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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutickej technologie
Student/ka: Veronika Séuryova

Skolitel: doc. RNDr. Pavel Dolezal, CSc.

Nazov prace: AFM vo farmaceutickej technologii 3

Teoretickéd Cast’ sa najprv zaoberd stavbou AFM mikroskopu, principom danej
metody, urCovanim topografie povrchu a rezimami v ktorych je mozné merat. St v nej
opisané nesporné vyhody oproti predchadzajucim tradiénym metdédam ale aj jej tskalia.
Dalej porovnavam vysledky merani pomocou AFM a deklarované rozmery a venujem

sa tiez ur¢ovaniu tvaru castic.

Experimentalna Cast’ je najprv zamerand na detailny popis pripravy vzoriek
nanoCastic pre AFM meranie. Tento postup bol nasledne prakticky vyuzity
k charakterizacii velkosti Styroch typov komerc¢ne dostupnych nanocastic Chromeonov
(Sigma-Aldrich) pomocou mikroskopie atomovej sily. Laboratorne pripravené AG-
nanocastice sa z technicko-metodickych dovodov nepodarilo vyhodnotit. Namerané
vysledky velkosti nanocastic boli spracované do histogramov, ktoré poskytli popis

rozlozenia nameranych hodndt vel’kosti nanocastic.

Zistila som, Ze oproti vel’kosti nanocastic deklarovanych vyrobcom, st hodnoty

ziskané meranim AFM vzdy o desiatky percent, teda podstatne mensie.

Pokusila som metodu AFM vyuzit’ na hodnotenie tvaru nanocastic, ale ked’ze je
tato metdda primarne urend na snimanie povrchu, urcenie tvar Castic Sa nepodarilo

a zrejme na tto tlohu nie je vhodna.

KPacové slova: AFM, nanocastice, Gwyddion, PD Chromeon



Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Technology

Student: Veronika S&uryova

Supervisor: doc. RNDr. Pavel Dolezal, CSc.

Title of thesis: AFM in Pharmaceutical Technology 3

The theoretical part deals first with the construction of AFM microscope, the
principle of the method, determining the surface topography and regimes which can be
used. Described therein are distinct advantages over previous traditional methods but
also its pitfalls. Next, I compare the results of measurements using AFM and declared
size and devote also determine the shape of the particles.

Experimental part is focused first on the detailed description of sample
preparation for AFM measurement of nanoparticles. This procedure was followed by
practical use to characterize the magnitude of the four types of commercially available
nanoparticles Chromeonov (Sigma-Aldrich) using atomic force microscopy. The
laboratory prepared Ag-nanoparticles could not be evaluated due to of technical and
methodological reasons.

The magnitude of the measured results nanoparticles were processed in
histograms, which provide a description of the distribution of the measured values of
the nanoparticle size.

| found that compared to the size of the nanoparticles declared by the
manufacturer are values obtained by measuring the AFM are always by ca tens percent,
e.g. substantially smaller.

| tried to use AFM method for evaluation of the shape of the nanoparticles, but
when this method is primarily intended for scanning the surface of particle
theevaluation of shape obviously failed, so this method is not appropriate for this

purpose.

Keywords: AFM, nanoparticles, Gwyddion, PD Chromeon
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1. UVOD

Nanotechnologia sa radi kjednym znajdynamickejSie sa rozvijajicim
technoldgiam sucasnosti. Ako nanotechnoldgia sa obecne oznacuje vedny odbor
vyskumu avyvoja, ktory sa zaobera cielenym vytvaranim a vyuzivanim Struktar
materialov v meradle niekol’kych nanometrov aspon v jednom rozmere (1 nm -100 nm).
Jej ciel'om je presné ovladanie jednotlivych atomov a molekul tak, aby vznikol nejaky
objekt alebo Struktira s novymi vlastnostami (elektrickymi, optickymi, fyzikalnymi
apod.).(l) Vyuzitie nanotechnologii a nanomaterialov je rozsiahle, v siCasnosti maju
uplatnenie v mnohych oblastiach bezné¢ho zivota ako je elektronika, stavebnictvo,
strojarenstvo, potravinarstvo, v oblasti zdravotnictva najmi umelé kiby, chlopne

a nadhrady tkaniv.®

Medzi vyhody nanocastic pre vyuzitie v oblasti vyvoja lie€iv a nasledné vyuZitie
V terapii patri schopnost’ stabilizovat’ inak nestabilné lieCiva ¢i zvySovat biologicku
dostupnost’ zle vstrebate'nych lieciv. ZvacSenim povrchovych ploch aktivnej latky
mozu zvysovat’ rychlost” disolucie. U niektorych nanocastic bola popisand schopnost’

zacielit’ sa po vstrebani sa sliznicou na konkrétne miesta v tele.®

Existuje eSte vel'a nejasnosti o spravani sa a bezpecnosti nanocastic. Prave tato
skuto¢nost’ podnietila vyvoj novych zobrazovacich metdd zobrazujicich ¢astice mensie

ako 0,1 pm.

Velkost' nanocastic aich povrchové vlastnosti mézu ovplyviiovat’ spOsob
arozsah prieniku lieciv cez biologické membrany 1 distribliciu lieCiv v tkanivach
aorganoch. Adekvatna velkostnd atvarova charakteristika nanocasticje nutnym
predpokladom vyskumu v tejto oblasti. M6Ze znamenat’ velky prinos pre vyvoj novych

liekovych foriem.

Predkladana diplomova praca je na FaF UK jednou z prvych, ktora sa zameriava
na vyuzitie AFM pri charakterizdcii nanocastic V biofarmacii a farmaceutickej
technologii. Vzhl'adom k tomu sa jedna predovsetkym o pracu metodicku, zamerant na

moznosti a limity pri hodnoteni velkosti, pripadne tvaru nanocastic.
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. ZADANIE

. Stadium vysledkov ziskanych na katedre.
. VSeobecna formulacia ciel'ov prace.

. Spracovanie prekladu danych vSeobecnych kapitol suvisiacich s pracou.

. Upresnenie ciel’a prace.

. Prevéadzanie a hodnotenie prvého bloku merani.

. Realizécia d’al§ich experimentov s naslednym vyhodnotenim vysledkov.
. Priprava predbeznej podoby préce s formuldciou zaverov.

. Vyhotovenie a kontrola kone¢nej podoby prace.

. Vyhladanie aktualnych informacii v elektronickych databazach a ¢asopisoch.

10. Priprava k prezentacii prace pri obhajobe a stanovisiek k posudku oponenta.

Ulohy v teoretickej oblasti prace boli upresnené takto:

1.

prestudovat’” poznatky ziskané v oblasti AFM v ramci predchadzajicich

diplomovych praci

vyhladat’, prestudovat’ a stru¢ne spracovat’ aktudlne informacie vyuzivané vo

farmacii na meranie nanocastic a uréovanie ich tvaru a vel’kosti

Ulohy a ciele v pokusnej ¢asti boli nasledujuce:

1.

2.

vypracovat’ detailny postup AFM merania

ziskané praktické poznatky aplikovat’ pri hodnoteni rozdielnych typov komer¢ne

dostupnych 1 laboratorne ziskanych nanocastic
Konkrétne boli stanovené nasledujtce diel¢ie ulohy:

2.1 Premerat’ vel'kost’ vzoriek 5 r6znych typov nanocastic

2.2 Charakterizovat’ nanocastice pomocou programu Gwyddion

2.3 Porovnat namerané velkosti nanocastic pomocou metddy
s deklarovanymi rozmermi vyrobcu.

2.4 Posudit’ moznosti hodnotenia vel’kosti nanocastic pomocou AFM

2.5 Posudit’ vhodnost” AFM na popis vel’kosti a tvaru nanocastic

AFM



3. TEORETICKA CAST

3.1 AFM mikroskopia

Prvy skenovaci tunelovy mikroskop bol zostrojeny roku 1981 v Curychu
Svajcéiarskymi vedcami Georgom Biningom a Heinrichom Rohrerom. Nasledne sa zacali
objavovat’ d’alSie odvodené metddy sliziace na zobrazovanie trojrozmernej topografie
povrchu. Medzi ne patri aj mikroskopia atdbmovej sily — AFM objavend roku 1986.
Tunelovy efekt skenovacej tunelovej mikroskopie — STM umozZiiuje meranie len
povrchov vodivych, nevodivé musia byt pokryté tenkou vodivou vrstvou, ¢o zniZuje

topografické rozlienie. AFM viak umoZiiuje skimat’ aj nevodivé vzorky.®

AFM mikroskop je tvoreny sondou (ramienko s hrotom), skenerom
(piezoelektricky ¢lanok), detektorom (laserova fotodidda) a optickym systémom
umoznujucim lahkl orientdciu na povrchu vzorky (kamera). AFM musi byt napojeny
(Obr. 1) k pocita¢u kvoli riadeniu snimania, zaznamenavaniu a vizualizacii ziskanych

dat.

Fotodioda

Vzorek

=
= i - Piezoelektricky
skener

Obr. 1: Schéma mikroskopu atomarnych sil®
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3.1.1 Zakladny princip

Mikroskopia atomarnych sil je zaloZzend na mapovani atdmovych sil na povrchu
vzorky. Tato metodda vyuziva sondu, ktora rastruje povrch vzorky ostrym hrotom. Hrot

je umiestneny na vol'nom konci ramienka, ktoré je dlhé 100 um az 200 um.(e)

Vzajomné silové pdsobenie medzi hrotom a povrchom je prendsané na ramienko
(cantilever), ktoré sa deformuje. Miera deformacie odpoveda velkosti pdsobiacich sil.
Interakcie byvaju zalozené na najroznejSich vlastnostiach vzorky (magnetickych,
elektrostatickych, teplotnych, elastickych, topograﬁck}'/ch).(7) Toto ohnutie je snimané
citlivym snimacom (va¢sinou laserovou diddou), ktory zachycuje od ramienka odrazeny

laserovy 14¢, na zéklade toho pocita¢ vyhodnoti trojrozmernu Struktiru Vzorky.(6)

Zobrazovanie povrchu vzorky je mozné na vzduchu, vo vékuu & v kvapaline.®

3.1.2 Skener

Pri skenovani sa piezoelektricky skener pohybuje v smere osy X pripadne y
(paralelne s povrchom vzorky). Tento pohyb je realizovany po riadkoch v tzv. rychlom
smere (fastscan), ked’ sa skener dostane na koniec riadku dochadza ku kolmému posunu
v pomalom smere (slowscan) a vracia sa (viz. Obr.2) bez merania na zaciatok riadku.®

Skener moze byt ukotveny pod vzorkou (pevné ukotvenie hrotu) alebo mdze
byt spojeny s hrotom aramienkom (pevné ukotvenie Vzorky).(lo) Skener nésledne
kopiruje povrch vzorky a podl'a jeho reliéfu (vysky nerovnosti) sa ohyba v smere osy

z (kolmej na povrch vzorky).

koniec

smer pomalého rastrovania

SIS B SIS S

Start | |
4 ™
y velkost’ kroku
smer rychleho rastrovania

Obr. 2: Schéma rastrovania povrchu vzorky(ll)(lz)
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3.1.3 Ramienko a hrot

Pri AFM hrot snima sily poOsobiace medzi nim a vzorkou a ramienko
sprostredkovava informaécie o tychto silach. Vlastnosti ramienka (viz. Obr. 3) su dané
jeho pouzitim. Pre kontaktny mdéd musi mat’ ramienko vysokl rezonan¢ént frekvenciu,
malu zotrva¢nost’ a mall tuhost’. Aby ramienko odolalo skrateniu vplyvom boc¢nych sil,
konStruuje sa v tvare pismena V.

Jeho obvyklé rozmery si 100 um az 200 pm dizka, 10 pm az 40 pm S$irka
a hribka do 2 pm. Pre nekontaktny mod sa pouZivaju ramienka obdiznikového tvaru
S vysokou tuhostou.”)

Ramienko je wvyrdbané z Cistého kremika, kremika sréznymi primesami
pripadne z oxidu ¢i nitridu kremika (SiO2, SisNg) d’alej ako wolframovy zahnuty drotik
¢i strieborny pasik s diamantovym hrotom. Hrot a ramienko byva zvyc¢ajne z rovnakého

materialu,®®

a) b)
Obr. 3: Tvary ramienka a) tvar pismena V a b) tvar plochého kvidra®

Medzi najdolezitejSie parametre hrotu (Obr. 4) patri polomer hrotu pri jeho
vrchole, ktory ovplyviiuje maximalne rozlisenie, jeho dizka a stihlost’, ktora ovplyviiuje
schopnost’ zobrazovat’” ostré hrany a hlboké zarezy. Tvar hrotu byva vécSinou
pyramidalny alebo kuiel’ovy.(l?’)

Specialnym typom hrotov st nanotrubi¢ky (z uhlika, WS,, kobaltu). Nie si to
skuto¢né hroty, len sa nasaddzaju na klasické hroty. Ich vyhodou je §tihlost’ (zmenSuju
polomer krivosti hrotu, umoziuju presnejSie zobrazovanie), mala adhézia k vzorke
(hlad$i obraz) apruznost pri zataZzeni (znizuju frekvenciu ldmania hrotu).

Nanotrubicky je mozné naplnit’ chemicky ¢i biologicky aktivnou latkou.¥
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Obr. 4: Parametre hrotu - polomer hrotu pri vrchole (r), di¥ka hrotu (h), Sirka (w)*>

Pretoze je pri AFM merani hrot udrzovany velmi blizko zobrazovanému
povrchu (vzdialenost’ v nm), je nachylny k ndhodnym zmenam relativnej vzdialenosti.
Tieto zmeny moézu ovplyvnit’ meranie, pripadne poskodit’ vzorku ¢i hrot. Mikroskop je
preto nutné vibracne izolovat. Umiestnit ho vo vhodnom prostredi (prizemie), na
vhodnu podlozku (tfazké mramorové stoly, stoly s pneumatickym tlmenim). Mysliet’
treba aj na vibracie prenasané vzduchom, pri merani je preto nutné priklopit meraci
systém Specidlnym nasadzovacim t'azkym kovovym krytom. V poslednej dobe existuji
uz aj tzv. aktivne antivibracie, ¢o st podlozné plochy zaloZzené na aktivnej eliminacii
vibracii pomocou systému tlmicov spojenych so spitnoviazbovou slu¢kou. Negativne

pOsobi aj tepelny drift (jednotlivé Casti pristroja maji rozdielnu tepelnu rozt’ainost’).(m

3.1.4 Kalibracia

Na kalibraciu hrotu vyuzivame referen¢né vzorky. Ide o vzorky s vyraznou
pravidelnou S$truktirou, ktorad je zmerand pomocou inych metdd, najcastejSie
elektronovou rastrovacou mikroskopiou. Tieto referenéné vzorky st dodavané spolu
s AFM mikroskopom. Zobrazenim takejto vzorky napr. kovovej mriezky (Obr.5)
ziskame informéaciu o kvalite hrotu, jeho tvare a rozliSenie ktoré moze poskytnut’.

Vyuziva sa taktiez pri urCovani opotrebenia hrotu. Opotrebeny a poSkodeny hrot

neposkytuje kvalitné snimky."”

13



Obr. 5: Standardnd mrieka na stanovenie kvality hrotu'”

3.1.5 Sily v AFM

Sily posobiace medzi hrotom a vzorkou spdsobujii deformaciu ramienka.

Velkost tychto sil m6zeme urcit’ pomocou Hookovho zékona:

F =kcAz, 1)
kde,
ke .. konstanta pruznosti ramienka,
Az .. vychylka ramienka s hrotom v smere osy z.1©

Sily ohybajuce ramienko mozu byt rozne (Obr.6), predovsetkym sa vSak
uplatiuje Van der Waalsova pritazliva sila dlhého dosahu, posobiaca medzi dvoma
atomami (dipol — dipdlova interakcia) a kratkodosahova odpudiva sila elektrostatického
povodu plynica z Pauliho principu, ktory sa prejavuje pri prekryti elektronovych
orbitalov atomov alebo molekul povrchu hrotu a vzorky.

Zatial’ Go velkost’ pritazlivych sil je 10® N az 107 N, velkost' sil odpudivych je
radovo nizsia 10° N az 10° N, 709

Medzi dalSie sily podielajuce sa na interakcii hrot - vzorka su kapilarne sily,
pretoze medzi Spickou hrotu a vzorkou mdze dochadzat’ ku kondenzacii kvapaliny

a taktieZ samotnd pruzna sila ramienka dan4 jeho tuhostou a mierou ohnutia, 9®

14



cantilever

sila

povrch
OOOOOOOOOOO

Obr. 6: Interakcia hrotu s povrchom vzorky®”

Presny kvantovo mechanicky vypocet tychto sil medzi hrotom a povrchom je
pomerne zlozity. Vplyv oboch sil je mozné modelovat napriklad empirickym

Lennard - Jonesovym potencialom. Pri vzajomnej interakcii hrot vzorka pre potencial

vo-u(5 7]

plati:

kde,
ro .. vzdialenost’ hrotu od vzorky,
cag ... Specifické Lennard - Jonesove parametre.

Clen (1/r)* popisuje oblast’ odpudivej sily, ¢len (1/r)® oblast’ pritazlivej sily.
Priebeh Lennard - Jonesovho potencialu mozeme vidiet' na Obr.7 . Zo zmen$ovanim
vzdialenosti hrotu od vzorky prechadza krivka z oblasti pritazlivych sil do oblasti

odpudivych sil.?Y
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odoudiva sifa

prerusovany |

kontaktny mod

kontaktny
mod vzdialenost'

o (odstup hrot - vZorka)
' -

nelontaltny

' mod
e o) !

oritaZzliva sila

Obr. 7: Priebeh Lennard - Jonesovho potencidalu v zavislosti od vzdialenosti hrot-
vzorka®

3.1.6 Rezimy merania

AFM umoziiuje merat v niekol’kych rezimoch (moddoch) liSiacich sa

vzdialenost'ou hrotu od vzorky.

Kontaktny rezim (contact mode)

Je to rezim, pri ktorom hrot jemne kopiruje povrch vzorky (Obr.8). Vzdialenost’
je tak mald, Ze na hrot posobia odpudivé sily a sily kapilarne, ktoré sa uplatiuju pri
pritomnosti vody v okoli vzorky. Tieto sily sposobia ohnutie ramienka a hrotu. Ohnutie

je priamo umerné zmene povrchu vzorky.

Vyhodou kontaktného rezimu je vySSia skenovacia rychlost’. Nevyhodou vsak je
invazivnost. Fyzicky kontakt hrotu so vzorkou mdze sposobit’ poskodenie makkych
biologickych vzoriek citlivych voc¢i deformacii rovnako ako dochadza u hrotu k jeho
postupnému otupovaniu az nevratnému poskodeniu. Castym problémom je zachytenie

Casti vzorky na hrote, ¢o spdsobuje skreslenie vysledkov.
V ramci kontaktného rezimu mézeme merat’ vzorku 2 roznymi sposobmi:

1. s konStantnou vySkou, pri ktorej je dodrziavana urcend hodnota vysky zg
(poloha zakladne ramienka). Hrot snima povrch vzorky avplyvom

topografickych zmien povrchu dochddza k ohybu ramienka.

2. s konStantnou silou, kedy sa udrzuje konstantné ohnutie ramienka. Tento rezim

je rozSireny o spatnti vdzbu, ktora kontroluje a upravuje z-zlozku skeneru.

16



Vplyvom spétnej vdzby je rychlost’ skenovania mensia. Na rozdiel od rezimu
s kontaktnou vyskou vSak nemdze dojst’ k nekontrolovatelnému destruktivnemu

ohybu nosnika.™

3. Velmi zriedka sa vyuziva aj kombinovany rezim, ktory pouziva spitni vizbu
len k dorovnaniu vySok s nizkou frekvenciou (sklon povrchu vzorky) a zvy$né
informécie ziskava z ohybu ramienka. Vyhodou je rychlejsi odber dat nez

Z konstantnou silou ale vac¢si rozsah ako u konStantnej vysky.

Obr. 8 Kontaktny retim AFM®

Bezkontaktny rezim (non-contact mode)

Moznost' poSkodenia vzorky pri kontaktnom reZime viedla k vyvoji rezimu
bezkontaktnému. Pri tomto rezime nedochadza k priamemu kontaktu hrotu so vzorkou,
ramienko len osciluje blizko nad skimanym povrchom (Obr.9). Vzdialenost
oscilujuceho hrotu od vzorky sa pohybuje v jednotkdch az desiatkach nanometrov.
Vyuziva pritazlivych Van der Waalsovych sil dlhSieho dosahu. Celkova sila je vel'mi
mala, ide radovo o 10?N. Takéto sily vyhovuji drsnejSim, pripadne méksim

a elastickym vzorkam.®®

Tento rezim sa pouziva len pre meranie v suchom stave, pretoze v kvapalinach
sa Casto vyskytuji aj iné odpudivé sily, ktoré maskuju sily Van der Waalsove.®
Vhodnejsie je pouzivat’ tuhSie nosniky ako pri kontaktnom reZime, prili§ mikké nosniky
moézu byt vtiahnuté do kontaktu so vzorkou. K detekcii slizia zmeny rezonancnej
frekvencie alebo amplitidy kmitov ramienka v zéavislosti na vzdialenosti oscilujuceho

hrotu a vzorky.

Vzt'ah medzi rezonan¢nou frekvenciou ramienka @ a r6znorodost’ou povrchu

vzorky udava rovnica :
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Efektivna konstanta tuhosti Keir S2 meni v zavislosti na tom ako sa ramienko o hmotnosti

m priblizuje k povrchu vzorky. Medziatdbmové sily menia jej vlastnosti.

Ked sa oscilujuce ramienko priblizi blizko k povrchu vzorky do oblasti
gradientu sil, meni a jeho rezonan¢na frekvencia a amplitida kmitov klesd. Ramienko
kmita s rezonan¢nou frekvenciou ktora sa pohybuje v rozmedzi 100 kHz az 400 kHz
a s amplitidou niekol’kych nanometrov. Pri bezkontaktnom reZime sa interakcie
zucastiuje velké mnoZstvo atomov, preto rozliSenie nie je tak velké ako pri rezime

kontaktnom.

Obr. 9: Bezkontaktny rezim AFM®

Poklepovy rezim (intermittent contact mode, tapping mode)

Kombinaciou predchadzajucich rezimov vznikda poklepovy rezim(Obr. 10).
Rovnako ako bezkontaktny rezim aj tu ramienko osciluje nad povrchom vzorky,
oscilacie su vSak tak velké, Ze dochddza k pravidelnému dotyku so vzorkou ako

pri rezime kontaktnom.®

Pokial’ je systém nastaveny tak, aby k lateralnemu posunu hrotu dochadzalo len
v dobe, kedy je vzdialeny od vzorky, ziskaji sa tym vyhody plyntce z oboch metod.
Neposkodzuju vzorku akedze sa hrot dotkne povrchu hned niekolkokrat nez sa
posunie, dosiahne sa va&ieho rozlisenia.™ Vyhodou je meranie v suchom ale aj

kvapalnom prostredi.
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Obr. 10: Poklepovy refim AFM®?

Poklepovy rezim poskytuje vramci jedného merania nie len informadcie
0 topografii ziskané¢ pohybom ramienka hore adolu ale aj moznost fazového
spracovania obrazu. Je to pomerne novy spdsob spracovania obrazu, vyuzivajlici toho
ze interakcia hrot - vzorka nezavisi len na topografii ale aj na inych vlastnostiach

(tvrdost’, pruznost’, adhézia €i trenie), ktoré ovplyviiuji pohyb ramienka. (13)

Roézne vlastnosti materidlov vedu k spomaleniu oscilacie ramienka, ¢o sa
prejavi na vyslednom obraze tvorenom fidzovymi posunmi. Zatial ¢o topografia
poskytuje informacie o trojrozmernom profile vzorky, fazové zobrazenie umoziuje
rozlisit’ oblasti s odliSnou vlastnost'ou materialu (napr. tuhost’). Rozdiel v zobrazovani je

vidiet na obr.11.%?

—

Pavrch viorku

—

A B

Topogmafie

Fizové zobnazeni

Obr. 11: Topografické a fazové zobrazenia vzorky(zz)
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3.1.7 Artefakty

Neskutocné obrazy nasnimkach nameranych pomocou AFM nazyvame
artefakty. Skresl'uju informacie o vzorke a stazuju tak interpretaciu vysledkov. Niektoré
artefakty sa daju odstranit’ prednastavenim idealnych parametrov, pripadne pri

neskorSom spracovani, kedy je snimok mozno upravit pomocou dostupnych programov

(Gwyddion, SPMlab).®?
Artefakty ovplyvnené hrotom

Priestorova konvolucia hrotu — namerana $irka Castice je vdcSia ako Sirka
redlna, vyska castic konvoliiciou ovplyvnena nie je. Sirka Castic totizto byva
ovplyviiovana tvarom hrotu. Ten je vacS§inou pyramidalneho tvaru a Spicka hrotu tak

pri bo¢nom kontakte nekopiruje priamo ¢asticu.

Zrkadlenie hrotu — ak vzorka obsahuje ostrejSie vybezky ako je Sirka hrotu —
dochadza vtedy k vymene snimania a namiesto aby hrot snimal vzorku, snima vzorka

hrot. Na snimke sa zobrazi povrch hrotu a nie vzorky.

Zdvojenie obrazu — je sposobené nekvalitnym koncom hrotu. Na snimke
modzeme vidiet’ tzv. sparované Castice , kedy obraz virtudlnej Castice je omnoho mensi

ale jej orientacia je rovnaka ako u realnej dastice.®

Artefakty sposobené vzorkou

Rigidita vzorky — v pripade, ze nie je vzorka dostatoéne pevna moze dojst’
k odtrhnutiu Casti vzorky a jej vozenim po povrchu. Na snimke sa tak objavi rozmazana
Ciara. Nedostato¢nd pevnost’ byva problém najmi u praSkovych vzoriek, tie musia byt

vhodnym spdsobom ukotvené na pod klad.®

Necistoty vzorky — ak sa vzorka kontaminuje (prach, kvapalina, odtlacky
prstov), dochédza ku skresleniu obrazu, na ktorom sa objavia neskutoéné objekty.®
Prili§ lesklé vzorky — mozu odrézat’ svetlo do detektoru a ten nasledne chybne

interpretuje odraz od vzorky ako signal z ramienka a na snimke vznikaju pruhy.(g)
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Softwarové artefakty

K artefaktom pri spracovani obrazu dochadza vplyvom nespravneho pouzitia
algoritmov. Spravnymi zdsahmi do obrazu naopak mézeme mnoh¢ artefakty eliminovat’
a neznehodnotit’ pri tom namerané data. Programy na spracovanie dat tiez zlepsSuju

interpretaciu objektov.

Zvyraznenim ¢i vymazanim urCitych Casti spektra moze dojst’ K ziskaniu
atomarnych Struktar aj z ndhodného Sumu. Ak su vyskové rozdiely vzorky prili§ vel'ké,

farebna $kala nemusi byt dostacujiica a dochadza k potladeniu & skresleniu detailov.®

Artefakty spésobené elektronikou

Artefakty majice povod v elektronike sa obvykle prejavuju ako oscilécie,
elektronicky Sum alebo nevysvetlitelnym opakovanim imaginarnych objektov. Patri
sem aj tepelny drift piezokeramického skeneru. Drift je nechcené uchidzanie hrotu
oproti vzorke. Z toho dévodu sa linie vzorky, ktoré by mali byt rovné zdaja zakrivené.
Javi sa ako deformacia poGiatodnej Casti obrazu.”) Jedngm zmoZnych rieseni
zamedzeni vzniku tepelného driftu je pri skenovani vel'mi malych ploch volit' vyssiu

rychlost’ skenovania nez je potrebné.(S)

3.2 Charakterizacia Castic

Termin nanocastice sa obecne pouziva pre Castice, ktorych vSetky 3 rozmery st
menSie ako 100 nm. Medzi najrozSirenejSie typy nanocastic patria nanocastice kovu
(napr. zlata, striebra), oxidov (kremicitého, titaniCitého), selenidov (kademnatého)
a polymérne nanocastice (kopolyméry, dendriméry). Nanocastice mézu byt pripravené
dvoma sposobmi. Metdédou zhora nadol (miniaturizaciou konvenénych Struktar) ¢i
zdola nahor (nukleaciou arastom tuhej faze, riadenou polymerizaciou). Vlastnosti

pripravenych nanocastic zdsadne ovplyviuje ich velkost’ a tvar.

3.2.1 Velkost’ ¢astic

Mierou velkosti ¢astic je ich dizka. Tento rozmer vak jednoznaéne definuje len
kruhovité Castice, kde ich velkost” odpoveda priemeru, resp. polomeru. V3etky ostatné
tvary musia byt popisané aj inymi faktormi. VyuZzivaji sa najCastejSie aproximacia na
ekvivalentnt gul'u (gul'u s rovnakym objemom, povrchom, ¢i rychlostou sedimentécie

ako reédlna éastica).(ze)
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NajcastejSie pouzivané metddy charakterizacie vel'kosti Castic:
Sitova analyza

Je jedna z najstarSich technik urCovania velkosti Castic. Jedna sa o subor sit
s rozli¢nou vel'kostou Stvorcovych otvorov. Analyzovand vzorka je umiestnend na
najvrchnejSie sito s najvac¢sim priemerom otvorov aje podrobend Standardnej dobe
trepania. Velkostny parameter je dika hrany najmensicho otvoru, ktorym vzorka

prejde. Touto metédou mozeme charakterizovat Castice o vel'kosti 5 ym az 125 mm.
Sedimentacna analyza

Princip sedimentacnej metédy je zaloZzeny na urCovani velkosti Castic zo
sedimentacnej rychlosti Castice v gravitatnom poli. NajcastejSim prostredim je voda,
pripadne alkohol, oleje ¢i vzduch. NajrychlejSie sa usadia najvicsie Castice. Na dne
sedimentacnej nadoby zachytdvajiucej padajiice cCastice sa nachddza navazovacie
zariadenie, ktoré zaznamenava zmenu hmotnosti v zavislosti na ¢ase. Ziskame priemer
ekvivalentnej gule, ktord v danom prostredi pada tou istou rychlostou. Je urCend pre
analyzu Castic v rozmedzi 1 — 100 um.(%) Pri casticiach menSich ako 1 pum pomald

sedimentacia neumoznuje aplikéciu tejto metody.
Laserova difrakcia

Laserova difrakcia je jednou z najcastejSie pouZivanych metdd pre analyzu
velkosti cCastic. Princip spociva v kontinudlnom prietoku castic celou, priCom st
prezarované laserovym lu¢om. Dochéadza k ohybu (difrakcii) svetla od Castic vzorky.
Uhol tohto ohybu je nepriamo umerny ich velkosti. To znamena, ze velké Castice
rozptylia svetlo v malom uhle svysokou intenzitou a malé rozptylia svetlo v $irSom

uhle s nizkou intenzitou.

MIE teoria zaoberajiica sa rozptylom elektromagnetického Ziarenia Casticami
predpoveda drahu ohybu svetla len pre kruhovité castice. Z difrakéného obrazca
snimané¢ho detektorom sa preto vypocita velkost” teoretickej gule (o rovnakom objeme
ako analyzovana Castica) a nie absolutna velkost’ Castice. Rozsah merania je od 0,1 pm

az 2000 pm.
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Zdroj svételného zareni Codky
Cela se vzorkem Detektory

N Elektronika Pokitat

D“ W el \,ﬂ

Generovani svételného zér’enf Konverze dat
Uprava svételného svazku Generovani fotoelektrického proudu

Interakce zareni se vzorkem Zpracovani signalu
Fourierova transformace

Obr. 12: Schéma laserového difraktoru(27)

Dynamicky rozptyl svetla (DLS)

Rovnako ako u laserovej difrakcie ide o0 opticki metodu s vyuzitim lasera ako
zdroja Zziarenia. Je to metdda sliziaca k stanovovaniu velkosti Castic
v nesedimentujucich koloidnych disperziach. Castice, ktoré sa pohybuju vplyvom
Brownovho pohybu st zdrojom rozptylené¢ho svetla. Zdkladom je meranie fluktuacie

intenzity rozptyleného svetla okolo jej priemernej hodnoty.

Urcuje sa relaxacny Cas, ¢o je doba navratu fluktuacie k priemernej hodnote
intenzity rozptyleného svetla. MenSie Castice sa pohybuju rychlejSie a tym fluktuacie
vyvolané ich pohybom zaniknu rychlejSie. Z relaxacného Casu sa ziskava hodnota
difizneho koeficientu. Ten zavisi na teplote kvapaliny, jej viskozite a velkosti
suspendovanych Castic. Ak pozndme teplotu a viskozitu modzeme vypocitat
hydrodynamicky polomer (prip. priemer) ¢astic, ktory odpoveda polomeru (priemeru)
gule, ktord by mala za rovnakych podmienok rovnaky diftizna potencial. ktory zahriiuje

aj solvata¢ny obal. Metoda umoznuje merat’ Castice o vel'kosti 0,005 pm — 3 um.(zs)
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Zlaseru

Vicsina svetla
prechadza nerozptylena

Priemema
Detektor e N, ey N, Yy intenzita

Rozptylené svetlo dopadajice na detektor

Obr. 13: Princip metody DLS (rozptyl svetla)®

Mikroskopické metody a obrazova analyza

Pre meranie velkosti Castic sa vyuZiva svetelna mikroskopia a mikroskopia
elektronova ¢i uz rastrovacia alebo transmisna. Obrazova analyza umoziuje spracovat’
zlozité vizudlne informacie zo snimok do lahko interpretovatelnych vysledkov bud
formou grafov (napr. distribiicia vel'kosti Castic), pripadne formou vybranych hodnét

(napr. stredné hodnoty, Statistické priemery).(%)

Je zékladnou technikou ziskania velkosti a tvaru castic pomocou obrazovej
mikroskopie. Informéacie mozu byt ziskavané manudlne (oznac¢enim kazdého objektu)
alebo automaticky. Automaticka obrazova analyza ale vyZaduje omnoho lepSiu kvalitu

obrazu, najmi kontrast.

3.2.2 Tvar c¢astic

Popis tvaru castic sa rozdeluje na kvantitativny a kvalitativny. Kvalitativny
popis (Obr. 14) je slovny. Kvantitativny je ¢iselny, vyhodnocovany pomocou faktorov

¢1 koeficientov.
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Obr. 14: Mozné tvary Castic a ich kvalitativny popis(3o)

Medzi najcastejSie pouzivané kvantitativne charakteristiky Castic patri:

Stredna dizka tsekov®®

Je charakterizovand ako priemer dizok vsetkych (v praxi mnohych)
rovnobeZznych Useciek vo vnutri Castice meranych v jednom smere spriemerované cez
ostatné smery. Pri 2D Struktarach je dana pomerom medzi plochou A aobvodom P

podla vzt'ahu:

A
B (4)

<Dp>=7z

Pri 3D Struktirach pomerom medzi objemom a povrchom zo vztahu:

()

<Dp>=4\é

Ekvivalentny priemer(26)

Je priemer ekvivalentného kruhu (Dp) s plochou rovnakou ako ma urcovana

castica (Ap).

D, =\— (6)
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Elongacia Zastice®

Kolma vzdialenost medzi dvoma rovnobeznymi sty¢nymi plochami
dotykajucimi sa povrchu Castice je Ferretov priemer. Tento rozmer je vSak zavisly na

orientacii Castice, preto jedno meranie nema vypovedajicu hodnotu.

Mobze sa urcovat’ pre jednu jednotliva Casticu vo vSetkych smeroch ¢i pre
odpovedajuci pocet Castic s nahodnou orientaciou (ak maju rovnak velkost' a tvar).
Dal$ou moZnostou je merat’ 2 na seba kolmé rozmery prechadzajice stredom &astice
tak, aby obdiZnikova plocha uzavierajuca ¢asticu bola minimalna. Uréi sa maximalny
Ferretov priemer a rozmer k nemu kolmy — minimalny Ferretov priemer. Ich vzajomny

pomer sa nazyva “aspect ratio” R a uréuje Heywoodov elonga¢ny pomer castic.

R MaxFerret
MinFerret

()

Jeho hodnota je od 1 do oo, v pripade obrateného pomeru od 0 do 1. Podl'a hodnoty

tohto pomeru norma udava niekol'ko zdkladnych tvarov:

1-12 gulovity tvar; 1,2 -2 ovalny tvar; 2 — 5 hranaty tvar; 5 — 25 tyCovity

tvar; nad 25 ihlicovity tvar®?

Cirkularita (gul'atost, oblost’)(26)

Je dan4 pomerom druhej mocniny obvodu k ekvivalentnej ploche krat 4n:

2
cirkularita =

Ty ®)

Udava mieru zhody skuto¢ného dvojrozmerného tvaru castice s kruhom (hodnota

rovna 1).

Fourierova analyza je metodou kvantitativnej charakterizacie morfologie Castic, ktora
vyuziva fotografie Castic a popisuje ich tvar. Ide o proces, kedy na zaciatku je stanoveny

priblizny vSeobecny tvar Castice a ten sa postupne upresiuje.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 PouZité materialy

4.1.1 Suroviny

Nazov suroviny Vyrobca (resp. dodavatel’)
Nanosphere size standards 100nm Duke Scientific Corporation,
(Lot. No.: 33115) Palo Alto, CA, USA

Nanobeads based on PD,
Chromeon 470-marked — ) )
Sigma - Aldrich, Nemecko
Chromeon A

(Lot.No.: BCBC1020V)

Nanobeads based on PD,
Chromeon 470-marked, carboxylated — ) )
Sigma - Aldrich, Nemecko
Chromeon B

(Lot.No.: BCBG5788V)

Nanobeads based on polyacrylonitrile,
Chromeon 470-marked, carboxylated — ) )
Sigma - Aldrich, Nemecko
Chromeon C

(Lot.No.: BCBH9604V)

Nanobeads based on PD,
Chromeon 470-marked — Sigma - Aldrich, Nemecko
Chromeon D (Lot.No.: 438516/1)

Ag - nanocastice FaF UK v Hradci Kralové, Cesko

Poly-L-Lysine solution Sigma - Aldrich, Nemecko

Nanocastice PD-Chromeon

V experimentalnej Casti boli pouZité na stanovenie velkosti a tvaru nanocastice
ziskané od firmy Sigma - Aldrich. St to fluorescenéne znaCené nanocastice
Z polyakrylnitrilu ¢i PD. PD je novy polymér, ktorého vlastnosti st podobné ako

U polystyrénu. Ma vSak nizSiu priepustnost pre kyslik atym dosahuje vyssiu
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fotostabilitu pre farbivd. Ide o vodné suspenzie spridanym pufrom (pH 7)

V koncentracii ¢astic 0,5 % (w/w).

4.1.2 Pristroje a pomocky

Mikroskop atomarnych sil - AFM, typ EasyScan 2, vyrobca NanoSurfAG, Svajéiarsko
Software Gwyddion na upravu ziskanych snimok

Mikropipeta 20 pl, Brand Transferpette S

STuda (teoreticky vzorec KMg3AISi3010(OH)2) Grade V-4, 15 x 15 mm od firmy SPI
Supplies (West Chester, V. Britanie)

Obojstranna lepiaca paska

Petriho misky

4.2 Pracovny postup

4.2.1 Priprava vzoriek

Priprava merania vzorky Ag-nanocastic

Na dosiahnutie atomdrne hladkého a Cistého povrchu ndm poslazili Cerstvo
odlupnuté platky sl'udy. Proces odlupnutia ma vel’ky vplyv na kvalitu merania. Mozny
vznik praskliniek ¢i nerovnosti spdsobuje zorad’ovanie Castic v okoli a skreslenie

merania.

Ag-nanocastice ako jedind vzorka neboli vo forme disperzie. Bolo preto potrebné
pouzit' ich chemicku fixaciu, v naSom pripade sme pouzili Poly-L-Lysin. Cerstvo
odlupnuté platky sl'udy sme obojstrannou lepiacou paskou pripevnili k podloznému
sklicku. Na sl'udu sme nasledne pipetou naniesli roztok Poly-L-Lysinu . Po 5 minttach
sme naniesli Ag-nanocastice v praskovej forme. Nechali schnit’ 24 hodin pri izbovej
teplote. VSetky vzorky boli prikryté Petriho miskami aby sa zabranilo nasadaniu

prachovych castic a inych znecistenim, ktoré by mohli skresI'ovat’ meranie.

Priprava ostatnych vzoriek

Na cCerstvo odlupnuté platky sl'udy sme pipetou priamo naniesli 20 ul disperzie

nanocastic. Nechali schnut’ 24 hodin pri izbovej teplote.
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4.2.2 Meranie vel’kosti nanocastic pomocou AFM

Vsetky merania boli robené mikroskopom  NanosurfEasyScan 2
v poklepovom rezime s Si hrotmi typu Tap 190 DLC s rezonan¢nou frekvenciou 190
kHz + 60 kHz. Vzorku pripraveni podla postupu v stati 5.2.1 som umiestnila na
antivibra¢ny stolik IsoStage a opatrne priklopila skenovaciu hlavu. Zadnymi skrutkami

som nastavila vysku hlavice.

Zapla som software NanosurfEasyScan 2 a nastavila parametre merania a typ
cantilevru. Pre naSe merania som pouzivala nasledovné nastavenia: prostredie- vzduch,
rychlost’ skenovania 0,7s; skenovaci rozsah 10 um X 10 um; a sledovany parameter -

fazové rozdiely.

Bo¢nymi mikrometrickymi skrutkami som postvala podloznym panelom so
vzorkou kym som na kamere nenasla merané miesto. Najprv som priblizila cantilever
k vzorke, bud’ ru¢ne pomocou approach alebo automaticky pomocou advance.

Skenovanie sa po priblizeni za¢ne automaticky.

Nésledne som nastavila sklon cantilevru podla sklonu krivky. Klikla som na
pole s grafickym znazornenim topografie a pomocou meassure angle som od¢itala uhol
sklonu najprv pre osu x (0°)a nasledne pre osu y (90°). Po vyrovnani roviny sa snimka

zacne skenovat’ nanovo. Jeden sken trva priblizne 6 minut.

Skenovanie sa da ukoncit’ pomocou finish kedy sa dokon¢i sken vzorky alebo

thned’ pomocou stop.

4.2.3 Spracovanie snimok pomocou programu Gwyddion

Na vyhodnotenie snimok a popisovanie ¢astic som pouzila program Gwyddion.
Jedna sa 0 volne dostupny software vyvinuty dvoma ¢eskymi objavitelmi z Ceského

metrologického instithtu.

Najprv som si otvorila snimok z AFM a odstranila nerovnost’ povrchu od¢itanim
strednej roviny, nasledne od¢itala polynomialne pozadie a posunula najmensiu hodnotu

na nulu

Jemné korekcie snimku som previedla pomocou ikon medidanové zrovnanie
riadkov  aopravou  horizontilnych  §rdmov. Dalsie korekcie su v menu

a ikonach pomenovanych ako spracovanie ddat — korekcia dat. Tu sa nachadza SirSia
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Skala od medianového, modusového ¢i segmentového zrovnania riadkov. K takto
upravenej snimke (Obr. 15) som pridala meradlo a ulozila v elektronickom jpg

formate.

500 nm

Obr. 16: Oznacenie masky (100 nm Standard)

Urcovanie velkosti nanocastic je mozné bud’ pomocou masky (Obr. 16), tou sa
oznacia vSetky body leziace V jednej rovine. Alebo pomocou profilov jednotlivych

Castic.
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Najprv som oznacila Castice a pomocou ikony ziskat’ profily som ziskala

grafické znazornenie velkosti Castic (Obr. 17).

— Profil 41
— Profil 44
— Profil 43
— Profil 44
— Profil 49
— Profil 4d
— Priofil 47
— Profil 44
— Praofil 49
— Profil 50
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Obr. 17: Oznacenie meranych castic a ziskané profily

Dalej som oddelila profily a na kazdom uréila $irku — priese¢nikmi a vysku

vodorovnymi te¢nami (Obr. 18)
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Obr. 18: Profily castic pre vymedzenie a) priesecnikmi b) vodorovnymi te¢nami
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5. VYSLEDKY

Vysledky merani st predloZené samotnymi snimkami a vyhodnotenia st
spracované do tabuliek a grafov. Najvicsia oblast, ktort bolo mozné pri pouziti AFM
EasyScan 2 spracovat, predstavovala oblast 10 um X 10 pum. Nasledovala tuprava

a vyhodnotenie snimok jednotlivych vzoriek pomocou programu Gwyddion.

Vyhodnocované boli rozdielne vzorky nanocastic $tyroch typov Chromeonov

a pre porovnanie 100 nm Standard.

5.1 Standard 100 nm

Tato vzorka bola merand 3 dni azo 120 snimok bola vybrana jedna oblast’
s najzretelnejsie viditeInymi Casticami. Zakladna snimka o rozmeroch 10 um X 10 pm
bola priblizena na snimok 1,4 um X 1,4 pm, z ktorého boli nasledne od¢itané Castice.
Odc¢itanych bolo 50 castic, ich oznacenie je zobrazené na Obr. 19. Nasledne boli
urobené profily jednotlivych Castic, ako je ukazané na Obr. 20 a parametre zapisané do

tabul’ky (Tab.1).

.

NS00 nm

Obr. 19: Standard 100 nm, odéitanie parametrov, rozlisenie 1,4 X 1,4 um
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Obr. 20: Standard 100 nm, profilogram vel’kosti nanocastic
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Obr. 21: Trojrozmerne zobrazenie Castic Standardu 100 nm
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Obr. 22: Histogram vel’kosti ¢astic Standardu 100 nm
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Tab.1: Vel’kost’ nanodastic 100 nm Standardu

castica vySka [nm] | Sirka [nm] castica vySka [nm] | Sirka [nm]

1 9,4 68,7 28 6,3 84,5
2 11,5 74,8 29 12,7 85,6
3 7,2 57,3 30 8,4 76,3
4 7,6 67,7 31 6,5 97
5 8,2 84,1 32 8,2 88,1
6 8,3 62,6 33 7,1 83,1
7 15,3 100,6 34 11,4 92
8 10,3 85,2 35 53 72,7
9 14,1 99,5 36 4,7 84,5
10 4,7 85,9 37 4,5 78,8
11 9,5 103,1 38 6,1 90,2
12 12,3 60,6 39 12,5 121
13 14,5 81 40 7,8 88,4
14 9,3 92,6 41 6,6 77,6
15 55 74,5 42 5,9 75,9
16 10,3 71,6 43 8,3 94,5
17 6,3 75,4 44 8,5 93,8
18 10,6 74,1 45 7,8 93,4
19 13,4 78,4 46 5,8 56,6
20 8,3 75,2 47 7,2 86,3
21 52 90,6 48 94 92
22 39 65,4 49 10,7 102,6
23 9,8 99,2 50 10,2 101,3
24 9,3 931 Arit.priemer 8,6 84,0
25 10,2 84,8 Sm.odchylka - +13,1
26 6.9 74,5 Medi4n - 84,6
27 6.4 87 Modus - 74,5
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5.2 Chromeon A

Chromeon A (PD Chromeon 470-marked) som merala 2 dni, pri¢om zo 60-tich
snimok boli vybrané 2 oblasti (I, IT), ktoré st pre ilustraciu zobrazené na Obr. 23 a 24.
Odcitala som parametre 85-tich Castic, pricom 36 z oblasti | a 51 z oblasti II. Nasledne
som pomocou profilov (Obr. 26 a Obr. 27) urcila vysku a Sirku Castic a zhrnula ich
v Tab. 2.

1. merana oblast’

Obr. 23: Chromeon A, od¢itanie parametrov oblast’ 1, rozliSenie 3,5 X 3,5 um

2. merana oblast’

Obr. 24: Chromeon A, od¢itanie parametrov oblast’ I, rozliSenie 3,0 X3,0 um
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Obr. 25: Trojrozmerny snimok castic Chromeon A, vlPavo oblast’ I, vpravo oblast’ 11
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Obr. 26: Chromeon A, oblast’ I, profilogram vel’kosti nanocastic
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Obr. 27: Chromeon A, oblast’ 11, profilogram vel’kosti nanocastic
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Tab.2: Vel’kost’ nanodastic Chromeonu A

Castica vyska [nm] | Sirka [nm] castica vyska [nm] | Sirka [nm]
1 8,2 107,4 37 11,4 118,5
2 91 113,1 38 23,5 122,9
3 9,9 118,1 39 18,9 124,3
4 8,9 91,6 40 11,3 101,7
5 9 95,9 41 15,1 110,3
6 9,3 108,8 42 8,8 94,3
7 10,9 117,9 43 20,5 128
8 21,8 123,9 44 14,9 103,8
9 10,9 116 45 28,3 146
10 6,9 116 46 23,3 133
11 14,7 107,4 47 21,7 138,8
12 13,9 116 48 9,3 102,4
13 15,2 134,6 49 9,5 103,8
14 18,8 135,3 50 10,5 105,7
15 13,1 116,7 51 14,2 82,3
16 18,2 124,6 52 11,9 93,8
17 15,6 116 53 30,7 1448
18 16,7 132,5 54 17,4 121,4
19 17 131 55 11 101,2
20 20,3 146,1 56 20,8 120,7
21 10,7 103,6 57 27,3 146
22 8,2 127,9 58 21,9 139,5
23 11,2 121,7 59 25,8 128,7
24 9,6 110,7 60 14,5 100,2
25 12,2 86,9 61 12,6 102,1
26 13,2 101,2 62 21,5 126,5
27 9,9 112,6 63 11,5 1124
28 8,9 104,5 64 11,8 98,3
29 8,7 119,8 65 16,2 118,4
30 14,6 116,7 66 14,5 109,3
31 12,5 114,6 67 12,6 105
32 21,5 126,7 68 20,1 122,2
33 8,5 124,1 69 13,4 107,4
34 9,3 122,2 70 12,2 107,9
35 25,4 132,5 71 11,7 106,7
36 9,5 120,9 72 8,8 105,2

37



Tab. 3: Vel’kost’nanocastic Chromeonu A (pokracovanie)

Castica vyska [nm] | Sirka [nm] Castica vyska [nm] | Sirka [nm]
73 9,4 105,2 82 18,1 112,8
74 13,1 122,2 83 17,7 112,8
75 13,9 1339 84 17,4 1177
76 20,6 133,7 85 14,7 118,9
7 12,2 108,8 Arit. priemer 14,9 116
78 17,6 1214 Sm. odchylka - +13,6
79 18,6 113,7 Median - 116
80 20,6 114,7 Modus - 116
81 17,4 117,6

30
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Obr. 28: Histogram velkosti ¢astic Chromeonu A

5.3 Chromeon B

Chromeon B (Nanobeadsbased on PD, Chromeon 470-marked, carboxylated)
som snimala 3 dni a urobila 116 snimok. Z toho boli v praci pouzité 2 oblasti (I a II).
Bolo od¢itanych len 41 ¢astic, 25 z oblasti | (Obr.29) a 16 z oblasti 11 (Obr.30), ostatné
snimky bolo obtiazne hodnotit’. Ziskané profily castic (Obr.32 a Obr. 33) boli pouzité

na uréenie vySky a $irky Castic uvedenych v Tab.3.
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1. merana oblast’

Obr. 29: Chromeon B, od¢itanie parametrovoblast’ 1, rozliSenie 6,0 X 6,0 um

2. merana oblast’

-
‘12 10
: .
g -23 ; ) 2 um

Obr. 30: Chromeon B, od¢itanie parametrov oblast’ 11, rozliSenie 6,4 X 6,4 um

Obr. 31: Trojrozmerny snimok nanocastic Chromeonu B, vl’avo oblast’ I,

vpravo oblast’ 11
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Obr. 32: Chromeon B, oblast’ I, profilogram vel’kosti nanocastic
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Obr. 33: Chromeon B, oblast’ I, profilogram vel’kosti nanocastic
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Tab.4: Velkost’ nanocastic Chromeonu B

Castica vyska[nm] | Sirka[nm] castica vyska[nm] | Sirka[nm]
1 6,5 164,1 24 8,3 210
2 5,2 143 25 12,7 276,4
3 53 154 26 12,1 198,1
4 4,1 136 27 9,6 190,9
5 5,3 171,8 28 59 185,9
6 59 154,9 29 57 181,2
7 53 173,2 30 9,9 200,5
8 4.4 152,1 31 6,3 185,9
9 58 185 32 6,9 181,2
10 53 1479 33 9,6 163,2
11 7,1 173,7 34 13,3 197,6
12 7,4 2195 35 13,1 207,6
13 10,7 249,3 36 5,2 164,3
14 8,3 167,1 37 5,6 173,7
15 8,1 212,4 38 3,3 116,4
16 8,5 170 39 4,7 138,6
17 8,5 195,7 40 14,3 188,5
18 8,8 235,1 41 13,2 1945
19 7,7 191,9 Avrit. priemer 8,1 186
20 11,7 242,2 Sm. odchylka - +32,6
21 8,4 209 Median - 185,9
22 11,7 225,5 Modus - 173,7
23 10,2 201,9
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Obr. 34: Histogram velkosti ¢astic Chromeonu B

5.4 Chromeon C

Tato vzorka (Nanobeads based on polyacrylonitrile, Chromeon 470-marked,
carboxylated) bola merana 2 dni, z 58 snimok boli vybrané 2 oblasti (I a IT). Od¢itanych
bolo 54 castic, 24 zoblasti | (obr. 35)a30 z oblasti II (obr.36). Ziskané profily
(Obr. 38 a Obr. 39) sa pouzili na ur¢enie vysky a Sirky nanocastic, ktoré si uvadzané

v Tab.4.
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1. merana oblast’
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Obr. 35: Chromeon C, oblast’ 1, od¢itanie parametrov, rozliSenie 1,7 X1,7 um

2. merana oblast’

Obr. 36: Chromeon C, oblast’ 11, od¢itanie parametrov, rozliSenie 2,6 X2,6 um

Obr. 37: Trojrozmerny snimok astic Chromeonu C, vl’avo oblast’ I, vpravo oblast’ I1
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Obr. 38: Chromeon C, oblast’ I, graf vel’kosti nanocastic
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Obr. 39: Chromeon C, oblast’ 11, profilogram vel’kosti nanocastic
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Tab.5: Velkost’ nanocastic u Chromeonu C

castica vy§Ska[nm] | Sirka[nm]

1 1,63 104,1
2 1,03 103,9
3 1,35 101,7
4 1,62 100,8
5 1,52 98,6
6 1,29 113,9
7 1,13 101,2
8 1,02 117,6
9 0,89 103

10 0,89 84,6
11 2,02 81

12 0,98 79,5
13 0,88 108,4
14 0,72 814
15 0,61 66,9
16 0,86 69,8
17 0,7 80

18 0,85 66,9
19 0,84 65,5
20 0,73 75,5
21 0,72 93

22 0,84 68,7
23 0,85 85,3
24 0,65 68,3
25 0,57 69,8
26 0,55 64,3
27 0,51 78,1
28 0,42 70,1
29 0,4 74,1
30 0,56 88,9

45

castica vyska[nm] | Sirka[nm]
31 0,52 81
32 0,64 83,4
33 0,72 77,7
34 0,7 77
35 0,45 77,7
36 0,56 77,1
37 0,47 76,1
38 0,64 94
39 0,57 89,6
40 0,72 90,6
41 1,02 97,8
42 0,54 85,3
43 0,83 81,3
44 0,88 112,8
45 1,04 107
46 0,98 136,6
47 0,54 61,1
48 0,62 67,2
49 0,78 72,3
50 0,73 75,3
51 0,57 83,4
52 0,9 99,4
53 0,65 69,3
54 0,87 68,9

Arit.priemer 0,83 85

Sm.odchylka - +16,3

Median - 81,15
Modus - 66,9
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Obr. 40: Histogram velikosti nanocastic Chromeonu C

5.5 Chromeon D

Chromeon D sa meral 2 dni, zo 65-tich snimok sa vybrali 2 oblasti. Oznac¢enych
bolo 55 Castic, 35 z oblasti | (Obr.41) a 20 z oblasti Il (Obr.42). Nasledne pomocou

profilov ¢astic (Obr.44) boli vyhodnotené parametre udané v Tab.5.

1. merana oblast’

Obr. 41: Chromeon D, od¢itanie parametrov, oblast’ I, rozliSenie 5,1 X 5,1 um

46



2. merana oblast’

Obr. 42: Chromeon D, od¢itanie parametrov, oblast’ I, rozliSenie 5,0 X 5,0 um

Obr. 43: Trojrozmerny snimok éastic Chromeonu D, vl’avo oblast’ I, vpravo oblast’ I1
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Obr. 44: Chromeon D, oblast’ I1, profilogram vel’kosti nanocastic
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Obr. 45: Histogram velikosti nanocastic Chromeonu D

Tab.6: Vel’kost’ nanodastic Chromeonu D

¢astica | vySka[nm] | Sirka[nm] Castica | vySka[nm | Sirka[nm]
1 12,8 130,8 20 15,2 163,5
2 8,7 110,3 21 15,3 155,6
3 7,2 103,8 22 10,3 113,6
4 4,2 101,9 23 11,8 123,2
5 16,6 139,4 24 12,3 180,4
6 11,2 124,1 25 14,1 179,1
7 4,5 111 26 14,3 1945
8 4,8 106,1 27 54 110,3
9 6,5 100,2 28 4,8 93,8
10 12,3 123,3 29 4,1 108,9
11 111 131 30 2,8 109,1
12 9,2 102,4 31 13,5 190,3
13 10,1 126,7 32 247 184,7
14 7,7 100,7 33 19,7 206,3
15 13,3 139,6 34 18,9 202
16 11,5 118,1 35 19,1 190
17 10,1 125 36 14,1 162,3
18 12,7 130,6 37 10,6 124,6
19 4,5 101,9 38 14,8 132,7
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Tab.7: Vel’kost’ nanocastic Chromeonu D (pokracovanie)

castica vySka[nm | Sirka[nm] castica vyska[nm | Sirka[nm]

39 12,3 126 50 15,2 197,6
40 11,2 119,3 51 17,4 201,7
41 8,9 121,2 52 54 110,6
42 15,5 135,6 53 6,1 110,6
43 8,5 1279 54 4,5 106,3
44 9,4 138,9 55 4,2 104,2
45 7,2 123,2 Arit. 10,4 133
46 4,8 122,5 priemer

47 7,1 120,3 Sm.odchylka - +31,9
48 5,4 113,4 Median - 123,3
49 3,4 109,2 Modus - 101,9

5.6 Porovnanie velkosti nanocastic nameranych pomocou

AFM s deklarovanym rozmerom

AFM Deklarovany rozmer
Standard 100nm 84 nm + 13,1 nm 100 nm
Chromeon A 116 nm £ 13,6 nm 170 nm
Chromeon B 186 nm £ 32.6 nm 200 nm
Chromeon C 85 nm=+ 16,3 nm 100 nm
Chromeon D 133 nm+31.9 nm 130 nm
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6. DISKUSIA

Vyber meranej oblasti pri hodnoteniu AFM mikroskopom

Pri suvislej vrstve ¢astic hrot neprenikne medzi ¢astice a Z toho dévodu je vyska
Castice menSia ako v skutoCnosti. A naopak pri jednotlivych casticiach dostatocne
vzdialenych od seba sa pricitava Sirka hrotu a teda je tento rozmer vacsi ako skutoc¢na

¢astica.

Povodny zamer bol pre co najpresnejSie vysledky vziat’ ako smerodajnti vysku
U samostatnych castic a na pripadnych monovrstvach Castic od¢itat’ Sirku Castice. Pri
merani bolo naro¢né ndjst’ samostatné Castice. Po zaschnuti kvapalnej fazy zostavala
v Skvrne prili§ hrubéd vrstva Castic. V okoli Skvrny bol taktiez najdené zhluky castic
zachytavajuce sa na drobnych ryhach spdsobenych oddelenim sl'udy. Ako najvhodnejsia
oblast’ pre ziskanie hodnotiteI'nych snimkou sa javila oblast’ v blizkosti Skvrny, kde sa

nesmeli nachadzat’ nedokonalosti povrchu (napr. ryhy vzniknuté pri oddel'ovani sl'udy).

U Ag-nanocastic aj po fixacii na Poly-L-Lysin sa nepodarilo najst’ oblast’, ktorej

vysledky by sa dali pouzit’ . V experimentalnej Casti preto spracované nie su.
Spracovanie snimkou:

Program Gwyddion je velmi intuitivny, vSetky zdkladné ukony st umiestnené
vo forme ikon v hlavnej liste. Navod na pracu s tymto softwarom (spracoval F. Riguet)

hodnotim ho ako prehl'adny a zrozumitel'ny.

Najprv som si otvorila snimok z AFM a odstranila nerovnost’ povrchu od¢itanim
strednej roviny, nasledne od¢itala polynomialne pozadie a posunula najmensiu hodnotu

na nulu. Castice boli po tomto tkone lepsie viditeIné.

Na jemné korekcie AFM snimkou analyzovanych vzoriek boli dostacujlice
zékladné ikony nachadzajice sa v hlavnej liste. S kazdou d’alSou upravou vsSak treba
mysliet na zanesenie informadcii, ktoré nie st realne ateda postupné skresl'ovanie

vysledkov.

Urcovanie velkosti nanoCastic je mozné aj pomocou masky, kedy sa oznacia
vSetky body leziace v jednej rovine. V naSom pripade vSak vyska nanocastic bola vel'mi

mald, pri tak malych rozdieloch sa maska zle oznacovala, jednotlivé Castice sa zlievali
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a po opakovanom oznaceni jedného snimku vychadzali prili§ odlisné udaje. Z toho

dovodu som radsej vyuzivala profily jednotlivych Castic.

Urcovanie vel’kosti jednotlivych nanocastic:

Feretov priemer udava vzdialenost medzi dvoma krajnymi od seba najviac
vzdialenymi bodmi a slazi k urceniu velkosti nepravidelnych castic. Ru¢nym meranim
priemerov (pomocou profilov jednotlivych cCastic) boli vytyéené medze, v ktorych sa
pohybovali velkosti jednotlivych castic. Z profilogramov sa dali oddelit’ profily kazde;j

jednej Castice. Priesecnikmi sa urcila Sirka Castice a vodorovnymi te¢nami ich vyska.

Prili§ vysoké hodnoty pripadajuce na zhluky Castic alebo prili§ malé hodnoty,
ktoré pripadli na artefakty snimky, boli vylucené pri odc¢itavani Castic a ndslednom

spracovani vysledkov v programe Excel 2007.

Kazda vzorka je charakterizovana nie len priemernou velkostou nanocastic so
smerodatnou odchylkou velkosti Ccastic, ale taktiez histogramom. Ten lepsie
odzrkadluje distribliciu velkosti astic vo vzorke. Vyska stipca uréuje podetnost

vyskytu Castic danej velkosti.

Velkost’ nanocastic namerana AFM bola vzdy mensia v porovnani s hodnotami
deklarovanymi vyrobcom. Prvé vysvetlenie suviselo so skuto¢nost'ou, Ze nanocastice
boli merané pravdepodobne inou metdédou. To nam vSak pre vysvetlenie napadne

Sirokého rozpitia hodndét z AFM uplne nepostacovalo.

Pri podrobnejSom skimani sme zistili, Zze vySka sa pohybovala radovo
Vv jednotkach nanometrov ato nie len u Chromeonov ale aj u Standardu polystyrénu,
ktory mal mat’ tvar gule. Predpokladdme, Ze hrot snimal len vrchni ¢ast’ nanocastic.
Z tohto dovodu nebolo mozné objektivne urcit’ tvar, a mozno aj hodnoty velkosti
nanocastic by bolo z metodického hladiska uzitocné premerat’ napriklad elektronovou
mikroskopiou. Na vyhodnocovanie sktimanych nanocCastic musi byt pouzita ina

technika, pripadne spracovanie vzorky.
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7. ZAVERY

1. V experimentalnej casti som nazhromazdila skiisenosti a prakticki zruénost’
potrebnl pre zostavenie podrobného popisu pripravy vzoriek nanocastic pre
ucely AFM merania. VyskuSala som meranie na kalibraénych mriezkach,

100 nm standarde polystyrénu a nasledne som presla k meraniu chromeonov.

2. Standard nanoéastic polystyrénu 100 nm vykazoval pri AFM merani velkost
84 nm = 13,1 nm, Chromeon A vykazoval priemer 116 nm + 13,6 nm,
Chromeon B 186 nm + 32,6 nm, Chromeon C 85 nm + 16,3 nm a Chromeon D

vykazoval priemer 133 nm £ 31,9 nm .

3. Verlkost' nanocastic meranych pomocou AFM bola s vynimkou Chromeonu D

vzdy ndpadne mensia v porovnani s hodnotami deklarovanymi vyrobcom.

4. Velkostné rozpitie nameranych hodnot velkosti nanocastic boli vo vSetkych

pripadoch necakane Siroké.

5. KedZe vel'mi pravdepodobne neboli nasnimané celé nanocastice ale len vrchné

Casti, nebolo mozné urcit’ redlny tvar tychto Castic.

6. Metoda AFM sa ukazala ako prili§ citliva na meranie vel’kosti a tvaru zadanych

nanocastic.
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