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ABSTRAKT 

Tato bakalářská práce se zabývá optimalizací tiskových parametrů při 3D tisku mřížek 

z polymerních směsí poly(vinylidenfluorid-trifluoroethylen-chlorotrifluoroethylenu) a 

polykaprolaktonu pomocí pneumatické extruze. Povrchová struktura byla analyzována 

pomocí skenovací elektronové mikroskopie a digitální mikroskopie, zatímco chemická 

analýza byla měřena pomocí infračervené spektroskopie. Z výsledků vyplývá, že zvýšená 

teplota tiskové směsi s rozpouštědlem způsobuje výrazné snížení tvorby pórů vlivem 

rychlého odpaření rozpouštědla. Vysoká porozita povrchu byla pozorována při tisku mřížek 

z roztoků bez zahřívání. Dále byl dokázán vliv nanočástic titaničitanu strontnatého na 

homogenizaci tiskového materiálu. Pomocí konfokální mikroskopie byl sledován vliv 

mřížek s vysokou porozitou na proliferaci myších fibroblastů. Mřížky obsahující póry 

vykazují dobrou míru buněčné proliferace, jež umožňuje potenciální aplikace v tkáňovém 

inženýrství. 

Klíčová slova: 3D tisk, poly(vinylidenfluorid-trifluoroethylen-chlorotrifluoroethylen), 

polykaprolakton, nanočástice, porozita povrchu 

 

ABSTRACT 

This bachelor thesis deals with the optimization of printing parameters during 3D printing 

of grids from polymer mixtures of poly(vinylidene fluoride-trifluoroethylene-

chlorotrifluoroethylene) and polycaprolactone using pneumatic extrusion. The surface 

structure was analyzed using scanning electron microscopy and digital microscopy, while 

the chemical analysis was measured using infrared spectroscopy. The results show that the 

increased temperature of the printing mixture with the solvent causes a significant reduction 

in the formation of pores due to the rapid evaporation of the solvent. High surface porosity 

was observed when grids were printed from solutions without heating. Furthermore, the 

influence of strontium titanate nanoparticles on the homogenization of the printing material 

was proven. Using confocal microscopy, the influence of grids with high porosity on the 

proliferation of mouse fibroblasts was monitored. Grids containing pores show a good rate 

of cell proliferation, which allows potential applications in tissue engineering. 

Keywords: 3D printing, poly(vinylidene fluoride-trifluoroethylene-chlorotrifluoroethylene), 

polycaprolactone, nanoparticles, surface porosity 
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ÚVOD 

Se stále se zlepšující zdravotní péčí dochází k postupnému navýšení průměrné doby života, 

která způsobuje stále vyšší nároky na funkce již opotřebovaných tkání. Případná zranění 

způsobená při nehodách mohou vést k nedokonalému případně neúplnému zotavení 

poškozené tkáně. Tyto problémy se mohou řešit skrze náhradu poškozené tkáně pomocí 

zdravé nepoškozené tkáně od dárců. Transplantace je však problematická kvůli nutnosti 

kompatibility tkáně dárce a pacienta nebo zdlouhavému procesu vlivem seznamu čekatelů 

na transplantaci. V poslední době se stále více dostávají do popředí metody umožňující léčbu 

odlišných typů tkání pomocí scaffoldů vytvořených na míru pro poškozené nebo 

opotřebované tkáně. Jedním z těchto pokrokových vědních oborů je tkáňové inženýrství. 

Podstatným faktorem je také možnost výroby většího množství tkáňových náhrad, jež 

umožňuje 3D tisk. Tvorba optimálních scaffoldů pomocí aditivní výroby je však složitým 

procesem zahrnující řadu faktorů. Samotný tisk navrhnutého modelu vyžaduje nalezení 

parametrů poskytujících reprodukovatelnost celého procesu s požadovanými kvalitami. 

Dále je nezbytné, aby tiskové materiály byly biokompatibilní a biodegradabilní pro dosažení 

účinné léčby. 

Výběr materiálu pro tisk je tedy významným rozhodnutím, neboť přímo ovlivňuje řadu 

mechanických a fyzikálně-chemických vlastností výsledných tkáňových náhrad. Běžně 

využívaným syntetickým materiálem je polykaprolakton, který oproti ostatním syntetickým 

polymerům má zvýšenou míru biokompatibility. Avšak mezi další nadějné syntetické 

polymery patří polyvinylidenfluorid a jeho další varianty. Hlavním důvodem jsou významné 

elektroaktivní vlastnosti poskytující polymeru rozšířené možnosti aplikací. 

Teoretická část se dělí na dvě podkapitoly, kdy první oddíl se věnuje popisu vlastností 

scaffoldů pro požadovanou funkčnost při kontaktu s živou tkání a odlišnými metodami 3D 

tisku s důrazem na extruzní tisk, kterým jsou v praktické časti tisknuty všechny mřížky. 

Druhý oddíl pojednává o různých materiálech využívaných v tkáňovém inženýrství a 

významných vlastnostech elektroaktivních polymerů. 

Praktická část se zaměřuje na popis experimentů zabývajících se vlivem poměru polymerů, 

teploty a způsobu přípravy tiskových směsí na výsledné povrchové vlastnosti tisknutých 

mřížek. Součástí praktické části je dále vyhodnocení velikosti pórů a testy popisující 

buněčnou proliferaci a stabilitu vybraných mřížek. 
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  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 TKÁŇOVÉ INŽENÝRSTVÍ 

Tkáňové inženýrství (TI) je multidisciplinární vědní obor na pomezí biomedicíny zabývající 

se problematikou náhrad poškozených tkáních a případně orgánů. Tkáně se skládají z buněk, 

signálních systémů a extracelulární matrix, které tvoří tři složky triády TI. Extracelulární 

matrix nefunguje pouze jako mezibuněčná výplň, ale také jako místo, ve kterém se nachází 

signální molekuly umožňující komunikaci buněk s okolním prostředím. Triáda TI využívá 

těchto tří stěžejních komponentů při produkci nových tkáňových náhrad. [1–3] S ohledem 

na zaměření této práce budou další podkapitoly věnovány především scaffoldům, jejich 

požadovaným vlastnostem, materiálům a výrobě. 

1.1 Scaffoldy 

Scaffoldy jsou biokompatibilní 2D a 3D konstrukty, které nahrazují extracelulární matrix 

v poškozené oblasti tkáně. Pro buňky jsou tkáňovou náhradou a pomocnou šablonou pro 

jejich uchycení a růst. Důležitými faktory scaffoldů je také nízká toxicita a kontrolovatelná 

biodegradace. Pomocí kontrolovaného rozkládání materiálu na základě vyrobeného 

scaffoldu není nutno později konstrukt chirurgicky vyjímat, jelikož v průběhu začleňování 

do nativní tkáně dochází k jeho naprostému vymizení. Scaffoldy mají různé podoby na 

základě jejich aplikačního účelu. Jedná se například o běžné kožní substituenty při náhradě 

poškozené pokožky vlivem rakoviny nebo nové kostní tkáně v ortopedii. Výhodou je také 

možnost vytvoření individuálních tkáňových náhrad na základě pacientových potřeb díky 

široce dostupným možnostem výroby.  Aspekty, které ovlivňují vlastnosti výsledného 

scaffoldu jsou krom zvolených materiálů také jejich makro-, mikro– a nanoarchitektura. 

Zvolené parametry jsou upravovány podle aktuálních potřeb dané tkáně a specifického místa 

pacientova problému. [4,5] 

1.1.1 Vlastnosti 

Konstrukty v TI musí splňovat kvality, které zajišťují vhodné prostředí pro existenci buněk 

a jejich následný růst. Návrhy scaffoldů proto zohledňují mechanické (tuhost, modul 

pružnosti atd.), fyzikálně-chemické (porozita, biodegradace atd.) a biologické (adheze 

buněk, biokompatibilita atd.) vlastnosti. Ke zlepšení biologické aktivity, která zajišťuje 

interakce mezi scaffoldem a tkání na molekulární úrovní, je možné upravovat velikost, tvar 

a porozitu výsledných produktů. Vyvolání reakce biologického systému, buněčná 

proliferace a diferenciace jsou důležitými bioaktivními parametry napomáhající uchycení 
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scaffoldu a urychlení regenerace tkáně. V uplynulých letech výzkum v oblasti TI dosáhl 

výrazných pokroků z hlediska navrhování nových scaffoldů s vlastnostmi a tvarem téměř 

totožnými jako původní tkáň.  [4] 

Degradabilita 

Kontrolovat kinetiku degradace materiálu v těle a možnost zpomalení tohoto procesu jsou 

při návrhu nových scaffoldů jedním z hlavních problémů. Kinetika degradace významně 

ovlivňuje mechanické vlastnosti materiálu, jelikož dochází k postupnému rozpadu tkáňové 

náhrady pro buňky. V ideálním případě dochází po aplikaci implantátu k neinvazivní reakci 

organismu. Scaffold poté naplňuje funkčnost šablony, která si při postupné degradaci 

materiálu nadále udržuje požadované mechanické vlastnosti. Dále by se tkáňová náhrada po 

splnění svého úkolu měla začít postupně rozpadat až do úplného vymizení z tkáně, kdy nová 

zregenerovaná tkáň zcela implantát nahradí. [6] V praxi dochází k reakci mezi implantátem 

a lidským organismem okamžitě po chirurgickém zákroku. Zahájení odezvy a její průběh je 

především dán reakcí mezi proteiny obsaženými v krevní plazmě, povrchem materiálu a 

produktů tvořících se při degradaci. [7] Proteiny obalují povrch scaffoldu, vytváří zde 

monovrstvu atím zároveň pozměňují povrch. Změnou povrchu nastává přeměna konformace 

absorbovaných proteinů jejímž výsledkem jsou různé kaskádové reakce. [8] Zároveň se při 

degradaci uvolňují produkty do mikroprostředí, které mohou ovlivnit reakci organismu.  

Biokompatabilita 

Při zavedení neznámého objektu do těla lidský organismus reaguje aktivací imunitního 

systému, který se po vyhodnocení možné hrozby daný objekt snaží odstranit. V případě, že 

se organismu tato hrozba nepodaří odstranit, dochází k izolaci, a tudíž neléčivé interakci 

s tkání.  Je tedy stěžejní, aby tkáňové náhrady byly z vhodného materiálu, který neaktivuje 

imunitní reakci organismu, která by vedla k nežádoucím efektům při regeneraci tkáně. 

Termínem biokompatibilita lze popsat vliv biomateriálu na organismus. Oficiální definice 

biokompatibility byla popsána v roce 1987 a zní takto: 

„Schopnost materiálu působit s odpovídající odezvou hostitele v konkrétní aplikaci.“ 

(Williams, 1987). [9] 

Definice tedy spojuje vlastnosti a charakteristiky biomateriálu s požadovanými 

biologickými odezvami v rámci specifického chirurgického zákroku. Část definice 

popisující odpovídající odezvu hostitele se zabývá identifikací možných reakcí tkáně na cizí 
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těleso. Biokompatibilní materiály jsou tedy následně hodnoceny podle velikosti dopadu a 

délky času způsobující nežádoucí změny v homeostatickém prostředí. [10] 

1.1.2 Biomateriály 

Vlivem výzkumných pokroků v mnoha oblastech vědy zabývajících se tkáňovými 

náhradami nastala potřeba sjednocení pojmu biomateriály. První definice byla ustanovena 

na základě shody názorů účastníků konference Evropské společnosti pro biomateriály (ESB) 

a zní: 

„Neživotaschopný materiál používaný v lékařských zařízeních, určený k interakci 

s biologickými systémy.“ (Williams, 1987). 

V oblasti TI jsou rozšířené čtyři typy biomateriálů využívané pro výrobu scaffoldů. Jedná se 

o keramiku, kovy, syntetické polymery a přírodní polymery. Důvodem pro využívání 

různých zmíněných typů látek jsou jejich různorodé vlastnosti a možnosti aplikace.  

Keramika je využívána při léčbách kostních tkání, jelikož se jedná o biokompatibilní 

materiály podporující proliferaci a diferenciaci kostních buněk. [11,12] Dále biokeramické 

konstrukty mají charakteristické mechanické vlastnosti jako je vysoká tuhost, nízká 

pružnost, tvrdost a křehkost. Mezi rozšířené keramické materiály lze zařadit hydroxyapatit 

a fosforečnan vápenatý. 

Kovové scaffoldy se využívají především kvůli svým mechanickým vlastnostem při léčbě 

kostních defektů. [13] Zásadní výhodou kovů, která umožňuje aplikace v ortopedii, je nízká 

biodegradabilita a dobré mechanické vlastnosti oproti ostatním biomateriálům. [14] 

Biodegradabilita kovových tkáňových náhrad se může lišit podle využitého kovu. Zatímco 

implantáty vyrobené z titanu degradují velmi pomalu a mohou tvořit kostní alternativu po 

celý život pacienta, scaffoldy z magnezia degradují značně rychleji. [15] 

Pro náhradu měkkých tkání jsou využívány syntetické a přírodní polymery. [16–18] 

V průběhu let byla vytvořena řada tkáňových náhrad ze syntetických polymerů. Mezi hlavní 

výhody náleží možnosti kontroly kinetiky degradace materiálů, jelikož rychlost rozkladu 

materiálu by v ideálním případě měla odpovídat tempu tvorby nové tkáně. [19] Nevýhodou 

konstruktů ze syntetických polymerů jsou potencionální šance imunitní reakce na 

implantovaný scaffold z důvodu nižší bioaktivity. [20] 

Alternativou pro tvorbu vysoce bioaktivních tkáňových náhrad jsou přírodní polymery. Na 

rozdíl od syntetických polymerů jsou získávány z přírodních zdrojů. Bioaktivní polymery 
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podporují velmi dobrou adhezi a růst buněk v poškozených místech tkáně. Podobně jako 

syntetické polymery umožňují řízenou degradaci materiálu a tvorbu nové extracelulární 

matrix, tkáňové náhrady z přírodních polymerů vykazují podpořené vlastnosti degradace. 

Dále má velká část přírodních polymerů oproti ostatním biomateriálům nízké mechanické 

vlastnosti, které omezují širší využití v medicínské praxi.  [21,22] 

Kombinací syntetických a přírodních polymerů jsou zkoumány nové materiálové kompozice 

pro tkáňové náhrady. Ačkoliv tyto nové materiály vykazují zlepšení mechanických 

vlastností a tím umožňují širší spektrum aplikací, zároveň poukazují na problémy se snižující 

se bioaktivitou a biokompatibilitou.  [23] 

1.1.3 Porozita a topografie povrchu 

Vnitřní struktura a povrch scaffoldů jsou významnými faktory ovlivňující mechanické a 

fyzikálně chemické vlastnosti materiálu. Ačkoliv velikost a hustota pórů mají pozitivní vliv 

na transport látek a buněčnou proliferaci, je nutné podotknout, že se zvyšující se porozitou 

dochází ke snižování mechanických vlastností. Následkem může být zničení tkáňové 

náhrady způsobené nepřiměřenou degradací materiálu vlivem nedostatečné tuhosti. Úpravou 

velikosti a tvaru pórů je možné kontrolovat rychlost degradace scaffoldu.  Porozita a velikost 

pórů jsou tudíž nezanedbatelnými parametry pro aplikační účely tkáňové náhrady. 

Vzájemným propojením vnitřní struktury pórů lze ovlivnit difuzi živin, kyslíku a odpadních 

látek. Porozita má vliv na směr migrace a růst buněk, které regenerují poškozenou 

organickou strukturu. Pomocí pórů dochází také k lepší stabilizaci a omezení pohybu mezi 

implantovaným konstruktem a okolní tkání.  [24,25] 

Struktura povrchu patří ke klíčovým parametrům scaffoldů, jelikož může významně 

podporovat biokompatibilitu materiálu. Pomocí funkčních skupin, které lze navázat na 

povrch tkáňové náhrady, dochází k chemické povrchové modifikaci. Tyto funkční skupiny 

na povrchu scaffodu následně usnadňují kombinaci různých typů materiálů. Tímto 

způsobem jsou navázány polymery, bioaktivní materiály nebo také nanočástice. Efektivní 

proliferace a adheze buněk probíhá na hydrofilních površích. [26] Mezi rozšířené metody 

úpravy povrchu patří coating želatinou, která je tvořena přírodním polymerem kolagenem 

využívaným kvůli výhodným biokompatibilním a biodegradabilním vlastnostem. Následné 

vyhodnocení hydrofility nového povrchu je měřeno technikou kontaktního úhlu. Měření 

bývají prováděna z několika odlišných směrů tkáňové náhrady pro určení hydrofility celého 

implantátu. [25] 
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Metod úprav scaffoldů pro získání potřebné strukturované topografie a porozity je značné 

množství. Mezi používané způsoby lze zařadit metodu fázové separace, která je využívána 

pro jednoduchost a nenáročnost celého děje. Proces se skládá z rozpouštění polymeru 

v rozpouštědle a následnou fázovou separací vlivem změny teploty nebo přidáním 

„špatného“ rozpouštědla. Polymerní směs je nestabilní a dochází k rozdělení na dvě fáze. 

První fáze je tvořena polymerní směsí, zatímco druhá fáze obsahuje „špatné“ rozpouštědlo. 

Rozpouštědla je poté možné odstranit pomocí vody nebo odpařováním a ze vzniklé fáze, 

která je bohatá na polymer vzniká strukturovaný produkt, který může být dále využit jako 

scaffold.  [27] 

Pro výpočet porozity a velikosti pórů existují různé softwary, metody a vybavení. 

K vyhodnocení propojenosti a velikosti pórů v celém objemu tkáňové náhrady lze využít 

rentgenovou mikrotomografii. Naměřená data lze zobrazit jako 3D model objektu, který lze 

také znázornit jako 2D obraz ve zvolené časti objemu scaffoldu. [28] K posouzení 

homogenity porozity ve vybraném řezu lze aplikovat metodu analýzy skenovacím 

elektronovým mikroskopem (SEM). Snímky ze SEM jsou následně analyzovány např. v 

programu ImageJ, který je v praxi využíván při zkoumání medicínských snímků. [24] 

1.1.4 Výroba 

Široké možnosti aplikace tkáňových náhrad vytvářejí nové požadavky a možnosti inovace 

pro stávající výrobní procesy. Užitím různých postupů lze dosáhnout odlišných vlastností u 

konstruktů, které mohou mít vliv na biokompatibilitu a mechanické vlastnosti.. Mezi nadějné 

způsoby výroby, které umožňují dosáhnout vysoké úrovně přesnosti a důrazu na strukturu 

patří rozvíjející se technologie 3D tisku. [29] Při vytváření nové tkáňové náhrady pomocí 

technologie 3D tisku je nejprve potřeba vytvořit model objektu pomocí CAD (počítačem 

podporovaný design), který je poté konvertován do jednotlivých řezů. Samotný tisk je poté 

prováděn vrstvou po vrstvě, kdy vytvrzování tiskové směsi se liší podle využité metody 

tisku. Pomocí postupného přidávání vrstev pro dosažení výsledného produktu získal 3D tisk 

také název aditivní výroba. [30] V TI je 3D tisk široce využíván pro vytváření zejména 

kostních náhrad. [31] 

Stereolitografie 

 

Technika založená na principu ozařování pryskyřice pomocí UV záření. Laserem osvětlená 

část tekuté pryskyřice prostřednictvím mechanismu fotopolymerace postupně síťuje a 

přeměňuje se na pevný materiál. Výsledný objekt je tvořen vrstvu po vrstvě pohybem 
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platformy směry nahoru a dolů. Stereolitografie umožňuje v oblasti TI vytvářet mimořádně 

komplexní konstrukty s rozlišením až 10 μm u požadovaných detailů. [32] Optimalizací 

intenzity laseru, osvětlování pryskyřice nebo skenovací rychlosti lze dosáhnout zlepšení 

přesnosti výsledných produktů. [33,34]  

Selektivní laserové spékání 

 

Mezi další rozvíjející se aplikace 3D tisku biomateriálů patří selektivní laserové spékání 

(SLS). Proces funguje na principu slučování práškových polymerů, kovů nebo keramiky 

výkonným laserovým paprskem. Prášek je postupně nanášen stlačovacím pístem ze zásobní 

části do tisknoucího prostoru podle nastaveného množství. Následně je provedeno 

rovnoměrné rozprostření směsi po platformě. Předehřátím plochy je možno dosáhnout 

nižších požadavků na výkon laseru a tím urychlení tisknoucího procesu. Rozprostřené 

částice prášku jsou poté pomocí laseru natavovány v požadovaných bodech pro utvoření 

vrstvy. Po dokončení první vrstvy dochází ke snížení pístu na úroveň výšky vytištěné vrstvy 

a dochází k doplnění dalšího množství prášku pro vytvoření další vrstvy. Vytištěné produkty 

pomocí SLS jsou porézní a tím vhodné pro využití v TI pro sledování buněčné aktivity. 

[34,35] 

Metody 3D tisku založené na extruzi 

 

Extruzní 3D tisk je proces založený na vytlačování tiskového materiálu skrz jehly nebo 

trysky na podložku. Tiskový materiál je předem připraven a přenesen do nádoby, která je 

dále umístěna a stabilizována v tiskové hlavě. Vzhledem k technologickým pokrokům v 

oblasti 3D tisku existují různé typy hlav, pomocí kterých lze provést odlišné metody 

extruzního tisku. Hlavu pro metodu fused deposition modeling je možné zahřívat na teploty 

umožňující roztavení tiskové směsi. Pomocí pneumatického pístu je materiál vytlačován 

tryskou nebo jehlou na podložku podle vytvořeného modelu vrstvu po vrstvě a nastavených 

tiskových parametrů. [36] Další metodou tisku trojrozměrných objektů je direct ink writing 

(DIW). Hlavním faktorem při DIW jsou reologické vlastnosti tiskové směsi. Nastavení 

parametrů vytlačovacího tlaku, rychlosti tisku, typu modelu konstruktu, teploty hlavice při 

zahřívání a výběrem trysky nebo jehly je nutné optimalizovat pro získání požadovaných 

výsledků tisku. Například při zvýšení tlaku dochází k vytlačování většího objemu tiskové 

směsi, která však zvýšením rychlosti přesunu jehly nebo trysky po tiskové ploše umožňuje 

ztenčení stěn vytisknutého materiálu.  [37] 
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2 SYNTETICKÉ POLYMERY 

Se stále rostoucími nároky na mechanické vlastnosti a kontrolu degradability materiálu úzce 

spojenou se změnou struktury tkáňových náhrad v čase se v odvětví regenerativní medicíny 

stále více využívají syntetické polymery. Syntetické polymery mají dobré mechanické 

vlastnosti, avšak často také vykazují nižší bioaktivitu, která je při přípravě tkáňových náhrad 

nezanedbatelná. Úpravami funkčních skupin nebo molekulové hmotnosti polymerních 

řetězců lze predikovat změnu charakteristik materiálu a tím dále ovlivňovat rychlost rozpadu 

konstruktu. Hlavním důvodem kontroly kinetiky rozkladu je degradace scaffoldů pomocí 

hydrolýzy, která formuje kyselé prostředí v okolí implantované části konstruktu. Výsledkem 

je následné odumření tkáně a potřeba chirurgického odstranění poškozeného implantátu. 

Pomocí modifikací syntetických polymerů a metod 3D tisku je však možné dosáhnout 

komplexních struktur s požadovanými bioaktivními kvalitami. [38,39] 

2.1 Polykaprolakton 

V oblasti TI je využíváno široké množství syntetických polymerů. Polykaprolakton (PCL) 

je uměle vytvořená makromolekulární látka s vysokým stupněm krystalinity. Základem pro 

produkci PCL je ε-kaprolakton, který je získáván zpracováním fosilního uhlíku. 

Polymerizace probíhá otevíráním kruhového řetězce ε-kaprolaktonu, ze kterého pak vzniká 

alifatický polyesterový polymer (Obr. 1). [40] PCL je vhodným materiálem při produkci 3D 

tkáňových náhrad s vysokou mírou porozity. [41] Výhodou jsou rozšířené možnosti 

medicínských aplikací, kdy kombinací PCL s dalšími polymery byly vyrobeny scaffoldy pro 

náhradu kostní, vaskulární a nervové tkáně. [42–44] Dále je PCL krom tkáňových náhrad 

také využíváno při transportu léčiv.  

 

Obr. 1 – Chemická struktura polykaprolaktonu [45] 
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[45]Při výrobě scaffoldů v TI je využívána řada metod. Mezi nejčastěji využívané metody 

pro zpracování PCL patří formování taveniny, roztokové odlévání, luhování a tvorba pěn. 

[46–48] Biodegradabilní alifatické polyestery, mezi které PCL patří, umožňují řízený rozpad 

obalového materiálu s lékem vedoucí k předvídatelnému uvolňování a rozpuštění léčivé 

látky v organismu. [49] 

Struktury z PCL jsou poměrně ohebné a pevné díky nízké teplotě tání (59-64 °C) a teplotě 

skelného přechodu (-60 °C). Další významnou výhodou PCL jsou možnosti kombinací 

s dalšími polymery pro zlepšení celkové bioaktivity a mechanických vlastností vzniklých 

kompozitů. [50] Podstatným faktorem ovlivňující vlastnosti konstruktů z PCL je proces 

degradace, který je poměrně pomalý (2-3 roky), jelikož je ovlivněn hydrofobními a 

krystalickými vlastnostmi materiálu. Rozklad ve vodném prostředí je způsoben hydrolýzou 

esterových funkčních skupin a samotný rozklad lze dále dělit na tři typy: [51] 

Povrchová eroze 

 

Implantovaný materiál je postupně přeměňován pouze na povrchu, jelikož množství vody, 

která reaguje společně s esterovými skupinami, neproniká skrz celý polymer. Výsledkem je 

následné vnější ztenčování materiálu vlivem volného difundování odbouraných monomerů 

a oligomerů z obalové vrstvy implantátu. [51,52] 

Objemová degradace 

 

Další typ degradace nastává, pokud voda proniká do objemu celého implantátu, kdy dochází 

k rozkladu povrchu a také vnitřních částí struktury. Difúzí odštěpených monomerů a 

oligomerů z vnitřních a vnějších částí materiálu dochází k dosažení rovnováhy, která vede 

k rovnoměrnému rozkladu na povrchu i ve vnitřní části konstruktu. [51] 

Objemová degradace s autokatalýzou 

 

Důležitým faktorem při objemové degradaci je umožnění difundování monomerních a 

oligomerních skupin vnitřních částí materiálu, jelikož v případě porušení rovnováhy dochází 

k tvorbě interní autokatalýzy. Vnější část se stále stabilně rozpadá, avšak vnitřní část je 

vlivem hromadění karboxylových skupin přeměněna na kyselé prostředí, které kinetiku 

rozkladu urychlují. Výsledkem je vytvoření duté struktury, která může uvolněním kyselých 

vedlejších produktů způsobit zánětlivou reakci organismu. [51,53] 
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Grafické znázornění rozpadu materiálu při odlišných typech degradace lze vidět na Obr. 2. 

 

Obr. 2 – a) Povrchová eroze, b) Objemová degradace, c) objemová degradace s 

autokatalýzou 

 

2.2 Elektroaktivní polymery 

Mezi syntetické polymery lze také zařadit nově zkoumané a aplikačně nadějné polymery se 

schopnostmi dočasně nebo permanentně měnit tvar a vlastnosti na základě reakce na vnější 

stimulace. Materiál může tedy ovlivňovat řada fyzikálních jevů, které na něj působí 

magnetickým, optickým, tepelným, chemickým nebo elektrickým polem. V důsledku 

zdokonalování reakce materiálu na elektrické stimulace se do popředí dostávají 

elektroaktivní polymery (EAP), které umožnují vlivem elektrické excitace měnit strukturu 

materiálu. Některé EAP také prokazují schopnost vyvolávat elektrickou odpověď na základě 

mechanického namáhání. Většina dosavadních sestrojených přístrojů určená k posuvným 

akcím jsou tvořena komplexními komponenty, které by mohly být nahrazeny EAP pro 

zlepšení energetické náročnosti, velikosti a váhy pohybového aparátu. Vzhledem 

k aktivačnímu mechanismu lze EAP rozdělit na elektronické (polem aktivované) a iontové 

typy. [54] Před popisem samotných typů EAP je však nutné popsat jevy, které mohou nastat 

při aktivaci materiálu. 
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Přímý a vratný piezoelektrický jev 

Při působení tlaku na materiál, který vytváří elektrický náboj nebo napětí se jedná o přímý 

piezoelektrický jev, který byl objeven v roce 1880 bratry Curie, kteří testovali křemenný 

krystal. Pokud při vystavení látky elektrickému poli dochází k proporcionální deformaci je 

tento děj označován za vratný piezoelektrický jev. Po odstranění vlivu elektrického pole je 

materiál navrácen do původního tvaru [55] 

Pyroelektrický jev 

Vlivem změny teploty dochází k tvorbě elektrického náboje u určitých materiálů, mezi které 

lze zařadit piezoelektrické látky s necentrosymetrickou chemickou strukturou. Výsledný 

náboj je ovlivněn změnou spontánní polarizace. [56,57] 

Elektrostrikce 

Podobně jako u piezoelektrického jevu je materiál vystaven elektrickému poli, které 

způsobuje deformaci předmětu. Rozdílem však je nezávislost změny tvaru na směr 

působícího elektrického pole, jelikož se elektrostrikční materiály vždy deformují pouze 

v jednom směru. Dále je změna deformace kvadratickou funkcí intenzity působícího 

elektrického pole, kdy u piezoelektrického jevu se jedná o lineární funkci. [58] 

2.2.1 Elektronické EAP 

Změna tvaru je způsobena coulombickými silami, které vytvářejí elektrické pole mezi 

elektrodami. Při vložení polymeru ve formě tenké vrstvy mezi elektrody nastává deformace. 

Velikost deformace závisí na vlastnostech tenké vrstvy, kdy feroelektrické látky 

s piezoelektrický jevem vykazují poměrně nízkou deformaci, zatímco látky s elektrostrikcí 

mohou dosahovat výrazně větších deformací. [59,60] Pro aktivaci materiálu je však nutné 

použití vysoké hodnoty napětí, kvůli nízkým hodnotám relativní permitivity (pod hodnotou 

10). Relativní permitivita je proto zvyšována tvorbou kompozitních materiálů. Mezi takové 

řešení patří například vytvoření vrstvy o požadované tloušťce, která je seskládána z několika 

tenkých vrstev EAP materiálů. Další významnou vlastností elektronických EAP je možnost 

aktivace deformace ve vzdušném prostředí, která je umožněna vyšší hodnotou energetické 

hustoty. [55] 
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Feroelektrické polymery 

Jev, při kterém materiály vykazují vytvoření elektrického dipólového momentu 

v nepřítomnosti vnějšího elektrického pole se nazývá spontánní polarizace. [61] Dipóly 

v případě dielektrika vznikají za podmínky využití vnějšího elektrického pole, kdy náboje, 

které mají přibližně stejnou hodnotu jsou přitahovány k opačně nabitým elektrodám tvořící 

elektrické pole. Směr polarizace feroelektrických materiálů je však při využití vnějšího 

elektrického pole obrácen. Spontánní polarizace také úzce souvisí s tepelnými změnami 

materiálu, jelikož ze zvyšující se teplotou dochází postupnému poklesu polarizace. Pro 

feroelektrické materiály jsou tedy charakteristické dvě fáze, které mezi sebou dělí kritická 

teplota nazývána Curieova teplota. Feroelektrická fáze se vyskytuje při teplotách 

pohybujících se pod kritickou teplotou, zatímco vyšší teploty způsobují přechod do 

paraelektrické fáze, kdy feroelektrické vlastnosti zcela zanikají. [62] Feroelektrické 

materiály jsou současně také pyroelektrické a piezoelektrické. [63] Aplikačně se nejvíce 

využívá polyvinylidenfluorid (PVDF), jelikož při pokojové teplotě vykazuje ze všech 

feroelektrických polymerů největší elektromechanickou aktivitu. Dále je PVDF využíváno 

při výrobě kopolymerů poly(vinilidenflorid-trifluorethylenu) P(VDF-TrFE), které vykazují 

vyšší míru deformace ovlivněnou zavedením objemné skupiny trifluorethylenu do 

polymerního řetězce. [64] 

2.2.2 Iontové EAP 

Pomocí difuze nebo pohybu iontů nastává deformace materiálů. Pro tyto polymerní látky je 

tedy nutné se vyskytovat ve vlhkých prostředích nebo pevných elektrolytech, které obsahují 

právě potřebné ionty. Při použití elektrického pole dochází k přesunu iontů k příslušným 

elektrodám. [65,66] Mezi aplikačně nejrozšířenější iontové EAP lze zařadit iontové 

polymer-kovové kompozity (Ionic Polymer-Metal Composites IPMC), které se využívají 

v robotickém a vesmírném průmyslu. [67,68] Tenká vrstva polymeru je potažena kovem na 

obou stranách a následně vystavena nízkým hodnotám napětí, které vytvářejí elektrické pole 

působící na IMPC (>10 V). Tím se materiál postupně ohýbá, jelikož kationty, které na sebe 

vážou rozpouštědlo se postupně přemisťují ke katodě, zatímco anionty setrvávají na místě. 

[69,70] Nevýhodou iontových polymerů je však pomalá rychlost aktivace v rozsahu desítek 

sekund a nestálost posunutí při použití stejnosměrného proudu. [55] Obr. 3 znázorňuje 

graficky proces, při kterém dochází k ohebné deformaci IPMC. [71] 
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Obr. 3 – Proces ohebné deformace IPMC a) Elektrické pole je vypnuté, b) elektrické pole 

je zapnuté 

2.2.3 Poly(vinylidenfluorid) 

Jednou z hlavních vlastností feroelektrických polymerů je piezoelektrický jev. Heiji Kawai 

objevil v roce 1969 piezoelektrické vlastnosti u filmů připravených z 

poly(vinylidenfluoridu) (PVDF). V porovnání s ostatními zkoumanými polymerními vzorky 

však byla piezoelektricita větší. [72] PVDF je semikrystalický polymer s opakující se 

stavební jednotkou (CH2 – CF2), který je tvořen amorfní a krystalickou částí, která může 

přecházet do minimálního počtu čtyř odlišných krystalických fází. Tyto fáze se dělí na alfa, 

beta, gama a delta, které se chemicky uspořádávají podle vazeb do charakteristických 

konformací. Alfa fáze má konformaci typu trans-gauche-trans-gauche (TGTG), beta fáze 

typu trans-trans-trans-trans (TTTT), gamma a delta fáze typu trans-trans-trans-gauche-trans-

trans-trans-gauche (TTTGTTTG). [73,74] Grafické znázornění konformací popisuje Obr. 4. 

Elektronegativními vlastnostmi fluoru, který výrazně převyšuje hodnoty uhlíku a vodíku 

dochází k tvorbě dipólových momentů v řetězcích PVDF. Alfa fáze, která se skládá do 

TGTG konformace způsobuje nulový dipólový moment, jelikož atomy fluoru jsou naproti 

sobě a navzájem se vyrušují. Zatímco beta fáze se skládá do TTTT konformace a atomy 

fluoru jsou v paralelním uspořádání, které je odpovědné za největší hodnotu dipólového 

momentu. [75] PVDF je využíváno při výrobě senzorů, nanogenerátorů nebo technologií na 

přeměnu energie. [76] 
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Obr. 4 – Konformace alfa, beta a gama krystalické fáze PVDF 

 

2.2.4 Poly(vinylidenfluorid-trifluorethylen-chlortrifluorethylen) 

Využitím kopolymeru poly(vinylidenfluorid-trifluorethylen) [P(VDF-TrFE)] jako 

prepolymeru pro kopolymeraci s monomerem chlortrifluorethylenem (CTFE) lze dosáhnout 

tvorby terpolymeru poly(vinylidenfluorid-trifluorethylen-chlortrifluorethylen) [P(VDF-

TrFE-CTFE)]. Přidáním CTFE monomeru dochází k vytváření ojedinělých nano-krystalů, 

které vytvářejí defekty způsobující změnu konformace z paralelní trans-trans na střídavou 

trans-gauche konformaci. Dlouhé rovinné řetězce jsou tak v určitých místech narušeny 

gauche konformací pozměňující síly, kterými na sebe krystalické struktury vzájemně působí. 

Výsledná struktura P(VDF-TrFE-CTFE) tedy vykazuje větší hodnoty elektrostrikce než 

připravené kopolymery s odlišnými objemnými skupinami v řetězci, jelikož vlivem 

strukturní přeměny krystalických fází dochází k nahodilejším výsledným směrům 

dipólových momentů. [77,78] 

2.2.5 Využití PVDF v tkáňovém inženýrství 

Výhodné piezoelektrické vlastnosti PVDF umožňují široké rozmezí aplikací v oblasti TI. 

Tyto vlastnosti mohou být dále vylepšeny zvětšením zastoupení krystalické beta fáze. Toho 

lze docílit při využití techniky elektrospinningu, která umožňuje natahování materiálu 

v elektrickém poli. Výsledný materiál následně obsahuje zvětšený podíl beta fáze vlivem 

většího zarovnání polymerního řetězce. Při mechanické deformaci dochází k produkci 
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elektrického náboje, který umožňuje stimulaci při opravě poškozené tkáně, jelikož 

podporuje proliferaci a adhezi buněk. Mezi rozšířené aplikace v TI s využitím PVDF a 

kopolymerů PVDF patří oprava kostních defektů pomocí trojrozměrných scaffoldů. [79] 

Dalšími nadějnými odvětvími TI zabývající se léčbou poškozených tkáních jsou srdeční, 

nervové a svalové inženýrství. [80,81] 
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  PRAKTICKÁ ČÁST 
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3 MATERIÁLY A METODY 

3.1 Použité materiály chemikálie 

Práce je založena na kombinaci syntetických polymerů PCL a P(VDF-TrFE-CTFE) pro 

dosažení takové tiskové směsi, která je reprodukovatelně tisknutelná do požadovaných 

tvarů. V této práci je polymer P(VDF-TrFE-CTFE) označován pod názvem tPVDF. 

V této práci byl použit PCL ve formě bílých vloček od firmy Corbion pod obchodním 

názvem PURASORB® PC 12. Elektroaktivní polymer tPVDF je využíván ve formě bílého 

prášku od firmy Arkema Piezotech pod obchodním názvem PIEZOTECH® RT-TS. 

Výrobce dále uvádí obsah monomerních částí terpolymeru: 

• VDF – 60,9 mol % 

• TrFE – 30,7 mol % 

• CTFE – 8,5 mol % 

Pro společné rozpuštění obou syntetických polymerů při přípravě tiskových směsí bylo 

použito rozpouštědlo N,N-Dimethylformamid (DMF) od firmy Sigma-Aldrich. s čistotou 

99,8 %.  

K přípravě fyziologického roztoku, pro sledování stability vybraných tištěných mřížek, byl 

použit bílý prášek od společnosti Sigma-Aldrich s obchodním názvem Dulbecco′s Phosphate 

Buffered Saline pro přípravu fosfátem pufrovaného solného roztoku (PBS).  

K dosažní zvýšení mísitelnosti polymerů ve formě blendů byly využity částice titaničitanu 

strontnatého (SrTiO3) ve formě bílého prášku s čistotou 99 % od firmy Sigma-Aldrich. 

K buněčným testům byly využity myší embryonální fibroblasty (ATCC CRL-1658 

NIH/3T3, USA) a kultivační médium obsahující Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

(PAA Laboratories GmbH, Rakousko), telecí sérum (BioSera, Francie). Kultivační směs 

dále obsahovala antibiotika Penicillin/Streptomycin (GE Healthcare HyClone, Velká 

británie) s koncentrací 100 μg/ml. 
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3.2 Příprava roztoků 

3.2.1 Tiskové směsi 

Roztoky byly připraveny rozpuštěním PCL a tPVDF ve společném rozpouštědle DMF pro 

vytvoření 30 hm. % směsí. Při navažování jednotlivých syntetických polymerů byl 

upravován váhový poměr mezi polymery k dosažení hodnot 1:1, 1:4 a 4:1 tPVDF:PCL. 

Navážené směsi společně s přidaným rozpouštědlem byly poté rozpouštěny v lázni při 50 ˚C 

po dobu 50 minut za stálého míchání pomocí magnetického míchadla. Takto připravené 

tiskové směsi byly následně využity při extruzním 3D tisku. 

3.2.2 Fyziologické roztoky 

Za účelem zkoumání vlivu fyziologického prostředí na vybrané tištěné mřížky byl připraven 

fyziologický roztok pomocí rozpuštění obsahu sáčku s PBS v jednom litru vody. Mřížky po 

vložení do připravených roztoků byly následně přemístěny do horkovzdušných sušáren 

s nastavenou teplotou 37 ˚C po dobu 3 nebo 7 dnů. 

3.3 Příprava blendů 

Pomocí mikrohnětiče byly připraveny odlišné verze blendů určené pro termoplastický tisk. 

Při přípravě blendů byla teplota nastavena na 120 ˚C. Při sypání materiálů do mikrohnětiče 

bylo po dobu 1 minuty nastaveno 50 otáček za minutu (RPM) a po nasypání vzorků byly 

otáčky navýšeny na 100 RPM po dobu 4 minut. Takto byly připraveny blendy o různých 

hmotnostních poměrech polymerů o objemech 15 cm3: 

• Čisté PCL 

• tPVDF:PCL [1:4] 

• tPVDF:PCL [1:4] + částice SrTiO3 (1 hm. %) 

3.4 Buněčné testy 

V rámci zkoumání vlivu vzorků na buněčné linie myších fibroblastů byly mřížky napřed 

sterilizovány pomocí 70 % ethanolu po dobu 20 minut a následně ozařovány UV z obou 

stran po dobu 30 minut. Koncentrace buněčné suspenze činila 1 × 105 buněk na mililitr 

kultivačního média. Celková buněčná proliferace poté probíhala po dobu 3 dnů. 
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3.5 Použité přístroje 

3.5.1 3D tiskárna Bio X 

Pro tisk mřížek byla využita tiskárna Bio X od firmy Cellink, která umožňuje tisk 3D objektů 

různých tvarů pomocí softwaru obsahující předdefinované STL soubory. Tiskárna poskytuje 

možnost využití odlišných typů tiskových hlav, trysek a jehel. Dále lze pomocí nastavení 

tisku upravovat jednotlivé tiskové parametry: rychlost tisku, velikost tlaku, hustotu výplně, 

teplotu podložky a hlavy. Při práci s tiskovými směsmi připravenými z roztoků byly použity 

tiskové hlavy určené pro pneumatický mikroextruzní tisk. Pro potřebu zahřívání a 

ochlazování směsi byla využita hlava opatřená ventilátorem. Dále při práci s blendy byla 

využita termoplastická hlava, která umožňuje ohřev v teplotním intervalu 50 až 240 ˚C. 

3.5.2 Skenovací elektronový mikroskop 

Pro sledování povrchu vytištěných mřížek pomocí 3D tiskárny byl využit skenovací 

elektronový mikroskop (SEM) Phenom Pro od firmy Phenom World. Vytištěné mřížky byly 

před vložením do SEM připevněny na terčík pomocí uhlíkové pásky. Následně byly 

připravené vzorky mřížek pokovovány směsí kovů zlata a paládia za přítomnosti argonu 

v naprašovacím zařízení SC7620 Mini od společnosti Quorum Technologies po dobu 60 

sekund při 10 až 20 mA. Pokovené vzorky byly pomocí stačeného vzduchu očištěny od 

nečistot a částic prachu. Následně byly vzorky vloženy do držáku pro vodivé vzorky, který 

byl umístěn do komory SEM. Mřížky byly poté postupně pozorovány pomocí detektoru 

zpětně odražených elektronů se zvětšením 500×, 1000× a 2000× při urychlovacím napětí 10 

kV a režimu zobrazení Image.  SEM byl také využit pro prvkovou analýzu vybraného typu 

blendu, kdy bylo použito urychlovací napětí 15 kV a režim zobrazení Mapping. 

3.5.3 Digitální mikroskop 

Pro makroskopické zobrazení vytištěných mřížek byl využit digitální mikroskop Dino – Lite 

AM4815ZT od společnosti Dino-Lite. Mikroskop umožňuje zobrazení se zvětšením 20× až 

220×. Snímky z digitálního mikroskopu byly pořízeny pomocí softwaru DinoCapture 2.0.  

3.5.4 Konfokální mikroskop 

Pro sledování vlivu vybraných strukturovaných tištěných objektů na buněčné chování byl 

použit rastrovací konfokální mikroskop Olympus FLUOVIEW FV3000 od společnosti 

Olympus. Pro barevnou vizualizaci buněk byla použita fluoroescenční barviva Hoechst 
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33258 (značení buněčných jader) a ActinRed 555 (značení buněčného cytoskeletu). Vzorky 

s přítomnými buňkami byly pozorovány při zvětšení 4×, 10× a 40×. 

3.5.5 FTIR spektrometr 

Chemická analýza vzorků mřížek byla provedena pomocí FTIR spektrometru Nicolet iS5 od 

firmy Thermo Fisher Scientific. Pomocí spektrometru byla provedena měření technikou 

ATR s germaniovým krystalem. Při analýze každého vzorku bylo pořízeno 32 skenů 

v rozlišení 4 cm-1 s rozsahem vlnové délky 600 až 4000 cm-1. 

3.6 Analýza velikosti pórů 

3.6.1 ImageJ 

Ke stanovení velikosti pórů u vybraných tištěných mřížek byl využit software ImageJ 

vyvinutý National Institutes of Health and the Laboratory for Optical and Computational 

Instrumentation (LOCI). Pro statistické vyhodnocení byly využity snímky porézních struktur 

ze SEM. Pomocí funkce analýzy částic v ImageJ byla vyhodnocena velikost a četnost pórů. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

4.1 Tisk mřížek z blendů pomocí termoplastické extruze 

Pro přípravu tištěných mřížek byla využita termoplastická hlava umožňující zahřátí blendů 

na teplotu tání a tím převedení z pevného stavu do tisknutelného. Při optimalizaci tisku byly 

sledovány především: průměr vytlačovací trysky, teplota tiskové směsi, teplota tiskové 

podložky a vytlačovací tlak. Ideální tiskové parametry pro jednotlivé tiskové směsi jsou 

uvedeny v Tab. 1. Tisk všech mřížek byl proveden pomocí trysky umožňující přesnější 

nanášení materiálu. Využitý tlak pro vytlačovaní tiskové směsi byl nastaven na maximální 

hodnotu 700 kPa, jelikož viskozita směsi převedených do tavenin neumožňovala souvislou 

extruzi materiálu při nižších hodnotách. Viskozita materiálu byla snížena nastavením teploty 

tiskové hlavy na hodnotu 130 ˚C. Další navyšování teploty vedlo k postupné degradaci 

materiálu. K zajištění postupného tuhnutí materiálu pro optimalizaci adheze jednotlivých 

vrstev byla podložka tiskárny vyhřívána na teplotu 60 ˚C. Rychlost tisku byla nastavena na 

hodnotu 1 mm/s. Důvodem nízké rychlosti tisku bylo nedostatečné množství vytlačovaného 

materiálu při zvýšení rychlosti. 

Výsledná struktura mřížek byla pozorována z makroskopického hlediska pomocí digitálního 

mikroskopu. K porovnání změny povrchu mezi rozdílnými typy blendů na mikroskopické 

úrovni byl využit SEM (viz. Obr. 5). 

Během tisku byly využity odlišné typy blendů za účelem pozorování mísitelnosti polymerů 

tPVDF a PCL. Hmotnostní poměry polymerů byly stanoveny na základě zkušeností 

získaných při práci se směsmi určenými pro roztokový tisk. Ke zlepšení mísitelnosti byly 

využity nanočástice titaničitanu strontnatého. Při porovnání snímků vzorku tPVDF:PCL 1:4 

(Obr. 5 B) a snímku vzorku tPVDF:PCL 1:4 (Obr. 5 C) s nanočásticemi lze pozorovat úbytek 

sférolitických struktur a zlepšení homogenizace materiálu u vzorků s částicemi titaničitanu 

strontnatého. Využití nanočástic ke zlepšení kompatibilizace polymerů také potvrzuje 

současná literatura. [82] 
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Tab. 1 – Parametry tisku mřížek z blendů 

Vzorek Typ blendu 

 Teplota 

podložky 

[˚C] 

Teplota 

hlavy 

[˚C] 

Průměr 

trysky 

[mm] 

Tlak 

[kPa] 

Rychlost 

tisku 

[mm/s] 
 

A Čisté PCL 

60 130 0,4 700 1 

 

 

B tPVDF:PCL [1:4] 
 

 

C 
tPVDF:PCL [1:4] 

nanočástice 

 

 
 

 

Obr. 5 – Snímky z digitálního mikroskopu z vrchního pohledu vlevo, profilového pohledu 

vpravo a snímky ze SEM uprostřed. Značení vzorků A-C odpovídá pojmenování vzorků v 

Tab. 1. 
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4.1.1 Chemická analýza mřížek z blendů 

Chemická analýza tištěných vzorků blendů byla provedena pomocí FTIR spektroskopie. 

Měření byla nastavena v rozsahu 400 až 4000 cm-1 pro každý typ blendu a čistý prášek 

tPVDF slisovaný do tablety. Samostatná spektra naměřených čistých látek polymerů byla 

využita ke srovnání charakteristických peaků s ostatními blendy na Obr. 6. 

 Z výsledných měření vyplývá, že s přibývajícím poměrem PCL dochází ke 

výraznému nárůstu peaků při vlnočtech 1724, 1241 a 1176 cm-1. Nejvyšší peak u PCL a 

Blendů je charakteristický pro natahování skupiny C=O vlivem vibrace. Zbylé označené 

peaky mohou potvrzovat vibrace skupin C-O a C-C v krystalických a amorfních fázích. 

[83,84] 

Při měření peaků tPVDF byl pozorován nízký nárůst peaků při kombinaci s PCL. Možným 

vysvětlením je snížený obsah tPVDF v blendech s majoritním zastoupením PCL. Peak 

v oblasti vlnočtu 885 cm-1 naznačuje kolébavý pohyb skupin CH2, zatímco peak při 846 cm-

1 popisuje vibrace mimo rovinu skupiny CH. Výrazné peaky při 1400, 1176 a 1126 cm-1 jsou 

charakteristické pro vibrace skupiny CF beta a gama krystalické fáze. [85] 

Z důvodů nemožnosti identifikace přítomnosti nanočástic SrTiO3 pomocí spektroskopických 

metod (z důvodu velmi nízké koncentrace a možnému překrývání specifických peaků) byla 

využita prvková analýza povrchu vzorku pomocí SEM. Vzorky tištěných mřížek byly před 

vložením do komory pokoveny paládiem a zlatem. Stanovené hodnoty zastoupení prvků u 

mřížek s obsahem nanočástic popisuje Tab. 2. Prvková analýza potvrzuje přítomnost SrTiO3 

ve zkoumaném vzorku. 

Tab. 2 – Prvková analýza mřížek z blendů s nanočasticemi 

Protonové 

číslo prvku 

Značka 

prvku 
Název prvku 

Atomová 

koncentrace 

Hmotnostní 

koncentrace 

6 C Uhlík 75,241 65,566 

8 O Kyslík 18,625 21,622 

9 F Fluor 5,373 7,407 

17 Cl Chlor 0,350 0,901 

22 Ti Titan 0,058 0,200 

38 Sr Stroncium 0,094 0,601 

79 Au Zlato 0,259 3,704 
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Obr. 6 – Naměřená spektra látek využitých při tisku mřížek z blendů. 

 

4.2 Tisk mřížek z roztoků pomocí pneumatické extruze 

Experiment byl zahájen přípravou 30 hm % roztoků s odlišnými hmotnostními poměry 1:1, 

4:1 a 1:4 tPVDF:PCL. Pro převedení práškových vzorků polymerů na tiskovou směs bylo 

využito společné rozpouštědlo DMF. Tiskové směsi ve formě roztoků byly poté využity při 

tisku mřížek pomocí pneumatické extruze. Během experimentu byla sledována závislost 

hmotnostních poměrů polymerů a teploty tiskových směsí na povrch a kvalitu mřížek. 
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4.2.1 Vliv hmotnostních poměrů polymerů na tisk a povrch mřížek 

Roztoky při tisku vykazovaly rozdílné vlastnosti viskozity způsobující nutnost optimalizace 

parametrů tisku pro každou směs zvlášť (viz. Tab. 3). Sledované parametry tisku byly stejné 

jako v případě tisku mřížek z blendů. Při nejnižším hmotnostním zastoupení tPVDF měly 

směsi optimální viskozitu, která umožňovala vytlačování materiálu skrze jehlu. Pomocí 

tohoto způsobu byly získány mřížky s nepřerušovanou strukturou nanášeného materiálu. 

Viskozita však způsobovala nutnost využití maximální hodnoty tlaku 700 kPa pro vytlačení 

směsi skrze tenkou jehlu. S postupným nárustem hmotnostního zastoupení tPVDF bylo však 

vlivem zvýšené viskozity náročné nadále využívat jehlu. Namísto jehly byla použita špička 

umožňující extruzi při výrazně nižších hodnotách tlaku. Nevýhodou špičky byla menší 

přesnost nanášeného materiálu. Tisková hlava byla ve všech případech využita bez zahřívání 

pro zajištění postupného odpaření DMF z tisknuté mřížky až po procesu tisku. 

Tab. 3 - Parametry tisku mřížek s rozdílnými hmotnostními poměry polymerů 

Vzorek Poměr tPVDF:PCL  

Průměr 

jehly/trysky 

[mm] 

Tlak 

[kPa] 

Rychlost 

tisku 

[mm/s]  

D 1:4 0,2 700 

1 

 

 

E 1:1 0,26 20 
 

 

F 4:1 0,26 35 
 

 
 

Povrchová struktura tištěných mřížek z odlišných hmotnostních poměrů polymerů byla 

analyzována pomocí SEM. Hlavními sledovanými parametry povrchové struktury byly 

porozita a mísitelnost polymerů. Při porovnání struktur mřížek tPVDF:PCL 1:4 (Obr. 7 D) 

a tPVDF:PCL 4:1 (Obr. 7 F) lze pozorovat výrazný rozdíl mezi mřížkami s nejnižším 

(vysoce porézní) a nejvyšším hmotnostním zastoupení tPVDF (žádná porozita), zatímco 

v případě stejného váhového poměru látek u mřížky tPVDF:PCL 1:1  má struktura mírnou 

porozitu s rozdílnými velikostmi pórů (Obr. 7 E) a objevují se tu drobné kulovité částice, 

které mohou patřit agregátům sférolitických struktur tPVDF [86]. U vzorku tPVDF:PCL 4:1 

je možné na povrchu pozorovat zvrásnění a opět drobné kulovité výstupky, které se zde 

vyskytují ve větší míře než v porovnání se vzorkem tPVDF:PCL 1:1 , což by mohlo být 

způsobeno větším podílem tPVDF ve směsi.  Ve všech případech lze nalézt výraznou tvorbu 

sférolitických struktur. 
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Makroskopický vzhled vytištěných mřížek byl pozorován pomocí digitálního mikroskopu. 

Při porovnání snímků jednotlivých mřížek lze sledovat znatelný pokles transparentnosti u 

mřížky tPVDF:PCL 1:4 s nejnižším hmotnostním podílem tPVDF, kdy tento jev je možné 

vysvětlit výraznou porozitou materiálu, neboť póry o velikosti dosahující jednotek 

mikrometrů na povrchu mřížky mohou vlivem své drsnosti zvyšovat index lomu a tím 

způsobovat větší rozptyl světla. (viz. Obr. 7). [87] 

 

Obr. 7 – Snímky z digitálního mikroskopu z vrchního pohledu vlevo, snímky ze SEM 

uprostřed a vpravo. Značení vzorků D-F odpovídá pojmenování vzorků v Tab. 3. 
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4.2.2 Vliv teploty tiskové směsi na tisk a povrch mřížek 

Ke snížení viskozitních vlastností byla využita tisková hlava umožňující zahřívání. 

Zvýšením teploty byl umožněn tisk při nižších hodnotách tlaku u roztoků s hmotnostními 

poměry 1:1 a 4:1 tPVDF:PCL. Směsi s nejnižším zastoupením tPVDF nadále umožňovaly 

tisk pomocí jehly za použití maximálního tlaku 700 kPa. Upravené parametry tisku vlivem 

teploty jsou zobrazeny v Tab. 4. Všechny tiskové směsi s rostoucí teplotou však vykazovaly 

snížené schopnosti udržovat stálou výšku a tvar vytlačovaného materiálu. 

Tab. 4 – Parametry tisku mřížek s rozdílnými hmotnostními poměry polymerů při 

zahřívání tiskové směsi 

Vzorek Poměr tPVDF:PCL  

Průměr 

jehly/trysky 

[mm] 

Tlak 

[kPa] 

Rychlost 

tisku 

[mm/s] 

Teplota 

hlavy 

[˚C]  

G 1:4 0,2 700 

1 60 

 

 

H 1:1 0,26 10 
 

 

I 4:1 0,26 30 
 

 
 

Pomocí SEM byl zaznamenán významný vliv teploty na výslednou strukturu mřížek (viz 

Obr. 8). Všechny struktury vykazují nízkou míru porozity, avšak v případě vzorku 

tPVDF:PCL 4:1 (Obr. 8 I) měla nastavená teplota nízký vliv vzhledem k téměř totožné 

struktuře s tisknutým vzorkem bez zahřívání o stejném  polymerním poměru (Obr. 7 F). Opět 

jsou zde viditelné kulovité částice patřící s největší pravděpodobností agregátům sférolitů 

tPVDF.  Menší množství pórů je pravděpodobně způsobeno vyšší teplotou tisku, která díky 

nižší viskozitě směsi zvyšuje kinetiku fázové separace, což vede k termodynamicky 

stabilnějšímu stavu, který se však ve výsledku projeví menší porozitou. [88] 

Digitálním mikroskopem byla zachycena makroskopická struktura tištěných mřížek. Vzorek 

tPVDF:PCL 1:4 vlivem zvýšené teploty směsi při tisku projevuje větší míru transparentnosti. 

Vzorky tPVDF:PCL 1:1  a 4:1 vizuálně zůstaly nezměněny (Viz. Obr. 8). 
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Obr. 8 – Snímky z digitálního mikroskopu z vrchního pohledu vlevo, snímky ze SEM 

uprostřed a vpravo. Značení vzorků G-I odpovídá pojmenování vzorků v Tab. 4. 
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4.2.3 Analýza velikosti pórů 

S ohledem na získané výsledky z měření povrchu odlišných typů roztoků na strukturu 

povrchu vzorku byla vybrána mřížka tvořená nejnižším hmotnostním podílem tPVDF pro 

analýzu distribuce pórů. Důvodem výběru tohoto polymerního poměru byla vlastnost 

roztoku při tisku bez zahřívání tvořit výrazný pórovitý povrch, který by mohl mít pozitivní 

vliv na buněčnou proliferaci. Stanovení velikosti a četnosti pórů bylo provedeno pomocí 

funkce programu ImageJ umožňující analýzu velikosti částic. Díky analýze četnosti a 

velikosti pórů z plochy 267×267 μm vzorku ve třech místech bylo zjištěno, že průměrný 

počet pórů je 1600, průměrná plocha pokrytá póry je 16000 μm2 (22 %) a průměrná velikost 

pórů je 10,1 μm2 (viz Tab. 5). Principem funkce v tomto případě je změření bílé plochy 

zvýrazňující póry. Plocha neobsahující póry je zvýrazněna černou barvou. Pomocí nastavení 

úrovně prahové hodnoty lze barevně zvýraznit nebo zeslabit oblasti ve snímku jež do analýzy 

velikosti pórů ne/spadají. Pro docílení přesnějších výsledků byla analýza provedena ze třech 

snímků zobrazující odlišná místa povrchu vzorků, které byly tisknuty při shodném složení a 

parametrech jako vzorek tPVDF:PCL 1:4 (Obr. 7 D)  z Tab. 3. Snímky jednotlivých povrchů 

vzorků ze SEM a grafické znázornění postupu analýzy znázorňuje Obr. 9 a Obr. 10. 

 

Obr. 9 – Vlevo – snímek ze SEM, uprostřed – prahová hodnota zobrazení pórů (z ImageJ), 

vpravo – obrysy a číslování jednotlivých pórů (z ImageJ). 

 

Výsledná data analýzy popisující plochu jednotlivých pórů byla následně pro zjednodušení 

považována za kruhové útvary. Pro každý snímek byla pomocí vztahu popisující obsah 

kruhu určena velikost průměru pórů. Ze stanovených hodnot průměrů byly sestaveny třídy 

určující rozsah velikostí. Pro každou třídu byl vypočten průměr ze všech snímků pomocí 

počtu pórů odpovídajících velikostnímu intervalu. Průměrné hodnoty počtu pórů 

v jednotlivých třídách popisuje Obr. 11. 
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Obr. 10 - Snímky ze SEM zobrazující homogenitu povrchu vzorku tPVDF:PCL (1:4), Ttisku 

= laboratorní teplota. 

 

Tab. 5 – Analýza velikosti částic 

Vzorek Počet [-] 
 Celková plocha 

pokrytá póry [μm2] 

Průměrná plocha 

pórů [μm2] 

Plocha pokrytí 

póry [%] 

 

J 1699 13544,48 7,97 18,96  

K 1497 18368,92 12,27 25,58  

L 1604 16234,11 10,12 22,78  

Souhrn 1600 ± 60 16000 ± 1400 10,1 ± 1,3 22 ± 2  

 

 

Obr. 11 – Histogram distribuce velikosti průměru pórů ze vzorku J, K a L 
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4.3 Biokompatibilita mřížek s vysokou porozitou 

Na základě získaných dat z tisku pomocí blendů a roztoků byla pro hodnocení míry 

biokompatibility mřížek tištěných pneumatickou extruzí bez zahřívání vybrána tisková směs 

tvořená roztokem s hmotnostním poměrem 1:4 tPVDF:PCL. Hlavními důvody výběru 

daného poměru polymerů a způsobu tisku byla reprodukovatelnost tisku mřížek a zvýšená 

porozita povrchu oproti ostatním vzorkům. Převládající množství PCL oproti tPVDF ve 

směsi dále umožňovalo předvídat zlepšenou biokompatibilitu materiálu, jelikož se běžně 

v literatuře uvádí jako běžná složka přicházející do styku s odlišnými typy tkání v různých 

formách. [89–91] Následující části popisují vystavování mřížek prostředí simulující živé 

tkáně a interakcím s buněčnými kulturami. 

4.3.1 Stabilita mřížek ve fyziologickém roztoku 

V rámci experimentu byly mřížky vystaveny působení fyziologickému roztoku v 

kontrolovaném prostředí. Mřížky byly společně s roztoky vloženy do horkovzdušných 

sušáren nastavených na teplotu 37 ˚C po dobu 3 a 7 dnů. Po uplynutí stanoveného času pro 

každý typ experimentu byly mřížky vyjmuty z roztoku a vloženy do digestoře pro kompletní 

vysušení na dobu 24 hodin při laboratorní teplotě. Po vysušení byly povrchy mřížek 

studovány pomocí SEM. Cílem experimentu bylo zkoumání vlivu simulovaného prostředí 

živých organismů na strukturu mřížky. Snímky povrchu vzorků ze SEM zobrazuje Obr. 12. 

Žluté kruhové označení u vzorku M zobrazuje zbylé části svrchní vrstvy mřížky, zatímco 

žluté šipky u vzorku N popisují dva výrazně viditelné sférolity. 

Při porovnání mřížek na Obr. 12 lze s rostoucím časem vidět postupný úbytek materiálu ze 

svrchních vrstev. Dobu interakce mřížek s fyziologickým roztokem popisuje Tab. 6. 

Tab. 6 – Parametry experimentu stability mřížek 

Vzorek Poměr tPVDF:PCL 

Doba 

vystavení 

[d] 

Teplota 

[˚C] 
 

K 

1:4 

0 24 
 

 
L 3 

37 

 

 
M 7 

 

 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 41 

 

 

Obr. 12 – Snímky povrchů mřížek ze SEM vystavených fyziologickému roztoku při teplotě 

37 ˚C. Značení vzorků L-N odpovídá pojmenování vzorků s dobou vystavení z Tab. 6. 

 

4.3.2 Testy buněčné proliferace  

Interakce mřížky s buněčnými kulturami je významným faktorem při stanovení 

biokompatibility. K testům buněčné proliferace byly využity myší fibroblasty, které byly do 

vybraných mřížek umístěny a kultivovány v bioreaktorech ve spolupráci s Ing. Kateřinou 

Skopalovou, PhD z Centra polymerních systémů UTB Zlín. Kultivované buňky byly 

pozorovány za statických podmínek pomocí konfokálního mikroskopu. Vizuální zvýraznění 

buněk ve struktuře mřížek bylo provedeno pomocí fluorescenčního značení. K označení 

buněčných jader bylo využito modré fluorescenční barvivo Hoechst 33258, buněčný 

cytoskelet byl obarven pomocí červeného barviva ActinRed 555. Vizuální vzhled 

jednotlivých využitých barev prezentuje Obr. 13. 

Ze snímků zachycujících rozložení značného množství buněk na povrchu je patrné, že 

připravené substráty nejsou cytotoxické a dochází zde k buněčné proliferaci. Při zvětšení 

40× lze pozorovat měnící se tvar cytoskeletu naznačující protahování (Obr. 14). Z literatury 

je známo, že remodelace cytoskeletu fibroblastů ovlivňuje pozitivně buněčnou migraci [92]  

a potenciálně tedy můžeme očekávat vyšší účinnost v procesech, jako je regenerace tkání. 

[93] 
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Obr. 13 – Fluorescenční značení využité k obarvení buněk. Vlevo modře obarvená buněčná 

jádra, uprostřed červeně obarvené buněčné cytoskelety a vpravo výsledná kombinace 

barev. 

 

 

Obr. 14 – Snímky myších fibroblastů z konfokálního mikroskopu za statických podmínek. 
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ZÁVĚR 

Bakalářská práce byla zaměřena na optimalizaci tiskových parametrů, způsobu přípravy 

tiskové směsi a stanovení vlivu hmotnostních poměrů polymerů na kvalitu výsledných 

vzorků mřížek, která byla sledována pomocí skenovacího elektronového mikroskopu (SEM) 

a digitálního mikroskopu. Využitými polymery v této práci byly poly(vinylidenfluorid-

trifluoroethylen-chlorotrifluoroethylen) (tPVDF) a polykaprolakton (PCL). 

Pomocí mikrohnětiče byly připraveny blendy polymerů tPVDF: PCL v poměru 1:4, kdy 

jeden typ blendu obsahoval nanočástice titaničitanu strontnatého (SrTiO3). Tyto směsi byly 

zpracovány pomocí termoplastického tisku z taveniny do vícevrstvých mřížek. Vliv 

nanočástic na strukturu výtisků byl pozorován pomocí SEM. Ze snímků byla patrná zvýšená 

homogenizace směsi oproti blendům bez nanočástic. Chemická analýza byla následně 

měřena pomocí FTIR spektroskopie a prvkové analýzy SEM. Z naměřených dat byla 

potvrzena přítomnost PCL, tPVDF a SrTiO3. 

Dále byla provedena optimalizace tiskových parametrů u 30% roztoků polymerů 

s rozpouštědlem N,N-Dimethylformamid (DMF) a byl pozorován vliv hmotnostních poměrů 

polymerů na výslednou strukturu pro dosažení požadovaných kvalit mřížek s možností 

reprodukovatelnosti celého procesu. Z dosažených výsledků bylo zjištěno, že s rostoucím 

hmotnostním poměrem tPVDF v tiskové směsi dochází k nárůstu viskozity, jež znemožňuje 

využití jehly k přesnému tisku materiálu. Naopak při tisku mřížek s vyšším zastoupením 

PCL byla tisková směs méně viskózní a umožňovala přesnější nanášení materiálu. Dále při 

analýze struktury pomocí SEM vykazovaly mřížky se stejným a vyšším poměrem PCL 

porézní povrch. Pomocí digitálního mikroskopu byly mřížky pozorovány 

z makroskopického pohledu. Tiskové směsi s poměrem 1:4 tPVDF:PCL vykazovaly 

největší porozitu a byla prokázána reprodukovatelnost výsledného výtisku. 

Dalším krokem bylo stanovení vlivu teploty na tiskové parametry a povrchovou strukturu 

mřížek. Při tisku bylo pozorováno snížení viskozity tiskových směsí u roztoků se shodným 

a vyšším poměrem tPVDF.PCL. Zvýšená teplota však způsobovala roztékání nanášené 

směsi. Pomocí SEM byla pozorována snížená porozita ve všech případech hmotnostních 

poměrů.  

Analytické vyhodnocení velikostí pórů bylo provedeno u vybraných vzorků tPVDF:PCL 1:4 

pomocí funkce v softwaru ImageJ. Z výsledků je patrné, že největší zastoupení na povrchu 

mřížek mají póry o velikostech do 1 μm. 
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Nakonec byla testována stabilita ve fyziologickém roztoku a schopnost buněčné proliferace 

myších embryonálních fibroblastů u mřížek z hmotnostními poměry tPVDF:PCL 1:4. Test 

stability ve fyziologických roztocích probíhal při zvýšené teplotě 37 ˚C po dobu 3 a 7 dnů. 

Důvodem vyšší teploty byla snaha simulovat prostředí při kterém se běžně in vitro testy 

provádějí. Pomocí SEM byla pozorována degradace svrchních vrstev materiálu, jež 

s rostoucím časem potvrzovaly změnu v povrchové struktuře materiálu. I po testu stability 

však testované vzorky vykazovaly vysokou porozitu. Buněčná proliferace fibroblastů na 

vybraných vzorcích byla zachycena pomocí konfokálního mikroskopu. Snímky potvrzují 

výraznou buněčnou proliferaci po celé mřížce, což potvrzuje že použitá směs polymerů není 

cytotoxická. Zároveň cytoskelet fibroblastů vykazoval protáhlý tvar potvrzující vhodné 

využití těchto materiálových směsí v tkáňovém inženýrství. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

TI    Tkáňové inženýrství 

ESB     Evropské společnosti pro biomateriály 

CAD     Počítačem podporovaný design 

UV    Ultrafialové 

SLS    Selektivní laserové spékání 

DIW    Direct ink writing 

PCL    Polykaprolakton 

EAP    Elektroaktivní polymery 

PVDF    Polyvinylidenfluorid 

P(VDF-TrFE)   Poly(vinilidenflorid-trifluorethylenu) 

IPMC    Iontové polymer-kovové kompozity 

TGTG    Trans-gauche-trans-gauche 

TTTT    Trans-trans-trans-trans 

TTTGTTTG   Trans-trans-trans-gauche-trans-trans-trans-gauche 

CTFE    Chlortrifluorethylenem 

P(VDF-TrFE-CTFE)  Poly(vinylidenfluorid-trifluorethylen-chlortrifluorethylen) 

tPVDF    Poly(vinylidenfluorid-trifluorethylen-chlortrifluorethylen) 

VDF    Vinylidenfluorid 

TrFE    Trifluorethylen 

mol %    Molární procento 

DMF    N,N-Dimethylformamid 

PBS    Fosfátový pufr s fyziologickým roztokem 

SrTiO3    Titaničitan strontnatý    

hm. %    Hmotnostní procento 

RPM    Otáčky za minutu 
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SEM    Skenovací elektronový mikroskop 

FTIR    Fourierova transformační infračervená spektroskopie 

ATR    Attenuated Total Reflectance 

LOCI    Laboratory for Optical and Computational Instrumentation 
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