FAKULTA ZDRAVOTNICKYCH STUDII TUL \

BakalaFska prace

Polarizac¢ni mikroskopie tenkych filmu
v biomedicinské technice

Studijni program: B0914P360007 Biomedicinska technika
Autor prace: Ondrej Hradecky
Vedouci préace: Ing. St&pan Kunc, Ph.D.

Katedra fyziky

Liberec 2023



FAKULTA ZDRAVOTNICKYCH STUDII TUL \

Zadani bakalarské prace

Polarizac¢ni mikroskopie tenkych filmu
v biomedicinské technice

Jméno a pfijmeni: Ondiej Hradecky

Osobni Cislo: D20000132

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

Zasady pro vypracovani:

Cile prace:

Cilem prace je vytvofit metodiku pro vyhodnocovani tenkych filmd uzivanych v biomediciné
pomoci polarizaéni mikroskopie pfi rliznych teplotach.

Teoreticka vychodiska :

Studium chovani tenkych film{ uZivanych v biomediciné pfi riznych teplotach vyrazné napomdize
zkoumani fady jevd jako jsou napfiklad krystalizace, rozpustnost, termo-reverzibilni procesy,
agregace ¢astic. Tyto parametry jsou dllezité pfi pfipravé téchto filmd obsahujicich légiva.
Vyzkumné pfedpoklady/vyzkumné otazky :

1. Pfedpoklada se moznost vyuziti optické polarizacni mikroskopie jako vhodného nastroje pro
zkoumani tenkych polymernich filmG v $irokém 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 ¢as realizace vyzkumu :

Bakalarska prace zahrnuje laboratorni méfeni pomoci polariza¢niho 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 zpravy: 50-70
Forma zpracovani prace: tisSténa/elektronicka
Jazyk préce: Cestina

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.

[71 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. Urbanovd, J. Czernek, a J. Brus, "Strukturni charakterizace nové generace |é¢iv a biomateriald: 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, 5. 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 préce: 26. fijna 2022
Pfedpokladany termin odevzdani: 5. kvétna 2023

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

MBA
dékan

V Liberci dne 30. listopadu 2022



Prohlaseni

Prohlasuji, ze svou bakalafskou 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 bakalarskou praci se plné vzta-
huje zakon €. 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 vyuziti,
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 skute¢né vyse.

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

Beru na védomi, Zze ma bakalafska prace bude zverejnéna Tech-
nickou univerzitou v Liberci v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998
Sb., 0 vysokych §koldch a 0 zméné a dopinéni daldich zakonUl (za-
kon o vysokych $kolach), ve znéni pozdéjsich predpisu.

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

5. kvétna 2023 Ondfej Hradecky



Podékovani

Timto bych chtél hlavné podékovat svému vedoucimu bakaléi'ské prace Ing. Kunc
Stépan, Ph.D. a mému konzultantovi doc. Ing. Petr Mikes, Ph.D. za pevné nervy. Déle
bych chtél podékovat katedte fyziky za moznost a realizaci praktického métfeni na teplotni

komiirce. Dale bych chtél podékovat svym rodi¢iim za ptecteni prace a za jejich podporu.



ANOTACE

Polariza¢ni mikroskopie tenkych filmi v biomedicinské technice

Studium chovani polymernich roztokl a suspenzi pii riiznych teplotach vyrazné
napomuize zkoumani fady jevi jako jsou napiiklad krystalizace, rozpustnost, termo-
reverzibilni procesy, agregace Castic a podobné. V této praci bude vyuzita stavajici
teplotni komtirka umozilujici praci v Sirokém rozsahu teplot. Tato komirka bude
naistalovdna na polarizaéni mikroskop. Priace se bude zabyvat zejména instalaci
a zprovoznéni celého zatfizeni, standardizace postupii pozorovani a zejména analyzou

obrazu nasnimanych experimentd.

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 many phenomena such as crystallization,
solubility, thermo-reversible processes, particle aggregation, etc. 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 thesis will mainly deal with
the installation and commissioning of the whole equipment, standardization of the

observation procedures and especially the image analysis of the experiments taken.

Keywords

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

ODF

PVA

Tf

Tb

°C

PC

Oraln¢ disperzni filmy
Polyvinylalkohol

Bod tani

Bod Varu

Stupeni Celsia

Pocitac



1) Uvod

Problém v dnesni dob¢, a nejen dnesni doby, je drzeni piesné teploty a jeji
konstantni zvySovani v laboratotich, pficemz na katedte fyziky je uz par let nepouzivana
teplotni komora THMS600, ktera dokaze drzet teplotu s piesnosti 0,1 °C, a to az
do 600 °C. Teplotni komutrka by zde mohla napomoci zkoumani mnoha jevi jako jsou
naptiklad krystalizace, rozpustnost, termo-reverzibilni procesy, agregace Castic. Zaroven
by mohla velmi napomoct pii pozorovani a zvldknovani Ligninu ¢i pro medicinu pti

zkoumani oraln¢ disperznich filmt (ODF).

V teoretické ¢asti probereme, jak funguje piechod jedné faze do druhé ODF. Tim
se i dozvime, jak se bude ménit pohyb ¢astic v daném skupenstvi. Coz vede k zajimavym
fyzikalnim efektim jako je naptiklad agregace Castic v suspenzi nebo Brownidv pohyb.
Pro zkoumani téchto efektli bude zapotiebi mikroskop a k vyhledani danych ¢astic ndm
napomuze polarizacni mikroskopie. V posledni kapitole se pokusime natahnout oralné
disperzni film za pomoci Dany Pali¢kové a zahfejeme na bod tani. Zde se pokusime

pozorovat dane fyzikalni jevy.

V praktické ¢asti zprovoznime teplotni komirku THMS600 a ptfimontujeme
k mikroskopu BX60. M¢éteni vyzkousime na teplotnich prouzkach, které jsou velmi
pfesné a je predem definovéno, jak se teplotni prouzky budou chovat pfi poZadovanych
teplotach. Dalsi vzorek bude BaTiO3, u kterého miizeme pozorovat zménu krystalické
miizky pomoci polariza¢ni mikroskopie pii zméné¢ teplot. V poslednim méfeni pouzijeme

ODF, u n¢hoz budeme pozorovat agregaci ¢astic ¢i Browniv pohyb.
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2) Pohyb castic

Latky se mohou vyskytovat ve tfech riznych skupenstvi (tzv. faze): pevném,
kapalném a plynném. Kazda latka se mize nachazet pfi urcité teploté v jednom z téchto
skupenstvi. K tomu, aby doslo ke zmén¢ skupenstvi je potfebna teplota a tlak. Tyto dva
faktory zavisi na mezimolekularnich zménach, které¢ maji vliv na molekuly a atomy latky.
Soucasné¢ mohou existovat vice nez jedna faze. Muze nastat dvoufazovy stav, kdy
prechazi latka z jedné faze do druhé nebo miiZe nastat trojny bod, kdy se vyskytuji
vSechny tii faze. Napiiklad pokud led taje vyskytuje se zde faze jak kapalnd, tak pevna.
Pokud zvySujeme teplotu ¢i tlak tak zvySujeme zaroven pohyb Castic v dané fazi, protoze
zvySujeme jejich kinetickou energii. Coz zpusobi zvySeni rychlosti srazek a difuzi.
V pevnych latkach jsou ¢astice na sebe vazany v pevnych vazbéch, diky kterym kmitaji
okolo své polohy. (Chang, 2002; Adachi, 2018; Papon, 2002)

V plynech se ¢astice pohybuji ve vSech smérech, a diky tomu se srazeji mezi
sebou nebo sténou nddoby. U kazdé Castice se dé urcit skute¢na primérna rychlost ¢astice,
ktera se odviji od jeji hmotnosti a teploty okoli. Zpravidla to byva, ze ¢im t¢zsi Castice je,
tim se pomaleji pohybuje pfi stejné teploté. Napiiklad molekuly kysliku a dusiku se pfi
pokojové teploté pohybuji rychlosti 300 az 400 m/s. Na rozdil od srazek mezi
makroskopickymi objekty, kdy se ¢ast kinetické energie pfeménuje na teplo a zvuk, jsou
srazky mezi ¢asticemi dokonale pruzné (bez ztraty kinetické energie). Diky této vlastnosti

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

V kapalném skupenstvi se ¢astice pohybuji ndhodnym smérem blizko u sebe po
celé nadobé. Castice v kapalném prostiedi se pohybuji pomaleji néz v plynném prostieds,
protoze je vyssi viskozita prostiedi. Diky pohybu dochazi k rozptylu ¢astic do celého
prostoru, kdy se snazi vyrovnat koncentraci po celé¢ nadob¢. Tomuto jevu se tika difuze.
Céstice v pevném skupenstvi jsou thledné uspofadany, a to co nejtésnéji pohromadg.
Vazby mezi ¢asticemi jsou tak pevné, Ze neumoznuji pohyb z mista na misto. Misto toho
vibruji okolo své polohy ve struktufe. Tudiz s ptfibyvajici teplotou zde nejsou Castice
rychlejsi, jak to bylo u plynu a vody, ale vibruji silnéji a rychleji. (K&rger, 2012; Kadajji,
2011; Kalia, 2021)
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Latka maze ptechazet do jednotlivych fazi riznymi procesy, které jsou vratné.

Procesy jsou nasledujici:

Tani: Pfechod z pevné faze do kapalné.
Zmrazovani: Pfechod z kapalné faze do pevné faze.
Vypatovani: Pfechod z kapalné faze do plynné.
Kondenzace: Pfechod z plynné faze do kapalné.

Sublimace: Prechod z pevné faze do plynné faze.

o 0o~ w N oE

Desublimace: Pfechod z plynné faze do pevné faze.

Melting

Pressure Solid

Evaporating

1 atm

Sublimination

Tempearature

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, pfi

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

Kazda latka ma také bod varu (Tb). Bod varu je teplota, pii které se kapalina
odpafuje na plyn. Stejné jako u bodu tani, kazdy ¢isty prvek ma normalni bod varu pfi
tlaku 1 atmosféry. (Goldberg, 1988; Wang, 2023)
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Pti zkoumani fazového prechodu je tieba vzit v Givahu dvé proménné: tlak (P)
ateplotu (T). Pro plynné skupenstvi je vztah mezi teplotou a tlakem definovan nize

uvedenymi rovnicemi [1,2] (Silbey, 2005):
Zakon ideélniho plynu:
PV = nRT [1]
van der Waalsova stavova rovnice:
(P+ax*n?/V?) «(V—nb) =nRT [2]

Kde V je objem, R je plynova konstanta a n je po¢et mold plynu.

0,01 teplota °C

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

2.1 Agregace ¢astic

potieba vEédét, jak se dand suspenze bude chovat, jak pii pokojové teploté, tak i1 pfi

zvySovani teploty. (Lu, 2018)

Pokud jsou ¢astice suspendovany v kapalin€, mize snadno dojit k destabilizaci
disperzni soustavy. V idealnim pfipadé jsou Castice ve stabilni suspenzi dispergovany
jednotlivé (homogenné). Ale pokud dojde k destabilizaci ¢astice se agreguji (shlukuji).

Nejprve vytvaieji 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 dochézi k procesu sedimentace, kdy vztlakova sila prostfedi je menSi nez
gravitacni sila. Zde se budeme zabyvat pouze agregaci a budeme piedpokladat, ze
S procesem agregace nejsou spojeny zadné dalsi destabiliza¢ni mechanismy. (Lin, 1989;

Kobayashi, 2005)

Stablg Unstable Suspension
Suspension
@ [ ]
o™ "%, o @ ®
g e @
e, o0 0
® o @ ® (]
@ ® @ 5 ... . # ?
o 0 @® o
® o Early Stages  Late Stages

Obr. 3 Agregace ¢astic (Trefalt, 2014)
2.2 Browniv pohyb

ODF by mély byt homogenni, protoZe je zapotiebi 1€Civé latky vstiebat rovnomérné
a nejrychleji. K tomu nam napomutize Brownuv pohyb, ktery mikroskopickym pohybem

pfesouva Castice v suspenzi z nasyceného prostiedi do nenasyceného.

Pokud dochdzi k ndhodnému pohybu mikroskopickych castic v plynném nebo
kapalném prostiedi, jde o Browniiv pohyb. K pohybu dochazi diky srazkdm ¢astic
s molekulami prosttedi. Jakmile dojde v jednom misté nadoby k vyssi koncentraci, pak
v prubehu urcitého casového obdobi budou mit cCastice tendenci se rovnomeérné
rozprostiit po celém prostiedi. Tomuto jevu se fika indukovana diftaze, ktera je vyvolana
koncentratnim gradientem. K tomuto pohybu dochazi, kdyz se castice presouvaji
z vysokych koncentraci do nizkych. Jsou-li tedy A a B dvé sousedni oblasti a v Case t se
V A nachazi dvakrat vice ¢astic nez v B, je v tomto okamziku pravdépodobnost, Ze Castice
opusti A a vstoupi do B, dvakrat vétsi nez pravdépodobnost, ze ¢astice opusti B a vstoupi
do A. Muzeme si to piedstavit na ptipadu ponofeni sacku ¢aje do vrouci vody. Po Case se
¢aj zbarvi po celém objemu, aniz bychom ho nijak michali. Difuzi Ize tedy povazovat za

makroskopicky projev Brownova pohybu na mikroskopické arovni. Je ji tedy mozné
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studovat simulaci pohybu Brownovy cCastice a vypoctem jejiho primérného chovani.
(Chakravarti a Sebastian, 1997; Dolez, 2015; Hao, 2005)

2.3 Polarizacni mikroskopie

Abychom mohli pozorovat agregaci castic, Brownliv pohyb a homogenitu
piipravenych vzork je zapotfebi mikroskop. Pokud bychom chtéli vidét Castice

Vv roztoku, polarizovatelné svétlo nam je 1épe pomiiZe naleznout.

Mikroskop s polarizovanym svétlem je uréen 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 vznika interakci rovin€ 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 sméru Sifeni. Po
vystupu ze vzorku jsou slozky fazové posunuty, pti priachodu analyzatorem se opét spoji

konstruktivni a destruktivni interferenci. (Olympus, 2023)

Kdyz se anizotropni vzorek zaostii a oto¢i o 360°, bude se v zavislosti na poloze
otaCeni postupné jevit jako svétly a tmavy (vyhasly). Pokud je hlavni osa vzorku
orientovana pod uhlem 45° k ose polarizatoru, bude dosazeno maximalniho stupné jasu
a nejvetsiho stupné zhasnuti, kdyz se obé osy shoduji. Béhem otaceni v rozsahu 360°
bude vzorek oscilovat mezi svétlem a tmou &tyfikrat v 90° krocich. To je zptisobeno
dopadajicim polarizovanym svétlem na dvojlomny vzorek se smérem kmita
rovnobéznym s optickou osou. Budou-li se osvétlovaci kmity shodovat s hlavni osou
vzorku, pak se vzorek bude jevit jako izotropni (tmavy nebo vyhasly). Pokud se zméni
orientace vzorku o 45°, dopadajici svételné paprsky se vzorkem rozd€li na fadnou
a mimotadnou slozku, které se pak v analyzatoru spoji a vzniknou interferen¢ni obrazce.
K interferenci dochazi pouze tehdy, kdyz maji polarizované svételné paprsky shodny
smér kmitani, maximalni dvojlom se projevi, kdyZ se thel mezi hlavni rovinou vzorku
a smérem povolené¢ho kmitani osvétleni prekryva. Interference mezi rekombinujicimi

paprsky bilého svétla v rovin€ vibraci analyzatoru Casto vytvari barevné spektrum, které
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je zpusobeno barvami vznikajicimi destruktivni interferenci bilého svétla. Barvy
pozorované pii osvétleni bilym svétlem v okuldru mikroskopu lze vyuzit ke
kvantitativnim zavértim o rozdilech drah a hodnotach tloustky vzorku, pokud jsou znamy

indexy lomu vzorku pro fadny a mimotadny svazek. (Olympus, 2023; Nikon, 2023)

VWV

Light source

Obr. 4 Funkce Polariza¢ni mikroskopie (Ockenga, 2011)
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3) Oralné Disperzni filmy (ODF)

Zkoumani oralné disperznich filmi pfi riznych teplotdch by mohlo napomoct s jeho
skladovéanim, ¢i pfi jeho vyrobé. Z toho divodu jsme filmy zahtfivali az k bodu tani

a pozorovali chovani ptipravenych vzorku.

Usty rozpustny film se stava novou lékovou formou k peroralniho 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 o filmy rozpustné
v Gstech zajima velké mnozstvi farmaceutickych firem. Film rozpustny v Ustech byl
vyvinut na zakladé technologie transdermalni néaplasti. Usty rozpustna félie jsou tenké
a pevné formy, které se po vlozeni do Gstni dutiny rozpusti béhem nékolika sekund bez
zvykani a piijmu vody, a to diky produkci slin slinnymi Zlazami, které film snadno
rozpusti. Vzhledem k tomu, Ze sliznice dutiny ustni je vysoce vaskularizovana, mohou se
1é¢ivé latky vstiebavat pfimo a ihned se dostat do systémového ob¢hu, aniz by byla ¢ast
1é¢ivé latky metabolicky znicena Vv jatrech, kde se 1é¢iva latka mize snadno znicit. Tuto
vyhodu lze vyuzit pti ptipravé piipravki se zvySenou peroralni biologickou dostupnosti
molekul, které podléhaji first pass efektu. Tyto filmy nabizeji pohodlny zptisob davkovani
lIécivych ptipravkll détem, geriatrickym pacientiim a pacientim upoutanym na lazko.
Sublingvalni a bukalni podavani 1é¢iva prostiednictvim tenkého filmu méa potenciél
zlepsit nastup Uc¢inku, snizit davkovani a zlepsit profil ucinnosti a bezpecnosti 1éku.
Idedlni film by mél mit vlastnosti, jako je pfijemna chut, vysoké stabilita a snadné
podavani. Hlavni nevyhodou je jejich komplikované skladovani a zajisténi stability ODF

pted podanim pacientovi. (DeMerlis, 2003; Salawi, 2022)
3.1 Priprava ODF

ODF méa rizné metody piipravy. Zohlediiuje se ekonomickd narocnost
a dostupnost prostredkti u vyrobce. Vyroba muize byt primyslova nebo laboratorni.

(Musazzi, 2020)
3.1.1 Liti do rozpousStédla

Metoda liti do rozpoustédla (v angl. solvent-casting) je nejéastéji pouzivanou
metodou piipravy ODF. Hlavnim divodem je jednoduché piiprava, ktera je ekonomicky

vyhodné na zpracovani. Nejprve se ve vod¢ rozpustné slozky piipravuji michanim v
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zahfatém magnetickém michadle. Poté se k této smési ptida 1é¢ivo a dalsi pomocné latky
(napf. zahu$tovadla), které zaru€uji vhodné viskozni prostredi. Piipraveny roztok se
nalije do Petriho misky a rozpoustédla obsazena v roztoku se nechaji odpatit. V zavislosti
na rozpoustédlech se ODF uchovavaji po dobu 20-25 hodin nebo 24-48 hodin pfi
pokojové teploté, nebo po kratsi dobu pii teploté 40-50 °C v susarné. Filmy ziskané po
odpaieni rozpoustédel maji primér 15-20 mm, tloust’ku 0,2-0,3 mm. Nakonec jsou ODF
peclivé oddéleny od Petriho misky. V zavislosti na mnozstvi u¢inné latky, kterou
obsahuji, se rozfezou na kousky pozadované velikosti. Alternativni metodou u solvent
castingu je tzv. polotuha technika, kdy se polotuhd gelova hmota nalije do vhodnych
forem a necha se vypafit pomoci gelotvornych polymert. Nakonec se opét pripravi

roziezanim na pozadované velikosti. (Rashid, 2021; Jose, 2019)
3.1.2 Vytladovani za tepla

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

3.1.3 Technika strikani

Technika stéikani (v angl. spray technique) vyuziva ¢iry roztok, ve kterém jsou
rozpustény vSechny potiebné slozky (léCiva latka, polymerovy nosi¢, zmékcovadla,
dochucovadla atd.) Tento ¢iry roztok se poté nastiika na vhodny material (sklo,
polyethylenova félie z nesilikonizovaného kraftového papiru nebo teflonova folie). Opét
nechame zaschnout a uchovame ve vhodném prostiedi pied pouzitim. (He, 2021;

Yamasaki, 2019)
3.2 PVA + nanocelluloza

Nanocelul6za funguje jako opticky aktivni latka, kterd je dobfe viditelnd pod
polarizaénim mikroskopem. Polyvinylalkohol (PVA) se vyuzivd ve farmaceutickém

prumysl jako nosi¢ 1é¢ivé latky nebo nové i pii vyrobé naplasti na hojeni ran. Pokud
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vytvoii z téchto dvou latek suspenzi, miizeme tim vytvofit simulaci ODF, pfes ktery se

da sledovat pohyb ¢astic ve filmu. (Zhu, 2022)

PVA je vodorozpustny polymer, ktery je biodegradabilni, biokompatibilni. To
I pfesto, ze je synteticky, protoze novodobé trendy ve farmacii se snazi opustit od
syntetickych polymert. Jeho dal$i vyhodou je, Ze je ekonomicky dostupny, proto se casto
vyuziva ve farmaceutickém pramyslu. (Cerchiara et al., 2003) je bezbarvy a bez zpachu.
Poznadme ho ve formé bilych az priihlednych krystalki. Kvili hydroxylové skupiné je

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

abod varu 228 °C. Stéle ale plati pravidlo rozpustnosti latky v roztoku. Jakmile dojde
K pfesycenosti roztoku, PVA se pfestane ve vodé rozpoustét a zacne krystalizovat.
Rozpustnost PVA je zavisla na teploté a tlaku. PVA Zelirovanim ziskava pevnou, odolnou

a Cirou strukturu. Stdva se z né¢ho hydrogel, ze kterého se mizou vyrabét chrupavky,

stenty & ocky. (Adelnia, 2022; Tang, 2011; Sin, 2023)

Celulézu nachdzime jako piirozenou soucasti bunécné stény vSech rostlin
a stromtl. Povazuje se za jeden z nejrozsifenéjSich a nejobnovitelngjSich biopolymert.
Hojné& se pouziva jako vyztuZzni materidl u rGznych kompozith (napf. polymernich).
Nanocelul6za je to samé, akordt se pohybujeme v méfitku nanometri. I kdyz je
nanocelul6za velice nadro¢na na vyrobu, ziskava se stale vétsi oblib¢é nejen v medicing.
Pouziva se jak jako vyztuz do plasti (aby byly pevnéjsi) Je opticky anizotropni, a tedy
opticky aktivni pod polarizaénim mikroskopem. Na rozdil od PVA je vysoce hydrofobni
a tézko se rozpusti ve vodé. (Nasir, 2017; Trache, 2020; Heise, 2021; Solhi, 2023) Na
poli biomediciny plni funkci na urovni molekulové struktury, kdy se vyuziji jako
bioskladky pro buné¢éné kultury nebo pomocné nosice 1é¢iv. Na trovni makromolekularni

se mohou vyuzit u nadhrad cév, pfi vyrobé materialti na obnovu kize atd. (Lin, 2014)

P CelluForce

HUAOSE NANO CRYSTALS / CELLULOSE NANO (2

MOOUCTION &: 8
VANUFACTURING DATE / DATE DE FABRICAT
0S5 WEIGHT / POIDS BRUT: 5758 i
VT WEGHT
1 /PODSNET: 5008 (oo

£44
Obr. 5 Nanoceluléza od znacky CelluForce (Zdroj: Autor)
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4) Prakticka cast
4.1 Cile a vyzkumné pi‘edpoklady/otazky

Pomoci teplotni komtrky THMS600, ktera dokéaze kontrolovat teplotu s pfesnosti
0,1 °C/min, a to v rozsahu -196 az 600 °C, budeme zkoumat chovani ODF, suspenzi
a polymernich roztoku pti riznych teplotach a zaroven vyrazné€ napomuze zkoumani fady

jevu jako jsou napiiklad krystalizace, rozpustnost. teplotni stabilita vzorku atd..

4.2 Metody

V této kapitole se budeme zabyvat, jak méfeni probiha. Dale také zapojeni

a zprovoznéni celé teplotni komory THMS600 plus nastaveni a popis softweru.
4.2.1 Systém THMS600

Systém se sklada ze THMS600, piistroje C194/2 a volitelného systému LNP94/2.
chladictho &erpadla na kapalny dusik. Ridici software systému Linksys32.Fotky
a digitalni video je pozito z mikroskopu BX60.

THMS600 se k mikroskopu pfipeviiuje bud’ pomoci specialnich svorek nebo
pomoci adaptérové desky nebo jednoduchym umisténim na drzdk XY mikroskopu

pomoci oboustranné lepici pasky.
422 Cl94

Zatizeni na obrazku 5 dole je C194. Rozhrani C194 (Computer Interface) bylo
specialné navrzeno tak, aby umoznovalo piesnou regulaci teploty. Regulovat teplotu Ize

bud’ manualné za pomoci CI194 nebo pomoci softwaru Lynksys32.
4.2.3 LNP94/2

Zatizeni na obrdzku 5 nahote. LNP94/2 je zafizeni pro chlazeni teplotni komuirky
THMS600. Velka vyhoda je, Ze je zcela automatizované, tudiz jediné, co obsluha musi
fesit je nastaveni teploty na ,,chlazeni* (mensi, nez je aktualni) a musi byt pfitomen tekuty
dusik.
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Obr. 6 LNP94/2 C194

4.2.4 Cela mérici soustava

Obr. 7 Cela méfici soustava

Na obr. 6 vidime celou méfici soustavu. Vlevo je PC, CI94, LNP94/2 a nadobu
na kapalny dusik. Nasleduje mikroskop s teplotni komurkou THMS600 a nejvic vpravo

je pocita¢, kde pozorujeme obraz z mikroskopu.
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Obr. 8 nalevo je THMS600 z ptedni strany, uprostied 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 zaroven pohybujeme vzorkem v XY systému.

Po zapnuti a propojeni LNP94/2 a CI94 piimontujeme teplotni komirku
THMS600 za pomoci drzak, které vidime oznacené na obrazku ¢ervenymi krouzky (viz.
obr. 7 vpravo). Je dulezité, pokud chceme pouzit mikroskop se spodnim osvétlenim,
abychom nasli prichozi bod (ozna¢eny modte viz. obr. 7 vpravo), skrz ktery prochazi
svétlo. Neni to ale nutné, pokud vam sta¢i horni osvétleni nebo mame latku ¢i vzorek,
kterym neprochazi svétlo (napf. teplotni prouzky). Pokud by doslo ke zni¢eni ochraného

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

Obr. 9 Zapojeni THMS600

Cervend oznagené hadice (viz. Obr. 10 a 12) ptivadgji chladici vzduch z ptedni
strany piistroje LNP94/2 (viz. Obr. 11). Zelené oznafena hadice (na obr. 10 neni
piipojena) piivadi tekuty dusik. Cerny kabel, oznateny modie, slouzi pro komunikaci
mezi komorou a C194(viz. Obr. 11).

Obr. 10 LNP94/2 a C194(vlevo) zadni strana (vpravo)

Dva vyvody vychazejici z LNP94/2 (viz. Obr. 11 vlevo) vedou do teplotni komory
THMS600. Sirsi vrchni vyvod se déli na dva (viz. Obr. 10 &ervené obdélnikové
ohraniceni). Spodni vyvod je pfipojen na kruhovy kryt (viz. Obr. 10 ¢ervené kruhové
ohraniéeni). Na obr. 11 vidime tfi riizné kabely. Sedivy kabel propojujici LNP94/2 a C194
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slouzi k vzajemné komunikaci (hnédé znadeny na obr. 12). Cerny kabel vpravo dole
propojuje CI94 a THMS600 (modie znaceny na obr. 12). Bily kabel vlevo dole propojuje
Cl194 a PC (fialové znaceny na obr. 12).

LNP94/2

Cl94

=

—1 THMS600

Obr. 11 schéma zapojeni teplotni komirky THMS600

4.2.6 Popis softwaru

Teplotni komtirku lze ovladdat dvéma zpisoby. Prvni ovladdani systému lze
manualné pomoci pristroje C194. Druhy zptsob je ptes PC za pomoci systému linksys32

(viz. obr. 12).

HB Linksys32
File Setup  View Video Help
»
| No Comm  Programmer not connected | Stopped

Fate*C/min Lirnit*C Hald minz L Delay zecs

e B (o]

Obr. 12 Program linksys32

Systém Linksys32 nejprve propojime s CI94 tim zptsobem, Ze klikneme na file>
connect. Pomoci systému Linksys32 nastavujeme pozadovanou teplotu. Teplotu si lIze
nastavit bud’ pomoci panelu, ktery vidime na obrazku, kde zleva mame stupn€ 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 (fouké&ni) na vrch sklicka W22G, ale to je nastavené na
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automaticke. Pokud chceme od komirky odejit nebo ji nechceme nastavovat ruéné bod

po bodu, je zde funkce Profile pod tla¢itkem View. Tuto funkci si nastavime podle svého

uvazeni bod po bodu pak uz jen dany Profile spustime za pomoci Setup, kde nalezneme

port, pies ktery je propojeny PC a CI94 a zaroven spu$téni Profilu. Po plném zapojeni,

vloZeni vzorku a nastaveni systému mohou zacit samotna méteni.

= TempControl

=== [empControl 2

Settings for Termperature Contral
[v Usze prafile
(" Comm1 @ Comm 4

(" Comm 2 © Comm5

(" Comm 3 ¢ CommbB

Obr. 13 vlevo nastaveny Profile, vpravo aktivovani Profile

Prafile - Cycle mode off
Ramp |Rate [Limit |Time [Delay |«
1 1 200 30 . '
2 2 30,0 B0 -
3 3 400 120
4 5 500 40
5 4 B00 30
E 8 0.0 210
7 2 80,0 120
8 0 0.o 0
3 0 0.o 0
10 0 0.o 0
4.2.7 Specifikace

Maximalni teplota: 600 °C

Minimalni teplota: -196 °C s LNP94/2
Maximalni rychlost ohfevu: 150 °C/min
Sitka objektivu: 4,5 mm

Sitka kondenzatorové ¢ocky: 12,5 mm
Zdvih XY-manipulator: 16 mm

Clonovy otvor: 2 mm

Hmotnost: 0,62 kg



4.3 Analyza vyzkumnych dat

4.3.1 Reverzibilni polyesterova folie z tekutych krystala (Teplotni prouzky)
Vyrobce Omega Engineering vyrabi pfesné teploméry. Jeden z jejich produkti
jsou teplotni prouzky. Ty jsme pouzili z diivodu vyzkouseni, pfesnosti teplotni komory.

Zda dokaze mit krok 0.1 °C/min, jak udava vyrobce a zda teplota co ndm ukazuje program

linkam32 je spravnd. Teplotni prouzky pii dosazeni dané teploty zméni svou barvu, coz
pod polarizaénim mikroskopem Ize dobie pozorovat.

Teplotni prouzek s rozsahem teploty 35+-1

Prvni teplotni prouzek se méni od 35 °C+-1 °C. tim to pokusem jsme vyzkouseli,

zda komora dokaze mit takto maly teplotni krok 0.1 °C a stabiln¢ ho udrzovat po
pozadovany cas.

Obr. 14 35 °C Obr. 1535,1 °C Obr. 16 35,2 °C

Obr. 17353 °C

Obr. 18354 °C Obr. 19355 °C
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Obr. 20356 °C Obr. 21357 °C Obr. 22358 °C

Obr. 23359 °C Obr. 24 36 °C Obr. 2537 °C

Teplotni krok na obrazkéch je 0,1 °C/min az na posledni ten je 37 °C. Z prvni
trojice obr. 14-16 jde pozorovat, Ze jsme se teprve dostali na pozadovanou teplotu 35 °C.

Pomalu se zacinaji ukazovat barevné zmény na folii. Dal$i obrazky uz maji vétsi zménu
z obr. 19 uz muzeme fict, Ze jsme trochu za pulkou rozsahu z divodu jasného zmény
tekutych krystalkt. Obrazky 20-24 bychom méli vidét, uz okem, a to zménou barvy do
zelena. Z parametri vyrobce vime, Ze pokud se dostaneme na pozadovanou teplotu tak
prouzek zezelend a pokud teplotni prouzek piesahne teplotu, nez na jakou je vyrobeny
zmodra, a to krasné vystihuje obrdzek 25, coz znamena, 7e dana teplotni komora

THMS600 pracuje podle svych piedispozici a udavana teplota souhlasi.
4.3.2 BaTiO3

Bylo v této praci zvoleno kvili své zméné polarizace pii dané teploté a zméné

doménoveé struktury. Tento jev Ize pozorovat pouze pomoci polariza¢ni mikroskopie.

Doménove struktury pii teploté 120 °C jsou v pohybu a nelze je pozorovat. Této

teploté se nazyva Curieho teplota (TC). Pokud se dostaneme nad teplotu 120 °C BaTiO3

zméni své domeénoveé struktury. Doménové struktury se znovu uspoifadaji a budou

pozorovatelné pod polarizaénim mikroskopem.
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Obr. 28 BaTiO3 100 °C Obr. 29 BaTiO3 115 °C

Obr. 30 BaTiO3 125 °C Obr. 31 BaTiO3 130 °C

Z obr. 26 lze vidét doménové struktury BaTiO3 v polarizovatelném svétle. Ta
nam ovSem hned v obr. 27 zmizi. Pokracujeme s teplotou az na 130 °C, kde by uz méla

probéhnout pieména doménové struktury. Tento jev by mél byt pozorovan az BaTiO3
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schladime pod 120 °C, kde by se nam méla lisit doménové struktura obrazku ¢. 26 a obr.

32 zchlazeného pod 120 °C.

Obr. 32 BaTiO3 95 °C Obr. 33 BaTiO3 80 °C

Obr. 34 BaTiO3 70 °C Obr. 35 BaTiO3 45 °C

Z téchto obrazki ¢. 32-35 lze pozorovat, ze méfeni dopadlo podle ocekéavani.

BaTiO3 zménilo doménoveé struktury a uspotadali se znovu ale v jinych mistech.
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4.3.3 ODF

Jsme pfipravili za pomoci metody liti do rozpoustédla, kde hlavni latkou je
nanoceluldza, jejiz nosi¢em je PVA. Tato suspenze simuluje strukturu ODF. Filmy jsme
natdhli za pomoci natahovaciho pravitka. Zaroven tloustka filmu byla udédna také
natahovacim pravitkem. Po evaporaci filmu je nezbytné pouzit film co nejdtive z divodu

vypareni vody. Jakmile film zcela zatuhne je obtizné ho dostat ze skla.

Obr. 37 Thrashehold a analyze particles
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Obr. €. 36 bude zpracovan a to tim, ze za pomoci programu Imagej ho pievedeme do
8bitového obrazu, aby mohla byt pouzita a mohly byt detekovany Castice
a Vv nasledujicich obrazku ¢. 37 vidime danou Upravu a za pomoci Obr. ¢. 37 jsme

vyhodnotili histogram (graf 1).

Obr. 38 Bod tani 225,1 °C
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Z obr. 38 1ze krasn¢ pozorovat bod tani (Bf) pti 225,1 °C. Coz se nam lisi ku teorii,
kde méa byt bod tani PVA 200 °C, to ale mtize zpusobit sloZeni suspenze. Tani ndm zde
znédzornuje ,,vIna®, kterd sviti uprostfed obrazku a v svitivé levém rohu se snaZi spojit
s dalsi ,,vInou®. Jakmile se dané viny spoji, mizeme spolehlivé fict, ze PVA pteslo do

kapalného skupenstvi a mlize zde dojit k pohybu ¢astic.

Obr. 39 Bod varu 251 °C

Na tomto obr. 39 se nam teplota dostala na bod varu (Tb) 251 °C. Coz nam zde
dokazuje vytvoteni bubliny v levém dolnim rohu. Pokud bychom zde pokracovali na
vy$si teploty potom by se nam PV A odpatil ¢i by doslo k jeho zni¢eni. Bod varu se zde
také 1i$1, 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 pozmeénilo Bf a Tb.

32



4.4 Vyhodnoceni cilii a vyzkumnych otazek/predpokladii

Dokéazali jsme popsat a zprovoznit teplotni komoru THMS600
a zpracovat jeji schéma zapojeni. Pomoci teplotnich zkousek jsme potvrdili teplotni
rozmezi, které komora snese bez jejiho poskozeni (-196-600 °C). Pomoci teplotnich
prouzku a titani¢itanu barnatého, které slouzili k ovéfeni teploty v komurce, jsme také
potvrdili jeji presnost, ktera vysla £0,1°C. Po ovéfeni funkénosti a manipulace

s komurkou jsme zacali s pozorovanim chovani ODF.

Polyvinylalkoholové filmy s pfidanymi nanocelulozovymi ¢asticemi jsme
roztezali do malych Cétvereckl, které velikostné vyhovovaly teplotni komdrce. Pii
sledovani filmi jsme dokézali stanovit bod tani a varu, kdy k témto bodiim doslo zhruba
0 25 °C vyssi teploté, nez stanovuji tabulky pro PVA. Zde muaze hrat faktor vysuSovani
filmu a jeho skladovani a fakt, ze jsme nesledovali Cisty roztok polyvinylalkoholu.
Strukturni vazby nanocelulézy mohly narusit charakter samotného polyvinylalkoholu,

a proto k bodiim tani i varu doslo az pfi vyS$Sich teplotach.
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5) ZAver

Cilem této prace je zprovoznéni teplotni komturky THMS600 a vyzkouseni, zda
pracuje podle parametrd, které uvadi vyrobce. Dalsi Casti je metodika. Coz znamena
sepsani zasad jak nejlépe a nejefektivnéji s danou komirkou pracovat. Jeden ze stézejnich
bodi k zprovoznéni Teplotni komirky bylo ziskdni licence pro program linksys32
a seznameni se softwarem. V posledni fadé natazeni ODF a poté zahiani na bod varu

a pozorovani ¢astic.

Po seznameni a zapojeni vSech zafizenich se podafilo zprovoznit teplotni
komtrku THMS600. Po domluvé s firmou linkdm ndm poslali kod na licenci, kterd jiz
nebyla podporovana a jiz nepouzivana. Jakmile se odemknul software pro linksys32 bylo
mozné meétit. Pomoci teplotnich prouzki jsme kalibrovali pfesnost teplotni komory
THMS600. Po naméfeni teplotnich prouzki lze fici, ze teplotni komora THMS600
pracuje podle piedepsanych specifikaci. U BaTiO3 jsme vyzkouseli zménu doménovych
struktur za pomoci polariza¢ni mikroskopie. Toto méteni dopadlo Gspésné. Doménové
struktury se zménili po dosaZeni potiebné teploty. ODF jsme natahli za pomoci pfesného
natahovaciho pravitka. Po evaporaci filmu jsme odfizli kus filmu a zahtédli. Zde se
nepotvrdili vyzkumné ptedpoklady. Nelze pozorovat agregaci ¢astic ani Browniiv pohyb,

kviili nanocelulose, ktera je moc mala na to, aby §la pozorovat pod mikroskopem BX60.

Teplotni komora THMS600 by mohla byt v budoucnu prospé$na pro zkoumani

ligninu pfi riznych teplotach zvlaknovani, krystalizace, term reverzibilni procesy.
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