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ABSTRAKT

Alifatické polyestery predstavuji skupinu degradovatelnych polymernich materiald. Tyto

materidly nasly své vyuziti predev§im v biomedicinskych aplikacich a jako obalové materidly.
V teoretické Casti prace je shrnuta literdrni reSerSe zabyvajici se vyzkumem enzymatické
a mikrobidlni degradace poly(e-kaprolaktonu) (PCL).
V experimentalni ¢asti byla vypracovana metodika biodegradacnich testi PCL a provedena
série experimentt s Bacillus subtilis a Aspergillus-lipazou. Polymerni vzorky o molekulové
hmotnosti M, = 19 300 g/mol byly pfipraveny ve formé folie o tloustce 100 um a praméru
I cm pro enzymatickou degradaci nebo 3 cm pro mikrobidlni degradaci metodou "solution
casting". Proces biodegradace byl vyhodnocen na zakladé zmén molekulové hmotnosti,
polydisperzity, teploty tani, krystalinity a povrchovych zmén polymerniho materialu.

ABSTRACT

Aliphatic polyesters represent a group of degradable polymeric materials. These materials
found their utilization almost in biomedical applications and as packing materials. In the
theoretical part, the literature review on enzymatic and microbial degradation research of
poly(e-caprolactone)(PCL) is summarized .

In the experimental part, the methodology of biodegradation testing of PCL was formed and
a series of experiments with a Bacillus subtilis and Aspergillus-Lipase was carried out.
Polymeric samples of M, = 19 300 g/mol the film form with 100 um thickness and 1 cm
diameter were subjected to enzymatic degradation. Samples with 3 cm diameter were exposed
to microbial degradation by the "solution casting" method. Biodegradable process was
interpreted on the basis of changes of the molecular weight, melting point, crystallinity and
changes on the surface of polymeric materials.

KLICOVA SLOVA
poly(e-kaprolakton), degradace, lipasa z Aspergillus sp., Bacillus subtilis
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1.UVOD

V soucasné dobé je na celém svété vyprodukovano pfiblizné 140 mil. tun syntetickych
polymerti ro¢n€. Vyrobky z téchto polymert jsou relativné stabilni i po ukonCeni doby
pouzivani spotiebiteli a rovnéz jsou pomémeé odolné vuci degradacnim cyklim probihajicim
bézné v biosféfe. Nasledkem je hromadéni obtizné recyklovatelného plastového odpadu
a v poslednich letech zejména kumulace rozpustnych plastd v odpadnich vodach [1].
V poslednich 20ti letech, byla prokdzana biodegradabilita u fady plasti jak z obnovitelnych
zdroju tak i syntetickych a byl také objasnén mechanismus jejich degradace. Ziskavané
znalosti molekuldrni stavby biodegradabilnich polymerd pfispivaji k rozvoji biotechnologif
pro znovu vyuziti i likvidaci syntetického odpadu [2]. SoucCasné nartsta snaha syntetizovat
takové druhy polymert, které jsou degradovany bakteriemi a houbami az na oxid uhliCity
a vodu jako kone¢né produkty. Tyto polymery mohou byt rozdéleny do tii hlavnich skupin;
polyestery produkované mikroorganismy (poly(3-hydroxybutyrat)), pfirodni polysacharidy
(Skrob) a syntetické alifatické polymery [3].

Vriamci této priace byla studovdna enzymatickd a mikrobidlni (bio)degradabilita
alifatického polyesteru poly(e-kaprolaktonu) (PCL). Hlavnim cilem bylo vypracovani
metodiky vlastnich biodegradacnich testi a provedeni série experimenti s bakterialnim
kmenem Bacillus subtilis a komer¢ni lipazou-enzymem z Aspergillus sp. Pro studie byl pouZit
bimoddlni PCL pfipraveny v Laboratofi Syntézy polymerii o molekulové hmotnosti
M, =19 300 g/mol a M/M,, = 6,8. Polymerni vzorky byly pfipraveny metodou SC (solution
casting) a pouZzity ve forme filmu o tloustce 100 um.



2. TEORETICKA CAST

Termin biodegradace je v dostupné literatufe pouzivan Casto protichudné a nebo dokonce
definovan nevhodné. V oblasti medicinskych aplikaci, zahrnujicich polyesterové materidly
pro vstiebatelné Svy, rekonstrukce kostni tkané€ a pro nosice lékd termin biodegradace
znamend hydrolyzu esterovych vazeb nastdvajici za fyziologickych podminek. V oblasti
degradovatelnych obalovych materiald probiha proces biodegradace za ucasti zivych
organismi. V této praci je tedy biodegradace definovana jako degradace nastavajici
pusobenim Zivych organismd, ktera vede v konecném dusledku k mineralizaci polymerniho
materidlu a/nebo jeho pfeméné na biomasu [3].

Biodegradabilnim polymernim materidlim dominuji zejména polymery obsahujici
heteroatomy (N, O) v hlavnim fetézci. Polymerni fetézce obsahujici etherové, amidové, nebo
esterové vazby (Obr. 1) mohou podstoupit hydrolytické §tépeni vedouci ke vzniku niZe-
molekularich produktd. Puavodni, dlouhé polymerni fetézce neprojdou bunécnou
membranou, degradace musi tedy probihat nejprve pies oligomerni meziprodukty. Konecné
produkty degradace-monomery mohou byt nasledné absorbovdny a vyuzity mikrobidlni
bunkou. [4]

PocateCni Sté€peni polymernich fetézci muze nastat v dasledku nejen biologickych, ale také
fady fyzikalnich a chemickych faktord [5]. Fyzikalni sily uplatiiujici se beéhem
zahfivani/chlazeni, tani/tuhnuti nebo hydratace/suseni vzorki mohou vést k mechanickému

poskozeni polymerniho materidlu [6].
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Obr. 1: Polymery s hydrolyzovatelnymi vazbami



Degradace probiha bud’ na povrchu vzorku (homogenni)(Obr.2) nebo v celém jejim objemu
(heterogenni). VSeobecné je degradace fizend slozenim materidlu a dale proménnymi
vlastnostmi jako jsou napiiklad morfologie matrice, orientace fetézcl, chemické slozeni,
stereochemicka struktura, distribuce monomernich jednotek, moldrni hmotnost a jeji
distribuce, pfitomnost nezreagovaného monomeru, oligomeru a jiného nizko-molekuldrniho
produktu, velikost a tvar vzorku, vlastni prostfedi degradace zahrnujici pfitomnost vlhkosti
a kysliku, ddle druh mikroorganismu a enzymu, pH prosttedi, teplota atd.
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Obr. 2 Princip eroze uplatiujici se na povrchu vzorku

Degradace alifatickych polyesterii mize obecné probihat nékolika zptusoby zahrnujicimi
chemickou hydrolyzu, mikrobidlni, enzymatickou a termickou degradaci. Mechanismus
degradace, ktery se uplatni jako hlavni zavisi predevs§im na struktufe polyesteru a prostredi,
ve kterém je materidl exponovén [7].

Jelikoz byla v této praci zaméfena pozornost na poly(e-kaprolakton) patfici do skupiny
alifatickych polyesterti, budou strucné predstaveny dalS$i nejvyznamnéjs§i zastupci. Vedle
syntetického polykaprolaktonu (PCL) mezi né patfi jeSt€ poly(mlécnd) kyselina (PLA),
a poly(3-hydroxybutyrat) (PHB).

Poly(mlécna) kyselina (PLA) je velmi pouzivanym zastupcem polyesterd v biomedicinskych
aplikacich napfiklad pro vyrobu chirurgicky vstfebavatelnych $§vi, zubnich implantatd,
kloubnich nahrad, nosi¢t 1ékli, apod. K pfednim parametrim urcujicim jeji pouZziti patfi
zejména vysokd pevnost, biokompatibilita a biodegradabilita (Obr. 3). V poslednich letech
stoupd také vyuziti PLA jako alternativni ndhrady tradi¢niho plastové zbozi v oblasti
obalovych vyrobkd [8]. Znacnou vyhodou je moznost syntézy vychozich monomera
z obnovitelnych zdrojt (kukufice, cukrova titina, brambory) [9].
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Obr. 3: Monomerni jednotka PLA retézce

Jako obalovy materidl je ddle pouZivdn poly(3-hydroxybutyrit) (PHB) (Obr. 4). Tento
polyester produkovany ¢etnymi bakteriemi v piirode jako vnitrobunécna rezerva uhliku nebo
energie byl poprvé nalezen v Bacillus megaterium v roce 1925 [10]. PHB je ¢asto srovnavan
s polypropylenem (PP) diky svym fyzikdlnim vlastnostem (bod tdni, krystalinita, teplota
skelného prechodu, apod.) [11]. PHB vynika relativn€ velkou odolnosti vii¢i vihkosti zaroven



je vSak degradovatelny celou fadou mikroorganismi [12]. Vroce 1996 byla popsdna
enzymatickd degradace PHB Tomasi a kol., kdy enzym prednostné katalyzoval degradaci
amorfnich oblasti [13].
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Obr. 4: Monomerni jednotka PHB

Polykaprolakton (PCL) (Obr. 5) nepochazi na rozdil od predchozich alifatickych polyestera
z obnovitelnych zdroji. PCL je linearni, hydrofobni polyester. Pfedchozi studie prokazaly,ze
PCL patfi mezi semi-krystalické polyestery s krystalinitou 40-60 % [14]. Je také zndmo, Ze
pocate¢ni krystalinita vyznamné ovliviiuje degradaci alifatickych polyesteri [15]. PCL je
vyrabén polymeraci za otevieni kruhu (ROP) cyklického e-kaprolaktonu. Vyznacluje
se relativné nizkou teplotou tini (t; = 59-64 °C) 1 skelného pfechodu (t, =-71 °C) [7, 16].
PCL byl pivodné vyuzivan pro svou degradabilitu pisobenim mikroorganismi zejména
v oblasti obalovych materiald. Postupné ziskal znacnou pozornost jako implantovatelny
materidl, jelikoZ je degradovan i hydrolyzou za fyziologickych podminek. Tento netoxicky
a biokompatibilni material je pouzivan pro vyrobu nosici 1éki, vstiebatelnych $vi, materialu
k rekonstrukci kosti apod. [17, 18]. Kopolymery nebo smési PCL mivaji obecné lepsi
mechanické vlastnosti, zpracovatelnost i vysSi permeabilitu neZ samotny homopolymer, coZ
rozsifilo jeho vyuziti v mnoha riznych aplikacich [10, 19].
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Obr. 5: Monomerni jednotka PCL

Na zakladé fady studii bylo obecné postulovano, ze dusledkem biodegradace PCL
v biotickém prostedi je relativné velky ubytek hmotnosti vzorku doprovidzeny relativné
malou zménou jeho moldrni hmotnosti (Obr. 6). Naproti tomu v abiotickém prostfedi byl
v disledku degradacniho procesu zjistén zpravidla maly pokles celkové hmotnosti
studovaného vzorku polymeru doprovdzeny ale vyznamnym sniZzenim jeho moldrni hmotnosti
[7]. Pasobenim mikroorganismt dochazi k degradaci na povrchu studovaného vzorku (Obr. 2)
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Obr. 6: Duisledky degradace PCL v abiotickych a biotickych podminkdch

V nésledujicich  kapitole bude shrnuta literdrni reSerSe problematiky vyzkumu
biodegradability PCL, zahrnujici publikované druhy pouzivanych mikroorganismut a vlastnich
enzymu, dale rizné zpusoby studia biodegradability za riznych experimentalnich podminek
a to vCetné vlastniho vyhodnocovani biodegradacnich procest.

1.3. Typy degradace PCL podle mechanismu

1.3.1 Mikrobialni degradace

Mikrobidlni degradace nastdva obecné v dasledku aktivity mikroorganismt rostoucich
na povrchu nebo v celém objemu daného materidlu [20, 21]. Mikroorganismy atakuji
polymerni materidl mechanickym puasobenim, chemickou a/nebo enzymatickou cestou [22]
a vyuzivaji polymer a/nebo aditiva (Skrob) jako zdroje uhliku a energie [23]. Mikrobidlni
degradabilita polyesteru zdvisi na konkrétnim slozeni a vlastnostech polymerniho materidlu
a specifickych podminkdch prostfedi degradace jako jsou vlhkost, pocasi a pfitomnost
Skodlivin v atmosféfe a na mikrobialni aktivité tj. druhu pouzitého mikroorganismu, jeho
mnozstvi a typu enzymu, ktery produkuje [24, 25]. Ztady studii je znadmo, Ze aerobni
a anaerobni mikroorganismy snadno mineralizuji fadu alifatickych polyester, zatimco
aromatické polyestery jsou vici mikrobialnimu ataku pomérné odolné [26]. Ze studovanych
mikroorganismi byly pro degradace PCL nejcastéji vyuzity vlaknité houby, plisn€, kvasinky
a bakterie.
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a) Biodegradace PCL v pfitomnosti hub a plisni

Pro studium biodegradace byly ve velké mife vyuzivany rody Penicillium, Aspergillus
a Fusarium.

Tokiwa v roce 1976 studoval degradabilitu vySe-molekularniho PCL filmu (M, = 25000-
35000 g/mol) v ptitomnosti Penicillium sp. kmen 26-1 (ATCC 36507). Studovany vzorek
PCL byl kompletné degradovan béhem 12 denni periody [27]. Nasledujici studie prokézala,
7e Aspergillus fischeri, Aspergillus flavus, Penicillium funiculosum a Fusarium sp. jsou
schopny rozkladat a vyuzivat PCL o rozsahu moldrnich hmotnosti M, = 7130-35000g/mol.
Obecné vsak bylo zjisténo, Ze s rostouci hodnotou moldrni hmotnosti biodegradabilita
polyestert klesa [28].

Kim a kolektiv studoval vroce 1995 degradaci PCL puasobenim Aspergillus niger.
Degradace PCL ve formé filmu byla provadéna po dobu 3 tydna pfi teploté 30 °C. V piipadé
kultivace mikroorganismu piimo na povrchu vzorku doslo pravdépodobné k uplatnéni jak
Gi¢inku produkovanych enzymii tak i ostatnich biofyzikélnich a biochemickych vlivi. Ubytek
hmotnosti byl 5,1 hmot. %. Pokud vSak bylo mycelium rozsuspendovédno v agaru a nasledné
nalito na vzorek, doSlo k uplatnéni pouze degradace enzymatické a ibytek hmotnosti vzorku
Cinil téméf 14 hmot. %. Polydisperzita vSak zdstala nezménéna. V obou pfipadech
experimentl do§lo na povrchu materidlu k fyzikalnim zménam, vytvorily se diry a byl
zaznamenam hmotnostni ubytek vzorku a zména pH média [29].

Sanchez a kol. studovali biodegradace PCL v pfitomnosti termotolerantni houby
Aspergillus sp., kmen ST-01. Film byl pfi teploté 50 °C v médiu s piidavkem kvasni¢ného
extraktu po 6 dnech zcela degradovan. Jako degradacni produkty, analyzované pomoci
kapalinové chromatografie (HPCL), byly identifikovdny kyseliny jantarovd, madselnd,
valerova a kapronov4 [30].

Biodegradaci krystalickych a amorfnich oblasti PCL ptsobenim Aspergillus fumigatus
se vroce 2000 rovnéz zabyvali Eldsiter a kol. Degradace v biotickém prostiedi méla
za nasledek vyrazné sniZeni Ciselné-stfedni molekulové hmotnosti (M,) ve srovnani
s hmotnostné-stiedni My,. K poklesu M, doslo pravdépodobné v dusledku prednostniho
uplatnéni degradace u konci polymernich fetézct, které se nachazeji zpravidla v amorfni
oblasti [31].

b) Biodegradace PCL v pf¥itomnosti kvasinek

Fields v roce 1973 studoval biodegradaci PCL a dalSich polyesterd s rostouci molarni
hmotnosti v ptitomnosti ,,Cerné kvasinky* Aureobasidium pullulans. U studovaného materidlu
dochazelo ke ztrat€¢ hmotnosti a pfednostné byly odbouravany nizkomolekuldrni frakce [32].

Lefebvre a kol. studovali v roce 1994 degradaci vzorkd PCL s koncovymi hydroxylovymi
a methoxylovymi skupinami ptisobenim smésné kultury mikroorganismil ziskané z kompostu
a ¢istou kulturou Actinomycetes sp. ziskanou rovnéz z kompostu. Studie prokazala,
Ze k degradaci dochazelo v okoli konct fetézct [33].
¢) Biodegradace PCL v pfitomnosti bakterii

Yavuz a kol. se vroce 2001 zabyvali studii degradace homopolymeru PCL a kopolymeru
PCL/PLA ve vodném roztokii za pritomnosti i za absence mikroorganismu Pseudomonas
putina. Béhem 60 dnt experimentu doslo ke sniZeni molekulové hmotnosti vzorku, ke zméné
pevnosti vtahu a modulu pruznosti u kopolymerd (u homopolymeru zustaly vlastnosti
nezménény). Ze ziskanych vysledkil 1ze usuzovat na vysSsi rychlost degradace kopolymera
ve srovnani s homopolymery [34].
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Na zakladé vySe uvedenych studii 1ze predpokladat, ze rychlost a pribéh degradace jsou
ovlivnény jednak kultivacnimi faktory tj. druhem pouzitého mikroorganismu a zpiisobem
vedeni experimentu a jednak vychozimi vlastnostmi polymeru jako jsou molekulovd hmotnost
a distribuce (stupenn polydisperzity) a také krystalinita. Ve vétSiné€ piipadu byla degradace
polyesterti provazena poklesem molekulovych hmotnosti a uplatiiovala se predevs§im v okol{
konci polymernich fetézch. Jelikoz byly jednotlivé studie vedeny za raznych
experimentdlnich podminek nelze dané vysledky jednoduSe srovnavat. Pro ziskdni uceleného
pohledu na mechanismus degradace polykaprolaktonu s riznymi vychozimi vlastnostmi
pusobenim raznych mikroorganismi ¢i enzymu je nutné vést studie za stejnych podminek
a za vyuziti fady analytickych metod.

V této praci byl pro studium biodegradability PCL zvolen mikroorganismus Bacillus
subtilis. Jednd se o gram-pozitivni aerobni bakterii, kterd se vyskytuje v pudé a produkuje
celou fadu enzymu (a-amyldsu, lipasu, endocelluldasu a mnoho dalSich), které jsou cenény pro
svij biotechnologicky potencidl. Navic je tento mikroorganismus oznacovan jako tzv. GRAS
organismus (Generally Recognized As Safe) [35, 36]. Lipasa produkovana touto baktérii patti
co do velikosti ktypu 14, tj. k nejmensim zndmym lipdsdm s molekulovou hmotnosti
19 600 g/mol [37]. Bacillus subtilis byl dosud studovidn zejména v rdmci mikrobidlni
degradace  kopolymeri PCL se Skrobem a jilem a blendd poly(e-kaprolaktonu)
a polyvinylbutyralu (PCL/PVB )[38, 39].

1.3.2 Enzymaticka degradace

Mikroorganismy obecné produkuji dva typy enzymu - biokatalyzatort Stépicich polymerni
fetézce. Exoenzymy — depolymerazy stépi (depolymeruji) dlouhé uhlikaté fetézce na kratsi
(mensi fragmenty) a dale az na monomery, které pak snadno penetruji dovniti buriky.
Endoenzymy zapojuji tyto produkty degradaci do biochemickych procesu, ve kterych jsou
vyuzivany jako zdroje energie za vzniku CO;, H,O nebo CH4 jako konec¢nych produktd
mineralizace (Obr. 7). Charakter koncovych produkti je dan aerobnimi nebo anaerobnimi
podminkami [1]. Je zndmo, Ze monomery, dimery aoligomery degraduji velmi snadno,
zatimco materidly s vy$§i moldrni hmotnosti degraduji velmi obtizné.

Polymer
depolymerace
oligomer dimer monomer
o 0O
OO | oo ()
. Mineralizace .
aerobni anaerobni
podminky / \ podminky
COs, H:O CH,, H2S

COo, H20

Obr . 7: Proces mineralizace
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V piipadé degradace alifatickych polyestert, ke kterym patii i studovany PCL, byl pro
studium enzymatické degradace vyuZivdn zejména enzym lipdsa. Lipdzy jsou v souCasné
dobé produkovany komer¢né - z bakterif a hub a nachdzeji své uplatnéni nejen pii zpracovani
tukd, oleju, detergentd a potravin, ale i v papirenském, chemickém a kosmetickém prumyslu
a také pti vyrobe léciv [40, 41].

Lipazy patfi mezi enzymy induktivniho charakteru a jsou mikroorganismem produkovany
za pritomnosti induktoru - alifatického polyesteru. Predpoklada se, ze k aktivaci téchto
depolymeraz dochdzi v dusledku konformacni zmény vyvolané adsorpénim navazanim na
hydrofobni povrch polymerniho substritu. Lipaza pak funguje jako biokatalyzator pii §tépeni
dostupnych esterovych vazeb za vzniku niZe-molekulovych fragmenti polymerniho fetézce
[42].

Studie biodegradability PCL prokazaly, Ze v piitomnosti tii druht lipas; Rhizopus delemer,
Rhizopus arrhizus a Pseudomonas aeruginosa dochazi k vyznamnému urychleni hydrolytické
degradace [43, 44, 45].

Iwamoto a Tokiwa studovali v roce 1994 enzymatickou degradaci smé&si PCL s béznymi
komoditnimi polymery jako jsou polystyren (PS), polypropylen (PP), polyethylen (PE), nylon
(NY) a polyethylentereftalat (PET). Enzym lipdza pro studie byl izolovan z houby Rhizopus
arrhizus. PCL si zachoval vysokou degradabilitu ve smeési s PE a PP. V pfipadé PCL s NY
nedoslo ke zméné materialu procesem degradace. Na druhou stranu u smési PCL s PS a PET
doslo k vyraznému sniZeni degradability [46].

V literatuie 1ze nalézt celou fadu studii vénovanych biodegrada¢nim ac¢inkiim lipas. Chen
akol. se zabyvali vroce 1999 degradaci mikrocastic PCL po dobu 9 tydna pii teploté
37+ 1 °C a pH =7,4. Krystalinita vzorkt v prostiedi s pfidanym enzymem rostla ve srovnan{
s kontrolnimi vzorky i pivodnim materialem. Proces degradace probihal pravdépodobné
prednostné v amorfni oblasti vzorka [47].

Sivalingam a kol. v roce 2002 degradovali PCL film v pfitomnosti enzymu lipaza z riznych
zdroji; Novozyme 435 (Candida antartica) a Lipolasa. Jako prostfedi degradaci byly zvoleny
aceton, toluen, benzen a benzylalkohol pii teploté¢ 45 °C. Ve vSech pfipadech byla mira
degradace u lipdzy - Novozymu vy$Si nez ulipdzy Lipolasy. Co se tykd pouZitych
rozpoustédel byla aktivita enzymu nejvétsi v prostredi acetonu a benzylalkoholu. Na zaklade
ziskanych vysledka byla navrZena korelace mezi rychlosti degradace, viskozitou a polaritou
konkrétniho rozpoustédla [48].

Hostino a Isono provedli v roce 2002 studii degradace PCL filmu (M, =40 000 g/mol)
v pfitomnosti lipazy (ziskané z Chromobacterium viscosum) ve fosfore¢nanovém pufru pii
teploté 37 °C a pH = 7,0. Degradacni experimenty byly ukonceny jiZ po 6 dnech, kdy byl film
PCL kompletné degradovan [49].

V dnesni dobé je vyuziti PCL sméfovano predevSim do pfipravy smési s rdznymi
pfirodnimi i syntetickymi polymery. Timto zplisobem jsou pak pfipraveny materialy s fizenou
dobou degradace.

Sekosan a kol. vroce 2009 studovali enzymatickou degradaci PCL s rozdilnou hodnotou
pocate¢ni krystalinity. Rozdilného stupné krystalinity bylo dosaZzeno temperovanim vzorka
v peci (do 50 °C), kde stupen krystalinity vzorka rostl se zvySujici se teplotou. Studie ukdzala,
Ze ubytek hmotnosti vzorku béhem enzymatické degradace PCL byl ovlivnén stupném
krystalinity materidlu. Obecné bylo zjisténo, Ze film s nizsi krystalinitou (24 %) degradoval
rychleji nez film s vyssi krystalinitou (45 %).

PCL film byl déle v roztoku fosfore¢nanového pufru za pfitomnosti enzymu Pseudomonas
lipiza temperovan na 25 °C a37 °C. Béhem 12 dennich degradacnich experimenti byla
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prokdzéna zdvislost enzymatické degradace na po€atecnim stupni krystalinity PCL filmu bez
ohledu na teplotu degradace [50].

V piipadé degradacnich studii za pouziti komercnich enzymu, je rychlost degradace opét
ovlivnéna zdrojem z n€hoz se lipasa ziskala a nastavd v tadu dnt [49] az tydna [46].

Degradace je rovnéz ovlivnéna pocatecnim stupném krystalinity a to bez ohledu na teplotu
degradace, dochazi k ni prednostné v amorfnich oblastech a projevuje se narastem stupné
krystalinity.

V této praci byl pro studium enzymatické biodegradace PCL pouzit komercni preparat
lipasa z Aspergillus sp. [31, 33]
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 MATERIAL A PRISTROJE

3.1.1 Pouzité chemikalie

- Tetrahydrofuran (THF) p.a.
- Methanol p.a.
- Kyselina chlorovodikova p.a.
- Hydroxid sodny p.a.
- Chloroform p-a.
- Chlorid sodny p.a.
- Azid sodny p.a.

Vsechny uvedené chemikélie byly pouzity od vyrobce Lach-ner s.r.o.

- Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nan sodného - Na,HPO,4-12H,0, Spolek pro chemickou a
hutni vyrobu, ndrodni podnik Praha
- Fosfore¢nan sodny (kysely)

- D-glukéza

- Pepton

- Kvasnic¢ni extrakt

- Masopeptonovy agar (MPA)
Vsechny uvedené chemikélie byly pouzity od vyrobce Himedia Laboratories Limited
- Olivovy olej Aromatica s.r.0.

Lachema a.s.

3.1.2 Biologicky material

- Enzym, Lipasa z Aspergillus sp., Mucos Pharma We-Nr.916028
- Bacillus subtilis CCM 1999 — pouzita bakterialni kultura je ze sbirky Ceska sbirka
mikroorganismti (CCM), Masarykova Univerzita Brno, Pfirodovédecka Fakulta

3.1.3 Studovany polymer

Linearni, alifaticky polyester — poly(e-kaprolakton) (PCL) byl pfipraven polymeraci
za otevieni kruhu (ROP) pomoci organického N-heterocyklického karbenu a benzylalkoholu
v tetrahydrofuranu pii 25 °C. Polymer byl tfikrat pfeciStén rozpusténim v minimalnim
mnozstvi THF a vysrdZen v methanolu pii -10 °C. Produkt byl izolovén filtraci za snizeného
tlaku na Buchnerové nalevce. Postup precistovani byl opakovan 3krat z divodu odstranéni
zbytkového katalyzatoru a nezreagovaného monomeru. Dale byl polymer (ve formé bilého
prasku) susen do konstantni hmotnosti za tlaku 3 Pa a nasledné uchovavan v exsikdtoru.
Pro degradacni experimenty byl pouzit ve formé filmu pfipraveného odpafenim rozpoustédla
(chloroformu) z nasyceného roztoku.

Charakteristika syntetizovaného PCL

a a a Tn AH,, (2) Krystalinita
M, My M /M,* | ) .
co®  ggh (%)
PCL-film (mikrob.) 19400 132000 6,8 55,8 68.9 49,4
PCL-film (enzym.) 25400 164900 6,5 54,3 62,5 44.8
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“Stanoveno nizkoteplotni GPC s PS standardy v THF

"Merieno DSC kalorimetrii, T, byla ziskdna pomoci DSC - z maxima piku pri druhém
zahrivani

b AH,,(2) je integrovand plocha pod pikem z druhého zahiivani vzorku

‘Krystalinita (%)(4X.) vzorkit PCL vyhodnocena na zdkladé druhého zahrivani,

AX. = AH,/AH,,’ , kde je AH,, = 139,5 J/g

Pristrojové vybaveni

- Vahy analytické Mettler Toledo

- Vahy analytické GR Series, A&D Instrument Ltd.
- Centrifuga, 5417R Eppendorf

- Tfepacka, RS 10 basic MANEKO s.r.0.

- Predvazky, SAS 50 Scaltec

- Mikropipeta, Hirschmann Merci

- SuSédrna Binder

- Laminarni box AURA mini Biotech a.s

- GPC, Agilent Technologies 1100 series

- DSC, TA Instruments Q 2000

- pH metr Merci s.r.o

- Autokldv, Vaspoteri Brnénska medicinska technika a.s
- Mikrobiologicky inkubdtor Binder BD

4. PRIPRAVA ROZTOKU

2.1 Priprava Sikmych agaru

Pro pfipravu Sikmych agara bylo pouzito 40 g masopeptonového agaru (MPA), ktery byl
rozmichdn v 1000 cm’® destilované vody. Smés byla nasledn& uvedena k varu a zahiivana,
dokud agar nebyl kompletné rozpustén. Vzniklé médium bylo sterilizovdno v autoklavu pfi
teploté 121 °C a tlaku 103,4 kPa po dobu 15 minut. Standardni sloZeni masopeptonového agaru
(MPA) je nésledujici: 10 g/dm’ peptonového vytazku se zvifecich tkani; 10 g/dm’ hovéziho
extraktu; 5 g/dm3 chloridu sodného; 15 g/dm3 agaru.

4.2 Priprava kultiva¢niho zivného bujonu (NBG+0O)
Slozeni kultivaéniho zivného bujénu (NBG+OO) bylo ndsledujici: 3 g peptonu; 1g
kvasni¢ného extraktu; 0,5 g NaCl; 2 g glukézy; 1 cm’ olivového oleje. Vznikly roztok byl

doplnén do 100 cm® destilovanou vodou a nasledné sterilizovén v autoklavu pii 121 °C, tlaku
103,4 kPa po dobu 20 minut.

4.3 Priprava fosfore¢nanového pufru

Pro experimenty enzymatické degradace byl pouzit sterilni tlumivy roztok pH = 7 pfi teploté
20 °C. Oddélené byly piipraveny dva nésledujici roztoky:
Na,HPO,-12H,0 71,46 ¢/ dm’ roztok A 7,146g / 100 cm®
NaH,PO, 2,78 ¢/ dm’ roztok B 2,78g /100 cm®
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Pii piipravé fosforenanového pufru bylo smichano 30,5 cm® roztoku (A)s 19,5 cm’
roztoku (B). Pufr byl dopln&n v odmémé baiice na objem 200 cm”. Pro enzymatické degradace
nebyla nutnd sterilizace v autokldvu, pro mikrobidlni byl pufr sterilizovdan v autoklavu
pii 121 °C 20 minut.

5. PRACOVNI POSTUPY

5.1 Priprava vzorku PCL

PCL filmy byly pfipraveny metodou odpafenim rozpoustédla z roztoku (solution casting).
Precistény vzorek PCL byl navdZen do kadinky, pomoci odmérného valce bylo ptidano
vypocCitané mnozstvi chloroformu (2 % roztok) a vznikld suspenze byla michdna pomoci
magnetického michadla do vzniku &irého roztoku. Vznikly roztok byl (4 cm®) pipetovén do
Petriho misky (@ 3 cm), kde byl ponechan volné odpafovat pii laboratorni teploté v digestofi
po dobu 2 dnli. Vznikly film byl déle suSen ve vakuové susarné za tlaku 3 Pa do konstantni
hmotnosti (24 hodin). Pfipravené filmy byly ddle upraveny podle typu degradace:

- enzymatickd degradace

Jednotlivé vzorky o hmotnosti 7-9 mg byly vyraZeny z ptivodniho filmu o tloustce 115 um
pruraznikem o priméru 1 cm (Obr. 8). Tloustka vzorku byla stanovena na piicném fezu
pomoci SEM (Ptiloha 1, Obr. 1).

Obr. 8: Vzorky PCL pro enzymatickou degradaci

- mikrobidlni degradace

Jednotlivé vzorky byly pfimo vyjmuty z ptivodni Petriho misky a pouzity. Filmy o tloustce
70 um a pruméru 3 cm vazily ~ 90 mg (Obr. 8). Tloustka vzorku byla stanovena na pii¢éném
fezu pomoci SEM (Priloha 1, Obr. 2). Pifed kazdym pirevedenim do média byl vzorek
sterilizovan UV zafenim po dobu 30 minut na kazdé strané.

Obr. 9: Vzorky PCL pro mikrobidlni degradaci
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5.2 Enzymaticka degradace

Film (100 um) o praméru 1 cm byl umistén do kadinky (25 cm®), dale byl pfidan enzym
(1,5mg) a fosfore¢nanovy pufr (3 cm’). Kadinka byla zakryta hlinikovym vickem
a temperovdana v termostatu pfi 37 °C. Kontrolni experimenty byly vedeny za stejnych
podminek, ovSem bez piitomnosti enzymu. Aby byla dodrzena sterilita prostfedi byl ke
kontrolnim vzorkim pfidavan azid sodny. Vyména enzymu se provadéla kazdé tii dny
z divodu zachovani stejné hodnoty enzymatické aktivity. Vzorky byly odebirdny
ve 14 dennich intervalech, vzdy jeden vzorek a jeden kontrolni vzorek, oplachnuty
destilovanou vodou, suSeny za vakua pfi laboratorni teploté a tlaku 3 Pa po dobu 7 dni a vaZeny
na analytickych vahach pro stanoveni hmotnostniho tbytku.

5.3 Mikrobialni degradace

5.3.1 Oziveni zelatinovych diski

Pfi oziveni kultur z zelatinovych diski byla provadéna kultivace na Sikmém
masopeptonovém agaru. Nejdiive byly disky ponechany cca 10 min pfi laboratorni teploté.
Vyzihanou ockovaci jehlou byl disk prenesen do kondenzni vody Sikmého MPA agaru
a inkubovan pfi teploté 29+1 °C. Zkumavka byla naklonéna tak, aby suspenze pozvolna stekla
po celém povrchu Sikmého agaru. Inkubace probihala pii teploté 29+1 °C, 24 hodin.

5.3.2 Oc¢kovani Sikmych agaru

Ockovani Sikmych masopeptonovych agard pomoci Bacillus subtilis bylo provadéno
v laminarnim boxu. Do levé ruky byly uchopeny dvé zkumavky, v jedné byl naoCkovany Sikmy
agar s mikroorganismem Bacillus subtilis, ve druhé sterilni Sikmy agar. V pravé ruce byla
mikrobialni klicka, ktera byla opdlena v plameni. Opalena klicka byla ochlazena o hrdlo
zkumavky s naockovanym agarem. Bacillus subtilis byl odebran pohybem sméfujicim ode dna
zkumavky k hrdlu a prenesen do zkumavky se Sikmym sterilnim agarem. NandSeni bylo
provadéno vilnity pohybem ode dna zkumavky k hrdlu. Pfed uzavienim byla zéitka i hrdlo
opdleny, zkumavky byly poté uzavieny a inkubovany v termostatu pii 29+1 °C.

5.3.3 Pirevedeni do fosforecnanového pufru

K prevedeni Bacillus subtilis do fosforeCnanového pufru bylo zapotiebi sterilniho pufru,
sterilnich Spicek a naoCkovaného Sikmého agaru. Po otevieni zkumavky bylo hrdlo i zdtka
opédleno. Mikropipetou se sterilni §pi¢kou byl nabran 1 cm’ pufru a pieveden do zkumavky
s narostlym mikroorganismem. Po nalezitém protfepani se uvolnily buiiky do pufru otirdnim
ockovaci klicky o agar a to smérem ode dna zkumavky k hrdlu a zkumavka byla opét
protfepana.

Do 250 cm’ Erlenmayerovych banék bylo pfipraveno 100 cm® nutriéniho média s piidavkem
glukézy a olivového oleje (NBG + OO). Do Erlenmayerovych ban€k urcenych pro mikrobidln{
degradaci byl kvantitativné preveden pufr s mikroorganismem. Po hodinové dynamické
kultivaci (90 ot/min), byly vzorky sterilné preneseny do meédia pomoci pinzety namocené
v ethanolu tak, aby nedoslo k poSkozeni povrchu vzorku. Vyména média byla provadéna 2x
tydng. Pii kazdé vyméné bylo odebrano asi 10 cm® média pro dal§i mozné analyzy. Kontroln{
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experiment byl veden za stejnych podminek, ale bez pfidani mikroorganismu. Aby byla
dodrZena sterilita prostiedi byl ke kontrolnim vzorkim pfidavan azid sodny.

Polymerni vzorky byly odebirdny ve 14 dennich intervalech. Vzorky byly oplachnuty
destilovanou vodou a methanolem a suseny po dobu 7 dni pfi laboratorni teploté za vakua
(3 Pa) a vdZeny na analytickych vahéch pro vyhodnoceni hmotnostniho ubytku.

6. METODY CHARAKTERIZACE POLYMERU

6.1 Gelova permeacni chromatografie (GPC)

Molekulovd hmotnosti a distribuce molekulovych hmotnosti byly analyzovany nizkoteplotni
gelovou permeacni chromatografii na GPC zafizeni: Agilent Technologies 1100 series
s kolonou PL gel 5 pum MIXED-C 300 x 7,5 mm a pfedkolonou (50 x 7,5 mm, 5 pm) za pouZiti
THF jako mobilni fize. Kolony byly kalibrovdny na polystyrenové standardy v rozsahu
M, =580 -377400 g/mol. Na analyzu byly navdzeny 4 mg polymeru, které byly rozpustény
v 1 cm’ THF.

6.2 Diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC)

Teplota tani (T,) a stupné krystalinity polymeru byly charakterizovany pomoci diferencni
skenovaci kalorimetrie. Analyza byla provadéna na pfistroji TA Instruments Q 2000 pod
atmosférou dusiku. Vzorek byl nejprve ochlazen na 0 °C. Z této teploty byl temperovan na
teplotu 100 °C rychlosti 10 °C/min, na této teploté setrval po dobu 5 min. Poté byl ochlazen ze
100 °C na -80 °C rychlosti 5 °C/min, na této teploté setrval 5 min. Poté byl vzorek temperovin
z -80 °C na 90 °C rychlosti ohfevu 5 °C/min. Pro DSC analyzu bylo navdzeno piiblizn€ 2 mg
vzorku polymeru. Ziskany DSC termogram byl vyhodnocen pomoci programu Universal
Analysis 2000.

6.3 Rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Morfologie povrchu byla charakterizovdna pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie na
zafizeni TESLA BS340. Vzorky byly pokoveny Au/Pd za pouziti Sputter Quorum Polaron
SC 7640.

6.4 Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (CLSM)

Povrchu vzorku PCL byl analyzovdn konfokélni laserovou skenovaci mikroskopii (CLSM)
na pristroji LEXT OLS 3000, OLYMPUS. Vzorky byly ponechany pfed analyzou po dobu
5 dni ve vakuové susarné pii tlaku 3 Pa a teploté 23 °C.
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7. VYSLEDKY A DISKUZE

V této praci byla studovdna biodegradabilita poly( -kaprolaktonu), ktery byl pfipraven
polymeraci za otevieni kruhu e-kaprolaktonu v Laboratoti Syntézy Polymeru. Série polymeraci
za katalyzy N-heterocyklickym karbenovym katalyzdtorem a v pfitomnosti benzylalkoholu
v tetrahydrofuranu pfi 25 °C poskytla polymery s celou fadou molekulovych hmotnosti. Jelikoz
je zndmo, Ze vedle molekulové hmotnosti ovliviiuje rychlost degradace také Sitka distribuce
molekulovych hmotnosti, byl pro naSe studium zvolen bimodélni vzorek. Pii pfipravé filmu
pro degradacni experimenty byly ziskany ponékud odlisné charakteristiky vychozich materiala.
Pro enzymatickou PCL film sM,=25400g/mol a M,/M,=6,5; pro mikrobidlni
M, =19 400 g/mol a M,/M,, = 6,8.

Vyhoda pouZiti ndmi pripraveného materialu pfed komerénim pro dané experimenty spocivala
predevsim v jeho precisténi vedoucimu k odstranéni nezadoucich polymeracnich komponent.
Pritomnost zbytkového katalyzitoru a nezreagovaného monomeru by se nasledné mohla projevit
na inhibici rastu mikroorganismu nebo naopak vstupovat do mechanismu degradace a zkreslovat
tak vysledky. Vzorky byly pouzity ve formé folii o definovanych rozmérech pro zajisténi
konstantni plochy povrchu ve v§ech experimentech.

Enzymatickd degradace PCL lipdzou z Aspergillus sp. byla studovdna v prostiedi
fosfore¢nanového pufru (pH =7) pii teploté 37 °C. Tento enzym byl zvolen na zéakladé jeho
schopnosti $tépit PCL v §irokém rozsahu molekulovych hmotnosti (M, = 13 000-80 000) [33,
51] a tedy jeho dal§tho moZného vyuZiti pro navazujici studie.

Mikrobidlni degradace PCL filmi byla studovana v pfitomnosti mikroorganismu Bacillus
subtilis v nutricnim médium s pfidavkem glukozy a olivového oleje (NBG+OO). Jednd se
o nepatogenni mikroorganismus, ktery je velmi dobie kultivovan a navic byl do dneSni doby
vyuzivan v degradacnich experimentech kopolymeru PCL se Skrobem spiSe pro produkci o-
amylasy [39]. Z literarni reSerSe bylo zjisténo, ze tento mikroorganismus byl dosud studovan
zejména v piipadé biodegradaci raznych druhtt kopolymert poly(e-kaprolaktonu)
a poly(vinylbutyralu)(PCL/PVB), PCL/$krob nebo triblokovych kopolymert PCL/PDMAEMA"
H" [38, 39, 52].

Studie mikrobidlni i enzymatické degradace byla vedena po dobu 42 dni. V pravidelnych
intervalech (14—28—42 dni) byly odebirdny vzorky pro vyhodnoceni ubytku hmotnosti, zmény
molekulové hmotnosti a jeji distribuce, zmény stupné krystalinity a zmény morfologie povrchu.
Degradované vzorky byly srovndvany s kontrolnimi, které byly exponovdny za stejnych
podminek ovSem bez daného enzymu ¢i mikroorganismu. Vzorky po degradaci (enzymatické
i mikrobidlni) byly vyhodnoceny gravimetricky na zékladé dvou paralelnich degradacnich
experimentu.

Hmotnostni ubytek vzorku

V pripadé degradacnich experimentt v ptitomnosti lipazy z Aspergillus sp. byl zaznamenan
mirny tbytek hmotnosti vzorkt (Obr. 10). Celkovy pokles zaznamenany po 42 dnech ¢inil pouze
3 hmot. %. Ubytek hmotnosti u kontrolnich vzorki byl minimalni < 1 hmot. %.
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Obr. 10: Ubytek hmotnosti PCL v zdvislosti na dobé enzymatické degradace

U mikrobidlni degradace byl zaznamenan odliSny trend poklesu hmotnosti vzorku vzhledem
k enzymatické degradaci. Po 14 dnech experimentu byl zaznamendn pouze minimalni
hmotnostni dbytek (~ 0,5 hmot. %). V nasledujicich casovych intervalech byl pozorovan linearni
narast ubytku hmotnosti vzorkti (Obr. 11) naznacujici uplatnéni aktivity mikroorganismu. Vyss{
hmotnostni tbytek u mikrobidlni degradace (10 hmot. % po 42 dnech) ve srovnani
s enzymatickou mohl nastat v dusledku soucasného pusobeni nékolika dal§ich faktori vedle
vlastniho G¢inku enzymui-lipaz produkovanych mikroorganismem ,,in situ“. Jednim z nich je
biofyzikalni ucinek mikrobialnich bunék rostoucich na povrchu testovaného materialu, ktery
muze zpusobovat jeho mechanické poskozeni. Rozsah mechanického poskozeni mize byt dale
zvySovéan dynamickymi podminkami vlastniho vedeni experimentu [53].
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Obr. 11: Ubytek hmotnosti PCL v zdvislosti na dobé mikrobidlni degradace
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Zména morfologie povrchu

Pro hlubSi pochopeni procesu degradace byly polymerni vzorky analyzovdny pomoci
konfokdlni laserové skenovaci mikroskopie (CLSM) a rastrovaci elektronové mikroskopie
(SEM).

Pivodni film PCL byl pfipraveny postupnym odpafenim rozpoustédla z roztoku (metoda
solution casting) pfi laboratorni teploté. Vysledkem byl vznik nepravidelnych sférolitt tvorenych
skladanymi fetézci tzv. lamelami. Zpuasob, jakym se jednotlivé fetézce skladaji nelze piimo
pozorovat, pravdépodobné se jedna o kombinaci pravidelného tésného skladani a volné&jsiho
nahodného usporadani fetézcu. V piipadé sféroliti jsou lamely usporadany radialné z jejich
stfedu (Priloha 2, Obr. 3)

Vzorky i jejich kontroly byly odebrany po 14, 28 a 42 dnech degradace v pfitomnosti enzymu
lipazy z Aspergillus sp. (Obr. 12 b, ¢, d) Primérna velikost sféroliti se pohybovala okolo 30 pum.
Po 14 dnech degradacnich experimentt lze pozorovat poruseni povrchu sféroliti. Byly patrné
nahodné orientované trhliny (kreky) ve srovnani s pivodnim vzorkem (Pfiloha 3, Obr. 5 a)
a s kontrolnimi vzorky (Pfiloha 3, Obr. 5 e, f, g). Cetnost krekd vyrazné vzrostla po 28 dnech.
Po 14 dnech se na povrchu vzorku PCL vyvinuly kreky o velikosti 2-3 um (Pfiloha 3, Obr. 5 b),
po 28 dnech byla zaznamendna délka okolo 5 um (Pfiloha 3, Obr. 5 ¢) a po 42 dnech dosahovaly
kreky délky az 9-10 um (Pftiloha 3, Obr. 5 d). Trhliny, které jsou situovany piedevs§im ve stfedu
sférolitu, tedy v misté, kde z ptivodniho nukleusu zacal rust sférolit, dosahovala hloubky az
2,8 um. Lze tedy predpokladat, ze degradace probihala nejen na povrchu (Pfiloha 3), ale 1 uvnitt
vzorku. Fragmenty, které jsou piipadné S§t€peny uvniti vzorku nejsou v dasledku chybégjicich
dynamickych podminek odplavovdny ze vzorku tak rychle, jako je tomu u mikrobidlni
degradace.

Vzorky po degradacnich experimentech kultivované v pfitomnosti baktérie Bacillus subtilis
(Obr. 13 b, ¢, d) byly odebirany ve stejnych ¢asovych intervalech jako u enzymatické degradace.
Priméma velikost sférolitd byla 60-70 um. V prubéhu degradace dochazelo k plosnému
povrchovému poruSeni vzorku a k odhaleni sférolitické struktury. Trhliny zde jiZ nejsou tak
vyrazné a pocetné a po 42 dnech dosahovaly hloubky maximalné 0,7 um, z ¢ehoz lze usuzovat,
Ze degradace probihala prednostné na povrchu vzorkd. Dynamické podminky, které byly
u mikrobidlni degradace pouzity pro lepSi narGst pouzitého mikroorganismu, usnadfiuji
vyplavovani degradacnich fragmentti z povrchu vzorkd.

Testovany kmen Bacillus subtilis vyuzival béhem svého ristu PCL jako zdroj uhliku,
degradace byla viditelna jednak na fotkdch ze SEM a CLSM, ale i pouhym okem (Obr. 14b, c,
d). Dochazelo ke zfetelné dezintegraci vzorku. Ta pravdépodobné nastala v mistech s vetsi
koncentraci amorfni struktury.

Co se tyka hranice srustu sféroliti, které obvykle predstavuji slaba mista materialu, dochazelo
v piipadé enzymatické i mikrobialni degradace k dostatecné pevnému srustu. To mélo za
nésledek jednak povrchovou degradaci a jednak Sifeni trhlin napfi¢ sférolity (Pfiloha 2, Obr. 4).
U kontrolnich vzorka enzymatické i mikrobialni degradace (Obr. 12, 13, 14 e, f, g) zlstal povrch
neporusen. Ztoho je patrné, ze bez pifitomnost enzymu ¢i mikroorganismu nedochézelo
k degradaci materialu.
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Obr. 12: CLSM snimky povrchu PCL filmii v pritomnosti enzymu lipdzy z Aspergillus sp. (a) puvodni vzorek PCL (b) vzorek po 14 dnech (c)
vzorek po 28 dnech (d) vzorek 42 dnech (e) kontrolni vzorek po 14 dnech (f) po 28 dnech (g) po 42 dnech
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Obr. 13: CLSM snimky povrchu PCLﬁlmii vystavené pﬁsobem’ Bacillus s tilis (a) pitvodni vzorek PCL (b) vzorek po 14 dnech(c) vzorek
po 28 dnech (d) vzorek 42 dnech (e) kontrolni vzorek po 14 dnech (f) vzorek po 28 dnech (g) kontrolni vorek po 42 dnech h
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Obr. 14: Snimky filmii PCL vystavené piisobeni Bacillus subtilis (a) puvodni vzorek PCL (b) vzorek po 14 dnech(c) vzorek po 28 dnech (d)
vzorek 42 dnech (e) kontrolni vzorek po 14 dnech (f) vzorek po 28 dnech (g) kontrolni vorek po 42 dnech
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Vyhodnoceni zmény molekulovych hmotnosti

Béhem enzymatické

degradace doslo k postupnému poklesu c¢iselné-stredni (M)

molekulové hmotnosti (25—23—19 kg/mol). Hmotnostné-stiedni molekulova hmotnost (My,)

vyznamné klesla po prvnich 14 dnech a dale se jiz nemeénila (Tabulka 1).

Tabulka 1: Vlastnosti studovaného PCL vystaveného enzymatické degradaci

ubytek

M," M," My/Mn Tw® AHm(1D)¢ AHm?) AX.S hmotnosti

(%)
PCL-film* 25400 164900 6,5 54,3 889 62,5 448 -
14d 23500 142300 62 565 74,9 60,0 43,0 2,6
28d 22600 142600 7.7 563 92,9 60,2 424 2,6
42d 19000 143300 7.5 56,6 64,8 534 393 2,8

“ 14d, 28d, 42d = 14 dni, 28 dni, 42 dni

bHodnoty M,, M,, byly ziskany pomoci GPC

‘Hodnota T,, byla ziskdna pomoci DSC- z maxima piku pri druhém zahrivani, AH (1),
AH ,(2) jsou integrované plochy pod pikem z grafu DSC prvniho a druhého zahrivdni vzorku
AX. je podil krystalinity (v%) vzorkit PCL vypocitanych na zdkladé druhého zahritvdani

Z charakteru GPC chromatogramu na Obr. 15 je patrny pokles koncentrace niZe-

molekularnich podilad polykaprolaktonu béhem experimentd,

po 42 dnech.
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Obr. 15: GPC kiivky pitvodniho materidlu a enzymaticky degradovanych vzorkii
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Vyhodnoceni GPC analyzy u vzorkt vystavenych mikrobidlni degradaci ukazalo vyznamny
pokles molekulovych hmotnosti — M, i My, a to jiZ po 14 dnech experimentu. V ndsledujicich
intervalech (28 a 42 dnu) byl jiz pokles velmi pozvolny (Tabulka 2). Pokles My, az o 62 %
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oproti puvodni hodnoté ukazoval na §té€peni nejdelSich polymernich fetézct. Ke Stépeni praveé
vysoko-molekularni fetézcli mohlo vedle piisobeni enzymu synergicky pfispivat mechanické
pusobeni narustajicich bakterialnich kolonii.

Tabulka 2: Vlastnosti vzorku PCL vystaveného mikrobidlni degradaci

ubytek
M,” M,” MyM, Tu® AHL(D¢ AHL?2) AX. hmotnosti
(%)
PCL-film* 19400 132000 6,8 558 714 68,9 494 -
14d 12000 50 000 41 541 86,0 64,6 463 0,5
28d 11700 46 700 42 542 821 59,9 43 5,5
424 10600 37 800 32 523 753 553 396 10

“ 14d, 28d, 42d = 14 dni, 28 dni, 42 dni

bHodnoty M,, M,, byly ziskany pomoci GPC

‘Hodnota T,, byla ziskdna pomoci DSC- z maxima piku pri druhém zahrivani, AH (1),

AH ,(2) jsou integrované plochy pod pikem z grafu DSC prvniho a druhého zahrivdni vzorku
AX. je podil krystalinity (v%) vzorki PCL vypocitanych podle druhého zahiivani

Na zakladé vyhodnoceni GPC analyzy byla pozorovdna vyznamnd zmeéna charakteru
distribuce molekulovych hmotnosti (Obr. 16). Vedle sniZzeni koncentrace vysoko-
molekularnich fetézcti nabyla elucni kiivka téméf monomodalniho charakteru. Mirny nartst
koncentrace nizkomolekularnich fetézct mohl byt dikazem aktivity mikroorganismu.

10000 4
8000 —— 14d
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7000 4 474
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Obr. 16: Vyhodnocent poklesu molekulové hmotnosti po mikrobidlni degradaci
V piipadé studie jak enzymatické tak mikrobidlni degradace byly zjiStény zmény hmotnosti

i molekulové hmotnosti vychoziho materialu naznaCujici uplatnéni enzymu-lipaz jako
depolymeraz tedy katalyzatora Stépeni esterovych vazeb v makromolekuldch. Dikazem
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uplatnéni enzymu bylo vyhodnoceni kontrolnich vzorki, u kterych se hmotnost zménila
pouze zanedbatelné (méné nez 1 hmot. %). Vyssi relativni hodnoty poklesu hmotnosti
¢i zmény molekulovych hmotnosti v ptipadé mikrobialni degradace mohly byt disledkem

uplatnéni dalsich faktort (fyzikalnich i chemickych) vedle vlivu samotného enzymu.

Vyhodnoceni zmény pocatecni krystalinity

Podil krystalické faze (krystalinita) ve studovaném polyesteru byl vyhodnocen pomoci
diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC) a to z druhého zahtivani. Vypocet z druhého cyklu
zahfivani byl zvolen z divodu smazani tepelné historie vzorkl v ramci pfetaveni v prabéhu
prvniho cyklu zahtivani. Soucasné byla z druhého cyklu vyhodnocena i T,. Vypocet
krystalinity byl proveden podle rovnice 1, kde AH,,’=139,5 J/g [51, 54]

Xc= AH m0 100 (rovnice 1)
AH m

AH,, = stanovena vnitini entalpie vzorku J/g
AH,," = referencni vnitini entalpie J/g — 7 literatury prevzatd hodnota krystalického PCL [54]

Vyhodnocené vysledky T, AHp,(1), AH,(2), které jsou uvedeny v Tabulkidch 1,2 jsou
zprumérmovanymi hodnotami ze dvou méfeni. Na Obr. 17 je uveden vzorovy DSC termogram
enzymaticky degradovaného vzorku.

2 =
34.45°C
37.11°C |
" 55.61J/g||
g 0 - 1.. _ ;
= — et b
= \"‘ |
= __
5 ] ss.02°c|| | prvni cyklus
£ ] 53.41Jg zahiivani
' 56 65°C
60.33°C
-2 76.58J/g
. 64.70°C
druhy cyklus
zahiivani
-3 . J T 1
-10 -50 0 50 100 150

Obr . 17 : Vzorovy DSC termogram vyhodnoceni enzymatické degradace po 42 dnech
Vychozi polymer pro enzymatickou degradaci mél hodnotu krystalinity 45 %, pro

mikrobialni 49 %. Na rozdil od pfedpokladaného trendu dosud publikovaného v literatufe byl
pozorovan u obou typt degradacnich experimentd postupny pokles krystalinity polymeru.
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U enzymatické v ponékud mensSim rozsahu (4 %—5,4 %—123 %) (Obr. 18) nezZ
u mikrobialni (6,5 %—13,1 %—20 %) (Obr.19).
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Obr. 18: Pokles krystalinity vzorku PCL vystaveného enzymatické degradaci
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Obr. 19: Pokles krystalinity vzorku PCL vystaveného Bacillus subtilis

Vseobecné je krystalinita vedle molekulové hmotnosti a jeji distribuce dominujicim
faktorem urcujicim degradabilitu polymeru. V dusledku selektivniho chovani mikroorganisma
prednostné dochéazi k degradaci v amorfni fazi [28, 55, 56,]. V naSem piipadé pokles
krystalinity jak u PCL vystaveného Bacillus subtilis tak i u PCL degradovaného komercnim
enzymem naznaCoval, Ze dochazelo k uplatiovani degradace krystalické faze PCL.
Vysvétlenim by bylo, Ze ke St€peni fetézci dochazelo v méné usporadanych oblastech
krystalické faze (smycky, ohyby fetdzct). Retézce, usporadané velmi blizko sebe, situované
v amorfni oblasti se mohly jevit jako krystalické a pfispivat tak k celkovému stupni
krystalinity polymeru. Béhem degradace pak doslo ke Stépeni amorfni ¢asti krystalické faze
na kratsi fetézce — oligomery, které byly nasledné vyplaveny z povrchu vzorku — pii vyméné
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enzymu, nebo v pfipadé mikrobidlni degradace asimilovany mikroorganismem jako zdroj
uhliku.

8. ZAVER

Cilem bakalafské prace bylo vypracovani metodiky biodegradacnich testd a provedeni série
experimentu se zvolenym mikroorganismem a enzymem. Jako testovany material byl pouzit
poly(e-caprolactone) (PCL) ptipraveny v Laboratofi Syntézy Polymerii. Polymerni vzorky
o vhodné molekulové hmotnosti byly ve formé folie o definovanych rozmérech, piipravené
procesem ,,solution casting®. Mira biodegradace byla vyhodnocena na zakladé hmotnostniho
ubytku, zmén molekulové hmotnosti, distribuce molekulovych hmotnosti, teploty tani,
krystalinity a povrchovych zmén zkoumaného materialu.

Degradacni experimenty byly vedeny jednak enzymaticky tj. za pouziti komercniho
enzymu (zdroj Aspergillus sp.) a jednak mikrobidlné pomoci baktérie Bacillus subtilis.
V obou pfipadech byl pozorovan hmotnosti ubytek, vyraznéj§i byl v pfipadé mikrobialni
degradace, kdy doslo k poklesu hmotnosti 0 10 hmot. % ve srovndni s enzymatickou kde za
stejnou Casovou periodu ubyla 3 hmot.%. Na zaklad¢ vyhodnoceni GPC analyz byl u obou
experimentl zaznamenan pokles molekulovych hmotnosti a to Ciselné-stiedni (M,)
i hmotnostné-stiedni (My) molekulové hmotnosti. Doslo k ubytku koncentrace niZe-
molekulamich fetézct. V piipadé kdy byly vzorky vystaveny ptusobeni Bacillus subtilis doslo
také ke snizeni koncentrace vysoko-molekularnich fetézct. Vyssi relativni hodnoty poklesu
hmotnosti ¢i zmény molekulovych hmotnosti v pfipadé mikrobialni degradace mohly byt
disledkem uplatnéni dalSich faktor (mechanickych, fyzikalnich i chemickych) vedle vlivu
samotného enzymu. Stupenl pocateCni krystalinity u enzymatické degradace klesl o 12,3 %
a u mikrobidlni degradace o020 %. Ke s§tépeni fetézci dochazelo nejspiSe v méné
usporadanych oblastech krystalické faze (smycky, ohyby fetézct), které piispivaji ke stupni
krystalinity polymeru.

Zmény T, byly v prubéhu obou experimentt nepatrné, mizeme je pricitat druhu pouzitého
enzymu nebo vlivu kultivacniho prostfedi. To je vSak pouze predpoklad, detailné;§i zkoumani
bude predmétem dalSich experimetu.

Na zaklad¢é mikroskopickych analyz bylo prokazano, Ze biotickd degradace PCL probihala
prednostné na povrchu pfipravenych filmi. Zmeény povrchu byly vyhodnoceny pomoci CLSM
a SEM. Vzorek v pifitomnosti enzymu lipazy z Aspergillus sp. vykazoval trhliny, které byly
situovany predevSim ve stfedu sférolitu a dosahovaly hloubky az 2,8 um. V piipadée
enzymatické degradace se da tedy predpokladat, Ze degradace probihala nejen na povrchu, ale
1 uvnitf vzorku.

Vzorky v pfitomnosti baktérie Bacillus subtilis vykazovaly po ukonceni degradacnich
experimentil také povrchové poruSeni a to do hloubky maximalné 0,7 um, z cehoz lze
usuzovat, ze degradace probihala zejména na povrchu vzorkd.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CLSM
DSC

PCL
PDMAEMA H"
PHB
PLA
PVB
ROP
SEM

Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie
Diferencni skenovaci chromatografie

Gelova permeacni chromatografie

Entalpie polymeru

Referencni entalpie

Masopeptonovy agar

Pocetn¢ stfedni molekulova hmotnost
Hmotnostn¢ stfedni molekulovd hmotnost
nutriéniho médium s pridavkem glukoézy a olivového
oleje

Poly(e-kaprolakton)
Poly(N,N-dimethylamino-2-ethylmethakryldt)
Poly(3-hydroxybutyrat)

Poly(mlécna) kyselina

Polyvinylbutyral

Ring-opening polymerization

Rastrovaci elektronova mikroskopie

Teplota tani

Tetrahydrofuran

Stuperi krystalinity polymeru
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11. SEZNAM POUZITYCH PRILOH

Priloha 1 Obr. 1: Tloustka filmu pro enzymatickou degradaci
Obr. 2: Tloustka filmu pro mikrobidlni degradaci

Priloha 2 Obr. 3: Snimek CLSM - radialni uspofadani lamel ve sférolitech
Obr. 4: Snimek CLSM - trhlina napfi¢ sférolity po 42 dnech mikrobidlni degradace

Priloha 3 Obr. 5: SEM snimky povrchu PCL filmt pfed a po enzymatické degradaci
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Priloha 1
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Obr. 1: Tloustka filmu pro enzymatickou degradaci
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Obr. 2: Tloustka filmu pro mikrobidlni degradaci
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Priloha 2
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Obr. 4: Obr. 3: Snimek CLSM — trhlina napric sférolity - po 42 dnech mik;"obidlnz’ degradace
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Priloha 3
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Obr. 5: SEM snimky povrchu PCL filmu (a) ptivodni vzork P (b)vzorek po 14 dne
po 14 dnech (f) po 28 dnech (g) po 42 dnech

ch(c) po 28 dnech (d) po 42 dnech (e) kontrolni vzorek
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