

komorovy detektor typu Everhart-Thornley (E-T detektor).

3.5.3 AFM

Pro dodatecnou charakterizaci na AFM byl vybran jeden vzorek z referen¢niho
triplikatu a jeden vzorek z triplikatu po ctyfech cyklech. Tyto vzorky jiz prosly

charakterizaci pomoci SEM, tedy byly vyc¢istény v ultrazvukové lazni.

Mikroskop Dimension Icon od firmy Bruker pracoval v poklepovém modu
s nasledujicimi parametry. Frekvence kmitd 4 kHz, amplituda kmitd 150 nm.
Skenovanou plochou byl c¢tverec o strané 5 um, ktery byl nejprve vybrdn pomoci

optického mikroskopu.
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3.5.4 Ramanova spektroskopie
Pro Ramanovu spektroskopii byl pouzit modry excita¢ni laser na vlnové délce
488 nm. Nejprve bylo vytvoreno referenéni spektrum kiemiku, kde se objevuje jeden

charakteristicky pik s Ramanovym posunem 520 cm™.

Elektrody byly charakterizovany s nésledujicim nastavenim. Expozice 1 s, pocet
akumulaci na jedno spektrum 60, vykon laseru 100 %. Pozadi ve spektru bylo odecteno

pomoci tzv. korekcei na zakladni linie (baseline correction).
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4 Vysledky

4.1 Kultivace bunék

Rast bunék CT26 byl kontrolovan v kazdém cyklu optickym mikroskopem
dostupnym v laboratofi. Neprusvitné vzorky (L16029 a pozdéji zlato) byly kontrolovany
pouze na okrajich, kde nebyla nanesena vrstva povrchového materialu. U vétSiny zlatych
vzorkd nebyla vrstva titanu a zlata nanesena na okrajich, kde bylo sklo fixovano
V aparatufe pii napraSovani. U vzorkil s celistvou neprusvitnou vrstvou, pfevazné
L16029, byla tato vrstva na okraji mechanicky porusena diamantovym nozem. Prisvitné

vzorky L16028 byly kontrolovany v celé plose elektrody.

Koncentrace Zivych bunék v nanaSené suspenzi se v kazdém cyklu pohybovala

Vv rozmezi 0,8 - 1 milion bun¢k/ml.

Obr. 6 vlevo ukazuje okraj prisvitného vzorku L16028 s bunkami po nasazeni,
vpravo je snimek ze stiedu téhoz vzorku. Snimky byly potizeny po 40 minutach kultivace

v termostatu. Obrazek ukazuje, ptilnuté buiiky k nanodiamantové vrstve.

po nasazeni

Obr. 6: Snimky z optického mikroskopu porizené po 40 minutdch kultivace v termostatu od nasazeni
bunék CT26 na vzorku L16028. Vievo je snimek z okraje elektrody, vpravo snimek ze stiedové casti vzorku.

Na obr. 7 vidime vzorek titanu a zlata méfené optickym mikroskopem. Svétlé ¢asti,
kde jsou viditelné bunky, znazornuji mista, kde vrstva neni (jinde neni vzorek pruhledny

a neni mozné bunky zobrazovat v tomto uspotfadani). Tvar nepokryté oblasti piesné

37



odpovida geometrii uchyceni vzorku v aparatufe pfi napraSovani. Snimky byly pofizeny

po 24 hodinach kultivace.

24 hodin

Obr. 7: Snimky z optického mikroskopu porizené po 24 hodindach kultivace bunék CT26. Jednd se
0 zlaté vzorky, vievo vidime chybéjici vrstvu titanu a zlata vzniklou diky uchyceni podlozky pri naparovani.
Diky tomu bylo mozné monitorovat stav bunék.

Na obr. 8 vidime vzorek L16029. Nanodiamantova vrstva a titanova podlozka byla
mechanicky na okraji poskozena diamantovym noZem, aby byla umoznéna kontrola riistu
bunék. Na jinych mistech bylo pozorovani znemoznéno diky pfitomnosti neprisvitné
vrstvy titanu. Tyto snimky byly potizeny po 48 hodinach kultivace pied enzymatickym

¢isténim.

48 hodin

Obr. 8: Snimky z optického mikroskopu porizené po 48 hodindch kultivace bunék CT26 na elektrodé
L16029. Vievo vidime mechanické poskozeni nanodiamantové a titanové vrstvy diamantovym nozem, diky
kterému bylo mozné kontrolovat rist bunék.
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4.2 Opticky mikroskop

Na nasledujicich obrazcich uvidime snimky z optického mikroskopu pfi rizném
zvétSeni ziskané Nomarského metodou diferencialniho interferenéniho kontrastu. Rtzné
barvy piedstavuji fazovy rozdil, ktery je zptsoben diky rozdilim v indexu lomu, ve
tloust'ce nebo v obou moznostech. Jednotlivé barevné odstiny byly voleny tak, aby fazovy

rozdil co nejlépe vynikl.

Na obr. 9 vidime snimky povrchu elektrody 116028, na obr. 10 snimky povrchu
elektrody L16029. V obou piipadech je vyobrazen povrch pouze jednoho vzorku
z kazdého triplikatu, prestoze byly zkontrolovany vSechny vzorky. Vidime, Ze ani

V jednom piipadé nedoslo k vyraznému poskozeni diamantové tenké vrstvy

Na obr. 11 vidime snimky povrchu zlatych elektrod. U zlatych vzorkd nebyly
vytvoteny triplikaty, vidime tedy povrchy vSech vzorkl. Kromé referencniho vzorku
pozorujeme u vSech mechanické poskozeni zlaté vrstvy, které jiz bylo viditelné pouhym

okem.
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Obr. 9: DIC snimky povrchu elektrod L16028 pri riizném zvétSeni. Z kapacitnich diivodii je vyobrazen
povrch jednoho vzorku z kazdého triplikatu. Jednotlivé barevné odstiny byly voleny tak, aby nejlépe vynikl
fazovy rozdil.
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Obr. 10: DIC snimky povrchu elektrod L16029. Z kapacitnich ditvodii je vyobrazen povrch jednoho
vzorku z kazdého triplikdtu. Jednotlivé barevné odstiny byly voleny tak, aby nejlépe vynikl fazovy rozdil.
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Obr. 11: DIC snimky povrchu zlatych elektrod. Kromé referencniho vzorku vidime mechanickd
poskozeni zlaté tenké vrstvy ve formé hlubokych vrypii, ¢i Skrabancii.
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4.3 SEM

Elektrody L16028 a L16029 byly pro charakterizaci skenovacim elektronovym
mikroskopem vybrany na zakladé vysledkt optické mikroskopie. Vzorky byly vybrany
tak, aby dostate¢né doplnily vysledky z optického mikroskopu a odhalily ptipadné jemné

strukturalni zmény. Z kazdého triplikatu byl vybran jeden reprezentativni vzorek.

Vysledky charakterizace diamantovych elektrod jsou uvedeny na obrazcich 12 a 13
na nasledujicich stranach. Ze snimka vyplyva pokryti diamantové vrstvy povlakem
pravdépodobné organickych necistot. Vysledky pro zlaté vzorky jsou uvedeny na obr. 14,
zde neni povlak pozorovan. Pozorujeme vSak u vSech vzorki, v¢etné referen¢niho, mala

kruhova mista, kde zcela chybi zlata vrstva.

Diamantové elektrody byly nésledné po provedeni analyzy ¢iStény dvéma zpiisoby —
kyselinou chlorovodikovou a kyselinou dusi¢nou. Cilem bylo zjistit metodu ¢isténi, ktera
dostatecné odstrani zbytky organickych necistot. Vysledky ¢isténi v obou kyselinach,
V porovnani s ¢isténim pomoci Tergazymu, jsou uvedeny na obr. 15 a 16. Jak u typu

L16028, tak u L16029, vidime dobfte vycistény povrch po pouziti kyseliny dusi¢né.
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Obr. 12: SEM snimky elektrod L16028. Z kazdého triplikdtu byl vybran jeden reprezentativni vzorek.
U vsech vzorku, kromé referencniho, vidime pokryti nanodiamantové tenké vrstvy vrstvou organickych
necistot.
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L16029

C3 C2 C1 CO - referen¢ni

C4

Obr. 13: SEM snimky elektrod L16029. Z kazdého triplikdatu byl vybran jeden reprezentativni vzorek.
U vsech vzorku, kromé referencniho, vidime pokryti nanodiamantové tenké vrstvy vrstvou organickych
necistot.
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zlato

¢éni

CO0 — referen

Obr. 14: SEM snimky zlatych elektrod. U vSech vzorkii, vietné referencniho, pozorujeme mald
kruhova mista, kde zcela chybi zlatd vrstva.
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L16028
bez specialniho ¢isténi
pouze Tergazyme

h 4

Obr. 15: Srovndni povrchii elektrod L16028 vycisténych riiznymi metodami. Vidime redukci necistot
prekryvajicich nanodiamantovou vrstvu po vycisteni v kyseliné dusicné.
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L16029
bez specialniho ¢isténi
pouze Tergazyme

Obr. 16: Srovndni povrchii elektrod L16029 vycisténych riiznymi metodami. Vidime redukci necistot
prekryvajicich nanodiamantovou vrstvu po vycisteni v kyseliné dusicné.
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4.4 AFM

Z divodu casové ndro¢nosti méfeni byl charakterizovan vzdy pouze referencni

vzorek od kazdého typu elektrody a jeden vzorek po étyfech cyklech.

Topografické mapy povrchu diamantovych elektrod jsou vyobrazeny na obr. 17 a 18.
Pro kazdou elektrodu byl zméten vyskovy profil fezu vzorku a spocten piislusny stiedni
kvadraticky pramér vyskovych odchylek (RMS, Root Mean Square) pomoci programu
Gwyddion. U obou typt vzorkil vidime po ¢tyfech cyklech povlak necistot piekryvajici
krystaly diamanttii, avSak vypoctend hodnota RMS se od hodnoty referencnich vzorkt

ptili§ nezménila.

Vysledky zlatych vzorkl jsou uvedeny na obr. 19. U téchto elektrod bylo mozné
zméfit vyskovy profil pouze pro referen¢ni vzorek. Na vzorku se nachazely hluboka mista
S chybéjici zlatou vrstvou. Takové misto vidime na snimku z méfenti profilu referencniho
vzorku na obr. 19. Zde se nachazi 56 nm hluboka prohlubeni. Profil vzorku po ¢tyfech

cyklech nebylo mozné zmétit kvtili mechanickému poskozeni vzorku.

49



L16028
CO — referenéni
RM:23,3 nm

HeightSensor 1.0 um
vyskovy profil

S b _opwes

S Mdnbdotats  _apoco

2 25 3 35 4 45 m
Obr. 17: AFM snimky povrchu elektrod L16028. Na elektrode po ctyiech cyklech je viditelny poviak
necistot prekryvajici nanodiamantovou tenkou vrstvu. Pro obé elektrody byl zmeren vyskovy profil rezu
vzorku a spocten stiedni kvadraticky primér vyskovych odchylek (RMS). Z hodnoty RMS usuzujeme, Ze
drsnost povrchu se vyznamné nezménila.
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50



L16029
CO — referenéni
RS:18,3 nm

Height Sensor 1. pMm
vyskovy profil

Height Senor 1.0 um

vyskovy profil
|
|
i
i
|

m 05 i ' 15 H s 3 38 4
Obr. 18: AFM snimky povrchu elektrod L16029. Na elektrodé po ctyrech cyklech je viditelny povlak
necistot prekryvajici nanodiamantovou tenkou vrstvu. Pro obé elektrody byl zmeren vyskovy profil rezu
vzorku a spocten stiedni kvadraticky primeér vyskovych odchylek (RMS). Z hodnoty RMS usuzujeme, Ze
drsnost povrchu se vyznamné nezménila.
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CO0 — referenéni
RM:1, nm

’

1.0 ym
vyskovy profil

ca
RMS=2,7 nm

+
1.0 ym

Height Sensor
Obr. 19: AFM snimky povrchu zlatych elektrod. Z ditvodu mechanického poSkozeni bylo mozné zmérit

vyskovy profil pouze u referencniho vzorku, kde vidime 56 nm hlubokou prohluben ve vrstvé zlata.
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4.5 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie byla provedena pouze pro diamantové elektrody — pro
referencni vzorky a pro vzorky po ¢tyfech cyklech. Na rozdil od charakterizace pomoci
SEM a AFM, bylo vytvofeno Ramanovo spektrum pro vSechny vzorky v daném
triplikatu. VSechna spektra jednoho typu elektrody byla vynesena do jednoho grafu.
Spektra byla pro snazsi porovnani normalizovana na nejvyssi intenzitu diamantového

piku, absolutni hodnota signalu byla pievedena na relativni.

Grafy uvedené na obr. 20 a 21 ptedstavuji normalizovana Ramanova spektra. U obou
elektrod pozorujeme diamantovy pik v rozmezi od 1319 do 1332 cm *. RovnéZ je zietelny
mensi pik kolem 1150 cm™ a vyrazny pik v okoli 1500 cm™. Tyto dva piky pochézeji ze
segmentu trans-polyacetylenu (TPA), coZ je obecné piijimana skute¢nost a objevuji se ve

vSech Ramanovych spektrech nanokrystalickych diamantd [44].

L16028

—C0_1 —C02 C0_3
09 r - - -

— 1l —C42 43
08 |

diamant

counts

1300 1500 1700 1900
Ramaniiv posun [en!]

Obr. 20: Ramanovo spektrum pro diamantové elektrody L16028. \ rozmezi od 1319 do 1332 cm™
pozorujeme diamantovy pik. Mensi pik v okoli 1150 cm™ a vyrazny pik v okoli 1500 cm™ pochdzeji ze
segment trans-polyacetylenu.
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L16029
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Obr. 21: Ramanovo spektrum pro diamantové elektrody L16029. V rozmezi od 1319 do 1332 cm™
pozorujeme diamantovy pik. Mensi pik v okoli 1150 cm™ a vyrazny pik v okoli 1500 cm™ pochdzeji ze
segmentu trans-polyacetylenu.
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5 Diskuze

5.1 Kultivace bunék

Diky kontrole bunék optickym mikroskopem v kazdém pracovnim cyklu po 40
minutach, 24 a 48 hodinach kultivace v termostatu vime, ze se bunky vyvijely a rostly
bez zjevnych problémi. V tempu ristu a vzhledu bun€k nebyl, dle pfedpokladu, shledan
zadny rozdil v zavislosti na po¢tu provedenych pracovnich cykli. Chemikélie pouzivané
Vv pribéhu cyklu, konkrétn€ polyethylenimin a Tergazyme, byly voleny dle standardnich
postupt s experimenty na komerénich mikroelektrodovych polich a ukazaly se byt velmi

vhodné z hlediska necytotoxicity.

Ptilnavost bun¢k mizeme hodnotit pouze u prisvitného vzorku L16028, kde byla
vétsina bunek CT26 pfilnuta jiz po 40 minutach od nasazeni. Neprusvitné vzorky jsme
pozorovali diky pfedchozimu mechanickému poskozeni titanové a zlaté vrstvy. Mohli
jsme tedy pozorovat pouze builky pfilnuté na skle, ne na svrchni tenké vrstvé. Vzhledem
K tomu, ze na obr. 6 vidime bunky pfilnuté k diamantovému povrchu elektrody L16028,
muzeme fici, ze i na elektrodé 116029 dochazi k dobré ptilnavosti. K tomuto nés vede
fakt, Ze na obou zminénych elektrodach byla nanesena stejna tenka vrstva nanodiamantt.
Ptilnavost na zlaté tenké vrstvé by neméla byt odliSna od pfilnavosti na skle z diivodu

podobné struktury povrchu.

PtrestoZe jsou na obr. 7 a 8 snimky pofizené pouze na okraji neprisvitnych vzorkd,
muzeme fici, Ze hustota buné¢né kultury je stejna na okraji i uprostfed vzorku. K tomuto
faktu nas vedou snimky na obr. 6, kde je s ohledem na méftitko hustota rostoucich bun¢k
stejna na okraji i uprostied elektrody. Dbali jsme jak na dodrZeni pfiblizn¢ stejné hustoty
nasazenych zivych bun¢k v kazdém pracovnim cyklu, tak i na roztazeni suspenze

s burikami po celé ploSe vzorku.

5.2 Opticka mikroskopie

Charakterizace pomoci optického mikroskopu byla provedena u vSech vzorkt ve
vSech triplikatech. Ani na jednom typu diamantové elektrody nebyla shleddna velka
mechanickd poskozeni nanodiamantové vrstvy. Na obr. 9 a 10 miiZzeme vidét celistvy

povrch, obcas s vyskytem prachovych Ccastic. Vzorky nebyly pred charakterizaci
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optickym mikroskopem specidlné¢ cistény. Pouze vzorky, na jejichz povrchu byly
pozorovany pfrilis velké prachové Castice a jiné necistoty, byly vycistény pomoci acetonu,
vatové ty¢inky a ofoukany stlacenym vzduchem. Vzhledem Kk tomu, Ze mikroskopie
probihala za normalnich prasnych podminek v nelaboratorni mistnosti, nebylo mozné
zabranit usazeni novych prachovych c¢astic na povrch vzorkt. Srovname-li vzhled
povrchii elektrod bez titanové vrstvy (L16028) a s titanovou vrstvou (L16029), nevidime

zadny rozdil v mnozstvi usazenych necistot.

Na druhou stranu snimky povrchii zlatych elektrod ukazuji relativné velka
mechanické poSkozeni u vzorkd, které prosly jednim a vice cykly. Na snimcich referenéni
elektrody vidime pouze prachové Castice. U ostatnich elektrod se po celém povrchu
nahodné vyskytuji Skrabance, které jsou zptisobeny jednozna¢né pisobenim mechanické
sily. Tyto Skrabance byly viditelné jiz pfi blizSim pohledu pouhym okem a objevily se po
prvnim cyklu. Jednd se vétSinou o Skrdbance zpiisobené neopatrnosti manipulace
S pipetou pievazné pii snaze o roztazeni suspenze bunc¢k po celém povrchu vzorku.
Dal$im zdrojem mechanického poskozeni zlatych vzorkd mohla byt manipulace
S pinzetou. Je vSak dulezité zminit, Ze stejny postup byl pouzit i u diamantovych vzorkd,
u kterych vSak zadné poSkozeni povrchu nebylo pozorovano. Diamantova vrstva je oproti

zlaté velmi mechanicky odolna.

5.3 SEM

Jak jiz bylo zminéno, charakterizace skenovacim elektronovym mikroskopem byla
provedena vzdy pouze pro jeden vzorek z kazdého triplikatu. Dle snimkut z optického
mikroskopu byl vybran nejméné zapraSeny vzorek. U triplikatd, kde nebylo mozné
rozhodnout, ktery ze vzorkl je nejvhodnéjsi, byla elektroda pro charakterizaci vybrana

nahodné. Zlaté elektrody byly charakterizovany vSechny.

Na obr. 12 a 13 vidime u referen¢nich vzorkl Cistou a celistvou vrstvu krystali
nanodiamantd. U ostatnich vzorkl vidime cerny povlak piekryvajici na nékterych
mistech nanodiamantovou vrstvu. Zde je dilezité pfipomenout, Ze riizné odstiny Sedi
neudavaji vyskové rozliSeni jako u AFM, ale ukazuji na zménu vodivosti povrchu.
Nejvice je tento povlak vidét na snimcich elektrody L16028 po jednom cyklu. Povlak
vytvaii mapy, které jsou nahodné rozmistény po celém povrchu vSech vzorkt.

Domnivame se, ze by povlak mohl byt zbytkem polyethyleniminu, ktery byl pouzit
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v kazdém cyklu pro potazeni povrchu pted kultivaci bunék. Dal§i moznou variantou je,
ze se jednd o zbytky kultivovanych bunék. Tato hypotéza se vSak zdad byt méné
pravdépodobna, protoze Tergazym velmi u€inné odstranuje proteiny a je bézné pouzivan
Vv laboratoftich, které¢ se zabyvaji studiem elektrické aktivity bun¢k, tedy je bézn¢é pouzivan
na CiSténi komercénich elektrod. Pokud by doslo k nedostatecnému odmyti PEI tak je
velmi pravdépodobné, ze se v prubéhu dalsi sterilizace v autokldvu, v rdmci dal§iho
cyklu, jeho molekuly mohou dostat do diamantové vrstvy a plisobenim tepla se mohou
trvale prichytit k diamantovym krystaliim. V dalSich experimentech by bylo vhodné

vyzkouset i jiné chemické upravy povrchu, napt. Poly-D-Lysine.

Na obr. 14 vidime snimky zlatych elektrod. U vSech vzorkl vidime mala mista, kde
chybi vrchni zlatd vrstva. Vzhledem k tomu, Ze se tato mista vyskytuji i na referencnim
vzorku, tak mizeme fici, Ze tato poskozeni nevznikla v pribéhu naseho experimentu.
Rovnéz vidime, Ze se na povrchu nevyskytuje povlak pozorovany na diamantovych
elektrodach. Tato skutecnost je dana rozdilnou morfologii zlatych a diamantovych
vzorkd. Diamanty tvofi krystaly, tedy vysledny povrch je hruby s relativné velkymi
vyskovymi rozdily, které jsou zptisobeny rozméry a orientaci krystalt. Zlatou vrstvu tvori

atomy zlata, je tedy hladka a souvisla.

Na zakladé snimkd, kde je zietelny povlak na diamantové vrstvé, jsme se rozhodli
pro agresivngjsi metody ¢isténi vzorkd. Vyuzili jsme standardni protokol ¢isténi v HNO3
pouzivany ve Fyziologickém tstavu Akademie véd pro CiSténi elektrod pouzivanych pro
kultivaci neuronti. Navic jsme zkusili i ¢iSténi v HCI pro porovnani vysledkd. Snimky po
¢isténi v obou kyselinach jsou srovnany na obr. 15 a 16. Elektrody ¢isténé v HCI jsou
stale na nahodnych mistech pokryty povlakem necistot, i kdyz se povlak zda byt
zredukovany. Vzorky Ccisténé v HNOs jsou prokazatelné Ccistéjsi. V dalSich
experimentech bych navrhovala vyzkouset delsi ¢isténi v HNOs, oplach v ethanolu

a naslednou sterilizaci v autoklavu.

5.4 AFM

Vysledky mikroskopie atomarnich sil ndm davaji informace o vyskovém rozlozeni

povrchu.

Vypoctend drsnost povrchu RMS diamantovych elektrod se u referencniho vzorku

a vzorku, ktery prosel ¢tyfmi cykly, ptili§ nelisi. U vzorku L16028 je rozdil 6 %, u vzorku
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L16029 rozdil ¢ini pouhd 3 %. Z tohoto zjisténi vyplyva, Zze pfitomnost povlaku nema
vliv na drsnost. Opét se nabizi vysvétleni pomoci morfologie povrchu. Jak jiz bylo
zminéno, krystaly diamantu tvoii vrcholy a jakasi tidoli. Plak pokryva rovnomérné jak

vrcholy, tak tidoli mezi krystaly. Tim neni drsnost povrchu vyrazné zménéna.

U zlatého vzorku po Ctyfech cyklech se drsnost velmi ménila v zavislosti na misté
méteni od 1,3 nm po 7,7 nm. Toto je zpsobeno nerovnomérné naprasenou vrstvou zlata.

Hluboké Skrabance zpusobily zlomeni tii skenovacich hrott.

5.5 Ramanova spektroskopie

Grafy uvedené na obr. 20 a 21 predstavuji normalizovand Ramanova spektra na
nejvyssi intenzitu. Stejné jako v [29] pozorujeme diamantovy pik a dva piky pochézeji ze
segmentu trans-polyacetylenu, coz je obecné pfijimana skutecnost. Piky prisluSejici
trans-polyacetylenu se objevuji ve vSech Ramanovych spektrech nanokrystalickych

diamantu [44].

Na obr. 20 (vzorky L16028) vidime u vzorku oznaceného C4 2 (druhy vzorek
z triplikatu, ktery proSel ¢tyfmi cykly) rozsifeni diamantového piku, které je nejcastéji
zplisobeno pritomnosti grafitu. V naSem piipad€ jsme ale moZnost pfitomnosti grafitu
vyloucili. Vzhledem k tomu, Ze se toto vyrazné rozsifeni u ostatnich vzorkl neobjevuje,
je mozné, ze to byla pouze lokélni vlastnost vrstvy v jednom konkrétnim bodu. Vzorky
byly méfeny mikro-Ramanovou spektroskopii a je mozné, Ze homogenita vzorku neni
V ramci celého povrchu zachovana. Z toho jsme usoudili, Ze neni mozZné udélat zaver, Ze
by na vzorku doslo ke grafitizaci, ktera by v tomto piipad€ byla velmi neocekavana
a domnivame se, Ze pozorované zmény jsou dané pouze podminkami méteni a pripadnou

nehomogenitou vzorku.

Na obr. 21 (vzorky L16029) vidime v piku v okoli 1360 cm™ a 1580 cm™* raménka,
kterd pravdépodobné pochazeji z grafenu, ktery mohl vzniknout v pribc¢hu ristu

nanodiamantové vrstvy.
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6 Zaver

Byly vyrobeny dva typy diamantovych elektrod v souladu s materialy, které jsou
pouzivany pro vyrobu komercnich elektrod a mikroelektrodovych poli. Prvnim typem
bylo sklo s diamantovou vrstvou, u druhého typu byla nanodiamantova vrstva
deponovéna na titan. Diamantova vrstva byla vytvofena pomoci specialniho typu
depozice z plynné faze podpofené mikrovinnym plazmatem na Fyzikalnim tstavu

Akademie véd Ceské republiky a jedna se o borem dopované nanokrystalické diamanty.

Provedli jsme experiment s opakovanymi sterilizacemi a kultivacemi bunék
Z bunécéné linie CT26. Jeden pracovni cyklus se skladal ze sterilizace v autoklavu,
potazeni polyethyleniminem, kultivace bun¢k, c¢isténi Tergazymem a oplachu

destilovanou vodou. Elektrody prosly jednim az ¢tyimi cykly.

Povrch diamantovych elektrod byl charakterizovan pomoci optické mikroskopie
s vyuzitim diferencidlniho interferen¢niho kontrastu, skenovaci elektronové mikroskopie,

mikroskopie atomarnich sil a Ramanovy spektroskopie.

Nebylo zjisténo zadné mechanické poskozeni diamantového povrchu. Z Ramanovy
spektroskopie vime, Ze nedoSlo ani ke zméné diamantového piku v dusledku

opakovanych sterilizaci, kultivaci a plsobeni chemikalii v pribé¢hu experimentu.

vvvvv

Na snimcich z elektronového mikroskopu je viditelny povlak necistot prekryvajici
diamantovou vrstvu, ktery ma plivod pravdépodobné¢ ve Spatném odmyti
polyethyleniminu. Tento povlak vSak nemél vliv na dalsi kultivace bunék. Ve spolupraci
s Fyziologickym ustavem Akademie véd Ceské republiky byly elektrody vy¢istény
dvéma rtiznymi kyselinami. Kyselina chlorovodikova povlak pouze misty zredukovala,

zatimco kyselina dusi¢na povlak téméf odstranila.

Pro srovnani byly vytvoteny elektrody naprasenim zlata na vrstvu titanu, které prosly
stejnymi cykly sterilizace a kultivace a byly charakterizovany stejnymi metodami.
V porovnani s diamantovymi elektrodami jsou nachylnjsi k mechanickému poskozeni

(napf. pinzetou, ¢i pipetou).
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