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ABSTRAKT 

Byly studovány možnosti zpracování hedvábného proteinu pomocí aditivní výroby. Fibroin 

je v zájmu výzkumu díky svým dobrým mechanickým vlastnostem a biokompatibilitě. Lze 

jej zpracovat řadou metod, v současné době je však díky pokroku ve vývoji preferována 

technika 3D tisku. Ta umožňuje vytvořit 3D struktury podporující růst buněk, 3D tištěné 

fibroinové konstrukce tak nachází využití především v biomedicíně. 3D tisk samotného 

fibroinu je z řady důvodů obtížný, proto se k tiskovému materiálu přidávají modifikační 

příměsi pro zlepšení tokových vlastností a mechanických vlastností výsledné struktury. Byly 

studovány různé materiálové systémy užívané pro tisk ve směsi s fibroinem. Směs fibroinu 

s hydroxyapatitem byla vyhodnocena jako nejlepší z hlediska možného uplatnění 

v ortopedii.  
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ABSTRACT 

The possibilities of processing of silk protein by additive manufacturing were studied. 

Fibroin excels with its mechanical properties and biocompatibility and there is an interest in 

research. It can be processed by several methods. The most preferred method, however, is 

3D printing due to recent advances in development. 3D printing makes it possible to create 

3D structures supporting cell growth, so 3D printed fibroin constructions are mainly used in 

biomedicine. 3D printing of fibroin alone is difficult for number of reasons, so it is necessary 

to add modifiers to the printing material to improve flow and mechanical properties of the 

resulting structure. Various materials in a mixture with fibroin used for printing were studied. 

The mixture of fibroin and hydroxyapatite was evaluated as the best in terms of possible use 

in orthopedics.  
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ÚVOD 

Hedvábí je lidmi využíváno již po staletí. Uplatnění našlo především v textilním odvětví, 

kde se využívá k výrobě oděvních a módních doplňků, které jsou oblíbeny kvůli typickému 

perleťovému lesku a hebkosti hedvábí. V historii bylo hedvábí využíváno jako šicí materiál 

také v lékařství. Další možné aplikace hedvábného proteinu v oblasti medicíny jsou dnes 

předmětem intenzivního zkoumání.  

Hedvábný protein fibroin se vyznačuje unikátní kombinací vlastností. V první řadě se jedná 

o biokompatibilitu, která je srovnatelná s dalšími biomateriály, jako je kolagen nebo 

hyaluronan. Fibroin je rovněž biodegradabilní, rychlost biodegradability však do jisté míry 

závisí na sekundární struktuře fibroinu. Změnou sekundární struktury lze zároveň ovlivnit 

rozpustnost tohoto proteinu v různých typech rozpouštědel. Sekvence aminokyselin a 

následné sekundární uspořádání proteinu zodpovídají za dobré mechanické vlastnosti. 

Studiem souvislostí mezi strukturou fibroinu a jeho funkčností se zabývá například skupina 

vedená Davidem L. Kaplanem. 

S rozvojem technologií zejména v oblasti aditivní výroby, neboli 3D tisku, spolu s novými 

poznatky o syntéze a vlastnostech fibroinového proteinu se otevírají nové možnosti využití 

fibroinu v oblasti bioinženýrství při přípravě 3D konstrukcí. Princip 3D tisku je založen na 

postupném vrstvení materiálu. Touto metodou lze tisknout nejen jednoduché konstrukce, ale 

i složité geometrické útvary. V oblasti biomedicíny se jedná například o tzv. scaffoldy, což 

jsou konstrukční prvky určené pro podporu buněčného růstu při náhradě poškozené tkáně. 

Při užití 3D tisku pro zpracování fibroinu je třeba překonat řadu limitů plynoucích zejména 

z reologických a mechanických vlastností materiálu.  

První část práce seznamuje se stavbou přírodního hedvábného vlákna a s procesem 

zvlákňování. Dále je popsána izolace fibroinu z kokonů bource morušového včetně 

zhodnocení jeho vlastností a srovnání s jinými biopolymery. 

Další část práce je zaměřena na 3D tisk a jeho užití pro materiály na bázi fibroinu. Na závěr 

jsou diskutovány možnosti tisku čistého fibroinu a jeho směsí. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 CÍLE PRÁCE 

Cílem této bakalářské práce je zhodnotit možnosti zpracování hedvábného proteinu fibroinu 

pomocí 3D tisku. Pro tyto účely bude provedena rešerše dosavadních poznatků v této oblasti 

prezentovaná v odborných publikacích.  

V první řadě je nezbytné popsat stěžejní vlastnosti studovaného materiálu. Bude popsána 

struktura fibroinového vlákna a její formování v průběhu syntézy. Poté budou shrnuty 

mechanické vlastnosti, možnosti zpracování přírodního materiálu do regenerované formy  

a možné aplikace. V neposlední řadě bude uvedeno srovnání s jinými přírodními polymery.  

Dále budou popsány možnosti 3D tisku fibroinových materiálů. Na základě provedené 

rešerše budou diskutovány přínosy a aplikační možnosti jednotlivých postupů.  
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2 PŘÍRODNÍ HEDVÁBNÝ PROTEIN 

Hedvábné vlákno se skládá ze dvou hlavních proteinů, fibroinu a sericinu. V přírodě je 

syntetizováno např. živočichy řádu Hymenoptera nebo Lepidoptera na konci larválního 

stádia, kdy je hedvábí produkováno dvěma tubulárními žlázami, které se spojují do 

zvlákňovací trysky na břišní straně hlavy. Vytváří si tak kokony, které je chrání před 

predátory. Největší využití v průmyslu nalezlo hedvábí produkované larvami bource 

morušového (Bombyx mori) [1]. 

2.1 Stavba vlákna 

Hedvábné vlákno je kompozitní materiál obsahující dvě fibroinová vlákna, která jsou 

obalena vrstvou sericinu. Sericin je adhezivní protein, který drží tato vlákna pohromadě a 

zároveň zabraňuje předčasné transformaci do krystalické konformace β-skládaného listu  

(β -sheet) z roztoku fibroinu při procesu zvlákňování uvnitř housenky bource morušového.  

Fibroin se skládá z lehkého řetězce s molární hmotností 26 kDa a těžkého řetězce s molární 

hmotností přibližně 391 kDa. Tyto řetězce jsou spojeny jednou disulfidickou vazbou na C-

konci těžkého řetězce. Těžký řetězec má strukturu blokového kopolymeru [2]. Obsahuje 11 

krátkých hydrofilních oblastí složených z 31 aminokyselin a 12 hydrofobních bloků, které 

odpovídají 94 % těžkého řetězce [3].  

Komplex těžkého a lehkého řetězce je vázán glykoproteinem P25 pomocí hydrofobních 

interakcí v poměru 6:1 a tvoří tak micelární jednotku, která je důležitá při transportu fibroinu 

v procesu zvlákňování [4].  

Hydrofobní řetězce zahrnují převážně sekvence glycin-x (GX), kde x je alanin (A) (65 %), 

serin (S) (23 %), nebo tyrosin (T) (9 %). Tyto GX sekvence se dále dělí do tří skupin:  

 Vysoce opakující se GAGAGS sekvence přispívá k tvorbě krystalických oblastí β – 

sheet listů 

 Méně opakující se GAGAGY sekvence přispívá k tvorbě semi-krystalických oblastí 

 Sekvence podobná sekvenci v prvním bodě, s výjimkou přítomnosti AAS, který se 

vyskytuje na C-konci a hraje roli při narušování β-sheet listů [3] 
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2.2 Proces zvlákňování  

Fibroin vzniká v přírodě procesem zvlákňování. V průběhu procesu dochází ke změně 

konformace. Fibroin přechází z rozpustné formy náhodného klubka a α-šroubovice 

označované jako SILK I na semi-krystalickou konformaci obsahující β-skládané listy 

(značeno jako SILK II). Ke změně dochází především působením koncentračního a pH 

gradientu a smykového namáhání [5]. K syntéze proteinů tvořících hedvábné vlákno dochází 

v epiteliálních buňkách hedvábné žlázy housenky bource morušového. Hedvábná žláza je 

symetrický párový orgán a každá část se dělí na 3 segmenty (obr. 1). 

 

Obr. 1: Schéma hedvábné žlázy [6] 

 

K syntéze fibroinu dochází v zadní části hedvábné žlázy. Počáteční koncentrace fibroinu ve 

vodě je 12 hm. %, konzistence je gelová. V této části žlázy dosahuje pH hodnoty 6,9. Fibroin 

se dále přesune do rozšiřující se střední hedvábné žlázy. V tomto prostornějším segmentu 

dochází k syntéze sericinu. Zároveň zde probíhá zakoncentrování fibroinu na 25 hm. %, pH 

prostředí klesá na 5,2. Mezi střední a přední žlázou dochází ke změně geometrie žlázy a 

proteinový vodný roztok přechází na sol-gel při pH 5,0 [7]. Přední žláza se dále zužuje, na 

počátku má průměr 400 µm a na výstupu 50 µm. Při pH 4,8 dochází k přeuspořádání 

makromolekul do formy podobné micelám s anizotropními vlastnostmi tekutých krystalů 

(obr. 2). Tato postupná transformace ovlivňuje proudění molekul a jejich uspořádání při 

průchodu spřádacím kanálem [8; 9]. Při průchodu přední částí žlázy dochází k dalšímu 

snižování množství vody v roztoku na 70 hm. %. Na výstupu ze zvlákňovacího kanálu se 

vysoce koncentrované tekuté krystaly přemění na tenké vlákno v konformaci β-skládaných 
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listů, které je nerozpustné ve vodě. Spřádání je podporováno smykovými silami 

způsobenými pohyby hlavy larvy bource morušového [7]. 

 

Obr. 2: Schéma zobrazující uspořádání makromolekul fibroinu do micel a jejich dloužení 

působením smykového namáhání [8] 

Snižování koncentrace vody v průběhu procesu je spojeno s rostoucí koncentrací vápenatých 

iontů v jednotlivých částech žlázy. Změna iontové síly a pH roztoku má pravděpodobně 

stěžejní vliv na uspořádání makromolekul do formy micel s negativně nabitými hydrofilními 

koncovými částmi makromolekulárních řetězců na povrchu, viz obr. 2 [7; 8]. Pozvolná 

změna konformace proteinů vede k tvorbě mechanicky pevného vlákna s hierarchickou 

texturou [8]. 

Proces tvorby vlákna je stále předmětem studií zejména z reologického hlediska. Provedené 

simulace přirozeného zvlákňování naznačují, že tlak potřebný k vytlačení hedvábného 

vlákna přesahuje fyziologické možnosti larvy. Byla navržena teorie popisující postupnou 

fázovou separaci vody k okrajům hedvábné žlázy, kde plní funkci lubrikační vrstvy, 

usnadňující průchod tvořícího se vlákna kanálem [10]. 

2.3 Mechanické vlastnosti 

Přírodní fibroinové vlákno bource morušového má dobré mechanické vlastnosti, a to 

především díky hydrofobním řetězcům, které tvoří krystalické oblasti uspořádané do β – 

sheet sekundární struktury [2]. Stabilita krystalických oblastí je zajištěna vodíkovými 

můstky společně s Van der Waalsovými silami a hydrofobními interakcemi. Za 

houževnatost a dloužitelnost je pak zodpovědná semi-amorfní matrice. Při zatížení v tahu je 

materiál homogenně napínán do doby, kdy se přestane chovat elasticky a začne se plasticky 

deformovat. V ten moment dochází k rozpadu semi-amorfní matrice a dojde k zatížení β – 

sheet krystalitů až do bodu lomu [4].  

β – sheet krystality mohou být  intermolekulární nebo intramolekulární, přičemž každá forma 

se opět chová jinak v průběhu mechanického namáhání. Zatímco při štěpení 
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intermolekulárních krystalitů dochází k oslabení až celkovému selhání materiálu, štěpením 

intramolekulárních krystalitů dochází k prodloužení materiálu. Důvodem vynikajících 

mechanických vlastností pavoučího vlákna (Nephilia pilipes) je obsah až 57 % 

intramolekulárních krystalitů z celkového množství krystalitů. U hedvábného vlákna bource 

morušového je to 18 % intramolekulárních krystalitů z celkového množství. Mechanické 

vlastnosti fibroinu by tedy mohly být zlepšeny nárůstem obsahu intramolekulárních β-sheet 

krystalitů. Mechanické vlastnosti přírodního vlákna jsou vysoce variabilní [11; 12]. Fibroin 

má Youngův modul 10 – 17 GPa. Jeho mez pevnosti v tahu je 300 – 740 MPa, lámání při 

napětí nastává při 4 – 26 % a má houževnatost 70 – 78 𝑀𝐽 𝑚−3 [4]. Díky specifické 

strukturní hierarchii vykazují přírodní hedvábná vlákna vysokou houževnatost i při velmi 

nízkých teplotách, k tvárnému lomu dochází i při teplotě kapalného dusíku, přičemž 

prodloužení při přetržení je srovnatelné s chováním při pokojové teplotě [8].  

2.4 Využití 

Hedvábí se už po tisíciletí využívá v textilním průmyslu, především díky svým 

mechanickým vlastnostem, ale i vzhledu. Je pevné, hebké a je specifické svým perleťovým 

leskem.  

Fibroin konkuruje svou vysokou biokompatibilitou některým hojně využívaným 

biopolymerům, jako jsou kolagen nebo kyselina polymléčná. V minulosti bylo hedvábné 

vlákno ve své přírodní formě často používáno jako šicí materiál. V současné době lze však 

fibroin zpracovávat do celé řady morfologií (filmy, vlákna, porézní struktury), čímž nalézá 

uplatnění zejména v tkáňovém inženýrství jako biomateriál [13]. Používá se při vývoji 

scaffoldů pro náhradu chrupavčité tkáně [14] nebo k vytvoření obvazového materiálu 

podporujícího hojení ran [15]. Pro takové využití jsou důležité vlastnosti jako je buněčná 

odezva, difúze, morfologie struktury nebo topografie povrchu biomateriálu. Povrchová 

struktura hraje důležitou roli pro interakci s buňkami a ovlivňuje například jejich 

diferenciaci. Dále může mít vliv na rychlost uvolňování léčiv [16]. Flexibilita fibroinových 

filmů v kombinaci s nerozpustností ve vodě umožňuje jejich užití pro výrobu 

biointegrovaných elektrických zařízení [17; 18]. Pro medicínské aplikace je nezbytné 

izolovat fibroin z kokonů bource morušového a dosáhnout vysoké čistoty. Proces čištění 

zahrnuje odstranění sericinu, který podle některých studií v kombinaci s fibroinem 

způsobuje zánětlivou reakci, i když samostatně tyto materiály vyvolávají minimální odezvu 
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organismu [19; 20]. Fibroin izolovaný z kokonů bource morušového se také označuje jako 

regenerovaný. 
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3 REGENEROVANÝ HEDVÁBNÝ PROTEIN 

Před zpracováním fibroinu do požadovaných morfologií je nezbytné izolovat čistý fibroin 

z kokonů bource morušového. Hlavním krokem je odstranění sericinu a následné převedení 

fibroinu do rozpustné formy pomocí různých systémů rozpouštědel. Proces čištění vede ke 

změnám vlastností fibroinu [21; 22]. 

3.1 Příprava regenerovaného fibroinu 

Je známá celá řada přístupů k čištění fibroinu. Pro zachování konstantních vlastností 

materiálu je však stěžejní dodržovat uniformní postup. Změnami jednotlivých procesních 

parametrů lze ovlivnit jak čistotu fibroinu, tak jeho molekulovou hmotnost a následně 

rozpustnost a zpracovatelské vlastností  [21; 22; 23; 24]. Nejčastěji je užíván postup podle 

D. L. Kaplana [2]. Pro získání čistého fibroinu je v první řadě potřeba odstranit sericin 

procesem zvaným „degumming“. Nejprve je nutné nastříhat hedvábí na malé kousky, které 

se vaří v 0,02 M roztoku uhličitanu sodného Na2CO3 po dobu 30 min. Následně se fibroin 

3x proplachuje ultračistou vodou ve stanovených časových intervalech, vyždímá se a přes 

noc se nechá vysušit při teplotě 50 °C. Po vysušení se hmota rozpouští v roztoku LiBr při 

teplotě 60 °C po dobu 4 hodin. Roztok fibroinu v LiBr se následně dialyzuje proti vodě. 

Hrubé nečistoty jsou po dialýze odstraněny centrifugací. Centrifuguje se 2x po 20 minutách 

při 4 °C a 9000 otáčkách za minutu. Získaný vodný roztok fibroinu lze následně zpracovávat 

do požadovaných struktur. Doba skladování vodného roztoku fibroinu v lednici je omezená, 

proto je vhodné jej před dlouhodobějším skladováním lyofilizovat [2], přičemž teplota 

zamrazení před lyofilizací ovlivňuje strukturu a konformaci fibroinu [24]. Vysušený fibroin 

lze poté opětovně rozpustit a dále zpracovávat. [2] 

3.2 Vlastnosti regenerovaného fibroinu 

3.2.1 Struktura 

V průběhu rozpouštění je zničena specifická struktura přírodního hedvábného vlákna 

zodpovídající za materiálové vlastnosti [8]. Proces odstranění sericinu a rozpouštění fibroinu 

ovlivňuje molekulovou hmotnost fibroinu v závislosti na procesních podmínkách nebo 

použitém systému rozpouštědel. S molekulovou hmotností poté souvisí konformační 

přechod z náhodného klubka na strukturu β-sheet. Jak bylo zmíněno výše, právě sekundární 

struktura má dominantní vliv na mechanické vlastnosti fibroinu [23]. 
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3.2.2 Mechanické vlastnosti 

Mechanické vlastnosti regenerovaného fibroinu jsou horší ve srovnání s přírodním vláknem. 

Izolovaný fibroin je křehký a má nízkou pevnost v tahu. Při simulaci podmínek přirozeného 

zvlákňování v průběhu zpracování regenerovaného fibroinu, například úpravou pH prostředí 

nebo tažením materiálu, dochází k výraznému zlepšení mechanických vlastností, zejména 

houževnatosti, která může dokonce překonat přírodní vlákno [25]. 

3.2.3 Rozpustnost 

Pro rozpouštění přírodního fibroinu se nejčastěji používá vodný roztok LiBr, který 

nezpůsobuje konformační přechod fibroinu do nerozpustné formy SILK II. Tento systém je 

tedy vhodný pro studium konformačních přechodů nebo pro následnou přípravu morfologií 

s požadavky na řízenou degradabilitu. Další směsí vhodnou pro rozpouštění fibroinu je 

roztok CaCl2–CH3CH2OH–H2O, ve kterém se fibroin rozpouští rychleji ale následně 

přechází do nerozpustné formy [23]. Regenerovaný fibroin lze opětovně rozpouštět v 

1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanolu (HFIP), přičemž toto rozpouštědlo opět nepodporuje 

transformaci sekundární struktury do nerozpustného stavu. Pomocí HFIP nelze rozpustit 

přírodní fibroinové vlákno, pravděpodobně z důvodu vysoké hustoty vodíkových vazeb 

[26]. Rozpouštění v kyselině mravenčí má naopak za následek přeuspořádání konformace 

do stavu SILK II. Lze připravit rovněž vodný roztok fibroinu, který však po čase přechází 

do gelového stavu a je obtížně zpracovatelný z důvodu citlivosti na smykové namáhání [25]. 

3.3 Srovnání fibroinu s vybranými biopolymery 

Biomateriály pro medicínské aplikace mohou být přírodního a syntetického původu. 

Nejčastěji užívanými materiály pro přípravu medicínských zařízení nebo tkáňových náhrad 

jsou přírodní materiály na bázi biopolymerů, které jsou pro tělo přirozené, biokompatibilní 

a biodegradabilní. Na druhou stranu je často obtížné u laboratorně zpracovaných přírodních 

materiálů docílit požadovaných mechanických vlastností. Zároveň je třeba u materiálů 

přírodního původu počítat s variabilitou ve struktuře a vlastnostech. Stěžejní je pro danou 

aplikaci vybrat vhodný materiál, případně jejich kombinaci, pro optimální stimulaci 

buněčného růstu nebo přiblížení se vlastnostem nahrazované tkáně [27]. V této kapitole 

budou představeny další biomateriály vhodné pro aplikace v medicíně pro srovnání 

s fibroinem. 
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3.3.1 Kolagen 

Kolagen je základní protein, který zajišťuje strukturní soudržnost v organismech. Je tuhý, 

pevný a nerozpustný ve vodě. Vyskytuje se především v mezibuněčné hmotě a je součástí 

orgánů a tkání, např. kostí a svalů. V lidském těle tvoří kolagen 20 % všech proteinů. Skládá 

se ze tří α-šroubovic, které jsou tvořeny aminokyselinami, především glycinem, prolinem  

a hydroxyprolinem. Při stárnutí kolagenu dochází k většímu zesíťování, což ovšem snižuje 

jeho pružnost. V přírodě existuje především v kombinaci s jinými proteiny [28]. Kolagen 

má oproti fibroinu výrazně menší Youngův modul 0,0018 – 0,046 GPa. Jeho mez pevnosti 

v tahu je také menší než u fibroinu, jeho hodnota je 0,9 – 7,4 MPa. Ovšem jeho lámání při 

napětí nastává až při 24 – 68 % [4]. 

3.3.2 Hyaluronan 

Hyaluronan je lineární polysacharid a biopolymer s vysokou molekulovou hmotností. 

V lidském těle se vyskytuje v pojivových tkáních, ve svalových tkáních, v kůži, ale  

i v orgánech jako jsou plíce a játra. Funkcí hyaluronanu je transport vody a hydratace tkání, 

regulace distribuce plazmových proteinů a lubrikace pohyblivých částí těla, jako jsou svaly 

a klouby [29; 30]. Hyaluronan je hojně využíván v kosmetice k výrobě hydratačních krémů 

a gelů. Ve zdravotnictví má hyaluronan využití např. při doplnění kloubní tekutiny u lidí 

trpící artritidou, při operacích oka nebo při hojení jizev po operacích. V neposlední řadě je 

užitečný při uvolňování léků zaměřené na léčbu očí, nosu nebo plic [30]. Velmi důležitou 

vlastností hydratovaného hyaluronanu je viskoelasticita. Viskozita i elasticita nejsou 

konstantní, liší se velikostí oscilačního a smykového pohybu. Při zvýšení rychlosti pohybu 

dochází ke snížení viskozity, což se projeví v množství síly potřebné k překonání vnitřního 

tření a zvýší se elasticita. Ta je poté zodpovědná za vratnou deformaci. Nejlépe je to vidět 

při mechanickém namáhání buněk měkkých tkání, kdy elasticita snižuje deformaci buněk  

a zajišťuje rychlé navrácení původního tvaru [29]. 

3.3.3 Kyselina polymléčná 

Kyselina polymléčná je termoplastický polymer, který se vyrábí z kyseliny mléčné. Ta se 

získává fermentací nebo petrochemickou úpravu škrobu kukuřice, rýže nebo obilnin. 

Kyselina polymléčná se vyrábí dvěma způsoby. Prvním, méně používaným, je přímá 

kondenzace za nízkého tlaku, kdy vzniká polymer o malé molekulové hmotnosti 2 – 10 kDa. 

Druhým, komerčněji využívaným způsobem výroby je polymerace pomocí otevření 

laktidového kruhu [31].  
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Mezi její výjimečné vlastnosti patří biodegradabilita a biokompatibilita. Jako 

biokompatibilní materiál se používá v medicíně ve formě stehů nebo protetických pomůcek. 

Díky vhodné biodegradabilitě se využívá ve spotřebitelském průmyslu k výrobě plastových 

sáčků a tašek nebo různých obalů potravin. Kyselina polymléčná degraduje hydrolýzou na 

kyselinu mléčnou, která je mikroorganismy rozložena na vodu a oxid uhelnatý. Pokud se 

nechá kompostovat s jinou biomasou, k biodegradaci dojde po 2 týdnech a k úplnému 

rozložení dojde po 3 – 4 týdnech [32].  

Kyselina polymléčná se vyskytuje v amorfním, semi-krystalickém i krystalickém stavu. 

Teplota skelného přechodu v amorfním stavu je 60 °C a teplota tání v semi-krystalickém a 

krystalickém stavu je v rozmezí 130 – 180 °C [33]. V krystalickém stavu má kyselina 

polymléčná tyto mechanické vlastnosti: modul pevnosti v ohybu s hodnotou 3,4 GPa, 

pevnost v tahu s hodnotou 60 MPa a lámání při napětí nastává při 8% prodloužení. Mezi 

významné vlastnosti patří také vysoká povrchová energie, která je zajišťuje snadný 3D tisk 

[32]. 

3.3.4 Keratin 

Keratin je vláknitý protein produkovaný kůží, která se skládá ze dvou vrstev, dermis a 

epidermis. Dermis je spodní část kůže a je tvořen elastinem a kolagenem. Epidermis tvoří 

vnější vrstvu a je tvořen epidermálními buňkami. Keratin vzniká procesem rohovatění, kdy 

dochází k nahromadění odumřelých epidermálních buněk vyskytujících se v epidermis. 

V závislosti na struktuře jej dělíme na α-keratin a β-keratin. α-keratin můžeme nalézt u 

savců, a to v kůži, ve vlasech, ve vlně nebo v kopytech. β-keratin je významný u plazů a 

ptáků, nalezneme jej v drápech, šupinách, peří nebo v zobáku. Oba typy se od sebe liší 

strukturou středních filament. U α-keratinu je střední filamentum tvořeno do sebe 

zapletenými α-šroubovicemi, které mají podobnou strukturu kolagenu a tvoří mikrofibrily o 

průměru 8 nm. β-keratin má strukturu β-skládaných listů a jeho průměr je 4 nm [28].  

Keratin je biokompozit skládající se z pevného vlákna a viskoelastické matrice, která přenáší 

vzniklé napětí na vlákno a brání šíření trhlin. Mechanické vlastnosti závisí na množství 

vlhkosti, kterou viskoelastická matrice pohlcuje. Čím více vlhkosti pohltí, tím dojde 

k většímu poklesu tvrdosti. Pokud dojde ke kombinaci keratinu s vápníkem nebo jiným 

minerálem, keratin tvrdne [28]. 
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4 3D TISK 

Aditivní výroba, neboli 3D tisk, je výrobní proces založený na postupném pokládání 

souvislých vrstev materiálu na základě 3D modelu, který lze zpracovat například v programu 

CAD (Computer-aided design) [27; 34].  

3D tisk nabízí možnost vytisknout složité geometrické útvary s vysokou přesností. Mohou 

to být jak mikro struktury, tak makrostruktury. U tisku mikrostruktur se klade velký důraz 

na přesnost tiskárny. Velmi důležitá je rovněž adheze jednotlivých vrstev, sledována bývá 

zároveň povrchová struktura tisknutých výrobků. U makrostruktur záleží na velikosti 

výsledného produktu, která je limitována možnostmi dané tiskárny.  

Průkopníkem 3D tisku je Charles Hull, který používal první podobu 3D tisku, proces zvaný 

stereolitografie již v roce 1986, kdy si tento postup nechal patentovat. Historie vývoje byla 

značně ovlivněna vypršením některých patentů, což zapříčinilo rapidní zrychlení rozvoje. 

Došlo k velkému snížení nákladů na výrobu samotných 3D tiskáren i vytisknutých produktů 

a byla vyvinuta spousta nových metod tisku. 

Metoda 3D tisku je hojně využívána v průmyslu při vývoji výrobků, zejména v oblasti 

výroby prototypů. V posledních letech nachází výrazné uplatnění v biomedicíně při výrobě 

scaffoldů. Scaffoldy jsou 3D biokompatibilní struktury podporující buněčný růst, vyvíjené 

za účelem opravy nebo náhrady poškozené tkáně. Pomocí výpočetní tomografie a 

následného 3D modelingu by bylo možné pacientovi vytisknout implantát tkáně na míru 

[34]. 

4.1 3D biotisk 

Speciálním typem 3D tisku je 3D biotisk, při kterém je 3D struktura tvořena z tzv. bioinku. 

Bioink je tvořen materiálem nebo směsí materiálů s inkorporovanými živými buňkami. Před 

samotným tiskem je potřeba navrhnout a připravit samotný bioink a následně otestovat jeho 

vlastnosti. Jako biotisk je často prezentován i postup, kdy se tiskne scaffold z materiálu bez 

buněk, přičemž buňky jsou do struktury očkovány následně. V tomto případě je jako bioink 

značen biokompatibilní tisknutý materiál. 

 Aby si vytisknutý materiál udržel svůj tvar a strukturu a zároveň byla zachována 

životaschopnost buněk, je potřeba nastavit u tisku důležité parametry, jako jsou např. 

rychlost vytlačování bioinku, jeho tlak a teplota [35]. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 22 

4.2 Metody 3D tisku 

4.2.1 Inkjet 

Metoda inkjet se podobá klasickým tiskárnám. Bioink je při tisku přesunut ze zásobníku do 

komory, odkud se uvolňuje. Pro jeho uvolnění se používají dva mechanismy, piezoelektrický 

a termální. U piezoelektrického systému je potřeba do místa jednotky dodat napětí, které 

způsobí pohyb jednotky a vytvoření tlaku potřebného k vytlačení bioinku. Termální 

mechanismus je založen na výrazném zahřívání bioinku za vzniku bubliny, která vytvoří tlak 

zajišťující vytlačení bioinku tryskou. Hodnota vyhřívání dosahuje až 300 °C, tato teplota 

však přetrvá několik mikrosekund a způsobí zahřátí bioinku o necelých 10 °C. Na bioink 

takto zvýšená teplota má minimální dopad. Oproti ostatním metodám tisku má inkjet tu 

výhodu, že nemusí být v přímém kontaktu s povrchem, na který je bioink tisknut. Tato 

technologie však není vhodná pro tisk živých buněk. Roztok se živými buňkami má vysokou 

viskozitu a aby bylo možné jej vytisknout, bylo by potřeba zvýšit tlak působící na roztok, 

což by vedlo k poškození buněk [36]. 

4.2.2 Robotic dispensing 

Metodu robotic dispensing můžeme rozdělit na dva typy. Prvním typem je extruze, při které 

dochází k vytlačování materiálu skrze dávkovač působením buď pneumatického zařízení 

využívající vysokého tlaku, nebo pístu využívající mechanickou sílu. Dávkovač je umístěn 

na robotické hlavě, která je schopna se pohybovat po osách x, y a z.  Pomocí extruze je 

možné materiál vytlačovat na prázdný povrch, do kapaliny nebo gelu a je vytlačován ve 

formě tenkého vlákna. Podobně jako u inkjetu, při tisku živých buněk dochází k jejich 

deformaci působením vysokého tlaku. Metodu lze však využít při tisku endotelových buněk 

ve formě jednoduché 3D konstrukce tkáně a při vytvoření filmů nebuněčných vaskulárních 

implantátů [36]. Druhým typem je vypouštění kapek. Bioink je vytláčen pístem skrze ventil, 

jehož otevírání je řízeno magnetickým polem cívky ventilu. Velikost průchozí kapky je 

ovlivněna tlakem působícím na bioink a na sekvenci otevírání a zavírání ventilu. Takto 

vytvořená kapka se pohybuje v řádech nanolitrů. Výhodou oproti extruzi je možnost využití 

bioinku s nižší viskozitou [35].   
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4.2.3 Laser-based printing 

Tato metoda je založena na přenosu bioinku z jednoho substrátu na druhý pomocí pulsujícího 

laserového paprsku. Povrch substrátu, na který je deponován tisknutý materiál, je upraven 

vrstvou titanu nebo zlata. Absorbovaná energie poté určuje velikost přenesených kapiček 

bioinku. Metoda laser-based printing je vhodná pro tisk bioinku s vysokou viskozitou a pro 

tisk živých buněk nahuštěných na sebe s vysokým rozlišením. Její využití je však omezeno 

velikostí vytisknuté 3D konstrukce a vysokými náklady na tisk [35]. 

4.2.4 Fused deposition modeling 

Jedná se o jednu z nejpoužívanějších metod 3D tisku. Využívá techniky a systému jako při 

extruzi metodou robotic dispensing. Materiál se zahřeje do poloroztaveného stavu a při 

kontaktu s povrchem tuhne. Díky možnosti tisku bioinku s vyšší viskozitou než u metody 

inkjet lze tisknout i kompozity materiálů s lepšími vlastnostmi. Při zvýšení smykové 

rychlosti u tisku dochází u některých biomateriálů jako je hedvábí a kyselina polymléčná 

k nenowtonskému snížení viskozity. Hardware je proto upraven tak, aby bylo možné 

smykovou rychlost upravovat během extruze. Při vysoké smykové rychlosti bioinků dochází 

ke snížení viskozity, což umožní průchod bioinku tryskou při vytlačování. Po vytisknutí 

dochází ke snížení smykového tření a k navrácení původní viskozity. Podobně jako u metody 

robotic dispensing lze tisknout živé buňky, avšak působením vysokých tlaků při vytlačování 

bioinku s živými buňkami dochází k jejich poškození. Jejich šance na přežití je 40 – 86 % 

[36]. 
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5 3D TISK FIBROINU 

Fibroin lze tisknout bez příměsí, úspěšnost však závisí na kvalitě a vlastnostech 

regenerovaného roztoku fibroinu a na podmínkách tisku. [37]. Jedna z prvních 3D  

fibroinových struktur tištěných extruzní metodou byla připravena skupinou  Jeniffer A. 

Lewis. Bioink fibroinu byl připraven o koncentraci 28 – 30 % a byl vytisknut ve tvaru 

čtverce. Do struktury se vědcům povedlo aplikovat mezenchymální kmenové buňky, které 

vykazovaly diferenciaci. Další používanou metodou tisku fibroinu je inkjet. Touto technikou 

se povedlo vytisknout fibroinovou strukturu vědecké skupině vedené David L. Kaplanem. 

Roztok fibroinu o hmotnostní koncentraci 0,6 % byl natisknut na vinylový plast ve formě 

linek. Do struktury fibroinu a na vinylový plast byly aplikovány buňky kostní dřeně, buněčný 

růst a diferenciaci vykazovaly pouze buňky aplikované do struktury fibroinu [38].  

3D tisk scaffoldů na bázi fibroinu je dále možný pomocí metody „direct-write assembly“. 

Regenerovaný roztok fibroinu byl připraven rozpuštěním fibroinu ve LiBr při 60 °C po dobu 

4 hodin. Po provedení dialýzy byla koncentrace roztoku 8 %, následným zakoncentrováním 

v polyethylenglykolu byla koncentrace zvýšená na 28 – 30 % a jeho viskozita byla 2,9 Pa·s. 

Pro 3D tisk byla použita metoda extruze. Roztok byl vytláčen tryskou o vnějším průměru 

1 mm a o vnitřním průměru 0,58 mm. Extruze probíhala rychlostí 2 mm/s při tlaku 20 – 

70 kPa. Roztok byl vytláčen do 86 % methanolu, kde proběhla koagulace proteinů do 

filament. Scaffoldy byly vytvořeny nanesením 2 – 6 vrstev na sebe, jejich velikost byla 2mm 

x 2mm. Po vysušení a krystalizaci měla vlákna průměr 4,5 μm. Po aplikování lidských 

mezenchymálních kmenových buněk vykazovala struktura schopnost podpory růstu buněk 

a jejich diferenciaci [39]. 

Poměrně novou technikou je tisk biopolymerů do gelového granulátového média, které plní 

roli stabilizátoru výtisku. V případě fibroinu byla použita směs nanojílu a 

polyethylengylkolu (PEG), kdy nanojíl stabilizuje strukturu během tisku a PEG způsobuje 

síťování fibroinu [40]. 

5.1 Směsi fibroinu pro 3D tisk 

Regenerovaný roztok fibroinu zbavený sericinu pomocí procesu degumming má horší 

mechanické vlastnosti než přírodní hedvábí. Proto se k regenerovanému fibroinu přidávají 

různé příměsi, které tvoří s fibroinem kompozity. Tyto příměsi ovlivňují reologické 

vlastnosti směsi, například zvyšují viskozitu, což ovlivňuje zpracovatelnost a napomáhá 
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vytisknuté struktuře udržet její tvar. Mezi často používané příměsi patří PEG, glycerol, 

glukomanan nebo také hydroxyapatit a chitosan. [37] 

5.1.1 Přímes glukomananu 

Glukomanan je hydrofilní polymer, který je biokompatibilní a biodegradabilní. Příměs 

glukomananu zapříčiňuje ve směsi s fibroinem vznik vodíkových vazeb, které způsobují 

přeměnu konformace části α-šroubovic na β-skládané listy. Díky glukomananu má směs po 

vytisknutí lepší viskoelasticitu a mechanickou odolnost [41]. Zároveň glukomanan ve směsi 

zlepšuje reologické vlastnosti v průběhu tisku.  

Roztok fibroinu byl připraven následujícím způsobem – po odstranění sericinu, kdy byly 

kokony hedvábí dvakrát povařeny v 0,02M uhličitanu sodném po dobu 1 hodiny proběhlo 

rozpuštění fibroinu v 9M LiBr a fibroin se dialyzoval ve vodě po dobu 36 hodin. Roztok byl 

přefiltrován skrze 5 μm filtr ve stříkačce a následně byl sušen pomocí mrazení až do získání 

16 hm. % roztoku. Glukomanan byl rozpuštěn a míchán ve vodě o teplotě 80 °C do doby, 

než vznikl roztok o koncentraci 6 hm. %. Za stálého míchání byl roztok glukomananu 

chlazen na 4 °C. Jednotlivé složky byly poté smíchány. Před samotným tiskem byl ink 

zbaven plynů. Ink byl tisknut skrze kuželovitou jehlu o vnitřním průměru 2,2 mm rychlostí 

10 mm/s při tlaku 1 – 4 kPa. Vytisknuté struktury byly vysušeny na vzduchu a následně byly 

vloženy do 90 % methanolu po dobu 30 minut k zajištění tvorby β-skládaných listů fibroinu. 

K získání čistě fibroinových struktur byla vytisknutá struktura ponořena do vody o teplotě 

121 °C a působením tlaku 1 bar po dobu 20 minut.  

Příměsí voskových nebo polykaprolaktonových mikročástic v kombinaci s nanočásticemi 

k fibroinu s glukomananem lze dosáhnout hierarchické textury výtisku. (obr. 3).  Částice 

kaprolaktamu nebo vosku jsou po stabilizaci struktury fibroinu odstraněny rozpuštěním 

v dichlormethanu nebo chloroformu při 60°C. Výsledná struktura vykazuje uzavřenou 

pórovitost podobnou pěnovitým strukturám vyskytujících se v peří nebo v zobáku u ptáků. 

Vzniklé struktury se sice neblíží dokonalým strukturám známým z přírody, mohly by však 

najít využití v tkáňovém inženýrství a v environmentálních nebo biotechnických aplikacích. 

[42] 
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Obr. 3: Hierarchická textura 3D tištěných fibroinových konstrukcí [42] 

5.1.2 Příměs hydroxyapatitu 

Směs hydroxyapatitu a fibroinu lze použit k vytvoření 3D scaffoldů pomocí metody 3D tisku 

„direst-write assembly“. Byly vytvořeny scaffoldy s modulem pružnosti o velikosti 223 

MPa, který byl větší, než u scaffoldů vytvořených metodou „electrospinning“. Uvnitř byly 

vytvořeny póry o velikosti 200 – 750 μm a filamenty o průměru 200 μm. Po aplikaci lidských 

mezenchymálních kmenových buněk do struktury bylo zjištěno, že další úpravou velikosti a 

rozmístění pórů by mohlo dojít k vylepšení vlastností výsledné struktury. Byly vytvořeny 

směsi nanočástic fibroinu o velikosti 500 – 800 nm, nanočástic hydroxyapatitu o velikosti 

30 – 60 nm a kyseliny polymléčné v různých poměrech. Nejlepší směs byla tvořena 94 % 

kyseliny polymléčné, 3 % hydroxyapatitu a 3 % fibroinu, ze které byly vytisknuty 3D 

svorky. Struktura měla pevnost tlaku s hodnotou 2,4 MPa a vykazovala biokompatibilitu a 

vynikající podporu buněčného růstu. Díky těmto vlastnostem byla struktura aplikována 

k hojení zlomeniny kosti u myší. Z výsledné studie bylo zjištěno, že 3D scaffold dokázal 

zlomené kosti narovnat a zahojit zlomené segmenty. V místech použití scaffoldů taktéž 

došlo k vytvoření osteoidů z osteoblastů, což potvrdilo vynikající biokompatibilitu 

použitých struktur [39]. 

5.1.3 Příměs chitosanu 

Směs chitosanu a částic fibroinu o velikosti 5,72 μm byla použita ke 3D tisku hydrogelových 

scaffoldů. Ink byl tisknut skrze 580 μm trysku rychlostí 10 – 20 mm/s při tlaku 0,4 – 0,7 

baru. Viskozita se pohybovala v rozmezí 1,4 – 8,4 Pa·s v závislosti na koncentraci částic 

chitosanu a fibroinu, avšak stabilita výsledné struktury a tisknutelnost byla závislá 

především na koncentraci částic fibroinu. K vysrážení struktury byla použita lázeň ze směsi 

voda/ethanol. Modul pevnosti v tlaku struktury byl až 8000 Pa. Do struktury byly aplikovány 
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lidské fibroblasty. Bylo zjištěno, že se zvyšující koncentrací částic fibroinu se zvyšovala 

proliferace buněk. Scaffoldy obsahující 100 % a 300 % fibroinových částic vydržely 

v buněčném kultivačním médiu po dobu 2 týdnů [39].  

5.1.4 Příměs želatiny 

Směs fibroinu a želatiny byla použita ke 3D tisku scaffoldů k náhradě kloubní chrupavky 

králíka. Směs byla síťována pomocí ethanolu a genipinu. Při tvorbě scaffoldů se kladl velký 

důraz na výslednou tloušťku scaffoldů, aby odpovídala reálné králičí chrupavce. Správné 

tloušťky bylo dosaženo vytvořením tří vrstev, které obsahovaly póry o velikosti 350 μm. 

Povrch scaffoldů byl ošetřen neporézní membránou, která zajišťovala udržení aplikovaných 

kmenových buněk kostní dřeně. Mezi důležité parametry patřil poměr mezi množstvím 

želatiny a fibroinu, který měl velký vliv na výsledné vlastnosti struktury. Byl zjištěn modul 

pevnosti v tlaku struktury s hodnotou 2 – 5 MPa a tvrdost s hodnotou 100 – 400 kPa. 

Struktura byla považována za ideální pro proliferaci a diferenciaci buněk a k tvorbě 

mezibuněčné hmoty [39].  

5.1.5 Příměs hydroxypropylmethylcelulózy 

Hydroxypropylmethylcelulóza (HPMC) je viskoelastický polymer sloužící jako hydrofilní 

nosný materiál používaný v lékařství. Je to vysoce botnající materiál, který při kontaktu 

s vodou do sebe vodu difunduje, dojde ke zvětšení jeho objemu a uvolní materiál, který 

v sobě nese. Využívá se jako médium pro uvolnění léčiv v medicíně [43].  

Směs HPMC a fibroinu byla využita ke 3D tisku hydrogel scaffoldů sloužící k regeneraci 

průdušnic. Byla připravena smícháním 30% roztoku fibroinu a 10% roztoku HPMC a 

z jejich rozdílných poměrů byly tisknuty scaffoldy. Tisk probíhal skrze jehlu o průměru 260 

μm rychlostí 40 mm/s při tlaku 0,1 – 0,5 MPa. Výsledná struktura scaffoldů o průměru 15 

mm a tloušťce 1,8 mm byla ponořena do ethanolu po dobu 1 hodiny k vytvoření β-

skládaných listů. Uvnitř byly vytvořeny póry o průměru 469 μm a celková struktura byla 

z 58 % porézní. Pevnost v tahu struktury byla 0,17 MPa. Dovnitř struktury byly aplikovány 

bronchiální epitelové buňky a při jejich pozorování bylo zjištěno, že struktura podporuje 

proliferaci buněk a je vhodná pro použití regenerace průduškového epitelu [39].  

5.1.6 Příměs kyseliny hyaluronové 

DN (double-network) hydrogely jsou složeny ze dvou typů hydrogelů bez kovalentního 

provázání. Jedna složka je obvykle tuhá a křehká a zajišťuje odolnost proti šíření trhlin, 
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druhou složku představuje měkký polymer s nízkou hustotou síťování. Při kombinaci dvou 

rozdílných složek dochází k synergii a zlepšení mechanických vlastností výsledného 

modelu, zejména modulu pružnosti. V tomto případě fibroin tvoří křehkou a pevnou matrici 

a methakrylát kyseliny hyaluronové slouží jako změkčující složka. Předpokládá se, že 

karboxylové skupiny na řetězcích kyseliny hyaluronové neutralizují aminoskupiny 

proteinových segmentů, čímž eliminují repulsní síly mezi těmito segmenty a podpoří proces 

tvorby vodíkových vazeb mezi makromolekulami proteinu. 3D scaffoldy z této směsi 

vykazují vyšší stabilitu ve srovnání s želatinovými hydrogely. Poskytují rovněž vhodné 

mikroprostředí pro buněčný růst a migraci [44]. 

 

Obr. 4: 3D scaffoldy připravené ze směsi fibroinu a methakrylátu kyseliny hyaluronové [44] 
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6 DISKUZE 

Hedvábný fibroin vzniká v přírodě složitým procesem zvlákňování za velmi specifických 

podmínek a přiblížit se jim v laboratorních podmínkách je téměř nereálné. Při zvlákňování 

dochází k postupné změně pH a koncentrace vápenných iontů, což má pravděpodobně 

stěžejní vliv na změnu konformace proteinů a tedy na vznik mechanicky pevného vlákna 

[5]. Díky přítomnosti proteinu sericinu, který obaluje vlákno, má přírodní fibroin lepší 

vlastnosti, než fibroin zbavený sericinu. Sericin však není biokompatibilní a vyvolává 

alergickou reakci nebo zánět, tudíž pro použití v medicíně není vhodné používat přírodní 

fibroin [19; 20]. Sericinu se odstraňuje pomocí procesu degumming, kdy se nechá fibroin 

povařit v roztoku uhličitanu sodného [2]. Vliv na úbytek sericinu má teplota, při které se 

fibroin vaří, čas, množství vody v roztoku a koncentrace přítomné soli. S úbytkem sericinu 

v procesu degumming dochází ke snížení molekulové hmotnosti a zmenšuje se pevnost 

v tahu, což je pravděpodobně způsobeno degradací proteinu [22]. 

Fibroin lze zpracovávat řadou metod, jednou z nich je electrospinning [45]. Fibroin 

zpracovaný touto metodou však nemá optimální vlastnosti a jeho využití je tedy omezené. 

Důraz je kladen na 3D tisk, který je za posledních několik let intenzivně rozvíjen [27]. 3D 

tisk fibroinu je velmi komplikovaný a je řízený celou řadou parametrů, především závisí na 

kvalitě získaného regenerovaného roztoku. S tím souvisí jeho molekulová hmotnost, která 

výrazně ovlivňuje průběh tisku a v neposlední řadě záleží na podmínkách samotného tisku, 

jako je teplota nebo tlak. Čím vyšší tlak se u tisku fibroinu použije, tím více dochází 

k mechanickému namáhání. To způsobí změnu konformace z α-šroubovice na β-skládané 

listy a dochází ke krystalizaci fibroinu. Výsledná struktura však nesplňuje kvalitativní 

požadavky, většinou je křehká. Kromě toho reologické změny v průběhu tisku znesnadňují 

celý proces. 

V posledních letech se rovněž vyvíjí i 3D biotisk. Je to speciální metoda, při které se tiskne 

tzv. bioink. Bioink je směs materiálů, ve které se vyskytují živé buňky. Jako 3D biotisk se 

často používá i postup, při kterém je nejprve vytisknut materiál a až poté jsou do něj 

aplikovány živé buňky. Biotisk má však limitující faktory. Při 3D tisku je často potřeba 

použít vysokého tlaku nebo teploty, při takových podmínkách však dochází k uhynutí 

aplikovaných buněk. [35] Dalším omezujícím faktorem je růst buněk na materiálu. Spousta 

materiálů totiž růst buněk výrazně nepodporuje, včetně fibroinu. Podpořit růst buněk na 

fibroinu lze například modifikací RGD peptidem [46].  
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Fibroin lze tisknout samotný, výtisky ovšem často nemají dostačující mechanické vlastnosti. 

Lze je vylepšit použitím příměsí, například jiných biopolymerů, které mechanické vlastnosti 

modifikují. Pomocí příměsí lze rovněž ovlivnit viskozitu, která hraje roli při procesu 3D 

tisku a zároveň má vliv na výslednou strukturu materiálu. Mezi časté příměsi fibroinu patří 

glukomanan, hydroxyapatit, chitosan a želatina.  

Glukomanan se využívá ve směsi s fibroinem především díky své biokompatibilitě a nízké 

imunitní odezvě. Důležitou vlastností, kterou glukomanan přispívá je zvýšená mechanická 

odolnost, která je způsobena vznikem vodíkových vazeb mezi glukomananem a fibroinem 

za podpory vzniku β-skládaných listů.  Výslednou strukturou je porézní materiál, který není 

cytotoxický, tudíž je vhodný k využití v biomedicíně. [42] 

Další používanou příměsí je hydroxyapatit, který se běžně vyskytuje v kostech. Na rozdíl od 

glukomananu hydroxyapatit podporuje buněčný růst. Díky své podpoře ke vstřebávání 

vápníku se 3D scaffoldy vytvořené touto směsí využívají k urychlení hojení zlomenin. [39] 

Další příměsí je chitosan, který je základní složkou chitinu. Ve směsi s fibroinem zajišťuje 

cytokompatibilitu a správnou biodegradaci. Bylo dokázáno, že se zvyšující koncentrací 

částic fibroinu se zvyšovala proliferace buněk. Směs chitosan – fibroin má pevnost v tlaku 

8000 Pa, kdežto směs hydroxyapatit – fibroin má pevnost v tlaku 2,4 MPa. Lze tedy říci, že 

směs hydroxyapatit – fibroin lze použít v místech, která jsou více namáhána.  

Želatina je biokompatibilní a využívá se ve směsi s fibroinem za účelem zvýšení adheze 

buněk. Modul pevnosti v tlaku této směsi je 2 – 5 MPa. Díky svým vlastnostem se tato směs 

využívá k regeneraci kloubních chrupavek. [39] 

Hlavním problémem při přípravě fibroinových konstrukcí je předčasná transformace 

sekundární struktury do nerozpustné formy, která je často indukována smykovým 

namáháním. To výrazně znesnadňuje proces 3D tisku. Zároveň výsledné konstrukce jsou 

příliš křehké a nepředstavují optimální prostředí pro růst buněk. Další příměsí, která může 

tyto problémy eliminovat, je kyselina hyaluronová, která při kombinaci s fibroinem může 

plnit funkci změkčovadla [44].  
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ZÁVĚR 

V rámci bakalářské práce byly studovány možnosti využití hedvábného proteinu při aditivní 

výrobě. Ve srovnání s jinými metodami zpracování fibroinu, například zvlákňováním, 3D 

tisk poskytuje více možností pro modifikaci vlastností struktury a také větší morfologickou 

variabilitu. Bylo zjištěno, že 3D tisk samotného regenerovaného roztoku je komplikovaný a 

závisí na celé řadě procesních parametrů. Pro dosažení optimálních vlastností materiálu se 

nabízí možnost simulace přirozených podmínek zvlákňování, která může být v laboratorních 

podmínkách obtížně realizovatelná. Proto se při 3D tisku fibroinu využívají další 

biopolymery a příměsi, které ulehčují tisk a zlepšují vlastnosti výsledné struktury. Při využití 

příměsi glukomananu s fibroinem dochází k vytvoření vodíkových vazeb, které zapříčiňují 

zvýšení mechanické odolnosti směsi. Příměs hydroxyapatitu vykazuje zvýšenou proliferaci 

buněk a bylo zjištěno, že díky vstřebávání vápníku lze tuto směs použít k regeneraci 

zlomenin. Další studovanou příměsí je chitosan, který je cytokompatibilní a při zvyšující se 

koncentraci fibroinových iontů vykazuje zvýšený růst buněk. Oproti ostatním příměsím však 

vykazuje horší mechanické vlastnosti. Při využití příměsi želatiny bylo zjištěno, že vykazuje 

zvýšenou adhezi buněk a má výborné mechanické vlastnosti pro aplikaci k regeneraci 

kloubních chrupavek. Speciální metodou pro vytváření 3D struktur je 3D biotisk, při kterém 

se tiskne materiál obsahující živé buňky. Biotisk je však limitován podmínkami tisku, kdy 

při překročení určité hranice teploty nebo tlaku dochází k úhynu buněk. Pozornost by měla 

být věnována v budoucnu 3D tisku směsí hydroxyapatitu a fibroinu pro aplikaci v oblasti 

regenerace kostní tkáně. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

LiBr  Bromid lithný 

PEG  Polyethylenglykol 

Na2CO3  Uhličitan sodný 

CAD  Computer-aided design 

HPMC  Hydroxypropylmethylcelulóza 
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