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ABSTRAKT

Predlozend disertacni prace se zabyva polymerem polyhydroxybutyratem a dalSimi biopolymery jakozto
zakladnim stavebnim kamenem pro vystavbu mikro a nanoskopickych struktur a material( pouzitelnych
v potravindrstvi a kosmetice. V rdmci prace byla vypracovdna literarni reSerSe seznamujici étenare se
zaklady tohoto aplikacniho pole. Experimentalni ¢ast prace je sestavena ze tfi blokl vysledkd ziskanych
béhem doktorského studia. V prvnim, hlavnim bloku jsou uvedeny komentované publikované vysledky a
patentové vystupy, které zahrnuji dva publikované recenzované clanky zabyvajici se elektrostatickym a
mokrym zvldknénim PHB a vlastnostmi pripravenych material(l. Patentové vystupy jsou tvoreny nékolika
pfijatymi a podanymi patenty, které shrnuji nékolikaletou praci jednak na metoddach zvlaknéni PHB, ale
taktéZ na obecnych pfistupech umoziujici zpracovavat PHB v podobé roztoku do podob umoziujicich
mnohé aplikace v potravinafstvi a kosmetice. Druha cast je tvorena jednim z praktickych vystupd, jimz je
patentovana kompozice ochranného krému proti UV zareni zaloZzena na ptipravenych nanoskopickych a
mikroskopickych morfologiich PHB. Ve tretim bloku jsou shrnuty dalsi vysledky zamérené na
elektrostatické zvlaknéni PHB a dalSich biopolymer(. V zavéru prace je uveden struény popis projekt(
souvisejicich s tématem disertacni prace. Jde o praktické rozvojové préce ve stiedni Tanzanii a zapadni
Africe, které ale Cerpaji z védomosti a kontakt( nabytych béhem studia na FCH VUT Brno.
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ABSTRACT

The presented dissertation thesis deals with the polymer polyhydroxybutyrate and other biopolymers as
a basic building block for the construction of micro- and nanoscopic structures and materials used in food
and cosmetics. In the theoretical part, current literary review is prepared to introduce - the basics of this
application field. The practical part of the work is composed of three blocks developed during the doctoral
study. In the first and most important part are summarized comments to the academic and patent outputs,
where among the academic ones it is possible to find two peer-reviewed articles dealing with the
electrostatic and wet spinning of PHB and properties of prepared materials. The patent outputs consist of
several accepted and applied projects, which summarize results on both PHB spinning methods, but also
on general approaches enabling the processing of PHB into forms enabling many applications in food and
cosmetics. Second part was focused on the patented composition of the UV protection cream based on
the prepared nanoscopic and micro- morphologies of PHB. The third block summarizes results focused
predominantly on the electrostatic spinning of PHB and other biopolymers. Finally, a short chapter
containing a brief description of projects that were in a way related to the dissertation topic, but rather
practical development work in Central Tanzania and West Africa, which draw on knowledge and contacts
gained during studies at FCH BUT Brno.
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1. UVOD

Biopolymery, vyznadujici se biodegradabilitou predstavuji slibnou substituci klasickym polymernim
systémUm a plastim v odvétvich typickym kratkodobou funkénosti a pouzivanim. Problematika nardstani
odpadnich plastl v Zivotnim prostiedi se posledni roky dostava do popredi zajmu predevsim u béznych
spotrebitel(l vyspélého zdpadniho svéta. Ackoliv snahy o implementaci vzdélavani o environmentalni
odpovédnosti vedou jisté k SirSimu povédomi o recyklaci klasickych plast( a taktéz k praktickému tridéni a
znovuzavedeni jiz pouZitych plastovych vyrobkd do obéhu, neni moiné oznacit vyuZivani klasickych
polymer( jako uzavieny cyklus opakovaného pouzivani, ktery je pouze idedlem [1]. Prakticky to znamen3,
Ze znacna Cast plastovych uZitnych a obalovych material( se vidy dostane mimo kolobéh recyklace.
V lepSim ptipadé dochazi k sekundarnimu energetickému vyuZiti nebo alespon ke skladkovani. Velkou
pozornost budi pak konecny jev spojeny s Unikem plastovych material( do Zivotniho prostfedi v podobé
mikroplastd. Pravé mikrocastice a fibrily nalezené v rybach, ptactvu a vlastné v celém potravnim fetézci
véetné jeho vrcholu v podobé ¢lovéka prispély k velké diskusi o odpovédném uZiti jednorazovych vyrobkd,
a predevsim o podobé uzitych material( s dirazem na jiz zminény cyklus vyuZzivani [2,3].

V tomto Uvodu je jiz moZné se dostat k podstaté prace, kterd je zamérena na aplikacni potencial a
stav techniky vyuZivani biopolymeru jako soucéast plastovych produkt( s vyssi pfidanou hodnotou, a to jak
aplikacni, tak ekonomickou, nez je napftiklad tvorba extruznich vyrobk(. Zhodnoceni biodegradabilnich
plastl v podobé obalovych materidld, nakupnich tasek, predmétd denni potreby je podrobeno silnému
ekonomickému a spolecenskému tlaku a je jiZz moZiné pozorovat disledky vyzkumd, technologického
pokroku a zmény legislativ v bézném zivoté, treba v ndkupnich centrech. Pro vytyceni motivace a zaméru
prace je nezbytné zminit, Ze vyzkumné a podnikatelské snahy v této oblasti, kterou mizZzeme oznacit jako
tvorbu produktl s nizsi pridanou hodnotou, jsou popsany fadou odbornych praci, ¢lankd, kompendii,
zkuSenosti a Uspésnych i nelspésnych podnikatelskych zamérut [4,5,6,7,8].

Oblast aplika¢niho zajmu, kdy na biopolymer nenahliZime pouze jako na spolecensky vynucenou
alternativu, k jiz zavedenym materialim, ale jako na skutecné jedinecnou a plnohodnotnou surovinu, je
dle ndzoru autora silné podhodnocena. Disertacni prace si klade za cil na zakladé patentovych a
publikacnich vystupl a na ziskanych praktickych zkusenostech dokazat, Ze potencial biopolymerq, v cele
s poly-(R)-3-hydroxybutyratem (PHB) a jeho kopolymery, netkvi pouze v enviromentdalni a ekonomické
substituci polypropylénu ¢i podobnych material(i, ale hlavné jako vyhodna materialova platforma pro radu
cennéjsich aplikaci mimo spotiebni trh.

Disertacni prace se zaméfuje na nékolik segmentl, jejichz vychozim bodem je zpracovani
biopolymerl v podobé roztoku. Z rozpusténé formy je polymer mozné upravovat mnohymi procesy, jako
jsou klasické metody zvldknovani, tvorba film(, srazeni rozlicnych morfologii nebo elektrostatické
zvlaknovani netkanych nanotextilii. Prace zamérena na opracovani nékterych biopolymer( dala vzniknout
nékterym novym metodam laboratorniho zvldknovani s potencidlem pro primyslovou aplikaci. Dale byly
provedeny nékteré experimenty cilené na zménu chemické podstaty polymer(i s motivaci vylepsit
materialové vlastnosti, ¢i dodat do struktury Iépe chemicky opracovatelné funkéni skupiny.

Je nezbytné podtrhnout aplikacni pole, ve kterém se prace nachdzi, a to je predevsim
potravinarstvi. Uz samotny fakt, Ze primdrni cileny polymer PHB je produktem zhodnoceni odpadu
potravinarského primyslu, konkrétné odpadniho rostlinného oleje, nabizi vyuZit surovy polymer za
pomoci technik materidlového vyzkumu v tomto odvétvi. S vyhodou je mozné vyuzit hydrofobni charakter
PHB, jeho moZné sorpcni vlastnosti nebo mozZnost uZiti jako matrici a nosi¢ pro jiné latky. Vytvorené
materidly pak nachazeji aplikace pfi filtraci, bariérové vlastnosti nebo jako obal s aktivnhim plsobeni,
indikaci Cerstvosti a dalsi [9,10,11]. Vedle vyuZiti v potravindrstvi se nabizi relativné pfibuzny segment
vyuziti v kosmetice, kde je vyuzitelny jako biodegradabilni aditivum.



V rdmci teoretické ¢dsti disertace byla vypracovdana teoreticka zakladna popisujici zakladni terminy
a konkrétnéji vymezujici okruh zajmu. Ddle jsou definovany nékteré méné zndmé technologické metody
zpracovani polymeru a pfipravy vldken s diirazem na mokré a elektrostatické zvlakriovani. Pozornost je
vénovana predevsim oblastem materidlové pfipravy a aplikace. Experimentalni ¢4st prace se opira
predevsim o autorské kompendium publikacnich a patentovych vystupd.

Béhem doktorského studia bylo realizovano rovnéz nékolik soubéznych doplikovych projekt,
které okrajové spadaji do tématu disertace, avSak jsou zaméreny na praktické aplikace. Autor povazuje za
pfinejmensim zajimavé do prace zahrnout, protoZe bez zkusenosti ziskanych pfi feSeni tématu DSP by tyto
doplrikové vétve nemohly vzniknout. Pfedevsim se jedna o projekt vyvoje a vyroby dostupného krému na
opalovani pro albinskou populaci v Zapadni Africe a vyvoj ekonomicky dostupného nanovlakenného filtru
na pitnou vodu vyvijeného ve spoluprdci se soukromym sektorem.

Diserta¢ni prace vznikla za specifickych okolnosti spoluprace akademického a soukromého
sektoru. Podminky tohoto meziprostoru daly vzniknout nékterym technologickym principiim, které
doposud nebyly popsany. Vramci tohoto plsobeni byly autorovi této prace poskytnuty podminky
k naprosto svobodné praci bez vyraznych oborovych nebo materidlovych mantineld. Jedinym ukotvenim
byl polymer poly-3-(R)-hydroxybutyrat jako produkt biosyntézy a jeho materidlové opracovani pro aplikace
v potravinovém primyslu, pficemz hlavnim cilem byla filtrace vody a vyvoj vldkennych materiald.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Biopolymery

Biopolymery jsou Sirokd skupina latek, ve které dle riznych definic mozné nalézt od Cisté pfirodnich latek
také latky semi-pfirodni nebo Cisté syntetické. Ve skupiné biopolymer( je mozné nalézt biologické
polymery jako jsou proteiny, polysacharidy, nukleové kyseliny. Taktéz ale polymery, které se pfirozené
v pfirodé nevyskytuji, ale jsou vytvareny z biologickych surovin, pfikladem takového polymeru mize byt
biodegradabilni polymlécna kyselina (PLA), kterd je syntetizovana chemicky anebo chitosan, ktery je
deacetylovanym derivatem chitinu, tedy pouze Upravou jiz existujiciho polymeru bez chténého zdsahu do
hlavniho fetézce. Samotnou a obrovskou rodinou téchto latek jsou derivaty celulézy, skrobu, hyaluronové
kyseliny nebo jiz zminéného chitinu, respektive chitosanu, typickym motivem je O-glykosidova vazba.
Velmi vyznamnou skupinou biopolymeri jsou polyestery, kam patii jednak jiz zminéna PLA a taktéZz PHB a
jeho kopolymery, na které dlrazné cili tato prace. Jednim z uZiteCnych déleni biopolymer( do skupiny je
strukturalizace na zakladé rozdilného zplsobu produkce (Obrazek 1).

| Biopolymery |
Produkce biomasy (zemédéls tvi) Mikrobialni (zisk extrakei) Biotechnologicky ( ni Petrochemicki produkce
jednotky) (syntetické Y)
|
[ 1 |
| Polysacharidy | | Proteiny, Lipidy | Polyhydroxyalkanoaty (PHA) | Polylak taty Polykaprolaktony (PLC)
| | | | Polyesteramidy (PEA)
Skroby (psenice, kukufice, zvifeci (kasein, syrovatka, , e, e,
brambory) Kolagen, 7elatina) poly(hydroxybutyrat) (PHB) polymer kys. Mlé¢né Alifatické co-polymery
poly(hydroxybutyrat co- s s
Al tick 1}
hydroxyvalerat) (PHBV) rOmAtieke co-polymery

ligno-celulozové materialy
(dfevo, trava)
jiné (pektin,
chitosan/chitin, gumy)

rostlinné (so6ja, gluten)

Obrazek 1 — Rozdéleni biopolymer( na zakladé zplsobu produkce [12]

Existuje dle rlznych pohledd vice riznych definic a déleni, ale pro nase Ucely Ize biopolymery
nejlépe definovat jako polymery produkované z biologicky obnovitelnych zdroji a polymerizované
chemickou nebo biologickou cestou [12].

2.1.1 Biopolyestery a polyhydroxyalkanoaty

Obzvlasté vyuZzitelné a rozsifené jsou polyesterové biopolymery. Jak ndzev napovida, skupina se vyznacuje
pritomnosti esterové skupiny v hlavnim fetézci. Souhrnné midzeme biodegradabilni polyester oznacit za
polymer obsahujici opakujici se esterovou vazbu v hlavnim fetézci, ktery vykazuje za vhodnych podminek
biodegradabilitu dle definice Evropské normy EN14432. Jako v soucasnosti nejdilezitéjsi zastupce je
vyuzivana polymlécna kyselina, ktera ovsem kvali svému semisyntetickému plivodu, a pfedevsim zavislosti
produkce na potravinovych zdrojich (nej¢astéjsi zdroj prekurzor( pro syntézu PLA je kukurice nebo cukrova
tftina) se v zemich s nedostatkem orné plidy logicky stfetdva s etickymi a ekonomickymi aspekty. PLA byla
Uspésné zvldknéna extruznim, mokrym, suchym i elektrostatickym zplUsobem [13, 14, 15]. Synteticky
plvod umoziuje Sirokou variabilitu pramenici z moZné optické rotace jednotlivych monomert, ktera se ve
vysledku projevi na krystalinité, respektive amorfnosti. V experimentalni ¢asti této prace jsou experimenty
zabyvajici polymlécnou kyselinou taktéZ zahrnuty, avsak hlavni dliraz je kladen na polymer PHB a jeho
variace a kopolymery. Pro dalsi informace o PLA je moZné Cerpat v pouzité literature [16, 17, 18].
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Do skupiny biodegradabilnich polyester( patfi mnoho rdznych homopolymerd, kopolymer,
blokovych kopolymer( a dalSich polymerd s rlznym usporadanim opakujicich se jednotek. Prikladem
takovych materialQ je rodina polyhydroxyalkanoat (PHA) zahrnujici vedle mnohych dalSich polymert
nejdllezitéjsi poly-(R)-3-hydroxybutyrat (PHB) a kopolymer poly-3-hydroxybutyrat-ko-3-hydroxyvalerat
(PHBV) s proménlivym obsahem valerdtu ve strukture. Polykaprolakton (PCL) nachdzi uplatnéni predevsim
v tkdnovém inZenyrstvi. Nejjednodussi polyesterovou strukturou je polyglykolova kyselina (PGA), jejimuz
SirSimu vyuZiti brani citlivost viéi hydrolyze. Polydioxanon (PDO) je polymer vyuZivany v mediciné pro
pfipravu chirurgického Siti. Jako dalsi priklady mohou byt uvedeny polyvalerolakton (PVL),
polyethylensukcinat (PES) a poly(e-decalakton) (PDL). Mezi prlmyslové vyuZivané polymery patfi
synteticky polyhydroxybutyrat-adipat-tereftalat (PBAT) a polybutylen sukcindt (PBS). Zminéné polymery
jsou charakteristické nerozpustnosti ve vodé a dle polymeru proménlivou chemickou nestalosti vici
alkalické nebo kyselé hydrolyze. Biodegradabilni polymery mohou byt pfirodniho plvodu, jak je to
napfiklad u PHB nebo PHBV, synteticky pfirodniho plvodu, kdy prekurzor pro polymerizaci je ziskan
z pfirodnich zdrojd a nasledné je polymerizace provedena synteticky (PLA), nebo Cisté syntetického
plvodu (PCL, PBAT, PES, PBS). U PBS je ocekdvan ptesun do kategorie synteticky ptirodniho ptivodu
z davodu moznosti produkce kyseliny butandiové fermentaci [19].

2.1.2 Poly-(R)-3-hydroxybutyrat

vvvvvv

izotakticky opticky Cisty polyester sestavajici se z jednotek (R)-3-hydroxybutanové kyseliny
(Obrazek 2).

0 o) o)
o o Mo \\CH3

HaC H,C H,C

Obrazek 2 Struktura polyhydroxybutyratu [20]

Homopolymer PHB je limitovany svymi mechanickymi vlastnostmi, predevsim kiehkosti, polymer
obsahujici mimo jednotky butyrdtu i valerat je v aplikacni sféfe mnohem uspokojivéjsi. V rodiné
polyhydroxyalkanoatd mizZeme najit kopolymery s jednotkami obsahujicimi delSi a nenasycené fetézce,
pfipadné substituenty zahrnujici hydroxylovou, kyano- ¢i karbonylovou skupinu [20].

Polyhydroxybutyrat se tvofi v cytoplasmé bakterii za pomoci nékolika enzym{, pficemz klicovym
enzymem pro tuto syntézu je PHA syntdza (PhaC). Draha syntézy zacind u syntézy acetoacetyl koenzymu
A ze dvou molekul acetyl koenzymu A. Nasledujicim krokem je stereospecificka redukce na 3-(R)-
hydroxybutyryl koenzym A. Zavére¢nym krokem je polymeracni reakce za Ucasti PHA syntdzy, kde dochazi
k uvolfiovani koenzymu A a vystavbé PHB (Schéma 3) [12].
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Obrazek 3 Biosyntéza PHB [12]

Produkce PHB v bakteriich nastava jako reakce na nedostatecny pfisun Zivin umoznujicich rist, a
proto mUZeme chapat PHB jako zasobni latku. PHB nabyva v bakteriich schopnych jeho produkce az 90%
hmotnostniho zastoupeni. Nazorné je to zobrazeno na transmisnim elektronovém snimku Ralstonia
eutropha, kde bilé skvrny uvnitf bakterii jsou PHB a méfitko zndzornéné na snimku odpovidd 0,5 um
(Obrazek 4) [21].

Obrazek 4 TEM snimek Ralstonia eutropha s nakumulovanym PHB [21]

PHB je jak ve formé homopolymeru, tak i kopolymeru s obsahem valeratu bila aZ lehce naZloutla
semikrystalicka latka relativné dobre rozpustnd v chloroformu a ¢astecné i v dalSich halogenovanych
rozpoustédlech. Samotny homopolymer je kiehky, ale s procentudlnim nardstem valeratu dochazi ke
snizeni krystalinity a zlepSeni materidlovych vlastnosti. PHB je ¢asto srovnavan s polypropylenem (Tabulka
1), vzhledem k podobnému bodu tani a krystalinité materialu [19]. PHB ma vétsi hustotu neZ voda.
Chemicka odolnost PHB je omezena esterovou podstatou materidlu. V pfitomnosti kyselin a zasad se
snizuje jeho molekulova vaha a v pfipadé koncentrované kyseliny sirové dochazi k eliminaci hydroxylové
skupiny na krotonovou kyselinu. [22] Bod teplotni degradace materialu (cca 200 °C) je relativné blizko bodu
tani (180°). Mechanismus teplotni degradace probiha vyhradné skrze pomysiny Sesti¢lenny cyklus za
vytvoreni dvojné vazby aZ na finalni kyselinu krotonovou (Obrazek 5) [23].

<|) o
H
~No o o~ ~o  oH o~
— 1L+ |
O CH, (0] CH,

Obrazek 5 Tepelnd degradace PHB [23]
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Tabulka 1 Srovnani vlastnosti PHB a jeho kopolymerd s polypropylenem [1]

Polymer PHB P(HBcoHV) 10 % | P(HBcoHV) 20 % | PP
Teplota tani [°C] 177 140 130 170
Krystalinita 80 60 35 80
Pevnost v tahu [MPa] 40 25 20 33
Modul pruznosti v ohybu [GPa] 3,5 1,2 0,8 1,24
Relativni prodlouZeni pfi pretrieni | 8 20 50 150
[%]

PHB — poly-3-hydroxybutyrat; P(HBcoHV)10% - poly-3-hydroxybutyratvalerat kopolymer 10% mol;
P(HBcoHV)10% - poly-3-hydroxybutyratvalerat kopolymer 20 mol%; PP - polypropylen izotakticky

Vzhledem k podstaté vzniku a biodegradabilité PHB se tento polymer jevi jako vhodna nahrada
ropnych plastd. Diky tomu je na PHB zaméfovana pozornost plastikafského primyslu jiz od 60. let
minulého stoleti. Enormni zdjem o PHB byl v 70. letech kvili tehdejsi ropné krizi, kdy se zacalo o PHB
uvaZovat jako o nahradé polypropylénu, s nimz ma podobné mechanické a fyzikalni vlastnosti [20,23].
Primyslova produkce PHB spociva na nékolika zdkladnich krocich. Pro biosyntézu PHB je nutny vybér
vhodného substratu, média, Zivin a bakteridlniho kmenu a tfidy. U substratu se o nizsi sacharidy, tuky,
mastné kyseliny apod. [24]. Po kultivaci nasleduje extrakce PHB z biomasy, kterou lze provadét
chlorovanymi uhlovodiky, napfiklad chloroformem. Byly vypracovany separacni postupy zaloZzené na
vymyvani biomasy, ¢i rozdéleni material( odstredivou silou [20]. Vysledny polymer ma bilou ¢i svétle
nazloutlou barvu. Nasledné zpracovani je moiné formou taveniny s pfidavkem vhodnych aktivacnich
pfisad v extruderu nebo odpafenim z roztoku. PHB je taktéZ vhodné pro pfipravu netkanych textilii. Byly
popsany i smési PHB s dalSimi biodegradabilnimi polymery (PCL, PLA apod.) a z téchto smési je moZzno
vytvaret obaly na potraviny a dalsi uzitné vyrobky [23, 25, 26, 27]. Na trhu mGdzZeme najit nékolik firem
produkujici vyrobky z PHB. Jedna se napfiklad o Metabolix GmbH, Kaneka corp., Procter&Gambile,
Monstanto a dalsi.

Jelikoz se struktura polymeru sklada z opticky Cistého monomeru (R-3-hydroxy butanoatu), nabizi
se PHB jako idealni prekurzor pro syntézu opticky Cistych latek. Vedle téchto latek PHB slouZi taktéZ pro
pfipravu krotonové kyseliny jako monomeru pro polymerni reakce. Alkoholyza PHB vede k ziskani opticky
Cistych esterd kyseliny 3-(R)-hydroxybutanové. Podminkami podobna je priprava opticky cistych 3-
hydroxylovanych amidd butanové kyseliny [22, 28].

PHB vykazuje jako rfada dalSich pfirodnich polymer( biokompatibilni vlastnosti. Je popsana rada
pfipadl uUspésnych aplikaci v ramci tkdnového inZenyrstvi. Jsou popsany pfipady, kde PHB o razné
morfologii slouzi pro vystavbu kliZe, cév, kosti atd. Vedle popsanych aplikaci je polymer zajimavy v podobé
nanovlaken, kdy ziskany vysoky povrch podstatné zvySuje efektivitu medicinalnich procest, predevsim
vystavby tkani. Je popsano pouZiti zvlaknéného PHB ve smési s hydroxyapatitem pro Uspésnou regeneraci
kosti [29]. Zakladnimi kritérii material( pro uspéch v tkanovém inzenyrstvi je biokompatibilita, podpora
bunécného rlstu a adheze, fizeni a smérovani bunék do kyZzené morfologie budouci tkané, pfistup Zivin a
odvod odpadnich latek i pfi pokrocilé fazi rlistu tkané, a nakonec degradabilita materidlu po ukonceni
vystavby. V mnoha pfipadech PHB splriuje tyto klicové pozadavky. [29, 30].
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2.2 Zpusoby zpracovani PHB v roztoku

Rozpustnost polymer( je urcena zvolenym systémem polymer — rozpoustédlo a dale jejich strukturou,
pfipadnym vétvenim, molekulovou hmotnosti, polydisperzitou, krystalinitou a vnéjSimi podminkami jako
je napriklad teplota. V nékterych pripadech i zdanlivé rozpustény polymer po vychladnuti a daném c¢ase
vytvori termoreverzibilni gel, ktery po opétovném zahrati opét prejde do roztoku [31], jako je to napfiklad
u poly-(R)-3-hydroxybutyratu [32] ve vétSiné béZné pouZivanych rozpoustédel (dimethylformamid (DMF),
dimethylacetamid (DMAc), dimethylsulfoxid (DMSO), toluen (TN), chlorbenzen (CB) a mnohé dalsi) nebo
u polymeru PBAT v pfipadé DMF, DMAc. Zda ke tvorbé gelu dojde ¢i nikoliv zavisi na koncentraci, teploté,
krystalinité polymeru a ve vysledku na termodynamické vyhodnosti gelace [31]. U malych koncentraci
nemusi ke gelaci dojit vliibec, ptipadné velmi pomalu. Tvorba termoreverzibilniho gelu je jisté zajimavym
fenoménem pro urcité aplikace, ovsem ziskani casové a teplotné stabilniho roztoku je zakladem mnohych
druh( zpracovani, jak bylo zminéno vyse. Stabilita roztoku je pak klicova pro dlouhodobé primyslové
procesy, napfiklad elektrostatického nebo mokrého zvldknovani [48].

Zatimco napfiklad polyamidy byvaji rozpoustény v kyseliné mravenci nebo octové [33], u
polyesterl muizZe takové rozpoustédlo reagovat s rozpousténym materidlem a snizit tak molekulovou
hmotnost polymeru, coz se projevi v mechanickych vlastnostech vysledného materidlu. Volba
rozpoustédla by méla taktéz zahrnovat environmentalni a pracovné bezpeénostni odpovédnost. Pokud
neni mozné se toxickym rozpoustédlim vyhnout byva zajisténa bud recyklace nebo katalytické odbourani
pouzitého, napftiklad vypareného, rozpoustédla.

Popsané biodegradabilni polyestery ve vétsiné pripad( jsou rozpustné v halogenovanych
rozpoustédlech. Nejbéinéji pouzZivany jsou chloroform (CF) a dichlormethan (DCM) a dale
2,2,2-trifluoroethanol (TFE), hexafluoroisopropanol (HFIP). V minulosti byvaly pouzZivany latky jako
1,2-dichloroethan (DCE), 1,1,2,2-tetrachloroethan (TCE), tetrachlormethan (TCM), 1,2,3-trichloropropan
(TCP) a dalsi, které jsou dnes zakazany vzhledem k velké akutni toxicité a environmentalni zatézi.

PouzZivana zminénd rozpoustédla spole¢né s dimethylformamidem a dimethylacetamidem tvofi
zakladni sestavu rozpoustédel jak v akademické, tak pramyslové literature. Kromé uZiti jako rozpoustédla
se halogenované slouceniny pouzivaji jako extrakcni Cinidlo pfi separaci pfirodnich biopolymert, PHB a
PHBV, z biomasy [34].

2.3 Prehled metod klasického zvlaknovani

Vzhledem k tematickému zaméreni je vhodné zminit klasické metody zvldkfiovani, jejich vyhody a procesni
podminky. Vycet popsanych metod zvlakfiovani je nasledujici: z taveniny, suché, mokré, sucho-mokré,
gelové, emulzni [35, 36].

2.3.1 Zvlaknovani z taveniny

Nejrozsitenéjsi usporadani (Obrazek 6), které pracuje s klasickym extruderem, ve kterém jsou taveny
granule pouZzitého polymeru a pod tlakem jsou ze zvldknovaci hlavice vytlacovany filamenty, které jsou
nasledné ochlazeny a odtahovdny navijeCem. Takto je moZné ziskat mono i multifilamenty ve velkém
produkénim méritku. Vyhodou procesu jsou velmi nizké naklady, absence rozpoustédla a vysoka rychlost
produkce pohybujici se kolem 8000 m/min. Proces je nejcastéji pouzZivan pro zpracovani polymerd
nepodléhajici teplotni degradaci, a u kterych je zajiSténa stabilni a definovana viskozita taveniny, stejné
tak Cistota surového polymeru. Takto se ziskavaji bézné vlakna z polyethylenu, polypropylenu nebo
polyesteru PET [35].
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Obrazek 5 — Zvldknovani z taveniny — Melt spinning [35]

2.3.2 Suché zvlaknovani

Tento typ zvlaknéni pracuje jiz s roztokem polymeru ve vhodném rozpoustédle. Rozpustény polymer je
vtlacovan cerpadlem skrz zvlaknovaci hlavu s jednotlivymi otvory do oblasti s proudicim plynem, nej¢astéji
horkym vzduchem (Obrazek 6). Dochazi k vypareni rozpoustédla a solidifikaci polymeru v podobé vlakna,
které je mozné dlouzit a nasledné navijet obdobné jako v u extruzniho zvlaknéni. Rozpoustédlo se poté
regeneruje, odchazi do atmosféry nebo skrze katalytickou linku spaluje na neskodné produkty. Tento druh
zvlaknéni je financné narocnéjsi, ale u polymer(, které jsou nestalé je mozné tuto techniku pouzit [35].
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Obrazek 6 — Suché zvlaknovani — Dry spinning [35]
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2.3.3 Mokré zvlaknovani

Rozdil mokrého zvlaknéni oproti suchému tkvi v ndhradé komory s proudem horkého plynu za precipitacni
lazen, ve které dochdzi kvysrazeni polymerniho vldkna a promiseni rozpoustédla polymeru s lazni
(Obrazek 7). Nasledné je pak moziné vhodnymi zpUsoby lazen i rozpoustédlo regenerovat, napfiklad
destilaci apod. Mokrému zvldknén bude vzhledem k povaze experimentdlni prace vénovat samostatna
kapitola. Metodou mokrého zvlaknéni se pfipravuji vldkna z polyakrylonitrilu, viskdza nebo PVC [35].

F V,
Metering irst godet (V)
pump
Filter Protofiber
8 (extruded at (V)
—.’:
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LS QUM et v
- e iy
Spinneret

Coagulation bath
(spinning bath)

Obrazek 7 — Mokré zvlakiovani — Wet spinning [35]

2.3.4 Sucho-mokré zvlakinovani
Odborné zndméjsi anglicky ekvivalent zni dry-jet wet spinning. Nazev je vystizny, jelikoZ se stale jedna o
mokré zvldknéni s tim rozdilem, Ze zvlakfovaci hlava neni ponofena ve sraZzeci lazni, ale je v urcité
vzdalenosti od hladiny sraZedla (Obrazek 8). Dlvodem tohoto usporadani je ziskani celistvéjsi morfologie
a hladsi povrch vldkna. Jednd se o kombinaci suchého a mokrého zvlaknéni, pficemz v prvnim kroku dojde
k ¢aste€nému vypareni rozpoustédla a povrchovému ,,zaschnuti” vlakna. Nasledné pak dochazi k vysrazen
vldkna a zpracovani dlouzenim a navijenim [35].
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Obrazek 8 — Sucho mokré zvlaknovani — Dry-jet wet spinning [35]
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2.3.5 Gelové zvlaknovani

Jedna se o jiz speciadlni metodu, ktera se nachazi na pomezi extruzniho a suchého zvlaknovani. Vyuziva
déje, kdy polymerni material tvofi s rozpoustédlem gel, ktery je vytlacovan a formovan do podoby viakna.
Gelové zvlaknovani byva pouzivano v usporadani shodném s mokro suchym zvlaknéni, kdy gel se vytvari
zchlazenim béhem prlichodu mezerou mezi hladinou a zvldknovaci hlavou. Proces byva taktéz
charakteristicky pouzitim polymertd o vysoké molekulové hmotnosti a lazni s nizkou teplotou [37]. Tento
proces se s Uspéchem pouziva pro zvldknéni nanokrystalické celuldzy za vzniku vysoce pevnostniho vidkna
[38], ptipadné pro zvldknéni PAN s vysokou mol. hmotnosti [35].

2.3.6 Emulzni zvlaknovani

Velmi zajimava metoda [39], kdy misto pravého roztoku se vytlacuje suspenze nerozpusténé kyzené slozky
a pomocného rozpusténého polymeru. Nazev emulzni je mirné zavadéjici, jelikoz se ve vétsiné pripadl
jedna pravé o suspenzi ¢astic nikoliv pravou emulzi dvou nemisitelnych roztoku. Pravdépodobné tento
nazev vznikl pro nutnost pouziti velmi jemnych ¢astic vzniklych napfiklad emulzni polymerizaci. Vyhodou
metody je moznost zvlaknit nerozpustné polymery jakym je naptiklad polytetrafluoretylen. Ten je
suspendovan v roztoku viskdzy a nasledné vytlacovan skrz hlavici do precipitacni 1azné tvorené kyselinou
sirovou s rozpusténym siranem sodnym a zine¢natym. Nasledné je vldkno suSeno pfi 190 °C a posléze
spékano pri teploté 389 °C, pricemz viskdza je vypdlena pry¢, vlakno je dlouzeno a jednotlivé ¢astice PTFE
se spoji do vlakna. Takto je mozZné pripravovat i keramické castice, pfi pouziti vhodnych prekurzord. DalSim
polymernim prikladem muze vyt zvlaknovani kompozitniho vidakna z PVA a PVC — generickym nazvem
polychlal [35].

2.4. Mokré zvlaknovani

Tomuto jiz zbéZné nastinénému zpUsobu formace vlakna bude vénovana vétsi pozornost vzhledem k faktu,
Ze na zadkladé modifikované podoby tohoto klasického procesu bylo PHB a dalsi biopolymery zvldknény do
aplikaéné zajimavé podoby mikrovlakna s nanostrukturou [36].

Zvlaknovani polymeri z roztoku je technologie dobfe znama a primyslové vyuZivana jiz vice nez
100 let. Zvlaknovani z roztoku bylo a stéle je pouzivano pro zvlakriovani celuldzy a jejich derivatl. Klasicky
zplsob zvlaknéni celuldzy na viskdzové vldakno spociva v rozpusténi surové celuldzy v hydroxidu sodném,
nasledném vzniku xantogenatu za pomoci sirouhliku. V nasledujicim kroku je opét ziskana Cista celuldza
v podobé vldkna. Dale je zvlaknéni bézné pro PAN, z roztoku v DMF do vodni |azné. Takto je nyni vyrabéno
méné nez jeden milion tun vlaken roc¢né [36, 39, 40].

Proces zvlaknéni zavisi na mnoha faktorech. NejdllezitéjsSim rysem procesu je systém zvoleny
polymer-rozpoustédlo-srazeci lazen. Plati, Ze rozpoustédlo a sraZzedlo musi byt navzdjem misitelné a
zaroven, Zze polymer musi byt rozpustny v rozpoustédle, ale jiz nerozpustny ve srazedle. To jsou logické
predpoklady metody, které ackoliv se zdaji samoziejmé, tak ve sloZitéjSich systémech, napfiklad po
pridavku aditiv na né musi byt bran zretel pfi planovani experimentl. S vyhodou je naptiklad mozné vyuzit
rozpustnost aditivniho polymeru v roztoku i sraZedle, coZ je mozné vyuZzit pro ziskani porézni struktury,
Cehoz se vyuziva pfi pripravé membran v usporadani dutého vildkna (hollow fiber membrane). Prikladem
muze byt kombinace polyether sulfonu (PESL) s aditivhim, vodou rozpustnym polymerem, napftiklad
polyvinylpyrrolidonem (PVP). Roztok je v DMF a vysrazenim ve vodé a naslednym louZzenim dojde vytvoreni
porozity v PES membrané (Obrazek 9). Duté vldkno je ziskano vlivem tvaru otvoru ve srazeci hlavé (Obrazek
10) [39].

17



Obrazek 9 — fez membrdnou ve formé dutého vldkna [39]
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Obrazek 10 — usporadani trysky pro tvorbu membrdany ve formé dutého vlakna [39]

Tvar zvlaknovaci trysky tedy je dllezitym faktorem procesu, kdy mizeme pouZzit Sirokou paletu moznych
morfologii a uspofddani od nejjednodussiho kruhového otvoru, pres hvézdicovity tvar, aZ po jiz zminénou
trubicku. Jsou znamy i systémy, kdy vznikaji kompozitni vldkna vytvorené za pomoci trysky tvorené jehlou
v jehle a dvéma odlisnymi ptivody roztokl. Taktéz je mozné pouZit paralelni usporadani dvou otvord vedle
sebe a vytvoreni slepeného dvojvidkna. V primyslovém usporadani je béZné mnoha tryskové usporadani,
které se nasledné sbiha v multifilament, se kterym se poté manipuluje vcelku [41, 42].

Faktory tykajici se roztoku polymeru jsou predevsim koncentrace a teplota. Vyssi koncentrace je
preferovdna vzhledem k mensi finanéni naroc¢nosti a celkové rychlosti produkce. To, jak jsou rychle vldkna
produkovana zavisi na koncentraci, rychlosti srazeni a obecné na vlastnostech kompletné nevysrazeného
vldkna, oznacovaného anglicky jako , protofiber”, a které musi vykazovat mechanickou soudrznost, jelikoz
se jedna o stav mezi roztokem polymeru a kompletné vysrazeného vldkna. MizZe tak dochazet snadno
k odtrZeni, coz znemoziiuje navin. Tyto charakteristiky se v dlisledku projevi na rychlosti navijeni, ktera je
v porovnani s metodami suchého a extruzniho zvldkfiovani mnohem nizsi. Rychlost navijeni poté logicky
souvisi i s rychlosti tlaceni roztoku skrze zvlakfiovaci trysky a musi byt tyto dva parametry sprazené [39].
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Pocet srazecich lazni ¢asto presahuje jednokrokovy pristup. At uz se jedna o chemicky naprosto
odlisné smési nebo o koncentracni gradient, pfiCemz v prvni srazeci lazni maze byt vyssi koncentrace
rozpoustédla zvlaknovaného polymeru, a to ztoho dlivodu, aby nedoslo ke skokovému vysrazeni, ale
k postupnému tvrdnuti a moznosti vldkno dlouZit. Pfipadné se za posledni srdzeci lazen zavadi nadrz
s vodou nebo s rozpoustédlem, kterd zbavuje vldkno zbytk( predchozi lazné. Péknym prikladem budiz
zvlaknéni chitosanu ze zfedéného roztoku kyseliny octové, ktery je zavadén do silné alkalické |azné. VIakno
je ovSem ihned vytahovdno a zavadéno do lazné s vodou, kdy se jednak vymyje roztok hydroxidu, ale
predevsim se naredi a vymyije i stale nezneutralizovany vnitfek vldkna a vznikne tak vldkno duté bez
nutnosti pouzivat specialni zvlakfovaci trysky. Charakteristikou lazné je mimo samotné sloZeni i teplota,
ktera hraj zasadni roli, pro dikladné vysrazeni. Plati, Ze pfi nizsi zvolené teploté je srazeni efektivnéjsi [40].

Vyhodou metody je snadné usporadani v laboratornim méfitku, které se sestdva v podstaté pouze
z linedrniho davkovace, definované trysky, coz mize byt i jehla, a srazeci lazné v podobé kadinky. Oproti
pramyslovému zafizeni se jednda o velmi nenakladné a variabilni usporadani (Obrazek 11). S takto
primitivnim zafizenim lze ziskat velmi zajimavé materidly, jelikoZ variabilita metody tkvi v pouzZitych
polymerech, rozpoustédlech a precipitacni lazni. Vlivem aditiv nebo zvldknovaného materialu pro emulzni
zvlaknéni je tak mozné ziskat jedine¢né materidly [39, 40].
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Obrazek 11 — Srovnani prdmyslového a laboratorniho usporadani mokrého zvlaknovani [40]

Tato jednoduchost pfrildkala zajem ze strany tkanového inzenyrstvi, coz je dulezity aplikacni
segment biopolymerl. Spojeni mokrého zvldkriovani s 3D tiskem dalo vzniknout materidllm pro
regenerativni medicinu. Na tomto poli byl studovan prvné PCL a nasledné kopolymer hydroxybutyratu
s hydroxyhexanodtem s oznacenim PHBHH (rodina PHA). Pro zvlaknéni byly pouzity vysoké koncentrace —
kolem 25 %. Vlivem této koncentrace bylo dosazeno tlustych vlaken s makroporozitou v oblasti desitek
mikrometr( (Obrazek 12) [43, 44].

19



A --
Y+ o

“syringe

S F o

coagulation

n bath

200 pm

E n“ .y ) % ¥ rd n

Figure 4. Polymeric scaffolds by computer-aided wet-spinning (CAWS): (a) schematics of CAWS apparatu:
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(h) top view and (i) cross-section SEM micrographs of PHBHHx scaffolds.”

Obrazek 11 — Spojeni mokrého zvlaknéni a 3D tisku za vzniku makroporéznich biomaterial( [43]

Vyuziti moznosti emulzniho zvldknovani pro pfipravu nanostrukturovanych mikrovldken je
nasnadé. Bylo toho vyuzito pro pfipravu vldken z uhlikovych nanotrubicek. Pfipravené nanotrubicky byly
dispergovany za pomoci dodecylsulfatu sodného a spole¢né se smési ethanolu a glycerolu byly
extrudovany skrze zvlaknovaci trysku. Jako sraZzeci lazen je pouZit vodny roztok dusi¢nanu hlinitého.
Nasledné byl vymyt glycerol a takto byly ziskany Cistd mikrovlakna tvorené nanotrubickami (Obrazek 12)
[45].

Obrazek 12 — mikrovlakno z uhlikovych nanotrubicek [45]

Samoziejmou variantou vyplyvajici z obrazku 11b je metoda oznacovana za gravitacni mokré
zvldknovani. Spociva pouze ve faktu, Ze vlakna nejsou horizontalné vedena lazni, ale Ze se ukladaji na dno
srazeci lazné. V urcitych variantidch mize dochazet k dlouzeni protovlakna, kdy k vysrazeni dochazi az
v urcité vzddlenosti od zvldknovaci trysky. Nezbytnym predpokladem gravitacniho zvlaknéni je vyssi
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hustota srazeného vldkna nez hustota srazeci [dzné. Jinak by dochazelo k ,vyplavani“ vldkna na hladinu a
nedokonalému vysrazeni. Takto byly vytvofeny vldkna z PCL. Roztok polymeru byl v acetonu a srazeci lazen
byla tvofena methanolem. Zajimavy je fakt, Ze pfi nizké koncentraci polymeru nedochazelo k tvorbé vldken
a proces byl Uspésny pouze pti koncentraci presahujici 6 hm. % (Tabulka 2). S rostouci koncentraci roztoku
klesala ale paradoxné rychlost produkce. To je vysvétleno pravé gravitaénim zplsobem zvlaknéni, jelikoz
nedochazi u tohoto zpUsobu k tlaéeni roztoku davkovacem, ale pouze k volnému toku roztoku. Vyssi
koncentrace je spojena pak s wvyssi viskozitou, a tedy pomalejsSim tokem pres stejné Sirokou trysku

v jednotlivych pfipadech. To se projevuje i na tloustce vldkna, kdy u nejnizsi koncentrace je dosazeno
nevyssiho prliméru, a to z divodu rychlosti pritoku a pomalejsimu dlouZeni protovildkna [46].

Tabulka 2 — vlastnosti mokrého zvlaknéni a PCL vldkna v zdavislosti na koncentraci [46]

Fibre

PCL solution

Fibre production

concentration (%)

rate {(m/min)

diameter (pm)

5

Fibres not formed

3 25410 190.0452.2
10 21+0.6 153.3+4.7
15 1.9+0.6 151.7+6.2
20 09+0.1 147.6+4.7

Na zavér této Casti vénované SirSimu popisu mokrého zvldkniovani je mozné fict, Ze ackoliv je
metoda na prvni pohled jednoducha, tak dokonalé zvladnuti technologie vyZaduje dlouhou a narocnou
optimalizaci podminek. Laboratorni verze procesu pak nabizi Sirokou paletu moznosti pro vyzkumné
zaméry a aplikace. Nejvétsi vyhodou tohoto zplisobu tvorby vidken je fakt, Ze umoZnuje praci i
s polymernimi systémy, které jsou teplotné citlivé nebo z jinych dlvod( nezvldknitelné z taveniny.

2.5 Elektrostatické zvlaknovani

Elektrostatické zvlaknovani (elektrospining; electrospinning) je postup pfipravy nanovldken a zaroven
obecné nanomateriall s vysokou pfidanou hodnotou, napfiklad filtracnich membran. Pfi prvnim pohledu
na schéma aparatury je snad mozné prohlasit, Ze se jednd o principidlné jednoduchou techniku (Obrazek
13) [47]. Kapitola popisujici elektrostatické zvlaknovani je prevzata z diplomové prace autora [47].
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Obrazek 13 — Schéma jednoduchého zatizeni pro elektrostatické zvlaknovani [47]

Zafizeni na elektrostatické zvlaknovani se sklada ze zdroje vysokého napéti, ktery je pfipojen na
jehlu injekéni strikacky, ve které se nachazi zvlaknovaci roztok. Ta byva nejcastéji usazena v linearnim
davkovaci. Ve vzdalenosti nékolika jednotek az desitek centimetrl od jehly je ustaven uzemnény kolektor,
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ktery je tvofen kovovym plechem. Na linedrnim davkovadi je nastaven pratok a po jeho zapnuti je roztok
tlacen skrze jehlu, na jejimz konci se vytvari kapic¢ka. Simultanné je zapnuto vysoké napéti. Vlivem vzniklé
elektrostatické sily potencidlového rozdilu je z kapky vysokou rychlosti vytahovano vlakno, které béhem
letu ke kolektoru tuhne, aZ utvari vrstvu netkané nanovlakenné textilie. [48] Tento prvotni popis bude
zatim stacit jako zakladna pro popsani mnoha proménnych, vlivi a meznich stavl tohoto vnitiné velmi
komplikovaného procesu, ve kterém je po delSim studiu mozné nalézt obecné platné zakonitosti. Je
potieba zminit, Ze Uspésné zvldknéni mnohdy zavisi na nalezeni kompromisu mezi parametry a prace tak
Casto byva provddéna na zakladé empirie.

e Parametry urcujici zvlaknovaci proces je mozné rozdélit na tfi skupiny:
e Parametry roztoku (viskozita, vodivost, povrchové napéti a dalsi)
e Parametry zafizeni (napéti, vzdalenost elektrod, tvar kolektoru a dalsi)
e Parametry prostredi (teplota, vihkost vzduchu, atmosféra a dalsi)

Po uvedeni téchto souvislosti bude popsan priimyslovy zplisob elektrostatického zvlakrnovani.

2.5.1 Parametry zvlakiovaného roztoku
NejdllezZitéjsim krokem pfi elektrospinningu je vybér systému polymer-rozpoustédlo. Z této volby jednak
vyplyvaji chemické a mechanické vlastnosti nanovldken, ale predevsim zda vibec zvlakriovani bude
Uspésné. V dobé sepsani této prace byla jiz zvlaknéna vétsina technicky a primyslové duleZitych polymert
jako napriklad jsou PU, PA-6, PE, PS, PVDF, PVAc, PAN, PVC, PMMA, PET a mnohé dalsi. Z biopolymerd je
vhodné zminit chitosan, PLA, PCL, PHB ¢i celuldzu a jeji derivaty. DlleZitou skupinou, predevsim pro ucely
této prace, jsou vodou rozpustné polymery jako je PEO, PVP a PVA [49].

U polymeru je velmi dileZita rozpustnost ve zvoleném rozpoustédle a vysledné vlastnosti roztoku,
kterymi jsou viskozita, elektricka vodivost, povrchové napéti a v neposledni fadé tékavost. Rozpustnost,
koncentrace, kterou je moZné vsystému dosahnout, viskozita a dalSi parametry pfimo souvisi
s molekulovou hmotnosti a polydisperzitou polymeru. Obecné plati, Ze pfi velmi nizkych koncentracich
polymeru v roztoku a nizké viskozité roztoku misto electrospinningu pozorujeme electrospraying [50]
(Obrazek 14).

Obrazek 14 — Fotografie electrosprayingu (vlevo) a electrospinningu (vpravo) [51]

Oba tyto déje jsou zaloZeny na spole¢ném jevu, ktery vznika vlivem intenzivniho pole, tzv. TaylorQv
kuZel (Obrazek 15), utvar vznikly navzdory povrchovému napéti roztoku. Pokud aplikované vysoké napéti
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presahne kritickou hodnotu, ze S3picky kuZele wvytryskne proud roztoku, ktery je bud rozprasen
(electrospraying) nebo protaZen ve vlakno (electrospinning) [52].

2.5.1.1. Vliv koncentrace polymeru a viskozity

Pfi koncentraci a viskozité polymerniho roztoku, kdy zacne nad tvorbou kapek previadat
zvldknovani, pozorujeme stéle jisté defekty ve vldkenné strukture pripominajici protazené kapky, neboli
perlicky (anglicky beads). Jedna se o nej¢astéjsi defekt, ktery je zplsoben kapilarnim roztrzenim (anglicky
capillary breakup), kdy povrchové napéti roztoku je natolik vysoké, Ze kapalina se formuje do Utvarid o

Obrazek 15 — Formace Taylorova kuZele a vznik proudu roztoku [52]

Prameér takto vzniklych vidken byva jednak vzhledem k nizké koncentraci roztoku a taktéz diky
popsanym defektim velmi maly (nékdy i desitky nanometrl). Se zvysujici se viskozitou a koncentraci
polymeru v roztoku nardstd primér vlaken, zatimco pocet perlickovych defektl se sniZuje a ty zbyvajici se
protahuiji. Pfi urcité koncentraci jsou ziskana vlakna bez defekt(, oviem v porovnani s prvotnim prikladem
je pramér vlakna nékolikandsobny [50] (Obrazek 16).

le: 289 centipoise If: 527centipoise Iz 1250 centipoise 1h: 1835 centipoise

Obrazek 16 — Z4avislost morfologie vldken na viskozité zvldknovaného roztoku [50]

Obrazek 16 je prevzat z literatury [50], kde byla studovana tvorba perlickovych defektl v zavislosti
na procesnich parametrech electrospinningu vodného roztoku polyethylenoxidu. Jednotka 1, centipoise”
zminéna v popisech jednotlivych obrazk(i odpovida 1 mPa:-s. Pro ilustraci dynamicka viskozita vody pfi 20
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°C ¢ini pfiblizné 1 mPa-s, olivového oleje 100 mPa-s, glycerolu 1500 mPa-s a medu pfiblizné 10000 mPa-s
[53].

PFilis vysoka koncentrace polymeru v roztoku ¢asto vede k samovolné, teplotné reverzibilni gelaci
[54]. To byva pfi electrospinningu velky problém, protoZe vznikly gel ucpava jehlu a je pro zvlaknovani
nepouzitelny. Casto se stavd, 7e roztok ztuhne, a? v injekéni stfikaéce béhem zvldkriovéni, co? vede
k hromadéni naboje v injekéni sttikacce potazmo v celém linedrnim davkovacdi, ktery pokud neni uzemnén,
byva takto ¢asto poskozen. Stabilni, ale vysoce koncentrovany roztok taktéz neni vhodny, bud’ z dlivodu
produkce vldken s pfilis velkym prdmérem, nebo kvali vysoké viskozité, ktera brani vytvoreni Taylorova
kuZele [55]. Vysoce koncentrovany roztok polymeru v rozpoustédle, které se snadno vyparuje (napfiklad
chloroform) navic ¢asto predcasné zatuhne jesté béhem zvlaknovani, coZ na jednu stranu muzZe vést
k vytvoreni 3D mikrovlakennych struktur [56], ale pro vytvoreni jednotnych vrstev s nizkym primérem
vldken je, pokud pomineme aktivaci, nevhodny [57].

Koncentrace polymeru v roztoku a jeho viskozita Uzce souvisi taktéZz s povrchovym napétim. To
v prvé fadé pUsobi jako protisila pfi tvorbé Taylorova kuZele a zaroven zpUsobuje perlickové defekty vlivem
kapildrniho roztrzeni. Je tedy vhodné do urcité miry pracovat s roztokem o nizs§im povrchovém napéti [50].
V predeslém odstavci bylo zminéno, ze zvySenim koncentrace polymeru vroztoku se da predejit
pritomnosti perlickovych defektll. To je spojeno vétSinou praveé se snizenim povrchového napéti (Obrazek
17).
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Obrazek 17 — Zavislost viskozity a povrchového napéti na koncentraci polymeru [55]

Na obrazku 17 je mozné vidét, Ze viskozita vyrazné roste s koncentraci, zatimco povrchové napéti
(symboly s chybovou useckou) klesa. Mohlo by se zdat, Ze tedy vysoce koncentrované roztoky jsou pro
zvlaknovani idedlni, ale jak jiz bylo zminéno, neni tomu vZdy tak. V praxi se hleda vhodné koncentracni
rozmezi, pripadné se vhodnymi aditivy upravuji reologické vlastnosti roztoku [58]. Koncentrace
odpovidajici praseciku krivek zavislosti viskozity a povrchového napéti by mohla byt oznacena za
nejvhodnéjsi pro zvldknovani, ale ani toto tvrzeni neni moziné zobecnit vzhledem k mnoha dalSim
parametrim zvlaknovaciho procesu.

2.5.1.2 Vliv elektrické vodivosti roztoku

Jednim z nich je elektrickd vodivost roztoku. Roztoky s nizkou elektrickou vodivosti je obtizné
zvldknovat [59], a pokud uZ je to mozné, tak morfologie vldken neni idealni, objevuji se perlicky a velké
prameéry vldken [50]. Vykonnost procesu, tedy prenos vlakenné hmoty za jednotku c¢asu, byva nizky. Je
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nutné podotknout, Ze opét vykonnost nezavisi pouze na elektrické vodivosti, ale na kombinaci vSech
parametrQ v Cele s vyparnosti a vhodnosti pouZitého rozpoustéla, pouZitém napéti a pritoku nastavenému
na linedrnim davkovaci. Parametrem, ktery ovlivriuje primér vlaken a je zavisly na vodivosti zvldkiovaného
roztoku je objemova hustota pro3lého naboje, p, [60]. Jednotka této veliCiny je coulomb na litr [C/I] a
ziska se jako soucin proudu | proslého mezi elektrodami [A], Casu t po ktery je zvlaknovano [s], koncentrace
roztoku c [hm. %], hustoty roztoku p [kg/l], tento soucin je vydéleny hmotnosti vldken m, sbiranych na
kolektoru (Vztah 1) [61].

t
Pq = CProztok fo Idt [/ Mysna (1)

Objemova hustota naboje je obecné zavisla na vodivosti roztoku. Dlvody zlepseni zvlaknovani
(mensi mnoiZstvi defektli, mensi prGmér vlaken, vykonnost) pfi zvySeni vodivosti roztoku jsou vyborné
popsany ve studii profesora Renekera [50]. Na modelovém pfikladu zvlaknovani polyetylen oxidu ve vodé
s pridavky chloridu sodného pozoruje zvyseni vodivosti roztoku a nasledné i objemové hustoty naboje pfti
elektrostatickém zvladkniovani. Pfidavek soli ovsem nesniZuje odpor roztoku natolik, aby se projevila
iontova vodivost v tryskajicim a odparujicim se roztoku, avSak umoZznuje koncentrovani ndboje uvnitf a na
okraji jehly, kde se tvofi Taylor(v kuZel. Vyssi koncentrace naboje zvysuje sily plsobici na tryskani roztoku,
coz zapricinuje mensi primér vladken a potladuje mechanismus tvorby perlickovych defektl (Obrazek 18)
[50].

2e 303 Coulomiiner

"2 6.57 Coulamblliter 2f 28 8 CoulomWiiter

Obrazek 18 — Zavislost morfologie vldaken na objemové hustoté naboje [50]
2.5.1.3 Vliv druhu rozpoustédlia

Volba rozpoustédla vhodného pro elektrostatické zvldknovani je v prvé radé fizena tim, zda je
kompatibilni se zvlakrovanym polymerem a pfipadnymi aditivy. Roztok musi byt stabilni a slozky by spolu
nemély reagovat. U rozpoustédla a vzniklého roztoku sledujeme vsechny doposud zminéné charakteristiky
jako elektrickou vodivost, povrchové napéti a viskozitu. Dalsi informaci mize byt dipdlovy moment a
dielektrickd konstanta rozpoustédla. DuleZitou vlastnosti je tenze par, bod varu a s témito vlastnostmi
spojenad vyparnost rozpoustédla [59]. JelikozZ je ale tato problematika mimoradné rozsahla a do jisté miry
zavisla na empirii, bude popsano nékolik priklad, které |épe nastini souvislosti vedouci k volbé vhodného
rozpoustédla.

Experimentdlné bylo zjisténo na opakovanych studiich zvlakiovani polystyrenu, Ze rozpoustédla
s vysokym dipélovym momentem vykazuji velmi dobré vysledky jak ve vykonnosti procesu, tak i ve
vysledné morfologii vlaken [62]. Mezi tato rozpoustédla patfi napfiklad DMF, DMAc nebo DMSO. DMF
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patfi mezi nejpouzivanéjsi rozpoustédla v elektrostatickém zvldknovani z mnoha dlivodl [63, 64, 65]
Rozpousti velké spektrum polymerd, véetné PVDF, PU, PAN nebo PMMA. Vyznaduje se nizkou vyparnosti,
vysokym bodem varu a schopnosti rozpoustét alkylamonné soli [66], velmi pouZivany je napfiklad bromid
tetraethyl amonny, TEAB nebo chlorid lithny [67]. Nevyhodou DMF i DMAc je toxicita, kterda omezuje
pouZziti pro kosmetické a medicindlni aplikace. Stale aktualnim primyslovym problémem je, zda a kolik
zbytkového rozpoustédla zlstava ve vzniklych nanovldknech.

V mnoha ptipadech roztok polymeru pouze v jednom druhu rozpoustédla nevykazuje parametry
pouzitelné pro kvalitni a vykonné zvldknovani. Ptikladem budiz zvlaknovani vodného roztoku
polyethylenoxidu, do kterého se priddva ethanol pro zvySeni viskozity, snizeni povrchového napéti a
zvyseni vyparnosti [68]. V pripadé zvlaknovani polyhydroxybutyrdtu PHB [69] nebo polymlécné kyseliny
PLA [70] se do jejich chloroformového roztoku priddva DMF pro sniZeni vyparnosti roztoku a tim snizeni
praméru vladken a zvyseni koncentracni stability roztoku.

Volbou vhodného rozpoustédla se da ovliviiovat morfologie vzniklych vldken nejen v ramci
pramérq, ale i struktury. Porézni struktury se da snadno dosdhnout pouZitim rozpoustédla s vysokou
vyparnosti (Obrazek 19). Pfidavkem takového rozpoustédla do vyse vrouciho roztoku je mozné dosahnout
podobného efektu [71]. Snimek z elektronového mikroskopu ukazuje takto pfipraveného vidkna. Je-li ale
pofizen snimek v fezu na transmisnim elektronovém mikroskopu (Obrazek 20), vidime, Ze se jedna pouze
o povrchovou strukturu. Vyslednd morfologie nezdvisi pouze na aditivaci, ale predevsim na vlhkosti
vzduchu pfi zvlaknovani. Mechanismus tohoto jevu je popsan v kapitole o parametrech prostredi.

Obrazek 19 — Struktura vlakna z roztoku s vysokou vyparnosti rozpoustédla [71]

200 nm

Obrazek 20 — TEM snimek fezu povrchoveé porézniho vlakna [71]
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2.5.2 Parametry zvlaknovaciho zarizeni

Jak bylo popsano v Uvodu, zafizeni na elektrostatické zvlaknovani se v nejjednodussim usporadani sklada
ze tri Casti, zdroje vysokého napéti, davkovaciho zafizeni s injekéni stfikackou, ve které je zvlaknovaci
roztok a uzemnénym kolektorem. Z tohoto usporadani mizZzeme vyvodit mozné varianty. Nejdrive budou
popsany ty proménné, které nejvice souvisi se zvlakfiovacim roztokem a jiz popsanymi veli¢inami.

2.5.2.1 Parametry zdroje vysokého napéti

Elektrodova vzdalenost je definovana jako vzdalenost od hrotu jehly k nejblizsSimu bodu kolektoru.
Zasadné ovliviiuje cely proces, protoZe se vzristajici vzdalenosti klesa intenzita elektrického pole. Zaroven
ale dostatecna draha letu vldken umozZnuje jejich protazeni do nanoskopickych praméra. Dostatecna
elektrodova vzdalenost je velmi dlleZitd pro vznik jednotlivych navzdjem neslepenych vldken, a to
z dlivodu potfebné doby vypareni a zpevnéni vldakna (Obrazek 21). Byly popsany varianty, kdy vzdalenost
neméla na morfologii zasadni vliv, ale v mnoha ptipadech snizeni vzdalenosti a tim zvyseni sily elektrického
pole zpuUsobuje pritomnost perlickovych defektll z divodu nardstu nestability tryskani. Pokud je naopak
vzdalenost pfilis velka tak sila pole je zanedbatelna a na kolektoru se vlakna neukladaji [59].
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Obrazek 21 — SEM snimek PA vldken pfi vzdalenosti elektrod 2 cm (a) a 0,5 cm (b)[59]

Sila elektrického pole je vedle elektrodové vzdalenosti uréena predevsim aplikovanym napétim na
zvldknovaci jehle. Pouzivaji se napéti od nékolika kilovoltl az po desitky kilovoltld, a to i na obou
elektroddach, kdy se na kolektor zavadi zaporny potencial. Tim se velmi dobfe fokusuje tryskajici svazek
vldken. Nejcastéji je na jehlu aplikovan kladny pél a je pouZito stejnosmérné napéti. Byly popsany pfipady,
kdy je vyhodné na zvlaknovany roztok aplikovat zaporné napéti anebo i stfidavy proud, ale nejedna se o
pfilis vyuzivané podminky [59].

Aplikované vysoké napéti a jim vznikla elektrostaticka sila musi prekonat povrchové napéti
roztoku, aby z takto vzniklého Taylorova kuZele zacaly tryskat vlakna smérem ke kolektoru. Tato vlakna
jsou nositelem elektrického proudu mezi jehlou a kolektorem. Pokud zapojime mezi kolektor a zem citlivy
ampérmetr dostaneme tak velmi dilezity vhled do celého procesu. Prosly proud v zavislosti na ¢ase dava
poznat kolik a zda vibec dochazelo k pfenosu hmoty a pokud proud integrujeme dle Casu, ziskdme
nezbytnou hodnotu pro vypocet objemové hustoty naboje, dle jiz popsané rovnice 1. Z tvaru zavislosti
proslého proudu na case a jejich vykyv( také dokazeme urcit, zda béhem procesu dochazelo
k electrosprayingu nebo kdy se napfiklad z jehly odtrhla kapka roztoku (Obrazek 22). V redlném case pak
dokaZeme odhadnout, zda vlakna budou morfologicky v pofadku anebo bude zvldknéna vrstva obsahovat
defekty nebo naprasené kapicky. Prochazejici proud | je mozné odhadnout za pomoci empirické rovnice 2.
E je sila elektrického pole, Q je nastaveny pritok a K je vodivost roztoku.
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Icelkovy = EQ0'5K0'4 (2)

Tohoto vypoctu lze vyuzit pro hruby odhad vykonU zvldknovani a vyslednych morfologii jen na
zakladé méreni vodivosti vzorku [72]. Hodnotu sily elektrického pole Ize snadno urdit jako podil pouzitého
rozdilu napéti podéleného vzdalenosti mezi elektrodami [kV/cm].

Current (pA)

w2 30
:-.(.’;ou,” ” “(.)Z Time (second) (b)

Obrazek 22 — Z3avislost morfologie vlaken na profilu proslého proudu [72]

Na predchozim Obrdazku 22 |ze vidét zavislosti prochazejiciho proudu na ¢ase a morfologii vzniklych
vrstev nanovlaken z roztoku 20 hm.% PU (a) a 20 hm.% PU s pridavkem 1,27 % TEAB (b). Pfidavek soli zvysil
podstatné prochazejici proud. Na zavislosti jsou vidét i vyssi absolutni oscilace prochazejiciho proudu
(usecky y). Morfologie vlaken je podstatné odlisnéjsi vzhledem k vétSimu priméru vidken v druhém
pfipadé [73].

Nastaveny pratok hraje roli hlavné ve stabilité tryskani vlaken. PrilisSny pratok vzhledem k dalsim
parametrim se projevi bud’ zvétSenim priméru vldken anebo zvétSovanim kapicky na hrotu jehly a jejim
naslednym odtrzenim. V takovém pfipadé mlzZe dojit k naruseni vrstvy vldken. Naopak nedostatecny
pratok sniZzuje vykonnost procesu a mize vést k nerovnomérné distribuci prdméra vldken. Hleddme tedy
podobné jako u jinych parametrd stabilni, stfedni cestu [59].

2.5.2.2 Parametry kolektoru

Doposud byl pouzit v pfikladech pro jednoduchost jako kolektor kovovy uzemnény plech.
Variabilita pouzitelnych kolektor(i dava electrospinningu novy rozmér, co se ty¢e mozného tvarovan
vldken a jejich konecné aplikace-[74]. Pro zna¢nou rozsahlost budou uvedena pouze nékterd, nejdilezitéjs
usporadani.

.
[
.
[

Pro ziskani vétsiho mnoZstvi nanovldken v laboratornim méfitku se bézné pouziva otocny valec o
rGznych pridmérech a rychlosti otaceni. Pokud vélec neni tvofen jednotnym povrchem, ale paralelnimi
draty ziskdme usporadand vlakna ve viceméné pravém uhlu vici napnutym strundm (Obrazek 23).
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Rotation

Obrazek 23 — Valcové kolektory pro netkana a usporadana nanovlakna [74]

Pokud mame k dispozici zdroj negativniho vysokého napéti, snadno mizZeme vytvofit zafizeni pro
ziskani trubicky z paralelné usporadanych nanovlaken. Priimér takové trubicky se omezuje do priblizné
jednoho aZ nékolika centimetr(i. Na paralelné usporadané noZze je privedeno negativni napéti, nad nimi je
postavena velmi rychle rotujici ty¢, kolem které se vlakna usporadavaji. Po zvlaknéni mizeme z tyce
stdhnout trubicku, kterd pokud je z vhodného biokompatibilniho materidlu, mlze slouzit v tkarovém
inZenyrstvi jako pomocny materidl pro obnovu cév (Obrazek 24). Pokud v usporadani vynechame
negativné nabité noze, ziskdme trubicku bez paralelniho uspofadani vldken.

~ N

Negative
Nigh voltage Knite edged

Obrazek 24 — Kolektor pro ziskani trubicky s paralelné uspofadanymi viakny [74]

Pro ziskdni makroskopického multifilamentu z paralelné uspotfddanych nanovldken je moziné
pouZzit rychle rotujici ostry disk (Obrazek 25). Vlakna se ukladaji po obvodu disku.

- &

Obrazek 25 — Kolektor pro ziskani multifilamentu z nanovlaken [74]

Zapredeny nanovldkenny multifilament je mozné pfipravit, kdyz pouzijeme dva uzemnéné kruhové
kolektory usporadané proti sobé (Obrazek 26).
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Obrazek 26 — Kolektor pro ziskani zapfedeného multifilamentu [74]

Podobnou variabilitu jako uspofadani kolektoru nabizi i moZnost opacné elektrody, tedy
v nejjednodussim pfipadé jehly. Pfi pouZiti tohoto nejjednodussiho usporadani dochazi casto k zasychani
hrotu jehly. Aby se predeslo tomuto negativnimu jevu, byl zaveden tzv. koaxidlni electrospinning (Obrazek
27a). Nazorné feceno jedna se o jehlu uvnitf jehly. Do vnitini jehly je aplikovan pdvodni polymerni roztok
a do vnéjsiho plasté rozpoustédlo, které brani zaschnuti trysky. Toto usporadani, po modifikaci, kdy byly
zaménény roztoky, tak aby polymerni roztok byl ve vnéjsi jehle, otevielo cestu pro tvorbu sloZitéjsich
nanovlakennych struktur, jako jsou kontinudlni nanotrubicky (Obrazek 27b) nebo core-shell nanovlakna
(jadro-plast) (Obrazek 27c). Dalsi variantou je tzv. triaxilni electrospinning, ktery vznikne pouzitim dvou
plasty, tedy tfi jehel v sobé.

Solution A Solution B

Positive high voltage

(a) (b) (c)

Obrazek 27 — Koaxialni electrospinning a mozné struktury [74]

“

Méné vyuZivanym, ale dozajista zajimavym zafizenim je jehla pro tzv. ,side-by-side
electrospinning. Jednd se o jehlu rozpllenou prepazkou umoznujici oddéleny privod dvou roztokd. Na
Spicce se oba roztoky potkavaji a je z nich vytaZen spolecny Taylorlv kuZel. Vlivem spravné volby obou
roztokl ale nedochazi k miseni a vznika dvojité az pllené vlakno s rozdilnym slozenim na kazdé strané
(Obrazek 28).
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Obrazek 28 — Side-by-side electrospinning [74]

2.5.3 Parametry prostiedi

vvvvvv

vzduchu. Oba parametry vyrazné ovliviiuji vyparnost roztoku a tim cely zvlaknovaci proces. Bylo zjiSténo,
Ze pfi vysoké relativni vlhkosti vzduchu a vhodné vysoké vyparnosti rozpoustédla se na povrchu vldken
Castéji objevuji pory. Tento jev je zplUsoben kondenzaci vody vlivem rychlého ochlazeni povrchu vidkna,
kapicky vody takto penetruji strukturu vldkna. Bylo zjisténo, Ze hloubka péru se zvétsuje s rostouci vihkosti
[59].

Morfologie povrchu viakna je daleZitym prvkem, ale vihkost vzduchu ovliviiuje predevsim samotné
zvlakiovani a vysledny primér vidken. Cim je vlhkost vy$i, tim pomalejsi je rychlost vypafovéni
rozpoustédla béhem tryskani vldken. PFi sprdvném nastaveni vlihkosti je tak mozné ziskat vldkna s velmi
nizkym prlimérem, a to z divodu delsi doby elasticity pro protaZeni vldken béhem electrospinningu. Na
modelovém pfikladu zvldknovani polyethylenoxidu z vodného roztoku byla dokumentovdna zavislost
praméru vldken na relativni vihkosti (Obrazek 29) [75]. Pri vysoké vihkosti se zacaly objevovat perlickové
defekty vldken.

Bylo popsano, Ze atmosféra vzhledem k chemickému sloZeni ovliviiuje proces zvlaknovani.
Nejcastéji a v pramyslu vyhradné se pouziva vzduch. Pro zajimavost je mozné uvést, Ze electrospinning je
neproveditelny v héliové atmosféfe zdlvodu nizkého prirazného napéti. Naopak plyny s vyssim
praraznym napétim nez vykazuje vzduch, je moZné pouzit. Pfikladem budiz dichlordifluormethan (freon
12), kdy vznikla vldkna v porovnani s atmosférou vzduchu vykazuji dvakrat vétsi primér [59].

Teplota atmosféry ovliviiuje vyparnost roztoku. PFi vyssi teploté pozorujeme vyssi priiméry vidken.
Pro modulaci vlhkosti a teploty vzduchu se v primyslu pouzivaji vykonné klimatizacni jednotky.
V laboratornim usporadani je jednodussi modulovat teplotu roztoku vnéjsim zahtivanim injekéni stiikacky
[76].
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Obrazek 29 — Zavislost praméru vlaken PEO na relativni vihkosti vzduchu [75]

2.5.4 Elektrostatické zvlaknovani v prumyslu

V této Casti budou struéné popsany principy, které umoznily rozsifeni elektrostatického zvlaknovani
z laboratore do vyrobnich hal a tim otevrely dvefe vzniku nanovlakennych uzitnych pfedmétl kazdodenni
potfeby. Kdatu sepsani této prace jiz existuje vicero technologickych pfistupl primyslového
electrospinningu, avsak pozornost bude zamérena pouze na technologii Nanospider od firmy Elmarco s.r.o.
na jejichz pfistrojich byla tato prace provadéna.

Prestoze od roku 2007, kdy byla prodana prvni pramyslova linka, se technologie Nanospider
vyrazné vylepsila, principidlné se stale jedna o tzv. bezjehlové zvlaknovani z povrchu. Prvotni usporadani
spocivalo v otacejicim se valci ponofeném castecné ve zvldkfiovaném roztoku, ktery zaroven slouzil jako
kladnd elektroda. Vlakna se ukladala na netkanou textilii, i papir umistény pted druhou, uzemnénou nebo
zaporné nabitou elektrodou (Obrazek 30) [77].
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Obrazek 30 — Schéma bezjehlového zvlaknovani z povrchu valce [77]

Na povrchu valce se po zapnuti vysokého napéti vytvari desitky aZz stovky zvldknujicich trysek
(Obrazek 31). Velky povrch valce je ale zaroven velkou nevyhodou usporaddni, kterd snizuje silu
elektrostatického pole a umoznuje vyparovani rozpoustédla mimo elektrostaticky dé&j. Zvlaknovani roztok
naptiklad z THF nebo chloroformu je tedy znemoznéno rychlym zaschnutim a ndslednym zaseknutim
elektrody.

Obrazek 31 — Valcova elektroda v technologii Nanospider [78]

Nevyhoda slabé intenzity elektrického pole mulzZe byt ¢asteéné vykompenzovana pouZitim
upravené elektrody slozené z natazenych paralelnich strun, pfipadné z dalSich bodovych, lopatkovych a
dalSich tvard (Obrazek 32). Takové usporadani je vyhodné pro vodné a pomalu se vyparujici roztoky [79].
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Obrazek 32 — Mozné usporadani a tvary valcovych elektrod v technologii Nanospider [79]

Zavedeni takového typu elektrod ovsem stale neumoznuje efektivni zvlaknovani vétsiny druhl
roztokd. Tyto problémy byly vyfeseny novym druhem jednostrunné elektrody (Obrazek 33), ktera je
stabilni rychlosti pokryvana roztokem v posuvném pojezdu [80]. Se zavedenim jak valcové, tak strunové
elektrody vstupuje do procesu mnoho novych proménnych a na kvalitu zvlaknovaciho roztoku to klade
jesteé vétsi naroky nez u jednoduchého zvlaknéniz jehly. Nékteré parametry jako pouZité napéti, vzdalenost
elektrod a vlastnosti roztoku zistavaji stejné, méni se ovsem rychlost pritoku, ktera je nahrazena rychlosti
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otaceni valce, i frekvenci pojezdu zvlhcujici strunovou elektrodu. PloSna hmotnost vldken je nyni snadno
modulovatelnd rychlosti navinu podplrné netkané textilie nebo jiného materiadlu bez potteby prerusovat
kontinualni proces zvlaknovani. Objevuji se nové problémy spojené s jednotnosti vrstvy a morfologii
vldkennych vrstev, ale vzhledem k zaméreni a rozsahu prace nebudou dale popisovany, protoze hraji vétsi
roli pfi tvorbé vlaken urcenych k filtraci kapalin a plyng.

Obrazek 33 — Jednostrunna elektroda s posuvnym pojezdem obsahujici roztok [81]

Nejvétsi dostupné priimyslové zafizeni obsahuje osm zvlaknovacich strunovych elektrod o délce
1,6 metru. Celkové rozméry stroje jsou 2,6 x 2,6 x 2,5 metrl (Obrazek 34). Hodnoty produkce zavisi
samoziejmé na konkrétnim zvlaknovani, ale napfiklad u PA6 je mozZné za den vyrobit desitky tisic metr(
¢tvereénich netkané textilie o plosné hmotnosti 0,03 g.m™ [82].

E —

Obrazek 34 — Produk¢ni linka NS 851600U pro primyslovou produkci nanovlaken [81]

2.6 Nanotechnologie v potravinarstvi

V predchozich kapitolach byly popsany metody pripravy nanobiomateriall se zacilenim na potravinové a
kosmetické aplikace. Nasledujici kapitola si klade za ukol predstavit zakladni aplikace, trendy a urcujici
prace v oboru. Pro ziskani nahledu do situace bylo vybrano nékolik pfehledovych publikaci v ramci nékolika
let [83, 84, 85, 86, 87].

Stejné jako v materidlové nanotechnologii, tak i v potravinové aplikaci rozliSujeme produkty
vzniklé postupy ,bottom-up” a ,top-down”, pficemzZ jako top-down proces mliZzeme povaZovat mleti,
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sekani a podobné Upravy. Prostym mletim byl ziskdn napfiklad prasek zeleného caje s vySSimi
antioxidacnimi acinky, a to na zakladé lepsiho uvolnéni rozpustnych sloZzek vlivem vétSiho mérného
povrchu submikronovych a nanocastic. Z druhé strany spektra jako ptiklad bottom-up metody je mozné
uvést self-assembly micel tvofenych kaseinem, Skroby, proteiny a dalsi. Nanoskopicky rozmér se vyskytuje
v potravinach bézné v podobé koloidl, emulzi a na fazovych rozhranich. Priklad rozmér molekul a Gtvard
v potravinach je zobrazen v nasledujici tabulce (Tabulka 3) [83].

Tabulka 3 — pfehled rozmérl nanoskopickych sloucenin a material( v potravinovém sektoru [38]

Structures Diameter or length (nm)
DNA 12
Glucose 21-75
Liposome 30-10000
LDH 40-300
Amylopectin 44-200
Casein micelle 60-100
PLA nanosphere 100-300
Zein 200
Cubosome 500
Nanosensors <1000

Zakladni aplikacni vétve vedou do oblasti obalovych materidlll a samotnych potravin. Prehled
potencialnich aplikaci shrnuje nésledujici grafika (Obrazek 35) [83].

35



Ochrana pred oxidaci

Rizené uvolfiovani enkapsulovanych Zivin (uvoliiovéni na zéakladé
zmény pH a vihkosti)

Zména a potlaceni chuti a viini

Dodavani nanoenkapsulovanych vitamini, pFichuti apod.
Detekce patogend v potravinovych systémech

Bezpecnost potravin a jejich analyza

A

Potravinové aplikace

Nanotechnologie

S/

~— o
e ————— —
— I

Aplikace
potravinovych

y obalid

VylepZeni obalovych vlastnosti (bariérové vlastnosti vici plynim a
vlhkosti, mechanické vlastnosti)

ProdlouZeni doby trvanlivosti skrze aktivni obalové materialy
MNanoaditiva

Inteligentni obalové materialy

Dodavka a kontrolované uvolfiovani nutraceutik

Antibakterialni a samocistici vlastnosti

Monitorovani produktovych vlastnosti béhem transportu

Obrazek 35 — Rozdéleni potencialnich aplikaci [83]

Déleni dle pouzitého materidlu se pak rozsifuje na vyuziti vldkennych vrstev a ¢astic. DalSimi
materidlovymi uspofadanimi jako jsou naptiklad kompozity, kompaktni tenké vrstvy se bude text zaobirat
pouze okrajové.

Nasledujici text shrnuje vyuziti nanovlakennych vrstev a membrdan v potravinovém a agrikulturnim
sektoru. Obé tyto oblasti jsou Uzce provazany a v literatufe se popisuji ¢asto dohromady [88].

2.6.1 Aplikace nanovliken v zemédélstvi

Existuje nékolik prehledovych studii zamérenych na aplikace a aplikacni potencidl nanovldken
v potravinach a zemédélstvi. Zakladni segmenty, kde mohou nanovldkna byt vyuzivana shrnuje nasledujici
schéma (Obrazek 36) [88].
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Obrazek 36 — Schéma aplikacniho potencialu nanovlaken v zemédélstvi a potravinach [88]

Prakopnikem primé aplikace nanovlaken na rostliny, a dokonce na celd pole (Obrazek 37) je
vyzkumna skupina z Bayretské technické univerzity [48], kterd se touto aplikaci zabyva jiz fadu let. Funkce
nanovlaken v zavislosti na misté aplikace ma dva cile - ochranu rostliny, ptripadné nosnou funkce feromonl
ve strukture vldkna pro pomalejsi a fizené uvolfiovani téchto sloucenin [89]. Funkce feromonu spociva ve
zmateni samcu a zredukovani reprodukce sklidc(. Pouhé popraseni pole feromony je neefektivni vzhledem
k jejich vysoké tékavosti a Casto i oxidacni nestabilité. Termogravimetricky pak byl dokdzan rozdil
v tékavosti (Obrazek 38). Rychlost ubytku feromon( je v ramci nanovldken pomalejsi nez u samotné latky
bez nosice. Nanovlakna obsahujici feromony byly pfipraveny z biodegradabilniho polymeru PBAT [90].
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Obrazek 37 — Elektrostatické zvlakfiovani pfimo na pole [48]
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Obrazek 38 -Termogravimetricka analyza a srovnani nanovldken s feromony [48]

Pfi ochrané rostliny je pak pouzivano zakryti fezu stonk( a vétvi membranou a zabranéni priichodu
plisni (Obrazek 39). Pouzity polymer byl opét PBAT. Nevyhodou pfistupu jsou vsak pouZita rozpoustédla,
ktera zahrnovala DMF, chloroform a taktéZ drahy a toxicky hexafluoroisopropanol [89].
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Obrazek 39 — Princip pouZiti nanovlaken pfi ochrané rfezu vétvi [48]

Dalsi aplikaci nanovldken je enkapsulace organismU chranicich rostliny pfed patogeny. Jedna se o
vylepseni metod vyuziti Zivych organisml jako pfirozenych nepfatel dalSich, rostlinam nebezpecnych
organismil. Vyhodou této enkapsulace je jednak lepsi manipulace, jelikoZz nanovldkennd vrstva je
makroskopicky, celistvy Utvar podobny papiru a taktéZz zpomaleni uvolfiovani organismi vlivem bud
degradace nosného materidlu nebo zpomalenim Uniku organism( z vldkenné vrstvy. Konkrétné bylo
vyzkouseno ukotveni spdr trichodermy v nanovldknech, které byly pfipraven za pomoci elektrostatického
zvlaknéni. Elektrické pole nemélo vliv na Zivotaschopnost spdér. Nanovlakna byla aplikovdna pfimo na
kofenovy systém a listy, pficemz usporadani vykazovalo velkou aktivitu proti houbam rodu Fusarium,
zodpovédnym za tzv. fusariové vadnuti, a Cerni stridavé [88].

2.6.2 Aplikace nanovliaken v potravinarstvi

Aplikace nanovlaken v potravinach ma tti hlavni oblasti - enkapsulaci, obalové materidly a filtraci [88].
2.6.2.1 Enkapsulace

Enkapsulace si klade za cil ochranu potravin vici oxidaci, vlhkosti, svétlu a obecné okolnim
podminkam snizujici napfiklad dobu Zivotnosti, chut a dalsi chténé charakteristiky potravin. Dale je
enkapsulace vyuzivana pro zakryti nechténych chuti a pachd, imobilizace bunék a enzym, zpomaleni nebo
fizeni uvolfiovani sloZek potravin nebo zlepSeni manipulace a navyseni Zivotaschopnosti probiotik. Nékteré
klasické metody enkapsulace jako je sprejové suseni vyZaduji vyssi teploty, které vsak mohou poskodit
chténé enkapsulované latky nebo navic vytvofit toxické slouc¢eniny. Nanovlakna vznikla elektrospinningem
se nabizeji jako vhodny nosi¢ latek, a to diky jednak snadné pfipravé, nezvysené teploté a snadné
manipulaci s vyslednou nanovldkennou vrstvou. S vyhodou je pak vyuZivdna zakladni charakteristika
nanovlaken, a to relativné vysoky mérny povrchu a nizkd objemova hustota umoziujici snadné fizené
uvolfiovani. Prikladem je enkapsulace karotenu v zeinovych nanovldknech, coz je kukufi¢ny protein
postradajici nékteré aminokyseliny [88]. Enkapsulace karotenu ve vlaknech zvysila jeho stabilitu vidi
oxidaci. Vyhodou taktéz je, Ze zein je rozpustny v fedéném ethanolu, a nikoliv v toxickych solventech.
Enkapsulace byla taktéz provedena na kmenu bifidobakterii, a to v nanovlaknech vytvorenych koaxialnim
zvldknovanim, tedy metodou, kterou se daji pripravit duta ¢i core-shell vidkna (Obrazek 40). Byl sledovan
vliv zamrazeni vldken na Zivotaschopnost v delSim ¢asovém uUseku a enkapsulované bakterie vykazovaly
delsi Zivotnost. V literatufe je moZné najit fadu prikladu jednoduché enkapsulace napfiklad vonnych latek,
cyklodextrint, antioxidant( a dalsich [91].
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(a) (b)

Figure 7, (a) Optical micrograph of Mdobacteium-loaded PVA nanofbres under polarsed Sght. (b) Fluorescence mikroscopy Image of Sfidobac
tevkandoaded PVA mancfibres, (Reprinted, with peersission, fram Lopez-Rublo ot af > Copyright 2000, American Chemical Socloty )

Obrazek 40 — Enkapsulované bakterie v core-shell nanovlaknech — vizualizace fluorescenci [88]

2.6.2.2 Obalové materidly

Obalovy segment nanovlakennych aplikaci se taktéz da rozdélit dle poZzadované funkce (Obrazek
40). Bud obal pUsobi na okoli, antibakteridlnim nebo hydrofobnim plsobenim nebo dovnitf vypousténim
bioaditiv, pfipadné slouZi jako bariéra nebo senzor Cerstvosti [88].
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Obrazek 40 — rozdéleni nanovldkennych oballl dle funkce [88]

Obecné se da fici, Ze ndroky na obalové materialy v potravindch jsou hlavné schopnost prodlouZit Zivotnost
a zachovat kvalitu produktu po pozadovanou dobu, uchovat stabilni poZadovanou hodnotu vlhkosti,
zabranit prlaniku bakterii, zabranit nebo naopak propustit kyslik nebo jinych plyn a poZadavky na
mechanickou pevnost. Zaroven vSechny tyto aspekty musi korelovat s cenovou dostupnosti a moznosti
vysoké produkce materialu. Mechanické vlastnosti nanovldkennych vrstev nejsou zrovna vynikajici, ale
v podobé kompozitnich vyztuZi jistou vyhodnou alternativu predstavuji. Avsak hlavnim dlvodem
potencidlu nanovldaken v potravinovych obalech je nékolik zasadnich vlastnosti. Jednak je to mozZnost jiz
zminéné enkapsulace aktivnich slozek obalu, dale velky mérny povrch, propustnost plynu, bariérové
vlastnosti vic¢i mikroorganismim nebo inkorporace indikator(i Cerstvosti. PoZzadavky na materidlové
vlastnosti pak jsou zminéna mechanicka pevnost, inertnost, nesmi byt pfilis hmotné a objemné a dalsi [88].
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Co se tyce plnéni vldken aktivni slozkou, pfevazuje motivace spojit bariérové antibakteridlni
vlastnosti membrany a antibakteridlnich vlastnosti plniva. S dspéchem se zkoumaji kompozity
biopolmymerl a anorganickych nanocastic, napfiklad na bazi stfibra nebo médi. Samoziejmé tyto
nabizejici se aplikace vzbuzuji obavy vzhledem k stéle velkému nedostatku znalosti toxicity téchto systéma.
Jako plnivo ovsem mohou byt pouZity nanocastice oxidl kovl, napriklad oxid titanicity, ktery vykazuje
fotoaktivni a baktericidni vlastnosti, stejné tak oxid zinecnaty. DalSim postupem mizZe byt inkorporace
peptidd s antibakteridlnim puUsobenim (pleurocidin) nebo konelné aditivace malych molekul, at jiz
pfirodnich nebo syntetickych. Pfikladem muzZe byt pouZiti hfebickového oleje obsahujiciho eugenol, nebo
pridavek kvartérnich amoniovych soli. V kazdém pripadé musi byt samozfejmé posouzen objektivni benefit
usporadani at jiz z funkéniho, praktického nebo cenového hlediska. Mnoho praci tak vzbuzuje pocit, Ze
sleduji spiSe aktudlni trend pridavku antibakteridlnich slozek, které jsou z logické podstaty nepouzitelné
v obrovském segmentu potravinovych obalG. Cerstvost potravin je mozné sledovat napfiklad inkorporaci
pH citlivych malych molekul, zména pH vlivem starnuti potraviny se pak projevi zménou barvy obalu.

sve

Nanovldkna svym vysokym mérnym povrchem zapficini lepsi vizualizaci a citlivost senzoru [92].
2.6.2.3 Filtrace

Filtrace kapalin za pomoci nanovldaken je obrovské téma prekracujici potravinové uziti. Vlivem
vysoké podrovitosti a nizké objemové hustoty jsou nanovldkna oproti stavajicim membranam lepsi co se
tyCe tlakové ztraty a prutoku. PfestoZze nanovlakenné vrstvy a jimi tvofené membrany jsou velmi slibné
vtomto poli, potykaji se v praktickém pouziti stale s aplikacnimi problémy, které jsou pfiblizeny
v dopliikovych vysledcich disertacni prace v zavéru experimentalni ¢asti.

Prikladem Uspésné aplikace PA6 membrany pro filtraci je prefiltrovani zakalu jablecné Stavy.
Membrana méla priméry vldken 95 nm. Zaroven bylo zjisténo, Ze polymamid vykazuje sorpcni vlastnosti
vici polyfenoliim, které v dZusu zplsobuji nahofklou chut [93]. Dalsi zajimavou aplikaci mlze byt
hydrofobni filtrace pouzitého fritovaciho oleje a moZnosti jeho opakovaného pouziti. Vlakna v takovém
pfipadé mohou slouzit jako objemny filtr a zaroven jako sorbent akrylat a podobnych degradacnich slozek
prepdleného oleje. Stejné systémy jsou pouZivany pro vino, pivo a dalsi [94].

2.7 Nanotechnologie v kosmetice

Nanotechnologie v kosmetickém odvétvi jiz nékolik let pronikly na bézny trh (oproti nanotechnologiim
v potravinach). Jasnym dlikazem je pouZiti nanocastic oxidu titanicitého a zinec¢natého v opalovacich
krémech. Produkce nanoskopického oxidu titanicitého se pohybuje v tisicich tun za rok [95]. U oxidu
titanicitého se jednd o ¢astice s primérem 14 nm, které jsou vSak shlukovany do vétsich agregata. Vyhoda
nanocastic oxidll spociva, jak ve funkci stinit UV zareni a taktéz fakt, Ze po naneseni nevznikaji bilé skvrny
[96]. Nanotechnologie v kosmetickych aplikacich oviem je velice Siroké téma. Péknym prehledem rliznych
produktll a aplikaci je nasledujici tabulka (Tabulka 4) [97].

Tabulka 4 — Priklady vyuZziti nanotechnologickych produktl v kosmetice [97]

Priklady nanomateriali pouzivanych v kosmetickych produktech
Ttida materialu Material Funkce Priklad produktu
Aktivni Arbutin Bélici Nano Bright™
Kovy a oxidy kov( ZnO UV ochrana ZinClear-IM™
Ag Antibakterialni GNS Nanogist; Susie-K
Nano Beauty Soap
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silika

modifikator

FexOy Korektor Mineral Foundation
Au Chantecaille Nano Gold
Energizing Cream,
Nanorama
Pt, Ag Abosbujici Platinu Silver
nanocastice Nanocolloid Milky
Essence
TiO; UV ochrana Soltan
Al/Al, O3 Korektor Alusion™
Ag/Ti/TiO, Hair care Nano Weight Pro 1800
Uhlik Fullereny Inhibice volnych | Zelens®; Radical Sponge
radikall ®
Fullerosomy Inhibice volnych | Sircuit®
radikall
Nanoskopické jily a | SiO; Nosic, pletovy | LEOREX®; Rénergie ®

Si0,/Mex0,/Mica/Zn0/TiO>

UV ochrana

Eusolex®; UV Pearls Dual
Finish Pressed Compacts

Vezikularni lipidové | Liposomy, ceramidy, | Nosice aktivnich latek | Revitalift®; Lyphazome®;
nanonosice nanoemulze Celazome®; Psorinel
Lotion; Hydra Zen®
Ethosomy anti-cellulite
Pevné lipidové | Pevné lipidy Nosice aktivnich latek | Swiss Cellular™ White
nanocastice luminating eye
essence; Olivenol™
AntiFAlter Pflege, IOPE™
Super  Vital Cream;
Surmer™ Creme Legere
P¥irodni a | Modifikované Péce o plet Collamin_G™
modifikované polyaminokyseliny
olymer p - . -
polymery Hyaluronova kyselina Zvlhcovac PowerMoist™ Nano
Hyaluronic acid
Koalgen Péce o plet Bim-e-ne®
Syntetické polymery | nanokapsuly Nosice aktivnich latek | Primordiale Intense;

Hydra Flash® Brnozer

Nanocastice kromé UV stinéni slouzi taktéz jako nosice aktivnich slozek, napfiklad antioxidantd,
vitaminu, vyZivy, hydratacnich latek a dalSich. Druhy nanoskopickych nosi¢l jsou zobrazeny nize (Obrazek

41) [97].
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Matrix-type Dendrimer

Obrazek 41 — Druhy nanoskopickych nosi¢d aktivnich latek [97]

Matrix-type je oznaceni pro Castici tvofenou matrici, napfiklad poréznim zeolitem, ze kterého se
postupné uvolfiuje sorbovanad latka. Depo-type je schrankové usporadani kde aktivni slozka je ukryta ve
slupce, jednd se o obdobu core-shell ¢astic. Dendrimerni uspofadani je specialni typ makromolekuly, které
se da prirovnat k vétvim od stromu. Jedna se ¢asto o precizné syntetizované struktury vétvené specifickym
zpUsobem. Mezery mezi vétvemi pak tvofi prostor pro zachyceni aktivni prenasené latky. Zkratka LBL
znamena layer-by-layer coZ je usporadani podobné Depo-type jen s tim rozdilem, Ze ¢astici tvofi vicero
slupek. SLNP je zkratka pro solid-lipid nanoparticles. Aktivni latka je v tomto pfipadé zachycena mezi
ztuhlymi lipidickymi molekulami. NLC znamena nanolipid carrier a je spolecné s liposomy tvoren
lipidickymi usporadanimi. Nanotope je obchodni znacka pro surfaktanty stabilizovanou lipidickou
jednovrstvu uchovavajici aktivni latku [97].

Pouziti nanovldken v kosmetice je zatim otdzkou vyvoje, ale jiz na trhu existuje zajimavy
kosmeticky produkt na vyhlazeni vrdsek z laboratofi firmy Nafigate Cosmetics. Produkt , Nanoeyelift”
spociva v aplikaci hyaluronové kyseliny na misto, které je vyhlazovdno a ndasledné prekryti vrstvou
nanovlaken citlivych na vihkost. Po styku s navlhéenou kizi se jednak vldkna pfisaji na kGiZi a nasledné se
pomalu vypinaji, coz vede k vypnuti hydratované kiZze a relativnimu zmizeni vrasek. Ze stejné dilny pochazi
kosmeticky, dermatologicky pripravek ,Acne Invisible”, ktery spocivad v hojeni a kryti akné za pomoci
hyaluronové kyseliny a vrstvy nanovldken. Celd kompozice se da nakonec zakryt krémem nebo make upem
[98].

Celé odvétvi nanokosmetiky je mimoradné Siroké a pro detailnéjsi predstaveni by bylo zapotiebi
celé jedné velké shrnujici studie. Za zminku stoji fakt, Ze nanokosmetika pfitahuje mimoradnou pozornost
ve vztahu ke kontrole a regulaci [99, 100, 101].
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3. CILE DISERTACNI PRACE
V ramci disertacni prace byly zpracovavany nasledujici dil¢i ukoly:
1. Zpracovani literarni reSerSe zaméfené na:
a. screening a vybér vhodnych ptirodnich biopolymera
b. modifikace ptirodnich polymert za i¢elem zmény vlastnosti a zpracovani
c. moderni aplika¢ni formy — nanocéstice, nanovlakna, jejich struktura a vyuziti
d. metody piipravy a funkcionalizace nanovlaken
e. prehled aplikaci v potravinafstvi a kosmetice
2. Vyvoj a optimalizace metod

a. optimalizace metod piipravy a charakterizace mikro-a nanocastic na bazi ptirodnich
polymerti

b. pfiprava nanovldken metodou elektrospinningu, zvlaknénim z roztoku a odstfedivym
zvlaknénim

c. mikroskopické techniky a fyzikaln€-chemické postupy charakterizace nanovlaken a
nanocastic

3. Aplikace ptfipravenych nanovlakennych materiali
a. ptiprava funkcionalizovanych ¢éstic a nanovladken
b. testovani fyzikalné-chemickych vlastnosti materialti

c. enkapsulace a vazba biologicky aktivnich latek do nanovlakennych a ¢asticovych
materiald, srovnani vyuzitelnosti riznych aplikacnich forem

d. stabilita a biodegradabilita polymert a aplikacnich forem v modelovych
environmentalnich a fyziologickych podminkach.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Komentovany soubor publikaci a patenttii — piehled vysledki

Experimentdlni ¢ast prace je rozdélena na tfi ¢asti. V prvni ¢asti je uveden komentovany soubor
publikovanych vysledk(l a patentovych vystupl. V dalsi ¢asti jsou shrnuty dalsi vysledky prace ziskané
v rdmci mensich projektl a spoluprace s praxi. Treti ¢ast tvori doplrikové vysledky disertacni prace ziskané
ve specifickych podminkach (v rdmci spoluprace s pramyslovou praxi), a to soubézné s hlavnimi vystupy
disertacni prace na zakladé zavedenych metod a materialQ. Prace je koncipovana tak, Ze publikované prace
a patentové prihlasky jsou komentovany prehledné s odkazem na pfrislusnou pfilohu. Pfilohy obsahuiji
recenzované postupy a vystupy, které jiz byly posouzeny v ramci recenzniho fizeni. Vysledky ve druhé casti
jsou rozdéleny na jednotlivé projekty a prislusny souhrn material(i, metodickych postupt a vysledkl je
komentovan zvlast pro kazdy diléi projekt, a to z divodu jisté heterogenity jednotlivych ¢asti prace a
zachovani prehlednosti. Doplrikové vysledky jsou struéné komentovany v zavéru prace.

Podkladem k prvni ¢asti experimentalni prace je ndsledujici soubor publikovanych praci v casopisech s IF a
prijatych ¢i zapsanych prihlasek patent( a uzitnych vzoru.

4.1.1 Recenzované €lanky
Drug Release Kinetics of Electrospun PHB Meshes (Pfiloha 1)

Kundrat, V.; Cernekova, N.; Kovalcik, A.; Enev, V.; Marova, |. Drug Release Kinetics of Electrospun PHB
Meshes. Materials 2019, 12 (12), 1924. IF: 3,057 https://doi.org/10.3390/mal2121924.

Facile Preparation of Porous Microfiber fromPoly-3-(R)-Hydroxybutyrate and Its Application (Ptiloha 2)

Kundrat, V.; Matouskova, P.; Marova, |I. Facile Preparation of Porous Microfiber from Poly-3-(R)-
Hydroxybutyrate and Its  Application.  Materials 2019, 13 (1), 86. IF: 3,057
https://doi.org/10.3390/ma13010086.

4.1.2 Prihlasky vynalezi a uZitnych vzoru

Polymerni vidkno a zplisob jeho vyroby (Ptiloha 3)

Marova, |.; Kundrat, V.; Pospisil, L. Polymerni vldakno a zplsob jeho vyroby CZ Patent CZ306448.
WQ02017076374A1, 6.11.2015

Biodegradabilni viakenny filtraéni materidl se sorpénimi vlastnostmi (Ptiloha 4)

Madrov3, |.; Kundrat, V.; BeneSova, P. Biodegradabilni vidkenny filtracni material se sorpénimi vlastnostmi,
Zverejnéna prihlaska PV 2016-423, 11.7.2016

UV filtr na bazi polyhydroxybutyrdtu a zptisob jeho pfipravy (Priloha 5)

Marova, |.; Pavelkova, R.; Kundrat, V.; Matouskova, P. UV filtr na bazi polyhydroxybutyratu a zpUsob jeho
pfipravy, Zvefejnéna prihlaska 2018-197, 24.4.2018

2Zplisob rozpousténi biodegradabilnich polyesterii (Priloha 6)

Marova, |.; Kundrat, V. ZpUsob rozpousténi biodegradabilnich polyesterl, Zvefejnéna prihlaska PV 2017-
317,2.6.2017

Nanovldkenny sorpéni materidl na bazi polyhydroxybutyrdtu pro sorpci tézkych kovii (Ptiloha 7)

Kundrat, V.; Marova, I. Nanovlakenny sorpcéni material na bazi polyhydroxybutyratu pro sorpci tézkych
kovd, PUV 30069, 13.6.2016

45


https://doi.org/10.3390/ma12121924
https://doi.org/10.3390/ma13010086

4.2 Komentar k vysledkiim publikovanym v ¢asopisech

4.2.1 Kinetika uvoliiovani 1é¢iv z PHB vliken pripravenych elektrostatickym
zvlakiiovanim (Priloha 1)

Predpokladem této prace byl fenomén vzniku poréznich struktur pfi uziti dvouslozkového rozpoustédla pfi
elektrostatickém zvlaknovani, pricemz rychlost vyparu jednoho je nizsi (CHCl3) nez druhého (CH.Cl,). Pfi
takovém usporadani dochazi ochlazeni povrchu formovaného vilakna, kondenzaci vodni pary a utvoreni
pérovitého povrchu, jak jiz bylo zminéno v teoretické c¢asti disertacni prace (Obrazek 19). Zaroven byla pfi
navrhu prdace zvolena koncentraéni fada polymeru v roztoku tak, aby doslo jak k electrospinningu, tak i
electrosprayingu a ziskdni rozlicnych morfologii. V nékterych pfipadech moznou vyhodou
elektrostatického zvlaknovani a potazmo elektrostatického naprasovani je pravé navaznost obou procesu.
V nizkych koncentracich a pfi nizké viskozité prevlada electrospraying, jehoz vysledkem muze byt tenky
film, vrstva nebo jednotlivé naprasené c¢astice na povrchu, pripadné kombinace zminéného. Ve vysokych
koncentracich a pfivysoké viskozité pak proces probiha jako elektrostatické zvlaknéni's vysledkem netkané
textilie o rlzném priméru vldken. Mezi obéma procesy je spojitd ¢ast, kde nalezneme defektni vldkna
opatfend tzv. perlickami (beads), pfipadné castice propojené velmi tenkymi nanovldkny. Vyhodou
elektrostatického zvldknovani je teoreticky maximalni mozZny prenos hmoty mezi elektrodami. To
znamena3, Ze zvldknovany roztok je mozné aditivovat rozpustnymi latkami, pripadné jemnou suspenzi nebo
koloidnimi ¢asticemi. Pokud se aditivum nevypafuje, je beze zbytku preneseno spolecné se vzniklymi
nanovlakny, respektive obecné strukturami. Vznik moznych defekt( nebo fazovych separaci neni mozné
vyloudit a zavisi na konkrétnim systému.

V této studii bylo jako aditivum zvoleno antibiotikum levofloxacin, které bylo plné inkorporovéno
do vzniklych struktur. Nasledné byl zjistovan zachyt antibiotika ve strukturach a jejich uvolfiovani. Ukazalo
se, ze nejvétsi zachyt poskytla porézni vrstva pripravend electrosprayingem. Nejmensi poté nanovldkenné
formy, coz se dle mozného vysvétleni poji s vyssi viskozitou roztokl, u ktery byla zaznamenan mensi
zachyt. Je taktéZ mozné, Ze i pres plné rozpusténi antibiotika doslo k fazové separaci nebo sorpci. Nasledna
analyza uvoliovani antibiotika (Obrazek 42) ukazala, Ze v pocatcich uvoliiovani byla zaznamendna nejvyssi
koncentrace uvolnéného antibiotika u nanovldkenného vzorku, pravdépodobné z diivodu vysokého
mérného povrchu v poméru k ostatnim morfologiim.
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Obrazek 42 — zavislost uvoliiovani antibiotika z ptipravenych vrstev na ¢ase (norm. na 100 mg vzorku)
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Jeden z dulezitych vysledkl je rozdil mezi strukturou aditivovanych a neaditivovanych materiald. |
maly pridavek antibiotika ovlivnil vyslednou morfologii (Obrazek 43). Zatimco neaditivované vrstvy se
vyznacovaly vysokou porozitou, pfidavek levofloxacinu zamezil vzniku poréznich struktur. V pfipadé 5 hm.
% roztoku (Obrazek 43 C) doslo k odstranéni defektnich struktur a vzniku morfologicky jednotnych
mikrovldken.

Obrazek 43 — porovnani morfologii vzniklych elektrostatickym zvldknovani/naprasovanim bez pridavku
antibiotika (levy sloupec) a s pridavkem antibiotika (pravy sloupec) pfi stejnych koncentracich a sloZeni
roztokd (A—1 hm. %, B—4 hm. %, C—-5 hm. % PHB v CHCl; a DCM)
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Jednim z ptinosl studie je vznik modelového systému pro vytvoreni funkcionalizovanych PHB
vrstev, kde nanesend vrstva z1 hm. % roztoku ukazala pomalé a stabilni uvolfiovani modelového
antibiotika. Pfipravené vrstvy tak mohou ukazat smér pro dalsi vyvoj funkcionalizovanych membran nebo
povrchi zaloZenych na PHB. Popisovana technologie pracuje s pfimocarou soustavou rozpoustédel
zalozenych na polychlorovanych derivatech methanu. V dalSich ¢astech disertacni prace je popsan novy
postup zvlaknéni ze soustavy methyl dichloroacetdtu (MDCA) a trifluoroethanolu, ktery umoznuje ziskani
nanovlakennych struktur s priméry vlaken pod 100 nm.

4.2.2 Priprava poréznich mikrovlaken na bazi poly-3-(R)-hydroxybutyratu a jejich
aplikace (Priloha 2)

PFi vypousténi zbytku zvlakhovaciho roztoku PHB v CHCl; do ethanolu béhem uklidu laboratofe bylo
pozorovano, Ze vysrazeny polymer pfi pomalém vypousténi vytvari kontinualni strukturu podobnou
monofilamentu. Na tento jev byla zaméfena pozornost a vyhotoven obdobny experiment v kontrolovaném
prostfedi za pomoci jednoduché aparatury sloZzené z linearniho davkovace s injekéni stfikackou a dlouhou
tenkou jehlou vystupem zavedenou pod hladinu ethanolové srazeci 1azné nalité do vysSiho odmérného
valce (Obrazek 44).

Obrazek 44 — aparatura pro mokré zvlaknovani PHB

Byla navrZena série roztoku a k nim prifazenych experiment( s proménnou koncentraci a rychlosti
vtlaCovani roztoku do ldzné. Pfi kontaktu roztoku polymeru s ethanolem dochazi nejprve k vytvoreni
fazového rozhrani, které je mozné nazvat protovldknem, protoZe je stale v rozpusténém stavu, dochazi
k difuzi rozpoustédel a v urcitém momentu dojde k vysrazeni polymerniho vldkna, které gravitacné klesa
ke dnu odmérného valce. Jedna se tedy o potencidlné kontinudlni proces. V ramcilaboratorniho testovani
bylo ovSem pracovdno pouze v popsaném diskontinudlnim mddu, kdy vlakno nebylo odtahovano,
dlouzeno a navijeno. Ztohoto hlediska, tedy absence dlouZeni, vzniklé vlakno nevykazuje klasicky
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aplikovatelné mechanické vlastnosti, avSak pfi blizsi analyze za pomoci elektronové mikroskopie byla
pozorovana specifickd povrchova a vnitini struktura vidkna (Obrdazek 45). Ziskana vldkna vykazovala
zna¢nou makroporozitu jak na povrchu, tak v prrezu vldkna. V zavislosti na pouZité koncentraci polymeru
v roztoku se proménuje vlivem rozdilné viskozity i charakter porozity. Pro charakterizaci vzniklych
materiall byla pouZita vedle elektronové mikroskopie i plynova absorpcni porosimetrie.

SEMHV. 3.0 kW WD: 4.94 mm 1
View fiedd: 49.9 pm Det: BE 10 pm

Obrazek 45 — SEM analyza srazeného PHB vldakna

Na zakladé ziskanych vysledki byly sledovéany zavislosti tloustky vzniklych vldken na procesnich
parametrech. Dale byl ziskan v nékolika méfenich mérny povrch pfipravenych material(, ktery se radové
pohyboval v jednotkdach az desitkach metrd ¢tvereénich na gram. Nejvyssi dosazeny mérny povrch byl v 28
mZ2.g1u vldken vzniklych z péti procentniho roztoku, ktery byl vytlaovan rychlosti 0,5 ml.h. Tato rychlost
pfipravy je z praktického hlediska velmi pomald, v porovnani s nejvyssi pouzivanou rychlosti, 15 ml.h™* a
pfi nejvyssi pouzivané koncentraci, 10 hm. % PHB v CHCls.

Nasledné byly pripravené materialy pouZity pro sorpci rostlinnych extraktd s antimikrobidlnim
ucinkem. Bylo sledovano kratkodobé (do 60 min) a dlouhodobé (2 mésice) uvolfiovani a antibakteridlni
aktivita. Relativné vysokou antimikrobialni aktivitu vykazovaly materidly se sorbovanymi skoficovymi a
hiebickovymi extrakty.

Popsané materialy jsou pfipravovany velmi jednoduchou a snadno reprodukovatelnou cestou
s konzistentnimi vysledky. Relativné vysoky mérny povrch spojeny s jednoduchou pfipravou a novosti daly
vzniknout patentové prihlasce pfilozené v Priloze 3 s nazvem Polymerni vldkno a zplsob jeho vyroby.
Pfripraveny material byl pouzit jako aditivum pro patentovanou kompozici UV ochranného filtru v pfihlasce
UV filtr na bazi polyhydroxybutyrdtu a zptsob jeho pfipravy, ptilozené jako Pfiloha 5.

4.3 Komentar k patentovym prihlaskam

4.3.1 Polymerni vlakno a zpisob jeho vyroby (PFiloha 3)

Udéleny patent zabyvajici se pordznim polymernim vidknem, popsanym v predchozim ¢lanku byl prvné
uveden jako patentovd pfihlaska. V ramci prace byl studovan vliv srazeci lazné, teploty a rychlosti
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vytlacovani na vysledné vlakno. Systém byl shledan v zasadé dostatecné robustnim, coz bylo dokdzano v jiz
popsané publikaci. Jako zajimava extenze prace je moziné vylepSeni produktivity metody v ramci
laboratorniho nastaveni. Urcujicim krokem produktivity je kromé rychlosti vtlacovani i klesani vlakna
v ramci gravitacniho plsobeni. Pokud klesa pfilis pomalu, tak se zacne v urcité Grovni odmérného valce
hromadit chloroformovy roztok, ktery na povrchu vysrazi vrstvu polymeru, ktera brani dalSimu procesu a
cely proces se zastavi, pfipadné pozastavi za vzniku defektu nebo pretrzeni kontinudlniho vldkna. Tento
problém byl pozorovan ¢asto u vyssich koncentraci roztoku a pomalejsiho vytlacovani. Je problematické
presné urcit, kdy k tomuto dochdzi, déje se tak viceméné nahodile a jevu nebyla vénovdna dostatecna
pozornost kromé navrzeni jednoduchého usporadani predchazejici tomuto jevu. Pokud misto odmérného
valce pouzijeme napftiklad dvoulitrovou nebo vétsi kadinku, viozime do ni dostate¢né velké magnetické
michadlo a postavime srdzeci lazert na magnetickou michacku, tak dokazeme pfi dostate¢né rychlém
michani dosdhnout ve srazeci |azni viru. Pokud provedeme srazeni do viru, tak pfi adekvatné rychlém
vtlacovani roztoku (fadové mililitry za minutu) dosdhneme kontinudlniho zvlaknovani, kdy trasa vldkna je
vedena po sméru vzniklého viru ve srazeci lazni (Obrazek 46). Tento postup dokaze vyrazné zvysit
produktivitu celého procesu, ktery v predchozim usporddani pracuje fadové v mililitrech za hodinu
vtlacovaného roztoku.

Rotace sraZzedla v nadobé

Vlakna polymeru

konecéneé delky

Natok roztoku

polymeru

Tryska s vytokem roztoku polymeru I — -
umisténa ve srazedle kolmo na podstavu Nadoba s rotujicim srazedlem
nadoby

Obréazek 46 — Schéma mokrého zvlaknovani do viru srazedla (pohled shora)

Vysledné vlakno (Obrazek 47) je morfologicky podobné s vidaknem pripravenym bez této extenze).
Nevyhodou procesu je mozné mechanické poskozeni kontinudlniho viakna pfi styku s rotujicim michadlem,
k ¢emuz pfi procesu v urcité fazi zvlaknéni dojde, kontinudlni vidkno je pak namotdno na michadlo, kde je
rozcupovano na mensi fibrily. U urcitych aplikaci, napfiklad v kosmetice ve formé castic, nasekani vlidkna
na cupaninu neni prekazkou.

50



Obrazek 47 SEM analyza pfipraveného vldkna srazeného do viru srazeci lazné

4.3.2 Biodegradabilni vlikenny filtraCni material se sorpénimi vlastnostmi
(Priloha 4)

Byla nejprve vyvinuta a ovéfena metoda zvldknéni PHB z chloroformového roztoku za pomoci
odsttedivého zvlaknovani. Vysoka vyparnost rozpoustédla u chloroformového roztoku PHB umoziuje za
pomoci odstiedivé sily ziskat za krdtky cas a kontinualné velké mnozZstvi mikrovlakennych struktur.
Vyvinuta metoda neni nepodobna pfipravé cukrové vaty, kdy cukrova tavenina je rozstfikovana z rotujici
odstredivé hlavy a ochlazenim tuhne do znamé podoby. V pfipadé zvldkriovani PHB je na rychle rotujici
disk (20000 otacek za minutu) o priméru do tfi centimetrl privadén 5 % roztok, ktery je rotujicim diskem
rozsttikovan (Obrazek 48), protahovan vlivem odstredivé sily a dostatecné viskozity roztoku a nasledné po
odpareni chloroformu deponovan pfiblizné ve vzdalenosti 10-15 cm od rotujiciho disku v podobé chomace
nebo vrstvy mikrovlaken. Diky relativné vysoké viskozité je mozné roztok aditivovat pevnymi ¢asticemi,
které pouze omezené sedimentuji. Nasledné je pak mozné vytvaret kompozity PHB s pevnymi aditivy,
napfiklad aktivnim uhlim (Obrazek 49).

i
| Roztok polymeru

Rotujici disk

Kolektovana viakna

Kolektor

Obrdazek 48 — Schéma odstredivého zvlakiovani z rotujiciho disku
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Obrazek 49 — mikrovlakenny kompozit PHB a aktivniho uhli (SEM — vlevo, opticka mikroskopie — vpravo)

Variabilita aditivace je velmi Siroka a zahrnuje i aditivaci v chloroformu rozpustnymi latkami. Je
mozné ziskat i neaditivovana vlakna, pficemz se jedna o velmi jednoduchy a laboratorné dostupny zplsob
ziskani vétsiho mnozstvi mikrovldkenného materialu, ktery umoznuje rozlicné aplikace. Prikladem muze
byt v patentu popsana sorpce do objemného vlidkenného kompozitu PHB a aktivniho uhli. Bylo zjiSténo, Ze
velka distribuce velikosti aktivniho uhli se inkorporuje do vildken dvéma zplsoby. Mensi Castice jsou
celkové obaleny polymerem a funguji jako plnivo vldken. Vétsi ¢astice, nez je primérna tloustka vldken
jsou obaleny pouze ¢astecné, pfipadné pouze tenkym filmem polymeru a propujcuji materialu adsorpéni
vlastnosti, v patentu dokazané na pfikladu adsorpce organického barviva. Charakter objemné textilie je
mozné ddle vyuZit pti Casticové filtraci, kterd byla dokdazana na pfikladu filtrace suspenze bakterii. Pro
posledni charakteristiku vytvofenych materiadld byla provedena biodegradacni zkouska, kterd na tfech
modelovych kompozitech dokdazala rozpad struktury vidken béhem jednoho az dvou tydn( v idedlnich
podminkach umélého kompostu pfti 58 °C [12].

Navrzeny material byl dale aplikovan na filtraci mikroorganismd. Byly pouZity kmeny Serratia
marcescens - G bakterie, velikost bunék: 0,9-2,0 x 0,5-0,8 (um), tycinky a Micrococcus luteus - G* bakterie,
velikost bunék: 0,9-1,8 (um), kulovité burky. Pro kultivaci bakterii bylo pouZito NB médium. Kultivace
probihala aerobné, pfi teploté 30 °C po dobu 24 hodin.

Pro filtraci byl pouzit mikro (nano) vldkenny kompozitni material tvofeny PHA a aktivnim uhlim o
hmotnosti 1 g. V sérii za sebou byly pouZity tfi tyto filtry. Suspenze bunék byla filtrovdna pfes filtracni
vrstvu za pusobeni tlaku 250 mBar. Po filtraci bunécné suspenze o objemu 400 ml byl z filtratu odebran
vzorek pro stanoveni celkového mnozstvi bunék a stanoveni mnozZstvi Zivych bunék. Rovnéz v pribéhu
filtrace byly odebirany vzorky pro stanovené mnozstvi bunék. Pro zjisténi celkového poctu bunék v roztoku
bylo pouZito turbidimetrické méreni zdkalu. Spektrofotometrické méreni bylo provedeno pti vinové délce
630 nm ve vzorcich pred filtraci a nasledné ve filtratech.

Ziskané udaje byly analyzovany a ziskany filtracni icinnosti v procentech. Ve vsech pfipadech byla
filtrace ucinnd nad 95 %. Pfi filtraci malych objema byla filtracni Uc¢innost stoprocentni. S Navysujicim se
objemem dochazelo k prlichodu bakterii.
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Tabulka 5 Spektrofotometrické stanoveni celkového mnozstvi bunék — smés Serratia marcescens a

Micrococcus luteus

absorbance
1g 3x al a2 a3 a0 odfiltrovano %

pted filtraci SM 0,087 0,081 0,085 0,084

pied filtraci ML 0,106 0,107 0,104 0,106

pted filtraci SM+ML 0,098 0,103 0,100 0,100
po filtraci SM+ML (50ml) 0,000 0,000 0,000 0,000 100,0
po filtraci SM+ML (100ml) 0,000 0,000 0,000 0,000 100,0
po filtraci SM+ML (200ml) 0,000 0,000 0,000 0,000 100,0
po filtraci SM+ML (400ml) 0,002 0,005 0,003 0,003 96,7

K analyze mnozstvi zivych bunék bylo vyuZito nepfimého stanoveni poctu Zivotaschopnych bunék
plotnovou metodou. Pocet Zivotaschopnych bunék (CFU) byl zjistén pocitanim kolonii na agarovych
plotnach po kultivaci daného vzorku.

Tabulka 6 Stanoveni poctu Zivotaschopnych bunék — smés Serratia marcescens a Micrococcus luteus

CFU odfiltrovano odfiltrovano
0 "
pocet bunék v % bunék
1g 3x 1| 2| 3|0 fedéni ml
100000
pred filtraci SM+ML 55| 57| 59| 58,0 0 5,80E+08
po filtraci SM+ML
(200ml) 11| 14| 13| 12,7| 10000 1,27E+06 99,8 1,16E+11
po filtraci SM+ML 13| 14| 13| 135,
(400ml) 2| O] 5 7| 10000 1,36E+07 97,7 2,27E+11

Mimo odstredivé zvlaknovani kompozitnich material( je patent zaméren na pfipravu plosnych
netkanych textilii za pomoci elektrostatického zvladkfiovani z roztoku 1,2-dichloroethanu (DCE) s pfidavkem
aktivniho uhli (Obrazek 50).
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Obréazek 50 — mikrovlakna PHB bez aditivace (vlevo) a s obsahem aktivniho uhliv hm. poméru 1:1

Oba materidly, aditivovana mikrovlakna pfipravena elektrostatickym a odstfedivym zvlaknovanim,
byly nasledné poutzity jako aditivum pro patentovanou kompozici UV ochranného filtru v pfihlasce jako
Pfiloha 5.

4.3.3 UV filtr na bazi polyhydroxybutyratu a zpusob jeho pripravy (Priloha 5)

V pfedchozich komentafich byly struéné predstaveny publikované vysledky zabyvajici se pfipravou
vlakennych materiall na bazi PHB vystupujicich jako aktivni nosice, sorbenty nebo filtraéni materidly.
Jednotlivé materidly, monofilamentni mikrovldkno s porézni strukturou vzniklé mokrym zvlakfAovanim,
objemné vlakno s moznosti plnéni vzniklé odstfedivym zvldkiovanim a submikronové a mikronové vlakno
ve formé netkané textilie vzniklé elektrostatickym zvldknovanim, byly pouZity pfi vyvoji ochranného UV
filtru na bazi PHB v rliznych formach a pfirodnich extraktd vykazujicich absorpci v UV oblasti. Relativné
vysoky mérny povrch pfipravenych vlaken umoZznuje adsorpci napfiklad kdvového oleje, ktery synergicky
s PHB dokaze absorbovat (olej) a ¢astecné odrazet (PHB) Skodlivé UV zareni. Pfirodni oleje vykazujici tyto
vlastnosti je mozné sorbovat na povrch vldken bud pfimo pfti zvldkiovani, tedy v pfipadé zvlaknovani
odsttedivého nebo elektrostatického, anebo v nasledujicim kroku pfi mleti jednotného porézniho vlakna.
Pro ucely UV filtru je vlakenna forma nevhodnd, ale mikroskopické a nanoskopické charakteristiky jsou
zachovany i pti dezintegraci za pomoci mleti, pfipadné drceni. Spolecné s ¢asticemi PHB je v patentu
uveden taktéz liposomalni systém ziskany ultrazvukovym pusobenim na chloroformovy roztok fosfolipid(,
cholesterolu a PHB spoleéné s organickym UV filtrem z pfirodnich olejd. Vznika tak uzavieny liposomalni
systém s polymernim jadrem z PHB s nasorbovanym UV filtrem v polymeru a v liposomalni membrané.
Céstice s nasorbovanym extraktem ze zelené kdvy vzniklé pomletim srazenych mikrovldken tak napftiklad
vykazovaly slunecni ochranny faktor okolo hodnoty 36. Podobné vysledky vykazovaly namletd odstrediva
mikrovldkna s obsahem extraktu. Vznikly patent je vlastnén a prdmyslové vyuzivan firmou Nafigate a.s.

4.3.4 Zpisob rozpousténi biodegradabilnich polyesteri (Priloha 6)

Popisovana prace si klade za cil predstavit novy zplisob ziskani stabilniho roztoku PHB a dalSich
biodegradabilnich polyester(l. Samotny patent je relativné stru¢ny a obsahuje hlavné technické vymezeni
vzniku roztoku PHB ve smési rozpoustédel methylesteru dichlorooctové kyseliny a trifluoro-pfipadné
trichloroethanolu. V nasledujicim komentafi, ktery je dale rozsifen v sekci nepublikovanych vysledkd, bude
popsan teoreticky rdmec systému PHB-rozpoustédlo.

PHB je specificky rozpustny polymer vykazujici tvorbu roztokl predevsim v chlorovanych
rozpoustédlech, pficemz nejzndmé;jsim a obecné nejrozsirenéjsim rozpoustédlem je chloroform, pfipadné
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pro polymer o nizsi molekulové hmotnosti je mozné jako rozpoustédlo pouzit i dichlormethan. Pokud ale
za rozpoustédlo budeme chtit pouzit tetrachlormethan, tak se nesetkdme s Uspéchem ani za zvysené
teploty. Primarné se nabizejici teorie o rozpustnosti PHB obecné v chlorovanych rozpoustédlech je tedy
nedostatecna. To potvrzuje i nerozpustnost PHB v dalSim bézné pouzivaném chlorovaném rozpoustédle,
tetrachlorethylenu. Zvolime-li jako rozpoustédlo 1,1,2,2-tetrachlorethan, ziskdme po zah#ati v podstaté
idedlni systém umoziujici vznik az 50 hm. % stabilniho roztoku o velmi vysoké viskozité a pastovité
konzistenci. To je umoznéno relativné nizkou vyparnosti rozpoustédla, napfiklad vici pouzZivanému
chloroformu. Pokud se podivame zblizka na struktury pouZitych rozpoustédel, mizeme si povsimnout
jednoho spolecného strukturniho prvku u rozpoustédel vytvarejici roztoky PHB (Obrazek 51).

H H Cl H CI
s e e
Cl ClI H CI Cl H CI

Cl Cl ClI Cl H H
L e
Cl Cl ClI cl Cl Cl cCi

Obrazek 51 — Priklady chlorovanych slouéenin rozpoustéjicich PHB (A) a vici PHB inertnich (B)

Slouceniny vykazujici tvorbu roztoku PHB maiji spolec¢nou dichloromethylovou skupinu-CHCl,. Slouceniny
strukturné podobné, avsak tuto skupinu neobsahujici, PHB nerozpoustéji. Tento fakt byl ovéfen na
popsanych slouceninach laboratorné a za zvysené teploty.

Pomineme nyni chlorovana rozpoustédla a zaméfime se na slouceniny chlor neobsahujici, avSak
interagujici s PHB. PHB je teoreticky rozpustné v fadé solventd, alespon dle predikce dle Hansenovych
tfidimenzionalnich parametrd [102]. Vysoka krystalinita polymeru ovSsem zabranuje praktickému pouZiti
Siroké fadé zminénych rozpoustédel [102]. Dle praktické zkuSenosti je tedy Siroky vycet rozpoustédel
omezen na DMF, DMAc, DMSO a pfipadné dalsi vysoko vrouci slouc¢eniny umoznujici kratkodobé zahrati
na teplotu az 150 °C. Pfi dosaZeni této teploty dochazi k umenseni krystalinity polymeru, penetraci molekul
rozpoustédla do struktury a ziskani horkého roztoku. Po vychladnuti ovSem v zavislosti na koncentraci
roztoku dochazi dfive, ¢i pozdéji k formaci gelu. Tento fenomén byl studovan v nékolika publikacich [103-
105] a je vysvétlovan jako usporadani krystalickych fazi polymeru propojenych fazemi amorfnimi. Pfi
zaméné rozpoustédla DMF za vodu a ndsledné lyofilizaci byla ziskana struktura gelu formovaného do
propojenych ,stuh” (Obrazek 52).

Obrazek 52 — morfologie ziskana zdménou rozpoustédla a lyofilizaci gelu PHB s DMF [104]
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Za pomoci rentgenové difrakce byla zjisténa pritomna krystalinita v gelu, pficemz vzdalenost mezi
jednotlivymi rovinami byla vétsi nez v bézném krystalickém PHB v pevné fazi. Autofi prace to vysvétlu;ji
interakci mezi rozpoustédlem a krystalickym polymerem, ¢imz dochazi k bobtnani [104].

Tento jev zamezuje pouziti béznych rozpoustédel pro roztokové zpracovani v cele
s elektrostatickym zvlaknénim PHB. Chloroform sdm o sobé pouzitelny je, ale pouze pti zvlakiovani z jehly,
a i tak je ziskan material o radové mikronové tloustce. Urcitou variantou je zvlaknéni z vyse vrouciho
chlorovaného rozpoustédla, jakym je napfiklad 1,2-dichloroethan, ¢i dalsi jiz zminéné slouceniny, ¢imz je
prodlouzena doba letu vldkna mezi elektrodami a jeji dlouzeni. BEhem elektrostatického zvldknéni dochazi
k nékolika fazim tzv. ohybové nestability (bending instability) (Obrazek 53 [106]).
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Obrazek 53 — Ohybova nestabilita vlakna pfi elektrostatickém zvldknovani [106]

Pokud je této nestability dosaZzeno, coZ zdvisi na mnoha faktorech, pticemz ale podminkou je
dlouzitelny stav protovldkna v semi-pevném stavu, vzniklé vldkno nabyvd velmi malych a kyZenych
pramérl. Volba vhodného rozpoustédla, s adekvatni vyparnosti a bodem varu, stejné tak dipdlovym
momentem je zdsadni pro Uspésné elektrostatické zvlaknéni. Tyto popsané vlastnosti rozpoustédla jsou
jesté dllezitéjsi pri elektrostatickém zvlaknéni na prlimyslové lince, kdy je polymerni roztok nanasen na
strunu zvldknovaci hlavou. P¥ilis vyparné rozpoustédlo na struné rychle zasychd a dochazi k ucpani
zvldknovaci hlavy a zastaveni procesu.

Spojime-li tyto poznatky, ziskame profil teoretického rozpoustédla PHB, umoznujici vznik
stabilniho roztoku a Uspésného elektrostatického zvlaknéni na nanoskopickou uroven. Jako nejvhodnéjsi
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rozpoustédlo obsahujici — CHCI; skupinu, vysoky dipélovy moment a adekvatné vysoky bod varu se jevi, i
vzhledem k ekonomické dostupnosti, latka methyl ester dichlorooctové kyseliny (MDCA) (Obrazek 54).

Obrazek 54 — struktura methyl esteru dichlorooctové kyseliny

Jedna se o Cirou kapalinu pronikavého zapachu, ktera v pfitomnosti vody pomalu hydrolyzuje, coz
zapficinuje jeji drazdivost a mirnou toxicitu. Jeji bod varu dosahuje 143 °C (atm.) a vykazuje dipdlovy
moment. Experimentalné bylo dokazano, Ze PHB je v MDCA rozpustny pfi zahfivani na 120 °C. Rozpustnost
je prakticky limitovand pouze vysokou hustotou rozpoustédla a nizkou hustotou a velkou objemnosti
polymeru v pevném stavu. KyZeny roztok o vysoké koncentraci tedy zpocatku vypada jako napéchovany
pevny polymer v uzaviené lahvi v celém objemu, s hladinou rozpoustédla v dolni poloviné lahve.
Zahtivanim a michanim dochazi k rozpousténi a vytvoreni nazloutlého roztoku, jehoZ barevnost je udana
predevsim necistotami v polymeru. Prakticky bylo dosazeno az 20 hm. % koncentrace PHB v Cistém MDCA.
PFi samovolném ochlazeni roztoku ovsem dochdzi i v nizsich koncentracich k relativné rychlé gelaci, stejné
jakov ptipadé DMF. Prvné bylo od MDCA po tomto zjisténi upusténo a byl testovan ¢asto pouZzivany systém
rozpoustédel — chloroform s DMF v rliznych pomérech. Problém tohoto systému byl ovsem identicky, i
relativné maly pridavek DMF (20 hm. %) po case zpUlsobil gelaci celého roztoku. Navic pfitomnost
chloroformu nedovolovala zisk nanoskopickych vidken. Metoda vyuzivani systému rozpoustédel byla ale
prevzata pro systém s MDCA. Byla vyzkousena fada rozpoustédel, od chloroformu, pfes DMF a dioxan az
po DMSO. Pfi ochladnuti ovSem stdle dochazi v téchto systémech k relativné rychlé gelaci zamezujici
dlouhodobou pouzitelnost roztoku v kontinudlnich procesech bez externiho ohfevu. Ukdazalo se, Ze
pridavek trifluoroethanolu (TFE) ma stabilizacni funkci a zabrariuje rychlé gelaci roztoku. V dalsi praci pak
byl nahrazen toxicky TFE méné nebezpecnym trichloroethanolem (TCE), ktery gelaci kompletné
neinhibuje, ale zna¢né zpomaluje. Byla tak ziskana cesta k dostate¢né stabilnimu roztoku PHB. V sekci
dalsich vysledk( je dale popsana prakticka Cast s elektrostatickym zvlaknovanim a optimalizaci tohoto
procesu, az do priimyslové pouZitelnosti.

4.3.5 Nanovlikenny sorp¢ni material na bazi polyhydroxybutyratu pro sorpci
tézkych kovu (Priloha 7)

UzZitny vzor je praktickym vyusténim experimentd s cilem chemické modifikace PHB. Polyhydroxybutyrat
reaguje v chloracni reakci s homogenni reakci s rozpusténym elementarnim chlorem v chloroformu za
intenzivniho osvitu halogenovou lampou. Takto vznika velmi nahodile substituovany a pravdépodobné i
nenasyceny modifikovany polymer, ktery je obtizné definovatelny. Zakladni charakteristikou chlorovaného
PHB je stfedné hmotnostni molekulovd hmotnost, polydisperzni index, a obsah vazaného chléru,
urcitelného titraci po rozkladu hydroxidem sodnym.

K ziskani materidlu, ktery je schopen na sebe vazat tézké kovy, napfiklad kademnaté nebo sttibrné
ionty, je potfeba zavést do struktury thiolové skupiny. Jednou z motivaci chlorovani PHB je pravé zavedeni
skupiny, ktera je dale chemicky modifikovatelna. Reakci s hydrosulfidem sodnym dochazi ¢astecné
k substituci za vzniku dale neidentifikovatelnych R-SH skupin. Pravdépodobny je i vyskyt disulfidickych
mUstk( c¢i dalSich forem vazané siry. Nasledné byla provedena konduktometrickd titrace pro urceni
schopnosti materialu vazat tézké kovy. Vzhledem k nékolika-krokové pfipravé, narocné separaci a velmi
obtizné charakterizaci bylo od dalsi prace upusténo.
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4.4 Diléi zavéry

V ramci predchozi kapitoly byly predstaveny vyvinuté metody rozpousténi a zvldkrnovani PHB. Byly
popsany dvé publikace v odborném periodiku Materials (IF = 3,057) zabyvajici se elektrostatickym
zvlaknénim polymeru s antibiotikem a nasledné popsanim materidlovych vlastnosti pfi uvolfiovani
aditivniho antibiotika. Druhou publikaci byla metoda mokrého zvlaknéni PHB z chloroformového roztoku,
pfi¢emz vznikla vldkna se vyznacovala relativné velkym mérnym povrchem a nanoskopickou vniténi porézni
strukturou. Téchto vlastnosti bylo vyuZito pro sorbovani prirodnich oleja a extraktd. V patentové oblasti
bylo popsano pét prihlasek a prijatych patentl, které charakterem spadaji do Siroké rodiny metod,
zpUsobU vyroby a samotnych materiadl(i. Pro dalsi vyvoj v oblasti zvlakriovani PHB je moZné na zavér
podtrhnout zplsob rozpousténi PHB v systému rozpoustédel methyl dichloroacetat a trichloro ¢i
trifluoroethanol. Jako prakticky vyuZzivany produkt je moziné zminit patentovanou UV absorbujici
kompozici na bazi PHB. V této kompozici byla vyuZita vétsina ziskanych poznatk(l popsanych v dalsich
pracich.

4.5 Prehled dalSich projekta FeSenych v ramci disertacni prace

45.1 Uvod - elektrostatické zvlakiiovani PHB a dalSich polyesteri

V nasledujici kapitole budou popsany experimentaini prace na systému zvlaknéni PHB a dalSich polyestert
(PBAT a PLA) na pilotnich linkach pro ziskani nanovlakennych textilii pramyslové kvality. Jedna se o sérii
sefazenych experiment( tak, jak postupoval vyvoj a optimalizace, pficemz prace nebyla predem celistvé
ur¢ena. Mnohé experimenty byly ukonceny na zdkladé komercni neaktualnosti, ¢i pfesmérovani
vyzkumného zaméru. Prace probihaly ve spolupraci s firmami Nafigate a.s. a Elmarco s.r.o. a jejich vysledky
mohou snad posloufZit jako inspirace ¢i voditka pro dalsi vyzkum v zvlakniovani biopolymer(. Zvlakriovano
bylo na nasledujicich pfistrojich:

Electrospinner (Obrdzek 55) umoziujici zvlaknéni z jehly je laboratorni testovaci zafizeni, které
vyznamné urychluje vyvoj produktll, protoZe parametry jehlového zvldknovani se velmi pfiblizuji
strunovému, prdmyslovému zvlaknéni (56).

Obrazek 55 — Jehlové zafizeni — prototyp
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Obrazek 56 — Strunové zafizeni — Nanospider NS1WS500U

Na obrdzku 56 v pravé Casti je vidét povoskovany papir, na ktery jsou nanovldkna nanasena.
Vnitfek stroje funguje na zadkladé struny, na kterou je pojezdem s polymernim zdsobnikem nandsen
zvldknovaci roztok.

45.2 Materialy a metody

4.5.2.1 Materialy
Polymery:
PHB (5 g, Biomer, M,,= 600 kDa, M, =400 kDa dle GPC), PHB (tfi druhy, Nafigate, My, = 560 kDa, M, = 180
kDa; My, = 650 kDa, M,, = 210 kDa; My, = 960 kDa, M, = 360 kDa), PBAT (Ecoflex, M, = 142 kDa, PDI = 2,46,

BASF), PLA (Ingeo Biopolymer 6060D, amorfni, Vk = 3,3, Natureworks), PVP (K90, M= 360 kDa, Sigma
Aldrich)

Rozpoustédia a aditiva:

MDCA (Sigma-Aldrich; >=99 %), trifluoroethanol (Sigma-Aldrich; >=99 %), trichloroethanol (Sigma-Aldrich;
>=99 %), CHCl; (PENTA, Cisty), DMF (PENTA, Cisty), 1,4-dioxan (Sigma Aldrich, 99 %), Tetraethyl ammonium
bromid (Sigma-Aldrich; 99 %)

4.5.2.2 Metody

a) Pilotni elektrostatické zvlaknéni PHB (Biomer) ze systému MDCA a TFE
Zvldknovani bylo provedeno na pfistroji Nanospider NS 1S500U s kontrolovanou klimatizovanou
atmosférou o dané vlhkosti a teploté vzduchu. Jako podkladovy material byl pouzit silikonovany, pecici

papir o Sifce 500 mm. Pfipravené nanovlakenné vrstvy byly charakterizovany, po pokoveni 5 nm vrstvou
zlata, elektronovou mikroskopii (Nova NanoSEM, FEI, Ceskd republika) a byla zméfena ziskana plodna
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hmotnost (mgsm) vrstev za pomoci vaZeni vyfezu o rozméru 100x100 mm a nasledném prepoctu. Ziskané
snimky z elektronového mikroskopu byly analyzovany za pomoci softwaru Imagel.

PHB (5 g, Biomer, M,, = 600 kDa, M, = 400 kDa dle GPC) byl za horka (120 °C) rozpustén v MDCA (45 g,
Sigma-Aldrich) v uzaviené a michadlem opatfené tlustosténné lahvi. Nasledné byl po ochladnuti na
pfiblizné 60 °C za michani pfidan trifluoroethanol (50 g, Sigma Aldrich). Byl vytvofen lehce naZloutly
viskdzni roztok, ktery byl zaveden do zvldknovaci hlavy opatfené pravlakem cislo 6 (0,6 mm sitka otvoru,
viz. Obrazek 33 v kapitole Elektrostatické zvldkriovani v prdmyslu). Vnitfek zvldkriovaci komory byl
vytemperovan na (T) 21 °C s relativni vlhkosti vzduchu (Hr) na 18 %. Vzdalenost elektrod (led) byla
nastavena na 200 mm. Transla¢ni pohyb elektrody nanasejici roztok na zvlaknovaci strunu byl nastaven na
rychlost (semw) 350 mm.s™®. Rychlost navijeni (Spodkiad) podkladového materialu na 10 mm.min* Na kladnou
spodni elektrodu bylo zavedeno napéti (U.) 50 kV a na elektrodu vrchni (U.) -10 kV.

b) Elektrostatické zviaknéni PHB (Nafigate) ze systému MDCA a TFE — zdvislost na koncentraci PHB

PHB (Nafigate, M, = 560 kDa, M,, = 180 kDa) byl za horka rozpustén v MDCA a TFE v hmotnostnim poméru
4:1 a takto byla pripravena série roztokl (hm. koncentrace 5; 6; 7; 8 a 9 %) které byly zvldknény za
predchozich podminek.

¢) Elektrostatické zviaknéni PHB (Nafigate) ze systému MDCA a TFE — zavislost na koncentraci TEAB

PHB (Nafigate, M, = 650 kDa, M,, = 210 kDa) byl za horka rozpustén v MDCA a TFE v hmotnostnim poméru
4:1 na koncentraci 9 hm. %. K vzniklému roztoku byl ptidan TEAB v rliznych pridavcich na 100 g roztoku a
takto byla pfipravena série aditivovanych roztok( s pridavky 0; 50; 100; 150 a 200 mg na 100 g roztoku.
Pfipravené roztoky byly zvlaknény za pfedchozich podminek.

d) Elektrostatické zviaknéni PHB (Nafigate) ze systému MDCA a TFE - zavislost na napéti a vihkosti

PHB (20 g, Nafigate, M,, =960 kDa, M, = 360 kDa), MDCA (160 g), TFE (40 g) a Tetraethylammonium bromid
(0,1 g, TEAB, Sigma Aldrich) byly rozpustény a zvlaknény pfi rliznych podminkach shrnutych v tabulce 9.
Konstantni zvlakriovaci podminky byly nastaveny na T = 23 °C, Spodkiad = 10 mm.min™,

e) Elektrostatické zviaknéni PBAT (BASF)

PBAT byl prvné zvldknén z laboratorniho jehlového zatizeni. Pro ziskani prehledu o polymeru bylo
pfipraveno nékolik roztokd:

1. 10 hm. % PBAT v CHCl3

10 hm. % PBAT v DMF

5 hm. % PBAT v 1,4-dioxanu

10 hm. % PBAT v 1,4-dioxanu

5 hm. % PBAT ve smési 1,4-dioxan/CHCl3 1:1
6. 5hm. % PBATve smési 1,4-dioxan/DMF 1:1

ukhown

Zvlaknovaci podminky byly u vSech experiment(l nastaveny identicky:
+=15kV; U.=-5KV; leig = 150 mm; T = 23 °C; He = 35210 %
f) Elektrostatické zvlaknéni PBAT (BASF) z MDCA s TFE

PBAT byl rozpustén za horka a michani ve smési rozpoustédel MDCA a TFE v hmotnostnim poméru 4:1 a
byla vytvorena koncentracni fada roztokd (Tabulka 10), které nasledné byly zvldknény na strunovém
Nanospideru. Podminky zvlaknéni: U, = 60 kV; U.= -5 KV; leg = 180 mm; T = 23 °C; Hrel = 15 %; Semw = 500
mm.s™; Spoakiad = 50 mm.min; pravlak 6 (0,6 mm).

g) Elektrostatické zviaknéni PLA (Natureworks) z MDCA
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PLA (25 g, Ingeo Biopolymer 6060D, amorfni, Vg = 3,3, Natureworks) byl rozpustén v MDCA (225 g)
spolec¢né s TEAB (0,1 g) pro zvySeni vodivosti roztoku. Pfipraveny 10 hm. % roztok byl zvldknén na
strunovém Nanospideru.

U+=60KkV; U-=-5KV; leig = 180 mm; T = 23 °C; Hrel = 15 %; Semw = 500 mm.s™%; spoakiag = 50 mm.min; pravlak
6 (0,6 mm)

h) Elektrostatické zvlaknéni PHB (Nafigate) a PBAT (BASF) z MDCA s TFE

PHB (16 g, Nafigate, M, = 960 kDa, M, = 360 kDa) a PBAT (4 g, Ecoflex, M, = 142 kDa, PDI = 2,46, BASF)
byly rozpustény v MDCA (160 g) a TFE (40 g) spolecné s TEAB (0,1 g) pro zvySeni vodivosti roztoku. Roztok
byl zvlaknén na strunovém Nanospideru pfi rlznych podminkach procesu (Tabulka 11). T = 23 °C; Spodkiad =
10 mm.min?

i) Elektrostatické zvlaknéni PHB (Nafigate) z MDCA s TCE

PHB (20 g, Nafigate, M,, = 960 kDa, M, = 360 kDa) byl rozpustén za horka (100 °C) ve smési MDCA (160 g)
a TCE (40 g) s pridavkem 0,1, g TEAB. Roztok byl zahtivan v uzaviené lahvi po dobu dvou hodin a michan.
Vytvoril se viskdzni nazloutly roztok, ktery byl ponechdn pres noc k vychladnuti, avsak vytvofil gel.
Nasledné byl opétovné ohfivan az do kapalného stavu a ochlazen na laboratorni teplotu. Poté byl
zvldkniovan po dobu 3 hodin, pficemZ po dobu procesu roztok zlstal v kapalné formé. Podminky
zvldkiovani: U, = 60 kV; U.= -5 KV; leg = 180 mm; T = 22 °C; Hrel = 15 %; Semw = 400 mm.s™; Spodkiad = 10
mm.min’!; praviak 6 (0,6 mm).

j) Elektrostatické zvlaknéni PBAT (BASF) z MDCA s TCE

PBAT (30 g) byl rozpustén ve smési MDCA (160 g) a TCE (40 g) s pfidavkem 0,1 g TEAB a nasedné zvldknén
za nasledujicich podminek: U, = 60 kV; U.= -5 KV; leg = 180 mm; T = 22 °C; Hrei = 15 %; Semw = 400 mm.s™;
Spodklad = 10 mm.min’%; privlak 6 (0,6 mm).

k) Elektrostatické zviaknéni PHB (Nafigate) a PLA (Natureworks) z MDCA s TCE

PHB (16 g, Nafigate, M, = 960 kDa, M, = 360 kDa) a PLA (4 g, Ingeo Biopolymer 6060D, amorfni, Vi = 3,3,
Natureworks) byly rozpustény v MDCA (160 g) a TCE (40 g) spolec¢né s TEAB (0,1 g) pro zvysSeni vodivosti
roztoku. Pfipraveny roztok byl zvlaknén na strunovém Nanospideru: U.= 60 kV; U.= -5 KV; leg = 180 mm;
T=23°C; Hre1 = 15 %; semw= 600 mm.s%; spodkiad = 30, 50 @ 100 mm.min; pravlak 6 (0,6 mm).

1) Elektrostatické zviaknéni PHB (Nafigate) a PBAT (BASF) z MDCA s TCE

PHB (12 g, M\, = 960 kDa, M,, = 360 kDa) a PBAT (3 g) byly rozpustény v MDCA (120 g) a TCE (30 g) spole¢né
s TEAB (0,1 g) pro zvySeni vodivosti roztoku. Pripraveny roztok byl zvldknén na strunovém Nanospideru:
U+=60kV; U.=-5KV; leg = 180 mm; T =22 °C; Hrel = 15 %; Semw = 330 mm.s}; Spoakiad = 10 mm.min; praviak
6 (0,6 mm).

m) Elektrostatické zviaknéni PHB (Nafigate) a PVP (Sigma Aldrich) z MDCA s TCE

PHB (3,5 g, My, = 960 kDa, M, = 360 kDa) a PVP (0,35 g, K90, M,,= 360 kDa, Sigma Aldrich) byly rozpustény
v MDCA (28 g) a TCE (7 g). Prfipraveny roztok byl zvldaknén na strunovém Nanospideru. Podminky
zvldkriovani U, = 60 kV; U.= -5 KV; leg = 180 mm; T = 23 °C; Hrel = 15 %; Semw = 600 mm.s%; spodkiad = 30
mm.min’Y; praviak 6 (0,6 mm).

n) Elektrostatické zviaknéni PHB (Nafigate) a PVP (Sigma Aldrich) z MDCA s TCE

PHB (3,5 g, M\, = 960 kDa, M, = 360 kDa) a PVP (0,35 g, K90, M,,= 360 kDa, Sigma Aldrich) byly rozpustény
v MDCA (28 g) a TCE (7 g). Pripraveny roztok byl zvldknén na strunovém Nanospideru. Podminky

61



zvldkriovani U, = 60 kV; U.= -5 KV; leg = 180 mm; T = 23 °C; Hrel = 15 %; Semw = 600 mm.s%; spodkiad = 30
mm.min’}; praviak 6 (0,6 mm).

0) Elektrostatické naprasovdni PHB (Nafigate) z horkého DMAc roztoku

Byla vytvorena série roztokd PHB (Nafigate M., = 960 kDa, M, = 360 kDa) v DMAc a nasledné elektrostaticky
napraseny. Roztoky jsou popsany v tabulce 12 spolecné svysledky. Pro Ucely procesu byly zvoleny
parametry: U, =15 kV; U.= -5 KV; leig = 150 mm; T = 23 °C; Hrel = 40 %; Sdavkovani = 50 pl.min™ Jako podkladovy
material byl pouZit potravinafsky alobal.

4.5.3 Vysledky a diskuse

4.5.3.1 Pilotni elektrostatické zvlaknéni PHB (Biomer) ze systému MDCA a
TFE

Byla ziskdna bild homogenni vrstva (Obrazek 57) o plodné hmotnosti 15 g.m 2 Vzorek byl zméfen za pomoci
elektronové mikroskopie (Obrazek 58) a byla uréena prdmérna tloustka vldken (lp) a jejich distribuce.
Vrstva se sklada z navzajem propojenych submikronovych a nanoskopickych viaken. Distribuce priimérd
(Obrazek 59) je nehomogenni z divodu dvou maxim tlousték (119+43; 475+108 nm). Tato morfologie je
z hlediska vlastnosti vrstvy vyhodnd, kdy vlakna tlustsi propUjéuji vrstvé dobré mechanické vlastnosti a
odolnost vici otéru, zato vldkna mensi zlepsSuji naptiklad filtraéni vlastnosti, ¢i relativni mérny povrch.
Vzhledem k Uspéchu této kompozice byl postup dale optimalizovan.

Obrazek 58 — SEM snimek pfipravenych nanovldken PHB ze systému MDCA a TFE
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Obrézek 59 — Distribuce prlimérd nanovlaken PHB ze systému MDCA a TFE

4.5.3.2 Elektrostatické zvlaknéni PHB (Nafigate) ze systétmu MDCA a TFE —
zavislost na koncentraci PHB

Prvni experimenty ukazaly zajimavé vysledky, kde roztok umoznuje dlouhodobé zvldknéni na strunovém
Nanospideru, tedy potencidlné v primyslovém méfitku. V dalSich experimentech byl zménén zdroj
polymeru na PHB z produkce firmy Nafigate spolupracujici s FCH VUT. PHB (Nafigate, M,, = 560 kDa, M, =
180 kDa) byl za horka rozpustén v MDCA a TFE v hmotnostnim pomeéru 4:1 a takto byla ptipravena série
roztok( (Tabulka 7). Roztoky byl zvlaknény na strunovém Nanospideru za podminek z predchoziho
experimentu a zméfeny na SEM (Obrazek 60).

Tabulka 7 — Koncentrace PHB v roztocich a vysledné primérné tloustky vldken

Koncentrace polymeru [hm. %] Priimérna tloustka vlaken [nm]
5 87142

6 1561104

7 163185

8 142474

9 182+120

V dalSich experimentech byly ziskany relativné kifehké nanovldkenné vrstvy, u kterych byla zjisténa
pramérna tloustka vldken, které vykazovaly slepeny charakter. Vysledky se vyrazné lisily od predchoziho
zvldknéni z divodu odlisného zdroje PHB, jiné molekulové hmotnosti, indexu polydisperzity a taktéz
Cistoty, kterd velmi pravdépodobné hraje pro zvlaknovani PHB zasadni roli, protoZe vyrazné urcuje
viskozitu roztoku a vysledné mechanické vlastnosti vrstvy. Charakter necistot v materidlu je
pravdépodobné taktéz zasadni proménnou.

Se vzristajici koncentraci roztoku dochazelo mirné k navySovani pramérné tloustky vlaken, avsak tento
trend je velmi nejednoznacny z dlvodu velkého rozpéti pramérQ vldken. Jednoznacny rozdil je vidét
v okrajovych koncentracich fady, kdy primér vldken vzniklych z koncentrovanéjsiho roztoku je podstatné
vyS$Si neZ u roztoku obsahujici méné polymeru. V nasledujicich experimentech byl jiz pouzit odlisna Sarze

vvvvv
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Obrazek 60 — SEM méreni pfipravenych nanovlakennych vrstev z rizné koncentrovanych roztok( PHB
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4.5.3.3 Elektrostatické zvlaknéni PHB (Nafigate) ze systému MDCA a TFE —
zavislost na koncentraci TEAB

Pridavek tetrethylammonium bromidu je vyuZivdn pro zvySeni vodivosti roztok( v organickych
rozpoustédlech a tim zlepseni pribéhu elektrostatického zvlaknéni a ovlivnéni vysledné morfologie viaken.
PHB (Nafigate, M\, = 650 kDa, M, = 210 kDa) byl za horka rozpustén v MDCA a TFE v hmotnostnim poméru
4:1 na koncentraci 9 hm. %. K vzniklému roztoku byl pfidan TEAB v rlznych pfidavcich na 100 g roztoku a
takto byla pfipravena série aditivovanych roztokd (Tabulka 8). Roztoky byl zvldknény na strunovém
Nanospideru za podminek z pfedchoziho experimentu a zméreny na SEM (Obrazek 61).

Tabulka 8 — Koncentrace TEAB v roztocich a vysledné primérné tloustky vlidken

Pridavek TEAB na 100 g roztoku [mg] Pramérna tloustka vldken [nm]
0 289486

50 3354118

100 327497

150 3344132

200 3174106

Morfologie ani priméry vldken se vyrazné pridavkem TEAB zdsadné neméni. Zména morfologie
vrstvy byla pozorovana z divodu zmén parametr( pouZitého PHB vcetné Cistoty. Tento fakt se ukazal jako
zasadni pro cely proces zvlaknéni PHB a mozZnosti dalSiho rozvoje, které jsou zdvislé na konzistenci
vstupniho materidlu. Pro dalsi experimenty byla pouZita opét dalsi a odliSna Sarze produktového PHB.
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Le#500ung TEAB

Obrazek 61 — SEM méfeni PHB nanovldken s pfidavkem TEAB pro zvySeni vodivosti roztoku

4.5.3.4 Elektrostatické zvlaknéni PHB (Nafigate) ze systému MDCA a TFE —
zavislost na napéti a vlhkosti

Pripravené materialy byly zméreny za pomoci SEM (Obrazek 63) a charakterizovany na ploSnou
hmotnost a pradmérnou tloustku vldken. Vysledky jsou zobrazeny v Tabulce 9 a Obrazku 62, ktery graficky
popisuje zavislost charakteristik na pouZitém kladném napéti. Jsou tak ziskané dvé série zavislosti pfi
rtznych vzdusnych vihkostech.

Oproti prvnimu experimentu byla zvySena koncentrace PHB v roztoku a byl zménén pomér
rozpoustédel. DalSim rozdilem byl odliSny plvod polymeru, pficemZz pouzZity polymer obsahoval
pravdépodobné vice necistot coZ se projevilo vyraznou Zlutou barvou roztoku. Zvyseni koncentrace a

sy

snizeni obsahu TFE zapficinilo taktéz gelaci roztoku, avSak az po dvou dnech od pfipravy.
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Tabulka 9 — zvladkniovaci podminky a charakterizace vyslednych materiald

U, u. leld Hrel Mgsm | lop
Experiment [kV] [kV] [mm] [%] [g.m?] | [nm]
1 60 -5 180 15 13,7 313
2 50 -5 180 15 8,4 335
3 40 -5 180 13 8,2 420
4 60 -5 180 8 10,1 291
5 50 -5 180 8 9,2 353
6 40 -5 180 8 5,3 411
450
14 —_
€
400 S
12 S
— ©
E 350 > }
o 10 g - @ =Plos. hm.; H=15%
£ 3 —e—Plos.hm. H=8 %
£ g 300 2
'© — @ = Primérna tloustka [nm]; H=18 %
. 250 % —@— Priimérna tloustka [nm] H=8 %
E
4 200
60 50 40
U, [kV]

Obrazek 62 — Zavislost primérné tloustky a plosné hmotnosti vidken na aplikovaném kladném napéti pfi
dvou rlznych vzdusnych vihkostech

Snizenim urychlovaciho napéti dochazi v obou ptipadech k zvyseni priimérné tloustky vldken, coz
je vysvétlitelné slabsi intenzitou elektrického pole tedy, mensi silou dlouZici vldakna. Dochazi taktéz ke
snizeni pfenosu hmoty mezi elektrodami, coZ se projevuje na snizeni ploSné hmotnosti vrstev. Rozdilnd
vzdusna vlhkost pfilis neovliviiuje prdmérnou tloustku vldken, zato ale ma pravdépodobné vliv na rozdil
v ziskané plosné hmotnosti material( jak pfi vysokém, tak nizkém urychlovacim napéti.

Morfologie vldken se zvySenim koncentrace roztoku a snizenim obsahu TFE a pravdépodobné i
zmérnou plvodu polymeru taktéZ zménila. Nanovlakenné struktury s prdméry pod 100 nm se nevyskytuji
jiz tak Casto jako v predchozim méreni a vrstva je tedy homogennéjsi. Subjektivni pevnost membrany byla
0 poznani horsi a celd vrstva byla mechanicky nedostatecna. Zatimco v predchozim pripadé byla vrstva
relativné pruzna, tak v tomto pfipadé se material velmi snadno trhal a i po prejeti prstem po vrstvé
dochazelo k otéru, coZ je mozné prisoudit odliSnému plvodu polymeru a obsahu necistot. Podobné
experimenty byly opakovany s rlznymi vstupnimi Sarzemi polymeru o rozdilnych Cistotach a systém se
ukazal jako velmi promeénlivy. Z toho dldvodu byla pozornost smérovana ke stabilizaci mechanickych
vlastnosti, tak aby vysledek byl co nejrobustnéjsi. Pro vylepSeni zminénych vlastnosti byla vybrana cesta
elektrostatického zvldknovani roztoku PHB a dalsich biopolymerd.
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Obrdazek 63 — SEM méfeni pfipravenych PHB nanovlaken
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4.5.3.5 Elektrostatické zvlaknéni PBAT (BASF)

Jako jeden z moZnych polymer( pro aditivaci byl zvolen PBAT (Ecoflex, M, = 142 kDa, PDI = 2,46, BASF).
Prvné byl zvlaknén samostatné a z rliznych rozpoustédlovych systém( pro ziskani obecného povédomi o
zvlaknitelnosti a nasledné ze systému s MDCA (viz Metody).

1. Bylaziskana bila vrstva mikrovlaken, ktera byl analyzovana za pomoci SEM (Obrazek 64). Vzhledem
k velkému prdmeéru vldken nebylo dale pokracovano v tomto systému, podobnému zvldknéni PHB.
Za povsimnuti stoji zvrasnénad struktura povrchu vldken vznikla vlivem vyparu chloroformu.

Obrazek 64 — PBAT mikrovlakna z roztoku 10 hm. % v CHCl;

2. Po vychladnuti roztok utvofil gel a dale nebylo v experimentu pokracovano

3. Roztok nebyl zvldknitelny, dochazelo pouze k pfenosu roztoku na kolektor v nezménéném stavu
(tzv. flooding).

4. ldentické jako v pfedchozim pfipadé.

5. Dochazelo k ¢istému electrosprayingu, vrstva byla analyzovana na SEM (Obrazek 65) a vzhledem
k ¢asticové povaze materialu bylo od dalSiho rozvoje systému upusténo.

Obrazek 65 — PBAT electrosprayingem pfipravené Castice z roztoku 1,4-dioxan/CHCl3 1:1
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6. Pridavkem dioxanu byla zastavena gelace, probihajici v ¢Cistém DMF. Roztok byl zvldknén a ziskana
nehomogenni vrstva analyzovdna na SEM (Obrazek 66). Byly ziskané defektni nanovlakna
s vysokym obsahem perlickovych defekt(.

Obrazek 66 — PBAT defektni nanovldkna pfipravena zvlaknénim z roztoku 1,4-dioxan/DMF 1:1
Vzhledem k rozpustnosti napfiklad TEAB v DMF se jevi tato smés jako zajimava pro dalsi vyzkum
pro ziskani nanovlakennych vrstev tohoto komeréniho polymeru.
4.5.3.6 Elektrostatické zvlaknéni PBAT (BASF) z MDCA s TFE

PBAT byl rozpustén za horka a michani ve smési rozpoustédel MDCA a TFE v hmotnostnim poméru 4:1 a
byla vytvofena koncentracni fada roztokd (Tabulka 10), které nasledné byly zvldknény na strunovém
Nanospideru a zméreny na SEM (Obrazek 67).

Tabulka 10 Koncentrace PBAT v roztocich a vysledné priimérné tloustky vlaken

Koncentrace PBAT [%] Priimérna tloustka vlaken [nm]
11 76120
12 65117
13 76126
14 76131
15 86132

Byly pfipraveny mechanicky pevné a flexibilni vrstvy, které po analyze SEM ukazaly velmi malé praméry
vldken nachazejici se pod 100 nm. Ziskané vrstvy obsahovaly taktéz velky pocet perlickovych defekt(, které
prekvapivé vyrazné nesnizovaly subjektivni mechanické vlastnosti vrstvy. To znadi, Ze ptipadny idedlni
nanovlakenny material zaloZzeny na PBAT bez defektl by mél vykazovat mimoradné mechanické viastnosti
umoziujici rozliéné aplikace, kde mechanické vlastnosti jsou klicové, napfiklad filtrace. DalSim zjisténim je
fakt Ze zména koncentrace polymeru nemad zasadni vliv na priimér a morfologii vlaken, alespon ve
zvoleném intervalu a je mozné tedy koncentraci i navysit pro odstranéni defekt(i vlivem zvysené viskozity.
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Obrazek 67 — SEM analyzy pfipravenych PBAT nanovldken z roztoku MDCA a TFE
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4.5.3.7 Elektrostatické zvlaknéni PLA (Natureworks) z MDCA

PLA je elektrostaticky zvlaknitelny polymer. Byl proveden experiment na otestovani zvlaknovani Cistého
polymeru z roztoku MDCA.

Zvlaknéni probihalo velmi dobre, pficemz viditelné dochazelo k efektivnimu pfenosu hmoty, kdy
zmizeni viditelné trysky probihalo velmi blizko struny. Znamena to, Ze dochazi k ohybové nestabilité a
dlouzeni vldken (viz - Obrazek 53 — konec pfimého segmentu je ¢asto viditelny pouhym okem, nasledné je
pozorovan jev pripominajici ,kvét”, vtomto pripadé byl viditelny pouze ,kvét” rovnou u struny). Byla
ziskdna mechanicky kifehka bild vrstva, nasledné zmérena SEM (Obrazek 68). Ziskana vlakna obsahovala
velky pocet perlickovych defektl indikujicich potfeba navyseni viskozity. Samotna vldkna vykazovala
pramérny primér 89 nm. Vysledna vlakna ukazuji slibnou cestu pro dalsi vyzkum v ramci ziskani
ultrajemnych nanovlakennych testilii z PLA. Pfipadna dalsi prace miiZe zahrnovat jiné typy PLA, napfiklad
krystalicky ¢i s rozdilnou molekulovou hmotnosti. Vzhledem k zaméreni na zvlaknéni PHB nebylo dale
v prdci pokracovano.

Obrézek 68 — Cisté PLA zvldknéné z MDCA s TEAB

4.5.3.8 Elektrostatické zvlaknéni PHB (Nafigate) a PBAT (BASF) z MDCA s
TFE

Nasledujici prace byly zaméreny na vylepSeni mechanickych vlastnosti PHB nanovlaken pridavkem dalsiho
biodegradabilniho polymeru. /fipraveny roztok byl zvlaknén v Sesti experimentech lisicich se zvldkriovacimi
podminkami shrnutymi spolecné s vysledky v tabulce 11.

Aditivace PHB polymerem PBAT se ukazala jako velmi vyhodna z hlediska mechanickych vlastnosti,
produktivity, a i stability roztoku, ktery je odolnéjsi v(i¢i gelaci nez samotné PHB pfi stejném poméru
rozpoustédel. Zvlaknovaci vykony pfi 60 kV byly shledany velmi dobrymi, dokonce vys$simi nez pro samotné
PHB. Morfologie vrstev (Obrazek 69) pro vSechny pfipady byla podobn3, stejné tak priiméry vidken. Smés
polymer( PHB a PBAT je taktéz velmi mechanicky odoln3, flexibilni a pruzna. Jedinou nevyhodou systému
je pritomnost TFE jako toxického rozpoustédla. Na zdkladé tohoto faktu byl vytycen dalsi cil pro
optimalizaci, a to ndhrada TFE za netoxické, respektive méné toxické rozpoustédlo vykazujici podobné
vlastnosti zabranujici urychlené gelaci roztoku.
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Tabulka 11 — zvlaknovaci podminky a charakterizace vyslednych material(i

U. uU. lel Hrel Mgsm | lop
Experiment [kV] [kV] [mm] [%] [g.m?] | [nm]
1 60 -5 180 13 17,0 |233
2 50 -5 180 13 8,9 255
3 40 -5 180 13 7,6 214
4 60 -5 180 8 17,3 |228
5 50 -5 180 8 11,7 |239
6 40 -5 180 8 8,1 297
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E =40 kV.H=8 %

Obrazek 69 — SEM analyza nanovlaken blendu PHB a PBAT

4.5.3.9 Elektrostatické zvlaknéni PHB (Nafigate) z MDCA s TCE

Jako vhodna ndhrada TFE byl zvolen 2,2,2-trichloroethanol, ktery je méné toxicky. Pro prvni zkousku byl
vytvoren roztok PHB a nasledné byl zvlaknén. Proces byl vizuadlné srovnatelny s roztokem obsahujici TFE.
Byla ziskana pevna textilie se slabou adhezi k podkladovému papiru. PloSna hmotnost vrstvy byla zmérena
na 12,3 g.m2. Primérna tloustka vldken 310 nm byla ziskdna z SEM mé¥eni (Obrézek 70).

Obrazek 70 — SEM analyza nanovlaken PHB pfipravenych z MDCA a TCE

50 g pripraveného roztoku bylo nafedéno na 5 %, tedy pfidano 40,9 g smési MDCA a TCE v poméru
4:1. Roztok byl promichdn a zvldknén. Zvlaknéni probihalo pfi identickych podminkach jako u ptvodniho
roztoku az na EMW, které Cinilo 500. Proces byl velmi rychly. Odlupovani textilie probihalo i vtomto
pfipadé. Mechanicky byla vrstva podstatné horsi, kvlli pfitomnosti perlickovych defekt(l zjiSténych
analyzou SEM (Obrazek 71), ktera zaroven poskytla primérnou tloustku vidken 212 nm. Plosna hmotnost
vrstvy ¢inila 13.4 g.m™. Nafedénim roztoku tedy doslo k vy$$imu pfenosu hmoty pravdépodobné poklesem
viskozity, ristem tekutosti roztoku, a tedy potieby rychlejsSiho nanaseni na elektrodu.
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Obrazek 71 - SEM analyza nanovlaken PHB ptipravenych z fedéného roztoku PHB v MDCA a TCE

Experimenty ukdzaly, Ze ndhrada TCE za TFE je moznd a nasledné bylo pracovano s PBAT a blendy.

4.5.3.10 Elektrostatické zvlaknéni PBAT (BASF) z MDCA s TCE

Pfipravena vrstva se neodlupovala od podkladového papiru a cely proces byl efektivni a stabilni. Vrstva
byla méfena SEM (Obrézek 72), poskytla plosnou hmotnost 16,9 g.m? a prdmérnou tloustku vidken 120
nm. | pfes mnoho defektl byla vrstva relativné a subjektivné mechanicky pevna.

Obrdazek 72 — SEM analyza nanovlaken PBAT z MDCA a TCE

Pritomnost defektl a relativné tenkych vldken znaci moZnost navyseni koncentrace polymeru
v roztoku.

45311 Elektrostatické zvlaknéni PHB (Nafigate) a PLA z MDCA s TCE

Vysledny roztok byl stabilni, avsak po 4 dnech vytvofil gel. Elektrostatické zvlaknéni bylo velmi vykonné a
zvldknovaci hlava nestihala ani pfi zvyseném pojezdu dostate¢né zasobovat elektrodu. Byly ziskany tfi
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rizné plo$né hmotnosti vrstev (10; 5,4 a 3,6 g.m??) pfipravenych pfi rychlostech 30; 50 a 100 mm.min*!
v daném poradi. Vrstva byla zméfena na SEM (Obrazek 73) a byla uréena pramérna tloustka vlaken na 202
nm. Morfologicky vykazovaly vldkna slepeny charakter a subjektivné byla vrstva pevna.

Obrazek 73 — SEM analyza nanovlaken blendu PHB a PLA

45.3.12 Elektrostatické zvlaknéni PHB (Nafigate) a PBAT (BASF)
z MDCAsTCE

Elektrostatické zvlaknéni probéhlo bezproblémové, podobné jako analogicky experiment s TFE. Ziskana
vrstva ovSem nevykazovala dostatecnou adhezi k podkladovému materidlu, pravdépodobné ale velkou
plosnou hmotnosti materidlu (17,8 g.m™). Vrstva byla zméfena SEM (Obrazek 74) a uréena prdmérna
tloustka vlaken na 329 nm.

Obrazek 74 — SEM analyza nanovlaken PHB a PBAT z MDCA a TCE
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45.3.13 Elektrostatické zvlaknéni PHB (Nafigate) a PVP (Sigma Aldrich)
zMDCAsTCE

Bylo vyzkouseno zvldknéni blendu PHB a hydrofilniho polyvinylpyrrolidonu. Byla vytvorena velmi kiehka
vrstva, kterd byla zméfena Sem a poskytla nehomogenni morfologii (Obrazek 75). Dale nebylo
pokracovano, protoze dochéazelo k fazové separaci polymerd.

Obrazek 75 — Vrstva PHB a PVP

45.3.14 Elektrostatické naprasovani PHB (Nafigate) z horkého DMAc
roztoku

Pfi hledani rozpoustédla PHB umoznujici elektrostatické zvlaknéni byl vyzkousen i roztok PHB
v dimethylacetamidu, rozpoustédle podobnému DMF, avsak méné toxickému. Roztok PHB v DMAc ovsem
neni staly stejné jako v pfipadé DMF a po ochladnuti geluje. Myslenka za zvldknénim spocivala ve
zvlaknovani zahratého roztoku a to aplikaci externiho ohievu injekéni stfikacky v laboratornim usporadani.
Byla pfipravena série roztok( (Tabulka 12) spocivajici v rozdilnych koncentracich a pridavku TEAB.
Nasledné byly tyto série roztokl podstoupeny elektrostatickému prenosu hmoty. Nasledné byly vrstvy
zméreny na SEM (Tabulka 12 — SEM snimky 5000 x zvétsSeny).

Pfipravené povrchy se od sebe lisi v nékolika pfipadech morfologicky, kdy u vzorku pfipraveného pfi 50 °C
a zroztoku o koncentraci 2,5 hm. %m vznikaly zfetelné ohrani¢ené kulicky polymeru pfilepené na PHB
vrstvé. Pfi zvysSeni vodivosti pfidavkem TEAB dochazi ke vzniku zarodkl vidken. U vSech vzorkl jsou pak
viditelnd residua elektrostatického naprasovani. Je tedy zifejmé, Ze zvySena teplota roztokd zplsobuje
natolik velky pokles viskozity, Ze nedochazi k elektrostatickému zvlakfiovani. Nabizi se moZnost navysit
koncentraci polymeru v roztoku na mnohem vyssi obsah a udrzovat teplotu okolo 100 °C. Z vyrobniho
pramyslového hlediska ale je tato varianta pravdépodobné neschldnd, protoZe zafizeni umoznujici
takovyto externi ohfev pro roztokové zvlaknovani neni zatim komercné dostupné.
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Tabulka 12 — pfipravené morfologie PHB electrosprayingem z DMAc

Bez pridavku TEAB Pridavek TEAB 0,1 hm. %

Konce
ntrace | 50 °C 100 °C 50 °C 100 °C

PHB
[%] /
teplot
[°C]

1,25 hm. %

2,5hm. %

5,0 hm. %
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Zbytek roztoku PHB v DMAc byl vytlacen ze stfikacky do kadinky svodou. Byly ziskany elastické a
nabobtnalé morfologie vysraZzeného PHB (Obrdzek 76). Tato fazova transformace je taktéz zajimavym
fenoménem, ktery vykazuje PHB. Stejné tak vytlacovani gelu PHB do vody, po kterém dochazi k vymyvani
rozpoustédla a srazeni PHB z gelu do celistvé pevné formy je zajimavou transformaci, na jejimz zakladé by
bylo mozné pokradovat ve vyzkumu aplikovatelnych materiald.

Obrazek 76 — vysrazené PHB z roztoku DMAc do vody

4.5.4 Diléi zavéry z elektrostatického zvlaknovani polymeri

V predchozi ¢asti nepublikovanych vysledkd byly popsany prace zabyvajici se elektrostatickym zvldknénim
PHB a dalsich biopolymerd. Pfedevsim, PHB do vyfeSeni této prace nebylo adekvatné zvlaknéno tak, aby
poskytlo submikrometrova a nanoskopicka vldkna z roztoku, ktery by byl dlouhodobé stabilni, alespor pro
jednodenni praci na primyslové lince. Prace popisuje soubor experimentd, které vedly k Uspésnému
zvlaknéni PHB a blendl obsahujicich tento polymer a dalsi biopolymery, a to v priimyslové kvalité. Popsané
zkusenosti prinaseji konkrétni sloZeni roztokd a podminek elektrostatického zvlaknéni a s tim potencialné
dalsi mozné sméry aplikovaného vyzkumu. Vétsina popsanych pfistupd ma publikacni potencial, protoze
vétsina publikovanych ¢lank( o aplikacich nanovlaken obsahujicich PHB vychazi z roztokl zaloZenych na
chloroformu a smési chloroformu a DMF, pficemz je ale dosaZzeno priimérd vldken mnohdy silnéjsich, nez
popisuje tato prace. Vedle Uspésnych zvlaknéni je popsano nékolik slepych cest, ¢i pfistupd, u kterych
nevznikaji ¢isté vldakenné materidly. Popsané nanovlakenné vrstvy maji potencial vést k mnoha aplikacim
v potravinarském prlmyslu. Autor této prace véfi, Zze byla takto vybudovana platforma pro dalsi prace,
které dale rozvinou potencial mikroskopickych a nanoskopickych vldken v potravinovém, kosmetickém,
materidlovém a obecné uzZitném odvétvi chemie.

4.6 DOPLNKOVE VYSLEDKY DISERTACNI PRACE

Bé&hem DSP na FCH VUT Brno bylo autorovi této prace vlivem Zivotnich okolnosti umoZnéno podilet se na
rozvojovych a humanitarnich aktivitach v centrdlni Tanzdanii a v zdpadoafrické Ghané. V obou ptipadech
byly vyuzity, alespon do urcité miry, zkuSenosti, a predevsim kontakty ziskané taktéz diky pisobeni na FCH
VUT. Ziskané vysledky pfimo souvisi s tématem disertacni prace.
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4.6.1 Tanzanie

Vyvoj nanovlakenného filtru pro analyzu a filtraci vody byl realizovan v Tanzanii, ve vesnici Mpanga. Prvni
navstéva vesnice Mpanga byla uskute¢néna v unoru 2017 a tehdejsi vyprava, alespon z chemického
hlediska byla velmi naivni a zpétné se da hodnotit hlavné jako ziskavani zkusenosti a predstavy o tom, jak
funguje zasobovani vodou v ruralni Tanzanii (Obrazek 77). Na zakladé urcitych predbéznych informaci byla
do Mpangy dovezena analyticka vybava slouzici k uréeni chemické a bakteriologické kontaminace vody.
Byla provedena zevrubna analyza kvality vody v nékolika farnostech v oblasti Kilombero Valley a odebrany
vzorky na dalsi analyzu na obsah prvkl. Posléze bylo dovezeno dalsi zafizeni (Obrazek 78) skladajici se
zvodovodnich baterii, které byly nainstalovany pobliz zakladni sSkoly a dispenzafe a osazeny
nanovlakennym a keramickym filtrem. NejdlleZitéjsim pfinosem cesty bylo ale ziskani povédomi o tamni
situaci a vzniku zakladu pro dalsi technicka feseni.

Obrazek 78 — nainstalované vodni filtry obsahujici nanovlakenné membrany

Nasledujici cesty aZz do data sepsdani této prace byly zaméreny jednak na pomoc s vylepSenim
tamnich zasobnik( na vodu, instalace piskovych filtr(i a oprava solarnich cerpadel. Z pfedchozi zkusenosti
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vevs

vykrystalizoval ndapad na vodni filtr pracujici s nejzakladnéjsi charakteristikou nanovldken vyrdbénych na
strojich Nanospider a to, Ze se jednd o ploSnou textilii vychdazejici ze stroje o urcité Sifce. Laminaci
nanovldken s klasickou textilii mozné ziskat kompozitni sendvicovy material s dobrymi mechanickymi
vlastnostmi, ktery je moZné strojové narezat na Ctverce a vyrezat v rozich otvory umoZiujici slozeni do
podoby vaku (Obrazek 79). Volbou vhodného sloZeni, aditivace antibakterialni slozkou a jednotlivych krokd
nasledujicich zvlaknéni bylo dosazeno materidlu, ktery vykazuje vyjimecné filtra¢ni a antibakteridlni
vlastnosti. V soucasné dobé je vyrobek ve fazi vyvoje firmou Nafigate.

Obrazek 79 — Nanovlakenny filtr Ecobrane

Z experimentalni prace jak na tlakovém tak i gravitacnim filtru vyplynuly ndsledujici poznatky a
technologické vyzvy:

e Mechanickd pevnost — samotnd membrdna o ekonomicky Unosné plosné hmotnosti nevykazuje
zdaleka uspokojivé mechanické vlastnosti. Vzhledem k narokim na cisténi membran zpétnym
proudem, pranim nebo ultrazvukem je to jedna z nejvétSich prekazek dlouhodobého pouziti.
Céste¢né se tato nevyhoda obchdzi vytvafenim laminatli nebo kompozitnich materialG, ale i
spojeni nanovlakenné vrstvy s pevnéjsim materiale nezaruci poZzadovanou odolnost vici lokalnimu
protrzeni.

o Mobilita vldken — nanovlakennd membrdna béiné vypada jako netkana textilie, kde vldkna jsou
volné loZena na sebe. Vlivem pritoku filtrované kapaliny dochazi jednak ke kompresi vrstvy jako
u jinych filtrQ, ale taktéz k mobilité jednotlivych vidken. To miZe zpUsobit lokalni zvétseni poru a
v nejhors$im pripadé prinik nechténé kontaminace. Tato nevyhoda byvda umensena bud
mezivlakennym propojenim vlivem teploty, coz ovSsem vyZzaduje dalsi krok pti vyrobé membran,
nebo zvySenim koncentrace par rozpoustédla polymeru béhem suseni, tim dojde k bobtnani horni
vrstvy vldkna a propojeni. Naslednym suSenim jsou pak vlakna propojena. Posledni zpUlsob
mezivlakenného spojeni je aplikace jiného polymeru at jiz v roztoku, ve spreji nebo jinak. Ten je
pouZit jako lepidlo. VSechny tyto metody maji sice za cil snizit mobilitu vidkna, ale zaroven do urcité
miry snizuji pratok. Nalezeni vhodného kompromisu je poté dosazeno optimalizaci a empirickym
ovérenim.

e  Kultiva¢ni médium — nevyhoda a zaroven v nékterych pripadech pfednost nanovldkennych vrstev,
a zvlasté téch biodegradabilnich a biokompatibilnich je fakt, Ze mohou sloZit jako kultivacni
médium pro bakterie, bunky a obecné organismy, napfiklad fasy. Toho je vyuZivano
v regenerativni medicing, avSak pfi bakteridlni filtraci vody nebo ¢ehokoliv jiného se jedna o
znacnou prekazku dlouhodobého uzivani. Ve vhodnych podminkdach pak dochazi k biofoulingu a
v nejhorsim pfipadé prorosteni celou membranou, ucpani a migraci na opa¢nou stranu membrany.
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Tyto déje je moiné predejit bud castym cCisténim, coZ je opét v rozporu s prvni zminénou
nevyhodou nebo aditivy v podobé baktericidnich a antibioflounigovych aditiv jakymi je napftiklad
nanoskopické stfibro. VSechny aditiva ovsem ovliviiuji proces zvldknéni nebo vyslednou
membranu, a to napfiklad z hlediska mechanické pevnosti.

e  Minimalni tloustka vrstvy — elektrostatické zvldknéni na primyslové Urovni je i pres veSkeré
nesporné vyhody stéle financné naro¢na metoda, a to predevsim v oblasti vysSich plosnych
hmotnosti. Existuje minimalni mozna ploSna hmotnost, kdy jesté dochazi k efektivni filtraci, a to
v zavislosti na filtrovanych casticich a priméru pouZitych vidken. Plati, Ze nanovldkna o vétsim
praméru se pripravuji rychlosti a tim i levnéji. Ziskani napfiklad vlaken o priimérné tloustce 60 nm

Vv

| kdyZz sepsané nevyhody vyznivaji pravdépodobné znepokojivé, je potifeba s nimi pti vyvoji novych
aplikaci pocitat a hledat kompromis. To, co Cini z nanovlakennych membran vyuzitelny produkt, je nékolik
faktl. Prvnim z nich je obrovska variabilita polymer( a moznost jejich opracovani. Uz jen samotné vyuZiti
polymer( napfiklad chitosanu nebo kopolymer( obsahujici volné karboxylové funkce davd membrané
schopnost sorpce tézkych kovil. To plati pro celou fadu dalSich polymer(. Dalsi vyhodou je moZnost
ziskavani kompozitnich filtr(l. Je pravdépodobné, Ze Uspésna cesta pro ziskani skutecné pouzitelného a
komercéné Uspésného filtru tkvi pravé v kombinaci pfistupll a material. Velka variabilita filtru taktéz
spociva v aditivaci at jiz zminénymi antibakteridlnimi aditivy nebo napfiklad aditivy fotoaktivnimi ci
sorpénimi. Vyslednd membrdna mize byt senzoricky i katalyticky aktivni. Variabilita celého procesu je
obrovskad, rodina vyuZitelnych material( taktéz. Hlavni prekazkou, ktera ovsem zUstava a pravdépodobné
zUstane nevyresena je vysoka cena vzniklych materiald vzhledem ke konkurencnim pristuptm.

4.6.2 Ghana

Dalsi specializovany produkt byl vyvijen v Ghané. Jednalo se o dostupny ochranny krém proti UV
zareni pro mistni lidi trpici albinismem. Koncem roku 2018 byla navazana spoluprace s organizaci Hatefree
culture a vyvinut projekt vyvoje dostupného ochranného krému proti UV zareni pro albinskou populaci
v Zapadni Africe (Obrazek 80). Na zakladé zkusSenosti FCH VUT byla vyvinuta kompozice zaloZzend na
bambuckém masle, kokosovém oleji a chemickych UV filtrech. Nasledné bylo podniknuto nékolik cest do
Ghany za ucelem vystavby manufaktury a vyuceni mistni albinské populace krém vyrabét. Na projekt byly
ziskany finance prostfednictvim vefejné shirky. Pres urcité prekdzky se podafilo zaloZit manufakturu a
rozjet celkovou vyrobu véetné distribuce tak, Ze cely projekt funguje samostatné bez dalsi pomoci a pouze
s obCasnou konzultaci.

Obrdazek 80 — ochranny krém proti UV zafeni a jeho vyroba v Ghané
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5. ZAVER
Hlavni vystupy disertacni prace Ize stru¢né shrnout do nasledujicich bodu:

Byla vypracovana literarni reSerse zamérena na skupinu vyuZitelnych biopolymerd, predevsim
biopolyesterl na bazi polyhydroxybutyratu. Na zakladé literarnich adajl byly selektovany vhodné pfirodni,
syntetické a semisyntetické biopolymery, které byly ndsledné zkoumdny v materidlovych procesech
zamérenych na ziskani vlaken a ¢astic pouZitelnych v kosmetice a potravinarstvi.

Reserse byla taktéZ zamérena na chemickou a fyzikalni modifikaci biopolymer( za icelem zlepseni
vlastnosti a zpracovani. U¢elem bylo ziskani teoretickych poznatkil o rozpousténi polyhydroxybutyratu,
které byly zuZitkovany ve vyvoji systému rozpoustédel pro ziskani stabilniho roztoku PHB a dalSich
biopolymeru. V teoretické ¢asti byly téZ popsany moderni aplikaéni formy — zejména nanovlakna a jejich
pfiprava. Hlavni daraz byl kladen na metody klasickych zvlakriovacich technik, a predevsim na metodu
elektrostatického zvlakniovani, ktera je popsana detailnéji. Dale byly tyto formy predstaveny z hlediska
konkrétnich aplikaci v potravinarstvi a kosmetice.

Prakticka ¢ast prace byla zpracovana jako komentovany soubor publikaci a patentovych spisG. Byly
zde prezentovany zejména ziskané poznatky ve vyvoiji zvlaknovacich metod. Jednou z nejvyznamnéjsich
vyvinutych metod byla modifikovand metoda klasického mokrého zvldkfiovani, ktera dala vzniknout
poréznimu vldknu z PHB a byla patentovdna a prezentovana v publikaci s IF. Toto vldkno bylo ndsledné
podrobné popsano a vyuZito v nékolika aplikacich, z nichZ nékteré byly pfihlaseny jako vynalezy.

Dale byla prezentovdna metoda odstiedivého zvldknovani PHB, kterou byly pfipraveny sorpcni a
filtraéni objemné materidly pfipominajici vatu. Tyto materidly byly funkcionalizovany zejména za ucelem
vyuZziti pfi sorpci tézkych kovu a jako filtracni systémy pro odstranéni mikroorganismu z kapalin, napfiklad
z vody. Na tuto aplikaci byl ziskan zapis prdmyslového vzoru.

Dale byla intenzivné studovana metoda elektrostatického zvlaknovani vychazejici z nového
systému rozpoustédel umoznujicich ziskani submikronovych vldken. Pfipravené materialy byly studovany
jak mikroskopicky, tak i charakterizovany pomoci fyzikalnich, chemickych i biologickych metod. Byla
sledovana biodegradabilita, sorpc¢ni vlastnosti, ¢i uvolfiovani aditiv. Byla popsana a publikovana
funkcionalizace antibiotikem levofloxacinem a sledovana kinetika jeho uvolfiovani z nanovlakennych
material(. Ddle byly materidly funkcionalizovany antimikrobidlnimi latkami a sledovan antimikrobialni
ucinek a kratkodobé i dlouhodobé uvolnovani sorbovanych latek.

Jednim z dalSich vystupt aplikace pripravenych vlakennych a ¢asticovych materiall na bazi PHA
jako UV filtra vyuzitelnych zejména v kosmetice. Tento vystup byl realizovan v rdmci smluvniho vyzkumu
a pfihlasen jako vyndlez.

Vedle publikac¢nich vystupl byly ziskany rozsahlé zkusenosti popsané v doplnkovych vysledcich
disertacni prace zabyvajici se praktickymi aplikacemi materialQ pfi filtraci pitné vody v terénu a v ramci
praktickych kosmetickych aplikaci realizovanych na africkém kontinentu. Vystup zaméreny na formulaci
opalovaciho krému pro albiny byl ocenén mezindrodni cenou. Mnohé ziskané poznatky byly dale
prevedeny do primyslové praxe ve spolupraci se soukromym sektorem a jsou vyvijeny pro dalsi aplikace
v potravinarstvi i kosmetice.
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POUZITE ZKRATKY
CB chlorbenzen

CF chloroform

DCE dichloroethan

DMAc dimethylacetamid
DMF dimethylformamid
DMSO dimethylsulfoxid
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HFIP hexafluoroisopropanol
PA-6 polyamid-6

PAN polyakrylonitril

PBAT polybutyrat-adipat-tereftalat
PBS polybutylen sukcinat
PCL polykaprolakton

PDL poly(e-decalakton)

PDO polydioxanon

PE poylethylen

PEO polyethylenoxid

PES polyethylen sukcinat
PESL polyethersulfon

PET polyethylentereftalat
PGA polyglykolova kyselina
PHA polyhydroxyalkanoat
PHB poly-(R)-3-hydroxybutyrat
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Abstract: Microbial poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) has several advantages including its biocompatibility
and ability to degrade in vivo and in vitro without toxic substances. This paper investigates the feasibility
of electrospun PHB meshes serving as drug delivery systems. The morphology of the electrospun
samples was modified by varying the concentration of PHB in solution and the solvent composition.
Scanning electron microscopy of the electrospun PHB scaffolds revealed the formation of different
morphologies including porous, filamentous/beaded and fiber structures. Levofloxacin was used as the
model drug for incorporation into PHB electrospun meshes. The entrapment efficiency was found to be
dependent on the viscosity of the PHB solution used for electrospinning and ranged from 14.4-81.8%.
The incorporation of levofloxacin in electrospun meshes was confirmed by Fourier-transform infrared
spectroscopy and UV-VIS spectroscopy. The effect of the morphology of the electrospun meshes on the
levofloxacin release profile was screened in vitro in phosphate-buffered saline solution. Depending upon
the morphology, the electrospun meshes released about 14-20% of levofloxacin during the first 24 h.
The percentage of drug released after 13 days increased up to 32.4% and was similar for all tested
morphologies. The antimicrobial efficiency of all tested samples independent of the morphology,
was confirmed by agar diffusion testing.

Keywords: biomaterials; electrospinning; drug release kinetics; levofloxacin; morphology;
poly(3-hydroxybutyrate); scaffolds

1. Introduction

The goal of controlled drug delivery is to deliver a drug with a specific release profile to the targeted
cells, tissues or organs [1]. In the area of controlled drug delivery, many release systems based on synthetic
or natural polymers have been reported. Since 1950, three generation of drug delivery systems (DDS) have
been developed. The first-generation DDS mainly included modifications of the drug release mechanisms,
such as dissolution-controlled, diffusion-controlled, osmosis-controlled and ion-exchange-controlled
mechanisms in oral and transdermal delivery. The advances in these first -generation DDS have been
described in several excellent reviews [2—4]. The second-generation DDS, also known as smart drug
delivery systems, were focused on zero-order release and introduced smart delivery systems encompassing
nanoparticles, smart polymers and hydrogels, peptide and protein delivery. A large number of existing
studies in the literature have reviewed the smart DDS and their clinical potential [5-8]. The third-generation
DDS is still under development and involves modulated delivery systems, which would overcome the
biological and physicochemical barriers [9,10]. Recently, a number of DDS have been developed
based on biodegradable polymers, including polylactides [11,12], poly(lactide-co-glycolide) [13,14],
poly(e-caprolactone) [15], polyhydroxyalkanoates [16,17], chitosan, dextran, alginic acid and hyaluronic
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acid [15,19]. The use of the polymer matrix based on biodegradable polymer brings many advantages but
the most important one & their (bio)degradation into oligomers and monomers, which can be metabolized
through normal physiological pathways [20,21].

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are biopolyesters of 3-hydroxyalkanoic acids synthesized and
accumulated in bacterial cells as intracellular carbon and energy storage materials [22]. A broad range
of PHAs with different physicomechanical properties can be biosynthesized using different substrates,
co-substrates and microornganisms [23]. One of the disadvantages is their much higher cost compared to
traditional petroleum-based polymers. The main reason for this is that the microbial syntheses of PHA
require upstream and downstream processing, which are time, material and equipment demanding
processes, Due to their high biocompatibility, non-toxicity and degradability in vivo, PHA polymers
display high potential for application in drug delivery and tissue engineering [ 24]. The maost extensively
studied are poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) and pely(3-hydroxybutyrate-co-valerate) (PHBHV), mainly
due to their availability on the market. Both PHB and PHBHV are semi-crystalline polymers with
molecular weights ranging from 200 to 3000-8000 kg-mol ™ [25]. Their degradation in body fluids
occurs mainly through surface and bulk erosion combined with hydrolytic chain scission. This way of
degradation is an attractive release mechanism for DDS [26]. Degradation of PHA materials in vitro
depends on their chemical structure, molecular weight, crystallinity, sample dimensions, pH and
temperature of the hydrolytic medium [27,28]. It was found that in vivo as well as in vitro degradation
of PHA is much slower compared to other biopolyesters, e.g., polylactides (PLA). Gogolewski et al.
reported that after six months of subcutaneous implantation using injection molded PHA samples
in mice, only about 15-43% of the material was degraded. Polylactide-based materials under the
same experimental conditions reached much higher degradation values in the range of 56-99% of the
materials [29],

Numerous processing approaches are used for the preparation of the controllable drug
delivery systems based on biodegradable polymers, including encapsulation, nanotechnology and
electrospinning [20]. Electrospinning is a processing method for the preparation of fibrous polymer
mats with different morphology and the fibers can be coated onto any surface, which offers great
potential in tissue engineering [31]. Due to the slow hydrolysis rate, PHB electrospun fibers are
preferable in tissue engineering and disease diagnosis but only with limitations in the DDS [32-34].
Therefore, various strategies have been used to modify drug release profiles from PHB. One of the wavs
of doing this s the blending of PHB with a polymer that has a shorter degradation time, for example
with polyethylene oxide [35], and polylactides [31,56]. The next methodology to accelerate the
degradation is the use of PHA with a chemical structure different to PHB, for example, the amorphous
poly(3-hvdroxybutyrate-co-4-hydroxyvbutyrate), where the presence of 4-hydroxybutyrate units in
polyester accelerates the rate of hydrolytic degradation [37,38], Another way of accelerating the
degradation in vivo or in vitro is the modification of the surface morphology of PHB electrospun fibers
loaded with the drug. The morphology and porosity of electrospun nonwoven meshes can be adjusted
by many parameters such as polymer type (molecular weight, molecular weight distribution and
architecture), solvent properties (solution concentration, viscosity, conductivity and surface tension),
process parameters (electric potential, flow rate and concentration, deposition distance, and deposition
time), and ambient parameters [39,40], The release kinetics of the active substance also depends on
the way it is incorporated in electrospun mats, Naveen et al. reported the 95% release of kanamycin
sulphate-loaded PHB nanofiber mats within the first 8 h when the antibiotic was entrapped on the
surface and sandwiched within the nanofiber mats [11]. However, some applications need much
slower release of the active substances.

The purpose of this study was (1) to investigate the formation of porous morphologies of
electrospun mats in relation to the solvent viscosity, and (2) to assess the resulting drug entrapment
efficiency and drug release profile. Levofloxacin was selected as the model drug; it is an antibacterial
agent belonging to the group of flucroquinolones and has good solubility in chloroform. Its antibacterial
activity is based on the inhibition of the supercoiling activity of bacterial DNA gyrase and halting
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DNA replication [42]. The hypothesis was that the porous morphology would support easier
incorporation of drug into the PHB matrix and might increase the drug entrapment efficiency. The type
of formed morphology should subsequently influence the drug release kinetics. Recently, several
works confirmed the biocompatibility of PHB electrospun mats despite the use of chlorinated solvents
during processing [43]. Despite all of the aforementioned investigations, there is a lack of information
on the influence of different morphologies, other than uniform fibers, on the drug release Kinetics of
electrospun meshes. Moreover, the addition of bicactive compounds often alters the morphology of
electrospun mats [44,45]. In the present work, the viscosity of the electrospinning solvent was modified
by the variation in the PHB concentration in the solvent, and by the ratio of dichloromethane and
chloroform used as a binary solvent system, The morphology of the developed electrospun mats
was proven by scanning electron microscopy and the drug release profile was monitored in vitro in
phosphate-buffered saline solution.

2. Materials and Methods

2.1. Preparation of PHB Electrospun Films

Poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) with a weight-average molecular mass (M) of 350 kg-mol“
and polydispersity D of 1.2 was obtained from the Nafigate Corporation, Prague, Czech Republic.
Scaffolds with various morphologies were produced by electrospinning as follows: PHB was dissolved
in dichloromethane/chloroform in the ratio of 1:1 (sample set 1), 1:2 (sample set I1) and 1:3 (sample set
111) at a concentration of 1%, 2%, 4%, 5% and 8% (w/v). PHB scaffolds loaded with levofloxacin (Sigma
Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) were prepared by the addition of 1 wt.% of the drug (related to the PHB
mass) into the dissolved PHB and stirring for 15 min. For the preparation of fiber meshes, the resulting
polymer solution was placed into a 10 mL syringe fitted with a metallic needle with a diameter of
1 mm. Electrospinning was performed on a laboratory-made device with two high voltage sources,
one positively charged (0~25 kV) and the other negatively charged (—15-0 kV). The positive charge was
placed to the tip of the needle through the spinning solution, pushed by a syringe pump. The negative
charge was placed on a collector, which was represented by a metallic round plate with a diameter
of 10 em and covered by a flat aluminum sheet. Each sample was collected on the new aluminum
sheet. The conditions of the electrospinning process are described in Table 1. The prepared electrospun
meshes were left 24 h in a hood and 10 h at 40 °C in a vacuum oven to evaporate solvents. The complete
evaporation of solvents was confirmed by thermogravimetric analysis (data are not presented in this
work). The electrospun samples without antibiotic were designated as EM_X, where X indicates the
concentration of PHB in the solution used for the electrospinning. Additionally, electrospun samples
loaded with levofloxacin were designated as EM_X_L.

Table 1. Set up conditions used for electrospinning of PHB solutions,

Electrode Distance  SyringeDiameter  Neodle Diameter  Voltage Difference  Intensityof Eloctrical  Feed Rate
{mm) {mm) (mm) kV) Field (kV/mm) (uL/min)

2021 180 10 0 £ 0.0 1 1

To determine the concentration of levofloxacin entrapped in PHB electrospun meshes, 100 mg of
sample was dissolved in 5 mL of chloroform. One mL of dissolved sample was mixed with 10 mL of
sodium phosphate buffer (0.1 mol:L™", pH 7.4) for 30 min. The solution was filtered through 0.45 pm
cellulose acetate membrane before UV-VIS determination of levofloxacin. The experiments were run
in triplicate. The concentration of levofloxacin in the solution was determined by means of UV-VIS
spectrophotometry at 292 nm. Subsequently, the entrapment efficiency was calculated by using the
following equation:

Weight of drug in electrospun film
Initial weight of drug in solvent for electrospinning

Entrapment efficiency (%) = x 100 (1)
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2.2, Clumracterization

2.2.1. Determination of Dynamic Viscosity

The dynamic viscosities, 1, of the prepared solutions, were determined by using a rotating
viscometer (Fungilab Alpha L, Barcelona, Spain) at 20 “C. The standard volume of the samples was
100 mL.

2.2.2. Morphological Analysis

Surface morphology of the PHB fiber meshes was investigated by scanning electron microscopy
(FEI Versa3D SEM/FIB, Oregon, OR, USA). The microscope was operated under high-vacuum mode at
an acceleration voltage of 5 kV. The surfaces were sputtered with a 5 nm layer of Pt.

2.2.3. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR)

The chemical structure of the prepared scaffolds was characterized by FT-IR in Attenuated
Total Reflection mode with a single-reflection diamond crystal using a Nicolet iS50 spectrometer
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). The structure of the electrospun meshes was measured
directly on the surface of the samples. Additionally, films were prepared from about 10 mg of electrospun
samples with levofloxacin by dissolution in the ratio 1:150 (electraspun sample/chloroform), followed by
evaporation. Spectra were collected as the average of 32 scans in the frequency range 4000-400 cm™!
with the resolution of 4 em™. The spectrum of the clean, dry diamond crystal in the ambient atmosphere
(air in the laboratory) was used as the background for FTIR measurement.

2.3, Drug in Vitro Release Studies

Levofloxacin loaded in PHB electrospun films of 1 cm? with a thickness of 13 um (EM_1_L),
14 um (EM_4 L) and 42 um (EM_5_L) were poured in 2 mL glass vials with 1.5 mL of 0.1 M PBS
(phosphate-buffered saline, pH 7.4) and closed. The vials were stored in the shaker at 37 “C and
180 rpm. Levofloxacin release from PHB sheets was determined with UV-VIS spectrophotometry
(S-220 Spectrophotometer, BOECO, Boeckel + Co, Hamburg, Germany) at 292 nm for seven days.
The concentration of the released levofloxacin was calculated from the intensity of absorbance.
The release data are presented as the average value of three specimens with the standard deviation.

2.4, Antimicrobial Tests

The antimicrobial activity of levofloxacn incorporated into PHB samples prepared by
electrospinning was tested against gram-positive bacterium Micrococous Iutens CCM 1569 (ML),
gram-negative bacteria Serratia marcescens (SM) CCM 8587 and Escherichia coli (EC) CCM 7359. For the
antimicrobial testing of electrospun films loaded with the drug, agar diffusion tests were conducted.
All used microorganisms were supplied by the Czech Collection of Microorganisms, Masaryk University,
Brno, Czech Republic. Soybean Casein Digest Agar (Tryptone Soya Agar, Himedia Laboratories,
Mumbai, India} was used as the nutrient agar. The samples were cut from the PHB electrospun
structures loaded with levofloxacin. The samples with a predetermined weight were placed onto the
surface of the agar plate containing a microonganism suspension at a concentration of 5 x 10° CFU per
mL. The agar plates were incubated for 24 h at 37 °C, Each sample was tested in triplicate and the
growth inhibition halo is presented as the average value with the standard deviation,

3. Results and Discussion

3.1. Morphology of PHB Electrospun Meshes

The concentration of PHB solution was varied from 110 5 wt%. All electrospinning parameters
were kept constant; only the composition of binary solvent system was changed. SEM micrographs of
electrospun meshes are shown in Figure 1. It is evident from the micrographs that the variation in PHB
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concentration and ratio of dichloromethane (DCM) and chloroform (CF) in the binary solvent system
influenced the formed morphology. All morphologies, except for the model with microfibers, shown
in Figure 1 D (within set I} are porous. The model shown in Figure 1A (set I} is the only one without
fibers and resembles a sponge. Other models contain a mixture of spindle-like units, fibers and grains.
The structure of the models formed by using a solvent system with an increased concentration of CF is
more fused. Furthermore, the size of the grains increased with the increase in the PHB concentration.
One of the objectives was to promote the formation of porous morphology in electrospun meshes.
Morphologies within set I with the DCM and CF in the ratio of 1:1 fulfill this criterion. Both solvents,
DCM and CF are good solvents for PHB, but have different physical properties (Table 2). Especially,
they differ in their evaporation rate. The application of solvent with a higher evaporation rate supports
the formation of a porous morphology. Similar findings have been reported by Mahaling and Katti in
their work [39]. Providing that all conditions used for electrospinning are stable and only the kind
of solvent and PHB concentration are modified, the viscosity of PHB solutions is another parameter
that influences the final morphology. Figure 2 shows the increase in the dynamic viscosity with the
increased concenteation of PHB and chloroform in the solvent. We observed that solutions with PHB in
a concentration higher than 5 wi.% partly solidified on the needle and the electrospinning was difficult.

Ratio of dichloromethane/chloroform usad as solvent mixture for elactrospinning
1:1(set)) 1:2 [sec ) 1:3 {sec lin)

Figure 1. SEM morphology of electrospun meshes processed from dichloromethane/chloroform
solution and PHB in the concentration of: (A) | wiL% (EM_1), (B) 2 wt.% (EM_2), (C) 4 wL™ (EM_4),
and (D) 5 wt% (EM_5).
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Table 2. Physical properties of solvents,

Dynamic Vapour Dielectric  Surface Tension
Solvent n"m:,so'd"' Viscosityat  Pressureat  Constant at a20°c
20 °C (MPa) 20 °C (kPa) 20°C (mNm
Dichloromethane 40 043 47 9.1 281
Chloroform 61 (.58 21 48 72
10
®  Dichloromethanea/chloroform 1:1 "
* Dichloromethane/chioroform 1:2 Py
A Dichloromethana/chloroform 1:3 -
w1
g -
% [ |
g 0.1+
) KY
[ .
= -
E A
§ 0.01 - .
-
-
O.N‘l T T T T
0 2 4 6 8
Concentration of PHB (wt.%)

Figure 2. Dynamic viscosity of PHB solution in relation to the ratio of dichloromethane/chloroform
{1:l—set 1, 1:2—set 11, 1:3-<et [IT) and concentration of dissolved PHB,

2. Entrapment Efficiency and Drug Release Kinetics

After the morphological screening (see Figure 2), we selected three electrospun models with
different morphologies prepared by dissolution of 1, 4 and 5 wt.% of PHB in a binary solvent system,
selected from sample set 1. The SEM micrographs of the selected electrospun models loaded with
levofloxacin are shown in Figure 3. As was hypothesized, the incorporation of the drug influenced
the final morphology of scaffolds, In Figure 3A levofloxacin erystals and droplets can be seen on the
surface of sample EM_1_L. The original porous structure of the sample EM_4_L disappeared after the
incorporation of levofloxacin. Figure 3B,C show fibers with beads and diversified fibers, respectively.

ATR-FTIR spectroscopic analysis verified the existence of entrapped levofloxacin in PHB
electrospun meshes. In Figure 4 the FTIR spectra of the neat PHB electrospun sample and PHB
electrospun meshes loaded with levofloxacin are shown, The FTIR spectrum of neat PHB shows
characteristic bands typical for poly(3-hydroxybutyrate) [25]. The ATR-spectra collected from the
surface of PHB samples loaded with the antibiotic did not show any differences compared to the neat
PHB. However, the films prepared from the dissolution of electrospun meshes with the incorporated
levofloxacin confirmed characteristic peaks of levofloxacin. This indicates that the drug was not
adsorbed on the surface of the electrospun samples, but it was incorporated inside the meshes. Some
characteristic bands typical for levofloxacin were overlapped with the peaks of PHB, e.g,, the absorption
band at 1725 em™", which is ascribed to symmetric C=0 stretching in ester groups. The bands, which
were not overlapped were detected at 2848 em ™! (the peak corresponds to the symmetric C-H stretching
in methylene groups.), and 1620 em™" as well as 1521 em™ (the band can be assigned to C=C stretching
vibrations in the aromatic ring of levofloxacin}, This indicates that levofloxacin was successfully
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entrapped in PHB electrospun meshes. The entrapment efficiency (Equation (1)) was found to be 51.8%
for EM_1_L, 22.3% for EM_4_L and 14.4% for EM_5_L. Although levofloxacin was fully dissolved
in PHB solutions, which were used for electrospinning, the drug entrapment efficiency decreased
with the increased viscosity of the PHB solution. The increase in the viscosity might cause higher
sedimentation and thus the drug can adhere to the surfaces of the syringe and the needle. Moreover,
the electrospinning was done at room temperature and the solubility of PHB in the chlorinated binary
solvent system was higher at a temperature of about 60 °C.

Figure 3. SEM morphologies of PHB electrospun meshes loaded with levofloxacin: (A) EM 1 L,
(B)EM 4 L. (C)EM 5 L.
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Figure 4. FT-IR spectra of electrospun samples: (A) neat PHB, (B) EM_1_ L, (C) EM 4 L, (D) EM_ 5 L.

The levofloxacin release profiles from the three above mentioned electrospun samples were
recorded from the immersion in I'BS solution (pH 7.4, 37 °C) for 13 days. The solubility of levofloxacin
is pH dependent and reaches about 30 mgmL™" at 20 °C and pH 7.5 [40]. The release of the drug
incorporated in a degradable polymer matrix depends on many factors. PHB is a hydrolysable polymer
and the course of its degradation in PBS solution relies on its molecular weight, crystallinity and
morphology. Moreover, hydrolysis is a time, temperature, and pH dependent process. When all
parameters except the morphology of electrospun meshes were kept constant, samples gradually
released about 14-200% of the drug during the first 24 h (see Figure 5). The release of the drug began with
a slight burst effect after the first 10 min and continued with a gradual release up to 24 h. This release
tendency indicates the surface erosion of the polymer matrix. The course of the drug release was
changed when the bulk erosion of PHB started. The visible changes in the release tendency were
detected after the investigated samples were immersed in PBS solution for 13 days. Itis interesting o
note that sample EM_I_L, which released only 14% of the entrapped drug after 24 h, overtook the
other two models and reached a cumulative drug release of 32.5%. In spite of different morphologies,
all the tested electrospun models reached a comparable cumulative drug release of about 30.4-32.5%
after 13 days. These findings correspond to the use of the same type of PHB. At the beginning of
drug release test, the main differences arose from the different morphologies. The morphology of the
electrospun meshes marked!ly influenced the capability of the sample to entrap the drug as well as the
drug release rate during the first stage of degradation, which corresponded with the variations in the
surface erosion,
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Figure 5. Cumulative fractional release of levotloxacin from electrospun films EM 1 L, EM 4 Land

EM_ 5L (Fe—fraction of drug released in t time, The data points and error bars represent mean values
and standard deviation of data sets, respectively).

3.3, The Antomicrobinl Susceptibility of PHB Loaded Levofloxacin Electrospiun Meshes

The antimicrobial susceptibility of different electrospun meshes loaded with levofloxacin was
determined using the agar diffusion test (Figure 6), The antimicrobial activity of samples with a surface
of 1 em?®, was recorded after 24 h as a growth inhibition halo. Due to the variation in the samples’
thickness, the determined values were correlated with the corresponding values of the mesh thickness
(Table 3). All tested PHB meshes showed distinctive antimicrobial activity against the gram-positive
bacterium (M. futers) and gram-negative bacteria (S. marcescens and E, coli) with the following order of
efficiency: EM_1_L > EM_4_L = EM_5_L. The antimicrobial efficiency corresponded with the amount
of the entrapped antibiotic and with the morphology of the mesh. It should be highlighted that
levofloxacin is an antibacterial agent with a broad spectrum of activity against gram-positive and
gram-negative bacteria. Interestingly, the activity of levofloxacin incorporated into PHB electrospun
meshes displayed much higher efficiency against the gram-negative bacteria compared to gram-positive
bacteria. Gram-positive bacteria compared to gram-negative bacteria are usually more susceptible to
the action of antibiotic agents, mainty due to differences in the structure and composition of their cell
walls [£6,47], Therefore, these PHB electrospun meshes with levofloxacin seem to be highly promising
for tissue engineering applications. They could contribute to the prevention and treatment of wound
and surgical site infections caused by gram-negative bacteria [48,49].

Table 3. Antimicrobial activity conducted @ growth inhibition halos average value = standand deviation,
n=23)

Growth Inhibition Halo {mm)
Sample Micrococcus Luteus Serratia Marcescens Escherichia Coli
M d ‘cC d M d Corrected Measured Corrected
Value Value Value Value Value Value
EM_1_L 37411 37«11 41=11 41211 5111 51+11
EM 4 L 08+ 10 075 £ 09 12212 L1+l 20+11 19410

EM.5 L 2112 065 =04 2211 068x03 3010 093:03

* measured value—the value of the growth inhibition halo determined on the agar; ® cormecied value—the value of
the growth inhibition hak coerected according to the thickness of the sample {in relation fo sample EM_1_L).
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Figure 6. Antimicrobial activity of PHB electrospun meshes M_1_L, M_4_L and M_5_L tested against
(A) Micrococens hutews, (B} Serratia marcescens, and (C) Eschericiua coli.

4. Conclusions

Electrospinning of poly(3-hydroxybutyrate) in a dichloromethane/chloroform binary solvent
system was demonstrated as a simple method for the preparation of scaffolds with different
morphologies, Systems that resulted in sponge, beaded fibers and fiber morphologies were selected
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for the incorporation of the drug, Based on its solubility, levofloxacin was selected as the model drug,
PHB electrospun scaffolds differed in their entrapment efficiency of the drug, The sponge model was
able to entrap about 81.8% of drug. The other two models with a fiber structure with or without beads,
were much less effective and entrapped 22.3% and 14.4%, respectively, of the originally loaded drug,
All of the electrospun models gradually released from 30.4'% to 32.5% of the incorporated levofloxacin
after 13 days. When the sample was first immersed in PBS solution, the drug release course was
influenced by the surface erosion and later it was also by the bulk erosion. All tested electrospun
models entrapped and released a sufficient amount of levofloxacin to exhibit their antimicrobial
efficiency. Based on the drug entrapment efficiency and the drug release profiles it can be concluded
that the herein proposed electrospinning method of PHB, resulting in EM_1_L film with a sponge
morphology might have the potential for the development of an efficient, controllable drug release
system. However, faster in vitro hydrolysis of PHB needs to be promoted. This will be a subject of our
further research,
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Abstract: In this study, we described the development of a simplified wet spinning method of the
production of a novel type of porous continuous fiber based on poly-3-(R)-hydroxybutyrate (PHB).
The principle of this method is precipitation of PHB dissolved in chloroform solution into the ethanol
precipitation bath. The influence of various PHB concentrations and feed rates on specific surface
area (measured by nitrogen absorption method) was studied. Materials were also characterized
by SEM. Surface areas of fibers achieved by wet spinning were in the range of tens of m%.g™,
and the biggest surface area value was 55 m?.g"!. The average diameter of fibers was in the range
of 20-120 um and was dependent on both PHB concentration and feed rate. Optimum conditions
for reaching stable fibers of high surface area were 3-5 % w.t. of PHB and feed rate 0.5-3 mLh™".
Fibers were functionalized by adsorption of some natural plant extracts. The incorporation of active
substances into fibers was confirmed by infrared spectroscopy. High antioxidant and antimicrobial
effect of PHB-fibers with cloves extract was found, as well as excellent long-term stability and optimal
dynamics of the release of active compounds. The newly produced material would be applicable in
pharmacy, cosmetics, and wound healing.

Keywords: P-3-HB; PHB; wet spinning; microfiber; pores

1. Introduction

Polyhydroxybutyrate (PHB) from a family of polyhydroxyalkanoates is a deeply studied polymer
with big application potential in material, medicinal, agricultural, and protection fields [1-5]. The main
advantage of this well-known stiff and a rather brittle biopolymer of high crystallinity is its production
from waste food oil via bacterial transformation [6]. The huge production of waste food oil could
lead to a promising future of PHB; however, the feedstock could compete with the needs of biofuel
production [7]. Many interesting materials have been prepared based on polyhydroxyalkanoates,
especially on PHB. We could find big development in the area of extrusion [8], film production [9],
composites [10], scaffolds [11], particles [12], nanofibers [13], conventional fibers [14], filters [15],
paper modification [16], cosmetics [17], food packaging [18], and more [19]. Natural hydrophobic
properties of PHB could lead towards perspective sorption application [20] of material with high
surface area and pores.

All those applications and development are focused on two different groups of PHB processing.
The first one works with extruded polymer, while the second one with a dissolved polymer. PHB itself
is not easily processed by extrusion because of thermal degradation [21]. Recently, substantial work
in this field has been done [5]. However, the processing is not straight forward as in conventional
polymers. Due to this problem, an alternative method based on PHB solubilization could be used.
More importantly, additional positive properties like higher surface area or porosity could be gained
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by those methods, For example, solvent casting or wet spinning could be found very useful in the
preparation of porous membrane materials [22].

Wet spinning [23] is one of the oldest spinning techniques originally performed on cellulose
spinning from cellulose xanthate [24]. Nowadays, it is mostly used during the production of carbon
fibers based on polyacrylonitrile precursor fibers. The general idea of wet spinning is based on
continuous precipitation of polymer from an appropriate solution where a solvent is miscible with
precipitation bath, and the polymer is not soluble in the bath [23]. For example, precipitation of
polvacrylonitrile could be done from a dimethylformamide solution to water. In the first phase, fiber is
not yet in the form of the final product. However, a semi-state of protofibril can be reached, which is
partly liquid and partly solid and could be drawn, prolonged, and strengthened. Then, it could be
dried, lubricated, and winded up. By this method, it is possible to obtain high strength fibers in mono-
or multifilament state depending on used spinneret. Wet spinning by its simple set up is possible to
practice in laboratory conditions. The simplest set up (Figure 1) could be just from a syringe pump,
spinneret, which could be just a simple needle and precipitation bath formed by glassware filled with
proper solvent, solution, or a mixture of liquid compounds. The design of experiments could be done
by controlling several parameters, where the straightest forward is the speed of the feed-in syringe
pump and polymer concentration. Other parameters could be the temperature of bath or polymer
solution and concentrations of various additives in solution or precipitation bath,

Figure 1. Wel spinning set up.

In recent literature, the wet spinning process is described with a highly concentrated solution
of Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate (PHBHHX) in chloroform [25]. Work is focused
on potential in 3D printing of scaffold material and with co-polymer with 3-hydroxyhexanoate units
rather than homopolymer PHB.

In our previous study, PHB electrospun meshes were prepared, and levofloxacin was used as the
maodel drug for their functionalization [26]. The effect of the morphology of the electrospun meshes
on the levofloxacin release profile was confirmed. Depending upon the morphology, the electrospun
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meshes released about 14%-20% of levofloxacin during the first 24 h and after 13 days increased up to
32.4%., This amount was relatively low for a potential healing effect,

Based on the above-mentioned data, in this work, a novel type of PHB-based biomaterial with the
high surface area using a wet-spinning technique was described. Further, the functionalization of such
material by natural antimicrobial compounds was tested to receive new promising biomaterial with
optimal and controlled release applicable in many different areas of interest.

2. Materials and Methods

2.1, Materinls

Poly-3-(R)-hydroxybutyrate was obtained from company Nafigate Corp (Prague, Czech Republic).
with molecular weights of M, 600 kDa and M,, 450 kDa (GPC). Chloroform (pure} and ethanol (96%)
were purchased from Penta (Prague, Czech Republic) and used as received, For setting up the spinning
equipment, the New Era Scientific syringe pump was used. The syringe was provided by a long needle
with a diameter of 0.8 mm and 200 mm length (Figure 1).

2.2, Preparation of Fibers by Wet Spinning

PHB was dissolved in heated chloroform during stirring in a closed vial to obtain concentrations
in the range of 1-10 wt.% (1, 3,5, 7.5, and 10 wt.%). Solutions were transferred to the syringe and were
pushed out through nozzle to precipitation bath made from ethanol on ambient or cooled temperature,
Precipitation bath had to be in a graduated tall cylinder toextend the path of fiber precipitation (Figure 1).
Various rates of fead were tested from 0.5 to 15 mLmin~" in various combinations. In cases where fibrous
structures were obtained, the material was taken out from the bath, dried on-air, and analyzed by
electron microscopy (BET) and nitrogen absorption method (according Brunauer-Emmett-Teller (BET)
theory). Some testing material was also analyzed by DSC to obtain the crystallinity of precipitated fiber.

2.3, Characterizition of Fibrous Materials

For the characterization of fibrous matenal, electron microscopy VERSA 3D (FEI Co., Brno,
Czech Republic) was used where acceleration voltage was 3 kV, and the regime of detection was
set to secondary electrons. All samples were coated with a platinum layer with a thickness of 5 nm.
The average diameter of fibers was obtained as an arithmetic mean of ten measurements of thickness
on different locations on continuous fiber. In the case of irregular shape {e.g., oval), both maximal and
minimal thickness was measured and calculated. Measurement, calculation of average diameter, and the
standard deviation were obtained via Image] software (1.51, Wayne Rasband, USA). For thermal stability,
differential scanning calorimetry was performed using DSC2920 (TA Instruments, New Castle, DE, USA)
with a 10 K/min heating regime. Specific surface area screening was determined by the BET method
using nitrogen as gaseous adsorbate and performed on the Quantachrome Autosorb-1 porosimeter
(Quantachrome, Odelzhausen, Germany), Detailed measurement of pore diameter, specific surface
area, and pore size distribution, including adsorption-desorption isotherm, was performed additionally
on Quantachrome Nova Station A porosimeter (Quantachrome, Odelzhausen, Germany) using also
nitrogen as the gaseous adsorbate, Initial desorption of ambient gases and water vapor removal was
done at 100 °C.

2.4. Functionalization of PHB Fibers by Natural Plant Extracls

Four types of plant extracts were used for incorporation into PHB fibers newly prepared by the
wet spinning of 5% PHB with a feed rate of 0.5 mLh™', As model plant materials, water and oil
extracts of cinnamon, cloves, oregano, and cak bark were used. Water extracts were prepared by
extraction of 1 g of material in 100 ml hot water for 15 min, followed by filtration and centrifugation.
Oil extracts were prepared by Folch extraction (chloroform:methanol; 2:1) according to [27], dissolved
in chloroform, and stored in darkness at 4 °C. Totals phenolics [25] and antioxidant activity [29] were
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determined by spectrophotometry. Antimicrobial activity was evaluated according to [26]. Fibers were
exposed to water and oil extracts for 24 h at laboratory temperature and darkness, [ncorporation of
natural extracts into PHB fibers was characterized by FT-IR in attenuated total reflection mode with a
single-reflection diamond crystal using a Nicolet iS50 spectrometer (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, USA) according to [26].

Plant extracts loaded in PHB fibers (100 mg) wene poured in 2 ml of water. The vials were stored
at laboratory temperature. Short-term stability was measured by phenolics [ 28] release from PHB
fibers for 5, 10, 20, 30, and 60 min. The release data were presented as the average value with the
standard deviation (n = 3). Long-term stability was measured after 2 months of storage of dried
functionalized fibers at laboratory temperature in darkness as a change of antioxidant activity [29].
The antimicrobial activity of functionalized PHB fibers prepared by wet spinning was tested against
gram-positive bacterium Micrococcus litens CCM 1569, gram-negative bacterium Serratia marcescens
CCM 8587, and yeast Candida glabrata CCM 8270. For the antimicrobial testing, dilution tests were
conducted acconding to [%0]. Test microorganisms (150 pL) were cultivated in 96-well microtitration
plate in the presence of 10 mg of functionalized fibers in 50 pul. of water for 24 h. The absorbance of the
wells was measured using ELISA reader (BioTek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall, Germany) at
630 nm, before and after 24 h incubation at 37 °C. As a blank, 150 uL. of culture with 50 uL of water
was used. Each sample was tested in triplicate, and the average value with the standard deviation
(n = 3) was presented.

3. Results

3.1, Wet Spinning

Fiber products were characterized by SEM for analysis of morphology differences and by BET to
obtain specific surface area. Crystallinity was determined by comparison of measured heat enthalpy
87.56 J.g™" (Figure 2) and reference value 146 L.g ™! [26]. By dividing those numbers, we could obtain a
resulting crystallinity of 60, according to Equation (1).
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Figure 2 DSC measurement of precipitated fiber (3 wt.%; 3 mLh~).

The development of the wet spinning method started with the idea of the performance of classical
wet spinning, where the spun polymer has to be in the form of a stable solution. Polvhydroxybutyrate
is soluble in halogenated solvents, where the most used one is chloroform. PHB is insoluble in other
common solvents, or thermo-reversible gel is formed. We found that the solution above 10 wt.% was
challenging to obtain due to high viscosity and undissolved residues of polymer in the final solution.
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Therefore, only 10 wt.% and lower concentrated solutions were prepared. For the production needs,
it was necessary to achieve the maximum rate in the fiber-forming process. Due to that, the influence
of PHB concentration and feed rate of the solution on the precipitation bath were studied. In the case
of spinning of 1 wt.% solution at a feed rate of 0.5 mi/h, no fiber precipitation was observed (Table 1),
The stream of the solution was just diluted, and the white dust of particles was formed. With a feed
speed of 1 mLh™", the stream of the solution was steady enough to form protofibril, which precipitated
continuous fiber (Figure 3). Higher speed, however, did not result in the formation of protofibril,
and the stream was decomposed to small fibrils and beads, which were not collected. More useful
concentrations for the fiber-forming process started with 3 wt.%. A gradual increase of specific surface
was possible to observe also with feeding speed up to 3mLh™" (Figure 4A,AD). Faster speed resulted
in fibrils and beads, as in the previous case. A higher concentration of polymer in the solution formed
a viscous liquid that was capable of spun from the lowest speed rate, which resulted in the highest
formed specific surface area of 35 m”. g~ (Table 1, Figure 4B,BD). It was challenging to chserve specific
trends in measured surface areas, depending on the chosen variables of the process. In all measured
cases, we observed surface areas in the region of tens of square meters per gram. A higher concentration
of PHB and higher speed led to the production of fibers with a very parous surface (Figure 4C,CD);
however, the specific surface was lower than in previous cases. The most concentrated PHB solution
led to the production of fiber only at higher feed rate due to clogging of needle and precipitation of
polymer in the form of a bulky amorphous object on the tip of the needle. However, when faster feed
rate was set, a continuous stream of the solution was formed, and during the path in ethanol bath fiber,
precipitation was observed (Figure 4D,DD),

Table 1. Screening of specific surface areas of prepared samples (BET) [m?.g~'].

Conc, (wi.%)
Feed (mLh~ ") _ s va -
05 NA 3 S NA NA
1 o 17 3 16 NA,
2 15 15 15 NA
3 44 2 2 29
5 17 3 13
8 16 28 H
10 1 17
15 25

Note: Low (approx. 10 mg) amount of fibrous material was used for analysis. *—matenal was found nooporous
acconding to BET; howey er, SEM measurement showed the parous bulk strocture, NLA —the process of precipitabon
resulted in particles or didn't form fiber that was possible to collect.

Figure 3. Fiber formed from 1 wt.% solution with 0.5 mLh™* feed rate.
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A3wt%3mlh' B : d AD 3 wt % 3 mLh detail

BSwi%0Smh? BD 5 wt.% 0.5 mih™* detail

C75w%8mlh?

D 10 wt% 8 mlh”’ G DD 10 wt 28 ml.h* detail

Figure 4. Example SEM images of prepared samples (concentration (wt.%) foeed rate (mLh=1)), (A-D) the
standard magnitude with an overall picture of fibers, (AD-DD) detailed measurements

Obtained specific surface arcas (Table 1) should be taken as screening results due to the smaller
amount of prepared material. Approximately 10 milligrams were analyzed, which could lead to a
higher error of the obtained results, Faster feeding didn’t result in fibrous morphologies, especially in
low concentrated PHB solutions. Highly concentrated solutions formed fibers only with faster feed
speed because of the high viscosity of those solutions, causing the formation of big precipitated lump
on the tip of the needle. When optimum velocity set up on the pump was used, the stream of the
solution was released and felt down, and a long protofibril was formed, which precipitated around
15-20 em far from the tip of the needle. By summarizing the results of the study, it was possible to say
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that for the production of material with a higher specific surface area, the best conditions were: 5 wt.%
and very slow speed of 0.5 mLh~! (Figure 4B,BD). However, with doubling the PHB concentration and
using the speed of 15 mLh™, it was possible to obtain a satisfying result with a lower surface area,
but with @ much higher production rate. Based on the described production window, it was clear that
with higher concentration, it was necessary to increase the feed rate due to the clogging of the nozzle.
However, with an increase in speed, it was observed a prolonged area of protofibril formation before
precipitation. Due to that effect, it was not possible to study a higher speed with a 10 wt.% solution
because of the setup. Based on this observation, we could assume that a bigger precipitation bath with
longer precipitation could lead to passible higher production rates. Photography of example prepared
material is shown in Figure 5,

Figure 5. Photography of sample 3 wt.% and 3 mLh™" detail.

3.2. Churracterization of Fibrous Material

The average diameter of fibers had an increasing trend with speeding up the syringe pump in most
of the cases except 10 wt.'s of PHB, where increased feeding speed resulted in a decrease in average
fiber diameter (Table 2). It was most probably due to the higher viscosity of the sample and also the
higher mass of the initial solution droplet, which goes faster towards the bottom of the precipitation
bath. In most cases, fibrous morphology was not regular round but the oval {e.g., Figure 4D). In such
cases, the average diameter was measured from two axes, and, therefore, the standard deviation
was bigger.

Table 2. Average diameter of fiber (um).

Conc. (wt")

—Feed @ln) 3 5 7.5 10
05 N.A. 41 218 Wes N.A N.A.
1 1942 w7 #2110 =15 NA.
2 5346 5147 5649 N.A
3 58 +11 63z11 6= 11 136+ 12
5 7443 e 12 %6 =10
8 BN nez22 nRx15
10 2«10
15 §5=10

The values of surface area were in the range of tens of square meters per gram of fibers in most
measured cases,
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After preliminary screening of specific surface area (Table 1) and obtaining morphology
data by SEM (Figures 3 and 4), a higher amount of material was prepared to measure whole
adsorption/desorption isotherms (Figure 0). Additionally, to BET measurement, density function
theory (DFT) and Barrett, Jovner, and Halenda (BJH) calculations were done to the more precise
determination of ayerage pore diameter and pore size distribution. Results of measured surface
area, average pore diameter, and total pore volume at selected conditions are introduced in Table 3.
Measurements were performed using two types of equipment. The first one (Quantachrome Autosorb-1
porosimeter; Quantachrome, GER) was the same as in the previous screening of BET surface area
measurement (Table 1}, The second one (Quantachrome Nova Station A porosimeter; Quantachrome,
GER) provided also additional BJH and DFT results (Table 3). From those results, we could see
some differences between the two measured data sets. Therefore, the method of production could be
considered as less reproducible regarding the obtained surface area. However, still, the reasonable
surface area was achieved even in large samples.

3 45
‘ E
25 -
35 4
= 2 - 3
- ]
5 52
S s 3
g g 2.
2 :
14 15
14
05
05
0 v v a v
0 05 1 o a3 1
(A /P, ®) /P,
16 - 16 -
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12 4 12
%8 B %1
E 2
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5 06 g 06
04 04
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() P/Pg D) /P,

Figure 6. Adsorption/desorption Isotherms. (A) 3 wi%; 3mLh™", (B) 5 wt%; 0.5 mLh™!, (C) 7.5 wi.%;
Bmbh™!, (D) 10 wt.%; S mih~!.
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Table 3. Detailed analysis of fibrous materlals prepared by different conditions.

Sample/Measurement 3 wL% 3 mlh! Swi%05mbh'  7SwL%;8mlh? 10wt Smlh )
Surface area BET [m? g1} 43 55 28 H
Surface area BET! [m%g 7] 161 251 152 85
Surface arca BET? [m*.g 7] 185 28 47 115
Surface arca BJHF [m’ g~') 258 84 213 29
Surface arc DFT? [’ 5| 12 183 10 7.6

Pore diameter BJH® [nm] 4 14 14 14

Pore diameter DFT? [nm| 56 63 65 42
"—BET analysis by anudnome Autosorb-1 poeosimeter—sereening from Table 1, "—BET analysis by
Quantachrome A b1y tr. T —HET analysis by Quantachrome Nova Station A poeosimetes

From SEM micrographs (Figures 3 and 4), it is visible that pores of obtained material were in the
range of sub-micro- to micrometer scale. However, more detailed BET and DFT analysis showed that
surface areas formed by nanopores were also present (Figure 7). From the shape of isotherms, we could
estimate that the adsorption/desorption mechanism was mostly responsible for the isotherm type 111,
which corresponded to mesoporous materials (Figure 6). By combining this information from gas
adsorption measurement and SEM analysis, we could say that novel material had both characteristics
of mesoporous (2-30 nm, according to DFT and BET)/microporous (<2 nm, according to BfH, DFT,
histograms) and macroporous (>50 nm, according to SEM) material families.
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Figure 7. Pore size histograms. (A) 3 wt.%; 3mlh™', (B) 5 wi%; 0.5 mlh~', (C) 75 wr.%; S mLh~!,
(D) 10 we; Bmlh™!,

3.3, Functionalization of Fibrous Material by Natural Extracts

As model natural antimicrobial substances, extracts from cloves, cinnamon, oregano, and oak
bark were prepared and tested according to Section 2.4 Total phenolic and antioxidant activity of
these extracts wene analyzed to characterize their potential biological activity. The data obtained are
introduced in Table 4,
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Table 4. Characteristics of extracts and adsorption capacity to PHB (poly hydroxybutyrate) fibess.

Frencho myy of Plant Material  ABTS® mg of Trodoxly of Flast Material  Absorption ESciency s ABTS /100 sy of Fibere

Water o Waker o8 Rl
Crmamurn 75208 438213 M2:10 (AR FY ) 415=23
Cloves 1Na=z08 652122 LR ES B L9 00 BleS2
Ovegano 5217 25212 W52 48 P EESR Bhs o
Opa bark. Nis b Hnyor R0 "masnl AT

*—22"armo-bis3-ethylbenzothiszolme-6sulfonic acid).

Data introduced in Table 4 indicate that used plant extracts contained a high amount of total
phenolic compounds, Some of them were better soluble in water, the other in oil extracts. Antioxidant
activity of both water and oil extracts was also high in most of the samples, especially in water extracts.
No direct correlation between phenolics content and antioxidant activity was found. The absorption
efficiency of oil extracts incubated for 24 b with PHB fibers (see 2.4) was in the range of 329%-95%,
and the highest adsorption activity to PHB fibers was found in cloves extract.

Fourier transform infrared spectroscopic method with attenuated total reflectance (FTIR-ATR)
technique was used for verification that plant extracts were incorporated into the structure of PHB
fibers. Absorbance was measured in the frequency range 4000-500 e~ with a resolution of 8 em ™.
Significant differences between individual samples of functionalized fibers were found in the range of
3100-2800 cm ™' Spectra of all samples are presented in Figure 5.

0.03

0.02 4

0.01

-0.01

-0.02

-0.03
3100 3050 3000 2950 2900 2850 2800
Wavelength [em'!]

Figure 8. FTIR-ATR spectra of PHB fibers with incorporated plant ofl extracts. Note: blue—pure
PHB fibers, turquose—PHB + oak bark, red—PHB + cinnamon, green—PHB + cloves, violet—PHB

+ ORegANO.

The frequency range of 4000-2500 cm ™' corresponded to stretching vibrations of hydrogen bonds
in organic compounds, especially C.H, O-H, and N-H. The frequency range of 3300-2700 cm ™ could be
assigned to C-H bonds. The band 2850 cm™ corresponded to C-H stretching in aldehyde groups [31].
Lipid extracts isolated from natural sources are complex mixtures of different compounds, such as
alcohols, ethers, ketones, aldehydes, esters, amines, phenols, etc, [32]. The differences in the spectra
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of the fibers alone and fibers with extracts showed that some active substances were bound to PHEB
fibers, The differences in the peak 2850 em™ indicated that some aldehydes from oil extracts wene
incorporated into PHB fibers.

Functionalized PHB fibers were stored for evaluation of a long-time (2 months) stability.
Samples were stored in dried form according to Section Z.4. Dried samples were then solubilized in
water and water:oll emulsion. After 2 months, only marginal changes in antioxidant activity were
found no higher than 4%~8% of the original value measured in freshly prepared fibers.

Short-term stability and release of active compounds were evaluated during 60 min in regular
intervals (see Section 2.4). Data were evaluated as a percentage of released total phenolics per time
interval from two parallel samples, The complete data set is introduced in Table 5, Short-term stability
was strongly dependent on plant material type. After 60 min, 25%~91% of phenolics were released
to the water environment, and 28%-82 % to the emulsion, which was more acceptable in topical
preparations. The relatively rapid release of some extracts was very important for their biological effect.

Table 5. Short-term stability and release of phenolics from fibers in water and emulsion.

Water (" of Phenolic Release) Microemulsion (Phenolic Release %)
5 10 20 30 60 5 0 20 30 60
Cinnamon 472 624 85 8§61 915 293 41 619 684 824
Cloves 36 6829 671 716 868 283 542 527 6L TIA
Oregano 21 27 W5 304 345 - 5.1 9.6 247 288
Oak bark 74 115 157 158 258 9B 168 30 107 61
Note: Diata are expressed as a mean of two parallel analyses,

Extract

All tested functionalized fibers with adsorbed water, as well as oil extracts, exhibited distinctive
antimicrobial effects. Inhibition of microbial growth was observed in G+ and G- bacteria (G+/- for
Gramm positive/negative). Moreover, the antimycotic effect against test yeast strain Candida glabrata
was found, especially in cinnamon and cloves extracts (Table ). The intensity was dependent on
the plant material type and extraction agent. The highest antibacterial effect against both G+ and
G- bacteria was found in PHB material with cloves extract. This extract exhibited also the highest
antimycotic effect. It should be highlighted that especially oil extracts of all tested plants acted as
antibacterial agents with a broad spectrum of activity, Interestingly, the PHB fibers with oil extracts
displayed similar efficiency against the gram-negative bacteria compared to gram-positive bacteria.
Therefore, these PHB fibers with plant extracts seemed to be highly promising for tissue engineering,
medical, and pharmaceutical applications.

Table 6. Antimicrobial effect of functionalized fibers.

C gladwara (% of Cedl Counst Decrease M. Iutews % of Cell Count Decrease = S, maniescons (% of Cell Count
Mot " of Antimicrbisl Effect) imicrobi

Extract = % of Antimicrobial E De =%NolA al Effect)
Water il Water [ Water ol
Clnamon 162 0K 302 4X1 LR TAIsésn bARE R 515040
Cloves A85218 LLLEDY) A+351 06431 Qus22 624+ 50
Oregano L2215 43208 02221 ¥ix18 - RN223
Ok bark B4228 252218 s=05 13209 [PAESE | 87+22
o 122001 J202 24+01

4. Discussion

A series of fibrous materials were prepared by simplified wet spinning from chloroform
solution of poly-3-(R)-hydroxybutyrate precipitated through a syringe to ethanol precipitation bath.
Materials were collected and analyzed by SEM and BET. First, preliminary BET analysis was performed,
obtaining results for specific surface area. Using this screening together with electron microscopy
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analysis, the average diameter of fibers was measured. According to those results, several conditions
were selected to prepare a large quantity of desired material and studied it further by nitrogen
absorption-desorption porosimetry and also again by electron microscopy. By preparing a larger
amount of materials, it was possible to measure whole absorption-desorption curves and distribution
of pores. For the overall information on prepared materials, photography was taken to show
wool-like morphology.

Wet spinning [23] belongs to traditional spinning techniques. Nowadays, it is mostly used
during the production of carbon fibers based on polyacrylonitrile precursor fibers. Wet spinning
is based on continuous precipitation of polymer from an appropriate solution where a solvent is
miscible with precipitation bath, and the polymer is not soluble in the bath [23]. Pores of newly
obtained material are in the range of sub-micro- to micrometer scale; however, surface areas formed
by nanopores are also present. Adsorption/desorption mechanism is mostly responsible for the
isotherm type [, which corresponds to mesoporous materials. By combining this information from gas
adsorption measurement and SEM analysis, we could say that novel material had both characteristics
of mesoporous/microporous and macroporous material families, The high specific surface area of
newly produced fibrous material is an important characteristic of future applications. As the optimum
conditions for fibers with a higher specific surface, 5 wt.% of PHB and speed of 0.5 mLh~! were found.
These conditions were used for the preparation of a high amount of fibrous material for testing of
functionalization and biological properties.

Natural antimicrobial substances, especially phenolic compounds, can be used as stand-alone
or adjunctive therapies with antibiotics. The use of essential oils or other plant extracts may exert
synergistic antimicrobial activity [31]. However, there are certain limitations, such as low water
solubility and low stability. Adsorption of naturalantimicrobials to biodegradable nanofibers might help
to increase these components’ chemical stability, and solubility also supports controlled and sustained
release, enhancing the bicavailability and efficiency against pathogens [32]. So, the antimicrobial
efficency against microorganisms was tested using newly prepared PHA (polyhydroxyalkanoates)
nanofibers functionalized by some natural antimicrobials.

All tested PHB fibers with plant extracts showed distinctive antimicrobial activity against
the gram-positive bacterium (M. lufeus), gram-negative bacteria (S. muarcescens), and the yeast
Candida glabrata. The antimicrobial efficiency corresponded with the type of entrapped extract.
The dynamics of the release of active compounds is probably strongly related to the morphology of the
newly prepared PHB fibers [33]. In comparison with our previous study, the release of the antimicrobial
drug from electrospun meshes was substantially slower [26], It should be highlighted that a high
specific surface area was probably responsible for a relatively high degree of adsorption (namely in
cloves extract) and also for the short-term release of active compounds (30%~90% during 20-60 min)
into an environment similar to the skin surface (emulsion). Together with the excellent long-term
stability of functionalized PHB fibers, this material seemed to be highly promising for skin covering,
wound healing, and supporting therapy of bacterial and fungal infections [34]. Another application of
such fibrous material could be in food packaging as antimicrobial adsorption material.

5. Conclusions

In this work, a novel porous material with a relatively high specific surface arca was prepared by
a simple and versatile method of gravity-driven wet spinning of a chloroform solution of PHB into a
precipitation bath of ethanol. Such type of material based on PHB was not described yet. The described
method of preparation could be possibly enhanced and extended towards multifilament production,
which can find application as a material for sorption or drug refease. Obtained fibers exhibited diameter
in the range of tens of micrometers and internal pores in the range covering macro- to a microscopic
scale. Obtained specific surface areas were in the range of tens of m?.g~'. Application potential was
verified by the functionalization of newly prepared fibers by antimicrobial natural extracts. Significant
antibacterial and antimycotic effects were found in all types of functionalized fibers, especially in oil
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extract from cloves. Excellent long-term stability and controlled release of active compounds in the
optimum period were probably dependent on specific morphology and high skin surface arca of new
PHB fibers prepared by wet spinning. The properties of produced novel porous material could predict
its broad use as scaffold or carrier for active compounds, such as drugs, enzymes, and additives in
pharmacy, cosmetics, and wound healing applications.
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5 hydroxyvalerdtem je v rozmezi 0 °C a2 50 °C a teplota
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Polymerni vlikno a zpisob jeho vyroby

Oblast techniky

Vynélez se tykéd polymerid obsahujicich v hlavnim fetézci heteroatomy kysliku a patficich do
kategorie polyester a zpiisobu pfipravy viaken se submikronovou strukturou postupem zvlkio-
vini z roztoku téchto polymeri.

Dosavadni stav techniky

Polyestery, hlavné pak polycthylentereftalit (PETP), jsou polymery, jejichz pouziti pro vyrobu
vliken je zndmo jiz macho desetileti. PETP je v soutasnosti nejroziifenéisim polymerem pouzi-
vanym K vyrobé vidken. PETP, stejné jako polyamidy (PA), jsou nyni primyslové zvlikhoviny
vyhradné z taveniny.,

V poslednich zhruba 25 letech je vyvijeno sill o to, aby byly vvuzivany v praxi i jiné druhy po-
lvestert), zvIasté pak téch, které 1ze zafadit do Kategorie polymeril vyrabénveh Elovékem &i jinymi
zivymi organizmy z obnovitclnych prirodnich zdrojii. Toho lze v pfipadé PETP docilit pouze
Ciastedné tak, e ethylenglykol pouZity v jeho syntéze, je vyrabén postupem, vychdzejicim z latek
patficich do skupiny sacharidi. Piikladem jsou sachardza a Skrob.

Polyestery, které lze zafadit do Kategorie polymeril vyrabenych ¢lovékem &i jingmi Zivymi orga-
nizmy z obnovitelnych pfirodnich zdroji obvykle patii do kategorie biodegradovatelnych mate-
ridll. Mezi biodegradovateine materialy ovSem patfi 1 polymery vyrobené ze surovin neobnovi-
telnych, napiiklad polykaprolakton (PCL).

Z hlcdiska vyrabéného mnoZstvi je v soutasnosti nejvice rozsifenym polymerem vyrabényeh
Clovekem ¢ jin¥mi Zivimi organizmy z obnovitelnych pfirodnich zdrojii kyselina polymlé&na
(PLA). Na vyznamu nyni nabyva i polyhydroxybutyrit (PHB). Jeho biotechnologickd piiprava je
popsina napf. v patentu CZ 304 183 a patentové prihlasce WO 2014/032633/A1. Jak PLA, tak
PHB se ale vyznacuji tim, zc k dosaZeni prakticky pouZitelnych vlastnosti virobkd vyrabénych 2
taveniny téchto polymeni je nutno tyto polymery modifikovat. Konkrétné se jedna o jejich velmi
rychlou krystalizaci z veniny a z toho rezultujici kichkost vyrabénych vyrobka.

Syntéze a zpracovani PLA je vénovdna monografie |1]. Zviaknovani polymerd lze uskuteénit
technologicky tfemi zpiisoby: z taveniny, z roztoku a z gelu. Zvlakiovani polymerii z roztoku je
technologie dobfe znama a pramyslové vyuZivand jiZz vice ne2 100 let. V soucasnosti jasné domi-
nuje postup zvldkiovini z taveniny, kterym je vyrabéno pfiblizné 50 az 100 miliond tun viiken
a/nebo monofili rodné,

Zvlakiovani z gelu je pouZivino u polyvinylchloridu (PVC) a polyethylenu (PE). Tato viikna
Jsou minoritni svym rozsshem vyroby. Takto je nyni vyrabéno pfiblizné sto tisic tun vidken roé-
né.

ZéKladni informace o zvliknovani 7z roztoku, veetné obrizkld podiva literatura [1] a [2].
Zvlakhovani z roztoku bylo a stle je pouZivano pro zvidkiovani celuldzy a jejich derivarh. Diéle
se béiné pouZivi u polyakrylonitrilu (PAN). Takto je nyni vyrdbéno méné neZ jeden milion wn
vlaken roéné. Zvidkinovani z roztoku je vénovana celd fada patentl, napf, CN103526371,
US2013300013, JP201 1256488, US5234651, US3996321, US3676540. JP2004277898, JP2004-
218169, JPHOI 156507, JPHO2139407, JPS62141115, JPHO344104, JPS5988930, JPHO0226911,
JPS584833, CH707560.
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Princip 2vldkiiovani z rozioku je v principu jednoduchy. Polymer se rozpusti a pak vysrazi zpét
ve formé vidkna. 7 hlediska roztoku polymeru je viak nutno Fedit vybeér rozpoustedla ¢i smési
rozpoustédel, koncentrace roztoku polymeru a teplotu roztoku polymeru. Z hlediska sriZeni po-
lymeru je nutno fedit vwhér srizedla &i smési sraZedel a teplotu sraZzedla. Z hlediska zafizeni je
nutno fedit vytlak roztoku (ml/min), primér vytlatovaci trysky (mm), ryvchlost odtahu vidkna
(em/min) a vlivy dalSich faktoril {1]. Cheeme-li tedy z polymerd jako je kyselina polymlétna
(PLA), polykaprolakton (PCL) &i polyhydroxybutyrat (PHB) (=pfirodni polyestery) vyrabét
vlikna, je vyhodnym pracovat technologii zvlakiovani z roztoku, Roztoky lze zvldkiovat jak na
nanovlakna metodou elektrostatického zvidktovani, jak uvidi napf. spisy WO2014127099,
US2014106167, CN103451753, DE 102012004227, CN101429685, US5234651, US3996321),
tak na mikrovlakna technologii vye popsanou.

V piipadé PHB je tento postup zvIasté vyhodnym, protoze PHB je ze smési ziskané biotechnolo-
gii izolovin rozpuiténim PHB. néslednym odstiedénim nerozpudténého zbytku, vysrazenim &
vysudenim, Piipadné mize nasledovat i granulace. PouZiti roztoku PHB k virobé vidken lze tedy
vynechat Kroky vysriazeni a vysudeni. Roztok PHB lze zvldkiovat jak na nanovlikna metodou
clektrostatického zviaknovani tak na mikrovlikna technologii vide popsanou. Obe tyto technolo-
gie zvlakinovani jsou pouzitelné 1 pro PLA a PCL. Zvlakaovani PHB a/nebo kopolymeru PHBV
je uvadéno v fadé patentovych spish, jako napfiklad CN102493021, CN102181960, CN10214-
6398, CN 102146597 a CN 10293676,

Pro zvlakiovini z roztoku ne mikrovidkna je udavano v literatufe [3), Ze pro zvldkfiovani za su-
cha jsou pouzivany koncentrace polymeru 15 az 60 % hmotn. pfi zvidknovani mokrém (do sra-
Zzedla) pak koncentrace polymeru 5 a2 25 % hmotn,

Reference:

|. Auras R, Loong-Tak- L, Selke S.E.M., Hideto T. (Editors): POLY{LACTIC ACID), Synthe-
sis, Structure. Propertics and Applications, ), WILEY & SONS, Inc. Publications, New Jersey
2008, ISBN 978-0-470-29366-9 (cloth)

2. Kebl F.: Technologie chemickych vidken, SNTL Praha 1977, str. 201 2 203

3. Pachekoski, W.M., Dalmolin, C, Marcondes Agnelli, \A. Materials Research-Ibero-
American Jowrnal of Materials 2013, 16, 2, 327-332

4. Mishra S.P.: A Text Book of Fibre Science and Technology, New Age International, Bombay
2000, ISBN 81-224—-)250-5

5. Kudlacek L., Blazek J., Laurusky V.. Technologie chemickych vldken, SNTL Praha, 1986,
str. 276

Podstata vynalezu

Pii zvlakiiovini PHB z roztoku se zjistilo, ze pfi pouZiti koncentraci polyhydroxybutyritu (PHB)
od velmi nizké (0,1 % hmotn.) a2 po vysokou max. 20 % hmotn., pfi laboratorni teploté 23 °C
srazenim (mokrym zvidkiovanim) do Cistého sraZedla, Vaniklé mikrovldkno nenf kompaktniho
priifezu, alc obsahuje v celém prifezu nanopdry. mikropory a také pory o velikosti 200 nm az
I pm.

Predmétem vynilezu je zplisob vyroby polymemiho vidkna 2z polyhydroxybutyriw (PHB) nebo
kopolymeru hydroxybutyritu s hydroxyvaleritem (PHBV) zviakiovanim z roztoku polymeru v
rozpouitédle vytlatovaného do srazedla, kde v pripadé kopolymeru hydroxybutyratu s hydroxy-
valerdtem &ini mnozstvi hydroxyvalerdtu v polymeru hydroxybutyritu s hydroxyvalerdtem ma-
ximalné 30 % hmotn. Zvlikitovany polymer ncho kopolymer ma hmotnostné stiedni molekulo-
vou hmotnost 500001000000 Da, srazedlem jsou alkoholy s teplotou tuhnuti vysiim nez ~ 70 °C
a koncentraci minimalné 75 % hmotnostnich, Srazediem mize byt ethanol, isopropanol a/nebo
methanol. Rozpoustédlem polymeru nebo kopolymeru je chloroform, dichlorethan afnebo dich-
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lormethan, piitemZ koncentrace polymeru nebo kopolymeru v rozpoustadle nebo smési rozpous-
tedel je 0,1 az 20 % hmotn. Teplota roztoku polyhydroxybutyratu nebo kopolymeru hydroxy-
butyratu s hydroxyvaleritem je v rozmezi 0 °C aZ 50 °C a teplota srazedla je v rozmezi - 70 °C
az 70 °C.

Pri zvlakiovani je pro dlouZeni vyuzivano rozdilu hustot rozpoustédel (vy3si hustota) a sraZedel
{(niz3i hustota), ¢imZ je vldkno samovolné dlouzenc gravitaénim piisobenim i bez mechanického
odtahu vidkna,

Z uvedenych polymeri se zplisobem podle vynalezu ziska polymemi vidkno, které ma submikro-
novou struktury, ebsahujici v celem prilfezu nanopdry, mikropory a také pory o velikosti 200 nm
az | um.

Objasnéni vykresi

Obrizek 1: Schema zvlakiovani z roztoku do srddeci Fzné [1]

Obrizek 2: Schéma zvlakiovani z roztoku do temperované a odsdvané komory [1]

Obrazek 3: Schéma zvldknovani 7 roztoku do sriZeci lazné s prvnim stupném do vzduchu (plynu)
("

Obrazek 4: Pricné fezy vlaken z regenerované celulézy (2]

Obrazek 5: Schéma zvlakfiovini celuldzy z roztoku [2)

Obrézek 6: SEM snimek PHB vilikna se submikronovou strukturou vyrobeného podle pfikladu |
-celé viakno

Obrazek 7: SEM snimek PHB viékna se submikronovou strukturou vyrobeného podle pikladu 1
— detail submikronové struktury uvnitf viakna

Obrizek §: SEM snimek PHB vldkna se submikronovou strukturon vyrobeného podle piikladu 1
—detail submikronové strukfury na povrehu vidkna

Obrazek 9; SEM snimek PHB vidknu se submikronovou strukturou vyrobeného podle pikladu 7
— celé vidkno

Vynilez je dale popsan podle pfikladd provedeni, které viak Zidnym zphsobem neomezuji jing
mozna provedeni v rozsahu patentovych narokd.

Piiklady uskuteénéni vinalezy
Priklad |

Zviaknovani polyhydroxybutyratu (PHB)

Polymerni viikno se pripravilo z komeréné dostupného polyhydroxybutyratu (PHB) s hmotaost-
n¢ stfedni molekulovou hmotnosti 900 000 Da. Pfipravil se roztok PHB o teploté 23 °C v chloro-
formu (2,5 % hmotn.) jako rozpoustedie. Tento byl vytlacovin 2 trysky o priméru 0,3 mm do
ethanolu (azeotropickd smés ethanol - voda obsahujici 95,57 % hmotnostaich ethanolu) o teploté
23 °C. Rychlost vytlatovani byla | ml/minuta a rychlost vytoku ve sméru trysky byla 14 m/min,
PHB se srizel ve formé vidkna cca. 30 mm od 0sti trysky. VysrdZend vldkna byla pak vysusena
pfi teploté 23 °C a dile hodnocena,

Diferencidlni dynamickou kalorimetrii (DSC) bylo zjisténo, ze krystalinita PHB je 60 % hmot-
nostnich. Krystalinita (% hmotn.) = (A,./Aj)* 100, A,, je ethalpie tini mé&feného vldkna. Pro en-
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talpii tani PHB byl prevzat iidaj z literatury [3]. Entalpie tni 100 % krystalického P1IB &ini dle
literatury 146 ).g ' Experimentalné ziskany Gdaj entalpie &ini 87,6 1.g .

Na SEM snimcich (viz obriizky 6-8) je vidét submikronova struktura vzniklych vlaken v celem
jejich pe(ifezu a na povrchu respektive,

Priklad 2

Zylakihovani polvhydroxybutyratu

Polymerni vidkno se pripraviio jako v piikladu i s tim rozdilem, ze ethanol (azeotropicka smés
cthanol — voda obsghujici 95,57 % hmotn. ethanolu) mél teplotu - 70 °C.

Piklad 3

Zvlakaovani polyhydroxybutyritu

Polymerni vlakno se pfipravilo jako v pfikladu | s tim rozdilem, Ze jako srazedlo by! pouZit iso-
propanol pri teplote 23 °C.

Ptiklad 4

Zvlaknovani polyhydroxybutyritu

Polymemi viikno se pripravilo jako v pFikladu | s tim rozdilem. Ze hmotnosing stfedni moleku-
lova hmotnost PHB byla 80000 Da.

Piiklad §

Zvlakfiovini polyhydroxybutyratu

Polymermi vlikno se pripravilo jake v prikladu 1 s tim rozdilem, Ze koncentrace PHB 2 roztoku v
chloroformovém roztoku byla 0,1 % hmotn,

Priklad 6

Zvlaknovani polyhydroxybutyratu

Polymerni vidkno se phpravilo jako v ptikladu 1 s tim rozdilem, Ze rozpoustédiem byl dichlor-
cthan,

Piiklad 7

Zvlakiiovéni polyhydroxybutyritu

Polymemi vidkno se pripravilo jako v piikladu 1 s tim rozdilem, Z¢ roztok PHB byl ochlazen na
teplotu 0 °C.
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Priklad 8

Zvlaknovani polyhydroxybutyritu

Polymerni vldkno se pfipravilo jako v pfikladu | s tim rozdilem, ze roztok PHB byl ohfat na tep-
lotu 50 *C.

Priklad 9

Zvlaknovani polyhydroxybutyratu

Polymemi vldkno se pripravilo jako v ptikladu | s tim rozdilem, ze hmotosiné stiedni moleku-
lova hmotnost PHB byla 80 000 Da. koncentrace polymeru v roztoku byla 20 % hmotn. a roz-
poustédlem byl dichlormethan.

Ptikiad 10

Zvlakiovani polyhydroxybutyritu

Polymemni vldkno se pfipravilo jako v piikladu | s tim rozdilem, ze sraZzedlem byl ethanol o kon-
centraci 75 % hmotn. a chloroform o koncentraci 25 % hmotn.

Piiklad 11

Zvlaknovini polyhydroxybutyratu

Polymerni vidkno se pripravilo jako v pfikladu | s tim rozdilem, Ze srizedlem byl methanol.

Priklad 12
Zvlakaovani kopolymeru hydroxybutyritu s hydroxyvaleratem (PHBV)
Polymerl vldkno se pfipravilo jako v piikiadu | s tim rozdilem, Ze polymerem byl kopolymer

hydroxybulyratu s hydroxyvaleratem s obsahem hydroxyvalerdtu 30 % hmotn. PHBV mél s
hmotnostné stfedni molckulovou hmotnost 906000 Da,

slovd vyuZitelnost
Polymerni vidkna pipravend zpisobem podle tohoto vyndlezu jsou vyrobena z obnovitelnych

zdroji a vyznatuji biodegrabilitou. Jsou vhodnd pro filtraci tekutin a plynd a maji vyuziti také v
oblasti tkaflového inzenyrstvi,
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob vyroby polymemiho vlikna z polyhydroxybutyrdtu nebo kopolymeru hydroxybuty-
ratu s hydroxyvalerstem zvldkdovanim z roztoku polymeru v rozpoustedle vytlatovancho do
sthzedla, vyzmadujici se tim, ZemnoZstvi hydroxyvaleramu v kopolymer u hvdroxybu-
tyratu s hydroxyvaleritem ¢ini maximélné 30 % hmotn., zvldkiovany polymer nebo kopolymer
méa hmotnostné stiedni molekulovou hmotnost S0000 az 1000000 Da, sriZedlem jsou alkoholy s
teplotou tuhnuti vy3si neZ — 70 °C a koncentraci minimalné 75 % hmotn., rozpoustédlem polyme-
ru nebo kopolymeru je chloroform, dichlorethan a/nebo dichlormethan, pfi¢emZ koncentrace
polymeru nebo kopolymeru v rozpoustédle nebo smési rozpoustédel je 0,1 az 20 % hmotn., teplo-
ta roztoku polyhydroxybutyritu nebo kopolymeru hydroxybutyrétu § hydroxyvaleritem je v roz-
mezl 0 °C az 50 *C a teplota sraZzedla je v rozmezi - 70 °C az 70 °C.

2. Zpiisobpodle ndroku 1, vyznaénjiei se tim, ZesriZedlem je cthanol, isopropanol
a/nebo methanol,

§ vikresd
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Obr. 9
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Biodegradabilni vEikenny filtra¢ni material se sorpénimi viastnostmi

Oblast techniky

Vynélez se tyka biodegradabilnibo vidkeancho filtragniho materialu sc sorpénimi
vlastnostmi a zplisobu jeho vyroby.

Dosavadni stav techniky

Poly[3-(R)-hydroxybutyrit], zkrdcené PHB, je biopolymer nilezici do rodiny
polyhydroxyalkanedtd, a ziroven je jejich nejroz3ifenéisim zistupcem. Produkee PHB je
zalozena pa nékelikastupiiové biochemické trunsformuci acetylkoenzymu A za ucasti PHA
syntézy. Produkce PHB v bakferiich nastivd :ako reakce na nedostatecny pfisun Zivin
umoZiujicich rust, a proto mizeme chapat PHB jako zésobni latku, PHB nabyvé v bakteriich
schopnych jeho produkce az 0% hmotnostniho zastoupeni. PHB se vyskytuje jako
homopolymer, ale éast¢jdi je forma s obsahem hydroxyvaleratu s riizaych molémim obsahem
ve struktufe. Jedni se pak o kopolymer jednotek hydroxybutyratu a hydroxybutyratu. PHB je juk
ve form¢ homopolymeru tak 1 kopolymeru sobsahem valerdtu bila aZ lehee naZloutld
semikrystalicka  latka relativaé  dobfe rozpustnd v chloroformu a  &astedné 1 v dalSich
halogenovanych rozpoustédlech. Samotny homopolymer je kfehky, ale s procentudlnim
nanistem valeratu dochdzi ke snizeni krystalinity a zlepSeni materialovych vlasinosti. PHB je
¢asto srovndvin s polypropylenem, vzhledem k podobnému bodu tdni a keystalinité materidlu,
PHB mé vy$si hustotu nez voda. Chemickd odolnost PHB je omezena esterovou podstatou
materidlu, V piitomnosti kyselin a zdsad se smizuje délka fetézeh a v pfipadé koneentrovane
kyseliny sirové dochazi k eliminaci hydroxylové skupiny na krotonovou kyselinu. Bod teplotni
degradace materialu (cea 200 °C) je relativad blizko bodu tani (1807),

Tvorba submikronovych a mikronovych vidken za pomoci elektrostatického pole, neboli
electrospmning, je prilmyslové aplikovatelna technologie spocivajici v aplikaci vysokého napéti
na elektrodu s roztokem ¢ taveninou zvldkfovancho polymeru. PH sprivné zvolenych
parametrech prekond aplikované elektrostatické pole povrchové napéti roztoku a vznika lokalni
erupce ve formé tvorby Taylorova kuzele. Z néj jsou vytahoviny viakenné struktury, které
nasledné ptitahoviny na uzemnénou nebo negativné nabitou elektrodu neboli kolektor.

Popisovan? svstém zahmuie mncho ménitelnvch parametrdl. z nich? neiddlezitéidi je druh
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elektrody. Zdklaéni déleni je ma zvlakfiovini zjehly a zvolnéhe povieh, tedy napiiklad
2 otaceného valce dsteéné ponofeného do zvldkiovaného roztoku. Z nekonetnjch vidken je
ncjéastéji pripravovana plosna netkand textilie.

Submikronova a mikronova vidken jsou ziskatelnd taktéz viivem odsticdivé sily. Jsou
aplikoviny dva odlisné principy, pfidemz v prvnim je pouZita rotujici zvlaknovaci hlavice
zukondend napiiklad jehlami. V druhém piipadé je popsima aplikace roztoku polymeru
na rotujici disk. Odstfediva sila jo natolik icinna, Ze dosihne vytaZeni vlikna zroztoku
za soudasného odpafeni rozpoustédla. Je moZné takto ziskat netkane, objemné struktury.

Spis CZ PV 1989-2717 o nizvu Plony vidkenny sitvar pro Cisiéni odpadnich vod se tyki
vidkenného materidlu pro diSténi odpadnich vod, jehoz zakladni viastnosti jsou adhezivem
vziné éastice ne povrchu vidkna. Casticemi (praskovym materidlem) je chipéno aktivni uhli,
anorganické ve vodé nerozpustné slouceniny. Rozmér Eastic je maximalné 1000 pm. Vlakenny
materidl je tvofen bud organick§mi polymery. piipadné mineralnimi a chemicky upravenymi,
Materidl primdmé fungujc jako nosic biomasy pro hiologické ¢idténi odpadnich vod. Nejedna se
oviem o materidl uréeny’ ke kapalinové filtraci. V této casti je zminén z divedu podobaeho
principu stavhy materidlu.

Spis CZ PV 2011-255 o nazvu Filiracai a'nebo sorpéni élen se tyka filtracniho a/nebo
sopéniho lenu obsahujici uhlikaty sorbent, ktery je rozptylen v mezivlikenném prostoru
objemné textilie. Cisteéné jsou fixovany na povrchu vidken i nékleré ¢astice uhlikateho
sorbentu. Zpisob viroby zahruje mykani vlaken, aplikaci sorpéniho élenu napiiklad vifdsinim
a naslednou teplovzdudnou dpravu materidlu, béhem které dojde k pojeni a fixaci nékterych
Gastic na povreh bikomponentnich vlaken, Materidl je uréen jako plosny filtr do kiimatizacnich
jednotek, rousek pro osobni ochranu apod. a dile jako sorpéni element pro zachycovani
nebezpednych nebo neidoucich Yitek z vody a ze vzduchu. Nejedna sc tedy o material uréeny
ke kapalinové filtraci, coz vyplyva i zabsence fixace sorpéniho Elenu na povrchu viaken.
Pritokem kapaliny filtraniho a sorpénibo ¢lenu mize zjevaé dochdzet ke strhavani uhlikatého
sorbentu a zméné homogenity materidlu.

Spis (1S4603070 o nézvu Non-woven fibrous material se tykd produkee vidken vyhradné
z poly-3-hydroxybutyritu a to nékolika zplsoby. Patent zahmuje metody centrifuglniho
zviakilovani ztaveniny a chloroformového piipadné dichlormethanového roztoku. Vanikly
materid! je aplikaéné cilen predeviim do zdravomnictvi jako obvazovy a univerzalné uZitny
materidl. Patent zahruje taktéz pridavek povrehové akfivni litky (surfaktantu) potlacujici
hydrofobni charakter pouzitého polymeru. Roztok pouZivany pro zvlakiovani je charakterizovan
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tedy tykd vytvofeni vldken zesamomného, pfipadné surfaktantem aktivovaného, poly-3-
hydroxybutyrétu pro medicindlni pou2iti.

Spis CZ PUV 1996-6119 0 nézvu Smés pro filtraci odpadové a silné komaminované vody
se t¥ké smisi pénového polymerniho materidlu a aktiviho uhli o rizném poméru a velikosti zm,
ktera je uloZena v sitce z netkané textilie. Uspobidini slouzi k upravé odpedovych vad. Nejedna
s¢ 0 viakenny materidl v nano & mikro rozmén,

Spis CZ PV 19906933 o nizvu Vrstvend filtracné absorpini rextilie se tyka textilie
uréené k filtraci plynii & kapalin. Materidl je tvofen vpichovanou textilii, kterd vedle vidkennych
filtraénich vrstev obsahuje i objemnou netkanou textilii opatienou ndplni vhodného absorbentu.
Vlikna opatiend absorbentem jsou tvofend tak aby ve vyslednem objemaém Gtvaru byly dutiny
obsahujici pouZity sorbent. Z patentu je zicimé % absorpén matenidl je v dutinich, tedy
v mezivlakenncm prostoru.

Spis EP 2123440 B1 Absorbent sheet of fibrous material se 19k absorpéniho Slenu, ktery
se vyznaluje vyuZivinim celulozy a vliknitého matcridlu (konkrétné palymerd vhodngch
pro technologii - melt-spianing)  z polyuretanu,  polyetylenu, polypropyleny, fluorovanych
polymer( a polymerdi na silikonové bizi. Viikna maleriilu se vyznauji tim, Ze na jejich povrchu
je zachycen absorpéni material, konkrétné oxid titanicity, kiida, kaolin, supersorpéni polymery.
zipach pohicujici éastice, konkrétné cyklodextrin.

Podstata vynilezu

Ukolem vynilezu je vytvofit vhodny biodegradabilni vidkenny materidl vhodny pro
filtraci vody kontaminované chemicky, bakteridlné a mechanickymi nedistotami a 7piisob jeho
vyroby.

Toho se znatnou mérou dosihne, podle tohoto vymalezu, jeho? podstata spociva zejména
v tom, Je sorbent je spojen s vliknem vybranym ze¢ skupiny biodegradabilnich poiymerd
polyhydroxyalkanodt, poly-3-hydroxybutyritu a biodegradabilniho  kopolymeru poly-3-
hydroxybutyratu-co-valeratu.

Dile se jevi vihodné, kdyz je vlikno tvofeno smési biodegradabilniho poly-3-
hydroxybutyritu a k nému odlisnému biodegradubilniho polymeru.

Z hlediska Ginnosti je vhodné, kdyz primér vidkna je meni nez poulity sorbent,
pricem7 édstice sorbentu zasahuji alespon &ast celého prifezu vidkna, a kdyZ sorbent je tvofen
&asticemi o pruméru od 50 nm do 50 pm.
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Je i¢elné, aby sorbent byl vybran ze skupiny sorbentr tvofenych aktivnim uhlim, oxidd
kovi a oxidi polokovi,

Z hlediska vyroby je Gcelné pouzit zpisob vyroby bicdcgradabilniho vidkenneho
filtratniho matenilu, ph némZ sc zvlikiovani provadi technikou odstredivého zvidkiovani,
pricemz z vidknu se vviviri vldkenné rouno, které se vytvaii propojenim viaken o priméru do 50
pm nebo je také vhodné, kdyz sc zvlakiovéani provadi technikou elektrostatického zvidkiovini,
priemz z vldkna se vyvivifi vlidkenné rouno, které se vytvafi propojenim vidken o priméru do 50
pm.

Z hlediska vyroby je také vyhodné, kdyz se sorbent uzavie mezi vldkny vytvatenymi
soudasné se zvldkiovanim z taveniny pipadné se sorbent uzavie mezi vidkny vytvafenymi

souéasné sc zvlaknovinim ze suspenze.

Objasnéni vikresi

Vynilez bude blize objasnén s prostiednictvim vikresil, na nichZ jsou
Obr. | Centifugalni zvidkfovac
Obr. 2 Mirkovlikennd vata z PHB
Obr. 3 Elektrostaticky zvldknény PHB
Obr. 4 Kompozit PHB:Aktvni uhli 1:1 hmotnostné
Obr. 5 Kompozit PHB:Aktivni uhli 5:1 hmotnostné
Obr. 6 Kompozit PHB:Aktivni uhli 1:1 hmotnostné
Obr. 7 Kompozit PHB: Aktivni uhli 5:1 hmotnostné
Obr. 8 Kompozit PHB:Silikagel 2:! hmotnostné
Obr. 9 Kompozit PHB:Silikagel 2:! hmotnostné — detail
Obr. 10 Komporit PHB:Silikagel 1:1 lmotnostné
Obr, 11 Kompozit PHB:Silikagel 1:1 hmotnostné — detail
Obr. 12 EDX spektrum snimané z plochy vzorku kompozitu PHB:Silikagel 1:1
Obr. 13 Kompozit PHB:Mn(: 2:1 hmotnostng
Obr. 14 Kompozit PHB:MnO: 2:1 hmotnostné - detail
Obr. 15 Kompozit PHB:MnO: 1:1 hmotnostné
Obr. 16 Kompozit PHB:MnO: || hmotnostné - detail
Obr., 17 EDX spektrum snimané z plochy vzorku kompozitu PHB:MnO: 1:1
Obr. 18 Kompozit PHB:La;0: 2:1 hmotnosiné
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20 EDX spektrum snimané z plochy vzorku kompozitu PHB:La,0, 2:1

Obr. 21 Kompozit PHB:Zr0O 2:1 hmotnostné

Obr,
Obr,
Obr.

22 Kompozit PHB:ZnO 2:1 hmotnestné — detzil
23 EDX spektrum snimané z plochy vzorku kompozitu PHB:ZnO 2:1
24 Kompozit PHB:CuO 2:1 hmotnosiné

Obr. 25 Kompozit PHB:CuO 2:1 hmotnostné — detail

Obr.

26 EDX spektrum snimanc z plochy vzorku kompozitu PHB:CuO 2:1
. 27 Kompozit PHB:Zr0; 2:1 hmotnosiné

. 28 Komporit PHB:Zr0; 2:1 hmotnostné — detail

. 29 EDX spektrum snimane z plochy vzorku kempozite PHB:Z10; 2.1
. 30 Kompozit PHB:Ti(); 2:1 hmotnostné

. 31 Kempozit PHB:TIO: 2:1 hmotnostné - detail

Obr. 32 EDX spektrum snimané £ plochy vzorku kompozitu PHB:TiO; 2:1

Obr. 33 Kompozit PHB:ALO, 2:1 hmotnostné

Obr. 34 Kompozit PHB:ALO; 2:1 hmotnostne — detail

Obr. 35 EDX spektrum snimang 2 plochy vzorku kompozitu PHB:ALO, 2:1

Obr. 36 Kompozit PHB:Aktivai uhli 1:1 hmotnostné pfipraveny elektrospinningem

Obr. 37 Kompozit PHB:Aktivni ubli |:1 hmotnostné pfipraveny elektrospinningem — detail
Obr. 38 Kompozit PHB:MnO; 1:1 hmotnostné ptipraveny elektrospinningem [

Obr. 39 Kompozit PHB:MnO: 1:| hmotnostné pAipraveny elektrospinningem — detail

Obr. 40 Graf filtradni Génnosti PHB — aktvni uhH (pritokova cytometrie)

Obr. 41 Graf filtraéni t&innosti PHB - oxidy (pritokova cytometrie)

Obr. 42 Graf filtraéni Cinnosti PHB — oxidy (pritokova cytometrie)

Obr. 43 Graf filtradni G¢innosti PHB, PHB - MnOs, PHB — Akt. uhli (prittokova cytometrie)
Obr. 44 Elektrostaticky zvidknény PHB po filtraci bunééné suspenze S. cerevisiae

Obr. 45 Kompozit PHB:MnO: [:1 hmotnostné po filtract bakrerialni suspenze M. luteus
Obr. 46 Graf pribéhu degradace vidkennych textilii

Popis prikladného uskutecnéni

Podstata vynalezu tkvi v nano- a/nebo mikrovlakenném polymernim materidly, ktery
na povrchu vidkna a/nebo pies vitsi cast anebo pfes ccly prifez vidkna navdzany sorbent.
Zplisob piipravy takového materidlu spociva v centrifugélnim nebo elektrostatickém zviakiovani
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faze sorbentu. Vidkna polymcru musi mit mendi prumér nez pouzity sorbent. Dalsi moZni
metoda pHpravy je elektrostatické zvlékovani, pfi ném2 je zvidkiovina suspenze sorbentu
v roztoku polymeru. Zvlakfiovani je mozné providet taki¢Z z taveniny opét za pomoci odstiedivé
sily smési polymeru a sorbentu. Takto vyrobena textilie spojuje v sobé mechanickou filtract,
maje otvory mezi vidkny v oblasti fadové 10 um - 10° am, a adsorpei na pouZitém plnivu,
piipadné jeho baktericidni véinek.

Pouzitém polymemnim materidlem je poly-3-hydroxyalkanodt, piipadné jiny zastupce
7e skupiny polyhydroxyalkanodatd, vyznatujici se biodegradabilitou, Jako polymer miZe byt
pouZit semotny homopolymer poly-3-hydroxybutyrit ncho kopolymer poly-3-hydroxybutyrat-
co-valerat, pfipadné zminéné polymery s piidavkem daldtho biodegradabilniho polymeru, klery
1ze rozpustit ve vhodném rozpoustédle. Pridavnym polymerem miZe byt polybutylenadipit-co-
butylentereflaldt (PBAT), kyselina polymléénd (PLA), kyselina polyglykolova (PGA),
polykaprolaktan (PCL) a dal$i. Obsah phidavného polymeru dosahuje a2 50 hmotnostnich
procent. Jako vhodné ruzpoudtédlo je chapan napiiklad chloroform, 1.2-dichlorethan,
dichlormethan, dimethylformamid. dimethyacetamida a dalsi. Jako sorbent mdZe byt pouzito
ptedevsim aktivni uhli, zeolit, kiida, kaolin, oxidy kov (napfiklad Fe.O1, ALO;, TiOs) a dalsi,
pricem? primér pouzité ¢astice mitze nabyvat hodnot od nékolika nanometrd a2 po nékolik
mikrometrd, s vihodou pote je &istice vétsiho priméru ne2 priméru veniklého vidkna.
Hmotnostni obsah sorbentu v materidlu mize dosahovat az 60 hmotnostnich procent. Materidl
s vy33im obsahem sorbentu u2 totiZ nema jednoznaénou vldknitou strukturu a rozpada se, co?

bylo experimentilné zjisténo.

Poutité wpusoby pipravy vidkenného polymerniho materidlu

CentrifugdIni zpuseb piipravy objemné textilie (vaty)

Zvlikitovaci zatizeni; odstredivy zvidkiovaé tvofeny rotujicim diskem — viz obr. 1.
Zvlikfiovany roztek: roztok PHB v chloroformu (koncentrace 3-5 %). PR zvidknovani nizdich
koncentraci nedochdzi k vytaveni viikna, ale ke vaniku filmu. Zvlakiovani vyssich koncentraci
je omezen rozpustnosti polymeru. Optimélni koncentrace pro ustalenou produkei je 5%.

Do roztoku je mozné pridat nupiiklad jemné nadroené, ve vodé a pouZitych
rozpoustédlech nerozpustné litky dle pozadované aplikacc. Napiiklad aktivni uhli, oxidické
materidly, uwiné materidly (dolomit, kiida, mikroceluloza, nanogdstice riznych latek apod.)
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Bylo zjifténo, Z¢ kopeentrace nad 50 % je jiz obtiZné pouzitclnd pro tvorbu vidken, dochazi
k jesich trhdni, vidkna jsou kichkd a vznikly material je sypky.
Rychlost rotujicihe digku: rychlost oti¢eni pobybuje od 0-36000/min. Zvlikdovani probiha
lispésné piiblizné od 20000 otacek/min vySe,
Piivod polymeru na disk; nebyla nalezena limitni rychlost phitoku na rotujici disk. Byla
powZivina rychlost 5 ml za sekundu - tzn., bylo davkovano 5ml roztoku 7a jednu sekundu na
rotujici disk a byla takto vytvofena velnm jemnd vidkna.
o teplota vzduchu 23 °C,
o vétrini/odtah v rozsahu odpovidajicim bezpeénosti a cfektivité od Fidové Vmin m'/min
vzduchu
Pripravu vétiiho mmnozstvi vidken je nutné podpofit zvyScnim proudéni veduchu
ve zvlikiovacim prostoru. J¢ mozné podpoiit adpafovani zvysenim teplota proudiciho vzduchu,

vidkna maiji poté vétdi primeér.
Standardni pracovni postup pouzity v prikladech 1 - 6: 5% roztok PHB v chloroformu s 25 %

obsahem aktivniho uhli o stfedni velikosti Gstic 5 pm je pfivadén za pritoku | m's na rotujici
disk o rychlosti 360000taéek 7a minutu. Na vnitimim plasti valce {primér 300 mm, vyska 100
mm) obklopujiciho rotujici disk se vvivéfi husid sit vidken, kterd jsou nésledné odebrana,
dosusena proudem horkého vzduchu (teplota 20 - 100 °C) 2 pouZivina,

Zpisob pfipravy popisevaného materidlu spodiva v centrifugdlnim zvliknovani suspenze
tvofené roztokem polymeru ve vhodném rozpoustidle a rozdispergované heterogenni fize
sorbentu. Zviskiiovani je mozné provadét taktéz z taveniny opét za pomoci odstfedive sily smést
polymeru a sorbentu, pficems vlikna sorbentu musi mit mensi primér ncz pouzity sorbent.
V ptipadé zvldkiovani ze suspenze je taktéz mozné aplikovat suspenzi na rychle rotujici disk.
Zpasob produkuje na okrajich disku vidkna o priméru od 25 nim do § um. Otadky rotujiciho
disku je mozné volit dle pozadovaného priméru vidken od 3060 otacek za minutu 87 po 36000
otacek 7a minutu dlc pouZitého vybaveni. P odstfedivém zvidkiovani tedy vznikd objemny
vlakenny material, ktery ma vlikncch md nekovalentnimi vazbamu navazany sorbent.
Rozpoustédlo je odpafeno samovolné pfi tvorbé vidkna, vypafovini je moZné podpofit aplikaci
odtahu plynu, pripadné ventilitorn. Takto je oviem virazné ovliviiovan pramér vzniki¢ho
vlakna,

Dalsi mozay zpiisob prpravy je clektrostatické zvlakfovani, pfi némZ je zvlakitovana
suspenze sorbentu v roztoku polymeru, Pfi takovém zpisobu zvidkiiovani je moZné pripravit
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objemnou textilii i plosnou netkanou textilii v zdvislosti na pouZitych parametrech zvldknovini,
S vyhodou je pouzivan 2,5-5,0 hm. % roztok PHB v chloroformu nebo v dalsich rozpoustédlech
s pridavkem 0,25 hm, % tetraethylamonium bromidu nebo dalsi alkylamoniové soli rozpustné
v chloroformu. Ucelem pidavku je naviSeni vodivosti roztoku a sniZeni povrchového napét
roztoku, &imZ jc usnadnéno elektrostatické zvlakiovani.

Venikly matendl, af vz je zvidknén centrifugilni nebo cestou elcktrostatickcho
vlakiiovini, je charakteristicky tim, 2 vidkna obsahuji zakomponované strukiury sorpénibo
materidlu. PouZiti takového materidly se nachdzi v oblasti filtrace vody od mechanickych,
chemickych a biologickych nedistot. Testovina byla filtrani uinnost na bakterialni kmeny a byl
objeven mechanismus filtrace spoCivajici v adhezi bakterii na povrchu vidken. V nasledujicich
odstavcich je sepsana podrobné phiprava, charakterizace a ucinnost materiald v dané aplikacni

oblasti.

Priklady

Priklad 1

Cenirifugdlni a elektrostatické zviakiovani PHB bez pridavku sorbentu

Prvni experimenty byly provedeny se samotnym polyhydroxybutyritem. PHB (vyrobek
spolcénosti Biomer) o hmotnostré stiedni molekulové hmotnosti 566 kDa & polydisperznim
indexu 3,26 byl rozpustén v chloroformu na 5,0 hm. % koncentraci. Ciry lehce nazloutly roztok
byl prividén na rotujici disk (20000 otacek za minutu) rychlosti pritoku | ml/s, OkamZité se
vytvotila sif biljch viiken ve vzdalenosti piblizné 10 cm od kotoute. Vidkna byla suSena a
charakterizovana elektronovym mikroskopem (Obr. 2). Primér vidken se pohyboval od 0.5
do 5,0 pm.

Elcktrostatické 7viakiovani hez pridavku sorbentu bylo provedeno 7 2,5 hm. % roztoku
PHB v |.2-dichlorethanu s pfidavkem 025 hm. % tetracthylamonium bromidu. Zvlaknovani
bylo provedeno z jehly [6] na uzemnény kovovy kolektor ve tvaru Ctverce. Pouzité napéti bylo
20 kV @ vzdilenost clektrod byla 15 cm. Priitok byl nastaven na lincarnim dévkovadi na 2 mih.
Kolektor se pokryl hustou siti submikronovych vidken ve fonmé netkané textitie a nasledné byl
produkt analyzovan na elektronovém mikroskopu. (Obr. 3). Priméma tlouitka vidken byla
analyzovand métenim sto primém vidken a byl 7jidtén udaj 170130 nm (data pramén vidken
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Priklad 2

Centrifugalni zvidkiovini PHB s pFidavkem aktivniho uhli

Nasledujici price byly zaméfeny na pfipravu vlikenného kompozitu s aktivnim uhlim
zakoupeaym u firmy Lach-Ner, Byl pipraven 5 hm. % roztok PHB v chloroformu s pfidavkem
aktivniho ubY @ to ve dvou koncentracich, 1 a 5 hm. %. Bylo pouzito aktivni uhli o stiednim
priméru Castic S pm a disperzi od submikronovych Cdstic az po 7 pm. Tato suspense byla
phividéna na rotujici kotoué (20000 otadek za minutu) rychlosti pritoku 1 ml/s. Vytvotila se
viikenna sit sedého az imavé sodého zabarveni a jemné vatové struktury. Material byl susen a
charakterizovin na svétclném (Obr. 4, 5) a elektronovém mikroskopu (Obr. 6, 7).

Priklad 3

Centrifugdlnt zvlakiavani PHB s pFidavkem silikageln

Jako dalsi  sorpini  materidl byl vyzkouen silikagel uréeny pro niplné
chromatografickych kolon od firmy Sigma-Aldrich a o priméru Castic v rozsahu 35-60 pm,
Suspenze v § hm. % roztoku PHB v chloroformu dosahovalz koncentrace silikagelu 5,0 hm, % a
2.5hm.% respektive. Suspenze byla piivedena na rotujici disk (20000 otacck 72 minutu}
pfi rychlosti pritoku 1 mlis. Byly ziskiny materidly jemné vidkenné formy, které byly
analyzoviny za pomoci elektronového mikroskopu. (Obr. 8,9, 10, 11) Kvalitativni pfitomnost
silikagelu v konkrétnich strukturdch byla dokézina energo-dispeezni spektrometrii (EDX). (Obr.
12)

Ziskané smruktury v obou pomérovych pfipadech jsou zajimavé svou morfologii, kdy
castice silikagelu jsou obaleny siti zPHB a navzdjem propojend polymemimi mikrovlikny.
Materidl je celistvy. sypkost sorbentu vymizela propojenim za pomoci polymeru,

Priklad 4

Centrifugdlni =vidkiovani PHB s pFidavkem oxidu manganicittho

Dalsi zvolené plnivo smoznou sorpéni a pfipadné i katalytickou funkel byt oxid
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wvoleny dva poméry PHB:MnO:, 2:1 a 1:1. Charakterizace materiglu probéhla za pomoci
elektronové mikroskopie (Obr. & 13, 14, 1S, 16) a EDX analyzy (Obr. €. 17).

V piipadé pomému PHB:MnO; 2:1 sc vyivifely porézni shiuky spojené polymerem.
Pfi zvoleni poméru 1:1 byly vidkna uriformni a hez virazadjsi poréani struktury. Barva
materidlu v obou pripadech je Sedohnédd a morfologic je opét eclistva. Vidkna jsou obiemna a

velmi jemnd na omak. Ptitomnost oxidu manganicitého byla potvrzena metodou EDX.
Priklad 5
Centrifugalni zvidkiovdni PHB s pfidavkem oxidu lanthanitého

Stejnym zplsobem jako v predcslych pripadech byl pipraven zvidkiovaci roztok
pro ziskani kompozitu PHB:La,yO. Pomér byl zvolen 2:1. Ziskany material byl charakterizovan
7a pomoci elektronového mikroskopu a EDX (Obr. 18. 19, 20)
Priklad 6
Centrifugdlni zvidkiovdini PHB s pridavkem oxidu zinecnatého

Stejnym zplsobem jako v pfedeslych pripadech byl piiptaven zviakiiovac: roztok
pro ziskini kompozitu PHB:ZnO. Pomér byl zvolen 2:1, Ziskany materidl byl charukterizovan
7a pomoci elektronového mikroskopu a EDX (Obr., 21,22, 23)

Signaly vintervalu 2-3 kV nileZi pozlaceni vzorku za ucelem zvyseni vodivost
pro elektronovou mikroskopit.
Priklad 7
Centrifugdini zvidknovani PHB s pFidavkem oxidu médnaiého

Stejnyin zpisobem jaka v pfedeslych pfipadech byl pfipraven zvldkiovaci roztok

pro ziskani kompozitu PHB:CuO. Pomér byl zvolen 2:1. Ziskany materidl byl charaktenzovan
7a pomoci elektronového mikroskopu a EDX {Obr. 24, 25, 26)
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Piiklad 8
Centrifugdlni zvidkiovini PHB x pridavkem oxidu zirkonicitého

Stejnym  zpdsobem jako v piedetlych phipadech byl phipraven zvlikiovaci roztok
oo ziskdni kempozitu PHB:Zr0:. Pomér byl zvolen 2:1. Ziskany matenal byl charakterizovin
za pomoci elektronového mikroskopu a EDX (Obr. 27, 28, 29)

Priklad 9

Centrifugdlni zvidkiovani PHB s pFidavkem oxidu titanicitého

Stejnym 7piisobem jako v pfededlych pfipadech byl pfipraven zvlikiovaci roztok
pro ziskini kompozitu PHB:TiO,. Pomér byl zvolen 2:1. Ziskany materidl byl charaktenzovan
za pomoci clektronového mikroskopu a EDX (Obr. 30, 31, 32)

Piiklad 10
Centrifugalni zvidkaovani PHB s pFidavkem oxidu hiinitého

Stejnym zpisobem jako v predeslych pfipadech byl piipraven svlikfovaci roztok
pro ziskéni kompozitu PHB:ALO,. Pomér byl zvolen 2:1. Ziskany materid) byl charakterizovin
za pomoci elektronového mikroskopu a EDX (Obr. 33, 34.35)

Priklad 11
Elektrostatické zviakiovdni PHB s piidavkem aktivaiho uhlf

Elektrostatické zvlikiovani s piidavkem aktivniho uhli bylo provedeno z2.5 hm. %
roztoku PHB v 1.2-dichlorethanu s pfidavkem jemné nadrcen¢ho aktivniho uhli a 025 hm. %
tetraethylamonium bromidu. Pidavek uhli byl zvolen v hmotnosinim poméru ku PHB 1:1. Bylo
pouzito aktivni uhli o stfednim priméru stic S pum ¢ disperzi od submikronovych &éstic az
po 7 wm. Zvlikdovini bylo provedeno z jehly o vnittim priméru Imm na uzemnény kovovy
kolektor ve tvaru étverce. Pouzité napéti bylo 20 kV a vzdalenost elektrod byla 15 cm. Pritok
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kompozitnich vidken ve formé nctkané textibie a nasledné byl produkt analyzovén
na clektronovém mikroskopu. (Obr, 36, 37).

Priklad 12

Elektrostatické zviakiovani PHB s pridavkem vxidu manganicitého

Elektrostatické zvlakitovéni s pfidavkem oxidu manganicittho bylo provedeno 22,5 hm.
% roztoku PHB v 1.2-dichlorethana s piidavkem jemné nadrceného oxidu manganilitého
o stiednim priméru éastic 10 um a 0,25 hm. % tetracthylamonium bromidu. Pridavek oxidu byl
zvolen v hmotnostnim poméru ku PHB 1:1. Zvldkhovani byle provedeno z jehly o vnitinim
priméru Imm na uzemnény kovovy kolektor ve tvaru &verce. PouZité napéti bylo 20 kV a
vzdalenost elektrod byla 15 cm. Pritok byl nastaven na linedmim davkovati na 5 ml/h. Kolektor
se pokryl hustou siti kompozitnich vliken ve formé netkané textilie a nasledné byl produkt
analyzovan na elcktronovem mikroskopu, (Obr. 38, 39).

V kompozitu PHB:oxid mangani¢ity je vidét, 2e velka Cast vidken je uniformni. le o
zpisobeno velkym obsahem jemnych éastic plaiva s primérem okolo 2 pm. Zbyi¢ velké
struktury jsou neoddSlené faze plniva s velkym primérem.

Priklad 13

Poly-3-hydroxybutyrdt (5 g) o moldmi hmotnosti 200 kDa je rozpustén za mtenzivniho
michéni pfi 60 °C v 100 g chioroformu. Do vznik!ého viskozniho roztoku je pfiddno aktivai uhli
(5 g) o strednim priméru &astic 7 pm u smés je intenzivnd michina a7 do vzniku rovnomeémeé
rosdispergované heterogenni smési. Nasledné je roztok zkoncentrovan na 5 hm. % obsah
potyhydroxybutyratu, Smés je piikapivana injekéni stitkackou ne rotujici disk o rychlosti 20000
oticek za minutu. Vznikla vidkna jsou sbirina zachvinym kotoudem o priméru 30 cm 2 vysice

10 ¢cm postavenym kolem disku,

Priklad 14

Poly-3-hydroxybutyrit (5 g) o molami hmotnosti 200 kDa je rozpustén za intenzivnilio
michdni pfi 60 °C v 100 g chloroformu. Do vzniki¢ho viskozniho roztoku je piidano aktivni uhli
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{1 g) o sticdnim priméru &stic 7 um a smés je intenzivné michana az do vzniku rovnoméme
rozdispergované heterogenni smési. Nisledné je roztok zkoncentrovan na 3 hm. % obsah
polyhydroxybutyratu. Smés je prikapavana injekeéni stiikackou na rotujici disk o rychlosti 20000
otacek 7a minutu. Vznikld vidkna jsou shirdna zdchytnym kotoudem dle prikladu 13 postavenym

kolem disku.

Piklad 15

Poly-3-hydroxybutyrdt (2,5 g) o molami hmotnosti 200 kDa je rozpustén spoleéné
s kyselinon polymlétnon (25 g) 7a intenzivaiho michani pfi 60 °C v 100 g chloroformu.
Do vzniklého viskézniho roztoku je pidan praskovy oxid titaniéity o priméru &astic 2 pm a
smés je intenzivné michina az do vzniku rovnomémé rozdispergované heterogenni smesi.
Nisledné je roztok zkoncentrovan na 5 bm. % obsah polymeril. Smés je prikapévana ijekéni
sifikackou na rotujici disk o rychlosti 20000 otacek za minutu, Vznikla vidkna jsou sbirdna
zachytnym kotou¢em dle prikladu 13 postavenym kolem disku.

Priklad 16

Poly-3-hydroxybutyrdt (4 g) o moldmni hmotnosti 200 kDa je rozpustén spoledné
s polymerem PBAT (1 g) za intenzivniho michani pfi 60 °C v 100 g chloroformu. Do vzniki¢ho
viskozniho rozioku je pfidano aktivni uhli (5 @) o stfednim priméru Céstic 7 pm a smés je
intenzivné michana a2 do vzniku rovnoméné rozdispergované heterogeani smési. Nasledné je
rozok zkoncentrovan na 5 hm. % obsah polyhydroxybutyritu. Smés je pfikapavina injeként
stifkackou na rotujici disk o rychlosti 20000 otiéck za minutu. Vznikla vldkna jsou shirana

7zachyinyn kotou¢em dle piikladu 13 postavenym kolem disku.

Priklad 17

Poly-3-hydroxybutyrit (2,5 g) o molami hmotnosti 200 kDa je rozpustén spoletné
s polymlécnou kyselinou (2,5 g) za intenzivniho michani pfi 60 °C v 100 g chloroformu.
Do vzniklého viskozniho roztoku je pridin praskovy oxid titanicity o priméru Castic 2 pm a
smés je intenzivné michina az do vzniku rovnomémé rozdispergované heterogenni smési.
Nisledné je roztok zkoncentrovan na 5 hm. % obsah polymerii, Smés je pfikapavana injekéni
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stikackou na rotujici disk o rychlosti 20000 otdcek 7a minutu. Venikla vldkna jsou shirana
zichytnym kotoucem dle piikladu 13 postavenym kolem disku.

Priklad 18

Poly-3-hydroxybutyrit (4 g) o molimi hmotnosti 200 kDa jc rozpusién spolecné
s polymerem PCL (1 g) za intenzivniho michdni pii 60 °C v 100 g chloroformu. Do vzniklého
viskéznibo roztoku je pfidano aksivni uhli (5 g) o strednim priméru Cstic 7 wn a smés je
intenzivné michana az do vzniku rovnomémeé rozdispergované heterogenni smési. Nasledné je
roztok zkoncentrovin na 5 hm. % obsah polymeri. Smés je piikapavina mjekéni stiikackou
na rotujici disk o rychlosti 20000 ofiéck za minur. Vznikld vidkna jsou sbirina zichytnym
kotoucem dlc pikladu 13 postavenym kolem disku.

PRIKLADY OVEROVANI VYNALEZU

FILTRACE MIKROBIALNICH SUSPENZI

POUZITE MIKROORGANISMY
Bacillus subtilis

Jednd sc o gramncgativni tyéinkovitou bakterii tvofici rezistentni spory. B subtilis je
nepatogenim mikroorganismem vyskytujicim se prevazé v plidé. Baktene je fazena mezi
mezofilni mikroorganismy s optimalni teplotou pro riist mezi 25 - 35°C. Stres a nedostatek
nutrientd v prostiedi obvykle vede k tvofeni termo-rezistentnich spor. Bacillus subtilis je striktni
acrob. Z biotechnologického hlediska se jedna o diilezitého producenta zeyména antibiotik, ale
také enzymd jeko napiiklad protedz a amyldz.

Saccharomyces cerevisiag

Jedni se o jednobunéény eukaryotni mikroorganismus fadici se mezi kvasinky. Samotné
buitka ma ovalny nebo kulaty tvar o velikosti 5 — 10 pm. S cerevisiae je falkultativag
anaprohnim mikrooraznismem. ontimalni teplota ristu 25 — 30 °C ji tadi mezi mezofilni
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vyskyt predeviim na ovoci. Viskyt S cerevisie byl také zaznamendn v (élech Zivodichd -
trivicim traktu. 8. cerevisiae je jednim 2 nejdéle pouZivanych mikroarganismQ v biotechnologis,
vyuitim sacharidového substratu dochazi k pfeméné na alkohol a pfipadné organické kyseliny.
Sehoz se po staleti vyuziva pfedevsim v potravinaiskych vyrobach.

Escherichia coli

Fxcherichia coli je jednim z nejzndméjsich zastupch Geledi Enterobacteriuceae. Jedna se
o nesporulujici ty¢inkavitou bakterii 0 velikosti 0.3 — 600 pm, odvijejict se od druhu, Z hlediska
kyslikovych naroki jde o fukultativaiho anaeroba s optimalni teplotou ristu 37 °C, V omezené
mife se vyskytujc ve stfevni mikroflore, ale jednd se o podminéncho patogena, kter$

pii premnozeni zplsobuje Zivainé zdravomi potize ve formé infekei
7PUSORY STANOVENT CELKOVEHO POCTU MIKR ANISMU
Priitokova cviometrie

Priitokovd cytomeirie je technika pomoci niZ lzc analyzovat fyzikalni charakteristiky
jednothivych dastic (bunék). V pribéhu méfeni jsou bufiky unaseny proudem nosné kapaliny
{voda), kdy dochazi k scrazeni bungk v systému tak. aby kazda jednotliva buitka prochizela
optickou casti. kde je osvitiena zdrojem svitla. Rozptyl svétla a pripadna fluorescence.
emitoviina buiikou pfi excitact zdrojem, jsou suznamenany. Analyza ‘e zaloZena na relativai
velikosti bunék. granulinité, a piipadné intenzité fluorcscence. Cytometrie je fazena mezi
nejcitlivé)si metody pro stanoveni poctu a charakteristik bundk, proto byla vybrina jako primirni

technika pro stanoveni podtu bunck ve filtritu.
Svételna mikroskopie

Dal&i moznd metoda pro zjisténi cclkového pottu bunék v roztoku je moZnost pouZiti
Biirkerovy komirky ve spojeni s¢ svételnym mikroskopem. Principem této piime metody

stanoveni poétu bunck je pfimeé potitani bunék v mikroskopickém preparitu. Pro poditani bunék

mikroorganism jsou pouZiviny riizné typu komdrek - Birkerova, Thomova.

148



16 --n'-.’ Tan e

Turbidimetrické mérent zdkalu

tednou z moznych technik stanoveni poctu mikroorganisind v tekutém médiu je vyuzitim
turbidimetric. Mikroorganismy v pribéhu mnoZeni tvofi v tekutém vzorku zakal. Turbidimetrie
patfi mezi nepfimé metody stanoveni 8 vyuZivd méfeni zmén intenzt zikalu meédia v zavislosti
na Case a slouzi pro méfeni celkového podtu mikroorganisme. Spektrofotometricke méfeni je
obvykle providéno pfi vinovych délkich 550 - 650 nm.

KULTIVACE MIKRQORGANISMU:

Bakterie B subtilis CCM2794 byla kultivovina na NB (Nutrient Broth w/ 1% Peptone)
médiu, které je bizné vyuzivano pro kultivaci hakteni. Buiky pro pfiprave bunééné suspenze
byly pouZity po 48 hodinach kultivace pit teploté 30 °C. Velikost bunck v bakterialni suspenzi se
pohybovala v rozmezi od 3 do 6 pm.

Kvasinka S cerevisce CCM 8191 byla kultivovina pfi aerobnich podminkach na YPD
médin (médium pro kvasinky s peptonem a dextrozou). Buiiky pro pipravu suspenze byly
kultivovany po dobu 24 hodin pfi 25 °C. Velikost bungk se pohybovala v rozmezi od 2 ym
do 10 pm.

Pro kultivaci bakterie M. lureus CCM1569 bylo pouzito NB médium. Kultivace probihala
aerobné, ph teploté 30 °C po dobu 48 hodin. Velikost hunék sc pohybovala v rozmezi od | do 2
pm.

Bakterie E. coli CCM 7395 byla kultivovina na LB (Luria-Bertani - obsahujici trypton,
aminokyseliny, kvasniény cxtrakt a chiorid sodny) médiu pti teploté 37 °C. K pfiprave bunécné
suspenze byly pouzity buiiky Kultivovany po dobu 48 h. V suspenzi se nachézely buiky
o velikosti od 1pm do 3 um.,

Médium pro kultivaci B. subsilis a M. luteus:

Hovézi extrakt g
Pepton 10g
NaCl 5g
Destilovana voda 1000 ml
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Meédium pro kultivact S cerevisiae:

Kvasniény autolyzat 0g
Pepton 20g
Glukoza 20g
Destilovand voda 1000 ml

Médium pro kultivaci £, coli:

Kvasniény autolyzit 10g

Trypton 10g

NaCl Sg

Destilovana voda 1000 ml
Priklad 19

EXPERIMENT PHB s AKTIVNIM UHLIM

Filtradni materiily:

Pro filtraci byla pouzita mikro (nano} vidkenny kompozitni materié] tvoieny PHB a
aktivaim uhlim v rizném procentudlnim zastoupeni, piipravenym podie ptikladi 13 a 14.
Procentudlni podil aktivniho uhli v PHB vate byl 66 %, 50 %, 37.5 %. 16,7 %, 0 %. Filtracni
vrstva méla visku 10 cm o priméru | cm. Suspenze obsahujici 5- 10° /] bunek bakterii Bacillus
subtilis byla filtrovéna pes filtrani vrstvu za pusobeni tlaku 0.25 MPa. Po filiraci suspenze
o objemu 50 ml byl z filteity odebrin vzorek pro stanoveni bundéné populace pritokovou
cytometrii, viz obr. 40.

Pritokovi cytometrie

Z vyse uvedenjch materidlh mél prokazateiné nejvyssi filteadni dinnost materil
cbsabujici 66 % aktvniho uhli a 34 % PHB. Se snizujicim se obsahem aktivniho uhli
ve filtraénim materidlu dochazclo ke sniZeni filtraéni Gcinnosti a to aZ o 55%. Z vyse uvedenych
vysledki také vyplyvé, Ze obsah aktivniho uhli v PHB ma lepdi filtratni viastnosti pouzc
v piipadé, kdy je procentudlni zastoupeni aktivniho ubli nad 50 %. U materiali obsahujici 37, 50
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% a 16.70 % byla téinnost filtrace srovnatelné s filtratnim materidlem bez piidavku aktivniho
uhli~ 15 %.

Priklad 20

EXPERIMENT s PHB a OXIDY KOVU

Fiftracni materidgly:

Pro testovani filiratni G¢innost byl pripraven kompozit PHB s oxidy v poméru 1:1
vyrobenych podle prikladu 1, 4, 7, 8. 9. Filtrace byla provedena ve standardnim medulu (vyska
sloupee 10 ¢m, promér 1 em), Pro filtraci byla opét zvolena suspenze bunck B subrilis
o koncentraci 4-10° bundk/ml. Celkovy objem filtrovaného materidlu tvofil 50 ml a tento objem
byl filtrovan pes filtraéni vrstyu 10 oo za plisobeni tlaku 0,25MPa.

Pritokovd cytometrie

Filtracni Ginnost kompozitnich materidld byla ovéfena filtraci bunéénych suspenzi B.
subtilis. Jako nejvhodnéjsi materidl se zdé byt oxid PHB s oxidem zitkonicitym (97 %). Vysoka
filtcani Ginnost byla také u filtranich materidid s obsahem TiO: (34 %), MnO; (84 %), ale 1
Gistého PHB (82 %). Nejménd vhodngm materilem pro mikrobidlni filtraci je kompozit tvofeny
smési PHB a Cu0. Viz obr. 41,

Jako ovéfovaci experiment bylo zvoleno ncpfimé stanoveni poftu buntk za pouZiti
turbidimetrického méfeni pii A=630 nm. Trend uspésnosti filtrace korespondoval s daty
naméfenymi pritokovou cytomerrii. Materid) s nejvyssi Gspénosti filtrace byl opét PHB
soxidem zirkoniditym (94 %). Velice dobrych vysledki bylo dosazeno pi filtracich
mikrobialnich suspenzi 7a pouziti materidlu tvofencho z PHB & Ti0; (92 %), MnQ; (90 %).
V pripadé cistého PHB filtradniho materidly, bez powZiti pimési, byla Gsp&nost 88 %. Viz obr.
42
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Priklad 21

EXPERIMENT S TEXTILI

Filtraéni materidly:

Pro Géely filtrace mikroorganismi byla vyrobena mikro {nano)-vlakennd textilic
{membrina) z PHB podle pikladu 11, 12a 1:

i) aktivni uhli (1:1)
iy MnO«(1:1)
i) bez piimési.

Samotny proces filtrace byl providén pres textilii za snizen¢ho tlaku pomoci Biichnerovy
nalevky o primére 77 mm. Bakterie E. coli, Microccocus lutews a kvasinka S cerevisce byly
pouzity pro pfipravu bunéénych suspenzi uréenyeh pro filraci. Suspenze o objemu 50 ml a
koncentraci bunék 5-10° byla filtrovéna ptes filtradni textilii.

Prutokovi cytometrie:

Dalsi aplikacni forma kompozitniho materidlu pro ucely filtrace byla zvolena vldkennd
textilic PHB s piimési aktivniho uhli, MnO; a &ista PHB o priméru & cm. Pro filtraci byly
pouzity th rlizné bunééné suspenze - 5. cerevisiae, M. {uteus a E coli. Vizobr. 43,

Nejvyisi filtradni icinnost méta kompozitni textilic PHB - aktivni uhli v pripadé filtrace
suspenze tvofené budkami S. cerevisce (78 %). Vieobeen€ u viech ti1 materidiu bylo dosazeno
nejvydsi icinnosti filtrace pravé phi filtraci suspenze S, cerevisiae. Filtrace 7a pomoci vlakenné
textilie PHB-MnO: se v porovndni s ¢istym PHB a PHB - aktivni uhli 7da byt neymeéné G¢innd.

Filtracni materialy # predchoziho experimentu byly pouZity také pro studium absorpénich
viastnosti vldkennych materidld, Po filtraci bunéenych suspenzi, byl odebran vzorek vlikenné
textilic a pfipraven mikroskopicky prepardt vhodny pro skenovaci elektronovy mikroskop
(SEM), U takio upravenych vzorki byl zkouman princip/mechanismus absorpénich viastnosti
jednotlivych materidlu pé: mikrobidln filtraci. Viz obrazky 44 a 45.

Ze snimki potizenych na SEM je patmé, Z¢ dochdzi k pfilouti mikroorganismu

na kompozitnim viikenném matenalu.
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Priklad 22

TESTOVANI ABSORPCNICH VLASTNOSTI

Pro testovani absorpénich vlastnosti kompozitnich vidken pfipravenych podle phikladd |
1 2 byl pripraven roziok dichromanu draselného (15 mg rozpusiéno v 50 ml destilované vody) a
roztok methylenové modfi (15 my rozpusténo v 50 ml destilované vody). Pres filtradni vrstvu 10
¢m o primeéru 1 em bylo filtrovino 25 wl vyse uvedench roztokdl. Pro ovéfeni absorpénich
viastnosti filtrace byla zméfena absorbance filtrovaného roztoku a filtritu, methylenova modf
664 nm a dichroman drasclny 410 nm. Vysledky jsou nize shmuty (Tabulka 1),

Tabulka 1: Absorpéni vlastnosti vybranych vliken

PHB+
Aktivni uhli
PHB 1:1
Koncentrace barviva pred fltract [mg/50 mljj 15 15
Dichroman | SRS
dissitid Absorbance po filtraciz| 1,530 (ziedéno 1:10) 1,063
© | Koncentrace barviva po filtraci [mg/50 ml] 12,6 0.8
Koncentrace barviva pred filiraci [mg/50 ml] 15 13
Methylenovi 4 I : 5
sed¥ Absorbance po filtraci:| 1.856 (zfedéno 1:20) 0,171
Koncentrace barviva po filtraci [mg/50 ml] 10,3 0,03
Piiklad 23

TESTOVANI BIODEGRADABILITY

Materialy pouZité k filtraci jsou vyrobeny podie prikladd 1, 11a 12 2 biodegradabilniho
bicpolymeru PHB. Pro ovéfeni, zda i po vytvofeni kompozitu s jednotlivymi sorbenty bude tato
vlasinost zachovéna, byl pouzit normovany test IS/ISO 20200. Testovany byly PHB textilie
s piimési MnO., aktivaiho uhli a také vidkennd textilic z PHB. Test zamé&feny na dezintegraci
materidhy probihal pfi termofilnich podminkach - 58°C. Textilic byly vystaveny umelému
kompostu ( Tabulka 2) po dobu potfcbnou k rozlozeni matersalu (15 dni),
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Tabulka 2: Slozeni kompostovaci piidy
Materidl Obsah [%)]
Piliny 40
Krali¢i krmivo 30

CerstvV kompost 10
Kukufiény skrob 10

Sacharbza 5
Kukufiény olcj 4
Modovina |

Ze viech tfi materidld byl kompozit tvofeny PHB — MnO: (l:1) nejrychleji
dezintegrovanym materidlem, ke kompletimu rozpadu doslo jiz 8. den testovini. Kompozitni
vidkennd textilie PHB — akiivni ubli byla zcela rozlozena po 10 dnech od zaGitku tesiu.
V porovndni s vise uvedenymi materidly byla PHB vidkennd textilie nejvice odolnou a
ke kompletni dezintegraci doslo po 13 dnech. MiZeme konstatovat, Ze & rozpadu viech tii
testovanych vidkennjch textilii dodlo ve velice kritkém Casovem bseku, intervalu 8 — 13 dni.
Priibch degradace je uveden v Tabulee 3 u na obr. 46.
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Tabulka 3: Pribéh degradace vidkennyceh textilii

%1 PHE- mangan (1] [ oottty | PHE
0. 2hijen Wﬁuimmsa‘camsmmwwmﬁiqmmmwiemm)
3 |Peaorordn pocate dezmtegrace matendlu| Pororovin pikatek dediviegrace maenali QEzRImEny
3
& | oocroving atwrodily stumed conntegrace | Sozcrovang Sokrolty stuper cetiniagrate Dege by
i A ; Peooroiana powrcdiy Siuped

i roepad material Sat0rovana gokrodily shuoed deiintegral

» ' o Sna N denntegrae

dgzorovana potrolily shioed

materialy
roped deprtegrae

Pramyslova vyuzitelnost

Piipraveny material nachazi uplatneéni v oblusti filtrace vod, kde v materidlu jsou spojeny
vyhody polymerniho materidlu phipraviteiného z obnovitelnych zdrujil a jeho biodegradability
s jeho vidkennou formou, kierd umoziwje filtraci objektd jak mechanického tak baktenidlniho
charakteru. Piidany sorbent je phitomen v materidlu ve své aktivni formeé, tedy umoziuje
ahsorpei anorganickych a organickych latck, Materidl je vyuzitelny jako ucinnd ndpli filtracnich
zafizent, u kierych material umozije i zachyceni absorbovatelnych latek.
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Patentové niaroky

Biodegradabilni vlakenny filtratni materidl se sorpénimi viastnostmi, vyznacujici se tim,
¢ sorbent je spojen s vidknem vybranym ze skupiny biodegradabilnich polymerd
polyhydroxyalkanodtt, poly-3-hydroxybutyritu a biodegradabilniho kopolymeru poly-3-

hydroxybutyratu-co-valeratu,

Biodegradabilni vidkenny filtracni material podle niroku 1, vyznadujici se tim, ze vidkno
je tvoteno smési biodegradabilniho poly-3-hvdroxybutyratu a k nému odlisnému

biodegradabilntho polymeru.

Biodegradabilni vidkenny filtraéni material podle ndroku 1 a 2, vyznacujici se fim, Ze
primér vidkna je mendi nez pouzity sorbent, pficem? &astice sorbentu zasahuji alesport

&ist celého prifezu vlikna.

Biodegradabilni viakenny filtratni matenial podie naroku 3. vyznaéujici se tim, Ze sorbent

je tvoren Easticem: o priméru od 50 nm do 50 pm.

Biodegradabilni vidkenny filtraéni material podic niroku 1-4, vyznadujici se tim, Z¢
sorbent je vybrin ze skupiny sorbentdl tvofenych aktivaim uhlim, oxidu kovi a oxidd

polokovil.

Zpissob vyroby biodegradabilniho vldkenného filtratniho matenidlu podle niroku I-3,
vymadujici sc tim, Zc zviikiovani se providi technikou odstiediveho zvlakfiovani.
pficem? 2z vlakna se vytvai vidkenné rouno. které se vytvafi propojenim vidken

o priméru do 50 pm.
Zpisob viroby biodegradabilniho vidkenného filraéniho materidly podle naroku 1-5,
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priemz zvldkna se vytvafi vidkenné rouno, které se vytvaii propojenim viaken

o proméru do 5 pm.

. Zpbsob viroby biodegradabilnibo viakenného filtracniho matendlu podle naroku [-7,
vyznadujici se tim, Je sorbent s¢ uzavic mezi vldkny soucasné se zvlakiovinim

z roztoku,

. Zplsob vitoby biodcgradabiiniho vlikeaného filtraéniko materidlu podle naroku 1-7,
vyznalujici se tim, Ze sorbent s¢ uzavic mezi vlikny soucasn¢ se zvlakiiovanim

£€ Suspenze.
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UV filtr na bazi polyhydroxybutyritu a zpiisob jeho p¥ipravy

Oblast techniky
Vunalez sc tykd UV filtru na bazi polvhydroxy butveatu.

Vyndlez sc dile tvka take zpasobu vyroby UV filtru na bizi pelvhyvdroxy butyritu,

Dosavadni stav fechniky

UV zaieni je elektromagneticke zafeni s vinovou délkou 100 az 400 nm: podle vinové délky a
biologickveh adinku s¢ d&li na tii 1ypy:

UVA ziieni s vinovou délkon 320 az 400 nm piedstavuje cea 99 % UV zafeni, které dopada na
zemsky povreh Toto zifeni pronika hloubéi do kaze. vyvoldva pigmentact a crviém a eviiviluge
hlubsi struktury v konu (imunosupresivii efekt, akeelerace akunického stamuti), kromé toho take
vytvafi velmi reaktivi druby kysliku, kier¢ nepiimo poskozuji DNA. UVA zafeni z umélych
zdroju s¢ poukiva napi v solanich a v dermatologicks fototerapit,

UVB zafeni s vinovou délkou 290 az 320 nm picdstavuje cea 1 % UV zdfeni. které dopada na
zemsky povreh. Toto zifeni je karcinogenni a jo schopné rozklidat ncho narufovat bilkoviny
nebo jiné Zivotné duleZité organicke sloudeniny a prostiednictvim tvorby pyrimidinovyeh dimert
piimo poskozovat DNA. UVB zifeni zumllych zdroji s¢ wwuzivd napi. v dermatologické
fototerupii.

UVC zifeni s vinovou délkou 100 az 290 nm a na zemsky povrch v podstaté nedopada. nebol je
za vzmku ozonu inhibovano plvanym kyshikem v zemské atmosféfe. Toto zareni g prokazatelné
Zhoubne pro Zive organismy - je karcinogenni.

Vlidské pokozee je UV zafeni absorbovano fadoun chromofonu, jako je melanin, DNA, RNA,
proteiny. aromaticke aminokyseliny (napf. tyrosin a trvptofan), lipidy. voda a jiné. Absorbovani
UV ziieni témito chromofory pfitom vede K miznym fotochemickym reakeim a sckundimim
interakcim zahmujicim reaktivni ¢astice (kvsbku a dusiku), ktere mohou mit Skodlive Géinky.
Samotna lidska pokozka sice disponuje fadou antioxadanto a enzyma, Klerd opravugi poskozenou
DNA, picsto viak muze viivem UV zifcai dochdzet k jejimu podkozeni. mutacim a genctickd
nestabilité. Proto se vyviji mizne ochranng prostiedky proti UV zateni a jeho nezativnim aéinkum
(véemé wrvehleného stamuti kaze), kterd se ncjéastéii padavaji do miznyveh kosmelickyeh
piipravku — opalovacich mick. keéma, plefovich masck apod.. nejcastén v koncentraci 0.1 az 10
%.

V soucasne dobé jsou piitom k dispozici anorganicke (fyzikalm} a organicke (chemicke) UV
filtry. Anorganicke UV filtry odrazi a rozptyluji svétlo, piicemz oba tyto jevy se nskuteciugi na
Sirokém spektnu zafeni od viditclného, pics UV az po infradervené. K anorganickvm UV filtrum
patin napf. mineralni mikrogastice Ti0x, ktere vykazuyi lepsi ochranu pred UVB zafenim neho
Zn0), které naopak vykazuji vyssi ochranu pied UVA zarenim apod. Tyto UV filoy jsou
fotostabilni, ale pfi jejich pouZti je nutné pro dosazeni pozadovancho Géinku obvykic nandst
vétsi vrstvu daneho kosmetického pripravku. PR miniatunzaci Eastic téchto filtra nu velikosti 10
az S0 nm se snizuje rozptyl viditelncho svétla a efektivii rozptyl se posunuje k nizsim vinovym
délkam, az pod rozsah UVA zafeni, éimz sc dosehuje lepdi pajatelnosti téchto filtma k vyuzad
v kosmetickvch pripraveich. Castice téchto velikosti ale maji vvsSi tendenci k agreguci.
vdusledku &choZ sc maze cfcktivita rozptylu svétla smiZovat, Diky vvsoké fotostabilitd jsou
anorganické UV filtry vvuzivamy piedev@im pro ochrmu dét a lidi alergickyeh na organické UV
filtry. Organicke UV filtry, takeé zname jako chemicke UV filtry pak sluneéni zafeni absorbuji a
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méni zgyména jeho UVB slozku na tepelnou energii [17. Jejich nevvhodon je, 2 absorhuji zafeni
jen v urdité azké oblast, a proto je pro vytvofeni produktu ¢ ochrannou proti SirSimu spektru UV
zafent v&t§inou numé pouZit vhodnou kembinact nékolika z nich. K typickym a nejpopulamé;$im
pledstavitelum organickveh UV filtm patfi filtry na bazi cinamdtu. v& octinoxatu a cinoxatu
ncbo na bazi salicviani. kieré na kazi nevytvarc)i skvmy a jen vziend zpusobuji podrazdéni.
Vzhledem k tomu, Ze tyto filtry vykazuii mendi Géinnost a mz8i vodéodolnost, vy Zaduji éastd)di
aphkaci. Dal3i jejich nevvhodou je. 2¢ ph vystaveni slunc degradui. v dusledku Eeho? se sniZuje
jejich cfckuvira [ 1]

Krome vvuZiti UV filtri jednobo tvpu j¢ mozné v jednom prostfedku kombinovat organicke a
anorganicke filtry. pficemz tyto kombinace mohou vykazovat syncrgicky cfckt a dosahovat rak
vyisiho ochranného faktoru,

K hodnoceni oémnosti UVB filtra se pouziva ochranny faktor SPF (Lsun protection factor™),
ktery udava pomér davky UVB zifeni potiebne k yvvtvofent minimalniho ervtému (MED -
~mimimal ¢ryvthemal dosc™) na chrinéné pokozee ve srovaimi s nechrinénon pokozkou. Tente
faktor sc stanovuje in vivo. Napi. vyrobek s ochrannym faktorem 15 odfiltruje 94 % UVB zdfeni,
vyrobek s ochrannym faktorem 30 pak 97 % [2].

K hodnoceni ochrany pfed UVA zifenim je k dispozict standardni EN 1ISO 24443:2012 (st pro
stanoveni ochranného faktoru kosmetickveh prostiedki. Kromé  ochranného  faktoru  se  u
kosmenckych pfipravka hodnot faké jejich rezistence a rezistence v nich obsazenveh UV filtra
vida vod |2,

Jako jedna z moznost. jak prodlouzic ndinek a stabilin UV filird v kosmeuckych prosticdich s¢
Jevi enkapsulace téchto filtra do vhodnich nosicu pro cifeny transport do lidskeho organismu.
S ohledem na hydrofobni banéru na povechu téla se jako takove nosiée nejéastép vyuZivaji
liposomy. kieré jsou schopné projit touto kozni bancérou. maji hyvdrofobni povreh a mohou
enkupsulovat riuzné hydrofobni i hydrofilni melekuly.

Soucasay trend v kosmictice a v oblasti osobni ochrany pied UV zdfenim sméfue K pouzivani
prirodnich UV filtni, jako jsou napi. karotenoidy, nékteré polyfenoly, chlorofyly a dalsi prirodni
molekuly. éasto jedte v kombinaci s pArodninn antioxidanty (jako napf. tokoferolen:, askorbatem
a mzaymi smdsmi). a pfipadné 1 kK viuzivani piirodnich nosiéi. aby s¢ co nejvice climmovalo
pouzivani syntetickyveh polymeni a s tim souvisgjici zatéz pro Zivotni prostiedi. V soucasné dobé
jsou tak komeréné dostupné napiiklad preparity z niznyeh typu morskych a sladkovodnich fas. n
nichz s¢ deklaruje ncjen ochranny cfcke proti UV zafeni, ale také pozitivni vliv na kazi a
omlazovaci efekt, Sernozm studie zamérene na analyzu realneho potencialu fas k ochrmné pied
UV zafenim a jejich pouziti v kosmetickych pripraveich jsou pichledné shmuté napi. v |2). £ |3
j¢ pak zmdmé napi. pouziti oxtraktu z Corvené fasy (Porphvra smbilicalis) v komplexu
s extruktem 7 Ginkgo biloba a vitaminy A, C a E, kterv zvviuje ochranny fuktor kosmetickeho
piipravku o 20 %. Z |4| jo mamé, Zc oxtrakt z fas muze v kosmotickém pripravku nahradit
alespon ¢ast syntetickveh UV filtru, nebot” pusobi jako ochrana prot: poskozemi DNA a proti
zarudnuti pokozky a soucasné podporuje bunéénou obnove. Vhodnym zdrojem dalsich aktivnich
latck pouzitcinveh pro ochranu pred UV zafenim jsou my. také sinice (evanobaktenic) |5). Napi.
sinice Seytonema hoffrnan, rostouct pil vyvsckych intenzitach svétla (300 az vice nez 2000
pmol.m™.s7) je zdrojem seytonemin-3u-iminu, coZ je nové identifikovany pigment cerveno-
mahagonové barvy. kiery je povazovan za novy prirodni UV filer pouzitelny v kosmetickych
pipraveich [6). Kromé fas a extrakt z nich se 7 hlediska vyuzitelnosti pro ochranu pied UV
zafenim testovala take fada dalsich piirodnich latek a rostlinnyeh extrakta, jako napf. polyfenoly
a flavonoidy. Mezi zdroje téchto akovnich latck patfi také napfiklad zeleny oy, ostropestice
manansky (Siybum marianum), kurkuma dlouha, reva vinnga, spatodea zvonkovita, kapara tmita,
bazalka prava, mandlof obeena (Pranuy anivgdedus), kaleda lysa (Pongamio pinnata) a daldi -
viz napi. |7, 8|, Dale byl aktivné studovan také efckt kary stromu Zanthoxylam rhetse, kiery
muze byt vyuzit jako prirodni aktivni slozka sirokospektralnich opalovacich prostredku a
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prostiedka proti starnuti [8]. Daldim komplexnim pfirodnim matenalem s viasmosti UV filtru
jsou rizné druby rostlinnych olcjit |91, v&. oleje zc zelené kivy [10]. prazené kavy 11111 odpadi
po pfipravé kavy [12]. Nevvhodou e, Z¢ pro dosaZeni ochrannche faktoru 20 j¢ nutné tyvto
phirodni UV filtry kombinovat se svntetickymi UV filtry. zejména anorganickymi filtry typu TO;
nebo Zo0O.

Jako potencidini noside téchto UV filri byl do soudasné doby vvtipovana a otestovana fada
niznyeh polymeni a kompozita, jako napf. nanokompozit na bizi hydroxyapatitu. ktery absorbuje
zatent v UV oblasti, a kyseliny askorbove stabilizovany' polyvvinylpyrrolidonem, jeho? vihodou
Je. & neni cytotoxicky [13]. Daldi varantou je napf. kompozit karboxymethyl-chitosanu a
karboxvmcthy lecluldzy z ananasové kiry, ktery sc testoval jako nosi¢ TiO: | 14, apod.

Kromé toho je v soudasne dobé znamy také gel proti sluneénimu zafeni s hyvdroxyapatitem a
chitosancmy. do kter¢ho maze byt doplnéna fada acinnych lack, a kiery soucasnd likviduje
multirezistentni bakterie [151.

Cilem vynalezu je navrhnout UV filtr. &isté na baz piirodnich sloudemn a zpusob pro piipravu
takového filtru.
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Podsiata vynalezu

Cile vynalezu se¢ dosthne UV filrem na bazi polvhydroxybutyratu, ktery obsahwje Castice z
polvhydroxybutyrdtu o velikosti 0.2 az 300 pm, kierd jsou fimkcionalizované alespon jednim
ormanickvm UV filtrem piirodniho pavodu v eelkove koncentraci 2 a2 10 % Tento UV filtr je
ureny zejmena pro dermdlni aplikace pro esobai ochranu pied UV zifenmim. Vechny jeho
slozky jsou bezpeéné a nedkodné vidi lidskému zdravi 1 Zivotnimu prosticdi.

V zavislosti na zpisobu phipravy je alespon jeden organicky UV filtr piirodniho puvedu
inkorporovan, s vwhodon $ momosti uvolnéni, ve vatini strukfufe ancbo na povrchu Castic
z polvhvdroxyvbutyratu, webo na povesich éastic z  polvhvdroxyhbutyratu  a/mebo v jejich
liposemovym obalech a/mcbo na povrdich jejich bposomovyeh obalu amebo v prostorech mezi
&sticemi z polvhydroxy butyrite a jejich liposomosymi obaly.

V piipad®, kdy je UV filtr tvofen éstici z polyhydroxybutyritn s liposomovim abalem, je
liposomovy obal s vwhodou tvofeny lecithinem a zpevadny cholesterolem. pfidemz poménu
lecithinu i cholesterolu v tomto obalu je s vwhodou ;1 az |11,

Koncentruce polyhydroxybutymtu u tohoto tvpu filtru je pak s vvhodou 20 az 30 %,

Cile vynalezu se dale dosahne také zpasobem vyroby UV filtru na bazi polyhy droxvbutvritn, pii
kterem se do 0,1 az 20% roztoku polvhydroxvbutveatu v chlovoformu, dichlorethanu nebo
dichlormethanu, nebo smési alespoii dvou z nich, prida alespoin jeden organicky UV filtr
piiradniho pivodu ve formé extrakte do desalovand vody nebo do roztokn cthanolu v destilovand
vodé a z takto vytvorencho roztoku se zvlakiovanim vytvor mikrovliakna o pruméru (.2 az 300
pm s alespon jednim organickym UV filtem  zakomponovamym ve své struktuie. Tato
mikrovldkna sc pro daldi vvuziti mechamcky dezmtegngi napf. mixovanim a/ncho mletim
v mechanickém miynu, ¢imz se z nich vytvori ¢astice polvhydroxybutvratu o velikosti 0,2 az 500
pum, v jejichz struktufc j¢ zakomponovany alespoit jeden organicky UV filr v eclkové
koncentmer 2 az 10 %, Vyhodnvm zpusobem zvlakiovani roztoku polyhydroxybutyritu je
odstiedive zvlakaovani
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V jiné varianté s¢ 0.1 az 20% roztok polvhvdroxybutyritu v chloroformu, dichlorethanu nebo
dichlormethany, ncbo smési alespoll dvou z nich, sytladi do sraZedla napf, 96Y% cthanolu,
phicemZ s z ng) sraZi mikroviakna polvhydroxybutsyrate o priméru 0.2 a2 500 um. ktera may)
porézni voitfni strukture, Takto vetvofend mikrovidkea sc nasicdnd mechanicky dezintegruji.
napf. mixovanim a/ncbo mlctim v mechanickém mivau, ¢mz se z nich vytvofi porézni &astice
polvhydroxybutyratu o velikosti 1.2 az 300 pm. Tyto &stice se dale mkubuji alespoi | hodinu
pfi laberatomi teploté a bez pfistupu svétla s extrakiem alespont jednoho organického UV filtru
piicodniho puvadu extrahovaného 20 a2 80% roztokem ethanolu v destlovane vode, pridemZ se
organicky UV filte/filry plirodnibo pavodu sorbuje v celkové koncentraci 2 a2 10 % do pdni
&astie z poly hydroxy burytiru a/ncbo na jejich povrch.

Srovnatelnyeh vysledkn se dosdhne také v piipade, kdy se nmikrovidkna polyhydroxyburyvratu
kontaktuyi s cxoraktem alespod jednoho orgamického UV filtru extrahovancho do 20 az 80%
oztoku ethunolu v destilované vodé a2 behem mechanické desintegrace. 1 v tomto piipadé se
organicky UV fili/filey  sorbuje do poma amcbo na  povrech  vzmkajicich  Castic
polvhydroxybury tiru v eelkove koneentract 2 a2 10 %

V jiné vananté zpusobu piipravy UV filou podle vynalezu se v chioroformu v libovolném pofadi
rozpusti alespodt joden fosfolipid. cholesterol a polvhydroxybutyrit. a do takto vvtvoiencho
roztoku se piida alespod jeden organicky UV filtr pfirodnibio puvodu ve formé extrakw do
destilovand vody nebo do roztoku cthanolu v destilovand vode. Takto vytvorend smdés se nafedi
destilovanou vedou a vystavi s¢ ultrazvuku. piicemz dojde ke spontinnimu wzavieni liposomi
tvofenych obalem z dvojvrstvy fostolipidu/fosfolipidic s vaitinim prostorem vyplngnym vodnou
fiizi kolem pesného jadra polyhydroxybutyratu a organicky UV filie/filtry pfirodniho pavodu sc
die polunty ulozi v éasticich 2 polyhvdroxybutyratu a/nebo na jejich povresich, a/nebo v jejich
liposomovym obalech a/nebo na povrdich jejich liposomovych obali, a/nebo v prostorech mezi
&asticems z polyhydroxybutyratu a jejich liposomovymi obaly. Poté se z takto vytvoiend smisi
odstrani chloroform a oddéli se z ni €astice UV filtnu, jejichz velikost je 1.2 az 100 pm, a keré
obsahuyi alespon jeden organicky UV filtr v celkove koncentracs 2 a2 10 %.

Ve vyhodné varianté provedeni se alespoi jeden organicky UV filtr prirodniho puvodu pouzije
ve formé extrakiu do 30 a2 40% roztoku ethanolu v destilované vodé.

Pro wtvorem kombinovanych ¢astic tvoienych liposomovym obalem a pevovm jadrem
z polvhydroxybutyratu, je vyhodny pomér fosfolipidu/fosfolipids & polyhydroxyalkanodt
vroztoku 91 az 1:9. vvhodndjdi pak 8:2 az 7:3.

Ve vwhodné vananté provedeni se jako fosfoliprd pouzi lecithin a cholesterol v pomém 9.1 a7
1:1.

Objasnéni vikresu

Na piiloZzeny ch vvkresech je na obr. la je snimek liposomovych éastic 2 kryogenni elektronové
mikroskopre pa zvétseni 50 O0krat, na obr. 1b smimek kombinovanych Gastic tvorenych
lippsomy o PHB s koncentraci PHB 10 % 2 krvogenni elektronove mikroskopie pi zvétseni
80 000krit, na obr e snimck kombinovanych éastic tvofenych liposomy a PHB s koncentraci
PHB 20 % PHB 7 kevogenni elektronové mikraskopic pi zvétseni 30 (0kmt, na obr. 1d snimek
kombinovanych éastic tvorenyeh liposomy a PHB s koncentract PHB 30 % PHB 7 kryogenni
clektronové mikroskopie pfi zvéticni 30 000kral, a na obr. lc snimck kombinovanych éastic
tvofenych liposomy a PHB s koncentmaci PHB 50 % 7 kevogenmi elektronove mikroskopie pri
zvétseni 10 000krat. Na obr. 2 je graf zobrazujici obsah polyfenola v extraktu ze zckené kavy,
prazené kavy a zbyvtka kavovych bobi; na obr. 3 graf zobmzujict antioxadaéni aktivitu extrakta z¢
zelené a prazeng kavy vyjadienou jako ekvivalent koncentrace standardu Troloxu; na obr 4 graf
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zobrazujici néinnost enkapsulace mznyeh tvpl extrakui ze zelené Kavy. praZené Kavy a zbytkl
kivovych bobu do kombinovany ch &stic tvofenyeh liposomy s pfidavkem 30 % PHB. a na obr.
5 UV-vis spektra liposomu, PHB a kombinovanych &astic tvofenych liposomy a PHB s riznov
koncentraci PHB. Na obr, 6 je grat zobrazujici hodnotu ochranneho faktoru SPF pro liposomy.
PHB a kombinované &stice tvofené liposomy a PHB s raznou koncentraci PHB a na obe. 7 je
graf zobrazujicl hodnotu ochranného faktoru SPF pro liposomy, PHB a kombinované &astice
tvofené liposomy a PHB s riznym phidavkem extraktu ze zelené a praZené kavy. Na obr. 8a je
SEM snimck viiken PHB piipravenych odsticdivim zvidkiiovinim pffi zvéseni 1 000kedt, na
abr, 8b a 8¢ pak SEM snimek vidken PHB phipraventel sriZenim do roztoku pfi zvétdeni 8
000krat a 80 000krat; na obe. Y9a je SEM snimek dezintegrovanteh viaken PHB piipravenych
odsticdivim  zvidkfovanim a na obr. Yb SEM saimck dezintegrovanych sliken PHB
phpravenveh sraZenim do roztoku; wa obe. 104 pak SEM snimek mletveh vidken PHB
phipravenyeh odstiedivim zvlakiovanim a na obr. 10b SEM snimek mletsch vidken PHB
piipravenych srizenim do roztoku. Na obr. 11a jsou UVevis spektra ruzny ch extrakin ze zelend
kivy, na obr. 11b UV-vis spektra miznveh exteaktu z praZené kavy a na obr. | ¢ detail UVevis
spekter pro nejvhodndydi extrakty zc zelend a prazend kidvy. Na obr. 12 jo graf zndzomujici
cytotoxicitu kombmovanyeh &astie tvofenyeh liposomy a PHB s koncentract PHB 30 %,
vyjadienou jako zavislost viability keratinocytu na koncentraci téehto astic.

Piiklady uskuteénéni vvnalezu

UV filir na bazi polyhydroxyvbutyrate (PHB) podle vyndlezu je tvofen Casticemi z PHB o
vehikosti 0.2 aZz 500 pum, které jsou funkcionalizované alespon jednim zndmym organickym UV
filmem prirodnibo pavodu v eclkove koneentracs 2 az 10 %.

Ve vyhodne vanamé proveden je jadro UV filtru podle vynalezu tvofeno éastici 2z PHB, piicem2
orgamcky UV filte/fily jefjson inkorporovan/inkorporoviny ve vmtini struktufe této &istice a
pipadné 1 na jepm povrchu. Vihodou tohoto provedeni je to, Z¢ ulozent alespon Casti UV
filtrw/filtru ve voutini struktuie této Eastice prodluZuge jeho/jepich stabilitu a uéinnost

Pro vyrobu UV filtru podle vynalezn vtomto provedeat lze pouzit tii postupy, ktere jsou
zalozend na zvidkdovani 0.1 az 20% roztoku PHB v chloroformu.  dichloretanu  nebo
dichlormethanu. nebo smési alespon dvou z nich.

V prvni vananté sc do tohoto rozioku PHB pro zvidkdovani prida pozadovany organicky UV
filtr/filtry. napf. ve formé extraktu. a pfi nasledném zvldknovini se tente UV fl/filiey
zakomponuje piimo do struktury vytvareaveh mikrovidken PHB, Pro zvlakiovam lze pitom
pouzit hbovolny znamy postup — napf. tryskové nebo beztryskove clektrostaticke zvlaknovani,
srizeni z rozioku (napi. dic CZ 306448) ncbo odstiedive zviikiovini (napi. dlc CZ 2016-423)
atd. Vysledkem jsou patom vzdy mikroviakna PHB s primérem v zavislosti na pouzitém postupu
02 az 500 pm sorganickvm UV filtem/filtry zakomponovanym/zakomponovanymi v jejich
struktuie, s vvhodou s moznosti uvolnéni, Tato mikroviakna se piitom pro prakticke vyuzti
dezintegruy, napi. mixovanim a/nebo mechanickym mletim & dreenim, éimz s¢ z nich pripravi
dastiee z PHB o velikosti .2 az 500 ym.

Ve druhé vananté se zvlakiovanim roztoku PHB. s vwhodou srazemm z roztoku postupem dle
CZ 306448 nchbo odstfedivyim zvlikiovanim dic CZ 2016423, piapravi mikroviakna PHB
s prumérem (1,2 az 500 pm. Mikrovlakna PHB pfipravena témito postupy jsou prirozeng porezni
a maji vysoky mémy povrch, pficemz napi. mikroviakna phpravena srazemm  z roztoku
postupem dic CZ 306448 maji mémy povrch v rozmezi 36 az 50 m*/g (BET analyza). Poté sc
7 mch napf. mixevanim a/nebo mechanickym mletim ¢ dreenim phpravi porezni astice 7 PHB o
vebkosa 0.2 a2 500 ym, Takto pfipravené &stice PHB sc inkubuji s extraktem obsahujicim
alespon jeden orgamicky UV filtr. pfidomz dochazi k sorpar organického UV filtru do vaitini
struktury a na povrch téchto ¢astic, s vvhodou v takovem pomeru, aby se¢ do jejich struktury
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navazal ekvivalent 20 aZ 100 mg puvodniho matenidlu (napf'. kavy — viz niZe) na | g viaken (Eim2
s¢ dosahne celkové koncentrace organického UV filtru/filtm v téchro &asticich 2 az 10 %). Pro
inkubact s¢ pfitom organicky UV filtr/filtry pouZiva ve formé cthanolového extraktu (extrakee 20
aZ 8% roztokem ethanolu v destilované vodeé) nebo olejového extraktu (extrakce do smési
methanolu @ chloroformu - extrakee dle Folche). Inkubace probihd alespost 1 hodinu pii
laboratomi teploté a bez phistupu svétla.

Ve tieti vanantd s¢ alespoii jeden organicky UV filtr pfidava Kk mikrovldknum PHB ve stepném
mnoZstvi a ve stejné forme, juko v piedchozi vanantg, n2 béhem jepch desintegrace. Doba
dezintegrace (obvykle 5 aZ 30 min) piitom npemd na vysledny matenal a jeho vlastnosti
podstatnd) & viv.

V jing varanté UV filtra podle vinalezu tvofl PHB pevné jadro toboto UV filtu, piidem? je toto
Jadro opatiend liposomovym obalem, a alespoit jeden organicky UV filtr jo v zivislosti na své
polarité uloZen v jadnu nebo liposomovém obalu nebo v prostoru mezi nimi, ktery je vyplnény
hydrofilnim prosticdim.

Pro plipravu teto varnanty UV filtru se nejprve rozpusti fosfolipid/fosfolipidy (napi. lecithin),
svyhodu s pfidavkem cholesterolu. kiery naslednd zpevai liposomovou strukturu a PHB
v chloroformu. Do takto vyvtvoieného roztoku s prida alespor jeden organicky UV filir, napf. ve
formé extrakiu do destilované vody nebo roztoku ethanolu v destilované vodé, apod. (viz vide).
Poté se 1akio vytvofena smds nafedi desulovanon vodou a vystavi se ultrazvaku. Phitom dojde
k jepi bomogenizaci a také ke spontannimu uzavienl liposoma tvofenych obalem z dvojvrstvy
tosfolipidu/fosfolipidt s vaitinim  prostorem  vyplnénym vodnou fazi, kolem pevieho jadma 2
PHB. Orgamicky UV filtr s¢ pfitom dle své polarity zafadi do jddea 2 PHB. liposomovcého obalu
nebo do vodne faze mezr nimi. Po odpareni chloroformu se z roztoku, napf. centrifugaci oddéli
vytvorene Sastice UV filtnu. Tyto &stice maji mensi velikost neZ Eastice piipraveng piedchozimi
postupy — cca 0.2 az 100 pm. Vzijemny pomdr fosfolipidu/fosfolipida a cholesterolu je 9:1 az
1-1

PHB pro piipravu UV filtru podle vyndlezu maze byt pripraven libovolnym z¢ zndmych zpasebu
pro jeho piiprave, picemz vvhodny je zejména zpusob mamy z CZ patentu 304183 nebo
analogicke mezinarodni pihlagky WO 2014032633, podle kterého je PHB produkovan bakterii
Cupriavidus necator HI6 na olcjovém substritu. Pf1 tomto postupu prirozend vznikd 1 urcity
maly padil (ccu do § %) polvhydroxybutyratu-valeratu (PHBY), ktery se pii piiprave UV filtru
podle vyndlezu chova stené jako PHB. a prolo zde neni samostaié uvadén

Jak bude dale popsano v piikladech | az 4, UV filtry pode vynalezu dosahuji ve vech vanantach
provedeni vysokého ochrannéhe faktoru SPF. nebot” k absorper UV zifeni pfispiva kromd
organického UV filtrw/filtm také samotny PHB (a PHBV). kiery je schopen absorboval ncho
rozptylovat ¢ast UV zafeni a sam dosahuje v zavislosti na koncentraci ochranného faktoru SPF
cea S az 14, Diky svému hydrofobnimu charakieru danému bud’ pitommost liposomovéhoe obalu
nebo povahou PHB je tento UV filtr dostateéné odolny wvucr pusobeni vody a souéasné je
schopny Estecné proniknout do pokozky afmebo se udrzet v jejich homich vrstvach; pitom jsou
vécchny jeho slozky bezpeéné a neskodné viuds lidskému zdravi 1 Zivotnimu prostiedi.

Priklad 1. Phiprava liposomu, piiprava kombinovanveh €astic tvorenych liposomy a PHE, o
priprava &astic 2 PHB

Rozpuiténim 90 mg lecithinu a 10 mg cholesterolu v chloroformu se papravil roztok pro
piipravu liposomu. Tento roztok se nasledné nafedil 10 ml destilované vody a poté se po dobu |
minuty vystavil pusobeni ultrazvoku (sondovy ultrazvuk Sonopuls, Bandelin: praimér sondy
13 mm; frckvence 20 kHz) Prtom doflo k jeho homogenizaci a ke spontinnimu uzavieni
liposomu tvofenveh obalem 2z dvojvrstvy fosfolipidu stabilizované cholesterolem a viitikem
vyplnénym vodnou fazi. Poté se¢ pomoci magneticke michacky s ohfevem z tohoto roztoku zeels
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odpafil chloroform (zbvtkova koncentrace mizsi neZ 0.06 pmol/l) a vytvoiene lipesomy se
oddélily centrifugaei pfi 6000 otmun, kiera probihala po dobu 5 minut. Po oddleni supernatanto
s¢ sediment tvefeny liposomy rozsuspendoval ve stenlnd vodé.

Rozpudténim 30 mg lccithinu, 10 mg chelesterolu a 10 mg PHB (v libovolaém pofadi)
v chleroformu sc pfipravil roztok pro svrobu kombimovanych &stic tvofenveh liposomy a PHB.
Tento roztok se nastedné nafedil 10 ml destilované vody a poté se po dobu 1 minuty vystavil
puscbeni ultrazvuku (sondovy ultrazvek Sonopuls, Bandelin: pramér sondy 13 mm: frekvence
20kHz). Phitom doslo k jeho homogenizact a ke spontinnimu uzavieni hiposomovyveh &astic
wvofenvch  obalem z  dvojvistvy  fosfolipida  stabilizované cholesterolem  a  vnitikem
vyplndnym vodoou fazi a s pevnym jadeem tvofenym &istict z PHB o velikosti az 100 um, Poté
s¢ pomoci magneticke michacky sohfevem ztwohoto roztoke zeela odpail chloroform a
vyvtvofene kombinované Eastice se oddehly centrifugaci pii 6000 ot/min. ktera probihala po dobu
5 minut. Po oddileni supcmatanty s¢ scdiment  tvofeny  kombinovanymi  asticcm
rozsuspendoval ve stenlni vodé. Koncennace PHB v takto phpraveayveh kombinovanych
Sasticich byla 10 %

Stejnim postupem se dale piipravily kombinované &astice tvofene liposomovym obalem u
pevnym jadrem z PHB. kier¢ obsabovaly PHB v koneentrac: 20 %, 30 %, 50 % a 70 %. Podil
PHB sc piitom vialy zvySoval na dkor podilu lecithinu

Rozpusténim 100 mg PHB v chloroformu sc piipravil roziok pro pfiprave &stic z PHB. Teanto
roztok sc nfslednd nafedil 10 ml destilované vody a poté se po dobu | munuty vystavil pasobeni
ultrazvuku (sondovy ultrazvuk Sonopuls, Bandelin, pramér sondy 13 mm: frekvence 20 kHz).
Piitom doslo ke spostidnnimu vy tvofeni &astic 2 PHB v pramérem az 100 pm.

Ve viech pfipadech se piitom pouZil PHB pfipraveny zpusobem dle CZ patentu 304 183 ve formé
jemného pradka s velikosti &stie 0.2 az 10 pm.

Unikatni  struktura takte  vvtvoienseh  &asbe se ovéiila pomoci  kevogenni  elektronove
mikroskopic (cryo-TEM, pfistroj FEL Teenai F20). jejich velikost a stabilita pak mctodov
dynamickeho rozptylu svétla (DLS, piistroj ZetaSizer Nano ZS, Malvern) - viz nize.

Jako kontrolni a srovnavaci vzorck s¢ pouzil PHB komeréal doddvany spol. Biomer (Némecko).
Stanoveni struktury &astic pomoci kryogenni elektronové mikroskopie

Kryogenni elektronova mikroskopie je vysoce cithiva technika a soucasné jedina mozna metoda,
Kicrou lze zobrazit mikrostruktumu Eastic uspofadanych ze dvou ruznych bezbarvyeh mateniala,
Svazck clektronn pitom prochazi velmi tenkou vestvou vzorku a jejich vzajemna interakee sc
zaznamenava ve formé detwlni struktury materialu, jimz elektrony prochazi. Zobruzit kvalitng
pomaci éo metody se podafilo pouze vzorky liposomu a kombinovanych &istie s koncentraci
PHB do 50 %. Vzorky kombinavanych ¢astic s koncentract PHB 70 a 100 % s¢ chovaly jiz pri
pripravé odlisné a nebylo mozné je spolehliveg zohruzit

Na obr. la je smimek 7 krvogenmi elektronove mikroskopie liposomu bez prtomnosts PHB pii
zvetsent 30 000keat, na kierem jsou zachveeny liposomy ve formé vétsinou unilamelarnich astic
0 jednotaé velikost okolo 100 az 300 mm.

Na obr. Ib je snimek 7 krvogenni elektronove mikroskopie kombinovanveh castic tvorenych
liposomy a PHB s koncentraci PHB 10 % pi zvéeieni 80 000kgit, ze kterého je patmy vyrazny
viiv PHB na strukturu téchto éastic. Vytvorene ¢astice maji pevneé jadro z PHB, na kterem jsou
shluknuty seény lipasomi, které tak svou hydrofilni stupkou chrant hydrofobni polvmer,
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Na obr. Ic je snimek z krvogenni elektronoveé mikroskopie kombinovanyeh &astic tvofenvch
liposomy a PHB s koncentraci PHB 20 % pit zvCtSeni 50 000keat. na kierém json zachyceny
&astice podobné tém, jako na obr. Ib. jen vEtdi

Na obr. Id je snimck z kevogenni clektronové mikroskopic kombinovanyeh ¢astic tvofenyeh
liposomy a PHB s koncentraci PHB 30 % piit zvEtfeni 80 000krat. na krerém jsou zachycony
&stice podobné tém nit obr, Th i T¢, ale vEtsi, Navic se mezi nimi zalinajl objevovat samotne
dastice a shiuky PHB. které maji oproti liposomum vy $3i hustotu a pii deldi fokusované expozici
v mikroskopu s¢ méni jejich struktura,

Na obr. Ic je snimck z kryogenni clektronove mikroskopic kombinovanyeh éastic worfenych
liposomy # PHB s koncentraci PHB S0 % pi zvétsent 10 000kt na Kterém jsou patme
piedevE&im &stice PHB o velikosti cca 1040 nom. Okolo nich je zfeymé vitvolena liposomova
monovrstva, kierd je chrani pied hyvdrofilnim vodnim prostéedim.

Stanoveni velikost ¢astic pomoci DLS, a jejich koloidni stabilita

Velikost liposomt, &stic 2 PHB a kombinovanych &astic tvofenveh liposomy s PHB
s koneentraci PHB 10 20, 30. 50 a 70 % s¢ stanowila metodou dynamického rozptylu svétla
(DLS) na pfistroji ZetaSizer Nano ZS. Stejnou metodou se soudasnd  stanovil  jejich
polydisperzitni index (PAI - rozptyl velikosti Eastic) a zeta potencial (ZP). ktery definuje jejich
koloidni stabilitu. Ziskand hodnory jsou uvedeny v rabulee 1.

Tabulka |
Vzorek Velikost Sistic [nm] Pdl ZP [m¥|

Liposomoy ¢ £istice 1359 0.207 -31.6
Kombimované &astice s koncentraci PHB 194,3 0,262 -36,3
i((:)::binomué &astice ¢ koneentraci PHB 2553 0,334 -42.1
;((:);binovmlé Castice s koncentraci PHB 2632 0,301 =40,0
i((:u:binované ¢astice s konceatraci PHB 2183 0,312 —-53,7
iq((:;:bmované &astice s koncentraci PHB 2652 0,267 -42.5
Z“(;;?i‘cc 7z PHB 7719 0,739 -344

Prum&ma velikost Castic se pohybuje do 300 nm a polvdisperzitni idex do 0.32. Vijimku tvoii
jen vzorck Casue z PHB. Ktery ma prumdrnou velikost Castic 770 nm a Pdl 0,74, Koloidni
stabilita v8ech &astic je vysokd a piesahuje vyznamné limit stabibty dany hodnotou zeta
potencidlu (ZP) =30 mV,

Piiklad 2: PFiprava hiposomu. kombinovanych éastic tvofenveh liposomy a PHB a &asuc 2 PHB
s piidavkem organického UV filtru pfirodnihoe pivodu

Priprava &astic

Stepnym zpusobem jako v piikladu 1 sc pfipravily liposomy. kembmované astice tvofend
liposomy a PHB a Castice 7 PHB, pii¢em?2 pied sonifikaci se do roztoku pro pfipravu téchto
&astie pridaly ruzné extrakty z¢ zelend kdvy. prazent kivy nebo zbvtku kavovyeh bobu (cascara)
- viz nize. plidemz mnozstvi extraktu bylo vidy takove. aby se dosdhlo vysledn¢ koncerntrace
puvodnibio matenalu 200 pg/ml, edy 2 %.
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Extrakee o charakterizace organickych UV filtnl pfirodniho puvodu

Jako modclovy organicky UV filr pfirodniho puvodu sc pouZily aktival latky extrahované ze
zelene kivy. praZené kavy i ze zbyiki kavovych bobu. Extrakce probihala 30 aZ 60 minut pfi
laboratorni teploté. Jako extrakéni ¢imidlo

se piitom pro hydrofilni sloZky pouZifa destilovana voda a 20 a2 96% rozok ethanolu
vdestlované vodé. a pro hyvdrofobni slozky smés methanolu a chloroformu v pomém 2:1
(extrikee dle Folehe ) Jak je patrné 2 nasledujiciho. nejlépe se jako extrakéni Simdlo osvedél 20
a2 60% roztok ethanolu v destilované vodé.

U kto vytvofenveh extrakin se naslednd seanovil obsah polvienoli. Havonoidu a pomoci ABTS
radikdlu jejich antioxidaéni aktivita. Kromé toho se mé&fila jejich UV-vis absorpéni spektra a
z namdfenveh hodnot pro UVB oblast sc dic Mansurovy rovaice dopoditala hodnota ochranncho
faktoru SPF.

Stanoveni polvicnoli

Obsah polyvfenols v jednothivyeh extrakiech se stanovil spekrofotometricky. Takto stanoveny
absah polyfonoli je graficky zndzomén na obr. 2. z¢ ktertho je zicimé. ze nejvice poly feaoli ze
zelene kavy se vyextrahovalo do 40% roztoku ethanolu v desblovang vodé, 2 praZené kavy do
60% roztoku cthanoly v destilované vodé a zc zbytka kavovych bobu do 20% roztoku cthanolu v
destilovandé vodd. Z obr. 2 je soudasnd zicimé. ze extrakee je v piipadd zelené kivy nejudinndsi
pii pouziti 20% a 40% roztoku ethanolu v destilované vodé, v phipadé praZené kavy pak phi
pouziti 6046 roztoku cthanolu v desulovand vode.

Extrakee dle Folche bvla provedena jen u vzorku praZene kavy, kdy se obsah polyfenoln
shodoval s extrakiem pfipravenym ¢ pouzitim 90% rozioku cthanolu v destilované vede.

Stanoveni flavonoidu

Spektrofotometnicky s¢ soucasné stanovil obsahy flavonoida v jednotlivich extraktech. Ph
extrakel do destilovane vady nebo 20 az 80% roztoku ethianolu v destilovane vodé byl vyvssi
obsah flavonoidi u vzorka zelené Kivy, pii extraker do rozioku s obsahem cthanolu 90 a 96 %
byl vvisi obsah flavonoidu u vzorku prazene kavy. Celkové byl viak obsah flavonoidu v extruktu
z prazend kavy nizdi ne? u extrakio ze zelené Kavy a pohyboval se v rozmezi 5 az 35 mg/ml; v
extrakiu ze zelené kavy pak o 10 az 15 % vysc. Pis extrakei dle Folche byl z prazend kavy naopak
extrmhovan az étyinasobny obsah tlavonoidu - 165 mg/ml.

Annoxidacéni aklivita

Antoxidaéni aktivita extraken ze zelent kavy oxtrahovanych do destilované vody a do 20 az 60%
roztoku ¢thanolu v destilované vodé byla velice podobni a pohybovala se mezi 5 4 Tmgg !
(vvjadieno jako mg ckvivalentu standardu Trolox na gram vyvchoziho matenalu piirodniho UV
filmu). Podobné hodnoty mntioxadacni akuvity bylyv naméieny 1aké u extmktu 2 prazend kavy
extrahovanvch do 20, W a 96% roztoku ethanolu v destilovane vodé. Phi extrakei vzorkn zelene
kavy roztoky s vyvisimi koncentracemi ethanolu byla antioxidaéni aktivita vzorka temé nulova,
Naopak pfi extraker vzorki prazené kivy do 40 az 80% roztokn cthanelu v desulovand vode byla
antioxidaéni aktivita vyznamné vy§si a dosahovala hodnot mezi 202 30 mg-g *

Na obr. 3 je uveden graf znazomujict antioxidaéni aktivitu jednotlivich extrakia ze zelené a
prazené kavy extrahovanyeh do destilovane vedy (na obr, oznagen jako () %) a do 20, 40, 64, 81,
90 1 96% roztoku cthanolu v destilované vodé.

Enkapsulaéni uéinnost

- 10
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Pomoci stanoveni mnozstvi pelyfenolu uvolndnych z &hstic s¢ stanovila G&mnost enkapsulace
kombinovanyeh &astic s koncentraci PHB 30% pro rizné tyvpy extrakon Na obr. 4 je takto z)ifténa
adinnost enkapsulace znazornénn graficky. Jednotlivé sloupoe pledstavuji zleva: enkapsulacnl
udinnost kombinovanyeh ¢astic pro extrakt z¢ zelené Kavy cxtrahovany do destilovand vedy,
cokapsulaéni adinnost kombmovanych éastic pro cxtrakt z prazené Kivy extrahovany o
destilované vody. enkapsulacni uéinnost kombinovanych astic pro extrakt z¢ zbvtku kivovvch
bobu extrahovany do destilované vody, enkapsuladni adinnost kombinovanych ¢dstic pro exerakt
e zelene kavy extrmhovany do 40% roztoko ethanolu v destilovane vodé. enkapsuladai adéinnost
kombinovanyveh &astic pro extrakt 7 praZené kavy extrahovany do 20% rozioku ethanolu v
destilovand vodé. cakapsulaéni aémnost kombinovanych &stic pro extrake ze zbyvtka kdvovych
bobi extrahovany do 40% roztoku ethunolu v destilované vode. enkapsulacni Géinnost
kombinovanveh Eastic pro exurakt z praZene kavy phi extrakei de Folche. enkapsulacni @éinnost
kombinovanveh &istic pro extrakt z¢ zelené kavy pii eatraker de Folehe. enkapsulacni uinnost
kombinovanyeh Castic pro extrukt z¢ zbytku kivovyeh bobu pii extraket de Folche.

Stanoveni ochranného faktoru SPF liposomn. kombinovanyeh ¢astic tvoreny ch liposomy a PHB.
a&astic 7 PHB

Liposomy, &stice z PHB a kombinované &stice tvofené liposomy a PHB s koncentract PHB 10,
20, 30, 50 u 70 se nafedily vethanolu 4 poté se na UV-vis spekuofotometn médila jejich
absorbance pro zafeni s vinovou délkou 280 az 320 nm (s krokem 5 nm). Hustraénl UV-vis
spekera téchto Gastic jsou uvedena na obr. 5. Z téchro spekter se naslednd dlc Mansurovy rovaice
dopoéitaly hodnoty ochranného faktoru SPF téchto Eastic, ktere jsou praficky zndzoméné na obr.
6. Z obr. 6 je parmnd. Ze nejvyvisi hodnoty ochranného faktoru SPF dosdhly kombmovandé castice
tvofend liposomy u PHB § kocentract PHB 70 %. Tyvto €astice jsou ale uz piilis kompaktni a kvuli
tomu, Z¢ jsou tvoiené prakticky jen PHB obalenym jednoduchou vrstvou fosfolipida (viz napi.
obr. 1¢) s¢ do nich organicky UV filtr inkorporuje jen obtimé. £ hlediska struktuny &astic,
stability a zapiténi kombinovan¢ho efektu liposomu, PHB a oranického UV filtre se juko
negvhodné)di pro dermalni aplikact jevi kombinovine &stice s koncentraci PHB kolem 20 az 30
%, které maji ochranny faktor SPF kolem 6 o nejsou cyvtotoxické (viz piiklad 4).

Stanoveni ochranneho  faktorn SPF - extrakuy, Hposomu, kombinovanyeh Castic tvofenyeh
liposomy a PHB. a ¢astic z PHB s organickym UV filtrem

Liposomy a éastice 2 PHB bez obsahu extraktu (obe. 7 - liposomy prazdne. resp. PHB prazdnd).
liposomy a ¢astice z PHB s obsahem extruktu 7 prazene kavy extrahovaného do destilované vody
(obr, 7 - lip praz voda, rcsp. PHB praz voda), liposomy Eastice a &astice z PHB s obsahem
extrakiu ze zelend kavy extrahované do destilované vody (obr. 7 - hip zel voda, resp. PHB zl
voda). 4 liposomy a castice 7 PHB s obsahem extraktu z¢ zelené kavy extrabovancho do 4(¥e
roztoku cthanolu v destilovane vodé (obr. 7 - lip zel 40%, resp, PHB zel 40%) sc nafedily v
cthanolu & pote se na UV-vis spektrofotometrn ménla jelich absorbance pro zafeni s vinovou
détkou 280 az 32 nm (s krokem 5 nm}. Z téchto spekter se nasledné dle Mansurovy rovnice
dopoéitaly hodnoty ochranného faktorn SPF, které ysou graficky znazoméné na obr, 7, z& ktercho
Je zigymé, Ze nejvyisi hodnotu ochranného faktoru SPF mél vzorek zelene kavy extrahovany do
40% roztoku ethanolu v destilovane vodé. Jehe ochrmanny faktor SPF mél hodnotu 31,8
K ochrannému  cfcken proti podkozeni UV zafenim pfitom  vvznamné prispiva 1 visoky
antioxidaéni uéinek pouzitveh extrakti

Dale sc piipravily hposomy, éastuce z PHB a kombinované &astice tvofené liposomy a PHB
s koncentraci PHB 10, 20, 30, 50 a 70 %, kter¢ obsahovaly extruke ze zelené kavy extrahovany
do 40% roztoku cthanolo v destilované vod¢ s koncentraci puvodniho materialu 200 pg/ml, wedy
2 %, Tento extrakt s pfitom inkorporoval dilem do jadra tvorfenche PHB, dilem do
liposomoveho obalu a dilem do prostoru mezi nimi vyplnéncho hvdrofilnim  prostiedim.
Ochranny fakror SPF pro tvto éastice dosahoval hodnotu 25,75 aZ 38,5 - viz tabulka 2.
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Tabulka 2

Castice SPF Smérodatna
odchylka SD

Liposomy hez extrako 395 032

Liposomy s extriktem ze zelene kavy 33.80 4.12

Kombinovand éastice s koneentraci PHB 10 % s exwakiem ze | 34,75 2,56

zeleng kavy

Kombinované éastice s koncentraci PHB 20 % s cxtraktem ze | 32,62 1,88

zelené kavy

Kombinovane ¢astice s koncentraci PHB 30 % s extruktem ze | 38,50 2,54

zelend Kavy

Kombinovane éastice s koncentraci PHB 50 % s extraktem z¢ | 25,75 3.80

zelene kavy

Kombinované Gstice ¢ koncentraci PHB 70 % s extrakiem ze | 27.80 4.60

zeleng kavy

Castice PHA s exwraktem z¢ zelené kavy 32.20 3,04

Extrakt zo z¢lené Kivy eatrahovany do 40% rozeoku cthanolu | 31.50 0.59

v destilovane vodé

Piiklad 3: Castice 7 PHB vvtvofené dezintegraci miktovlaken PHB
Matenal

Zpusobem dle CZ patentn 204183 se phpravil PHB se stfedni molekulevou hmotnosti 36 000 az
1000000 Da, krerv se mictim zpracoval do formy granulitu s vebkosti &stue 200 az 500 pm.
Takto vvtvofeny pranuldt se rozpustil v chloroformu, dichloretanu neho dichlormethanu, neho
smést alespoft dvou z nich, ¢imZ s¢ vyvivofil roztok pro zvlakdovani s koncentraci PHB 0.1 az
20 % hmotnostuich. Tento roztok s¢ poté zvldkiuje hibovolnym zpasobem zvlakiovani - napf
tryskovvm  nebe  beztryskovim  elektrostatickym  zvlakhovanim. svyhodou pak sraZenim
z roztoku (napi. dic CZ 306448) ncbo odstiedivvm zvlaknovanim (napf. dic CZ 2016-423) ard.,
phdem?Z sc 2 nd) vyvtvali mikrovidkna PHB s prumérem mezi 0.2 a 500 pum.

Piiprava poréznich mikrofistic z mikrovlaken PHB

Ze A% rozioku PHB v chloroformu pfipravencho vyse popsanym zpusobem se zpusobem
odsticdivho zvlikdovini dic CZ PV 2016 423 piipravila porézni mikrovlikna PHB s prumérem
0.5 a2 100 um. Cir¢ lehee naZloutly roztok PHB se piitom rvchlosti 1 mlfs piivadél na rotujici
disk. ktery se otadel richlosti 20 000 otadek za minutu. Piitom se okamZité ve vzdalenosti cea 1)
em od disku vytvofila sit” bilveh vidken. Tato mikroviikna sc naslednd susila a charaktcrizovala
elektronovou mikroskopii. SEM snimek takto piipravenych nikroviaken phi zvétSeni | (Hi0krat je
na ohr, 8,

Mikrovidkna PHB s vyi8i poréznosti se pfipravi sraZenim 7 roztoku zpusobem dle CZ 306445,
kdy sc pitprasi 0.1 az 20% roztok PHB v chloroformu, kiery sc nisledné vytaduye do vhodného
srizedla, Kterym je napf. cthanol o koncentraci 96 %. Pramdr takto vytvofenyeh mikrovldken je
cea 0.2 a2 100 wm, jejich délka stovky mikrometru a2 milimetri. SEM snimky timto zpusobem
piipravenyeh mikrovidken pi zvéedeni 8 000krit je na obr. 8b a pfi zvérseni 80 000krat na obr.
Sc.

Mikrovidkna vytvoiend kiervmkoliv z 1échio zpusobu se rozstiihala a rozmixovala na &stice o
velikost v rozmez 0.2 az 500 pm - viz obr. %92 na kterém j¢ SEM saimek nastfihanych a
rozmixovanych viaken papravenyeh odstiedivym zvlakiovanim, & obr, 9b, na kterém je SEM
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snimek nastiihanych a rozmixovanyeh vidken pipravenych vvtladovanim do sra2edla. Pokud hy
poubt rozstifhanl a rozmixovani vlaken nebylo dostateéné, j¢ mozné jo nahradit nebo doplnit
mlctim v mechanickém mivnu.

Na obr. 10a j¢ pak SEM snimck takto piipravenveh Castic z PHB o rozméru 1 pm v kazdém
smén

Takto vvtvofené &astice z PHB s¢ vyznacuji podobnym rozmdérem jako micty komeréni polymer
(Biomer). mayi viak podstainé vy st sorpéni kapacitu pro pirodng latky.

Vicchny dastice pfipravené dezmegraci nukrovldken PHB mohou byt vyuzity jako nosite
orzameckveh UV filtrn pirodniho puvoedu pro dermalni aplikace (do opalovacich peostiedku nebo
pletovych masek. apod. ).

Piiklad 4. Zpasob funkcionalizace Castic 2 PHB vwvtvoienyeh dezintegraci mikrovliken PHB
piirodnim UV filrem

U &iste 2 PHB pripravenych postupem dle pikladu 3 se zkoumala moZnost sorpee piirodnich
UV filtrd do jejich siruktury bthem zvlakdovini a u jiz piipravenych vidken. kicrd se potd
vyhodnotila kvalitatived pomoci &asové rozlisend fluorescendni mikroskopic FLIM. Sorpee
behem zviaknovani vedla k zadlengni orpanického UV filtrn do struktury vidkna, sorpee béhem
dezinfegrace byla zahdjena piidavkem UV filtru k vidknum ésné pied dezintegraci. Sorpee na jiz
piipravend vidkna probibala alespoi 1 hodinu pfi laboratomi teploté a bez piistupu svétla.

Pondvadz dosud nikde neni popsin vliv dezinegrace mikrovldken PHB na hodnon jejich
ochranného faktoru SPF, testovala se kromé  dezintegrovanych mikroviaken PHB. take
mikrovlakna PHB s piadavkem ruznveh exwakmn 7 kavy, které se k matendlu mikroviaken
pidaly vriené fizi jojich zpracovani {bthem jejich pfipravy. béhem jejich desintegrace. po
desintegraci).

Podrobné se testovalo ndholik riznyeh matenidlo. pipravenyeh miznymi postupy a za niznyvch
podminek ~ viz tabulka 3, Jako kontrolni se pouzil mlety PHB komeréné dostupny od spolecnsoti
Biomer a supematant odebrany z tohoto vzorku,

UV-VIS spektra aktivach latek

U extrakin z¢ zelend Kdvy (absorpéni spekira na obr. [1a) a z prazend kivy (absorpini spektra na
obr, 11b) extrahovanveh do destilované vody, 20% roztoku ethanolu v destlovane vodé, 407
roztoku cthanolu v destilované vodé, 60% rozioku cthanolu v destilované vodé roztoku, 80%
roztokv ctharncly v desulovand vodé, 90% roztoku cthanolu v destlované vod& a 96% roztoku
ethanolu v destilované vodé se na UV-VIS spektrofotometru méntla jejich absorbance pro zareni
s vinovou délkou 280 az 800 nm (s krokem 5 nm; detail pAsluiné &asu absorpéniho spekim
vybranyech vzorki viz obr. 11c). Jako ngjvhodngjsi pro UV filtry podle vynalezu se z této skupiny
vyhraly vzorky extraktu ze zelené kavy extmbované do destilovane vody, do 40% roztoku
ethanolu v destilované vodé., 60% rozioku cthanolu v destilované vods a 80% roztoku ethunolu
v desnlovane vodg, a extraktu prazene kavy do 20% roztoku ethanolu v destilovane vodé — viz
obr, e

Z takto ziskanych spekter se dle Mansurovy rovnice dopoéitala hodnota ochranncho faktoru SPF
pro mikroviakna PHB a ¢astice pripravend desintegraci téchto mikrovlakna bez obsahu extraktu o

pro mikrovliakna PHB a éistice pipravend desintegraci (échto mikrovlaken s extrakiem ze zelend
kavy do 40% roztoku ethanolu v destilovane vodé — viz tubulku 3.
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Tabulka 3
Oznageni PHB PHB s extraktem ze
zelené kavy

SPF Sb SPF SD

Dezintegrovana mikroviakna PHB (9 g | 395 032 12,44 1,20

mikroviaken200 ml destilované  vody;

miXovano}

PHB ziskany postupem dlc z CZ patentu 122 0.82 3505 2.56

304183 ve formd dastic

Dezmtegrovana mikrovlikna PHB (45 o 375 0.54 15,85 1,98

mikroviaken/200 ml destilovane vody:
mixoviano |0 minut)

Dezintegrovani mikrovlakoa PHB (4.5 g An2 0.46 17,75 353
mikroviiken/200 ml destilovand  vody!
mixovano 3 minut)

Mikroviikna PHB (4,5 ¢ mikrovldhen/- - . 15.85 1.98
200mi  destilované  vody) phApravena
odstiedivym  zvlakfovanem s 10%
piidavkem kivového catraktn
Mikrovldkna PHB (4.5 ¢ mikrovliken/- - - 17.75 3.53
200 ml destilovane vody) pripravena
sthzenim  roziokn PHB  do  srazedla.
desintegrovana v piitomnosti - 15 ml
extrakty ze smési zelene a prazene kavy
extmhovancho do 40% roztoku cthanolu

v destilované vodé

Biomer — kontrolni vzorek &astic PHB o 642 0,72 18,50 2.82
vehikost 1 aZ 100 jum

Supernatant z kontrolnibo vzorku 5.82 0.28 - <
Castice z PHB o velikosti do 200 ym 1246 059 36,20 441

phpravené  desicegraci  mikrovlaken
phpravenvch saZenim roztoku PHB

Castice z PHB o velikosti do 200 um 11,65 0,68 34,50 3.82
piipravene  desitegmci  mikroviaken
papravenych odstiedivim zvlakinovanim

roztoku PHB

Vzorek mietého PHB pfipraveného postupem dle z CZ patentu 304 183 mél ochranny faktor SPF
12.2, zatimeo PHB spol. Biomer ve formé Eastic o rozméru | a2 100 um mél SPF 6,4, Ochanny
faktor SPF u astic z PHB pipravenych brubou dezintegraci mikroviaken PHB phipravenach
odtfedivym zvidknovanim (obr. 9a) byl 3.75 (pii mixovini 10 minut), resp. 3.62 (pit maxovini 3
mimut), Z toho je zfeymé. ze doba dezintegrace nemdéla na vyslednou hodaotu ochranného faktoru
SPF vyznamny vliv. Ochranny faktor SPF &istic 2 PHB piipravenych jemuou dezintegraci
mikrovidken PHB pfipravenych odstiedivem zvldkiovinim (obr. [0a) byl 11.65; aste z PHB
phpravenyeh srazenim rozioku pak 12,46, Zobr, 10b je patmé, Ze 1 po dezintegract si porézni
mikeovlikna PHB zachovala viitini komplexni nanostrukturnu, coZ je velmi duleZité pro sorpei
organickyeh UV filtn.

Z tabulky 3 je soudasné zfejme. Ze po piidani extraktu ze zelene kavy extrahovaneho do 40%
roztoku cthanolu v destilované vod¢ doslo k £ zikilni adsorper tohoto materidlu na mikroviadkna
PHB, piicemz u vétsiny vzorku stoupla hodnota ochranného faktoru SPF o 7 az 23. Celkové byvlo
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mozné dosahnout hodnotu SPF cca 33, tedy podobanou jako u kombinovanyeh &astic tvofenveh
liposomy a PHB s extraktem zc zclené Kivy o stejné koncentraci {srov, obr.7).

Stanoveni interakee sloZek UV filtru podle vvnalezu  buiikam)
Testy cytotoxicity & genotoxicity
Cytotoxicita

Cytotoxicita extrakti a liposomu se stanovila MTT testem, kterv je zaloZeny natom. Ze¢ Zlute
barvivo MTT (3-|4.5-dimethylthiazol-2-y1}- 2.5 difcayitetrazolium bromid) je mitochondridlnimi
enzymy dyvchaciho fetézee bunék redukovano na fialovy formazanovy derivat, Ktery zustavd
uvnité bunék ve formé nerozpustnteh granuli. Phdanim detergentu SDS (dodecvisian sodny)
sc barvivo z bunék uvolni a rozpusti, atim vzniknc &iry falovy roztok. ktery sc mdii
spektrofotometncky  pii 540 nm. Test se provadi vZdy s koncentraéni fadou testovaneho
materidlu, v daném pripad¢ sc k lidskym bunkam v médiu pridaly iposomy s obsahem 3060 PHB
ve vesledné koncentraci 2 az 14 % v eclkovém objemu a smés se mkubovala 24 hodin, Pitom s¢
zjistilo, Ze liposomy wni kombinovare Gstice tvoiené liposomy a PHB nevykazovaly evtotoxicky
udinck.

Na obr. 12 je uveden sraf viability keratinocytu v zavislosti na koncentrici kombinovanyeh astic
tvofcnyeh liposomy a PHB s koncentraci PHB 30% a s piidavkem extraku ze zelené ncbo
prazené kavy v koncentraci 200 pe/g. Za hranidni hodnotu pro uréeni vzorku jako evtotoxickeého
je povazovina hodnota pieZiviich bungk 60% a mené. Tubulka 4 shmuje viskedky
spekuofotometrického stamoveni mtenzity fialoveho roztoku rozpuStényeh krystaln formazany
vyjadrici mnozstvi zivyeh bunék blanku (%) v porovnani s intenzitou tohoto roztoku
v zavislosti na mooZstvi kombinovanveh &astic. Cim vice kombinovanych éastic se piidalo, tim
vice s¢ smzovala viabilita buntk. Za evtotoxickou lze povazoval koncentraci kombinovanych
Castic vvasi nez 12 %. Pridavek viaken cytotoxicitu nevykuzoval.

Tabulka 4
materiil Viabilita | Smérodatna
% odchylka SD

Kombinované éatice s extruktemn 7 kavy, koncentruee 2 % 98 4.2

Kombinované &tce s extraktem z kavy, koncenteace 4 % 4 8.3

Kombinované catice s extraktem z kavy, koncentrace 6 % 54 7.2

Kombinaované datice s extraktem z kavv, koncentrace 8 % 75 5.6

Kombinované &uee s extrakiem z kavy, koncentrace 10 % 66 6.8

Kombinované Eatice s extraktem 7 kavy, koncentrace 12 % 6l 3.2

Kombinované &itice s extraktem z kavv, koncentrace 14 % 335 74

2.2 mg mletho PHB o velikosti do 304 um phpravencho 82 8.8

postupem die CZ patentu 304183

2.2 mg mketych mikroviaken PHB pfipravenveh srazenim 83.5 9.6

roztoku PHB

22mg mietyeh  mukrovldken PHB  piiprasenych 87.5 7.6

odsticdivim zvidkdvanim roztoku PHB

3 mg micteho PHB o velikosts do 3000 pm phpravencho 72.2 6.5
_postupem dle CZ patentu 304183

3 my mletych mikrovlaken PHB phApravenveh srzenim 628 6.3

ioztoku PHB

3 mg mlctveh mikrovlaken PHB piipravenych odsticdivim 652 82

zviakivanim roztoku PHB
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Genotoxiciti

U steynyvch vzorku sc SOS chromotestem stanovila jejich genotoxicita, Tato metoda j¢ zaloZena
na sledovani exprese gent indukovanvch toxickymi &nidly v dusfedku  poikozeni DNA.
Hodnoceny vzorck pusobl béhem inkubace na gencticky modifikovany kmen £. Coli. u kter¢ho
¢ gen pro [-galaktosiddzu spojen s promotory reparaénich gena. Po dané dobd jo u
exponovanyveh kultur hodnocena exprese palaktosidazy. ktera odpovida mife SOS odpovedi. MEf
s¢ spektrofotometricky. Za genotoxickou je povazovina litka, kicrd md hodnotu SOSIF vEtdi
nebo rovino 3. Zadny 2 testovanych matenaly této hodnoty nedosahuje

PATENTOVE NAROKY

1. UV filtr na bz pelyvhvdroxybutyratu. vyznadujici se tim. zc obsahuye &astice z
polvhvdroxvbutyratu o velikosti (.2 a2 500 pm. ktere jsou funkcionalizovare alespoi jednim
arpanickym UV filtrem piirodniho puvodu v celkové koncentraci 2 a2 10 %.

2 UV il podle naroku |, vyznatujici se tim. 2e alespon jeden orzanicky UV filte piirodniho
puvodu je mkorporovin ve vaitind struktufc /ncbo na povrehu ¢astic 2 polyhy droxy butyritu.

3. UV filr podie naroku 2. vyznaéujici se tim. Ze alespon jeden orzanicky UV filtr pitrodnibio
povodu je ve vaitini struktufe a/ncbo na povrehu &aste z polyhvdroxy buty ritu inkorporovan
s moznost uvolnéni.

4. UV filtr podic ndroku I nebo 2. vyznadujici se tim, ze ¢astice z palvhydroxy butvritu jsou
porézni a alespon jeden organicky UV filte péirodniho puvodu je inkorporovan v jejich porech
a/nebo na jejich povrehu,

5. UV filtr podle naroku 4, vyznaujici se tim, z¢ alespoi jeden organicky UV filte piirodniho
puvodu je v porech a/nebo na povrchu &istic 2 polvhydroxybutyriatu inkorporovan s moZnosti
uvolndni.

6. UV filtr podie naroku . vyznaujici se tim. 2e &astice 2 polvhydroxyvbutyrdtu maji velikost
0.2 az 100 um a jsou obaleny liposomovym obalem. pri¢emz prostory mezi édsticemi

7 polvhydroxybutyratu a jejich liposomavimi obaly jsou vyplnéne hvdrofilmm prostiedim, 4
alespon jeden organicky UV filtr prirodnibo puvodu je ulozeny na povesich castic z
polvhydroxybutyritu a/nebo v jejich liposomovym obalech o/ncbo na povrsich jejich
liposomovyeh obali anebo v prostorech mezi Gasticemi 7 polvhvdroxybutyrtu a jejich
liposomovymi obaly.

7. UV filtr podle naroku 6, vyznadujici se tim, Ze alespon jeden organicky UV filtr piirodniho
puvodu je ulozeny na povrdich castic z polyhvdroxy butyritu a/nebo v jejich liposomovym
abalech amebo na povriich

jejch liposomovyeh obali a/ncbo v prostorech mez &sticenn z polyhyvdroxybutyrit a yepich
liposomovymi obaly s moznosti uvolnéni,

8. UV filtr podic naroku 6 neho 7. vyznadujici se tim, ¢ liposomovy obal Estic 2
polvhydroxybutyratu je tvoren lecithinem a cholesterolem v pomém 9-| az 10|

9. UV filtr padic ibovolného z naroku 6 az 8. vyznadujici se tim. zc koncentrace
polvhydroxybutyratu v casticich UV filtru je 20 az 30 %

<16~
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10, Zpasob vyroby UV filtru na bazi polvhydroxvbutyratu. vyznatujici se tim, Ze se do 0.1 a2
20% roztoku polyhydroxybatyritu v chloroformu, dichlorethany nebo dichlormethanv, ncbho
smdést alespont dvou z nich, phida alespoed jeden organicky UV filer pfirodniho pavodu ve formé
extraktu do destilované vody nebo do rozioku ethanolu v destilované vodé a z takio vytvofeného
roztoku s¢ zvidkftovanim vytvofi mikrovlikna o praméru 0.2 a2 500 um s alespoit jednim
organickym UV filtrem zakomponovanym ve své struktufe, poté se tato mikrovlakaa mechanicky
dezintegruyi. ¢imz se z nich vytvoii ¢astice polvhvdroxybutyratu o velikosti 0.2 aZ 300 um,

v jejichz struktude je zakomponovany alespord jeden organicky UV filtr v celkové koncentraci 2
az 10 %,

11. Zpusob podic niroku 11, vyznaéujici se tim. zo mikroylakna polyhyvdroxy butyratu s¢
vytvoii odstiedivim zvidkiovanim

12. Zpusob podic ndroku 10, vyznaéujici se tim. 20 mikrovlakna polvhivdroxybutyritu s alespod
Jednim organickym UV filtrem zakomponovanym v jejich struktufe se mechanicky dezintezruj)
mixovinim a/ncbo mietim v mechanickém miynu.

13. Zpusob vyroby UV filtru na bazi polyhydroxvbutyraty, vyznadujici se tim, Ze 0,1 a2 20%
roziok polvhydroxybuty rdm v chloroformu. dichlorethany nebo dicklormethanu, ncho smési
alespoit dvou z nich, se vytladuje do sefzedla. pfidemz s¢ z néj srazi mikroylakna
polvhvdroxvbutyritu o pruméru 0.2 a2 500 pm, ktera maji porézni vaitini struktun, pote se takto
vytvofena mikroviikna polvhvdroxy butyratu mechanicky dezmtegruji, Simz se z nich vytvofi
porézni Estice polyhydroxybutyvritu o velikosti 0.2 az 500 um, kterd sc mkubuji alespod 1
hodinu pit laboratomi teploté a bez piistupu svétla s extraktem alespoi jednoho organického UV
filiru piirodnibe povodu extrahovantho 20 az 80% roztokem ethanolu v destulovand vode.
picemz se onganicky UV filtr piirodnilio puvodu sorbuje v celkové koneentrac 2 az 10 % do
por &astic z polvhvdroxyburytiru a/nebo na jejich povrch.

14, Zpusob podle naroku 13, vyznagujici se tim, Ze roztok polyvhvdroxybutyratu v chloroformu.
dichlorethanu nebo dichlormethanu, nebo smési alespon dvou z nich, se sraZi ethanolem o
koncentraci 96 9%.

15. Zpusob podle naroku |3, vyznadujici se tim, Ze mikroviakna polvhyvdroxvbutyratu s alespos
jednim organickym UV filtrem zakomponovanym v jejich struktufe se mechanicky dezmitegruji
mixovanim a‘nebo mletim v mechanickém mlynu

16. Zpasob viroby UV filtru na bazi polvhydroxybuty ditu. vyzaaujici se tim. zc 0.1 az 20%
roztok polyhvdroxybutyratu v chloroformu, dichlorethanu nebo dichlormethanu, nebo smési
alespon dvou z nich, se vvtladuje do srazedla, pridemz se z né) srazi mikroviakna
polvhydroxvbutyrdm o praméru 0.2 az 500 pm. kierd maji porézni vaitini struktur, potd s¢ takto
vytvofena mikrovlakna polyhydroxybutyratu dezintegruji v piitomnosti ¢xtraktu alespon jednoho
organick¢ho UV filtru extrahovancho do 20 az 80% roztoku cthanolu v desalované vodé,
picemz héhem jejich desintegrace se arganicky UV filtr/tiltry sorbuje v celkoveé koncentract 2 az
10 % do port a/nebo na povreh vznikajicich castic polvhydroxyburvtan.

17. Zpusob podle naroku |6, vyznaéujici se tim, ze mikeovlakna polyhydroxybutyratu se
mechanicky dezintegruyi mixovanim a/nebo mletim v mechanickém mivnu,

18, Zpisob vyroby UV filtru na bazi polvhydroxybutvratu, vyzna&ujici se tim, Z¢ se

v chlomoformu v libovolnem pofadi rozpusti alespon jeden fostolipid. cholesterol a
polyhydroxybutyrit, a do takto vyvivofencho roztoku sc pfida alespon jeden organicky UV filir
piiroduiho puvodu ve formé extraktu do destilovane vody neho do roztoku ethanolu v destilovand
vodé, takto vy tvofena smés sc nafedi destilovanou vodou a vystavi sc ultrazvuku, pficemz dojde
ke spontanninmu uzavieni liposomu tvofeny ch obalem z dvojvrstvy fosfoliprdu/fosfohpida

s yaitinim prostorem vyplnénym vodnou fazi kelem pevncho jadm 7 polyhydroxybutyrat u

-17-
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oreanicky UV filt/filny piirodniho puvodu se ulozi v &asticich 2 palvhvdroxybutyratu wnebo na
jejich povrsich. alnebo v jejich liposomoyvym obalech a/ncbo na povisich jejich liposomovyeh
obali, a/ncbo v prostorech mezi &asticemi z poly by droxvbutyriatu a jejich liposomovymi obaly,
pote se 2 této smési odstrani chloroform a odd2li se z ni &stice UV filtry, jejichZ velikost je 0,2
az 100 ym. a které obsahuji alespont jeden organicky UV filtr v cclkové koncentraci 2 az 10 %,

19, Zpusob vyroby podle naroku 18, vyznadujici se tim. Ze alespoil jeden organicky UV filte
pfirodaiho pavodu sc piida ve formé extrakiu do 30 az 409 roztoku cthanolu v destilované vode.

20, Zpusob viroby podle naroku 18 nebo 19, vyznadujici se tim. Ze pomér fosfolipidu a
polyvhydroxybuty gitu v roztoku je 9.1 a2 1.9.

21. Zpusob v¥roby podle naroku 24, vyznadujici se tim. Ze pomér fosfolipidu/fosfolipidu a
polyhydroxybuty ritu v roztoku je 82 az 7:3.

22, Zpuasob vyroby podle naroku 18, vyznadujici se tim, 2 fosfolipidy jsou tvofeny lecithinem
a cholesterolem v pomdru 9:1az 101

11 vykresi

-18-
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(57)  Asoctace:

Piedmétem je zplisob rozpouéténi polymerd,
patiicich do skupiny biodegradabilnich polyestert,
vyuzivajici dvou a vice rozpoustédel. kdy
rozpousténym polymerem je poly-(R)-3-
hydroxybutyrat, poly-(R)-3-hydroxybuytrat-ko-
valerat, polymlééna kyseliny nebo polybutyrat
adipat tereftalat. Polymr se za michani rozpusti

v methyl dichloroacetatu o teploté 0 °C az 143 °C a
nasledné se pfida 2.2 2-trichloroethanol a'nebo 2,

2 2-trifluoroethanol o teploté v rozmezi 0 °C az 151
°C. Koncentrace polymeru ve smési rozpoustédel
¢ini 0,1 hm % az 25 hm %; hmotnostni pomér
methyl dichloroacetdtu viréi 2,2, 2 -trichloroethanolu
a/nebo viiéi 2,2 2-trifluoroethanolu ve smési
polymeru s rozpoustédly émi 1:99 az 99:1. Pouzity
systém rozpoustédel pro pripravu polymerniho
roztoku z biodegradabilnich polyester je
vyuzitelny jako multifunkéni prekurzor pfipravy
materialt zaloZenych na roztoku polymeru.
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Zpiisob rozpousténi biodegradabilnich polyesteri

Oblast techniky

Vynalez se tvka zplsobu rozpousténi polymenl, patficich do skupiny biodegradabilnich
polyesterit v systému dvou a vice rozpoustédel uréenych pro vytvoteni stabilniho roztoku o
vysoke koncentraci polymeru nebo sinési polymeni.

Stav techniky

Vytvoieni stabilniho a vysoce koncentrovaneho roztoku polymeru videalné netoxickem a
vhodném rozponstédle pro danon aphikaci je zakladem mnoha metod piipravy materiali,
od tenkych vrstev, filim, viaken, nanovidken aZ po membrany nebo ¢astice. Rozpuitény polymer
miaze byt taktéz zakladem pro uzitné vyrobky zalunwici lepidia. barvy, laky nebo oleje
£ upravenou viskozitou a dal3ich [1]. Vytvoieny roztok polymeru mii2e slonzit i pro rychlej#i a
snadné)d charakterizaci polymeru at’ u2 jde o specifické znedidténi zpstitelné turbidimetncky,
ziskani priméme viskozitni molami hmotnost nebo piiprava roztoku pro charaktenzac gelovou
permeatni cluomatografii 2]

Do skupmy biodegradabilnich polyesteri patii mmoho niznych homopolymeni, kopolymend,
blokovvch kopolymen) a daldich polymerd s nizaym unspoiddinim opakujicich se jednotek
Souhrmne mizeme biodegradabilni polyester oznadit za polymer obsalnyici opakujici se
esterovou vazbu v hlavnim fetézci, ktery vykazuje za vhodnych podminek biodegradabilitu die
definice Evropské normy ENI4432  Piikladem takovych materidll je rodina
polyhydroxyalkanoatd (PHA) zahmujici vedle mnohych daléich polymen nejdilezité)si poly-
(R)-3-hydroxybutyrdt (PHB) a kopolymer poly-3-hydroxybutyrat-ko-3-hydroxyvaleral (PHBV)
s proménlivym  obsahem valerdtu ve struktufe. Mezi  primyslové an2itngé  rozdifené
biodegradabilni  polyestery patii polymlédna kyselina, v krystalické iamorfni fonme,
Palykaprolakton (PCL) nachizi uplatnéni pedeviim v tkanovém inZenyrstvi. Nepednodudi
polyesterovou strukturon je polyglvkolova kyselina (PGA), jejimuz #irdi vynziti brani citlivost
wiiei  hydrolyze. Polydioxanon (PDO) je polymer wyuzivany v mediciné pro piipravn
chirnugického #iti. Jako dal& piiklady mohou byt uvedeny polyvalerolakion (PVL), palyethylen
sukeindt (PES) a poly(e-dekalakton) (PDL). Mezi primyslove vyuZivané polymery patii
synteticky polybutyrit-adipat-tereftalat (PBAT) a polybutylen sukcinat (PBS) Zminéné
polymery jsou charaktenstické nerozpustnosti ve vodé a dle polymeru proménlivou chemickou
nestalosti visti alkalické nebo kyselé hydrolyze Biodegradabilni polymery mohoun byt piirodniho
pivod, jak je to napiiklad u PHB nebo PHBV, synteticky phirodniho piivedu, kdy prekurzor pro
polymenizaci je ziskin z piirodnich zdroji a nasledng je polymerizace provedena synteticky
(PLA). nebo ¢iste syntetického pivodu (PCL, PBAT, PES, PBS). U PBS je ocekivan piesun do
kategone synteticky piirodniho pivodu z diivodn predukee kyseliny butandiové fermentaci [3].

Rozpustnost polymend je wrtena zvolenyvin systémem polymer — rozpoustédlo a dile jejich
strukturon.  plipadnym  vétvenim, molekulovou hmotnosti, polydisperzitou, krystalinitou a
vaddime podminkanu jako je piedeviim teplota. V nékterych piipadech 1 zdinhve rozpustény
polymer po vychladnuti a daném ¢ase vytvoii termoreverzibilnd gel. ktery po opétovném zahiat
opét piejde do roztoku [4), jako je to mapiiklad u poly<(R)-3-hydroxybutyratu [5] ve vétding
beéing pouzivanych rozpondtédel (dmethylformanid (DMF), dimethylacetamid (DMAc).
dimethylsulfoxid (DMSO). toluen (TN), chiorbenzen (CB) ammohé daldi) nebo u polymern
PBAT v piipadé DMF, DMAc. Zda ke tvorbé gelu dojde é mikoliv zévisi na koncentrac, teploté,
krystalimté polymeru a ve vysledku natermodynamické vwhodnosti gelace [4]. U malych
koncentraci nemusi ke gelaci dojit vilbec. piipadné velmi pomalu. Tvorba termoreverzibilniho
gelu je psté zajimavym fenoménem pro wéité aplikace, oviem ziskam casové a teplotné
stabilniho roztokn je zékladem mmohych druhil zpracovimi, jak bylo zminéno vvie. Stabilita
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roztokn je pak klicova pro dlouhodobé primmyslové procesy, napfiklad elektrostatickeho nebo
mokrého zviaknovani.

Zatimeo napiiklad polyamidy byvaji rozpoudtény vkyseliné mravenéi nebo octové [1],
upolyestert mize takové rozpoustédlo reagovat srozpousténym matenalem a smizit tak
molekulovou hmotnost polymer, coZz se projevi v mechanickych viastnostech vysledného
materialn.  Volba rozpomitédla by méla taktéz zahmovat envirommentalni a pracovné
bezpecnostni odpovédnost, Pokud neni moZné se toxickym rozpoustédliun vyhnout, byva
zajidténa bud’ recyklace, nebo katalvtické odbowrani pouzitého, naphiklad vypareného,
rozpondtédia

Popsané biodegradabilni polyestery ve vétéingé phipadi jsou rozpustmé v halogenovanych
rozpoudtédlech, Nejbéznéjn pouzivany jsou chloroform (CF) a dichlonmethan (DCM) a dale
2.2 2-tnfluoroethanol (TFE), hexafluoroisopropancl (HFIP), V minulosti byvaly pou2ivany latky
jako 1,2-dichloroethan (DCE). 1,1,2,2-tetrachloroethan (TCE), tetrachlonnethan (TCM), 1.2,3-
trichloropropan (TCP) a dal&, které jsou dnes zakazany vzhledem k velké akutni toxicité a
environmentalni zate

Pouzivana zminéna rozpoustédla spoleéné s dimethylformamidem a dimethylacetamidem tvoii
zikladni sestavn rozpoustédel, jak v akademickeé, tak primyslové literatude. Kromé n2iti jako
rozpondédia ze halogenovangé slouceniny pouzivaji jako extrakéni cinidlo pii separaci plirodnich
biopolymeni, PHB aPHBV, z biomagy [6], CN102493021.

Roztoky biodegradabilnich polyestent s riznymu rozpoustédly jsou vyuzivany pro rizné aplikace
Extrakci PHB a PHBV rozpoudtédly isoamyl propionat, propyl butyrat, isoamyl valerat a isoamyl
isovalerat se zabyvd mezinirodni phhladka WO2006/092033 a také WO2006/031492A1,
powzivajici jako rozpouiédlo 4-methylpantan-2-on pro extrakei PHB aPHBV z biomasy
CN103446060 patent se zabyva phipravou nanodastic z PHB a daldich latek vychazejici z CF
nebo DCM roztokn PHB. Piipravou nanovidkenného kompozitu na zakladé polymeni PHE a
PHBV vychazejici z roztokn na zakladé dvon rozponsédel. kdy prvnim rozpouitédlem je DMF,
DM A, tetrahydrofiwan (THF) nebo ethanol (EtOH), kdy drahym rozponitédlem je DCM, DCE,
CF, diethylen glykol. nebo dimethylether, se zabyva CN102493021. Smés DM SO a TFE jako
roztok polymeru pro phpravou filmd &aste¢né tvofenych PHBV je pouzita v dokwmentu
CN102504298. CN1380114 uvadi piipravu matenalu pro tkinové inZenyrstvi z roztoku PHB a
polyethylenu z CF, dioxanového nebo THF roztoku. Patent KR20080020580 se zabyva piipravou
emulze dvou rozpoustédel a rozpudténého polymern, kdy rozpudténym polymerem jsou alifatické
polyestery zalomujici PLA, PHB, PGA, PCL a dalsi a rozpoustédlem polymer json estery mono.
di a tn halogenovanych organickych kyselin, methyl chloroacetat, methyl dichloroacetat, ethyl
dichloroacetat a daldl.

Literatura
[1] Wypych G. Handbook of Polymers, ChemTec Publishing. 2012, ISBN: 978-1-895198-47-8
|2] Billmayer FW J1. Polvmer engineering and science, 1966, 359-362

[3] Niaounakiz M. Biopolymers: Processing and Products, Eisevier, 2015, ISBN-13 978-
0323266987

[4] Semenoy AN, Rubinstemn M Macromolecules 1998, 31, 1373-1385
[5] Césaro A; Fabn D: Sussich F. Paradossi G Macromol. Symp. 1999 138, 165-174

[6] Hahn SK., Chang YK Lee SY Applied and Environmental Microbiology 1995, 61, 34-39

206



1

25

0

15

40

45

55

CZ2017-317 A3

Podstata vimalezu

Vyse uvedené nedostatky pouzivanych rozpoustédel polymenrt fest ponziti systémn rozpoudtédel
podle vynalezu. Piedmétem vynalezu je zpisob rozpousténi polymerd, patiicich do skupiny
biodegradabilnich polvesteri, vywZivajici dvon a wvice rozpoudtédel, kdy rozpoudténym
polymerem je poly-(R)-3-hydroxybutyrat, poly~(R)-3-hydroxybuytrat-ko-valerat, polymlééna
kyselina nebo polybutyrat adipat tereflalat. Polymer se za michini rozpusti v methyl
dichloroacetitu o teploté 0 °C a2z 143 °C a nasledn® se ptida 2,2, 2-nchloroethanol amebo 2,2,2-
triflnoroethanol o teploté vrozmezi 0°C az 151 °C. Koncentrace polymeru ve smeési
rozpondtédel ¢m 0,1 lun % az 25 hin%; hmotnostmi pomér methyl dichloroacetatn visér 2,2,2-
trichloroethanclu amebo viidi 2,2, 24nfluoroethanolu ve smési polymeru s rozponétédly ¢ini 1:99
az 99:1. V phipadé piitommosh th rozpoudtédel mize byt pomér methyl dichloroacetdtu vii
2.2 2-tnchlorcethanolu jiny, ne2 pomér methyl dichloroacetatu visé 2,2, 2-triflnoroethanoiu

Ve vyhodném provedeni podie vynalezu nabyva poly-(R)-3-hydroxybutyrat hmotnostné stiedni
molekulovon hmotnost v intervalu 80 000 Da a2 1 000 000 Da, poly-(R)-3-hydroxybutyrit-ko-
valerdt nabyva hmotnosme sttedni molekulovou hmotnost v intervalu 80 000 Da az 1 000 000
Da, polymlééna kyselina nabyva vyhodné hmotnostné stiedni molekulovon himotnost v intervalu
10 000 Da a2z 120 000 Da a polybutyrdt adipat tereftalat nabyva vyhodne hmotnostng stiednd
molekulovon hmotmost v intervalu 10 000 Da a2 200 000 Da.

Piehled vvobrazeni

Obr. 1 - Zavislost vigkozity roztoku PHB v systému rozpondtédel na teploté a fasu
Obr. 2 - Zavislost viskozity roztoku PHB v methyl dichloroacetat na teploté a éasun
Obr. 3 ~ Zawislost viskozity roztoku PBAT v syetému rozpouiédel na teploté a ¢asu

Obr. 4 ~ Zavislost viskozity roztoku PBAT v methyl dichloroacetdtu na teploté a ¢asu

Piiklady uskiteénéni vynilezu

Meéreni viskozity roztoku polv-(R)-3-hvdroxybutvraiu v zavislosti na teploté, koncentraci a case
av rcnveh rozpoustédlech

Pi1 vyzkomn rozpustnost poly<(R)-3-hydroxybutyratu (CAS - 29435-48-1) bylo zpsténo, Ze
polymer je rozpustny v temperovaném rozpowstédle methyl dichloreacetit (CAS ~ 116-54-1) na
teplotu vrozmezi od 0 °C do 143 °C v koncentracich od velmi nizké 0.1 hm. % aZ po velmi
vysokou 25 lun %6. Po vychladnuti roztoku na laboratomi teplotu nebo uplynuti ¢asové prodlevy
v zavislosti na zvolené koncentraci tvoii roztok pevné skupenstvi (Graf 2). Bylo zjiténo, 2e¢
plidavek 2.2.2-trifluorcethanclu  (CAS ~ 73-89-8) a/nebo 2,2 24richloroethanolu  (CAS -

115-20-8) v celkové koncentraci od 1 hm. % a2 po 90 . % v hibovolném poméru zpomaluje
nebo zastavuje proces gelace roztokn. Tento proces byl studovin na zakladé méfeni viskozity
v zavislosti ateplote, koncentraci a Case

Pro stovndnd byl po rozpusténi vedkerého polymeru za teploty 50 °C odebrin z magnetické
nichacky s ohievemn roztok a na rotaémm viskozimetru byla za pomoct vietena R6 a rychlost
rotace 100 rpm méfena viskozita pipravencho roztoku Tak byla ziskéna zavislost viskozty
roztoku na teploté a ¢asu (Graf 1). A po uplynuti 25 hodin nedoflo ke ztulumti roztoku.

Meéreni viskozity roztoku polvbutvrat-adipas-tevefialatu (Ecoflex -BASF) v zavisiosti na teploté,
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koncentraci a Ease av rismich respoustédlech

Polybutyrat-adipat tereftalat (PBATu (CAS - 55231-08-8) se rozpoudél vtemperovaném
rozpoudtédle methyl dichloroacetatn (CAS — 116-54-1) na teplotu v rozmezi od 0 °C do 143 °C
v koncentracich od velmi nizké 0,1 hm % aZz po velmi vysokou 25 hm %. Po vychladnuti
roztokn na laboratorni teplotu nebo uplynuti &asové prodlevy v zavislosti na zvolené koncentraci
viak tvoiil roztok pevné skupenstwi,

Byl piipraven 10 hm. % roztok PBAT (Ecoflex BASF) v systému rozpoustédel methyl
dichloroacetat a 2.2,2-tnchloroethanol v hmotnostnim poméru 3:1 respektive. Byvlo zji&éno, ze
phdavek 2,2 2-nfluoroethanclu  (CAS —75-89-8) amebo 2,2 2-nichloroethanclu  (CAS -
115-20-8) v celkové koncentraci od 1 hm. %6 a2 po 90 hm % v libovolném pomém zpomaluje
nebo zastavuje proces gelace roztokn. Tento proces byl studovan na zakladé méfeni viskozity
v zavislosti a teplote, koncentraci a fase

Byla sledovana teplota roztoku, ktery po rozpusténi veskerého polymern za teploty 50 °C byl
odebrin z magnetické michatky ¢ ohfevem a na rotatnim viskozimetmu byla za pomoci vietena
R6 a rychlogti rotace 100 1pm meéfena viskozita ptipraveneho roztoku. Tak byla ziskina zavislost
viskozity roztoku na teploté a ¢asu (Graf 3). Am po uplymuti 25 hodin nedoglo ke ztuhmti
roztokn.

Jako porovnani byl zvolen 10 hm. % roztok PBAT (Ecoflex BASF) pouze v &istém methyl
dichloroacetatu. Po vytvoiend roztokn pii 50 °C byl roztok meien za stejnych podminek jako
v predchozim plipadé. Takto byla ziskana zavislost vigkozity roztoku na teploté a ¢asu (Graf 4)
Ztuhnuti roztoku nastalo po 276 munmtach, Viskozita vyraznéji nanistala po uplynuti phiblizné
dvon az tii hodin.

Piiklad 1

Priprava roztoku poly=(Ri-3-hyvdroxybutyratu

Komeréng dostupny polymer poly{R)-3-hydroxybutyrit (2 g) o lunotnostne stiedni molekulove
hmcenostt ¢inici 600 000 Da byl za michand rozpudtén v temperovanémn methyl dichloracetatu
(135 g) o teplote 50 °C a nasledné bylo piidano drubé rozpoustédlo. temperovany 2,2.2-
trichloroethanol (4,5 g), o teplote 50 °C. Takto byl piipraven roztok o koncentraci polymer
10 him. %6 s hmotnostnim pomérem rozponstedel 3:1.

Piiklad 2

Priprava roztoku poly-(Rj-3-hydroxybutyratu

Roztok byl phipraven dle pfikladu 1 = tim rozdilem. Ze koncentrace polymeru v roztoku ¢inila
25 . %

Piiklad 3
Priprava roztoku poly-(Ri-3-hydroxybutvrdtu

Roztok byl pitpraven dle piikladu 1 & tim rozdilem. 2¢ koncentrace pelymeru v roztoku ¢inila
0.1 hun. %,
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Piiklad 4
Priprava rozioku poly-(Ri-3-hydroxybutyraiu

Roztoky byly phipraveny die piikladd 1 a2 3 s tim rozdilem, Ze hmotnostri pomeér rozpoustédel
¢inil 99: 1.

Piiklad 5
Priprava roztoku poly-(Ri-3-hvdroxvbutyrdn

Roztoky byly phpraveny die piikladd 1 az 3 s tim rozdilem, Ze hmotnostni pomér rozpoustédel
cimil 1:99.

Pliklad 6
Priprava roztoku poly-(Ri-3-hydroxybutyrat

Roztoky byly phipraveny dle piiklada | az 5 s tim rozdilem, Ze misto 2,2, 2-tnichloroethanolu byl
powzit 2.2 2-tnfluoroethanol

Piiklad 7
Priprava roztoku poly-(Ri-3-hydroxybutyram

Roztoky byly piipraveny dle piikladd 1 a2 6 stim rozdilem, 2e rozpondtédio methyl
dichloroacetat bylo temperovano na teplotu 0 °C.

Piiklad 8
Priprava roztoku poly-(Ri-3-hydroxybutvrdam

Roztoky bvly plipraveny dle piikladd 1 a2 6 stim rozdilem, 2e rozpouwdtédio methyl
dichlorcacetat bylo temperovino na teplotu 143 °C.

Piiklad 9
Priprava roztoku poly-(Ri-3-hydroxvbutyraiu

Roztoky byly phipraveny dle piikladd 1 a2z 8 s tim rozdilem, 2ze druhym rozpowstedlem byl
2.2 24nfuvoroethanol, temperovin na teplotu 0 °C.

Piiklad 10
Priprava roztoku poly-(Ri-3-hvdroxybutvraiu

Roztoky byly piipraveny die piikladit | az 8 s tim rozdilem, ze druhym rozpoustédiem byl
2.2 24nfluoroethanol, temperovan na teplotu 151 °C.

Piiklad 11
Priprava roztoku polv-(Ri-3-hvdroxvbutvrat

Roztoky byly phipraveny dle piikladi 1 az 8 s tim rozdilem, 2e drohym rozpouwtédlem byl
2.2 24nchlorethanol, temperovin na teplotu 0 °C.
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Piiklad 12
Priprava rozioku poly-(Rj-3-hydroxybutvrat

Roztoky byly phpraveny dle pfikladd | a2 8 s tim rozdilem, Zze druhym rozpoudtédlem byl
2,2, 2-tnchlorethanol, temperovan na teplotu 151 °C.

Ptiklad 13
Priprava rozioku poly-(Ri-3-hydroxybutyratu

Roztoky byly phpraveny dle piikiadi 1 az 8 = tim rozdilem, ze 2.2,2-tnfluoroethanol byl
temperovan na teplotn 74 °C.

Piiklad 14
Priprava roztoku polv-(Ri-3-hydroxybutvraiu

Roztoky byly plipraveny dle piikladi | a2 13 2 tim rozdilem, 2e hmotnostné stiedni molekulova
hmotnost polymeru ¢inila 80 000 Da.

Piiklad 15
Priprava roztoku poly-(Ri-3-hydroxybutyrdin

Roztoky byly phipraveny dle pfikladi | aZ 13 s tim rozdilem. Ze hmotnostné sttedni moleknlova
hmotnost polymeru ¢imla 1 000 000 Da.

Ptiklad 16

Priprava roztoku poly-(Ri-3-hydroxybutyratu-ko-valeratu

Roztoky byly piipraveny dle piikladi 1 a2 13 stim rozdilem. Ze pou2itym polymerem byl
komeréné dostupny poly-(R)-3-hydroxybutyrit-ko-valerdt o hmotnostng stiedni moleknlové
himotnosti polymern 80 000 Da a obsalm valeratu v hlavnim fetézei do 30 hm %6

Piiklad 17

Priprava roztoku pol-(Rj-3-hydroxybutvratu-ko-valeratu

Roztoky byly phipraveny dle piikladd 1 az 13 stim rozdilem, Ze pouZitym polymerem byl
komeréné dostupny poly-(R }-3-hydroxybutyrat-ko-valerdt o hmotnostné stiedni molekulové
hmaotnosti polymeru 1 000 000 Da a obsahu valeratu v hiavnim fetézei do 30 hm. %

Piiklad 18

Priprava roztoku polybutyrat adipat terefialatu

Roztoky byly piipraveny dle piikladi | a2 13 stim rozdilem, 2e pouZitym polymerem byl

komeréné dostupmy polybutyrat adipat tereflalal o hmotnosiné stiedni molekulové hmotnost
10 000 Da.
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Piiklad 19

Priprava roztoku polybutyrat adipat tevefialdin

Roztoky byly piipraveny dle pikladd 1 az 13 stom rozdilem, Ze pouiatym polymerem byl
komeréné dostupny polybutyrat adipat tereftalit o hmotnostné stiedni molekulové hmotnosh
200 000 Da,

Piiklad 20

Priprava rozioku polymilééné kyseliny

Roztoky byly phipraveny dle phikladi 1 a2 13 s tim rozdilem, Ze pouwZitvin polymerem byla
komeréne dostupnid polymléina kyselina o lunotnostne stiednd molekulové hmotnosti 10 000 Da

Piiklad 21

Priprava roztoku polvimléc né kyseliny

Roztoky byly piipraveny dle plikladd 1 a2 13 stim rozdilem. 2e powzitym polymerem byla
komeréné dostupna polymlééna kvselina o hmotnestné sttedni molekulové hmotnesti
120 000 Da,

Phiklad 22

Bylo postupovéno jako v piikladech | a2z 21 s tim rozdilem. 2e kromé rozpoudtedia methyl
dichloroacetatu se powla takeé smés rozpou#tédel 2,2 2-trichloroethanolu a 2.2.2-
trifluorcethanoln v hmotnostnim pomér 1:1.

Piiklad 23

Bylo postupovano jako v piikladech 1 a2 22 & tim rozdilem, 2e kromé rozpoudtédia methyl
dichloroacetistn s=e powila také smés rozpoudtédel 2,2 2-richloroethanclu a 2.2.2-
trifluorcethanclu v lmotnostnim pomeér 99: 1.

Ptiklad 24

Bylo postupovano jako v piikladech I a2 23 ¢ tim rozdilem, 2e¢ kromé rozpoustédla methyl
dichloroacetitn se powzila také smés rozpoudtédel 2.2 2drichloroethanolu a 2.2,2-
trifluorcethanolu v himotnostnim pomén 1:99.

Priunyslova vyu2itelnost

Ponzity systém rozpoudtédel pro pliprava polymerniho roztoku z biodegradabilnich polyesten
naléza uplatnéni jako multifunkéni prekwzor piipravy matenalll zaloZenych na roztoku

polymern, napiiklad mokré zviaknovand, piiprava tenkych wrstev, pliprava nanovlaken
elektrostatickym zviaknovanim nebo piiprava ¢astic a nanocastic sraZemim.

PATENTOVE NAROKY

211



20

CZ2017-317 A3

1. Zplsob rozpousténi polymen), patiicich do skupiny biodegradabilnich polyesten
vywivaict dvou a vice rozpoustédel vyznacujici se tim, Ze rozpoudény polymer, kierym je
poly<{R)-3-hydroxybutyrat, poly-(R}-3-hydroxybuytrat-ko-valerat, polymlétna kyselina nebo
polybutyrat adipat teveftalal se za michani rozpusti v methyl dichloroacetatu o teploté 0°C az
143°C a nasledné se pida 2,2,2- richloroethanol a/mebo 2,2, 2-trifluoroethanol o teploté v rozmezi
0°C az 151 °C, phéemz koncentrace polymeru ve smési rozpoudtédel ¢ind 0,1 hm %6 a2 25 hun %,
kde hmotnostri pomér methyl dichioroacetd#u viiéi 2,2, 2-trichloroethanolu amebo vigi 2,2,2-
trifluorcethanoln ve smési polymen: s rozpoudtédly émi 1:99 az 99:1, kde v piipadé piitommnosti
tii rozpoudtédel mize byt pomér methyl dichloroacetatn vt 2,2, 24nchloroethanolu jiny nez
pomér methyl dichloroacetatu wisés 2,2, 2-tnfluoroethanolu.

2 Zptsob dle naroku 1, vyznacujici se tim, 2e poly<{R)-3-hydroxybutyrat nabyva hinotnostné
stiedni molekulovou lonotnost v mtervalu 80 000 Da az 1 000 000 Da,

3 Zphsob dle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze poly<{R)-3-hydroxybutyrat-ko-valerat nabyva
hmotnostné stiedni molekulovon himotnost v imtervalu 80 000 Da az 1 000 000 Da.

4. Zpisob dle naroku 1, vyznadujici se tim, ze polymiéina kyselina nabyva lunotnostné
sttedni meleknlovou himotnost v imtervalu 10 000 Da az 120 000 Da.

5. Zpisob dle narokn 1, vyznacujici se tim, 2e polybutyrat adipdt tereftalat nabyva hmotnostné
stiedni molekulovou hmotnost v imterval 10 000 Da az 200 000 Da,

2 vykyesy
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Nanovlikenny sorpéni materiél na bézi polyhydroxybutyrditu pro sorpci téZkych kovi
Oblast techni

Technické fedeni se tYké biodegradovateIného nanoviikenného sorpéniho materidlu na hizi poly-
hydroxybutyritu pro zachyt t¢zkych kovi,

Dosavadn( stav techniky

Kontaminace vod t&zkymi kovy, pfedevim rtuti, kadmiem, arscnem, olovem a stiibrem je jed-
nim z nejvétsich environmentalnich problémi nadeho véku. Tato kritickd problematika spojend
s principy surovin pro plastovy primys! vyuZivajici majoritné ropné produkty vede ke znacné¢mu
znedidténi jak plastovym odpadem tak jiz zminéngmi nebezpeénymi neodbouratelnymi tézkfmi
kovy. Pro citlivé FeSeni tohoto problému je potfcba novych materidlil idediné zaloZengch na ob-
novitelngch a predeviim cenové dostupnych zdrojich [1]. Takovymi zdroji miZeme chipat vedle
jinych surovin, déle zminénych, biodegradabilni polymery z rodiny polyhydroxyalkanoatd, kon-
krétné polyhydroxybutyritu.

Technologicky nenarodnou Gpravou skeletu [1] je moZné docilit vzniku materidlu schopného
aktivné zachytdval zminéné 182ké kovy, diky thiolovym skupinam navizanym pfimo na hlavnim
polymemim fetézci. Thiolova skupina (-SH) se vyznaduje velkou afinitou a schopnosti komple-
xovat té2ké kovy. Takovou vazbu je moZné nalézt v mncha uzitnych, biogennich ¢&i syntetickych
litkdch. Sorpee na polymerni matenal je fizena mémym povrchem sorbentu. Nanovlakenné ma-
terialy phipravitelné metodou electrospinning (elektrického zvldkiiovani) vykazuji vysoky mérny
povrch [2].

Jsou mamy metody, jak zavédét thiolovou skupinu do alkylového fetézee skrze reakei nukleo-
filni substituce vazby C-Br nebo C-Cl za pomoci hydrosulfidu sodného (NaSH), analogické latky
k hydroxidn sodnému, vyznaéujici s¢ viak rozpustnosti v nékterych organickych rozpoustédlech,
napifklad ethanofu nebo methanolu,

Vhodnym biodegradabilnim polymerem pouzitelnym pro Gpravu skeletu je polyhydroxybutyrat
(PHB), biopolymer z rodiny polyhydroxyalkanoata, pripravitelny biosyntézou naptiklad z pou-
#itého potravindfského oleje. Vyrobni postup tohoto polymeru predstavuje kultivaci a nékolika
krokovou extrakei a pfe€isténi od zbylé biomasy. Takto se zfskava pfiblizné 5% roztok polymeru
v chloroformu, ktery se zavadi znovu do procesu extrakee [3].

Reference:

[1] Hazer, B. and Steinbiichel, A. Increased diversification of polyhydroxyalkanoates by modifi-
cation reactions for industrial and medical applications. Appl Microbiol Biotechnol, 74, |
(2007/02/012007), 1-12.

[2] Jissak, O., Sanetrnik, F., Lukas, D., Kotek. V., Martinova, L. and Chaloupek, J. A Method of
Nanofibers Production from a Polymer Solution Using Electrostatic Spinning and a Device for
Carrying Out the Method, WO 2005/024101 Al, City, 2005,

[3] Stembiichel, A. Use of Biosynthetic, Biodegradable Thermoplastics and Elastomers from
Renewable Resources: The Pros and Cons, LMSA, 32, 4 1995), 653-660,

Podstata technického fedeni

Technické feleni uvadi nanovidkenny serpéni matenial vyuZivajici polyhydroxybutyrat jako bio-
degradabilni polymer pouZitelny pro tpravu skeletu thiolovou skupinou (-SH), vyznatujici se
nerozpustnosti ve vodném prostiedi a sorpéai aktivitou viiéi 1&#kym koviim juk v podobé iontd
tak i nanoddstic. Nanovlikna se pfedevsim vyznaduji vysokym mémym povrchem, ktery je kli-
Sovy pro efektivni zachyt cilenych kontaminanti.

Podstatou technického feseni je nanovlikenny sorpéni biodegradovatelny materidl na bazi poly-
hydroxybutyritu, substituovaného thiolovymi skupinami, s obsahem siry v tomto materidlu, sta-
novenym konduktometrickou titract, 0,1 % hmotn, a2 30 % hmotn,
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Primér viiken nanovidkenného sorpiniho materidlu podle technického Fedeni tini 50 nm az
2000 num.

Nanovlakenny sorpéni materidl podle technického FeSeni se vyrobi chemickou dpravou skeletu
z polyhydroxybutyrétu, kdy se polyhydroxybutyrat v chloroformovém roztoku podrobi pfimé
radikalové chloraci za pomoci elementdmiho chloru, zavidéného do chloroformového roztoku
polyhydroxybutyritu, pfi teploté 0 °C a2 25 °C, tlaku atmosférickém aZ maximélng 200 x 10 Pa
v objemu odpovidajici moldrnimu poméru polymer-chlor 1000:1 aZ 1:] za osvitu halogenovou
lampou a2 do zmény barvy roztoku ze Zluté na bezbarvou za vzniku chlorovaného polyhydroxy-
butyratu, ktery se nisledné rozpusti v organickém rozpoudtédle na koncentraci 30 % hmotn, Or-
ganickym rozpoustédiem je vyhodné chloroform, toluen, dimethylformamid nebo jejich smes.

Po piimé radikdlové chloraci se provede elektrostatické zvldkneni chlorovaného polyhydroxy-
butyrdtu pfi napéti 5 az 70 kV, zvléknény chlorovany polyhydroxybutyrit se pak pfidd do alko-
holického roztoku s rozpoustéci schopnosti vi¢i hydrosulfidu sodnému a nerozpustnosti viiéi
zvidknénému polyhydroxybutyritu o koncentraci 1 2z 10 % hmotn. Alkoholickym roztokem
s rozpoustéci schopnosti viidi hydrosulfidu sodnému a nerozpustnosti viiti zvldknénému polyhyd-
roxybutyrdtu je vyhodné roztok cthanolu, isopropanolu, methanolu nebo jejich smési.

Zviiknéng chlorovan§ polyhydroxybutyrit se péi teploté 40 °C aZ 78 °C a za pouiti NaSH
o koncentraci 1 a2 10 % hmotn. podrobi substituéni heterogenni reake: za vzniku zvlaknéného
materidlu polyedroxybutyratu substituovaného -SH skupinami aZ do obsahu thiolovich skupin
v polyhydroxybutyritu 30 % hmotn, stanovenfch konduktometrickou titraci. S vvhodou je
moZzné vyuZit aparaturu (Obrazek 1).

Na zikladé vypoétu molamiho poméru je moZné odhadnout vysledny obsah chloru v materidle
z hlediska toho, Ze polovina hmotnosti chloru bude zavedena v pfipadé 100 % reaktivity do struk-
tury a druha polovina bude prevedena na HCL

Miize se téZ nejprve provést elektrostatické zvlaknéni polyhydroxybutyritu, vioZenim viiken-
ného mutenialy do uzaviratelné nadoby s pfivodem a odvodem plynu. Vldkenny materidl se vy-
stavi plsobeni plynného chloru za osvitu halogenovou lampou bez pouziti rozpoustédla pfi tep-
loté 0 °C a2 50 °C, tlaku atmosférickém a2 200 x 10° Pa a nisledné se provede substituéni hete-
rogenni reakce.

Podie vyhodného provedeni je obsah vizan¢ho chieru v chlorovaném polyhydroxybutyritu po
radikdlové chloraci stanoveny titraci odmeémym roztokem dusi¢nanu stitbrmého 0,1 % hmotn.

Podie dalsiho vyhodného provedeni je obsah siry ve zvldknéném polyhydroxybutyratu, substitu-
ovaném -SH skupinam: stanoveny konduktometrickou titraci 0,1 az 30 % hmotn,

Timto procesem je moZné ziskal jak nizee tak vysoce substituovany polymer, kde urtujicim kro-
kem je obsah vizaného chloru a mira substituce za thiolovou skupinu, To znamend, Ze pro zis-
kini matenalu s vysokym obsehem thiolovych skupin je zapotfebi ziskat matenial s vysokym
obsahem chloru, nasledna substituéni rezkce zamény chloru za thiol wréuje koncentraci thiolo-
vych skupin. Obsah vazaného chloru je moZné stanovit titraéné, kdy materidl je degradovan za
zvySené teploty koncentrovanym roztokem hydroxidu sodného a vysledny roztok je ztitrovén
roztokem dusiénanu stéfbrného. Obsah vizané siry je moZné zjistit jako sorpéni kapacitu vhod-
ného t&¥kého kovu, napfiklad olova.

Materiél se vyznatuje nerozpustnosti ve vodném prostiedi a sorpéni aktivitou vici té2kym ko-
viim jak v podebé iontd tak i nano¢éstic. Nanovldkna se pfedevim vyznatuji vysokym mérnym
povrchem, kterd je klitovy pro efektivni zichyt cilenych kontaminants, Dalii vihodou materialu
je oviem | snadna manipulace vzhledem k makroskopickym rozménim materidly, pfipominajici
netkanou textilii. Je tedy moZné materiél pohoding aplikovat at' jiz jake aktivni filtr &i jako sor-
bent, ktery po nasyceni kontaminanty je pouze vytaZzen bez nutnosti dalé filtrace jako napiiklad
u jinych sorbentd,
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Obiasnéni vikres

Obrézek ¢. | - schéma reakéni aparatury

Obrazek &, 2 - snimek nanovldken z chlorovaného PHB z elektronového rastrovaciho mikroskopu
Obrizek €. 2 - distribuce priméri nanovidken z chlorovaného PHB

Priklady uskutetnéni technického FeSeni

Priklad 1

Do 1 kilogramu roztoku polyhydroxybutyritu (My = 515 kDa; M, = 175 kDa), v chloroformu
(Penta, stabilizovany amylenem) o koncentraci 5 % hmotn. (50,00 g polymeru) se postupné za-
vedlo za chlazeni polymemiho roztoku ledovou lazni 7 litrdh chloru (25 °C, 100 kPa, cca 21 g
Cl;). Nésledné se roztok ozafaval halogenovou lampou po dobu jedné hodiny. Reakee se ukon-
tila na zikladé pozorovani zmény barvy roztoku ze Zluté na bezbarvou. Rozpustény zbytkovy
chlor a chlorovodik se vystripoval probubldvanim plynného dusiku po dobu dvou hodin pfi pril-
toku 5 litrt za minutu. Nésledné se roztok zahustil na rotaéni vakuové odparce na objem priblimé
250 ml roztoku a vysrézel se pHdavkem 500 ml metanolu. VysraZené kusy polymeru se odfiltro-
valy a susily v suamé pfi 50 °C. Ziskalo se 59,87 g bilé amorfni polymemni latky, kterd se analy-
zovala na obsah chloru za pomoci titrace. Vzorek pro titraci se pfipravil termickym rozkladem
v koncentrovaném roztoku hydroxidu sodného. Nasledn se urtila koncentrace titracl odmémym
roztokem dusiénanu stitbmého. Ze spotieby se vypodital hmotnostnl obsah chloru ve vzorku na
15,3 hmotn. procent. Informace o molekulové hmotnosti ziskané gelovou permealni chromato-
grafii €inila My = 60 kDa a M, = 24 kDa. Chlorovany polymer sc opétovné rozpustil ve smési
rozpoustédel toluenu a dimethylformamidu (1:2 hmotnostnd) na koncentraci 30 % hmotn,
a zvidknil se na primyslovém clektrostatickém zafizeni na nanovldkna (Nanospider) za uZiti
50 kV vysokého napéti. Ziskana nanovlékennd textilie se charakterizovala za pomoci clektronové
mikroskopie (Obrézek ¢ 2) a u 50 unikdtnich vidken se zméfil pelmér a urdila se distribuce
(Obrézek &. 3). Primérny primér vidken Cinil 295 nm.

Ziskana textilie (3 g) o ploéné hmotnosti 10 g/m’ se viozila do 5 % hmotn. roztoku hydrosulfidu
sodného v ethanolu (200 g). Heterogenni smés se zahfivala a refluxovala pod zpétnym chladi¢em
po dobu ti hodin. Chemicky upravens textilic se vyjmula, promyla destilovanou vodou, ethano-
lem a susila sc na vzduchu. Obsah chemicky dostupnych thiolovych skupiny se stanovil konduk-
tometrickou titraci za pomoci odmémého roztoku octanu stiibmého. Vypolitany obsah povr-
chové dostupné siry ze spotfeby odmémého roztoku &inil 10,3 % himotn. To odpovida 3,21 mmol
jednomocnych kationtd tézkych kovit na gram sorpéaiho materidlu pfi uvaze stejné sorpéni kapa-
city jako u stfibmyeh ionti, Pro dvojmocené kationty téZkych kovih je ph stejné iivaze sorpce po-
loviéni, tedy 1,61 mmol/g materidlu.

Priklad 2

Postupovalo se jako v pfikladu 1 s tim rozdilem, Ze polyhydroxybutyrit se nejprve elektrostaticky
zvlaknil a chloradni Gprava probihala heterogenné na kontaktu nanovidkennd membrdina - plynny
chlor, pfidem2 osvit halogenovou Jampou byl zachovén. Pracovalo se za atmosférického tlaku
a laboratoml teploty.

Priklad 3

Postupovalo sc jako v piikladu 1 s tim rozdilem, 22 primémy primér viaken &inil 50 nm,
Priklad 4

Postupovalo se jako v piikladu 1 s tim rozdilem, Ze primémy primér vldken &inil 2000 nm,
Priklad §

Postupovalo se jako v piikladu 1 s tim rozdilem, Z¢ obsah vazaného chloru v chlorovaném poly-
hydroxybutyrétu inil 0,1 % hmotn.
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Pifklad 6

Postupovale se jako v pikladu | s tim rozdilem, Ze obsah vézaného chloru v chlorovaném poly-
hydroxybutyrétu &inil 30 % hmotn,

PHklad 7

Postupovalo se jako v pfikladu 1 s tim rozdilem, Ze obsah siry po dpravé materidlu €inil 0,1 %
hmotn.

Prikiad 8

Postupovalo se jako v piikladu | s tim rozdilem, Ze obsah siry po Gpravé materialu &inil 30 %
hmotn.

Primyslovd vyuZitelnost
Nanovlikenny material polyhydroxybutyratu je biodegradabilni. Diky makroskopickym rozmé-
riim materidlu, pfipominajici netkanou textilii je mo2né material pohodiné aplikovat af’ jiZ jako

aktivni filtr &1 jako sorbent, ktery po nasyceni kontaminanty je pouze vytazen bez nutnosti dalsi
filtrace jako napfiklad u jinych sorbenti.

NAROKY NA OCHRANU

1. Nanovlikenny sorpéni biodegradovatelny materiél na bazi polyhydroxybutyritu, substi-
tuovaného thiolovymi skupinami, vyznadujici se tim, Zec primér vidken ¢ini 50 nm a2
2000 nm.

2, Nanovidkenny sompéni biodegradovatelny materidl na bazi polyhydroxybutyritu, substi-
twovaného thiolovymi skupinami, podle ndroku |, vyznadujici se tim, Ze obsah siry
v tomto materidlu, stanoveny konduktometnickou titraci, €ini 0,1 % hmotn, az 30 % hmotn.

2 vykresy
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Obr. 1
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