FAKULTA ZDRAVOTNICKYCH STUDII TUL \\\\I////

Bakalarska prace

Polariza¢ni mikroskopie tenkych filmti
v biomedicinské technice

Studijni program:
Autor prace:
Vedouci prace:

B0914P360007 Biomedicinska technika
Ondrej Hradecky

Ing. St&pan Kunc, Ph.D.
Katedra fyziky

Liberec 2023



FAKULTA ZDRAVOTNICKYCH STUDII TUL

Z
N

I

|
/
v
N
W

\|/
|l
I\
|

\
2\
=2

77

Zadani bakalarské prace

Polariza¢ni mikroskopie tenkych filmu
v biomedicinské technice

Jméno a pfijmeni: Ondfrej Hradecky

Osobni ¢islo: D20000132

Studijni program: B0914P360007 Biomedicinska technika
Zadavajici katedra: Fakulta zdravotnickych studii
Akademicky rok: 2022/2023

Zasady pro vypracovani:

Cile prace:

Cilem prace je vytvorit metodiku pro vyhodnocovani tenkych filml uZivanych v biomediciné
pomoci polarizaéni mikroskopie pfi riznych teplotach.

Teoreticka vychodiska :

Studium chovani tenkych filml uzivanych v biomediciné pfi rliznych teplotach vyrazné napomuze
zkoumani fady jevl jako jsou napfiklad krystalizace, rozpustnost, termo-reverzibilni procesy,
agregace ¢astic. Tyto parametry jsou dlleZité pfi pfipravé téchto filmi obsahujicich 1é¢iva.
Vyzkumné predpoklady/vyzkumné otazky :

1. Pfedpoklada se moznost vyuziti optické polarizaéni mikroskopie jako vhodného nastroje pro
zkoumani tenkych polymernich filmd v Sirokém rozsahu teplot.

Metoda :

Analyza a syntéza dostupnych zdrojl

Technika prace, vyhodnoceni dat :

Teoreticka prace — zpracovana v editoru Microsoft Office Word a Mircosoft Office Excel.
Misto a Cas realizace vyzkumu :

Bakalarska prace zahrnuje laboratorni méfeni pomoci polarizaéniho mikroskopu. Prace bude
probihat v laboratofich KFY.

Vzorek :

Teplotné opticky aktivni latky. Tenké polymerni filmy.

Rozsah prace :

Rozsah bakalarské prace €ini 40 — 50 stran (tzn. 1/3 teoreticka ¢ast, 2/3 vyzkumna ¢ast)



Rozsah grafickych praci: 5

Rozsah pracovni zpréavy: 50-70
Forma zpracovani prace: tiSténa/elektronicka
Jazyk prace: ¢estina

Seznam odborné literatury:

[1] R. Bodmeier a O. Paeratakul, "Dry and wet strengths of polymeric films prepared from an aqueous colloidal polymer
dispersion, Eudragit RS30D”, Int. J. Pharm., ro¢. 96, ¢&. 1, s. 129-138, ¢vc. 1993, doi: 10.1016/0378-5173(93)90220-A.
[2] X. Chen, S. Fischer, a Y. Men, "Temperature and Relative Humidity Dependency of Film Formation of Polymeric
Latex Dispersions”, Langmuir, ro€. 27, €. 21, s. 12807-12814, lis. 2011, doi: 10.1021/1a202300p.

[3] M. I. Gibson a R. K. O'Reilly, "To aggregate, or not to aggregate? considerations in the design and application of
polymeric thermally-responsive nanoparticles”, Chem. Soc. Rev., ro€. 42, €. 17, s. 7204-7213, 2013, doi:
10.1039/C3CS60035A.

[4] H. Holthoff, M. Borkovec, a P. Schurtenberger, "Determination of light-scattering form factors of latex particle
dimers with simultaneous static and dynamic light scattering in an aggregating suspension”, Phys. Rev. E, ro€. 56, €. 6,
s. 6945-6953, pro. 1997, doi: 10.1103/PhysRevE.56.6945.

[5] W. Zhang et al., "Effect of orientation on polarization switching and fatigue of Bi3.15Nd0.85Ti2.99Mn0.01012 thin
films at both low and elevated temperatures”, Nanoscale Res. Lett., ro€. 14, €. 1, s. 121, dub. 2019, doi:
10.1186/s11671-019-2949-3.

[6] M. Fadel, I. S. Yahia, G. B. Sakr, F. Yakuphanoglu, a S. S. Shenouda, "Structure, optical spectroscopy and dispersion
parameters of ZnGa2Se4 thin films at different annealing temperatures”, Opt. Commun., ro€. 285, ¢. 13, s. 3154-3161,
Cer. 2012, doi: 10.1016/j.optcom.2012.02.096.

[7] S. Kim, K. Hyun, B. Struth, K. H. Ahn, a C. Clasen, "Structural Development of Nanoparticle Dispersion during Drying
in Polymer Nanocomposite Films”, Macromolecules, ro¢. 49, &. 23, s. 9068-9079, pro. 2016, doi:
10.1021/acs.macromol.6b01939.

[8] M. Urbanova, J. Czernek, a J. Brus, "Strukturni charakterizace nové generace lé¢iv a biomaterial(: aplikace NMR
krystalografie”, Chem. Listy, ro€. 112, €. 8, Art. €. 8, srp. 2018.

[9] Y. C. Ng, Z. Yang, W. J. McAuley, a S. Qi, "Stabilisation of amorphous drugs under high humidity using
pharmaceutical thin films”, Eur. J. Pharm. Biopharm. Off. J. Arbeitsgemeinschaft Pharm. Verfahrenstechnik EV, ro¢. 84,
€. 3, s. 555-565, srp. 2013, doi: 10.1016/j.ejpb.2013.01.008.

[10] W. Zhang et al., "Temperature-Dependent Domain Dynamics and Electrical Properties of Nd-doped
Bi?Ti2.99Mn0.01012 Thin Films in Fatigue Process”, Mater. Basel Switz., ro¢. 11, €. 12, s. E2418, lis. 2018, doi:
10.3390/ma11122418.

Vedouci prace: Ing. St&pan Kunc, Ph.D.
Katedra fyziky
Datum zadani prédce: 10. Cervence 2023

Predpokladany termin odevzdani: 30. dubna 2024

L.S.
prof. MUDr. Karel Cvachovec, CSc.,

MBA
dékan

V Liberci dne 30. fijna 2023



y

Prohlaseni

Prohlasuji, ze svou bakalarskou praci jsem vypracoval samostat-
né jako plvodni dilo s pouzitim uvedené literatury a na zakladé
konzultaci s vedoucim mé bakalafské prace a konzultantem.

Jsem si védom toho, ze na mou bakalafskou praci se plné vzta-
huje zdkon €. 121/2000 Sb., o pravu autorském, zejména § 60 -
Skolni dilo.

Beru na védomi, ze Technicka univerzita v Liberci nezasahuje do
mych autorskych prav uzitim mé bakalarské prace pro vnitini po-
tfebu Technické univerzity v Liberci.

Uziji-li bakalafskou praci nebo poskytnu-li licenci k jejimu vyuZziti,
jsem si védom povinnosti informovat o této skute¢nosti Technic-
kou univerzitu v Liberci; v tomto pfipadé ma Technicka univerzita
v Liberci pravo ode mne poZadovat Uhradu nakladd, které vyna-
lozila na vytvoreni dila, az do jejich skutec¢né vyse.

Soucasné Cestné prohlasuji, ze text elektronické podoby prace
vloZzeny do IS/STAG se shoduje s textem tiSténé podoby prace.

Beru na védomi, Ze ma bakalarska prace bude zvefejnéna Tech-
nickou univerzitou v Liberci v souladu s § 47b zédkona ¢. 111/1998
Sb., o vysokych §kolach a o zméné a doplnéni dalSich zakonl (za-
kon o vysokych $kolach), ve znéni pozdéjsich predpisd.

Jsem si védom nasledkd, které podle zékona o vysokych $kolach
mohou vyplyvat z poruseni tohoto prohlaseni.

30. listopadu 2023 Ondrej Hradecky



Podékovani

Timto bych chtél hlavné podékovat svému vedoucimu bakalarské prace Ing. Kunc
Stépan, Ph.D. a mému konzultantovi doc. Ing. Petr Mikes, Ph.D. za pevné nervy. Dale
bych chtél podekovat katedre fyziky za moznost a realizaci praktického méfeni na teplotni

komiurce. Dale bych chtél podékovat svym rodi¢im za precteni prace a za jejich podporu.



ANOTACE

Polariza¢ni mikroskopie tenkych filmi v biomedicinské technice

Studium chovani polymernich roztokd a suspenzi pfii riznych teplotach vyrazné
napomuze zkoumani fady jevu, jako jsou napiiklad krystalizace, rozpustnost, termo —
reverzibilni procesy, agregace Castic a dalsi. V této praci bude vyuzita stavajici teplotni
komurka umoziujici praci v Sirokém rozsahu teplot. Tato komurka bude naistalovana na
polarizacni mikroskop. Prace se bude zabyvat zejména instalacia zprovoznéni
celého zafizeni, standardizace postupti pozorovani azakladni analyzou obrazu

nasnimanych experimentu.

Klicova slova

Polariza¢ni mikroskop, Polymerni roztok, Teplotni komora



ANNOTATION

Polarization microscopy of thin films in biomedical technology

The study of the behaviour of polymer solutions and suspensions at
different temperatures will greatly aid the investigation of a number of phenomena
such as crystallization, solubility, thermo-reversible processes, particle
aggregation and others. In this work, an existing temperature chamber will be used
to allow work over a wide range of temperatures. This chamber will be mounted
on a polarizing microscope. The work will mainly deal with the installation and
commissioning of the whole equipment, standardization of the observation

procedures and basic image analysis of the experiments taken.

Keywords

Polarizing microscope, Polymer solution, Temperature chamber
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Seznam symbolii a zkratek

ODF Oralné disperzni filmy
PVA Polyvinylalkohol
Tf Bod tani

Tb Bod Varu

°C Stupen Celsia

PC Pocitac

p Tlak

vV Objem

n Pocet molt v plynu
R Plynova konstanta
T Teplota



1) Uvod

Presna kontrola teploty v laboratornich experimentech je Casto narocna
a komplikovana. Teplotni komora THMS600, ktera dokaze drzet teplotu s presnosti
0.1 °C, ato az do 600 °C, je jednim z mala systéma umoziujici pesné kontrolovani
teplot ve spojeni s optickou mikroskopii. Teplotni komurka umoziuje zkoumani jevu,
jako jsou naprtiklad krystalizace, rozpustnost, termo-reverzibilni procesy, agregace ¢astic,
a to za ruznych teplot. Zaroven umozni zkoumani nanomateriala které jsou termalné
stabilizovany jako je Lignin ¢i studium material(i pro medicinu jako jsou oralné disperzni

filmy (ODF).

V teoretické ¢asti se budeme vénovat, prechodu fazi ODF. Tim se i dozvime, jak
se bude ménit pohyb Castic vdaném skupenstvi. Tyto procesy vedou k zajimavym
fyzikalnim efektim jako je naptiklad agregace Castic v suspenzi nebo nepiimé pozorovani
Brownova pohyb. Pro zkoumani té€chto efektti vyuzijeme polariza¢ni mikroskop Olympus
BX60 ve spojeni se zmiflovanou teplotni komorou. V zavéru prace se budeme vénovat
piipraveé oraln€ disperznich filma, které nasledné za pomoci teplotni komory zahiejeme

na bod tani. Zmény faze ODF budeme pozorovat pomoci polariza¢ni mikroskopie.

Prakticka Cast prace se zaméfuje zejména na zprovoznéni teplotni komurky
THMS600 spolecné s optickym pozorovanim na polarizacnim mikroskopu Olympus
BX60. Méfeni teplot budeme kalibrovat pomoci optickych zmén tekutych krystald, které
jsou velmi presné, a je pfedem definovano, jak se jejich barva méni pii pozadovanych
teplotach. Dal§im testovacim vzorkem bude BaTiO3, u kterého mizeme pozorovat zménu
doménovych struktur pomoci polarizacni mikroskopie pti dosazeni Curieovy teploty. V zavéru

prace pouzijemeODF, u néhoz budeme zkoumat, teplotu tani a moznou agregaci ¢astic.



2) Pohyb c¢astic

Latky se mohou vyskytovat ve tfech riznych skupenstvich (tzv. fazich): pevném,
kapalném a plynném. Kazda latka se maze nachazet pfi urcité teploté v jednom z téchto
skupenstvi. K tomu, aby doslo ke zméné skupenstvi je potfebna zména teploty a tlaku.
Tyto dva faktory zavisi na mezimolekularnich zménach, které maji vliv na molekuly
aatomy latky. Soucasn€ mohou existovat vice nez jedna faze. Mize nastat dvoufazovy
stav, kdy prechazi latka zjedné faze do druhé nebo mize nastat trojny bod, kdy se
vyskytuji v§echny tii faze spole¢né. Naptiklad pokud led taje vyskytuje se zde faze jak
kapalna, tak pevna. Pokud zvySujeme teplotu ¢i tlak tak zvySujeme zaroven pohyb Castic
v dané fazi, protozezvySujeme jejich kinetickou energii. Narust kinetické energie
zpusobi zvyseni rychlosti srazek a vyssi rychlost diftize.V pevnych latkach jsou Castice
na sebe vazany v pevnych vazbach, diky kterym kmitaji okolo své polohy. (Chang, 2002;
Adachi, 2018; Papon, 2002)

V plynech se Castice pohybuji ve vSech smérech, a diky tomu se srazeji mezi
sebou nebo sténou nadoby. U kazdé Castice se da urcit prameérna rychlost astice ktera se
odviji od jeji hmotnosti a teploty okoli. Zpravidla to byva, ze ¢im t€z8i ¢astice je,tim se
pomaleji pohybuje pfi stejné teploté. Naptiklad molekuly kysliku a dusiku se pii pokojové
teploté pohybuji rychlosti 300 az 400 m/s. Na rozdil od srazek mezi makroskopickymi
objekty, kdy se cast kinetické energie premeénuje na teplo azvuk, jsousrazky mezi
casticemi dokonale pruzné (bez ztraty kinetické energie). Diky této vlastnosti ¢astice plynu

po kazdé srazce pokracuji bez ztraty rychlosti. (Feynman, 2011)

V kapalném skupenstvi se castice pohybuji nahodnym pohybem blizko u sebe po
celé nadobé. Castice v kapalném prostiedi se pohybuji pomaleji oproti &asticim v plynném
prostredi, protoze prostfedi ma vyssi hustotu. Diky nahodnému pohybu dochézi k rozptylu
castic do celého prostoru, kdy se postupné vyrovnava koncentrace v celém objemu
kapaliny. Tomuto jevu se fika difuze.Castice v pevném skupenstvi jsou usporadany
nejtésnéji pohromadé, mohou se nachazet v pravidelné krystalické miizce, nebo maji
amorfni (nepravidelnou) strukturu. Vazby mezi Casticemi jsou tak pevné, ze neumoznuji
pohyb z mista na misto. Castice v pevném skupenstvi tak vibruji okolo své rovnovazné
polohy ve struktufe. Se zvySujici se teplotou zde nejsou ¢astice rychlejsi, jak to bylo
u plynu a vody, ale vibruji s vyssi amplitudou a frekvenci. (Kérger, 2012; Kadajji,2011;
Kalia, 2021)
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Latka muze prechazet do jednotlivych fazi riznymi procesy, které 1ze povazovat za
vratne.

Prechody fazi jsou nasledujici:

1. Tani: Pfechod z pevné faze do kapalné.

2. Tuhnuti: Pfechod z kapalné faze do pevné faze.

3. Vyparovani: Pfechod z kapalné faze do plynné.

4. Kondenzace: Pfechod z plynné faze do kapalné.

5. Sublimace: Ptechod z pevné faze do plynné faze.

6. Desublimace: Prechod z plynné faze do pevné faze.

Melting
Liquid
Pressure Solid

Evaporating

1 atm

Sublimination

Temperature

Obr. 1 Fazovy diagram (Olander, 2008)

Kazda latka ma bod tani (Tf). Bod tani je teplota, pfi které se pevna latka méni
v kapalinu. Kazdy prvek periodické tabulky ma tzv. normalni bod tani, coz je teplota, pfti

které se prvek stava kapalinou pfi tlaku 1 atmosféry. (Jin a Lu, 2002; Qiu, 2018)

Kazda latka ma také bod varu (Tb). Bod varu je teplota, pii které kapalina vre.
Stejné€ jako u bodi tani, kazdy Cisty prvek ma normalni bod varu pii tlaku 1 atmosféry.

(Goldberg, 1988; Wang, 2023)
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Pfi zkoumani fazového prechodu je tfeba vzit v ivahu dvé proménné: tlak (p)
ateplotu (7). Pro plynné skupenstvi je vztah mezi teplotou atlakem definovan nize

uvedenymi rovnicemi [1,2] (Silbey, 2005):
Zakon idealniho plynu:
pV =nRT [1]
van der Waalsova stavova rovnice:
(p+an2/V2)(V —nb) = nRT [2]

Kde V je objem, R je plynova konstanta a n je pocet molt plynu.

tlak
Pa \'-‘-. :

0,01

Obr. 2 Fazovy diagram vody a trojny bod (Mendelova Univerzita v Brn¢, 2023)

teplota °C

2.1 Agregace cCastic

Agregace Castic je hlavni pficinou destabilizace oraln€ disperznich filma. Tudiz je
potfeba veédét, jak se dana suspenze bude chovat, jak pfi pokojové teploté, tak i pfi

zvySovani teploty. (Lu, 2018)

Pokud jsou cCastice suspendovany v kapalin€, mize snadno dojit k destabilizaci
disperzni soustavy. V idedlnim pfipadé jsou Castice ve stabilni suspenzi dispergovany
jednotlivé a homogenné€. Pokud dojde k destabilizaci, Castice se agreguji (shlukuji).

Nejprve vytvareji dublety, nasledné aglomeraty (Castice jsou spojeny slabymi vazbami)
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a nakonec agregaty (Castice jsou spojeny silnymi vazbami). Aglomeraty se vyskytuji
v tzv. ranych fazich agregace, a naopak agregaty v pozdni fazi agregace. U vétSich
agregati dochazi k procesu sedimentace, kdy vztlakova sila prostiedi je mensi nez

gravitacni sila.(Lin, 1989;Kobayashi, 2005)

Stable Unstable Suspension
Suspension
@ ©
® ’. ® b ©
@ ® ©®
® @
® e

::': © 2% & ?'

(@] Early Stages  Late Stages
Obr. 3 Agregace Castic (Trefalt, 2014)
2.2 Brownuv pohyb

ODF by m¢ly byt homogenni, protoze je zapotiebi 1éCivé latky vstrebat rovnomérné
a co mozna nejrychleji. K tomu nam napomaha Brownuv pohyb, ktery mikroskopickym

pohybem piesouva Castice v suspenzi z nasyceného prostiedi do nenasyceného.

Pokud dochazi k ndhodnému pohybu mikroskopickych ¢astic v plynném nebo
kapalném prostiedi, jedna se o Brownuv pohyb. K pohybu dochazi diky srazkam
Castic s molekulami prostfedi. Pokud je v kapaliné oblast s vy§§i koncentraci, pak
v prubéhu urcitého Casového tseku budou mit Castice tendenci se rovnomérné rozprostiit
po celém prostfedi maximalné homogenné. Tomuto jevu se fika indukovana difiize, ktera
je vyvolana koncentracnim gradientem. K tomuto pohybu dochazi, kdyz se castice
presouvajizmist s vysokou koncentraci do mist s nizkou koncentraci. Jsou-li tedy A a B
dveé sousedni oblasti a v ¢ase ¢ se v A nachazi dvakrat vice Castic nez v B, je v tomto
okamziku pravdépodobnost, ze Castice opusti A a vstoupi do B, dvakrat vétSi nez
pravdépodobnost, ze Castice opusti B a vstoupido A. Mizeme si to piedstavit na piipadu
ponoteni saku Caje do vrouci vody. Po urcitém Case se €aj zbarvi po celém objemu, aniz
bychom ho, jakkoliv michali. Difuzi lze tedy povazovat za makroskopicky projev

Brownova pohybu na mikroskopické urovni. Je ji tedy mozné
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studovat simulaci pohybu Brownovy Castice a vypoctem jejiho praimérného chovani.
(Chakravarti a Sebastian, 1997; Dolez, 2015; Hao, 2005)
K pozorovani agregace castic, zkoumani Brownova pohybu a homogenity

pfipravenych vzorkii miizeme vyuzit otickou mikroskopii.

3) Mikroskopie

Mikroskopie je technicka oblast, ktera uziva mikroskopy k prohlizeni objektu
a jejich oblasti, které nelze vidét pouhym okem. NejcCastéji se deli na 3 velké oblasti:
opticka, elektronova a mikroskopie atomarnich sil. (Rosina, 2021) V nasi praci se budeme
zabyvat pouze otickou mikroskopii, ktera je kli¢ova pro nase méteni.

Opticky mikroskop je typ mikroskopu, ktery bézné pouziva viditelné svétlo
a systém CocCek k vytvareni zvétSenych obrazii malych objekti. Objekt je umistén na
stolku alze jej pfimo pozorovat jednim nebo dvéma okulary mikroskopu. U vysoce
vykonnych mikroskopti oba okulary obvykle zobrazuji stejny obraz. K zachyceni snimku
se Gasto pouziva kamera (mikrofotografie). Rada objektivii s riznym zvétSenim je
obvykle namontovana na vézi, coz umoziuje jejich otoCeni na misto a poskytuje moznost
piiblizeni. Maximalni zvétSeni optickych mikroskopt je typicky omezeno na pfiblizné

1000x kvuli omezené rozliSovaci schopnosti viditelného svétla. (Rosina, 2021)

Obr. 4 Opticky mikroskop (Rosina, 2021)
14



Na obréazku 4 je znazornén zakladni opticky mikroskop a popis jeho slozeni.
Okular — slouzi pro vhled do mikroskopu

Tubus okularu

Hlavice

Rameno mikroskopu

Drzak preparatu

Makro zaostrovani - zajisti hrubé zaostfeni preparatu.

Mikro zaostrovani - umozni presnéj$i zaostfeni preparatu

Zikladna (noha) mikroskopu

P AU E BN

Kolektor osvétleni - soustied’uje paprsky svétla na objekt

[
=

. Kondenzor — pomaha ménit kontrast obrazu
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. Objektivy - optické Cleny, které maji riznou hodnotu zvétSeni
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. Otocna hlavice pro objektivy — slouzi k jednodussi zaméné objektiva

Existuji rizné metody zobrazovani objekti pomoci optického mikroskopu: metoda
svétlého a tmavého pole, metoda fazového kontrastu, polarizacni mikroskopie a dalsi.

(Rosina, 2021)
3.1 Metoda svétlého pole

Jedna se o optickou mikroskopii, ktera je také nazyvana jako metoda prochazejiciho
svétla. Je zakladnim typem optické mikroskopie. Svétlo prochazi pozorovanym objektem
a soustava dvou spojnych cocek vytvari skutecny, zvétSeny a prevraceny obraz, ktery tak
muzeme pozorovat pies okular. Pii této metodé ma objekt tmavé obrysy a nachazi se ve

svétlém poli. (Shafiee, 2023)
3.2 Metoda tmavého pole

Princip této metody se zaklada na tom, ze predmét je osvétleny pomoci kondenzoru
tak, ze do roviny objektu vstupuji jen okrajové a velmi Sikmé paprsky svétla, dokud
sttedové nejsou pohlcené, a proto se vubec pii zobrazovani neuplatiiuji. Objekt je tedy
osvétlen ze stran a paprsky se od ného odrazeji a lamou. Do objektivu se tedy dostane
svétlo, které je jiz rozptyleno pfedmétem. Predmét se nam tak jevi jako svitici na tmavém

pozadi. Pfi pozorovani vtmavém poli , zafi“ na tmavém podkladé ¢asti objektu, na
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kterych dochazi k nahlému rozdilu pfi prichodu svétla, typicky to tak zvyraziuje
napfiklad hrany objektu. Metoda se pouziva pro pozorovani velmi malych objektu a jejich

povrchovych struktur. (Logg, 2006)
3.3 Metoda fazového kontrastu

Metoda slouzi k zobrazeni malych fazovych objektt, u kterych se detaily od okoli
absorpci nelisi, tudiz by nebyli rozliSitelné pti predchozich metodach, ale tyto objekty na
rozhranich zpasobuji zménu faze svételného paprsku. Pievadi se tak rozdily v posunu
faze svétla prochazejiciho riznymi Castmi objektu, které nevidime, na rozdily intenzit,

které uz jsou pro nas viditelné. (Mertz, 2010)

3.4 Polariza¢ni mikroskopie

Pro lepsi pozorovani Castic celuldzy v roztoku, nam pomuze polarizované svétlo.
Mikroskop s polarizovanym svétlem je urcen k pozorovani opticky aktivnich latek které
jsou viditelné diky své opticky anizotropni povaze. Aby bylo mozné tento ukol splnit,
musi byt mikroskop vybaven jak polarizatorem, umisténym v draze svétla pred vzorkem,
tak analyzatorem (druhym polarizatorem), ktery je umistény v optické draze mezi zadni

clonou objektivu a pozorovacim okularem nebo vstupem kamery. (Olympus,2023)

Kontrast obrazu vznik4 interakci roviné polarizovaného svétla s dvojlomnym
vzorkem za vzniku dvou jednotlivych vinovych slozek, které jsou polarizovany ve
vzajemné kolmych rovinach. Rychlosti slozek jsou rizné a méni se dle smeéru §itfeni. Po
vystupu ze vzorku jsou slozky fazové posunuty, pfi prichodu analyzatorem se opét spoji

konstruktivni a destruktivni interferenci. (Olympus, 2023)

Kdyz se anizotropni vzorek zaostfi a oto¢i o 360°, bude se v zavislosti na poloze
otaceni postupneé jevit jako svétly a tmavy (vyhasly). Pokud je hlavni optické osa vzorku
(anizotropniho materialu) orientovana pod uhlem 45° k ose polarizatoru, bude dosazeno
maximalniho stupné jasu a nejvétSiho stupné zhasnuti, kdyz se obé osy shoduji. Béhem
otaCeni v rozsahu 360° bude vzorek oscilovat mezi svétlem atmou Ctyfikrat v 90°
krocich. To je zptusobeno dopadajicim polarizovanym svétlem na dvojlomny vzorek se
smérem kmitd rovnobéznym s optickou osou. Budou-li se smér polarizace svétla
shodovat s hlavni optickou osou vzorku, pak se vzorek bude jevit jako izotropni (tmavy

nebo vyhasly). Pokud se zméni orientace vzorku o 45°, dopadajici svételné paprsky se
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vzorkem rozdéli na fadnou animotadnou slozku, které se pak v analyzatoru spoji za
vzniku interferencniho obrazce. Interference mezi rekombinujicimi paprsky bilého svétla
v roviné analyzatoru vytvaii barevné spektrum, které je zptisobeno barvami vznikajicimi
destruktivni interferenci bilého svétla. Barvy pozorované pii osvétleni bilym svétlem
v okularu mikroskopu lze vyuzit kekvantitativnim zavéram o rozdilech drah a hodnotach
tloustky vzorku, pokud jsou znamy indexy lomu vzorku pro fadny a mimoradny svazek.

(Olympus, 2023; Nikon, 2023)
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Obr.5 Michel-Levyho graf dvojlomu(Olympus, 2023)
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Obr. 6 Funkce Polarizacni mikroskopie (Ockenga, 2011)

17



4) Oralné Disperzni filmy (ODF)

Zkoumani oraln€ disperznich filma pfi riznych teplotach by mohlo napomoci s jeho
skladovanim, ¢i pfi jeho vyrobé. Ztohoto divodu jsme ODF filmy zahfivali az

k bodu tani a pozorovali chovani pfipravenych vzorku.

Usty rozpustny film (ODF) se stava novou lékovou formou k peroralnimu
podavani 1é¢iv, protoze poskytuje pohodli a snadné pouziti oproti jinym formam, jako jsou
tablety rozpadajici se v ustech, bukalni tablety a sublingvalni tablety. Proto se o0 ODF
filmy rozpustné v stech zajima velké mnozstvi farmaceutickych firem. Film rozpustny
v ustech byl vyvinut na zékladé technologie transdermalni naplasti. Usty rozpustné folie
jsou tenké, apevné formy, které se po vlozeni do Ustni dutiny rozpusti béhem nékolika
sekund bez zvykani a pfijmu vody, a to diky produkci slin slinnymi zlazami, které film
snadno rozpusti. Vzhledem k tomu, Ze sliznice dutiny Ustni je vysoce vaskularizovana,
mohou se 1éCivé latky vstfebavat primo a ihned se dostat do systémového obéhu pacienta,
aniz by byla Cast 1éCivé latky metabolicky zniCena v jatrech, kde se 1éCiva latka muze
snadno znic¢it. Tuto vyhodu lze vyuzit pfi pfipravé pfipravkd se zvySenou peroralni
biologickou dostupnosti molekul, které podléhaji first pass efektu. Tyto filmy nabizeji
pohodlny zpusob davkovani 1éCivych pripravka détem, geriatrickym pacientim
a pacientim upoutanym na lazko. Sublingvalni abukalni podavani 1éciva
prostfednictvim tenkého filmu mé potencial zlepSit nastup ucinku, snizit davkovani
a zlep§it profil ucinnosti a bezpecnosti 1éku. Idealni film by mel mit vlastnosti, jako je
pfijemna chut, vysok4 stabilita asnadné podavani. Hlavni nevyhodou je jejich
komplikované skladovani a zajisténi stability ODF pfed podanim pacientovi. (DeMerlis,

2003; Salawi, 2022)
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4.1 Priprava ODF

ODF maji rizné metody pripravy. Zohlediiuje se ekonomickd narocnost
a dostupnost prostfedkd u vyrobce. Vyroba miize byt primyslova nebo laboratorni.

(Musazzi, 2020)

4.1.1 Liti do rozpoustédla

Metoda liti do rozpoustédla (v angl. solvent-casting) je nej¢astéji pouzivanou metodou
piipravy ODF. Hlavnim divodem je jednoducha pfiprava, ktera je ekonomickyvyhodna
na zpracovani. Nejprve se ve vodé rozpustné slozky ptipravuji michanim v zahtatém
magnetickém michadle. Poté se k této smési prida 1écivo a dalsi pomocné latky(napf.
zahust'ovadla), které zarucuji vhodné viskozni vlastnosti prostedi. Pfipraveny roztok se
nalije do Petriho misky a rozpoustédla obsazena v roztoku se nechaji odpafit. V zavislosti
na rozpoustédlech se ODF uchovavaji po dobu 20-25 hodin nebo 24-48 hodin pfi
pokojové teplote, nebo po kratsi dobu pfi teploté 40-50 °C v susarné. Filmy ziskané po
odpafeni rozpoustédel maji prameér 15-20 mm a tloustku 0.2-0.3 mm. Nakonec jsou ODF
peclivé oddéleny od Petriho misky. V zavislosti na mnozstvi u¢inné latky, kterou
obsahuji, se rozdéleny na kousky pozadované velikosti. Alternativni metodou k solvent
casting je tzv. polotuha technika, kdy se polotuha gelova hmota nalije do vhodnych forem
a necha se vypafit pomoci gelotvornych polymert. Nakonec se opét pfipravi rozdélenim

na pozadované velikosti. (Rashid, 2021; Jose, 2019)
4.1.2 Vytlacovani za tepla

Vytlacovani za tepla (v angl. hot melt extrusion) je technika, pfi niz se smés
obsahujici 1éCivo, polymer a pomocné latky vytlacuje za vysoké teploty za vzniku
homogenni hmoty, ktera se nasledné odléva a vytvari hladké filmy. Pti tomto procesu se
nepouzivaji rozpoustédla. Hlavni nevyhodou je limitace zpracovani moznych latek, kvuli
pouziti vysokych teplot nemizeme pouzit termolabilni latky. (Tambe, 2021; Hanada,
2023)
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4.1.3 Technika strikani

Technika stiikani (v angl. spray technique) vyuziva Ciry roztok, ve kterém jsou
rozpustény vSechny potiebné slozky (l1éCiva latka, polymerovy nosi¢, zmekcovadla,
dochucovadla atd.) Tento Ciry roztok se poté nastfikd na vhodny material (sklo,
polyethylenova folie z nesilikonizovaného kraftového papiru nebo teflonova folie). Opét
nechame zaschnout auchovame ve vhodném prostfedi pfed pouzitim. (He, 2021;

Yamasaki, 2019)
4.2 PVA + nanocelluloza

Nanoceluloza funguje jako opticky aktivni latka, ktera je dobfe viditelna pod
polarizacnim mikroskopem. Polyvinylalkohol (PVA) se vyuziva ve farmaceutickém
prumysl jako nosi¢ 1éCivé latky nebo nové ipii vyrobé naplasti na hojeni ran.
Pokud vytvoti z téchto dvou latek suspenzi, mizeme tim vytvofit simulaci ODF, pfes
ktery se da sledovat pohyb ¢astic ve filmu a zkoumat tak pfipadné agregace ¢astic nebo

jejich diftzi. (Zhu, 2022)

PVA je vodorozpustny polymer, ktery je biodegradabilni, biokompatibilni. To
i presto, ze je synteticky, protoze novodobé trendy ve farmacii se snazi opustit od
syntetickych polymert. Jeho dalsi vyhodou je, Ze je ekonomicky dostupny, proto se Casto
vyuziva ve farmaceutickém priamyslu. (Cerchiara et al., 2003) je bezbarvy a bez zapachu.

Pozname ho ve formé bilych az prahlednych krystalkt. Kvali hydroxylové skupiné je

PVA snadno rozpustny ve vodé. Hydroxylova skupina dale ovliviiuje bod tani 200 °C

abod varu 228 °C. Stale ale plati pravidlo rozpustnosti latky v roztoku a to znamena,
ze jakmile dojde k pfesycenosti roztoku, PVA se piestane ve vode rozpoustét a zacne
krystalizovat. Rozpustnost PVA je zavisla na teploté a tlaku. PVA v procesu ziskava
pevnou, odolnoua ¢irou strukturu. Stava se z ného hydrogel, ze kterého se mizou vyrabét

chrupavky, stenty ¢i ¢ocky. (Adelnia, 2022; Tang, 2011; Sin, 2023)

Celulozu nachazime jako pfirozenou soucasti bunécné stény vsSech rostlin
a stromd. PovaZzuje se za jeden z nejrozsifenéjSich a nejobnovitelnéjsich biopolymert.
Hojné se pouziva jako vyztuzni material u riznych kompozitd (napf. polymernich).
Nanoceluloza je stejnou latkou jako celuloza klasickd ale rozméry jejich Castic se
pohybuji méftitku nanometrti. I kdyz je nanoceluloza velice naro¢na na vyrobu, ziskava
na stale vétsi oblibé nejen v mediciné. Pouziva se napftiklad jako vyztuz do plasti (aby
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byly pevnéjsi). Celuldza je opticky anizotropni, a tedy opticky aktivni v polarizovaném
svétle. Narozdil od PVA je vysoce hydrofobni a tézko se rozpousti ve vodé. (Nasir, 2017,
Trache, 2020; Heise, 2021; Solhi, 2023) Na poli biomediciny plni celuléza funkce na
urovni molekulové struktury, kdy se ji vyuziva jako bio skladky pro bunééné kultury nebo
pomocné nosice 1é¢iv. Na urovni makromolekularni se miize uplatnit u nahrady cév, pfi

vyrobé€ materiald na obnovu kiize a dalSich. (Lin, 2014)

p CelluForce =7

GUUOSE NANO CRYSTALS / CELLULOSE NANO 257

PODUCTION #:
MAMUFACTURING DATE / DATE DE FABRICATION

FA055 WEIGHT / POIDS BRUT: 5758

| 'WEGHT/PODSNET: 5008 (o —==

Obr. 7 Nanoceluléza od znacky CelluForce (Zdroj: Autor)
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5) Prakticka cast
5.1 Cile a vyzkumné predpoklady/otazky

Pomoci teplotni komirky THMS600, ktera dokaze kontrolovat teplotu s presnosti
0.1 °C, ato vrozsahu -196 az 600 °C, budeme zkoumat chovani ODF, suspenzi
a polymernich roztoku pfi riznych teplotach pomoci optické a polarizaéni mikroskopie.
Muizeme tak zkoumat jevy jako jsou napfiiklad krystalizace, rozpustnost a teplotni stabilita

vzorkd. Tyto vysledky se pak uplatni pro lepsi popis ODF
5.2 Metody

V této kapitole se budeme zabyvat, jak méfeni probiha. Dale také
samotnému zapojeni azprovoznéni celé teplotni komory THMS600, nastaveni

a popisu softweru pro ovladani mefeni.
5.2.1 Systém THMS600

Systém se sklada ze THMS600, piistroje CI194/2 a volitelného systému LNP94/2.
chladiciho &erpadla na kapalny dusik. Ridici software systému Linksys32. Fotky

a digitalni video je potfizeno pomoci polarizaéniho mikroskopu Olympus BX60.

THMS600 se k mikroskopu piipeviiuje pomoci specialnich svorek nebo pomoci
adaptérové desky, poptipadé jednoduchym umisténim na drzak XY mikroskopu pomoci

oboustranné lepici pasky.
5.2.2 C194

Zatizeni na obrazku 8 dole je CI94. Rozhrani CI94 (Computer Interface) bylo
specialné navrzeno tak, aby umozrnovalo presnou regulaci teploty. Regulovat teplotu 1ze
bud’ manualné za pomoci CI94 nebo pomoci softwaru Lynksys32. V této praci budeme

teplotu vyhradné regulovat pomoci pocitacového rozhrani.
4.2.3 LNP94/2

Zatizeni na obrazku 8 nahore. LNP94/2 je zafizeni pro chlazeni teplotni komurky
THMS600. Méfeni je zcela automatizované, a proto staCi jen nastaveni teploty na
,,chlazeni“ (mens$i, nez je aktualni). K chlazeni je potfeba dodat so systému tekuty dusik
ktery systém uchovava v piilozené Dewaroveé nadobé.
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Obr. 8 LNP94/2 CI94

vwvr 7

4.2.4 Cela mérici soustava

Obr. 9 Cela mérici soustava

Na obr. 9 vidime celou méfici soustavu. Vlevo je PC (ovladani teploty
v THMS600), CI194, LNP94/2 a nadobu na kapalny dusik. Nasleduje mikroskop s teplotni

komurkou THMS600 a nejvic vpravo pak pocitac, kde pozorujeme obraz z mikroskopu.
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Obr. 10 nalevo je THMS600 z ptedni strany, uprostfed bez vrchni vika a vpravo ze zadni strany

(zdroj: autor)

Na obrazku vlevo vidime celou komurku slozenou. Pokud chceme vlozit vzorek do
komurky, odmontujeme vrchni viko (kruhovy kryt). Tim se dostaneme k obrazku
uprostied. Zde je kruhovy prstenec s cilem drzeni skli¢ek/sklicka a vzorku. Prstenec je

zaroven drzen drzakem, pomoci kterého lze pohybovat vzorkem v XY systému.

Po zapnuti apropojeni LNP94/2 aCI94 piimontujeme teplotni komurku
THMS600 za pomoci drzaka, které vidime oznacené na obrazku cervenymi krouzky (viz.
obr. 10 vpravo). Je dilezité, pokud chceme pouzit mikroskop se spodnim osvétlenim,
abychom nasli prichozi bod (oznaceny modre viz. obr. 10 vpravo), skrz ktery prochazi
svétlo. Neni to ale nutné, pokud nam sta¢i horni osvétleni nebo mame latku ¢i vzorek,
kterym neprochazi svétlo (napf. teplotni prouzky). Pokud by doslo ke zniceni ochranného

skla W22G na kruhovém krytu je zde moznost ho vymeénit rozmontovanim krytu.
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4.2.5 Zapojeni THMS600

Obr. 11 Zapojeni THMS600

Cervend oznacené hadice (viz. Obr. 11 a 13) piivadgji chladici vzduch z piedni
strany pfistroje LNP94/2 (viz. Obr. 12). Zelen¢ oznaCena hadice (na obr. 11) privadi
tekuty dusik, v piipadé chlazeni. Cerny kabel, oznateny modfe, slouzi pro komunikaci

mezi teplotni komorou a CI94(viz. Obr. 12).

Obr. 12 LNP94/2 a C194(vlevo) zadni strana (vpravo)

Dva vyvody vychazejici z LNP94/2 (viz. Obr. 12 vlevo) vedou do teplotni komory
THMS600. Sir§i vrchni vyvod se d&li na dva (viz. Obr. 11 Gervené obdélnikové
ohrani¢eni). Spodni vyvod je pfipojen na kruhovy kryt (viz. Obr. 11 Cervené kruhové

ohrani¢eni). Na obr. 12 vidime tii riizné kabely. Sedivy kabel propojujici LNP94/2 a CI94

25



slouzi k vzajemné komunikaci (hnéd& znaleny na obr. 13). Cerny kabel vpravo dole
propojuje CI194 a THMS 600 (modie znaceny na obr. 13). Bily kabel vlevo dole propojuje
CI94 a PC (fialové€ znaceny na obr. 13).

LNP94/2

=

PC — —1 THMS600

Obr. 13 schéma zapojeni teplotni komirky THMS600

4.2.6 Popis softwaru

Teplotni komurku lze ovladat dvéma zpusoby. Prvni ovladani systému lze
manualné pomoci pfistroje CI94. Druhy zptsob je pies PC za pomoci systému linksys32

(viz. obr. 14).

#B Linksys32
File Setup View Video Help
4
| Mo Comm  Programmer not connected | Stopped

R ate "C/min Lirnit “C Hald minz L Delayzecs

e B (o]

Obr. 14 Program linksys32

Systém Linksys32 nejprve propojime s CI94 tim zpusobem, ze klikneme na file>
connect. Pomoci systému Linksys32 nastavujeme pozadovanou teplotu. Teplotu si lze
nastavit bud’ pomoci panelu, ktery vidime na obrazku, kde zleva mame stupné za minutu
(Rate °C/min), pozadovanou teplotu (Limit °C), drzeni pozadované teploty (Hold mins).
Pokud bychom chtéli drzet teplotu na neomezeny cas lze pouzit ruci¢ka pod tlacitkem.

Help a posledni je LNP (foukéani) na vrch sklicka W22G, to je nastavené na
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automatické a neni nutné béhem meéfteni zapinat. Pokud chceme od komirky odejit nebo
ji nechceme nastavovat ru¢né bod po bodu, je zde funkce teplotniho profilu Profile pod
tlacitkem View. Tuto funkci si nastavime podle pozadavk méfeni a dany teplotni profil
se pak jiz realizuje automaticky. Dany Profile spustime za pomoci funkce Setup, kde
nalezneme port, pres ktery je propojeny PC a CI94 a zarover spusténi Profilu. Po plném

zapojeni, vlozeni vzorku a nastaveni systému mohou zacit samotna méfeni.

Profile - Cycle mode off
Ramp |Hate ||-i|""it |Time |DE|EI.'r' |“ = TempControl Settings for Temperature Control
1 1 200 30 ; “o g TempControl 2
2 2 0,0 |60 - [v Uze profile
i ; ;gg ;SD (" Comm 1 & Commd
] 4 GO0 30 - (" Comm 2 € Comm 5
R [ - C Conm3 C Conms
a 1] 0.0 1]
9 1] 0.0 1] -
10 1] 0.0 1] - ﬂ

Obr. 15 vlevo nastaveny Profile, vpravo aktivovani Profile

4.2.7 Specifikace

Maximalni teplota: +600 °C
Minimalni teplota: -196 °C
Maximalni rychlost ohfevu: 150°C/min
Siika objektivu: 4,5mm
Sitka kondenzatorové Gocky: 12,5 mm
Zdvih XY — manipulatori: 16 mm
Clonovy otvor: 2 mm
Hmotnost: 0,62 kg
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5.3 Analyza vyzkumnych dat
5.3.1 Reverzibilni polyesterova folie z tekutych krystali (Teplotni prouzky)

Vyrobce Omega Engineering vyrabi presné teploméry. Jeden z jejich produktt
jsou teplotni prouzky. Ty jsme pouzili z divodu testovani funkce a presnosti teplotni
komory ve spojeni s optickou mikroskopii. Cilem bylo ovéfeni minimalniho kroku 0.1 °C,
jak udava vyrobce a kontrola absolutni teploty udavana program linkam32. Teplotni
prouzky pfi dosazeni dané teploty zméni svou barvu, coz pod polarizacnim mikroskopem

1ze dobfe pozorovat.
Teplotni prouzek s rozsahem teploty 35+1 °C

Prvni teplotni prouzek se méni svoji barevnost v rozsahu teplot 35 °C+1 °C. timto

pokusem jsme ovéfili,zda komora dokaze mit takto maly teplotni krok 0.1 °C a stabilné

ho udrzovat po pozadovany cas.

Obr. 16 35 °C Obr.17 35,1 °C Obr. 18352 °C

Obr. 19353 °C Obr. 20354 °C Obr. 2135,5 °C
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Obr. 22 35,6 °C Obr.2335,7 °C Obr. 24 35,8 °C

Obr. 2535,9 °C Obr. 26 36 °C Obr. 2737 °C

Teplotni krok na obrazkach je 0.1 °C az na posledni ten je 1°C. Z prvni trojice
obr. 16-18 I1ze pozorovat, ze jsme se teprve dostali na pozadovanou teplotu 35 °C.Pomalu

se zacinaji ukazovat barevné zmeény na folii. Dalsi obrazky uz maji vétsi barevnou zménu
a z obr. 19-21 jiz mizeme fict, ze jsme za pulkou rozsahu z divodu jasné zmeény tekutych
krystalki. Obrazky 22-26 bychom méli vidét, uz okem, a to zménou barvy do zelena.
Z parametru vyrobce vime, ze pokud se dostaneme na pozadovanou teplotu tak prouzek
zezelena a pokud teplotni prouzek presahne teplotu, nez na jakou je vyrobeny zmodra,
ato krasné vystihuje obrazek 27, coz znamena, ze danéd teplotni komora THMS600

pracuje podle svych predispozici a udavana teplota souhlasi.
5.3.2 BaTiOs

Pozorovani BaTiO3 bylo v této praci zvoleno kvuli své zméné doménové struktury

pfi vzrustajici teploté, kterou lze pozorovat jediné s polarizacnim mikroskopem.

Doménové struktury pii teploté€ vyssi 120 °C jsou v pohybu a nelze je pozorovat.

Tato teplota se nazyva Curieho teplota (TC). Pokud se dostaneme nad teplotu 120 °C
v BaTiOs; zaniknou doménové struktury. Doménové struktury se znovu usporadaji

a budou pozorovatelné pod polarizacnim mikroskopem, pokud teplota opét klesne.
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Obr. 32 BaTiO3 125 °C Obr. 33 BaTiO3 130 °C

Z obr. 28 1ze vidét doménové struktury BaTiO3 v polarizovatelném svétle. Ta nam
ovSem hned v obr. 29 zmizi. Pokracujeme s teplotou az na 130 °C, kde by uz méla

probéhnout pfeména doménové struktury. Tento jev by mél byt pozorovan az BaTiOs

30



schladime pod 120 °C, kde by se nam me¢la lisit doménové struktura obrazku ¢. 28 a obr.

34 zchlazeného pod 120 °C.

Obr. 34 BaTiO3 95 °C Obr. 35 BaTiO3 80 °C

Obr. 36 BaTiO3 70 °C Obr. 37 BaTiO3 45 °C

Z téchto obrazku ¢. 34-37 lze pozorovat, ze méfeni dopadlo podle oCekavani.

BaTiO3 zménilo doménové struktury a usporadali se znovu ale v jinych mistech.
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5.3.3 ODF

ODF jsme pripravili za pomoci metody liti do rozpoustédla, kde hlavni latkou je
nanocelul6za, jejimz nosicem je PVA. Tato suspenze simuluje strukturu ODF. Filmy jsme
natdhly za pomoci natahovaciho pravitka. Zaroveni tloustka filmu byla udana také
natahovacim pravitkem. Po evaporaci filmu je nezbytné pouzit film co nejdiive z divodu

rychlého odpafovani vody. Jakmile film zcela zatuhne je obtizné ho od skla oddélit.

Obr. 39 Thrashehold a analyze particles
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Obr. ¢. 38 je zpracovan pomoci programu Imagej kde ho prevedeme do 8bitového
zobrazeni, aby mohly byt detekovany ¢éastice. V nasledujicim obrazku ¢. 39 vidime

danou upravu a za pomoci Obr. ¢. 39 jsme vyhodnotili histogram (graf 1).

Obr. 40 Bod tani 225,1 °C
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Z obr. 40 l1ze pozorovat bod tani (Bf) pfi 225,1 °C. Tento bod tani se 1isi oproti
teoretické hodnoté bodu tani PVA 200 °C. Posun teploty tani je pravdépodobné zpliisoben
slozeni suspenze, nejedna se jiz o €isté PVA. Tani nam zde znazorruje ,,vina®“, ktera je
patrna uprostied obrazku 40 a v levém rohu se snazi spojit s dalsi ,, vinou®. Jakmile se
dané viny spoji, mizeme spolehlivé fict, ze PVA kompletné pieslo do kapalného

skupenstvi a maze zde dojit k pohybu castic.

Obr. 41 Bod varu 251 °C

Na obrazku 41 se teplota zvysila na bod varu (Tb) 251 °C. Coz lze pozorovat
vytvotenim bubliny v levém dolnim rohu. Pokud bychom pokracovali na vyssi teploty
potom by se nam PV A odpafilo ¢i by doslo k jeho zniceni. Teplota bodu varu se zde také
1i§i od teoretické hodnot pro Cisté PVA, ale pokud porovname hodnoty naSe ku hodnotam
teoretickym zjistime, ze se ob& hodnoty navysili o pfiblizné 25 °C. Z toho bychom mohli
usoudit, ze slozeni suspenze nam pozménilo Bf a Tb o pfiblizné stejnou hodnotu smérem

k vy$sim teplotam.
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5.4 Vyhodnoceni cilii a vyzkumnych otazek/predpokladu

Dokazali jsme popsat azprovoznit teplotni komoru THMS600 a zpracovat
jeji schéma zapojeni. Pomoci teplotnich zkousek jsme potvrdili teplotni rozmezi, na které
je komora konstruovana bez jejiho poskozeni (24-600 °C). Pomoci teplotnich prouzku
a titaniCitanu barnatého, které slouzili k ovéreni teploty v komirce, jsme také potvrdili
jeji stabilitu a citlivost na trovni = 0.1 °C. Po ovéfeni funkCnosti a manipulace

s komurkou jsme zacali s pozorovanim chovani ODF.

Polyvinylalkoholové filmy s pfidanymi nanocelul6ozovymi casticemi jsme
roziezali do malych cCtvereckl, které velikostné vyhovovaly teplotni komurce. Prfi
sledovani filmt jsme dokazali stanovit bod tani a varu, kdy k témto bodim doslo zhruba
025 °C vyssi teploté, nez stanovuji tabulky pro Cisté PVA. Zde muze hrat faktor
vysuSovani filmu ajeho skladovani afakt, ze jsme nesledovali Ccisty roztok
polyvinylalkoholu. Strukturni vazby nanocelulézy mohly narusit charakter samotného

polyvinylalkoholu,a proto k bodiim tani i varu doslo az pfi vyssich teplotach.
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6) Zavér

Cilem této prace je zprovoznéni teplotni komirky THMS600 a vyzkouSeni, zda
pracuje podle parametrd, které uvadi vyrobce. DalSim cilem prace bylo vytvofeni
metodiky pro studium ODF pomoci optické mikroskopie za riznych teplot. Coz znamena
sepsani zasad jak nejlépe a nejefektivnéji s danou komurkou pracovat. Jeden ze sté€zejnich
bodi k zprovoznéni Teplotni komurky bylo ziskani licence pro program linksys32
a seznameni se softwarem. V posledni fadé natazeni ODF a poté zahfani na bod varu

a pozorovani Castic.

Po seznameni a zapojeni vSech zafizenich se podafilo zprovoznit teplotni
komurku THMS600. Po domluve s firmou Linkam nam poslali kod na licenci, ktera jiz
nebyla podporovana a jiz nepouzivana. Jakmile se odemknul software pro linksys32 bylo
mozné meéfit. Pomoci teplotnich prouzki jsme kalibrovali presnost teplotni komory
THMS600. Po naméfeni teplotnich prouzkid lze fici, ze teplotni komora THMS600
pracuje podle piedepsanych specifikaci. U BaTiO3 jsme vyzkouSeli zménu doménovych
struktur za pomoci polarizaéni mikroskopie. Toto méfeni dopadlo uspé€sne. Doménové
struktury se zmeénili po dosazeni potiebné teploty. ODF jsme natahli za pomoci pfesného
natahovaciho pravitka. Po evaporaci filmu jsme odfizli kus filmu a zahtali. Zde se
nepotvrdily vyzkumné piredpoklady. Nelze pozorovat agregaci ¢astic ani Brownav pohyb,
kvuli nanocelulose, ktera je moc mala na to, aby Sla pozorovat pod mikroskopem
Olympus BX60. Teplotni komora THMS600 by mohla byt v budoucnu prospésna pro
zkoumani ligninu pfi rdznych teplotach dale pro studium krystalizace a termo —

reverzibilni procesu.
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1)Uvod

Cilem bakalafské prace je vytvorit metodiku pro vyhodnocovani tenkych filma uzivanych
v biomediciné pomoci polariza¢ni mikroskopie pfi raznych teplotach. Za timto ucelem
vyuzijeme komoru, kterd umoziiuje mefit ve velkém rozsahu teplot. Do této komory 1ze
vlozit jak kapalny vzorek, tak i pevny. Dale komurka umoziuje celé méfeni pozorovat
online pod mikroskopem. Pomoci mikroskopie mtuzeme sledovat chovani tenkych filmu
uzivanych v biomedicin€ pti riznych teplotach, 1ze takto pozorovat celou fady jevu, jako

jsou naptiklad krystalizace, rozpustnost, termo-reverzibilni procesy a agregace Castic.
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2) MozZnosti méreni s komorou THMS 600 pri optické

mikroskopii
V této Casti definujeme, za jakych podminek se s danou komorou ma zachazet a co vie

dana komora muze méfit.

2.1) Rozsah teploty

Teplotni komora THMS600 ma teplotni rozsah od -196 °C do 600 °C s ptesnosti 0.1°C.
Nejveétsi teplotni skok mize byt az 150 °C/min. Teplotni komora je konstruovana tak, ze
dané teplo pfimo arovnomérné rozprostie na zkoumany vzorek/kapalinu. Teplotni

komora by se méla pouzivat pii pokojové teplote.

2.2) Mikroskop

Teplotni komoru lze nainstalovat na jakykoliv mikroskop ktery ma kruhovou podstavu,
za kterou se dana komora upevni. Diky prihledné apertufe komurky je zde moznost
pouzit spodni osvétleni a prosvitit tak dany vzorek. V této praci byl vyuzit polarizacni

mikroskop Olympus BX60.

2.3) Velikost komory

Jedna z nejvétSich vyhod teplotni komory jsou jeji malé rozméry, proto se s ni da velmi
dobfe manipulovat presouvat, prenaSet. Lze ji tak upevnit na vétSinu komercné
dostupnych mikroskopt, bez dalSich aprav. Rozméry komory jsou: 14 cm na délku 9 cm
na §itku a 2 cm vysku

2.4) Vzorek

Do teplotni komory lze vlozit jakykoliv pevny vzorek nebo i kapka kapaliny ¢i roztoku.
Pfi pouziti vétSiho mnozstvi kapaliny/roztoku je zapotiebi nadoba, ktera vydrzi

pozadované teplotni zmény. V nasem ptipadé budeme vkladat oraln€ disperzni filmy.

2.5) Hardware/Software

Teplotni komora THMS pouziva starsi rozhrani typu RS232. Pro pfipojeni k modernim
PC je potieba pozit redukci RS232 na USB. Druhy port je I/O, ktery také pouziva rozhrani
RS232, je opét pro novéj§i PC nutné redukovat z RS232 na USB. Star$i software

Linksys32 ovladajici teplotni komurku je zcela funk¢ni a 1ze ho naistalovat na Win10.



3)Pracovni postup

1) Odmontujeme predni viko, abychom se dostali ke kruhovému prstenci (na obrazku 2

uprostied oznaCenym Cervene)

Obrazek 1 Obrazek 2

2) Do kruhového prstence vlozime sklicko GENERAL(@16), aby se vzorek

nepfilepil/neptipekl k podlozce (na Obrazku 2 zvétSeny uprostied oznacenym cervene)

Obrazek 2 zvétSeny

3) Déle vlozime zkoumany vzorek/kapalinu na sklicko a piikryjeme dal§im sklickem. Na
vzorek/kapalinu pouzijeme sklicka GENERAL(©16). Druhé sklicko, dodéavané
vyrobcem je oznaCené jako W22G(022) a slouzi jako vstupni prahled do komory
THMS600. Pokud se sklicko na viku poskodi ¢i praskne je nutné ho vymeénit. Vyménu
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sklicka komory lze provést podle obrazku 4 v levo dole za pomoci klice, kterym se viko

otevre (kli¢ je dodavan s komorou).

Obrazek 3

gumoveé
krouzky

kli¢ k viku
Obrazek 4 Obrazek 5

4) Znovu zaSroubujeme viko, abychom mohli dat teplotni komoru do mikroskopu obrazek
5.

5) Ptiprava mikroskopu pro vlozeni komory THMS600 pro pozorovani vzorku
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Obrazek 6 Obrazek 7

Pokud na mikroskopu je pfipevnéna podstava (stolek) odsroubujeme ji za pomoci
upeviiovacich Sroubt (oznaCeny ¢ervenym krouzkem na obrazku 6). Po odsroubovani by
nam méla zbyt jen kruhova podstava na, kterou mizeme nasadit THMS600. S podstavou

maximaln¢ sjedeme dolt pomoci oznaceného posuvu (obrazek 7).

Obrazek 8
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6) Umistime komurku do mikroskopu a za pomoci drzakl na spodni stran€ ji upevnime. (na
obrazku 8 Cervené oznaCené). Na pravém obrazku muzeme vidét, jak to bude vypadat,

kdyz vlozime THMS600 do mikroskopu.

Obrazek 9 Obrazek 10

7) Nalezneme prusvitny otvor (na obrazku 9 oznaceny modre)

Za pomoci spodniho osvétleni mikroskopu nalezneme aperturu komory. Pokud tedy
nebudeme na daném otvoru v mikroskopu, neuvidime prochazet svétlo. Aperturu komory
nastavime na stfed mikroskopu pomoci drzaku a to tak, ze jeden povolime a snazime se
komurku nastavit, abychom nalezli aperturu komory. Pokud se nam podafi nastavit
aperturu na stfed miZeme priejit k zaostfeni a nastaveni mikroskopu. Na obrazku 11 na
pravé strané v Cerveném krouzku muzeme pouzit polarizacni filtr. Pro ziskani fotek

z mikroskopu bylo pouzito toto nastaveni mikroskopu: ZvétSeni 20x.

48



warmve, 5%
KIS Py s

Obrazek 11

Snimky z mikroskopu budou tedy vypadat nasledovné (Levy Obrazek 12 bez polarizacniho filtru

a vpravo obrazek 13 s filtrem):

Obrazek 12 Obrazek 13
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8) Pohyb se vzorkem, pro manipulaci zkoumaného objektu v komote.

Obrazek 14

Pokud chceme v komote pohybovat se vzorkem, jsou zde k tomuto ucelu urCené XY
nastavce (oznaCeny ¢ervenym obdélnikem na obrazku 14).

9) Zapojeni regulace teploty a propojeni pristroje s PC podle schématu

Obrazek 15 Obrazek 16
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Dusilg

LNP94/2

PC Clo4 THMS600

Obrazek 17 Obrazek 18

9a) Piistroje LPN94/2 a CI194 propojime kabelem (oznacenym oranzovym ctvereckem na
obrazku 16). Dale propojime kabelem RS232 CI94 a PC (fialovym kabelem na obrazku
16). Tim pak muzeme ovladat komoru THMS600 za pomoci pocita¢e. Dale zapojime
Stage kabel (oznaceny modrym obdélnikem na obrazku 16) do CI94 (spodni pfistroj na
obrazku 18) a druhy konec do THMS600 (oznaceny modrym obdélnikem na obrazku 15).

Kapalny Dusik je na obrazku 15 oznaceny zelené v této metodice nebyl pouzit.

9b) Z predni strany pristroje LNP94/2 jsou dva vyvody, které zapojime do teplotni
komurky, jeden pro oplach vzduchem vstupniho vika, zabranujici zamlZovani (oznaceny
cervenym krouzkem na obrazku 15). Druhy vyvod zapojime vedle spojovaciho kabelu
mezi THMS600 a CI94 a dale ma tato trubicka v sobé dalsi vyvod do boku THMS600
(oznaceny Cervenym obdélnikem na obrazku 15) jedna se o chlazeni vzduchem na teplotu
okoli. Dale pfistroje zapojime do elektrické sit€¢ (oznaceny zlutym Etvercem na obrazku
16) azmackneme tlacitko pro zapnuti pfistroje (oznaCeny Cervenym obdélnikem na
obrazku 16). Proces je podrobnéji popsany v kapitole viz. Zapojeni THMS600.
10) Na PC zapneme program linksys32. Pro vzdalené ovladani teplotni komory

11) Pro propojeni PC a CI94. Vybereme File a nasledné connect

11a) Usp&$né propojeni

% Linksys32

File Setup View Videco Help

T -adl VT ) B p B &
| No Comm  Programmer not connected I Stopped
Rate*Cmin Lirnit *C Hold mns Delaysecs
I = P = O = _I:l [ ]

Obrazek 19
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Pfi ispé§ném propojeni se objevi toto hlaseni

Trying to connect.. >

& Power on your Linkam equipment
' connected to comm port 4

oK
Obrazek 20
Coz nam fika, ze naSe zafizeni je na portu 4.

@ Linksys32: Connected to > THMS 800 Stage

File Setup View \Videco Help

P o

| 22,5 C Frofile finizhed | Stopped

R ate*Cmin Lirmnit “C Hald minz Lhp Delayzecs
[P [0 = [0 5 [ ]

Obrazek 21

Z tohoto obrazku 21 lze vidét, ze propojeni bylo Uspé$né. Pokracujeme bodem 12 a bod

11D lze preskocit.
11b) Neuspesné propojeni

g

File Setup View Video Help

4
| No Comm  Cannct apen the comm part | Stopped
R ate*C/min Limit*C Hald minz Lhp Delayzecs
I = Y R = T = A O = [ ]
Obrazek 22

Z obrazku 22 vypliva, ze na daném portu v PC neni pfistroj propojen s PC ¢i ho linksys32
nevidi v systému Windows. V pfipadé Spatného propojeni je nutné zkontrolovat na jakém
portu se pfistroj CI94 ve Windows nachazi a tento port nasledné v programu linksys32

zvolit.
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#B Linksys32
File ' Setup View Video Help

Temperature Controller E 2
m[j CDmm Programmer not connected | Stopped
A ate " Cmin Lirnit*C Hald minz Lip Delayzecs
[T [0 [0 H [ ]
Obrazek 23

Otevieme Setup—>Temperature Controller.

- TempContral

: Settings for Temperature Control
Lot | EMpCantral 2

v Usze profile

(" Comm1 & Comm 4
(" CommZ © Commb

(" Comm3  Commb

Obrazek 24

Zde nalezneme dané porty. Zvolime spravny port, v naSem piipadé port 4 a znovu
zmackneme Connect v nabidce File.

12) Po uspésném piipojeni mizeme nastavit veSkeré potiebné parametry: rychlost zahfivani=
Rate °C/min, dosazena teplota=Limit °C, jak dlouho systém bude na dané teploté stabilni
=Hold mins, LNP= foukani vzduchu na sklo na viku je fizeno automaticky.

$ Linksys32 : Connected to > THMS 600 Stage

File Setup View Video Help

"_: A2 4 1 C N

| 22,5°C Proflefrished Stopped

R ate*C/min Lirnit *C Hold s Lnp Delapsecs

[P B[220 [0 [ - ]
Obrazek 25

13) Spustime zahfivani za pomoci enter/play v levé casti (oznacené Cernym obdélnikem na

obrazku 25)
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14) Cely pribéh teploty 1ze sledovat v okné View, nebo miizeme celé méfeni zaznamenavat
za pomoci pravé asti na obrazku (oznacené Cervenym obdélnikem na obrazku 25) a data

ziskame v textovém souboru.

%} Linksys32 : Connected to » THMS 600 Stage
File Setup View Video Help

M= .« Temperature Profile [ 2
24,7 v Real Time Chart Stopped
R ate “Cémin - Delaysecs
[0 [o
Profile - Cycle mode off B
o
Ramp [Rate [Limit [Time [Delay [ HSB =
1 1 2000 30 ° Real Time Chart - User KFY : Date pondé&li 13. listopad 2023
2 0 oo |0 Y
3 0 ] ]
4 0 0.0 0 32,0
5 0 0.0 0
6 0 0o o 30,09
7 0 0o 0 .
& 0 oo 0 2.0
9 0 0o 0
10 0 0.0 0
a4 O fnlnt fut i

T T
Time ( 1 Hour window - 1 Sec sampling - 1 Min ticks )

Obrazek 26

Nabidka View ma dal§i moznosti

15a) Real Time Chart

Real Time Chart nam ukaZze online graf pribéhem teploty.
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15b) Profile

Funkce profil znamena, ze pfedem zvolime, jak se dana teplota bude vyvijet. Pokud

chceme pak tento profil vyuzit musime ho aktivovat. Aktivaci profilu provedeme

nasledovné
# Linksys32
File = Setup View Video Help
Temperature Controller E 2
IT\]D Cgmm Programmer naot connected | Stopped
R ate "Cmin Lirnit*C Hald minz Lrp Delaysecs
I e O T e I = O T [ ]
Obrazek 27

Rozklikneme Setup—>Temperature Controller.

-mm 1 empControl

i Settingz for Temperature Control
e | EmpCantral 2

v Uze profile

" Comm1 & Comm 4
i~ Comm 2 & Comm5

i Comm3d & Comm B

Obrazek 28

Zde vidime Use profile a aktivujeme ho.

15) Pokud dané méfeni dojde na danou teplotu a nezastavime meéfeni pomoci piikazu
,,TuCicky* nebo nenastavime urcity ¢as pro funkci Hold, potom se na dané teploté pfistroj
automaticky vypne ateplota bude klesat na teplotu pokojovou. Totéz plati, 1 pokud
bychom pouzivali piikaz Profile!

16) Po ukonCeni meéfeni a ulozeni dat odpojime PC a CI94 bud’ vypnutim pfistroji, nebo
pomoci File, a dale funkci Disconect

17) Po zchladnuti komory na pokojovou teplotu odpojime vSechny kabely a sjedeme stolkem
mikroskopu aplné dolt, aby se komora lehceji sundala z mikroskopu

18) Odmontujeme komoru THMS600 z mikroskopu pomoci areta¢nich Sroubt.

19) Sundame opét vrchni viko, abychom jsme se dostali ke zkoumanému vzorku a vyjmuli

ho.
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20) Vyndame prstenec a odmontujeme zadni stranu komory. Vyndame, Sample holder =

drzak vzorku (oznaceny Cervenym obdélnikem na obrazku 30).

Obrazek 29 Obrazek 30

21)Nyni je na podlozce vzorek, ktery odebereme pinzetou tak, abychom neposkrabali
podlozku.

22) Vratime drzak vzorku do komory, piiSroubujeme zpatky avlozime prstenec
a zaSroubujeme viko

23) Komora THMS600 1ze znovu pouzit na dal§i métfeni

24)Pokud nebudeme pouzivat dale komoru na mikroskopu, vratime originalni stolek

mikroskopu.

4)Zavér
Tato metodika byla vytvofena pro spravné zachazeni a vSeobecné pouziti teplotni
komory THMS600. Vytvoreni vSeobecného postupu, jak dosahnout kvalitniho méteni
a moznosti ho opakovat. Kalibraci komory jsme provedli na reverzibilni polyesterova
folie z tekutych krystali. Méfeni probéhlo uspésné, krystaly se zbarvili na dané teplot€,
muzeme tedy potvrdit, Ze teplotni komora THMS600 je pfipravena k dal§imu méfeni.
Pokud by se u teplotni komory mél pouzit kapalny dusik, jsou zde dvé metody, jak vycistit

prostor v komote. Tyto navody jsou dohledatelné na oficialnim manualu Linkamu.
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