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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva 3D tiskem biomaterialti na bazi zelatiny, sitované pomoci
Schiffovych bazi. Ptipravené materidlové sady se 1isi typem zelatiny (hovézi a kralici),
pomérem Zelatiny a oxidovaného dextranu (1 ku 1, 2 ku 1, 3 ku 1), poc¢tem natisknutych
vrstev (1, 3, 5) a typem aktivacniho ¢inidla (NHs, TEA). Cilem této prace bylo posouzeni
vlivu piipravy materidlu a tiskovych podminek na vyslednou porozitu vzorkli (pocet,
velikost, objem port) pomoci metody SEM a CT. Tiskovy material na bazi Zelatiny
pfedstavuje slibny material pro pfipravu matrice pro implementaci kmenovych bunék in
vivo. Jeji velkou nevyhodou je rozpustnost ve vodé a slabd mechanicka stabilita,
znemoznujici jeji pouziti v 3D tisku, jehoz feSeni spocivd v dodate¢né sitovani. Proces
sitovani vSak v mnoha piipadech muze vést k nariistu cytotoxicity. Tento problém lze
vyfesit sitovanim pomoci Schiffovych bazi. Vysledky této diplomové prace potvrdily, ze
celkova porozita materialti na bazi zelatiny, se li§i v zavislosti na ptivodu Zelatiny, poctu
tiskovych vrstev, pouzitém poméru Zelatiny k oxidovanému dextranu a typu aktiva¢niho
¢inidla. Pfipraveny materidl, tak predstavuje velky potencidl v pfiprave bioinku, predevS§im
diky jeho biokompatibilité, nizké toxicité, i moznosti jeho pouziti pfi 3D tisku riznych

struktur.

Klic¢ova slova: Porozita, 3D tisk, Biomateridly, Zelatina, Sitovani

ABSTRACT

This diploma thesis deals with 3D printing of biomaterials based on gelatin, crosslinked
using Schiff bases. The prepared material differs in type of gelatin (bovine and rabbit), ratio
between gelatin and oxidized dextran (1 to 1, 2 to 1, 3 to 1), number of printed layers (1, 3,
5) and type of activating agent (NH3, TEA). The aim of this work was to assess the influence
of material preparation and printing conditions on the resulting porosity of samples (number,
size, total volume of pores) using SEM (scanning electron microscopy) and CT (computed
tomography). The gelatin-based printing material is a promising material matrix for
implementation of stem cells in vivo. A great disadvantage is its solubility in water and poor
mechanical stability, which makes it impossible to be used in 3D printing. The solution to
this problem lies in additional cross-linking. However, the cross-linking process can in many

cases lead to an increase of cytotoxicity. This situation can be solved by cross-linking using
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Schiff bases. The results of this thesis confirmed, that the overall porosity of gelatin-based
materials depends on the source of gelatin, the number of printing layers, the ratio of gelatin
and oxidized dextran and the type of activating agent. Prepared material shows a great
potential in preparation of bioink, mainly due to its biocompatibility, low toxicity, and the

possibility to use it in 3D printing of various structures.

Keywords: Porosity, 3D print, Biomaterials, Gelatin, Crosslinking
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UvVOD

Porozitu lze definovat jako fyzikdlni veli¢inu, pomoci niz mizeme popisovat vnitini
strukturu materialu. Casto byva popisovéana jako podil objemu pora viéi celkovému objemu
samotného materidlu. Pory jsou mista, ve kterych neni obsazen priméarni material a misto n¢j
je zde ,,jakasi“ vydut (kavita), kterd nemusi byt vzdy zadouci. Porézni ptfirodni materidly
(naptiklad piskovce, vapence, kiemicitany atd.) se vyskytuji hojné¢ po celé planeté, at’ uz
tvofi skalni utvary ¢i kordlové ttesy. Praveé porozita u téchto materialit poskytuje vyborné
prostfedi pro existenci organismi. Této vlastnosti vyuzivaji i zivoCiSné organismy.
Ptikladem takové porézni struktury u zivocichti jsou naptiklad kosterni osteoblasty, které
strukturou v fezu ptfipominaji houbovitou strukturu. Ze znalosti moderni biologie vime, Ze
rust bunck je podminén hned n¢kolika podminkami, mezi které fadime i prostor, ktery buiiku
obklopuje a dovoluje ji rast. V tomto ptipad¢ je vyzkum poréznich struktur pro rist bunék
na cesté k popsani chovani materiall a nalezeni téch nejvhodnéjsich, které budou moci byt

v budoucnu aplikovany naptiklad v medicing ve tkanovém inZzenyrstvi. [1]

Proto, aby v poréznim systému mohl dobie vegetovat bunéény systém, musi byt vnitini
struktura porézni, a pory musi byt dostatecné oteviené, aby dochdzelo k distribuci zivin pro
vyzivu téchto bunek. Tento rust bun€k se v odborné literatuie oznacuje jako proliferace. K
zajiSténi a podpote bunétné proliferace v poréznich materidlech je zapotiebi jeste splnit hned
nékolik dalSich kli¢ovych parametri, mezi které patii napiiklad teplota, vlhkost, pH
prostiedi aj. Moderni medicinské aplikace se ¢im dal vice posouvaji dopfedu ve vyvoji a
kultivaci bunéénych tkani v laboratornich podminkéch, kde lze pomoci riznych metod
pfipravit bunéné nosice, do kterych jsou néasledné implantovany zivé bunky, které pak
mohou dale proliferovat. Navrhy a konstrukce takovych struktur vSak nejsou zcela

jednoduché. [2]

Svétovym fenoménem je dnes 3D tisk, diky némuz dokaZeme rychle vyrdbét prototypy
ruznych struktur podle 3D modeli, u kterych je moZzno vytvafet rozmanitou strukturu a
vzhled (naptiklad velikost, tvar a vnitini porozita). Pradvé moZznost vytvafet definovanou
strukturu je klicovym faktorem pii tkdfiovém inZenyrstvi, nebo pii vytvareni specifickych
nahrad v medicin€ (zuby, kosti, kiize atd.). Pfi tomto procesu mlizeme pouzit misto ndzvu
3D tisk vice popisujici nazev 3D biotisk, nebot’ pracujeme s materidly at’ uz obsahujici zivé

bunky, nebo poslouZi jako nosice téchto zivych bun€k bunék. [3]
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3D biotisk patii v souCasné dobé mezi nejpouzivanéj$i metodu vyvoje zivé tkané
v laboratornich podminkach. Na rozdil od klasického 3D tisku, ktery pracuje s materidly na
bazi jiz upravenych polymert s dlouhou Zivotnosti, se zde pracuje za velmi striktnich
podminek (teplota, rychlost tisku, tlak, okolni prostfedi atd.), nebot zde pracujeme
s potencialné zivymi materialy, které budou slouzit jako nosice bun¢k. V experimentu bylo
cilem uspésné realizovat tisk specifické struktury z hydrogelu. Stejné tak jako u klasickych
aditivnich technologii, byla na samém zacatku provedena modelace pocitacové predlohy.
Jako model byla pouzita strukturalni mtizka s definovanymi pory. Za pomoci tiskarny Bio
X (Cellink) byla nasledné vytisknuta struktura zamyslené¢ho hydrogelu. Samotny hydrogel
predstavuje pouze obecné oznaceni materidlu, nebot’” materidly pro biotisk jsou stale ve
vyvoji a neustdle dochdzi k jejich zdokonalovani. [4] V rdmci experimentu byly pouzity
hydrogely na bazi Zelatiny a polysacharidii. Tato metoda ptipravy porézni struktury slibuje

homogenni distribuci pora v celém objemu vzorku.

K charakterizaci vzorkli byly pozity 2 metody. (1) Analyza pomoci elektronového
mikroskopu (SEM) a (2) pocitacova tomografie (CT). Pomoci elektronového mikroskopu
Phenom G2 Pro (Phenom World) jsme schopni snimat povrch vzorkt (fezil), ¢imz mizeme
charakterizovat porozitu na jednotlivych snimcich zkoumanych vzorkl za pouziti programu
Image J. Pocitacova tomografie diky tomografu Skyscan 1074 (Bruker) analyzuje strukturu
vcelém objemu vzorku, diky ¢emuz je rozdilnou metodou oproti elektronovému
mikroskopu. Ziskand data jsme nasledné schopni rekonstruovat ve vysledny pocitacovy
model, ktery se pomoci programil analyzuje. Diky tomu pak budeme mit zp&tnou vazbu o
nami vyti§téném vzorku a nasledné pak muizeme zménit parametry tisku ¢i posoudit

vhodnost pouzitého materialu.
Cilem této prace bylo pfipravit hydrogely na bazi biopolymerdi, pomoci 3D tisku.
Provedenim analyzy vytisténych vzork pomoci CT a elektronovym mikroskopem ziskdme

nahled na chovani materialu za danych podminek tisku, diky cemuz budeme moci porovnat

jednotlivé typy hydrogelii a nastaveni tisku z hlediska vysledné porozity vzork.
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SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Moderni medicina klade vysoky dliraz na vyvoj novych technologii, zejména v oblasti 3D
tisku a tedy i vyvoji novych materiali (inkl, bioinkl), které se lisi pfedevSim typem
pouzitého materidlu. [4] V soucasné dob¢ existuje cela tfada 3D tiskovych metod
zabyvajicich se tiskem biomaterialti napiiklad SLA, EBD, LAB. Mezi klicové parametry
rozhodujici o volb¢ konkrétni tiskové metody (tisk na principu extruze, sterolytograficky
tisk atd.) patii typ materialu (biopolymery, polymery, keramika, potraviny), jeho skupenstvi
(kapalné, pevné, atd.) a jeho aplikace (vyroba prototypt pro automobilovy i letecky primysl,
nahrady tkani a protetik). Problematikou 3D tisku biomateriald se zabyvali autofi Guifang
Gao a kolektiv (2018) [5]. Ve své praci podrobné rozebrali pfinos konkrétnich tiskovych
metod, zejména tisk ndhrady tkéni v oblasti tkdflového inzenyrstvi. Podrobnégji se touto
problematikou zabyvali i autofi Shen Ji a Murat Guvendiren (2021) [6]. Velmi slibnou
metodu 3D tisku biomateridli ptedstavuje metoda zalozena na principu extruze (EBD).
Autofi Fu Zhouquan a kolektiv (2021) [7], popisuji metodu extruze jako jednu z
nejuniverzalnéjsich tiskovych metod, kterou l1ze pouzit mimo jiné pii tisku velmi objemnych

vzorku.

Metody piipravy materiald pro tvorbu scaffoldii, potencialn€ nesoucich zivé buiky, tvori
dialezitou oblast vyzkumu tkanového inzenyrstvi, kterou se zabyva tada autorti [8]—[10].
Mezi kli€ové faktory piipravy materialt pro 3D tisk scaffoldli, mimo jiné patii typ pouZitého
materidlu (Zelatina, polyethyleneglykol, hyaluronan atd.) a metoda jeho sitovani (UV zéfeni,
Schiffovy baze). Materialy na bazi Zelatiny ¢1 kolagenu ptedstavuji velky potencial v oblasti
3D tisku a biotisku, predevsim diky jeji dostupnosti, pfirodnimu plivodu, biodegradabilité a
nizké cytotoxicité. Chovani Zelatiny jako biopolymeru pii 3D tisku z pohledu reologie ve
své praci popisuji autofi Tayebi Lobat a kolektiv (2017) [11]. Z jejich vysledki je ziejmé,
ze pii vhodném nastaveni tiskovych parametrii (rychlost tisku, teplota, rychlost vytlacovani)
muze Zelatina tvofit stabilni scaffoldy, které 1ze pouZit naptiklad v jiz zminéném tkanovém
inZenyrstvi. Neméné dilezitou roli pro udrZeni stabilniho chovani Zelatiny ve styku s zivou
tkani predstavuje zplisob jejiho sitovani. ProtoZze ne vSechny dostupné a uéinné sit'ovaci
metody vykazuji nulovou toxicitu a nezadouci vliv na pfipadnou proliferaci bunék v matrici.
Metodami sitovani zelatiny se zabyva celd tada autortt [12]-[14]. Jednu, z c¢asto
vyuzivanych moZnosti sitovani, pfedstavuje sitovani pomoci UV zafeni. Podminkou tohoto
zpusobu sitovani je pfitomnost materiali na bazi akrylatt [15], [16]. I pfes velkou popularitu

tohoto zptisobu sitovani, upozoriiuje tfada autorti na piipadnou toxicitu, projevujici
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se poSkozenim DNA bun¢k. Zajimavou alternativu sitovani biomaterialu, predstavuje
sitovani pomoci Schiffovych bazi. Tento zpusob sitovani Zelatiny ve spojeni s 3D tiskem,
popisuji ve své praci autoti Yani Jiang a kolektiv (2018) [17]. Jako tiskovy material pouzivaji
zelatinu s pfidavkem nanokrystalti celulézy, jehoz vysledkem byl material, ktery
nevykazoval zadné znamky cytotoxicity. Podobnou problematikou se zabyvali i autofi
Zengmin Du a kolektiv (2017) [18], kteti posuzovali vliv pH a reakéni doby na sitovani
zelatiny pomoci oxidovaného dextranu. VSichni tito autofi se shodli na skutecnosti, Ze timto
zpusobem pfipraveny biomaterial bude hrat v oblasti 3D tisku i biotisku vyznamnou roli. I
pres uvedeny pichled publikovanych praci, je vidét Ze v problematice 3D tisku biopolymerti
na bazi Zelatiny je stale mnoho nevyfesenych otazek, které je potfeba zodpovédet a kterymi

se zabyva 1 tato diplomova prace.
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1 POREZNI SYSTEMY

V piipadé, Ze hovotime o poréznich systémech, myslime tim systémy, které obsahuji uvniti
své struktury tzv. volné dutiny. MiiZe se jednat o rizné 2D povrchy, u kterych lze porézni
struktury dosdhnout napt. (/) leptacim procesem, tzn. procesem, pii kterém dochazi
k redukci povrchu daného materialu; nebo (2) 3D tiskem, u kterého tyto vnitini pory (dutiny)
vznikaji pasobenim riznych chemickych ¢i fyzikalnich procest. Vysledkem je tzv.
specificky povrch, jehoz nejcastejsi vyuziti piipada do oblasti riiznych biotechnologii. [19]
Samotny tvar, velikost a distribuce portt ma velky vyznam zejména pii vyuziti samotného
materialu v konkrétni technologii. Pokud budeme postupovat od nejvétSich rozméri, pak
pory s velikosti v tddech mikrometru, 1ze vyuzit jako filtry ¢astic, membrany nebo jako
soucasti senzorickych zatizeni. Naopak materidly s pory o velikosti v fddech nanometrii 1ze
uplatnit napt. jako soucast optickych material (vliv na fotocitlivost, vedeni a lom svétla).

[20]

Samotné pory jsou nejcastéji rozdéleny podle jejich velikosti na tzv. mikropory (< 2 nm),
mesopory (od 2 nm do 50 nm) a makroporézni systéemy (vétsi > 50 nm). Toto rozd¢€leni je

vSak velmi subjektivni, protoze v literatufe 1ze najit rozdilné hodnoty.

Tabulka 1- Rozdeleni velikosti porii podle ruznych autorii [1].

Definované typy port d (mm)
Klasifikace | makro - mezo - mikro - supermikro - ultramikro - | submikro -
TUPAC > 50 50 -2 <2, resp. 2-04 2-0,7 <0,7 <04
Dubinin > 400 - 200 | 400-200 > d > 3-3,2 <1,4-1,2 3,2-3>d>1,4-1,2 - -
Cheremskoj| > 2000 - 2000 >d > 200 - < 4-2 <200
Kodikara 10°%-10* - 3*10*- 103 10° - 25 < 4-3 -

1.1 Rozdéleni pori

1.1.1 Distribuce pori v matrici

Porozitu mizeme definovat jako objem volného vnitfniho prostoru uvnitf matrice. Tento
volny prostor je tvofen malymi kavitami (pory), které obklopuje material samotné matrice.
V disledku volného prostoru je vysledné hustota matrice daleko mensi. Porozita materialu
je zavisla na fadé faktorti, jako je typ materialu, ochota materiadlu vytvafet pory ¢i okrajové
podminky ovliviiujici jejich vznik. Rozdéleni porti v matrici je dilezitym rysem porézni
struktury vyuzivanym pii charakterizaci poréznich materidld. Poéry lze rozdé€lit napt. z

pohledu polohy a ptivodu samotného poru. Hovotime-li o porech uvnitf matrice, jedna se o
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tzv. vnitro-Casticové pory. Jak samotny nazev napovidd, jde o pory, které jsou umisténé
uvniti zkoumanych materiald, tzn. ze, pory byly soucésti materidlové matrice od samého
pocatku, nevznikly az v prib¢hu. Tyto typy port pak mizeme oznacit za tzv. ,,pravé pory*.
Naopak pory vytvorené vlivem pilisobeni napi. plynu ¢i zvysSené teploty, 1ze oznacit za tzv.
»pridané vnitini pory*“. Jako ,nevlastni pory*“ lze oznacit pory, které byly do matrice
implementovany s cizi slozkou (napf. polymery, slitiny kovil), jenz byla nasledné

odstranéna. [1], [20], [21]

1.1.2 Piistupnost péri

S ohledem na moznosti vyuziti port, se pory daji rozdélit i podle jejich pfistupnosti na pory
uzavrené, otevirené a pribezné (viz obrdzek ¢. 1). Uzaviené pory se velmi obtizné definuji, a
proto se zavadi rizné definice vymezujici pojem uzavieného poéru. Piikladem takové
definice je tvrzeni, Ze uzavienym porem jest takovy, ktery neni piistupny pro molekuly
Helia, jejichz kriticky primér (dwi)) odpovida hodnoté 0,2 nm. Touto definici tedy
popisujeme stav volného prostoru uvnitt materidlu, ktery je zcela izolovany od okolnich
prostori tak, Ze ani Castice malé jako je jeden atom nedokéaze do tohoto prostoru samovolné

vniknout. [1]

Obrazek ¢. 1 - Grafické znazorneéni pristupnosti porit dle IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry): (a) — uzavieny por; (b, f) — pory uzaviené jen na jednom
konci; (c, d, g) — oteviené pory; (e) — prubézné pory. [1]

1.1.3 Tvar pora
Mezi dalsi parametr, podle kterého 1ze pory rozdélit patii jejich tvar (geometrie). Rozdélent

poért dle tvaru predstavuje spiSe takové zjednodusSeni, jehoz cilem je lepsSi zatfazeni a

naslednou kategorizaci porovnavanych porti. Mezi tyto tvary patii rtizné desticky, valce ¢i
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kuzele. Ptikladem mohou byt péry obsahujici oxidy hliniku a hotciku, které byvaji
prirovnavany ke tvaru valce. Nejéastéjsi zastoupeni maji tzv. pory sférolitické, které 1ze najit

napft. u silikagelt. [1]

1.1.4 Piiprava poréznich systému

Porézni matrice ¢i materialy se hojné¢ vyskytuji v ptirodé. Mizou to byt rizné rostlinné i
nerostné (piskovce, vapence) materidly. V zéavislosti na typu porézniho materialu a jeho
aplikaci, rozliSujeme nékolik zékladnich metod pfipravy. Piikladem mize byt tzv.
reprodukce z piedlohy, napt. replikacni technika. Jeji princip spo¢iva v modelaci predlohy
z dobfe tvarného materialu (polyuretany), ktery je nasledné€ potazen filmem z pozadovaného
materidlu (napf. keramika). Posledni faze replikacni techniky spociva v odstranéni
materialové predlohy (pokud je to nezbytné nutné), ¢imz ziskdme vysledny porézni material.
Ptiklad porézniho materidlu je zobrazen na obrazku ¢. 2. Metoda replikacni techniky je

v soucasn¢ dob¢ velmi populdrni a zname ji spise pod nazvem 3D tisk. [22]

ey

Obrazek ¢. 2 — Mikrostruktury produkované replikacni technologii. (a) Hlinikova otevicena
struktura pripravena pomoci polyurethanové predlohy; (b) detail vystupku keramicke
matrice ziskané z polymerni predlohy (tvar dosazen pyrolyzou organické slozky v predloze);
(c) vysoce orientovana mrizka z keramického SiC pripravena po kontaktu plynu s ptedlohou
z celuldzy (d) makroporézni struktura pripravenda z morského kordlu. [22]
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2 3DTISK

Jedna se o metodu tzv. aditivni vyroby produktti s pfeddefinovanymi rozméry. Tato tiskova
metoda je hojné vyuzivana v mnoha oblastech vyvoje novych technologii jak v laboratornich
(automobilovy a letecky primysl) tak i primyslovych podminkach. Diky jednotlivym
variacim metody 3D tisku, napiiklad metody FDM (fused deposition modeling) ¢i SLA
(stereolitography), dokdzeme vytvaret vyrobky riznych vlastnosti ¢i tvaru (designu), a
rozsifit tak jejich oblast pouziti, mezi které jisté patii automobilovy nebo letecky primysl ¢i

medicina. [23]

Diky technologii 3D tisku dokdzeme vytvorit porézni systémy s definovanou strukturou,
napftiklad fizenou velikosti pori, jejich tvarem, polohou v matrici nebo i tim, zda jsou pory
oteviené ¢i uzaviené. Princip metody 3D tisku je zaloZzen na 3 zakladnich krocich. V prvnim
kroku je potieba nakreslit vhodny model s vyuzitim piislusného programu (napt. CAD
(computer aided designe), Catia, Inventor), ktery by mé¢l odpovidat pozadovanému vytisku
(tvar, velikost, pocet vrstev atd.). V druhém kroku je nakresleny model ptfeveden do rozhrani
tiskarny, ve kterém nasledné dojde k jeho roziezani tzv. slicovani. Pfi procesu slicovani je
navrzeny 3D model rozlozen na 2D fezy, podle kterych tiskarna vrstvi (tiskne) ptisluSnou
vrstvu materialu (vySka tisku udava velikost posunuti tiskové hlavy ve sméru osy z).
V poslednim, tfetim kroku, je tiskdrna zapnuta, naplnéna poZadovanym materidlem a
spusténa funkce tisku. Po uplynuti tiskového Casu ziskame poZadovany vytisk v redlném

méfitku pouzitého modelu. [24]

Spektrum pouzivanych tiskovych materidlt zavisi na pouzité metodé tisku. Mezi ty
nejznaméjsi a nejpouzivandjsi materialy patii pfevazné polymery (syntetické ¢i pfirodni).
Jejich charakteristické vlastnosti jako je dobra zpracovatelnost, mechanickd odolnost
s nizkymi néklady na vyrobu je pfedurcuji k nejvyssSimu uplatnéni v 3D tisku. Chovani
tiskovych materialti se 1isi v zavislosti na molekulové hmotnosti, plnivu ¢i samotném typu
polymeru (termoplast, termoset, krystalicky ¢i amorfni polymer). Volba tiskového polymeru

zalezi vyhradné¢ na koncovém uzivateli. [25]
2.1 Rozdéleni metody aditivni vyroby podle materiali a specifikaci

2.1.1 Materialy na bazi pryskyfric pro stereolitografii (SLA)

Mezi nejstarsi metodu 3D tisku Ize zatadit metodu SLA (stereolitografie). Zakladni princip

této metody (viz obrazek ¢. 3) spoCiva ve vyuziti fotoreakce vyvolané specifickym
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svételnym zatenim, diky kterému dochazi k naslednému vytvrzeni polymerni pryskyfice.
Timto zptisobem vznika vrstva vytvrzeného materialu ve 2D fezu. Vznik 3D je zajiStén
posuvem stolu (ve vertikdlnim sméru osy z v kartézském soutadném systému), na kterém je
tistén vysledny produkt. Vzorek je po vytvrzeni nanesené vrstvy i se stolem ponofen znovu
do pryskyfice s pozadovanou vyskou hladiny, kterd odpovidd moZnostem a nastaveni
tiskarny. Pfi tisku velmi jemnych struktur a slozitéjSich modela casto dochazi k vyskytu (ve
vnitinim prostoru vytisku) nedotvrzené pryskyfice. Proto je takovy typ vyrobku nasledné
umistén do 1azné s vhodnym rozpoustédlem a poté dotvrzen ve vytvrzovaci komote, kde

dojde k findlnimu dotvrzeni vytisku (pomoci UV zafeni). [26]

vyhotoveny model

nadoba s
fotopolymerem

pracovni plocha

laser

paprsek
laseru

sada zrcatek

Obrazek ¢. 3 — Znazornéni principu metody tiskarny na bazi stereolitografie (SLA) [27]

Pouzivané polymerni pryskyfice byvaji na bazi fotocitlivého polymeru, ktery méni své
vlastnosti pravé pii kontaktu se svétlem o specifické vinové délce. V zavislosti na pouZité
vinové délce svétla, kterym muze byt napiiklad UV laser, se bude lisit typ pouzité polymerni
pryskyfice (typ pouzitého fotoinicatoru). Polymerni pryskyfici tvoti smés monomeru (napf.
styren, akrylat), oligomert (napf. urethany, polyethery, polyestery, epoxidy) a fotoinicatoru.
Ptikladem muiZe byt smés styrenu a akrylatu, které pii pouziti UV vynikaji svou rychlosti
sitovani a vytvaii velmi husté sitovanou strukturu. U prvniho typu vytvrzovani je reakce
fizena iontové a jako fotoinicidtor lze vyuzit kationtové inicidtory napf. jodoniové a
sulfoniové soli, organokovy ¢i pyridiniové soli. Druhym typem vytvrzovaci reakce je

radikélova polymerace, vyuzivajici pfevazné adi¢nich reakci uhlikovych dvojnych vazeb v
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akrylatech nebo methakrylatech, hojné pouzivanych ve fotolitografii a stereolitografii. Mezi
nejpouzivanéj$i fotoiniciatory se pouzivaji inicidtory dvouslozkové a jednoslozkové.
Dvouslozkové inicidtory obsahuji radikaly tzv. koiniciatory z donorové slouceniny
(benzofenony, xanthony a chinony). U jednoslozkového systému jsou radikaly generovany
Stépenim vazeb (ethery, benzoylximy a acetonfenony). Pouziti SLA metody aditivni vyroby
pokryva Siroké spektrum oblasti vS§edniho Zivota, 1€karstvi a védy. V mediciné je aplikace
3D tisku vyuzivana zejména diky jeji preciznosti a jemnosti pozadovanych vytiski, ale 1

diky moznosti vytvaret porézni systémy pro rist tkani. [26]

2.1.2 Pevné materialy a materialy vhodné pro extruzi (FDM)

Ptikladem tiskové metody, kterd pfi tisku pouzivd pevny material (nejcastéji ve forme
struny) je metoda FDM (fused deposition modeling). U metody FDM, jejiz princip nastifiuje
obr. 4, rozliSujeme 2 zadkladni uspotfadani. Obé metody jsou zalozeny na principu extruze
polymerniho materidlu skrz trysku tiskové hlavy, kdy Ize pohybovat bud’ (1) samotnou
tiskovou hlavu a tiskovd podlozka je pevné fixovana a zabezpecuje pouze pohyb ve
vertikdlnim sméru osy z, nebo 1ze pohybovat (2) tiskovou podlozkou, a fixovéana je naopak
tiskova hlava pohybujici se ve sméru osy z (viz obrazek ¢. 4). Jako tiskovy material se
pouzivaji polymerni struny (filamenty). Filament je davkovan do extruzni hlavy, kde
postupné dochdzi k jeho nataveni (ohfati nad T v zévislosti na pouzitém materialu) a
naslednému polozZeni (natisknuti) na tiskovou podlozku ve tvaru, ktery odpovida kreslené

predloze.
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Obrazek ¢. 4 — Princip FDM metody na bazi extruze. [27]

Vvt

zhrouceni vyrobku (b¢hem tisku), ptidavaji se k vytisku tzv. podpéry. Podpéry byvaji Casto
z cenové dostupnéjSiho materidlu ¢i materidlu rozpustného ve vodé naptiiklad BVOH

(Butenediol vinylalkoholovy kopolymer). Po vyti§téni se podpéry odstrani.

Tiskové materialy (filamenty) jsou vystaveny vysoké teploté a deformaci ve vystupni
Stérbiné tiskové hlavy, jehoZ vysledkem miliZe byt vyskyt stejnych nestabilit, jako pfi extruzi
jinych polymernich vyrobki. Znalosti toku jednotlivych materialt jsou velmi dillezité, a tim

predchazet vzniku jejich vzniku.

Nejpouzivangjsi tiskové materidly mizeme rozdélit do dvou zakladnich kategorii na
polymery syntetické a prirodni. Syntetické polymery se ptevazné ziskavaji z ropy. Mezi ty
nejpouzivanéj$i patii ABS (akrylonitril butadien styren), PVA (polyvinyl alkohol), PC
(polykarbonat) ¢i PET (polyethlene tereftaldt). Z polymeru piirodnich se nejCastéji pouziva
kyselina polymlécna (PLA), ktera se ziskava ze Skrobu obsazeného v kukufici ¢i jinych
plodindch bohatych na Skrob. Vyhoda pouziti pravé PLA, ve srovnani s polymery

syntetickymi, spo¢iva v jeho rozlozitelnosti (biodegradaci) v pfirodé.

V piipadé¢ metody FDM, Ize pouzit takika jakykoliv materidl s definovanymi tokovymi
vlastnostmi. Mimo standartnich materialii jako jsou polymerni vlédkna, lze vyuZzit materialy

na bazi keramiky, betonu ¢i proteind (napf. potraviny z proteinovych past). [28]
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2.1.3 Materialy na bazi velmi jemnych praskia (SLS, SLM)

Metody SLS (selective laser sintering) a SLM (selective laser melting) jsou tiskové metody,
které pracuji s materidly ve formé velmi jemnych praska (primeér zrn diric=100 - 10pum), (viz
obrazek €. 5). Nejcastéji se jedna o materidly na bazi polymeru, kovu (hlinikové slitiny) ¢i
ruzné oxidy (kfemiku a zirkonu) pouzivané zejména v medicinskych aplikacich. Soucasti
praskového materidlu mohou byt také rtiznéd aditiva, kterda mohou vyrazné zlepsit napi.
mechanické vlastnosti nebo soudrznost materidlu. Prikladem téchto aditiv muize byt

wolfram, kiemik nebo chrom.

Zakladni rozdil mezi zminénymi metody (SLA a SLM) spociva v teplotnim rozsahu jejich
pouziti. Sintrovaci metoda SLS vyuziva energeticky vykonného paprsku (laseru), ktery
material spéka na hranici zrn a nepiekracuje teplotu tani materidlu. Naopak metoda SLM
materidl roztavi, ¢imz nasledné dochdzi k vytvofeni pevnéjsi struktury. Nicméné fizeni
procesu taveni materialu je velmi obtizné a nese sebou jisté tézkosti. Naptiklad pfi
zpracovani praskl na bazi hliniku a hot¢iku nastévaji problémy pfi tisku struktur s vnitinimi
meziprostory, kde lze jen stézi dodrzet fizeni a presnost. Mezi nejcastéjsi oblasti vyuziti
metod SLA patii oblast leteckého a kosmického (vesmirného) vyvoje. Naptiklad ptiprava
nosnych struktur z lehkych slitin matematicky definovanych modelt tak, aby byla zajisténa
co nejvyssi pevnost, lehkost a zdroven bylo vyuzito co nejméne materidlu. Uplatnéni aditivni
vyroby keramickych materidlli 1ze najit v rizné formé zubnich ¢i kostnich néhrad a jejich
vyztuzeni. Metoddm SLA a SLM nejcastéji konkuruje vysokotlaké spékani ¢i modelace
pomoci piedloh. Jedna se o méné energeticky nakladné metody s moznosti vyssi produkce,

protoze nejsou zdaleka tak casoveé narocné. [29]
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Obrazek ¢. 5 — Princip tisku praskovych materialii (SLA, SLS). [27]

2.1.4 3D tiskové materialy na bazi prirodnich polymeri

Moderni medicina je dnes hnacim motorem pro vyzkum v oblasti 3D tisku. Metoda
samotného tisku je velmi podobna tisku syntetickych materiald, s tim rozdilem, ze tiskové
podminky, nastaveni tiskarny a materidly samotné, vyzaduji specifické zachazeni, nebot

mohou pfijit do styku s zivymi butikami (napft. fibroblasty, osteoblasty atd.).

Jako vhodny materidl 1ze nejcastéji pouZzit biopolymery, tzn. materialy ziskané z ptirodnich
anejlépe obnovitelnych zdrojt, at’ uz rostlinného ¢i zivoc¢isného ptivodu, jako jsou naptiklad
proteiny (kolagen), polysacharidy (dextran, hyaluronan sodny) atd. Prav¢ tisk ptirodnich
materidli je dnes velmi diskutovanym tématem. Tyto materidly vSak nelze pouZit pro
vSechny tiskové metody (napt. vysoké teploty tani u SLM). V soucasné dobé se tisknou
materialy na bazi termoplastickych elastomerd plnénych Zelezem, které se jevi jako dobré
nosi¢e bunck. Mezi dalsi takové materidly fadime napiiklad Bioglass, které je dnes hojné

pouzivano pii opravach kosti. [10]
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3 3D BIOTISK

3D biotisk 1ze jednoduse definovat jako tiskovou metodu, jejimz vysledkem jsou 3D
struktury osazené jiz zivymi bunikami (fibroblasty, kmenové buiiky, osteoblasty). Pfipravené
struktury lze potenciondlné vyuzit napt. jako nédhrady tkéni, kosti atd. Tkanové inzenyrstvi
pfedstavuje obor zabyvajici se pfipravou biologicky ekvivalentnich ndhrad tkani nebo
organi z biokompatibilniho materialu, tak aby imunitni systém piijal tuto ndhradu za vlastni.
Biokompatibilitu si mizeme ptedstavit jako snésenlivost latek a materialii v biologickém
prostfedi. Biokompatibilni material je posuzovan z pohledu celé fady testt, pfedev§im jde o
cytotoxické puasobeni, dale jsou to toxikologické a alergické reakce a karcinogenita ¢i
mutagenita. Materidlové ndhrady musi rovnéz spliovat fadu jinych kritérii, mezi ktera pati
napf. cytotoxicita, stabilita materidlu (v zavislosti na teploté vlhkosti, pH), velikost a
distribuce pért v materidlu, ¢i velikost a tvar ndhrady, odvijejicich se od konkrétniho pouziti
nahrady aj. Jednou z metod, kterou lze pfi vyrobé materidlovych nahrad vyuzit je prave
metoda 3D tisku, tedy metoda aditivni vyroby, kterd za pomoci jiz zminénych metod tisku

vytvafi struktury z materiald, které mohou slouzit jako nosice zivych bunék.

Prace se syntetickymi materialy (polymery), je daleko jednodussi, protoze podminky jako
jsou napft. teplota, rychlost tisku a smykové deformace maji $irSi moznosti nastaveni.
Jednotné nastaveni tiskového procesu (rychlost tisku, davkovani filamentu, volba tiskového
modelu, okolni prostfedi), 1ze navic pouZzit bez ohledu na typ pouZivaného polymeru
(syntetického). Vyjimku tvofi pouze spravné nastaveni tiskové teploty u konkrétniho
materidlu (PLA, ABS, PMMA aj.). V piipad¢ tisku materidli piirodnich (Zelatina,
polysacharidy, PEG) jsou mozZnosti tiskového procesu omezené. Velkou roli zde hraje
teplota, vlhkost, ¢as, rychlost smykové deformace nebo volba okolniho prostiedi. VétSina
zminénych parametrii rozhodne o tom, zda je vilbbec mozné piirodni polymer pii 3D tisku

pouzit.[30]

Rychlost tisku vypovida o tom, kolik ¢asu bude na tisk poZzadované struktury zapotiebi. Pii
pouziti neumérné rychlosti miZze dochézet k nartistu napéti v materialu, které mtize zptsobit
degradaci materidlu. Jak uz bylo zminéno, neméné dulezitd je teplota tisku. Chovani

materidlii se mize velmi lisit 1 pfi malé zméné teploty.

Obrovsky rozdil mezi tiskem materiald jako je napf. kolagen a materialy jako jsou rtzné
polymery u metody FDM (ABS, PLA, PE) je pravé v chovani pfi tisku a stabilita vysledného

produktu. U kolagenu pouzity materidl nezméni pfili§ svoji viskozitu v pribéhu celého
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procesu, kdezto polymerni materialy jsou zahfivany na vysokou teplotu tak, aby doslo k
jejich roztaveni pro snazsi tisk, a nasledné vlivem okolni teploty ztuhnou do piivodni pevné
struktury. Tedy kolagen bude mit stale zelatinovou strukturu a chovani mékkého materialu,

kdezto polymer se nejdiive tavi a nasledné opétovné tuhne do pevné struktury.

Biotisk se vyvijel z metod, které jiz byly popsany, ale pro zlepSeni procesu tisku se tyto
metody inovovali tak, aby se vice zaméfili na tisk biologickych materiali s ohledem na

naroc¢nost tisku. [31], [32]

3.1 Zakladni rozdéleni 3D biotisku

Rozd¢leni 3D biotisku, 1ze stejné jako u 3D tisku, rozlisit na zakladé principu tisku a jeho
parametri. Mezi zékladni parametry tisku patii, jak uz bylo zminéno, pfipravit samotny
model, zvolit vhodny materidl a nastavit parametry tiskového procesu. I piesto mame
nékolik rozdilnych technik, nebot’ kazda z nich umoznuje jiné nastaveni téchto parametrii
nebo je vhodnéjsi pro dany typ tiskového materidlu. Pocitacovy model se i u jednotlivych
metod mize ménit, v zévislosti na softwaru tiskarny ¢i typu metody. Mezi nejpouzivané;si

metody biotisku patii Laserem asistovany biotisk, Injekéni tisk a Extruzni tisk. [31]

3.1.1 Laserem asistovany biotisk (Laser assisted bioprinting)

Tato metoda sice neptfedstavuje klasickou metodou 3D tisku, nicméné diky specifickému
principu mizeme docilit velmi vysokého rozliSeni tisku. Samotna tiskova soustava je
sloZena z laseru, ktery ma zacilit paprsek na desku sloZenou ze dvou vrstev, kde prvni je

tzv. darcovska vrstva, zatimco druhd vrstva obsahuje dany biomaterial.
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Obrazek ¢. 6 - Priklad laserem asistovaného biotisku [33]
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Princip metody, zobrazeny na obrazku €. 6, je zaloZzen na generovani energie pomoci
laserového paprsku dopadajiciho na prvni tzv. darcovskou vrstvu (donor layer), ktera tuto
energii absorbuje, nasledné preméni na teplo, diky cemuz dojde ke zvysSeni tlaku na vrstvu
druhou s biomaterialem. Tim dojde k odd€leni velmi malého mnozstvi materialu, ktery ve
form¢ kapky dopadne na sbérny substrat. Tato tiskovd metoda pfedstavuje ve srovnani
s ostatnimi metodami, velmi precizni av§ak ¢asové narocnou metodu, kterou lze dale rozvijet
predevsim v oblasti rychlosti produkce dopadajicich kapek na substrat, tedy rychlosti tisku.
[33]

3.1.2 Inkoustovy tisk (Inkjet printing)

Metodu inkoustového tisku lze jednoduse ptirovnat k tzv. ,,drop-on-demand®, tedy ,,kapnuti
na povel®. Jak uZ je patrno ze samotného nazvu, princip inkoustového tisku spociva ve
vytvoteni kapky, odpovidajici priméru jehly tiskové hlavy, dané na zakladé¢ vnéjSiho
impulzu pomoci piezoeletrického zatizeni nebo termoclanku.

Inkoustovy tisk

Tepelny Piezoelektricky

Obrazek ¢. 7 — Priklad inkoustového tisku a jeho 2 variant (Tepelny, Piezoelektricky). [34]

V pfipad¢ piezoelektrického zatizeni se jednd o impulz vyvolany pomoci elektrického
napéti, ktery uvolni kapku z tiskové hlavy. V piipad¢ termoclanku dochéazi k vyvolani
impulzu vlivem zvyseni teploty. Cely proces ma daleko vyssi frekvenci dopadajicich kapek

na substrat a je méné asove nakladny nez laserem asistovany tisk. [34]
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3.1.3 [Extruzni tisk (Extrusion-Based Deposition)

Asi nejcastéji pouzivanou metodou 3D tisku pfirodnich materialti je metoda extruzniho
tisku. Pti tisku se vyuziva tlaku neboli sily, kterd ptisobi na material umistény v tiskové hlave
a tim dochazi k jeho extruzi neboli vytlacovani. Tlak lze generovat né¢kolika zplisoby
napiiklad s vyuzitim pneumatického tlaku, tedy pomoci stlaceného plynu, ktery nasledné
tla¢i materidl z extruderu (vytlacovaciho stroje). Dalsi moznosti spo¢iva v pouziti pistu,
ktery tlaci na materidl a tim dochazi k jeho vytékani. Mlizeme si jej predstavit stejné jako
princip injekcni stiikacky. V neposledni fade, 1ze k dopravé materidlu do extruzni Casti
tiskové hlavy vyuzit Snek, ktery si jednoduse miizeme predstavit jako mlynek na maso nebo

vytlaCovaci stroj (extruder). [35]

Pneumaticky
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Obrazek ¢. 8 — Priklady extruzniho tisku pro 3 typy uvazovanych tiskovych hlav. [36]
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4 BIOPOLYMERY

Skupinu materiali pro 3D biotisk, bychom mohli souhrnné oznacit jako biopolymery. Jedna
se tedy o takové polymery, které mohou byt (1) pfirodniho piavodu a zaroven
biodegradabilni, (2) ptirodniho piivodu, ale ne biodegradabilni, a (3) syntetického ptivodu a
zaroven biodegradabilni. Biodegradabilita 1ze oznacit jako proces, pii kterém vlivem
organismu (bakterie, houby, zivo¢ichové atd.) dojde zcela k rozlozeni polymeru (materialu)
za vzniku biomasy, vody ¢i oxidu uhli¢itého. Idedlnim biopolymerem je material ptirodniho
puvodu (napt. kolagen), ktery je zcela biodegradabilni. Lze se setkat s ptirodnimi polymery,
které nejsou biodegradabilni (bio-polyethylen, bio-propylen atd.) a naopak s polymery
syntetického plvodu, které jsou biodegradabilni (naptiklad. poly(butylen)sukcinat ).
Zatimco biomateridly miizeme oznalit za materialy uméle vytvofené pro kontakt s Zivou
tkani tak, aniz aby narusili jeji funkci. Spole¢nym rysem téchto materialti je polymerni
chovani, které¢ je do zna¢né miry ovlivnéno molarni hmotnosti polymeru, vétvenim, délkou

polymerniho fetézce, funkénimi skupinami atd. [37]

Biopolymery na bazi pfirodnich material, casto vynikaji vysokou biokompatibilitou,
nizkou toxicitou, biodegradabilitou a predstavuji tak materidl vhodny nejen pro biotisk.
Jejich nevyhodou Casto byva cena, odvijejici se od Cistoty a zdroje, ze kterého byly pouzity.
Za nejpouzivanéjsi polymery ZivociSného pivodu lze oznacit kolagen, sodnou stl kyseliny
hyaluronové nebo chitosan, zatimco rostlinného plivodu to jsou polysacharidy napiiklad
zminény alginat sodny, dextran, celulosa ¢i agarosa. [11], [38]. Mezi nejrozsitené;si zdroje
kolagenu patii hovézi, veprova a krali¢i kize, srst, dribezi patraty. Chitosan lze ziskat ze
sodného ¢i agardsy, které jsou k tomuto ucelu specialné péstovany na moiskych farmach.

[39]

Vsechny tyto biopolymery maji z pohledu tisku jednu velkou nevyhodu, a to horsi
mechanickou stabilitu a rozpustnost po vytisknuti. Aby bylo mozné tyto materialy pouZit pfi
aditivni vyrobé, je potfeba je chemicky modifikovat ¢i zesitovat (fyzikalné, chemicky,
fyzikalné-chemicky) tedy je natolik zpevnit aby, materidl po vytisknuti zachoval
pozadovany tvar a strukturu. Zpevnéni materialu lze dosdhnout napt. sitovanim, tzn.
vytvofenim prostorové sité (mnozstvi spoji) mezi makromolekulami polymeru nebo jeho
roztoku. Tyto spoje (uzly) mohou vznikat vlivem plisobeni fyzikalnich sil nebo chemické

reakce. Dle zpisobu sitovani ¢i charakteru vytvofenych uzli, 1ze gely rozdélit na fyzikalné
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sitované a chemicky sitované. Klicovymi parametry, kterymi Ize proces sitovani ovlivnit
jsou cas, teplota, vlhkost, molekulovd hmotnost, koncentrace, pouzité¢ sitovadlo
(koncentrace). Pokud by material nebyl po vytisknuti dostate¢né viskdzni a pevny, mohlo
by dojit k jeho deformaci a rozteCeni. Nemén¢ diilezitym parametrem je vyslednd porozita
vzorku (vytisku), pfedev§im velikost a mnozstvi port. Porozita vytisku je kritickym
faktorem pro rist bunék. Distribuce bun¢k a zivin pro jejich rGst v matrici musi byt
dostate¢né velka, aby byl zarucen co nejefektivnéjsi rust téchto bunek. V ptipade, ze pory
uvnitf matrice jsou zcela uzaviené, nebude dochazet ke spravné distribuci bunék ani zivin
pro jejich rast. Pokud bunky nebudou mit dostatecné velky prostor pro rist, opét bude jejich
vyvoj brzdén ba i zcela zastaven. Porozita ma tedy nezanedbatelny vliv na proliferaci a

diferenciaci bunék v materidlové matrici. [40]—[42]

4.1 Proteiny

Proteiny pfedstavuji skupinu materiald, které tvoii zakladni slozky organismu. Jejich
makromolekuly jsou tvofeny dlouhymi fetézci aminokyselin, jejichZ konkrétni zastoupeni a
sekvence v polymernim fetézci je vzdjemné odliSuje od jednotlivych proteini a tim

predurcuje jejich prostorové uspotadani a vysledné vlastnosti. [43]

Kondenzaci dvou a vice aminokyselin spojenych pomoci pevné kovalentni vazby CO-NH
(peptidova vazba) vznikaji peptidy, které muiZeme rozdélit podle poctu vazanych
aminokyselin na oligopeptidy (tvofeny 2 az 10 aminokyselinami) a polypeptidy (obsahuji
vice nez 10 aminokyselin). Pomyslnou hranici mezi polypeptidy a proteiny tvoii relativni

molekulova hmotnost 10.000. [44], [45]

U proteint rozliSujeme jejich prostorové uspotddani tzn. primdrni, kovalentni, sekundarni,

terciarni a kvartérni strukturu.

Primarni  struktura proteinlt urCuje pofadi (sekvenci) aminokyselinovych zbytki
v peptidovém fetézci. Spravné potradi aminokyselin je pro funkci proteinu velmi dalezité.
Zaména aminokyseliny za jinou aminokyselinu v urcité pozici proteinu, ktera se muize
projevit jako diisledek DNA mutace, mlize vyrazné ovlivnit funkénost proteinu. Sekundarni
struktura proteinu piedstavuje prostorové uspotfadani polypeptidového fetézce v jeho
urcitych mistech zejména vzajemné nataceni rovin peptidovych vazeb. Spolecnym bodem
sousednich rovin je tzv. alfa uhlik (o - uhlik). Vazby, které z a - uhliku vychazeji, sviraji

uhel 109°28°. Sekundarni struktury proteinti mohou byt pravidelné a opakujici se. Prikladem
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sekundarni struktury je « - Helix (helikalni struktura), ktery odpovida tvaru Sroubovice. Tvar
helikalni Sroubovice mé naptiklad hemoglobin ¢i DNA. p-List (struktura skladaného listu)

naopak zaujima naptiklad fibroin. Pfiklad téchto uspotfadani je vidét na obrazku €. 9.

Obrazek ¢. 9 — Priklad zobrazeni sekundarni struktury proteinii.

Tercialni struktura predstavuje prostorové uspotradani vSech ¢asti polypeptidového fetézce.
Znamena to tedy, Ze se na polypetidovy fetézec divame z vétSiho nadhledu, sledujeme
vzajemné uspofadani prvka struktury sekundarni, pfipadné rozliSujeme jind typova
usporadani sekundarni struktury ptipadné relativné samostatné strukturni celky fetézce tzv.
domény. Vysledny tvar fetézce drzi rizné slabé a silnéjsi interakce napt. vodikové vazby,
disulfidové mustky, nebilkovinné slozky, disperzni sily atd. Nékteré proteiny jsou tvoreny
z vice samostatnych polypeptidovych fetézcii (podjednotek), jejichz prostorové usporadani
popisuje kvartérni struktura. V ptipad¢, Ze je protein tvofen pouze jednim polypeptidovym

vlaknem, tak kvarterni strukturu neuvazujeme. [46]

Podle tvaru molekul mizeme proteiny rozd€lit do 3 zakladnich skupin na globularni,
fibrilarni a membranové. [46]

4.1.1 Globularni proteiny (sféroproteiny)

Jak uz nazev sam napovida, bude se jednat o ,,globe like* struktury, pfipominajici sféricky
tvar. Na rozdil od jinych proteinti jsou diky pfitomnosti dipdlovych vazeb rozpustné ve vode,
ve které vytvari koloidni suspenze. Jejich tvar urcuji rozdily v polarit€ aminokyselin, které

se proto skladaji do tohoto specifického tvaru. [47]
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Globularnimi proteiny jsou enzymy (biokatalyzatory), protilatky ¢i rizné albuminy.
Dopravuji informace zajist'ujici fizeni procest, transportuji jiné latky ptfes membrany nebo
slouzi jako zasobarna aminokyselin. Mezi globularni proteiny patii napiiklad hemoglobin
(zajist'uje transport kysliku a oxidu uhli¢itého v krvi), myoglobin (zajistuje transport obou

plynu ve svalech) a neuroglobin. [48]

Obrazek ¢. 10 — Pocitacova projekce globularniho proteinu hemoglobinu. [49]
4.1.2 Fibrilarni proteiny (skleroproteiny)

Fibrilarni nebo také vladkenné proteiny jsou charakteristické dlouhymi fetézci sloZzenych
z polypeptidl a strukturou pfipominaji zapletena vlakna. Na rozdil od globuldrnich proteint
jsou jen velmi obtizn€ rozpustné ve vodé€. Jejich hlavni funkce spociva piedevSim ve
vytvoreni strukturni stavebni ¢asti organismil a jejich ochrané. Jedna se o riizné typy vazi,
Slach, kloubnich pouzder a svalovych tkani. Mezi typické zastupce patii keratin, obsahujici
a - Helix, jehoZ pruznost ovlivituje mnozstvi disulfidovych vazeb. V ptirodnim hedvébi zase
tvoti vlakna fibroin, ve kterém muzeme najit opakujici se antiparalelni S-list, kde kazdou
druhou aminokyselinu tvofi glycin. Nejrozsiten&jSim fibrilarnim proteinem u obratlovci je

kolagen, ktery tvoti zdklad pojivovych tkani, jako jsou kosti, zuby, chrupavky ¢i §lachy. [50]
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Obrazek ¢. 11 — Zobrazeni keratinu pocitacovou modelact. [51]

4.1.3 Membranové proteiny

Specialni skupinou proteint tvoii membranové proteiny, které jsou soucasti bunécnych
membran. Struktura membranovych proteind zavisi na jejich pozici v membrané.
V zavislosti na polarité fetézce se uskupuji v membran¢, ¢imz zptsobuji vznik kanalt jako
integralni proteiny, nebo jsou umistény na povrchu membrany, kde zachytavaji polarni
castice (receptory). Funguji, jako receptory zajist'uji transport latek, enzymatické procesy a
slouzi v imunitnim systému. Mezi takové fadime napiiklad cytosol, cholesterol a

fosfatidylcholin (receptory) [52]
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bilkoviny pomoci
sacharidy vazanehao lipidu . ]
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bilkoviny integraini interakcemi

Obrazek ¢. 12 — Schéma funkci membranového proteinu pro cytosol. [53]
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4.1.1 Kolagen

Jeho néazev pochazi zteckého ,,x6Aha! (kolla), coz v prekladu znamena lepidlo. Jde o
fibrilarni protein, ktery se vyskytuje v organismech pievazné¢ jako spojovaci material tkani,
vazu, svall ¢i kosti. Tvofi vyznamnou ¢ast cévnich stén, rohovek, kiize ¢i jinych organu téla.
Mezi jeho klicové funkce patii opérna a ochranné funkce. Mnozstvi kolagenu obsazeného

v lidském téle odpovida tretin¢ obsahu vsech proteind.

Primarni strukturu kolagenu tvoii aminokyseliny (20 zékladnich) obsahujici velké mnozstvi
glycinu, velky podil aminokyselin prolinu a hydroxyprolinu. Naproti tomu aminokyseliny
jako cystein a cystin jsou v sekvenci fetézce proteinu obsazeny pouze v malém mnozstvi
nebo se nevyskytuji viibec. Celkova sekvence aminokyselin pak urcuje vysledné vlastnosti
kolagenu, tedy rozdilny ptivod kolagenu zajistuje rozdilné vlastnosti. Z pohledu primarni
struktury zde dochazi ke stfiddni oblasti nepolarnich (sekvence glycin — prolin — jind

aminokyselina) a polarnich.

Sekundéarni strukturu kolagenu tvofi levotoCiva protahld Sroubovice (a-helix)
s nepravidelnou symetrii kolem osy, ktera je charakteristickd pouze pro kolageny nebo

podobné¢ bilkoviny.

Tercialni struktura uspotfaddni kolagenu odpovida tzv. ,triple helix* troj-Sroubovici,
piipominajici tf1 propletena polypeptidova vlakna. Tato troj-Sroubovice tvoii tropokolagen,
zékladni stavebni jednotku tvotici fibrilarni utvary. Tropokolagen vznikéd pouze v ptipadé
pfibliZeni fetézct, kdy na tieti pozici je glycin, ktery neobsahuje vedlejsi fetézec.

vvvvv

tvofi hierarchicky uspotadané struktury (fibrily). Kolagen svoji strukturou ptfipomina bilé,
neprithledné vldknité tvary obalené proteoglykany a jinymi bilkovinami v zavislosti na
zdroji plivodu. Mezi jeho zdkladni vlastnosti patii naptiklad bobtndni ¢i histologicka
barvitelnost. (zbarveni tkan¢) Mimo fibril dokaze kolagen tvofit i jiné utvary (sit€, FACIT
(Fibril-associated collagens with interrupted triple helix) neboli vlaknité spojené kolageny

obsahujici trojitou Sroubovici), vyskytujici se v tkanich v omezené mite. [54], [55]
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Obrazek ¢. 13 — Schéma vzniku vidkna kolagenu. [56]

V soucasné dobé existuje vice jak 20 riiznych typt kolagenu, které se od sebe lisi zejména
sloZenim aminokyselin v fetézci, délkou molekuly ¢i helikdlnim koncem. Spole¢nym rysem
téchto typl vsSak zistava struktura troj-Sroubovice a zdkladni stavebni jednotka

tropokolagenu. Nejrozsitenéjsimi typy jsou typ I, II, III, IV, V. [55]

Kolagen typu 1. pfedstavuje kolagen kosti, §lach, vazii a zaujimé téméet 90% veSkerého
kolagenu obsazeného v lidském téle. Typ II se vyskytuje hlavné ve chrupavkéch, a obsahuje
ve srovnani s typem I vysoké mnozstvi hydroxylisinu (23 ku 5 zbytklim Aydroxylysinu na
1000 aminokyselin). Je velmi malo rozpustny ve vodé. Typ III byva casto spojovan
s vyskytem typu I a to v kiiZi, kostech ¢i svalech. Pro tento typ kolagenu je typicky jeho
vysoké mnozstvi hydroxyprolinu a pfitomnost cysteinu, diky kterému dochazi ke vzniku
kovalentni disulfidické vazby stabilizujici strukturu kolagenu. Typ IV se vyskytuje
v membranach a je stejné jako typ III tvofeny vysokym mnoZstvim hydroxyprolinu. Je jen
velmi malo rozpustny ve vodé a ziskéva se tzv. enzymatickou cestou. Typ V se vyskytuje v
bazalnich membranach, ale jeho struktura spiSe odpovidd globularnim proteinim,

stabilizovanych disulfidickou vazbou, kterd brani agregaci do vyssSich celkti. [55]

Kolagen ma §iroké spektrum vlastnosti a pouziti. Slachy, kiize a kosti obsahuji velmi tlusté
fibrily, které¢ jsou dale spojovany do vétSich celkl a oproti tomu stoji kolagen obsazeny ve
chrupavce, ktery tvoti tenké a jemné sité z fibril. Kolagen je ve vysledku velmi pevny diky
kovalentnim vazbam, dobfe rozpustny ve vod¢ a schopen bobtnat. Pfedstavuje naprosto
idedlni biopolymer, nebot’ jeho pfirodni ptivod mu zaru€uje jeho biokompatibilitu a nulovou
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toxicitu. Muze byt uchovan konzervovanim piidavkem soli. M4 velmi Siroké spektrum
uplatnéni od potravinaiského primyslu az po védni discipliny, kde se projevil jako mozny
budouci material vhodny pro matrice ve tkanovém inzenyrstvi naptiklad jako potencialni

bioinkoust v oblasti 3D tisku. [55], [57]

4.1.2 Zelatina

Specifickym druhem kolagenu je Zzelatina, kterd vznika jeho zahfivanim ve vodném
prostiedi. Jednd se o biopolymer, hojn¢ pouzivany v potravinaistvi, ale i moderni mediciné
zejména diky jeji schopnosti tvofit gel, biokompatibilit¢, biodegradabilité a cenové
dostupnosti. Pii ptisobeni vlivu tepla, slabé kyseliny ¢i zasady, dochézi k naruseni vlakenné
struktury kolagenu, jehoz vysledkem je zelatina. Vysledné vlastnosti zelatiny se odviji od
zpusobu jejiho zpracovani (kysely, alkalicky, enzymaticky zptsob) ale i pouzitého zdroje
kolagenu (hovézi, veprové klize atd.). Pfi pfeméné kolagenu v Zelatinu rozliSujeme tyto
prechody: (a) tzv. §té€peni pricnych kovalentnich intermolekularnich vazeb (iroven kvartérni
struktury), (b) tzv. denaturace na Urovni struktury tercialni, (c) tzv. hydrolytické Stépeni
peptidickych vazeb polypeptidovych fetézcli (molekuldrni uroven). Z pohledu vyslednych
fyzikalnich vlastnosti Zelatiny je Zzadouci, aby téchto zasahli do struktury (degradace,

depolymerace) bylo co nejméng¢, jedna o jevy nezadouci. [58], [59]

4.1.2.1 Struktura a vlastnosti Zelatiny

Zelatinu tvoii stejné jako kolagen fibrily s vyrazné kratsi délkou fetdzce ('/3 az ¥4 pivodni
zelatinu odpovida 60° C. Celkovy proces pfipravy zelatiny je nevratny, byt v nékterych
Castech struktury fetézce zlstavaji mista s vratnym charakterem. Pti zpracovani kolagenu na
zelatinu dochazi ke zméné ptivodni krystalické (usporadané) struktury kolagenu na strukturu
spiSe amorfni (neuspotfaddanou) odpovidajici tzv. ,,statistickému klubku®. Kolagen je stabilni
diky slabym kovalentnim vazbam spojujici fetézce (Van der Waalsovi sily, polarni vazby,
vodikové mustky), které pii zvySujici se teploté snizuji energii vazebnych interakci, ¢imz
zvysi entropii systému, jehoZ vysledkem dochédzi ke vzniku pficnych vazeb. Naopak
nevyhodou zelatiny spociva vjeji teplotni nestabilit¢ a rozpustnosti v polarnich
rozpoustédlech (voda, glycerol atd.). Naptiklad z pohledu jejiho vyuziti v 3D tisku, je
zelatina slibnym materidlem, i pres pomérné vysokou viskozitu, kterd mize samotny proces
tisku a jeho nastaveni ztizit. MoZnosti jak tyto nevyhody obejit spociva v jejim zesitovani.

[59]
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4.1.3 Sitovani Zelatiny

Jak uz bylo feceno, vlastnosti zelatiny se od kolagenu lisi pfevazné jeji strukturou. Pfi jejim
sitovani dochazi k vzajemnému propojeni jednotlivych fetézcli za vzniku komplexni sité,
ktera ma rozdilné fyzikalni vlastnosti (pevnost, pruznost ¢i absorpci latek naptiklad vody).
Sitovani lze obecné rozlisit dle fyzikalniho zptisobu, chemického zptlisobu piipadné jejich

kombinaci. [60]

4.1.3.1 Fyzikalni sit’ ovani

Jednou z klicovych vlastnosti Zelatiny je, Ze za nizké teploty pfechazi v gel elastického
charakteru. Pfi jejim opétovném zahiati na teplotu vrozmezi (30 — 50 °C) dochazi
k ndhodnému uspotadani fetézcl projevujici se rozteCenim (taje), prechdzi na sol a pfi
nasledném ochlazeni pod teplotu 30 °C, dojde k vytvoifeni vodikovych vazeb mezi fetézci,
které se projevi jejim ztuhnutim. Jedna se o tzv. pfechod sol-gel. Vyhodou sol-gel ptechodu
je, ze se jednd o inverzni d¢j, ktery je fizen pouze koncentraci zelatiny (podil suSiny) a
teplotou okoli, bez pouziti externich chemickych sitovadel. Inverznost toho to déje je mozna
diky piisobeni velmi slabych vazebnych interakei (vodikové mistky, elektrostatické sily ¢i
Van der Waalsovy sily), které v prib&hu procesu vznikaji. Nicméné cely proces podléha
Jistym kritériim a vysledny gel nemusi byt plné stabilni. Se zménou pH dochazi 1 ke zménam
sitovaci (pfechodové) teploty. Tento d€j je zpusoben pravé zménou iontové povahy
koncovych skupin v disledku zmény pH, kde dochazi i k naruSeni vzniku novych
vodikovych vazeb. Metoda fyzikalniho sitovani je sice nizkondkladovou metodou, ale
vysledny produkt neni tak stabilni jako v pfipadé chemického sitovani. Navic z pohledu

vyskytu slabych vazeb neni vzdy material stabilni (napiiklad zména teploty). [61]

4.1.3.2 Chemické sit’ovani

Pfi chemickém sitovani zelatiny dochazi ke vzniku novych vazeb kovalentniho ¢i iontového
typu. Mezi metody vedouci k chemickému sitovani Zelatiny patii naptiklad radikalova
polymerace, kondenzace ¢i pouziti sitovaciho Cinidla. Jednou znich je napf. pouZziti
glutaraldehydfi. Jednd se o velmi efektivni ptfipravu Zelatinové struktury, jejiz princip
spocivd ve vytvofeni vazeb mezi volnymi aminokyselinami v fetézci a aldehydovou
skupinou, kterou obsahuje prave pridavany glutaraldehyd. Byt se jedna o velmi efektivni a

levny proces, z pohledu toxicity vSak neni v oblasti bunénych aplikaci
piili§ zadouci, a je tteba ji uvazit. [62]
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Dalsi moznosti chemického sitovani je vyuziti sitovacich latek na bazi ptirodnich latek,
¢imz odstranime problém s toxicitou. Pfiklad mtize byt genipin (chemické sitovadlo), ktery
vytvaii vazby s aminokyselinovymi skupinami. Nevyhodou jeho pouziti je vznik tmavé
modré barvy. Jako dalsi pfirodni sitovadlo, by mohl poslouzit napiiklad fenol jako fenolova
kyselina. Diky extrakci fenolové kyseliny z rostlin, dochazi k reakci s aminokyselinami

v fetézci proteintl. [12]

4.1.3.2.1 Metoda Shiffovych bazi (Schiff base)

Metoda Shiffovych bazi je zalozena na reakci mezi molekulami obsahujici specifickou
funkéni skupinu, mezi které fadime alkoholovou, hydrazidovou ¢i amidovou skupinu.
Obecné pii reakci zndzornéné na obrazku 12 vznikne vazba adici dusiku aminové slozky na
chiralni uhlik karbonylové skupiny, pfi¢emz naslednou eliminaci vody vznik4 vazba C=N,

tedy Shiffova baze. Tento typ reakce je bézny u nékterych enzymatickych reakci v

biochemii.
R R OH - H20 R
\;CZO + R'NH> = >C< _ \C:N—R'
H H  NHR H
Schiffova baze

Obrazek ¢. 14 — Znazornéni vzniku Shiffovi baze.

Vyuziti tohoto zpisobu sitovani nevyzaduje zadné narocné podminky probihajici reakce a
je tedy pouzitelny pro praci s materialy citlivymi na okolni prostiedi, jako jsou naptiklad

zivé buiky. [63]
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Obrazek ¢. 15 — Prakticka priprava Shiffovi baze. [63]
4.2 Polysacharidy

Sacharidy patii mezi nejrozsitfené;si pfirodni latky, jeZ jsou pfitomné ve vSech rostlinnych a
zivociSnych buiikdch.  Jejich molekuly (cukernou jednotku) tvofi jedna ¢i vice
monosacharidovych jednotek, spojenych pomoci tzv. glykosidické vazby, tedy kovalentni
vazby mezi uhlikem jednoho fetézce a dalSim substituentem druhého fetézce. Tyto jednotky
bychom mohli oznalit za primarni strukturu. Podle poctu monosacharidovych jednotek
v fetézci je muzeme rozdélit na monosacharidy (1 jednotka), oligosacharidy (2-10 jednotek)
a polysacharidy (vice nez 10 jednotek), které tvoii strukturu sekundarni a v ptipadé
polysacharidl i tercialni strukturu. Oligosacharidy ptfedstavuji jen velmi malé fetézce
rozpustné v polarnich rozpoustédlech, jako je naptiklad voda. Maji nasladlou chut’ a jako
konkrétni ptiklad lze uvést sachar6zu, maltozu ¢i laktézu. Polysacharidy tvoti uhlovodikové
fetézce slozené z desitek jednotek monosacharidd, jejimz vysledkem je polymerni struktura.

[45]

Polysacharidy mizeme rozdélit podle riznych kritérii napt. podle po¢tu monosacharidovych

jednotek v makromolekule (homopolysacharidy a heteropolysacharidy), stavby fetézce

(nerozvétvené a rozvétvené), funkce v organismu (stavebni, zasobni, specidlni).

Usporadanost fetézcti nebyva prili§ pravidelna. Heterogenni vzhled s ¢astymi modifikacemi
opakujicich se jednotek v fetézci jim predurcuji rozdilné vlastnosti. [45] Jednoduché cukry
slouzi jako okamzity zdroj energie a pravé polysacharidy byvaji diky své struktufe

vyuzivané jako zasoba energie ¢i strukturalni funkce. [64]
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4.2.1 Zasobni polysacharidy

Jak bylo zminéno, tento typ polysacharidi slouzi pievazné ke shromazd'ovani energie ve
form¢ makromolekul, které svou energii uvolni pii Stépeni glykosidickych vazeb, ¢imz

dochazi ke zjednoduseni makromolekuly, kterou Ize dal enzymaticky Stépit [65]

Skrob

Nejpopularnéjsi a nejrozsitenéjsi zdsobnim polysacharidem je Skrob. Tedy polymer, tvofeny
linearnim fetézcem amyldzy a rozvétvenym fetézcem amylopektinu. Vysoky obsah Skrobu
maji napf. brambory, ryZe ¢i kukufice. Jeho vyuZiti lze najit v celé fad€ odvétvi napf.
potravinafstvi (zahustovani potravin) textilnim (Skrobeni odévil) a farmaceutickém

pramyslu (aditiva 1€¢iv). [65]

Glykogen

Jedna se o sacharid pfipominajici Skrob, ktery hraje vyznamnou roli v anilin-glukézovém
cyklu mezi organovou vyménou latek (mezi svaly a jatry). Pfedevs$im o transport amoniaku
vzniklého degradaci aminokyselin do jater, kde probiha glukogeneze, vyroba energie. Jedna
se prevazn€ o tzv. pohotovostni zasobu energie vyuzivanou v pfipadé¢ ndhlého poklesu
glukézy v téle. Glykogen je ulozen prevazné ve svalové tkani (svalovy glykogen), kde slouzi
predevsim jako okamzitd zasoba energie a v jatrech (jaterni glykogen) stabilizuje hladinu

cukru v krvi. [65]

4.2.2 Strukturni polysacharidy

Jejich tikolem je vystavba tél rostlin a zivocichli. Mezi nejznamé;jsi strukturni polysacharidy
patii naptiklad celuloza, chitin, dextran a sodna stl kyseliny hyaluronové. Jejich struktura je

podobna zasobnim polysacharidiim. [66]

Celuloza

Celuloza tvoii zédkladni stavebni polysacharid vSech rostlinnych organismi sloZeny
z opakujicich se jednotek glukézy. Sklada se z jednotek f — D — glukozy spojenych pomoci
glykosidické vazby. Celulozu tvofi dlouhé, nerozvétvené fetézce zcela nerozpustné ve vodé,
kter¢ dale slouzi k vystavbé vyssich struktur spojenych slab§imi vazebnymi interakcemi. Jde
o nejrozsitencjsi biopolymer na zemském povrchu. Celulozu je mozno ziskat izolaci
z rostlinnych organisma (dfevo). Jeji pouziti 1ze nalézt od vyroby papiru az po vyrobu

umélych vlaken. Nitraci celuldzy vznika nitroceluldza (stfelna bavina). [66]
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Chitin

Druhym nejrozsifenéjSim polysacharidem je chitin. Je tvofen jednotky N-acetyl-D-
glukosaminu spojenych glykosidickou vazbou. Vyskytuje se ve tfech riznych modifikacich
a, B ay. Chitin je diky silnym vodikovym vazbam uvnitt molekuly nerozpustny ve vodném
prostiedi. Modifikované derivaty chitinu (napfiklad chitosan) 1ze jednak rozpustit ve vod¢
(v zavislosti na pH), a zaroven je pouzit k ptipravé vlaken, hydrogeli, membran a pénovych
struktur. Nejcastéji je obsazen ve schrankach Clenovci, které Casto slouzi i jako zdroj pfi

jeho ziskani a nasledném vyuziti ve farmaceutickém a kosmetickém primyslu. [66]

Dextran

Dextran, jehoz strukturni jednotku zobrazuje obrazcich €. 16 a 17, fadime k polysacharidim
ptirodniho plivodu, jehoz objeveni je spojovani s produkci vina francouzskym biologem
Louise Pasteura. Jeho struktura je tvofena opakujici se jednotkou glukanu spojeného a-1,6
glykosidickou vazbou. Dextran je ¢asto zaménovan za dextrin (viz obr. 15), ktery je ovSem
tvofen odlisnou strukturou vazby mezi fetézci. Dextran je vétveny polysacharid s vazbami

na pozicich a -1,3 zatimco dextrin ma fetézec nevétveny. [67]

--t--0-CH,

Obrazek ¢. 16 — Strukturni jednotka vétveného dextranu.

CH,OH [ CHOH | CH,OH
o) o) 0
OH OH OH
OH -0 —0 OH
OH L OH J, OH

Obrazek ¢. 17 — Strukturni jednotka linearniho dextrin.
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Vyroba dextranu probihd pomoci mikroorganismi, jejichz vysledkem je velky rozptyl
molekulovych hmotnosti a rozdilné hustoty vétveni. Pro komercni ucely se dextran vyrabi
pomoci biologické syntézy nepatogennich organismti, mezi které patii napiiklad
Leuconostoc mesenteroides (NRRL B-512). Zakladem reakce je katalyza dextran-sachar6zy
pomoci sachar6zy a fruktdzy. Vysledné vétveni dextranu odpovida rozsahu hodnot od 5%
do 40% v zavislosti na pouzitém typu monomeru. Molekulovd hmotnost dextranu se

pohybuje okolo 9-500 MDa. [68]

Dextran je velmi dobie rozpustny ve vodé a dalSich organickych rozpoustédlech
(dimethylsulfid, ethylenglykol, glycerol). Jeho pouziti ve tkanovém inzenyrstvi a mediciné
predurcuje zejména jeho biokompatibilita, moznost chemické modifikace jeho struktury
(napf. oxidace) ¢i modifikace jinymi bioaktivnimi latkami (ndhrada plazmy). Dextran jako
takovy, nelze vyuzit jako materidl pro tkanové inzenyrstvi napiimo (nizkd pevnost,
rozpustnost a stabilita na vzduchu), ale musi byt vhodné modifikovan (napt. chemicky) nebo

kombinovan s jinymi materialy (polymer) jako je naptiklad kolagen nebo hyaluronan. [68]

Sodna sul kyseliny hyaluronové (hyaluronan)
Hyaluronan je ptedstavuje dilezitou slozkou mezibuné¢né hmoty. Lidské t€lo o hmotnosti

70 kg obsahuje ptiblizné 12 — 15 g této latky, kterd je neustale obnovovana Sodna stl
kyseliny hyaluronové neboli hyaluronan je pfirodni polysacharid tvofeny z linearné se
opakujicich jednotek beta-(1-4)-D-glukoronové kyseliny a beta-(1-3)-N-acetyl-D-
glukosaminu, vzajemné spojenych glykosidickou vazbou. Mezi jejich vyznamné vlastnosti
1ze zatadit jeji schopnost na sebe vazat velké mnozstvi vody a napomahat tim k hydrataci
tkani. Jako tzv. signdlni molekula se aktivné ucastni imunologickych procest, ¢imz

ovlivituje mobilitu a adhezi bun€k v rdmci jejich proliferace a diferenciace.

Diky chemické modifikaci ji 1ze pouzit k pfipravé nanovladken, bandazi, ¢i hydrogelt a to s
vyuzitim celé ftady derivath naptiklad 1,3,5-benzen-(trikarboxy trihydrazin) nebo
radikalovou polymeraci glycidii. Po sitovani je schopna si udrzet svij tvar. Jeji molarni
hmotnost zavisi na pouzitém zdroji, kvalité Cisticiho procesu a metod¢ jeji izolace a mize

dosahovat az 10’g.mol™!. [69]
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Obrazek ¢. 18 — Strukturni jednotka kyseliny hyaluronové. [70]
Jak uz bylo zminéno, sodna stl kyseliny hyaluronové ptedstavuje jednu z hydrofilnich
ptirodnich molekul, ¢asto oznacovanou za pfirozené hydratacni ¢inidlo. Jeji viskoelasticky
charakter spolu s jeji biokompatibilitou a schopnosti nevyvolavat imunitni reakci organismu,
ji pfedurcuji k mnoha klinickym aplikacim, naptiklad dopliiovani synovidlni tekutiny pii
artritidg, pouziti jako lubrikantu v ortopedii, k ochran€ o€nich tkéni a zrakovych bunék nebo
jako latky zvySujici viskozitu o¢nich kapek v oftalmologii. Kromé toho ji lze oznacit za
material, ktery napomaha hydrataci pokozky, zvySuje jeji elasticitu a ptispiva k vyhlazeni
vrasek. V neposledni fadé¢ stoji za zminku, Ze hyaluronan stimuluje migraci epidermalnich
bunck a dovoluje biologicky aktivnim latkam, které jsou béznou soucésti kosmetickych

ptipravki, setrvavat anebo penetrovat do epidermis. [71]
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5 METODY ANALYZY VZORKU

5.1 Rentgenova tomografie

Jedna se o metodu spojujici princip rentgenového zareni a pocitacové tomografie. Diky
pronikavému zafeni jsme schopni detekovat proslié elektrony, ¢imz dostdvame obrazce. Tyto
obrazce jsou pak nasledné¢ pocitacem seskupeny dohromady a sestroji vysledny digitalni 3D
model, ktery zcela dokonale piedstavuje zkoumany vzorek a umozni nédhled do jeho vnitini

struktury. [72]

5.1.1 Rentgenové zareni

Zateni o vlnové délce 107'? az 10" nm, které bylo objeveno jiz na konci 19. stoleti. Energie
paprsku tohoto zafeni byva mezi 5-200keV. Vzhledem ke znalosti dualismu viny a ¢astice,
muzeme takovéto paprsky povazovat za letici fotony s ptislusnou energii, které¢ maji dostatek
energie na to vyrazit elektrony z atomového obalu. Néasledkem toho dojde u atomt k riznym
zméndm v elektronovém obalu, a pravé tato zména ndm dovoluje vidét rozdily u
zkoumanych objektli. Vznik zafeni je zplsoben emisi elektrond, které¢ vlivem naptiklad
tepelné iniciace ¢i privedenim vysokého napéti uvolni specifické kvantum energie ve forme
zateni. Piikladem muzZe byt rentgenka, coZ je vakuova trubice obsahujici anodu a katodu,

které jsou vyrobeny nejcastéji z wolframu.

Uvolnéni zafeni ma dva diivody. Tim prvnim je ionizace elektronového obalu atomu, ¢imz
dochézi k uvolnéni jedné z vnitinich energetickych hladin, v takovém ptipadé je tato hladina
obsazena elektronem z hladiny vyssi a diky tomu vznikéd kvantum energie, které oznacime
jako rentgenové zafeni. Tim druhym diivodem je mozné zabrzdéni leticiho elektronu, diky
c¢emuz letici elektron odevzd4 kvantum energie, které také popisujeme jako rentgenové
zéteni. Diky tomu dostadvame dvé€é varianty rentgenového zafeni a to brzdné a

charakteristické. [73]
Z rovnice pro energii fotonu,
E=h-f (1)
Kde:
h — Planckova konstanta (6,626 070 15x10734 J-s)

f — frekvence fotonu (Hz),
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je videt, ze vysledné spektrum brzdného zateni je spojité, nebot’ je schopno emitovat veskeré
vlnové délky na rozdil od charakteristického, které dokdze vyzatit pouze specifickou

hodnotu délky pravé v zavislosti na rozdilu hladin dvou elektronti. [74]

5.1.2 Pocitacova tomografie (CT)

Dnes disciplina s Sirokou paletou ptisobnosti, kterd patfi mezi dilezité neinvazivni
zobrazovaci metody. Principem této metody, ktery je zndzornén na obr. 19, je zalozen na
skladani jiz zaznamenanych dat ve form¢ napiiklad fotografii, do celistvého trojrozmérného

modelu.

V pfipad€ rentgenové tomografie dochazi k vystaveni vzorku rentgenovému zafeni. Pti
tomto procesu je materidl vystaven zareni, které pohlcuje, vznika tak stin, zaznamenany ve
form¢ dat pripominajicich fotografii. Pootacenim vzorku o 360 ° dochazim ke snimdani

celého objektu a naslednou pocitacovou rekonstrukci ze zaznamenanych dat. [73]

Detektor pordlého zareni

Vzorek se krokové otaci ;
kolem své osy

——

Rentgenka - =

¥

Obrazek ¢. 19— Schéma principu rentgenového tomografu [75]

5.2 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Jednd se o specialni mikroskopickou metodu, kterd umoziiuje zobrazit velmi vysoka
rozliSeni povrchi preparatd (viz obrazek ¢. 20). SEM neboli skenujici elektronova
mikroskopie, vyuziva ostielovani preparatu pomoci svazku elektronti o vysoké energii. Tim
dochdzi k interakci mezi elektrony obsazenymi v prepardtu a nastavaji tak dva piipady.
Prvnim je, ze elektrony svazku s vysokou energii narazi na elektron v obalu atomu preparatu.
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Elektron ptedd svou energii, ¢imz mirn¢ zbrzdi a odrazi se s mens$i energii. Pomoci
vhodného detektoru je nasledné takovy elektron zachycen a pocitacové preveden do
informace, diky které se nasledné posklada hotovy obraz. Druhou moznosti je, ze elektron
preparatem projde. Zde opét mize odevzdat svou energii, ¢imz bude dochazet k prosviceni
ploch. Tam kde ma elektron jen velmi maly odpor bude povrch tmavy, a tam, kde je mu

kladen odpor, bude povrch svétly, vysledkem zobrazeni tak bude cerno bily obraz.

Specialnim typem elektroni jsou pak sekundarni elektrony. V tomto ptipad¢ dojde
k interakci elektronu ze svazku s elektronem uvnitt atomového obalu preparatu. Elektron
z obalu bude vystielen se specifickou energii, ktera bude opét zachycena na detektoru a
pomoci pocitacové modelace dojde k vytvoreni vysledného obrazu. Tato metoda se ¢asto

vyuzivéa u metalickych vzork.

Specifickou metodou elektronové mikroskopie je transmisni elektronova mikroskopie
(TEM), kterou si mizeme piedstavit jako klasicky svételny mikroskop, ktery misto svétla

vyuziva praveé svazku elektronti. Je to metoda pouzivana pievazné pro velmi tenké vzorky

s tloustkou zhruba 100 nm. [76]
=

zdroj elektron( A[w

anoda — Py o

Wi skenovaci
% generator
elmg.
cocky zesilog';

skenovacu
objektiv civky
detektor

BSE /

detektor
’detektor SE

RTG ﬁ
vzorek

pohyblivy stolek
Obrazek ¢. 20 — Schéma principu elektronového mikroskopu [77]
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PRAKTICKA CAST
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6 POPIS EXPERIMENTU

Experimentalni Cast prace popisuje pripravu materialii na bazi zelatiny (krali¢i, hovézi) a
dextranu (metoda Shiffovi baze) pro 3D tisk a jejich néaslednou charakterizaci. Schéma
provedeného experimentu je zobrazeno na obrazku 21. Materidly byly pfipraveny v rizném
vzajemném poméru a s ruznou aktivacni slozkou (Cpavek (NH3), triethylamin (TEA)).
Hlavnim davodem pouziti aktivacniho ¢inidla, byla (1) schopnost zvyseni pH smési s
hydrolyzatem (silna zasada) a (2) schopnost tzv. méniCe protoni béhem sitovaci reakce.
Zesitovany material byl prenesen do injekéni stiikacky, kterd byla vlozena do tiskové hlavy
(mechanicky typ hlavy) 3D tiskarny Bio X (Cellink). Nastavenim 3D modelu a tiskovych
parametra (printhead speed, temperature, extrusion rate atd.) byla z ptipraveného materialu
(zacatek tisku vzdy 10 od zacéatku sitovaci reakce) vytisténa 3D struktura. Hotovy vytisk,
byl pro naslednou charakterizaci (elektronovy mikroskop, pocitaova tomografie)
lyofilizovan (Lyofilyzator ALPHA 2- 4 LSC, Martin Christ). U reprezentativnich vzorka

byla provedena charakterizace (pocitacova tomografie) i v nativnim (zbobtnalém) stavu.

i Modifikace : § Sitovani

g
4
&

L
'I
I
\
A

Obrazek ¢. 21 — Schéma navrzeného experimentu

6.1 Pouzité materialy a jejich priprava

Priprava roztoku zelatiny (vyuziti skupiny (-NH>))

47



Jak uz bylo uvedeno vyse, za zdroj Zelatiny byl pouzit krali¢i (obsah susiny 86,5 %, Mw =
157 800 g/mol) a hovézi hydrolyzat (obsah susiny 91,3 %, Mw = 209 600 g) ve form¢
suSen¢ho granuldtu (viz obrazek ¢. 21) od firmy Tanex Vladislav, a.s. Ten byl nésledné
rozpustén v de-ionizované (DEMI) vodé (15 % (hm%)) pfi teploté 37 °C po dobu 24h. Takto

ptipraveny roztok byl dale sitovan.

Obrazek ¢. 22 — Granulat hoveziho (snimek B vlevo) a kraliciho (snimek R vpravo)
hydrolyzatu.

Priprava oxidovaného dextranu (priprava skupiny (=0)

K sitovaci reakci byl pouzit dextran (Mw = 40 400 g/mol) jako zdroj aldehydické skupiny.
Nejprve byla provedena oxidace dextranu. K roztoku dextranu, ktery byl pfipraven
rozpu$ténim v DEMI vodé (13 hm. %) pii teploté 50 °C po dobu 24h, byl ptidan 0,4 molarni
nasobek Nal04, pfedem rozpustény v 5 ml DEMI vody.

o

. mHzﬁ-ﬂA—ﬂh % 0’5&7&. o’A’A

O---

OH | i o O o

DEX-OX DEX-OX

Obrazek ¢. 23 - Schéma pripravy oxidovaného dextranu.
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Reakeéni smés byla poté michdana na magnetickém michadle pfi laboratorni teploté po dobu
4h (na tmavém misté). Reakéni smés byla nésledné zfedéna DEMI vodou a pfelita do
dialyza¢ni membrany (celuloza, cut-off 12 000 g/mol). Surovy produkt byl poté purifikovan
dialyzou proti DEMI vodé po dobu 3 dnti. Po purifikaci byl roztok nalit na sklenénou Petriho
misku (pramér 20 cm), zamrazen a nasledné lyofilizovan. Cisty produkt byl ziskan ve
vytézku 90% a jeho Mw odpovidala hodnoté¢ 21 083 g/mol. Pocet aldehydovych skupin na
100 podjednotek glukézy odpovidal hodnoté 56,5 a byl stanoven pomoci metody
hydroxylaminhydrochloridu. [68] Pro méfeni byl pouzit automaticky titrator T50 (Metler
Tolledo). Oxidovany dextran (oznaceny jako DEX-OX) byl pouzit k sitovani zelatiny jeho
rozpusténim ptislusné navazky DEX-OX v DEMI vode¢ (2 % (hm. %) roztok). Rozpousténi

probihalo na magnetickém michadle za laboratorni teploty po dobu 24 h.

Obrazek ¢. 24 — Forma oxidovaného dextranu (dex-ox) pred jeho rozpustenim.

Priprava zesitovaného materialu (hydrogelu)
Sitované materidly byly pfipraveny nasledovné. Roztok Dex-Ox (2 hm. %) byl smichén
s roztokem zelatiny (15% hm. %, hovézi, krali¢i) v daném pomeéru (1:1, 1:2, 1:3). Ke smési

bylo nasledné ptidano aktivacni ¢inidlo (NHz , TEA) a vSechny reaktanty byly smichéany.

: NHz
0
HOO OOH HO
o o OH B
HO o
OH
+ 0 - NH; HO wol o
NH pH7-8 HN
2 HO Q o]
2 M HOOC Ox

o O ' }O

COOH COOH

Obrazek ¢. 25 — Schéma sitovani oxidovaného dextranu a Zelatiny.
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Ptipravena smés byla pfevedena do 3ml injekéni stiikacky a nasledné tisténa na 3D tiskarné.
Konkrétni poméry vSech latek pouzitych pfi sitovani vcetné piislusného oznaceni vzorku

jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka 2— Souhrn vsech pripravenych materialovych kombinaci s prislusnymi poméry
(Pozn. B — bovine (hoveézi); R — rabbit (kradlici))

Nézev vzorku zelatina (ml) Dextran Typ sitovadla
(pomér-ptivod-sit'ovadlo) typ Objem (ml) Objem Typ Objem (pl)
(ml)
1-B-N hovézi 1 1 NH; 50
1-R-N kralici 1 1 NH; 50
2-B-N hovézi 1 0,5 NH; 50
2-R-N kralici 1 0,5 NH; 50
3-B-N hovézi 1,5 0,5 NH3 75
3-R-N kralici 1,5 0,5 NH; 75
1-B-T hovézi 1 1 TEA 9
1-R-T krali¢i 1 1 TEA 9
2-B-T hovézi 1 0,5 TEA 9
2-R-T kralici 1 0,5 TEA 9
3-B-T hovézi 1,5 0,5 TEA 12
3-R-T krali¢i 1,5 0,5 TEA 12

6.2 Navrhy modeli pro 3D tisk

Tiskovy model byl navrZzen v programu HeartOS verze 1.8.2 vyvinuty spole€nosti Cellink.

S ohledem na material byl tiskovy model zvolen tak, aby mél ptfipraveny tiskovy material
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dostate¢ny ¢as pro jeho polozeni na podlozku a nedochézelo k jeho zbyte¢nému slinovani a

model byl pokud mozno co nejjednodussi.

Obrazek ¢. 26 — Navrzeny model pro 3D tisk

6.3 Pouzité pristroje

6.3.1 3D tisk vzorka

K 3D tisku ptipravenych materidlli byla vyuzita tiskarna Bio X od firmy Cellink. Tiskéarna je
vybavena celkem 3 porty pro uchyceni riznych typt tiskovych hlav (mechanicka,
pneumatickd, termoregulacni), jejichz pouziti je dano volbou tiskového materidlu. Do
tiskove hlavy je vloZena injekéni stiikacka s tiskovym materidlem. Pist tiskové hlavy stlacuje
pist stiikacky, diky ¢emuz z ni kontinuadlné vytéka materidl. Tento zplsob tisku (extruzni
tisk) je velmi zaddouci pii tisku viskéznich materidli. U kazdého vzorku byly vytistény vzdy

2 sady 1, 3 a 5 vrstev materialu.
Pt1 tisku bylo pouZito néasledujici nastaveni:

- 0.41 mm polypropylenova Spicka, 3 ml propylenova sttikacka, mechanicky typ

tiskové hlavy.

- printhead speed (2 mm/s), extrusion rate (1.75 ul/s), retraction volume (0,30 ul),

teplota (37°C).
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Obrazek ¢. 27 - 3D tiskarna Bio X od firmy Cellink (vievo), detail tisku (vpravo).

6.3.2 Lyofilizace vzorki

Lyofilizace je proces, pfi kterém dochézi k odstranéni veskeré vody ze vzorku, aniz by pfi
tom doslo k destrukci vzorku. Vysledkem byl vzorek, ktery byl déle charakterizovan. Pred
lyofilizaci, byl kazdy vzorek zamrazen nejprve na teplotu -18 © C (24 h), a poté na teplotu -
82 °C (24 h). Zamrazeny produkt byl lyofilizovan pii teploté -86 °C a tlaku 0,06 mbar (30h),
po jejimz skonceni byl tlak snizen na hodnotu 0,001mbar (15h). Pfi lyofilizaci bylo pouzito
zatizeni ALPHA 2- 4 LSC, Martin Christ).

6.3.3 Charakterizace pripravenych vzorki

6.3.3.1 Stanoveni porozity pomoci elektronového mikroskopu (SEM)

K urceni porozity ptipravenych vzorkt byl vyuzit elektronovy mikroskop Phenom G2 Pro
(Phenom World). S vyuzitim elektronového mikroskopu je mozné zobrazit strukturu s velmi
vysokym rozliSenim, pfibliZzenim a provadét rizné optické zmény (kontrast, podsviceni,
hloubka ostrosti atd.). Vzorky byly sefiznuty v pficném ftezu. Z divodu piesnéjSiho
zobrazeni byly vzorky pokoveny platinou (napéti 18 mA, doba procesu 45 s) a nasledné
zobrazeny el. mikroskopem pfi urychlovacim napéti 10 kV. Velikost pori a celkova porozita
jednotlivych fezli vzorkli byla uréena pomoci programu I/mage J, vzdy z 5 potizenych
snimku v misté fezu vzorku. Program Image J dovoluje uzivateli pfevedeni fotografie
z formatu v pixelech na pozadovany rozmér (napiiklad pm). Pomoci funkce treshold dojde
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k prevedeni fotografie do cernobilého formatu s moznosti zvyraznit tmavé plochy (napiiklad
vnitini ¢asti port) dle potfeby a nasledné analyzovat tyto tmavé plochy. Vysledné hodnoty
byly uvedeny jako primér s pfislusnou chybou méfeni. Tato metoda vSak vyzaduje destrukci

vyslednych lyofilizovanych vzorki, coz znemoziiuje jejich dalsi pouziti.

Obrazek ¢. 28 — SEM Phenom G2 Pro

6.3.3.2 Rentgenovy tomograf (CT)

Strukturni analyza v celém objemu vzorku (tvar, porozita) u lyofilizovanych a pro porovnani
i u vybranych zpétn¢ hydratovanych vzorkd byla provedena pomoci pocitatem ftizené
tomografie za pomoci piistroje Skyscan 1174 od firmy Bruker (USA). Zatizeni je vybaveno
zdrojem rentgenového zareni (napéti 20 — 50 kV o maximalnim vykonu 40 W) a detektorem
RTG paprskt. Disponuje kamerou s rozliSenim 1.3 MPix s pfiblizenim 1:6. Snimky byly
pofizovany pii napéti 36 kV a proudem 592 pA. Byly zachyceny vZdy 2 snimky
s pootoenim 0,1 °. Celkovy proces méfeni trval pfiblizné 10 h. Surové snimky byly
rekonstruovany programem Nreckon od firmy Bruker (USA). Celkova analyza pak

probihala pomoci programi DataViewer a CTAn.
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A
Obrazek ¢. 29 — Rentgenovy tomograf Skyscan 1074

Vsechny materidlové kombinace uvedené v tabulce ¢. 2, byly dle navrzeného 3D modelu
vytistény na 3D tiskarn¢ a charakterizovany (SEM, CT) dle zobrazen¢ho schématu (viz

obrazek €. 29).
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Jak uz bylo uvedeno, pfi ptiprave tiskovych materidlu byly pouzity 2 rizné typy hydrolyzata
(hovézi, kralici), které byly spolu s oxidovanym dextranem michany v rizném poméru (1:1,
1:2, 1:3) a sriznym aktivaénim c¢inidlem (TEA, NH3). Celkem tak bylo pfipraveno 12
ruznych sad vzorkl. Kazdy vzorek byl pfipraven s riznym pocétem natisknutych vrstev (1,

3, 5 vrstev) vzdy ve tfech vyhotovenich.

7.1 Materialy pripravené pomoci NH3

Aktivaéni Cinidlo, kterym byl v prvnim ptipadé€ ¢pavek (NH3), ma molekuly uspotddané do
tvaru trojihelnikové pyramidy. Mnozstvi pfidaného ¢pavku vzdy odpovidalo 0,05 ml na 1
ml zelatiny. Zacatek gelace sitovaci reakce, pii které byl ¢pavek pouzit, byl pozorovan

kolem 3 minuty.

7.1.1 Pomér Zelatiny k DEX-OX 1 ku 1

U prvni série vzorkli byl pouzit pomér Zelatiny k dex-ox (1:1), tzn. Ze na 1 ml Zelatiny
pfipadal 1 ml DEX-OX. Pfipraveny vzorek byl po smichdni pfeveden do stiikacky a
nasledné umistén do tiskové hlavy 3D tiskarny. Samotny tisk byl proveden az po 10
minutdch od zacatku sitovaci reakce (po ptidavku NH3). Vzorek byl tistén na PS misku o
primér 3,5 cm v rizném poctu vrstev (1, 3, 5). Po vytisknuti byl vzorek vyfocen, zamraZzen

a nasledné lyofilizovan.

7.1.1.1 Vzorky pFipravené 7 hovézi Zelatiny s oznacenim 1-B-N

Prvni sada vzorka s hovézi zelatiny (v pomér (1:1)) iniciovana NHz, ti§ténd s riznym poétem

vrstev (1, 3, 5) pted a po lyofilizaci, je zobrazena na obrazku €. 30.
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Obrazek ¢. 30 — Vytisknuté vzorky 1-B-N (horni Fada) a lyofilizované vzorky (spodni rada),
kde: A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C— 5 vrstev.

Na obrazku ¢. 30 je vidét, Ze s rozdilnym poctem vrstev, se vyrazné li$i vysledna struktura.
U nativnich vzorkll srostoucim poctem vrstev dochazi k jejich postupnému slinuti,
s naslednym uzavienim vnitiniho prostoru (navrzeného 3D modelu), zplisobeného lokalnim
nahromadénim materidlu. Pozorovany defekt bude pravdépodobné souviset s viskozitou
materidlu. Pfi tisku hraje roli i pouzita Spicka injekeni stiikacky, ktera slouzi jako vystupni
Stérbina pro material. Tato Spicka ma sbihavou $térbinu, diky cemuz v ni dochézi k nartistani
napéti po délce $picky, coz ma za nasledek narlistani materidlu za vystupni §térbinou vlivem
nekontinualniho toku. K eliminaci tohoto jevu by mohlo dojit pouzitim Spicky ve tvaru jehly.
Ta diky svému dlouhému, nesbihavému tvaru doda materidlu dostatek Casu k relaxaci a
eliminuje tak vysoké napéti, které¢ zplsobi nariistani na konci vystupni $térbiny. Pouziti
Spicky ve tvaru jehly vSak bylo nemozné, nebot’ sila potiebna k protlaceni materialu skrz
tuto Stérbinu byla nad rdmec moZnosti pouzité tiskové hlavy a tisklo se tedy pouze Spickou
se sbihavou §térbinou (d = 0,41mm). Tisk prvni sady byl zpocatku narocny na vyladéni
nastaveni, ale po par testovacich vzorcich se podatilo vytisknout vSechny vzorky.

Po lyofilizaci tiSténych vzorkl je vidét, ze doSlo ke ztraté rozliSeni tiSténych vrstev.
Nejvyraznéji je tento efekt pozorovan u vzorku C. Vnitini ¢ast modelu byla zcela zaplnéna

materidlem. Lyofilizované vzorky byly nésledné roziezany ve vertikdlnim sméru a

analyzovany pomoci SEM, jehoz vysledky lze vidét na obrazku ¢. 31.
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Obrazek ¢. 31 — Priklady snimkii Fezu jednotlivych vzorku 1-B-N (porizené pomoci SEM).
Kde: A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy, C— 5 vrstev. Fotografie ma rozmer 537x571 um.

Ze SEM snimki je patrny rozdilnost ve velikosti 1 tvaru zobrazenych pord. VétSinu snimku
tvofi oteviené pory (v misté fezu vzorku) o velikosti 100 mikrometri a méné. Tuto
skute¢nost potvrzuje i provedend analyza porozity pomoci Image J, jejiz vysledky shrnuje
tabulka €. 3. Nejvyssi pocet pora byl potvrzen u vzorku A, zatimco vzorky B a C, obsahuji
jejich srovnatelny pocet. Z divodu zpiesnéni informaci o porozité¢ vzorku v celém jeho

objemu, nikoliv jen v misté fezu vzorku, byla provedena i jejich analyza s vyuzitim CT.

Tabulka 3 — Analyza snimku ze SEM pomoci programu Image J.

Celkova plocha (um?)  Plocha jednoho  Procento obsazenosti

‘l,)r(;:::, Pocet péra *10° poru (%)
(nm*)*10°
1 46,60 £ 11,12 5,9+ 14,5 1,33 £0,22 20,2 +4,5
3 184+45 179,3+8,9 104,4 £ 0,72 63,6 £34
5 232+£22 169,943 7,16 0,63 582+1,6

Pomoci tomografu byla provedena analyza v celém objemu vzorku. Jednotlivé sloZzené fezy
analyzovanych vzorkl, mizeme vidét na obrazku ¢. 32. S rostoucim poctem vrstev ma
rekonstruovany obraz lepsi rozliSeni. Postupny nartiist porozity pozorujeme pii pohledu na
obrazky zleva doprava. Na obrazku A, reprezentujici 1 tiskovou vrstvu, mizeme vidét
strukturu a porozitu, ktera ve srovnani s obrazkem B (3vrstvy) ptsobi velmi jemné. Obrazek
B ma velmi dobie viditelné vnitini pory a vnitini prostory. U obrazku C, ktery odpovida 5
vrstvam, je vnitini struktura spise rliznoroda a nelze u ni rozlisit jednotlivé pory, jako jiz u

zminéného obrazku B.
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Obrazek ¢. 32 — Rezy porizené z tomografu pro vzorek 1-B-N.

Kde: A— 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C— 5 vrstev.

Pti zhodnoceni porozity provedené v celém objemu vzorki, uvedené v tabulce €. 4 je vidét,
ze s rostoucim poc¢tem natisknutych vrstev, roste pocet detekovany porti v matrici. Nejvyssi
podil pért byl v§ak detekovan u vzorku B (3 vrstvy). Tato skute¢nost, miize byt zptisobena
n¢kolika riiznymi vlivy napt. samotnou lyofilizaci (rozdil pted a po lyofilizaci), CT analyzou

¢1 jejim vyhodnocenim.

Tabulka 4 — CT analyza rezu vzorku 1-B-N pomoci programit DataViewer a CTAn.

Pocet vrstev Pocet pori Objem pori (um?) Procento obsazenosti (%)
1 8381 72,25.10° 74,14
3 31430 316,7.10° 73,66
5 13845 260,9. 10° 73,08

7.1.1.2 Vzorky pFipravené 7 kralici Zelatiny s oznacenim 1-R-N

Druha sada vzorkl pfipravend z krali¢i zelatiny (pomér (1:1)) iniciovana NHj, tiSténa

s riznym poctem vrstev (1, 3, 5) pfed a po lyofilizaci, je zobrazena na obrazku ¢. 31.
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Obrazek ¢. 33 — Vytisknuté vzorky 1-R-N (horni fada) a lyofilizované vzorky (spodni Fada),
kde A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C — 5 vrstev.

Z obrazku je zitejmé, Ze u nativnich vzorkl (horni fada A-C) je vidét opét postupné slinuti
vrstev, s naslednym uzavienim vnitiniho prostoru (navrZzeného 3D modelu), zplisobeného
lokalnim nahromadénim materidlu. Tento defekt byl pozorovan i u pfedchozi sady s hovézi
zelatinou. Pri¢inou mize byt i fakt, ze krali¢i Zelatina mé daleko vyssi viskozitu (obsah
susiny 86,5 %, Mw = 157 800 g/mol). Vlivem vyssi viskozity bude pravdépodobn¢ dochazet
k mnohem vy$§imu narQstani napéti po délce Spicky, jehoz vysledkem bude prave
pozorované narlstani materidlu za vystupni Stérbinou. Pii pokusu pouzit Spi¢ku ve tvaru

jehly, a tim 1 k vyrelaxovani napéti, se nepodafilo ji protlacit material.

U lyofilizovanych vzorktl (spodni fada obr. ¢. 33) je podobnost se vzorky v nativnim stavu,
mnohem lepsi. I pfesto, Ze 1ze jen stéZi rozlisit jednotlivé tiskové vrstvy. Lyofilizované
vzorky byly nésledné roziezany ve vertikalnim sméru a analyzovany pomoci SEM, jehoz

vysledky lze vidét na obrazku ¢. 34.

= - 2700 pum ‘ ‘ ‘ L p K F ) Z\DlD Hm
Obrazek ¢. 34 — Priklady snimki Fezii jednotlivych vzorkii 1-R-N (porizené pomoci SEM).
A —1vrstva; B— 3 vrstvy; C— 5 vrstev. Fotografie ma rozmer 537x571 um.
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Ze SEM snimki je patrna rozdilnost ve velikosti i tvaru zobrazenych port. Vétsinu snimku
tvofi oteviené pory (v misté fezu vzorku) o velikosti 100 mikrometri a méné. Vyjimkou je
vzorek B (3 vrstvy), u kterého lze pozorovat také pory o velikosti pies 200 mikrometrt. Pii
provedeni analyzy porozity pomoci Image J, jejiz vysledky shrnuje tabulka ¢. 5, vidime, ze
nejveétsi primeérnou plochu jednoho poru maji vzorky na obrazku C (5 vrstev). Nejvyssi
pocet port byl potvrzen u vzorku A a B, které obsahuji témét shodny pocet pora. U vzorku
C odpovida plocha jednoho péru nejvyssi hodnoté. Pii¢inou poklesu porozity mize byt

postupné slinuti dalsich vrstev tisténych na sebe.

Tabulka 5 — Analyza snimku ze SEM pomoci programu Image J.

Pocet Poket porii Celkova plocha Plocha jednoho poru Procento
vrstev (pm?) *10° (um?) *10° obsazenosti (%)
1 15,80 £ 1,46 197,4+£3,2 13,2+1,3 68,77 + 2,20
3 15,40 +£3,21 178,8+8,1 126+1,3 61,10+ 2,80
5 9,40 £ 2,07 172,9 + 12,7 19,5+3,9 61,62+4,11

Pomoci tomografu byla provedena analyza porozity v celém objemu vzorku. Jednotlivé
slozené fezy analyzovanych vzorkl, miizeme vidét na obrazku ¢. 35. S rostoucim poctem
vrstev ma rekonstruovany obraz lepsi rozliSeni porozity. Postupny nartst velikosti pori
pozorujeme pii pohledu na obrazky z leva doprava. Na obrazku A, reprezentujici 1 tiskovou
vrstvu, mizeme slabé vidét strukturu a jednotlivé poéry. Na obrazku B (3 vrstvy) je vidét
zvétseni vnitinich pord a snizeni jejich poctu oproti obrazku A. U obrazku C (5 vrstev) tvoii
vnitini strukturu spiSe prazdny prostor, pfipadné tzv. makropory. Ty budou pravdépodobné

odpovidat vnitini struktufe tiskového modelu.
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Obrdzek ¢. 35 — Rezy porizené z tomografi pro vzorek 1-R-N.
A— 1 vrstva; B— 3 vrstvy, C— 5 vrstev.

Pti porovnani vysledkil porozity provedené v celém objemu vzorki, uvedené v tabulce €. 6
je vidét, Ze s rostoucim poctem natisknutych vrstev, klesé pocet detekovany pért v matrici,
zatimco jejich celkovy objem port spise roste. Nejvyssi pocet pori byl detekovan u vzorku
A (1 vrstva), zatimco nejvétsi celkovy objem u vzorku C (5 vrstev). Tato skutecnost, mize
byt zplisobena néckolika riznymi vlivy napf. samotnou lyofilizaci (rozdil pfed a po

lyofilizaci), CT analyzou ¢i jejim vyhodnocenim.

Tabulka 6 — CT analyza rezu vzorku 1-R-N pomoci programit DataViewer a CTAn.

Pocet vrstev Pocet pori Objem pori (um?) Procento obsazenosti pory (%)
1 12385 111,7.10° 55,18
3 11873 126,7.10° 56,81
5 9688 182,8. 10° 54,65

7.1.2 Pomér Zelatiny k DEX-OX 2 ku 1

U druhé série vzorkl byl pouzit vyssi pomér zelatiny k dex-ox na (2:1), tzn. ze na 1 ml
Zelatiny ptipadalo 0,5 ml DEX-OX. Pfipraveny vzorek byl po smichdni pfeveden do
stiikacky a nasledné umistén do tiskové hlavy 3D tiskarny. Samotny tisk byl proveden aZ po
10 minutdch od zacatku sit'ovaci reakce (po ptidavku NH3). Vzorek byl tiStén na PS misku
o primeér 3,5 cm v rizném poctu vrstev (1, 3, 5). Po vytisknuti byl vzorek vyfocen, zamrazen

a nésledné lyofilizovan.
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7.1.2.1 Vzorky piipravené  hovézi Zelatiny s oznacenim 2-B-N
Tteti sada vzorkt, ktera byla tvofena hovézi zelatinou (pomér (2:1)) iniciovana NHz, tisténa
s riznym poctem vrstev (1, 3, 5) pfed (horni fada snimkil) a po lyofilizaci (spodni fada

snimkl), je zobrazena na obrazku ¢. 36.

. [}

Obrazek ¢. 36 — Vytisknuté vzorky 2-B-N (horni fada) a lyofilizované vzorky (spodni Fada),
kde: A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C— 5 vrstev.

Pti prvnim pohledu na obrazek vytisténé struktury (snimek A) je mnohem 1épe detekovatelna
trajektorie navrzeného 3D modelu. U vzorkli s vy$$im pomérem Zelatiny v matrici,
nedochézelo k tak vyraznému nahromadéni materidlu na jednom misté. Vyjimku tvoii pouze
vzorek C (5 vrstev), u kterého je v levém spodnim rohu vidét slinuti natisknutych vrstev. Jak
uz bylo zminéno vyse, tento defekt souvisi s pfiliSnym nahromadénim materialu v dasledku
pouzité Spicky konického tvaru. Vyrazného zlepseni, je vidét 1 u lyofilizovanych vzork,

které byly nésledné& rozfezany ve vertikalnim sméru a analyzovany pomoci SEM.

‘ v \ d fa 200 pm ‘ ) 3 200 pm
v N . S J iy 43 o -

Obrazek ¢. 37 - Priklady snimkui rezu jednotlivych vzorkii 2-B-N (porizené pomoci SEM).
Kde: A— 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C — 5 vrstev. Fotografie ma rozmeér 537x571 um.

62



Na snimcich potizenych ze SEM (viz obr. €. 37) je patrné rozdilnost ve velikosti i tvaru
zobrazenych pori. Na obrazcich B a C byla potvrzena piitomnost velmi malych p6ért (do 50
mikrometrtr), které se shlukuji pouze v jednom misté. Jednou z moznych pticin mohlo byt
pridané vyssi mnozstvi Zelatiny, ktera v daném misté reagovala s aktivaénim ¢inidlem po
krat$i dobu (vliv michani). Na vétSiné snimka jsou ziejmé oteviené pory (v misté fezu
vzorku) o velikosti 150 mikrometri a méné. U vzorku C (5 vrstev) pozorujeme také pory o
velikosti pfes 150 mikrometrti. U tohoto vzorku byla rovnéz potvrzena nejvetsi pramérna
plocha jednoho poéru. Celkovy pocet port s rostoucim poctem tiskovych vrstev klesa,

zatimco celkovy objem port roste.

Tabulka 7 — Analyza snimku ze SEM pomoci programu Image J.

Pocet Pocet pori Celkova plocha Plocha jednoho  Procento obsazenosti
vrstev (pm?)*103 péru (%)
(pm?)*10°
41,80 = 6,62 147,1 £15,9 4,1 +0,9 51,11 £5,50
30,60 £ 7,20 181,6 £7,7 7,9+22 63,45 £2,70
28,60 + 2,00 190,1 £5,8 6,9+ 0,4 66,34 £2,10

Jednotlivé sloZené fezy analyzovanych vzorkli pomoci CT, mizeme vidét na obrazku €. 38.
S rostoucim poctem vrstev mé rekonstruovany obraz lepsi rozliSeni vnitini porozity a 1épe
odpovida redlnému objemu vzorku. Postupny nartist velikosti pért 1ze pozorovat pii pohledu
z leva doprava. Na obrazku A, reprezentujici 1 tiskovou vrstvu, lze jen nepatrné vidét
tiSténou strukturu a jednotlivé pory. O néco Iépe se to podafilo v ptipad€¢ obrazku B (3
vrstvy), u kterého se podatilo rozlisit pfitomné vnitini pory a to v celém fezu celého vzorku.
U obrazku C (5 vrstev) vidime zvétSeni pori, kde ovSem vzhled fezu pfiliS neodpovida jeho

realné lyofilizované podobé (viz obrazek ¢. 36).
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Obrazek ¢. 38 — Rezy porizené z tomografu pro vzorek 2-B-N.
Kde: A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C— 5 vrstev.

Pti porovnani vysledkl porozity provedené v celém objemu vzorkd, uvedené v tabulce €. 8
je vidét, ze s rostoucim poctem natisknutych vrstev, roste pocet detekovany port v matrici,
aroste i celkovy objem port. Nejvyssi pocet pord, stejné€ jako nejveétsi objem, byl detekovan
u vzorku C (5 vrstev). Tyto informace tak potvrzuji ptedpoklad, Ze s rostoucim poctem

tiskovych vrstev roste jednak pocet vnitinich port i tak i celkovy objem.

Tabulka 8 — CT analyza rezii vzorku 2-B-N pomoci programii DataViewer a CTAn.

Pocet vrstev Podet pori  Objem péra (um?) Procento obsazenosti (%)
1 3851 195,8. 10° 87,82
27991 237,9. 10° 57,41
40778 450,3. 10° 56,59

7.1.2.2 Vzorky pFipravené 7 kralici Zelatiny s oznacenim 2-R-N

w7 ow

Ctvrta sada vzorki z krali¢i Zelatiny (pomér (2:1)) iniciovana NHs, ti§téna s riznym poétem

vrstev (1, 3, 5) pted a po lyofilizaci, je zobrazena na obrazku €. 39.
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Obrazek ¢. 39 — Vytisknuté vzorky 2-R-N (horni fada) a lyofilizované vzorky (spodni Fada),
kde A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C — 5 vrstev.

~vrowv

Pti tisku vzorki s kralic¢i zelatinou se mnohem vyraznéji projevil efekt jeji vyssi viskozity.
S nartistem viskozity dochdzelo mnohem castéji k nahromadéni tiskového materialu
v jednotlivych ¢astech vzorku, a jejich naslednému slinuti. Vysledkem je zcela uzavieny
vnitini prostor modelu na snimku B a C. Pfi porovnani nativnich (horni fada) a
lyofilizovanych (spodni fada) snimk, 1ze nalézt jen nepatrnou shodu. Pti lyofilizaci doslo
zcela ke ztrate rozliSeni tiskovych vrstev, které se nejvice projevilo v ptipad€ vzorku C (5

vrstev).
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Obrazek ¢. 40 - Priklady snimkui rezu jednotlivych vzorkii 2-R-N (porizené pomoci SEM).
Kde: A— 1 vrstva;, B — 3 vrstvy; C — 5 vrstev. Fotografie ma rozmeér 537x571 um.

Pti porovnani SEM snimki je vidét rozdilna velikost i tvar zobrazenych porii. Na snimku B
(3 vrstvy) jsou vidét vyrazné veétsi pory nez u ostatnich vzorkd. VétSinu snimku tvofi
oteviené pory (v misté fezu vzorku) o velikosti 150 mikrometrii a méné. Pti provedeni

analyzy porozity pomoci Image J, jejiz vysledky shrnuje tabulka ¢. 9, vidime, Ze nejvétsi
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primérnou plochu jednoho pdéru maji pory na obrazku C (5 vrstev). Pocet pora byl pro
vSechny 3 zkoumané vzorky témét shodny. Nejvyssi pocet poru byl potvrzen u vzorku B (3
vrstvy). Nejvyssi celkova plocha pora byla potvrzena u vzorku C (5 vrstev), jehoz hodnota

je 10x vetsi nez u piedeslych vzorka.

Tabulka 9 — Analyza snimku ze SEM pomoci programu Image J.

Pocet Podet péri Celkova plocha Plocha jednoho péru Procento
vrstev (um?)* 10° (um?)* 10° obsazenosti (%)
1 24,60 + 1,81 170,1 £ 11,3 18,7+ 11,3 66,92 + 1,60
3 25,80 £ 3,50 1642+ 12,4 21,1 +£13,3 59,13 £ 3,80
5 23,20 £2,50 2747,3 £ 14,5 129,6+ 19,1 66,03 £ 3,50

Pii analyze jednotlivych CT snimk, zobrazenych na obrazku ¢. 41, je vidét, Ze s rostoucim
poctem vrstev ma rekonstruovany obraz lep$i rozliSeni vnitini porozity. Postupny nartst
velikosti péri pozorujeme pii pohledu na obrazky z leva doprava. Na obrazku A,
reprezentujici 1 tiskovou vrstvu, Ize pouze stézi rozlisit redlnou strukturu a jednotlivé pory.
Na obrazku B (3 vrstvy) lze pozorovat zvétSeni vnitinich port a sniZeni jejich poctu. Na
obrazku A jsou velmi dobfe vidét pory v Sirokém zastoupeni tvart a velikosti. U obrazku C
(5 vrstev) naopak vidime zvétSeni port, a navic jeho rekonstruovany tvar odpovida

lyofilizovaném vzorku s viditelnymi makropdry (viz obrdzek €. 41).

Obrazek ¢. 41 — Rezy porizené z tomografu pro vzorek 2-R-N.

Kde: A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C— 5 vrstev.

Pfi porovnani vysledkli porozity v celém objemu vzorki, uvedené v tabulce ¢. 10, bylo
potvrzeno, Ze s rostoucim poctem natisknutych vrstev, roste pocet detekovany pora
v matrici, a tim 1 celkovy objem pori. Nejvyssi pocet pord, stejné jako celkovy objem byl
zjistén u vzorku C (5 vrstev). Tyto informace tak potvrzuji ptredpoklad, Ze s rostoucim

poctem tiskovych vrstev poroste pocet vnitinich port i jejich celkovy objem.
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Tabulka 10 — CT analyza rezui vzorku 2-R-N pomoci programii DataViewer a CTAn.

Pocet vrstev Pocet pori Objem pori (um?) Procento obsazenosti pory (%)
1 7313 152,5.10° 69,24
3 15626 354,5.10° 73,23
5 32890 394,3.10° 58,16

7.1.3 Pomér Zelatiny k DEX-OX 3 ku 1

U tfeti série vzorkl byl pomér Zelatiny k dex-ox zvySen na pomér (3:1), tzn. Ze na 1,5 ml
zelatiny pfipadalo 0,5 ml DEX-OX. Pfipraveny vzorek byl po smichéni preveden do
stiikacky a nasledné umistén do tiskové hlavy 3D tiskarny. Samotny tisk byl proveden az po
10 minutach od zacatku sitovaci reakce (po ptidavku NH3). Vzorek byl tistén na PS misku
o pramér 3,5 cm v rizném poctu vrstev (1, 3, 5). Po vytisknuti byl vzorek vyfocen, zamrazen

a nasledné lyofilizovan.

7.1.3.1 Vzorky pFipravené 7 hovézi Zelatiny s oznacenim 3-B-N

Pété4 sada vzorkl z hovézi Zelatiny (pomér (3:1)) iniciovana NH3, tisténd s riznym poctem

vrstev (1, 3, 5) pted a po lyofilizaci, je zobrazena na obrazku €. 42.

et

Obrazek ¢. 42 — Vytisknuté vzorky 3-B-N (horni Fada) a lyofilizované vzorky (spodni rada),
kde: A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C — 5 vrstev.
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Na obrazku €. 42 je vidét, Ze s rozdilnym poctem vrstev, se vyrazné liSila i jejich vysledna
struktura, ktera spi§ pfipominala hromadu navr$eného materialu. Cim vic vrstev bylo
natiSténo, tim vic dochazelo k jejich slinuti. Vnitini prostor modelu byl zcela uzavien
(nahromadéni materialu). Lyofilizované vzorky (spodni fada) svym tvrem ptfipominaly spiSe

film. Nejvice je to viditelné v ptipad¢ vzorku C (5 vrstev).
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Obrazek ¢. 43 — Priklady snimkii rezii jednotlivych vzorkit 3-B-N (porizené pomoci SEM).
Kde: A— 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C— 5 vrstev. Fotografie ma rozmér 537x571 um.

Na SEM snimku A (1 vrstva) byla potvrzena piitomnost pouze nékolika porti, coz bylo
pravdépodobné zpisobeno vysokym podilem Zelatiny, protoze pii tak vysokém podilu
zelatiny dochézi k jejimu velmi pomalému sitovani. Obdobné tomu bylo i v ptipadé vzorka
B (3 vrstvy) a C (5 vrstev). VEtsSinu snimku tvoii spiSe oteviené pory (v misté fezu vzorku)
o velikosti 100 mikrometrti a méné. Nejvetsi primérna a celkova plocha poru byla potvrzena
u vzorku A (1 vrstva). To miZe byt zpiisobenou nepfesnou analyzou pii rozpoznavani port

v programu /mage J. Pocet porti byl témét shodny u vzorku A (1 vrstva) a B (3 vrstvy).

Tabulka 11 — Analyza snimku ze Sem pomoci programu Image J.

Pocet Podet péri Celkova plocha Plocha jednoho poru Procento
vrstev (um?) * 103 (um?) * 103 obsazenosti (%)
1 9,20 £ 0,50 230,3 £ 6,51 25,3+1,19 80,13+2,2
3 8,80 £ 1,00 90,12 +27,1 9,67 +£2,61 35,99 £ 7,70
5 13,20 + 3,80 168,1 £11,2 17,4 + 4,58 58,67 = 3,90

CT analyza celého objemu vzorkil, které je pfiloZzena na obrazku ¢. 44 ukazala, ze s
rostoucim poctem vrstev ma rekonstruovany obraz lepsi rozliSeni vnitini porozity. Postupny

narast velikosti pérti pozorujeme pii pohledu na obrazky z leva doprava. Na obrazku A,
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reprezentujici 1 tiskovou vrstvu, miizeme vidét vnitini strukturu. U tohoto vzorku obsahuji
naméfend data chybu, zplsobenou ¢asteCnym zkroucenim vzorku (vliv zvysené teploty
uvnitf méfici komory CT). Na obrazku B (3vrstvy) je vnitini struktura mnohem lépe
zobrazena. Miizeme zde velmi dobfe rozlisit pory v Sirokém zastoupeni tvart a velikosti. U

obrazku C (5 vrstev) doSlo k nartstu velikosti porti az makropért, jejichz vzhled tfezu

odpovida lyofilizovaném vzorku (viz obrazek ¢. 44).

Obrazek ¢. 44 — Rezy poiizené z tomografu pro vzorek 3-B-N.
Kde: A— 1 vrstva;, B— 3 vrstvy; C— 5 vrstev.

Pti porovnani vysledkl porozity provedené v celém objemu vzorkd, uvedené v tabulce €. 12
je vidét, Ze s rostoucim poctem natisknutych vrstev, roste pocet detekovany port v matrici,
spolu s jejich celkovym objemem. Nejvyssi pocet porii byl detekovan u vzorku B (3 vrstvy).
Celkovy nejvétsi objem port byl, predevsim diky obsahu velkych makropért, stanoven u

vzorku C (Svrstev).

Tabulka 12 - CT analyza rezii vzorku 3-B-N pomoci programii DataViewer a CTAn.

Pocet vrstev Pocet pori Objem pori (um?) Procento obsazenosti pory (%)
1 785 443.10° 75,27
3 11369 238,5.10° 72,28
5 1306 359,5.10° 81,19

7.1.3.2 Vzorky pFipravené 7 kralici Zelatiny s oznacenim 3-R-N

Sesta sada vzorkt z krali¢i Zelatiny (pomér (3:1)) iniciovana NHs, ti§téna s riznym poétem

vrstev (1, 3, 5) pted a po lyofilizaci, je zobrazena na obrazku €. 45.

69



= A b v/ & 9 > ) IL'; o
Obrazek ¢. 45 — Vytisknuté vzorky 3-R-N (horni Fada) a lyofilizované vzorky (spodni rada),
kde A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C — 5 vrstev.

Jak uz jde na prvni pohled vidét, s rozdilnym poctem vrstev, se pfili§ nelisi vysledna
struktura a spiSe neZ tiskovy model, vzorek pfipomind hromadu navrSené¢ho materilu.
Pticinu tohoto chovani lze s jistotou najit ve vysokém podilu krali¢i zelatiny. Na prvni
pohled je vidét slinuti jednotlivych vrstev. Zcela doslo k uzavieni vnitiniho prostoru modelu
(duisledek nahromadéni materidlu). Pii pokusu pouzit misto tiskové $pic¢ky ve tvaru kénusu,

Spicku ve tvaru jehly, nebylo mozné tiskovy material skrze Spicku protlacit.

U lyofilizovanych vzorkil (spodni fada) I1ze jen velmi tézko najit podobnost se vzorky

nativnimi. Tento jev se nejvice projevil v ptipadé vzorku B (3vrstvy) a C (5 vrstev).

. ﬂ 200 pm , i : ) \ 4 ':. 200pm |
Obrazek ¢. 46 — Priklady snimkii Fezii jednotlivych vzorkii 3-R-N (porizené pomoci SEM).

A —1vrstva; B— 3 vrstvy; C— 5 vrstev. Fotografie ma rozmer 537x571 um.

Na snimcich potizenych ze SEM (viz obrazek €. 46) je vidét rozdil ve velikosti, tvaru i poctu

zobrazenych pért. Na snimku A (1 vrstva) je vidét pouze jediny poér, ktery spliuje definici
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popsanou v teoretické ¢asti. To je zpiisobeno vysokym podilem Zelatiny ve smési, protoze
pfi tak vysokém podilu Zelatiny nemusi dochazet k sitovani v takové mife jako u
predchozich poméri, a pro tisk pouze 1 vrstvy je tento pomér a pouzita Zelatina nevhodny.
U vzorkt B (3 vrstvy) a C (5 vrstev) byla potvrzena pritomnost vétSiho poctu port. VEtsSinu
snimku B a C tvofi oteviené pory (v misté fezu vzorku) o velikosti 150 mikrometrii a méné.
Pti provedeni analyzy porozity pomoci Image J, jejiz vysledky shrnuje tabulka €. 13, vidime,
ze nejvetsi primérnou plochu jednoho pdéru maji pory na obrazku C (5 vrstev), zatimco
nejvetsi celkovou plochu port ma vzorek B (3vrstvy). Pocet porti u vzorku A (1 vrstva) je
mnohem vyssi, nez bychom cekali (viz obrazek ¢. 46). Tento fakt mize byt zpisoben
nepiesnou analyzou pord. Nejvyssi pocet pora spolu s celkovou plochu portt ma vzorek B
(3 vrstvy). Z divodu zptesnéni informaci o porozité¢ vzorku v celém jeho objemu, nikoliv

jen v misté fezu vzorku, byla provedena analyza s vyuzitim CT.

Tabulka 13 — Analyza snimku ze SEM pomoci programu Image J.

Pocet Potet porii Celkova plocha Plocha jednoho poru Procento
vrstev (um?) * 103 (um?) * 103 obsazenosti (%)
1 15,00 £ 2,00 84,87+ 14,8 5,62 £ 0,60 31,38 £ 4,20
2 28,00 +2,00 161,2+7,05 5,88 £0,54 57,60 + 2,60
3 8,40 + 1,90 138,1 £15,0 24,3+ 10,1 48,80 £ 5,10

Z CT rekonstruovanych snimkil zobrazenych na obr €. 47, 1ze piedpokladat, ze s rostoucim
poctem vrstev bude mit rekonstruovany obraz lepsi rozliSeni vnitini porozity. Postupny
nartst velikosti porii pozorujeme pii pohledu na obrazky z leva doprava. Na obrazku ¢. 47
(1 vrstva), miZzeme vidét naznak vnitini struktury. Na obrazku B (3 vrstvy) je vidét vnitini
struktura, spolu s pory v Sirokém zastoupeni tvart a velikosti. U obrazku C (5 vrstev) vidime

mnohem mensi pory.
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Obrdzek ¢. 47 — Rezy porizené z tomografu pro vzorek 3-R-N.

Kde: A— 1 vrstva;, B— 3 vrstvy; C— 5 vrstev.

Rovnéz lze z CT analyzy vidét, Ze s rostoucim poctem natisknutych vrstev, roste jak pocet
detekovany port v matrici, tak i celkovy objem port. Nejvyssi pocet pori s jejich neveétsim
objemem byl detekovan u vzorku C (5 vrstev). Naopak velmi nizky pocet pora byl potvrzen
v pripade€ vzorku A (1 vrstva), coz pii pohledu na SEM snimky neni nijak piekvapivé zjisténi

(viz obrazek €. 46).

Tabulka 14 — CT analyza rezu vzorku 3-R-N pomoci programii DataViewer a CTAn.

Pocet vrstev Pocet pori Objem pori (um?) Procento obsazenosti pory (%)
1 124 20,16. 10° 71,86
3 1902 117,6. 10° 55,92
5 2555 293,2. 10° 68,35

7.2 Materialy pripravené pomoci TEA

TEA (99 %) na rozdil od NH3 (25 %), obsahuje daleko vice aktivnich center, ¢imz je daleko
ucinnéjsi pii sitovani zelatiny. MnoZstvi pfidavané latky bylo stanoveno vypoctem tak, aby
vysledna reak¢éni smés obsahovala stejné mnozstvi aktiva¢niho ¢inidla tak, jako v ptipadé
NHs. Mnozstvi pridaného €inidla TEA, tak vzdy odpovidalo 0,009 ml na 1 ml Zelatiny.
Zacatek gelace sitovaci reakce, pfi které byla pouzita TEA, byl pozorovan jiz kolem 30

vtefin.
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7.2.1 Pomér Zelatiny k DEX-OX 1 ku 1

U sedmé série vzorkli byl pouzit pomér Zelatiny k dex-ox (1:1), tzn. ze na 1 ml Zelatiny
pfipadal 1 ml DEX-OX. Pfipraveny vzorek byl po smichdni pfeveden do stfikacky a
nasledné umistén do tiskové hlavy 3D tiskarny. Samotny tisk byl proveden az po 10
minutach od zacatku sitovaci reakce (po ptidavku TEA). Vzorek byl tistén na PS misku o
pramér 3,5 cm v rizném poctu vrstev (1, 3, 5). Po vytisknuti byl vzorek vyfocen, zamrazen,

lyofilizovén a charakterizovan.

7.2.1.1 Vzorky pFipravené 7 hovézi Zelatiny s oznacenim 1-B-T

Sedmé sada vzorkiti z hovézi zelatiny (pomér (1:1)) iniciovana TEA, tiSténd s riznym

poctem vrstev (1, 3, 5) pted a po lyofilizaci, je zobrazena na obrazku ¢. 48.

- ‘_ _-l-

Obrazek ¢. 48 — Vytisknuté vzorky 1-B-T (horni Fada) a lyofilizované vzorky (spodni rada),
kde: A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy, C — 5 vrstev.

Na obrazku €. 48 je videt porovnani nativnich vzorkt (horni fada) se vzorky lyofilizovanymi
(spodni tada) v zavislosti na rostoucim poctu natisknutych vrstev. Pfi jejich porovnani se
vzorky, u nichZ byla reakce iniciovana pomoci NH3 (viz obrazek €. 30), vidime zietelny
rozdil ve struktufe tiSténého materidlu. Tistény materidl je jakoby vice zrnity, a na prvni
pohled vypadd mnohem stabiln&ji (z pohledu mechanické stability). Pfi tisku vice vrstev,
nedochazelo k takovému slinuti materialu, jako u pfedchozich materialovych sad. Samotny
tisk materidlu byl mnohem jednodusi a komfortné;si, protoze i pies viditelné nezadouci
nartistani materidlu za vystupni Stérbinou koénické Spicky, odpovidaly natisknuté vzorky 3D
modelu se zachovalym vnitinim prostorem modelu. Pfi pokusu eliminovat narastani
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materidlu za vystupni Stérbinou, pouzitim Spicky ve tvaru protdhlé jehly, se nepodatilo
protlacit tiskovy material skrze jehlu vlivem vysoké viskozity materidlu. Pii porovnani
lyofilizovanych vzork (spodni fada) se vzorky nativnimi lze vidét, ze se podatilo zachovat
tiSténou strukturu piipravenych vzorka. I presto vSak doslo ke ztraté rozliseni tiskovych
vrstev stejné tak jako u predchozich materiali. Nejvice se tento efekt projevil u vzorku C

s vys§im poctem vrstev (5 vrstev).

Obrazek ¢. 49 — Priklady snimkii rezii jednotlivych vzorkii 1-B-T (porizené pomoci SEM).
Kde: A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy, C— 5 vrstev. Fotografie ma rozmer 537x571 um.

Na snimcich potizenych ze SEM je patrna rozdilnost ve velikosti i tvaru zobrazenych pora.
Na snimku C (5 vrstev) jsou vidét vyrazné vétsi pory nez u ostatnich vzorkd, kde vzorky A
(1 vrstva) a B (3vrstvy) maji podobné pory (velikost, tvar). VétSinu snimku tvoii oteviené
pory (v misté fezu vzorku) o velikosti 150 mikrometri a méné. Pti provedeni analyzy
porozity pomoci Image J, jejiz vysledky shrnuje tabulka €. 15, vidime, Ze nejvetsi primérnou
plochu jednoho pdru maji pory na obrazku B (3 vrstvy). Pocet porit nedodrzuje trend vyssiho
poctu porti s vysSim poctem tiskovych vrstev. Nejvyssi pocet pord obsahoval vzorek A
(1vrstva). Nejvyssi celkovou plochu pori ma vzorek B (3 vrstvy), coz poukazuje na jev jiz
vidény u poméru 1 ku 1 s aktiva¢nim ¢inidlem NH3 (viz tabulka ¢. 3). Z divodu zpfesnéni
informaci o porozité vzorku v celém jeho objemu, nikoliv jen v misté fezu vzorku, byla

provedena analyza s vyuzitim CT.
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Tabulka 15 — Analyza snimku sady 1-B-T ze SEM pomoci programu Image J sady.

Pocet Podet péri Celkova plocha Plocha jednoho péru Procento
vrstev (um?) * 103 (um?) * 103 obsazenosti (%)
1 26,80 + 1,80 156,0 7,4 5,9+0,51 54,52 £2,70
3 16,20 £ 1,90 192,4 + 6,8 10,1 £ 1,7 67,03 £2,40
5 20,00 £ 2,40 1439+4,4 7,613 50,06 £ 1,50

Pomoci tomografu byla provedena analyza v celém objemu vzorku. Jednotlivé slozené fezy
analyzovanych vzorkli, mizeme vidét na obrazku ¢. 50. S rostoucim poctem vrstev ma
rekonstruovany obraz lepsi rozliSeni vnitini porozity. Postupny narast velikosti pori
pozorujeme pii pohledu na obrazky z leva doprava. Na obrazku A, reprezentujici 1 tiskovou
vrstvu, miizeme slabé vidét strukturu a jednotlivé pory. Na obrazku B (3 vrstvy) je vidét
zvétSeni vnitinich pora a snizeni jejich poctu oproti obrazku A. Velmi dobte jsou vidét pory
ruznych tvara a velikosti. U obrazku C (5 vrstev) lze potvrdit narist velikosti port s jasné

ohrani¢enymi mezerami vnitini ¢asti modelu.

Obrdzek ¢. 50 — Rezy porizené z tomografiu pro vzorek 1-B-T.

Kde: A— 1 vrstva; B— 3 vrstvy; C— 5 vrstev.

Pti porovnani vysledkl porozity stanovené v celém objemu vzorki, uvedené v tabulce €. 16
je vidét, Ze s rostoucim poctem natisknutych vrstev, roste pocet detekovany porti v matrici,
stejné€ jako 1 celkovy objem poril. Nejvyssi pocet port spolu s celkovym objemem péra byl

detekovan u vzorku C (5 vrstev).
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Tabulka 16 - CT analyza rezu vzorku 1-B-T pomoci programii DataViewer a CTAn.

Pocet vrstev Pocet pora Objem péri (um®)  Procento obsazenosti pory (%)
1 3769 88,4. 10° 63,97
3 12645 249,3. 10° 74,72
5 16098 468,8. 10° 70,88

vr v

7.2.1.2 Vzorky pFipravené 7 kralici Zelatiny s oznacenim 1-R-T

Osma sada vzorka z kralici zelatiny (pomér (1:1)) iniciovana TEA, tiSténa s riznym poctem

vrstev (1, 3, 5) pted a po lyofilizaci, je zobrazena na obrazku ¢. 51.

Obrazek ¢. 51 — Vytisknuté vzorky 1-R-T (horni Fada) a lyofilizované vzorky (spodni rada),
kde A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C — 5 vrstev.

Z obrazku €. 51 je vidét zietelna struktura tiSténého materialu (horni fada snimkt). Material
je jakoby vice zrnity, a na prvni pohled vypadd mnohem pevnéji a stabilnéji. I presto je vidét,
ze s rostoucim poctem natisknutych vrstev dochazi ke slinuti materialu, které vSak neni tak
vyrazné, jako u ptredchozich materidlovych sad. Pii tisku tohoto materialu doslo k
¢asteCnému uzavieni vnitinich ¢asti modelu tisknutym materidlem, zptisobenym ziejme
vyssi tuhosti krali¢i Zelatiny. U lyofilizovanych vzorkl (spodni fada) se podaftilo zachovat

puvodni strukturu.
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Obrazek ¢. 52 — Priklady snimkii Fezii jednotlivych vzorkii 1-B-T (porizené pomoci SEM).
Kde: A— 1 vrstva;, B — 3 vrstvy; C — 5 vrstev. Fotografie ma rozmeér 537x571 um.

Na snimcich potizenych ze SEM je patrny rozdil ve velikosti i1 tvaru zobrazenych port. Na
snimku A (1 vrstva) jsou vidét vyrazné vetsi pory nez u ostatnich vzorkd. Druhym v poradi
dle velikosti port je vzorek C ( Svrtsev). Nejmensi viditelné pory byly zjistény u vzorku B
(3 vrstvy). VéEtSinu snimku tvofi oteviené pory s obCasnym vyskytem uzavienych péru
(naptiklad v ptipad¢ vzorku B) o velikosti 150 mikrometrii a méné. Pii provedeni analyzy
porozity pomoci Image J, jejiz vysledky shrnuje tabulka ¢. 17, vidime, Ze nejvétsi primérnou
plochu jednoho poru maji péry vzorku C (5 vrstev). Nejvyssi pocet port obsahoval vzorek
B (3 vrstvy), ktery ma viditelné nejmensi pory a dle analyzy i nejmensi celkovou plochu

porh. Nejvyssi celkovou plochu porth ma vzorek C (5 vrstev).

Tabulka 17 — Analyza snimku sady 1-R-T ze SEM pomoci programu Image J.

Mnozstvi Potet porii Celkova plocha Plocha jednoho poru Procento
vrstev (um?) * 103 (um?) * 103 obsazenosti (%)
1 25,00+ 1,40 1488+ 1,1 59+0,27 51,71 £ 0,40
2 36,60 = 4,40 129,2+7,9 4,3+0,61 47,86 £ 1,60
3 16,80 = 1,50 173,6 £5,2 10,8 +£0,78 65,96 £+ 3,20

Z provedené CT analyzy jednotlivych fezl analyzovanych vzork, zobrazené na obrazku ¢.
53, 1ze potvrdit, Ze s rostoucim poctem vrstev ma rekonstruovany obraz lepsi rozliSeni vnitini
porozity. Postupny nartst velikosti porii pozorujeme pii pohledu na obrazky z leva doprava.
Na obrazku A, reprezentujici 1 tiskovou vrstvu, miZzeme vidét 3D strukturu s jednotlivymi
pory, u kterych je vidét pfitomnost tzv. kruhového defektu pii provedené rekonstrukci
obrazu. Na obrazku B (3vrstvy) zlstaly zachovany vnitini ¢asti tiskového modelu a
detekované pory odpovidaji spiSe t¢ém mensim. U obrazku C (5 vrstev) lze vidét nartist

velikosti detekovanych port.
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Obrdzek ¢. 53 — Rezy poFizené z tomografu pro vzorek 1-R-T.

Kde: A— 1 vrstva;, B— 3 vrstvy; C— 5 vrstev.

Vysledky porozity z CT analyzy, uvedené v tabulce €. 18, naznacuji, Ze s rostoucim poctem
natisknutych vrstev, roste pocet detekovany port v matrici, a roste i celkovy objem pora.

Nejvyssi pocet pora byl detekovéan u vzorku C (5 vrstev).

Tabulka 18 — CT analyza rezu vzorku 1-R-T pomoci programu DataViewer a CTAn.

MnozZstvi vrstev Pocet pori Objem pori (um?) Procento obsazenosti pory (%)
1 7305 73,9.10° 47,28
3 21071 227,7.10° 56,61
5 42631 350,1. 10° 48,05

7.2.2 Pomér Zelatiny k DEX-OX 2 ku 1

U dalsi série vzorkil byl pouzit vyssi pomér Zelatiny k dex-ox (2:1), tzn. Ze na 1 ml Zelatiny
ptipadal 0,5 ml DEX-OX. Pfipraveny vzorek byl po smichani pteveden do stfikacky a
nasledné¢ umistén do tiskové hlavy 3D tiskarny. Samotny tisk byl proveden az po 10
minutach od zacatku sitovaci reakce (po pfidavku TEA). Vzorek byl tistén na PS misku o
primér 3,5 cm v rizném poctu vrstev (1, 3, 5). Po vytisknuti byl vzorek vyfocen, zamrazen

a nasledné lyofilizovan.

7.2.2.1 Vzorky pFipravené 7 hovézi Zelatiny s oznacenim 2-B-T

Devatad sada vzorkil z hovézi Zelatiny (pomér (2:1)) iniciovana TEA, tiSt€nd s rGznym
poctem vrstev (1, 3, 5) pied a po lyofilizaci, je zobrazena na obrazku ¢. 54.
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Obrazek ¢. 54 — Vytisknuté vzorky 2-B-T (horni Fada) a lyofilizované vzorky (spodni rada),
kde: A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy;, C — 5 vrstev.

Na obrazku €. 54 vidime zménu struktury tiSt€éné¢ho materidlu. Tistény materidl plsobi vice
zrnité, a zaroven vice stabilné (z pohledu pevnosti). Pti tisku vice vrstev dochazi ke slinuti
materialu, které sice neni tak vyrazng, jako u piedchozich sad. Tisk tohoto materialu nebyl
vyrazné ovlivnén tzv. zaslepovanim vnitinich prostorli modelu tisknutym materidlem. Pfi
pokusu pouzit $picku ve tvaru jehly, misto jehly koénického tvaru, nedoslo k protlaceni

materidlu skrze jehly vlivem vysoké viskozity a tuhosti materialu.

U lyofilizovanych vzorkl (spodni fada) se podafilo zachovat piivodni strukturu tisknutého
modelu. Nicméné i ptesto zde doslo ke ztraté rozliseni tiskovych vrstev stejné tak jako u sad
pfedchozich. Lyofilizované vzorky byly nasledné roziezdny ve vertikdlnim sméru a

analyzovany pomoci SEM, jehoZ vysledky Ize vidét na obrazku €. 55.

—_— - { S
B T 2 i 7 4 200 pm
B VTN ) 7 . i

Obrazek ¢. 55 — Priklady snimkii Fezii jednotlivych vzorkii 2-B-T (porizené pomoci SEM).
Kde A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C — 5 vrstev. Fotografie ma rozmer 537x571 um.
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Na SEM snimku A (1 vrstva) a B (3 vrstvy) jsou vidét pory oteviené i casteCné uzaviené. U
vzorku C (5 vrstev) pievazuji pory spiSe uzaviené. Velikost pori na vsech snimcich
odpovida velikosti 200 mikrometrti a mén¢. Pti provedeni analyzy porozity pomoci Image
J, jejiz vysledky shrnuje tabulka €. 19, vidime, Ze nejvétsi primérnou plochu jednoho péru
maji péry na obrazku C (5 vrstev). Shodny pocet poru byl potvrzen u vzorku B (3vrstvy) a
C (5 vrstev), pficemz nejvyssi pocet ma vzorek A (1 vrstva). Nejvyssi celkovou plochu, a
plochu jednoho pért méa vzorek C (5 vrstev). Z divodu zpiesnéni informaci o porozité
vzorku v celém jeho objemu, nikoliv jen v misté fezu vzorku, byla provedena analyza

s vyuzitim CT.

Tabulka 19 — Analyza snimku sady 2-B-T ze SEM pomoci programu Image J.

Pocet Potet pori Celkova plocha Plocha jednoho poru Procento
vrstev (um?) * 103 (um?) * 103 obsazenosti (%)
1 29,20+ 4,10 158,4 + 16,6 6,3+1,6 51,91 £ 4,80
3 13,40 £ 0,90 160,6 + 10,1 12,4+1,6 55,24 £ 3,40
5 14,00 + 1,80 184,7 £ 8,56 145+2.8 63,69 £ 3,00

Jednotlivé sloZené tezy analyzovanych vzorki, jsou vidét na obradzku €. 56. S rostoucim
poctem vrstev ma rekonstruovany obraz lepsi rozliSeni vnitini porozity. Postupny narist
velikosti péri pozorujeme pii pohledu na obrazky z leva doprava. Na obrazku A,
reprezentujici 1 tiskovou vrstvu, mizeme vidéet strukturu a jednotlivé pory. Na obrazcich B
(3vrstvy) a C (Svrstev) doslo k zachovani vnitinich pord modelu. Diky dobré rekonstrukci

obrazu je vidét i celkovy tvar, ktery odpovida lyofilizovanym ptredlohdm (viz obrazek ¢. 54).

(0%

Obrdzek ¢. 56 — Rezy porizené z tomografu pro vzorek 2-B-T.
Kde: A— 1 vrstva;, B — 3 vrstvy; C — 5 vrstev.
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Pti porovnani vysledkil porozity v celém objemu vzorkd, uvedené v tabulce €. 20 je vidét,
ze s rostoucim poctem natisknutych vrstev, roste pocet detekovany pord v matrici, a roste i
celkovy objem port. Nejvyssi pocet porid byl detekovan u vzorku B (3 vrstvy), coz je
vysledek, se kterym jsme se setkali jiz dfive. Divodem by mohla byt vyssi distribuce
velikosti pori, kdy se ve vzorku vyskytuji i velmi malé pdry, zkreslujici tento vysledek.

Celkovy nejvétsi objem port byl potvrzen u vzorku C (Svrstev).

Tabulka 20 — CT analyza rezu vzorkii 2-B-T pomoci programu DataViewer a CTAn.

Pocet vrstev Pocet pora Objem pori (um®)  Procento obsazenosti pory (%)
1 5538 121,8. 10° 73,87
3 30345 158,4.10° 40,15
5 21659 461,8. 10° 73,12

7.2.2.2 Vzorky piipravené 7 kralici Zelatiny s oznacenim 2-R-T

V potadi desatd sada vzorktl z krali¢i zelatiny (pomér (2:1)) iniciovana TEA, tisténa

s riznym poctem vrstev (1, 3, 5) pted a po lyofilizaci, je zobrazena na obrazku ¢. 57.

Obrazek ¢. 57 — Vytisknuté vzorky 2-R-T (horni Fada) a lyofilizované vzorky (spodni rada),
kde A — I vrstva; B — 3 vrstvy; C — 5 vrstev.

U nativnich vzorkl (horni fada) je vidét, zietelnd zména struktury tis§téného materialu.
Tistény material je vice zrnity, a na prvni pohled vypada vice stabilné€. Pti tisku vice vrstev
dochazelo ke slinuti, které nebylo vyrazné, jako u pfedchozich sad. Pti tisku tohoto materialu

dochdzelo k zalepeni vnitinich prostoriit modelu tisknutym materidlem. U lyofilizovanych
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vzorkl (spodni fada snimktl) doslo ke ztrate rozliSeni tiskovych vrstev stejné tak jako u sad
ptedchozich. Nejvice se tento efekt projevil u vzorku C (5 vrstev). Lyofilizované vzorky
byly nasledné roziezany ve vertikdlnim sméru a analyzovany pomoci SEM, jehoz vysledky

1ze vidét na obrazku ¢. 58.

bR s o & & .
Obrazek ¢. 58 — Priklady snimku rezii jednotlivych vzorkii 2
Kde: A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C— 5 vrstev. Fotografie md rozmér 537x571 um.

Na snimcich pofizenych ze SEM je vidét, Ze s rostoucim poctem natisknutych vrstev dochazi
k nartstu velikosti pori a zaroven ke snizeni jejich poctu. Velikost pord na v§ech snimcich
lezi v intervalu od 100 do 200 mikrometrd (ve sméru zleva doprava). Nejvétsi primérnou
plochu jednoho poru maji péry na obrazku C (5 vrstev). Rovnéz bylo zjisténo, Ze pocet
detekovanych porii s vy$Sim poctem tiskovych vrstev klesd, pficemz nejvyssi pocet pora byl
zjistén u vzorku A (1 vrstva). Nejvyssi celkovou plochu, a plochu jednoho portt ma vzorek

C (5 vrstev).

Tabulka 21 — Analyza snimku vzorku 2-R-T ze SEM pomoci programu Image J.

Pocet Podet péri Celkova plocha Plocha jednoho poru Procento
vrstev (um?) * 103 (um?) * 103 obsazenosti (%)
1 19,40 + 3,40 169,8+9,5 9.8+1,5 60,61 + 3,50
2 16,20 +£2,20 171,3+ 10,7 119+25 59,02 £ 3,70
3 10,40 + 1,80 185,6 £9,3 23,1+£7.8 64,23 + 3,30

Provedena CT analyza porozity v celém objemu vzorku, které je pfiloZena na obrazku €. 59,
potvrdila, Ze s rostoucim poc¢tem vrstev ma rekonstruovany obraz lepsi rozliSeni vnitini
porozity. Postupny narast velikosti pori pozorujeme pii pohledu na obrazky z leva doprava.

Na obrazcich B (3vrstvy) a C (5vrstev) se podatilo zobrazit vnitini ¢ast modelu.
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Obrazek ¢. 59 — Rezy porizené z tomografu pro vzorek 2-R-T.
Kde: A— 1 vrstva; B— 3 vrstvy; C — 5 vrstev.

Pti porovnani CT vysledkt porozity provedené v celém objemu vzorkt, uvedené v tabulce
¢. 22 je vidét, ze s rostoucim poctem natisknutych vrstev, roste pocet detekovany pora v
matrici, a roste i celkovy objem port. Nejvyssi pocet port a celkovy objem byl detekovan u
vzorku C (5 vrstev), coz je ndmi predpoklédany vysledek. Rozdil ve vysledném poctu pori
mezi vzorky B (3vrstvy) a C (Svrstev) je pomérné nizky, kdy v piedeslych piipadech byl

pocet u vzorku B 1 vyssi.

Tabulka 22 — CT analyza rezu vzorku 2-R-T pomoci programii DataViewer a CTAn.

Pocet vrstev Pocet pori Objem pori (um?) Procento obsazenosti pory (%)
1 5894 109,7. 10° 69,32
3 12074 241,9.10° 66,62
5 12599 550,6. 10° 76,02

7.2.3 Pomér Zelatiny k DEX-OX 3 ku 1

U posledni Sesté série vzorki byl pouzit nejvyssi pomér zelatiny k dex-ox (3:1), tzn. Ze na 1
ml Zelatiny pfipadal 0,5 ml DEX-OX. Pfipraveny vzorek byl po smichani pifeveden do
stiikacky a nasledné umistén do tiskové hlavy 3D tiskarny. Samotny tisk byl proveden aZ po
10 minutach od zacatku sitovaci reakce (po ptidavku TEA). Vzorek byl tistén na PS misku
o primér 3,5 cm v rizném poctu vrstev (1, 3, 5). Po vytisknuti byl vzorek vyfocen, zamrazen

a nasledné lyofilizovan.
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7.2.3.1 Vzorky pFipravené 7 hovézi Zelatiny s oznacenim 3-B-T

Jedenacta sada vzorkli z hovézi Zelatiny (pomér (3:1)) iniciovana TEA, tiSténad s riznym

poctem vrstev (1, 3, 5) pted a po lyofilizaci, je zobrazena na obrazku €. 60.

Obrazek ¢. 60 — Vytisknuté vzorky 3-B-T (horni Fada) a lyofilizované vzorky (spodni Fada),
kde: A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C— 5 vrstev.

Na obrazku ¢. 60 opét je vidét, Ze pii srovnani se vzorky sitované pomoci NHj3 (viz obrazek
¢. 42), vidime zlepSeni zobrazené struktury tiSténého materidlu. TiSt€ny materidl mél
mnohem stabilngjsi strukturu. Pfi tisku vice vrstev dochazelo k mirnému slinuti materialu
nanesenych vrstev, které nebylo tak vyrazné, jako u ptedchozich sad obsahujicich aktiva¢ni
¢inidlo NH3s. Lyofilizované vzorky (spodni fada) si zachovaly pivodni strukturu modelu a
maji podobnost se vzorky v nativnim stavu. RozliSeni jednotlivé tisténych vrstev nezistalo

zachované. Nejvice se tento efekt projevil v piipade vzorku C (5 vrstev).
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Obrazek ¢. 61 — Priklady snimku Fezii jednotlivych vzorkii 3-B-T (porizené pomoci SEM).
Kde: A— 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C — 5 vrstev. Fotografie ma rozmeér 537x571 um.

Na snimcich pofizenych ze SEM jsou vidét rozdily ve velikosti zobrazenych pora. Velikost
port na vsech snimcich odpovida rozsahu hodnot od 100 do 200 mikrometrt (pfi pohledu
zleva doprava). Vysledky analyzy porozity pomoci Image J, jejiz vysledky shrnuje tabulka
¢. 23, potvrdila, ze nejvétsi primérnou plochu jednoho poéru maji péry na obrazku C (5
vrstev). Stejny pocet porit byl detekovan u vzorku A (1 vrstva) a C (5 vrstev). Nejvyssi

celkovou plochu ma vzorek B (3 vrstvy).

Tabulka 23 — Analyza snimku vzorku 3-B-T ze SEM pomoci programu Image J.

Pocet Potet porii Celkova plocha Plocha jednoho poru Procento
vrstev (um?) * 103 (um?) * 103 obsazenosti (%)
1 21,00+ 4,10 139,9+ 11,2 79+1,8 48,05 + 3,80
2 16,60 +2,00 1789+7,8 11,3+13 61,50+2,70
3 21,00 £ 1,30 157,1 £12,8 77,1 £ 1,1 54,94 £ 3,70

Vysledky CT analyzy jednotlivych slozenych fezii analyzovanych vzorki, které mizeme
vidét na obrazku €. 62, potvrzuji postupny nartst velikosti port (pfi pohledu zleva doprava).
Na obréazcich B (3 vrstvy) a C (5 vrstev) je vidét zachovalé zobrazeni vnitinich pori oproti
obrazku A (1 vrstva). Opét je zde patrny rozdil v rekonstrukci obrazkt, kdy obrazek B (3

vrstvy) ma nejlépe zobrazenou strukturu.
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Obrazek ¢. 62 — Rezy porizené z tomografu pro vzorek 3-B-T. Kde:

A — 1 vrstva; B— 3 vrstvy;, C— 5 vrstev.

Pti porovnéni vysledkl porozity provedené pomoci CT, uvedené v tabulce €. 24 je vidét, ze
s rostoucim poctem natisknutych vrstev, roste pocet detekovany pord v matrici, a roste i
celkovy objem port. Nejvyssi pocet port a celkovy objem byl detekovan u vzorku C (5

vrstev), coz je predpokladany vysledek.

Tabulka 24 - CT analyza rezii vzorku 3-B-T pomoci programii DataViewer a CTAn

Pocet vrstev Pocet pora Objem pori (um?) Procento obsazenosti pory (%)
1 4977 67,7.10° 64,38
3 14787 253,1.10° 68,61
5 32381 319,4.10° 53,95

7.2.4 Vzorky pripravené z krali¢i Zelatiny s oznacenim 3-R-T

Dvanacta a posledni sada vzorkl z krali¢i Zelatiny (pomér (3:1)) iniciovana TEA, tiSténa

s riznym poctem vrstev (1, 3, 5) pted a po lyofilizaci, je zobrazena na obrazku ¢. 63.
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Obrazek ¢. 63 — Vytisknuté vzorky 3-R-T (horni Fada) a lyofilizované vzorky (spodni rada),
kde: A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C — 5 vrstev.

Na obrazku ¢. 63 je zachyceno porovnani nativnich (horni fada) a lyofilizovanych (spodni
fada snimkt) vzork v zavislosti na rostoucim poctu natisknutych vrstev. Pti pouziti vyssiho
podilu Zelatiny ve smési je videt, Ze tiStény material ma méné stabilni strukturu. Pfi tisku
vice vrstev dochézelo ke slinuti jednotlivych vrstev materialu. U lyofilizovanych vzorkt
(spodni fada) se podatilo zachovat piivodni tisténou strukturu. Nedoslo k zaplnéni vnitinich
¢asti vzorku hromadénym materidlem, zptisobenym nartstanim profilu za vystupni Stérbinou
Spicky konického tvaru. Lyofilizované vzorky byly nasledné roztezany ve vertikalnim sméru

a analyzovany pomoci SEM, jehoz vysledky lze vidét na obrazku ¢. 64.

4
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Obrazek ¢. 64 — Priklady snimkii Fezu jednotlivych vzorku 3-R-T (porizené pomoci SEM).
Kde: A — 1 vrstva; B — 3 vrstvy; C — 5 vrstev. Fotografie md rozmer 537x571 um.

Na snimcich potizenych ze SEM je vidét, Ze s rostoucim poctem tisténych vrstev dochazi k
narastu velikosti porti a poklesu jejich poctu zachycenych na snimku. Velikost porti na vSech

snimcich lezi v rozmezi hodnot od 100 do 300 mikrometrti (pii pohledu zleva doprava). Pii
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provedeni analyzy porozity pomoci Image J, jejiz vysledky shrnuje tabulka €. 25, vidime, ze
nejveétsi primérnou plochu jednoho péru maji pory na obrazku B (3 vrstvy). Ptiblizné stejny
pocet pori maji vzorky B (3 vrstvy) a C (5 vrstev), zatimco nejvetsi pocet port byl potvrzen

u vzorku A (1 vrstva). Nejvyssi celkova plocha port byla zjisténa u vzorku C (5 vrstev).

Tabulka 25 — Analyza SEM snimkit sady vzorkii 3-R-T pomoci programu Image J.

Pocet Podet péri Celkova plocha Plocha jednoho péru Procento
vrstev (um?) * 103 (um?) * 103 obsazenosti (%)
1 22,60 £ 6,90 154,1+43 10,3 +3,6 53,32 +1,50
2 11,20+ 1,60 159,5+9,6 15,8 +2,7 54,80 + 3,30
3 11,80 + 1,00 168,5+6,3 148+1,5 57,76 + 2,30

Z provedené CT analyzy porozity, zobrazené na obrazku ¢. 65 je vidét, Ze s rostoucim
poctem tisténych vrstev roste i pocet port (pfi pohledu zleva doprava). Na obrazcich B (3
vrstvy) a C (5 vrstev) se podafilo zachovat vnitini strukturu modelu. Opét je zde patrny rozdil

v rekonstrukci obrazkl vlivem zvySujiciho se poctu vrstev.

Obrazek ¢. 65 — Rezy porizené z tomografu pro vzorek 3-B-T. Kde:
A — 1 vrstva; B— 3 vrstvy;, C— 5 vrstev.

Pti porovnani vysledki porozity provedené v celém objemu vzorki, uvedené v tabulce €. 26
je videt, Ze s rostoucim poctem natisknutych vrstev, roste pocet detekovany porti v matrici,
a roste i celkovy objem port. Nejvyssi pocet port a jejich celkovy objem byl detekovan u

vzorku C (5 vrstev), coz je predpokladany vysledek.
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Tabulka 26 — CT analyza rezii vzorkit 3-R-T pomoci programii DataViewer a CTAn.

Pocet vrstev Pocet pori Objem poria (um?) Procento obsazenosti pory (%)
1 2393 87,8.10° 75,69
3 10737 174,3.10° 58,8
5 23023 345,8.10° 58,63

7.3 Zpétné hydratované vzorky

U nejlepsich vzorkl byla provedena jejich rehydratace v DEMI vodé po dobu 1 h pfi
laboratorni teploté. Pii nabobtndni navéazal vzorek Zelatiny cca 0,5 g vody. Po zbobtnéni byl

vzorek znovu analyzovan metodou CT.

7.3.1.1 Vzorky pFipravené z hovézi Zelatiny s oznacenim 2-B-N-H a 2-B-T-H

Lyofilizované vzorky hovézi Zelatinu oznac¢ené 2-B-N a 2-B-T byly znovu hydratovany a
nasledné znovu analyzovany pomoci CT. Vysledky porozity hydratovanych vzorkl byly
poté vzajemné porovnany se vzorky lyofilizovanymi. CT analyza byla provedena v celém
objemu vzorku. Vysledky jednotlivych fezi jsou zobrazeny na obrazku ¢. 66. Struktura
hydratovanych vzorkli se zna¢né lisi od struktury lyofilizovanych vzorkt. I pfesto, Ze
material na sebe navazal cca 0,5 g vody, miizeme vidét zietelné zobrazeni porézni struktury.
Vyhodou méfeni hydratovanych vzorki je, Ze pfi méfeni na CT nedojde vlivem tepla k tak

rychlé destrukci celého vzorku, jako pii jeho analyze ihned po zesitovani.

Obrazek ¢ 66 — Rezy porizené z tomografu pro pomér 2-1 pro hovézi Zelatinu. Pocet
tisknutych vrstev 3. Kde: N — vzorek s NH3; T — vzorek s TEA.
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Pti porovnéni vysledkl porozity provedené v celém objemu vzorkd, uvedené v tabulce €. 27
je vidét znatelny rozdil v poctu port i v jejich celkovém objemu. Nejvyssi pocet portt mél
vzorek pripraveny pomoci NH3z a naopak celkovy objem poéru byl detekovan u vzorku
pripraven¢ho s TEA. Lze piedpokladat, ze aktivacni ¢inidla maji vliv pii zp€tné hydrataci

na pocet a velikost vnitinich port.

Tabulka 27 — CT analyza rezit vzorkit 2-B-N-H a 2-B-T-H pomoci programii DataViewer a

CTAn.
Typ sitovadla Pocet pori Objem pori (um?) Procento obsazenosti pory (%)
N 29883 549.,8. 10° 80,45
T 27009 662.,4. 10° 75,45

7.3.1.2 Vzorky pFipravené 7 kralici Zelatiny s oznacenim 2-R-N-H a 2-R-T-H

Stejnym zpiisobem byly pfipraveny a rehydratovany i1 vzorky obsahuji krali¢i Zelatinu a to

v poméru s dex-ox 2 kul (3 vrstvy).

Pomoci tomografu byla provedena analyza v celém objemu vzorku. Jednotlivé slozené fezy
analyzovanych vzorkil, mizeme vidét na obrdzku ¢. 67. Pfi porovnani hydratované a
lyofilizované struktury vzorkil je vidét zfetelny rozdil v jejich zobrazeni. I piesto, ze

material na sebe navazal cca 0,5 g vody, miizeme vidét zietelné zobrazeni porézni struktury.

Obrdzek ¢. 67 — Rezy porizené z tomografu pro pomér 2-1 pro krdlici Zelatinu. Pocet
tisknutych vrstev 3. Kde: N —vzorek s NH3; T —vzorek s TEA.

Pti porovnani vysledki porozity provedené v celém objemu vzorkd, uvedené v tabulce €. 27
je vidét rozdil v poctu pérti i v jejich celkovém objemu. Nejvyssi pocet port a celkovy objem

mél vzorek ptipraveny pomoci s NHs. Pfi porovnani hydratovanych vzorka krali¢i Zelatiny
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s riznym aktivaénim cinidlem, nebylo potvrzeno, Ze by pouziti rozdilného aktivacniho

¢inidla mélo zasadni vliv na vyslednou porozitu materialu.

Tabulka 28 - CT analyza rezii vzorkut 2-R-N-H a 2-R-T-H pomoct programu DataViewer a
CTAn.

Typ sitovadla Pocet pori) Objem pori (um?) Procento obsazenosti pory (%)

N 33639 263,1. 10° 73,61
T 29365 235.7 10° 69,52

7.4 Diskuze a porovnani vysledkii vSech analyzovanych vzorku

Porovnani vSech ptipravenych materidlovych sad vzorkd umozni celkové zhodnoceni vSech
ziskanych dat a zaroven to pomuze urcit nejlepsi a naopak nejhorsi vzorky, ¢i zjistit trendy,

které pted poc¢atkem experimentu nebyly znami.

7.4.1 Porovnani celkového poctu pori vsech lyofilizovanych vzorki v zavislosti na

poméru Zelatiny a dex-ox

Na grafu €. 1 vidime vSechny vzorky pfipravené v poméru Zelatiny a dex-ox (1:1) s obéma
typy aktivacnich ¢inidel 1 zelatin. Vzorky sitované s NH3 vykazuji ponékud nahodilou
zavislost poctu port s rostoucim poc¢tem vrstev. Rovnéz tyto vysledky ukazaly, ze v ptipadé
hoveézi zelatiny byl zaznamenan 1 vyssi pocet port v matrici. Vyrazné to jde vidét u vzorkl
tisténych ve tiech vrstvach. U vzorkt, které byly naopak ptipraveny pomoci ¢inidla TEA
(zluta a svétle zelena barva sloupce) je vidét, Ze s rostoucim poctem tisténych vrstev, roste
pocet porti ve vzorku a to jak u kralici (svétle zelené sloupce) tak hovézi zelatiny (zIutd barva

sloupce). Vyrazn€ vyssi pocty poru byly detekovany u Zelatiny krali¢i.
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Graf¢. 1— Porovnani poctu vnitrnich porii v zavislosti na poctu tisknutych vrstev pro pomer
Zelatiny a dex-ox (1kul) sitované s cinidly (Kde: N-NH3,T- TEA).

Zavislost poctu poru vzorkl pripravenych v poméru zelatiny a dex-ox (2:1) s obéma typy
aktivacnich ¢inidel i zelatin, je vynesena na grafu ¢. 2. V tomto piipadée Ize potvrdit, ze u
vzorku sitovanych s NH3 1 TEA roste pocet detekovanych porti v matrici s rostoucim poctem
tisténych vrstev. Pii tisku vSech vzorkl pouze v 1 vrstvé, byl potvrzen vyskyt témet stejného
poctu port. Pti zvySeni poc¢tu vrstev z 1 na 3, jde vidét vyrazny narist v poctu pori u vzorku
hovézi zelatiny (Cerveny a oranzovy sloupec). V ptipadé zelatiny krali¢iho ptivodu, tak
vyrazny ndrust v poc¢tu porti zaznamenan nebyl (tmavé a svétle zeleny sloupec). Nejvyssi
pocet poéru v matrici byl potvrzen u sady vzorkl sitovanych s NH; (5 vrstev). U druhého
¢inidla TEA, je naopak vidét jasny pokles poctu péru (svétle zeleny a zluty sloupec). Tento
jev miize byt zptisoben nedostateCnym prositovanim celého objemu vzorku, dodate¢nym

procesem lyofilizace ¢i nevhodné zvolenym pomérem Zelatiny a dex-ox.
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Graf¢. 2 — Porovndni poctu vnitinich porii v zavislosti na poctu tisknutych vrstev pro pomer
zelatiny a dex-ox (2kul) sitované s cinidly (Kde: N-NH3,T- TEA).

Sada vzorkl pfipravenych v poméru Zelatiny k dex-ox (3:1) s obéma typy aktivacnich
¢inidel 1 Zelatin je vynesena v grafu €. 3. Na prvni pohled je zfejmé, ze pocet pora v matrici
u vzorkt sitovanych s NH3 odpovidd maximéln€ hodnoté 2500 a tato hodnota se s rostoucim
poctem vrstev nikterak neméni. Opacény vyvoj v poétu pritomnych poértt v matrici byl
zaznamenan pii po uziti TEA. U téchto vzorkii dochdzi k postupnému nariistu pori
s rostoucim poctem natisknutych vrstev. Zda se tedy, Ze pfi pouziti aktiva¢niho ¢inidla TEA,
bézi sitovaci reakce mnohem rychleji a t€inngji a to ve vSech navrZzenych pomérech Zelatiny
a dex-ox, jejimz vysledkem je dostate¢na porozita. Nejvyssi poCet pord byl zaznamenan u

vzorki s hovézi Zelatinou (Zluty sloupec).
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Graf¢. 3 — Porovnani poctu vnitrnich porii v zavislosti na poctu tisknutych vrstev pro pomer
Zelatiny a dex-ox (3kul) sitované s ¢inidly (Kde: N-NH3,T- TEA).

7.4.2 Porovnani celkového objemu pori vSech lyofilizovanych vzorku v zavislosti na

poméru Zelatiny a dex-ox

Vysledky porovnani celkovému objemu p6ért vzorki pfipravenych v poméru Zelatiny a dex-
ox (1:1) s obéma typy aktivacnich ¢inidel 1 Zelatin jsou vyneseny v grafu €. 4. U vSech
vzorkl je vidét znatelny trend ristu objemu porti v zavislosti na poctu natisténych vrstev.
Vyraznéji je tento riist potvrzen u sady vzorkt Zelatiny sitované s TEA (zluta a svétle zelena

barva sloupce). U vzorkl Zelatiny sitované s NH;3 neni tento trend nikterak vyrazny.
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Graf¢. 4 — Porovnani celkového objemu vnitinich poru v zavislosti na poctu tistenych vrstev
pro pomer zelatiny a dex-ox (lkul) sitované s cinidly (Kde: N-NH3,T- TEA).
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Pti zvySeni poméru Zzelatiny k dex-ox na (2 kul), vyneseném v grafu ¢. 5, Ize pozorovat
postupny riist objemu pora s rostoucim poctem vrstev v matrici u vzorka sitovanych
s aktivacnim ¢inidlem NH3z 1 TEA. Celkovy rist navic zavisi jednak na typu pouzité Zelatiny
ale 1 na aktivacnim c¢inidle. U vzorki tiSténych v maximalné tfech vrstvach dominuji
(velikost objemu port) vzorky s NHs. Pti zvySeni poctu vrstev z 3 na 5 vrstev se situace
zméni a ptimo skokové vzroste objem detekovanych pértt v matrici u ¢inidla TEA ato

v ptipad¢ hoveézi 1 krali¢i zelatiny (svétle zelena a zluta barva sloupce).
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Graf'¢. 5— Porovnani celkového objemu vnitinich porii v zavislosti na poctu tisténych vrstev
pro pomer zelatiny a dex-ox (2kul) sitované s cinidly (Kde: N-NH3,T- TEA).

Pti porovnani zavislosti objemu porii na poctu tisknutych vrstev nejvyssiho poméru
zelatiny k dex-ox (3kul) vyneseném v grafu €. 6, je vidét nariist detekovaného objemu
poru s rostoucim poctem vrstev u vSech vzorkll. Zajimavé je, Ze nami zjistény nizky pocet
p6rt u stejného poméru vzorki (viz graf €. 3), se rovnéz neprojevil 1 nizkou hodnotou
celkového objemu porti (viz graf €. 6).

Graf¢. 6 - Porovnani celkového objemu vnitrnich poru v zavislosti na poctu tisténych vrstev
pro pomer zelatiny a dex-ox (3kul) sitované s cinidly (Kde: N-NH3,T- TEA).
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7.4.3 Porovnani lyofilizovanych a hydratovanych vzorki Zelatiny (poméru 2kul, 3

vrstvy)

Porovnani nejlepSich lyofilizovanych a zpétné hydratovanych vzorka zelatiny (kralici,
hovézi) ptipravené v poméru (2kul), je vyneseno v piilozeném grafu €. 7. Z této zavislosti
je vidét zfetelny rozdil mezi hovézi a krali¢i zelatinou. U vzorkl ptipravenych z hovézi
zelatiny je vidét, ze lyofyilizované a rehydratované vzorky vykazuji stale stejny pocet
detekovanych port. Zcela jina situace panuje u zelatiny krali¢i. U téchto vzorki dochazi
k intenzivnimu nardstu po¢tu pért v hydratované matrici (NH3 i TEA). Tento nartst mize
byt pravdépodobné spojovan se zvétSenim volného objemu, v disledku hydratace

lyofilizovaného vzorku vodou.

m2-B-N-LL ®=2-B-N-H 2-B-T-L 2-B-T-H
m2-R-N-L. ®2-R-N-H 2-R-T-L 2-R-T-H
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2 10000
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Pocet vrstev
Graf ¢. 7: Porovnani poctu vnitinich porii lyofilizovanych a hydratovanych vzorku Zelatiny

k dex-ox (pomer 2kul)s rozdilnym aktivacnim cinidlem (Kde: B-hovezi, R-kralici; N-NH3,T-
TEA; L-lyofilizované, H — Hydratované vzorky).

Kromé poctu port ptitomnych v materidlové matrici, byl u lyofilizovanych a hydratovanych

vzorkli porovnan 1 celkovy objem pért (viz grafu €. 8).
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Graf ¢. 8 — Porovnani poctu vnitinich poru lyofilizovanych a hydratovanych vzorkii zelatiny
k dex-ox (pomeér 2kul)s rozdilnym aktivacnim cinidlem (Kde: B-hovezi, R-kralici; N-NH3,T-
TEA; L-lyofilizované, H — Hydratované vzorky).

Z téchto vysledku je ziejmy zcela opacny trend, nez ktery byl pozorovan v piipad¢ jejich
poctu. Vzorky pfipravené z hovézi Zelatiny vykazuji po hydrataci zietelny nartist celkového
objemu (sloupce v modré barve€). V ptipad€ kralici zelatiny, se do vysledkii celkového
objemu pori proces hydratace nijak nepromitne. Znamena to tedy, ze hydrataci se v piipade
krali¢i zelatiny nezméni jejich celkova plocha, kterou jednotlivé pory zaujimaji v matrici,

zatimco se zvétsi jejich pocet.
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ZAVER

V experimentalni Casti této prace bylo pomoci 3D tiskarny (Bio X, Cellink) piipraveno
celkem 12 sad vzorki (hydrogeli) na bazi sitované zelatiny (metoda Shiffovi baze).
Ptipravené vzorky se liSily typem pouzité Zelatiny (hovézi, kralici), pomérem Zelatiny a
oxidovaného dextranu (1 ku 1, 2 ku 1, 3 ku 1), poctem natiSténych vrstev (1, 3, 5) a typem
aktivacniho ¢inidla (NH3, TEA). VSechny vzorky byly vytistény, nafoceny, zamrazeny,
lyofilizovany a poté charakterizovany pomoci metody (1) SEM a (2) CT.

Metoda Schiffovych bazi je zalozena na chemické reakci mezi molekulami obsahujici
amidovou (NH2) a aldehydovou skupinu (=0), jejimz vysledkem je vznik vazby C=N, tedy
Schiffova baze. K sitovaci reakci byl jako zdroj aldehydické skupiny pouZit oxidovany
dextran a jako zdroj (-NH2) skupiny Zelatina. Sitované vzorky byly pfipraveny postupnym
smichanim vsech 3 slozek (Zelatina, oxidovany dextran a aktiva¢ni ¢inidlo). Samotny tisk
byl proveden az po 10 minutdch od zacatku sitovaci reakce. Jeho realizace byla diky
specifickému materidlu narocnd, zejména na nastaveni tiskovych parametrl, které
odpovidalo tomuto nastaveni (Rychlost tisku 2,0 mm/s; rychlost vytlaovani materialu 1,78
ul/s; teplota v tiskové hlave 35,5 °C). Pii vlastnim tisku dochéazelo pouze k malému zvyseni
rychlosti vytlaCovaného mnoZstvi materidlu (cca 0,3 pl/s), pfedevSim vlivem vysoké
viskozity materidlu. Pravé vysokd viskozita materidlu ptlisobila problémy spojené
s vytlaovanim materialu. Tvar pouzité Spi¢ky (d=0,41 mm) injekéni stiikacky, odpovidal
tvaru kuZzele, ktery se ukdzal jako nevhodny. Na jeho okrajich totiz dochéazelo ke vzniku
vysokych smykovych napéti (vlivem vysoké rychlosti smykové deformace). Materidl tak
nem¢l dostatek casu vyrelaxovat, a proto dochézelo k jeho (1) naristdni za vystupni
Stérbinou, jettingu (naruseni kontinudlniho toku materialu) nebo k die drool tzn. ulpivani
materidlu na vystupni Stérbin€. Pfitomnost vSech téchto jevli zptsobila v nékterych
ptipadech deformaci tvaru ti§tén¢ho vzorku vlivem nahromadéného materialu. Pii pokusu
tento jev eliminovat pouZzitim odliSné vystupni Stérbiny ve tvaru jehly s delsi vystupni sekci,
nedoslo k vytla¢eni materialu skrze navrzenou vystupni §térbinu. Pfi¢inou byla pfili§ vysoka
viskozita materialu, diky které nemél pist tiskarny dostate¢ny vykon k jeho stla¢eni. Proto

byla viskozita materidlu sniZzena, zvySenim poméru Zelatiny k DEX-OX.

Pti porovnani porozity vSech pfipravenych vzorkl v lyofilizovaném stavu bylo zjisténo, Ze
v piipad¢ Zelatiny (krali¢i, hovézi) iniciované pomoci NH3, dochézi k nariistu poctu pora i

jejich objemu, s rostoucim poctem vrstev. Mimo jiné bylo zjiSténo, Ze s rostoucim podilem
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zelatiny ve smési, dochazi k poklesu viskozity, a tedy i k vyraznému poklesu rychlosti
sitovaci reakce. Coz se projevilo celkovou destrukei vzhledu vytiSténych vzorkit (viz
obrazky ¢. 42 a 45), i poctem detekovanych vnitinich péra (viz graf ¢. 3) v matrici
(ptedevsim vzorky tisténé v 1 vrstve). Paradoxné s vysSSim poctem vrstev (3 vrstvy, Svrstev)
tento pokles v objemech porii nepozorujeme. Sady obsahujici aktivaéni ¢inidlo TEA, jevily
daleko stabilngjsi chovani pii tisku i se zvySujicim se pomérem Zzelatiny k DEX-OX.
Vysledné hodnoty porozity potvrdily, ze s rostoucim poctem tisténych vrstev roste i pocet

detekovanych port v matrici i jejich celkovy objem.

Nejvyssi pocet port byl zjistén u sady vzorki s hovézi zelatinou a NH3 (s oznac¢enim 2-B-
N) vytisténého v 5 vrstvach (cca 40 000 pori). V piipadé sady vzorkll pouzivajici ¢inidlo
TEA, byl nejvyssi pocet pori detekovan u vzorku s oznacenim 3-B-T (pomér 3 ku 1) a to
(cca 32 500 pora). U krali¢i zelatiny sitované pomoci NH3, byl nejvyssi pocet pora zjistén
u vzorku s oznacenim 2-R-N (pomér 2 ku 1), jejiz hodnota odpovidala (cca 32 500 port).
V ptipad¢ ¢inidla TEA, byl nejvyssi pocet port zjistén u vzorku (s ozna¢enim 1-R-T) a
jednalo se o (cca 42 500 port). Ze vsSech pfipravenych materidlovych kombinaci lze

konstatovat, ze z hlediska poctu pori, 1ze za nejlepsi pomér oznacit pomér 2 ku 1.

Nejvyssi celkovy objem port byl zjistén u sady vzorkd obsahujici hovézi Zelatinu
s oznac¢enim 2-B-N (pomér 2kul, NH3, 5 vrstev) a odpovidal hodnoté okolo 450 x 109 um3.
Srovnatelny objem po6rti byl potvrzen 1 u vzorku s oznaenim 1-B-T (pomér 1kul, TEA, 5
vrstev) a jeho hodnota odpovidala 470 x 109 um3. V ptipadé¢ sady vzork s krali¢i Zelatinou,
byl vysoky objem pért uren u vzorku s oznacenim 2-R-N (pomér 2kul, NH3, 5 vrstev),
jehoz hodnota odpovidala 390 x 109 um3. O néco vyssi hodnota byla ur¢ena u vzorku
s oznac¢enim 2-R-T (pomér 2kul, TEA, 5 vrstev), ktery obsahoval 550 x 109 um3. Ze vSech
pfipravenych materidlovych kombinaci lze konstatovat, Ze z hlediska objemu pord, I1ze za

nejlepsi pomé&r oznacit pomér 2 ku 1.

Ze vSech 12 materialovych sad byla vybrana nejlepsich kombinace, u které bylo provedeno
jejich rehydratovani v DEMI vodé. Po zbobtnani (vzorek navazal cca 0,5g vody), byl vzorek
znovu analyzovan metodou CT (z pohledu porozity) a porovnan s daty ziskanymi pied
hydrataci. Jednalo se o 2 vzorky hovézi (2-B-N (NH3) a 2-B-T (TEA)) a 2 vzorky kralici
zelatiny (2-R-N (NH3) a 2-R-T (TEA)). Pti porovnani celkového poctu port, bylo zjisténo,
Ze u vzorkil obsahujicich hovézi Zelatinu, vykazovaly lyofilizované a rehydratované vzorky

stale stejny pocet detekovanych poérl, zatimco v pfipadé Zelatiny krali¢i, doslo
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k intenzivnimu nérGstu poctu pori v hydratované matrici (NH3 i TEA). Kromé poctu port
pfitomnych v materidlové matrici, byl u lyofilizovanych a hydratovanych vzorkl porovnan
1 celkovy objem porii. Vzorky piipravené z hovézi zelatiny vykazovaly po hydrataci zietelny
narast celkového objemu, zatimco v piipadé krali¢i Zelatiny, se do vysledki celkového
objemu pora proces hydratace nijak nepromitnul. Hydrataci, se tedy v piipadé krali¢i
zelatiny, nezméni jejich celkova plocha, kterou jednotlivé pory zaujimaly v matrici, ale
zvetsil se jejich pocet.

Na zéklad¢ vSech provedenych experimentli, uvedenych v této préci, lze konstatovat, ze
mezi parametry, které se podili na zméné porozity materialii na bazi zelatiny, lze zafadit typ
zelatiny, pocet tiskovych vrstev, pomér zelatiny a dex-ox i typ aktiva¢niho Ccinidla.
Ptipraveny materidl pfedstavuje velky potencidl v ptipravé bioinku, pfedev§im diky jeho

biokompatibilite, nulové toxicité, i moznosti jeho pouziti pti 3D tisku riznych struktur.
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Graf €. 8 —Porovnani poctu vnitinich pori lyofilizovanych a hydratovanych vzorkl Zelatiny
k dex-ox (pomér 2kul)s rozdilnym aktivaénim ¢inidlem (Kde: B-hovézi, R-krali¢i; N-
NH3,T- TEA; L-lyofilizované, H — Hydratované vzorky). .........cccecceeviiiiiiiiiiiiiniiceeee, 97
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