VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNI CHEMIE

INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

PRIPRAVA A POSOUZENI APLIKACNIHO POTENCIALU
BIODEGRADABILNICH FILMU NA BAZI KOPOLYMERU PHA

PREPARATION OF BIODEGRADABLE FILMS FROM PHA COPOLYMERS AND EVALUATION OF THEIR APPLICATION
POTENTIAL

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. Lenka Drotarova
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Petr Sedlacek, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2022



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani diplomové prace

Cislo prace: FCH-DIP1621/2021 Akademicky rok: 2021/22
Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie
Studentka: Bc. Lenka Drotarova

Studijni program:  Spotfebni chemie
Studijni obor: Spotfebni chemie
Vedouci prace: Ing. Petr Sedlacek, Ph.D.

Nazev diplomové prace:
Pfiprava a posouzeni aplikacniho potencialu biodegradabilnich film0 na bazi kopolymer( PHA

Zadani diplomové prace:

1. Zpracovat literarni reSerSi na téma i. moderni biomaterialové aplikace PHA aii. moznosti
ovlivnéni materialovych vlastnosti monomernim slozenim PHA.

2. Realizovat sérii kultivacnich experimentll za UCelem produkce PHA materiald s rlznym
monomernim sloZenim.

3. Pripravit modelové filmy kopolymernich PHA a stanovit jejich relevantni vlastnosti dle
pozadavku aplika¢nich oblasti, zvolenych dle vysledku literarni reSerse.

4. Na zakladé ziskanych experimentalnich dat zhodnotit potencial vyuZitelnosti kopolymernich
PHA materialt v oblasti vyvoje modernich biomateriald.

Termin odevzdani diplomové prace: 13.5.2022:
Diplomova prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplafl na sekretariat ustavu.
Toto zadani je soucasti diplomové prace.

Bc. Lenka Drotarova Ing. Petr Sedlacek, Ph.D. prof. Ing. Miloslav Pekar, CSc.
studentka vedouci prace vedouci Ustavu
V Brné dne 1.2.2022 prof. Ing. Michal Vesely, CSc.
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uc€eni technické v Brné / Purkyriova 464/118 / 612 00 / Brno



Abstrakt

Diplomova praca sa zaobera pripravou biodegradabilnych filmov na baze kopolymérov PHA
a naslednym prestudovanim ich materialovych vlastnosti. Hlavnym ciel'om prace je posudit
aplika¢ny potencial PHA kopolymérnych filmov v biomedicinskom priemysle. Teoreticka Cast’
prace sa zaobera charakterizaciou polyhydroxyalkanoatov aich kopolymérov, z hl'adiska
fyzikélnych vlastnosti, syntézy, biodegradacie ¢i PHA producentov. V literarnej reSersi
st popisané sucasné trendy v spracovani a vyuziti PHA v biomedicine. V experimentalnej Casti
prace bola prevedena kultivacia bakterialnych kmenov Aneurinibacillus sp. H1 a Cupriavidus
necator H16. Pocas kultivacie Aneurinibacillus sp. H1 boli pouzité rozne pomery substratov
glycerolu a1,4-butandiolu, v snahe ziskat kopolyméry P(3HB-c0-4HB) 0 ro6znom
monomérnom zlozeni. Pomocou extrakcie boli zo ziskanej biomasy vyizolované polymérne
filmy, ktoré boli charakterizované¢ pomocou metéd GC-FID, FTIR a SEC-MALS. Nasledne
boli vybraté kopolymérne filmy s obsahom 4HB 65,25 a 43,61 hm. % a homopolymérny PHB
film, ktoré boli podrobené uvolfiovacim experimentom. Na uvolfiovacie experimenty boli
pouzité lieCiva ibuprofén a kyselina acetylsalicylova, u ktorych bolo sledované uvolnovanie
z filmu do fyziologického roztoku pomocou UV-VIS spektroskopie. Na zaklade ziskanych dat
bol overeny aplika¢ny potencidl PHA kopolymérnych filmov ako nosi€ového systému
V biomedicinskom vyuziti.

Abstract

This diploma thesis deals with the production of biodegradable PHA copolymer fims and the
subsequent study of their material properties. The main goal of this thesis is to assess the
application potential of PHA copolymer films in the biomedical industry. The theoretical part
of the thesis deals with the characterization of polyhydroxyalkanoates and their copolymers,
in terms of physical properties, synthesis, biodegradation or PHA producers. The current
research in the processing and use of PHA in biomedicine is described in the literature search.
The cultivation of bacterial strains of Aneurinibacillus sp. H1 and Cupriavidus necator H16
was done in the experimental part. Different ratios of glycerol and 1,4-butanediol substrates
were used during the cultivation of Aneurinibacillus sp. H1, to obtain copolymers of P(3HB-
co-4HB) with a different monomer composition. Polymer films were isolated from the obtained
biomass by the extraction method and were characterized by GC-FID, FTIR and SEC-MALS
methods. Subsequently, copolymer films containing of 65,25 and 43,61 wt. % 4HB and
homopolymer PHB film were selected for release experiments. The drugs, ibuprofen and
acetylsalicylic acid, were used for release experiments, their release from the polymer film into
the physiological solution was monitored by UV-VIS spectroscopy. Based on the obtained data,
the application potential of PHA copolymer films as a carrier system in biomedical use was
verified.
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polyhydroxyalkanoaty, kopolymér, film, nosiCovy systém, uvoliiovanie lieCiva
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1 UVOD

Syntetické plasty, ako jedny z najviac vyuzivanych materialov vo svete, predstavuju zakladny
stavebny pilier nie jedného priemyselného odvetvia, ¢im sa stali neoddelitenou st¢ast’ou nasho
moderného Zivota. Vd’aka Sirokej Skale vlastnosti nasli aplika¢ny potencial v réznych smeroch
priemyslu. Predovsetkym st vyuzivané ako obalové materidly, flaSe, tasky, ktorych spotreba
V kazdodennom zivote je enormna, ¢im sa zvysSuje dopyt po ich vyrobe. So zvySujucou
sa vyrobou vSak dochddza k hromadeniu tychto syntetickych materidlov, v dosledku
nedostatocnej recyklacie. Degradacia syntetickych plastov trva niekol'ko desiatok az stoviek
rokov, ¢o ma za nasledok vyrazné znecistenie zivotného prostredia. Riesenim tohto problému
by mohlo byt’ nahradenie tychto syntetickych plastov za biologicky rozloziteI'né bioplasty.

Jednym zo zéstupcov spominanych biodegradabilnych plastov, st polyméry zo skupiny
polyhydroxyalkanoatov (PHA). PHA st produkované radom mikroorganizmov
prostrednictvom mikrobialnej fermentacie. Jedna sa 0 biomaterialy, ktorych vyznamnou
vlastnost'ou je predovsetkym biokompatibilita a biodegradabilita. Prave vd’aka ich prirodzene;j
stopercentnej rozlozitelnosti, si ziskali vel'ka pozornost’ vedcov po celom svete. Fyzikalne
vlastnosti homopolymérov PHA, vSak nie st tak rozmanité ako vlastnosti syntetickych
polymérov, ¢im sa zuzuje Skdla ich vyuzitia. AvSak vdaka dlhym Studovanim PHA
produkujucich mikroorganizmov, boli objavené rozne kopolyméry na baze PHA s vyznamne
lepSimi vlastnostami.

Zlozenie kopolymérov PHA zavisi na druhu produkujiceho mikroorganizmu, kultiva¢nych
podmienkach a pouzitom zdroji uhlika. Najva¢si vplyv na monomérne zloZenie kopolyméru
maju uhlikové substraty (resp. prekurzory), ktoré dokazu ovplyvnit’ nie len typ monoméru, ale
zmenou pomeru jednotlivych substratov je mozné ovplyvnit’ aj jeho percentualne zastipenie
vo vyslednom kopolyméry. Zmenou monomérneho zloZenia je mozné vyrazne ovplyvnit’ rdzne
fyzikalne vlastnosti polyméru, ako st napriklad teplota topenia, krystalinita, pruznost’ alebo
pevnost. Monomérnym zloZenim je taktiez mozné vyznamne zvysit’ teplotu degradacie, ¢im
sa signifikantne rozSiruje aplikaény potencial PHA.

Aplikacia PHA vsak nekonéi len v nahrade klasickych plastov v obalovych materialoch. Siroké
vyuZitie nachadzajii predovSetkym v biomedicine a farmadcii, kde st pouzivané na pripravu
Sijacich chirurgickych materidlov, obvdzovych a krycich materidlov, implantatov, tkanivovych
vyplni a iné. PHA polyméry vd’aka svojej Struktire, predstavuju taktiez vhodny material pre
nosi¢ovy systém s inkorporovanou lie¢ivou latkou. Liecivo, je tak vd’aka PHA nosi¢u mozné
transportovat’ priamo do cielového miesta, ¢im sa zvySuje G€innost’ jeho terapeutického ucinku.
Pomocou postupného uvolnovania lie¢iva, nie je potrebné opakované davkovanie, vd’aka comu
organizmus nie je namahany prijimanim vacsich davok aktivnej latky.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polyhydroxyalkanoaty

V dosledku  nepriaznivych  podmienok  vyskytujicich sa v zivotnom  prostredi,
sa mikroorganizmy snazia vyvazit nedostatok zivin napriklad tvorbou lipidovych inklizii,
ktoré sluzia ako rezervny zdroj energie a uhlika. Mikrobialnou fermentaciou sa vytvaraju
polymérne granule na baze polyesterov, ktoré sa akumuluju v cytoplazme bunky. Medzi
najcastejSie prirodzene produkované biopolyméry patria polyhydroxyalkanoaty, ale taktiez
aj kyselina polymliec¢na, kyselina polyjantarova a iné. Tieto biologicky degradabilné materidly
predstavuju vel’ky potencidl pri ndhrade petrochemickych plastov, ktorych zataz na zivotné
prostredie je ¢im d’alej zavaZnejSia.

2.1.1 Zakladna charakteristika a Struktura PHA

Z chemického hladiska st polyhydroxyalkanoaty (PHA) linearne polyestery 3-, 4-, 5- a 6-
hydroxyalkanovych kyselin, ktoré st akumulované vo forme granul (vid’ Obrazok 1) Sirokou
Skalou mikroorganizmov, ako su grampozitivne/gramnegativne baktérie, huby, kvasinky
¢i riasy [1]. Monomérne jednotky st spojené esterovou vazbou, kedy je karboxylova skupina
jednej podjednotky pripojend k hydroxylovej skupine druhej podjednotky. Syntéza PHA
je uniektorych mikroorganizmov prirodzena pocas fazy rastu (napr. Escherichia coli,
Alcaligens latus), u inych je zase podmienena limitujucimi podmienkami ako nedostatok
dusika, fosforu alebo kyslika, ¢i v prostredi v nadbytku uhlika (napr. Cupriavidus necator H16,
Pseudomonas oleovorans) [1, 2].

L

Proteiny PHA granule

P. putida KT 2440

¢ PHA syntaza & Phasin PhaF
<{ pHA depolymeriza %~ Phasin Phal

(:’ Acyl-CoA syntetaza (O Ostatné proteiny
Obrazok 1: Struktiira PHA granule [3]

Ako uz bolo zmienené vysSie, PHA sa v granulovej forme akumuluja v bunkovej cytoplazme
(vid® Obrazok 1), pricom velkost grantl sa pohybuje od 0,2 do 0,5 pum v zavislosti
na bakteridlnom kmeni a kultivacnych podmienkach. Moézu sa ukladat vo vysokych
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koncentraciach (az 90 hm.% suchej biomasy) a vdaka proteinovému obalu obsahujiceho
proteiny phasiny (vid’ Obrazok 1), nenaruSaji osmoticky stav bunky [2]. Na zaklade pocétu
uhlikov v monomérnej jednotke je mozné klasifikovat PHA do troch skupin. Prva skupina
predstavuje PHA s kratkym retazcom (scl-PHA, short chain lenght), obsahujuce 3—5 atomov
uhlika, napr. poly(3-hydroxybutyrat), poly(3-hydroxyvalerat). Do druhej skupiny patria PHA
so strednym retazcom (mcl-PHA, medium chain lenght), obsahujice 6-14 atdbmov uhlika, napr.
poly(3-hydroxyoktanoat. Tretiu skupinu tvoria PHA s dlhym ret'azcom (Icl-PHA, long chain
lenght), ktoré obsahujii viac 15 a viac atomov uhlika, napr. poly(3-hydroxypentadekanoat)
[2-5].

S dizkou ret'azca sa menia vlastnosti polyméru, kedy polyméry s kratkym retazcom maju tvrdy,
krehky, krystalicky charakter a ich teplota topenia je vySSia ako u polymérov so strednym
a dlhym retazcom, ktoré st zvyCajne midkké a elastické. Bolo potvrdenych viac ako
150 monomérnych jednotiek tvoriacich retazce PHA, pricom kazdd mé jedinecné
charakteristické vlastnosti a mieru biodegradability. Zlozenie monomérnych jednotiek je dané
druhom baktérie, typom PHA syntdzy katalyzujucej biosyntézu a substraitom, ktory
je pridavany do média (zdroj uhlika). Kombinaciou r6znych typov monomérov PHA je mozné
ziskat’ kopolyméry so Specifickymi vlastnostami pre konkrétne aplikacie, napriklad v medicine
alebo farmaceutickom priemysle [2-7].

2.1.2 Fyzikalne vlastnosti

Fyzikalne vlastnosti polymérov skupiny PHA sa liSia v zavislosti na ich monomérnom zlozeni,
vd’aka ¢omu vykazuju Siroky rozsah Specifickych vlastnosti, ktoré st vyuziteI'né v roznych
aplikaciach. Vlastnosti homopolymérov PHA, teda polymérov tvorenych jednym typom
monoméru, sa vo VicSine pripadov pohybuji v pomerne v uzkom rozpiti, na rozdiel
od kopolymérov, ktoré su tvorené viac ako jednym typom monoméru. Za najvacsiu prednost’
materialov na baze PHA sa urcite povazuje ich biodegradabilita a biokompatibilita, ¢im nie
st toxické ako k I'udskému organizmu tak aj k zivotnému prostrediu. Vo vSeobecnosti PHA
vykazuji podobné vlastnosti (elasticita, pevnost’ a iné¢) ako syntetické plasty na baze ropy (napr.
polypropylén, polyetylén). PHA polyméry nie st rozpustné vo vode, vd’aka ¢omu maji dobra
odolnost’ voc¢i vlhkosti, zatial ¢o su dobre rozpustné v organickych rozpustadlach,
predovsetkym v chloroforme a dalsich chléorovanych rozpustadlach. Na rozdiel od inych
bioplastov a petrochemickych plastov su stabilné vo¢i pdsobeniu UV Ziarenia. Modifikaciou
PHA pridanim inych monomérnych jednotiek je moZzné dosiahnut’ lepsSie mechanické
vlastnosti, ako napriklad elasticita ¢i bariérové vlastnosti. Monomérne zlozenie d’alej taktiez
ovplyviiyje biodegradaciu, pevnost’ v tahu, Youngov modul ¢i priestupnost’ vody alebo kyslika
(vplyv monomérneho zlozenia bude d’alej opisané v kapitole 2.2.2) [1, 2].

2.1.2.1 Mechanické a tepelné vlastnosti PHA

PHA su Ciasto¢ne krystalické materialy a mdzu sa chovat’ ako termoplasty alebo elastoméry.
Tepelné vlastnosti amorfnej fazy su popisané pomocou teploty skleného prechodu (Ty), zatial
¢o tepelné vlastnosti krystalickej fazy su popisané teplotou topenia (Tm) [1]. Teplota topenia
sa pohybuje od 40 do 180 °C v zavislosti na zvySujucom sa pocte atdmov uhlika v bo¢nom
retazci. Teplota skleného prechodu je v rozmedzi od -50 do 4 °C, ktora je na rozdiel od T
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nepriamo umerna dizke bo¢ného retazca, teda s rastiicim poétom uhlikov dochadza k poklesu
Tg. Teploty skleného prechodu scl-PHA maja nizsie hodnoty v porovnani s mcl-PHA a Icl-
PHA, na zaklade ¢oho sa u scl-PHA zvysuje ich krystalicky charakter (krystalinita v rozsahu
60-80 %) a krehkost. Mcl-PHA maju nizsiu krystalinitu (24 %), kvoli nepravidelnym
postrannym ret'azcom, ¢im sa zlepSuju ich elastomérne vlastnosti. V dosledku nizkej Tm mcl-
PHA, vsak tieto vlastnosti vykazuju len v izkom teplotnom rozsahu a pri teplote vyssej ako ich
Tm sa stavaju aplne amorfnymi [1, 2, 8, 9].

2.1.2.2 UV stabilita PHA

Na rozdiel od biologickej ¢i tepelnej degradéacie, fotodegradacia kopolymérov
a homopolymérov PHA nebola doteraz dostatocne prestudovand a existuje len vel'mi malo
Studii na tato problematiku. Poznatky o fotodegradacii st vSak rovnako potrebné, nakolko
sa PHA pouziva na pripravu réznych zdravotnickych pomdcok, vratane obvézovych a krycich
materidlov, ktoré st zvyCajne priamo vystavené slne¢nému Ziareniu. UV Ziarenie spdsobuje
v PHA sietovacie reakcie a Stiepne reakcie, ktoré su v tomto pripade prevladajuce. Bolo
zistené, ze po expozicii PHB UV ziarenim, dochadza k znizeniu molekulovej hmotnosti, teploty
topenia, k zhorSeniu reologickych (zniZzend viskozita) a mechanickych vlastnosti a zvySeniu
povrchovej krystalinity. Ukazalo sa ze, zvySena krystalinita na povrchu PHB bola zodpovedna
za oneskorenie biologickej degradacie. Akonahle vSak doslo k spotrebovaniu tejto vrchnej
vrstvy, doSlo k zlepSeniu degradacie, ¢o mohlo byt sposobené uz degradovanymi molekulami
vyskytujucimi sa pod touto vrstvou, ktoré sa nepremenili z amorfnej formy do formy krystalov.
Pésobenim UV tiez dochadza k morfologickym zmenam PHB, ako su praskliny na povrchu
¢i k zmenam zafarbenia polyméru [10].

2.1.3 Biosyntéza PHA

V stcasnosti bolo popisanych niekol’ko syntetickych drah (vid® Obrazok 2), prebichajtcich
Vv cytoplazme bakterialnej bunky, ktoré vedu k tvorbe PHA. Tieto syntetické drahy su v urcitej
miere spojené s mnohymi dolezitymi metabolickymi drahami, ako glykolytické
a pentozofosfatové drahy, Krebsov cyklus, biosyntézy a degradacie aminokyselin ¢i mastnych
kyselin [11].

Syntetickd draha |, charakterizovana pre syntézu poly(3-hydroxybutyratu), zacéina
kondenzaciou dvoch molekul acetyl-CoA z cyklu trikarboxylovych kyselin, katalyzovanou
B-ketotiolazou (PhaA), za vzniku acetoacetyl-CoA. Prostrednictvom NADPH-dependetnej
acetoacetyl-CoA-reduktazy (PhaB)je acetoacetyl-CoA nasledne redukovany na (R)-3-
hydroxybutyryl-CoA. V kone¢nom kroku tejto syntézy dochadza k polymerizacii monomérov
(R)-3-HB na PHB, ktora je katalyzovana PHA syntazou (PhaC) [1, 2, 12, 13].

Dalsia moznost syntézy je draha II, vktorej substraty pochadzaju z p-oxidaénej drdhy
mastnych kyselin, ktoré predstavuja zdroj uhlika pre PHA produkciu (vid’ Obrazok 2). Acyl-
CoA vzniknuty po B-oxidacii sa prevedie na 3-hydroxyacyl-CoA, ktory je za Gcasti enzymov
(3-ketoacyl-CoA reduktaza, epimeraza a (R)-enoyl-CoA hydrataza/enoyl-CoA hydrataza I)
a PHA syntazy schopny polymeriza¢nou reakciou tvorit PHA. Této synteticka draha bola
rozsiahlo Studovand prostrednictvom rdéznych mikroorganizmov, priCom len neddvno bola
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stanovena krystalova Struktura kl'aic¢ovych enzymov PhaA, PhaB a PhaC pomocou C. necator,
¢o vyznamne prispelo k pochopeniu mechanizmov syntézy PHA [1, 2, 12-14].

V ramci drahy III sa zGcastiuje enzym 3-hydroxyacyl-ACP-CoA transferaza a malonyl-CoA-
ACP transacylaza (vid' Obrazok 2). Medziprodukty ziskané z jednoduchych zdrojov uhlika
(glukodza, sachar6za), st konverziou prevedené z ich acylovej formy na CoA formu. Dochadza
k tvorbe 3-hydroxyacyl-ACP, ktory v d’alSom kroku je schopny tvorit’ 3-hydroxyacyl-CoA ako
prekurzor PHA. Mimo tieto tri zakladné syntetické drahy PHA existujt aj d’alSie zlozZitejsie
drahy biosyntézy roznych kopolymérov PHA (napr. poly(glykolat-co-3-hydroxybutyrat),
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat), ktorych sa zacastnuje Siroké spektrum enzymov
(napr. PhaCar syntaza) [1, 2, 12, 13].

Sw o ' 0 o

Ho ‘ Cukry \/Mastné kyseliny
>——{ Aminokyseliny T 1 R s

# o
\ RoivEBok /
Draha lll /Dréha 1 Drahalll
Malonyl-CoA <€ Acetyl-CoA Acyl-CoA
l FabD PhaA '
Malonyl-ACP Acetoacetyl-CoA 3-Ketoacyl-CoA  Enoyl-CoA
l PhaB
Acyl -ACP (S)-3-Hydroxyacyl-CoA
~. FabG (R)-3-Hydroxyacyl-CoA
FabG PhaJ
- 3-Ketoacyl -ACP
Enoyl-ACP y l e
(R)-3-Hydroxyacyl-ACP (R)-3-Hydroxyacyl-ACP
Fe PhaC PhaC
a a
(R)-3-Hydroxyacyl-CoA > P HA <€ (R)-3-Hydroxyacyl-CoA

Obrazok 2: Biosynteticke drahy vyroby PHA [1]

Kracovym prvkom syntézy sa PHA syntazy, ktoré katalyzuju polymerizacné reakcie
hydroxyacyl-CoA na PHA a vol'ny CoA. Syntazy je mozné klasifikovat’ do Styroch hlavnych
tried, na zéklade ich primarnych sekvencii, substratovej Specifickosti a zlozenia podjednotiek
[12]. 1. trieda predstavuje PHA syntazy zlozené iba z jednej podjednotky PhaC, teda tvoria
homodimér a syntetizujia PHA zloZzené z monomérov s kratkym retazcom. Do II. triedy patria
enzymy pozostavajuce z dvoch syntdz PhaCl a PhaC2, rovnako ako syntazy I. triedy tvoria
homodimér a prevazne syntetizujuce PHA so strednym retazcom [12]. Medzi syntazy III. a IV.
triedy patria enzymy zlozené z PhaC-PhaE a PhaC-PhaR, ktoré rovnako ako syntazy 1. triedy
uprednostituju syntézu PHA s kratkym retazcom. Pocas syntézy sa PHA skladaji do tvaru
granule, pricom hydrofobne retazce st orientované smerom k jadru, zatial’ ¢o enzymi phasiny
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a d’alsie proteiny st naviazané na povrchu granule. Prehl’ad jednotlivych enzymov spojenych
s metabolickymi drahami syntézy PHA a ich funkcie st popisané v Tabul’ka 1 [1, 2, 12, 13].

Tabulka 1: Enzymi spojené so syntézou PHA a ich funkcie [14]

Enzym Funkcia

PhaA Acetyl-CoA acetyltransferaza (B-ketotiolaza)

PhaB Acetoacetyl-CoA reduktaza

PhaC PHA syntaza

PhaE PHA syntaza (podjednotka PHA syntazy triedy I1I)

PhaR PHA syntaza (podjednotka PHA syntazy triedy 1V)

Phaz PHA depolymeraza

PhaP kontroluje velkost’ a pocet granil PHA, reguluje transkripciu phaC, podporuje
syntézu PHA

PhaF uloha pri intracelularnom umiestneni a segregacii grantl PHA pocas bunkového
delenia, reguluje transkripciu phaC

Phal vplyv na biosyntézu PHA (neznama konkrétna funkcia)

2.14 Biodegradacia PHA

S biosyntézou PHA vel'mi uzko suvisi aj biodegradacia, nakol’ko tieto dva procesy prebichaju
v bunke subezne. Ako uz bolo zmienené vyssie, jednou z najvyznamnejsich vlastnosti PHA
polymérov je ich biologickd odburatelnost. Pod pojmom degraddcia sa v tomto pripade
rozumie konverzia organickych latok na anorganické pdsobenim Specifickych enzymov.
Degradacia moze prebiehat bud’ pomocou intracelularnych PHA depolymerdz, ktoré
rozkladaji iba PHA granule v nativnej forme, alebo prostrednictvom extracelularnych PHA
depolymeraz, ktoré st schopné degradovat’ krystalické PHA uvolnené do prostredia [15].
V dosledku rozdielnej Struktry intracelularnych nativnych granal a extracelularneho
denaturované¢ho PHA, intracelularne depolymerazy nie su schopné hydrolyzovat extracelularne
PHA a naopak [15, 16].

Proces degradacie PHA prebieha v dvoch krokoch (vid’ Obrazok 3). V prvom kroku dochadza
k degradacii hlavného retazca na 3-hydroxyalkanovi kyselinu, monoméry a diméry alebo zmes
oligomérov prostrednictvom PHA depolymerdazy. Hydrolyza retazca modze prebiehat’
biologicky, pdsobenim mikrobialnych hydrolytickych enzymov, alebo abioticky, posobenim
Ziarenia, tepelnou degradaciou alebo chemickou hydrolyzou. V druhom kroku oligomér-
hydrolaza Stiepi oligoméry na monoméry a dochadza k premene produktov bunkového
metabolizmu na oxid uhli¢ity a vodu (v aerébnych podmienkach) alebo na oxid uhli¢ity, vodu
a metan (v anaerobnych podmienkach) [16]. V konkrétnom pripade vnutrobunkovej degradacie
PHB dochadza kuvolneniu kyseliny 3-hydroxymaslovej, ktora sa potom oxiduje
dehydrogenazou na acetoacetylCoA, ktory je nakoniec pomocou [-ketotioldzy premeneny
na acetyl-CoA [15-17].
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Krok 1: Degradacia hlavného retazca polyméru

Abioticka hydrolyza Biologicka hydrolyza

4 C CO
O A\ OO

Krok 2: Mineralizacia produktov rozkladu

CO:2, H0
00 o Wh 4
OO0 OO Biomasa

Hydrolyzat

Obrazok 3: Dvojkrokovy proces degradacie PHA [16]

Rychlost’ degradacie moze byt ovplyvnend druhom mikroorganizmu, typom PHA (¢i sa jedna
0 homopolymér alebo kopolymér), typom prostredia ¢i roznymi fyzikdlnymi faktormi.
Vo vSeobecnosti st PHA dobre rozloziteI'né ako v pdde, tak aj vo vodnom prostredi. Vel'kou
vyhodou PHA oproti inym bioplastom (napr. poly(butylénsukcinat-co-adipat),
poly(butylénadipat-co-tereftalat)) je ich vysoka odburatel'nost’ v morskej vode, pricom prave
morsky ekosystém je najviac poskodeny nerozloziteI'nymi petrochemickymi plastmi [15-17].

2.2 Kopolyméry na baze PHA

Aplikacia PHA homopolymérov je znacne ovplyvnena ich mechanickymi (vysoka krystalinita)
a tepelnymi vlastnost'ami (nizka tepelna stabilita), ¢im sa ich vyuzitie pomerne obmedzuje.
Zaucelom zlepsenia tychto vlastnosti pre vyuzitie materialu v SirSej Skale odvetvi, boli vyvinuté
stratégie modifikacie polymérov. NajbeznejSou metdodou modifikacie sa stala kopolymerizécia,
pocas ktorej dochadza vytvoreniu kopolymérov. Kopolyméry obsahuju dve alebo viac typov
monomérnych jednotiek, ktoré su navzdjom viazané kovalentnymi vdzbami. U vysledného
kopolyméru sa prejavi vplyv kazdého druhu monoméru, priCom je mozné jednoducho
regulovat pomer jednotlivych monomérov zmenou mnozstva substratov, v zavislosti
na pozadovanych finalnych vlastnostiach [18, 19].

2.2.1 Syntéza kopolymérov PHA

Syntézu kopolymérov na baze PHA je mozné previest dvoma hlavnymi spdsobmi. Prvym
sposobom je bakterialna metoda, teda syntéza pomocou mikrobialnej fermentacie. Druhym
pristupom vo vyrobe kopolymérov je syntéza pomocou rdéznych chemickych metod.

2.2.1.1 Bakteridlna fermentdcia

Ako uz bolo zmienené vyssie, kopolyméry PHA je moZné syntetizovat’ mikrobialne. ZloZenie
uréitého kopolyméru potom zavisi na pouzitom bakterialnom kmeni, spdsobu kultivacie, dizke
inkuba¢ného cCasu a zmene zdroju uhlika. Prikladom je poly(3-hydroxybutyrat-co-4-
hydroxybutyrat) [P(3HB-co-4HB)], ktory je mozné ziskat’ hlavne mikrobialnou fermentaciou.
Je zname, Zze P(3HB-c0-4HB) je syntetizovany radom baktérii, ako napriklad Cupriavidus
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necator H16, Azohydromonas lata, Comamonas testosteronii [18]. Frakciu 4-hydroxybutyratu
(4HB) je mozné zvysit’ pridanim substratov, ktoré Strukturalne suvisia so 4HB ako kyselina
4-hydroxymaslova, 1,4-butandiol, 1,6-hexandiol a y-butyrolakton [21]. Metabolicka drahu
intracelularnej syntézy P(3HB-co-4HB) z prekurzorov 1,4-butandiol, 1,6-hexandiol
znazornuje Obrazok 4 [18-23].

1,4-butandiol 1,6-hexandiol

i 6-hydroxyhexinova kyselina
4-hydroxymaslova kyselina
6-hydroxyhexanoyl-CoA

‘/\ Acetyl-CoA

4-hydroxybutyryl-CoA

4-hydroxybutyrat (S)-3-hydroxybutyryl-CoA Acetyl-CoA

Acetoacetyl-CoA

|

P(3HB-co-4HB) <«— 3-hydroxybutyrit «— (R)-3-hydroxybutyryl-CoA

Obrazok 4: Intracelularna syntéza P(3HB-c0-4HB) [23]

2.2.1.2 Chemické metody

Dalsim sposobom syntézy kopolymérov PHA st chemické metody. Rozne moznosti chemickej
syntézy mozu znacne znizit' vysoké finanéné néklady na pripravu, ¢o predstavuje najvacsie
obmedzenie pri nahrade klasickych plastov za bioplasty. Nenasytené bo¢né retazce PHA mozu
podstupovat’ rade chemickych reakcii ako napriklad oxidacia na karboxylova kyselinu alebo
alkohol, ¢i epoxidacia pomocou kyseliny m-chlorperbenzoovej (MCPBA) [18]. Kopolyméry
mozZu byt’ syntetizované cez oligoméry s karboxylovymi alebo hydroxylovymi koncami, ktoré
sa Ciastocne depolymerizuju za priebehu urcitej tepelnej alebo chemickej reakcie. Jednotlivé
oligoméry d’alej mozu byt spojené polykondenzaciou cez rozne ,,spojky*, ktoré predstavuji
¢inidla ako acylchlorid, tereftaloylchlorid, 1,6-hexametyléndiizokyanat (HDI) [18]. Dalgimi
chemickymi sposobmi pripravy kopolymérov su transesterifikacnd reakcia, chemické
a radiacné Stiepenie alebo polymerizacia otvorenim kruhu [18, 24].

2.2.2 Fyzikalne vlastnosti kopolymérov PHA

V podkapitole 2.1.2, boli vo vSeobecnosti popisané zakladné charakteristiky a fyzikalne
vlastnosti PHA, prevazne zamerané na homopolyméry PHA. Vzhl'adom na zameranie tejto
diplomovej prace st hasledujuce kapitoly zamerané konkrétne na kopolyméry PHA a na to, ako
monomérne zloZenie ovplyviuje vlastnosti vysledného polyméru.

Vlastnosti PHA zavisia na type pritomnych monomérnych jednotiek a ich obsahu, preto
kopolymerizaciou ré6znych monomérov v definovanom pomere je mozné ziskat’ kopolymér

14



s pozadovanymi vlastnostami. Ako uz bolo zmienené vysSie, najvicSou nevyhodou
homopolyméru PHB je jeho vysoky stupen krystalinity, spdsobeny kratkymi retazcami
s malym poctom atomov uhlika, Co vyrazne obmedzuje jeho vyuzitie v baliacich materialoch

¢1 v biomedicine. Modifikaciou polyméru je mozné vyrazne zlepsit’ jeho mechanické vlastnosti
[25].

Napriklad ~ kopolymér  poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) [P(3HB-co-3HV)]
je znamy svojimi vynikajlicimi mechanickymi vlastnostami s Youngovym modulom priblizne
1-5 GPa, je semikrystalicky, pevnejsi a flexibilnejsi [25]. S narastom obsahu 3HV nastava
pokles Tm (vid’ Tabul’ka 2), vd’aka comu je mozné pripravit’ filmy o roznej elasticite. Podobne
u kopolyméru P(3HB-c0-4HB) mechanické vlastnosti prevazne zdvisia na mnozstve 4HB
jednotiek. Uvadza sa, ze bakterialnou kultivaiciou Comamonas acidovorans na zmesi substratov
glukozy a 1,4-butandiolu je mozné pripravit’ kopolymér obsahujuci 0—-96 mol. % 4HB [26].
S narastom frakcie 4HB klesd stupenn kryStalinity, ¢im sa zvySuje pevnost v tahu
(vid’ Tabul’ka 2), a tym je kopolymér pevne;jsi a elastickejsi [27]. Dalsim prikladom je poly(3-
hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat) [PHBHHx] so zvySenym obsahom frakcie 3HB,
ma mechanické vlastnosti podobné vysoko hustotnému polyetylénu (PE) a polypropylénu (PP)
(pevnost’ a elasticita) [18]. Krystalinita U kopolyméru PHBHHx klesa so zvySujicim
sa obsahom frakcie 3-hydroxyhexanoatu (HHx) a vV porovnani shomopolymérom PHB
vykazuje lepsie elastomérne vlastnosti (vid’ Tabul'ka 2) [18, 24-27].

Tabulka 2: Tepelné a mechanické vlastnosti roznych PHA polymérov a kopolymérov [24]

PrediZenie Teplota
.. Youngov Pevnost’ . Teplota i
i ZloZenie pri . skleného
Polymér i modul v tahu . | topenia
kopolyméru pretrhnuti prechodu
[GPa] [MPa] Tm [°C]
[%0] Tq [°C]
PHB 3,54 40 3-8 173-180 5-9
P(4HB) 149 104 1000 53 -50
3 mol. % 3HV 2,9 38 N/A* 170 N/A*
P(3HB-co-
3HV) 14 mol. % 3HV 15 35 N/A* 150 N/A*
25 mol. % 3HV 0,7 30 N/A* 137 N/A*
10 mol. % 4HB N/A* 24 242 159 N/A*
P(3HB-co-
4HB) 64 mol. % 4HB 30 17 591 50 -35
90 mol. % 4HB 100 65 1080 50 -42

*N/A - hodnoty nie su dostupné

Aplikacie homopolymérnych PHA st obmedzené tzkym rozsahom tepelného spracovania
kvoli ich nizkej tepelnej stabilite. Kopolymerizaciou je mozné pripravit materidly o vyssej
tepelnej stabilite, ¢im sa ich vyuzitie vyrazne rozsiruje. Zmenou obsahu jednotlivych
monomérnych frakcii dochadza k zvySeniu/zniZeniu Ty, Tm €1 k zmene celkovej tepelnej
degradacie (Tmax). Tabulka 2 znazorfiuje zmeny tepelnych a fyzikalnych vlastnosti v zavislosti
na zlozeni kopolymérov. Teplota degradéacie je zvycajne v blizkosti teploty topenia. Pri jej
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dosiahnuti sposobuje vyrazné znizenie molekulovej hmotnosti, farebni zmenu a stratu
reologickych ¢i mechanickych vlastnosti. Dalsou moznostou vylepsenia fyzikalnych vlastnosti
(okrem zmeny primarnej Struktiry polymérneho retazca) je mieSanie polyméru s d’alSimi
zlozkami v polymérnych zmesiach alebo kompozitoch. Najlepsia tepelna stabilita pri
spracovani za vysokych teplot sa preukdzala u kopolymérov na béaze PHA/Skrob,
PHA/poly(butylénadipat-co-tereftalat) [PHA/PBAT] aza pridavku sietovacich Ccinidiel
(dikumylperoxid, triallyl izokyanurat) [25].

2.2.3  Poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)

P(3HB-co-4-HB) patri medzi najznamejsie kopolyméry skupiny polyhydroalkanoatov, ktory
je syntetizovany radom baktérii (napr. Cupriavidus necator, Rhodococcus rubber, Alcaligenes
latus, Comamonas acidovorans) v podobe vnutrobunkovych inklazii [28]. Prvykrat bol
objaveny u bakterialneho kmena Cupriavidus necator v roku 1988 [21]. Pre svoj vysoky
potencial vo vyuZiti, z ddvodu jeho priaznivych mechanickych vlastnosti a pre PHA tradi¢ne;j
netoxicity ¢i biokompatibility, sa stal predmetom zaujmu hned’ niekol’kych spolo¢nosti ako
napriklad Green Bioscience (Cina), Bio-On (Taliansko), PHB industrial (Brazilia), Meredian
(USA) ¢i Metabolix (USA), ¢im sa na trh uviedla aj jeho komer¢ne vyrabana forma [30].
Vzhl'adom na jeho priaznivé vlastnosti nachddza Siroké aplikaéné vyuzitie v réznych
priemyselnych odvetviach (biomedicina, spotrebnd chémia, obalové materidly, atd’.)
[21, 28-30].

Oproti PHB je P(3HB-c0-4-HB) znamy svojou vysokou flexibilitou, huzevnatostou
a predovsetkym dobrou spracovatel'nost’ou, za ¢o je zodpovedny pritomny 4HB monomér. Ked’
dochadza ku krystalizacii kopolyméru, monoméry 4HB su vylucené z krystalovej mriezky, ¢im
sa znizuje schopnost’ krystalizacie PHB [31]. VSetky tieto vlastnosti polyméru je mozné
regulovat’ obsahom 4HB frakcie. S jej zvySenim dochadza poklesu Youngovho modulu, Tm, Tg
a zvysuje sa predizenie pri pretrhnuti a teplota tepelnej degradacie (vid’ Tabulka 2) [31]. Ako
termoplasticky materidl je mozné polymér spracovat’ metdédami ako extrizia, vstrekovanie,
lisovanie alebo v poslednej dobe aj 3D tlac [31, 32].

Z1¢é reologické vlastnosti, postupnd zmena fyzikalnych vlastnosti s ¢asom, ¢i nedostatocna
tepelnd stabilita si vaznym problémom P(3HB-c0-4HB) pri jeho komerénom vyuziti.
Modifikaciou kopolyméru P(3HB-c0-4HB) zmieSanim s inymi polymérmi, ako st napriklad
polylaktid, poly(butylénsukcinat), ¢i s d’al§imi sietovacimi ¢inidlami, predstavuje sl'ubnu cestu
k vyrobe materialov s eSte priaznivejSimi vlastnostami, a tym sa zvysi aj ich vyuzitelnost
v roznych odvetviach priemyslu [33].

2.2.4  Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)

Dal§im znamym zistupcom zrady kopolymérov PHA je Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat) [P(3HB-c0-3HV)]. Medzi mikroorganizmy schopné produkcie P(3HB-co-
3HV) patria bakterialne kmene ako rekombinatna Escherichia coli a Cupriavidus necator [34].
Vdaka jeho vynikajucim biokompatibilnym a biodegradabilnym vlastnostiam ma velky
potencial v ndhrade za petrochemické plasty. Aplikdciu nachadza predovsetkym v biomedicine,
kde je vyuzivany ako nosi¢ovy systém na uvolfiovanie lie¢iv, nakol’ko v biologickom médiu
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degraduje pomalsie ako napriklad PHB [35]. Dalej sa vyuZiva na pripravu chirurgickych
Sijacich materialov, tkanivovych naplasti ¢i implantatov [36]. Okrem toho tento material
nachadza pouzitie aj v inych priemyselnych odvetviach, kedy je pouzivany napriklad k priprave
obalovych materialov (tasky, nadoby), v elektronike ¢i automobilovom priemysle [34-37].

Ako uZ bolo zmienené vysSie, v porovnani spracovatelnosti PHB a P(3HB-c0-3HV),
termoplasticky kopolymér P(3HB-c0-3HV) vykazuje vyrazne lepSie mechanické vlastnosti.
Ako je mozné vidiet v Tabulke 2, teplota topenia P(3HB-co-3HV) je nizSia ako PHB
a Srasticim obsahom monoméru HV klesa. Hodnoty Youngovho modulu (2,9-0,7 GPa)
si celkovo nizsie ako u homopolyméru PHB a klesaju so zvySujicim sa obsahom HV, ¢im
dochddza k vzniku menej pevného materidlu. Stupenn kryStalinity zavisi na pomere
monomérnych jednotiek v kopolyméri. Monomér HV sposobuje defekt kryStalov PHB lamiel,
¢o vedie k naruseniu krystalinity PHB [2]. Miera krystalinity taktiez ovplyviiuje aj transportné
vlastnosti. S rasticim obsahom frakcie HV, teda dochadza k vzniku amorfnejsej Struktiry, cez
ktor mozu molekuly aktivnych latok difundovat’ jednoduchsie [35]. VSeobecne sa okrem toho
vyznacuje priaznivymi vlastnost'ami kyslikovej bariéry, vysokou viskozitou v kvapalnom stave
¢i odolnostou voc¢i UV ziareniu [2, 35-37].

2.3  Modelové mikroorganizmy produkujice PHA

Siroké vyuzivanie komeréne vyrabanych plastov na baze PHA je vo velkej miere obmedzené
vysokymi ndkladmi na produkciu. Preto sa na syntézu PHA ¢im d’alej tym viac vyuzivaja
mikroorganizmy, ktoré produkuji PHA procesom mikrobidlnej fermentacie. Velké mnozstvo
bakterialnych kmenov prirodzene produkuje PHA ako vnutrobunkové inkluzie. Nakol'ko
je bakteridlna produkcia PHA podporena za uréitej substratovej limitacie, teda nie
st potrebné vel'ké koncentracie uhlikovych ¢i dusikovych zdrojov v médiu, je mozné naklady
na pripravu znizit. Roézne $tadie ukazali, Ze mikroorganizmy dokézu vyuzivat' aj lacné
obnovitel'né uhlikové substraty, ako st rastlinné a zivocisne oleje ¢i pouzité odpadové oleje,
¢o vyznamne prispieva k zniZzeniu vyrobnych nakladov. Tieto zdroje uhlika sa dokonca ukazali
ako vel'mi vyhodné pre bakteridlnu fermentaciu, nakol’ko ziskand biomasa obsahovala vysoké
vytazky PHA. Medzi mikroorganizmy produkujuce PHA patria bakteridlne kmene ako
Cupriavidus necator, Alcaligenes latus, Azotobacter sp., Aneurinibacillus sp., Aeromonas
hydrophila, Halomonas boliviensis a mnoh¢ d’alsie [38-41].

2.3.1 Bakterialny kmen Cupriavidus necator H16

Medzi najznamejSich a najviac Studovanych producentov PHA patri bakteridlny kmen
Cupriavidus necator H16. Jedna sa o podny mikroorganizmus patriaci do skupiny
gramnegativnych baktérii. Na bakteridlnu produkciu PHA je vyuzivany najmi vd’aka jeho
vysokej akumulécii polyméru, a to az do 90 hm. % zo suchej biomasy. Pocas fermentacie
je schopny vyuzivat lacnejsie zdroje uhlika ako st organické zvysky, odpadova voda ¢i pouzité
rastlinné oleje [42, 43].

VSestrannost' vyuzitia C. necator H16 spociva aj vjeho schopnosti syntézy roznych
kopolymérov, kedy vyberom vhodnych prekurzorov je mozné zakorporovat do PHB retazca
monomérne  jednotky  napriklad  4-hydroxybutyratu,  3-hydroxyvaleratu  alebo
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3-hydroxyhexanoatu. Prekurzory pre bakterialnu syntézu poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyhexanoatu) [PHBHHX] mo6zu byt napriklad rastlinné oleje (palmovy, avokadovy olej),
namiesto drahych zlic¢enin ako napriklad hexanoat sodny [44]. Relativne vysoky obsah HHx
(18 mol. %) v kopolyméri PHBHHx vyprodukovaného C. necator H16, sa podarilo ziskat
za pouzitia palmového oleja, ako jediného zdroja uhlika pocas kultivacie. V d’al$ej stadii z roku
2021, bol vyprodukovany kopolymér so 17 mol. % HHx s vyuzitim uhlikovych zdrojov
fruktozy a repkového oleja [45]. Ako prekurzory pre za¢lenenie 4HB monomérov do PHB
retazca st Casto vyuzivané substraty ako 1,4-butdndiol, e-kaprolaktéon ¢i 1,6-hexandiol.
Z uvedenych prekurzorov viedol k najvyssiemu obsahu 4HB (68,89 mol. %) e-kaprolakton,
no vytazok biomasy bol pomerne nizky (0,22 g/l). Najefektivnejsie sa ukdzal 1,6-hexandiol,
kedy bol stanoveny obsah 4HB na 34,35 mol. %, priCom obsah biomasy bol 2,64 g/l [46].
V danej stadii sa pomocou C. necator H16 taktiez podarilo syntetizovat’ terpolymér
s obsahovom jednotiek 3HB, 4HB a 3HV, pricom ako prekurzor pre 3HV bola pouzita kyselina
propionova a valérova [44-46].

2.3.2 Bakterialny kmen Aneurinibacillus sp. H1

Dalsim PHA-syntetizujicim bakteridlnym kmetiom je Aneurinibacillus sp. H1. Jedna
sa 0 pomerne novy mikroorganizmus, ¢o sa tyka jeho biotechnologického vyuzitia pri produkcii
PHA. Aneurinibacillus sp. H1 patri medzi zastupcov termofilnych grampozitivnych baktérii,
s optimalnym rastom pri 50 °C, nakolko sa jednd o termofilny mikroorganizmus. Pocas
kultivacie Aneurinibacillus sp. H1, su vyuzivané rozne zdroje uhlika ako glycerol, glukoza,
fruktoza ¢i galaktoza. Jeho vysoky potencial v produkcii PHA spociva predovsetkym v jeho
schopnosti syntetizovat’ rozne kopolyméry ¢i terpolyméry na baze PHA [47-49].

Podrla zvoleného prekurzoru je bakteridlny kmen schopny syntetizovat’ kopolyméry obsahujuce
monomérne jednotky 3-hydroxybutyratu, 4-hydroxybutyratu a 3-hydroxyvaleratu. Bolo
zistené, ze zmenou mnozstva pridaného prekurzoru je mozné regulovat monomérne zlozenie
kopolyméru, a tym ovplyvnit’ jeho Strukturne a fyzikalne vlastnosti [47]. Ako prekurzory pre
syntézu monomérov 3HV sa zvyCajne pouzivaju latky ako kyselina levulova, kysleina
propionova, n-propanol a valerat. V stadii z roku 2020, kde boli baktérie Aneurinibacillus sp.
H1. kultivované za pouzitia tychto substratov, sa z danych prekurzorov najlepsie ukazal valerat,
kedy pri jeho pouziti bol pripraveny kopolymér P(3HB-c0-3HV) s pomerne vysokym obsahom
3HV, a to 66,62 mol. % [48]. Prekurzory pre syntézu kopolyméru s obsahom monomérov 4HB
st zvyc€ajne 1,6-hexandiol, y-butyrolakton a 1,4-butandiol, s pouzitim ktorych boli pripravené
kopolyméry s obsahom 4HB 63,35 mol. % (y-butyrolakton) a 79.91 mol % (1,4-butandiol)
[47-50].

2.4  Aplikacia polyhydroxyalkanoatov v medicinskom priemysle

Biologicky odburatel'né PHA materidly sa v medicinskom sektore zacali vyuzivat
uz v 70. rokoch 20. storocia, kedy sa v roku 1974 prvykrat na trhu objavil chirurgicky Sijaci
materidl Vicryl vyrobeny z biopolymérov. Od tej doby sa vyuzitie PHA v medicine rozrastlo
takym spdsobom, Ze v sucasnosti je mozné najst’ na trhu radu réznych produkty vyrobenych
z PHA ako napriklad chirurgické svorky, skrutky, $ijaci material, obvizy, naplasti, vaskularne
protetické implantaty, chirurgické sietkové endoprotézy, umelé srdcové chlopne, nosicové
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systémy pre uvolfiovanie lieCiv ainé. Obrazok 5 zobrazuje rdzne bioresorbovatelné
zdravotnicke pomocky, na ktorych vyrobu boli pouzité materialy na baze PHA polymérov [51].

G D E

Obrazok 5: Bioresorbovatelné zdravotnicke poméocky vyrobené z PHA materidlov: A) stehy, B) skrutky
na fixaciu kosti, C) dlahy na fixaciu kosti, D) koronarny stent, E) tkand endoprotéza pre
hernioplastiku, F) fistulova endoprotéza koloproktologické aplikacie, G) sietovand endoprotéza pre
hernioplastiku, 1) svorka na svorkovanie koze, J) membrana na opravu defektov mékkych tkaniv [51]

Vysoky potencial PHA materidlov v medicine spoc¢iva predovsetkym v ich dvoch poprednych
vlastnostiach, ktoré su biokompatibilita a biodegradabilita. Biokompatibilita je jednym
Z najdolezitejSich parametrov materidlu, kedze medicinske pomocky nesml predstavovat’
ziadne riziko pre organizmus, musia byt netoxické a nemoZzu spdsobovat ziadne zdvazné
imunitné reakcie. DalSou poprednou vlastnost'ou je ich stopercentna biologicka odburatelnost’,
vd’aka ktorej v organizme ani Vv prirode nezostavaju ziadne toxické produkty rozkladu,
na rozdiel od syntetickych plastov [51, 52].

241 Nosic¢ové systémy pre uvolnovanie lieciv

Kinetika degraddcie umoziiuje vyuzitie polymérov aj ako nosicové systémy s riadenym
uvolnovanim lieCiv ako antibiotikd, analgetika, protinadorové lieciva a pod. PHA je mozné
spracovat’ do podoby micel, mikrokapsul, nanocastic, filmov, hydrogélov a poréznych matric
(vid’ Obrazok 6), do ktorych je nasledne inkorporovana lie¢iva latka [52].
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Obrazok 6: Priklady spracovania PHA matric pre nosicové systémy [52]

Aktivna latka je inkorporovana do PHA matrice, ktora sa po urcitom ¢ase degraduje a posobi
ako davkovac¢ aktivnej latky v cielovom mieste. Boli opisané rozne metédy enkapsulacie,
pricom vyber danej metddy zavisi na povahe aktivnej molekuly, vlastnostiach polymérneho
materialu a diZke &i type lie¢by [53]. Proces enkapsulacie lie¢iva do PHA matrice znézortiuje
Obrazok 7, kde dochédza k naviazaniu molekuly lie¢ivej latky na PHA polymér fizovany RGD
peptidom (najbeznejSia aminokyselinova sekvencia zodpovedna za bunkova adhéziu
k extracelularnej matrici) a naslednému zapuzdrovaniu vytvorenim micely. Na enkapsulaciu
hydrofilnych molekul sa typicky vyuziva metoda dvojitej emulzie voda/olej/voda (W/O/W),
nasledovand extrakciou a odparenim rozpusStadla. Hydrofébne latky st naopak zapuzdrené
do hydrofébnych micel sposobom emulzie olej/voda (O/W), kedy lie¢ivo je zriedené roztokom
organického rozpustadla a hydrofobneho polyméru, pricom je organické rozpustadlo nasledne
odparené [52, 53].
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Obradzok 7: Proces enkapsuldcie lie¢iva do PHA matrice [54]

Amfifilné nanocastice blokovych kopolymérov PHA moé6zu dodavat presni davku aktivnej
latky na Specifické miesto (napr. nador) po trvalé ¢asové obdobie, ¢im sa eliminuju vedl'ajsSie
ucinky spojené s viacnasobnym davkovanim liec¢iva do organizmu. V dosledku defektnej
a presakujucej Struktury ciev nadoru, mézu polymérne nanocastice l'ahko difundovat
do nadorovych tkaniv. Rychlost difuzie viak zavisi na molekulovej hmotnosti. Cim
su Castice vacSie a tazSie, tym horSie budu prestupovat membranami, ¢o modze sposobit’
neefektivnu terapeuticka liecbu. Pre ucinnejSie uvolfiovanie lieciv, je preto vhodné pouzivat
nanocastice s mensim priemerom pripravené z nizko molekularnych PHA polymérov [55].

Uvolnovanie lieciv z PHA matric bolo §tudované in vitro pomocou réznych typov lieciv ako
napriklad tetracyklin (Sirokospektralne antibiotikum), rifampicin (antituberkulotikum),
gentamicin (Sirokospektralne antibiotikum), sulperazon (Sirokospektralne antibiotikum),
rubomycin (protinadorové lieivo) a tramadol (opioidné analgetikum). Kinetika uvolfiovania
sa najCastejSie analyzuje inkorporovanim farbiv ako rhodamin B izotiokyanat, metylenova
modra alebo nilska Cerven, do Struktury nanocastice a naslednym pozorovanim uvolnenia
konkrétneho farbiva do prostredia/roztoku [52].

PHB sa ukdazal ako vel'mi naddejny vo vyvoji materidlov na pripravu nosicov, nakol’ko jeho
degradacia vedie k tvorbe monoméru kyseliny D-(-)-3-hydroxymaslovej, ktora sa prirodzene
vyskytuje v krvi [53]. Napriek jeho vyhodnym vlastnostiam je vSak vyuzitie PHB znacne
obmedzené kvoli jeho vysokej tuhosti a kryStalinite. RieSenim tohto problému, ako uz bolo
spomenuté vyssie, sa stali prave kopolyméry na biaze PHA, vdaka svojim vylepSenym
biofyzikalnym vlastnostiam. Na pripravu nosi¢ovych systémov boli pouzité dvojblokové
kopolyméry ako poly(hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat), poly(3-hydroxybutyrat-co-4-
hydroxybutyrat), poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyoktanoat) a poly(3-hydroxybutyrat-co-
3-hydroxyhexanoat) [52-56].
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2.4.2 Biomaterialy v tkanivovom inZinierstve

Biomaterialy, tiez zname ako ,,scaffoldy pripravené¢ z PHA biodegradabilnych materialov,
sa vyuZivaju v inZinierstve makkych (koZa, Slachy, krvné cievy) aj tvrdych tkaniv (kosti,
chrupavky). Biofyzikidlne a mechanické vlastnosti PHA leSenia prispievaju k oprave
tkanivovych defektov a napomahaju ich regeneracii [52].

U tvrdych tkaniv bolo zistené, ze faktor napomahajuci oprave defektu, je krystalinita polyméru,
ktord sa prejavuje pri interakcidch PHA s chondrocytmi chrupavky, pricom matura¢na
diferenciacia chondrocytov je priamo ovplyvnena mnozstvom PHB [52]. V mieste defektu
PHB priamo napomaha k tvorbe kostnej chrasty, ktora sa vyformuje do nového kostného
tkaniva a nasledne dojde k jej spojeniu s okolitym povodnym tkanivom. Samotné PHB vsak
nema dostatocné osteogénne vlastnosti, preto je potrebné zaclenenie Specifickych
anorganickych/organickych zlucenin, ako hydroxyapatit (HA), bioaktivne sklo (BG) a alginat
(ALG) [57]. Bolo zistené, ze zmes P(HB-c0o-8%HV)/HA (30% hm./hm.) ma pevnost’ tlaku
totozna s pevnostou l'udskej kosti (62 MPa), nevyvolava zapalovi odpoved’ a podporuje
mineralizaciu tkaniva [58]. Elektricky zvlakinované skelety z P(3HB-c0-4HB) s vynikajucou
biokompatibilitou, podporujii bunkovi adhéziu a proliferdciu bez cytotoxicity a Vv Stadiach
in vivo bolo zistené, ze napomahaju oprave calvarialnych defektov u potkanov [52, 57-59].

Vseobecne najucinnej§im spdsobom ako urychlit' hojenie povrchovych rdn je pouzitie
obvidzovych materidlov ¢i biomedicinskych scaffoldov. LeSenia pripravené tkanivovym
inzinierstvom podporuju proliferaciu a diferencidciu buniek a napomahaji k oprave kozného
defektu [57]. Konkrétne vlaknité membrany z P(3HB-c0-4HB) pripravené elektrostatickym
zvlaknovanim, sa ukazali ako vhodné obvdzové materialy, nakol’ko dochadzalo k podporeniu
angiogenézy a znizeniu zapalu v mieste defektu, ¢im sa podporilo hojenie rany [57]. V d’alsej
stadii z roku 2016 sa skumalo aj zaclenenie kolagénovych peptidov do membran P(3HB-co-
4HB) pre zlepSenie zmacavosti povrchu a rastu buniek. Kolagénové peptidy mali pozitivny
vplyv na kontrakciu rany, ¢im doslo k jej rychlejSiemu uzavretiu [57, 60].

2.5 Sucasné trendy vo vyuziti PHA v biomedicine

Ako uz bolo zmienené vysSie, PHA materialy patria v dne$nej dobe k jednym z najviac
skimanych biopolymérov. Vzhl'adom k téme tejto diplomovej prace, bola spracovana literarna
reSers, v ktorej je uvedenych niekol’ko §tadii o aplikacii PHA v medicinskom odvetvi.

Faisalina a kol. sa vo svojej praci zamerali na pripravu nanocastic z kopolyméru P(3HB-co-
4HB), do ktorych bolo naddvkované protirakovinové liecivo docetaxelom (DCX). V §tudii boli
pouzité tri kopolyméry s rdznym obsahom frakcie 4HB (16; 30; 70 mol. %). Nanocastice boli
pripravené pomocou metody emulgédcie a nasledného odparenia rozpustadla. Pripravené
nosi¢ové systémy vykazovali priemernt velkost’ ¢astic 140—-180 nm a mali hladky povrch,
na ktorom neboli pripojené Ziadne volné kryStaly lieCiva. Pri optimalizacii sa ukdzali ako
najucinnejSie nanocastice pripravené z kopolyméru P(3HB-c0-70%4HB) s pridavkom
stabilizatora polyvinylalkoholu (PVA). Ug¢innost enkapsulicie u tychto nanoéastic bola
az 50 % a nadavkovanie lieciva bez agregacie bolo mozné do pomeru lie¢ivo/polymér 30 %.
Vysledky ukazali, Ze nizke pomery lie¢ivo/polymér (30 %) vedt k predizeniu uvoliovania
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V porovnani s typickymi nosi¢ovymi systémami, kedy po 7 diioch doslo k uvolneniu 60 %
lie¢iva. Naopak u vysokych pomerov lie¢ivo/polymér doslo k urychleniu uvoliiovania, pri¢om
k Gplnému uvolneniu doslo uz po 48 hodinach [61].

Zatial’ ¢o v $tadii pod vedenim Bazzo akol. boli pripravené nosi¢ové systémy v podobe
mikrokapsul na baze kopolyméru pozostavajuceho z P(3HB-c0-3HV) a kyseliny polymlie¢nej
(PLA). Do tychto nosicovych systémov bol inkorporovany ibuprofén, priCcom sa sledovalo
uvolfiovanie lie¢iva. Cielom $tiidie bolo prediZenie doby uvoliovania lie¢iva v testoch in vitro
a in vivo. Na pripravu mikrokapstl bola pouzita technika odparovania rozpustadla z emulzie
O/W, pricom sa ukopolyméru menil pomer jednotlivych frakcii. V testoch in vitro
sa na zéklade profilu rozpustania ukézalo, e najlepsie vysledky z hladiska predizenia
uvolmovania vykazoval kopolymér o zloZeni 30 mol. % P(3HB-co-3HV) a 70 mol. % PLA.
V testoch in vivo u potkanov sa pri analyze krvi ukazalo, Ze koncentracia ibuprofénu vo forme
Cistého lieciva dosiahla maximalnej hladiny po 1-2 hodinach od podania lieciva. Pri pouziti
P(3HB-c0-3HV)/PLA mikrokapsul, doslo k uvolneniu malého mnozstva pocas prvych dvoch
hodin a maximalna hladina sa dosiahla po 6 hodinach od podania [62].

Dalgia $tadia zabyvajica sa uvolfiovanim lie¢iva, bolo prevedena Sendil a kol., ktori sledovali
model uvolnovania lieiva z nosi¢ovych systémov pripravenych z mikrobidlneho kopolyméru
P(3HB-c0-3HV) s r6znym obsahom frakcie HV. Ako lie¢ivo inkorporované do systému bol
pouzity tetracyklin. Jednd sa o Sirokospektralne antibiotikum u¢inné proti mnohym
mikroorganizmom, stvisiacich s parodontdlnym ochorenim. Pre charakterizaciu procesu
uvolfiovania bola pouzitd jeho kysla aj neutralizovana forma. Mikrokapsule boli pripravené
metodou emulzie W/O/W a nésledne boli pozorované ich vlastnosti ako ucinnost’ enkapsulacie,
model uvol'novania a morfoldgia. Bolo zistené, ze tcinnost’ enkapsulacie bola znacne vyssia
u neutralizovanej formy (51,9-65,3 %) ako u kyslej (18,1-30,1 %), v dosledku nerozpustne;j
formy lieCiva, vd’aka Comu je do systému mozné nadavkovat’ vacsie mnozstvo aktivnej latky.
PrediZenie uvoliovania bolo pozorované u neutralizovanej formy, u ktorej profil uvol'iovania
bol zna¢ne pomalsi, pricom kinetika uvol'movania nezodpovedala kinetike nultého radu [63].

Okrem nosicovych systémov sa nedavne Stadie v aplikacii kopolymérov PHA zamerali
aj na obvézové materialy. Volova a kol. sa vo svojej praci zamerali na pripravu hybridnych
obvidzov za pouzitia dvoch biomaterialov: bakterialnej celulozy (BC) a P(3HB-co-4HB).
Skonstruované membrany boli impregnované ré6znymi lie€ivami, podporujiicimi hojenie ran.
V testoch in vitro sa ako najefektivnejSia pre rast fibroblastov ukazala membrana BC/P(3HB-
C0-4HB) s inkorporovanym lie¢ivom aktoveginom. V testoch in vivo boli skamané 2 typy
obvizov: BC/P(3HB-co-4HB)/aktovegin a BC/P(3HB-co-4HB)/fibroblasty. Proces hojenia ran
bol sledovany na laboratérnych zvieratdich s modelovymi popaleninami koze III. stupna.
Vysledky ukazali, Ze plocha rany uzavretej obvizom BC/P(3HB-co-4HB)/aktovegin sa po 14
diloch zmensSila na 7,3 % =z poOvodnej plochy apri pouziti obvizu BC/P(3HB-co-
4HB)/fibroblasty doslo k zmenSeniu na 9 % povodnej plochy. Obvizy z biomateridlov
sa ukézali ako ovel’a ti€innejSie v podporovani hojenia ran ako komeréné obvézy, nakol'ko pri
kontrolnych testoch s komer¢nym obvdzom VoskoPran, doslo po 14 diloch k zmenSeniu rany
len na 30,6 % povodnej plochy [64].
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3

3.1

3.11

EXPERIMENTALNA CAST
Pouzité mikroorganizmy, chemikalie a pristroje

Pouzité mikroorganizmy

Pri prevadzani experimentalnych pokusov bol pouzity bakteridlny kmen Aneurinibacillus
sp. H1, ktory je patentovany na Fakulte chemickej VUT a bakteridlny kmen Cupriavidus
necator H16 CCM 3726 ziskany z Ceskej zbierky mikroorganizmov, Brno, Ceské republika.

3.1.2

Pouzité chemikalie

Acetylsalicylova kyselina, Sigma Aldrich, DEU

Acylpyrin, Herbacos Recordati s.r.o0., CZE

1,4-Butandiol, Sigma Aldrich, DEU

Citrat zelezito-amonny, Fluka, CHE

Dihydrogénfosfore¢nan draselny, Lach-Ner, CZE
Dodekahydrat hydrogénfosfore¢nanu sodného, Lach-Ner, CZE
Dusi¢nan amoénny, Lach-Ner, CZE

Etanol 99,8%, Lach-Ner, CZE

D-fruktoza, Lach-Ner, CZE

Glycerol, Lach-Ner, CZE

Heptahydrat siranu hore¢natého, Lach-Ner

Ibuprofén, Sigma Aldrich, DEU

Izopropylalkohol, Lach-Ner, CZE

Chlorid vapenaty, Lach-Ner, CZE

Chloroform, Lach-Ner, CZE

Nutrient Broth, HiMedia, IND

Siran amoénny, Lach-Ner, CZE

Trypton, Sigma Aldrich, DEU
Pouzité pristroje

Analytické vahy, Ohaus Pioneer PA224C

ATR-FTIR, Thermo Scientific, Waltham iS50

Centrifuga, Sartorius Sigma 1-14

Centrifuga, Hettich EBA 200

Laminarny box Aura mini, BioAir Instruments - Euroclone
Magneticka mieSacka bez ohrevu, Biosan MMS-3000
Nanofotometer, Implen P300

Plynovy chromatograf's FID, Thermo Scientific, Trace 1300; kolona: DB-WAX 30 m
by 0,25 mm

SEC chromatograf skoloénou PLgel mixed-C 5 pum, 300 by 7,5 mm, Agilent
Technologies; detektory: MALS — DAWN HELEOS 11, diferen¢ny refraktometer
OPTILAB T-REX, Wyatt Technology

Spektrometer Nicolet iS50 FTIR, Thermo Scientific

Soxtherm, Gerhard
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e Temperovand trepacka, Heidolph, Inkubator 1000

e Termoblok, Stuart, SBH130D

e Termogravimetricky (TGA) analyzator Q5000, TA Instruments
e Vahy, Kern EW 620-3NM

e Vortex, Benchmark, BenchMixer

e Bezné laboratorne sklo a vybavenie

3.2  Kultivacia mikroorganizmov

3.21 Priprava komplexnych inokiil

Ako inokulum pre bakterialny kmeni Aneurinibacillus sp. H1 bolo pripravené komplexné
inokulum Nutrient Broth o koncentracii 25 g/l. Nakol'’ko sa experiment prevadzal vo velkom
mnozstve (60—100 baniek), bola kultivacia v komplexnom inokule rozdelena do dvoch krokov:
kultivacia v malom inokule o objeme 50 ml v 100 ml bankach (24 h) a nasledna kultivacia
vo velkom inokule o objeme 100 ml v 250 ml bankach (d’alSich 24 h).

ZloZenie Nutrient Broth:

e Beefextract 10 g1
e Pepton 10 g-I?t
e NaCl 59

e Agar 20 g1t

Nutrient Broth bol navazeny na analytickych vahach a nasledne rozpusteny v destilovanej vode
za sucasné¢ho mieSania na magnetickej mieSacke. Banky s inokulom boli sterilizované
Vv tlakovom hrnci so zavretym ventilom po dobu 30 min pri teplote 220 °C. Vysterilizované
média boli ochladené na laboratérnu teplotu. V sterilnom laminarnom boxe boli malé inokula
zaoCkované 350 pl bakterialnej kultary z kryoskiimavky. Zaockované inokula boli kultivované
na temperovanej trepacke po dobu 24 hodin pri teplote 50°C a 150 rpm. Po 24 hodinach bolo
odobratych 10 ml kultury, s ktorymi boli zaockované velké média, ktoré boli ponechané
d’al$ich 24 hodin na trepacke.

3.2.2 Kultivacia Aneurinibacillus sp. H1 v produkénom médiu

Bakterialna kulttra z inokula, bola preockovana 10 obj. % do produkéného média s ré6znym
obsahom substratov: glycerol a 1,4-butdndiol. Dané substraty boli zvolené za ucelom
bakterialnej produkcie kopolyméru P(3HB-co0-4HB). Pri kultivacii boli testované rozne pomery
substratov, v snahe najst’ taky pomer, pri ktorom bude percentualny obsah frakcie 4HB
¢o najvyssi. Média boli pripravované do Erlenmayerovych baniek o objeme 250 ml so 100 ml
média.

Zlozenie produkéného média:

e NaHPO4- 12H20 9,009
o KH2PO4 1,509
e NHsNO3 1,00 ¢
e Trypton 0,50¢g
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e MgSOs- 7TH20 0,20 g

e CaCly- 2H20 0,02 g
e FeNH4 — citrat 0,0012 g
e destilovana voda 1000 ml
e roztok TES* 1mi/

Samostatne bol pripraveny zasobny roztok stopovych prvkov TES.

*Zlozenie roztoku TES:

e EDTA 50 g

e FeCls 8,309
e ZnCl; 0,84 ¢
e CuCly-2H,0 0,13 g
e CoCl>- 6 HO 0,10 g
e MnCl;- 6 H.O 0,016 g
e H3BO; 0,10 g

K minerdlnemu médiu boli nasledne pridané substraty glycerol a 1,4-butandiol v niekol'kych
koncentratnych pomeroch, aby sa dosiahlo rozne zlozenie kopolyméru P(3HB-c0-4HB)
v biomase. Jednotlivé substraty boli navazené a pridané do média v nasledovnom mnozstve,
vid’ Tabul’ka 3.

Tabulka 3: Koncentrdcie substratov v produkcnych médiach

Glycerol [g/l] | 1,4-Butandiol [g/1]
2 4
4 4
6 4
8 4

Rovnako ako pri priprave inokula, boli jednotlivé navazky rozpustené v destilovanej vode
za sucasné¢ho mieSania na magnetickej mieSacke. Jednotlivé substraty boli taktiez navazené
a pridané do média. Banky s médiom boli sterilizované v tlakovom hrnci so zatvorenym
ventilom po dobu 30 min. Vysterilizované produkéné média boli ochladené na laboratérnu
teplotu. V sterilnom laminarnom boxe bol do médii pridany roztok TES a 10 obj. % kultary
(z velkého inokula). Zao¢kované média boli kultivované na temperovanej trepacke po dobu
48 hodin pri teplote 50 °C a 150 rpm.

3.2.3 Kultivacia Cupriavidus necator H16

Pre porovnanie vlastnosti homopolymérmnych a kopolymérnych vyizolovanych filmov, bola
uskutoénena aj kultivacia bakterialneho kmena Cupriavidus necator H16, produkujuceho PHB.
Komplexné inokulum bolo pripravené rovnako ako u bakterialnecho kmena Aneurinibacillus
sp. H1 (vid kapitola 3.2.1), s tym rozdielom, Ze bolo prevadzané len v jednom kroku (iba malé
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inokuld). Produkéné médium bolo pripravené do Erlenmayerovych baniek o objeme 250 ml
so 100 ml média.

Zlozenie produk¢ného média (na 1 000 ml) :

e (NH4)2SO4 1,00 ¢

e KH2PO4 1,02 ¢

e NaHPO4- 12H20 11,10 ¢
e MgSO;s- 7H20 0,20 g

e destilovana voda 1000 ml
e roztok MES* 1mi/i

o fruktdza 50 mi/l

Samostatne boli pripravené zasobné roztoky frukt6zy o koncentracii 400 g/l a stopovych prvkov
MES.

*Zlozenie roztoku MES:

e FeCls 9,70 g

e CaCl, 7,80 ¢g

e CuSO4 0,156 g
e CoCl; 0,119¢
e NiCl; 0,118 ¢
e CrCly 0,062 g
e 0,1 mol/l HCI 1000 ml

Jednotlivé navazky boli rozpustené v destilovanej vode za sucCasného miesania na magneticke;j
miesacke. Banky s médiom boli sterilizované v tlakovom hrnci so zatvorenym ventilom
po dobu 30 min. Roztok frukt6zy bol sterilizovany pri otvorenom ventile. Do vysterilizovanych
produkénych médii boli pridané roztoky fruktozy (5 ml) a stopovych prvkov MES (0,1 ml)
a nasledne boli zaockované 10 obj. % kultary z inokula. Zaockované média boli kultivované
na temperovanej trepacke po dobu 48 hodin pri teplote 30 °C a 150 rpm.

3.3  Stanovenie obsahu biomasy

3.3.1 Spektrofotometrické stanovenie obsahu biomasy

Koncentracia buniek v produk¢énom médiu bola stanovovana pomocou merania optickej
hustoty pri vinovej dizke 630 nm oproti destilovanej vode. Z baniek bola odobratd vzorka
kultiry, ktord bola pred meranim 10krat zriedend v kyvete destilovanou vodou na celkovy
objem 1 ml. Meranie vzorky bolo opakované vzdy 2krat.

3.3.2 Gravimetrické stanovenie obsahu biomasy

Pre gravimetrické stanovenie obsahu biomasy bolo z média odobratych 10 ml kultary
do centrifugacnej skimavky vzdy v dvoch paralelnych prevedeniach. Vzorky kultary boli
odstredené v centrifuge pri 6 000 rpm po dobu 5 mintt. Po centrifugacii bol supernatant zliaty
a sediment bol premyty 10 ml destilovanej vody. Po dispergacii zmesi na vortexe boli vzorky
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druhykrat odstredené v centrifuge. Supernatant bol opit’ zliaty a skimavky so sedimentom boli
ususené v susiarni pri 70 °C po dobu minimalne 24 hodin, dokym vzorky nedosiahli konstantna
hmotnost. Po vysuSeni peletu boli jednotlivé vzorky zvazené na analytickych vahach,
na zéklade ¢oho bol stanoveny obsah biomasy.

3.4  Stanovenie obsahu PHB v biomase pomocou GC-FID

Obsah PHB vo vzorkach vysuSenej biomasy bol stanoveny s pouZzitim plynovej chromatografie
s plamenovou ioniza¢nou detekciou (FID). Samotnému meraniu vzoriek predchadzala priprava
Standardnych roztokov pre stanovenie kalibra¢nej krivky. K réznym navazkam (2-11 mg)
polyméru PHB bol pridany 1 ml chloroformu a 0,8 ml vnitorného Standardu (15% kyselina
sirova v metanole a5 mg/ml ISTD, kyselina benzoova), takto pripravené vialky boli d’alej
zakrimpované a ulozené do termobloku k trojhodinovej esterifikacii pri 90 °C. Po vychladeni
boli extrahované 50 mmol/l roztokom NaOH. Do vialiek s 900 pl izopropylalkoholu bolo
pridanych 50 pl spodnej fazy zmesi. Takto pripravené Standardné roztoky boli analyzované
na plynovom chromatografe GC-FID ana zaklade vysledkov bola zhotovena kalibra¢na
zavislost pomeru plochy piku na koncentracii polyméru.

Rovnakym spdsobom boli pripravené aj vzorky biomasy. Z vysuSenej biomasy (priprava vid’
kapitola 3.3.2) bolo navazenych priblizne 8-11 mg vzorky do krimpovacich vialiek
a nasledovny postup bol rovnaky ako u pripravy Standardov. Pripravené vzorky boli spolocne
so Standardmi analyzované na plynovom chromatografe.

35 Extrakcia polyméru pomocou pristroja Soxtherm

Zo vzoriek vysuSenej biomasy (priprava vid kapitola 3.3.2) bolo do extrakcénej patrony
navazenych priblizne 0,8 g, ktoré boli nasledne zatlacené vatou. Patrona bola vloZena
do nadoby s varnym kamienkom, do ktorej bolo pridanych 150 ml chloroformu stabilizovaného
etanolom. Nadoby boli vlozené do pristroja a nasledne bol spusteny program, vhodny pre
pouzitie chloroformového rozpustadla. Celkovd doba extrakcie bola priblizne 2 hodiny.
Po skonceni extrakcie boli vzorky vyliate na Petriho misku v digestoriu, az kym sa neodparil
prebyto¢ny chloroform a nedoslo k vzniku polymérneho filmu.

3.6 Stanovenie molekulovej hmotnosti polymérnych filmov

Na stanovenie molekulovej hmotnosti polymérnych filmov bola pouzitd vylucovacia
chromatografia s detektorom statického rozptylu svetla vo viacerych uhloch (SEC-MALS).
Bolo navazenych cca 3 mg vyextrahovaného PHA filmu, ku ktorym bol nasledne pridany
chloroform o objeme 1,5 ml. Vzorky boli vlozené na priblizne 10 min do termobloku pri 70 °C
pre lepsie rozpustenie filmu. Roztok bol d’alej prefiltrovany pomocou strickacky a nylonového
filtru s vel'kosti porov 0,45 pum. Takto pripravené vzorky boli nasledne podrobené analyze
na pristroji SEC-MALS-dRI s prietokom 0,6 ml/min chloroformu na PL gel mixed-C kolone.

3.7  Inkorporacia lie¢iva do PHA filmu

V ramci experimentalnej prace boli prevedené uvolfiovacie experimenty, ktorych zdkladom
bola inkorporacia lie¢iva, v tomto pripade acylpyrinu/kyseliny acetylsalicylovej a ibuprofénu,
do PHA filmov, ktoré zohravali rolu nosi¢ového systému.
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3.7.1 Inkorporacia acylpyrinu a kyseliny acetylsalicylovej

Ako prvé liecivo na uvolmovaci experiment bol pouzity acylpyrin (ACYL) a Cista kyselina
acetylsalicylova (ASA). V optimalizatnom experimente bol pouzity komerény acylpyrin kvoli
aktualnej nedostupnosti Cistej latky. Boli otestované koncentracie acylpyrinu: 5; 2; 0,5 mg/ml,
kedy bol najprv pripraveny zasobny roztok o koncentracii 500 mg/100 ml, rozdrvenim
a rozpustenim 1 tablety acylpyrinu (500 mg) v 100 ml chloroformu, ktory bol nasledne zriedeny
na koncentracie 2 a 0,5 mg/ml. Na zaklade optimalizacie bola vybrata vhodna koncentracia pre
uvolfiovaci experiment, ktory bol prevadzany uz s ¢istou kyselinou acetylsalicylovou.

V dosledku Setrenia materialu a lepSej manipuldcie s roztokom bol pripraveny 2% roztok
P(3HB-co-4HB)/PHB v chloroforme s aktivnou latkou. Do vialiek bolo navazenych 0,03 g
PHA filmu, ku ktorym bol nasledne pridany 1 ml roztoku lie¢iva v chloroforme. Vialky boli
na kratku dobu zahriate v termobloku, dokym sa acylpyrin/kyselina acetylsalicylova uplne
nerozpustil/a. Nasledne bol obsah vialky vyliaty na malé Petriho misky a ponechané
Vv digestoriu do uplného odparenia rozpustadla.

3.7.2  Inkorporicia ibuprofénu

Na experiment vyuzitia PHA filmov ako nosi¢ovych systémov s postupnym uvolfiovanim
aktivnej latky, bolo vybraté dalSie lie¢ivo ibuprofén (IBU). V snahe najst optimalnu
koncentraciu inkorporovaného lieiva za sucasné¢ho udrzania prirodzenych vlastnosti
polymérneho filmu, bola prevedena optimalizicia experimentu. V ramci optimalizacie boli
vyskusané rozne koncentracie ibuprofénu vzhladom na celkovy objem rozpustadla
(chloroform). Celkovo boli otestované koncentracie: 10 g; 5g; 2 g; 0,2 g; 0,02 g/100 g
rozpustadla. V prepocte na celkovy objem roztoku (chloroform/PHA) iSlo o koncentracie 150;
75; 30; 3; 0,3 mg/ml.

Bol pripraveny 4% roztok polyméru v chloroforme, pricom bol pouzity ako kopolymér P(3HB-
c0-4HB), tak aj homopolymér PHB pre porovnanie vlastnosti. Navazka PHA filmu bola
rozpustena v adekvatnom objeme chloroformu za sucasného mieSania pri teplote cca 50 °C
do uplného rozpustenia filmu. Do vialiek boli navazené jednotlivé navazky ibuprofénu,
do ktorych bol nasledne pridany 1 ml 4% roztoku P(3HB-co-4HB)/PHB v chloroforme. Vialky
boli na kratku dobu zahriate v termobloku, dokym sa ibuprofén tplne nerozpustil. Nasledne bol
obsah vialky vyliaty na malé Petriho misky a ponechané v digestoriu do uplného odparenia
rozpustadla.

3.8 Sledovanie uvol’iovania lieiva pomocou spektrofotometrickej metody

Pre vyber vhodnej koncentracie lieiva bola najprv prevedena optimalizacia metody, v ktorej
bolo otestovanych niekol’ko réznych koncentracii. Na sledovanie uvolnovania lieCiva bola
pouzita spektrofotometricka metdda merania absorbancie v UV oblasti. V pripade ibuprofénu
bola od¢itana absorbancia pri 223 nm a U acylpyrinu a kyseliny acetylsalicylovej pri 230 nm.
Filmy s inkorporovanym lie¢ivom boli oplachnuté roztokom a vlozené do Sroubovacej vialky
s 20 ml fyziologického roztoku (vid’ Obrazok 8), v tomto pripade sa jednalo o fosfatovy timivy
roztok (50 mM, pH 7,4).
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Zlozenie fyziologického roztoku:

e NaHPO4- 12H>0 13,864 g
e NaH2PO4 - 2H,0 1,761 ¢
e destilovana voda 1000 ml

Obrazok 8: Priprava filmov s inkorporovanym liecivom pre uvoliiovaci experiment

Vzorky s inkorporovanym lie¢ivom boli zriedené (pri vyssich koncentraciach IBU 100krat, pri
vyssich koncentraciach ACYL/ASA 20 alebo 10krat) fyziologickym roztokom a bolo zmerané
celé spektrum od 200 do 800 nm (oproti fyziologickému roztoku). Prvy den sa meranie
uskutocnilo pocas prvej hodiny kazdych 5/10 minut a potom po kazdej hodine. V druhy den
bolo spektrum zmerané vzdy po 3 hodinéch a nasledované dni bolo zmerané len raz denne.

3.8.1 Stanovenie kalibra¢nych kriviek pre aktivne latky

Aby bolo mozné urcit’ koncentraciu uvolnenych aktivnych latok do roztoku, boli pripravené
kalibracné roztoky ibuprofénu a kyseliny acetylsalicylovej na stanovenie kalibra¢nych kriviek.
Nakol’ko obe latky stt malo rozpustné vo vode, boli pripravené zasobné roztoky lieciv v etanole,
aby sa podporila ich rozpustnost. Bol pripraveny zasobny roztok o koncentracii 10 mg
(IBU/ASA) na 1 ml etanolu, ktory bol nasledne zriedeny fyziologickym roztokom
na koncentraciu 0,1 mg/ml. Takto pripraveny zasobny roztok bol nasledne zriedeny v roznych
pomeroch, ¢im sa pripravili kalibraéné roztoky o znamej koncentracii lieciva. Bola zmerana
absorbancia roztokov pri 223 nm (IBU) a 230 nm (ASA) oproti fyziologickému roztoku.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1  Kultivacia bakterialnych kmenov Aneurinibacillus sp. H1 a C. necator H16

Cielom experimentalnej casti bola priprava kopolyméru P(3HB-c0-4HB) s rdoznym
percentualnym zastupenim frakcie 4HB, ¢o bolo dosiahnuté pridanim rézneho mnozstva
substratov (glycerol, 1,4-butandiol). Poc¢as kultivacie Aneurinibacillus sp. H1 boli odskusané
celkom 4 pomery substratov. Kultivacia bola prevedena vzdy v troch opakovaniach, 2krat
vo velkom objeme (cca 6-10 litrov produkéného média) a raz v malom (400 ml média, pre
stanovenie obsahu biomasy a PHA pre vSetky pomery substratov v ramci rovnakych
kultivaénych podmienok), priprava vid’ kapitola 3.2. Pre porovnanie vlastnosti kopolyméru
P(3HB-co-4HB) a homopolyméru PHB bola prevedena kultivacia bakteridlneho kmena
Cupriavidus necator H16.

4.1.1 Stanovenie obsahu biomasy

Na stanovenie obsahu biomasy bola pouzita gravimetrickd metdda, kedy bolo odobratych vzdy
10 ml kultary, ktoré bolo nasledne pouzité na analyzu ako stanovenia obsahu biomasy, tak
aj stanovenia obsahu PHB (priprava vid’ kapitola 3.3). Dalej bola pouzita spektrofotometricka
metdda merania optickej hustoty pri 630 nm. Vzorky boli pred samotnym meranim zriedené
10krat.

Tabulka 4: Hodnoty obsahu biomasy a optickej hustoty jednotlivych kultivicii

Pomer
Bakterialny kmeri substratov O Chiomasa [9/1] $»ODszo [-]

(gly:but)
2:4 15+0,2 3,60+0,76
Aneurinibacillus 4:4 14+01 2,76 +0,39
sp. H1 6:4 1,3+0,2 3,34 +0,11
8:4 1,2+0,1 3,48 +0,77

Cupriavidus

necator H16 74+0,1 7,61+1,84

Nakol’ko pocas kultivacie neboli bakteridlne kmene vystavené ziadnemu stresu, nepredpokladal
sa ziadny vyrazny rozdiel v obsahu biomasy. Spektrofotometrické stanovenie bolo viac-menej
biomasy u kmena Aneurinibacillus sp. H1 bol zaznamenany u pomeru 2:4 (3,60 £ 0,76). Pre
potvrdenie a overenie vysledkov bola prevedena presnejsSia gravimetricka analyza, ktora takisto
ukazala najvys$i obsah biomasy u pomeru 2:4 (1,5 + 0,2 g/l). U ostatnych pomerov sa obsah
biomasy lisil len nepatrne. Pre porovnanie, v publikacii od Pernicovej a kol. (2020), kde boli
testované rovnaké pomery substratov, bol ziskany najvacsi vytazok suchej biomasy u pomeru
4:4, ato 2,79 g/l, pricom u vSetkych pomerov substratov sa obsah biomasy pohyboval
v rozmedzi od 2,28-2,79 g/l [48]. Oproti tymto hodnotam, boli vytazky suchej biomasy ziskané
Vramci tejto diplomovej prace pomerne niz§ie, ¢o mohlo byt spdsobené rozli¢nymi
podmienkami kultivacie (napr. malymi odchylkami v skuto¢nej koncentracii substratov) alebo
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zmenou fyziologického stavu mikroorganizmov v dosledku jeho dlhodobého uchovavania
v kryokonzerve. Z druhej kultivacie kmena C. necator H16, bol stanoveny obsah biomasy
vyrazne vyS$$i ako u kmena u Aneurinibacillus sp. H1, kde bol ziskany vyt'azok suchej biomasy
az 7,4 +0,1 g/l, VSetky vysledky z gravimetrického a spektrofotometrického stanovenia obsahu
biomasy st znazornené v Tabul’ke 4.

4.2 Charakterizacia PHA filmov

4.2.1 Stanovenie obsahu PHA v biomase a vo vyextrahovanych filmoch

Pomocou stanovenia obsahu PHA v biomase, bolo sledované ako jednotlivé pomery substratov,
menia zlozenie kopolyméru. Hlavnym cielom bola priprava kopolyméru s o najvyssim
obsahom monoméru 4HB, nakol'ko tento monomér zlepSuje mechanické a tepelné vlastnosti
kopolyméru. Predpokladd sa, ze mnozstvo substratu 1,4-butdndiolu priamo umerne suvisi
S0 zatupenim monoméru 4HB, zcéoho vyplyva, ze ¢&im je vysSia koncentracia
1,4-butandiolu oproti glycerolu, tym bude vysSie percentualne zastupenie 4HB. Stanovenie
obsahu PHA bolo uskuto¢nené pomocou plynovej chromatografie s plamenovo ionizacnym
detektorom (GC-FID). Vysledné hodnoty obsahu PHB boli dopocitané na zaklade kalibracne;j
krivky pre 3HB (vid’ priloha kapitola 8.1). Pomocou GC-FID boli premerané ako vzorky
biomasy tak vzorky vyextrahovanych filmov, pre potvrdenie hodn6t obsahu PHA (priprava vid’
kapitola 3.4).

Tabulka 5: Obsah PHA v biomase a vo filmoch u jednotlivych kultivacii

g _ | Pomer PHA 3HB 4HB max 4HB
Bakterialny kmen s?;:;t:lt‘)aut;))v [f?m. %] [f?m. %] [f?m. %] [hm. %]
2:4 42,7+2,8 | 39,65+578 | 60,35 5,78 65,25
Aneurinibacillus sp. 4:4 39,7+0,7 61,18 £ 0,98 38,82 £ 0,98 39,05
H1 6:4 439+59 | 58,02+2,31 | 41,98+231 43,61
8:4 36,7+2,6 | 99,09+0,12 | 0,91+0,12 1,17
ncé‘c‘;rt'é"r"ﬁfg 852 +1,8 | 100,00 +0,00 | 0,00 +0,00

Na zéaklade vysledkov je mozné usudit, ze rozne pomery substratov nemali velky vplyv
na celkové mnozstvo PHA v biomase, pri¢om obsah PHA sa pohyboval od 36-43 hm. %. R6zne
pomery substratov ale rozhodne mali vplyv na monomérne zlozenie kopolyméru, ako je mozné
vidiet’ v Tabulke 5. Ako bolo predpokladané, najvyssi obsah monoméru 4HB bol zaznamenany
u pomeru 2:4 (gly:but), kde priemerna hodnota bola 60,35 + 5,78 hm. % 4HB, pri¢om
maximalne detegované mnozstvo 4HB u jednej kultivacie bolo 65,25 hm. %. Postupné
zvySovanie mnozstva glycerolu v médiu malo podla ocakavania viest K zvyseniu obsahu
monoméru 3HB. Tento predpoklad nebol uplne naplneny u pomerov 4:4 a 6:4, ked’ze pri
pomere 4:4 bol stanoveny priemerny obsah 4HB niZ§i ako u pomeru 6:4. To mohlo byt
sposobené napriklad pridanim nepresného mnozstva jednotlivych substratov, v désledku ich
viskozity. Najnizsi obsah 4HB bol zaznamenany u pomeru 8:4, kde bolo stanovené zastipenie
4HB len na 0,91 + 0,12 hm. %.
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So zmenou mnoZstva monoméru 4HB bolo u vyextrahovanych PHA filmov mozné pozorovat
aj viditeI'ne rozdielne mechanické vlastnosti. Filmy s vysokym obsahom 4HB boli pevnejsie
a predovsetkym elastickejSie, ¢o bolo rozhodne vyhodné pre d’al$iu manipulaciu s filmami.
Z vizudlneho hladiska boli filmy hladké, takmer ¢ire avzhladom pripominali klasické
syntetické folie. Cim mali filmy niz$i obsah 4HB, tym boli krehkejsie a ich elasticita vyrazne
klesala. PHA filmy s pomerom 8:4, teda s minimalnym obsahom 4HB, boli bieleho zafarbenia
s neucelenym povrchom acelkova Struktira polyméru pripominala Supiny. Manipulacia
s tymto filmom bola vel'mi obtazné, preto ho nebolo mozné analyzovat’ pomocou niektorych
technik.

Pre uvolfiovacie experimenty boli vybraté filmy s pomerom substratov 2:4 a 6:4 z kultivacie
S najvyssim dosiahnutym obsahom 4HB, a to 65,25 hm. % 4HB (2:4) a 43,61 hm. % (6:4).
Na optimaliza¢né experimenty bol pouzity kopolymérny film s obsahom 4HB 50,63 hm. %
(z d’alSej kultivacie 2:4), v zdmere Setrenia materialu.

4.2.2 Charakterizacia chemickej Struktiary PHA filmov pomocou FTIR

Na analyzu Struktiry PHA filmov, bola pouZitda metdda infracervenej spektroskopie
s Fourierovou transformaciou (FTIR). Boli premerané kopolymérne filmy s pomerom
substratov 2:4, 4:4, 6:4, pricom bol vybraty film z tej kultivacie, v ktorej bol stanoveny najvyssi
obsah 4HB. Nakol'ko kopolymérny film s pomerom substratov 8:4 bol vel'mi krehky a nebolo
ho mozné poriadne oddelit od Petriho misky, nebol pomocou tejto metddy premerany.
Prestudované boli teda filmy s obsahom 65,25; 39,04; 43,61 hm. % 4HB a homopolymérny
PHB film. Filmy boli analyzované pomocou metédy FTIR na analyzatore Nicolet iS50 (Thermo
Scientific) meracou technikou zoslabeného tplného odrazu (ATR) s pouzitim diamantového
krystalu. FTIR spektrd boli zmerané ako priemer 32 skenov v spektrdlnom rozsahu
4 000-400 cm™ s rozlisenim 2 cm™. Celé spektra jednotlivych PHA filmov st uvedené V prilohe
v podkapitole 8.2.1.
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Obrazok 9: FTIR spektra vyextrahovanych PHA filmov

Vyhodnotenie FTIR spektier PHA filmov, bolo zaloZené na charakteristickych vibracnych
pasoch, ktoré poskytuji informacie o chemickych vézbach, a teda 0 chemickej strukture latky.
Pik s najvysSou intenzitou v oblasti okolo 1720 cm™ reprezentuje karbonylova skupinu,
konkrétne esterovu vézbu cez ktort st medzi sebou viazané monoméry 3HB resp. 4HB.
V oblasti 1 400-800 cm™ je mozné pozorovat viacero intenzivnych pikov, ktoré vypovedaji
0 chemickej strukture a usporiadani PHA filmov. Zvysena intenzita, ktor je mozné pozorovat’
Vv oblasti vlno¢tu 1 180 cm™, vypoveda o amorfnosti latky [47]. Na Obrazku 9 je zretelne
viditeI'né, Ze so zvySujicim sa obsahom 4HB v polymérnom filme, sa zvySuje aj amorfny stav
intenzita bola zaznamenana uPHB filmu. Pik vyskytujiici sa pri hodnote 1277 cm™
je charakteristicky pre vyssiu krystalinitu, preto je mozné pozorovat’ najvys$siu intenzitu signalu
u PHB filmu, ktory sa vyznacuje svojou krystalickou povahou. Mierne zvySena intenzitu
signalu je taktiez mozné pozorovat’ U kopolymérnych filmov s niz§im obsahom 4HB (43,61
a 39,05 %). Pre rozlisenie monomérneho zlozenia polymérov boli d’alej sledované pomery
d’alsich $pecifickych pikov pri vinétoch [em™]: 1 130 (3HB) vs 1 160 (4HB); 1 378 (3HB)
vs 1 358 (4HB); 978 (3HB) vs 966 (4HB); 756 (len u 4HB).

4.2.3  Stanovenie molekulovej hmotnosti PHA filmov pomocou SEC-MALS

Na analyzu SEC-MALS boli vybraté len tie polymérne filmy, ktoré¢ boli d’alej vyuzivané
v uvolnovacich experimentoch. Jednalo sa o kopolymérne P(3HB-co-4HB) filmy s obsahom
65,25 a 43,61 hm. % 4HB a homopolymérny PHB film. Pomocou spominanej analyzy bolo
pozorované, ako obsah 4HB ovplyviuje stredni molekulovit hmotnost' (M) a polydisperzitu
polyméru (PDI).

34



Tabulka 6: Vlastnosti PHA filmov

Pomer
o . . $3HB $4HB M PDI
Bakterialny kmen | substratov o o
(gly:but) [hm. %] | [hm. %] [kDa] [Mw/Mn]
s 2:4 34,75 65,25 140,58 + 0,40 1,33 £ 0,02
Aneurinibacillus sp.
H1 6:4 56,39 43,61 76,03 +1,93 1,52 +£0,09
Cupriavidus 100,00 0,00 | 63445+2,90 | 125+0,07
necator H16

Z vysledkov v Tabulke 6, je mozné pozorovat, ze obsah 4HB v polyméri znizuje jeho
molekulovli hmotnost’, kedy oproti PHB, bola u kopolyméru so 65,25 hm. % 4HB priblizne
4krat mensSia a U kopolyméru so 43,61 hm. % 4HB aZ 8krat menSia. Na zdklade toho je mozné
usudit, ze PHB vyprodukovany C. necator H16, obsahoval dlhSie retazce polyméru.
V porovnani kopolymérnych filmov medzi sebou, je viditelné, ze ¢im je vyS$si percentudlny
obsah 4HB v kopolyméri, tym je molekulova hmotnost vyssia. Index polydisperzity
sa pohyboval v ramci jednotlivych vzoriek v hodnotach od 1,25-1,52.

4.3  Uvolnovacie experimenty aktivnych latok z PHA filmov

Jednym z viacero vyuziti polyhydroxyalkanoatov v biomedicine su obvidzové a Krycie
materidly. Aby doslo k urychlenie hojenia rany, su do tychto materidlov inkorporované liecivé
latky, ktoré pdsobia priamo v mieste poskodenia. Ciel'om tejto diplomovej prace bola priprava
PHA filmov s inkorporovanou aktivnou latkou a otestovat’ jej uvol'fiovanie do prostredia. Ako
matrice pre lieCivo boli pouzité vyextrahované polyméry PHB a P(3HB-c0-4HB) 0 r6znych
monomérnych zlozeniach (65,25 a 43,61 hm. %. 4HB), aby sa zistilo, aky vplyv ma toto
zlozenie na kinetiku uvolfiovania lie¢iva. Ako lieCivé latky pre uvolfiovacie experimenty, boli
zvolené lieCiva kyselina acetylsalicylova a ibuprofén. LieCivé latky boli zvolené na zaklade
cenovej dostupnosti a charakteru latky, nakol’ko sa jedna o lieCiva patriace do skupin analgetik
a antiflogistik, teda lieiv pdsobiacich proti bolesti a zapalu. Inkorporaciou do matrice mozu
byt transportované do cielového miesta a tym mozu urychlit’ hojenie priamo v mieste rany.

4.3.1 Stadium uvoliiovania acylpyrinu a kyseliny acetylsalicylovej

Ako prvé bolo pre stadium uvol'fiovania zvolené lie¢ivo acylpyrin (ACYL), ktoré bolo nasledne
nahradené cCistou kyselinou acetylsalicylovou (ASA). Na optimalizacny experiment bolo
pouzité komercné lieCivo acylpyrin, kvoli Setreniu Cistej latky a ako matrica boli pouzité filmy
z PHB a z kopolyméru obsahujuceho 50,63 hm. % 4HB. Dané lie¢ivo obsahuje okrem
samotnej kyseliny acetylsalicylovej aj pridavné latky ako zemiakovy $krob a talk (mastenec).
Na hlavny uvolfiovaci experiment uz bola pouzita Cista 99% kyselina acetylsalicylova. Ako
nosi¢e boli v hlavnom experimente pouzité filmy z kopolymérov P(3HB-c0-65,25%4HB)
a P(3HB-c0-43,61%4HB) az homopolyméru PHB, priprava vid podkapitola 3.7.1.
Uvoliiovanie aktivnej latky bolo prevadzané do neutralneho fyziologického roztoku pri telesnej
teplote 37,2 °C a bolo sledované pomocou UV-VIS spektrofotometrickej metody (postup vid’
kapitola 3.8). Samotnému experimentu predchadzala optimalizacia metody, ktorej hlavnym
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cielom bolo najdenie optimalnej koncentracie Kyseliny acetylsalicylovej a ¢asového ramca
potrebného pre monitorovanie kinetiky uvolfiovania lieciva.

4.3.1.1 Optimalizdcia metody

Optimalizacia experimentu bola zrealizovand, nakol’ko neboli ndjdené Ziadne predchadzajuce
publikacie k téme inkorporacia kyseliny acetylsalicylovej (ASA) do PHA filmov. Preto bolo
potrebné najst’ jej optimalnu koncentraciu, Ktora je mozné inkorporovat’ do filmu, tak aby
sa zachovali jeho povodné vlastnosti. Pre optimalizaciu bol pouzity acylpyrin vo zvolenych
koncentraciach 5; 2; 0,5 mg na 1 ml chloroformu (priprava vid’ podkapitola 3.7.1).

PHB

P(3HB/4HB) [/

Obrdzok 10: PHA filmy s inkorporovanym acylpyrinom

Ako je mozné vidiet na Obrazku 10, vSetky tri koncentracie acylpyrinu sa Uspe$ne
zakorporovali do PHA filmov. U koncentracie 5 mg/ml boli vidiet’ miniatarne biele krystalické
miesta, kedy sa acylpyrin uplne nerozpustil a tym sa stopercentne neinkorporoval do filmu,
preto sa pre hlavny uvolfiovaci experiment preferovalo pouzitie nizSej koncentracie. Pre
potvrdenie inkorporacie boli filmy premerané pomocou metdody FTIR (spektra vid' priloha
8.2.2), kde vo vyslednych spektrach je mozné pozorovat’ piky odpovedajice ASA v oblasti
od 750-500 cm™. Koncentricia ASA vo filme bola ale pomerne nizka, na to aby sa vyraznejsie
prejavila vo FTIR spektre, ktoré je tvorené predovsetkym signalom majoritnej zlozky
polyméru.

Filmy s inkorporovanym lie¢ivom, boli vlozené do fyziologického roztoku, pricom bolo
sledované ¢i dochadza k zmene absorbancie roztoku s casom, ktora by znalila postupné
uvolfiovanie aktivnej latky z PHA filmu. Meranie bolo uskuto¢nené po dobu 24 hodin. Pred
samotnym meranim absorbancie pri 230 nm, boli vzorky s vyssou koncentraciou liecivej latky
zriedené fyziologickym roztokom.
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Obrazok 11: Zavislost absorbancie na case pre koncentrdcie acylpyrinu: A) 5 mg/ml; B) 2 mg/ml;
C) 0,5 mg/ml
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Na zaklade grafickej zavislosti absorbancie na ¢ase pre jednotlivé filmy (vid Obrazok 11),
je mozné pozorovat’ zmenu absorbancie, ¢im sa preukdzalo uvolfiovanie acylpyrinu z PHA
filmov do fyziologického roztoku. Je viditeI'né, ze z oboch filmov, PHB a P(3HB/4HB), doslo
Kk ustaleniu uvolnovania priblizne v siedmej hodine od zaciatku experimentu. Na konci
experimentu, teda po 24 hodinéch, doslo k nepatrnému zvyseniu absorbancie, na zaklade coho
je mozné predpokladat’, Ze nedoslo k tiplnému uvolneniu aktivnej latky z filmov.

Co sa tyka efektivity uvolfiovania, teda rychlosti a mnoZstva uvolnenej latky, je mozné
dedukovat, ze k efektivnejSiemu uvolfiovaniu dochadzalo z kopolymérneho P(3HB/4HB)
filmu nez z PHB filmu. Vacsej efektivite napoveda strmost’ kriviek na zaciatku experimentu,
ktora naznacuje rychlejsiu pociato¢nu difuziu acylpyrinu do roztoku. Taktiez finalne hodnoty
absorbancie u kopolymérnych filmov zodpovedaju vacSiemu uvol'nenému mnozstvu aktivnej
latky v priebehu experimentu.

Z optimalizacie metody bola pre hlavny experiment vybrata koncentracia 2 mg/ml acylpyrinu,
respektive uz Cistej kyseliny acetylsalicylovej. Tento vyber koncentracie bol odovodneny
jednoduch$im meranim absorbancie, kedy nebolo potrebné riedenie roztoku (¢im nedochadzalo
k stratam prijimacieho média v uvol'iovacom experimente) a Setrenim mnozstva aktivnej latky.
Z optimaliza¢ného experimentu bolo taktiez zistené, Ze pri inkorporacii nizSich koncentracii
aktivnej latky, bolo uvolfiovanie rychlejSie a do roztoku sa difundovalo vicSie mnozstvo
acylpyrinu ako pri pouziti vyssich koncentracii.
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Obrazok 12: Kalibracna krivka pre kyselinu acetylsalicylovii vo fyziologickom roztoku

Aby bolo mozné dopoéitat’ koncentraciu Kyseliny acetylsalicylovej v roztoku, bola premerana
kalibra¢na krivka (vid® Obrazok 12) pri 230 nm, priprava vid’ podkapitola 3.8.1. Pomocou
rovnice regresnej priamky bolo nasledne vypocitané mnozstvo uvolnenej Kkyseliny
acetylsalicylovej do fyziologického roztoku v priebehu uvolmiovacieho experimentu.
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4.3.1.2 Hlavny uvolfiovaci experiment

Po optimalizacii metody nasledoval hlavny uvolfiovaci experiment, kde sa na zaklade
predchadzajucej optimalizacie pracovalo s koncentraciou kyseliny acetylsalicylovej 2 mg/ml.
Pocas experimentu bolo pozorované uvolniovanie lie¢iva z filmov na baze PHB (0 hm. % 4HB),
P(3HB-c0-65,25%4HB) a P(3HB-c0-43,61%4HB). Ciel'om uvolfiovacicho experimentu, bolo
sledovanie, aky vplyv ma monomérne zloZenie filmu na kinetiku uvolfiovania aktivnej latky.
Cely experiment trval po dobu 5 dni, pricom prvé 2 dni prebiehalo meranie v Castejsich
intervaloch. Konkrétne bola absorbancia roztoku merana prva hodinu kazdych 10 mintt, aby
sa zistila aka rychla bola pociato¢na difuzia (vid’ Obrazok 13). Pomocou kalibra¢nej krivky
(vid’ Obrazok 12) bola nasledne vypocitana koncentracia uvolnenej kyseliny acetylsalicylovej
do roztoku (% vyjadruja relativny podiel z celkového mnozstva inkorporovanej latky).
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Obrazok 13: Zmena uvolneného mnozstva kyseliny acetylsalicylovej pocas prvej hodiny
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Obrazok 14: Zmena uvolneného mnozstva kyseliny acetylsalicylovej pocas celého experimentu
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Na zaklade vyslednej Casovej zavislosti uvolneného mnozstva Kyseliny acetylsalicylovej
z PHA filmu, je mozné usudit, ze existuje urCity vztah medzi monomérnym zloZenim
polymérneho nosica a kinetikou uvolfiovania. Monomérne zlozenie malo vyrazny vplyv
na uvolniovanie ASA predovsetkym v priebehu prvej hodiny. Na Obrazku 13 je viditeIné,
ze pocas prvej hodiny bolo uvol'nené pomerne vacsie mnozstvo ASA z kopolymérnych filmov,
nez z PHB filmu. Pri porovnani kopolymérnych filmov medzi sebou navzajom, bolo zistené,
ze vicsie mnozstvo sa uvolnilo s kopolyméru s vyssim obsahom 4HB. Po 60 minttach
sa z P(3HB-c0-65,25%4HB) filmu uvolnilo 5,47 % z celkového mnozstva ASA, ¢o bolo
00,81 % viac ako z P(3HB-c0-43,61%4HB) filmu a 0 3,66 % viac ako z PHB filmu. Vacsia
strmost’ kriviek kopolymérnych filmov naznacuje aj o rychlejSej pociatocnej difuzii ASA
do roztoku.

Na Obrazku 14 je mozné pozorovat, ze koncentracia uvolnenej ASA Uimerne rastla s casom
do 48. hodiny od zaciatku experimentu, po ¢om sa nasledne uvolfiovanie ustalilo. Do tohto
momentu bolo moZzné¢ pozorovat aj rozdiely medzi uvolnenym mnozstvom ASA
z kopolymérnych filmov az PHB filmu, kedy sa z P(3HB/4HB) filmov uvolnili vécsie
koncentracie. V 48. hodine vSak doslo k takmer Gplnému vyrovnaniu uvol'neného mnozstva
Vv pripade vSetkych pouzitych filmov a az do konca experimentu nedoslo k takmer ziadnym
zmenam. Po 5 dnoch sa najviac % ASA uvolnilo z kopolymérneho filmu P(3HB-co-
65,25%4HB), ¢o bolo 9,26 % ASA, no oproti PHB filmu to bolo len 00,26 % viac
(vid’ Tabul'ka 7).

Tabulka 7: Charakteristiky PHA filmov s inkorporovanou kyselinou acetylsalicylovou

Polvmér Obsah 4HB CAsA MpHA Max. uvol’'nené Smernica
y [%] [mg/ml] [mg] | mnoZ ASA [%]| zavislosti na 't
PHB 0,00 2 28,0+0,2 9,00 3,7999
2:4
P(3HB/4HB) 65,25 2 29,7+0,1 9,26 3,5174
6:4
P(3HB/4HB) 43,61 2 29,1+0,2 9,23 1,8716
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Obrdzok 15: Zavislost uvolneného mnozstva kyseliny acetylsalicylovej na odmocnine z casu

Aby sa posudila rychlost’ pociatocnej diftizie ASA, boli vynesené grafické zavislosti uvolnené
mnozstvo ASA na odmocnine z ¢asu, pre linearnu oblast’ kriviek. Zavislost' bola prelozena
regresnou priamkou, ktorej smernica priamo koreluje s difiznym koeficientom. Vyskyt
linearnej oblasti v grafe znaci o tom, Ze uvolnovanie aktivnej latky z filmu primarne riadené
diftiziou latky do roztoku v smere koncentraéného gradientu. Uvolfiovanie aktivnej latky teda
nie je vyznamne ovplyvnené interakciou nosi¢a s prijimacim roztokom (napr. expanzia filmu
azmena jeho transportnych vlastnosti v dosledku botnania), ¢o by sa prejavilo zmenou
exponentu zavislosti uvol'neného mnozstva na Case (pre volnu difaziu je tento exponent
rovny 0,5).

Na zéklade roznej strmosti kriviek uvedenych na Obrazku 15, atym aj r6znych smernic,
je mozné usudit’, ze Struktura a monomérne zlozenie polymérnych filmov, malo isty vplyv
na rychlost uvol'iiovania. Tato smernica je priamo umerna difiznemu koeficientu aktivnej latky
Vv polyméru. Nebolo snahou z tejto smernice difizny koeficient priamo vypocitat’, a to z dévodu
toho, ze nebola presne stanovena rada parametrov k tomu nevyhnutnych (presna celkova plocha
kontaktu filmu s roztokom, presné maximalne mnozstvo latky, ktoré mozné z filmu uvolnit’),
a taktiez bolo obtazne zaistit' experimentdlne podmienky tak, aby spliiovali poziadavky
konkrétneho difizneho modelu k vypoctu pouzitelného (napr. konStantna koncentracia
uvolnenej aktivnej latky v celom objeme prijimacieho roztoku). AvSak samotnd hodnota
smernice z Obrazku 15, mdze byt pouzita ako vhodny parameter pre kvantitativne odliSenie
rychlosti difuzie lieciva v jednotlivych filmoch.

Smernice, respektive diftizne koeficienty, oboch kopolymérnych filmov st vicsSie, ako
smernica u PHB filmu, z ¢oho vyplyva, Ze rychlost’ difizie ASA bola vyssia z filmov na baze
kopolyméru. Za rychlejSie uvolniovanie je pravdepodobne zodpovedny obsah 4HB monoméru,
ktory ma za nasledok znizenie krystalinity polyméru (zniZenie kryStalinity polyméru s rasticim
obsahom 4HB bolo publikované v studii od Sedldcek a kol. (2020) a potvrdené v tejto praci
vysledkami z FTIR analyzy, vid’ podkapitola 4.2.2). Predpoklada sa, ze u polymérov s niz$im
stupniom krystalinity bude rychlost’ uvolfiovania aktivnej latky z matrice rychlejsia, v dosledku
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pohyblivosti makromolekularnych retazcov v amorfnom stave, cez ktoré dochadza
Kk jednoduchsiemu prenikaniu vody a tym aj lie¢iva. Tento predpoklad bol naplneny, ked’ze
difdzny koeficient P(3HB-c0-65,25%4HB) filmu bol vacsi ako koeficient P(3HB-co-
43,61%4HB) filmu (vid’ Tabulka 7). Predpokladom difiizie by bolo, ak by jednotlivé body
smerovali z hodnoty (0, 0) v grafe. Tento predpoklad bol potvrdeny pre homopolymér PHB.
Nulova hodnota uvol'neného mnozstva odpovedajuca Casu 0, znaci ze rychlost’ difuzie sa od
pociatku experimentu nemeni. Zaporna hodnota extrapolovaného mnozstva latky uvolnene;j
Vv ¢ase 0 je typicka pre systémy, kde je uvol'novanie najprv aktivované (napr. zvySenim mobility
aktivnej latky v nosic¢i v désledku jeho nabotnania prijimacim roztokom), ¢o sa prejavi urcitym
Casovym oneskorenim v uvolniovacej krivke (tzv. time lag). Oproti tomu, ako je viditené
na Obrazku 15, uvolfovanie ASA zkopolymérnych filmov je spojené s kladnou
extrapolovanou hodnotou uvol'nenej latky v ¢ase 0. To mohlo byt spdsobené nedostatocnym
oplachnutim filmov pred zaciatkom uvolfiovacieho experimentu, ¢im sa v momente vloZenia
filmu do fyziologického roztoku uvolnilo nenaviazané mnozstvo ibuprofénu na povrchu filmu.
Dalsie mozné vysvetlenie je, Ze Easovy tsek zvoleny pre linearnu regresiu dat (vid® Obrazok
15) bol prilis dlhy a v najvyssich casoch uz dochadzalo k ohybaniu linearnej zavislosti
v dosledku zniZzovania rychlosti difizie (to naznacuje aj konkrétny tvar zavislosti pre oba
kopolyméry),

4.3.2 Stadium uvoliiovania ibuprofénu

Ako d’alsia aktivna latka pre $tadium uvolfiovania lie¢iv bol zvoleny ibuprofén (IBU), ktorého
uvolfiovanie sa sledovalo ako z kopolymérneho, tak aj z homopolymérneho PHB filmu.
Aj utejto latky bol na optimalizacny experiment pouzity kopolymér s 50,63 hm. % 4HB
s ciel'om najdenia optimalnej koncentracie ibuprofénu a uistenia sa o funk¢nosti experimentu.
Na hlavny experiment boli pouzité filmy z kopolymérov P(3HB-c0-65,25%4HB) a P(3HB-co-
43,61%4HB), priprava vid’ podkapitola 3.7.2. Uvolnovanie aktivnej latky bolo prevadzané
do neutralneho fyziologického roztoku pri telesnej teplote 37,2 °C a bolo sledované pomocou
UV-VIS spektrofotometrickej metody (postup vid’ kapitola 3.8).

4.3.2.1 Optimalizicia metody

Nakol’ko neboli najdené Ziadne publikéacie s témou inkorporacie ibuprofénu do PHA filmov,
bolo potrebné najst’ optimalne mnozstvo ibuprofénu, ktoré je mozné zakorporovat’ do PHA
filmu za udrzania jeho prirodzenych vlastnosti. Pre optimalizaciu boli zvolené koncentracie
ibuprofénu na 1 ml 4% roztoku PHA v chloroforme: 150; 75; 30; 3; 0,3 mg/ml (priprava vid’
podkapitola 3.7.2).
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Obrazok 16: PHA filmy s inkorporovanym ibuprofénom

Prvotne boli otestované koncentracie 150; 75 a 30 mg/ml. Ako je mozné vidiet’ na Obrazku 16,
pri koncentraciach 150 a 75 mg/ml nedoslo k dostatocnej inkorporacii ibuprofénu do filmu.
Na filmoch bolo jasne vidiet’ krystalickt Struktaru na povrchu, pricom bol film natol’ko krehky,
ze ho nebolo mozné odlepit’ od Petriho misky. Z troch odskusanych koncentracii sa najlepsie
ukézala koncentracia 30 mg/ml, kde doslo Gplnému zakorporovaniu aktivnej latky do Struktary
a film bolo moZzné jednoducho odlepit’ od Petriho misky. Téato koncentracia bola zvolend ako
maximalna anasledne boli otestované aj koncentracie 10krat a 100krat menSie, pre
jednoduchsie meranie absorbancie. Pre potvrdenie inkorporacie boli filmy premerané pomocou
metody FTIR (spektra vid’ priloha 8.2.2). Koncentracia inkorporovaného IBU vo filme bola ale
natol’ko nizka, Ze sa vo vyslednych spektrach takmer neprejavila.

Pripravené filmy s inkorporovanym lie¢ivom, boli vlozené do fyziologického roztoku, pri¢om
bolo sledované ¢i dochadza k zmene absorbancie roztoku s ¢asom, ktora by znacila postupné
uvolnovanie aktivnej latky z PHA filmu. Meranie bolo uskuto¢nené po dobu 24 hodin. Pred
meranim boli vzorky s vys$Sou koncentraciou zriedené fyziologickym roztokom a bola merana
absorbancia pri 223 nm.
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Obrazok 17: Zavislost absorbancie na case pre koncentrdciu ibuprofénu: A) 30 mg/ml; B) 3 mg/ml;
C) 0,3 mg/ml
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Z vyslednych grafov je mozné usudit, ze bola pozorovana zmena absorbancie s ¢asom z coho
vyplyva, Ze uspesne dochadzalo k uvolnovaniu u vSetkych koncentracii ibuprofénu z PHA
filmov do fyziologického roztoku (vid® Obrazok 17). Taktiez je mozné pozorovat rozdiely
Vv kinetike uvoltiovania z PHB a P(3HB/4HB) filmu. U vsetkych koncentracii prebiehalo
uvolnovanie latky priblizne do 7. hodiny od zaciatku experimentu, kedy absorbancia umerne
rastla s ¢asom. Po 7 hodinach sa uvolfiovanie ustalilo a po 24 hodinach nedoslo k takmer
ziadnej zmene absorbancie, ¢im pravdepodobne doslo k maximalnemu uvolneniu IBU z filmu.

U vSetkych troch prevedeni experimentu je mozné pozorovat viditelne efektivnejSie
uvolfiovanie aktivnej latky z kopolymérneho filmu nez z PHB filmu. Strmost Kriviek
P(3HB/4HB) naznacuje rychlejsiu pociato¢nu difaziu ibuprofénu do roztoku. Celkovo vysSie
namerané hodnoty absorbancie u P(3HB/4HB) filmu naznacujt, Ze dochadzalo k uvol'neniu
vyssich koncentracii IBU ako v porovnani s PHB filmom, kde vécsina aktivnej latky ostala
zakomponovana vo filme.

Na zaklade vysledkov optimalizacie, bola pre hlavny experiment vybratd koncentracia 1BU
0,3 mg/ml. Vyber koncentracie bol zvoleny na zaklade viacerych faktorov: jednoduchsie
meranie absorbancie (nie je potrebné riedenie roztoku, ¢im nedochadza k stratam prijimacieho
roztoku v priebehu experimentu), Setrenie mnozstva aktivnej latky, vacsSie percento uvolnenej
latky pri pouziti niz8ich koncentracii.

0,12 -

0,10

y = 31,3846X
R =0,9988

Absorbancia [

0,00 T T T T T T 1
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Obrazok 18: Kalibracna krivka pre ibuprofén vo fyziologickom roztoku

Pre dopocitanie koncentracie ibuprofénu v roztoku, bola premerana kalibra¢na krivka (vid’
Obrazok 18) pri 223 nm, priprava vid’ podkapitola 3.8.1. Pomocou rovnice regresnej priamky
bolo nasledne vypocitané mnozstvo uvolneného ibuprofénu do fyziologického roztoku.

4.3.2.2 Hlavny uvoliiovaci experiment

Na zaklade vysledkov z predchadzajticej kapitoly bola pre dlhodoby uvolfiovaci experiment
vybrata koncentracia ibuprofénu 0,3 mg/ml (presné kone¢né koncentracie inkorporovaného
ibuprofénu vid’ Tabul’ka 8). Poc¢as experimentu bolo pozorované uvolnovanie lie¢iva z filmov
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z PHB (0 hm. % 4HB), P(3HB-c0-65,25%4HB) a P(3HB-c0-43,61%4HB). Konkrétne
sa sledovalo, ako monomérne zlozenie PHA filmu, vplyva na kinetiku uvolnovania aktivnej
latky. Cely experiment trval po dobu 6 dni, pricom prvé 2 dni prebiechalo meranie v CastejSich
intervaloch. Prvi hodinu bola merana absorbancia roztoku az kazdych 5 mintt, aby sa zistila
aka rychla bola pociato¢na difazia (Obrazok 19). Pomocou kalibracnej krivky
(vid’ Obrazok 18) bolo nasledne vypocitané percentudlne mnozstvo uvolneného ibuprofénu
do roztoku.
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Obrdzok 19: Zmena uvolneného mnozZstva ibuprofénu pocas prvej hodiny
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Obrazok 20: Zmena uvolneného mnozstva ibuprofénu pocas celého experimentu

V priebehu prvej hodiny bolo pozorované rychlejsie pociato¢né uvolfiovanie ibuprofénu
z oboch kopolymérnych filmov v porovnani s PHB (vid® Obrazok 19). Z P(3HB-co-
43,61%4HB) filmu sa po 60 minatach uvolnilo 7,34 % z celkového mnozstva inkorporovaného
IBU, zatial’ o z PHB filmu sa uvolnilo len 2,09 %. Kinetika uvolfiovania sa u jednotlivych
kopolymérov P(3HB/4HB) pocas prvej hodiny az tak vyrazne nelisila.
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Z celkovej casovej zavislosti uvol'neného mnozstva ibuprofénu z PHA filmu do roztoku (vid’
Obrazok 20), je na prvy pohlad mozné pozorovat, ze monomérne zloZzenie filmu malo
jednoznaéne vplyv na kinetiku uvolniovania. Koncentracia uvolneného ibuprofénu timerne
rastla s Casom priblizne do 30. hodiny od zaciatku experimentu, potom sa koncentracia ustalila,
respektive rastla len nepatrne (vid® Obrazok 20). Po 6 dnoch bol vidiet' vyrazny rozdiel
v mnozstve uvol'neného IBU z P(3HB-c0-43,61%4HB) a PHB filmu, kedy sa z kopolymérneho
filmu uvol'nilo o 5,06 % viac IBU ako z PHB. Maximalne uvol'nené mnozstvo IBU z P(3HB-
c0-43,61%4HB) filmu bolo 13,85 % z celkového inkorporovaného mnozstva Co sa tyka
kopolymérneho filmu s obsahom 65,25 % 4HB, ten po ustaleni uvolfiovania nevykazoval vel'ké
rozdiely oproti filmu z PHB, kedy sa uvol'nené mnozstvo liilo len o 0,74 % (vid’ Tabulka 8).

Tabulka 8: Charakteristiky PHA filmov s inkorporovanym ibuprofénom

Polvmér Obsah Cisu MpHA Max. uvol’nené Smernica
y 4HB [%] | [mg/ml] [mg] | mnoz IBU [%] | zavislosti na 't
PHB 0,00 0,20+0,02 | 42,5+3,5 8,79 1,7638
2:4
P(3HB/4HB) 65,25 0,26 £0,01 | 57,5+0,7 9,53 5,9573
6:4
P(3HB/4HB) 43,61 0,26 +0,05|575+2,1 13,85 7,6310
8 -
2 © x
o 5 4
,‘2 y =5,9573x
é 4 R? =0,9981
o 3 X PHB
5 X X
S, y =1,7638x X X x X 65,25 % 4HB
S R2=0,9379
5] K/M 43,61 % 4HB
x X
0 T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

{142 [h12]

Obrazok 21: Zavislost uvolneného mnozstva ibuprofénu na odmocnine z casu

Pre odvodenie difizneho koeficientu bolo graficky vynesené uvolnené mnozstvo ibuprofénu
na odmocnine z ¢asu pre linearnu oblast’ kriviek. Linedrna oblast’ kriviek opét’ znaci o diftzii
aktivnej latky do roztoku v smere koncentratného gradientu. Zavislost' bola prelozena
regresnou priamkou, ktorej smernica priamo koreluje s difuznym koeficientom. Na zaklade
vyslednych smernic, respektive difuznych koeficientov, je viditeI'né, Ze Struktira a monomérne
zloZenie polyméru, malo rozhodne vplyv na rychlost’ uvolfiovania (vid’ Obrazok 21).
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U kopolymérnych filmov maji smernice vyrazne vacsie hodnoty (vid’ Tabulka 8), ¢o znamena,
ze transport latky do roztoku bol signifikantne rychlejsi ako z PHB filmu. Ako uz bolo
zmienené vysSie, za rychlejSie uvolnovanie bol pravdepodobne zodpovedny obsah 4HB
monoméru, ktory ma za nasledok znizenie krystalinity polyméru. Struktira polyméru tym
prechadza viacej do amorfného stavu, z ktorého dochadza k jednoduchSiemu prenikaniu
lie¢iva. Na zaklade toho by sa predpokladalo, ze bude uvolfiovanie rychlejSie z kopolyméru
S vy$8im obsahom 4HB, teda P(3HB-c0-65,25%4HB), ako z P(3HB-c0-43,61%4HB), tento
predpoklad ale nebol naplneny, nakol’ko diftizny koeficient u kopolyméru so 65,25 % 4HB bol
mierne mensi. To mohlo byt’ spésobené napriklad tym, Ze krystalinitu (resp. amorfnost’) latky
neudava len monomérne zloZenie kopolyméru, ale aj usporiadanie tychto monomérov
(¢1 st rovnaké monoméry pri sebe). Nakol'ko sa jednd o PHA ziskané bakteridlnou produkciou,
usporiadanie monomérnych jednotiek je viac-menej nahodné, ¢o sa mohlo do urcitej miery
prejavit’ na Struktire kopolyméru. Vysledky Stadia krystalinity pomocou techniky DSC
publikovanej v praci od Sedlacek a kol. (2020) uvadzaju, ze pri vy$som relativnom obsahu 4HB
V kopolyméri, sa trend klesajucej kryStalinity obracia, Co je sposobené vznikom kryStalov
tvorenych 4HB blokmi. V publikacii nie je experimentalne pokryta oblast medzi 50—70 % 4HB
V ret’azci, preto nie je mozné usudzovat’, ¢i je to pripad aj tu skimanych monomérnych zlozeni.
V nadvézujucej praci bolo preto vhodné doplnit’ podrobnejsie kalorimetrické Studium zévislosti
krystalinity polymérov na monomérnom zloZeni prave v tejto koncentracnej oblasti (technika
DSC je citlivejSia k zmene kryStalinity ako analyzy FTIR).

Na Obrazku 21 je taktiez viditeI'né, Ze extrapolované mnozstvo uvolnenej latky pre ¢as 0 pre
vSetky Studované filmy zodpoveda nule. To potvrdzuje nerusent volnt difuziu aktivnej latky
zo vsetkych testovanych filmov po cely ¢asovy interval pouzity k linearnej regresii.

4.3.3 Porovnanie kinetiky uvol’iovania ibuprofénu z PHA filmov a z komer¢nej
naplasti Nurofen

Pre posudenie efektivity kopolymérnych PHA filmov v biomedicinskom vyuZziti, bol prevedeny
rovnaky uvolniovaci experiment za pouzitia komercnej naplasti Nurofen s obsahom ibuprofénu
200 mg s postupnym uvolfiovanim do 24 hodin, Vv snahe porovnat kinetiku uvolfiovania
aktivnej latky. Predpokladalo sa, ze aktivna latka je rovnomerne roznesena po celej néaplasti,
z ktorej bol spraveny vyrez 2x2 cm o0 predpokladanej koncentracii 5,7 mg ibuprofénu. Vyrez
naplasti bol vlozeny do vialky s fyziologickym roztokom a nasledne bola merana absorbancia
pri 223 nm. Konkrétne bola absorbancia merana prva hodinu kazdych 10 minut, aby sa zistila
aka rychla bola pociato¢na diftizia lieciva (vid® Obrazok 22). Po prvej hodine prebiehalo
meranie uz vo vacsich intervaloch, pri¢om cely experiment prebiehal po dobu 48 hodin
(vid’ Obrazok 23).
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Obrazok 23: Porovnanie kinetiky uvolfiovania ibuprofénu z PHA filmov a Nurofenovej naplasti pocas
celého experimentu

Experiment v ramci porovnania PHA filmov a komer¢nej naplasti Nurofen ako nosi¢ov pre
postupné uvolnovanie lie¢iva, priniesol pomerne prekvapivy vysledok. Uz v priebehu prvej
hodiny bolo mozné pozorovat’, ze kopolymérnych filmov dochadzalo nie len k rychlejSej difuzii
latky do roztoku, ale aj k uvol'novaniu ovela va¢siecho mnozstva ibuprofénu ako z Nurofen
naplasti (vid® Obrazok 22). Po 60 minutach sa z P(3HB-c0-43,61%4HB) filmu uvolnilo

0 6,30 % viac ibuprofénu ako z Nurofen naplasti, z ktorej sa po hodine uvolnilo len
1,04 % IBU.

Na Obrazku 23 je mozné pozorovat’, ze uvolfiovanie z Nurofen néplasti sa ustalilo po 7. hodine
od zaciatku experimentu, pricom u PHA filmov doslo k ustaleniu az po priblizne 30. hodine.
Na konci experimentu bolo pozorované, Ze zo vSetkych PHA filmov sa uvolnilo vécsie
mnozstvo IBU ako z Nurofenu a predovsetkym z kopolymérnych filmov (vid® Tabulka 9).
Uvolnené mnozstvo z P(3HB-c0-43,61%4HB) filmu, predstavovalo 12,34 % z celkového
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mnozstva IBU, zatial’ ¢o z Nurofen néplasti sa uvolnilo len 5,78 %. Pri porovnani PHB filmu
a Nurofenu, bolo taktiez pozorované lepSie uvolnenie z PHB filmu, z ktorého sa uvolnilo
0 1,22 % viac IBU ako z Nurofenu.

Tabulka 9: Charakteristiky PHA filmov a Nurofen ndplasti s inkorporovanym ibuprofénom

Nosi¢ Obsah 4HB Cisu Max. uvol’'nené Smernica
! [%6] [mg/ml] mnoZ IBU [%] | zavislosti na vt
Nurofen - 5,70 £0,01 5,78 1,1122
PHB 0,00 0,20 £0,02 7,00 1,7638
2:4 6525 | 0,26+ 0,01 9,05 5,9573
P(3HB/4HB) ’ o ! !
6:4
P(3HB/4HB) 43,61 0,26 £ 0,05 12,34 7,6310
8 -
= 7
=, Nurofen
o 67 X
@ XK X PHB
5 -
2 X7y S50573 w0 65,25 % 4HB
SSE Xoort R2=0,9981
é s 43,61 % 4HB
D) 31 X
= e X y = 1,7638x
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Obrdzok 24 Zavislost uvolneného mnozstva ibuprofénu z PHA filmov a z Nurofenu, na odmocnine
Z casu

Na zaklade smernic/difuznych koeficientov je mozné usudit’, Ze pociato¢na rychlost’ difuzie
ibuprofénu z Nurofen naplasti, prebiehala najpomalSie zo vsetkych skiimanych nosi¢ov
(vid’ Obrazok 24). Jednoznaéne vicsie diftizne koeficienty kopolymérnych filmov, naznacuju
rychlejSiu a efektivnejSiu diftziu aktivnej latky do roztoku, ¢im sa Struktara P(3HB/4HB)
ukazala ako vhodny nosi¢ pre postupné uvolnovanie lieCiv.

Z vysSie uvedenych vysledkov vyplyva, ze PHA filmy sa preukdzali ako rovnako Gi¢inné nosice,
dokonca efektivnejSie ako komeréné produkty. Bolo overené, ze chemickd Struktara PHA
predstavuje vhodnii matricu pre inkorporaciu lieCive] latky a podporuje jej postupné
uvolnovanie do prostredia. Na rozdiel od komerénych produktov, ktoré nie vzdy vyuzivaja
stopercentne biologicky pripravené materialy, maji PHA nosice vyhodu aj svojej
biodegradability, ¢im by po ich pouziti nezatazovali zivotné prostredie v takej miere ako
produkty pripravené zo syntetickych materialov.
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5 ZAVER

Hlavnym cielom tejto diplomovej prace bola priprava a posudenie aplikacného potencialu
biodegradabilnych filmov na baze kopolyméru P(3HB-c0-4HB) v biomedicinskom vyuZziti.
Praca sa popri tom zaoberala problematikou monomérneho zlozenia P(3HB-co-4HB)
kopolyméru a vplyvom tohto zlozenia na vlastnosti filmu.

Na pripravu kopolymérnych filmov bol pouzity bakterialny kmen Aneurinibacillus sp. H1,
ktory sa vyznacuje prirodzenou akumuléaciou intracelularnych PHA granual. Ako zdroje uhlika
boli pocas kultivacie pouzité substraty glycerol a 1,4-butandiol, ktorych koncentraény pomer
sa U jednotlivych kultivacii lisil, nakol’ko bolo cielom pripravit' kopolyméry P(3HB-co-4HB)
0 roznych monomérnych zlozeniach. V experimente boli pouzité pomery substratov 2:4; 4:4;
6:4 a 8:4 (glycerol:1,4-butandiol [g/l]). Z dovodu pomerne nizkej produkcie biomasy danym
bakteridlnym kmefiom a vzhl'adom na mnozstvo materialu potrebného na nasledujice
experimenty, bola kultivacia prevadzana vo velkych objemoch 0 cca 6-10 1 média. Vlastnosti
kopolymérnych filmov boli porovnavané s homopolymérom PHB, ktory bol extrahovany
z biomasy bakterialneho kmena Cupriavidus necator H16.

Ziskané biomasy z jednotlivych kultivacii boli podrobené gravimetrickej analyze a analyze
GC-FID, pomocou ktorej bol stanoveny obsah PHA v dané biomase. Z vysledkov bolo zrejmé,
ze ¢im bola pouzitd vacsia koncentracia 1,4-butandiolu oproti glycerolu, tym vyssi bol
stanoveny obsah monoméru 4HB v kopolyméri. Najvacsi obsah 4HB v biomase, bol stanoveny
v kultivacii S pomerom  substratov = 2:4  (gly:but), kde kopolymér obsahoval
65,25 hm. % 4HB. Najniz8i obsah 4HB bol naopak zaznamenany v kultivacii s pomerom 8:4,
kde bol priemerny obsah 4HB iba 0,91 hm. %. Zo ziskanej biomasy bol nasledne pomocou
extrakcie na pristroji Soxtherm, vyizolovany ako kopolymér P(3HB-co-4HB), tak aj polymér
PHB, ¢im sa ziskali polymérne filmy 0 r6znych monomérnych zloZeniach.

Vyextrahované polymérne filmy boli charakterizované z hladiska fyzikalnych vlastnosti
s ohladom na monomérneho zlozenia tychto materidlov. Na charakterizaciu chemickej
Struktary polymérnych filmov bola pouzita metoda FTIR, kde na zaklade nameranych spektier,
bolo mozné pozorovat’, vplyv obsahu 4HB na chemicku $truktaru filmu. Cim bol obsah 4HB
v kopolyméri vyssi, tym mal pik vypovedajici o amorfnej Struktire vyssiu intenzitu. Naopak
filmy snizkym obsahom 4HB sa prejavovali zvySenou intenzitou piku vypovedajlicom
0 krystalickej Struktire. Vo vSeobecnosti je teda mozné skonstatovat’, ze zvySenim zastipenia
monoméru 4HB v kopolyméri P(3HB-c0-4HB), sme schopni pripravit polymérny film
vyznacujuci sa nizSou krystalinitou a zaroven s va¢Sou pevnost’ou a elasticitou.

Pre posudenie aplika¢ného potencidlu PHA kopolymérnych filmov, bol zvoleny uvol'fiovaci
experiment, v ktorom PHA film predstavoval nosi¢ovy systém S inkorporovanym lie¢ivom,
pricom bola sledovana kinetika postupného uvolniovania aktivnej latky z filmu do prostredia.
Z ocharakterizovanych filmov boli vybrat¢ dva kopolymérne filmy s obsahom 4HB
65,25 hm. %, 43,61 hm. % a PHB film. Pre uvolmiovacie experimenty boli ako modelové lie¢iva
zvolené kyselina acetylsalicylova a ibuprofén. Samotnym experimentom predchddzala
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optimalizacia metddy, ktorej cielom bolo najdenie optimalnej koncentracie inkorporovaného
lieCiva a overenie funk¢nosti experimentu.

V prvom uvoliiovacom experimente bolo Studované uvolnovanie kyseliny acetylsalicylovej
z PHA filmov do fyziologického roztoku. Na zaklade optimalizacie, ktora bola prevedena
s komercnym lie¢ivom acylpyrinom (kvoli Setreniu aktivnej latky), bola zvolena koncentracia
2 mg/ml. V hlavnom experimente (uz s kyselinou acetylsalicylovou) bolo sledované
uvolfiovanie lie¢iva po dobu 5 dni, teda kym nedoslo k ustdleniu uvolfiovania. Z vysledkov
bolo jasne viditelné, Ze pociatocna difuzia lie¢iva bola rychlejsia a efektivnejSia
z kopolymérnych filmov, v porovnani s uvol'novanim ASA z PHB filmu. Avsak po ustaleni
uvolfiovania, bol zaznamenany len minimalny rozdiel medzi uvolnenym mnozstvom
z kopolymérnych filmov a homopolymérneho filmu, pricom maximalne uvol'nené mnozstvo
ASA z P(3HB-c0-65,25%4HB) filmu predstavovalo 9,26 %, pricom z PHB filmu sa uvolnilo
9,00 %.

V d’alSom uvolnovacom experimente bolo prestudované uvolnovanie ibuprofénu z PHA
filmov. Na zaklade optimalizacie metody bola zo vsetkych vyskusanych koncentracii zvolena
koncentracia 0,3 mg/ml. Uvoltiovanie IBU bolo pocas hlavného experimentu pozorované po
dobu 6 dni. Najvicsie rozdiely medzi jednotlivymi filmami sa opét’ preukazali v priebehu
prvého dna experimentu. Pociatocnd diftizia IBU bola vyrazne rychlejSia a efektivnejSia
z kopolymérnych filmov, pricom sa tento trend udrzal po celit dobu experimentu. Na konci
experimentu bolo stidle vidiet vyrazny rozdiel v mnozstve uvolneného IBU medzi
kopolymérnymi a homopolymérnym filmom. Maximalne uvolnené mnozstvo IBU
predstavovalo 13,85 %, ktoré bolo uvolnené z P(3HB-c0-43,61%4HB) filmu, pricom oproti
homopolymérnemu PHB filmu bola tito hodnota vyssia o 5,06 %.

Sucastou tohto experimentu bolo aj porovnanie uvolfiovania ibuprofénu z PHA filmov
a z komercnej naplasti Nurofen. Nakolko naplast udava uvoltiovanie lieiva do cca
24 hodin od aplikacie, bol experiment prevadzany po dobu 2 dni. Prekvapujuce vysledky
ukazali vyrazne efektivnejSiu pociatocnu difuziu lieciva do roztoku z kopolymérnych filmov,
Vv porovnani s Nurofen naplastou, z ktorej sa Vv priebehu prvej hodiny uvolnilo najmensie
mnozstvo IBU (1,04 %). Po ustaleni uvolnovania sa zo $tudovanych nosicov zase ukazala
najmenej efektivne Nurofen naplast, z ktorej maximalne uvolnené mnozstvo IBU
predstavovalo len 5,78 %, priCom z P(3HB-c0-43,61%4HB) filmu sa uvolnilo 12,34 %. Na
zaklade tychto vysledkov je mozné konstatovat, ze PHA s inkorporovanou latkou predstavuju
rovnako 0¢inny nosi¢ ako komer¢na naplast’ Nurofen.

Na zaklade uvedenych vysledkov je mozné posudit’, ze kopolyméry na baze PHA maju vysoky
aplikatny potencial, hodny §irSieho vyuzitia v biomedicinskom priemysle. Struktira PHA
sa ukazala ako vhodna matrica pre inkorporaciu lieciva, ¢im sa potvrdilo, ze PHA je rozhodne
nadejnym kandidatom pre vyvoj biodegradabilnych nosiCovych systémov s postupnym
uvolfiovanim lie¢iva. Nakol’ko maximalne uvolnené mnozstvo lieciva bolo stidle pomerne
nizke percento z celkového inkorporovaného mnozstva, je rozhodne este potrebné poriadne
prestudovat’ tato problematiku a optimalizovat’ metédu pripravu, aby sa ¢o najviac zvysila
efektivita uvolfiovania.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

3HB

4HB

ACYL
ALG

ASA

BG

but

FTIR
GC-FID
gly

HA

HDI

HHx

HV

IBU

ISTD
Icl-PHA
mcl-PHA
MCPBA
MES

Mn

Mw

o/w
P(3HB-co-4HB)
P(3HB-co-3HV)
PDI

PHA
PHA/PBAT
PHB
PHBHHX
SEC-MALS

scl-PHA
TES I
Tg

Tm

Tmax

uv

VIS
W/O/W

3-hydroxybutyrat

4-hydroxybutyrat

acylpyrin

alginat

kyselina acetylsalicylova

bioaktivne sklo

1,4-butandiol

infracervena spektroskopia s Fourierovou transformaciou
plynova chromatografia s plameniovo ioniza¢nym detektorom
glycerol

hydroxyapatit

1,6-hexametyléndiizokyanat

hydroxyhexanoat

hydroxyvalerat

ibuprofén

vnutorny Standard

PHA s dlhym retazcom

PHA so strednym retazcom

kyselina m-chlorperbenzoova

roztok stopovych prvkov

pocetne strednd molekulova hmotnost’
hmotnostne strednd molekulova hmotnost’
emulzia olej vo vode
poly(3-hydroxybutyrat-co-4-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
index polydisperzity

polyhydroxyalkonaty
PHA/poly(butylénadipat-co-tereftalat)
poly(3-hydroxybutyrat)
poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat)
vylucovacia chromatografia s detektorom statického rozptylu
svetla vo viacerych uhloch

PHA s kratkym ret'azcom

roztok stopovych prvkov pre termofilné baktérie
teplota sklené¢ho prechodu

teplota topenia

teplota tepelnej degradacie

ultrafialové Ziarenie

viditel'né svetlo

emulzia voda/olej/voda
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8 PRILOHY

8.1  Kalibraéna krivka pre stanovenie obsahu 3HB v biomase

Kalibra¢na rada Standardnych roztokov o znamej koncentracii polyméru PHB (priprava vid’
kapitola) boli premerané na plynovom chromatografe GC-FID. Z vystupnych chromatogramov
boli zistené pomery plochy pikov latky (3HB) ku ploche piku vnutorného standardu (ISTD),
ktoré boli nasledne vynesené do zavislosti na koncentracii latky (vid’ Obrazok 25). Na zéklade
kalibracnej priamky bol stanoveny obsah 3HB v biomase.

Tabulka 10: Pomery plochy pikov pre jednotlive navazky PHB

pomer ploch pikov
Mevs [MO] 3HB/ISTD
2,2 0,242
4.4 0,440
6,6 0,661
9,1 0,933
10,6 1,085

1,2 -

1.0 1 y =0,1020x

R*=0,9998

0,6

3HB/ISTD

0,4 -

0,2 A

0,0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Mpyg [MA]

Obrazok 25: Kalibracna krivka pre stanovenie obsahu 3HB
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8.2  Charakterizicia Struktiry PHA filmov pomocou FTIR

8.2.1 FTIR spektra PHA filmov bez inkorporovaného lieciva
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Obrazok 26: FTIR spektrum PHB filmu
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Obrazok 27: FTIR spektrum P(3HB-c0-65,25%4HB) filmu
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Normalizovana absorbancia [-]

Normalizovana absorbancia [-]
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Obrazok 28: FTIR spektrum P(3HB-c0-43,61%4HB) filmu
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Obrdzok 29: FTIR spektrum P(3HB-c0-39,05%4HB) filmu
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8.2.2 FTIR spektra PHA filmov s inkorporovanym lie¢ivom
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Obrazok 30: Porovnanie FTIR spektier PHB cistého filmu a PHB filmu s inkorporovanou kyselinou
acetylsalicylovou
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Obrazok 31: Porovnanie FTIR spektier PHB cistého filmu a PHB filmu s inkorporovanym
ibuprofénom

63



