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ABSTRAKT

Tato bakalatska prace se zabyva vyuzitim 3D tisku k pfipravé hydrogelovych systémi. Hlavnim cilem bylo
seznamit se s tématem 3D tisku hydrogeld, jakoZto tipIné novou metodu piipravy hydrogeli na FCH VUT,
a navrhnout pilotni experimenty vedouci Kk jejich ptipravé na RepRap (Replicating Rapid Prototyper)
3D tiskarné. Zaméfuje se predevsim na vyuziti ptirodnich polymerd a iontové gelace. Experimentalné byly
optimalizovany metody pro vnitini a vnéj$i sitovani alginatového hydrogelu, a spolu s nimi optimalizovany
parametry tisku. Ve vytisténém vzorku bylo gravimetrickym suSenim zpétné provedeno zjisténi koncentrace
biopolymeru. Tato kalibraéni kiivka umoznila vyhodnotit efektivitu sméSovani sloZzek ve sméSovaci
a odhalit nedostatky metodiky. Vysledky ukazaly, Ze tiskovy proces je vyrazné ovlivnén rozdilnou
viskozitou jednotlivych slozek a konstrukénim feSenim sméSovace, coz vedlo k nerovnomérnému
promichani. Pfes tyto komplikace se podafilo navrhnout funkéni tiskovy protokol, ktery umoziuje
reprodukovatelny tisk zakladnich hydrogelovych struktur. V zavéru prace jsou diskutovany moznosti
dalsiho vyvoje systému, véetn€ potencialu pro tisk geld s koncentra¢nimi gradienty.

ABSTRACT

This bachelor's thesis explores the use of 3D printing for the preparation of hydrogel systems. The main
objective was to gain familiarity with the topic of hydrogel 3D printing as a brand-new preparation method
at FCH VUT and to design pilot experiments for their preparation using a RepRap (Replicating Rapid
Prototyper) 3D printer. The work focuses primarily on the application of natural polymers and ionotropic
gelation. Experimentally, methods for both internal and external crosslinking of alginate hydrogels were
optimized, along with the corresponding printing parameters. In the printed samples, the actual polymer
concentration was retrospectively determined through gravimetric drying. The resulting calibration curve
enabled the evaluation of the efficiency of component mixing in the mixer and helped identify
methodological shortcomings. The findings showed that the printing process is significantly influenced by
the viscosity differences between the individual components and by the structural design of the mixing
system, which led to uneven blending. Despite these complications, a functional printing protocol was
successfully developed, enabling the reproducible printing of basic hydrogel structures. The thesis
concludes by discussing possibilities for further development of the system, including the potential
for printing hydrogels with concentration gradients.
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1 UVOD

Téma 3D tisku se v poslednich letech stalo vyrazné diskutovanym nejen v oblasti pramyslové vyroby,
ale i v biomedicinskych aplikacich. Technologie nachazi uplatnéni naptiklad v tkanovém inzenyrstvi,
farmacii nebo pii vyvoji biosenzord. Zvlastni pozornost je v tomto sméru veénovana
hydrogeltim — materialiim schopnym zadrzovat zna¢né mnozstvi vody, které zaroven vykazuji mechanické
vlastnosti podobné méekkym biologickym tkanim. Pravé tyto vlastnosti ¢ini hydrogely atraktivnimi
pro vyuziti v personalizované medicing, kde by 3D tisk mohl vyznamné pfispét k individualnimu ptistupu
lécby.

Ackoliv ma 3D biotisk znacny potencial, jeho piimé klinické vyuziti je zatim omezené. Dlivodem
je pfedevsim technicka naro¢nost piesného formovani zivych nebo bioaktivnich struktur a vysoké finan¢ni
néklady spojené s profesionalnimi biotiskovymi systémy. Z toho diuvodu se diskutuji alternativy a cenové
dostupnéjsi feSeni, jako jsou naptiklad modifikované extruzni tiskarny.

Cilem této bakalaiské prace bylo ovefit moznosti 3D tisku hydrogelovych systémi na bazi algindtu
sodného pomoci upravené extruzni tiskarny systému RepRap. Prace zahrnuje literarni reSers$i zaméfenou
na soucasné metody 3D biotisku, moznosti dostupného software a rizné strategie piipravy tisknutelnych
hydrogeld. V experimentalni ¢asti byly testovany dva zakladni pfistupy k iontové gelaci: piima metoda
difuzi vapenatych iont z roztoku chloridu vapenatého (CaCl,) a oddalena metoda vyuzivajici nerozpustny
uhli¢itan vapenaty (CaCOs) v kombinaci s glukono-d-laktonem (GDL), ktery postupné snizuje pH
a umoziuje pozvolné uvoliiovani iontti vapniku a tim i sitovani polymerni struktury.

Soucasti prace bylo také ovéfeni funkcnosti navrzeného sméSovaciho systému. Prvni experimenty
vychazely z poznatk ziskanych v resersi a z laboratorni praxe. Nasledné byly parametry ladény iterativné
na zakladé ptredbézné ziskanych vysledkd. Tiskovy proces je citlivy na fadu vzajemné provazanych
proménnych, které nelze hodnotit izolované. V ptipad€ extruzniho tisku sehravaji kli¢ovou roli zejména
rychlost tisku, pomér davkovanych slozek a jejich objemova rychlost.



2 TEORETICKA CAST
2.1 HYDROGELY

2.1.1 Definice a obecné vlastnosti

Hydrogely jsou trojrozmémé sit€ polymert, které prostupuji celym disperznim prostfedim. Jedna
se 0 koloidni soustavy, v nichz jsou disperznim podilem fetézce polymera a disperznim prostfedim voda.
Jejich objem tvoii az z 90 % voda, coz jim umoziuje bobtnat (samovolné zvétSovat objem pohlcovanim
vody). Specifické jsou tim, ze je spojité disperzni prostfedi i disperzni podil. Sitovana struktura je zajisténa
kovalentnimi i nekovalentnimi vazbami, mezi které patii hydrofobni interakce, vodikové vazby nebo vazby
iontové. Navazanim funk¢nich skupin na hlavni fetézec se d4 meénit jejich polarita a rozpustnost ve vode.
Hydrofilni skupiny obsahuji polarni vazby, které zpiisobuji nerovnomérnou distribuci elektronti v molekule
a pro molekuly vody je jednodussi tvorit vodikové vazby. Hydrofilita je zajiSténa pfitomnosti funkénich
skupin: hydroxylovd (-OH), karboxylova (—~COOH), amino (—NHz), amid (- CONH, —-CONH,)
a sulfonova (-SO3H) skupina. [1] [2]

Piipravuji se pomoci fazového ptrechodu sol-gel. Sol je koloidni systém obsahujici volné pohyblivé
polymerni fetézce, mezi nimiz pusobi pouze slabé vazebné interakce a netvofi pevnou strukturu. Oproti
tomu gel tvofi pevnou trojrozmérnou strukturu, v niz se polymerni fetézce nepohybuji samovolné.
Hydrogely lze rozdélit na chemické a fyzikalni. Chemické sitovani probiha mezi molekulami
prostfednictvim kovalentnich vazeb a je nevratné. Tyto hydrogely byvaji stabilni, maji laditelné struktury
a dobré mechanické vlastnosti [3] [4]. Fyzikalni sitovani tvoti slabé vazebné interakce (Van der Waalsovy
sily, vodikové mustky, hydrofobni interakce). Ve vétsiné piipadt vykazuji reverzibilni pfeménu sol-gel,
protoze k pieruSeni fyzikalnich interakci mezi molekulami je zapotiebi velmi nizké energie. Fyzikalni
podnéty zahrnuji elektricka a magneticka pole, teplotu, sloZeni rozpoustédla nebo intenzitu svétla. Déle
se uplatnuji vazby iontové. Pouzivanymi sitovacimi ¢inidly byvaji vicesytné ionty kovi, které jsou dodany
Vv podobé roztoku soli. [4] [5]

Vykazuji viskoelastické vlastnosti, ptisobi jako pevné latky, ale také maji ur¢itou fluiditu. Obecné plati,
Ze vodny hydrofilni polymerni roztok s nizkou koncentraci bez provazanych struktur ma Nenewtonovské
mechanické chovani. Zesitované struktury se vyznacuji extrémné vysokou komplexni viskozitou
(>10° Pa-s) a vysokou elasticitou (mez kluzu ve smyku >2000 Pa), podobné jako u pevnych latek. [6]

Gely jsou Kklasifikovany podle jejich disperzniho prostiedi. Pokud je kapalné, jsou to obecné lyogely.
Dle povahy média dale délime na hydrogely a organogely. U xerogelu bylo kapalné disperzni prostiedi
odstranéno a vypliuje jej vzduch. Vratné hydrogely mohou po vysuseni na xerogel opét nabobtnat viozenim
do vody a obnovit strukturu. To je typické pro fyzikalni sitovani. Nevratné neumi plné€ obnovit strukturu,
coz lze pozorovat u chemicky sitovanych.

Stafim gelu nebo jinym mechanickym ¢i teplotnim namahanim mutze dochézet k synerezi. Jedna
se o proces kontrakce objemu gelu doprovazeny vypuzenim rozpoustédla, které bylo ptivodné zachyceno
usporadanou siti. Synereze je pozorovéna i v zivych systémech, napiiklad pfi uvoliiovani krevniho séra
béhem procesu srazeni. [7]

Mechanickymi vlastnostmi jsou hydrogely podobné mékkym tkanim. Vysoky obsah vody snizuje tieni
s okolnimi tk&némi. VétSina hydrogelt, které maji neutralni nebo mirn€ polarni funkéni skupinu
a neobsahuji toxické skupiny (napt. aldehydy), je biokompatibilnich (sndSenlivost materialu v biologickém
systtmu) a biodegradabilnich (schopnost kompletniho biologického rozlozeni). Je dulezité,
aby pro medicinské vyuziti ani meziprodukty degradace nebyly toxické.



Aplikuji se v oborech jako je tkanové inZenyrstvi, tvorba kontaktnich ¢ocek, regenerativni medicina
a ve farmacii pro uvoliovani terapeutickych latek. Zakladni metodu tkanového inZenyrstvi ptedstavuje
vyroba tzv. scaffoldu, ktery tvoti podptrnou vrstvu (,,leSeni®) pro regeneraci a obnoveni tkané. Piiprava
probih4 naptiklad louhovanim soli, elektrostatickym zvlaknovanim a dal§imi technikami. Pouzivanym
materialem je hydrogel. Scaffold je osazen butikami a ty postupné proliferuji v poZzadovanou tkan. Potfebnou
vlastnosti hydrogeli je jejich porovitost, ktera umoziuje pfistup zivin a kysliku k buiikadm. Z tohoto ditvodu
jsou vhodné jako bioinkousty, tedy materialy pouzivané v 3D tisku k vytvareni biologickych struktur. [8]

[9] [10]
2.1.2 P¥irodni hydrogely

Ptirodni hydrogely jsou tvofeny biopolymery. Tento typ ve srovnani se syntetickymi lépe napodobuje
extracelularni matrix (ECM) a podporuje bunéénou adhezi a proliferaci. Nejsou toxické pro biologickou
tkan, a proto jsou plné vyuZitelné pro medicinské i farmaceutické ucely. Casto se jedna o materialy
rostlinného a zivo¢isného ptivodu (pfipadné fasy), tudiz jsou ekologické a udrzitelné. Naproti tomu je s nimi
(rozdilné slozeni zavisejici na puvodu), vyzaduji citlivéjsi podminky tisku a mohou byt néachylné
napt. k odbouravani enzymy. [11] [12] [13]

Kyselina hyaluronova (HA)

Polysacharid, strukturné¢ se jedna o nesulfatovany glykosaminoglykan. V téle najdeme HA v ECM
a je podstatnou slozkou synovialni tekutiny (visk6zni ochranny film na povrchu chrupavky a ¢astecné jeji
vyziva). To jen potvrzuje, Ze se jedna o velmi viskozni latku s lubrikaénimi G¢inky a Nenewtonovskymi
tokovymi vlastnostmi. Pivodni metody izolace byly zaloZeny na extrakci naptiklad z pupeénikové $idry,
dokud se nepftislo na zptsob, pii némz HA produkuji bakterie (rod Streptococcus). Spravné se oznacuje
jako hyaluronan sodny/draselny, protoze se ve vétsing ptipadu vyskytuje v podobé soli. [14] [15] [16]

HA ma Spatné mechanické vlastnosti (se zvysujici se smykovou rychlosti dochazi k poklesu viskozity,
chova se tedy pseudoplasticky) a rychle podléha degradaci (pfi fyzickém zatizeni, kdy se rozplétaji dlouhé
fetézce, ale i pfi chemickém pusobeni enzymii nebo volnych radikall). Proto neni sama o sobé vhodna
pro extruzivni tisk. Pfipadné se da upravit vytvrditelnym methakrylatem a fotopolymerizovat, coz oviem
snizuje jeji biokompatibilitu. Impozantni je schopnost zadrZzet vodu v az tisici ndsobku své hmotnosti.
Je neimunogenni a dobie hydratuje, proto se pouziva do kosmetickych piipravki a v regenerativni
medicing. [14] [17] [18]

Zelatina

Tento in vivo (v zivém organismu) biodegradabilni polypeptid vznika spojenim pfiblizné 20 aminokyselin
prostfednictvim peptidickych vazeb. Vyrabi se hydrolyzou kolagenu. Existuje nékolik typl kolagenu,
80-90 % jich v lidském téle tvoti typy I, II a III. Klasicky kolagen typu I je trojita Sroubovice slozena
ze dvou a-fetézcl a jednoho B-fetézce. Ma vysokou schopnost absorbovat vodu, je tepelné reverzibilni,
ale je citlivy na metaloproteinazy. Gelovaténi probiha pfi nizké teploté (cca 20-30 °C) a jedna se o piechod
sol-gel. [14] [19]

Hydrolytickymi procesy a Gpravou Vv kyselém nebo zasaditém prostiedi se ziskava zelatina typu A a B.
Typ A ma izoelektricky bod 9,0 a je ziskén kyselou hydrolyzou a typ B ma izoelektricky bod 5,0 a vyrabén
je naopak alkalickou hydrolyzou. Ztoho vyplyva, ze je ve fyziologickém prostiedi nestabilni,
a proto se upravuje kovovymi ionty nebo navazanim glutaraldehydu. Ptidavkem metakrylamidovych
skupin na postranni fetézce je mozné dosahnout fotopolymerizovatelného hydrogelu. I zkapalnéna zelatina
v sob& ponechava malé kanalky, coz usnadiiuje pritok kultivaéniho média a pristup kysliku. Je vhodna



pro pouziti jako scaffold. Casto se experimentuje se smési Zelatiny a alginétu v riznych pomérech
pro usnadnéni tisku. [14] [19]

Chitosan (CHT)

Jedna se o deacylovany derivat chitinu a spolu se fadi mezi polysacharidy. Je to kysely polyelektrolyt,
jehoz hustota naboje zavisi na stupni acylace a pH. Je rozpustny ve vodném kyselém prostiedi, ovSem ne
pti fyziologickych podminkéch a fyziologickém pH, takze se pouZzivaji jeho derivaty. Ma hodné reaktivnich
funkénich skupin. Pro praktické tucely jsou nejvyuzitelngjsi skupiny: amino (—-NH) a hydroxylové (—-OH).
Zesituje se fyzikalné zménou pH nebo iontovymi Cinidly. Diky glykosidickym vazbam je mozné redukovat
molekulovou hmotnost chitosanu (lepsi rozpustnost nebo snizeni viskozity). V pfirodé se moc nevyskytuje,
ale chitin je soucasti exoskeletu korysi nebo bunécné stény hub. Pouziva se pro modely klze, kosti
a chrupavek. Jeho nedostatkem je, Ze pomalu prechazi v gel a pouze koncentrovangjsi vzorky jsou schopné
drzet tvar. [14] [20]

Agardza (AG)

Polysacharid s termoreverzibilnimi vlastnostmi. Lze ji kontrolované pfeménit na gel. Absorpéni kapacita
polysacharidu je modulovatelna Gpravou sitové hustoty nebo zménou prostiedi (pH, iontova sila). Agar6za
je viskoelasticka a neimunogenni. Krom¢ vody se rozpousti i v organickych rozpoustédlech jako DMSO,
DMF. Mechanické vlastnosti jsou srovnatelné s kloubni chrupavkou. Vynikajici porézni struktura a iontova
vodivost umoziuje kvalitni ptivod a odvod latek. Vyuzivaji toho regeneracni tkang. Ptirozené je soucasti
agaru, ktery je ziskavan z moiskych fas. [14] [21] [22]

Alginat (ALG)

Kyselina alginova je polysacharid dobfe rozpustny ve formé soli (v rizném pH) a ma zaporny naboj.
Struktura se sklada s linearnich blokd M a G, které tvoii kopolymer. G bloky pfispivaji k tvorbé gelu a M
bloky zajistuji flexibilitu. Okamzité gelovati v pfitomnosti Vvicevalentnich iontovych soli,
a to za fyziologickych podminek. [14]

Je cenoveé dostupnym bioinkoustem a podporuje zivotaschopnost bunék (zajisténé vysokou porovitosti),
takze byva Casto zkouman a vyuzivan. Chybi u néj funkéni skupiny podporujici bunéénou adhezi a bunky
Spatné diferencuji, tudiz musi projit chemickou tpravou. Byva modifikovan oxida¢nimi procesy. Ziskava
se z bunécnych stén hnédych fas. Prakticky se vyuziva i pro enkapsulaci bun¢k, vaskularni tisk a ve smési
s zelatinou i tisku kostni tkanég. [14] [23]

2.1.3 Syntetické hydrogely

Syntetické hydrogely jsou pfipravovany laboratorné, maji piesné chemické slozeni a laditelné mechanické
vlastnosti. Nicméné problém nastavd usniZzené bioaktivity a biokompatibility, a také nebyvaji
biodegradabilni. [5]

Polyethylenglykol (PEG)

Je to synteticky polymer vznikajici polymeraci ethylenoxidu. Neni cytotoxicky a imunogenni. PEG
je biokompatibilni a udrzuje pevnou konstrukci. Zacal se hojné vyuzivat pro fotopolymeraci, pficemz
iniciatory fotopolymerace vétSinou biokompatibilni nejsou. PEG gely jsou vhodné pro biotisk
chrupav¢itych tkani. Stabilizuji se diky vlastnim koheznim silam. Bohuzel jsou bioinertni a osazet
je buiikami je naro¢né. Pracuje se s nimi ve form¢ smési s dalSimi hydrogely, které zvysSuji bioaktivitu
gelu (napiiklad polysacharidy). PouZzivaji se jako pomocna latka v 1é¢ivech. [14] [24] [25]

10



Methylcelul6za (MC)
Celuléza je nejhojnéjsi polysacharid v piirodé a tvofii ji (1—4) B-D-glukopyranosylové jednotky. MC
je amfifilnim derivatem celuldzy. Byla pfipravena se snahou zvysit citlivost na pH. Je termoreverzibilni

a pti gelovaténi vznikaji nejprve hydrofobni vazebné interakce a poté dojde k separaci fazi.

Tisknou se s ni osteogenni a chondrogenni tkang€, ovSem neda se pouzit pro dlouhodobou kultivaci,
protoze hned po implementaci bunék ¢astecné degraduje. Neni jedinym vyuZzivanym derivatem celuldézy
pro bioinkousty, patfi mezi né¢ hydroxypropylmethylceluléza (HPMC), hydroxyethylceluloza (HEC)
a karboxymethylcelul6za (CMC). [14] [26]
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2.2 TECHNOLOGIE 3D BIOTISKU

3D tisk! je v dne¥ni moderni dobé& velmi rozsifenou vyrobni technologii, a to nejen z diivodu automatizace
vyroby, ale i precizniho nastaveni parametrt (teplota, vyska vrstvy, viskozita). Jeho vyhodou je flexibilni
vyuziti. 3D tiskarny lze nakonfigurovat v zavislosti na pozadovanych podminkach a pouzitych materialech.
Je to aditivni metoda (Uprava vlastnosti pfidavanim zasobniho materidlu), kde je trojrozmérny model
vytvafen nanaSenim jednotlivych vrstev. S rozvojem 3D tisku se zacalo uvazovat i o jeho vyuziti
v biomediciné.

Piivodni myslenka méla fesit problémy organové transplantace, protoze pocet pacientd kazdy rok
prevysuje pocet darct organi. Bylo by mozné nahradit poskozené tkané nebo organy na miru upravenymi
modely, které jsou anatomicky i fyziologicky podobné nativni tké&ni pacienta. [8] [9]

Poji se s tim jisté komplikace. U organt je nezbytné spravné orientovat cévy a zajistit funkéni piivod
zivin. Také tisk by trval pomérmné dlouho a jelikoZz se jedna o Zivé systémy, musi se jim zajistit fyziologické
podminky, nez se transplantuji do téla pacienta. Pofad jest€ nejsme schopni nahrazovat velké organy,
nicméné pokroky jsou zaznamenany u tisku ¢asti pojivovych tkani (chrupavky), umélé kize, kostnich
nahrad apod. VSechny slouZi pro podporu a regeneraci vlastni tkané. Dale lze tisténé tkané pouzit jako in
vitro modely a testovat na nich farmaka. Naptiklad napodobeniny tumoru vyrazné pfispély ke studiu
jeho pribéhu a screeningu ucinku cytostatik. [27]

e

Pro vytvoreni funkéniho bioinkoustu je potieba splnit nékolik faktorti. Nejziejméjsi je biokompatibilita
a biodegradabilita. Je potfeba brat v ivahu, Ze materiadl nesmi byt toxicky a mé souCasné¢ podnécovat
proliferaci a diferenciaci bunék.

Nejproblemati¢téjsi jsou mechanické vlastnosti. Mnoho tkani (napt. svaly, kosti) podléha neustalym
zménam mechanického zatizeni, a proto je dilezité, aby materidly pouzivané v tkaiiovém inZenyrstvi
vykazovaly dynamické mechanické vlastnosti, které napodobuji skute¢né chovani zivé tkane.
Implementovanou tkan je potfeba pevné prichytit a zajistit Zivotaschopnost bunék a jejich vzajemnou
komunikaci. Transport Zivin, kysliku do bunék nebo degradovanych latek z bunék ovliviiuje morfologie
scaffoldu. Proto je snaha v modelech zajistit optimalni porovitost. Pii tisku mize dochézet k naruSeni
bioinkoustu a proto musi byt dostate¢né odolny. [8] [28]

D¢li se podle obsahu ¢astic. Jedny jsou Cisté bunécné a tvofi je agregaty nebo suspenze bun€k. Druhé
jsou na bazi hydrogelt. Jsou vysoce hydratované, splituji biokompatibilitu, maji dobré reologické vlastnosti,
jsou lepivé, vodivé, mohou mit pamét’ tvaru. Struktura se stabilizuje zesitovanim. Momentalné neexistuje
jednotny zpisob, jakym porovnavat metody a materialy pouzité pii 3D biotisku, jelikoZ zde hraje roli hodné
parametru. [8] [12]

Software

Podobneé jako je tomu u klasického 3D tisku, casto se pouziva digitalni model vytvoreny v programu CAD
(Computer-aided design). Pouze nékteré jsou vhodné pro modelovani tkani. Software pro biologické
modely jsou specialné uzpiisobené, tieba aby nanesené vrstvy nebyly pfilis tenké. Pracuje se za jinych teplot
a mnohem jemnéjsi a preciznéjsi kontroly tlaku. Pokud se tiskne pfimo s implementovanymi buiikami, musi
jim odpovidat velikost trysky, coz se zohledni i v nastaveni tisku. Bohuzel technologicky pokrok v oblasti
biotisku je rychlejsi nez vyvoj odpovidajiciho software. Zde jsou ptiklady pouzivanych software:

! Pro jednotlivé nazvy komponent a vyuzivané programy a jejich piislusenstvi budou pouzity ptivodni
vyrazy z technické praxe.
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TinkerCAD

Velmi jednoduchy na ovladani, hodné se vyuziva pro tisk primitivnich geometrickych modeld. Nicméné
nezvlada sofistikovangjsi tvary a kombinace vice material. Je dobrym nastrojem pro manipulaci
S jiz vytvorenymi tkanémi a pouzit byl naptiklad pro mikrofluidni ¢ipy. [29]

Blender

Open-source, ktery neni primarné urceny pro 3D tisk, ale s pfidavkem novych funkci (napt. Meshmixer)

vvvvvv

na zkusenostech uzivatele. Je velmi versatilni a poskytuje modely vhodné pro kryogenni 3D tisk
nebo modely cév. Nevyhodou je, Ze pracuje s formatem STL a ten nemusi podporovat definici materialu
(uklada pouze informaci o geometrii, ne o materialech nebo vlastnostech objektu), takZe neumozni tisknout
heterogenni struktury. [29]

Fusion 360

Jedna se o cloudovy software vyvinuty spole¢nosti AutoDesk, ktera se specializuje na software
pro inZzenyrstvi a primyslovou vyrobu. Umoznuje vytvaret simulace, provadét parametrické navrhy,

analyzuje strukturni a tepelné chovani modelti. Ma uzivatelsky ptivetivé rozhrani. Ale opét jsou pro biotisk
Uskalim STL formaty. [29]

Rhinoceros

Jeho hlavni pfednosti je detailnost, 1ze v ném vytvaret slozité modely a vyuziva se toho v primyslovém
designu a strojirenstvi. Pracuje s technikou NURBS, ¢imz efektivné vytvaii hladké kiivky, coz je piithodné
pro biologické modely. Podporuje rizné formaty soubor pro import a export, takze se da pouZzivat
koordinované s jinym software. [29]

Slicer

Vétsina 3D tiskdren ma sviij software zajist'ujici pfevod modelu na sadu instrukci zvanou G-kéd. Slicer
rozdéli objekt na jednotlivé vrstvy, u kterych je tfeba upravit konkrétni parametry. V nahledu simulace
je mozné si dané vrstvy prohlédnout. Je to program, ktery pievadi 3D model do podoby, kterou tiskarna
dokaze interpretovat. Piiklady slicers:

CuraEngine

Je soucasti open-source projektu Cura a plné vyuzitelny u vicero typu tiskaren s technologii FDM. Pomérné
jednoduse optimalizuje parametry, takze je vhodny i pro zacate¢niky. [29]

Slic3r

Open-source software s pokro¢ilymi funkcemi jako je sekven¢ni tisk a generovani nosnych struktur.

wevr

Simplify3D

Prémiovy software nabizejici analyzu a opravy sité, opét také generovani nosnych struktur. Dobfe se s nim
tiskne soubé&zné vice filament. [30]

Materialise Magics

Slicer pouzivany tieba pro biokompatibilni implantaty a scaffoldy. U materialového tisku detekuje
potencialni problémy a nabizi mozna feSeni. [31]
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Metody pro biotisk vétSinou vychazeji z materidlového 3D tisku plastu nebo kovu. Lisi se podle zptsobu
nanaseni a v ptfipadé bioinkoustli v podobé¢ hydrogelil i zptisobem zesitovani. Pouzitelnymi metodami jsou:
Extruzivni tisk, Inkjet, Stereolitografie (SLA) a Laserovy tisk (SLS, LAD).

2.2.1 Inkjet

Biotisk, ktery simuluje postup v klasickych stolnich tiskarnach. Tryska vytvafi nanokapky hydrogelu
a davkuje je na podlozku. Bioinkousty musi mit nizkou viskozitu a specifické elektromagnetické vlastnosti.
Rozlisuje se tepelny inkjet a piezoelektricky. [32]

U prvniho typu je pouzit tepelny prvek, ktery rozsttikuje kapicky. Prudké rychlé ohfevy zptisobi zplynéni
inkoustovych kapek. Vytvofeny tlak jim umozni pfekonat povrchové napéti a vtahne je do trysky,
kterou jsou kontrolované vytlaceny a dopadaji na uréené misto. Druhy typ vyuziva piezoelektricky aktuator.
Pfi pisobeni napéti na obou koncich se prohne a inkoust je rychle vytlacen tryskou ven. [27] [32]

Je to rychld metoda s vysokou ucinnosti, ale strada na nesoumérnosti kapek, takze nelze tisknout
strukturné slozité modely. Tryska se pii dlouhodobé&j$im pouzivani zahiiva, a to by pfipadn€ mohlo poskodit
buriky. Na druhou stranu je vyhodou integrace vice trysek k synchronnimu tisku. Neni problém tisknout
heterogenni tkan¢. Bezkontaktni proces také brani kiiZzové kontaminaci. [32]

2.2.2 Stereolitografie

Metoda zaloZena na selektivnim sitovani bioinkoustu pomoci UV zafeni. Je to velmi efektivni a rychla
metoda, pficemz hydrogely musi byt vhodné pro fotopolymeraci. Ozatfovani se provadi zv1ast’ pro kazdou
nanaSenou Vrstvu. Umoznuje vytvafet i velmi slozité objekty, jelikoz zesitovani probihda plosné
rovnomérné. [14] [32]

2.2.3 Laserovy tisk

Je sestaveny ze tii vrstev. Jedna z vrstev musi absorbovat energii, dal$i je donorovad a na ni vrstva
bioinkoustu. Pouziva se efekt optické pinzety a tepelného Soku. Piisobenim laseru na konkrétni bod
donorové vrstvy se odpafi kapka a vytvoii se bublina bioinkoustu s vysokym tlakem. Je nesena k vrstvé
substratu, kde se prichyti a dojde k zesiténi. Neptitomnosti trysky se minimalizuji komplikace spojené
s jejim ucpanim nebo jinou kontaminaci. [32]

Laserem asistovany biotisk (LAD) dokaze velmi presné umistit kapku a zajistuje tak usporadanost
potiebnou pro biologické systémy. Tisknou se i vysoce viskdzni materialy. Bioinkoust neni mechanicky
tolik naméhéan. Pii vytvafeni modelu se musi dbat na to, Ze existuje omezeni tisku v tietim rozméru. Je to
¢asov€ naro¢ny proces. Parametry laseru musi vyhovovat fyziologickym podminkam bunék a odpafovani
nejde urychlit zvySenim teploty nebo jde jen do jisté miry. Nutno zminit, Ze lasery jsou finan¢né naro¢na
zalezitost. [27]

2.2.4  Extruzivni tisk

Jedna se o extruzivni biotisk, pfi¢emz tato kategorie zahrnuje vice technologii véetné Fused Deposition
Modeling (FDM) a Direct Ink Writing (DIW). FDM je uréen pro tisk termoplastickych polymert z tuhych
filament(, zatimco DIW vyuziva viskozni bioinkousty (gely, pasty) a umoznuje tisk za laboratorni teploty.
Ob¢& metody pracuji na principu vytlaovani semi-kontinualniho vlakna, 1i$i se vSak podobou zasobniho
materidlu a zplsobem jeho zpracovani. Jednad se o nejpouZivanéjsi technologii vzhledem k cenové
dostupnosti a flexibilité konstrukce. Extruzivni tiskdrna mutize byt pomérné detailni a dobfe se s ni pracuje
ve vSech tiech osach. Hlavice 3D biotiskarny se sklada z extrudéru a trysky, pfipadné mixovaciho elementu.
[27]
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Extrudér je soucastka, ktera davkuje bioinkoust ze zasobniku trysce, koordinuje rychlost tisku. Mtize byt
pneumaticky, mechanicky nebo na bazi solenoidu. U pneumatického extrudéru je hnaci silou stlaceny
vzduch, ktery nebyva dostate¢né presny a pocita s ¢asovou odmlkou pii stlaceni plynu. Taky podporuje
materialy rizné viskozity. [14] [32]

Mechanické extrudéry rozlisuji pist nebo Sroubovici (tzv. $nek), pfi€emz pouziti pistu zajistuje precizni
ovladani extruze, ale u Sroubovice je vétsi prostorova kontrola. Pracuje se i1 za synergického pouziti obou
mechanickych extrudéru. Lze tisknout i bez pfistupu vzduchu. [32]

Solenoidovd mikroextruze vyuziva elektrické impulsy, jimiz zru$i magnetické pole tvotrené
mezi feromagnetickym pistem a prstencovym magnetem. Tim se otevie ventil. [14]

Pti DIW metodé je bioinkoust mnohem vic vystaven mechanickému stresu, a to hlavné vlivem rychlosti
proudéni, depozicnim tlakem a geometrii trysky (konkrétné smykové napéti vznikajici na hrotu trysky).
Tisk se provadi pro hydrogely pomémé velké $kaly rtznych viskozit a hustoty bunék. Limitaci,
kterou je nutno optimalizovat, je ucpavani trysky. K tomu muize dojit v ptipadé pfili§ rychlého zesit'ovani
nebo vysychanim gelu, koagulaci ¢astic nebo pfilis§ malym pramérem trysky (nutnost vyssiho tlaku
potiebného k extruzi). Obvykle je pramér trysky v rozsahu od 100 um do 1 mm. [27] [33]

Pro porovnani s ostatnimi metodami, je DIW 3D biotisk rychly, cenové dostupny a momentalné jediny,
ktery umoziuje tisknout hydrogely s vysokou bunéénou hustotou. Umoziiuje anatomicky spravné porézni
struktury, ale musi se pocitat s biologickymi ztratami. Pro tisk scaffoldu jsou tyto parametry dostacujici.
[14]
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2.3 REOLOGIE

Reologie je v&dni obor, ktery se zabyva studiem deformace a toku latek, zejména kapalnych latek,
které vykazuji jak vlastnosti pevnych, tak kapalnych latek. Tyto latky jsou charakteristické svymi
viskoelastickymi vlastnostmi.

Reologie zkouma chovani materiald, jako jsou polymery, gely, emulze, suspenze a jiné, které vykazuji
komplexni chovani pfi deformaci. Cilem reologie je porozumeét vztahlim mezi napétim, deformaci a Casem
u téchto latek a predikovat a hodnotit jejich chovani v riznych podminkach.

Reologie ma Siroké uplatnéni v mnoha oblastech, jako jsou chemie, fyzika, materidlové védy, inzenyrstvi,
farmacie, potravinafstvi a dalsi. Pouziva se naptiklad pfi vyvoji novych materiald, zlepSovani vyrobnich
procesi, optimalizaci produkti a pfedpovédi jejich chovani v riznych podminkach. [34]

2.3.1 Elastické chovani

Elasticita je vlastnost materialu, ktera popisuje jeho schopnost vratit se do puvodniho tvaru po jeho
deformaci vnéjsi silou (tedy schopnost ukladat energii). Elastické vlastnosti jsou popisovany elastickymi
moduly (Youngiv modul, smykovy modul atd.) a rychlostmi elastickych vin (kompresnimi a smykovymi).
Youngtiv modul neboli modul pruznosti v tahu je definovan jako pomér mezi napétim a deformaci materialu
a je specificky pro dané materialy. Pokud je pfi mechanickém namahani prekrocena elasticka mez, dochazi
k nevratnym zménam struktury. [35] [36]

2.3.2  Viskoézni chovani

Viskozita je mira odporu latky vuéi proudéni a je projevem vnitiniho tieni (tedy schopnost pohlcovat
energii). Dava informaci o kapalnych vlastnostech latky. Vysoce viskézni latky maji vétsi odpor a tecou
pomaleji. Rozlisujeme Newtonovské latky, u kterych pii stoupajici smykové rychlosti zistava viskozita
konstantni a Nenewtonovské latky, které namahanim podléhaji deformaci a méni se jejich viskozita.
U polymernich tavenin pfi nizkych smykovych rychlostech je tok Newtonovsky, protoze jsou polymerni
fetézce nahodné usporadané. Pii stiednich smykovych rychlostech je tok pseudoplasticky, v tomto stavu
se fetézce zacinaji rozplétat. Pti vysokych smykovych rychlostech je tok opét Newtonovsky, protoze jsou
polymerni fetézce rozpletené a orientované ve sméru toku. [37]

2.3.3 Viskoelasticita

Vétsina materialti vykazuje kombinaci viskozitniho a elastického chovani. Vykazuji okamzitou i zpozdénou
odezvu na aplikované napéti a jejich deformace zavisi na Case. Materidly umoznuji ukladat energii
a disponovat ji, coz se projevi creep efektem a relaxaci napéti. Creep efekt je Casové zavisla deformace
materialu pfi konstantnim zatiZeni a zptsobuje pomalou deformaci, ktera je vét§inou nevratna. [38]

Tyto jevy jsou diisledkem kombinace schopnosti materialu ukladat energii (elasticka slozka) a disipovat
ji (viskozni slozka). Matematicky lze viskoelastické chovani modelovat pomoci mechanickych analogii,
jako jsou Maxwelliv model (pruzina a tlumi¢ v sérii) a Kelvin—Voigtiv model (pruzina a tlumi¢ paralelng),
které pomahaji popsat ¢asové zavislé odezvy materiali. [38]

2.3.4 Reometrie

Reometrie mé&fi a zkouma reologické vlastnosti. Pfistroje, které jsou k tomu pouzivany, se nazyvaji
reometry. Pomoci vybrané geometrie je vzorek fizené mechanicky namahan a sleduje se jeho odezva.
Kapilarni reometry jsou zafizeni k méteni smykové viskozity. Kapalina protéka kapilarou a klade viskozni
odpor vuci sténé kapilary. Ten zpusobuje pokles tlaku kolem kapilary, ktery je méten. Kuzelo-deskové
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reometry se skladaji z pevné desky a kuzele s vyklenutou podstavou, ktery rotuje a vytvari homogenni
smykovou deformaci. V mezefe mezi nimi je vzorek. M&fi se viskozita a primarni a sekundarni koeficienty
normalového napéti. Reometr s dvéma soustiednymi deskami ma jednu statickou a druha rotuje nebo kmita.
Mezera mezi deskami je laditelna oproti kuzelo-deskovému usporadani. Umoziuje méfit vzorky o vétSich
Casticich. Pro zkoumani latek s nizkou viskozitou je vhodny valcovy reometr. Vzorek je vmezeten mezi
staticky spodni valec a do n&j je ponofen vrchni rotujici valec. Vybér vhodné geometrie je klicovy, zavisi
na mnozstvi vzorku, pozadovanych vystupech, velikosti ¢astic, povrchovém napéti a viskozité vzorku. [39]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1 REPRAP 3D BIOTISKARNY

Nejjednodussi metodou pro vytvoreni 3D tiskarny upravené na miru je pouzit jiz existujici tiskdrnu
s otevienym hardware, a na jiné 3D tiskarné vytisknout potiebné dily pro upravu metodiky. Tyto tiskarny
se nazyvaji RepRap (Replicating Rapid Prototyper) a nej¢astéji obsahuji predevsim plastové dily.

Autofi ¢lanku [40] se rozhodli pouzit extrusivni tiskarnu RepRap Arduino Mega Polulu Shield 1.4.,
kterd byla pohanéna Arduino Mega 2560 R3 a A4988 krokovymi motory. Modelovani i slicing (pfevedeni
modelu na jednotlivé tisténé vrstvy) byl proveden v open-source software Matter Control 2.0. a G-kdd
zpracovan Utilimakerem Cura, ktery je kompatibilni s timto typem tiskarny.

Cilem studie bylo najit zplisob, jak vytvofit nizkonakladovou biotiskarnu s jednoduchym uzivatelskym
rozhranim. Zaroven optimalizovat parametry tisku pro tuto tiskarnu, ktera byla piestavéna z tisku
plastovych filament na tisk hydrogelovych materiali. Pfedevsim se jednalo o rychlost tisku, rychlost
vytlacovani gelu z extrudérii a koncentrace gelti. Pouzitymi materialy byly agar6zové a alginatove gely
o0 ruznych koncentracich. Extrudérem byla 1 ml injekéni stéikacka pro uchovani gelu a k ni napojena PTFE
hadicka, ktera vedla gel do trysky. Byly pfipraveny alginatové gely o koncentracich 1,5 hm.%, 3 hm.%
a 5 hm.%. Tento pokus mél zhodnotit kvalitu sitovani, pfi tisku alginatu v podobé solu do roztoku 1 mM
CaCly, ktery m¢l poskytnout vapenaté ionty pro zesiténi. Byly pozorovany problémy pii tisku, vysledna
struktura nebyla optimalni ani pouzitelna.

Perzistentni struktura byla vytvotena az pfi tisku 5 % algindtu sodného do 5ml 1mM CaCl,. Testovana
byla i viabilita buné¢k Escherichia coli na téchto tisténych vzorcich, které byly naneseny po zaschnuti
Zivného média kiizovym roztérem. Byla pouzita 3 média pro kultivaci. Prvni ve slozeni 5 % alginat sodny
a zelatina (5 g na 100 ml deionizované vody), jako druhy 5% agaréza a poslednim vzorkem 5% alginat.
Po 24 hodinach probéhla mikroskopicka analyza vzorku, jejiz vysledek byl, Ze 5% alginat poskytl zfetelné
kolonie s ostrymi okraji. Obecné se 5% alginat tiskl nejlépe pti pokojové teploté a v kombinaci s Zelatinou
se vibec nepodafilo vytisknout kompaktni vzorky. Jako nejlepsi material pro tisk se ukazala 5% agardza,
ktera pii pokojové teploté dobte tuhnula. Pokus se povedl i pfi zméné z trysky o priméru 0,1 mm na 0,4 mm,
pouze nebyl tak detailni a ¢asové Gispornéjsi. [40]

3.2 HYDROGELY VYUZIVANE V MEDICINSKYCH APLIKACICH

Ruberu et al. [41] optimalizovali parametry extrusivniho tisku pomoci Bayseovské statistické metody.
Optimalizace 3D biotisku zahrnuje spoustu parametrl, a tudiz velkou spotiebu materialu a je Casové
narotna. Byla vyvinuta snaha o minimalizovani nutnych  pokusi, pfi  zohlednéni
fyzikalné-chemickych vlastnosti, parametrt tisku a post-processing Uprav. Pouzit byl bioinkoust na bazi
methakrylované Zelatiny o koncentracich 10 %, 7,5 % a 5 % (GelMA) a spolu s methakrylatem kyseliny
hyaluronové (GelMA/HAMA) o koncentracich 10:2 %, 7,5:2 % a 5:2 %. Vybrany byly kvuli schopnosti
napodobovat extracelularni matrix o vysoké viskozité. Obecné se 1épe tisknou latky s vyssi viskozitou.
Porovnavana byla morfologie filamentl a architektura tisténych port. Pouzita byla komercni tiskarna
EnvisionTEC bioplotter. Koncentrace a fada nastaveni tisku byla zadana do vypracovaného algoritmu,
ktery vyhodnotil vystupni doporuceni pro pocet experimenti a zU0zil laditelné parametry na ty,
které poskytnou vyrazngjsi zménu. Bayesovska optimalizace vyrazné snizila pocet potfebnych experimentl
(napt. z 6000—10000 moznosti stacilo jen 19—47 pokust). [41]
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Experiment védeckého tymu z Univerzity Saskatchewan [42] se zabyval tvorbou alginatovych scaffoldii,
které vznikaji chemickym sit'ovanim v procesu 3D tisku. Cilem bylo zjistit, jak mnozstvi a doba expozice
sitovacimu ¢inidlu (CaCly) ovliviji elasticitu scaffoldi. Alginét je latka, kterd ma spoustu vhodnych
vlastnosti pro tvorbu scaffoldii, ovsem neni dostate¢né mechanicky stabilni a smési s jinymi polymery,
které by tuto kvalitu zlepSily, mohou naopak snizit jeho rozsah pouziti. Autofi studie pracovali
s EnvisionTEC GmbH tisk&rnou pii laboratorni teploté, tudiz hydrogelovou strukturu ovliviiovali pouze
sitovacim ¢inidlem. Scaffoldy byly vytistény a ponotfeny do raznych objemt 50 mM CaCl; po riznou dobu
(az 24hodinové intervaly). Poté byla méfena zavislost viskoelastickych modul na amplitudé deformace
a porovnavany elastické moduly. Pro dukladné&jsi zkoumani morfologie byla pouzita rastrovaci elektronova
mikroskopie (SEM).

Vzorky byly ponotfeny do 3 ml 50 mM CaCl, a hodnoty modulu pruznosti po jedné hodiné vykazovaly
39,8+6,4 kPa, po dvou hodindch 99,3+1,8 kPa, po ¢tyfech hodinach tisku 153,6+16,1 kPa a po dvaceti
Ctyfech hodindch 273,445,6 kPa. Takze zavérem je, Ze S Casovym odstupem je alginat vice sitovan
a mnohonasobné se zvysuje jeho elasticita s rostoucim mnozstvim Ca?* iontii potiebnych pro sitovani.
Stejny pokus probéhl i s mensim mnozstvim roztoku CaCly (1ml) a bylo potvrzeno, ze elastické moduly
se pfi stejnych Casovych intervalech snizily. Vyznamny rozdil srovnani byl v elastickych modulech
zmétenych ihned po tisku, kde SEM analyza potvrdila porézné&jsi strukturu. Mechanické vlastnosti scaffoldii
zkouSeli predpovédét za pomoci numerickych modelt. Pouzili linearni elasticky model (Finite Element
Model — FEM), software ABAQUS, kde modelovali scaffold. Vstupnimi parametry bylo Poissonovo ¢islo
(pro alginat), experimentalné ziskany elasticky modul a realné rozmeéry vladken a péra. Pro oblasti vetsi
deformace pouzili nelinedrni analyticky model, ktery vychazel z mocninné zavislosti napéti na deformaci.
Modely zkombinovali a dokazali tak predpoveédét realné chovani scaffoldu pti nizkém i vysokém zatizeni.
Vysledky modell se shodovaly s experimentalnimu vysledky, takze lze Fict, Ze jsou vyuzitelné a mohou
pomoci optimalizovat proces. [42]

Cilem autorti publikace [43] bylo najit efektivni a méné invazivni metodu regenerace chrupavky pomoci
biotisku natiskarné 3D Discovery. Akutni poSkozeni chrupavky mohou zpisobit problematickou
sekundarni osteoartrzu. Testovali moznost vytvoteni funkéni chrupavky pomoci 3D biotisku indukované
pluripotentni kmenové buriky (iPSC) v kombinaci s bioinkoustem obsahujicim nanocelulézu a alginat
(NFC/A) a nanocelulézu a kyselinu hyaluronovou (NFC/HA) ke spoleéné kultivaci s ozafovanymi
chondrocyty. 3D tiskem se snaZili o co nejpreciznéjsi uspoiadani bunék, upravovali pouze slozeni smési, ne
parametry tisku. Sitovani probihalo pomoci 0,1 M CaCls.

Vys§i koncentrace nanocelulézy vyrazné podporovaly strukturni vlastnosti, ale ne rust bunck.
Nejvhodné&jsi podminky pro buniky a tvorbu chrupavcité tkané poskytl bioinkoust na bazi NFC a alginatu
(v poméru 60/40 hmotnostnich %), ktery poskytoval lepsi diferenciaci bun¢k. Po 5 tydnech diferenciace
tvotily vzorky hyalinni chrupavku, coz prokazalo histologické barveni a imunohistochemie kolagenu typu
Il. Po ozafovani provadéli histologické analyzy, RT-PCR a pozorovali vzorky pod mikroskopem. Bylo
zjisténo, ze faktory jako TGFB1, TGFB3, GDF5 a BMP2 jsou rozhodujici pti produkci dilezité slozky
matrix hyalinni chrupavky kolagen typu Il, IX a XI a aggrekan 21-23. Celkové se ukazalo, Ze 3D biotisk
iPSCs v NFC/A je vhodnou metodou pro regeneraci chrupavky, jelikoz zajistuje bunéénou podporu
a povzbuzuje efektivni diferenciaci a vylepSuje biofyzikalni vlastnosti scaffoldu. [43]

Nasledujici studie [44] Fesila proces tvorby gradientovych scaffoldii, jelikoz prirozené tkané nejsou
jednolité a jejich slozeni a vlastnosti jsou v ramci tkan¢ proménlivé. 3D tisk se nabizi jako precizni metoda.
Pracovali s tiskdrnou 3D Discovery Evolution s koaxialnim extrudérem. Bioinkoustem byly smési
hydrogell na bazi alginatu, zelatiny a chitosanu. Gradient vznikal pfi plynulé zméné poméru materialti
ptimo béhem tisku, bez nutnosti ménit tiskové hlavy. Rychlost tisku nastavili na 5 mm/s, primér trysky
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410 um a tlak 0,2—0,4 MPa. Tisk probihal pfi laboratorni teploté. Sitovani vzorkt bylo za pomoci CaCl,
(20g/1) pro alginat a glutaraldehydu (25ml/l) pro zelatinu a chitosan. Experimentalné zkoumali morfologii
(pomoci SEM), mechanické vlastnosti, porovitost a bobtnaci schopnosti scaffoldii. Dle ptedpokladu byla
zjiSténa se zménou gradientu i plynula zména struktury a s ni i zména mechanickych vlastnosti. Naptiklad
pevnost v tahu se lisila mezi vrstvami — od 4,7 MPa (chitosan/zelatina) po 1,8 MPa (alginat/Zelatina).
Pdrovitost se pohybovala od 55 % do 75 %, v zavislosti na sloZeni. Vys$§i koncentrace Zelatiny a chitosanu
prokazovaly dobrou zivotaschopnost bunék, gradient umozioval i jejich migraci. Vysledky tak potvrdily,
Ze tento piistup umoziuje vytvofit funkéni scaffoldy, které se 1épe ptizptisobi riznym typtim tkani. [44]

Z reSerSe byla zvolena jako nejadekvatnéjsi metoda k tisku hydrogelti extrusivni tisk. Diky mozné
flexibilit¢ a finan¢ni strance byl vybran volné modifikovatelny typ RepRap 3D tiskarny a standartné
pouzivany typ trysky. Algindtové gely jsou vhodnym a snadno dostupnym materidlem, vykazuji Siroké
moznosti Uprav, a predevSim iontové sitovani je rychlou a Setrnou metodou. Pro sitovani byla nakonec
pouzita vys$§i koncentrace CaCl,, protoze mélo dochazet k michani sitovaciho cinidla pred tiskem
a bylo potreba zajistit efektivnéjsi gelaci.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

41 POUZITE CHEMIKALIE

= alginat sodny, Cistota neuvedena (ROTH, CAS No. 9005-38-3)

= D-(+)-glukano-d-lakton, ¢istota > 99,5 % (Sigma-Aldrich, CAS No. 50-99-7)

= uhli¢itan vapenaty, Cistota > 98 % (Lach-Ner, CAS No. 471-34-1)

= chlorid vapenaty bezvody granulovany, > 97,8 % p.a. (Lach-Ner, CAS No. 10043-52-4)
* methylenova modr

4.2 POUZITE PRiISTROJE

= reometr (Discovery HR-2, TA Instruments)
geometrie

= 20 mm deska—deska se zdrsnénym povrchem 0,2 mm — sériové ¢islo: 115802
= 30 mm soustfedné koncentrické nerezové valce — sériové ¢islo: 118102

=  hustomér (Anton Paar, DMA 4500)

= viskozimetr (Anton Paar, AMVn)

= proudova susarna (Ecocell 111)

= analytické vahy (Denver Instruments, S-603)

= analytické vahy (Denver Instruments, 224A)

* magneticka michacka (VELP Scientifica, AREX Digital)

= 3D tiskarna GeeeTech (Shenzhen Getech Technology Co., Ltd., A20T)

43 POUZITY SOFTWARE

= TRIOS (TA Instruments)

= MS Excel (Microsoft)

= Slicer RepetierHost V2.3.2

= Autodesk Fusion 360 Student

4.4 PRIPRAVA ALGINATOVEHO HYDROGELU

4.4.1 PrFimé sitovani prostirednictvim soli obsahujici dvojmocné ionty kovu

V této bakalarské praci byly pfipraveny alginatové gely z alginatu sodného o riznych hmotnostnich
koncentracich. Navazky ¢istych latek byly provedeny na analytickych vahach a mnozstvi solu pro tvorbu
gelu bylo davkovano plastovou stiikackou a odvazeno.

Byl ptipraven 2 hm.% sol rozpusténim 2 g alginatu sodného v 100 ml destilované vody do zasobni lahve.
Alginat se vzdy piipravoval aspon 24 hodin pied pouzitim, ptiblizné pul dne se michal na magnetické
michacce pii laboratorni teploté a 250-300 RPM. Uchovaval se v lednici. Sitovani probéhlo pfidanim
chloridu vapenatého s molarni koncentraci 0,1 M. Pomér téchto slozek byl optimalizovan v piedeslych
pracich na 5 ml solu alginatu ku 2 ml CaCl,. V prubéhu experimentu byl tento pomér optimalizovan,
protoze hydrogely nevstiebavaly veskeré mnozstvi vody z roztoku CaCl,, coz by zptisobilo komplikace
pii 3D tisku.

4.4.2 Oddalena metoda gelace s pouzitim D-(+)-glukano-é-laktonu

Pti této metodé byl namichédn sol stejnym zplGsobem. Rozdilem je zptisob gelace, kterd probiha pomaleji
a je oddalena. Alginat je smichan s uhli¢itanem vapenatym s koncentraci 1-2 g uhli¢itanu vapenatého na litr
alginatu. Uhli¢itan vapenaty je nerozpustny ve vodé a pro jeho lepsi dispergaci v solu alginatu byl nejprve
rozmichan v malém mnozstvi destilované vody (do 0,2 ml) a poté na magnetické michacce michan
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s alginatem, dokud nevznikla homogenni smés. K alginatu je pfidavan D-(+)-glukano-g-lakton (GDL)
0 koncentraci 0,1mM a v molarnim poméru GDL: CaCO; 2:1. Metoda spo¢iva v tom, ze GDL pomalu
uvolfiuje z CaCOs vapenaté ionty a ty situji polymerni fetézce. Tyto gely vstiebaji vEétsi mnozstvi vody,
protoZe proces probihda pomalu a molekuly vody se snaze uchytavaji ve vznikajici struktuie hydrogelu.
Soucasti piedloZzené bakalarské prace bylo vybrat, kterd z téchto metod bude vhodnéjsi pro 3D tisk
a optimalizovat ji. [45]

45 MERENI MECHANICKYCH VLASTNOSTI

Pro zkoumani mechanickych vlastnosti hydrogell a jejich porovnavani je vhodnym nastrojem reometrie.
Mg¢feni probihalo na reometru (Discovery HR-2, TA Instruments) a jednalo se o oscila¢ni amplitudové testy
s fizenou smykovou deformaci a konstantni frekvenci, za pouZiti zdrsnéné geometrie deska-deska o priméru
20 mm (Obr. 1). Mé&feni bylo realizovano vzdy minimalné v duplikatu, aby byla zarucena
reprodukovatelnost. V systému TRIOS (TA Instruments) byla nastavena vyska $térbiny vzdy na 1000 pm,
vzorek byl po celou dobu méfen na Peltierové desce temperované na 25 °C, doba relaxace pied méfenim
byla nastavena na 120 s, frekvenci oscilace 1 Hz. Méfeni probihalo v logaritmickém maédu se vzestupnou
tendenci v amplitudach deformace 0,01-1000 % s poétem 8 bodii na dekddu. Z gelu byl vyiezan celistvy
plat co nejblizsi vySce §térbiny a priméru geometrie. Ten byl vlozen mezi oscilacni a staticky senzor.
Po uchyceni vzorku mezi geometrie byly odstranény piebytecné ¢asti, spusténo méfeni a zaznamenavana
odezva materialu v podobé viskoelastickych modult.

Obr. 1: Ukdzka méieni amplitudovych testit na reometru s geometrii deska—deska

Vysledky byly interpretovany pomoci grafu logaritmické zavislosti pamétového a ztratového modulu
na amplitudé¢ deformace. Byla vypocitana a graficky znazornéna linearni viskoelasticka oblast (LVO).
Udava rozmezi mechanického namahani, kterému material odolava bez trvalé deformace nebo poskozeni
struktury. Zjist'uje se pro dal$i manipulaci s materidlem a vybér jeho pouziti. Konec této oblasti je znazornén
v grafu ¢arkovanou ¢arou kolmou na vodorovnou osu (Obr. 2). Ur¢i se jeden modul a mezi daty se vyhleda
Cast, kterou lze povazovat za linearni a vypocita se z ni pramér. Poté se pro jednotlivé hodnoty ur¢i jejich
odchylka od praméru. Odchylkou nad 5 % konéi LVO. U alginatovych geld, které byly méfeny pro tuto
praci, se amplituda deformace pro hranici LVO pohybovala mezi 1-3 % (v z&vislosti na koncentraci
hydrogelu). Dale Ize z grafu vycist bod k¥iZeni, kde se protind pamétovy G’ a ztratovy G” modul a znaci
oblast, za kterou probihaji nevratné zmeény struktury. Pii velkych odchylkach v méfeni bylo provedeno
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opakované méfeni s vice vzorky o stejném zptisobu pfipravy. Tato méfeni byla statisticky zredukovana
pomoci Dean Dixonova testu pro hrani¢ni hodnoty (s 95% spolehlivosti) a nasledné z nich pocitan primér.
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Obr. 2: Priklad vyhodnoceni amplitudovych testii, graf zavislosti viskoelastickych modulii na amplitudé deformace
S vyznacenym meznim bodem LVO

Na reometru bylo provedeno také meéteni tokovych testi ve dvou soustiednych valcich (30 mm),
do kterych bylo nadavkovano 18 ml solu (objem alginatu, pti kterém byla geometrie zaplnéna, byl pouzit
pro vSechna meéfeni). Vné&jsi valec je staticky a vnitfni rotuje, ¢imz zvySuje smykovou rychlost
a zaznamenava smykové napéti a dynamickou viskozitu. Méfeni probihalo pfi laboratorni teploté 25 °C,
rozsahu smykovych rychlosti 0,01-100 1/s a pti 6 bodech na dekadu. Opét probihala dvé méfeni a vysledky
byly primérovany. Vyhodnocenim byla viskozitni kiivka (zavislost dynamické viskozity na smykové
rychlosti). Informace o vlastnostech solu pfi mechanickém namahani byla klicova pro naslednou praci
s tiskdrnou a nastaveni pocate¢ni rychlosti vytlaCovani solu ze zasobnikd a rychlosti tisku.

4.6 PRACE S 3D TISKARNOU

Pro 3D tisk hydrogeli byla zvolena RepRap tiskarna GeeeTech A20T, ktera slouzi k tisku plastovych
filamentu a bylo nutné ji modifikovat. Vybér tiskarny podpofila nizka cena a predevsim vhodny firmware
(zalozeny na Marlinu, coz je open source software, ktery idi veskeré funkce tiskarny a je vhodny
pro tiskarny pracujici na systému Arduino). Vizi do budoucna je tisk gradientovych geld, takze byla
potieba tiskarna, ktera je schopna michat smési z jednotlivych extrudérti soucasné a tisknout je v riznych
pomgérech. Tato tiskarna ma nosnou konstrukci pro 3 extrudéry, momentalné se pracovalo se dvéma,
ovSem opét to zvySuje moznosti nasledného vyuziti (Obr. 3).
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Extrudér

Obr. 3: Model 3D tiskdarny s priblizenym pohledem na smésovac

Tiskarna byla pfestavovana na Fakult¢ chemické v laboratofi Bioplasti. Byla vyménéna velka cést
hardware, ale do firmware nebylo zasahovano. Pro davkovani gelu byly jako zasobnik pouzity EFD kartuse
10 ml. Kartuse byly zasazeny do topné folie (12 V, 5 W). Kazdy zasobnik muize byt samostatné vyhiivan
az na 80 °C (napf. pro tisk fyzikaln¢ sitovanych gelti zménou teploty). Pohon extrudéru byl vyménén
z pavodniho krokového motoru na motor bez mechanického uchyceni s priichozim trapézovym Sroubem
TR8. Pro miseni jednotlivych sloZek byl navrZen hlinikovy sméSovaé¢ s moznosti vyhtivani dvojici topnych
patron (12 V) do 80 °C. Smésovaé pracuje s jednoduchym misenim 3 proudd. Pfi pouzivani pouze
2 extrudérl je do tfetiho zasazena slepa kartuSe a pfivod do sméSovace ucpan. Z ngj jde smeés ihned
do polypropylenové trysky o priméru 0,4 mm. Tiskova podlozka je hlinikova, lze ruéné manipulovat
s vyrovnavacimi Srouby (Obr. 4).

Tiskové&odloika

Zaslepka

Obr. 4: Fotografie zdsobniku materiali (vlevo) a tiskové podlozky
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Tiskarnu je mozné ovladat pies ovladaci panel. Dale Ize nastavit pozadovanou teplotu pro extrudéry a
smé&Sovac. Chlazeni tiskarna aktualné neumoziuje, na laboratorni teplotu se extrudéry chladi kartusemi se
studenou vodou. Prosamotny tisk je tiskdrna pfipojena pies USB k pocitaci a ovladana software
RepetierHost V2.3.2, ktery provadi slicing, umoziuje kalibraci a zaroven je komunika¢nim kanalem
k tiskarné. Diky tomu se daji ménit parametry tisku v prub&hu. Byl pouzit integrovany slicer CuraEngine,
nicméné tento software podporuje i dalsi jako PrusaSlicer a Slic3r. 3D modely jsou nahravany ve formatu
STL, mohou byt vytvoieny v libovolném CADu. Pouzivali jsme Fusion 360.

Po spusténi programu RepetierHost je potieba spojit software s tiskarnou a nahrat pozadovany objekt
(levy horni roh Connect a Load file, Obr. 5). Prvotni nastaveni je provedeno v zalozce Printer
Settings — Extrudér (pravy horni roh, Obr. 5) kde se nastavuje pramér trysky (diameter). Parametry,
které zde nebudou zminény byly ponechany beze zmény dle pfednastavenych hodnot. Dale uz se pracuje
se slicer, kde se konfiguruji podrobnéjsi parametry tisku pro dany objekt. Vpravo nahote je zalozka Slicer,
kde se vybira dany typ. Pies Configuration se otevie CuraEngine Settings se dvéma 2 zalozkami: Print
a Filament (Obr. 5). V zalozce Filament byla vétSina parametri neménéna. Experimentalné byl odvozen
parametr Flow. Timto ma tiskarna napocitané, kolik filamentu vytla¢i pohyb na krokovém motoru.
Jelikoz byly zménény i motory extrudérd i material, byl parametr Flow pokusem stanoven na 18 %.
Nastaveni Temperature zistalo neménné. Firmware tiskarné umoziuje tisknout pouze, kdyz je vyhiivana
na 200 °C. Nebylo v planu ho pieprogramovat, takze aby se tiskarna nezacala vyhfiivat, byl pfidan dodate¢ny
odpor Kk teplotnim ¢lanktm.

@ Repetier-Host V2.3.2 - Vilec 20mm — o %

onfig  Printer Server Tools Help

Y= 3 | @

Log Printer Settings JEasy Mode
30 View | Temperature Cunve  Cura | ObjectPlacement  Sicer | Print Preview | Manual Control | SD Card |
CuraEngine Settings close |
pim  Fiament | 4— D slice with CuraEngine
Default = % Save [* Saveas i Delete
[Slwcer CuraEngine -] £33 Manager
% Import % Expont
Filament 1 Configuration
Filament Diameter  1.75 [mm] Print Setings:
[ Flow 18 [-’c]] Print Configuration:  Vélec 20mm
Adhesion Type: Mone
Temperature d
Quali 03
Print Temperature: 200 rq uality mm
Bed Temperature: 10 rel Support Type s
Speed:
Cooling Slow Fast
Min. Fan Speed . %
50 [ Print Speed 10 mmys
Max. Fan Speed 100 [%] Quter Perimeter Spead: 10 mm/s
Minimum Layer Time: 5 [s] Infill Speed: 10 mm/s
Infill Density
CuraEngine only supports one extruder diameter and fiow value, because it assumes idenfical extruders. Fyou have
a multi-extruder setup with different values. the values from the first extruder are used for all. Printtemperatures are set Enable Cooling
in the stanl g-code. so using different tlemperatures for difierent matenials is no problem. For caoling the highest values ) )
of all extruders are used. Filament Settings:
Exiruder 1. Default
CuraEngine is separate, external program developed by David Braam. For more informations visit hity
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Obr. 5: Program RepetierHost s nastavenymi hodnotami

Na listu Print je nékolik zaloZek. Ve Speed and Quality je dulezité davat pozor na Default Quality a vysku
vrstvy, ktera musi byt mensi nez pramér trysky (Obr. 6). V zalozce Structures byla pouzita Skirt line, coz je
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n¢kolik ¢ar kolem vytisku, které nejsou soucasti samotného objektu. Je to z diivodu ustaleni koncentraci
a tlaku v sytemu.

Pti zasazeni zasobnikd a jejich opafeni extrudéry je potfeba manualné pootocit Snekovy pist, dokud latka
nevyteée z trysky, aby se ovéfil bezproblémovy prichod. Takze pted tiskem objektu neni ve sméSovaci
koncentrace v pozadovaném poméru a musi se teprve ustalit. Raft, ktery slouzi jako podpurna sitova
struktura pod modelem pro zajisténi optimalni pfilnavosti prvni vrstvy k podlozce a stabilizaci tisku, nebyl
pouZzit.

V zaloZce Extrusion je vypnuta Retraction (doc¢asna zadrz a hystereze), kterd pomaha pii presunu hlavy
s tryskou na dal$i vrstvu a malym poklesem tlaku nasaje trochu materialu a tisknout za¢ne opét
az na spravném misté. Funguje dobie u plastovych filamenti, ale u hydrogelovych materialti pracuje
s jinymi tlaky a hysterezi, takze spi§ ptisobi komplikace. Zalozky G-codes a Advanced nebyly ménény.

V pravém panelu v zalozce Slicer je potieba uz jenom nastavit Print Settings (Obr. 5). Speed (rychlost
tisku) neni konstantni v prubéhu tisku a méni se dle potieby. V zékladnim nastaveni je 10 mm/s. Infill
Density (hustota vyplné€) nejlépe tiskla pii 35 %, jelikoz gelové materialy se mirné roztékaji a slévaji
nez kompletné zesit'uji. Po tomto nastaveni je pouzito tlacitko Slice with CuraEngine a systém v zavislosti
na nastavenych parametrech rozdéli objekt na vrstvy a vygeneruje G-kod pro tiskarnu. Print Preview
poskytuje informace uzivateli o dobé¢ tisku, poctu vrstev apod.

@) Repetier-Host V2.3.2 - Vilec 20mm = (m] '
File View Config Printer Server Tools Help
.
GRS 2 @
Connect | Load | Log Printer Settings Easy Mode
3DV|ew] Temperature Curve  Cura | Object Placement Ll | PrmPrewew] Manua\cunum} SD Card |
CuraEngine Settings Close
<— [> Slice with CuraEngine
Vilec 20mm - * Save = Saveas i Delete |
' . Slicer.  CuraEngine - | 3 Manager
= Import 5 Export l
[(5reeam0 Goaly ) Stuciures Jremwoendmccasos | siancen | eCocbauiaion i
Speed ' ‘ ' Suppart
Slow Faat SupportPatiem  Lines
Print 50 50 [mm/s] Overhang Angle: 60 i
Fill Amount 0 1%
Travel 250 250 [ms] ! el
Distance XY. 07 [mm]
First Layer. 20 20 [mmys]
Distance 2 015 fmm]
Outer Perimeter 20 20 [mmjs]
Skirt and Brim
Inner Perimeter 50 50 [mmys] SkirtLine Count .
Infill: 50 50 [mmys] Skint Distance: 3 [mm]
Skin Infill: 50 50 [mm/s] Minimum SkirtLength: 150 [mm]
Qualy Brim Width 1 [mm]
uali
Raft
Default Quality: 0.3 mm
Extra Margin: L] [mm)] Line Spacing 1 [mm]
1 Selected Quality Setting Base Line Thickness: 0.3 jmm) Base Line Width 07 ]
+ Name 0.3mm nterface Thickness: 02 fmm] Interface Line Width- 0.2 [mm]
! Layer Height 03 mnf  Air Gap Layer 0 fmm] Num Surface Layer 3
3 First Layer Height 03 mnf AirGap 0
First Layer Extrusion Width: 100 %] General
r 1 1
G-Code Flavour  RepRap (RepeberMariin/Sprinter)

Obr. 6: Program RepetierHost s nastavenymi hodnotami

G-kaod byl editovan v zalozce G-Code Editor. U alginatovych geld byly pouZity dva extrudéry a pilotni
experimenty probihaly s michanim v objemovém poméru 1:1. Na Obr. 7 je vyznacena dopsana kodova
sekvence, Vv niz je mozné zvolit pomérové zastoupeni sloZek. Zalozka Manual Control potom umoziuje
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nastavit Home position, pohyby tiskové platformy a zakladni manipulaci s tiskarnou, kterou najdeme
i na ovladacim panelu.

3

Printer Settings Easy Mode

Object Placement | Slicer l Print Preview G-Code Editor [ Manual Control l SD Card |

Close
5.01

ait for all u
TO s200

r count:

s to reach temperature

XB82.358 ¥81.307 EO0.01219
X83.370 ¥B0.404 E0.02437
X84.426 ¥79.554 E0.03655
X85.527 ¥78.7€1 E0.04873
XB6.667 YT78.026 E0.06051
X87.848 ¥77.352 E0.07312
X89.060 Y76.744 E0.08530
X90.302 ¥76.15%3% E0.05748

Visualizatior | G-Code Syntax | Search l
Obr. 7: G-kéd s dopsanou kédovou sekvenci (béZi 2 extrudéry ze tii a na 50 % vykon)

Timto je ptipraveny software pro tisk a optimalizace jeho parametri. Pouzivané koncentrace slozek
a jejich ptiprava bude popsana nize v sekci 5.3 Optimalizace 3D tisku. Tisk probihal za pouziti oddalené
metody gelace alginatu sodného s uhli¢itanem vapenatym a GDL v destilované vod¢. Zasobniky materialt
byly vzdy naplnény na 10 ml. Jsou to plastové kartuse, které se ze spodni strany zajisti modrou zéslepkou,
aby se dobie plnily (Obr. 4). Do kartusi je nadavkovana latka a musi se v horni ¢asti ocistit. Poté je velmi
pomalu stlacena bilym pistem tak, aby v zasobniku vznikl podtlak. Zasobnik se oto¢i zaslepkou nahoru a ta
se oddéla. Pist se dal stlatuje zespodu, dokud nedostaneme ze zasobniku vSechen vzduch. Spravné
nadavkovani zasobniku je v ptipadé, Ze latka neprotéka kolem pistu. V opacném piipadé je potieba
nadavkovat znovu nebo mize byt manualné opotiebovany pist a je potieba jej vymeénit. Zasobniky, pisty,
trysky a zaslepky jsou navrzeny jako jednorazovy material, ale jsou recyklovatelné a pouzitelné,
dokud na nich neni znamka mechanického poskozeni. Nejrychleji se opotfebovavaji pisty.

Jakmile je zasobnik naplnén, odstrani se zaslepka a mize se vlozit do komory pro zasobnik (Obr. 8).
Opatii se extrudérem a po zajiSténi je nutné provést kontrolu spravného upevnéni (gel nikde neprotékd)
a bezproblémovy prichod sméSovacem a tryskou. Na vrchni ¢asti extruderu se da manualné pohybovat
pistem. Je tieba utahovat sroubovici do té doby, nez latka potece z trysky. To samé se musi provést i s druhy
zasobnikem a extrudérem. Protoze bylo velmi obtizné odlisit, zda z trysky vytéka mlécné bily gel
(zptisobeno uhli¢itanem vapenatym) nebo pruhledna voda s GDL, byla kroztoku GDL pfidavana
methylenova modf. Nejprve bylo laboratorné ovéfeno, Ze nereaguje se slozkami. Methylenova modi hodné
barvi, tudiz ji bylo pfidavano velmi malé mnozstvi (pfiblizn¢ 0,005 g do 10 ml roztoku s GDL) pouze
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pro vizualizaci, zdali je vysledny vytisk opravdu smési obou latek. Hlavnim problémem pii tisku bylo zjistit,
jakym zpisobem a jak kvalitné se michaji latky ve sméSovaci. GDL je sloucenina, kterd s casovym
odstupem rychle degraduje. Bylo potieba pracovat precizné a rychle. Jakmile se alginat s GDL stietnou
ve smé&Sovacéi pti kontrole pratoku, tak zac¢ina dochazet k pomalé gelaci. V idealnim ptipadé je nutné mit
nastaveni softwaru a vSe pfipravené, aby bylo moZzné po zajisténi zasobnikli ihned tisknout. Mohlo
by se stat, ze s velkou ¢asovou prodlevou se sméSovac ucpe jesté pred tiskem. Po spusténi tisku tato ¢ast
gelu, ktery byl pouzit na kontrolu prutoku systémem, neni problémova, protoze se odstrani pii tisku Skirt
line (zkusebni vrstva okolo objektu), kde se ustali koncentrace a objekt uz je tistény podle vychoziho
nastaveni.

Obr. 8: Zdasobnik se nejprve viozi do tiskové komory (vlevo). Poté se nasadi extrudér povoleny na minimum
a ndsledné se postupné pritahuje tak, aby doslo ke kontaktu Snekového mechanismu s pistem (uprostied). Nakonec
je systém zajistén pomoci stabilizacni objimky (vpravo).

4.6.1 Optimalizace tiskove platformy

Idealni vyska trysky je pfiblizné 0,5-1,0 mm nad povrchem tiskové podlozky a zaroven nesmi byt vyse,
nez je prumér trysky, jak jiz bylo zminéno. Pii pocatenich pokusech jsme experimentovali S riznymi
povrchy tisku. U plastovych i sklenénych Petriho misek dochazelo k tomu, Ze gel nebyl schopen dobie
pfilnout a Spicka trysky ho tahala po povrchu. Nejlépe drzel na kartonu, pravdépodobné kvili drsnéjSimi
povrchu. Na hlinikové tiskové podlozce drzel gel Iépe nez na Petriho misce, takze jsme pokracovali s tiskem
ptimo na ni (Obr. 9). Nicméné i pfi optimalizaci poméru a koncentraci se prvni vrstva roztékala vyrazngji
nez vrstvy nasledujici a gelovala moc pomalu. VyzkousSeli jsme potfit pred tiskem tiskovou podlozku 0,1 M
CaCly, aby rychleji zasit'ovala a dalsi vrstvy mély pevny zaklad. Dalsi vytisky mély ostiejsi okraje.
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Obr. 9: Zkouska tisku na riizné povrchy (Petriho miska, karton, hlinikova podlozka)

Pii tisku je komplikaci doba prodleni gelace materiélu, ktera by udrzela dalsi vrstvy tisku. S konstantni
experimentalng zjisténou primeérnou rychlosti tisku prvni vrstvy nestihaji zesitovat a tlakem dalsich vrstev
se rozlévaji. Posledni vrstvy, které se dobfe pfichytavaji k hydrogelu pod nimi, situji pomérmné rychle
v kompaktni gel a neprobiha efektivné gelace na podlozce, kterd dotvati jednolity objekt. Z toho vyplyva,
zese musi ménit parametry v pribéhu tisku. Ponechali jsme konstantni sméSovaci poméry
(ALG+CaCO3:GDL = 1:1), laboratorni teplotu, stejné koncentrace latek i pramér trysky a ménili
pouze parametr Flow rate a Speed.

U prvnich 2-3 vrstev byla snaha co nejvic urychlit gelaci. ZvySenim parametru Flow rate (mnoZstvi
materialu vytlaCovaného extrudérem do sméSovace) jsme piesytili systém obéma slozkami, takze byl
donucen krychlejsimu sitovani. Flow rate 100 % znamena standardni napocitany tok materialu
pro nastavenou vysku vrstvy. My jsme se pohybovali u hodnoty 300 %. Naopak rychlost tisku byla snizena
tteba na 80 % (takze 80% rychlosti vychoziho nastaveni 10 mm/min), aby se prvni vrstvy 1épe pfichytavaly
k povrchu a tryska je pii tisku tolik nerozmazédvala. Tim bylo dosazeno kvalitngjsi z&kladni vrstvy,
Ktera se neroztékala pfi tisku nasledujicich. Po téchto par vrstvach je mozné zalit snizovat Flow rate
na ptivodnich 100 % a zvySovat rychlost tisku (na 250-300 %). Je potfeba pozorovat tisk a meénit
dle potieby. Kdyz tryska za¢ne strhavat zesitované oblasti, je potieba urychlit tisk. Pokud gel tuhne moc
pomalu, zvysi se Flow rate. Lze délat i velké skokové rozdily pii zméné, klidné o 100 %, systém vétSinu
Casu stiha reagovat. Po ukonceni tisku se vzorek necha par minut v klidu na podlozce (sta¢i 10 minut),
aby se v ném dostate¢né ustalila struktura a poté jde $pachtli jednoduse sundat z hlinikové podlozky.

Po kazdém tisku se musi tiskarna ihned vygistit, protoZze spolu latky uvnité celého systému neustale
reaguji a po kompletnim zesitovani ve sméSovaci se musi cely rozebrat. Prvnim krokem ¢isténi je umisténi
odpadni nadoby pod trysku a vyndani zasobnikti. Do dvou ze tii komor se umisti slepé kartuse, a do tieti
zasobnik s destilovanou vodou. Neni potieba zapinat tiskarnu, ruéné lze stlaCovat pist a procisti
se timto zpisobem kazda z pfivodovych drah do sméSovace (minimaln¢ dvakrat). Zaroven se Castené
procisti sam sméSovac a tryska. Tu je mozné také odsroubovat a promyt. Zbytky gelu se z ni odstrani dobte
pomoci tenké jehly. Pro dalsi tisk se nemusi sméSova¢ kompletné vysouset.
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5 DISKUZE A VYSLEDKY

Experimentim s 3D tiskdrnou a optimalizaci parametri pfedchazely experimenty pro vyladéni vhodné
konstrukce a materiali pro hardwarové vybaveni tisk&rny. Z tohoto divodu se zkoumaly reologické
vlastnosti alginatovych geli a jejich kompatibilita s materidlem, z néhoz byly navrzeny soucastky 3D
tiskarny. Zasobniky a trysky jsou z polypropylenu, coZ je material neinteragujici s témito gely [46]. Uéelem
tiskarny je moznost tisku riznych hydrogell, tudiz i riizné zpasoby sitovani. Mezi né patii i tepeln¢
indukovana gelace (napt. agardza). Komory pro zasobniky byly upraveny pro vyhfivani a s tim se pojilo
zajistit vyhiivani sméSovace. Nejedna se o komer¢ni souéast, byla specificky konstruovana pro pouzivany
typ tiskarny. Navrhovanym materialem byl hlinik, pfedev§im kvuli vybornym teplenym vlastnostem a jeho
dostupnosti a bezproblémové manipulaci. Hlinik miZe na svém povrchu za uréitych podminek uvoliovat
ionty Al**, které maji vysokou schopnost iniciovat iontovou gelaci alginatu (dokonce vyraznéji nez bézne
pouzivané dvoumocné ionty, napiiklad Ca®'). Ztohoto diivodu bylo nutné ovéfit jeho mozny vliv
na sitovani alginatu. Hlinik tvofi kubickou strukturu a za normalnich podminek (neutralnim nebo mirné
kyselém prostiedi) ionty neuvoliuje a chrani se proti korozi vrstvou oxidu hlinitého. Sol alginatu je slabé
kysely, takze byl navrzen ovétovaci experiment, pro potvrzeni této hypotézy [47].

51 KOMPATIBILITA HLINIKOVEHO SMESOVACE S ALGINATOVYMI GELY

Piedpokladana maximalni doba setrvani solu ve sméSovaéi, nez dojde k jeho tisku, byla stanovena
na 5 minut (dle drahy prichodu a ptedpokladané rychlosti tisku z reSerSe). Pokud by dochéazelo k iontové
gelaci hlinitymi ionty, musela by se nutné ménit i viskozita solu. Zvolenou metodou bylo reologické méteni
tokovych testii a tim padem stanoveni viskozity. Model sméSovace predstavovala hlinikova odpafovaci
miska. Proudéni ve sméSovaéi bylo simulovano na magnetické micha¢ce pomoci michadla za nizkych
otacek (150 RPM) pii laboratorni teploté. Porovnavany byly celkem 4 vzorky: samotny sol 2% alginatu
sodného, sol 2% alginatu sodného michany v hlinikové nadobé v intervalu 5 minut, 1 hodinu a 24 hodin.
Cilem bylo zjistit rozdil viskozity vzorki pti konstantné rostouci smykové rychlosti.

Pfi prvnim pozorovani bylo mozné vidét rozdily mezi vzorky. Sol vystaven nejdel$i expozici hliniku
se zabarvil do Seda, jak miZeme pozorovat na fotografii (Obr. 10). Prvni graf ukazuje, ze viskozita vSech
vzorku klesa s rostouci smykovou rychlosti, coz je typické chovani pro pseudoplastické latky (Obr. 11).

. ,‘ |
I

Obr. 10: Vzorek alginatu po expozici hliniku (vlevo po dobu 24 hodin a vpravo 1 hodinu)

Vzorek michan 24 hodin v hlinikové misce, vykazuje vyssi viskozitu nez ostatni vzorky, coz naznacuje
zménu vnitini struktury po del§im kontaktu s hlinikovym povrchem. Vzorky ALG (5 min) a ALG (1 h) jsou
viskozitn¢ témét identické se samotnym ALG bez kontaktu s hlinikem, coz ukazuje, Ze béhem prvnich
5 minut ani po 1 hodiné nedochazi k vyznamné zméné viskozity. Rozdily byly minimalniav ramci odchylek
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méfeni. Viskozita se u nich pohybuje v nizSich smykovych rychlostech okolo 1 Pa-s se smérodatnou
odchylkou 0,14 Pa-s (Obr. 11). Smykové napéti ukazuje podobny trend, kdy vzorek s nejvyssi expozici
hliniku vykazuje vyssi hodnoty (Obr. 12).

Michéani vzorku 24 hodin v hlinikové misce pravdépodobn€é umoznilo uvolnéni stopovych mnozstvi
hlinikovych iontt, které reagovaly s alginatem sodnym. To bylo pravdépodobné zpisobeno mechanickou
praci michadla neZ samovolnym uvolfiovanim ionti. Z toho vyplyva, ze béhem 5 minut setrvani solu
ve smé&Sovaci k vyznamné gelaci nedochazi, a tudiZ neni struktura vysledného hydrogelu ovlivnéna —
coz bylo cilem ovérit. Z hlediska aplikace je vysledek pozitivni: sol ziistava zpracovatelny v potiebném
casovém ramci.
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Obr. 11: Graf zavislosti viskozity vzorkii solu algindtu na rostouci smykové rychlosti
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Obr. 12: Graf zavislosti smykového napéti vzorkii solu algindtu na rostouci smykové rychlosti

5.2 UPRAVA METOD GELACE PRED TISKEM

K dispozici se nabizi dvé metody sitovani alginatu sodného, a to metodou vné;jsi (0) a vnitini (4.4.1) gelace.
Pokud bychom méli porovnat tyto gely, tak pii sitovani chloridem vapenatym metodou vnéjsi gelace obecné
vznikaji hydrogely s mnohem vys$8imi viskoelastickymi moduly nez gely tvofené metodou vnitini gelace
pomoci CaCOs; a GDL. OvSsem tyto vnitiné sitované hydrogely vykazuji rychlejsi gelacni dobu
(pti konstantni doporu¢ené koncentraci 0,1 M CaCl, v poméru 2ml ku 5ml solu algindtu) [45].
Takeé se agreguji do kompaktniho shluku sférickych tvaru, ktery do své struktury nepojme v§echno mnozstvi
vody z roztoku chloridu vapenatého. Tohle by byla velka komplikace pii 3D tisku. ProtoZze tyto hydrogely
vykazuji vyssi viskoelastické moduly, byl navrzen pokus pro optimalizaci mnozstvi 0,1 M CaCl,. Cilem
bylo zjistit nejmensi mnozstvi chloridu vapenatého, pfi némz dojde ke gelaci v celém objemu bez zbytkové
vody. Pracovalo se s 2% alginatem sodnym. Sadou systematickych pokusii byl nalezen pomér, pfi kterém
hydrogely nevykazovaly synerezi.

Bylo pfipraveno 12 vzorka 0 4 ml 2% alginatu s ptidavkem 0,5 az 1,6 ml 0,1 M CaCl; s krokem 0,1 ml
do mikrotitra¢ni desti¢ky (Obr. 13). VSechny vzorky byly v jamce kratce promichany S$pachtli. Z této fady
vzorku byly vybrany pro sestaveni kalibra¢ni kiivky pouze ty, které kompletné zgelovaly v celém objemu
bez piebyteéné vody. Byly to gely s ptidavkem 0,5-0,9 ml CaCl,. Zkusebni gel s 0,4 ml CaCl, netvofil
stabilni sit’ a vzorek s 1 ml CaCl, zanechaval malé mnozstvi vody na dné mikrotitra¢ni desticky. Z toho
divodu byly z dalSiho testovani vylouceny.
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Obr. 13: Mikrotitracni desticka se vzorky algindtu s riznym piidavkem sitovaciho ¢inidla

Zminénych 5 vybranych vzorkti bylo podrobeno amplitudovym testim na reometru. Pro kazdou
koncentraci byla provedena minimalné 4 méfeni. Aby se ptedeslo chybé, byly naméfené hodnoty
elastickych modulti zpracovany Dean Dixonovym testem, ktery eliminoval odlehlé hodnoty. Pro kazdou
koncentraci byla urcena linearni viskoelasticka oblast a z ni primérovano prvnich 10 hodnot. Tyto hodnoty
elastického modulu byly pouzity pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky zavislosti elastického modulu na vysledné
koncentraci hydrogelu (Obr. 14). Hmotnostni koncentrace alginatu byla pfepoétena na molarni koncentraci,
V niz je zapocitan objem vody z roztoku chloridu vapenatého.
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Obr. 14: Kalibracni kifivka zavislosti elastického modulu na koncentraci hydrogelu

Tato kalibra¢ni kfivka byla vytvofena pro piipadné porovnani geli z 3D tiskarny. Planované bylo
vyzkouSet obé metody gelace, tudiZ timto byla optimalizovana metoda vnitini gelace. Metoda oddalena
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se ukazovala jako vhodnéjsi z hlediska preciznéj$iho a pomalej$iho sitovani v celém objemu a vytvari ¢iré
a pruhledné gely.

53 OPTIMALIZACE 3D TISKU

V uvodnim experimentu byly optimalizovany tiskové parametry Flow a Speed pro extruzi 2% hm. roztoku
alginatu sodného. Tisk byl proveden za laboratornich podminek ze standardniho zasobniku pfimo do Petriho
misky obsahujici 0,1 M roztok chloridu vapenatého, ktery slouzil jako sitovaci ¢inidlo, vyska hladiny
V Petriho misce ¢inila 2 mm. Cilem tohoto kroku bylo ovéfit prichodnost materialu celym systémem
a potvrdit funkénost tiskového zatizeni. Béhem pozorovani bylo patrné, ze gelace probiha bezprostfedné
po kontaktu s CaCl,, pii¢emz za tiskovou hlavici bylo mozné sledovat tvorbu souvislych vlaken gelu,
coz potvrzuje ucinnou iontovou gelaci.

Ve druhé fazi byl testovan zptsob simultanniho davkovani sitovaciho €inidla prostfednictvim dvou
zasobnikd a michani komponent ve statickém sméSovaci. Pro sitovani byl pouzit 2% roztok alginatu
sodného, pficemz koncentrace chloridu vapenatého byla stanovena na 0,015 M dle ptedchozi kalibra¢ni
kivky. Experiment vSak vedl k pfed¢asné gelaci pfimo ve sméSovacim systému, coz vedlo k jeho ucpani
a znemoznéni dalsi extruze materialu. V disledku gelace doslo k zaneseni sméSovace, ktery nebylo mozné
vy¢istit pouhym proplachnutim vodou, a bylo nutné jej demontovat a vy¢€istit manualné. Na zaklad¢ téchto
zjisténi bylo nasledné od simultanniho michani upusténo a v dalSich experimentech byla pouzita oddalena
metoda.

Na zaklad¢ predchozich experimentt s alginatem sodnym byla pro pilotni tiskové experimenty zvolena
koncentrace 2,5 %, a to z diivodu, ze pti oddalené metodé sitovani dochazi ke vzniku hydrogelt s niz§imi
viskoelastickymi vlastnostmi. Vyssi pocate¢ni koncentrace solu tak méla zajistit dostate¢nou mechanickou
integritu vysledného gelu i po ocekavaném ziedéni (1:1) béhem sitovaciho procesu. Tato koncentrace byla
soucCasné stanovena jako maximalni, se kterou bude béhem dalSich experimentd v systému pracovano
(sohledem na viskozitu, pramér trysky a viskoelastické vlastnosti zkoumanych koncentraci).
Pied zahajenim experimentu byly nastaveny vychozi tiskové parametry uvedené v kapitole (0).

V prvnim pokusu s oddalenym davkovanim sitovacich slozek byl jeden ze zasobniki naplnén 2,5%
roztokem alginatu sodného obsahujicim uhli¢itan vapenaty v koncentraci 1 g/l solu. Druhy zasobnik
obsahoval roztok GDL v koncentraci 17,8 g/l, odpovidajici stechiometrickému poméru GDL:CaCOs = 1:2.
Komponenty byly smichavany ve statickém sméSovaci v objemovém poméru 1 ml roztoku GDL na 4 ml
alginatového roztoku.

Béhem tisku bylo na =zacatku pozorovano pouze vytlaCovani vysoce viskozni kapaliny,
ktera morfologicky odpovidala solu alginitu sodného, bez zndmek tvorby koherentniho hydrogelu
bez zjevnych znamek gelace. Nasledné do$lo k uplnému zastaveni tisku. Analyza systému odhalila
probéhlou gelaci uvniti sméSovace i zpétny tok roztoku GDL smérem k jeho zasobniku. Za pravdépodobnou
pfic¢inu byla identifikovana vyrazna rozdilnost viskozit obou slozek — alginatovy roztok s vyssi viskozitou
a veétsim objemovym pratokem pravdépodobné vytlacoval méné viskozni GDL proti sméru proudéni,
¢imz doslo k poruseni funkce sméSovani a predcasné gelaci v systému.

Na zaklad¢ predchoziho experimentu byl upraven sméSovaci pomér mezi alginatovym solem a roztokem
GDL z puvodniho objemového poméru 4:1 na 1:1, pfi¢emz koncentrace obou slozek zustaly zachovany.
Vysledny gel vykazoval pouze visk6zni kapkovité formace bez dostatecné miry gelace. Za ucelem zvySeni
stupné zesitovani bylo proto navySeno mnozstvi uhli¢itanu vapenatého v alginatovém roztoku na 1,5 g/l
pfi zachovani molarniho poméru GDL:CaCOs = 1:2, coz vedlo i ke zvyseni koncentrace GDL. Nicméng
vysledny hydrogel byl i nadale relativné tekuty a nevykazoval poZadovanou mechanickou integritu.
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Proto bylo piistoupeno k navyseni koncentrace alginatu sodného (3 %) za jinak identickych podminek
(1,5 g CaCOs/l, GDL:CaCO; = 1:2, sméSovaci pomér 1:1). Tento roztok vsak vykazoval piilis vysokou
viskozitu a nebylo mozné jej vytlacit skrze tiskovou trysku. Proto byla opét zvolena 2,5% koncentrace
alginatu, pricemz byl experimentalné zkouman vliv zrychleni gelace pomoci Upravy poméru sitovacich
slozek.

Za zasadni problém se ukazala nemoznost kontroly ucinnosti sméSovani ve statickém sméSovaci.
Alginatovy roztok s dispergovanym uhli¢itanem vapenatym ma bélavé zabarveni, zatimco roztok GDL
je ¢iry a bezbarvy, coz ztéZuje ovéfeni jejich skuteéného promichani. Tisknuté vzorky zaroven
nevykazovaly dostate¢nou soudrznost, aby bylo mozné je podrobit dal§imu hodnoceni.

Zacelem rychlé vizualizace sméSovani byl do roztoku GDL ptidan barvici marker — methylenova modr.
V laboratornich podminkach bylo ovéteno, ze ptidavek methylenové modii neovlivituje kvalitu sitovani ani
Cas gelace a diky své vyrazné barvé umoziuje jednoduché rozpoznani, zda z trysky vytéka smés obou
slozek, nebo pouze samotny alginat.

Pti zachovani sméSovaciho poméru 1:1 (alginat: GDL) byly dale testovany riizné poméry GDL:CaCOs,
konkrétné 3:1 a 10:1, které vsak stale nevedly k dostate¢né gelaci. Az pii poméru 20:1, pfi souc¢asném
zvyseni mnozstvi CaCOs na 2 g/l v alginidtovém roztoku, bylo dosazeno gelu, ktery vizualné odpovidal
hydrogelim pripravenym standardni laboratorni metodou.

V ramci experimentalni Casti byl realizovan dal$i pokus zaméfeny na minimalizaci rozdilu viskozit
mezi dvéma slozkami vstupujicimi do statického sméSovace. V obou zasobnicich byl pouzit 2,5% roztok
alginatu sodného. Prvni zasobnik obsahoval 2,5% alginat s pfidavkem uhli¢itanu vépenatého (2 g/l), zatimco
druhy zasobnik obsahoval 2,5% alginat s rozpusténym GDL v poméru GDL:CaCOz = 10:1. Tento pom¢ér
byl zvolen s ohledem na ptedpoklad nizsiho fedéni pti smésovani. GDL byl do alginatového roztoku
dispergovan pomoci magnetického michani po dobu pfiblizné dvou minut. Misici pomér obou roztoku byl
udrzovan na hodnoté 1:1.

Pfestoze pouziti stejnych koncentraci alginatu v obou slozkach mélo vést ke snizeni rozdilu ve viskozitg,
vysledny hydrogel tuhnul velmi pomalu. Vizualizaci vytoku z trysky bylo patrné, ze dochazi
k nedostate¢nému promichani obou sloZek uvniti sméSovace.

Nasledné byla testovana varianta s odlisSnymi koncentracemi alginatu v jednotlivych zasobnicich. Prvni
zasobnik obsahoval 2,5% alginat s 2 g/l CaCOs, druhy zasobnik 2% alginat s GDL (v poméru GDL:CaCOs;
= 17:1). SméSovaci pomér zistal opét 1:1. T pies tuto upravu vykazoval vystupni gel opét velmi pomaly
nastup gelace. Na zéklad¢ téchto vysledki byla formulovana hypotéza, Ze GDL Castecné iniciuje sitovani
jiz béhem jeho dispergace v alginatovém roztoku, ¢imz sniZzuje schopnost vysledné smési efektivné
se promichat ve sméSovaci.

Na zéklad¢ uvedenych vysledki bylo upusténo od dalSich pokusii o optimalizaci viskozit jednotlivych
slozek vstupujicich do sméSovace. Experimentalni prace nasledné pokracovala s plivodnim sloZenim
prekurzoru a oddélenou metodou gelace. Dtiraz byl poté kladen na tpravu tiskovych parametri popsanych
v kapitole 4.6.1 Optimalizace tiskove platformy.

Pii pouziti smési s pomérem GDL:CaCOs = 20:1 se sice podarilo realizovat tisk hydrogelu,
avsak vysledneé vytisky vykazovaly nedostate¢nou Kkoherenci, piicemz prvni vrstvy mély tendenci
k rozlévani po povrchu podlozky. Tento problém byl nasledné ¢astecné eliminovan optimalizaci parametra
tisku a Upravou tiskové podlozky, ktera byla osetiena 0,1 M roztokem chloridu vépenatého. Tato modifikace
vyrazné prispéla ke zlepseni prilnavosti tisténého materialu k podkladu a celkové stabilité tisténych struktur
(Obr. 15).
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Obr. 15: Ukazka rozdilu mezi vzorkem pri konstantnich parametrech tisku (vievo), ktery se roztékd pii tisku
a vzorkem s optimalizovanymi parametry tisku (vpravo) na tiskové podlozce osetiené 0,1 M CaCl,

54 KALIBRACNI KRIVKA PRO STANOVENI KONCENTRACE TISTENEHO
HYDROGELU

Za G¢elem kvantitativniho stanoveni koncentrace alginatu sodného ve findlni kompozici hydrogelu po tisku
byla vytvorena kalibracni kfivka zaloZzena na gravimetrickém stanoveni suSiny (xerogelu). Ackoli bylo
vizualné potvrzeno ucinné michani slozek ve sméSovaci, vysledna koncentrace polymerni slozky v tisténém
hydrogelu ziistava neznama. Reologické méteni nebylo v tomto piipadé zvoleno jako primarni metoda
kvantifikace, jelikoZ hodnoty viskoelastickych modulti u vzork se stejnou koncentraci vykazuji vysokou
variabilitu, coz by mohlo vést k zavadgjicim zavéram, a proto byla zvolena gravimetricka analyza.

Pro ptipravu kalibra¢ni kiivky byly pfipraveny vzorky hydrogelu o koncentracich 0,5 %, 1,0 %, 1,5 %
a 2,0 % (hmotnostnich). Od kazdé koncentrace byly pfipraveny dva paralelni vzorky. Gely byly pfipraveny
oddalenou metodou gelace, pfi¢emz sol s obsahem CaCOs byl smichan s roztokem GDL v objemovém
poméru 1:1. Pomér GDL:CaCOs byl u vsech vzorki stanoven na 20:1. Vzhledem k naslednému tedeni
pti smichani byly vychozi koncentrace solu dvojnasobné oproti pozadovanym cilovym koncentracim.

Celkovy objem kazdého vzorku €inil 10 ml. Smichani jednotlivych slozek probéhlo manualné pomoci
Spachtle. Pro ucely vizudlni kontroly sméSovani byla do kazdého vzorku pfidana methylenova modf
v mnozstvi 0,005 g. Nasledné byly vzorky ponechany 24 hodin v exsikatoru s vodou pro dosazeni tGplné
gelace.

Po zesitovani byly z kazdého vzorku odebrany piiblizn€é 4 g gelu, které byly nasledn€ vysuSeny
Vv laboratorni susarn¢ pii teploté 50 °C po dobu 72 hodin. Po vysuSeni byla zvazena zbyvajici suSina
a na zaklad¢ téchto hodnot byla sestavena kalibra¢ni kiivka znazoriujici zavislost hmotnostni koncentrace
polymeru na procentualnim zastoupeni susiny v pivodnim hydrogelu (Obr. 16). Kalibra¢ni kiivka ma velmi
dobrou korelaci a Ize tedy kvantitativné uréit koncentraci polymeru v hydrogelu v rozmezi 0,5-2 % hm.
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Obr. 16: Graf zavislosti procentudlniho mnozstvi susiny ve vzorku hydrogelu alginatu sodného na jeho hmotnostni
koncentraci

55 SROVNANI GELU PRIPRAVENEHO LABORATORNE A GELU Z 3D TISKARNY

Za ucelem ovéfeni efektivity sméSovani v tiskovém systému a hodnoceni vyslednych mechanickych
vlastnosti byl na 3D tiskarné vytistén vzorek hydrogelu na bazi alginatu sodného. Vychozim materialem byl
2,5% (hm.) alginatovy sol obsahujici 2 g/l uhli¢itanu vapenatého (CaCOs). Smésovani s roztokem GDL
probihalo v objemovém poméru 1:1, piicemz byl dodrzen moléarni pomér CaCO3:GDL = 1:20. Za téchto
podminek by teoretickA hmotnostni koncentrace vysledného gelu méla odpovidat 1,25 %,
protoze smeSovani predpoklada rovnomeérné ztedéni vychoziho solu.

Vzorek byl tistén na hlinikovou podloZzku upravenou 0,1 M roztokem CaCl, za tcelem zlepseni adheze
prvni vrstvy a urychleni po¢ate¢ni gelace. Parametry tisku byly v pribéhu procesu upravovany, coz vedlo
k celkovému casu tisku priblizné 17 minut. | pres tuto dobu doslo ke zgelovani i nejvrchnéjsi vrstvy,
coz naznacuje, ze nedoslo k vyrazné degradaci GDL béhem tisku.

Jako kontrolni vzorek byl pfipraven dalsi hydrogel za konstantnich tiskovych podminek. Tento vzorek
vSak vykazoval vyrazné rozlévani na podlozce, coz potvrzuje vyznam prubézné optimalizace tiskovych
parametra (Obr. 15). Z vyti§téného vzorku bylo odebrano ptiblizné 4 g hydrogelu, ktery byl nasledné vysusen
pii 50 °C po dobu 72 hodin. Na zakladé hmotnosti vysledné susiny byla uréena skute¢na hmotnostni
koncentrace polymerni slozky ve vzorku, ktera Cinila 1,9 %. Tato hodnota vyrazné prevysuje teoreticky
o¢ekavanou koncentraci (1,25 %), coz indikuje nerovnomérné sméSovani ve smésovaci tiskového systému.
Predpokladanou pficinou je vyrazny rozdil ve viskozité obou slozek: pro 2,5% alginatovy sol s CaCOs byla
namétena viskozita 1134,92 mPa-s a hustota 1,0083 g-cm3, zatimco GDL roztok (0,1 mol-dm3) vykazoval
viskozitu pouze 1,02 mPa-s a hustotu 1,0243 g-cm3.

Pro objektivni porovnani byl pfipraven laboratorni referen¢ni vzorek hydrogelu o koncentraci 1,9 %,
odpovidajici koncentraci stanovené ve vytisténém vzorku. Tento vzorek byl ptipraven oddalenou metodou
gelace za dodrzeni tiskovych pomérti a pouzit pro reologické méfeni.
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Z grafu na Obr. 17 vyplyva, Ze laboratorné piipraveny hydrogel vykazuje pfiblizné dvojnasobnou hodnotu
elastického (pamétového) modulu G’ ve srovnani se vzorkem z tiskarny. Tento rozdil mize byt zptisoben
casovym prubéhem tisku, béhem n¢hoz mtize dochazet k postupné degradaci GDL a tim i k méné¢ efektivni
sitovaci reakci. Laboratorné ptipraveny vzorek, u kterého probihalo sméSovani rovnomérné a bez ¢asové
prodlevy, si zachoval vyssi miru elasticity a strukturalni integrity. Naproti tomu vzorek pfipraveny tiskem,
kde bylo sméSovani ovlivnéno rozdilnymi viskozitami slozek a delSim casem tisku, vykazuje horsi
mechanickeé vlastnosti.

Je vsak tfeba zdiraznit, ze pro vzorek z tiskarny byla provedena pouze dvé reometricka méfeni.
Pro potvrzeni této hypotézy bude nezbytné provést dalsi experimenty a opakovana meéteni.
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Obr. 17: Graf zavislosti elastického modulu na amplitudé deformace pro porovndani vzorku pripraveného
laboratorné a 3D tiskem

56 NAVRH BUDOUCICH EXPERIMENTU A UPRAV

Na zakladé ziskanych vysledkd lze konstatovat, Ze soucasny zpisob sméSovani sloZzek ve sméSovaci
bez aktivniho mechanického zasahu neni dostateény pro zajisténi homogenni struktury smési ani piesného
pomeérového davkovani jednotlivych komponent. Pro zlepSeni kvality tisténych hydrogelt by bylo vhodné
navrhnout a zkonstruovat novy sméSovaci systém vybaveny mechanickym michanim, ktery by umoznil
daslednéjsi dispergaci reaktantl a soucasné zajistoval kontrolu nad pomeérem slozek.

Po tGpravé sméSovaciho zatizeni by bylo dale Zadouci zopakovat experimenty s riznymi koncentracemi
polymerniho nosice a provést reologickd méfeni na vét§im poctu vzorkl, aby bylo mozné statisticky ovéfit
rozdily v mechanickych vlastnostech mezi laboratorné pfipravenymi a ti§ténymi vzorky. V pribéhu
experimentalni prace bylo pozorovano, ze vétSina tiskii nebyla opakovatelna bez komplikaci — casto
dochazelo k zatuhnuti gelu uvnitt trysky nebo jinych castech systému. Pfedpokladanymi pficinami jsou
jednak casova prodleva mezi vlozenim zasobnikii a samotnym zahajenim tisku, jednak nedostatecné
dispergovani uhli¢itanu vapenatého v alginatu, coz mohlo vést ke vzniku hrudek a naslednému ucpani
trysky.
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Z praktického hlediska se jako efektivni feSeni ukazala vyména trysky s primérem 0,4 mm za trysku
0 praméru 0,8 mm, pfi které probéhl tisk bez komplikaci. Z tohoto divodu by bylo vhodné do budoucna
systematicky otestovat rizné prumery trysek a jejich vliv na kvalitu a reprodukovatelnost tisku.

Tato prace se nezabyvala vlivem teploty na viskozitu jednotlivych slozek, nicméné se jedna o relevantni
parametr, jehoz zména by mohla pfispét ke snizeni rozdilu viskozit mezi slozkami a tim ke zlepSeni
homogenizace smési. V tomto sméru by bylo vhodné navrhnout experiment s teplotni rampou, béhem niz
by se zaznamenavala viskozitni kiivka obou slozek, a dale provést Casove testy ke zjisténi piipadné teplotni
degradace systému.

Dalsi moznosti optimalizace je také zména typu tiskové podlozky. Vzhledem k pozorované horsi
prilnavosti u vzorkil s niz8i viskozitou by bylo pfinosné experimentovat s drsnéj$imi materialy tiskové
plochy, které¢ by mohly zajistit lepsi fixaci prvni vrstvy.

Teprve po uspésném zvladnuti opakovatelného tisku hydrogelti o zndmé a overené koncentraci bude
mozné pristoupit k vyvoji pokrocilych struktur s koncentracnimi gradienty, které by mohly byt fizeny
objemovym pomérem piidaného GDL v realném case.

39



6 ZAVER
Tato bakalatska prace se zabyvala problematikou pfipravy a 3D tisku alginatovych hydrogel s vyuzitim
modifikované RepRap tiskarny. Hlavnim cilem bylo vyhodnotit vhodnost alginatu sodného jako materialu

pro 3D biotisk, optimalizovat metody gelace pfimou (vnitini) nebo oddalenou (vnéjsi), provést reologické
charakterizace pfipravenych vzorkt a ovéfit funkEnost tiskového systému vcetné smésovaciho zatizeni.

Oddalena metoda gelace se ukazala byt vyhodn¢jsi pro zminénou 3D tiskarnu. Vhodnou smési pro tisk
je sol alginatu sodného s uhli¢itanem vapenatym o koncentraci 2 g/l solu a roztok GDL o koncetraci 0,1 mM.
Ob¢ tyto slozky jsou doporuc¢eny michat v ekvivalentnim objemovém mnozstvi. Byl sestaven sméSovaci
systém umoznujici slévani obou slozek té€sn¢ pred tiskem, avSak ukazalo se, Ze rozdilné viskozity obou
roztokdi vedou k nerovnomérnému smeéSovani, coz se ndsledné odrazilo na vysledné konzistenci
a homogenité vytisténého hydrogelu.

V prubéhu prace byl proto postupné optimalizovan samotny tiskovy proces z hlediska technickych
parametru tisku, jako je pramér trysky (lépe se pracuje s prumérem 0,8 mm), rychlost tisku (10 mm/s)
nebo tprava povrchu tiskové podlozky. Byla vytvofena kalibra¢ni kiivka na zakladé xerogelt,
kterd umoznila zpétné stanovit skute¢nou koncentraci polymeru ve vytisténém vzorku a tim zhodnotit
ucinnost smésovani. I pres dil¢i technické komplikace, jako bylo casté ucpavani trysky nebo nepravidelné
gelovani, se podafilo ovéfit funkénost tiskového systému a nastinit konkrétni upravy, které v budoucnu
umozni realizaci pokro€ilych struktur, naptiklad gradientovych hydrogelti s definovanym rozlozenim
sitovaci latky. Optimalizovany tiskovy postup je podrobné popsan v kapitole 4 Experimentalni ¢ast.

V budoucnu by bylo vhodné zaméfit se na konstrukci sméSovace s aktivnim mechanickym michanim,
ktery by zajistil rovnomérnéjsi distribuci sitovaci latky a lepsi kontrolu nad vyslednou koncentraci
polymeru. Dale se nabizi moznost sledovat vliv teploty na viskozitu jednotlivych slozek, pfipadné testovat
rizné povrchy tiskové podlozky pro zlepSeni ptilnavosti. Vysledky této prace tak predstavuji prvotni kroky
k vyvoji prizplsobitelného systému pro 3D tisk hydrogelt s moznosti dalSiho rozsifeni naptiklad
na struktury s koncentracnimi gradienty.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AG Agar6za

ALG Alginét

CAD Computer-aided design

CHT Chitosan

CMC Karboxymethylcelul6za

DIwW Direct Ink Writing

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

ECM Extracelularni matrix

EFD Engineered Fluid Dispensing

FDM Fused Deposition Modeling

GDL D-(+)-glukano-8-lakton

GelMA Methakrylat Zelatiny

HA Kyselina hyaluronova

HAMA Methakrylat kyseliny hyaluronové
HEC Hydroxyethylceluléza

HPMC Hydroxypropylmethylcelul6za
iPSC Indukované pluripotentni kmenové bunky
LAD Laser Assisted 3D printing

LVO Linearni viskoelasticka oblast

MC Methylceluléza

NFC Nanocelulosa

NURBS Non-Uniform Rational B-Splines
PEG Polyethylenglykol

RepRap Replicating Rapid Prototyper

RPM Otacky za minutu

RT-PCR Reverzné transkripéni polymerazova fetézova reakce
SEM Skenovaci elektronova mikroskopie

SLA Stereolithography



SLS

Selective Laser Sintering
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