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Abstrakt

Prace se zabyva pfipravou strukturovanych polymernich povrchl. Jsou zde
popsany rozdilné ptistupy vedouci ke vzniku poréznich systémi vyznacujicich se
odliSnou symetrii a velikosti povrchovych struktur. Pozornost je vénovana
procesim fazové separace v Systému polymer / smés dobrého a Spatného
rozpoustédla. Popsany jsou dosavadni poznatky a hypotézy vysvétlujici vznik
povrchovych a objemovych pori. Formovani povrchového reliéfu v nabotnalé
polymerni vrstvé je diskutovano s ohledem na vliv povrchového napéti,
Laplaceova tlaku, kapilarnich sil, proudéni, viskoelastické fazové separace,
kvality rozpoustédel, rychlosti odpafovani a kondenzace par.

Tyto poznatky jsou shrnuty v noveé navrzeném modelu, ktery popisuje formovani
povrchu polystyrenu v pribéhu casové sekvenovaného davkovani smési
rozpoustédel. V ramci vysledkti prace je podrobné popsana konstrukce dvou
specidlnich zafizeni, kter¢ umoznuji kontrolovat procesni parametry formovani
polymerniho povrchu v pribéhu casové sekvenované fazové separace za rotace.
Krom¢ polystyrenu byla feSena problematika upravy povrchli na bazi
hyaluronanu a hedvabného fibroinu. Experimentalni vysledky vénované
povrchovym upravam téchto material prokdzaly, Ze nové navrZeny proces
Strukturované polystyrenové a fibroinové vrstvy byly pouzity pro studium
bunéénych interakci s materialovymi povrchy. Bylo prokazano, Ze strukturované
povrchy efektivné simuluji nativni prostiedi pro kultivované buiiky. Mimo to
urcité typy hierarchicky strukturovanych povrchli mohou iniciovat diferenciacni
proces u kmenovych bunék.

Abstract

The works deals with the preparation of structured polymeric surfaces. Different
approaches leading to the formation of porous systems characterized by different
symmetry and size of surface structures are described here. Attention is paid to
the phase separation processes in the system of polymer / mixture of good and
poor solvent. Current knowledge and hypotheses explaining the formation of
surface and volume pores are described. Surface relief formation in the swollen
polymer layer is discussed with respect to surface tension, Laplace pressure,
capillary forces, flow, viscoelastic phase separation, solvent quality, evaporation
rate and vapor condensation.

These findings are then summarized in a newly proposed model describing the
formation of polystyrene surface in the process of time sequenced dosing of



solvent mixture. Within the work, the construction of two original instruments is
described in detail. These instrument allow to control the process parameters of
polymer surface forming at time sequenced phase separation at rotation. Apart
from polystyrene surfaces, also the surface treatment of hyaluronan and silk
fibroin based materials was addressed. Experimental results related to these
surfaces suggest that the newly proposed process of phase separation can also be
applied to structurally complex macromolecular systems.

Structured polystyrene and fibroin layers were then utilized for the study of cells
interactions with artificially prepared surfaces. It was proved that structured
surfaces efficiently simulate native environment for the cultivated cells. Besides,
some specific types of hierarchically structured surfaces can initiate stem cells
differentiation process.
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1. Uvod

Ptiprava hierarchicky organizovanych povrchil je predmétem zdjmu soucasného
vyzkumu v mnoha védnich oblastech [1, 2]. Specifické uspotadani materialu na
fazovém rozhrani a velky mérny povrch rozsifuje aplikacni potencial béznych
materiali. Tyto nové typy materiali nachazi uplatnéni zejména v pokrocilych
optickych, elektronickych a biotechnickych aplikacich [3-5]. Slouzi jako
antireflexni vrstvy [6], optické pasti [7], samocistici povrchy [8-10],
mikroreaktory [11-13], mista pro zachytavani bun¢k [14-16] a scaffoldy [17].

Je popsana cela fada postuplt umoznujicich tvorbu povrchovych struktur, mikro
a nano poru [18]. Velikost a distribuce povrchovych struktur hraje kliCovou roli
Vizolaénich [19], katalytickych [20], senzorickych [21], filtra¢nich [22] a
podpirnych [23] procesech. Z hlediska velikosti povrchovych nerovnosti 1ze
mluvit o0 makro (nad 50 um), meso (10 um — 50 um), mikro (0,1-10 um) a nano
(pod 100 nm) strukturach[24].

Specifickou povrchovou texturu lze generovat na kovech [25], keramikach [26],
syntetickych [27] a ptirodnich [28] polymerech. Mikro porézni keramiky se
pouzivaji jako nahrady kosti a pro povrchové upravy biologickych implantati.
Jejich hlavni vyhodou je vysoka korozivni odolnost a biokompatibilita [29].
Porézni materidly na bazi kovii maji problém s korozivni odolnosti. Oproti
keramikam se jednoduseji zpracovavaji a nejsou tak kiechké [30]. Z hlediska
formovani povrchu polymernich materialll je nezbytné rozliSovat, zda se jedna o
synteticky nebo piirodni polymer. Syntetické polymery jsou odolng;si viici
Sirokému spektru zplisobt povrchovych uprav. Jejich hlavni nevyhodou byva
horsi biologicka kompatibilita a rozlozitelnost [31]. Ptirodni polymery jako
proteiny (kolagen) nebo polysacharidy (kyselina hyaluronovd) se snadno
biologicky odbouravaji, ale oproti syntetickym polymerim se vyznacuji hor§imi
mechanickymi vlastnostmi a termalni stabilitou [32].

Tato prace se bude zamérovat na posledni dvé zmifované kategorie, syntetické
a ptirodni polymerni materialy, konkrétn€ polystyren, hedvabny protein
a hyaluronan sodny.

Pro vytvofeni specifické povrchové textury polymernich materidli lze pouzit
celou fadu ptistupt. Tyto metody 1ze rozdélit na fyzikaln€ chemické a biologické.
Podle zplsobu vazby na povrch je lze dale délit na kovalentné vazané nebo
fyzikalné sorbované. Z kovalentnich 1ze zminit chemické a fyzikalni napafovani,
radia¢ni a fotochemické roubovani, silanizaci, plazmatické apravy, chemické
vazéani proteinil. Z nekovalentnich to jsou povlaky tvotfené odlévanim, pouziti
povrchové aktivnich aditiv, zachytavani proteini a polysacharidi. Posledni



kategorii je Uprava originalniho povrchu bez nanaSeni kryci vrstvy matridlu.
Takovéto modifikace Ize provadét leptanim pomoci iontového svazku, laseru,
plazmatického vyboje, plisobenim chemickych latek, ¢i mechanickym opracovani
povrchu [33-36]. Mimo to Ize pouzit rizné typy Sablon, které budou definovat
vzhled vysledného povrchu. Vyuzivaji se uspoifadané soustavy koloidnich ¢astic,
které¢ vytvareji inverzni opalové struktury, fazova inverze, samoorganizované
povrchové aktivni latky, elektrickym polem indukované blokové kopolymery,
foto nebo elektrochemicky polymerované prekurzory a dal$i ptimé litografické
metody. Hlavni nevyhodou pouziti Sablon je, Ze po jejich pouziti musi byt
odstranény, nehledé na moznou zbytkovou kontaminaci povrchu. Alternativou je
pouziti pfimych zpracovatelskych postupii jako je 3D tisk [37], elektro spinning
[38] nebo materiald, které se po zformovani porézni struktury odpaii. Sem lze
zatadit zpénovani polymeru pomoci plynu [39], vymrazovani [40] a fazové
separace [41] pomoci dobrych a Spatnych rozpoustédel. Poslednimu
zminovanému piistupu, to znamend formovani polymernich povrchi pomoci
fazové separace, bude vénovana tato disertacni prace.

2. Soucasny stav reSené problematiky

Fazovou separaci miizeme pozorovat v procesech mokrého a suchého liti [42-45].
Rozeznavame teplotné indukovanou fazovou separaci [46], separaci vyvolanou
Spatnym rozpoustédlem [47], chemickou reakci [48] nebo smykovym namahanim
[49]. V této praci bude pozornost vénovana fazové separaci odehravajici se
Vv procesu mokrého liti, tj. separaci vyvolané pfitomnosti Spatného rozpoustédla
Vv systému polymer/dobré rozpoustédlo. Existuji dva zakladni piistupy. Prvni je
zalozen na depozici smési dobrého a Spatného rozpoustédla na povrch
formovaného materialu, mluvime o tzv. pfimé metod¢ ,,Breath Figures (BF)“ [50,
51]. Druhy je zalozen na kondenzaci par na povrchu nabotnalého nebo
rozpusténého polymerniho sytému, mluvime o normalni metod¢ ,,BF* [52-54].

Rayleigh and Aitken popsali BF na zacatku 20. stoleti [55, 56]. Mechanismus
vzniku pro jednoduché kapaliny byl nastinén pozdéji Knoblerem a kol.[57], ktefi
objasnili zaklady tohoto procesu. Drahos a Delong publikovali v roce 1960 praci
o formovani dér na povrchu filmu pfi odpatovani nitrocelul6zového roztoku za
vysoké vlhkosti [58]. V pfipadé normalni metody BF tvofi Sablonu kapky
Spatného rozpoustédla kondenzujici na povrchu polymeru, z néhoZ se odpatuje
dobré rozpoustédlo. Spatné rozpoustédlo se plné odpaii az v koneéné fazi
formovani povrchu, kdy je vsystému minimum dobrého rozpoustédla [59].



V¢étSina literarné popisovanych ptistupll vyuzivajicich tuto metodu je zalozena na
depozici roztoku polymeru na nosny substrat s naslednym formovanim povrchu
do kone¢né podoby pomoci kontroly kompozice polymeru [60], rozpoustédel
[61], koncentrace polymeru [62], regulace tlaku [63], relativni vlhkosti [64],
nosného substratu [65], tloustky deponovaného roztoku polymeru [63] a teploty
[66]. V kombinaci sriznymi piistupy zpracovani (casting, dipcoating,
spincoating) lze touto metodou pfipravovat texturované filmy s rovnomérnou
tloustkou a nizkou povrchovou drsnosti na relativné velké plose.

V praci Fukuhiry a kol. [67] bylo zjisténo, ze tvorbu samoorganizovanych
polymernich filmi metodou BF lze tidit pomoci kontroly mezifdzového napéti.
To znamend, ze klicovym faktorem, vedoucim k tvorbé pravidelného
povrchového vzoru metodou BF, je kontrola stability formujicich se kapicek
Spatného rozpoustédla [68]. Stabilitu kondenzovanych kapicek S$patného
rozpoustédla na povrchu upravovaného polymeru lze =zajistit piidavkem
povrchové aktivnich latek, jako jsou naptiklad fosfolipidy nebo jiné povrchové
aktivni latky. Mimo to bylo v praci Bolognesiho a kol. [2] zjiSténo, Ze typ
vznikajicich struktur na polymernim materidlu je podminovdn mnoZstvim
polarnich skupin v polymernim povrchu.

Inverzni pfistup k metodé BF je popsan v praci Pericet-Camara a kol. [69].
V tomto piipad€ jsou na povrch polystyrenu naneseny kapicky ethylenglykolu
nebo vody a nasledné je systém vystaven nasycenym param toluenu. Prvotné
vytvofené kapicky slouzi jako maska branici rozptyleni toluenovych par
a zmékceni povrchu polystyrenu pod zformovanymi kapickami.

U polymernich systéml je nutno uvaZovat rovnéz viskoelastickou fazovou
separaci, definovanou Tanakou [70], vliv povrchového napéti a z ného
plynouciho Laplaceova tlaku formujicich se kapek Spatného rozpoustédla [71]
a tokii indukovanych rychle se odpafujicim rozpousStédlem a teplotnimi spady
[72-78]. Prace Tanaky [79] poukazuje na dilezitou skute¢nost, Ze za pritomnosti
viskoelastické fazové separace mohou vznikat dva hlavni typy struktur, sitové
a bunécné. Znalost a porozuméni viskoelastickym ucinkti na separaci fazi, spolu
S ostatnimi proménnymi umoznuje produkci bohaté palety rliznych morfologii
povrchl.

V piipad¢ Upravy systémi obsahujicich specialné navrZzené blokové kopolymery
[80-83], nanocastice [80-83] nebo smési vice polymerd [84-86] lze pfipravit
hierarchicky organizované mikro — nanoporézni povrchy.

Postupy umoziujici formovani povrchi na bazi syntetickych polymert (PS,
PMMA, PLA, atd.) pomoci metody BF jsou jiz v literatufe popsany [87-89].
Nicméné postup umoziujici formovani povrchli na bazi hedvabnych proteinti



a hyaluronanu sodného zcela chybi. Dalsi zcela nepopsanou technikou je
navrhovany postup Casové sekvenovaného nanaseni malych davek smésného
roztoku na rotujici povrchu upravovaného polymerniho materidlu.

3. Cile disertacni prace

- Cilem této disertacni prace je navrhnout a popsat originalni postup piipravy
mikro a nano poréznich systémi na bazi syntetickych a pfirodnich
polymerd.

- Vyvinout jednoduchy, rychly a vysoce reprodukovatelny postup umoziuji
piipravu Sirokého spektra poréznich systémil na ploSe v fadech jednotek az
desitek centimetrti ¢tverecnich.

- Pro tyto ucely vyuzit proces fazové separace, na jehoz konci zlistane pouze
hierarchicky organizovany polymerni povrch bez dalSich pfimési ¢i
kontaminace.

- Modelové popsat d€j odehravajici se na povrchu polymerniho materialu pii
formovani portt metodou Casove sekvenované fazové separace za rotace.

- Sestavit zafizeni, které umozni kontrolovat a fidit procesni parametry
tvorby poréznich systémi.

- Prostudovat vliv takto ptipravenych povrchill na chovani bunék.

4. Teoreticky ramec

Jevy fazovych separaci Ize pozorovat u riznych druht latek zahrnujicich kovy,
polovodice, supravodiCe, polymery, emulze ¢i biologické materialy.

K fazové separaci v polymerni smési muize dochéazet v disledku rozdilnych
hnacich sil. Diky riznym kombinacim polymeru Ize pomérné snadnou cestou
tvorit struktury s diametralné¢ odliSnymi povrchovymi vlastnostmi. Hnaci silou
procesu fazové separace v polymernich systémech je nizka entropie jejich smési.
Mechanismy fazové separace u bindrnich polymernich smési byly rozsahle
studovany a jsou dobie popsany [90, 91] a to jak v piipad¢ fazové separace
tenkych filma, tak také v objemu. Na rozdil od objemovych fazovych separaci
jsou ty, které probihaji v tenkych filmech vyrazné ovlivnény povrchem substratu
a rovnéz rozhranim vzduch-polymer.

Féazova separace u polymernich smési mize vytvaret rizné povrchové morfologie
s mikroskopickymi aZ nanoskopickymi utvary. Tyto Gtvary mohou vznikat jak

10



V horizontalni, tak vertikdlni roving. Typickymi ptiklady takovych struktur jsou
bikontinualni struktury, ostrovy, diry nebo vrstvené struktury.

Tvar a kone¢na struktura povrchu po fazové separaci je charakterizovana souhrou
mnoha faktorti a ptisobicich procesti zahrnujicich interakci mezi polymerem a
substratem, mezifazové napéti mezi jednotlivymi polymery a povrchem,
pouzitym rozpoustédlem pro formovani tenkého filmu nebo samotny proces
tvorby tenkych filma. Kontrolou tvorby fazové separovanych struktur a jejich
velikosti 1ze vytvaret polymerni filmy S pozadovanym vzorem aplikovatelnych
pii1 vyrobé polovodicii na bazi polymert, tvorb¢ antireflexnich povlakt, poréznich
filmt nebo biociph [92].

4.1 Mechanismus fazové separace vyvolané Spatnym
rozpoustédlem

Jak bylo naznaCeno vySe, fazovou separaci lze vyvolat plisobenim teploty,
smykového namahani, chemickou reakci nebo ptisobenim rozpoustédel. Pro popis
plsobeni rozpoustédel pouzil Strathmann et al. terciarni fazovy diagram
Kk vysvétleni termodynamickych aspektti majicich vliv na vyslednou morfologii a
vznik raznych typti membran [93]. Typicky fazovy diagram je uveden na Obr.1.
V rozich trojuhelniku reprezentujiciho tfislozkovy systém smési jsou polymer,
dobré rozpoustédlo a Spatné rozpoustédlo. Jakykoliv bod uvnitf tohoto
trojihelniku pfedstavuje smés o riznych pomérech tohoto ttislozkového systému.
V prvni €asti jsou vSechny komponenty neomezené misitelné, ovSem ve druhé
Casti je systém pouze omezené misitelny a polymer se v ném srazi. Hranice mezi
tdmito dvéma stavy se oznacuje jako binodélni k¥ivka. Use¢ka spojujici body této
binodaly, které jsou spolu v rovnovaze se oznacuje jako konoda, ptipadné¢ méné
spravnym oznacenim spojovaci ptimka. K uréeni boda vypracovali Wijmans et
al. dvé metody pro sestaveni této binodalni kiivky zahrnujici pfimou a
turbidimetrickou titraci [41].

Pouzitim tohoto ternarniho fazového diagramu muze byt vyjadiena kompozice
polymerniho filmu v urcitém konkrétnim ¢ase [94]. Z obrazku la (bod B-T) lze
vidét, ze pii t<1 s draha sloZeni piekroc¢i binodalni linii, coz znamena, Ze miseni
zaina bezprostiedné po ponoteni odlévané polymerni vrstvy do srazeci lazné.
Obrazek 1b bod (B-T) ukazuje, ze vSechny kompozice ptimo pod vrchni vrstvou
zustavaji v jednofdzové oblasti a jsou jeSt€¢ misitelné, coZ znamend, Ze
bezprosttedné po ponofeni nedojde k zadnému michani. Po delSim casovém
intervalu budou kompozice pod horni vrstvou ptrekroCeny a v tom piipadé dojde
k fazové separaci.
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Obrazek 1 - Slozeni odlévaného filmu bezprostiedné po ponoreni do srazeci lazné (t<1
s) ukazuje a) okamZzité smichani, b) opozdené smichani, T a B predstavuje horni a doini
cast odlevaného filmu.[94]

Z uvedené¢ho plyne, ze lze rozliSit dva vyrazné odliSné separacni procesy
vyznacujici se rozdilnou vyslednou morfologii povrchu [94, 95]. Strathmann
a kol. pozorovali tyto dvé zasadn€ odlisSné struktury v zéavislosti na rychlosti
srazeni polymeru indukovaného pfitomnosti Spatného rozpoustédla [96]. Rychlost
sraZzeni se mé&ii jako ¢as mezi ponofenim odlévaciho roztoku do srazeci lazné a
Casu kdy se tento roztok umistény na sklenény substrat srazi, tedy zbéla, nebo
kdyz se oddéli od substratu. Vyzkum Strathmanna a kol. ukazal, Ze ptfi pomalém
srazeni vznikaji povrchy s houbovitymi morfologiemi. Naproti tomu pii rychlém
srazeni vznikaly na povrchu struktury s velkymi makrodutinami.

Model pfenosu hmoty pro pocatecni stddium fazové separace byl vyvinut
Cohenem a kol. [97]. Vytvofili model pro difizné fizenou tvorbu poréznich
struktur ziskanou pomoci fazové separace vyvolané piitomnosti Spatného
rozpoustédla. Piedpokladali, Ze pti fazové separaci vznika trojrozmérnd struktura
tvofena dvéma rozptylenymi rovnovaznymi fazemi. Tato dvoufazova struktura se
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poté rozsifi na vSechny kompozice pod binoddlou. Predpokladali, ze difuzni
koeficienty dobrého a Spatného rozpoustédla jsou stejné, takze pohliZeli na tok
dobrého a Spatného rozpoustédla jako na jednorozmérny difizni proces, jak je
ukazano na Obr. 2. V ¢ase t se rozviji propagac¢ni difizni vrstva ohrani¢ena na
jedné stran¢ Spatnym rozpoustédlem a na stran¢ druhé vychozim roztokem. Pri
jejich difuznim modelu také potvrdili moznost nestabilni kompozice v roztoku
polymeru pii vymeéné dobrého a Spatn¢ho rozpoustédla.

odlévany film

X i e m e m= M
substrat

Obrazek 2 - Tok dobrého a spatného rozpoustédla zobrazeny jako jednorozmérny

difuizni proces.[98, 99]

V navaznosti na praci Cohena, Reuverse a kol. [97], Tsaye a kol. [100],
Radovanovic a kol. [99] predikovali moznosti srazeni. Model popsany
Radovanovicem a kol. [99] byl casto pouzivan k popisu fenoménti pienosu
hmoty, ke kterému dochazi béhem ponofeni.

Difuzni model vysvétluje dva typy oddélovani, které probihaji béhem procesu
fazové separace a byly pouzZity k ptedpovédi rozsahu pocate¢niho slozeni
odlévaného filmu. Pro vypocet kritickych pocate¢nich kompozic, u kterych se
oddélovani méni z okamzitého na zpozdén€, musi byt vyfeSena difizni rovnice
pro film a pro lazen.

Jestlize se slozeni smési dotyka nebo prekro¢i binodalni ¢aru na Obr.1la, dojde
k okamzité separaci polymeru a tvorbé pevného filmu. Tento typ vysraZeni tvori
vysoce porézni substrukturu (s ,,prstovitymi“ makropory) a jemné porézni tenké
VIstvy.

Pokud se profil kompozice nedotyka binodalni ¢ary, Obr.1b, okamzita separace
je zpozdeéna, dochazi k pomalému srazeni a formovani morfologie povrchu trva
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mnohem déle. Vznikaji struktury s pomérné¢ hustou horni vrstvou a houbovitou
podkladovou konstrukei. Struktury téchto dvou typti membran jsou zndzornény
na Obr. 3

Spatné rozpoustédlo $patné rozpoustédlo
(nizké@ misitelnost s rozpoustédlem) (vysoké misitelnost s rozpoustédlem)

pomala vyména dobrého a ‘rychla vyména dobrého a
Spatného rozpoustédla $patného rozpoustédla

oD ‘\. oo \,'.‘
Finger-like* morfologie

Houbovita morfologie

Obrazek 3 - Riizné morfologie povrchu zpuisobené riiznymi typy separace. [101]

Asymetrické membrany se skladaji ztenké horni vrstvy nesené porovitou
podvrstvou, ktera Casto obsahuje velké prazdné prostory nebo makro dutiny.

Tyto makro dutiny mohou vykazovat riizné morfologie v zavislosti na kinetice
fazové separace a termodynamice. Makro dutiny mohou zpusobit zhutnéni nebo
kolaps membran a omezit tak pouziti v procesech s vysokym tlakem, jako je
reverzni osmo6za. Na druhou stranu makroskopicka struktura je vhodna pro
ultrafiltracni procesy a mize byt pouzita jako podpiirna vrstva pro kompozitni
membrany [95].

Bylo navrzeno nékolik mechanismi k popisu formace makro poru. Matz [102],
Frommer a Lancet [103] naznacili ve své praci, Ze za iniciaci makro pora je
zodpovédna mezifaizovd hydrodynamickd nestabilita fizend gradientem
povrchového napéti. Stratham a kol. zminili, Ze troven makrostruktury je ur€ena
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rychlosti srazeni [96]. Studie od Booma [104] a kol. a Smolderse a kol. [95]
rovnez ukazala, Ze tvorba makro port pii fazové separaci prameni z Cerstve
vytvofenych jader ziedéné faze, kdy slozeni pted jadrem zlstdva po relativné
dlouhou dobu stabilni.

Difuze rozpoustédla vylou¢eného z okolniho polymerniho roztoku zptsobuje
makroskopicky rist. Makropory se obecné vytvaii v systémech, kde dochazi
k okamzitému smichani, vyjma piipadd, kdy koncentrace polymernich aditiv
a koncentrace Spatného rozpoustédla v roztoku polymeru piekracuje urcitou
minimalni hodnotu [95, 104, 105]. Proto slozeni roztoku polymeru v blizkosti
binodalni ¢ary podporuje tvorbu houbovitych struktur.

Cohen a kol. [97] byli prvni, kteti vypocitali drahu difize pomoci ternarniho
fazového diagramu, ktery byl pozdéji vylepSen mnoha vyzkumnymi skupinami
pro studium mechanismii tvorby membran [98, 100, 106, 107].

Podle vypocitané drahy difuze mize okamzit4 separace kapalina-kapalina zah4jit
tvorbu makro porti. Rovnéz bylo zjisténo, Ze misitelnost mezi rozpousStédlem a
koagulantem hraje dulezitou roli pii urCovani, zda dojde k fazové separaci
okamzit¢ [98].

Dulezitost misitelnosti mezi rozpousStédlem a koagulantem byla rovnéz
zaznamenana v praci Termonia [108] a Chenga a kol. [109]. Komplexni pohled
na mechanizmus tvorby makro pora uvadi prace Smolderse [95], Paulsena a kol.
[110].

Pomalejs$i absorpce Spatného rozpoustédla, které se vyskytuje pifi parami
indukované fazové separaci upifednostiiuje separaci pevna latka — kapalina
(krystalizace polymeru) nad separaci kapalina-kapalina, jako je tomu v piipadé
napf. ptipravy membrany ze semikrystalického polymeru jako je polyvinyliden
fluorid [111]. Li a kol. ukazali, ze morfologie takovéto membrany piipravené ze
semikrystalického polymeru muze byt fizena kontrolou teploty rozpousténi
polymeru [112]. Existuji dva zptisoby gelovani: se zahajenim krystalizace a bez
zahajeni krystalizace. Nad kritickou teplotou rozpousténi dochazi ke gelaci
pomoci zahajeni krystalizace a vznikaji uzlovité struktury. Naopak pod kritickou
teplotou dominuje gelace bez krystalizace a vytvareji se vlaknité struktury. Rizeni
teploty je tedy kritickym parametrem pti ur¢ovani morfologie semikrystalického
polymeru.

Lze tedy konstatovat, Ze faktory ovliviiujici rychlost separace kapalina-kapalina,
pevna latka-kapalina nebo srazeni polymeru urcuji fyzikalni morfologii membran
vzniklych fazovou separaci indukovanou Spatnym rozpoustédlem.
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4.1.1 Vybér rozpoustédel

Zvoleni spravné kombinace dobrého a Spatného rozpoustédla pro dany polymer
schopnost polymeru se ve zvoleném rozpousStédle zcela rozpustit, piipadné
snadno dispergovat. SouCasné ovSem musi byt dobré a Spatné rozpoustédlo
navzajem misitelné.

Obecné existuje znacny pocet kompatibilnich rozpoustédel, kazd¢ s vlastnim
termodynamickym chovanim a misitelnosti. Cim vys§i je afinita mezi dobrym
a Spatnym rozpoustédlem, tim snaze bude dochéazet k separaci a tvorbe porézné;jsi
struktury. Naopak v piipad¢ nizké afinity dojde ke vzniku asymetrické, méné
porézni struktury. Pro tvorbu pozadované povrchové morfologie povrchu je tedy
kromé jinych parametrii rozhodujici zvolit vhodnou smés dobrého a Spatného
rozpoustédla [94].

V souvislosti s tim bylo navrzeno nékolik pfistupi ke stanoveni rozpustnosti
polymeru. Flory a Huggins vyvinuli pro popis polymernich roztokl
dvojrozmérnou miizku [113-115]. V tomto modelu predpokladaji, ze segmenty
polymernich fetézcii a molekuly rozpoustédla maji stejnou velikost a pouze jedna
molekula nebo polymerni segment miize zabirat jedno miizkové misto [116].
Gibsova volna energie sméSovani se poté vypocita podle vztahu (6):

AG,, = kT (n4In®; + n,In@, + y1,n,0,), (6)

kde k je Boltzmanova konstanta (1,38x10% J.K?), T je absolutni teplota, n; a n,
jsou latkové mnozstvi rozpoustédla (slozka 1) a polymeru (slozka 2), O je
objemova frakce, y12je Floryho interakéni parametr, coz je bezrozmérny parametr
charakterizujici interak¢éni energii polymer-rozpoustédlo. Floryho interakcéni
parametr se nejbéznéji urCuje experimentdlné pomoci inverzni plynoveé
chromatografie [116].

Dal§im parametrem pomahajicim zvolit vhodné rozpoustédlo pro dany polymer
je parametr rozpustnosti, ktery mize slouzit k odhadnuti Floryho interakéniho
parametru. Parametry rozpustnosti rozpoustédel se vztahuji k molarni energii
odpafovani E, a molarnimu objemu V ¢isté kapaliny podle nasledujiciho vztahu:

5 =" (7)

Parametry rozpustnosti Ize aproximovat fadou metod [117] nebo experimentalné
stanovit ponofenim polymeru do riznych rozpoustédel, pfi¢emz hodnota
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parametru rozpustnosti je podobnéd jako hodnota rozpoustédla, které zplsobi
maximalni nabotnani [116].

Floryho interakéni parametr lze poté aproximovat na zakladé¢ parametru
rozpustnosti rozpoustédla (d1) a polymeru (d2) na zakladé pouziti nasledujiciho
vztahu:

X12 = ﬁ(51 - 52)2 ) (8)
RT

kde v; je molarni objem rozpoustédla a R je molarni plynova konstanta [116].

Scatchard a Hildebrand spocitali na zaklad¢ parametrii rozpustnosti polymeru
a rozpoustédla teplo michani AHy, podle nésledujiciho vztahu:

AHp = V(61 — 62)2¢1¢2’ 9)
kde Vi je molarni objem smési [118, 119].

Vybér vhodnych rozpoustédel pro dany polymer ve Scatchard-Hildebrandové
rovnici se urc¢uje s ohledem na minimalizaci tepla vznikajiciho pfi jejich michani.
OvSem tato rovnice plati pouze pro AHn >0 a navic nezahrnuje konkrétni
interakce, jakou jsou naptiklad vodikové vazby.

Hansen navrhl, aby celkovd energie odpafovani kapaliny byla zplsobena
disperznimi silami, stalymi dipdlovymi permanentnimi silami a vodikovymi
vazbami [120, 121]. Parametr rozpustnosti vztazeny k celkové soudrzné energii
je poté rozdelen do tii slozek: disperzni (dg), polarni (dp) a vodikové vazby (op).
Celkovy, neboli Hildebrandiiv rozpustnosti parametr je pak vyjadien v nasledujici
rovnici:

6=\/6§+5§+6ﬁ (10)

Vypocet disperzni (dq) a polarni (dp) slozky je popsan Blanksem a Prausnitzem
[122]. Rovnéz Hansen a Beerbower objevili vztah pro vypocet polarni slozky (dp)
popsany nasledujici rovnici:

5, =374 (11)

yos’
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kde u je dipolovy moment rozpoustédla a V je molarni objem rozpoustédla.
Slozka vodikovych vazeb (dn) parametru rozpustnosti se obvykle vypocitava
odectenim dq a dp 0d J. Rovnéz se da Jn vypocitat metodou skupinového
prispévku. Podle Hansena je metoda skupinového piispévku nejlepsi pro
stanoveni parametrii rozpustnosti pro polymery.

Skaarup [120] definoval parametr rozpustnosti Rp, coz je ,,vzdalenost™ mezi
polymerem a rozpoustédlem. Vyjadiuje jejich vzdjemnou afinitu na zakladé jejich
individualnich parametrti rozpustnosti vypoctenou pomoci nésledujiciho vztahu:

Rp = \/4(5d2 —841)* + (5p2 - p1)2 + (8nz — 0n1)? (12)

Na zakladé toho se poté definuje relativni rozdil energie, ktery se rovna Rp/Ro,
kde Ro je polomér interakce koule a parametri rozpustnosti Hansena. Relativni
rozdil energie nesmi piekrocCit hodnotu jedna, v opacném piipadé se polymer
v daném rozpoustédle nerozpousti. Rozpustnost se zvySuje s klesajici hodnotou
relativni energie jdouci k nule.

4.1.2 Vybér polymeru
Vybér vhodného typu polymeru je dilezity pro jeho budouci aplikaci. Rizné
strukturovany povrch ma poté riznou adsorpci par a plynt, hydrofilnost, tepelnou
¢i chemickou stabilitu.
Pro neporézni membrany mé volba polymeru pifimy dopad na vykonnost
membrany, jelikoz vnitini vlastnosti membranoveé separace (rozpustnost a
difazivita) zavisi na chemickeé struktute a tedy na volb& polymeru.
Ve fazové separaci vyvolané Spatnym rozpoustédlem ma volba polymeru piimy
dopad na vybér dobrého a Spatného rozpoustédla. Rovnéz hraje vyznamnou roli
s ohledem na jeho koncentraci béhem formovani povrchového reliéfu [123].

4.1.3 VIliv koncentrace polymeru

Koncentrace polymeru v roztoku je dal$im kliCovym parametrem ovliviiujicim
morfologii membrany. Typicka koncentrace polymeru ve smési se pohybuje od
15 do 25 hm. % [124]. ZvySena koncentrace polymeru v odlévaném roztoku vede
k vy$8i koncentraci polymeru na rozhrani Spatného rozpoustédla [125].
To znamena, ze se objemovy podil polymeru zvysi a tim vznikne morfologie

18



s niz§i poérovitosti. Kdyz je koncentrace vyS$$i nez urCitd kritickd hodnota,
vysledna membrana mé nizkou porovitost a tok Cisté vody pfes tuto membranu
muze byt sniZzen na nulu, a to i pfes okamzitou separaci. Strathmann a kol. [93,
96] se zaméfili ve své praci na vliv koncentrace polymeru na membranovou
morfologii. Jejich vyzkum ukézal, Ze riiznd pocatecni koncentrace roztoku
polymeru méni pritbeh sraZeni, coz lze prokéazat na ternarnim fazovém diagramu.
Byly ziskany dvé rtizné struktury v zavislosti na riznych zptisobech srazeni.

4.1.4 Volba a sloZeni smési se Spatnym rozpoustédlem

Volba Spatného rozpoustédla ma vyznamny vliv na srazeni. Kdyz se roztok
polymeru odleje jako tenky film na nosny substrat a pak se ponoti do Spatného
rozpoustédla, misitelnost dobrého a Spatného rozpoustédla a rovnéz afinita mezi
polymerem a Spatnym rozpousStédlem ovlivni rychlost separace a naslednou
kone¢nou membranovou strukturu [94]. Jako Spatné rozpoustédlo se obecné
nejcastéji pouziva voda nebo aceton ¢i nizsi alifatické alkoholy [126-129]. Piidani
rozpoustédla do koagulaéni ldzn¢ je dalSim parametrem, ktery ovliviliuje
membranovou strukturu. Maximalni mnoZstvi rozpoustédla, které mize byt
piidano, je vSak ur€eno polohou binodalni Cary ve fazovem diagramu. Pfidanim
rozpoustédla do koagulacni 1azn€ miiZze byt sraZzeni okamzité zastaveno. Dochézi
k odloZeni separace, coz vede ke vzniku neporézni membrany. Tento efekt je
neobvykly, protoze se zdd, ze existuji dva konkurencni procesy. Ptidani
rozpoustédla do koagulaéni lazn¢€ snizuje koncentraci polymeru na rozhrani filmu.
To by vedlo ke vzniku vice oteviené membrany [130]. Pfidani rozpoustédla do
koagula¢ni 1azn€ rovnéz snizuje aktivitu Spatného rozpoustédla a rychlost difize
do polymerniho filmu, coz dale zpomaluje separaci.

4.1.5 Vliv teploty

Zmeéna teploty mtiZze byt jednim z inicidtorti fazové separace. Mimo to teplota
ovliviiyje viskozitu odlévaciho roztoku. Diky tomu ma vyznamny vliv na fazovou
separaci. Ztoho divodu je povaZovana za vyznamny parametr ovliviujici
kinetiku tvorby membrany a morfologii povrchu [131-135].

Vyzkum Tsai a kol. ukézal, ze teplota koagulacni 14zn€ ma obrovsky vliv spolu
s ptidanim povrchové aktivnich latek do odlévaciho roztoku [131]. Zjistili, Ze
teplota ovliviuje velikost formovani makro port.

Zheng a kol. [136] ukazali, Ze s rostouci teplotou odlévaciho roztoku Se nesnizuje
pouze viskozita, ale zaroven zvysuje misitelnost mezi dobrym a S$patnym
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rozpouStédlem. Rovnéz ukazali, Ze S nariistem teploty se zvySuje kineticky

parametr tvorby membrany Dy;
2
D, =%, (13)
kde d je tloustka membrany a t je doba koagulace. Zheng a kol. také méfili
morfologii membran pripravenych pii rdznych teplotach koagulaéni lazné
a zjistili, Ze se zvysujici se teplotou roste velikost makro pora [137].

4.2 Metoda Breath Figures

Jednim z pfistupti tvorby strukturovanych polymernich povrchii je metoda
,,Breath figures® (BF). V této metod¢ se Sablonou pro tvorbu strukturovanych
povrchu stavaji kapicky vody, které 1ze snadno odstranit odpafenim [138, 139].
Dalsimi vyhodami BF jsou kratka doba generace port a nizké naklady. Piistup
BF Ize vyuzit pro Gpravu Sirokého spektra materialti od polymerd az po hybridni
nanokompozity.

Metoda BF umoziuje ptipravu topograficky rtizné strukturovanych rozhrani
S riznym chemickym slozenim mezi vnitini a vnéj$i ¢asti poru a to vse v jednom
kroku. Jednou z kli¢ovych vlastnosti metody BF je moznost ptipravy hierarchicky
uspofadanych rozhrani. Inspirace pro piipravu takovychto hierarchicky
strukturovanych rozhrani pochazi z ptirody [140]. Mimo to je mozné kontrolovat
velikost a uspotadani 3D pord jak v povrchu, tak v objemu, ¢imz lze vyrazné
ovliviiovat mérny povrch [141].

4.2.1 Mechanismus vzniku Breath Figures

Principem klasické metody BF je tvorba uspofadanych vodnich kapek kondenzaci
na ochlazovaném povrchu. K ochlazovani povrchu dochazi v disledku rychlého
odparovani dobrého rozpoustédla z modifikovan¢ho fazového rozhrani, Obr. 4
[55, 56, 142]. V okamziku kdy se povrch dostane do kontaktu s vlhkym
vzduchem, vlhkost kondenzuje na povrchu a vytvafi vodni kapky, které béhem
odpafovani rozpoustédla dale rostou [138, 143-147].

Tvorba poréznich systémti pomoci BF naznacuje Obr. 5 [148]. V pocate¢nim
stadiu (A) dochazi k endotermnimu odparovani, Klesa teplota povrchu, vodni para
za¢ind kondenzovat na fazovém rozhrani kapalina/plyn. V nasledujicich fazich
dochézi ke zvySovani teploty, ¢imz se kompenzuje pocatecni pokles teploty viz
Obr. 4.
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Obrazek 4 - Zména teploty filmii v zavislosti na odparovani rozpoustédla [149].

Pocatecni heterogeni nukleace tvoii na povrchu kapicky vody Obr. 5 (B). Tyto
kapicky jsou termodynamicky stabilni a diky tomu nedochazi k jejich odpafovani.
Mnozstvi kapicek po povrchu je v tomto kroku pomérné nizké. Vzniklé kapicky
na povrchu substratu rostou v zavislosti na koncentraci vodnich par okolni
atmosféry. Jakmile se teplota filmu vrati na teplotu okoli, kondenzovana voda a
zbytkové rozpoustédlo se odpafti. Dlilezitym aspektem miry kondenzace kapicek
vody na povrchu je ochlazeni povrchu substratu, které se zvySuje spolu se zménou
tlaku rozpoustédla a rychlost proudéni plynu nad povrchem materiélu.

Za ptedpokladu, ze doba kondenzace je ptiméfen¢ dlouha k indukovani ristu
vodnich kapicek, lze ziskat uplné pokryti povrchu hexagonalnim vzorem
Obr. 5 (C). Naproti tomu dlouha doba kondenzace bude mit za nasledek pory
s nahodnou distribuci velikosti Obr. 5 (D). To znamena, ze ma-li dojit k vytvoreni
monovrstvy podobné velkych poérl,, je nezbytné, aby doSlo k odpateni
rozpoustédel pied za¢atkem koalescence vodnich kapicek Obr. 5 (F).

Za urcitych podminek miiZze prvni vrstva kondenzovanych kapicek klesat nize do
roztoku. V tomto piipadé je nezbytné polymerni kapky stabilizovat tak, aby se
Vv Case zabranilo jejich koagulaci Obr. 5 (G). Na pokles kapi¢ek do polymerniho
roztoku bude mit zasadni vliv hustota pouzitého rozpoustédla. Jestlize bude
hustota rozpoustédla mensi nez hustota vody, bude dochézet k pronikani kapic¢ek
vody do polymerniho roztoku a mizeme pozorovat vznik vicevrstvych struktur
Obr. 5 (H). Jak jiz bylo zminéno, polymer muze zabranit koagulaci kapek
Spatného rozpoustédla prostfednictvim okamzitého srazeni polymerni vrstvy
kolem povrchu dané kapky. V ptipad¢, kdy dochazi k odpatrovani rozpoustédla a
polymer nedostate¢né stabilizuje vodni kapi¢ky, mohou se dvé kapic¢ky na svém
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obvodu dostat do styku a vzajemné se ovliviiovat koalescenci. Po koalescenci
vznikd nova kapka s objemem dvou velikosti kapek, ze kterych vznikla.
Z hlediska energetického se jedna o vyhodny stav, jelikoZ vytvoienim této kapky
klesa povrchova energie Obr.5 (D). V dusledku procesu koalescence a po
odpareni vodnich kapicek a pouzitého rozpoustédla vznika nesourodé pole pora
Obr. 5 (E).

Proud vzduchu
o

Obrazek 5 - Model vzniku poréznich systémii pomoci metody Breath figures. Nejprve
se polymer rozpusti v tekavém rozpoustédle a vystavi se vihkému prostiedi (4). Behem
pocdtecni faze kondenzuje vodni pdara na povrchu ve formé kapicek (B). V diisledku
odparovani rozpoustédla rostou kapicky vody na povrchu a tvori uzaviené pole (C).
V tomto stadiu se mohou vodni kapicky dale sriistat, coz vede ke vzniku neuspordadanych
heterogennich poréznich filmii (D) a (E). V pripadeé, Ze odparovani skonci pred
sriistanim kapicek do sebe, dojde ke vzniku poréznich filmii s podobnou velikosti porii
(F). Kromé toho, v pripade kdy pouZity polymer stabilizuje kapicky kondenzované vody
a zabranuje jejich srustani, miize kondenzovana kapicka o vyssi hustoté klesnout do
roztoku (G). Nasledné miize na povrchu pokrytém rozpoustenym polymerem
kondenzovat nova vodni kapka. Vysledkem toho je opakujici se postup vytvoreni
vicevrstvych poru (H) [150].

Existuje mnoho studii vysvétlujici mechanismus a dynamiku, ktera fidi formovani
BF zejména na pevném nebo kapalném povrchu [139, 148, 151-153]. K dispozici
je n¢kolik modelt vysvétlujicich kinetiku téchto procest [151, 152, 154, 155].
Bylo dokazano, Ze polomér jedné kapky v rliznych stupnich riistu se zvySuje
s ¢asem t podle mocninového zédkona s variabilnim exponentem n, ktery zavisi na
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mechanismu ristu (difuzi nebo koalescenci), povrchovych vlastnostech, teploté,
pritoku vlhkého vzduchu geometrii a dalsim, viz Obr. 6.

Velikost kapicek vody ~ ' t
” - -r
SR i a2A A r%

Cas, 1 t

Obrazek 6 - Ruist kapicek vody jako funkce casu. [156]

Podle Rogerse a kol. [157] muze byt rast kapicky popsan mocninovym zakonem
tY4 za pouziti pouze modelu difiize. Fritter a kol. [154] a Steyer a kol. [158]
zpracovali modely, které zvazuji jak difuzi, tak koalescenci a dospéli k zavéru, ze
Vv pocateénim stadiu izolované kapicky rostou podle funkce t*2,

Pericet-Camara a kol. [71] ve své praci popsali chovani polymeru okolo kapek
Spatného rozpoustédla. Pro popis tohoto dé&je v prvnim experimentu byla na
povrch polystyrenu deponovéna kapka o priméru 100 az 200 um smési vody a
ethylenglykolu v poméru 1:1 pomoci techniky ink-jet. Nasledné byl povrch
vystaven param toluenu. Kapka sedici na povrchu zabranuje penetraci par toluenu
do polymeru v misté kontaktu mezi kapkou a povrchem PS, Obr. 7a. Toluen botna
PS okolo nanesené¢ kapky aten vertikalné expanduje, Obr. 7b. Po odpaieni
toluenu 1ze na povrchu pozorovat kraterovitou strukturu, ktera odpovida mistu
umisténi kapky. VtlaCovani Spatného rozpoustédla do nabotnalé polymerni vrstvy
schématicky naznacuje, Obr. 7c a 7d. Druhy experiment se od prvniho lisil tim,
ze povrch polystyrenu byl vystaven atmosféfe nasycené toluenem. Na zmekly
povrch se pak nechaly kondenzovat kapky vody. Na rozdil od vysledkt prvniho
experimentu dochazi k vytvoreni krater nahodnych praméra, Obr. 7e a 7f [71].
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Obrazek 7 - @) Difiize toluenu do polystyrenu pokrytého sedici kapkou smési vody
a ethylenglykolu. b) Vysychani expandovaného povrchu polystyrenu. C€) Schéma
elastické deformace povrchu pomoci prisedlé kapky. Tecovana cara zobrazuje povrch
bez deformace. Parametr 0 je kontakni uhel kapicky, h je maximalni vyska hiebene a d
Maximalni hloubka prohlubné. d) zvétsené schéma vybraného mista. Povrchové napeti
vtahuje hieben, pricemZz ohnuty meniskus piisobi na rozhrani ve vzdalenosti ho V
dusledku interakce Van der Waalsovych sil se substratem. Hodnota AP je Laplaceuv
tlak vedouci k poklesu kapicky do substratu. €) Struktury na povrchu polystyrenu po 5
min. vystaveni param toluenu S naslednou kondenzaci mikrokapek vody. f) Vyskovy
profil jednoho z krdterii na obrdzku ) vlevo nahore [71].
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4.2.2 Soucasné puisobeni smési dobrého a Spatného rozpoustédla

Povrchové prohlubné Ize ptipravovat pomoci smési dvou vzajemné misitelnych
rozpoustédel, z nichz jedno Ize vi¢i upravovanému polymeru povazovat za
Spatné, separujici se do podoby kapek. Typickym piikladem takovéhoto ptistupu
je uprava povrchu polystyrenu (PS) popsana DeRosa a kol. [47]. Kolektiv téchto
autort zjistil, Ze v zavislosti na typu pouZitého Spatného rozpoustédla se daji pfi-
pravit dva typy poréznich povrchill na bazi PS. Pfi pouziti tetrahydrofuranu (THF)
a isopropanolu (IPA) v objemovém poméru 4:6 vznikl povrch charakteristicky
mensimi prohlubnémi. Povrch PS se stal neprihlednym, mlééné zakalenym, Obr.
8a, c, e. Stiedni primér prohlubni na tomto povrchu se pohyboval okolo 19 pum.

Obrazek 8 - @) Zakaleny povrch PS upraveny smési THF a IPA. b) Prithledny povrch
PS upraveny smeési THF a H>0. ¢) Obrdzek ze stereomikroskopu pro povrch a), zluté
meritko 265 um. d) Obrazek ze stereomikroskopu pro povrch b), Zluté meritko 265 yum.
e) snimek ze SEM pro povrch a), méritko 100 um. Viozeny SEM snimek je stejny vzorek,
s méritkem 25 um. f) snimek ze SEM vzorku pro povrch b), méritko 100 um [47].

Vétsi pory na povrchu PS Ize vytvofit pouzitim vody jako Spatného rozpoustédla
v poméru THF:H,0 6:4. Pii pouziti této smési PS zistal ¢iry a vyznacoval se
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sttednim primérem prohlubni okolo 115 pum, Obr. 8b, d, f. Vytvoiené povrchové
prohlubnég, jak za pouziti IPA, tak H,O tvoii hustou strukturu kratert. Takto
texturovany povrch PS nachézi uplatnéni napft. pii kultivaci bunck, jak je popsano
V citované praci [47].

4.2.3 Zpisoby pripravy honeycomb poréznich systémi

Pro pfipravu ,,honeycomb® poréznich vrstev a folii bylo vyvinuto nékolik
ptistupti, Obr. 9 [159]. Jednim z nejbézné&jSich pristupti je naneseni kapky roztoku
polymeru na pevnou podlozku, pficemz je diilezité kontrolovat relativni vlhkost
komory, kterd musi byt vyssi nez 50%. Za béznych podminek jsou touto metodou
liti zhotoveny vysoce uspotadané struktury. Napiiklad pouzitim chladné podlozky
[60] mize byt ovlivnéna rychlost kondenzace a odpafeni rozpoustédla. Pokles
teploty zpuisobi zvyseni viskozity roztoku a rychlosti kondenzace, soucasné s tim
dochazi ke snizovani rychlost odpafovani rozpoustédla. V disledku toho vznikaji
vice usporadané honeycomb struktury [160, 161]. Dalsi zpisob ovliviiovani
procesu odpatrovani a kondenzace spociva v regulaci rychlosti pritoku plynu nad
vzorkem a kontrole jeho vihkosti [162-164]. Vétsi prutok vzduchu zpuisobuje
veétsi gradient teploty mezi povrchem a objemem v dasledku rychlejsiho
odpafovani rozpoustédla. Proudéni vzduchu také navic podporuje konvekci
Vv roztoku a rovnéz ovlivituje usporadani vodnich kapic¢ek. Mimo to bylo rovnéz
zjisténo, ze je potieba kontrolovat thel proudéni vzduchu nad modifikovanym
povrchem [139].

Nizka rychlost proudéni vzduchu umoziuje kapkam vody rist delsi dobu, coz ma
za nasledek vznik a rozvoj vétSich port. Oproti tomu piilis silné proudéni vzduchu
zpusobuje rychlé odpatfovani rozpoustédla, v disledku ¢ehoz dochazi k
omezovani schopnosti kapi¢ek rust a uspofadavat se do pravidelného
povrchového pole.

Metoda Spin-coating umoznuje piipravu filmt s rovnomérnou tloustkou a nizkou
drsnosti povrchu [165, 166]. V kombinaci s BF lze tento pfistup pouzit pro
rovnomérnou upravu relativné velkych ploch do porézni podoby. Pro vytvoieni
optimalnich vlhkostnich podminek se do prostoru rota¢ni komory umistuje
nadoba s horkou vodou. Vys$8i rychlosti rotace vzorku umoziuji vznik
pravidelnéjsi porézni struktury, zatimco pfi nizsich ota¢kach se snizuje rychlost
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odpafovani a tim je umoznéna vyrazng¢jsi koalescence kapicek [167]. Obecné se
velikost port s rostouci rychlosti rotace snizuje. Porovnanim metody spincoating
s technikami odlévani nebo proudénim ukazuje, ze tato metoda generuje méné
usporadané vzory. Navic tvar ziskanych port je pii pouziti metody spin-coating
vétsSinou spise prodlouzeny nez stéricky.

? a) proudéni vzduchu b) liti

Roztok
e) Spin-coating polymeru

\ i d) maceni

Y
v
C) sprejovani

Obrazek 9 - Metody pro pripravu porovitych ,,honeycomb “ struktur prostrednictvim:
a) proudeni vzduchu, b) odlévani, c) sprejovani, d) mdceni anebo €) Spin-coating [156].

Metoda dip-coating je dalsi metodou pouzivanou v kombinaci s BF [168, 169].
V této metod¢ se mechanismus méni v dusledku vertikalni polohy sklenéného
skli¢ka a povrchu kapaliny. Klesani kapicek Spatného rozpoustédla do polymerni
VIstvy neni V tomto ptipadé zplisobeno gravitaci. V tomto piipad¢ hraji zadsadni
ulohu mezifdzové sily a pohyb polymerniho roztoku na povrchu nosného
substratu, ktery je vytahovan z roztoku.

Emulzni technika generuje ,,honeycomb® struktury pomoci systému voda-olej.
Tedy tak, Ze je voda S olejem pifimo zavedena do roztoku polymeru a systém je
homogenizovan sonikaci [170]. Naptiklad pro pfipravu poréznich filmu za jinak
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suchych podminek bylo pouzito roztoku tetrahydrofuranu s pfidanim malého
mnozstvi vody [59].

Jak bylo zminovano vyse, vétsina ,,honeycomb struktury byla az na par vyjimek
pfipravovana na pevnych nosicich (sklenéné nebo kiemikové platy). Nishikawa a
kol. pfipravili ,,honeycomb* struktury na rozhrani vzduch/voda. Parametry
mikrostruktury véetné velikosti pori sité a tloustky filmu byly fizeny objemem
odlitého filmu a teplotou vodni lazné. Hlavni vyhodou této metody je fakt, Ze
tento pristup poskytuje tvorbu samonosnych folii [171].

4.3 Hierarchicky organizované struktury

Inspirace v podobé funkénich ptirodnich struktur vede ke snaham piipravit umélé
povrchy se specifickymi vlastnostmi. Tyto unikatni vlastnosti nejsou zpravidla
dany vnitini strukturou téchto materialti, ale souvisi s jedine¢nou povrchovou
mikro nebo nanotexturou [83].

Vodu naptiklad odpuzuje mnoho biologickych povrchi, zejména listi. Vysokou
odpudivost vodnich kapi¢ek vykazuje naptiklad lotosovy list. Tzv. lotosovy efekt
je u rostlin velmi béZzny a ma v praxi nezanedbatelny technologicky vyznam viz.
Obr. 10.

Obrdazek 10 - Mikroskopicky obraé lotosového listu s nékolika kapkami vody a prachu.
[172]

Takto hierarchicky strukturované povrchy tvofené mikro a nanoutvary spolu
s vrstvou vosku vykazuji tzv. superhydrofébni vlastnosti (samocistici efekt).
Zvl1astni uspotadani mikro a nano povrchovych struktur mize mit za néasledek
nejen anizotropni smacenti, ale rovnéz kontrolované smaceni. Nutno poznamenat,
ze dosavadni zplisoby pfipravy hierarchicky organizovanych struktur jsou znacné
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omezeny ve srovnani s dokonalosti struktur vyskytujicich se v ptirodé. DalSim
ptikladem komplexniho povrchu mohou byt o¢i komart, Obr. 11. Tento typ
povrchu se opét vyznacuje superhydrofobnimi vlastnostmi, které jim poskytuji
ucinny mechanismus pro udrzZeni jasného vidéni ve vlhkém prostredi.

S o  Bow— =

Obrazek 11 - SEM obrazy (a) jediného oka komara, (b) mikrohemisféry HCP
(ommatidia), (c) dvou sousednich ommatidii a (d) hexagonalnich nanovycnélku
pokryvajicich ommatidialni povrch. [173]

Hierarchicky uspofadané struktury mohou byt piipraveny napiiklad kombinaci
metody BF s vyuzitim samoorganizace blokovych kopolymert ve vzniklych
porech [174]. Tato strategie byla poprvé popsana Hakayamou a Horiuchim [80].
Pro tyto ucely byl syntetizovan blokovy kopolymer styrenu a isoprenu
s oligothiophenem modifikovanym bo¢nimi fetézci. Odlévanim tohoto roztoku
mohou vznikat tii stupfiové organizované struktury Obr. 12. Ve spodni casti
oligothiophen tvofi molekuly orientované do rovinné krystalické struktury. Ve
vys$§im stupni se molekuly samovolné¢ shromazd'uji v nanodoménach kolmo
k substratu s periodicitou piiblizné¢ 50 nm. Nakonec odpafovani rozpoustédla
podporuje produkci mono a vicevrstvych 3D mikroporéznich filmu s velikosti
port v rozmezi 1,2 az 4,5 um, viz Obr. 12.
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Obrdazek 12 - Schematické znazornéni samoorganizované hierarchické struktury

blokového  kopolymeru styrenu a isoprenu modifikovaného oligothiofenem
S postrannimi retézci [80].

Pii pouziti amfifilnich blokovych kopolymert vytvareli Stenzel a kol. [175]
viceuroviiové honeycomb struktury slozené z mikrometrovych pord, v nichz byly
pozorovany dal$i nanometrové pory. Podle autorii se blokovy kopolymer
reorganizuje okolo kondenzovanych kapicek vody v dusledku hydrofilniho
charakteru jednoho z kopolymera. V dasledku toho maji vysledné mikropory
hydrofilni povrch. Diky vzijemnému plisobeni hydrofilniho blokového
kopolymeru s vlhkosti pfechazi voda do micel, vytvorenych organizaci blokového
kopolymeru na sténach port [88]. Alternativou K pouziti Cistého blokového
kopolymeru  je  pouziti  smési  blokovych  kopolymeri  ABC
(poly(2,3,4,5,6pentafluorostyren)-b-polystyrene-b-poly(poly(ethylen glykol)
methyl ether methakrylat) a polystyren [82]. B€éhem odpafovani rozpoustédel je
smés blokovych kopolymerti sméfovana ke kondenzované vodni kapce kvili
afinité hydrofilniho bloku. V disledku toho je prostorova distribuce blokovych
kopolymer na povrchu lokalizovana v oblastech, kde byla vytvorena vodni kapka.
Zbytek povrchu je pak tvofen pfedevSim polystyrenem. Vytvoiené mikropdry
jsou poté obohaceny o blokové kopolymery, které se samoorganizuji
V nanostrukturovaném micelarnim poli. Navic mize byt takova nanostruktura
portt jednoduchym zihanim nebo vystavenim param tetrahydrofuranu zménéna
z micel na lamelarni fazi, viz Obr. 13.
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Obrazek 13 - Snimky fazové kontrastu porizeného pomoci AFM. Zobrazeni vnitrnich
struktur poru polymerniho filmu s 10 hm.% smési blokovych kopolymerit ABC, a.) po
nanaseni spincoatingem s relativni vihkosti 57%, b.) po zihani pri 80 °C po dobu 2 dnii

[82].
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5. Experimentalni ¢ast

Uvodni podkapitola této asti bude vénovana pouZitym materialim. Druh4 Gést
bude zaméfena na pouzité zafizeni pro charakterizaci upravenych materiali.
V této casti nebude piimo feSeno kliové zafizeni pouzivané pro upravu
polymernich povrchl fazovou separaci. Toto zafizeni bude podrobné popsano
a diskutovano v nasledujici kapitole s ohledem na skute¢nost, Ze se jedna o jeden
Z klicovych vystupli autorovy prace.

5.1 Pouzité materialy
V ramci feSené prace byly upravovany tii typy materidlt do podoby povrchoveé
a objemove¢ poréznich vrstev. Ostatni pouzité chemické latky a rozpoustédla byly
zakoupeny v p.a. Cistoté od lokalnich dodavatelti laboratornich potieb, respektive
od spolecnosti Merck.

5.1.1 Synteticky polymer — polystyren

Pro prvotni experimenty byl pouzit finanéné dostupny polystyrenovy substrat
(PS), konkrétné polystyrenové Petriho misky, Obr. 14. Byly pouzivany misky od
dvou vyrobcl. VEtsi, o priméru 5,4 cm nesterilizové, neupravované misky od
spole¢nosti Gosselin. Dale pak mensi misky o priméru 3,4 cm, sterilizované
zéatenim, bez pyrogeni a DNA / RNA pro kultivaci bunék od spole¢nosti TPP
Techno Plastic Products AG. Vétsi nesterilizované PS misky byly pied pouZitim
oplachovany alkoholem a ultracistou vodou s odporem 18,2 MQ.cm s naslednym
suSenim v susarné bez nucené cirkulace vzduchu pii 50 °C.

s

__?_Cl:__
H Hj

n

Obrazek 14 - Strukturni vzorec polystyrenu (PS).

5.1.2 Polysacharidy — hyaluronan sodny

Dal$im vyuzivanym materidlem byla kyselina hyaluronova. Ta se obvykle
vyskytuje ve formé sodné soli, konkrétné hyaluronanu sodného (HA), Obr. 15.
Sklada se znerozvétveného glykosaminoglykanu, tedy z disacharidovych
jednotek D-glukoronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu. Pro pouzité
experimenty byl zvolen hyaluronan sodny (HA) s riiznou stfedni molekulovou
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hmotnosti Mw (124 kDa, 243 kDa, 370 kDa, 600 kDa, 1,18 MDa, 1,5 MDa)
zakoupeny v kosmetické Cistoté od firmy Contipro a.s. Dolni Dobrouc.

COOH CH,OH

D Glucoronic acid N-acetyl-D-glucosamine

Obrazek 15 - Strukturni vzorec hyaluronanu sodného (HA) [176, 177].

5.1.3 Protein - Bombyx mori fibroin

Poslednim vyuzivanym materialem byl hedvabny protein - Bombyx mori fibroin
(BMF), Obr. 16, izolovany z kokonti bource morusového na Ustavu biomaterialt,
Univerzity v Bayreuthu podle literarn¢ popsaného postupu [178].

%¢N“rwkmr Nﬁr}

Gly Ser Gly

Obrazek 16 - Strukturni vzorec hedvabného proteinu - fibroinu (BMF) [179-181].

5.2 Postupy upravy polymernich povrchu

S ohledem na rozdilné pozadavky upravy materidli na bazi syntetického
polymeru, polysacharidu a proteinu budou podrobné&j§i postupy Upravy téchto
materidlti diskutovany ve vysledcich této prace. Zaclenéni souhrnu vSech
procesnich postupti do jedné samostatné podkapitoly by bylo zna¢né nepiehledné.
Pro cisténi materidlovych povrchi (PS, sklo) bylo pouzito bézné dostupné
laboratorni zafizeni, jako jsou ultrazvukové lazné, laboratorni susarny, atd. Stejné
tak pouzité chemické latky a jejich roztoky byly temperovany v dostupnych
laboratornich susarnach a pritocnych temperacnich nadobach. Zasobni roztoky
byly skladovéany pti 5°C v lednici. Pokud neni u danych vysledkli uvedeno jinak,
tak jich bylo dosazeno pfti laboratorni teploté¢ a vlhkosti (22°C, 50% RH).
V ptipadé¢ upravy povrchil za rotace byla rychlost otaceni 2200 ot/min, pokud neni
uvedeno jinak.
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5.3 Pouzita zarizeni pro charakterizaci studovanych materiala

Upravované povrchy a deponované vrstev byly charakterizovany pomoci riznych
druhti mikroskopt:

- SEM - skenovacich elektronovych mikroskopi (Phenom Pro, FEI Nova
NanoSEM),

- AFM - mikroskopi atomarnich sil (NT-MDT Ntegra Prima, Bruker
Dimension ICON),

- OM - optickych mikroskopu (Nikon Eclipse 50i, Olympus 1X51),

- KM - konfokalniho mikroskopu (Olympus Fluoview FV 3000).

Zmény vysek vV povrchu upravovanych materidli byly analyzovany, kromé AFM,

pomoci Kontaktnich (Bruker DektakXT, DiaVite DH-8) a bezkontaktnich (Bruker
Contour GT-K, Taylor Hobson Talysurf CLI 500) profilometrt.

Zmény smacecich charakteristik upravovanych povrchll byly zkouméany pomoci
optického goniometru (Kriiss Drop Shape Analyzer DSA30).

Nasledna uaprava pfipravenych poréznich povrchli probihala pomoci
plazmatického vyboje nebo sekundarni fazové separace metodou ,,Breath figures
approach* [182]. Pro tyto ucely byl pouzit plazmaticky reaktor znacky Diener.

Vliv texturovanych povrchli na chovani bunék byl studovan s pomoci

fluorescen¢niho (Olympus 1X51) a konfokalniho (Olympus Fluoview FV 3000)
mikroskopu.
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6. Vysledky a diskuze

Dosazené vysledky budou prezentovany ve ¢tyfech navazujicich podkapitoléach.
V prvni bude pfedstavena konstrukce a funkce zafizeni pro fizené davkovani
smésnych roztokli na modifikované polymerni povrchy. V nésledujicich tfech
podkapitolach bude feSena problematiky upravy povrchu syntetického polymeru,
polysacharidu a proteinu. V zavére¢nych ¢astech druhé a étvrté podkapitoly bude
feSen vliv texturovanych povrchill na chovani bunék.

6.1 Konstrukce zarizeni pro Fizenou upravu polymernich
povrchi

Navrzeny a v dalSich podkapitolach podrobné diskutovany princip zmény

povrchového reliéfu polymerniho materidlu spociva v postupném (Casove
sekvenovaném) nandSeni smési dobrého a Spatné¢ho rozpoustédla na hladky
povrch upravovaného materidlu rotujiciho zvolenou rychlosti, Obr. 17.
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Obrdazek 17 - Princip procesu uprava povrchu polystyrenu navrzenou metodou casove
sekvenované fazové separace.

Po depozici kapky na rotujici povrch dojde k jejimu okamzitému rozprostieni,

dobré rozpoustédlo botna upravovany materidl a Spatné se separuje v povrchové
vrstve, kde tvoti Sablonu pro vznikajici povrchové nerovnosti. Nasledné dochazi
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k odpatfeni dobrého rozpoustédla a poté se odpafi Spatné rozpoustédlo, které
slouzilo jako Sablona

Z prvotnich experimentalnich vysledkii vyplynulo, Ze rozdé€leni srovnatelného
objemu davkované smési dobrého a Spatného rozpoustédla, urceného k tprave
povrchu polystyrenu (PS) na nékolik mensich davek umoziuje velmi jednoduse
ménit vzhled a smaceci charakteristiky upravovaného materialu, Obr. 18.
Naneseme-li na povrch upravovaného PS (Obr. 18A) smés rozpoustédel v jednom
kroku (1x1000 ul) ziskavame povrch vyznacujici se mikrotrhlinami a mensim
mnoZzstvim 5 — 10 um hlubokych pérti (Obr. 18B). Zatimco v piipad¢ pouziti vice
krokového ptistupu (5x200 pl ddvkovanych po 5 sekundach) ziskdvame mnohem
kompaktnéjsi povrch s velkym mnoZstvim pora rozdilného priméru a hloubky do
5 pm (Obr. 18C). Pfi zdlivodnéni takovychto zmén je nutno brat v ivahu celou
fadu proménnych: vzorek rotuje s danou rychlosti (2200 ot/min), dochazi k
jeho botnani, rozpousténi, fazové separaci [53, 70], rozdéleni celého systému na
elastickou, viskoelastickou, viskdzni ¢ast, jsou zde generovany sekundarni toky
zaloZené na koncentra¢né-difuzni mechanizmu spojeném s rychlym odpatrovanim
rozpoustédla [73-75, 183], méni se povrchové napéti [71], atd.
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Obrazek 18 - Zmena povrchového reliéfu PS V zavislosti na rozdeleni srovnatelného

objemu modifikujiciho roztoku do mensich davek. (A) vychozi povrch PS, (B) upraveny

povrch PS pomoci jedné davky smésného rozpoustédla, (C) upraveny povrch PS pomoci

5 davek smésného rozpoustédla nandsenych v 5 sekundovych intervalech. Teplota

upravy 295 K. Slozeni roztoku: tetrahydrofuran (THF) : 2-ethoxyethanol (ETH) v

objemovém pomeru 1,5:8,5. Obrazky o rozméru 134x134 um porizeny pomoci SEM.
6.1.1 Zarizeni pro automatické davkovani roztoki

S ohledem na vySe uvedené poznatky bylo nezbytné navrhnout a zkonstruovat
zafizeni, pomoci kterého bude mozné kontrolovat dilezité procesni parametry
upravy povrchu. Témito proménnymi jsou rychlost rotace a jeji zmény, rychlost
davkovani, prodlevy mezi davkovanim, pocet opakovanych davek a velikost
jednotlivych davek.
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Jednou z klicovych funkei vyvijeného zatizeni byla kontrola ¢asového prodlevy
mezi jednotlivymi davkami smésného roztoku deponovanymi na povrchu
upravovan¢ho materialli. Vyznam této proménné je patrny z experimentalnich
vysledkti uvedenych na Obr. 19. Pro vznik specifické porézni struktury musi byt
zvolen odpovidajici interval ddvkovani smési dobrého a Spatného rozpoustédla.
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Obrazek 19 - Zména smacecich charakteristik povrchu PS vodou s rostoucim casovym
intervalem davkovani modifikujici smési rozpoustédel ve sméru naznacené Sipky. 5 x
200 ul modifikacniho cinidla (THF : ETH v poméru 2:8) bylo davkovano v intervalu:
A) 5-ti sekund; B) 10-ti sekund, C) 20-ti sekund. Velikost obrdzkii porizenych pomoci
SEM je 134x134 um. [184]

Byl vytvoten ndvrh zafizeni a ovladdaciho softwaru. Podle téchto navrhii bylo
vyrobeno a otestovano TSSC (Time Sequenced Spin Coater) zafizeni, ovladané
vlastni fidici elektronikou a softwarem, viz. Obr. 20.

Vyvoj a konstrukce tohoto zatizeni probihala na Univerzit€¢ Tomase Bati ve Zliné.
Elektroinstalace a ovladaci software byly dodany externi firmou na zikladé
zadanych pozadavkl. Hlavnim feSitelem této problematiky byl autor této prace.

Zatizeni na Obr. 20 sloZeno ze tii samostatnych ¢asti. Prvni z nich je sestava
motoru s rotorem, drzakem vzorkil a ddvkovaci jednotkou pro depozici smésnych
roztokil. Druhou ¢asti je fidici jednotka umisténa v samostatném rozvadéci. Treti
casti je pocita¢ umoziujici ovladani softwaru nahraného v tidici jednotce.
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Obrdzek 20 - Vyvinuté zarizeni pro modifikaci povrchové topografie polymeru (TSSC)
skladajici se z nosice vzorku na rotoru, davkovaciho zarizeni, Fidici elektroniky a
navrzeneho ovladaciho SW.

Prvni zminéna ¢ast TSSC se sklddd z hlavniho motoru (Siemens 1LA7053-
4AB11) s rychlosti rotace v rozmezi 300 - 3000 ot/min, Obr. 21. Tento motor je
piipojen na rdmovou konstrukci zajist'ujici stabilitu systému a ptichyceni dalSich
funkCnich ¢asti zafizeni. Nivelace ramové konstrukce je moZna pomoci
stavitelnych nozek. V kovové rdmové konstrukci je nad motorem osazena
nerezova vana umoziujici zachytavani a odtok odstiiknutych smésnych roztoki.
Tato vana je spadovana do jednoho rohu S otvorem napojenych na odpadni
nadobu.

Pro zajiSténi reprodukovatelnosti procesu modifikace je nezbytné eliminovat
pienos vibraci a horizontdlni vyoseni, k nimz dochazi v disledku rotace motoru a
zmeén jeji rychlosti. Aby se tyto vlivy neptfenaSely z motoru ptes htidel a pruznou
spojku aZ na modifikovany povrch je mezi drzdkem vzorku umistén loZiskovy
domek, ktery tyto negativni vlivy vyznamné eliminuje, Obr. 22.
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Dévkovaci jednotka

Ramova konstrukce

Hlavni motor

Odpadni nadoba

Stavitelné nOZKY =———e g
o4
Obrazek 21 - Vievo model centralni casti TSSC zarizeni s popisem hlavnich
konstrukcnich prvkii. Vpravo fotografie sestavené casti zarizeni.

Drzék pro vzorek
Loziskovy domek

Pruzna spojka

Hiidel motoru

Obrdzek 22 - Rez modelem rotacni ¢dsti TSSC zarizent,

Upravovany polymerni materidl je v TSSC zafizeni umistovan do specialné
navrzené¢ho drzdku. Uvedeny nosi¢ vzorki, Obr. 23, byl navrZzen pro Petriho
misky o priméru 34 mm od spolecnosti TPP. Diky vy¢nélkiim na dné tohoto
drzéku neni nutné misky fixovat béhem jejich rotace. Pro vyrobu tohoto drzaku,
stejné jako celé rady dalSich komponent TSSC byly pouzity 3D tiskarny dostupné
na Ustavu fyziky a materialového inzenyrstvi UTB ve Zlin& (Formlabs Form 2 a
3, Ultimaker S3). Spojeni drzéku s hiideli umisténou v loZiskovém domku, Obr.
22, je provedeno pomoci jednoho metrického Sroubu. Toho Ize nasledné
s vyhodou pouzit pro rychlou vyménu nosict pro rozdilné typy vzorkd, Petriho
misky o rozdilnych primérech.
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Osazeni zamezujici protaceni

Osazeni pro okraj Petriho misky m————— \

Fixac¢ni otvor pro piipojeni k hiideli

Obrazek 23 - Rotacni drzak vzorku TSSC zarizeni.

K davkovani smési rozpoustédel na povrch rotujiciho substratu slouzi samostatna
konstrukce skladajici se z pozicné nastavitelného dérovan¢ho plechu ve tvaru
pismene L, K némuz je pfipevnéno vysoce presné linearni vedeni s krokovym
motorem opatfené¢ ve své spodni Casti statickym uchycenim pro vymeénitelné
drzaky rtznych typu injek¢nich stiikacek, Obr. 24. V horni ¢asti je toto linearni
vedeni opatfeno posuvnym systém s aretaci pro pist stiikacky, z nize je na povrch
materiali davkovan smésny roztok. Pomoci technologie 3D tisku je opét mozné
vytisknou a osadit do této Casti zatizeni libovolné typy adaptérii pro rizné typy
stiikacek a jejich tlacnych systémil. Diky pouziti plechu ve tvaru pismene L je
mozné celé davkovaci zafizeni snadno centrovat na stfed upravovaného materiali
a ménit vysku jehly nad povrchem vzorku. Jehla s tupou Spi¢kou je pouzivana pro
pfesné nanaSeni mikrolitrovych objemil kapaliny na povrch modifikovaného
materialu.

Po naplnéni stfikacky modifikaCnim roztokem a vlozeni do drzdku je pist
stiikaCky pripojen k tlaénému systému. Tento systém se sklada z komercné
dostupného linearniho modulu zna¢ky Hiwin KK40 pro velmi piesny vertikalni
pohyb a krokového motoru. Linedrni modul je osazen trapézovym Sroubem
S presnosti 3 mm. Pracovni vzdalenost této linearni jednotky je 125 mm.
Z hlediska bezpecnosti je linedrni jednotka rovnéZz osazena koncovymi spinaci.
Ptesné davkovani roztoku na povrch probiha prostfednictvim ptitlaku, které je
spojen pomoci polymerni spony s pistem pouZité sklenéné stiikacky.
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Pohled zepiedu Pouzdro pro stiika¢ky Pohled zezadu

Pohled z boku

Systém pro nastaveni
pozice (osy X, Y, 2)
davkovaci strikacky

Nosna konstrukce
davkovaci jednotky

Aretacni Sroub Krokovy motor

Posuvny pritlak ., ,
yp Linearni vedeni

Pouzdro pro stiikacku Tla¢ny pist stiikacky

Otvor pro kontrolu
davkovaného roztoku

Rotacéni drzdk vzorku Davkovaci jehla

Obrazek 24 - Konstrukcni casti davkovaci jednotky TSSC zarizeni.

Pted samotnym davkovanim smési rozpousStédel na povrch substratu je nutné
vysttedit polohu davkujici jehly nad stfed rotujiciho substratu, aby bylo mozné
zajistit rovnomeérnou distribuci smési rozpoustédel po povrchu rotujiciho
substratu. K tomuto ucelu je cely kovovy drzdk umistén na stavitelny ram
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umoznujici nastaveni presné pozice (v ose X a y) davkovaci stiikacky pomoci
aretacnich Sroubil. Vzhledem k nutnosti nastavovat také spravnou vysku jehly nad
sttedem substratu je piistroj vybaven velmi jednoduchou soustavou dér
S vzdalenosti 2 mm. Povolenim aretacniho Sroubu je mozné s celym dévkovacim
systétmem pohybovat v ose z. Ve zvolené poloze se zasune Cep prochazejici
jezdcem az do pevné dérované konstrukce. Naslednym pfitazenim aretacniho
Sroubu dojde k fixaci této polohy.

Obrazek 25 - Ridici jednotka TSSC zarizeni. Vlevo pohled na predni stranu, uprostied
kontrolni systéemy a elektroinstalace, vpravo hlavni vypinac.

Druhou ¢asti TSSC je fidici jednotka umisténd vedle pfiistroje v rozvadécové
skiini, Obr. 25. Tato fidici jednotka je napajena 230 V. Obsahuje veskerou
elektroinstalaci slozenou z frekvenéniho méni¢e, PLC jednotky, ovladace
krokového motoru a jisticich prvkli. Na rozvadécove skiini se nachazi z bo¢ni
strany hlavni vypina¢. Z ptedni stany je tato casti TSSC zafizeni vybavena
¢ervenym nouzovym vypinacem, ktery v ptipadé potfeby ihned odstavi cely
ptistroj od elektrické energie. Mimo to je na predni stran¢ umisténo tlacitko pro
samostatné zapnuti fizeni pohonné jednotky a modra dioda signalizujici chod
zafizeni. Uvnitf této jednotky je umistén programovatelny logicky ovlada¢ znamy
jako PLC, frekvenéni méni¢ umoziujici nastaveni ota¢ek motoru otacejici
substratem, driver a zdroj napéti pro krokovy motor.
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Obrazek 26 - Softwaroveé okno TSSC zarizeni.

Posledni ¢asti zatizeni je pocita¢ slouzici k ovladani kontrolni jednotky, v nizZ je
nahran specialné navrzeny software, Obr. 26. Piipojovani k PLC jednotce v niz je
nahran navrZeny software se provadi pfes IP adresu. To znamena, Ze navrzeny
software neni tieba instalovat a lze jej ovladat z jakéhokoliv PC pfipojeného do
sit¢. S ohledem na skutec¢nost, Ze podrobna znalost ovladaciho softwaru je klicova
pro budouci uzivatele, je této ¢asti zafizeni vénovana zna¢na pozornost.

Tento program umoznuje kontrolovat rychlost rotace vzorku a pohyb
davkovaciho zafizeni. Lze v ném nastavovat:

- rychlost rotace vzorku,

- zménu rychlosti rotace v Case,

- dobu rotace,

- rychlost davkovani,

- objem davkované smési,

- pocet deponovanych davek,

- Casovou prodlevu mezi jednotlivymi davkami.
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V softwarovém rozhrani lze dale nastavit az pétikrokovy proces modifikace liSici
se vySe uvedenymi proménnymi. Mimo to umoznuje manualné¢ ovladat pohyb
davkovaciho zatizeni a online kontrolovat cely proces upravy povrchu.

Samotny software byl navrZzen a naprogramovan dle zadanych pozadavki
fesitelského tymi na Ustavu fyziky a materidlového inzenyrstvi UTB ve Zling. Je
rozdélen do né€kolika ¢asti (tabulek).

Prvni tfi tabulky s nazvem ,,Aktualni hodnoty M1%, ,M2* a ,,Aktudlni hodnoty
davkovace* zobrazuji aktudlni hodnoty probihajicich ¢innosti, Obr. 27.

| Rizeni rotacniho davkovace |

Obrdzek 28 - Ovlddaci prvky v softwarové rozhrani TSSC zarizeni. Vievo aktivovany
automaticky rezim. Vpravo nastaven manudlni rezim.

Tlacitka na obrazku 28 slouzi kovladani pfistroje v  rezimu
AUTOMATIKA/Manudl. V ptipadé€, kdy tlaCitko automatika sviti zelené&, je
systém pfipraven provadét ukony dle tabulky ,,Nastaveni davkovani“, Obr. 30.
Tento mod se spousti tladitkem START. V piipadé potieby jej 1ze kdykoliv
ukoncit stisknutim tlacitka STOP. Pi opétovném stisku tlacitka AUTOMATIKA
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systém piejde do modu manual a tlacitko zeSedne. V tomto piipad€ je mozné
pohybovat s tlaénym systémem nahoru a dolu pomoci tlac¢itek JOG+ a JOG-.

V ptipadé dosazeni krajnich pozic dojde k aktivaci koncovych snimaci a systém
se vypne. Takovyto stav je indikovan rozsvicenim tlac¢itka ERROR v tabulce
,»Aktudlni hodnoty davkovani M2*“. Tuto blokaci Ize vyrusi stiskem tlacitka
RESET, Obr. 29. Tento software rovnéz umoziuje nastaveni zvolené referencni
hodnoty tlacitkem ,,REF*“. V ptipad¢ potieby ji lze z paméti systému vyvolat
tlac¢itkem ,,HOME®, coZ zplsobi okamzité najeti zafizeni do této polohy a to
maximalni rychlosti.

Aktualni hodnoty davkovani M2

X: 0.00 o g
Jog+ | V: 0.000 m

Obrdazek 29 - Nastavovani referencni polohy a resetovani mezni polohy v Softwarové
rozhrani TSSC zarizeni.

V tabulce nastaveni davkovani je moznost vytvofit casové sekvenovany program,
tedy za sebou jdouci sled udalosti, pfi kterych se miiZzou libovoln€ ménit rozdilne
parametry, Obr. 30. Tento seznam ma pét pozic. Lze ménit rychlost rotace
substratu, celkovou dobu, po kterou se bude substrat otacet definovanou rychlosti
a to vcetné¢ doby dosychdni. Dal§im parametrem je objem davkované smeési
rozpoustédel a rychlost tohoto ddvkovani. Poté lze nastavovat pocet opakovani
davkovani daného objemu smési rozpoustédel. Posledni proménnou je prodleva
opakovani, tedy doba, kterou pftistroj vykond mezi jednotlivymi davkami. Po
splnéni vSech podminek z pozice 1, piejde systém automaticky na pozici 2 a tak
pokracuje az do posledni pozice. V ptipad¢, ze chceme prerusit tento automaticky
program diive, je nutné mit ve sloupci po€et opakovani hodnotu 0. Tim dojde
k ukon¢eni programu diive nez v pozici Cislo 5. Tuto automatickou sekvenci
nastavenych parametrii Vv tabulce Nastaveni davkovani lze zapnout tlacitkem
START a to pouze tehdy, je-li aktivni (tedy zelené) tlacitko AUTOMATIKA
v tabulce ,,Tlacitka ovladani®, Obr. 28 vievo.
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Nastaveni davkovani
Nazev
Pozice ?nyl‘;:l;r:t m? :I'?éani Ll d':?l‘l:(gl\:r: i Pocct‘ - o:r::c::::i
[otmin] | [sec] Ml | " rouming | OP3KOVANI | ooy

1 1800 120 0.200 80 10 40
2 0 0 0.000 0 0 0
3 0 0 0.000 0 0 0
4 0 0 0.000 0 0 0
5 0 0 0.000 0 0 0

Obrdzek 30 - Okno pro nastavené davkovaciho programu v softwarové rozhrani TSSC
zarizeni.

Vzhledem k moznosti ménit riizné druhy sttikacek o riznych primérech, je nutné
kazdou stfikacku kalibrovat v tabulce ,,Kalibrace davkovani®, Obr. 31 vlevo. Tato
kalibrace se provadi vytlacenim uvedené vzdalenosti v mm a to stiskem tlacitka
,,Proved krok®. Vytlacené mnozstvi je poté zachyceno do nadoby a zvazeno. Tato
ziskana hodnota je poté dale ptes hustotu piepocitana na objem zadany do této
tabulky v ml. Diky této kalibraci poté systém automaticky davkuje, v tabulce
,,Nastaveni davkovani®, objem v ml, Obr. 30. Tyto hodnoty davkovani, tedy
vytlaeny objem i vytlaCenou vzdalenost, je mozné kontrolovat v tabulce
,,Aktualni hodnoty davkovani‘, Obr. 27 vlevo dole.

Kalibrace davkovani Nastaveni
zdvih / objem Otacky M2 RUC ot/min
mm / ml
3.505 Zpozdeni revez.zdvihu 100 ms

3.000 e S Rychlost revez.zdvihu 120 ot/min
0.856 o roved krok Reverz.zdvih 0.30 mm

Obrazek 31 - Kalibracni okno a pokrocilé nastaveni v softwarové rozhrani TSSC

zarizeni.

Vzhledem K rozdilnému povrchovému napéti kapalin vici jehle stiikacky je
moZné nastavit po kazdém davkovani rozpoustédel reverzni zdvih zabranujici
nezadoucimu odkapavani rozpoustédel z jehly strikacky, Obr. 31 vpravo. Je
mozné¢ meénit zpozdéni reverzniho zdvihu, tedy dobu po davkovani smési
rozpoustédel, po kterou systém vycka, nez provede reverzni zdvih. V ptipade
viskdznich kapalin lze také nastavit rychlost reverzniho zdvihu. Dale lze
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V nastaveni meénit rychlost posuvu tlatného pistu v pfipadé manualniho
nastavovani.

Jednim z kli¢ovych faktorli majici vliv na vyslednou morfologii upravovanych
polymernich povrchu je mira okolni vlhkosti a rychlost proudéni plyni [52].
Z toho diivodu byl dodatecné navrzen, vymodelovan a s pomoci 3D tiskarny
vyroben specialni boX, S jehoz pomoci je mozné kontrolovat tyto proménné, Obr.
32.

Odvod plynu

Déavkovaci vstup

Otvor pro vkladani
vzorkll

Ptivod plynu

Obrazek 32 - Priitocny box TSSC zarizeni pro definovany privod/odvod plynnych médii
do prostoru modifikovaného vzorku.

Prito¢ny box zndzornény na Obr. 32 se sklada z bo¢nich zasuvnych dvitek pro
vkladani upravovanych Petriho misek. S pomoci takovéhoto technického feSeni
Ize jednoduse ménit vzorky, aniz by bylo nezbytné ménit pozici davkovaci jehly
s modifika¢nim roztokem. Spolu s relativné malymi rozméry (6 X 6 X 3 cm)
dochazi k velmi rychlé vyrovnani a stabilizaci procesnich podminek uvnitt
navrzen¢ho boxu. Diky tomu lze velmi rychle a efektivné ptipravovat velke
mnozstvi vzorkli za pomérné kratky cas.

V horni ¢asti boxu je umistén prihledny polymerni kryt s prichodem pro
davkovaci jehlu. V levé dolni ¢asti je vstup pro pracovni plyn, s jehoZ pomoci lze
z prostoru boxu kontinualné odvadét piipadnou vlhkost, ¢i ji definovanym
zpusobem ménit. Odvod tohoto pracovniho plynu je umistén v horni ¢asti boxu,
viz Obr. 32 vpravo nahofte.
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6.1.2 Mobilni zafizeni pro manualni davkovani roztoku

Pro potieby upravy proteinovych vrstev pomoci fazové separace na Univerzité
v Bayreuthu bylo navrZzeno a poté sestaveno malé, snadno transportovatelné
zafizeni (M-TSSC) umoznujici provadét zakladni modifikaéni testy mimo
Univerzitu Tomase Bati ve Zling, Obr. 33. Konstrukce tohoto zafizeni probihala
vyhradné na Ustavu fyziky a materidlového inZzenyrstvi Univerzity Tomase Bati
ve Zlin¢ a jeho hlavnim autorem je E. Wrzecionko.

Drzak davkovaci pipety

Rotor zafizeni s drzakem vzorku

Pracovni komora

Uchyceni pro sbérnou nadobu

/ Zakladna zafizeni s elektroinstalaci

Regulace rychlosti otaceni

Obrazek 33 - Mobilni zarizeni pro manudlni davkovani roztokii na rotujici polymerni
povrch M-TSSC.
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Tento mobilni spincoater (M-TSSC) se sestava z podstavce, ve kterém se nachazi
12 V DC motor a sada za sebou jdoucich rezistorii s rozdilnymi odpory. Pouzité
casti pro jeho sestaveni byly namodelovany v programu Autodesk Inventor
a vyrobeny s pomoci 3D tiskdrny Ultimaker S3, Obr. 34,

ATTTT

\

Prepinani

rychlosti 1. a II. Drzak davkovaci mikropipety

Ziakladna pro elektroinstalaci a Fizeni Drzak nosnych Petriho misek
rychlosti rotace

Obrazek 34 - Hlavni konstrukcni casti M-TSSC zarizeni.

Z konstrukéniho hlediska je M-TSSC zafizeni feSeno nasledovné. Motor
umistény v elektroinstalacni zékladné, Obr. 34 vlevo dole, Usti do pracovni
komory, kterd je opatfena ochrannym silikonovym natérem odolavajicim
pouzivanym rozpoustédlim. Na rotoru 12 V DC motoru je umistén standardni
drzdk malych polystyrenovych Petriho misek (primér 3,4 cm). Tento drzak byl
namodelovan, optimalizovan a vytisknut tak, aby umozZioval jednoduchou
vyménu Petriho misek. Mimo to je tento drzak vybaven vycnélky, do kterych
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zapadnou drazky na spodni ¢asti pouzitych Petriho misek, které brani protaceni
modifikovaného substratu.

Aplikace smésného roztoku na povrch rotujici Petrino misky probiha pomoci
mikropipety. Pro zajisténi reprodukovatelnosti pozice nanaseného roztoku na
modifikovany povrch je mikropipeta piikladana k drzdku davkovaci pipety, viz
Obr. 34 vpravo nahote. S pomoci tohoto nastavce lze vystiedit pozici Spicky
pipety a jeho vySku nad substratem.

Rychlost rotace modifikovaného vzorku lze nastavovat v rozsahu 450 az 5200
otacek za minutu. Zména rychlosti se nastavuje pomoci oto¢ného prvku na
zékladné zatizeni, viz Obr. 35. Tento prvek je oznacen ¢isly od 0 po 10. Kazdému
Z ¢iselnych oznaceni odpovida jiny odpor a z ného plynouci rychlost otaceni, viz
tabulka na Obr. 35. Rychlost se da piepinat ve dvou stupnich I. a II. na zadni ¢asti
zakladny zafizeni, viz Obr. 34 vlevo dole.

Rychlost Rychlost

Naséti:l‘; ené rotace - | rotace- 1 ‘z%l;l;(;v[g]y,
[ot/min] [ot/min]

0 5100 5200 0

1 4450 4500 27
2 3950 4000 54
3 3400 3500 81
4 2900 3000 102
5 2640 2740 120
6 2350 2400 132
7 2200 2250 144
8 1800 1900 166
9 450 500 266

Obrazek 35 - Moznosti nastaveni rychlosti otacent rotoru M-TSSC zarizeni.
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6.2 Fazové separacni aprava polystyrenovych substratii

V této Casti prace bude feSena problematika upravy povrchil na bazi polystyrenu
(PS). Tento typ materialu byl vybrdn zamérné s ohledem na jeho aplikacni
potencial v oblasti bunécnych in-vitro testli, kde se pouziva jako nosny substrat
kultivovanych bungk [14, 15, 71, 185, 186]. Castedné byla problematika tpravy
PS povrchli naznacena na zacatku ptedeslé podkapitoly, tak aby byl ziejmy
vyznam konstrukce popisovanych zatizeni TSSC a M-TSSC. Nutno poznamenat,
ze ziskané poznatky spojené s upravou PS byly pouzity pro upravu strukturné
slozit&jSich systém, jako jsou polysacharidy a proteiny. Z toho hlediska bude
uprave povrchll PS vénovana nejveétsi pozornost.

a b
"
\\As
\V
S
|«
PS dish 5
X2
Po 5 O.O'HL
und&(‘h
HE 4 gy,
908

§ W obrazekb
ey #

3 340 M obrazek c
(=W

95
65 56
40 15
5-35 35-65 65-95 95-125  125-155  155-185

Plocha parl [um?]

Obrazek 36 - Zmena povrchového reliéfu v zavislosti na rozdéleni srovnatelného
objemu roztoku do mensich davek. (a) vychozi povrch PS, (b) upraveny povrch PS
pomoci jedné davky smésného rozpoustédla, (C) upraveny povrch PS pomoci 5 davek
v 5s intervalech. Slozeni modifikacniho roztoku tetrahydrofuran (THF):2-ethoxyethanol
(ETH) v objemovém pomeru 1,5:8,5. Obrazky (a), (b), (C) o rozméru 134x134 um
porizeny pomoci SEM.
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Nov¢ navrzeny pfistup upravy PS substratl spoiva ve vyuziti casove
sekvenovaného davkovani modifikacniho roztoku na rotujici povrch. To
znamena, ze oproti literarné popsanym postuptim [14, 52, 54, 187, 188] se lisi
pfedev§im postupnym, vicekrokovym davkovanim smési dobrého a Spatného
rozpoustédla s piipadnymi aditivy, Obr. 36. V ramci nasledujiciho textu bude
demonstrovano, jak variace tohoto faktoru, spolu s dal§imi proménnymi (teplota,
pomér dobrého a Spatného rozpoustédla, atd.), ovliviiuje velikost a hloubku
vznikajicich povrchovych prohlubni - port na povrchu polystyrenu. Modelové
bude nastinén proces vzniku a prohlubovani povrchovych pord spojeny
s viskoelastickou fazovou separaci, povrchovym napétim a sekunddrnim tokem
zapfti¢inénym rychlym odpafovanim dobrého rozpoustédla.

Modifikaénim roztokem je mySlena smés dvou rozpoustédel. V prvnim
Z rozpoustédel je dany polymer rozpustny. V druhém se za danych podminek
srazi. Vybér smési dobrého a Spatného rozpoustédla pro experimenty spojené
s upravou PS vychazel znasledujicich poZadavkl: slozky roztoku musi byt
vz4jemné misiteln¢é, dobré rozpoustédlo se musi mnohem rychleji odparovat
oproti Spatnému, aby mohlo dojit k fixaci vznikajicich povrchovych pért na
principu podobném piistupu ,,Breath figures approach” [52]. Na zaklad¢
Hansenova parametru rozpustnosti [120] a provedenych experimentt byla pro
upravu povrchu PS zvolena kombinace dobrého rozpoustédla - tetrahydrofuranu
(THF) s 2-ethoxyethanolem (ETH) nebo vodou jako $patnymi rozpoustédly.

Z vysledkl uvedenych na Obr. 36 vyplynulo, Ze rozdé€leni srovnatelného objemu
davkované THF s ETH, na nékolik mensich davek umoziuje velmi jednoduse
m¢énit vzhled PS povrchu. Naneseme-li na povrch, Obr. 36a, smés THF+ETH
v jednom kroku, ziskdvame povrch vyznacujici se mensim mnozstvim velkych
port, Obr. 36b. Zatimco v piipadé pouziti vice krokového pfistupu ziskavame
povrch rovnomérné pokryty povrchovymi prohlubnémi Obr. 36¢c. Mimo to
rozdéleni modifikacni smési na vice davek ptindsi dalsi nezanedbatelné pozitivum
vV podobé eliminace vnitinich pnuti a povrchovych trhlin, ke kterym muze
dochéazet pti pouziti jednokrokové tpravy, Obr. 37,
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Obrazek 37 - Srovnani zpiisobu davkovani smeési THF s ETH (1,75:8,25) a) spin-
coating 5x200 ul po 5s, b) staticky 1x1000 ul. Velikost obrazkii ze SEM 134x134 pm.
DalS§im zasadnim faktem je, Ze uprava povrchll neprobiha ve statickém rezimu,
jak je bézn¢ prezentovano v literatuie [14, 52, 71]. V ramci experimentalnich
vysledkl prezentovanych v této praci byla pouzita metoda spin-coating. Mezi
hlavni ptfednosti tohoto piistupu patii rychlé a rovnhomérnému pokryti vzorku
modifika¢nim roztokem. Diky tomu |ze pozorovat az na 80% upravované plochy
PS misky srovnatelny povrchovy reliéf. Okrajové oblasti PS misky byly pfi
analyzéach zanedbdvany z dlivodu hromadéni rozpoustédla pii rotaci a artefaktiim,
které zde vznikaji v dsledku nerovnomérného rozlozeni povrchovych napéti
a rezidudlnim pnutim z procesu vyroby PS misek.

Rotace vzorku sebou piinasSi specifickou deformaci vznikajicich pora, které
nejsou striktné kruhoveé symetrické, Obr. 37a. Tato skutecnost je spojena jednak
s odstiedivou silou, proudéni vzduchu v ur¢itém sméru s danou rychlosti [52] a
rovnéz s faktem, ze pfi tomto procesu musime uvazovat tzv. viskoelastickou
fazovou separaci definovanou H. Tanakou [70, 189]. Mensi mikropory mezi
velkymi vznikaji v dasledku pfirozené snahy systému o maximdalni vyplnéni
upravovane plochy.

6.2.1 Model popisujici formovani pora na povrchu PS

Na zakladé experimentalnich a teoretickych poznatkd [184] byl navrzen model
popisyjici formovani povrchovych péri v pribéhu casové sekvenovaného
davkovani smési dobrého a Spatného rozpoustédla na polymerni povrch, Obr. 38.
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Krok 1.

=
O <& N <& <= >
~

m <—= O

Y

J

rotace

THF + ETH
odparovani

Y

Depozice smési THF + ETH na povrch.

rotation

J

THF + ETH
odparovani

Botnani, tvorba malych kapek, rozpousténi,
fazova separace; Laplacav tlak / pGsobeni
povrchového napéti.

rotace

Y

THF + ETH
odpafovani

Laplactv tlak / pasobeni povrchového
napéti; tok PS v dlsledku rychlého
odparovani THF.

2.

rotace

THF + ETH
odpafovani

Y

Druha depozice / pocétecni tloustka
PS + THF a praGmér ETH kapek zavisi na
¢asové sekvenci mezi krokem 1 a 2.

rotace

THF + ETH
odparovani

Narust tloustky nabotnalé vrstvy PS a priméru
ETH kapek; agregace ETH ve viskozni vrstvé

Legenda:
B rs
] e +emH
[ ps+THF

ETH

B

THF - Tetrahydrofuran
ETH - 2-Ethoxyethanol
PS - Polystyren

viskoelasticky viskozni
polymer kapalina

Rust nabotnalé vrstvy PS

elasticky skrz viskoelasticky polymer

PS; botnani; tvorba malych kapek; rozpousténi; material  a viskozni ETH kapky.

fazova separace; Laplaclv tlak / pasobeni
povrchového napéti.

rotace

Y

THF + ETH
odparovani

Laplacav tlak / pasobeni povrchového napéti;
tok PS v dtsledku rychlého odparovani THF.
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Obrazek 38 - Model popisujici priitbeh tvorby poru pri casové sekvenovaném davkovani
smesi dobrého a Spatného rozpoustedla. Model popisuje pro zjednoduseni dej mezi
prvnim a druhym krokem davkovani, v ndasledujicich krocich se déje opakuji [184].

V prvnim kroku, Obr 38-1A, je na rotujici PS misku deponovano 200 nl
smé&sného rozpoustédla v rozmezi 1 az 2 objemové dily THF : 8 az 9 objemovym
diliim ETH. Nasledn¢ dochazi k okamzitému pronikani THF do povrchu PS, ktery
nasledné botna a v ptipad¢ vysokych ptidavki THF se rozpousti (3 a vice obj. dila



THF : 7 a méné¢ obj. dild ETH). Spolu s touto skute¢nosti a piednostnim
odpatovani THF v pribéhu rotace vzorku dochazi k fazové separaci ETH, ktery
se na povrchu formuje do podoby kapicek, Obr. 38-1B. Tyto kapicky se ptirozené
snazi minimalizovat svou povrchovou energii (zaujmout tvar koule), coz
napomaha jejich vtlaCovani do povrchové nabotnalé vrstvy PS. V zavérecné fazi
tohoto kroku, Obr. 38-1C, kdy na povrchu zistava pouze ETH a THF je obsazen
V nabotnal¢ vrstvé PS dochézi k dalSimu vtlacovani kapicek do viskoelastické
povrchové vrstvicky v disledku Laplaceova tlaku spojeného se snahou ETH
minimalizovat svou povrchovou energie, jak jako je diskutovano v literatute [71].
Tento d€j je mimo to ovlivilovan postupnym odpafovanim THF z nabotnalé
vrstvyy PS a ETH kapicek. Pokud by dochazelo k pfednostnimu nebo
srovnatelnému odpafovani ETH oproti THF, nemohlo by dojit k fixaci
povrchového reliéfu.

Ukonceni procesu upravy povrchu po prvnim kroku depozice smésného
rozpoustédla nevede k vyraznéj$i zméné povrchové textury. Pro zvySeni
povrchovych nerovnosti (generaci porti o vétSim primeéru a hloubce) je nezbytné
cely proces opakovat, jak je patrné z Obr. 38B az F. Nékolika nasobné opakovani
procesu depozice 200 ul kapicek smési THF : ETH ma za nasledek rlst primérné
vysky 1 hloubky pérti. Opakované piidani smésného rozpousStédla na povrch
tvofeny kapickami Spatného rozpoustédla a nabotnalou vrstvou, viz. Obr. 38D,
ma za nasledek rast tloustky povrchové nabotnalé vrstvy PS — THF, migraci,
agregaci (koalescenci) a rast separovanych mikrokapi¢ek ETH, viz. Obr. 38E.
Zminovana migrace a agregace separovanych kapicek ETH je moZna pouze diky
rostouci tloust’ce povrchov€ nabotnalé vrstvy, ktera ve své vrchni ¢asti vykazuje
¢isté viskdzni chovani, které se s rostouci hloubkou méni z viskoelastického na
elastické. Soucasti Obr. 38D az F je vyfez naznacujici mechanizmus difuze
dobrého rozpoustédla pod mikrokapku ETH.

V tomto modelu se vychézi z ptredpokladu, Ze transport dobrého rozpoustédla
(THF) hnany difaznim mechanizmem probiha nejen pies povrchoveé nabotnalou
vrstvu PS, ale rovnéZ ptes objem Spatné¢ho rozpoustédla (ETH), jak naznacuje
vytez vedle Obr. 38E. V konec¢né fazi tohoto kroku depozice, Obr. 38E, zlstava
na povrchu pouze povrchové nabotnald vrstva PS a mnohem vésti kapky ETH,
které neobsahuji THF.

Proces formovani povrchu PS je v tomto kroku, spojen s podobnymi dé&ji jako

v piedeslém kroku a da se shrnout nasledovné: difize THF do PS, narist
povrchové nabotnalé vrstvy PS, viskoelasticka fazova separace, reformovani
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(agregace) mikrokapek ETH, vtlaCovani mikrokapek ETH do povrchu PS
vV disledku Laplaceova tlaku, deformace tvaru mikrokapek, odparovani
jednotlivych sloZek smésného rozpoustédla, fixace povrchového reliéfu.

Jak bylo naznac¢eno vyse v textu a vyplynulo z experimentalnich vysledk, druh
povrchové textury neni urCovan pouze cCasoveé sekvenovanym déavkovani
smésnych rozpoustédel. Typ povrchového reliéfu dale urcuje: pomér a typ slozek
v roztoku; pocet a objem deponovanych davek; rychlost vytlaCovani smésného
roztoku z davkovaciho zatizeni, rychlost  rotace; rychlost  bobtnani
a vysychani povrchu podminovana proudénim plynu nad vzorkem, teplotou
prostiedi, teplotou vzorku a roztoku. Podrobngji bude vliv vybranych
proménnych diskutovan v nasledujicich podkapitolach a je déle rozepsan v ndmi
publikované praci [184].

6.2.1 Vliv ¢asového intervalu davkovani

Kli¢ovou proménou noveé navrzené¢ho postupu je ¢asova prodleva mezi krokem 1
a 2 uvedenym na Obr. 38. Délka ¢asové sekvence davkovani smési THF s ETH
zasadné ovliviiuje pocet a velikost vznikajicich povrchovych port. Zvyseni
Casove sekvence z 5s na 10s ma za nasledek snizeni poctu portt na povrchu
a zvétseni jejich praméru, Obr. 39a, 39b. Po dalsim zvyseni prodlevy mezi
jednotlivymi davkami THF s ETH na 20s a 40s nepozorujeme na povrchu
vyznamné mikropory, Obr. 39c, 39d a 40. Tyto zmény se daji vysvétlit
nasledovné. V piipad¢ ptilis kratkého casového intervalu davkovani nema systém
dostatek Casu ke zformovani a vtlateni mikrokapek Spatného rozpoustédla do
povrchové nabotnalého povrchu. Dochazi k jejich smyvani z povrchu a nevznika
vyznamng&j§i povrchovy reliéf. Z tohoto divodu vysledky pro kratké casove
intervaly nejsou v ptehledu na Obr. 36 az 42 prezentovany. Oproti tomu dlouhé
casové intervaly 20 a vice sekund maji opacny efekt. Systému v tomto piipadé
poskytujeme velké mnozstvi ¢asu, které umozni zafixovani primarné vzniklych
prohlubni v disledku odpafeni dobrého rozpoustédla. Soucasné s tim vSak dojde
k vyznamnému odpaieni Spatného rozpoustédla, coz ma za nasledek zvétSeni
mérného povrchu, ktery se opétovné rozpousti a znovu reformuje do podoby
zvrasnéného povrchu bez vyraznych prohlubni. Spolu se zménou povrchového
reliefu v podobé rozdilného mnozstvi prohlubni, Obr. 40, se méni jejich hloubka,
Obr. 41, a pfedev§im smaceci charakter vodou, Obr. 42. Vliv povrchovych
nerovnosti na zménu smacecich charakteristik povrchii je obecné znam [190, 191]
a bez jejich pfispéni by nebylo mozné ptipravovat povrchy vyznacujici se
superhydrofobnim charakterem a samocisticim vlastnostmi [12, 13, 18, 92].
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Analyza poru

Analyza poru

Analyza péru

Analyza poru

Obrazek 39 - Vliv casového intervalu davkovani 5 x 200 ul smési THF:ETH v poméru
1,25: 8,75 na zmeénu povrchového reliéfu PS. Obrazky ze SEM.

Prezentované obrazové analyzy povrchii — ploch zaujimanych jednotlivymi
prohlubnémi, Obr. 39, 40 byly provedeny pomoci programu ImageJ 1.5 software
(Wayne Rasband, National Institutes of Health, United States).
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Obrazek 40 - Vliv casového intervalu davkovani 5 x 200 ul smési THF:ETH v poméru
1,25: 8,75 na zménu rozlozeni ploch povrchovych prohlubni.

1
] 100 200 300 400 0 100 200 300 400 0 100 200 300 40

[nm] [um] [um]

Obrazek 41 - Vliv éasového intervalu davkovani 5 x 200 ul smesi THF:ETH v poméru
1,25: 8,75 na zménu hloubky povrchovych prohlubni. Profilové rezy uvedené pod
obrazky byly porizeni pomoci kontaktniho profilometru.
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114,6+0,9
107,8+2,1

86,9+1,1
81,2%1.3

20s

Obrazek 42 - Zmény kontaktnich uhlii smaceni vodou u povrchit pripravenych pri

rozdilnych casovych intervalech davkovani 5 x 200 pd smési THF:ETH v poméru 1,25:
8,75. Obrazky ze SEM.

VySe zminénd hypotéza o opctovné rozpouSténi PS povrchu pii dlouhych
Casovych intervalech depozice smési THF s EFH, 20 nebo 40s, Obr. 39c a 39d,
byla potvrzena pomoci dodateéného experimentu uvedeného na Obr. 43. Z tohoto
experimentu, vyplynulo, Ze opétovna depozice THF+ETH, 5 x 200 ul
davkovanych po 5s pro prvni Gpravu + 5 x 200 pl ddvkovanych po 5s pro druhou
upravu ma za nasledek prechod k podobnému povrchového reliéfu, jako bychom
formovali povrch 5 x 200 ul davkovanim po 10s.

Tato skutecnost se da vysvétlit na zakladé zmény velikost vychozi mérné plochy
povrchu, ktera nésledné¢ definuje miru a rychlost pronikani THF do PS a s tim
souvisejici vyvoj tlousStky povrchové nabotnalé vrstvy, ktera v konecném
disledku determinuje moznosti agregace separovanych mikrokapicek ETH
podobné jak bude diskutovano v ¢asti vénované vlivu poméru jednotlivych slozek
smésného rozpoustédla (THF : ETH). Dalsim faktem je, ze u dfive vytvotfenych
povrchovych poérech se pii rotaci mlize zachytavat daleko vétSi mnozstvi
smésného rozpoustédla, coZ umoznuje vznik dostatecné vysoké mobilni vrstvy PS
+ THF.

Z vySe uvedeného tedy plyne zavér, Ze s rostouci Casovou prodlevou mezi
jednotlivymi kroky davkovani smési THF s ETH, Obr. 38, dostava systém
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dostate¢ny prostor jednak ke vzniku vys$i povrchové nabotnalé vrstvy a s tim
spojenou agregaci jednotlivych mikrokapicek ETH do vétSich celkt, Obr. 39b,
43b a nebo k odpateni jednotlivych rozpoustédel a ve své podstaté k neustalému
opakovani prvniho modifika¢niho kroku, viz vysledky pro interval davkovani 20s
nebo 40s, Obr. 39c, 39d.

Textura z vychoziho - hladkého PS
AN
1)

Y, s" &‘g%

Obrazek 43 - Zména vzhledu povrchového reliéfu po opétovné uprave drive
modifikovaného povrchu: a) prvotni a b) ndslednd uprava povrchu PS probihala za
srovnatelnych podminek. Na povrch bylo nandseno 5 x 200 pyl THF:ETH v poméru 1,5 :
8,5. Obrazky ze SEM.

6.2.2 Vliv poméru slozek v modifika¢nim roztoku

Z vyse uvedeného a literarnich poznatkt [14, 52] plyne, Ze mezi rozhodujici
faktory podminujici vznik specifického povrchového zvrasnéni patfi pomér
slozek ve smési dobrého a Spatného rozpoustédla. Vyznam této proménné
demonstruje Obr. 44.

(R N
Gep A L, wpEdany B W R Aty s Teone 0.
g e e ) % B
Obrazek 44 - Vliv objemového pomeéru dobrého rozpoustédla (THF) :@ Spatnému
rozpoustédlu (ETH) na zménu povrchové reliéfu PS a jeho smdceci charakteristiky
vodou. Objemovy pomér THF:ETH a) 1: 9, b) 1,5: 8,5, ¢) 2: 8. Casovd sekvence
nanaseni 5 davek o objemu 200 ul byla 5 sekund. Velikost obrazkii porizenych pomoci

SEM je 67x67 um.

60



Nizky objemovy podil dobrého rozpoustédla k Spatnému, 1 dil THF : 9 dilim
ETH, Obr. 44a, 45a, ma za nasledek vznik povrchového zvrasnéni o praméru port
v fadech jednotek mikrometrti s hloubkou v fadech desitek az stovek nanometru.
Generace tohoto typu reliéfu je zapiicinéna nemoznosti vzniku a vyvoje
dostatecn¢ vysoké nabotnalé vrstvy PS+THF, s ¢imz souvisi znemoznéni
nasledné koalescence fazove separovanych kapicek ETH vznikajicich v disledku
penetrace THF do PS. Nedostate¢né nabotnald povrchova vrstva PS se vyznacuje
vysokou elasticitou, kterd omezuje klesani kapi¢ky do PS v disledku ptisobiciho
Laplaceova tlaku [71].
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Obrazek 45 - Analyzy povrchovych prohlubni PS vznikajicich pri pouziti THF:ETH
v poméru a) 1:9, b) 1,5:8,5. Modifikovino 5x 200 ul po 5 s prii 22°C. Obrdzky ze SEM.

Pétiprocentni nartist podilu dobrého rozpoustédla ke Spatnému, 1,5 dily THF : 8,5
dilim ETH, Obr. 44b, 44b celou situaci zasadné¢ méni. V systému je pfiméfené
velké mnozstvi dobrého rozpoustédla, které umozni vznik a vyvoj dostatecné
vysoké a nepftili§ mobilni povrchové nabotnalé vrstvy. Ta se mize diky vhodné
zvolené Casové sekvenci davkovani rozpoustédla vyvijet do specifické sitové
struktury vyznacujici se zvySenou hydrofobitou, 6 = (110+3)°, Obr. 47. Vznik této
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tzv. ,,sitové fazové separace™ definované H. Tanakou je spojen s faktem, ze na
omezeny Cas pievazuje v polymernim systému deformacni slozka nad relaxacni a
polymer se mize reformovat za soucasné separace Spatného rozpoustédla [70].
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Obrazek 46 - Analyzy povrchovych prohlubni PS vznikajicich pri pouziti THF:ETH
vV poméru a) 2:8, b) 3:7. Modifikovano 5x 200 d po 5 s pri 22°C. Obrdzky ze SEM.

Dalsi nariist podilu THF:ETH (2:8), Obr. 44c, 46a posouva cely systém
v mySleném fazovém diagramu jesté¢ déle, nepozorujeme jiz striktné sitovy
charakter vznikajici struktury. Tento typ povrchového vzoru spiSe pfipomina
,,houbovou fazovou separaci“, v podob¢ izolovanych buné¢k [70]. Vznik takovéto
struktury je uzce spojen s faktem, Ze v roztoku je dostate¢né mnozstvi dobrého
rozpoustédla, které umozni vznik siln¢ nabotnalé vrstvy, v niz zacina pievazovat
viskozni slozka nad elastickou, vytvofené kapicky Spatného rozpoustédla se
mohou spojovat do vétSich celkd.

Na Obr. 46a pozorujeme prevazné poéry vyznacujici se velkym pramérem

a hloubkou. Hloubka téchto port je dana skute¢nosti, Ze se zde mohl zcela
dominovat vliv Laplaceova tlaku, kapka mohla zaujmout tvar s co nejmensi
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povrchovou energii. Dalsi zvySovani podilu THF na ukor ETH, Obr. 46b, ma za
nasledek dal§i agregaci Spatného rozpoustédla za vzniku makrokapicek
projevujicich se na povrchu stale mensim poétem velkych prohlubni. Tento fakt
lze vysvétlit nizkym podilem ETH v roztoku a odvodem velkych kapek na okraj
misky v disledku odstiedivé sily. Zajimavou skute¢nosti je neocekavany nartst
kontaktniho thlu smaceni vodou u vzorku na Obr. 46b, 47 (3:7). Tento pokles
povrchové energie je zplsoben mikroagregaty PS, které soucasné s velkymi
prohlubnémi vytvati hierarchicky strukturovany povrch nezbytny pro dosazeni
samocisticiho efektu [12]. Dalsi zvySovani podilu THF na ukor ETH na pomér
5:55 a 7:3 mé za nasledek vymizeni velkych povrchovych prohlubni. Z toho
divodu nebyl tento systém podrobovan obrazové analyze, Cerné¢ zndzornéné
povrchové pory uvedené na Obr. 45 a 46. Nahled na tento povrch je uveden
Vv poslednim sloupci ve srovnani kontaktnich tthli smaéeni vodou na Obr. 47.

(110 £ 3)°

(107 £ 2)°

(101+2)° . I

(97 £ 2)°

(94 £ 1)° 024 1)

. ETH

Obrazek 47 - Zmeny kontaktnich uhlit smdceni vodou u povrchii pripravenych s pomoci
rozdilnych pomeriu THF.ETH. Povrchy modifikovany 5x 200 ul po 5spri 22°C.
Obrazky ze SEM.
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6.2.3 Vliv poctu davek

Dalsi zadsadni proménou determinujici velikost a hloubku povrchovych prohlubni
je pocet deponovanych davek smési THF s ETH. Jak bylo diskutovano v ramci
navrzeného modelu, ktery popisuje vznik téchto prohlubni, postupné opakovani
depozice smési dobrého a Spatného rozpoustédla méa za nésledek zvySovani
tloustky nabotnalé vrstvy a koalescenci kapek ETH do vétSich celkl. Pfimym
dasledkem toho je vznik vétSich prohlubni vyznacujicich se jak vétsi hloubkou,
tak ploSnym prifezem Obr. 48, 49.
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Obrazek 48 - Vyvoj povrchového reliéefu PS v zavislosti na poctu 200 ul davek
THF:ETH v pomeéru 1,1:8,9. A) 1 davka, B) 2 davky, C) 4 davky, D) 6 davek, E) 8
davek, F) 10 davek. Casovy interval nandseni jednotlivych davek byl 5s. Profilové iezy
porizeny pomoci bezkontaktni profilometrie. Soucdsti obrazkii jsou uvedeny zjisténé
hodnoty plosné drsnosti Sa.

V ptipad¢ upravy povrchi na bazi PS bylo v ramci experimentli spojenych se
studiem vlivu poctu deponovanych davek na povrch zjisténo, Ze po prekroceni
urCitého poctu davek o objemu 200 ul deponovanych na povrch PS misky
o priméru 3,4 cm nedochazi k dal$im vyraznym zméndm generovanych
povrchovych prohlubni co do jejich priméru a hloubky, Obr. 48 pro 8-10 davek
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a Obr. 49 pro 7-10 davek. Limitni pocet davek, po jejichZz prekro¢eni nedochazi
k vyrazné zmény povrchového relié¢fu zavisi na poméru THF k ETH, jak plyne
z Obr. 48, 49 a experimentt prezentovanych v bakalaiské praci A. Metnara [192].

1x200pl

‘! &\.9 X 200 4
‘ \“. #;.l

Obrazek 49 - Zmena povrchove topografie PS v zavislosti na poctu deponovanych davek
THF:ETH v pomeéru 2:8. Interval davkovani 5s pri 25 °C. Obrazky ze SEM o rozmeéru

134 X 67 zm.
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6.2.4 Vliv teploty nanaSeného rozpoustédla na vyvoj povrchového reliéfu

Vyse uvedené upravy povrch pomoci smési rozpoustédel probihaly za
laboratorni teploty. To znamend, Ze srovnatelnou teplotu mél jak polymerni
povrch, tak smés THF s ETH a okolni atmosféra s definovanou vlhkosti.

S teplotou se méni jak charakter polymerniho systému, rychlost difuze (THF/PS),
odparovani (THF, ETH), viskozita, atd. Jednim ze specifickych projevii zmény
teploty, respektive teplotnich gradientli je vznik organizovanych proudéni
v solidifikované vrstvé polymerniho roztoku. [72, 74, 76, 77]. V ptipadé
polymernich vrstev, ze kterych se rychle odpaiuje rozpoustédlo, mohou dale
vyznamnou roli hrat koncentracni gradienty [75, 193], které nasledné akceleruji
vznikajici toky materialu na fdzovych rozhranich kapalina/plyn.

Z provedenych experimentt bylo zjisténo, ze zména teploty modifikacni smési
rozpoustédel mize iniciovat vznik pravé takovychto tokli polymerniho roztoku
behem jeho vysychani okolo kapek Spatného rozpoustédla ETH. Tyto toky majici
za nasledek ptfeuspofaddnim polymerni matrice a stim souvisejici fixaci
rezidualnich pnuti v povrchové vrstvé PS, které¢ lze pozorovat na Obr. 50
Z fazového kontrastu AFM. Na tomto misté je nezbytné poznamenat, Ze v piipadé
povrchi modifikovanych za konstantnich teplotnich podminek pozorujeme na
povrchu pouze hladkd rozhrani mezi jednotlivymi prohlubnémi bez vnitinich
pnuti.

V rdmci prvotnich experimentll byla na povrch PS nanaSena série 5 kapek
podchlazené smési rozpoustédel na 4°C nebo 15°C. Povrch PS byl temperovéan
na 22°C. Naneseni smési mnohem chladnéjSiho rozpoustédla na vytemperovany
povrch PS ma za nasledek ohfivani smésného roztoku THF+ETH a chlazeni
povrchu PS, coz spolu s vicendsobnym opakovanim tohoto kroku
zminovaného organizovaného proudéni ve svrchni viskoelastické vrstvé PS. To
znamena teplejsi (meéné husty) systémy stoupd vzhiru a chladngjsi klesé ke dnu,
pozorujeme dé&j podobny Bénard — Marangonimu organizovanému proudéni [75,
193].
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Obrazek 50 - Vliv teploty roztoku THF:ETH (2:8) na zménu povrchové reliéfu PS. Na
povrch davkovano 5 x 200 ul po 5s pri teploté THF:ETH a) 4 °C (levy sloupec), b) 15
°C (pravy sloupec). Teplota PS a okolni atmosféry byla 22 °C. Nahore obrazky ze SEM.
Dole obrazky AFM.
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Mechanizmus zmény velikosti a hloubky izolovanych périi v polymerni matrici,
viz porovnani na Obr. 51, 1ze vysvétlit podobné jako v ptipadé vySe diskutovaném
vlivu poméru dobrého a Spatného rozpoustédla pouzitého pro upravu PS, Obr. 44
az 46. Pii nizsi vychozi teploté (4°C) roztoku dochézi k vyraznéj§imu ochlazeni
povrchu PS a zaroveint THF neni schopno penetrovat do velké hloubky PS a s tim
nasledné souvisi nemoznost vzniku dostate¢né vysoké nabotnalé vrstvy, ktera
determinuje moznosti vtlaCovani kapek ETH do PS a moZnosti agregace ETH do
vétsich celkt jako v pripad¢ roztoku zahtatych na 15°C nebo vice stupit, viz
Obr. 52. Z porovnani prezentovanych na tomto obrazku je dale patrné, ze pti vyssi
teploté¢ smési THF s ETH, nez je teplota povrchu, Obr. 52e a 52f, vznikaji vétsi
povrchové prohlubné. Mimo to, jsou tyto velké povrchové péry oddéleny
rozhranimi, ktera obsahujicimi malé¢ sekundarni prohlubné. To znamena, Ze
pozorujeme samovolny vznik urcitého typu hierarchicky strukturovaného
povrchu na bazi tkanového PS.
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Obrdazek 51 - Obrazova analyzy rozlozeni velikosti povrchovych prohlubni — pori
V zavislosti na teploté roztoku THF-ETH (2:8) pouzitého pro upravu PS. Na povrch
davkovano 5 x 200 ul po 5s pri teplote THF:ETH a) 4 °C, b) 15 °C. Teplota PS a okolni
atmosfery 22 °C. Obrazky ze SEM.
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Obrazek 52 - Vliv teploty roztoku THF:ETH (2,5:7,5) na zménu povrchové reliéfu PS.
Na povrch davkovano 5 x 200 ul po 5s THF:ETH v rozmezi 5 az 35°C, Obr. a) az f).
Teplota PS a okolni atmosféry 22 °C. Obrazky ze SEM o rozmeru 134 x 67 um. Uvedené
profilové rezy povrchy na Obr. a) az f) porizené pomoci kontaktniho profilometru.
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6.2.5 Vliv typu Spatného rozpoustédla
Typ vznikajiciho povrchového zvrasnéni zasadné ovliviiuje vyber smési Spatného
a dobrého rozpoustédla, jak bylo podrobnéji diskutovano v teoretické ¢asti této
prace a je znamo z literatury [14, 52, 82].

THF:ETH

THF:H,0
o o e

50 um
Obrazek 53 - VIiv typu pouzitého Spatného rozpoustédla vzhledem k PS.V levém sloupci
vysledky pro rozdilné poméry THF s H>O, vpravo pro THF s ETH. Na povrch
davkovano 5 x 200 ul po 5s pri laboratorni teploté. Obrazky ze SEM, vlevo 268 x 134
um, vpravo 134 x 67 pm.

Se zménou slozek roztoku, ktery na polymernim povrchu vyvolava fazovou
separaci, je nezbytné zmenit jejich vzdjemny pomér. Tato skutecnost je patrna
z vysledki prezentovanych na Obr. 53. V ptipadé pouziti smési THF s H,O je
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nezbytné pouzit zcela jiné poméry oproti THF s ETH. Problematice texturizace
povrchii pomoci H2O nebude vénovana vétsi pozornost s ohledem na fakt, ze tento
problematika je popsana v odborné literatute [14]. Nicméné co plyne z vysledkt
prezentovanych na Obr. 53 je skuteCnost, Ze nové navrzeny postup casové
sekvenované fadzové separace lze aplikovat i s pomoci vody jako Spatného
rozpoustédla. V tomto pifipadé ovSem neni mozné piipravit stejné mikroporézni
povrchy jako v pfipadé pouziti smési THF s ETH. Zapiitomnosti vody
v modifika¢nim roztoku vznikaji na povrchu mnohem vétsi prohlubné nez pfi
pouziti ETH. Této skutecnosti bude dale vyuzito pii pfipravé hierarchicky
strukturovanych PS povrchu s pomoci postupného davkovani rozdilnych typt
smésny rozpoustédel, jak bude diskutovéano v nize uvedené podkapitole.

6.2.6 Kondenzace Spatného rozpousStédla na povrchu postupné
nanaseného roztoku PS

Ve snaze o pochopeni role vzdusné vlhkosti na proces tvorby porézni struktury
na povrchu PS byl proveden experiment, béhem kterého byl na sklenény povrch
deponovan roztok PS v THF. To znamena, Ze do polymerni smési nebylo pfidano
Spatné rozpoustédlo, ETH nebo H0, jako poérotvorna slozka. Z vysledki tohoto
experimentu vyplynulo, Ze pomoci nové navrzené¢ho Casové sekvenovaného
fazoveé separacniho postupu lze pfipravovat porézni systémy vznikajici na
principu literarné popsané metody ,,Breath figures“ [60, 68, 89, 156]. To
znamena, ze Sablonu pro vznikajici povrchové prohlubné tvoii do podoby
mikrokapek kondenzujici vzdusna vlhkost, Obr. 54, 55.
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Obrazek 54 - Zmena povrchového reliéfu PS vrstvy pFipravené postupnym davkovani
smesi THE+PS na rotujici sklenény povrch rychlosti 1200 ot/min. Na povrch skla
davkovano 10 x 200 ul roztoku s obsahem 2,689 PS v 10 ml THF v casovém intervalu:
a) 10 s, b) 155, ¢) 25s. Obrdzky ze SEM.
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Obrazek 55 - Zmeéna povrchového reliéfu PS vrstvy pripravené postupnym davkovani
smesi THF+PS na rotujici skleneny povrch rychlosti 1200 ot/min. Na povrch skla
davkovano: a) 5x, b) 10x, c) 20x 200 w4l roztoku s obsahem 2,68g PS v 10 ml THF
V casovém intervalu 5s. Nahore obrazky ze SEM, dole za AFM.

Pro pfipravu struktur prezentovanych na Obr. 54 a 55 byl pouzit jako nosny
substrat sklo s ohledem na sekundarni zdmér tohoto experimentu a to ptipravu
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porézni samonosné membrany. Bylo zjisténo, ze po dokonceni vice krokového
davkovaciho procesu a dosuseni je mozné ptipravenou vrstvu ze skla sloupnout
Vv podob¢ samonosné folie.

Z vysledki prezentovanych na Obr. 54 a 55 vyplynul vliv vzdusné vlhkosti na
tvorbu povrchovych prohlubni na povrchu PS, ze kterého se rychle odpaiuje THF.
To znamend, Ze tento faktor nelze ignorovat ani v pifipad¢ pouziti smeési THF
SETH. Proto byl vramci experimentd spojenych s pouzitim THF s ETH
udrzovéna srovnatelnd vlhkost okolni atmosféry. Z porovnani vysledki
uvedenych na Obr. 54 a 55 s vySe uvedenymi vysledky pro THF s ETH, Obr. 39
az 52, je jednoznacné pozorovatelny dominantni vliv ETH na formovani
specifickych povrchovych prohlubni s Sitkou v rozmezi v fadech jednotek az
desitek mikrometrd. Mimo to ptimy ptidavek H»0 do THF neumozZnuje ptipravu

povrchovych prohlubni jako v ptipadé kondenzace vody z vzdusné vlhkosti, viz
srovnani Obr. 53 a Obr. 54 a 55.

Kombinaci klasického pfistupu ,.Breath figures® s ndmi navrzenym casoveé
sekvenovanym davkovanim roztoku PS v THF lze pouzit pro ptipravu rozdilnych
povrchovych reliéfii bez nutnosti zmény koncentrace PS v THF nebo koncentrace
vzdusné vlhkosti. Z vysledkll uvedenych na Obr. 54 je patrné jak lze povrchovy
reliéf ménit pomoci zvysujici se Casové prodlevy mezi jednotlivymi 200 pl
davkami THF s PS. Stejné tak lze ovliviiovat typ vznikajiciho povrchového
reliéfu pomoci po¢tu nanasenych 200 ul davek THF s ETH, Obr. 55.

V ptipadé vyuziti kondenzujicich kapek vody na povrchu roztoku PS v THF je
mozné pouzit mnohem delsi ¢asové intervaly depozice jednotlivych davek oproti
pouziti ETH, viz porovnani na Obr. 54c¢ s Obr. 39c. V ptipadé¢ ¢asového intervalu
nad 20s, Obr. 39c, nepozorujeme v piipadé systému THF s ETH wvznik
povrchovych nerovnosti, v disledku rychlého odpaieni téchto rozpoustédel.
Strukturovany povrch PS je opétovné rozpoustén, jak bylo diskutovano
v ptedeslych podkapitolach. Oproti tomu diky mnohem pomalejSimu odpatfovani
H,O z povrchu mohou vznikat porézni systémy i v piipadé nastavené Casové
prodlevy 25s Obr. 39. S touto skutecnosti je spojen dalsi zajimavy jev projevujici
se vznikem vice vrstvého systému prohlubni. To znamena, Ze v objemu vytvafené
samonosné folie se vytvaii pory, které lze pozorovat v podobé cernych bodi
uvnitt povrchovych nerovnosti, viz Obr. 54 a 55 ze SEM.
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6.2.1 Porézni a strukturované PS vrstvy — fazova inverze

V navaznosti na pokusy spojené s depozici roztoku PS v THF na rotujici povrch
skla byl provedeny dalsi experimenty, ve kterych byla smés PS s THF obohacena
o Spatné rozpoustédlo ETH. Ptiprava takovéhoto roztoku probihala nasledovné:
v prvnim kroku byl v THF rozpustén PS, nasledné bylo do roztoku za neustalého
michani pfidavano Spatné rozpoustédlo, tak by nedoslo k vysraZzeni PS.

Na tomto misté je nezbytné poznamenat, ze V piipad¢ fazové separace z roztoku
polymeru v dobrém rozpoustédle s pridavkem S$patného rozpoustédla mluvime
0 fazové inverzi, vyvolané pfednostnim odpatovani dobrého rozpoustédla [93, 96,
105, 125, 132, 194]. Jak vyplynulo z provedenych experimentl, zasadni
proménou v ramci téchto experimentll je nalezeni nejvhodnéjSiho podilu PS a
ETH v roztoku. Podil polymerni slozky v roztoku, musi byt nastaven tak, aby
k separaci PS z roztoku doslo ve spravnou chvili po jeho depozici na upravovany
povrch. V zavislosti na nastaveném poméru téchto slozek mohou vznikat dva
rozdilné typy povrchovych struktur.

Prvni typ struktur, Obr. 56, svym vzhledem pfipomina struktury piipravené
pomoci THF s ETH, které byly pied depozici zahtaty na vyssi teplotu, Obr. 52e,
52f nebo struktury vznikajici pii vy$sim podilu THF, Obr. 46. Tento typ struktur
vznikd pii podilu 32 ml ETH v roztoku 10 ml THF + 0,25 g PS, tj. v ptipad¢ kdy
systém obsahuje 3x vice ETH vzhledem k THF, to odpovida poméru cca 2,5:7,5
pro THF:ETH. Z vysledki prezentovanych na Obr. 56 je patrné, Ze maly piidavek
PS do modifikacni smé&si THF s ETH nemé zasadni vliv na vznik primarnich
prohlubni. Hlavni odliSnosti oproti postupiim zalozenym na depozice smési THF
s ETH bez PS je vtvorbé drobnych agregati PS na rozhrani povrchovych
mikroprohlubni.
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Obrazek 56 - Zmena povrchového reliéfu PS vrstvy pripravené postupnym davkovani a)
5x, b) 10x 200 gl smesi 10 ml THF s 32 ml EHT a 0,259 PS v casové intervalu 5s na
rotujici PS povrch. Obrazky ze SEM.

Druhy a mnohem zajimavéjsi typ struktur lze ptipravit v ptipad€ pouziti vétsiho
podilu rozpusténého PS v THF na tkor obsahu ETH. Plati, Ze se zvySujicim
podilem PS v THF je nezbytné snizovat podil ETH, tak aby vSechny pfitomné
slozky byly vzijemné misitelné. To znamend, Ze v tomto piipad¢ byl roztok
nastaven tak, aby po jeho depozici na povrch doslo k velmi rychlému separaci PS
v diisledku poklesu podilu THF. Pro tyto ucely byl pfipraven roztok obsahujici
2,68 g PS v 10 ml THF s obsahem 20 ml ETH. S pomoci takto piipraveného
roztoku lze na povrchu PS ptipravovat objemoveé mikroporézni vrstvy s vzajemné
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propojenymi pory, Obr. 57. Jak vyplynulo z analyzy lomovych ploch, tloustka
téchto vrstev roste s poctem deponovanych davek ve zvoleném casovém
intervalu. Volba optimalniho ¢asového intervalu davkovani je v tomto piipadé
zcela zéasadni. Kratky davkovaci mezicas ma za nésledek vznik popraskaného
povrchu s minimalnim mnozstvim pért. Dlouhd naopak vede k prekryvani
vytvofené porézni Vvrstvy Vv disledku pred¢asného odpafeni Spatného
rozpoustédla.

Obrazek 57 - Vliv poctu deponovanych davek a) 20x b) 40x 200 gl smési 10 ml THF
s 20 ml EHT a 2,689 PS v casové intervalu 7s na zménu tloustky objemové porézni
vrstvy. Obrazky ze SEM.

To znamena, Ze navrZzené postup vicekrokové Casov€ odstuptiované fazové
separace lze pouzit pro piipravu nejen povrchové strukturovanych vrstev, ale
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rovnéZ objemove¢ poréznich systéml piipominajicich polymerni pénu
S pozadovanym poctem porézni vrstev.

6.2.2 Hierarchicky strukturované PS povrchy - postupna fazova
Separace

Jednim z «cili této price bylo nalézt postupy piipravy hierarchicky
strukturovanych vrstev, t0 znamena komplexnich struktur vyznacujicich se
systematickymi povrchovymi nerovnostmi ve vice rozmérovych turovnich.
Z rozmérového hlediska miizeme na rozdilné rozmérové urovné v ramci této
prace pohlizet nasledovné: makro (nad 50 um), meso (10 wm — 50 um), mikro
(0,1-10 um) a nano (pod 100 nm).

Zjednodusené si lze hierarchicky strukturovany povrch ptedstavit naptiklad jako
makro porézni systémy pokryté mikronovymi, submikronovymi nebo
nanometrovymi strukturami.

V souladu stimto cilem byl navrhnut fazové separacni postup, ktery vede
K ptipravé takovychto komplexnich povrchii. Tento postup je zalozeny na
postupném casove sekvenovaném nanaseni dvou rozdilnych smésnych roztokii na
rotujici povrch, Obr. 58. To =znamena, Z7e piimo vychazi z poznatkl
prezentovanych v piedeslych podkapitolach. Pro ptipravu takovychto povrchi je
pouzivano nové navrzené TSSC zafizeni a lze pro jejich popis pouzit navrzeny
fazové separacni model.

Pro pfipravu struktur uvedenych na Obr. 58b byl v prvnim kroku vytvotfen
makroporézni povrch pomoci smési 5,6 ml THF s 4,4 ml H,O (3x300 pl po 55,
pii 23 °C a 1500 ot/min). Ve druhém kroku je na povrch nanesena jedna 300 pl
davka smési 10 ml THF s 20 ml ETH (p#i 23 °C a 1500 ot/min). Naneseni smési
THF sETH vede k pokryti makroporézniho povrchu, Obr. 58a specifickou
mikrostrukturou, Obr. 58b. Pouziti vody jako Spatného rozpoustédla vychazi
Z poznatkti publikovanych v praci E. DeRosa [14] a bylo podrobnéji diskutovano
v podkapitole zabyvajici vlivem sloZeni smési rozpoustédel na typ vznikajici
povrchové struktury.

Pii pohledu na vybrané vysledky v pfedchazejicich podkapitolach, viz Obr. 46b,
52e, 52f, 56a, 56b, 1ze do urcité miry na tyto povrchy pohlizet jako na hierarchicky
strukturované. Tyto povrchy se oproti struktuie na Obr. 58b li§i nehomogennim
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pokrytim vnitiniho prostoru velkych prohlubni sekundarni strukturou. To
znamena, ze spodni ¢ast prohlubni je hladka a horni strukturovana. Z toho
porovnani plyne, Ze s pomoci pouze jednoho typu smesné¢ho rozpoustédla nelze
pifimo pfipravit rovnomérné pokryté hierarchicky strukturované povrchy.
Aplikacni potencial povrchii uvedenych na Obr. 58b bude dale diskutovan
v podkapitole vénované jeho interakci s bunikami.

PS po druhém kroku tpravy

PS po prvni kroku tpravy

3x THF:H20 3x THF:H20 + 1x THF:ETH

Detailni pohled v Detailni pohled

Obrdazek 58 - Hierarchicky strukturované PS povrchy pripravené pomoci dvou
rozdilnych smési rozpoustedel: Hladky povrch PS misky byl upravovan: a) Vv prvrim
kroku na povrchu davkovano 3 x 300 gl THF:H20 v poméru 5,6:4,4 v casovém
intervalu 5s pri 1500 ot/min., b) vdruhém kroku na povrch deponovano 1 x 300 ul
THF:ETH v poméru 1:2 pri 1500 ot/min. Uprava povrchii probihala piii 23°C. Nahoie
obrazky ze SEM, dole za AFM.
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6.2.3 Hierarchicky strukturované PS povrchy — plazmatické upravy

Dalsi cestou, kterou Ize pouzit K pfiprave hierarchicky strukturovanych povrchi
je pouziti plazmatického vyboje. V ramci téchto experimentti byl strukturovany
povrch na bazi PS chemicky a strukturné¢ modifikovdn pomoci induktivné
vazan¢ho plazmatu s procesnimi plyny Ar a CF.. Z vysledki tohoto vyzkumu
vyplynulo, Ze pomoci vicendsobné expozice mikroporézniho PS plazmatickému
vyboji 1ze na rozhrani porti vytvofit nerovnosti v fadech nanometrti s funkénimi
skupinami >C(F)-, >CF,, Obr. 59, 60. Takovato povrchova Giprava nevede pouze
ke vzniku specifickych povrchovych nerovnosti, ale ma za nésledek zménu
smacecich charakteristik povrchu. Vzniké superhydrofobni povrch s kontaktnim
uhlem smaceni vody vétsim nez 150°. Miru hydrofobity ovlivituje distribuce
velikosti povrchovych mikroprohlubni a typ jejich rozhrani, jak je ukédzano na
Obr. 60, 61 a podrobnéji diskutovano v ndmi publikované praci [195]. Ptehled
procesnich parametrii, které je nezbytné vzit vpotaz pii piiprave
superhydrofobnich povrchili na bazi PS je naznacen na Obr. 59.

Vlivy na proces pripravy hierarchicky strukturovanych polystyrenovych substratu

Pfiprava substratu: Plasmaticka tprava:

* Pomér dobrého a $patného * Doba plasmatické
rozpoustédla upravy

« Casova prodleva mezi * Vykon reaktoru
davkovanim * Pritok plynu

* Velikost jednotlivé davky
 Celkovy davkovany objem
* Rychlost rotace vzorku

= Teplota povrchu a smésného
rozpoustédia

Obrazek 59 - Procesni kroky vedouci k pripravé hierarchicky strukturovanych PS
povrchii vyznacujicich se superhydrofobnimi vilastnostmi.

Z provedenych experimentil dale vyplynulo, Ze nejlepSich vysledki z hlediska
generace homogenniho povrchového zvrasnéni a vazby funkénich skupin >C(F)-
>CF; na povrchu PS, je nezbytné nastavit vykon plazma reaktoru na 300 W. Pii
tomto vykonu lze pozorovat nejvétsi nartist kontaktniho uhlu sméaceni vodou
(146%2)°. Pfi niznim vykonu (250W), nedochdzi k rovnomérné povrchoveé
modifikaci - uhel smaceni vodou (139£1)°. Naopak vyssi vykon reaktoru, 350W,
zpusobuje nechténou degradaci a stékdni modifikovaného povrchu PS, hodnota
kontaktniho thlu mirné€ klesa (143+£1)°.
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Obrdazek 60 - Vliv plazmatické upravy na zménu kontaktniho vhlu smdceni vodou ©
plynouci ze zmény povrchového zvrasnéni a chemického slozeni (CF4) na rozhrani

povrchovych pori pripravenych pomoci 5 x 200 ul @) THF:ETH v poméru 1,5:8,5 p¥i
teploté roztoku 22°C, b) THF:ETH v poméru 2,5:7,5 p¥i teploté 30°C. Vykon plazma
reaktoru 300W. Obrdzky ze SEM [195].

Z hlediska vysledné hodnoty kontaktniho thlu smaceni vodou po plazmaticke

upravé je nutné uvazovat typ rozhrani mezi prohlubnémi generovanymi pomoci
navrzeného vicekrokového fazové separaniho procesu pomoci THF s ETH.
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Jednim zvySe diskutovanych pfistupit vedoucich ke wvzniku rozdilnych
mikroporéznich rozhrani je pouziti modifika¢nich smési S rozdilnym pomérem
THF.:ETH a rozdilnou teplotou. Pouziti modifika¢ni smési slozené THF:ETH
Vv poméru 1,5:8,5 zahiaté na 22°C vede ke vzniku ,,azkych®“ rozhrani mezi
jednotlivymi povrchovymi prohlubnémi, Obr. 60a. Po plazmatické upravé
pozorujeme v tomto ptipadé vyssi hodnotu kontaktniho thlu smaceni vodou (157
+ 1)° oproti povrchu, ktery byl pfipraven z roztoku s pomérem THF:ETH 2,5:7,5
a vyssi teplotou depozice, 30°C, Obr. 60Db.
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Obrdazek 61 - Viiv povrchové topografie PS na zménu kontaktniho vuhlu smdceni vodou
O po plazmatické upravé. Povrchy pro plazmatickou upravu pripraveny s pomoci a)
2,b) 5, ¢) 8x200 d a THF:ETH v pomeéru 1,5:8,5 pri teploté roztoku 22°C. Vykon
plazma reaktoru 300W. Obrdzky ze SEM [195].

Ze studia vlivu pocétu davek smési THF s ETH na vyvoj povrchovych PS
nerovnosti plyne, ze znazornéné zmény povrchové struktury na Obr. 61a az 61c
nemaji vliv na zménu smacecich charakteristik vodou pted plazmatickou tpravou.
Zcela jina situace nastava po plazmatické tprave, kde pozorujeme statisticky
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vyznamné rozdily v hodnotéach vyslednych kontaktnich thli smaceni vodou. Toto
pozorovani potvrzuje dosavadni poznatky o zdsadnim vlivu povrchové struktury
na moznosti ptipravy superhydrofobnich vrstev [12, 18, 92, 190, 191, 196].

6.2.4 Vliv mikroporéznich PS povrchii na chovani bunék

Jednim ze sekundarnich cilii prace bylo prostudovat, jak pfipravené povrchoveé
struktury ovlivituji chovani bun¢k, Obr. 62, 63. Vyzkum spojeny se studiem
bunécénych interakci s upravenymi povrchy byl provadén ve spolupraci
s vyzkumnou skupinou prof. Humpolicka na UTB ve Zlin¢, ktera se specializuje
na tuto problematiku. Prvni vysledky vénované vlivu povrchovych
mikroprohlubni na povrch tkdnového PS byly prezentovany Vradmci nami
publikované prace popisujici nové navrzeny fazove separacni postup [184].

Povrchové vlastnosti materialu mohou vyznamné ovlivnit nejen bunéénou adhezi,
ale také bunécnou proliferaci, diferenciaci, genovou expresi a dal$i bunécné
vlastnosti [2, 197-199]. Porézni systémy na polymerni bazi mohou slouzit jako
mista pro zachytavani bunék [14, 15, 200, 201] nebo jako scaffoldy [17, 30, 202].
Hlavnim zédmérem piipravy takovychto struktur je snaha o napodobeni
extracelularniho prostiedi a s tim spojeny zamér poskytnout bunkdm rozdilné
signaly podminujici jejich chovani. Spolu s povrchovymi nerovnostmi podmitiuji
chovéani bunc¢k smaceci charakteristiky povrchu. Je obecné znamo, Ze buiky
nepreferuji hydrofobni povrchy (kontaktni tthly smaceni vodou vétsi nez 90°).
Vzhledem ke skuteCnosti, ze vétSina zde prezentovanych fazové separacnich
postupti vede K nartustu kontaktniho thlu smaceni, byly zkoumané povrchy pted
bunécnymi testy plazmaticky upravovany. Proces plazmatické aktivace povrchu
spolu s kultiva¢nimi podminkami je podrobné&ji popsan v nami publikované praci
[184]. Hodnota kontaktniho thlu smac¢eni vodou pied a po plazmatické tprave a
nasledné UV sterilizaci je uvedena na Obr. 63 vlevo dole.

Povrch pouzity pro studium vlivu povrchové struktury uvedeny na Obr. 62b a 63b
byl piipraven pomoci 5 x 200 ul THF.ETH v poméru 1,25:8,75 deponovanych
Vv 5s intervalu na rotujici PS povrch rychlosti 2200 ot/min pfi teploté 22 °C. Jako
referen¢ni material byl v tomto pfipadé pouzit neupravovany PS povrch. V obou
dvou pfipadech se jednalo o tkanovy PS (TPP Techno Plastic Products AG)
V podobé Petriho misek o priméru 3,4 cm.
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Obrazek 62 - Adheze NIH/3T3 stanovenda 3 hodiny pro nasazeni na a) referencni hladky
povrch PS, b) strukturovany PS povrch. Vpravo nahore ndhledy na povrch pred
depozici bunék ziskany pomoci SEM. Obrazky bunék na povrsich porizeny pomoci
optického mikroskopu.

O =(78+2)°
Oplazma = (24 £ 2)°
Opasteril = (53 £ 1)°
Sa =7nm

O =(106+2)°
Oplazma = (43 £ 4)°
Opsteril = (82 £ 4)°
Sa =700 nm

Obrazek 63 - Bunky (NIH/3T3) na a) povrchu hladkého PS, b) strukturovaného PS.
Cytoskeleton byl oznacen fluorescencnim barvivem ActinRed. Uprava povrchu vzorku
provedena pomoci plazmatického vyboje 0 vykonu 50W, viz kontaktni uhel smaceni
vodou Oplazma a ndsledné pak UV sterilizovany, viz kontaktni tihel smdceni vodou Op-+seril.
V pravém dolnim rohu smdceni povrchu vodou po plaimatické uprave. V pravém
hornim rohu nahled na mikrostrukturu pouzitého povrchu. Obrazky ze SEM a
fluorescencniho mikroskopu. Hodnoty povrchové drsnosti Sa byly stanoveny pomoci
optického profilometru [184].

Na Obr. 62 jsou vyobrazeny bunky, které se pfichytily k povrchu po 3 hodinach
od jejich nasazeni. Z tohoto porovnani je patrné, Ze adhezivni vlastnosti
strukturovaného povrchu se vyrazné neli$i od vychoziho hladkého PS. Tvar
cytoskeletu, Obr. 63 a 64 a umisténi jader bunék, Obr. 64 bylo analyzovano 48 h
po nasazeni bun€k na povrch srovnavanych materiald.

83



Z vysledki prezentovanych na Obr. 63 vyplynulo, Ze specificky strukturované
povrhy mohou 1épe simulovat nativni prostfedi pro adherentni typy bunck. Bez
ohledu na viabilitu bun¢k diskutovanou v publikované praci [184] Ize na
strukturovanych povrsich sledovat preferenc¢ni orientaci cytoskeletonu v souladu
S orientaci mikropdrt. Jadro bunék je v tomto ptipadé situovano uvnitt poru, jak
plyne z 3D obrazka z konfokalniho mikroskopu Obr. 64. Tato zjisténi piinasi
dalsi poznatky do problematiky vénované interakci bunék s mikro
strukturovanymi povrchy na bazi polystyrenu [14, 15]. Podrobnéjsi informace
k chovani bunék na rozdilné strukturovanych PS povrsich jsou rozvedeny v nami

publikované praci [184].

Obrdzek 64 - Znazornéni cytoskeletu a jader bunék NIH/3T3 pomoci konfokdlniho
mikroskopu. Jadra bunék jsou znazornena modre. Na obrdzku @) rozmisteni bunék na
povrchu bez zobrazeni povrchovych nerovnosti. Vpravo na obrdzku b) zndazornéeno
rozprostirani cytoskeletu pres rozhrani povrchovych mikropori. N pravém hornim rohu
nahledy na povrchovou mikrostrukturu ziskané pomoci SEM.

6.2.5 VIiv hierarchicky strukturovanych PS povrchi na chovani bunék
V ptedeslé podkapitole a publikované praci [184] byl popsan vliv
mikrostrukturovanych povrchii na chovani mysSich embryonalnich fibroblastd
NIH/3T3. Tyto buiiky byly deponovany na PS povrchy vyznacujici se hladkymi
rozhranimi. To znamena, Ze byly pouzity povrchy, které nepovazujeme za
hierarchicky strukturované. Z literatury je ovSem zndmo, Zze strukturované
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povrchy na vice rozmérovych turovnich mohou zasadnim zpiisobem ovliviiovat
chovani kultivovanych bunék. Tato skutecnost neni, az tak ptekvapujici uvazime-
li skute¢nost, ze v zivych organizmech hraji komplexni, hierarchicky
strukturované systémy zasadni tlohu.

Z tohoto divodu byly vybrané hierarchicky strukturované povrchy na bazi PS
studovany s ohledem na jejich interakci s kultivovanymi bunkami. Pro ucely
téchto testii byl pouzit povrch piipraveny pomoci dvou smésnych roztokti dobrého
a Spatného rozpoustédla, popisovany vyse. To znamena, Ze byly v prvnim kroku
upravovany povrchy pomoci smési THF sH,O. Takto upravené makro
strukturované povrchy byly nésledné upraveny pomoci smési THF s EHT, viz
Obr. 58D, 65¢, 66e.

Srovnavanymi povrchy v ramci tohoto experimentu, Obr. 65, 66, byly:

- Hladky PS, Obr. 653, 66a.

- Nano/mikro PS ptipraveny pomoci THF s ETH, Obr. 65b, 66b.

- Mikro PS v ptipraveny pomoci fazové inverze ze smési THF s EHT
a PS, Obr. 65c, 66c.

- Makro PS upraveny pomoci smési THF s H,0, Obr. 65d, 66d.

- Makro/mikro PS pfipraveny pomoci dvou smési rozpoustédel, THF
s H20 a THF s ETH, Obr. 65¢, 66e.

- Meso/mikro PS, povrch pfipraveny pomoci smési THF s ETH, Obr.
65f, 66f.

Pro ucely popisu vlivu téchto povrchi na chovani bunck byly vybrany dvé
bunécné linie. Prvni byly vySe zminované mySi embryondlni fibroblasty
NIH/3T3, Obr. 65. Druhym byly embryonalni kmenové bunky (ESCs), linie ES
R1, Obr. 66.

Stejné jako v predeslé praci [184] byly povrchy pfed nasazenim bunck
plazmaticky aktivovany s cilem upravit jejich smaceci charakteristiky vodou.
Podrobngjsi informace vénované kultivaénim podminkam jednotlivych
bunéénych linii na strukturovanych PS povrSich jsou uvedeny v dfive
publikované praci [184] a ¢lanku v recenznim fizeni vénovaném vlivu
strukturovanych povrchil na diferenciaci kmenovych bunék, viz posledni ptiloha
této prace.
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Hladky PS ¥l Nano/mikro PS ¢ Mikro PS

. = Makro PS

Obrazek 65 - Mysi  embryondlni  fibroblasty NIH/3T3 na povrchu rozdilné
strukturovaného PS. Modre oznacena jadra bunek, cervené cytoskelet. PS povrchy
pripraveny pomoci casove sekvenované fazové separace. Obrazky povrchu ze SEM a

konfokalniho mikroskopu.
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Makro/mikro PS

Obrazek 66 - Embryonalni kmenové buiiky (ESCs) na povrchu rozdilné texturovaného
PS. Modre oznacena jadra bunék, cervené cytoskelet. PS povrchy pripraveny pomoci
casove sekvenované fazové separace. Obrazky ze SEM a konfokalniho mikroskopu.
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Mysi embryonalini fibroblasty NIH/3T3

Makro PS

Embryonalni kmenové buriky (ESCs)

Obrazek 67 - Srovnani dvou bunécnych linii na rozdilné strukturovanych PS povrsich.
PS povrchy pripraveny pomoci casové sekvenované fazové separace. Uprostied obrazky
povrchit ze SEM. Nahore a dole obrazky z konfokalniho mikroskopu se zobrazenim
podkladniho povrchu, modre oznacenymi jadry a cervené oznacenym cytoskeletem.

Z vysledkl prezentovanych na Obr. 65 je patrné, Ze rozdilné strukturované

povrchy ovliviiuji pfedev§im rozloZeni cytoskeletu mySich embryonalnich
fibroblasti NIH/3T3. Cytoskelet je na téchto obrazcich oznacen Cervenou barvou,
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jadra bun€k jsou oznaena modie. Co do mnoZstvi piichycenych bunék
nepozorujeme vétsi rozdily mezi povrchy. Oproti témto pozorovani vyvstavaji
mnohem zajimav¢jsi skute€nosti v ptipad€ nasazeni embryondlnich kmenovych
bun¢k ESCs, Obr. 66. Pokud tento typ bun¢k nechame interagovat s hladkymi,
nano/mikro nebo ¢ist¢ mikrostrukturovanymi povrchy, Obr. 66a az 66c,
nepozorujeme vyrazn&j§i zmény v jejich cytoskeletu (Cervena barva).
Pozorovanym buinikdm v tomto pfipadé dominuje modie oznacené jadro typické
pro tento typ bunék. Podobné chovani ESCs vykazuji na makrostrukturovaném
PS povrchu, Obr. 66d. Zatimco V piipad¢ kontaktu s hierarchicky strukturovanym
Makro/mikro PS respektive Meso/mikro PS lze pozorovat vyznamné zmény
Vv jejich cytoskeletu, Obr. 66e a 66f . Tyto zmény do jisté miry reflektuji orientaci
podkladnich povrchovych nerovnosti. Jadra bunék jsou preferencné situované
uvnitt povrchovych pori. Z téchto pozorovani Ize usuzovat na jejich diferenciaci
podobné, jak je v literatufe diskutovano sohledem na vliv povrchovych
nerovnosti na diferenciac¢ni proces [203-205]. V souladu s timto pozorovanim je
na Obr. 67 provedeno vzajemné porovnani dvou bunécnych linii na tfech typech
povrcht. V ramci tohoto obrazku jsou kromé oznacenych bun¢k kontrastovany
strukturované povrchy, tak aby bylo jasne¢, na jakém misté povrchll jsou bunky
situovany.

6.3 Fazové separacni uprava substratii na bazi hyaluronanu

Ziskané experimentalni zkuSenosti a poznatky spojené s tpravou povrchil na bazi
polystyrenu byly nésledné aplikovany na dva biopolymerni systémy, hyaluronan
a fibroin. V ramci této podkapitoly bude vénovana pozornost prvnimu ze
zminovanych, to znamend hyaluronanu sodnému. Na tomto mist€ nutno
poznamenat, Ze v literatufe existuje velké mnozstvi postupli fazoveé separace
vedouci ke vzniku rozdilnych povrchovych struktur na bazi syntetickych
polymeru [14, 70, 71, 81, 156]. Oproti tomu takovéto postupy Gpravy povrchi
polysacharidi nebo fibrilarnich proteinti zcela chybi. S ohledem na tuto
skutecnost byla vénovéna pozornost t€mto dvéma zmifiovanym systémuim.

Skutecnost, ze v odborné literatufe nelze nalézt fazove separacni postup, ktery by
umoznoval tpravu povrchil na bazi hyaluronanu (HA) je dana jednak strukturnimi
charakteristikami tohoto biopolymerniho systému a do ur¢ité miry i jeho rychlou
rozpustnosti ve vodném prostiedi. Pravé rychld rozpustnost HA omezuje jeji
nasledny aplikacni potencial s ohledem na kultivaci a podmifiovéani vyvoje bunék.
Z tohoto hlediska je tfeba na niZe uvedené poznatky pohliZet spiSe jako na
teoreticky ptinosné. Rychlou rozpustnost HA 1ze fesit pomoci navazani funk¢nich
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skupin na polymerni fetézec [206]. Pomoci takovychto postupli vznikaji
hydrofobiziované derivaty HA, vyznacujici se omezenou rozpustnosti ve vodném
prostiedi.

Vzhledem Kk vySe uvedenym skute¢nost bude problematice upravy povrchi HA
vénovana pouze omezena pozornost zamérend na prokazani uplatnitelnosti nove
navrzen¢ho postupu fazové separace na takovéto makromolekularni systémy.

Jak bylo naznaceno vysSe, aplikaci fazove€ separacnich postupi na biopolymerni
systémy omezuje predevsim jejich strukturnimi odliSnostmi dané zasadni tlohou
sekunddrnich vazeb (vodikovych miustki), které v pfipadé biopolymernich
systémul odpovidaji za jejich skladani do vySe organizovanych struktur. Typickym
piikladem takovéhoto polymeru je HA, ktery miize zaujimat fadu konformacnich
uspofadani [207, 208]. Tyto moznosti jsou dany hydrofilnimi a hydrofobnimi
doménami V fetézci HA, jak je popsano v pracich J.E. Scotta [176, 177, 209].
V ptipadé HA pozorujeme jednak hydrofobné-hydrofobni interakce, které se
vyskytuji mezi antiparalelné posunutymi fetézci HA. Dale pak elektrostatické
repulze mezi zdpornymi naboji na fetézcich HA, kter¢ jsou kompenzovany
hydrofilnimi interakcemi a vodikovymi mustky [209-212].

V ramci nize uvadénych experimentli byly upravovany povrchy HA v podobé
filmt deponovanych na povrchu tkadnového PS pouzivaného v predchazejicich
experimentech. Ptiprava téchto vrstev probihala v n¢kolika krocich. Prvnim
Z nich bylo rozpousténi HA z praskové formy do vodného roztoku. Pro piipravu
vodnych roztoki byl pouzivan komeréné dostupny HA o sttednich molekulové
hmotnosti Mw = 243 KDA.. Byly pfipravovany vodné roztoky s obsahem 3 hm. %
HA pfi teploté¢ 50°C na magnetickém michadle po dobu 24 hodin. Takto
pfipravené roztoky byly odlévany do mikrostrukturné upravenych PS misek
0 priméru 3,4 cm. Strukturni uprava povrchu PS misek byla volena zamérné tak,
aby doSlo k zvySeni adheze vytvateného HA filmu na povrchu PS. V ramci
kontrolnich experimentii bylo nasledné potvrzeno, Ze nerovnosti na povrchu PS
nemaji vliv na typ vznikajici struktury na povrchu HA. Pro upravu nosné¢ho
povrchu PS byl pouzit vySe popsany postup zalozeny na ¢asove sekvenovaném
davkovani smési THF s ETH. Pro tyto ucely bylo pouzito 5 x 200 ul THF:ETH
v poméru 1,5:8,5, které byly deponovany na rotujici povrch v 5s intervalu pfi
22°C. Pro nasledné odlévani ptipravenych roztoki HA byl povrch dale
plazmaticky aktivovan pomoci reaktoru Diener Femto SRS v atmosféte vzduchu
po dobu 60s a nastaveném vykonu 100 W. Timto bylo docileno maximalniho
zvyseni smacivosti PS misky. Po vyjmuti misky z reaktoru bylo na takto upraveny
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povrch PS o priméru 3,4 cm naneseno 6 ml roztoku HA, ktery byl nasledné
solidifikovan pti 50 °C v laboratorni susarné¢ bez nucené cirkulace vzduchu.
Vysledna tloustka filmu se pohybovala okolo 100 um. Jak se pozd¢ji ukazalo,
proces suseni a skladovani filmu pted jejich fazove separacni tupravou ma zasadni
vyznam s ohledem na obsah zbytkové vody ve vrstvé HA.

Z fazove separacnich experimentd vyplynulo, ze povrch HA nelze upravovat bez
predeslého nabobtnani vodou, Obr. 68. Nutno poznamenat, Ze bobtnani neni
mozné¢ provadét v neomezeném rozsahu. Velké mnozstvi bobtnacich davek
(200 pul) ma nasledek vytvofeni mobilni polymerni vrstvy vyznacujici se
dostate¢né nizkou viskozitou nezbytnou k tomu, aby mohlo dojit k jejimu smyti
z povrchu v dasledku jeho rotace. Z téchto poznatkid vyplynulo, Ze pro zménu
povrchové struktury HA je nezbytné pouzit vicekrokovy modifikacni proces. Po
prvnim bobtnacim kroku byl povrch upravovan smeési n-butanolu (nBT)
s isopropylalkoholem (IPA).

100 nm 440 nm

4 x 200 ul H20
‘. .Q .. ¢ .. ". \ P .
»)

Obrazek 68 - Moznosti povrchového strukturovani vrstvy HA v zavislosti na bobtnani
povrchu H20. V prvnim kroku byla na povrch b) nandsena voda v ¢asovém intervalu 5s
pri 23°C a 2100 ot/min. V nasledném kroku byly povrchy upravovany smési 25 x 200 ml
NBT:IPAV poméru 3:7 davkovanou v intervalu 5s. Obrazky z AFM.

Jak bylo naznaceno vySe typ vznikajici povrchové struktury je zavisly na
zbytkovém obsahu vody v solidifikované vrstvé HA. Pravée tato zbytkova vlhkost
ovlivityje rychlost botnani povrchu ptred naslednou upravou pomoci nBT s IPA.

100 nm 100 nm
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Obrazek 69 - Srovnani viivu poméru nBT:IPA na vznik zvrasnéni na povrchu HA.
V prvnim kroku bylo na povrch davkovano 3 x 200 ul H20 v 5s intervalech. V druhém
kroku byla na povrch davkovana smés nBT:IPA v pomérech uvedenych na obrazku a)
az c). Na povrch bylo davkovano 10 x 200 ul nBT s IPA v casovém intervalu 5s, pri
23°C a 2100 ot/min. Obrazky a profilové rezy z AFM.

Dalsi vyznamnou proménou vhledem k moZnosti vzniku nerovnosti na povrchu
HA je pomér slozek smési dobrého a Spatného rozpoustédla, podobné jak bylo
diskutovano v piipadé tpravy povrchii na bazi PS. Z provedenych experimentti
spojenych s upravou HA vyplynulo, Ze pro Upravu takovychto povrchi je
nezbytné velmi presné nastavit pomér mezi nBT a IPA. Zména v poméru téchto
slozek o pouhé 2,5% muliZze mit za nasledek vznik fddové mensich nerovnosti, jak
plyne z porovnani uvedeného na Obr. 69.

Pro Gipravu povrchii na bazi HA bylo pouZzito TSSC zatizeni stejné jako v piipade
upravy PS. To znamena, Ze dal$§i vyznamnou proménou je Casovy interval
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davkovani vody a smési nBT s IPA. Mimo to je nezbytné vzit v potaz distribuci
Mw pouzité HA, rychlost rotace povrchu, mnozstvi deponovanych davek vody a
nBT sIPA. Neni ni¢im piekvapujici, Ze nastaveni téchto proménnych se
S ohledem na vySe zmiflované strukturni odliSnosti HA z4sadné odlisuji od PS jak
je podrobnéji diskutovana v diplomové praci Martiny BradadCové a bakalaiské
praci Elisky Bognerové [213, 214]. Mezi dalsi zminované odliSnosti modifikace
HA oproti PS patii predev§im nezbytnost pouZiti velkého mnoZstvi modifika¢nich
davek nBT sIPA (10 az 40 davek) ajejich depozice v kratkych cEasovych
intervalech (2,5 az 5s).

6.1 Fazové separacni uprava substratii na bazi fibroinu

S ohledem na nemoznost piimé aplikace strukturovanych povrchit HA ve vodném
prostiedi byl vybrdn jiny biopolymerni systém vyznacujici se omezenou
rozpustnosti ve vodném prostiedi, biokompatibilitou a bioresorbovatelnosti.
Takovymto materialem je naptiklad hedvabny fibrilarni protein ziskany z kokont
bource morusového (Bombyx mori fibroin — BMF).

Hedvabi je v pfirodé produkovano ve vlaknité formé bourcem moruSovym
a pavouky. Jednd se o vlaknity protein charakteristicky prekvapivymi
mechanickymi vlastnostmi. Hedvabna vlakna se pouzivaji po staleti napft. pii Siti
stehti pti opera¢nich zakrocich. V posledni dobé s rozvojem 3D tisku a biotisku
zaznamenaly opctovné vyuziti ve formé regenerovanych hedvabnych roztokd.
V této forme se pouzivaji pro vyrobu riznych biomateriald, jako jsou gely, houby
a filmy pro 1ékarské aplikace [179, 215-220].

Pro ptipravu BMF filmt byl pouzit regenerovany fibroin v lyofilizované formé.
Tento zakladni material byl izolovan a purifikovan podle literarné popsanych
postupt [178] na Univerzité v Bayreuthu nasledujicim postupem: Nejprve byl
vstupni material zbaven sericinu a to varem v 0,02 M uhli¢itanu sodném. Poté
byla smés proplachnuta deionizovanou vodou a rozpusténa za zvySené teploty (60
°C) po dobu 4 hodin v roztoku bromidu litného. Po uplném rozpusténi byly
pomoci dialyzy odstranény nezadouci ionty. Nasledn¢ byl roztok vlozen do
centrifugy a nasledné zfiltrovan. Ziskany roztok byl lyofilizovan, aby jej bylo
mozné dlouhodobé skladovat.

Fibroinové vrstvy pro fazové separani experimenty byly piipravovany
odlévanim do PS Petriho misek s naslednou solidifikaci pfi laboratorni teploté
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v digestoii. Pro odlévani filma byl BMF rozpoustén ve dvou typech rozpoustédel:
kyselina mraven¢i (Formic Acid — FA) a hexafluoroisopropanol (HFIP).

V ramci prvotnich experimentii stimto materidlem bylo nezbytné nalézt
optimalni koncentraci BMF v roztoku a objem nanaSeny na povrch PS misky o
praméru 3,4 cm, tak aby bylo pouzito co nejméné proteinu, ktery se problematicky
izoluje ve velkych mnozstvich. Z tohoto divodu byl analyzovan vliv na téchto
parametri na zménu tloustky proteinové vrstvy na nosném podkladu. Vysledky
téchto vyhledavacich experimentd jsou shrnuty v tabulkach na Obr. 70. Na
zéklad¢ zjisténych dat a fazoveé separacnich experimentli byl vybran pro pifipravu
BMF vrstev roztok s nejmensim podilem BMF (2 % w/v) a nejmensim objemem
(450 ul). Piiprava roztokit BMF v FA nebo HFIP probihala v uzaviené nadobé
na tfepacim stroji pii laboratorni teploté 23°C po dobu 24 hodin.

Koncentrace BMF v FA Objem Tloustka vrstvy po Mnozstvi BMF na plose
a) (w/v) deponovaného vysuseni [um] Petriho misky
roztoku [pl] [mg/cm?]
10 % 450 25+ 6 5
10 % 900 41+2 10
5% 900 12+3 5
2% 450 61 1
Koncentrace BMF v Objem Tloustka vrstvy po Mnozstvi BMF na plose
b) HFIP (w/v) deponovaného vysuseni [um] Petriho misky
roztoku [pl] [mg/cm?]
10 % 450 50+5 5
10 % 900 66+ 4 10
5% 900 304 5
2% 450 13+1 1

Obrdazek 70 - Zména vyska solidifikované vrstvy BMF na povrchu PS v zavislosti na
vychozi koncentraci BMF v roztoku a) FA, b) HFIP.,

Vrstvy z BMF byly solidifikovany nasledujicim zptisobem: 2% (w/v) roztok BMF
vV FA nebo HFIP byl odlévana na PS misku o priiméru 3,4 cm. Solidifikace BMF
do podoby tenkych vrstev probihala v digestofi pti laboratorni teploté (23 °C) a
vlhkosti (40 %) po dobu 12 hodin. Pro ptipravu vrstev s rovnomérné rozlozenou
vyskou BMF pies plochu PS misky, bylo nezbytné tyto misky umistit na predem
vyrovnanou podlozku Obr. 71.
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Obrazek 71 - Vyskové nastavitelna podkladni deska pro pripravu tenkych BMF vrstev.

Jednim z klicovych faktorti pfipravy rovnomérné hladkého povrchu BMF bylo
zajisténi spravnych podminky pro odparovani pouzitych rozpoustédel. Bylo
zjisténo, ze v piipadé odparovani HFIP z Petriho misek bez jejich zakryti vicky
odpafovani rozpoustédla, Obr. 72a. Toto rychlé odpafovani rozpoustédla
Z polymerniho roztoku vyvoldva tok materidli v disledku teplotnich
a koncentracnich gradientli, které zde vznikaji. Pfimym duasledkem takovychto
déji je vznik povrchového zvrasnéni spojeného s nerovnomérnym rozlozenim
BMEF ptes plochu PS misky. Podrobné&jsi popis téchto déja Ize nalézt v odborné
literatute [74, 77, 78, 221, 222]. Jak bylo naznaceno, feSeni tohoto problému
spociva v umisténi PS vicka na misku se solidifikovanym roztokem, Obr. 72b.

Obrdazek 72 - Nahled na povrch BMF vrstvy na PS misce solidifikované z HFIP roztoku:
a) bez vicka, b) s vickem. Obrazky porizeny digitdlni kamerou.

Opacny vliv, na vysledny povrch ma vicko v ptipadé solidifikaci BMF z roztoku
FA. Tato skuteCnost je dana daleko pomalejsi rychlosti odpafovani FA oproti
HFIP, Obr. 73. To znamend, Ze hladky povrchu BMF zroztokti FA vznika
Vv piipadé pouziti nezakrytych misek, Obr. 73a
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Obrdazek 73 - Nahled na povrch BMF vrstvy na PS misce solidifikované z FA roztoku:
a) bez vicka, b) s vickem. Obrazky porizeny digitalni kamerou.

Hladké BMF vrstvy na Obr. 72b a 73a byly upravovany smésmi rozpoustédel,
které byly deponovanych na rotujici povrchy pomoci TSSC a M-TSSC zatizeni.
Z prvotné provedenych experiment vyplynulo, Ze povrch BMF nelze efektivné
strukturovat bez pouziti vody v modifikacni smési dobrého a Spatného
rozpoustédla. Voda v pfipadé BMF funguje jako zmékéovadlo. To znamena, ze
usnadiiuje reformovani jeho povrchovych vrstev, viz Obr. 74 a 75. Z vysledk
uvedenych na Obr. 74 je déle patrné, Ze neni dostacujici pouzit pouze H,O ve
smési s dobrym rozpoustédlem, HFIP. Voda jako takova nefunguje jako
porotvorna slozka. Pro vytvareni povrchové porézni struktury je nezbytné do
modifikacni smési pridat dimethysulfoxid (DMSO). Stejné tak nelze pouzit pouze
smés HFIP s DMSO. Pfi pouziti takovéto smési vznikd specifické zvrasnéni
uvedené na Obr. 74b a 75a. Tento typ zvrasnéni je spojen se vznikem trhlin na
povrchu BMF, to znamend, Ze modifikovand vrstvy kiehne. Problém s kiehnutim
upravované¢ho povrchu obecné vykazovaly filmy pfipravené z roztokit FA a
vrstvy modifikované pomoci smési s FA. Z tohoto divodu byl nadale jako dobré
rozpoustédlo pouzivan pouze HFIP. Mimo to byl studovan vliv mnozstvi piidané
H,O, DMSO, poc¢tu davek, casové prodlevy davkovani a rychlosti rotace
modifikovanych povrchili na vznik rozdilnych typt povrchovych struktur.
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HFIP + H,0 0.7 um

HFIP + DMSO 1,5 um

0,2 um

Obrazek 74 - Zmeny povrchové struktury BMF' filmu pripravenych z FA roztokit po
uprave a) HFIP s H20, b) HFIP s DMSO, c) HFIP s H,O a DMSO. Obrazky za AFM.
Vievo 2D nahled na vyskové zmeény oznacené rozdilnymi barvami. Vpravo 3D pohled na
povrch vzorku.

VIiv mnozstvi ptidané vody do modifikac¢ni smési HFIP s DMSO, demonstruje
porovnani uvedené na Obr. 75. Bez ptidani vody do modifika¢ni smési vznika
povrch charakteristicky povrchovymi prasklinami bez prohlubni, Obr. 75a.
Naznak vzniku povrchovych pora 1ze pozorovat hned po prvnim ptidavku H-O,
Obr. 75b. S rostoucim podilem vody roste i plo$na velikost vznikajicich prohlubni
na ukor jejich poctu, viz. Obr. 75¢ az f. To znamend, Ze malé kapky zapfticinujici
vznik husté sité prohlubni na Obr. 75¢ se spojuji do vétSich celkl pozorovatelnych
na Obr. 75d, e.

97



®2 2mlH0
=3 3mlH0
"4 4mlH0

5 5mlHz0

-~

Pocet pori

38
39
6 16 1 0 0 1514
5 5 I 10 8 10
Bl :8: "ol Cog

0-4,9 5,0-9,9 10,0-14,9 15,0-19,9 20,0-vice
Plocha p6rd [*103um?]

Obrazek 75 - Zmény povrchové struktury BMF filmi pripravenych z HFIP roztokii po

uprave roztokem HFIP s DMSO a rozdilnym podilem H>O. Obrazky z optického
mikroskopu. f) histogram plosnych prirezii pory.
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V ramci pocatecnich experimentll prezentovanych na Obr. 74 bylo zjisténo, Ze
porézni strukturu na povrchu BMF nelze pfipravit bez ptidavku DMSO do
modifikac¢ni smési. Na zaklad¢ tohoto zjisténi byl proveden experiment, kde do
této smési bylo ptfidavdno rozdilné mnozstvi DMSO. Z vysledkii tohoto
experimentu vyplynulo zji$téni, Ze po piekroCeni urcitého mnozstvi DMSO
v modifika¢ni smési nedochézi k dalSimu nartstu poctu povrchovych prohlubni.
Mirné roste jejich primér dany koalescenci kapek DMSO do vétSich celk,
Obr. 76.
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Obrazek 76 - Zmény povrchové struktury BMF filmi pripravenych z HFIP roztokii po
uprave roztokem HFIP sH.O a rozdilnym podilem DMSO. Obrdzky z optického
mikroskopu. d) histogram plosnych prirezii pory.

Se zménou poctu nandsenych davek smési HFIP+H,O+DMOS na upravovany
povrch BMF roste velikost vznikajicich prohlubni, Obr. 77, podobné jako
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V piipadé€ Upravy povrchil na bazi PS a HA. Z obrazku 77b, ¢ je patrné, Ze tyto
zmeény jsou doprovazeny koalescenci vznikajicich prohlubni do vétSich celkii.
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Obrazek 77 - Zmény povrchové struktury BMF filmii pripravenych z HFIP v zavislosti
na poctu nandSenych davek HFIP+H,O+DMSO. Obrazky z optického mikroskopu. d)
histogram plosnych prurezii pory.

Stejné tak neméné dilezitou roli hraje spradvné nastaveni Casové prodlevy mezi
depozici jednotlivych davek HFIP+H,O+DMSO na povrch BMF, Obr. 78.
Z experimentalnich vysledkii uvedenych na tomto obrazku vyplynulo, Ze pro
upravu BMF povrchu je potfeba volit kratsi ¢asové prodlevy mezi depozici
jednotlivych davek podobné jako v ptipad¢ Gpravy povrchu HA.
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Obrazek 78 - Zmény povrchové struktury BMF filmi pripravenych z HFIP v zavislosti
na éasovém intervalu mezi nanasenymi 200 wl davkami HFIP+H>O+DMSO. Obrazky
Z optického mikroskopu. d) histogram plosnych priirezii pory.

Uprava povrchii pomoci nové navrzeného postupu fazové separace probihala na
TSSC a M-TSSC zarizeni za rotace. Z toho plyne, Ze je potfeba brat v potaz
rychlost rotace modifikovanych BMF vrstev. Rotace vzorku napomaha jednak
rychlému rozprostirani modifika¢niho roztoku HFIP+H,O+DMOS po povrchu,
stejné¢ tak ovliviiuje jeho vySku. To znamena objem komponent, které¢ budou
pusobit na upravovany povrch BMF. Zajimavou skutecnosti, je Ze s rostouci
rychlosti rotace pozorujeme na povrchu vznik vyrazné hlubsich makroprohlubni,
Obr. 79. Takovéto chovani lze vysvétlit pomoci poznatku zjisténého v rdmci
experimentil s bunikami, které budou diskutovany v nasledujici podkapitole.
Z téchto experimentli vyplynulo, Ze makroporézni struktury nejsou ve vodném
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prostiedi stabilni a po Case se vytraci. To znamena, Ze v ptipadé piisobeni vyssi
vrstvy H,O na povrch BMF miize dochéazet pravé k tomuto nechténému déji, Obr.
79a.
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Obrazek 79 - Zmény povrchové struktury BMF filmi pripravenych z HFIP v zdvislosti
na rychlesti rotace upravovaného vzorku. Obrazky z optického mikroskopu. d)
histogram plosSnych prurezii pory.

Vyse prezentované vysledky uvedené na Obr. 70 az 79 byly ziskdny v ramci
zahrani¢ni staZze na Univerzit¢ v Bayreuthu. Pti pokusu o néasledné zopakovani
téchto vysledki na Univerzit¢ TomaSe Bati ve Zlin¢ bylo zjiSténo, ze typ
vznikajici povrchovych struktur je zavisly na podminkach ptipravy BMF vrstev.
Zejména pak na relativni vlhkosti, pfi niZ probiha jejich solidifikace.
Z nasledného studia odborné literatury [223-226] vyplynulo, Ze tyto podminky
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podminuji preskladani BMF z amorfniho stav v podobé o helixd do stavu
B skladanych listd. Systém s pfevazujicim mnozstvi o helixu je v literatuie
oznacovan jako Silk I, zatimco stav s § skladanymi listy se oznacuje jako Silk II.
BMF ve stavu Silk I je charakteristicky lepSi rozpustnosti a horSimi
mechanickymi vlastnosti. Zménu pifechodu BMF ze Silk I do Silk II stavu lze
monitorovat pomoci méfeni infraervenych spekter. Pozorujeme posun maxim
Amidu | v FTIR spektrech z cca 1653 cm™ pro Silk | na cca 1620 cm™ pro Silk I
[181, 215, 227, 228]. Tyto zjisténi byla zcela zasadni a oteviela celou fadu cest
vedoucich vzniku nano, mikro, meso, makro a hierarchicky strukturovanych
povrchill. Podrobné je tato problematika feSena v rdmci diplomové prace Karoliny
Kocourkové [229] a bakalaiské prace Petronely Cerné [230].

Na zakladé vyse uvedenych zjiSténi byl optimalizovan postup ptipravy BMF
vrstev tak, aby doslo k eliminaci nekontrolovaného pusobeni vzdusné vlhkosti na
solidifikované BMF vrstvy. SuSeni probihalo v exikatoru profukovaném Nj.
Pomoci takového suSiciho postupu lze piipravovat vrstvy BMF ve stavu Silk L.
Tento stav lze pouzit pro Upravu povrchii metodou ,,Breath figures®, coZ se
doposud neptedpokladalo za mozné. Stiedné transformované systémy ve stavu
Silk I — Silk IT 1ze upravovat do podoby nano, mikrostrukturovanych vrstev, které
nejsou nasledné nachylné na zménu povrchovych nerovnosti v disledku piisobeni
vodného prostiedi, Obr. 80b, 81a, b. Systémy ve stavu Silk II Ize upravovat do
podoby makroprohlubni uvedenych na Obr. 80b, 81d. To znamena, Ze struktury
uvedené vyse na Obr. 75-79 byly piipraveny ze stavu Silk II, coZ neni ni¢im
piekvapujici s ohledem na skutecnost, ze v priabéhu suSeni byly vystaveny
vzdu$né vlhkosti v laboratofi.

Kombinaci modifikac¢nich postupi pro BMF ve stavu Silk I — Silk Il s naslednou
modifikaci takto upraveného povrchu ve stavu Silk II 1ze pripravovat hierarchicky
strukturované povrchy, Obr. 80c,d, obdobné jako v ptipad¢ upravy povrchll na
bazi PS.
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Obrdazek 80 - Postup pripravy nano, mikro, makro a hierarchicky strukturovanych BMF
povrchii pomoci casové sekvenovaného davkovani smési HFIP s DMSO a H20. Obrdzky
Z optického profilometru.

104



6.1.1 Vliv strukturovanych fibroinovych povrchi na chovani bunék

Stejné jako v pripad¢ strukturovanych povrchii na bazi PS byl u vybranych BMF
povrchii studovan jejich vliv na chovani kultivovanych bunék, Obr. 81.
Povrchova struktura uvedena na Obr. 81a odpovida Obr. 80c. Struktura na Obr.
81c odpovida Obr. 80b.

Zachovana povrchova
nano/mikrostruktura

Zbytkové naznaky
vychozich makroprohlubni

Obrazek 81 - Chovani bunék na rozdilné strukturovaném povrchu BMF @), C). Buriky
(osteoblasty, MC3T3-E1) na b) nano/mikrostrukturovaném, d) makrostrukturovaném
povrchu BMF. Obrazky porizeni pomoci AFM, optické profilometrie a mikroskopie.

Z hlediska bioresorbovatelnosti je BMF pouzitelny pro piimé aplikace v oblasti
regenerativni mediciny [179, 219, 231, 232], zatimco PS se hodi spise pro
modelovy popis vlivu rozdiln€ strukturovanych vrstev na chovani bunck.
Nevyhodnou konstruktii na bazi BMF je piedevs§im nizka adheze bunék k jejich
povrchu [233-237]. Jednou z cest, jak tento nedostatek odstranit je cilena
strukturalizace BMF povrchi, jak vyplynulo z experimentalnich vysledki
uvedenych na Obr. 81. Bylo zjisténo, Ze pro zvySeni adheze bunck na povrchu
BMF je nezbytné ptipravit povrch vyznacujici se nerovnostmi v rozmezi desetin
az jednotek mikrometri, viz Obr. 81a. Na takovémto povrchu miiZeme pozorovat
mnohem vice zachycenych bunék, Obr. 81lb, Vv porovnani s povrchy
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vyznacujicimi se pied depozici bun¢k makroskopickymi prohlubnémi, Obr. 8lc,
81d. Skute¢nost, ze zde porovnavany typ bunck (osteoblasty, MC3T3-E1) na
tomto povrchu nedrzi, mize byt do ur¢ité miry dana vytracenim téchto nerovnosti
v pribé¢hu kultivace bun¢k. To znamena, Ze ptipravené makroprohlubné se po
Case na povrchu vytrati a studovany povrch se jevi jako hladky. Zatimco v piipadé
druhého typu povrchovych nerovnosti, Obr. 81a, jsou tyto struktury stalé po dobu
celého kultivaéniho procesu. Z odborné literatury je znamo, Ze makro
a mikroprohlubné mohou slouzit pro zachytavani bunck [14, 238-240].
V okamziku, kdy se nam takovéto struktury z povrchu po umisténi do vodného
prostfedi vytraci, neni mozné tento vliv brat v potaz. To znamena, Ze je tieba
zvysit kontaktni plochu mezi povrchem a bunéénymi receptory [241], coz se
povedlo v piipadé povrchu uvedeného na Obr. 81a.

/. Prinos prace pro védu a praxi

Z teoretického hlediska pfinasi prace novy pohled na formovani makro, meso,
mikro a nano port pisobenim smési dobrého a Spatného rozpoustédla na
polymernim povrchu.

Stejné tak z teoretického pohledu je pfinosny nové navrzeny model popisujici
proces strukturovani povrchu polystyrenu. V navrzeném modelu je dana do
souvislosti cela fada fyzikalnich d&ju podilejicich se na vtlatovani a ristu kapek
$patného rozpoustédla v nabobtnalém polymernim povrchu.

Rozdéleni nanaseného smésného roztoku na polymerni povrch do nékolika
samostatnych davek spolu s rotaci vzorku vnasi do systému nové proménné, které
lze vyuzit pro ptipravu Sirokého spektra novych struktur. Diky tomu neni tfeba
ménit pomér slozek v modifikacni smési, rychlost rotace vzorkt, teplotu ¢i
rychlost proudéni plynu nad modifikovanym povrchem.

Mimo to je zcela zdsadni zjiSténi, Ze navrZzeny postup 1ze aplikovat pro tpravu
povrchi biopolymernich systémii vyznacujicich se konformaéné slozitéjSim
uspotradani v porovnani se syntetickymi polymery. To znamend, Ze navrzeny
postup lze aplikovat na povrchy na bazi polysacharidi a proteinii. Z experimentt
S témito materialy vyplynuly velmi zajimavé poznatky spojené pochopenim vlivu
jejich sekundarni struktury na moznosti jejich apravy pomoci fazové separace.
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Nemén¢ zajimava je moznost pouZziti navrzeného fazoveé separacniho postupu pro
ptipravu objemové poréznich struktur pfipominajicich polymerni pény. Zménou
Casové prodlevy a poctu nandSenych davek smeési rozpoustédla s polymerni
slozkou lze pfipravovat samonosné vrstvy a porézni membrany s definovanou
tloustkou.

Prakticky vyznam povrchovych tGprav materialii neni tieba diskutovat. Hlavni
vyhodou navrzeného postupu fazové separace je jeho jednoduchost, robustnost
a vysoka reprodukovatelnost. Modifikovany materialovy povrch pred upravou
neni tieba specidlné ptipravovat. VSechny pouzité chemické komponenty jsou na
povrch deponovany soucasné. Povrchovy reliéf se formuje v fadu desitek sekund
od pocatku Upravy. Po zformovani povrchu neni material ni¢im kontaminovan a
to i v pfipadé pouziti vice typd modifika¢nich roztokti vedoucich ke vzniku
hierarchicky strukturovanych vrstev.

Jak z teoretického, tak praktického pohledu jsou zajimavé poznatky o chovani
buné¢k na strukturovanych povrsich. Z provedenych experimentli vyplynulo, Ze
specificky strukturované povrchy lze pouzit po simulovani nativniho,
trojrozmérného prostiedi bunék. Mimo to bylo prokazano, Ze hierarchicky
strukturované povrchy mohou spoustét diferenciacni proces v ptipadé kmenovych
bunék. Tyto ziskané poznatky lze nasledn€ pouzit pti navrhu materiali ur€enych
pro tkanoveé inZenyrstvi.

8. Zavér

Tato prace se ve svém tvodu zabyvala rozdilnymi metodami a pfistupy piipravy
texturovanych materialovych povrchi a jejich aplikaénim potencialem. Pozornost
byla vénovana prevazné upravam povrchi syntetickych a ptirodnich polymert
pomoci procesu fazové separace. Byl diskutovan soucasny stav poznani v dané
oblasti na vznik povrchovych pori v nabotnalé polymerni vrstve.

V ramci popisu zvolenych metod zpracovani byla podrobné popsana konstrukce
dvou novych typt zafizeni pro formovani povrchovych port pomoci nové
vyvinut¢ metody casové sekvenované fazové separace za rotace. Prvnim
popisovanym konstrukénim celkem bylo TSSC zafizeni. Tento typ zafizeni byl
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navrhnut tak, aby umoznoval plné automaticky kontrolovat rychlost rotace
vzorku, davkovani smésnych roztokli a casové prodlevy mezi depozici
jednotlivych davek. Pro tyto ucely bylo navrhnuto softwarové rozhrani, které
umoznuje vytvaret vicekrokové modifikacni programy a kontrolovat davkovani
smésnych roztokll. Druhym zafizenim je zjednodusend, mobilni verze TSSC
zatizeni. Toto malé zafizeni je urCeno pro manualni nanaSeni smésnych roztoka
na rotujici povrch rozdilnou rychlosti.

Pro apravu polystyrenovych povrchli byl vyvinut novy fazové separacni postup
zalozeny na cCasové sekvenovaném davkovani smési dobrého a Spatného
rozpoustédla. Z experimentalnich vysledkli spojenych s tpravou tohoto typu
polymeru vyplynulo, Ze s pomoci nové navrZzené¢ho postupu lze piipravovat
Sirokou Skalu povrchovych zvrasnéni. Tyto zmény v povrchove struktufe lze
vyvolat bez nutnosti zasahovat do sloZeni modifikacnich smési, jejich teploty ¢i
rychlosti proudéni plynu nad povrchem vzorku. Mimo to bylo ukazano, ze nové
navrzeny postup je mozné pouzit pro piipravu hierarchicky strukturovanych
vrstev na bazi tkadnového PS. Vznik takovych struktur Ize vyvolat kombinaci
rozdilnych smésnych roztokidl postupné nanaSenych na modifikovany povrch.
Déle bylo ukazano, Ze spomoci smeési dobrého a Spatného rozpoustédla
S pfidavkem dispergované polymerni slozky je mozné ptipravovat objemoveé
porézni systémy pfipominajici polymerni pénu. Vyska takovych struktur se odviji
od ¢asové prodlevy a poétu deponovanych davek na rotujici podkladni povrch na
bazi PS. Casové sekvenované davkovani roztoku PS v THF je dale moZné pouzit
pro piipravu mikroporézni samonosnych folii, kde roli porotvorné slozky zastava
na povrchu kondenzujici voda, podobné jako v ptipad¢ klasické metody ,,Breath
figures®.

S ohledem na dosavadni stav poznani a ziskané experimentalni poznatky spojené
S upravou povrchil PS byl navrZzen model popisujici formovani povrchovych port
pfi opakovaném davkovani smésnych rozpoustédel. Tento model dava do
souvislosti celou fadu literdrné popsanych fyzikalnich d&ji podilejicich se na
formovani porézni struktury.

Z experimenti spojenych se studiem vlivu rozdilné povrchové strukturovanych
PS vrstev na chovani bunék vyplynulo, Ze povrchové mikropory mohou 1épe
simulovat extracelularnich prostifedi. Bunky na strukturovaném povrchu nejsou
deformovany jako na hladkém podkladu. Mimo to bylo zjisténo, Ze urcité typy
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hierarchicky strukturovanych povrchii na bazi PS mohou vyvolat diferenciacni
proces V piipadé kmenovych bun¢k.

Ziskané poznatky spojené s Casové odstupiiovanou fazové separacni Upravou
V ramci téchto experimentii byly upravovany povrchy na bazi hyaluronanu
a hedvabného fibroinu.

V ptipad€ Upravy povrchll na bazi hyaluronanu je tfeba pouzit vice krokovy
modifikacni proces. Z experimentii vyplynulo, ze typ vznikajici z povrchovych
struktur je zavisly, jak na pouzit¢ molekulové hmotnosti hyaluronanu, tak na
zbytkovém mnozstvi vody v modifikované vrstvé. Déle bylo zjisténo, Ze povrch
nelze povrchové strukturovat bez predeslého nabobtnani vodou. To znamena, Ze
V prvnim kroku je nezbytné povrch bobtnat a nasledné modifikovat pomoci
casové sekvenovaného davkovani smési rozpoustédel. Dale bylo zjisténo, Ze
existuje pouze velmi uzky koncentracni a ¢asovy interval, ktery Ize vyuzit pro
fazové separacni upravu tohoto typu materialu.

Zasadnim faktorem, ktery podminuje ptipravu strukturovanych povrchi na bazi
hedvabného fibroinu (Bombyx mori fibroin) je kontrola procesnich podminek
piipravy tenkych vrstev pred jejich ipravou. Zasadni tllohu hraje vzdu$na vlhkost,
ktera vede k transformaci polymernich fetézci zamorfniho do semi-
krystalického stavu. V zavislosti na mife transformace proteinové vrstvy lze
ptipravovat rozdilné povrchové struktury snano, mikro, meso a makro
prohlubnémi. Typ vznikajicich povrchovych prohlubni je podobné jako v ptipadé
polystyrenu a hyaluronanu zavisly na slozeni modifikacniho roztoku, objemu
deponovanych davek, ¢asové prodleveé mezi jejich depozici, rychlosti rotace, atd.
Kombinaci vice modifikacnich krokd spolu s kontrolou miry transformace
proteinové struktury Ize vyuzit pro ptipravu hierarchicky strukturovanych vrstev
vyznacujicich se rozdilnou stabilitou ve vodném prostiedi.

Ze studia vlivu povrchové struktury fibroinovych filmd na chovani bunék bylo
zjisténo, ze urCity typy povrchovych nerovnosti vede ke zlepSeni adheze
vybranych buné€nych linii. Toto zjiSténi je zcela zasadni s ohledem na vSeobecné
znamy problém spojeny se Spatnou adhezi bunck k povrchiim na bazi hedvabného
fibroinu.

109



Seznam pouzité literatury

[1] Ingber DE. Tensegrity I. Cell structure and hierarchical systems biology. Journal of Cell
Science. 2003;116:1157-73.

[2] Jaggessar A, Shahali H, Mathew A, Yarlagadda PKDV. Bio-mimicking nano and micro-
structured surface fabrication for antibacterial properties in medical implants. Journal of
Nanobiotechnology. 2017;15:64.

[3] Xu'Y, Zhu X, Dan Y, Moon JH, Chen VW, Johnson AT, et al. Electrodeposition of Three-
Dimensional Titania Photonic Crystals from Holographically Patterned Microporous
Polymer Templates. Chemistry of Materials. 2008;20:1816-23.

[4] Kyu T, Nwabunma D. Simulations of Microlens Arrays Formed by Pattern-
Photopolymerization-Induced Phase Separation of Liquid Crystal/Monomer Mixtures.
Macromolecules. 2001;34:9168-72.

[5] Campoy-Quiles M, Ferenczi T, Agostinelli T, Etchegoin PG, Kim Y, Anthopoulos TD, et
al. Morphology evolution via self-organization and lateral and vertical diffusion in
polymer:fullerene solar cell blends. Nature Materials. 2008;7:158.

[6] Luo J, Dornfeld D. Material Removal Mechanism in Chemical Mechanical Polishing:
Theory and Modeling2001.

[7] Fardel R, Tsai Y-C, Arnold CB. Optical Trap Assisted Nanopatterning for Structured
Surfaces. Conference on Lasers and Electro-Optics 2010. San Jose, California: Optical
Society of America; 2010. p. CMR2.

[8] Walheim S, Schiffer E, Mlynek J, Steiner U. Nanophase-Separated Polymer Films as High-
Performance Antireflection Coatings. Science. 1999;283:520-2.

[9] Schottner G. Hybrid Sol—Gel-Derived Polymers: Applications of Multifunctional
Materials. Chemistry of Materials. 2001;13:3422-35.

[10] Tserepi A, Gogolides E, Bourkoula A, Kanioura A, Kokkoris G, Petrou PS, et al. Plasma
Nanotextured Polymeric Surfaces for Controlling Cell Attachment and Proliferation: A
Short Review. Plasma Chemistry and Plasma Processing. 2016;36:107-20.

[11] Aizenberg J, Black AJ, Whitesides GM. Control of crystal nucleation by patterned self-
assembled monolayers. Nature. 1999;398:495.

[12] Bhushan B, Jung YC, Koch K. Self-Cleaning Efficiency of Artificial Superhydrophobic
Surfaces. Langmuir. 2009;25:3240-8.

[13] Brown PS, Talbot EL, Wood TJ, Bain CD, Badyal JPS. Superhydrophobic Hierarchical
Honeycomb Surfaces. Langmuir. 2012;28:13712-9.

[14] E. DM, Yulong H, A. FR, Hongwei R. Microtextured polystyrene surfaces for three-
dimensional cell culture made by a simple solvent treatment method. Journal of Applied
Polymer Science. 2014;131.

[15] Flemming RG, Murphy CJ, Abrams GA, Goodman SL, Nealey PF. Effects of synthetic
micro- and nano-structured surfaces on cell behavior. Biomaterials. 1999;20:573-88.

[16] Tanev PT, Chibwe M, Pinnavaia TJ. Titanium-containing mesoporous molecular sieves
for catalytic oxidation of aromatic compounds. Nature. 1994;368:321.

110



[17] Li L, Chen C, Li J, Zhang A, Liu X, Xu B, et al. Robust and hydrophilic polymeric films
with honeycomb pattern and their cell scaffold applications. Journal of Materials
Chemistry. 2009;19:2789-96.

[18] Li X-M, Reinhoudt D, Crego-Calama M. What do we need for a superhydrophobic
surface? A review on the recent progress in the preparation of superhydrophobic surfaces.
Chemical Society Reviews. 2007;36:1350-68.

[19] Mori T, Takahashi T, Shiyama T, Tanaka A, Hira N, Tanaka N, et al. An easy preparation
of ‘monolithic type’ hydrophilic solid phase: Capability for affinity resin to isolate target
proteins. Bioorganic & Medicinal Chemistry. 2006;14:5549-54.

[20] Kaneko K. Determination of pore size and pore size distribution: 1. Adsorbents and
catalysts. Journal of Membrane Science. 1994;96:59-89.

[21] arghese OK, Gong D, Paulose M, Ong KG, Grimes CA, Dickey EC. Highly Ordered
Nanoporous Alumina Films: Effect of Pore Size and Uniformity on Sensing Performance.
Journal of Materials Research. 2011;17:1162-71.

[22] Nakao S-i. Determination of pore size and pore size distribution: 3. Filtration membranes.
Journal of Membrane Science. 1994;96:131-65.

[23] McCutcheon JR, Elimelech M. Influence of membrane support layer hydrophobicity on
water flux in osmotically driven membrane processes. Journal of Membrane Science.
2008;318:458-66.

[24] Bacakova L, Filova E, Parizek M, Ruml T, Svorcik V. Modulation of cell adhesion,
proliferation and differentiation on materials designed for body implants. Biotechnology
Advances. 2011;29:739-67.

[25] Yang Y, Yang J, Liang C, Wang H. Ultra-broadband enhanced absorption of metal surfaces
structured by femtosecond laser pulses. Opt Express. 2008;16:11259-65.

[26] Twigg MV, Richardson JT. Fundamentals and Applications of Structured Ceramic Foam
Catalysts. Industrial & Engineering Chemistry Research. 2007;46:4166-77.

[27] Janne R, ten BG, Olli I. Supramolecular Polymeric Materials with Hierarchical Structure-
Within-Structure Morphologies. Advanced Materials. 1999;11:777-80.

[28] Zaidel-Bar R, Cohen M, Addadi L, Geiger B. Hierarchical assembly of cell-matrix
adhesion complexes. Biochemical Society Transactions. 2004;32:416-20.

[29] Bauer S, Schmuki P, von der Mark K, Park J. Engineering biocompatible implant surfaces:
Part I: Materials and surfaces. Progress in Materials Science. 2013;58:261-326.

[30] Ryan G, Pandit A, Apatsidis DP. Fabrication methods of porous metals for use in
orthopaedic applications. Biomaterials. 2006;27:2651-70.

[31] Middleton JC, Tipton AJ. Synthetic biodegradable polymers as orthopedic devices.
Biomaterials. 2000;21:2335-46.

[32] Villetti MA, Crespo JS, Soldi MS, Pires ATN, Borsali R, Soldi V. Thermal Degradation
of Natural Polymers. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry. 2002;67:295-303.

[33] Ta VD, Dunn A, Wasley TJ, Li J, Kay RW, Stringer J, et al. Laser textured
superhydrophobic surfaces and their applications for homogeneous spot deposition.
Applied Surface Science. 2016;365:153-9.

[34] Schulz U, Munzert P, Leitel R, Wendling I, Kaiser N, Tiinnermann A. Antireflection of
transparent polymers by advanced plasma etching procedures. Opt Express.
2007;15:13108-13.

111



[35] Li WL, Tao NR, Lu K. Fabrication of a gradient nano-micro-structured surface layer on
bulk copper by means of a surface mechanical grinding treatment. Scripta Materialia.
2008;59:546-9.

[36] Cheng Z, Hou R, Du Y, Lai H, Fu K, Zhang N, et al. Designing Heterogeneous Chemical
Composition on Hierarchical Structured Copper Substrates for the Fabrication of
Superhydrophobic Surfaces with Controlled Adhesion. ACS Applied Materials &
Interfaces. 2013;5:8753-60.

[37] Li J, Leu MC, Panat R, Park J. A hybrid three-dimensionally structured electrode for
lithium-ion batteries via 3D printing. Materials & Design. 2017;119:417-24.

[38] Yang G, Li X, He Y, Ma J, Ni G, Zhou S. From nano to micro to macro: Electrospun
hierarchically structured polymeric fibers for biomedical applications. Progress in
Polymer Science. 2018;81:80-113.

[39] K. GS, J. BE. Generation of microcellular polymeric foams using supercritical carbon
dioxide. I: Effect of pressure and temperature on nucleation. Polymer Engineering &
Science. 1994;34:1137-47.

[40] O’Brien FJ, Harley BA, Yannas IV, Gibson L. Influence of freezing rate on pore structure
in freeze-dried collagen-GAG scaffolds. Biomaterials. 2004;25:1077-86.

[41] Wijmans JG, Kant J, Mulder MHV, Smolders CA. Phase separation phenomena in
solutions of polysulfone in mixtures of a solvent and a nonsolvent: relationship with
membrane formation. Polymer. 1985;26:1539-45.

[42] Shojaie SS, Krantz WB, Greenberg AR. Dense polymer film and membrane formation via
the dry-cast process part I. Model development. Journal of Membrane Science.
1994,94:255-80.

[43] Shojaie SS, Krantz WB, Greenberg AR. Dense polymer film and membrane formation via
the dry-cast process part 1l. Model validation and morphological studies. Journal of
Membrane Science. 1994;94:281-98.

[44] Altinkaya SA, Ozbas B. Modeling of asymmetric membrane formation by dry-casting
method. Journal of Membrane Science. 2004;230:71-89.

[45] Matsuyama H, Nishiguchi M, Kitamura Y. Phase separation mechanism during membrane
formation by dry-cast process. Journal of Applied Polymer Science. 2000;77:776-83.

[46] Onuki A. Late stage spinodal decomposition in polymer mixtures. The Journal of Chemical
Physics. 1986;85:1122-5.

[47] DeRosa M, Hong Y, Faris R, Rao H. Microtextured Polystyrene Surfaces for Three-
Dimensional Cell Culture Made by a Simple Solvent Treatment Method. Journal of
Applied Polymer Science. 2014;131.

[48] Li W, Ryan AJ, Meier IK. Morphology Development via Reaction-Induced Phase
Separation in Flexible Polyurethane Foam. Macromolecules. 2002;35:5034-42.

[49] Matsuzaka K, Jinnai H, Koga T, Hashimoto T. Effect of Oscillatory Shear Deformation on
Demixing Processes of Polymer Blends. Macromolecules. 1997;30:1146-52.

[50] Huang C, Kamra T, Chaudhary S, Shen X. Breath Figure Patterns Made Easy. ACS
Applied Materials & Interfaces. 2014;6:5971-6.

[51] Farnaz F, Behzad P, Mehdi S. Direct breath figure formation on PMMA and
superhydrophobic surface using in situ perfluoro-modified silica nanoparticles. Journal
of Polymer Science Part B: Polymer Physics. 2013;51:441-51.

112



[52] Munoz-Bonilla A, Fernandez-Garcia M, Rodriguez-Hernandez J. Towards hierarchically
ordered functional porous polymeric surfaces prepared by the breath figures approach.
Progress in Polymer Science. 2014;39:510-54.

[53] Xue LJ, Zhang JL, Han YC. Phase separation induced ordered patterns in thin polymer
blend films. Progress in Polymer Science. 2012;37:564-94.

[54] Bunz U. Breath figures as a dynamic templating method for polymers and nanomaterials.
Advanced Materials. 2006;18:973-89.

[55] Aitkek J. Breath Figures. Nature. 1911;86:516.

[56] Rayleigh. Breath Figures. Nature. 1912;90:436.

[57] Knobler CM, Beysens D. Growth of Breath Figures on Fluid Surfaces. EPL (Europhysics
Letters). 1988;6:707.

[58] DrahoS V, Delong A. A Simple Method for obtaining Perforated Supporting Membranes
for Electron Microscopy. Nature. 1960;186:104.

[59] Wang Y, Liu Z, Huang Y, Han B, Yang G. Micropatterned Polymer Surfaces Induced by
Nonsolvent. Langmuir. 2006;22:1928-31.

[60] H. SM, C. BK, P. DT. Formation of honeycomb-structured, porous films via breath figures
with different polymer architectures. Journal of Polymer Science Part A: Polymer
Chemistry. 2006;44:2363-75.

[61] Chun K-Y, Jang S-H, Kim H-S, Kim Y-W, Han H-S, Joe Y-i. Effects of solvent on the
pore formation in asymmetric 6FDA-4,4'ODA polyimide membrane: terms of
thermodynamics, precipitation kinetics, and physical factors. Journal of Membrane
Science. 2000;169:197-214.

[62] Hamzah S, Nora'aini A, M.A M. The Influence of Polymer Concentration on Performance
and Morphology of Asymmetric Ultrafiltration Membrane for Lysozyme
Separation2010.

[63] Alsari A, Kruczek B, Matsuura T. Effect of Pressure and Membrane Thickness on the
Permeability of Gases in Dense Polyphenylene Oxide (PPO) Membranes:
Thermodynamic Interpretation. Separation Science and Technology. 2007;42:2143-55.

[64] H. C, P. M, A. D, C. D. Influence of the relative humidity on film formation by vapor
induced phase separation. Polymer Engineering & Science. 2003;43:798-808.

[65] Misdan N, Lau WJ, Ismail AF, Matsuura T. Formation of thin film composite
nanofiltration membrane: Effect of polysulfone substrate characteristics. Desalination.
2013;329:9-18.

[66] Cheng L-P. Effect of Temperature on the Formation of Microporous PVDF Membranes
by Precipitation from 1-Octanol/DMF/PVDF and Water/DMF/PVDF Systems.
Macromolecules. 1999;32:6668-74.

[67] Fukuhira Y, Yabu H, ljiro K, Shimomura M. Interfacial tension governs the formation of
self-organized honeycomb-patterned polymer films. Soft Matter. 2009;5:2037-41.

[68] F. BUH. Breath Figures as a Dynamic Templating Method for Polymers and
Nanomaterials. Advanced Materials. 2006;18:973-89.

[69] Ramon PC, Elmar B, Karlheinz G. Microstructuring of Polystyrene Surfaces with
Nonsolvent Sessile Droplets. ChemPhysChem. 2008;9:1738-46.

[70] Tanaka H. Viscoelastic phase separation. Journal of Physics-Condensed Matter.
2000;12:R207-R64.

113



[71] Pericet-Camara R, Bonaccurso E, Graf K. Microstructuring of polystyrene surfaces with
nonsolvent sessile droplets. Chemphyschem. 2008;9:1738-46.

[72] Bassou N, Rharbi Y. Role of Benard-Marangoni Instabilities during Solvent Evaporation
in Polymer Surface Corrugations. Langmuir. 2009;25:624-32.

[73] de Gennes P. Instabilities during the evaporation of a film: Non-glassy polymer plus
volatile solvent. European Physical Journal E. 2001;6:421-4.

[74] Sakurai S, Furukawa C, Okutsu A, Miyoshi A, Nomura S. Control of mesh pattern of
surface corrugation via rate of solvent evaporation in solution casting of polymer film in
the presence of convection. Polymer. 2002;43:3359-64.

[75] de Gennes P. Solvent evaporation of spin cast films: "crust” effects. European Physical
Journal E. 2002;7:31-4.

[76] Minarik A, Perutka M, Urban P, Lapcik L, Juricka M. A special instrument for exact
control of self-organized structures preparation in polymer layers. International Journal
of Heat and Mass Transfer. 2010;53:5472-7.

[77] Minarik A, Smolka P, Lapcik L. Preliminary investigation of factors determining self-
organised structures preparation in polymer layers. International Journal of Heat and
Mass Transfer. 2011;54:4135-42.

[78] Minarik A, Rafajova M, Rajnohova E, Smolka P, Mracek A. Self-organised patterns in
polymeric films solidified from diluted solutions - The effect of the substrate surface
properties. International Journal of Heat and Mass Transfer. 2014;78:615-23.

[79] Hajime T. Formation of Network and Cellular Structures by Viscoelastic Phase Separation.
Advanced Materials. 2009;21:1872-80.

[80] Teruaki H, Shin H. From Angstroms to Micrometers: Self-Organized Hierarchical
Structure within a Polymer Film. Angewandte Chemie. 2003;115:2387-91.

[81] Escale P, Save M, Lapp A, Rubatat L, Billon L. Hierarchical structures based on self-
assembled diblock copolymers within honeycomb micro-structured porous films. Soft
Matter. 2010;6:3202-10.

[82] Munoz-Bonilla A, Ibarboure E, Papon E, Rodriguez-Hernandez J. Self-Organized
Hierarchical Structures in Polymer Surfaces: Self-Assembled Nanostructures within
Breath Figures. Langmuir. 2009;25:6493-9.

[83] de Ledn AS, del Campo A, Fernandez-Garcia M, Rodriguez-Hernandez J, Mufioz-Bonilla
A. Hierarchically Structured Multifunctional Porous Interfaces through Water Templated
Self-Assembly of Ternary Systems. Langmuir. 2012;28:9778-87.

[84] Cui L, Peng J, Ding Y, Li X, Han Y. Ordered porous polymer films via phase separation
in humidity environment. Polymer. 2005;46:5334-40.

[85] Hecht U, Schilz CM, Stratmann M. Influence of Relative Humidity during Film Formation
Processes on the Structure of Ultrathin Polymeric Films. Langmuir. 1998;14:6743-8.

[86] A. CL, G. QG. Preparation of Porous Poly(dimethylsiloxane)-Based Honeycomb Materials
with Hierarchal Surface Features and Their Use as Soft-Lithography Templates.
Advanced Materials. 2006;18:3024-8.

[87] Sun H, Li H, Wu L. Micro-patterned polystyrene surfaces directed by surfactant-
encapsulated polyoxometalate complex via breath figures. Polymer. 2009;50:2113-22.

114



[88] Lin C-L, Tung P-H, Chang F-C. Synthesis of rod-coil diblock copolymers by ATRP and
their honeycomb morphologies formed by the ‘breath figures’ method. Polymer.
2005;46:9304-13.

[89] Madej W, Budkowski A, Raczkowska J, Rysz J. Breath Figures in Polymer and Polymer
Blend Films Spin-Coated in Dry and Humid Ambience. Langmuir. 2008;24:3517-24.

[90] Huang JS, Goldburg WI, Bjerkaas AW. Study of Phase Separation in a Critical Binary
Liquid Mixture: Spinodal Decomposition. Physical Review Letters. 1974;32:921-3.

[91] Gelb LD, Gubbins KE. Studies of binary liquid mixtures in cylindrical pores: phase
separation, wetting and finite-size effects from Monte Carlo simulations. Physica A:
Statistical Mechanics and its Applications. 1997;244:112-23.

[92] Guo Z, Liu W, Su B-L. Superhydrophobic surfaces: From natural to biomimetic to
functional. Journal of Colloid and Interface Science. 2011;353:335-55.

[93] Strathmann H, Kock K. The formation mechanism of phase inversion membranes.
Desalination. 1977;21:241-55.

[94] Fried JR. Basic Principles of Membrane Technology By Marcel Mulder (University of
Twente, The Netherlands). Kluwer Academic: Dordrecht. 1996. 564 pp. $255.00. ISBN
0-7823-4247-X. Journal of the American Chemical Society. 1997;119:8582-.

[95] Smolders CA, Reuvers AJ, Boom RM, Wienk IM. Microstructures in phase-inversion
membranes. Part 1. Formation of macrovoids. Journal of Membrane Science.
1992;73:259-75.

[96] Strathmann H, Kock K, Amar P, Baker RW. The formation mechanism of asymmetric
membranes. Desalination. 1975;16:179-203.

[97] Claude C, B. TG, Stephen P. Diffusion-controlled formation of porous structures in ternary
polymer systems. Journal of Polymer Science: Polymer Physics Edition. 1979;17:477-89.

[98] Reuvers AJ, van den Berg JWA, Smolders CA. Formation of membranes by means of
immersion precipitation: Part I. A model to describe mass transfer during immersion
precipitation. Journal of Membrane Science. 1987;34:45-65.

[99] Radovanovic P, Thiel SW, Hwang S-T. Formation of asymmetric polysulfone membranes
by immersion precipitation. Part I. Modelling mass transport during gelation. Journal of
Membrane Science. 1992;65:213-29.

[100] S. TC, J. MA. Mass transfer modeling of asymmetric membrane formation by phase
inversion. Journal of Polymer Science Part B: Polymer Physics. 1990;28:1327-65.

[101] Guillen GR, Pan Y, Li M, Hoek EMV. Preparation and Characterization of Membranes
Formed by Nonsolvent Induced Phase Separation: A Review. Industrial & Engineering
Chemistry Research. 2011;50:3798-817.

[102] Matz R. The structure of cellulose acetate membranes 1. The development of porous
structures in anisotropic membranes. Desalination. 1972;10:1-15.

[103] Frommer MA, Lancet D. The Mechanism of Membrane Formation: Membrane Structures
and Their Relation to Preparation Conditions. In: Lonsdale HK, Podall HE, editors.
Reverse Osmosis Membrane Research: Based on the symposium on “Polymers for
Desalination” held at the 162nd National Meeting of the American Chemical Society in
Washington, DC, September 1971. Boston, MA: Springer US; 1972. p. 85-110.

115



[104] Boom RM, Wienk IM, van den Boomgaard T, Smolders CA. Microstructures in phase
inversion membranes. Part 2. The role of a polymeric additive. Journal of Membrane
Science. 1992;73:277-92.

[105] Kimmerle K, Strathmann H. Analysis of the structure-determining process of phase
inversion membranes. Desalination. 1990;79:283-302.

[106] L. Y, J. MA. Analysis of nonsolvent—solvent—polymer phase diagrams and their relevance
to membrane formation modeling. Journal of Applied Polymer Science. 1986;31:997-
1018.

[107] Liao-Ping C, An-Hwa D, C. GC. Membrane formation by isothermal precipitation in
polyamide-formic acid-water systems Il. Precipitation dynamics. Journal of Polymer
Science Part B: Polymer Physics. 1995;33:223-35.

[108] Yves T. Fundamentals of polymer coagulation. Journal of Polymer Science Part B:
Polymer Physics. 1995;33:279-88.

[109] Jao-Ming C, Da-Ming W, Fung-Ching L, Juin-Yih L. Formation and gas flux of
asymmetric PMMA membranes. Journal of Membrane Science. 1996;109:93-107.

[110] Paulsen FG, Shojaie SS, Krantz WB. Effect of evaporation step on macrovoid formation
in wet-cast polymeric membranes. Journal of Membrane Science. 1994;91:265-82.

[111] Young T-H, Cheng L-P, Lin D-J, Fane L, Chuang W-Y. Mechanisms of PVVDF membrane
formation by immersion-precipitation in soft (1-octanol) and harsh (water) nonsolvents.
Polymer. 1999;40:5315-23.

[112] Li C-L, Wang D-M, Deratani A, Quémener D, Bouyer D, Lai J-Y. Insight into the
preparation of poly(vinylidene fluoride) membranes by vapor-induced phase separation.
Journal of Membrane Science. 2010;361:154-66.

[113] Flory PJ. Thermodynamics of High Polymer Solutions. The Journal of Chemical Physics.
1942;10:51-61.

[114] Huggins ML. Solutions of Long Chain Compounds. The Journal of Chemical Physics.
1941;9:440-.

[115] Huggins ML. Theory of Solutions of High Polymers1. Journal of the American Chemical
Society. 1942;64:1712-9.

[116] Fried JR. Polymer Science and Technology: Prentice Hall Professional Technical
Reference; 2003.

[117] A. SP. Some factors affecting the solubility of polymers. Journal of Applied Chemistry.
1953;3:71-80.

[118] Huggins ML. The Solubility of Nonelectrolytes. By Joel H. Hildebrand and Robert S.
Scott. The Journal of Physical Chemistry. 1951;55:619-20.

[119] Scatchard G. Equilibria in Non-electrolyte Solutions in Relation to the Vapor Pressures
and Densities of the Components. Chemical Reviews. 1931;8:321-33.

[120] Hansen CM. The three dimensional solubility parameter and solvent diffusion coefficient
: Their importance in surface coating formulation. Cph. [tr. Arhus]: Danish Technical
Press; 1967.

[121] Wisniewski R, Smieszek E, Kaminska E. Three-dimensional solubility parameters:
simple and effective determination of compatibility regions. Progress in Organic
Coatings. 1995;26:265-74.

116



[122] Blanks RF, Prausnitz JM. Thermodynamics of Polymer Solubility in Polar and Nonpolar
Systems. Industrial & Engineering Chemistry Fundamentals. 1964;3:1-8.

[123] H. SRM, P. DT, G. FA, Vicki C. Porous Polymer Films and Honeycomb Structures Made
by the Self-Organization of Well-Defined Macromolecular Structures Created by Living
Radical Polymerization Techniques. Angewandte Chemie. 2001;113:3536-40.

[124] Mohanty K, Purkait MK. Membrane Technologies and Applications: CRC Press; 2011.

[125] Mosqueda-Jimenez DB, Narbaitz RM, Matsuura T, Chowdhury G, Pleizier G, Santerre
JP. Influence of processing conditions on the properties of ultrafiltration membranes.
Journal of Membrane Science. 2004;231:209-24.

[126] Han M-J, Bhattacharyya D. Morphology and transport study of phase inversion
polysulfone membranes1994.

[127] Yong SK, Hyo JK, Un YK. Asymmetric membrane formation via immersion
precipitation method. I. Kinetic effect. Journal of Membrane Science. 1991;60:219-32.

[128] Chen L-W, Young T-H. Effect of nonsolvents on the mechanism of wet-casting
membrane formation from EVAL copolymers. Journal of Membrane Science.
1991;59:15-26.

[129] Nechifor G, Popescu G. Asymmetric membranes prepared by immersion-precipitation
technique1990.

[130] Chun KY, Jang SH, Kim HS, Kim YW, Han HS, Joe YI. Effects of solvent on the pore
formation in asymmetric 6FDA-44 ' ODA polyimide membrane: terms of
thermodynamics, precipitation Kinetics, and physical factors. Journal of Membrane
Science. 2000;169:197-214.

[131] Tsai HA, Li LD, Lee KR, Wang YC, Li CL, Huang J, et al. Effect of surfactant addition
on the morphology and pervaporation performance of asymmetric polysulfone
membranes. Journal of Membrane Science. 2000;176:97-103.

[132] Kim J-H, Lee K-H. Effect of PEG additive on membrane formation by phase inversion.
Journal of Membrane Science. 1998;138:153-63.

[133] Ehsan S, Mohammad A, Toraj M. Effect of poly(vinyl pyrrolidone) concentration and
coagulation bath temperature on the morphology, permeability, and thermal stability of
asymmetric cellulose acetate membranes. Journal of Applied Polymer Science.
2009;111:2537-44.

[134] Xuyun W, Lin Z, Dahai S, Quanfu A, Huanlin C. Effect of coagulation bath temperature
on formation mechanism of poly(vinylidene fluoride) membrane. Journal of Applied
Polymer Science. 2008;110:1656-63.

[135] Yang YN, Zhang HX, Wang P, Zhang MY, Yang HD, Hu MZ, et al. Kinetic and
thermodynamic research of Polysulfone/TiO2 hybrid ultrafiltration membrane2007.
[136] Zheng Q-Z, Wang P, Yang Y-N. Rheological and thermodynamic variation in
polysulfone solution by PEG introduction and its effect on kinetics of membrane
formation via phase-inversion process. Journal of Membrane Science. 2006;279:230-7.

[137] Zheng Q-Z, Wang P, Yang Y-N, Cui D-J. The relationship between porosity and kinetics
parameter of membrane formation in PSF ultrafiltration membrane. Journal of Membrane
Science. 2006;286:7-11.

[138] Srinivasarao M, Collings D, Philips A, Patel S. Three-dimensionally ordered array of air
bubbles in a polymer film. Science. 2001;292:79-83.

117



[139] Widawski G, Rawiso M, Francois B. Self-Organized Honeycomb Morphology of Star-
Polymer Polystyrene Films. Nature. 1994;369:387-9.

[140] Ming W, Wu D, van Benthem R, de With G. Superhydrophobic films from raspberry-
like particles. Nano Lett. 2005;5:2298-301.

[141] Sel O, Kuang DB, Thommes M, Smarsly B. Principles of hierarchical meso- and
macropore architectures by liquid crystalline and polymer colloid templating. Langmuir.
2006;22:2311-22.

[142] Rayleigh. Breath Figures. Nature. 1911;86:416.

[143] Bunz UHF. Breath Figures as a Dynamic Templating Method for Polymers and
Nanomaterials. Advanced Materials. 2006;18:973-89.

[144] Hernandez-Guerrero M, Stenzel MH. Honeycomb structured polymer films via breath
figures. Polymer Chemistry. 2012;3:563-77.

[145] Escalé P, Rubatat L, Billon L, Save M. Recent advances in honeycomb-structured porous
polymer films prepared via breath figures. European Polymer Journal. 2012;48:1001-25.

[146] Jenekhe SA, Chen XL. Self-Assembly of Ordered Microporous Materials from Rod-Coil
Block Copolymers. Science. 1999;283:372-5.

[147] Sun H. Ordered Honeycomb-Patterned Films via Breath Figures2010.

[148] Beysens D. Dew nucleation and growth. Comptes Rendus Physique. 2006;7:1082-100.

[149] Kuo C-T, Lin Y-S, Liu T-K, Liu H-C, Hung W-C, Jiang IM, et al. Dynamics of single-
layer polymer breath figures. Opt Express. 2010;18:18464-70.

[150] Rodriguez-Hernandez J. Chapter 4 - Nano-microporous structured surfaces prepared by
the breath figures approach and their biorelated applications A2 - Grumezescu, Alexandru
Mihai. Surface Chemistry of Nanobiomaterials: William Andrew Publishing; 2016. p.
107-33.

[151] Beysens D, Steyer A, Guenoun P, Fritter D, Knobler CM. How does dew form? Phase
Transitions. 1991;31:219-46.

[152] Family F, Meakin P. Scaling of the Droplet-Size Distribution in VVapor-Deposited Thin
Films. Physical Review Letters. 1988;61:428-31.

[153] Fritter D, Knobler CM, Roux D, Beysens D. Computer simulations of the growth of
breath figures. Journal of Statistical Physics. 1988;52:1447-59.

[154] Fritter D, Knobler CM, Beysens DA. Experiments and simulation of the growth of
droplets on a surface (breath figures). Physical Review A. 1991;43:2858-69.

[155] Briscoe BJ, Galvin KP. Breath figures. Journal of Physics D: Applied Physics.
1990;23:1265.

[156] Muifioz-Bonilla A, Fernandez-Garcia M, Rodriguez-Hernandez J. Towards hierarchically
ordered functional porous polymeric surfaces prepared by the breath figures approach.
Progress in Polymer Science. 2014;39:510-54.

[157] Rogers TM, Elder KR, Desai RC. Droplet growth and coarsening during heterogeneous
vapor condensation. Physical Review A. 1988;38:5303-9.

[158] Steyer A, Guenoun P, Beysens D, Knobler CM. Two-dimensional ordering during droplet
growth on a liquid surface. Physical Review B. 1990;42:1086-9.

[159] Wong KH, Hernandez-Guerrero M, Granville AM, Davis TP, Barner-Kowollik C,
Stenzel MH. Water-assisted formation of honeycomb structured porous films. Journal of
Porous Materials. 2006;13:213-23.

118



[160] Govor LV, Bashmakov IA, Kiebooms R, Dyakonov V, Parisi J. Self-Organized Networks
Based on Conjugated Polymers. Advanced Materials. 2001;13:588-91.

[161] D. Angus S, Davis T. Polymer Surface Design and Infomatics: Facile Microscopy/Image
Analysis  Techniques for  Self-Organizing  Microporous  Polymer  Film
Characterization2002.

[162] Yabu H, Tanaka M, ljiro K, Shimomura M. Preparation of Honeycomb-Patterned
Polyimide Films by Self-Organization. Langmuir. 2003;19:6297-300.

[163] Nishikawa T, Nonomura M, Arai K, Hayashi J, Sawadaishi T, Nishiura Y, et al.
Micropatterns Based on Deformation of a Viscoelastic Honeycomb Mesh. Langmuir.
2003;19:6193-201.

[164] Boker A, Lin Y, Chiapperini K, Horowitz R, Thompson M, Carreon V, et al. Hierarchical
nanoparticle assemblies formed by decorating breath figures. Nature Materials.
2004;3:302.

[165] Madej W, Budkowski A, Raczkowska J, Rysz J. Breath Figures in Polymer and Polymer
Blend Films Spin-Coated in Dry and Humid Ambience2008.

[166] Park MS, Joo W, Kim J. Porous Structures of Polymer Films Prepared by Spin Coating
with Mixed Solvents under Humid Condition2006.

[167] Pilati F, Montecchi M, Fabbri P, Synytska A, Messori M, Toselli M, et al. Design of
surface properties of PET films: Effect of fluorinated block copolymers. Journal of
Colloid and Interface Science. 2007;315:210-22.

[168] Roszol L, Lawson T, Koncz V, Noszticzius Z, Wittmann M, Sarkadi T, et al.
Micropatterned Polyvinyl Butyral Membrane for Acid-Base Diodes2010.

[169] Hiwatari K-i, Serizawa T, Seto F, Kishida A, Muraoka Y, Akashi M. Graft Copolymers
Having Hydrophobic Backbone and Hydrophilic Branches XXXIV. Fabrication and
Control of Honeycomb Structure Prepared from Amphiphilic Graft Copolymers. Polymer
Journal. 2001;33:6609.

[170] Kasai W, Kondo T. Fabrication of Honeycomb-Patterned Cellulose Films.
Macromolecular Bioscience. 2004;4:17-21.

[171] Nishikawa T, Nishida J, Ookura R, Nishimura S-1, Wada S, Karino T, et al. Honeycomb-
patterned thin films of amphiphilic polymers as cell culture substrates. Materials Science
and Engineering: C. 1999;8-9:495-500.

[172] Thielicke W. Microscopic image of a lotus leaf with some drops of water.

[173] X.G, X. Y, X. Y, L. X,K. Z,J. Z etal. The Dry-Style Antifogging Properties of Mosquito
Compound Eyes and Artificial Analogues Prepared by Soft Lithography. Advanced
Materials. 2007;19:2213-7.

[174] B. dB, U. S, H. N, G. H. Microporous Honeycomb-Structured Films of Semiconducting
Block Copolymers and Their Use as Patterned Templates. Advanced Materials.
2000;12:1581-3.

[175] Wong KH, Davis TP, Barner-Kowollik C, Stenzel MH. Honeycomb structured porous
films from amphiphilic block copolymers prepared via RAFT polymerization. Polymer.
2007;48:4950-65.

[176] Scott JE, Cummings C, Brass A, Chen Y. Secondary And Tertiary Structures Of
Hyaluronan In Aqueous-Solution, Investigated By Rotary Shadowing Electron-

119



Microscopy And Computer-Simulation - Hyaluronan Is A Very Efficient Network-
Forming Polymer. Biochem J. 1991;274:699-705.

[177] Scott JE, Heatley F. Hyaluronan forms specific stable tertiary structures in aqueous
solution: A (13)C NMR study. Proc Natl Acad Sci U S A. 1999;96:4850-5.

[178] Rockwood DN, Preda RC, Yucel T, Wang XQ, Lovett ML, Kaplan DL. Materials
fabrication from Bombyx mori silk fibroin. Nat Protoc. 2011;6:1612-31.

[179] Koh LD, Cheng Y, Teng CP, Khin YW, Loh XJ, Tee SY, et al. Structures, mechanical
properties and applications of silk fibroin materials. Progress in Polymer Science.
2015;46:86-110.

[180] Zhou CZ, Confalonieri F, Medina N, Zivanovic Y, Esnault C, Yang T, et al. Fine
organization of Bombyx mori fibroin heavy chain gene. Nucleic Acids Res.
2000;28:2413-9.

[181] Cheng GT, Wang X, Tao SJ, Xia J, Xu S. Differences in regenerated silk fibroin prepared
with different solvent systems: From structures to conformational changes. Journal of
Applied Polymer Science. 2015;132:8.

[182] Zhang A, Bai H, Li L. Breath Figure: A Nature-Inspired Preparation Method for Ordered
Porous Films. Chemical Reviews. 2015;115:9801-68.

[183] Strawhecker K, Kumar S, Douglas J, Karim A. The critical role of solvent evaporation
on the roughness of spin-cast polymer films. Macromolecules. 2001;34:4669-72.

[184] Wrzecionko E, Minaiik A, Smolka P, Minaiik M, Humpolicek P, Rejmontova P, et al.
Variations of Polymer Porous Surface Structures via the Time-Sequenced Dosing of
Mixed Solvents. ACS Applied Materials & Interfaces. 2017;9:6472-81.

[185] Manabe K, Nishizawa S, Shiratori S. Porous Surface Structure Fabricated by Breath
Figures that Suppresses Pseudomonas aeruginosa Biofilm Formation. Acs Applied
Materials & Interfaces. 2013;5:11900-5.

[186] Bolognesi A, Mercogliano C, Yunus S, Civardi M, Comoretto D, Turturro A. Self-
organization of polystyrenes into ordered microstructured films and their replication by
soft lithography. Langmuir. 2005;21:3480-5.

[187] Samuel A, Umapathy S, Ramakrishnan S. Functionalized and Postfunctionalizable
Porous Polymeric Films through Evaporation-Induced Phase Separation Using Mixed
Solvents. Acs Applied Materials & Interfaces. 2011;3:3293-9.

[188] Bui V, Ko S, Choi H. Large-Scale Fabrication of Commercially Available, Nonpolar
Linear Polymer Film with a Highly Ordered Honeycomb Pattern. Acs Applied Materials
& Interfaces. 2015;7:10541-7.

[189] Tanaka H. Formation of Network and Cellular Structures by Viscoelastic Phase
Separation. Advanced Materials. 2009;21:1872-80.

[190] Bormashenko E. Wetting of Real Surfaces: De Gruyter; 2019.

[191] Bormashenko E. Progress in understanding wetting transitions on rough surfaces.
Advances in Colloid and Interface Science. 2015;222:92-103.

[192] Metnar A. Ptiprava a charakterizace poréznich povrchl na bazi polystyrenu [Bakalarska
prace]: Univerzita Tomase Bati ve Zlin€; 2017.

[193] Bormashenko E, Balter S, Pogreb R, Bormashenko Y, Gendelman O, Aurbach D. On the
mechanism of patterning in rapidly evaporated polymer solutions: Is temperature-

120



gradient-driven Marangoni instability responsible for the large-scale patterning? Journal
of Colloid and Interface Science. 2010;343:602-7.

[194] Sukitpaneenit P, Chung T-S. Molecular elucidation of morphology and mechanical
properties of PVDF hollow fiber membranes from aspects of phase inversion,
crystallization and rheology. Journal of Membrane Science. 2009;340:192-205.

[195] Minarik M, Wrzecionko E, Minarik A, Grulich O, Smolka P, Musilova L, et al.
Preparation of Hierarchically Structured Polystyrene Surfaces with Superhydrophobic
Properties by Plasma-Assisted Fluorination. Coatings. 2019;9:11.

[196] Bhushan B, Jung YC. Natural and biomimetic artificial surfaces for superhydrophobicity,
self-cleaning, low adhesion, and drag reduction. Progress in Materials Science.
2011;56:1-108.

[197] Matsuzaka K, Walboomers X, Yoshinari M, Inoue T, Jansen J. The attachment and
growth behavior of osteoblast-like cells on microtextured surfaces. Biomaterials.
2003;24:2711-9.

[198] Martinez E, Engel E, Planell J, Samitier J. Effects of artificial micro- and nano-structured
surfaces on cell behaviour. Annals of Anatomy-Anatomischer Anzeiger. 2009;191:126-
35.

[199] Lucchetta G, Sorgato M, Zanchetta E, Brusatin G, Guidi E, Di Liddo R, et al. Effect of
injection molded micro-structured polystyrene surfaces on proliferation of MC3T3-E1
cells. Express Polymer Letters. 2015;9:354-61.

[200] Martinez-Campos E, Elzein T, Bejjani A, Garcia-Granda M, Santos-Coquillat A, Ramos
V, et al. Toward Cell Selective Surfaces: Cell Adhesion and Proliferation on Breath
Figures with Antifouling Surface Chemistry. Acs Applied Materials & Interfaces.
2016;8:6344-53.

[201] de Leon A, Rodriguez-Hernandez J, Cortajarena A. Honeycomb patterned surfaces
functionalized with polypeptide sequences for recognition and selective bacterial
adhesion. Biomaterials. 2013;34:1453-60.

[202] Collins M, Birkinshaw C. Hyaluronic acid based scaffolds for tissue engineering-A
review. Carbohydrate Polymers. 2013;92:1262-79.

[203] Jhala D, Vasita R. A Review on Extracellular Matrix Mimicking Strategies for an
Artificial Stem Cell Niche. Polym Rev. 2015;55:561-95.

[204] Kawano T, Sato M, Yabu H, Shimomura M. Honeycomb-shaped surface topography
induces differentiation of human mesenchymal stem cells (hMSCs): uniform porous
polymer scaffolds prepared by the breath figure technique. Biomater Sci. 2014;2:52-6.

[205] Dalby MJ, Gadegaard N, Tare R, Andar A, Riehle MO, Herzyk P, et al. The control of
human mesenchymal cell differentiation using nanoscale symmetry and disorder. Nature
Materials. 2007;6:997-1003.

[206] Foglarova M, Chmelar J, Huerta-Angeles G, Vagnerova H, Kulhanek J, Tomankova K,
et al. Water-insoluble thin films from palmitoyl hyaluronan with tunable properties.
Carbohydrate Polymers. 2016;144:68-75.

[207] Atkins E, Sheenan J. Hyaluronates - Relation Between Molecular Conformations.
Science. 1973;179:562-4.

[208] Hargittai I, Hargittai M. Molecular structure of hyaluronan: an introduction. Struct Chem.
2008;19:697-717.

121



[209] Scott JE, Heatley F. Biological properties of hyaluronan in aqueous solution are
controlled and sequestered by reversible tertiary structures, defined by NMR
spectroscopy. Biomacromolecules. 2002;3:547-53.

[210] Kogan G, Soltes L, Stern R, Gemeiner P. Hyaluronic acid: a natural biopolymer with a
broad range of biomedical and industrial applications. Biotechnol Lett. 2007;29:17-25.

[211] Cowman MK, Matsuoka S. Experimental approaches to hyaluronan structure. Carbohydr
Res. 2005;340:791-809.

[212] Dicker KT, Gurski LA, Pradhan-Bhatt S, Witt RL, Farach-Carson MC, Jia XQ.
Hyaluronan: A simple polysaccharide with diverse biological functions. Acta Biomater.
2014;10:1558-70.

[213] BradaCova M. Piiprava mikro-strukturovanych povrchii na bazi polysacharidu
[Diplomova prace]: Univerzita TomaSe Bati ve Zlin¢; 2017.

[214] Bognerova E. Pevné formy hyaluronanu sodného a jeho vlastnosti [Bakalaiska prace]:
Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢; 2018.

[215] Shen GT, Hu XY, Guan GP, Wang L. Surface Modification and Characterisation of Silk
Fibroin Fabric Produced by the Layer-by-Layer Self-Assembly of Multilayer
Alginate/Regenerated Silk Fibroin. PLoS One. 2015;10:109.

[216] Altman GH, Diaz F, Jakuba C, Calabro T, Horan RL, Chen JS, et al. Silk-based
biomaterials. Biomaterials. 2003;24:401-16.

[217] Altman GH, Horan RL, Lu HH, Moreau J, Martin I, Richmond JC, et al. Silk matrix for
tissue engineered anterior cruciate ligaments. Biomaterials. 2002;23:4131-41.

[218] Rodriguez MJ, Brown J, Giordano J, Lin SJ, Omenetto FG, Kaplan DL. Silk based
bioinks for soft tissue reconstruction using 3-dimensional (3D) printing with in vitro and
in vivo assessments. Biomaterials. 2017;117:105-15.

[219] Vepari C, Kaplan DL. Silk as a biomaterial. Progress in Polymer Science. 2007;32:991-
1007.

[220] Lawrence BD, Omenetto F, Chui K, Kaplan DL. Processing methods to control silk
fibroin film biomaterial features. J Mater Sci. 2008;43:6967-85.

[221] Minatik A. Studium transportu hmoty v gelovych fazich biopolymert [Disertaéni prace]:
Univerzita Tomase Bati ve Zlin€; 2008.

[222] Minarik A, Smolka P, Minarik M, Mracek A, Rajnohova E, Minarikova M, et al. A
special instrument for the defined modification of polymer properties in solutions and
polymer layers. Measurement. 2017;97:218-25.

[223] Andersson M, Johansson J, Rising A. Silk Spinning in Silkworms and Spiders. Int J Mol
Sci. 2016;17:14.

[224] Wilson D, Valluzzi R, Kaplan D. Conformational transitions in model silk peptides.
Biophysical Journal. 2000;78:2690-701.

[225] Kaplan DL. Fibrous proteins - silk as a model system. Polym Degrad Stabil. 1998;59:25-
32.

[226] Laity PR, Gilks SE, Holland C. Rheological behaviour of native silk feedstocks. Polymer.
2015;67:28-39.

[227] Hu X, Kaplan D, Cebe P. Dynamic protein-water relationships during beta-sheet
formation. Macromolecules. 2008;41:3939-48.

122



[228] Chen X, Shao ZZ, Knight DP, Vollrath F. Conformation transition kinetics of Bombyx
mori silk protein. Proteins-Structure Function and Bioinformatics. 2007;68:223-31.
[229] Kocourkova K. Ptiprava strukturovanych biopolymernich povrchli a studium jejich

interakce s buitkami [Diplomové prace]: Univerzita TomaSe Bati ve Zlin¢; 2019.

[230] Cerna P. Uprava a charakterizace biopolymernich povrchi [Bakalaiska prace]: Univerzita
Tomase Bati ve Zling; 2020.

[231] Holland C, Numata K, Rnjak-Kovacina J, Seib FP. The Biomedical Use of Silk: Past,
Present, Future. Adv Healthc Mater. 2019;8:26.

[232] Kaewprasit K, Promboon A, Kanokpanont S, Damrongsakkul S. Physico-chemical
properties and in vitro response of silk fibroin from various domestic races. J Biomed
Mater Res Part B. 2014;102:1639-47.

[233] Wang YC, Wang F, Xu S, Wang RY, Chen WJ, Hou K, et al. Genetically engineered bi-
functional silk material with improved cell proliferation and anti-inflammatory activity
for medical application. Acta Biomater. 2019;86:148-57.

[234] Leal-Egana A, Scheibel T. Interactions of cells with silk surfaces. Journal of Materials
Chemistry. 2012;22:14330-6.

[235] Wohlrab S, Muller S, Schmidt A, Neubauer S, Kessler H, Leal-Egana A, et al. Cell
adhesion and proliferation on RGD-modified recombinant spider silk proteins.
Biomaterials. 2012;33:6650-9.

[236] Thurber AE, Omenetto FG, Kaplan DL. In vivo bioresponses to silk proteins.
Biomaterials. 2015;71:145-57.

[237] Amornsudthiwat P, Mongkolnavin R, Kanokpanont S, Panpranot J, Wong CS,
Damrongsakkul S. Improvement of early cell adhesion on Thai silk fibroin surface by
low energy plasma. Colloids and Surfaces B-Biointerfaces. 2013;111:579-86.

[238] Lawrence BD, Pan Z, Liu AH, Kaplan DL, Rosenblatt MI. Human corneal limbal
epithelial cell response to varying silk film geometric topography in vitro. Acta Biomater.
2012;8:3732-43.

[239] Tien LW, Gil ES, Park SH, Mandal BB, Kaplan DL. Patterned Silk Film Scaffolds for
Aligned Lamellar Bone Tissue Engineering. Macromol Biosci. 2012;12:1671-9.

[240] Gil ES, Park SH, Marchant J, Omenetto F, Kaplan DL. Response of Human Corneal
Fibroblasts on Silk Film Surface Patterns. Macromol Biosci. 2010;10:664-73.

[241] McMillan JR, Akiyama M, Tanaka M, Yamamoto S, Goto M, Abe R, et al. Small-
diameter porous poly (epsilon-caprolactone) films enhance adhesion and growth of
human cultured epidermal keratinocyte and dermal fibroblast cells. Tissue Eng.
2007;13:789-98.

123



Seznam obrazku

Obrazek 1 -

Obrazek 2 -
Obrazek 3 -

Obrazek 4 -
Obrazek 5 -

Obrazek 6 -
Obrazek 7 -

Obrazek 8§ -

Slozeni odlévaného filmu bezprostiedné po ponoteni do srazeci lazné (t<1
s) ukazuje a) okamzité smichani, b) opozdéné smichani, T a B piedstavuje
horni a dolni €ast odlévaného filmu.[94].......cccccvviiiiiiiiiii
Tok dobrého a Spatného rozpoustédla zobrazeny jako jednorozmérny
difzZNT Proces.[98, 99 ..o i s
Ruzné morfologie povrchu zptisobené riznymi typy separace. [101] ............
Zmeéna teploty filmt v zavislosti na odparovani rozpoustédla [149]. .............
Model vzniku poréznich systémi pomoci metody Breath figures. Nejprve
se polymer rozpusti v t€kavém rozpoustédle a vystavi se vlhkému prostiedi
(A). Béhem pocatecni faze kondenzuje vodni para na povrchu ve forme
kapicek (B). V dusledku odpafovani rozpoustédla rostou kapicky vody na
povrchu a tvoii uzaviené pole (C). V tomto stadiu se mohou vodni kapicky
dale sriistat, coz vede ke vzniku neuspotadanych heterogennich poréznich
filma (D) a (E). V piipadé, ze odpafovani skonci pied sristanim kapicek
do sebe, dojde ke vzniku poréznich filmli s podobnou velikosti porta (F).
Kromé¢ toho, v piipadé kdy pouzity polymer stabilizuje kapicky
kondenzované vody a zabranuje jejich srustdni, mize kondenzovana
kapicka o vyS$$i hustoté¢ klesnout do roztoku (G). Nasledné mize na
povrchu pokrytém rozpousSténym polymerem kondenzovat nova vodni
kapka. Vysledkem toho je opakujici se postup vytvoieni vicevrstvych pori
(H) [150]. oottt ettt
Rist kapicek vody jako funkce €asu. [156].....cccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiesie e
a) Difuze toluenu do polystyrenu pokrytého sedici kapkou smési vody
a ethylenglykolu. b) Vysychani expandovaného povrchu polystyrenu. C)
Schéma elastické deformace povrchu pomoci ptisedlé kapky. TeCovana
¢ara zobrazuje povrch bez deformace. Parametr 0 je kontakni Gthel kapicky,
h je maximalni vyska hiebene a d maximalni hloubka prohlubné. d)
zvétsené schéma vybraného mista. Povrchové napéti vytahuje hieben,
pfi¢emZ ohnuty meniskus plisobi na rozhrani ve vzdalenosti ho v diisledku
interakce Van der Waalsovych sil se substratem. Hodnota AP je Laplacetiv
tlak vedouci k poklesu kapicky do substratu. e) Struktury na povrchu
polystyrenu po 5 min. vystaveni pardm toluenu s naslednou kondenzaci
mikrokapek vody. f) Vyskovy profil jednoho z krateri na obrazku a) vlevo
NANOTE [7 1] e ueeitieee ettt et sre e teeree e e nreeneeaneenreas
a) Zakaleny povrch PS upraveny smési THF a IPA. b) Prithledny povrch
PS upraveny smési THF a H20. ¢) Obrazek ze stereomikroskopu pro
povrch a), Zluté meétitko 265 um. d) Obrazek ze stereomikroskopu pro
povrch b), zluté métitko 265 pm. e) snimek ze SEM pro povrch a), métitko
100 pm. VloZeny SEM snimek je stejny vzorek, s méfitkem 25 pm. f)
snimek ze SEM vzorku pro povrch b), métitko 100 pum [47]...cccovvveerinnennnen.

124

21

22



Obrazek 9 -

Obrazek 10 -

Obrazek 11 -

Obrizek 12 -

Obrazek 13 -

Obrazek 14 -
Obrazek 15 -
Obrazek 16 -
Obrazek 17 -

Obrazek 18 -

Obrazek 19 -

Obrazek 20 -

Obrazek 21 -

Obrazek 22 -
Obrazek 23 -
Obrazek 24 -
Obrazek 25 -

Obrazek 26 -
Obrazek 27 -

Metody pro piipravu pérovitych ,,honeycomb* struktur prosttednictvim: a)
proudéni vzduchu, b) odlévani, c) sprejovani, d) maceni anebo e) Spin-

COALING [L56]. ..ottt 27
Mikroskopicky obraz lotosového listu s nékolika kapkami vody a prachu.
L7 2] et nre e 28

SEM obrazy (a) jediného oka komaéra, (b) mikrohemisféry HCP
(ommatidia), (c¢) dvou sousednich ommatidii a (d) hexagonalnich
nanovycnélkl pokryvajicich ommatididlni povrch. [173]..cccovvviiiiieiiiieen, 29
Schematické zndzornéni samoorganizované hierarchické struktury
blokového kopolymeru styrenu a isoprenu modifikovaného oligothiofenem
S postrannimi FEtEZCT [80]....eeuriiiiiiiiiiieiie e 30
Snimky fadzové kontrastu potizeného pomoci AFM. Zobrazeni vnitinich
struktur p6rt polymerniho filmu s 10 hm.% smési blokovych kopolymert
ABC, a.) po nanaseni spincoatingem s relativni vlhkosti 57%, b.) po zihani

pti 80 °C po dobu 2 dntll [82]. ..eceeeiiieiieeee e 31
Strukturni vzorec polyStYrenUu (PS)......ccoviiiiiiiiiinieiee s 32
Strukturni vzorec hyaluronanu sodného (HA) [176, 177]. .cccevviiiieiiiiiiennnns 33
Strukturni vzorec hedvabného proteinu - fibroinu (BMF) [179-181].............. 33
Princip procesu uUprava povrchu polystyrenu navrzenou metodou casové

sekvenované fAZOVE SEPATACE. .......vevvirierieriiie i 35

Zména povrchového reliéfu PS v zdvislosti na rozdé€leni srovnatelného
objemu modifikujiciho roztoku do mensich dévek. (A) vychozi povrch PS,
(B) upraveny povrch PS pomoci jedné davky smésného rozpoustédla, (C)
upraveny povrch PS pomoci 5 davek smésného rozpoustédla nanaSenych
v 5 sekundovych intervalech. Teplota Upravy 295 K. SloZeni roztoku:
tetrahydrofuran (THF) : 2-ethoxyethanol (ETH) v objemovém poméru
1,5:8,5. Obrazky 0 rozméru 134x134 pm potizeny pomoci SEM................... 36
Zména smacecich charakteristik povrchu PS vodou s rostoucim ¢asovym
intervalem davkovani modifikujici smési rozpoustédel ve sméru naznacené
Sipky. 5 x 200 ul modifika¢niho ¢inidla (THF : ETH v poméru 2:8) bylo
davkovano v intervalu: A) po 5-ti sekund; B) 10-ti sekund, C) 20-ti sekund.
Velikost obrazki potizenych pomoci SEM je 134x134 pm. [184] ................. 37
Vyvinuté zatizeni pro modifikaci povrchové topografie polymert (TSSC)
skladajici se z nosice vzorku na rotoru, dévkovaciho zafizeni, fidici

elektroniky a navrzeného ovladaciho SW.........cccccooiiiiiiiiiii, 38
Vlevo model centralni casti TSSC zafizeni s popisem hlavnich

konstruk¢énich prvki. Vpravo fotografie sestavené ¢asti zafizeni. .................. 39
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kontrolni systémy a elektroinstalace, vpravo hlavni vypinac. ............cccceeuee. 42
Softwarové okno TSSC zafizent. ........cccecvviiiiiiiiiicii e 43
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Ovladaci prvky v softwarové rozhrani TSSC zafizeni. Vlevo aktivovany

automaticky rezim. Vpravo nastaven manualni reZim. .........ccccoeeveeviiveeninneenne 44
Nastavovani referenéni polohy a resetovani mezni polohy v softwarové
r0zhrani TSSC ZaFIZeNI. .....cccviiiiiiii s 45
Okno pro nastavené davkovaciho programu v softwarové rozhrani TSSC
ZATIZEN. .ot 46
Kalibracni okno a pokrocilé nastaveni v softwarové rozhrani TSSC
ZATIZEN. et 46
Pritocny box TSSC zafizeni pro definovany ptivod/odvod plynnych médii
do prostoru modifikovaného vzorku. ..........cccccviiiiiiiiii 47
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Zmeéna povrchového reliéfu v zavislosti na rozdéleni srovnatelného objemu
roztoku do mensich davek. (a) vychozi povrch PS, (b) upraveny povrch PS
pomoci jedné davky smésného rozpoustédla, (C) upraveny povrch PS
pomoci 5 davek v 5s intervalech. Slozeni modifikaéniho roztoku
tetrahydrofuran (THF):2-ethoxyethanol (ETH) Vv objemovém poméru
1,5:8,5. Obrazky (a), (b), (c) o rozméru 134x134 um pofizeny pomoci
SEM L et 51
Srovnani zpusobu davkovani smési THF s ETH (1,75:8,25) a) spin-
coating 5x200 pl po 5s, b) staticky 1x1000 pl. Velikost obrazki ze SEM
7 5T I 72 V1 o USROS 53
Model popisujici prubéh tvorby port pii ¢asove sekvenovaném davkovani
smési dobrého a Spatného rozpoustédla. Model popisuje pro zjednoduseni
d& mezi prvnim a druhym krokem davkovéni, v nasledujicich krocich se

d€je OPAKUJT [184]. i 54
Vliv ¢asového intervalu davkovani 5 x 200 pul smési THF:ETH v poméru
1,25: 8,75 na zménu povrchového reliéfu PS. Obrazky ze SEM. ................... 57
Vliv ¢asového intervalu davkovani 5 x 200 pl smési THF:ETH v poméru
1,25: 8,75 na zménu rozlozeni ploch povrchovych prohlubni. ....................... 58

Vliv ¢asového intervalu davkovani 5 x 200 ul smési THF:ETH v poméru
1,25: 8,75 na zménu hloubky povrchovych prohlubni. Profilové fezy
uvedené pod obrazky byly potizeni pomoci kontaktniho profilometru. ......... 58
Zmény kontaktnich ahlii smaceni vodou u povrchil pfipravenych pfi
rozdilnych Casovych intervalech davkovani 5 x 200 pl smési THF:ETH
vV poméru 1,25: 8,75. Obrazky ze SEM. .......ccoovviiiiiiiiiiiiie e 59
Zména vzhledu povrchového reliéfu po opétovné upravé diive
modifikovaného povrchu: a) prvotni a b) nasledna uprava povrchu PS
probihala za srovnatelnych podminek. Na povrch bylo nanaseno 5 x 200 pl
THF:ETH v poméru 1,5 : 8,5. Obrazky ze SEM........c.ccoviiiiiiiciiec e 60
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Vliv objemového poméru dobrého rozpoustédla (THF) : Spatnému
rozpoustédlu (ETH) na zménu povrchové relié¢fu PS a jeho smaceci
charakteristiky vodou. Objemovy pomér THF:ETH a) 1: 9, b) 1,5: 8,5, )
2: 8. Casova sekvence nanaseni 5 davek o objemu 200 pl byla 5 sekund.
Velikost obrazkl potizenych pomoci SEM je 67X607 WM. ....cocvvvveriieeinennenne 60
Analyzy povrchovych prohlubni PS vznikajicich pti pouziti THF:ETH
Vv poméru a) 1:9, b) 1,5:8,5. Modifikovano 5x 200 ul po 5 s pii 22°C.
ODBIAZKY 7€ SEM. ..ottt 61
Analyzy povrchovych prohlubni PS vznikajicich pfi pouziti THF:ETH
vV poméru a) 2:8, b) 3:7. Modifikovano 5x 200 pul po 5 s pti 22°C. Obrazky
ZE SEM. ..o 62
Zmény kontaktnich uhli smaceni vodou u povrchii piipravenych s pomoci
rozdilnych poméra THF:ETH. Povrchy modifikovany 5x 200 ul po 5 s pfi
22°C. Obrazky 7€ SEM. .....ccciiiiiiiiiiciiieci s 63
Vyvoj povrchového reli¢fu PS v zavislosti na poctu 200 ul déavek
THF:ETH v poméru 1,1:8,9. A) 1 davka, B) 2 davky, C) 4 davky, D) 6
davek, E) 8 davek, F) 10 davek. Casovy interval nanaseni jednotlivych
davek byl 5s. Profilové fezy potizeny pomoci bezkontaktni profilometrie.
Soucasti obrazkl jsou uvedeny zjisténé hodnoty plo$né drsnosti Sa. ............. 64
Zména povrchové topografie PS v zavislosti na po¢tu deponovanych davek
THF:ETH v pomé&ru 2:8. Interval ddvkovani 5s pti 25 °C. Obrazky ze SEM
0 TOZMETU 134 X 67 UM oottt sree e snbee e 65
Vliv teploty roztoku THF:ETH (2:8) na zménu povrchové reliéfu PS. Na
povrch davkovano 5 x 200 ul po 5s pii teplot¢ THF:ETH a) 4 °C (levy
sloupec), b) 15 °C (pravy sloupec). Teplota PS a okolni atmosféry byla
22 °C. Nahote obrazky ze SEM. Dole obrazky AFM.............ccevvviiriiiinnnnn 67
Obrazovéa analyzy rozloZzeni velikosti povrchovych prohlubni — port
Vv zavislosti na teploté roztoku THF:ETH (2:8) pouzitého pro upravu PS.
Na povrch davkovano 5 x 200 pl po 5s pii teplot¢ THF:ETH a) 4 °C, b) 15
°C. Teplota PS a okolni atmosféry 22 °C. Obrazky ze SEM.........c.cccevvrnnne. 68
Vliv teploty roztoku THF:ETH (2,5:7,5) na zménu povrchové reliéfu PS.
Na povrch davkovano 5 x 200 pl po 58 THF:ETH v rozmezi 5 az 35°C,
Obr. a) az f). Teplota PS a okolni atmosféry 22 °C. Obrazky ze SEM
0 rozméru 134 x 67 pm. Uvedené profilové fezy povrchy na Obr. a) az f)
pofizené pomoci kontaktniho profilometru. ..........ccoooviviiiiiiiiiice, 69
Vliv typu pouzitého Spatného rozpoustédla vzhledem k PS. V levém
sloupci vysledky pro rozdilné poméry THF s H20, vpravo pro THF s ETH.
Na povrch davkovéano 5 x 200 ul po 5s pii laboratorni teploté. Obrazky ze
SEM, vlevo 268 x 134 um, vpravo 134 X 67 IM......ccceieriiiienenieneenieeie e 70
Zména povrchového reliéfu PS vrstvy ptipravené postupnym davkovani
smési THF+PS na rotujici sklenény povrch rychlosti 1200 ot/min. Na
povrch skla davkovano 10 x 200 ul roztoku s obsahem 2,68g PS v 10 ml
THF v ¢asovém intervalu: a) 10 s, b) 15 s, ¢) 25s. Obrazky ze SEM. ........... 71
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Obrazek 55 - Zména povrchového reliéfu PS vrstvy pfipravené postupnym davkovani
smesi THF+PS na rotujici sklenény povrch rychlosti 1200 ot/min. Na
povrch skla davkovano: a) 5%, b) 10x, ¢) 20x 200 ul roztoku s obsahem
2,689 PS v 10 ml THF v ¢asovém intervalu 5s. Nahoie obrazky ze SEM,
G018 ZB AFM. ... e 72

Obrazek 56 - Zména povrchového reliéfu PS vrstvy piipravené postupnym davkovani a)
5x, b) 10x 200 pl smési 10 ml THF s32 ml EHT a 0,25g PS v ¢asové
intervalu 5s na rotujici PS povrch. Obrazky ze SEM. .......c.cooviiiiiiciiincnns 75

Obrazek 57 - Vliv po¢tu deponovanych davek a) 20x b) 40x 200 pl smési 10 ml THF
s20 ml EHT a 2,689 PS v ¢asové intervalu 7s na zménu tloustky
objemove porézni vrstvy. Obrazky ze SEM. ........ccovviiiiiiiiiiiiineciccn 76

Obrazek 58 - Hierarchicky strukturované PS povrchy pfipravené pomoci dvou
rozdilnych smési rozpoustédel: Hladky povrch PS misky byl upravovan: a)

v prvinim kroku na povrchu davkovano 3 x 300 ul THF:H20 v poméru
5,6:4,4 v ¢asovém intervalu 5s pii 1500 ot/min., b) v druhém kroku na
povrch deponovano 1 x 300 ul THF:ETH v poméru 1:2 pii 1500 ot/min.
Uprava povrchtl probihala pii 23°C. Nahoie obrazky ze SEM, dole za

AFM L s 78
Obrazek 59 - Procesni kroky vedouci k pfipravé hierarchicky strukturovanych PS
povrchll vyznacujicich se superhydrofobnimi vlastnostmi. ...........ccceevvernneene 79

Obrazek 60 - Vliv plazmatické tpravy na zménu kontaktniho tthlu sméaceni vodou ©
plynouci ze zmény povrchového zvrasnéni a chemického slozeni (CF4) na
rozhrani povrchovych poru ptipravenych pomoci 5 x 200 ul a) THF:ETH
Vv poméru 1,5:8,5 pri teploté roztoku 22°C, b) THF:ETH v poméru
2,5:7,5 pri teploté 30°C. Vykon plazma reaktoru 300W. Obrazky ze SEM
[ PP R U PRSPPI 80

Obrazek 61 - Vliv povrchové topografie PS na zménu kontaktniho thlu smaceni vodou
© po plazmatické Uprave. Povrchy pro plazmatickou Gpravu piipraveny
s pomoci a) 2, b) 5, ¢) 8 x 200 ul a THF:ETH v poméru 1,5:8,5 pfi teploté
roztoku 22°C. Vykon plazma reaktoru 300W. Obrazky ze SEM [195].......... 81

Obrazek 62 - Adheze NIH/3T3 stanovena 3 hodiny pro nasazeni na a) referen¢ni hladky
povrch PS, b) strukturovany PS povrch. Vpravo nahofe ndhledy na
povrch pied depozici bunék ziskany pomoci SEM. Obrazky buné€k na
povrsich potizeny pomoci optick€ho mikroskopu. ..........cccevviiiiiiiiiiiiininens 83

Obrazek 63 - Bunky (NIH/3T3) na a) povrchu hladkého PS, b) strukturovaného PS.
Cytoskeleton byl ozna¢en fluorescenénim barvivem ActinRed. Uprava
povrchu vzorku provedena pomoci plazmatického vyboje o vykonu 50W,
viz kontaktni (thel smac¢eni vodou Oplazma a nasledné pak UV sterilizovany,
viz kontaktni tthel sméaceni vodou Opssteril. V pravém dolnim rohu smaceni
povrchu vodou po plazmatické upraveé. V pravém hornim rohu nahled na
mikrostrukturu pouzitého povrchu. Obrazky ze SEM a fluorescen¢niho
mikroskopu. Hodnoty povrchové drsnosti Sa byly stanoveny pomoci
optického profilometru [184]. ......coooiiiiiiiii e 83
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Znazornéni cytoskeletu a jader bunék NIH/3T3 pomoci konfokalniho
mikroskopu. Jadra bunék jsou znazornéna modie. Na obrazku a) rozmisténi
bun¢k na povrchu bez zobrazeni povrchovych nerovnosti. Vpravo na
obrazku D) znazornéno rozprostirani cytoskeletu pies rozhrani
povrchovych mikropoéri. V pravém hornim rohu nahledy na povrchovou
mikrostrukturu ziskané pomoci SEM. ........ccccoviiiiiiiiiiiicic e 84
Mysi embryondlni fibroblasty NIH/3T3 na povrchu rozdilné
strukturovaného PS. Modfe oznacena jadra bun€k, ¢erven¢ cytoskelet. PS
povrchy pfipraveny pomoci Casoveé sekvenované fazové separace. Obrazky
povrchi ze SEM a konfokdlniho mikroskopu. ........ccccevviiiiiiiiiiiiciice, 86
Embryonalni kmenové bunky (ESCs) na povrchu rozdilné texturovaného
PS. Modie oznacena jadra bunck, Cervené cytoskelet. PS povrchy
pfipraveny pomoci asove sekvenované fazové separace. Obrazky ze SEM
a konfokalnitho mikroskopu. .........cccccciiiiiiiiiii 87
Srovnani dvou bunéénych linii na rozdilné strukturovanych PS povrSich.
PS povrchy pfipraveny pomoci Casové sekvenované fazové separace.
Uprostied obrazky povrchii ze SEM. Nahote a dole obrazky z konfokalniho
mikroskopu se zobrazenim podkladniho povrchu, modfe oznacenymi jadry
a ¢erven€ oznacenym Cytoskeletem. ..........covirveiiiiiiiciice e 88
Moznosti povrchového strukturovani vrstvy HA v zavislosti na bobtnani
povrchu H20. V prvnim kroku byla na povrch b) nanasena voda v ¢asovém
intervalu 5s pii 23°C a 2100 ot/min. V nasledném kroku byly povrchy
upravovany smési 25 x 200 ml nBT:IPA v poméru 3:7 davkovanou v
intervalu 5s. Obrazky Z AFM........ccooiiiiiii 91
Srovndni vlivu poméru nBT:IPA na vznik zvrasnéni na povrchu HA.
V prvnim kroku bylo na povrch davkovano 3 x 200 ul H2O v5s
intervalech. V druhém kroku byla na povrch davkovana smés nBT:IPA
v pomérech uvedenych na obrazku a) az ¢). Na povrch bylo davkovano 10
X 200 pl nBT s IPA v ¢asovém intervalu 5s, pii 23°C a 2100 ot/min.

Obrazky a profilové fezy Z AFM. ... 92
Zmeéna vyska solidifikované vrstvy BMF na povrchu PS v zéavislosti na
vychozi koncentraci BMF v roztoku a) FA, b) HFIP. ..., 94

Vyskové nastavitelna podkladni deska pro ptipravu tenkych BMF vrstev. ....95
Nahled na povrch BMF vrstvy na PS misce solidifikované z HFIP roztoku:

a) bez vicka, b) s vickem. Obrazky pofizeny digitalni kamerou.................... 95
Nahled na povrch BMF vrstvy na PS misce solidifikované z FA roztoku:
a) bez vicka, b) s vickem. Obrazky pofizeny digitalni kamerou.................... 96

Zmény povrchové struktury BMF filma pfipravenych z FA roztokd po
upraveé a) HFIP s H20, b) HFIP s DMSO, ¢) HFIP s H20 a DMSO. Obrazky
za AFM. Vlevo 2D nahled na vyskové zmény oznacené rozdilnymi
barvami. Vpravo 3D pohled na povrch VZOrKu.........ccccoeeveveiieneeieiieseeeinn 97
Zmény povrchové struktury BMF filmu pfipravenych z HFIP roztokt
po upravé roztokem HFIP s DMSO a rozdilnym podilem H20. Obrazky
z optického mikroskopu. f) histogram plosnych prifezl pory. .......ccccvvennne. 98
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V ramci poc¢atecnich experimentl prezentovanych na Obr. 74 bylo zjisténo,
ze porézni strukturu na povrchu BMF nelze ptipravit bez ptidavku DMSO
do modifika¢ni smési. Na zéklad¢ tohoto zjisténi byl proveden experiment,
kde do této smési bylo ptidavano rozdilné mnozstvi DMSO. Z vysledki
tohoto experimentu vyplynulo zji$téni, ze po prekroceni ur¢itého mnozstvi
DMSO v modifikacni smési nedochazi k dal§imu narGstu poctu
povrchovych prohlubni. Mirné¢ roste jejich prumér dany koalescenci kapek
DMSO do vétSich celkll, ODI. 76. ...cccvvviiiieiiiiiiiiiiiieeeee e 99
Zmény povrchové struktury BMF filmi piipravenych z HFIP roztokt
po upravé roztokem HFIP s H20 a rozdilnym podilem DMSO. Obrazky
Z optického mikroskopu. d) histogram ploSnych prifezl pory. .........ccceevenneee 99
Zmény povrchové struktury BMF filma pfipravenych z HFIP
Vv zavislosti na poc¢tu nanasenych davek HFIP+H.O+DMSO. Obrazky
Z optického mikroskopu. d) histogram plos$nych prifezl pory. ...........coc...... 100
Zmény povrchové struktury BMF filma pfipravenych z HFIP
Vv zavislosti na ¢asovém intervalu mezi nanaSenymi 200 ul davkami
HFIP+H,O+DMSO. Obrazky z optického mikroskopu. d) histogram
PloSNYCh PIUFEZU POTY. .voviiiiiiiieiiiee e 101
Zmény povrchové struktury BMF filma pfipravenych z HFIP
v zavislosti na rychlosti rotace upravovaného vzorku. Obrazky
zZ optického mikroskopu. d) histogram plo$nych priifezii pory. .........coc....... 102
Postup piipravy nano, mikro, makro a hierarchicky strukturovanych BMF
povrchll pomoci ¢asové sekvenovaného davkovani smési HFIP s DMSO a
H20. Obrazky z optického profilometru. ..........ccooceiiiiiiiiii e 104
Chovani bunék na rozdiln¢ strukturovaném povrchu BMF a), c). Buiiky
(osteoblasty, MC3T3-E1) na b) nano/mikrostrukturovaném, d)
makrostrukturovaném povrchu BMF. Obrazky pofizeni pomoci AFM,
optické profilometrie a miKroSKopie. ........cocooiviiiiiiiiiiien e 105
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Floryho interakéni parametr
molarni energii odpatrovani
molarnimu objemu

molarni plynové konstanta
parametru rozpustnosti

teplo michani

dipdlovy moment rozpoustédla
parametr rozpustnosti
polomér interakce koule
parametr tvorby membrany
tlouStka membrany

Cas koagulace

kontaktni thel

Laplaceiiv tlak

hmotnostni procenta

otacky za minutu

pro analyzu

relativni vlhkost
Deoxyribonukleova kyselina
Ribonukleové kyselina
Tetrahydrofuran
2-ethoxyethanol
izopropylalkohol
hyaluronan sodny

Bombyx mori fibroin
mikroskopie atomarnich sil

131



SEM skenovaci elektronovy mikroskop

oM opticky mikroskop

KM konfokalni mikroskop

TSSC Casovée sekvenovany spin-coater (Time Sequenced Spin Coater)
M-TSSC  pienosny Casoveé sekvenovany spin-coater
PLC programovatelny logicky ovladac

Sa plosné drsnot

Ar argon

CF.4 tetrafluormethan

ESCs embryonalni kmenova bunka

NIH/3T3  mysi embryonalni fibroblast

nBT n-butanol

HFIP hexafluoroisopropanol

FA kyselina fluorovodikova

DMSO dimethylsulfoxid

N> dusik
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