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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva studiem in vitro biodegradace biopolyesterii v syntetické
Teoreticka ¢ast shrnuje zakladni poznatky o biologicky rozlozitelnych biopolyesterech, zabyva
se jejich vyuzitim a poukazuje na jejich mozné aplikace v medicing.

Experimentalni ¢ast se zabyva samotnou biodegradaci pfipravenych biopolyesterovych
filmt. K experimentu byly vyuzity nasledujici biopolyestery: polykyselina mlé¢na, komercni
poly(hydroxyalkanoat) amorfni, poly(3-hydroxybutyrat), poly(butylen adipat-co-tereftalat),
poly(-3hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat),  polyhydroxybutyrat  polyhydroxyhexanoat
kopolymer, filament polykyseliny mlééné a filament smési polykyseliny mlécné
a polyhydroxybutyratu. Tenké filmy byly piipraveny rozpousténim polymeru v chloroformu,
vylitim do formy a ndslednym odpafenim rozpoustédla. Dle typu polyesteru a jeho stupné
krystalinity se ménily vlastnosti pfipravenych filmd, jejich vzhled byl v skale
od transparentnich do mlééné zakalenych a jejich mechanické vlastnosti se lisily hlavné
v elasticité. Béhem biodegradace dochazelo k zméné morfologie filmu a studované vzorky
ziskavaly vyssi stupen kiehkosti a niz§i kompatibilitu.

Samotna biodegradace byla sledovana pomoci zmén molekulové hmotnosti (pomoci SEC-
MALLS), chemické struktury (pomoci FTIR) a tubytkem hmotnosti v ¢ase (gravimetrie).
Analyzované biopolyestery byly prokazatelné nachylné na biodegradaci v simulovanych
télnich podminkach. Stupeni biodegradace zavisel na typu pouzitého biopolyesteru. Nejvetsi
ubytek hmotnosti byl zaznamendn u vzorku amorfniho polyhydroxyalkanoatu,
kdy ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfaty s lipazou doslo ke snizeni puvodni
hmotnosti 0 84,28 + 0,03 % po 81 dnech biodegradace.

KLICOVA SLOVA

polymerni filmy, biodegradace, biopolyestery, hydrolyza, polyhydroxyalkanoaty, kyselina
polymlécna, PBAT



ABSTRACT

This bachelor’s thesis is focused on the study ofin vitro biodegradation of biopolyesters
exposed synthetic gastric juice and phosphate buffer saline with lipase for 81 days.
The theoretical part summarises the necessary information about characteristics
of biodegradable biopolyesters, deals with their possible applications in medicine.

The experimental part deals with the biodegradation of prepared biopolyesters films. in this
work, poly(lactic acid), amorphous poly(hydroxy alkanoates), poly(3-hydroxybutyrate),
poly(butylene adipate terephthalate), poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate), poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate), filament poly(lactic acid) and filament poly(lactic
acid)/poly(hydroxybutyrate) were used for the experiment. The films were prepared by
dissolving of the biopolyesters in hot chloroform. The dissolving agent was evaporated,
and prepared films were dried. Prepared films had different properties depending on the used
biopolyesters. Their appearance was formed transparent to milky cloudy. Also, trey differed
in their plasticity. During biodegradation, the morphology changed, and the samples gained
higher fragility.

The effect of biodegradation was monitored by changes in 1) molecular weights (SEC-
MALLS), 2) chemical structure (FTIR) and 3) weight loss changes (gravimetrically).
The analysed biopolyesters were demonstrably susceptible to biodegradation in simulated body
conditions. The degree of biodegradation depends on the type of biopolyester. The most
significant weight loss was recorded for the sample of amorphous polyhydroxyalkanoate
(PHA). The PHA original weight was reduced about 84.28 + 0.03 % after the 81 days
of biodegradation in the phosphate-buffered saline with lipase.

KEYWORDS

polymer films, biodegradation, biopolyesters, hydrolysis, polyhydroxyalkanoats, poly(lactic
acid), PBAT
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1 UVOD

Mezi celosvétoveé nejpouzivangj$i materidly patii plasty, se kterymi se setkavame v bézném
zivoté takika neustale. Jako plasty oznacujeme fadu syntetickych polymerti. Pouzivané plasty
jsou vyrabény primarné z petrochemickych produkti. Tyto polymery pfedstavuji mimoiadné
stabilni a vSestranné materialy, které se vyznacuji svou pevnosti, nepropustnosti, pruznosti,
nizkou hustotou a pomalym starnutim. Vzhledem k jejich Sirokému vyuziti v riznych oblastech
patii plasty k velmi dilezitym materialim dnesni doby [1].

Mnoho z nich je vSak vyuzivano pro kratkodobé aplikace, pfedevsim jako obalovy material.
Jejich vsestranné a Casté vyuziti ma za dasledek hromadéni plastového odpadu, ktery lidstvo
neni schopno Setrné zpracovavat [1]. Ekologické dusledky jsou patrné na stale se zvySujicim
objemu pouzitého nezpracovaného plastu, ktery zamotuje jak na sous, tak i oceany. Piiprava
plastli pro samotnou recyklaci je ndkladné a ¢asové ndrocnd, vyZaduje velké mnozstvi energie
a Casto vede k vyrobé ne pfili§ kvalitnich recyklovanych polymerti. Dal$im problémem je,
Ze soucasné technologie recyklace nelze aplikovat na vechny typy pouZzivanych plasti [2, 3].

Kviali Skodam na Zivotnim prostfedi roste poptdvka po biopolymerech, které budou
poskytovat pozadované fyzikalné-chemické vlastnosti, a které zaroven budou ziskavany
z obnovitelnych zdroji a budou plné biologicky rozlozitelné, tudiz Setrné k Zivotnimu
prostiedi [2, 3].

Budovani trhu biopolymert vede k tivahdm vyuzivat tyto materidly nejen jako nihradu
petrochemickych polymert pro primyslové aplikace. Rada vyzkumi jasné prokazala, Ze jsou
tyto materialy velmi vhodnym kandidatem pro aplikace biomedicinské. Tradi¢né vyuzivané
materialy pro Iékatské implantaty, jako jsou kovy, keramika nebo syntetické polymery, mohou
v téle interagovat a projevit se negativnimi imunologickymi reakcemi. Casto je nutné
podstoupit druhou operaci pro jejich odstranéni z téla. Biopolymery v organismu nezptsobuji
imunologické reakce, nejsou cytotoxické. Dale podléhaji biodegradaci, pii niZ dochazi
K rozkladu na télu vlastni latky, které jsou v organismu dale metabolizovany, tudiz zde neni
nutnost podstupovat dalSi operaci pro odstranéni materialu z téla po zotaveni pacienta.
Biopolymery miZeme rozd€lit na tfi nejrozsifengjsi skupiny: polysacharidy, proteiny
a polyestery. Vysoka variabilita mechanickych vlastnosti, chemickych struktur, i moznost
volbou materidlu ovlivnit rychlost biodegradace, ptredurcuje biopolymery k Siroké skale
uplatnéni v mediciné a farmacii [4, 5, 6].



2 TEORETICKA CAST
2.1 BIOPLASTY

Pojmem bioplasty neni myslen pouze jeden druh materialu. Bioplasty zahrnuji Sirokou $kalu
latek s rozli¢nymi vlastnostmi a aplikacemi. Obecnym terminem bioplasty byvaji oznacovany
jak polymery biologicky rozlozitelné, tak i ty, které pochazeji z obnovitelnych zdroju,
popftipadé materialy, které splituji oba tyto parametry zaroven [7, 8].

Bioplasty pochézejici z obnovitelnych zdroji jsou mysleny materidly ¢i produkty, které jsou
minimalné z 50 % syntetizovany z biomasy, jako je napiiklad $krob, cukrova titina
nebo celulosa [7, 8].

Biodegradaci je myslen proces, pii kterém je dany material ¢innosti riiznych mikroorganismu
rozlozen na pfirodni latky jako je voda, oxid uhli¢ity a methan. Samotny proces biodegradace
zavisi na podminkéch rozkladu, typu mikroorganismi a typu materidlu. RozliSujeme aerobni
a anaerobni podminky. Mezi nejvyznamnéjsi biodegradace v ptirod¢ patii degradace v pade
a ve sladké, nebo moiské vod¢. Biodegradabilni plasty nemusi byt vzdy vyrobeny z biomasy,
naopak mnoho plastu, které jsou vyrobeny z petrochemickych produktti, mohou byt v ptirodé
rozlozitelné [7, 8].

2.2 DEGRADACNI PROCESY

Degradace je proces, pii kterém dochazi ke strukturnim a vlastnostnim zménam materialu.
V makromolekularnich latkach, mezi které patii materialy ziskané z ptirodnich zdroju
i chemicky syntetizované, dochazi pti degradacnich procesech az ke §tépeni polymerni vazby.
Tyto zmény v danych makromolekuldch mohou byt vyvoldny fyzikdlnimi, biologickymi
I chemickymi vlivy [9].

Pii chemodegradaci jsou makromolekuly degradovany ucinkem chemickych latek. Tento
proces je ucinny predevSim u plastovych materiald, které ve svém fetézci obsahuji labilni
funk¢ni skupiny. Obecné miiZzeme fict, Ze ¢im vice bude na makromolekule labilnich funk¢nich
skupin, tim snadné&ji bude jejich chemodegradace probihat [9, 10].

Piisobenim tepelné energie dochazi ke $tépeni chemickych vazeb a také ke konformacnim
zménam makromolekul. K roztrZzeni molekuly dochézi v mistech, kde se nachéazeji nejslabsi
vazby. Termodegradacni procesy probihaji nejcastéji v inertni atmosféte nebo piimo ve vakuu.
Jejich pribéh charakterizuje vznik t€kavych produkti rizného chemického slozeni
a uhlovodikového zbytku [9, 10].

Spoustéem fotodegradace je slunecni zafeni o dané vinové délce, které plsobi na urcité typy
vazeb nachazejicich se v dané plastické makromolekule. VInova délka musi mit ve vétsing
ptipadi charakter ultrafialového zafeni [9, 10].

2.3 BIODEGRADACE

Specialnim ptipadem degradace je proces, pii némz dochazi k preméné polymerti na jednodussi
slouceniny, jako je oxid uhli¢ity, methan, voda, anorganické slouc¢eniny nebo biomasa.
Za vhodnych podminek vede biodegradace k rozkladu plasti beze zbytkl, které by mohly byt
toxické nebo skodlivé pro zivotni prostredi [1, 2, 11].



Biodegradaci vyrazné ovliviiuje fada faktori. Jednim z nich je teplota, ktera dokaze vyrazné
ovlivnit ¢innost mikroorganisml.. Nastavenim teploty, kterd je optimalni pro rast daného
mikroorganismu, mizeme zna¢n¢ ovlivnit rychlost celého procesu biodegradace. Pro spravnou
funkci mikroorganismi je dale zapotiebi urcita vihkosti pady, ktera se udava v rozmezi od 50
do 70 %. Jak jiz bylo zminéno vyse, vyznamnym faktorem je také dostateény ptistup kysliku
(u aerobnich procesit) nebo naopak jeho uplna absence (anaerobni procesy). Dale jsou tyto
procesy ovlivnény hodnotou pH daného prostiedi, kterd vyznamné ovlivituje biologickou
aktivitu jednotlivych mikroorganismu [12].

2.3.1 Biodegradace v riuznych prostiedich

Obrovské mnozstvi plastovych odpadi se likviduje hromadénim na skladkach nebo
spalovanim, coz vede ke vzniku sklenikovych plynt. Bylo provedeno mnoho studii zamétenych
na zkoumani biologické rozlozitelnosti v rtiznych prostiedich, jako je kompost, piida, motské
a jiné vodni prostfedi. Nejcastéji byla volena ptida nebo kompost z diivodu vysoké piirozené
mikrobialni rozmanitosti [13].

Pti kompostovani je organickd hmota pfeménovana na oxid uhli¢ity a ptidni material (humus)
pomoci mikroorganismili. V pribéhu posledniho desetileti byly provedeny rozsahlé studie
vyuziti kompostu pro biologicky rozklad plastl. Bioplasty na bazi biomasy i na bazi ropy jsou
citlivé na biodegradaci v kompostu za specifickych podminek jako je teplota, pH a obsah
vihkosti. Schopnost biodegradace mutze byt urychlena pomoci ruznych, snadno
degradovatelnych ptimési jako jsou cukry, kukutice nebo vldkna z dribeziho pefi, a to proto,
ze se mikroorganismy diky nim mohou snadnéji a rychleji rozmnozovat [13].

2.3.2 Enzymaticka degradace v roztoku

Nejcastéji probiha degradace v roztoku hydrolyzou pomoci enzymu. Tato reakce ma dva
stézejni kroky, pfi prvnim dochéazi ke specifické vazbé enzym-substrat a nasledné je
katalyzovano hydrolytické Stépeni. V procesu depolymerace, extracelularni enzymy Stépi
béhem degradace dlouhé fetézce makromolekul na mensi molekuly, které nasledné jsou
vsttebavany skrz semipermeabilni membranu dovnitf buiiky. Navazujici ¢ast biodegradace se
nazyva mineralizace, pii ni dochdzi ke zpracovani kratkych fetézci plivodniho polymeru
az na malé molekuly jako je voda, oxid uhli¢ity nebo methan. Tyto produkty potom bakterie
vyuzivaji jako zdroj uhliku a energie [14].

2.3.3 Metodiky testujici biodegradaci

Biologicka rozlozitelnost je testovdna pomoci metod, které stimuluji redlné podminky
prostiedi. Pro srovnani vysledkd rtiznych studii je potieba pouzivat mezindrodné schvalené
standardy, které stanovuji podminky pro dany experiment [14, 15].

Utinky biodegradace jsou popisovany zdrsnénim povrchu, tvorbou otvord nebo trhlin,
rozpadem polymerti na mensi fragmenty, zménou barvy nebo tvorbou biofilmi na povrchu.
Z téchto informaci je patrné, ze biologicky rozpad zkoumanych latek jsme schopni ¢astecné
potvrdit vizualnim pozorovanim povrchu plasti [14, 15].

Siroce pouzivanou jednoduchou metodou pii testovani biodegradace je stanoveni ubytku
hmotnosti daného vzorku polymeru. Nicméné tato metoda mize byt znaén€ nepiesna,
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protoze neni ziskan zadny piimy diikaz biologického rozkladu, proto je vhodné tuto metodu
doplnit dal$i analyzou, naptiklad stanovenim molekulové hmotnosti polymeru [14, 15].

Nejcastéji se vyzkum zameétfuje na organickou recyklaci (kompostovani). V laboratofi
je stimulovan proces kompostovani za vyuziti vySSich teplot (okolo 37 °C nebo 58 °C).
Po minimalné tfech mésicich se stupen rozpadu stanovi prosetim ziskaného kompostu. Pokud
dany polymer degradoval, jeho ¢astice projdou sitem spolecn¢ s kompostem a nebudou se od
n¢j vyrazn¢ odliSovat. Touto metodou je mozno zjistit, zda dany material biologicky degraduje
po fyzikalni strance, tedy zda dochazi k jeho rozpadu. Nicméné jiz nedokaze odhalit, zda budou
dané¢ fragmenty dale biodegradovat na oxid uhli¢ity, vodu a biomasu, nebo pfetrvaji
V nezménéném stavu v kompostu. Tento problém muze byt vyfeSen dalsi zkuSebni metodou,
ktera je zaloZena na stanoveni ¢istého vyvoje oxidu uhli¢itého. Nutnosti je méteni vyvoje oxidu
uhli¢itého také v kompostu, ktery neobsahuje rozkladany polymer. Vyslednou hodnotou je
potom rozdil téchto objemt [14, 15].

Dale byvaji zkoumany zmény mechanickych vlastnosti a zmény molekulové hmotnosti
pozorovaného vzorku. Pomoci téchto metod mize byt biologicky rozklad potvrzen piimo [14,
15].

2.4 PRIRODNIi BIODEGRADABILNI POLYMERY

V poslednich letech byla syntetizovana fada biologicky rozlozitelnych ptirodnich polymert.
Do skupiny pfirodnich polymerd fadime hlavné $krob, celulosu, polyhydroxyalkanoaty nebo
polykyselinu mlé¢nou. V soucasné dobé¢ lze uvazovat tii zdkladni zplisoby vyroby téchto
materiali. Prvnim z nich je modifikace biopolymert (napt. Skrobové polymery), dale mohou
byt polymerizovany biogenni polymery (napf. kyselina polymlécna) a tfetim zpisobem je
syntéza pomoci mikroorganismi, které tento materidl pifimo produkuji (napf.
polyhydroxyalkanoaty) [11, 16, 17].

2.4.1 Skrob

Skrob, ktery vznika pfi procesu fotosyntézy, je ukladan ve formé polysacharidu v rostlinach.
Tento biologicky rozloZitelny polymer je snadno dostupny, nachdzi se v plodinach jako jsou
brambory, kukufice nebo ryZe, a jeho zisk neni pfili§ finanéné naroény. Skrob se sklada ze dvou
stavebnich jednotek — amylosy (linearni polymer molekul D-glukosy spojenych a-1,4-
glykosidickou vazbou) a amylopektinu (vysoce rozvétveny polymer molekul D-glukosy).
Obréazek 1 a obrazek 2 vyobrazuje strukturu téchto dvou zminovanych polysacharidi. Skrob
jako takovy nema potiebné mechanické vlastnosti, a proto ¢asto dochazi k jeho miseni
se syntetickymi plasty, které ale zhorSuji jeho biodegradabilitu [11, 16, 19].

CHOH [ CH, OH | CH,OH
0 0 0
OH OH OH
OH 0 J OH
OH | OH .00 e00 OH

Obrazek 1: Molekulova struktura polysacharidu amylosa [18]
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Obrdzek 2: Molekulova struktura polysacharidu amylopektin [18]
2.4.2 Celulosa
Nejrozsifengj$im prirodnim polymerem je celulosa, ktera ma Krystalickou strukturu
a je hydrofilni. Molekulova struktura je vyobrazena na obrazku 3. Zasadni nevyhodou tohoto
materialu je, Ze neni termoplasticky, nelze jej rozpustit ani tavit. Plasticky zpracovavat
Ize pouze derivaty celulosy, které mohou mit pozadované mechanické vlastnosti, nicméné
pravidelnému vyuziti tohoto materialu brani velmi vysoké vyrobni naklady [16, 20].

cHon [ cHoH | cHoH

HO
OH

Obrazek 3: Molekulova struktura celulosy [18]
2.5 BIOLOGICKY ROZLOZITELNE POLYESTERY

Biopolyestery patii k nejslibnéjSim biologicky rozlozitelnym materidlim vibec. Jednotlivé
monomery jsou vazany esterovou vazbou, ktera muze podléhat hydrolyze.
Mezi biodegradabilni polyestery patii piedevsim polyestery alifatické — polyglykolid,
polykyselina mléénd nebo polyhydroxyalkanoaty. Tyto materidly prokazatelné¢ podléhaji
hydrolyze a (bio)degradaci, avSak jejich fyzikalné-mechanické vlastnosti Casto nedosahuji
kvalit petrochemickych polymert. Mezi slibné materidly se fadi aromaticky polyester
poly(butylenadipat tereftalat), ktery vykazuje vynikajici fyzikalné-mechanické vlastnosti
a zaroven je (bio)degradovatelny [21, 22].

2.5.1 Kyselina polymlécna

Kyselina polymlééna (PLA) piedstavuje jeden z nejrozsitenéjSich biologicky rozlozitelnych

materiald, ktery je obnovitelny a biokompatibilni. PLA se ziskava ptfimou kondenzaci kyseliny
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mlécné. Ta je syntetizovana mikroorganismy, které jako zdroj uhliku pouzivaji hlavné glukosu
ziskanou z kukufi¢éného Skrobu a cukrové titiny. Tento polyester je povazovan za jeden
Z nejslibngjSich  biologicky rozlozitelnych polymert. Molekulova struktura kyseliny
polymlé¢né je zobracena na obrazku 4 [1, 21, 23].

- H 09
|l

HT 0—C— C-THO

|

- CHy A"

Obrazek 4. Molekulova struktura kyseliny polymlécné [17]

PLA se jiz pouziva v biomedicinskych aplikacich (systémy pro fizené podavani 1é¢iv, stehy
nebo jako material pro fixaci kosti), mimo biomedicinské aplikace je PLA také vyuzivana jako
obalovy material. Tento polymer ma dobrou pevnost v tahu, ale nizkou tepelnou stabilitu
a razovou houzevnatost, proto je jeho vyuziti v oblasti plastickych materialu znaéné¢ omezeno.
Za ucelem zlepSeni vlastnosti je snaha PLA rtuzné modifikovat. Dulezitym aspektem téchto
modifikaci je ale potieba zachovani biologické rozlozitelnosti daného materialu [21, 23, 24].

2.5.2 Poly(butylen adipat-co-tereftalat)

Poly(butylen adipat-co-tereftalat) (PBAT) je Vv dne$ni dobé jednim z nejvyznamnéjsich
biologicky rozlozitelnych kopolyesteri vyrobenych z fosilnich zdroji. Ve snaze podpofit
hydrolytickou degradaci polybutylen tereftalatu (PBT), ktery mé skvélé mechanické 1 tepelné
vlastnosti, ale neni schopen biologické degradace, byvaji do fetézce ptidavany alifatické mekké
segmenty adipatu, které zachovavaji pivodni mechanické i tepelné vlastnosti PBT a zaroven
podporuji biologickou rozlozitelnost [21].

PBAT je tedy ziskavan polykondenzaci butandiolu, kyseliny adipové a kyseliny tereftalové,
vysledna struktura tohoto polyesteru je vyobrazena na obrazku 5. PBAT kombinuje vyhody
aromatickych i alifatickych jednotek ve svém fetézci. Ve vysledku je tento polyester biologicky
rozloZitelny s potiebnymi mechanickymi vlastnostmi, které jsou velmi podobné vlastnostem

polyesteru s nizkou hustotou [21, 25].
0

’ 0
O\/\/,A\ O\//-\/\ -
o) 0
0 0
X

y

Obrazek 5: Molekulova struktura PBAT [21]

V dnesnich dnech PBAT jiz nachézi své vyuziti pfedevsim jako obalovy material nebo jako
nahrazka jednorazovych ndkupnich tasek. Dal§im slibnym odvétvim je vyuziti v zemé&d¢lstvi,
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kdy Ize nahradit mulCovaci folie zpolyethylenu. Své uplatnéni mize najit také
v biomedicinskych aplikacich naptiklad pii rekonstrukei kosti [25, 26].
Jednou z mala nevyhod PBAT je jeho vysoka cena v porovnani s jinymi, béZné€ vyuzivanymi

komoditnimi plasty. Slibnou alternativou, ktera bude nakladové vyhodnéjsi, je smichani PBAT
S jinymi biologicky rozlozitelnymi polymery, jako je napiiklad $krob nebo PLA [25].

2.5.3 Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou biologické polyestery syntetizované mikroorganismy jako
zasobni zdroj energie a uhliku. Bylo identifikovano vice nez 250 druhti bakterii,
které polyhydroxyalkanoaty produkuji. PHA po extrakci z bakteridlnich bun¢k vykazuji
krystalické, pruzné, elastické a termoplastické vlastnosti. Mohou byt syntetizovany
z obnovitelnych zdroju uhliku, a tudiz tak nevedou k vy¢erpani omezenych neobnovitelnych
zdroji. Rostouci obavy o zneCisténi zZivotniho prostfedi vyvoldvaji vysoky zdjem o tyto
struktury, které mohou byt pln¢ biodegradovany. Polyhydroxyalkanoaty charakterizujeme jako
netoxické, biokompatibilni a biodegradovatelné polymery, které lze ziskat z obnovitelnych
zdroju [27], [28], [29].

2.5.3.1 Struktura a vlastnosti PHA

Dosud identifikované PHA zahrnuji pomémé Sirokou skupinu alifatickych hydroxylovych
mastnych kyselin. V téchto polymerech tvoii karboxylovd skupina jednoho monomeru
esterovou vazbu s hydroxylovou skupinou sousedniho monomeru (viz obrazek 6). Na zakladé
délky uhlovodikového zbytku se PHA déli do tii skupin: monomery s kratkym fetézcem (SCL-
PHA) obsahujici 3—5 atomi uhliku, monomery se stiedné dlouhym fetézcem (MCL-PHA) s 6—
15 atomy uhliku a posledni skupinou jsou monomery s dlouhym fetézcem (LCL-PHA),
které maji ve svém uhlovodikovém zbytku vice nez 15 atomt uhliku. Tento rozdil je zptsoben
pfedevSim substratovou specifitou PHA syntézy jednotlivych bakterii. Nékteré bézné
syntetizované PHA uvadi obrazek 7. Nejcastéji charakterizovanymi PHA jsou poly-3-
hydroxybutyrat (P3HB), polyhydroxyvalerdt (PHV), polyhydroxyhexanoat (PHH),
polyhydroxyoktanoat (PHO) a jejich kopolymery, jako je napiiklad poly-3-hydroxybutyrat-
hydroxyvalerat (PHBHV) [28, 30, 31, 32].

H
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Obrazek 6: Obecna struktura polyhydroxyalkanoatu [33].
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Obrazek T: Neékteré bézné syntetizované monomery SCL-PHA a MCL-PHA. 3HB: 3—
hydroxybutyrat, 3HV: 3—hydroxyvalerat, 3HHx: 3—hydroxyhexanoat, 3HO: 3—hydroxyoktanodat, 3HD:
3-hydroxydekanoat, 3HDD: 3—hydroxydodekanodt [33].

V bunce existuji PHA jako pevné inkluze amorfniho charakteru. Po extrakci organickymi
rozpouStédly z builkky se vSak PHA stdvaji vysoce krystalickou latkou, ktera vykazuje
materialové vlastnosti podobné bézné¢ uzivanym petrochemickym plastim, jako je
polypropylen, polyethylen nebo polystyren. Vlastnosti polyhydroxyalkanoati lze regulovat
zménou molekularnich struktur, diky tomu muze byt dany polymer tvrdy a krystalicky
nebo naopak velmi elasticky. Ku piikladu mize slouzit PHB, ktery je sam o sobé& kiehky a tuhy.
Po pfidani monomerd jako je napiiklad 3-hydroxyvalerat nebo 3-hydroxyhexaoat dochazi
ke zlepSeni materialovych vlastnosti. Dle pozadavkd na vlastnosti pro riizné aplikace lze PHA
rizné michat nejen mezi sebou, ale i s jinymi polymery, enzymy nebo i anorganickymi
materidly. V zavislosti na sloZeni vysledného kopolymeru mizou PHA vykazovat diametralné
odli$né materialové vlastnosti [28, 29, 30, 34, 35].

Polyhydroxyalkanoaty maji vysoky stupen polymerizace (az 30 000 monomert),
coz potvrzuji vysoké molekulové hmotnosti, které tyto polymery obvykle maji. V zavislosti
na pouzitém mikrobidlnim druhu a rtznych kultivaénich podminkach, jako je pH, typ
a koncentrace uhliku ¢i zpisob kultivace, se molekulova hmotnost téchto latek pohybuje
od 2:10° az 3-10° Da [36].

PHA jsou rozpustné v chloroformu a dalsich chlorovanych rozpoustédlech jako je naptiklad
1,2-methylenchlorid. Jejich teplota skelného ptechodu se pohybuje od —50 do 4 °C, teplota tani
od 40 do 180 °C. Teplota termodegradace, pevnosti v tahu a Youngtv modul pruznosti v tahu
(pomér napéti a jim vyvolané deformace) se méni v zavislosti na typu a slozeni daného
polyhydroxyalkanoatu [30].
2.5.3.2 Extrakce PHA z bakteridlnich bunék
Zisk biopolymeru je sloZity a ndkladny vzhledem k tomu, Ze PHA je ulozeno v zivych butikach.
Existuji rizné metody pro extrakci a nasledné zpracovani PHA, kazda z téchto metod je spojena
s ur¢itymi vyhodami i nevyhodami. Diky své jednoduchosti se nejcastéji se vyuziva metoda
extrakci rozpoustédly. Tato metoda zahrnuje mechanické roztrzeni bunék biomasy pro snadnou
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pfistupnost k PHA granulim, ty se rozpousti ve vhodném organickém rozpoustédle a nasledné
se vysrazeji, nejcastéji v ethanolu.

Flotacni metoda je modifikaci jiz zminéné extrakce rozpoustédly, pti které se pouzivané
rozpoustédlo, nejcastéji chloroform, vyuziva i jako prostfedi pro samotnou flotaci bunécného

odpadu.

Metoda enzymatické degradace je alternativou k extrakci rozpoustédlem. Tento proces
zahrnuje travici mechanismus samotného mikroorganismu pro uvoliiovani PHA.

Extrakce superkritickou tekutinou je nejnovéjsi proces pro ziskani polyhydroxyalkanoati.
Tato metoda je GCinnym extrakénim procesem pro produkci PHA bez obsahu necistot,
které jsou vhodné pro medicinské aplikace.

Z vyse uvedenych metod je nejSetrnéj$i metoda principidlné opacnd k tém predchozim,
kdy bylo rozpousténo PHA. Tentokrat dochazi k rozpusténi ostatnich ¢asti bun¢k a k zachovani
PHA ve fazi pevné. Nejcastéji se k rozpusténi pouzivaji chlornany, anionické tenzidy.
Dale v této metodée nachazi vyuziti enzymy, které vykazuji selektivitu vii¢i bunéénym slozkam,
jez maji byt rozpustény [30, 37].
2.5.3.3 Vyuziti PHA
S ohledem na specifické a riznorodé vlastnosti, nachdzeji tyto polymery Sirokou Skélu vyuziti
v riznych oblastech jako jsou obalové, biomedicinské a zemédé€lské aplikace. Na prelomu
tisicileti byly tyto materialy vyuzivany pro vyrobu lahvi uréenych pro kosmetické piipravky
nebo jako suroviny pro vyrobu latexovych barev. V zemédélstvi jsou PHA vyuzivany
jako nosice pro dlouhodobé uvoliiovani herbicidu ¢i insekticidt [31, 38].

2.5.3.4 Medicinské aplikace
Rozmanitost struktur, které vykazuji rlizné vlastnosti, podminiuje Siroké vyuziti téchto materiala
v medicinskych aplikacich. Vyuziti nachédzeji v napravach kardiovaskularnich systémi,
V oblasti fizeného a cilového uvolnovani 1é¢iv, hojeni a $iti ran, v ortopedii nebo v tkanovém
inZenyrstvi. PHA s kratkym fetézcem vykazuji vlastnosti jako je tvrdost a kiehkost.
Tyto vlastnosti mohou nalézt vyuziti v oblasti inzenyrstvi tvrdych tkani. SCL-PHA oproti tomu
vykazuji daleko vyssi elasticitu, ktera je Zadana pti tkanovém inZenyrstvi mékkych tkani, hojenti
ran nebo pii fizeném podavani 1é¢iv [39].

V tkanovém inzenyrstvi nachazi uplatnéni zejména P3HB, P3HB-3HV, P4HB, P3HO-3HH,
které mohou byt vyuZity jako kostni desticky, osteosyntetické materialy nebo chirurgické stehy.
Své uplatnéni mohou nalézt 1 pfi pomalém uvoliiovani 1€kt a hormont. PouZiti samotného

P3HB je vSak omezeno jeho vysokou kiehkosti a nizkou mirou biodegradace v Zivych tkanich
[29, 40].

PHA je mozno také rtizné¢ modifikovat. V ptipadé¢ zaclenéni hydroxyapatitu vzniké
bioaktivni a zaroven biologicky rozloZitelny material, ktery je mozno vyuzit pii regeneraci
tvrdych tkani. Kombinaci hydroxyapatitu s P3HB nebo P3HB-3HV jsou ziskany kompozity,
které¢ maji podobnou mechanickou pevnost jako lidské kosti a lze je pouzit jako leSeni
pro regeneraci tkani (tzv. skafoldy) [29, 38].

Bylo prokazano, ze smés P3HO a P3HB v poméru 25:75 miize slouzit jako zdkladni material
vhodny pro regeneraci nervii. Smés téchto polymert odpovidala mechanickym vlastnostem
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perifernich nervli a zaroven v porovnani s jinymi pomérovymi kombinacemi podporovala
bunécny rast [29, 38].

2.6 BIODEGRADACE BIOPOLYESTERU

Biologicky rozlozitelné biopolyestery se v dne$ni dobé jevi jako jedny z nejvhodnéjSich
je hydrolyza, ktera §tépi esterové vazby mezi jednotlivymi mery (monomernimi jednotkami
polymeru) [21].

Typy polymert se lisi rychlosti biodegradace. Biodegradace PHA je mnohem pomalejsi
ve srovnani s degradaci PLA za stejnych podminek. V oblasti mediciny jsou tedy PHA
vhodné;jsi pro aplikace vyzadujici pomalejsi in vivo degradaci [41].

Diilezitou roli pfi rychlosti biodegradace hraje povrchova morfologie sledovaného vzorku.
Vzorky, které mély pied zahdjenim degradace porézni povrch, degradovaly rychleji nez vzorky,
jejichz povrch byl pfi zahajeni experimentu hladky [42].
polymer nachazi. VSechny provedené studie se shoduji v myslence, Ze za vyssich teplot probiha
biodegradace rychleji. Také piitomnost mikroorganismii a jejich enzymaticka aktivita
zpusobuje rychlej$i pribéh biodegradace. Vzorek polymeru bude degradovat rychleji
V piitomnosti mnoha enzymu a neustale se méniciho prostiedi nez stejny vzorek v moiské vode¢,
ve které neni tak vysokd mikrobidlni rozli¢nost. Motska voda neni pro biopolyestery ptili§
vhodné prostiedi pro degradaci ptredevsim diky své nizsi teploté, v niz biodegradace probiha
daleko pomaleji. Na zakladé studie, ktera stanovila primérnou miru degradace PHA v motském
prostfedi, bylo odhadnuto, Ze PHA lahev by v moti kompletné zdegradovala béhem tii let.
Hodnota pH také hraje svou roli. V prostfedi bez pfitomnosti mikroorganismii degraduji vzorky
rychleji pfi niz§im pH, v tomto pfipadé dochazi ke kyselé hydrolyze. Pokud jsou ale v prostiedi
pfitomny mikroorganismy, které by mohly vyvolat rychlejsi enzymatickou hydrolyzu, je nutné
zvolit pH v oblastech, kde je dany enzym aktivni [43, 44].

Polyhydroxyalkanoaty mohou byt biodegradovany jak v aerobnim, tak i v anaerobnim
prostiedi a zaroven nedochazi ke vzniku zadnych toxickych produktti. Za aerobnich podminek
by vysledkem biologického rozkladu meéla byt voda, oxid uhli¢ity a biomasa,
zatimco za anaerobnich podminek vznik4 navic je$t€é methan. V biologickém systému jsou
PHA degradovany pomoci mikrobialnich depolymeraz. Proces rozkladu probiha na povrchu
PHA, kde bakterie ¢i houby vylucuji specificky enzym, extracelularni depolymerasu,
ktera rozkladd makromolekulu na monomery. Produkty degradace jsou pak absorbovany
anasledné¢ metabolizovany. Dale mohou byt polyhydroxyalkanoaty degradovany
enzymatickou i neenzymatickou hydrolyzou v tkanich. Tato schopnost jim pfeduréuje mozné
vyuziti v jiz zminovanych medicinskych aplikacich [29, 30, 31, 43].

2.6.1 Biodegradace v Zivotnim prostiedi

V zivotnim prostitedi dochazi k intracelularni ¢i extracelularni degradaci pomoci
mikroorganismi. Obecny mechanismus biodegradace v Zivotnim prostiedi byl jiz popsan
v kapitole 2.3.2.
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Po nastinéni mechanismu intracelularni degradace byl vybran P3HB, ktery je depolymerazou
V buiice roz$tépen za vzniku kyseliny 3-hydroxybutyrové. Dehydrogenazou je kyselina
nasledné oxidovana na acetylacetat, ktery je pomoci f-ketothiolasy rozlozen na acetyl-CoA.
Ten pii aerobnich podminkach vstupuje do citratového cyklu, kde je oxidovéan na oxid uhlicity.

Pfimo v zZivotnim prostiedi mohou byt polyhydroxyalkanoaty degradovany extracelularnimi
depolymerazami, které za¢nou $té€pit polymer na povrchu mimo samotnou bunku. Jiz kratsi
fetézce polymeru, oligomery, jsou absorbovany pies bunéénou membranu dovniti organismu,
kde jsou dale zpracovany a vyuzity ve prospéch mikroorganismu [29].

2.6.2 Biodegradace v zivych systémech

Struktura polyhydroxyalkanodtu urcuje schopnost a rychlost biodegradace. V zavislosti
na provedenych studiich, se védeckd komunita domniva, Ze biodegradace v zivych systémech
je vicestupniova. Zpocatku dochézi k ndhodnému Stépeni, po uréité dobé dochazi k naruseni
polymernich fetézcl a dochazi ke vznikii monomert a dimert. Tutu fazi je mozno sledovat
pomoci analyzy molekulové hmotnosti, kterd se snizuje. Az v dalSim kroku dochazi
k vahovému tbytku az k aplnému rozkladu ptivodniho polymeru [29].

V medicinskych aplikacich by v idealnim ptipadé mél byt Cas rozkladu polymeru shodny
s délkou regenerace cilené tkan¢. Degradace PHA v zivych systémech je testovana nejcastéji
in vitro v modelovych systémech, které simuluji prosttedi v organismu [29].

2.7 BIODEGRADACE A MEDICINA

Tradi¢né se v medicin€ pro implantaty, nahrady, Siti apod. vyuzivaji materidly jako jsou kovy,
keramika nebo syntetické polymery. Pouziti téchto materiald vSak neni bez rizika. V organismu
po implantaci ciziho materidlu mize dochazet k imunologickému odmitnuti a tvorb¢ zanéti.
Pti fixaci tkani je po regeneraci nutno ranu opét oteviit a cizi napravny material z organismu
vyjmout. Z téchto divodi jsou biopolyestery jako PLA nebo PHA v dnesni dobé velkym
tématem. Diky svym specifickym vlastnostem jsou tyto biopolymery slibnymi materialy
v medicinskych aplikacich. Jsou totiZ biokompatibilni a necytotoxické, coZ vylucuje napiiklad
negativni imunitni odezvy v organismu. PiedevSsim jsou tyto materialy biodegradabilni
a po urcité dobé se rozlozi na latky, které jsou organismu vlastni, akteré dovede svymi
metabolickymi drahami zpracovat. Diky tomu odpada nutnost tyto materialy z organismu
cilené opét vyjimat. V tabulce 1 je uveden piehled studii, které se zabyvaly degradaci
biopolyestert, piedevsim PLA, PHA a PBAT, pro medicinské aplikace [6, 45].
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Tabulka 1: Vystupy provedenych studii biodegradace

nazev prostiredi degradace ztrata hmotnosti ref.
PLA PBS (pH 7), 37 °C 25 %, 180 dni [21]
PLA KBM (pH 7,4), 37 °C 1,15 %, 30 dni [46]
Mg/PLA KBM (pH 7,4), 37 °C 1,45 %, 30 dni [46]
PLA roztok lipazy, 37 °C 48 %, 9 dni [47]
PLA amorfni in vivo (-) 100 %, 3 mésice [48]
P3HB PBS (pH 7,4), 37 °C 0 %, 180 dni [21]
P3HB in vivo (srde¢ni chlopen ovce) | 100 %, 2 roky [48]
P3HB—4HV PBS (pH 7,4), 37 °C 1,5 %, 95 dni [21]
P3HB-3HV PBS + lipaza (pH 7,4), 37 °C | 5 %, 240 dni [40]
P3HB_3HV Lr;é\ﬁlg)(implantace do hrbetu | 85 %, 180 dni [40]
. 0 SPAva o+ .
PHB-HV sepsin GH 09, 37°C. | nebyl sanoven, 30 dn |
PHB-HB Hankav pufr (pH 7,4), 37 °C | —, 30 dni [49]
PHB-HB NCS —, 30 dni [49]
P3HB-3HHXx lipaza, 37 °C 5,1 %, 30 dni [50]
P3HB-3HHXx (12% HHX) | PBS + lipaza (pH 74), 37 °C | 7 %, 50 dni [42]
P3HB-3HHXx (12% HHXx) | SBF (pH 7,4), 37 °C 2 %, 15 tydnd [51]
P3HB-3HHXx (5% HHx) | PBS + lipaza (pH 74), 37 °C | 3 %, 50 dni [42]
P3HB-3HHXx (20% HHXx) | PBS + lipaza (pH 74), 37 °C | 3 %, 50 dni [42]
P4HB in vivo (-) 100 %, 6-18 mésict [21]
P3HO acetatovy pufr (pH 6,8), 37 °C | 3,3 %, 31 dni [21]
PBAT PBS (pH 7,4), 25 °C 50 %, 300 dni [21]

PBS — fosfatovy pufr, KBM — Kirklandovo biokorozni médium, NCS — Newborn calf serum,
SBM — simulovand télni tekutina.

PLA byla jednim z prvnich biopolymert, ktera se zacala vyuzivat v medicing jako biologicky
vstiebatelny material. Samotna, s ni¢im nemodifikovand PLA nema zrovna idealni mechanické
alergické odezvy v organismu. Tyto nedostatky se v poslednich letech fesi riznou modifikaci,
nejcastéji pridavanim castic hoiciku. Studie dokazuji, Ze ptfidanim Mg do PLA, dochazi
k uc¢inné neutralizaci kyselého prostiedi, které vznika pii degradaci samotné PLA. Mimo jiné
tato modifikace zlepsuje mechanické vlastnosti polymeru a podporuje obnovu tkani [46, 52].

Nedavné studie vSak zjistily vybornou biologickou kompatibilitu u biodegradabilnich PHA.
Tyto polyestery degraduji o néco pomaleji nez zminéné PLA, nicméné je lze snadnéji
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modifikovat za i€elem vylepSeni pozadovanych vlastnosti ¢i upraveni rychlosti biodegradace.
Méné kysely charakter vedlejSich produktt pii degradaci ve srovnani s PLA, z nich navic ¢ini
zajimavé kandidaty pro aplikace tkanového inzenyrstvi. Z provedenych studii nebyly
prokazany zadné zanétlivé odezvy v organismu [21, 53].
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3 CIL PRACE

Cilem této bakalaiské prace byla ptfiprava filmt biopolyesteri, u kterych byla nasledné
sledovana mira biodegradace v syntetické Zalude¢ni stavé a ve fosfatovém pufru s lipazou.
V ramci této bakalaiské prace byly plnény nasledujici cile:

1.
2.
3.

Literarni reSerSe zamétfend na dané téma.

Ptiprava filmt biopolyesterti rozpousténim v chlorovanych rozpoustédlech.

In vitro biodegradace ptipravenych filma v syntetické zalude¢ni §tavé. Porovnani
ucinki syntetické Zalude¢ni st'avy s fosfatovym pufrem s ptidavkem enzymu.
Sledovani biodegradace filmaG gravimetricky, FTIR a zménami molekulové
hmotnosti.

Vyhodnoceni vysledk, jejich diskuze a zavér prace.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 POUZITE PRISTROJE

Spektrofotometr Nicolet iS50 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
DSC Q 2000 (T.A. Instruments, USA)

SEC, Infinity 1260 (Agilent Technologies, USA); MALLS, Dawn Heleos Il (Wyatt
Technology, USA); dRI, Optilab T-rEX (Wyatt Technology, USA)

4.2 POUZITE CHEMIKALIE

Biopolyestery (seznam je uveden v nasledujici tabulce 2)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Lach-ner, Ceska republika
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrétu p.a., Lach-ner, Ceska republika
Chlorid draselny p.a., Lach-ner, Ceska republika

Chlorid sodny p.a., Lach-ner, Ceské republika

Chloroform &isty stabilizovany amylenem p.a., Lach-ner, Ceska republika
Kyselina chlorovodikova 35% p.a., Lach-ner, Ceska republika

Lipaza, Merck KGaA, Némecko

Pepsin, Merck KGaA, Némecko

4.3 PRIPRAVA FILMU BIOPOLYESTERU

Pro experiment byly prvné pfipraveny filmy jednotlivych testovanych biopolyesteri. Samotny
biopolyester byl rozpustén jako 2 hm. % v 50 ml chloroformu za intenzivniho michani po dobu
2 hodin pfi teploté 60 °C. Nasledné byl roztok nalit na Petriho misku. Miska byla ponechana
Vv digestofi a bylo umoznéno odpafovani chloroformu pfi laboratorni teploté 21 °C a vlhkosti
18 %. Odpaiovani rozpoustédla vedlo k tvorbe tenkych filmii. Vysusené filmy byly uchovavany
Vv exsikatoru.

Byly ptipraveny folie téchto biopolyesteri: komercni poly(hydroxyalkanoat) (PHA, Mirel
Metabolix, USA) amorfni, polykyselina mlééna 2003D (PLA, NatureWorks, USA), poly(3—-
hydroxybutyrat) — HYDAL (PHB, Nafigate, CR), poly(3-hydroxybutyrat) (TU Graz, AT),
poly(butylen adipat-co-tereftalat) (PBAT, BASF, Germany), poly(3-hydroxybutyrat-co-3-
hydroxyvalerat) (Ustav chemie potravin a biotechnologii, FCH VUT v Brng),
polyhydroxybutyrat polyhydroxyhexanoat kopolymer (PHBH, Kanaeka, Japan), filament PLA
(Prusa Research, CR), filament smési PLA/PHA (Prusa Research, CR).

Kompletni seznam vSech vyuzitych biopolyestert je uveden v tabulce 2. Z kazdého
ptipraveného filmu byly testovany tii vyseknuté vzorky o priméru 10,25 mm, které byly
degradovany oddélené. Vzorky pouzitych biopolyestert jsou vyobrazeny na obrazku 8.
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Obrazek 8: Vzorky pouZité pro samotny experiment

4.4 INVITRO BIODEGRADACE
In vitro biodegradace biopolyesterovych filmi probihala kyselou hydrolyzou Vv prostiedi

syntetické zaludecni §tavy a hydrolyzou enzymatickou ve fyziologickém roztoku pufrovaném
fosfaty s lipazou. Experiment byl proveden s 11 vzorky, které jsou uvedeny v tabulce 2.

Struktury pouzitych biopolymert jsou zobrazeny na obrazku 9.



Tabulka 2: Prehled vyuzitych biopolyesterii v experimentu

sislo bionolvester pouzivana | tloustka filmu
poly zkratka [mm]
polykyselina mlécna 2003D
1 (NatureWorks, USA) PLA 0,08
komer¢ni poly(hydroxyalkanoat) amorfni
2 (Mirel Metabolix, USA) PHA 0,10
poly(3-hydroxybutyrat) — HYDAL
3 (Nafigate, CR) HYDAL 0,15
poly(3-hydroxybutyrat)
4 (TU Graz, AT) PHB 0,16
poly(butylen adipat-co-tereftalat)
S (BASF, Germany) PBAT 0,09
poly(butylen adipat-co-tereftalat)
6 (BASF, Germany) AC1200 0,10
poly(butylen adipat-co-tereftalat)
7 (BASF, Germany) FC1200 0,10
poly(-3hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)
9 (Ustav chemie potravin a biotechnologii, FCH MJB5 0,11
VUT v Brn¢)
polyhydroxybutyrat polyhydroxyhexanoat
10 kopolymer PHBH 0,15
(Kanaeka, Japan),
polykyselina mlécna — filament
11 (Prusa Research, CR) PLAT 0,10
12 polykyselina mlé¢na/polyhydroxybutyrat PLA/PHB 0,10

filament (Prusa Research, CR)
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Obrazek 9: Struktura biopolyesteri.: (a) — PLA, (b) — P3HB, (c) — PBAT, (d) — PHBV, (e) — PHBH
441 Synteticka Zaludecni St’ava
Synteticka zalude¢ni §tava (SGJ) byla piipravena podle referatu Vranikové a kol. [59].
Obsahovala 2 g chloridu sodného, 3,2 g praskového pepsinu (pepsin z vepiové zaludecni
sliznice, 0,7 U-mg™) a 80 ml 1M kyseliny chlorovodikové doplnénych vodou na 1 000 ml
roztoku. Vysledné pH tohoto média bylo 1,2.
4.4.2 Fosfatovy pufr s lipazou

Fyziologicky roztok pufrovany fosfaty (PBS) obsahoval 8 g chloridu sodného, 0,2 g chloridu
draselného, 0,24 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 1,44 g hydrogenfosfore¢nanu sodného
a 100 mg lipazy (lipaza z Rhizopus arrhizus, 8,6 U-mg™?) na 1 000 ml roztoku [42]. Vysledné
pH tohoto média bylo 7,54.
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4.4.3 Sledovani biodegradace

Vzorek byl umistén do 20 ml daného roztoku a byl inkubovan in vitro pti teploté 37 °C.
Experiment byl proveden vzdy ve tiech paralelnich vzorcich na jeden pfipraveny material. Oba
roztoky byly priabézné ménény kazdé tii tydny. Vzorek byl pravidelné odebiran k provedeni
analyzy, pfed niz byl vzdy vysusen.

4.4.3.1 Analyza pomoci infracervené spektroskopie

Funkéni skupiny piitomny v jednotlivych vzorcich byly analyzovéany pted zahdjenim a po
ukonceni experimentu pomoci infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR).
Spektra FTIR byla zaznamenana pomoci ptistroje Nicolet iS50 (Thermo Fisher Scientific, Inc)
s technikou zeslabeného tplného odrazu (ATR) Vrozmezi vlnodtd 4 000-400 cm
se spektralnim rozliSenim 4 cm™ a s celkovym poétem akumulovanych scanti 128.

Byla prométena spektra vSech jedenacti ptivodnich filmu a poté vzorku, které byly vystaveny
pusobeni PBS nebo SJG po 81 dnech experimentu.
4.4.3.2 Stanoveni ubytku hmotnosti
Byl sledovan vliv vybranych simulovanych télnich tekutin (syntetickd Zzaludecni $t'ava
a fyziologicky roztok pufrovany fosfaty s lipazou) na hmotnost testovanych biopolyesterti
Vv Case. Jednotlivé vzorky byly vysuSeny a zvaZeny v Case dle stanoveného harmonogramu.
Experiment trval 81 dni a vzorky byly zvazeny 0., 21., 40. a 81. den. Ztrata hmotnosti byla
vypoctena dle nasledujici rovnice:
(mO - mx)
m—o .

hmotnostni ztrata [%] = 100,

kde mo je hmotnost vzorku pied degradaci (0. den) a my zna¢i hmotnost vzorku po odbéru
(den 21., 40. a 81.).

4.4.3.3 Stanoveni molekulové hmotnosti

Hodnoty hmotnostné sttedni molekulové hmotnosti (Mw), hodnoty ¢iselné sttedni molekulové
hmotnosti (M) a hodnoty polydisperzity (P) jednotlivych vzorkd byly stanovovany pomoci
metody SEC-MALLS. Méfeni bylo provedeno za pouziti SEC-MALLS (GPC-MALLYS)
systému —dRI s kolonou PL gel mixed-C. Mobilni faze byla tvofena chloroformem s pritokem
0,3 ml/min. Nastfik vzorku byl 100 ml. Vzorky byly prefiltrovany pres filtr 0,45 pm.
Koncentrace vzorku byla 4 mg/1 ml.

Pro analyzu bylo z analyzovaného vzorku odebrano ptiblizn€ 8 mg ve stejnych intervalech
jako probihalo vazeni, tj. 0., 21., 40. a 81. den.

4.4.3.4 Termalni vlastnosti vybranych biopolyesterit pied a po enzymatické hydrolyze
Tepelné vlastnosti vybranych vzorkli biopolyesteri byly stanoveny pomoci diferencni
skenovaci kalorimetrie (DSC). DSC byla provedena na ptistroji DSC Q 2000 (T.A. Instruments,
USA) v dusikové atmosféte. Pfiblizné 5 mg vzorku bylo hermaticky uzavieno do hlinikovych
panviéek. Teplotni rozsahy méfeni pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3:

Podminky pro méreni tepelnych vlastnosti vybranych biopolyesterii

vzorek 1. krok 2. krok 3. krok 4. krok 5. krok
zahfivani z 25 | udrzovani chlazeni z 180 udrzovani | zahfivani z -60
PLA na 180 °C/ 1 min pfi na -60 °C/ 1 min pfi na 180 °C/
10 °C'min? 180 °C 10 °C'min? -60 °C 10 °C'min?
zahfivani z 25 | udrzovani chlazeni z 190 udrzovani | zahfivani z -60
HYDAL na 190 °C/ 1 min pii na -60 °C pfi 1 min pii na 190 °C/
10 °C'min? 190 °C 10 °C'min? -60 °C 10 °C'min?
zahfivani z 25 | udrzovani chlazeni z 200 udrzovani | zahfivani z -60
AC1200 na 200 °C/ 1 min pii na -60 °C pfi 1 min pfi na 200 °C/
10 °C'mint 200 °C 10 °C-mint -60 °C 10 °C'mint
zahfivani z 25 | udrzovani chlazeni z 190 udrzovani | zahfivani z -60
MJB5 na 190 °C/ 1 min pfi na -60 °C pfi 1 min pfi na 1900 °C /
10 °C'mint 190 °C 10 °C-mint -60 °C 10 °C-mint
zahfivani z 25 | udrzovani chlazeni z 165 udrzovani | zahfivani z -20
PHBH na 165 °C / 1 min pfi na-20 °C/ 1 min pfi na 165 °C /
10 °C'mint 165 °C 10 °C-min*t -20 °C 10 °C'mint
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 ANALYZA POMOCI INFRACERVENE SPEKTROSKOPIE

Byla provedena analyza vzorku pomoci FTIR pied zahdjenim a po ukonceni biodegradace.
Veskerd naméfena infratervena (IC) spektra piislusnych vzorkil jsou obsazena v priloze.
V nasledujici tabulce 4 jsou uvedeny charakteristické vibrace vybranych skupin
pro biopolyestery a jejich pfirazeni K jednotlivym absorpénim pastm pavodnich piipravenych
filmt biopolyester. Grafickd znazornéni vsech IC spekter jsou piiloZzena v piiloze.
Pro vyhodnoceni spekter byl vyuzit text VSCHT [63]. Vétsina pasi v IC spektru polymeri je
propojena jak s krystalickou, tak s amorfni oblasti. Pokud dojde ke zméné krystalinity, bude
dochazet také ke zmén¢ intenzity a frekvence nékterych absorpénich pasu [60].

V piipadé IC spektra PLA absorpéni pas 3 413 cm™ vypovida o piitomnosti valenéni vibrace
-OH skupiny. Pfitomnost CHs a CH> skupin prokazuji absorp¢ni pasy jejich valen¢nich vibraci
s maximy 2958 a 2873 cm™ a pasy deformacnich vibraci s maximy 1458 a 1389 cm™.
Absorpcni pas s vinoctem 1 709 je potvrzenim valencni vibrace skupiny -CO-O-, esterovou
vazbu déle potvrzuje také valenéni vibrace s maximem v 1 265 cm™. Po degradaci v PBS a SIG
nedoglo k zadnym kvalitativnim zménam v IC spektru PLA.

V IC spektrum amorfniho PHA je potvrzen pés vibraci 3 448 cm, ktery dokazuje p¥itomnost
valenéni vibrace polymerni -OH skupiny. Absorpéni pasy s maximy 2 978 a 2 939 cm™ jsou
dikazem piitomnosti antisymetrické valen¢ni vibrace CHsz a CHa. Tyto funk¢ni skupiny dale
potvrzuje pFitomnost absorpénich pasti s vinoétem 1 454 a 1 381 cm™ piedstavujici deformaéni
vibrace CHsz a CH>. Esterova vazba je prokazana valen¢nimi vibracemi s maximy 1724
a 1169 cm™. Po vystaveni amorfniho PHA roztoku SJG nedochazi ke kvalitativnim zmé&nam
v IC spektru. V IC spektru amorfniho PHA, které bylo vystaveno ptisobeni PBS, dochazi
Kk nékolika zménam. Maximum valen¢ni vibrace pro polymerni -OH skupinu migruje z 3 448
na 3 286 cm™, zaroven dochézi k vyraznému rozsifeni tohoto absorpéniho pasu. Nové vznikaji
absorpéni pasy s vinoétem 1 651, 1 547 a 1 539 cm™. K migraci absorpéniho pasu dochazi také
v oblasti otisku prstu, a to z hodnoty 1 300 na 1 277 cm™.

V pivodnim IC spektrum HYDALu je rozeznatelny absorpéni pas v poloze 3 437cm™,
ktery pifedstavuje valen¢ni vibraci polymerni -OH skupiny. Maxima v hodnotach 2 978
a2 939 cm™ potvrzuji piitomnost antisymetrické valenéni vibrace CHs a CH2. Dominantnim
znakem spektra je velmi intenzivni absorpéni par s maximem 1720 cm™, ktery potvrzuje
ptitomnost skupiny -CO-O-. Po degradaci v PBS a SJG dochazi shodné k migraci absorpéniho
pésu, ktery je charakteristicky pro deformaéni valenéni vibraci CH2 z 1 381 cm™ na hodnotu
1378 cm™. Pii pohledu na absorpéni pasy okolo 1270 a 1045 cm™ je patrné, Ze dochazi
ke zménam krystalinity po degradaci oproti ptivodnimu vzorku.

IC spektrum PHB se od IC spektra HYDALu li§i pouze migraci antisymetrické valenéni
vibrace a deformaéni vibrace CHz na hodnotu 2 931 a 1 377 cm™. Dale také antisymetricka
valenéni vibrace -CO-O- mé své maximum v hodnoté 1273 cm™. Odlinost této hodnoty
od PHB od HYDALu je dana pravdépodobné jinou krystalinitou vzorku. Po degradaci neni
patrny vznik ani zanik novych absorp¢nich pasu.
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V IC spektru PBAT pred degradaci jsou viditelné tyto informace: piitomnost CHz prokazuji
absorpéni pasy antisymetrické valenéni vibrace s maximem v 2 9467 cm™ a deformaénich
vibraci s maximy v 1 454 a1 381 cm™. Pas s vinoétem 1 747 a 1 180 cm™ potvrzuje ptitomnost
valen¢ni vibrace, ktera je charakteristickd pro skupinu -CO-O-. Pfitomnost benzenového jadra
prokazuje valenéni vibrace s maximem v hodnoté 1 450 cm™. Absorpéni pas poukazujici na
piitomnost esterové vazby, ktera je navdzana na benzenové jadro, je ddn vinostem 1 265 cm™.
Pas vibraci s vlnoStem 867 cm™ potvrzuje pfitomnosti mimorovinné vibrace CH, kterd je
charakteristickd pro pfitomnost 1,4- substituovaného benzenového jadra. Po degradaci
nedochazi ke vzniku ani zaniku novych absorpcnich pasi. Dochazi v§ak v migraci n¢kterych
absorp¢nich past. Shodné, po vystaveni PBAT tcinku PBS i SJG, migruji pasy charakteristické
pro deformaéni vibraci 1,4- substituovaného benzenového jadra z hodnoty 868 na 872 cm™,
pasy pro antisymetrickou valenéni vibraci pro skupinu -CO-O- z 1265 na 1261 cm™, pro
deformaéni vibraci charakterizujici skupinu CHz z hodnoty 1 381 na 1 385 cm™ a pro valenéni
vibraci funkéni skupiny Ar-CO-O- z 1 747 na 1 751 cm™. Zména nastala také u antisymetrické
valenéni vibrace CHz, kdy doslo k migraci po degradaci v PBS z hodnoty 2 947 na 2 962 cm™,
Vv piipad¢ vystaveni SJG k Zadné zméné€ nedochdzi.

IC spektra FC1200 a AC1200 jsou charakterizovana stejné jako IC spektrum vzorku PBAT,
z tabulky 4 je mozno vycist hodnoty absorp¢nich past pro charakteristické vibrace funkénich
skupin. Po expozici téchto filmi simulovanym télnim tekutinam (SJG a PBS) nedochazi
ke vzniku ani zanikti zadnych absorp¢nich pasu.

IC spektrum vzorku AC1200 se po vystaveni ptisobeni PBS a SJG kvalitativné nezménilo.
V ptipadé vzorku FC1200, ktery byl vytaven plisobeni SJG dochazi k migraci deformacni
vibrace charakterizujici skupinu 1,4- substituovaného benzenového jadra z hodnoty 810 na
802 cm™. K dalsi zméné dochézi u absorpéniho pasu valenéni vibrace pro vazbu Ar-CO-O-,
kdy dochazi k migraci hodnoty 1265 na 1254 cm™. V pfipadé vystaveni plisobeni PBS
nedochézi v IC spektru FC1200 k zadnym kvalitativnim zménam.

Pii pohledu na IC spektrum vzorku MJBS5 jsou patrné absorpéni pasy téchto funkénich
skupin: ptitomnost CHs je prokazana absorpénim pasem antisymetrickou valenéni vibraci
s maximem 2 974 cm™ a deformaéni vibraci s maximem 1454 cm™; funkéni skupinu CH;
potvrzuje absorpéni pasy antisymetrické valenéni vibrace s vinoétem 2 931 cm™ a deformacni
vibrace s maximem 1377 cm™. Absorpéni pasy smaximy 1720 al261cm? potvrzuji
pfitomnost esterové vazby. Béhem degradace nedochdzi ke vzniku ani zaniku novych
absorp¢nich pasu. Z grafu je vSak patrné, Zze dochazi ke zménam krystalinity, a to v pasech
okolo hodnot 1 265 a 1 045 cm™.

Pro vzorek PHBH byla identifikovana tato absorpni spektra: antisymetricka valen¢ni
vibrace CHs u 2 978 cm™, deformacni vibrace CHs u 1454 cm™, antisymetrickd valenéni
vibrace CH, u2935 cm?! a deformaé¢ni vibrace CH2, u 1381 cm?, esterova vazba
byla potvrzena valenéni vibraci 1720 cm™ a antisymetrickou valen¢ni vibraci s maximem
1273 cm. V piipadé vystaveni tohoto vzorku piisobeni PBS dochédzi k migraci absorpénich
péasll antisymetrické valenéni vibrace CHz z hodnoty 2 978 na 2 973 cm™, z antisymetrické
valenéni vibrace R-CO-O-R z hodnoty 1 381 na 1 377 cm™. Po piisobeni SJG dochézi k migraci
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antisymetrické valen¢ni vibrace CHz zhodnoty 2935 na 2924 cm?, kdalsi migraci
absorpéniho pasu dochazi u antisymetrické valenéni vibrace CHz z 2 978 na 2 974 cm™,

Co se tyée vzorku filamentu PLA/PHA, v IC spektru lze vidét tyto informace: 3 498 cm™
predstavuje valenéni vibraci polymerni -OH, 2 997 cm™ pfedstavuje antisymetrickou valenéni
vibraci CHs, 2 947 cm™ predstavuje antisymetrickou valenéni vibraci CHp, 1 747 cm™ a 1 180
cm? predstavuje valenéni vibraci esterové vazby, 1 454 cm™ ptedstavuje deformaéni vibraci
CHs, 1381 cm? piedstavuje deformac¢ni vibraci CHz. Po vystaveni ptsobeni PBS a SIG
nedochdzi ke vzniku ani zdniku novych absorpénich past. V piipadé valen¢ni vibrace
pro esterovou vazbu dochdzi shodné k migraci absorpéniho pasu z hodnoty 1747 cm*
nal751cm™.

IC spektrum filamentu PLA pted degradaci je charakterizovano témito absorpénimi pasy:
3502 cm™ potvrzuje piitomnost valenéni vibrace pro polymerni -OH skupinu, 2 997 cm
predstavuje antisymetrickou valen¢ni vibraci CHs, deformacni vibrace pro CHz ma maximum
v 1454 cm?, 2947 cm? pfedstavuje antisymetrickou valenéni vibraci CHa, ktera je dale
potvrzena deformacni vibraci CHz v 1 381 cm®, 1 747 a 1 180 cm™ piedstavuji valenéni vibraci
esterové skupiny. Po vystaveni pisobeni PBS dochazi k migraci nékterych charakteristickych
absorpénich pasti — antisymetricka valen¢ni vibrace migruje z hodnoty 1 265 na 1 261 cm™
amaximum absorpéniho pasu deformacni migrace CH, migruje z1381 na 1385 cm™.
V oblasti otisku prstu, pfesnéji v oblasti o vinové délce 1 038-400 cm™ dochazi k vyraznym
zménam  IC spektra. V piipadé vystaveni tohoto filmu ptsobeni SJG nedochazi
ke kvalitativnim zménam v IC spektru.
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Tabulka 4. Charakteristické vibrace vybranych skupin a jejich prirazeni u pivodnich filmu pred degradaci

vOH) | w(CHs) | vcH) | vicH) | vic=0) | scra) | scma) | vic=0) | scra) | vcoo) | vicoo) | yem
funkéni | OH, | o | cHe | ore | €99 [ chys | o | Ar | o |ArcO-0-| -co-0- | AT SUbSE
skupina | polymerni estery 1,4-
vinotet | 3550 | 2995 | 2995 | 2880 | 1750 | 1480 | 1470 | 1465 | 1445 | 1330 | 1300 | oo oo
emy | 3320 | 2040 | 2015 | 2830 | 1705 | 1440 | 1440 | 1415 | ‘1385 | 1150 | 1150
PLA | 341339 | 295827 | - | 287342 | 170862 | 145792 | ~ | 138850 | - | 126507 | -
PHA | 344810 | 207785 | 293898 | — | 172405 | 145406 | - ~ |13s078 | - | 116865 |
HYDAL | 343653 | 207755 | 203512 | — | 172019 | 145406 | ~ |13s078 | - | 16122| -
PHB | 343653 | 2977,55 | 203127 | — | 172019 | 145406 | - ~ |9z | - |29 | -
PBAT | 350210 | - | 294670 | 2850,27 | 174719 | — | 1454,06 | 145021 | 138078 | 126507 | 118022 | 867,81
AC1200 | 341339 | — | 295827 | 286956 | 170862 | - | 145792 | 141164 | 1388,50 | 126507 | 116479 | 809,96
FC1200 | 341339 | — | 295827 | 287342 | 170862 | - | 145792 | 141164 | 1388,50 | 126507 | 116479 | 809,96
MIB5 | 343653 | 297370 | 293127 | - | 172019 | 145406 | - ~ | 137693 | - |16122| -
PHBH | 343653 | 297755 | 293513 | — | 172019 | 145406 | - ~ 13078 | - | 127279 | -
PLAf | 350210 | 2096,84 | 204670 | - | 1747,19 | 145406 | - ~ |13s078 | - |118022 | -
PLA/PHA| 349824 | 299684 | 294670 | — | 174719 | 145406 | - ~ |a13so78 | - | 118022 | -




5.2 STANOVENIi MOLEKULOVE HMOTNOSTI

Molekulova hmotnost biopolyesterii byla stanovena pomoci SEC-MALS. V analyze byla
stanovena hmotnostné stfedni molarni hmotnost (Mw), pocetné stfedni molarni hmotnost (Mn)
a koeficient polydisperzity (D), ktery je podilem hmotnostné a pocetné stiedni molarni
hmotnosti.

Analyzované hodnoty Mw, Mn a D jsou shrnuty v tabulce 5 a tabulce 6, ze kterych lze jasné
vidét, ze postupem Casu dochazi ke snizovani molarni hmotnosti jednotlivych testovanych
vzorkd. Pokles je zplisoben ndhodnym Stépenim polymeru s dlouhym fetézcem na mensi
fragmenty.

Nejvétsi ubytek hmotnostné stiedni molekulové hmotnosti miizeme vidét u vzorku filamentu
PHA/PLA, ktery byl vystaven ptsobeni SJG, kdy doSlo ke snizeni hmotnostn¢ stiedni
molekulové hmotnosti o 82,5 % oproti pivodni hodnoté. Nejmensi nachylnost ke snizovani
molekulové hmotnosti vykazoval vzorek AC1200, ktery byl vystaven ptisobeni PBS, kdy doslo
k ubytku hmotnostné stiedni molekulové hmotnosti o 17,9 % oproti ptivodni hodnoté.

Tabulka 5: Nameérené hodnoty My, Mw, a PDI pomoci SEC-MALS 1.

PBS SGJ
[32;] Mn [kDa] | My [kDa] | D[] | M [kDa] | My [kDa] | D [-]
0 11335 14227 126] 11335 142,27 1,26
< € 21 76,07| 10211 1,34 68,12 89,98 1,32
o E 40 60,54 9245 1,53 26,72 37,11 1,40
81 59,44 80,68 1,36 23,82 2939 1,25
. 0 32008 480,10] 150 32008] 480,20] 1,50
g 21 279,92  346,79| 129| 26393 34434 1,32
> 40 27137 32305| 119 21810 28492 131
81 24479 270,32 119| 18753 23220 124
0 20505 29126| 142| 20505] 291,26 1,42
o 21 161,25 25026| 156| 14413[ 22622 1,58
x 40 11156 184,08 171 12821 19329| 151
81 9757 12418| 151 9658| 119,90 154
0 486,96 516,75 1,06] 48696] 516,75| 1,06
@ 21 403,17 469,97 1,17 38390 45318| 118
S 40 331,88| 399.29| 120] 29262 37120 127
81 27812 33864 122 27914 32549| 1,17
0 150,49] 197,22 132 15049 197,22] 1,32
T 21 14281 173,72 122 13420  164,03] 1,22
T 40 126,54 15257 121 12303[ 147,01] 1,20
81 11318 137,06] 121 11110[ 113,72 1,19
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Tabulka 6: Namérené hodnoty My, My, a PDI pomoci SEC-MALS 1.

PBS SJG
[32;] [lﬁl";;] Mw [kDa] | D [-] | Mn [kDa] | Mw [kDa] | P[]

0 15173 21378 141 1s5173] 21378 141

< 21 134,73 19218| 1.44| 12362| 180,13| 145
o 40 131,82 18582 141| 12007 163,.89| 1,36
81 125,61 165,07 1,31 92,36|  116,79| 1,27

0 91,95 111,30 1,21 91,905| 111,30 1,21

p 21 7471 8978| 1,21 76,05 9436| 1,25
T 40 77,80 8312| 1,07 84,54 87,03| 1,04
81 57,08 6356 1,12 57,37 66,67| 1,16

< o 0 133,62 15510| 116| 13362] 1550 1,16
= é 21 65,78 72,34| 1,10 52,94 62,00 1,17
<3 40 37,45 44,06 1,18 35,54 4119 1,16
o™ 81 2727 32,25 1,19 24,68 2721 1,10
0 52,46 6378 122 52,46 6378 1,22

K 21 39,86 51,59| 1,29 39,09 4964 1,28
@ 40 38,57 4224 1,10 33,53 3703 111
81 32,88 3572 1,09 29,94 3328 1,11

R 0 108,07 150,79| 140 10807] 150,79] 1,40
S 21 109,22 149,03 136| 11297 14492 1,28
Q 40 101,01 138,62 1,37 9501| 127,47 1,33
81 93,86 12381 1,32 77,24 98,45| 1728

- 0 95,68 12901 1,35 9568 129,01] 1,35
S 21 88,46 116,56 1,32 8050 10148| 126
O 40 78,06 107,14| 137 67,70 88,30| 1,30
81 76,13 97,08| 128 60,78 7537 1,24

Na nasledujicich obrazcich 10, 11 a 12 lze vidét grafické znazornéni procentualniho ubytku
Muw U jednotlivych vzorkd.

V piipad¢€ vzorki polyhydroxyalkanoati (obrazek 10) mtizeme vidét, Zze v nejvyssi mife se
snizila molekulova hmotnost u vzorku amorfniho PHA v SJG, kdy doslo k ubytku My na konci
biodegradace az o 79,3 %. Nejméné se snizZila molekulova hmotnost u vzorku PHBH, ktery byl
vystaven ptisobeni PBS. Doslo ke snizeni hmotnostné sttedni molarni hmotnosti o 30,5 % oproti
ptuvodni hodnoté.

V ptipad€ vzorkl obsahujici polykyselinu mlé¢nou (obrazek 11) je patrné, Ze k nejvétSimu
ubytku molekulové hmotnosti dochazi u filamentu PHA/PLA. Vzorek se Stépi rychleji
v roztoku SJG. Opacny trend sledujeme u vzorku filamentu PLA, kdy k vétSimu ubytku
hmotnosti dochazi u vzorku, ktery byl vystaven plisobeni PBS.

Posledni graf na obrazku 12 porovnava 3 vzorky PBAT, a to vzorky PBAT, FC1200
a AC1200. Pocatecni hodnoty molekulové hmotnosti se vzajemné lisi: PBAT (Mw = 63,78) <
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FC1200 (Mw = 129,01) < AC1200 (Mw = 150,79), lze tedy ptedpokladat odlisné chovani
v prubéhu degradace. V tomto ptipadé nejvyraznéji poklesla molekulova hmotnosti u vzorku
PBAT v SJG. Nejméné poklesla molekulova hmotnost u AC1200, kdy doslo ke snizeni
hmotnostné stfedni molekulové hmotnosti o 17,9 % oproti pivodni hodnoté. Rozdilny
procentudlni ubytek je dan odliSnou pocate¢ni molekulovou hmotnosti a slozenim jednotlivych
vzorkl, které mohly obsahovat jiné mnozstvi aditiv, anebo jiné poméry monomeru v struktuie
kopolymeru (vyrobce je ale neuvadi a v rdmci prace jejich sloZeni nebylo stanovovano).
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Obrazek 10: Grafické zndazorneni procentualniho ubytku My U vzorkii amorfniho PHA, HYDALU,
PHB, MJB5 a PHBH
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Obrazek 12: Graficke znazornéni procentualniho ubytku My u vzorkii PBAT, ACI1200 a FCI1200
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5.3 STANOVENI UBYTKU HMOTNOSTI

V ramci experimentu byla provadéna hydrolytickd degradace filma ptipravenych z nékolika
druhti biopolyesterit ve dvou rtznych prosttedich. Obrazek 13 a obrazek 14 ukazuje
procentualni ubytek hmotnosti jednotlivych filmt. Jak je patrné, hydrolytickd degradace
biopolyesterti probihd. Rychlost pritbéhu vsak zalezi na zvoleném materialu.

V souladu s literaturou bylo potvrzeno, Ze rychlost degradace je zavisla na krystalinité
vzorki. Polymery, které budou mit vétsi pomér amorfni faze nez krystalické, budou k degradaci
nachylngjsi [61]. K degradaci dochazi prvné v amorfni oblasti za soucasného ubytku
molekulové hmotnosti, ktery je prezentovan v predchozi kapitole 5.2. Pouhym okem lze
sledovat, ze povrch filmu se béhem degradace méni a stava se drsnéjsim. V tuto chvili dochazi
k uvoliiovani malych fragmenti a ke zvySovani drsnosti povrchu, ktery je pfistupnéjsi
a samotna degradace probiha rychleji. Mimo jiné je v priab¢hu biodegradace pozorovatelna
vetsi kiehkost jednotlivych filmt.

Z nize uvedenych grafii vyplyva, Ze biodegradace probihd rychleji v PBS. Lze tedy fict,
ze biopolyestery podléhaji sndze a rychleji enzymatické hydrolyze nez hydrolyze
kyselé. V nejvétsi mife podlehlo degradaci amorfni PHA, kdy v PBS doslo v 81. dni
k (84,28 + 0,03)% hmotnostni ztraté. Vysoky stupen degradace byl dan vysokym podilem
amorfni faze. Pomérné dobte taky degradoval vzorek PBAT v PBS, po 81 dnech bylo mozno
sledovat ubytek hmotnosti o (24,5 = 1,1) %. Vys$8i mira degradace tohoto vzorku, na rozdil
od vzorku AC1200 a FC1200, které byly taktéz tvofeny polybutylenadipat-co-tereftalatem,
byla zpusobena takika polovicni piivodni molekulovou hmotnosti.

Z grafu je patrné, Ze filament PLA degraduje 1épe nez PLA (2003D). Do filamentu PLA jsou
pridavany anorganické Castice za ucelem zpevnéni materialu a zvyseni tepelné odolnosti. Tyto
anorganické Castice pravdépodobné podporuji biodegradaci. Pro vylepSeni mechanickych
vlastnosti PLA dochazi ¢asto ke kombinaci s jinymi materialy. V tomto experimentu byl pouzit
filament PLA/PHA, ktery vykazoval lepsi biodegradabilitu nez ostatni dva vzorky PLA. Vé&tsi
mira biodegradace u vzorki s polykyselinou mléénou byla prokdzana v PBS nez v SJG.

Co se tyce vzorkd polyhydroxy-3-butyratu (HYDAL a PHB) dochazi jako u jedinych
testovanych vzorkl k vy$§imu rozkladu po vystaveni ptisobeni SJG. Kone¢ny ubytek hmotnosti
v SJG byl shodné o0 0,3 % vyssi nez hmotnostni tbytek vzorkt vystavenych ptisobeni PBS.

Zapojeni hydroxyvaleratu (HV) do struktury polymeru P3HB by mélo sniZovat jeho
krystalinitu a zlepSovat jeho biologickou rozlozitelnost [21]. Namétené vysledky o této
souvislosti nevypovidaji. Vzorek MJBS5 ve sledovaném ¢asovém rozmezi degradoval pomaleji
nez vzorky HYDAL a PHB. Pomalej$i degradace vzorku MJBS5 byla pravdépodobné zplisobena
vys$$i pocatecni molekulovou hmotnosti a vy$§im obsahem krystalické faze.

Ackoliv film PHBV (vzorek MJB5) nevykazoval pfi testovani in vitro piili§ vysokou miru
degradace, z vyzkumu provedeného Han et al. vyplyva, Ze pfi testovani in vivo implantaci do
dorzalniho podkozi kralika, se tyto materialy chovaji odlisné a pii degradaci dochazi k tibytku
84,2 % ptvodni hmotnosti po 180 dnech [40].

Z vyzkumu Wang et al. vyplyva, Ze degradace PHBH zavisi na procentualnim obsahu
hydroxyhexanoatu v molekule, na mnozstvi krystalické faze a také na povrchové morfologii
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vzorku [42]. Ve srovnani s ostatnimi vzorky polyhydroxyalkanoati degradoval PHBH v PBS
rychleji nez vzorky HYDAL, PHB a MIJBS5. Dulezitou roli pii biodegradaci hraje také
morfologie, velikost a tloustka testovaného vzorku. Srovndni se nabizi s experimentem
A. Kovalcik akol. [62], kdy bylo pracovano se shodnym vychozim materidlem. Pro experiment
nebyl pouzit film lity v chloroformu, ale strukturovana matrice vytlaCovana na 3D tiskarné,
kterd byla vyrazn¢ masivnéj$i. Pfi srovnani rychlosti degradace v SJG po 40 dnech doslo
Vv piipadé filmi k vétsi mite ztraté ptivodni hmotnosti (hmotnost klesla 0 0,6 + 0,1 %), u matrice
byl pokles hmotnosti nizsi (0,08 = 0,03 %).

Biodegradace PBAT je relativné snadno regulovatelna. Jeji rychlost totiz zavisi
na procentualnim obsahu aromatické slozky v polymeru. Cim je obsah aromatické slozky vétsi,
tim pomaleji tento biopolyester degraduje. PBAT vykazuje dobrou biologickou rozlozitelnost,
pokud je koncentrace aromatické slozky udrzovana pod 55 mol. % [21]. Odlisnd mira
biodegradace mezi jednotlivymi testovanymi vzorky PBAT (PBAT, AC1200 a FC1200)
je dana odlisnost v po¢ate¢ni molekulové hmotnosti, procentualnim zastoupenim k. tereftalové
a rozdilem v krystalinité jednotlivych vzorkid. Nejvyssi molekulovou hmotnost mél vzorek
AC1200 a na druhé strané mé&l nejniZ$i molekulovou hmotnost vzorek PBAT, ktera byla takika
o polovinu niz8i nez u vzorku AC1200. Nejvyssi miru degradace vykazuje dle o¢ekavani podle
pivodni molekulové hmotnosti vzorek PBAT v PBS. Z nasledujicich graft je patrné, ze vzorek
PBAT podléha snadné&jsi biodegradaci v PBS nez v SJIG. Vzorky AC1200 a FC1200 dosahly
vy$8i miry rozkladu v SJG.
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5.4 TERMALNI VLASTNOSTI VYBRANYCH BIOPOLYESTERU PRED A PO
ENZYMATICKE HYDROLYZE

Vybrané vzorky biopolyesteri (PLA, HYDAL, AC1200, MJB5 a PHBH) byly podrobeny
analyze pomoci diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC). Byla stanovena teplota tani (Tnm),
entalpie tani (AHm), teplota krystalizace (T¢) a entalpie krystalizace (AHm). Teplota skelného
ptechodu (Tg) nebyla stanovovana, jelikoz pouzity DSC pfistroj nebyl dostate¢né citlivy na jeji
stanoveni u polymert s takto vysokym stupném krystalinity. Testovany byly vzorky
pripravenych filmi pied samotnou degradaci a zarovenn byla sledovana zména vzorka
po ukonceni experimentu v roztoku PBS. Ziskana data jsou uvedena v tabulce 7 .

Vysledky DSC poukazuji, ze mnozstvi krystalické faze ma vliv na pribéh a rychlost
degradace polymerii. Pfedpoklada se, ze biopolyester s vys$sim obsahem krystalické faze bude
degradovat pomaleji nez biopolyester s vy$§im obsahem amorfni faze, coz bylo vysledkem
méfeni i potvrzeno.

U vzorku PLA nejdiiv dochazi k odbourani amorfni ¢asti. Teplota tani ani stupen krystalizace
se po degradaci nezménil. Po degradaci ale dochazi ke zméné kinetiky krystalizace, kdy ke
krystalizaci dochdzi béhem chladiciho cyklu dfive u vzorkl po biodegradaci. V 2. ohiivacim
cyklu vznika u vzorku po degradaci dvojity pik tani, ktery poukazuje na dva typy krystalt
ve struktufe, a stupen krystalizace se snizuje na o 56,6 %.

Oba vzorky HYDAL i MJB5 mély v 1. ohfivacim cyklu dvojity pik teploty tani. Dvojity pik
tani ukazuje na dva druhy krystali, které jsou pfitomny v matrici polymeru. Zmény entalpie
tani ukazuji na zmény v stupni krystalinity daného polymeru. Hodnota entalpie tani u vzorku
MJBS5 klesla v PBS 0 5,3 % na rozdil od HYDALu, ktery v PBS nevykazoval zadné zmény.

U vzorku AC1200 dochazi ke sniZzeni krystalinity, dale k mirnému posunu T do vysSich
teplot v chladicim cykle naznacuje, ze polymer rychleji krystalizuje.

U vzorku PHBH vznikl dvojity pik v 1. i v 2. ohfivacim cyklu. Hodnota entalpie tani se
podstatné zvysila piiblizné¢ dvojnasobné, ¢imz poukazuje na narist krystalinity vzorku.
V chladicim cyklu dochézi ke krystalizaci daleko diiv, jiz pfi 95 °C oproti piivodnich 64 °C
a ve veétsim rozsahu (AHc stoupla oproti ptivodni hodnoté trojnasobng). Je tedy jasné, Ze se
zménila kinetika krystalizace.

Je nutno podotknout, ze DSC je pouze dopliikova metoda pti posuzovani biodegradace, ktera
nam indukuje zmény v semikrystalickém charakteru polymeri vzhledem na proces
biodegradace nebo degradace.

Celkové je mozno konstatovat, ze u vétSiny polymerti dochazelo po biodegradaci v PBS
s lipazou ke zméné kinetiky krystalizace, kterd zavisela na jejich pivodni hodnoté stupné
krystalinity a také na hodnoté molekulové hmotnosti.
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Tabulka 7: Namérena data z analyzy DSC

1. ohiivaci cyklus chladici cyklus 2. ohiivaci cyklus

niaey  Jomstent | o8y | o) | g | 061 | 0w | p9) | £ | e
PLA C.10 127,4 - 17 64,4 171 —-| 1233 17,5
po degradaci C.1.A 127,6 — 15,4 82,5 17,5 85,0 127,8 7,6
HYDAL C.3.0 157,6 173,6 79,2 104,6 74,7 168,5 — 77,8
po degradaci C.3.A 159,1 174,0 79,4 98,7 71,8 168,2 — 79,3
AC1200 C.6.0 126,3 - 13,9 64,3 19,01 124,7 — 19,2
po degradaci | C.6.A 127,8 — 8,9 67,3 2041 126,1 — 29,4
MJB5 C.9.0 160,6 173,8 83,2 85,0 61,7 167,6 - 76,7
po degradaci | C.9.A 163,0| 175,7 78,8 94,1 59,5/ 170,5 -1 733
PHBH C.10.0 127,7 - 19,0 64,9 16,8 123,7 - 15,0
po degradaci | C.10.A 131,7 142,1 40,2 95,0 51,7 1322 143,7 42,2
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6 ZAVER

Biologicky rozlozitelné biopolyestery se v dnesni dobé jevi jako jedny z nejvhodnéjsich
materidlli nejen Vv otdzce enviromentalni problematiky. Diky své biokompatibilité a dalSim
specifickym vlastnostem se tyto materidly jevi jako velmi slibné materialy v biomedicinskych
aplikacich.

Tato bakalarska prace je zaméfena na biodegradaci biopolyesteri V simulovanych télnich
tekutinach. Pro samotny experiment bylo vybrano jedenact biopolyestert, které byly ve formé
tenkych film vystaveny pusobeni syntetické Zzaludecni $tavy a fyziologickému roztoku
pufrovaném fosfaty s lipAzou. Mira biodegradace byla stanovena na zékladé zmén molekulové
hmotnosti a na zdkladé hmotnostniho ubytku. Déle byla provedena FTIR analyza a u vybranych
vzorkll byla provedena analyza pomoci DSC.

Pomoci FTIR byla zmétfena spektra testovanych biopolyesteri pied a po biodegradaci.
Souhrnné Ize fict, Ze béhem degradace nedochdzi k vyraznym kvantitativnim zménam spekter
jednotlivych biopolyestert.

Pomoci SEC-MALLS bylo potvrzeno snizovani molekulové hmotnosti béhem biodegradace
v modelovych tekutinach. Dochazelo prevazné ke $tépeni fetézct vlivem hydrolyzy (degradace
v SGJ) a vlivem enzymatické hydrolyzy (degradace v PBS slipazou). U vSech vzorkl
dochazelo k vyraznému snizovani molekulové hmotnosti. Nejvétsi procentualni ubytek byl
zaznamenan u vzorku filamentu smési PLA a PHA v SJG po 81 dnech, kdy doslo k 82,5%
ubytku hmotnostné stfedni molarni hmotnosti oproti piivodni hodnoté. Obecné k vétSimu
ubytku molekulové hmotnosti dochazelo u vzork, které byly vystaveny ptisobeni SJG.

StéZejni vysledky této prace jsou uvedeny v kapitole 5.3, kterd ukazuje, Ze v prib&hu ¢asu
dochazi k tibytku hmotnosti vSech vzorki. Je nutné zdlraznit, Ze pfi degradaci hraje dileZitou
roli nejen krystalinita, plivodni molekulova hmotnost, ale také povrchova morfologie a tloustka
filma.

Z uvedenych vysledku je patrné, Ze biodegradace in vitro u testovanych polyestert opravdu
probiha a lze je tedy piedpokladat jejich vyuziti pti Siroké $kale aplikaci, kde je jejich rozklad
zadouci. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.7, méla by rychlost biodegradace v idealnim ptipadé
probihat stejné rychle jako regenerace cilené tkané. Z provedenych experimentt je patrné,
Ze biodegradace biopolyestert je zavisld na mnoha proménnych faktorech a je tedy mozné
rychlost biodegradace urcitymi zptisoby korigovat a ménit.

Dle dostupnych informaci, in vivo degradace probiha rychleji nez in vitro [21, 40, 48]. Lze
tedy u téchto testovanych materiali predpokladat Sirokou Skalu vyuziti v biomedicinskych
aplikacich, pii kterych je potfebna biodegradace pouzitého materialu v Case. Je ale nutny dalsi
vyzkum pro konkrétni aplikace.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

DSC — diferencidlni skenovaci kalorimetrie

FTIR-ATR — infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci s technikou zeslabeného

odrazu
IC — infraderveny
KBM — Kirklandovo biokorozni médium

LCL-PHA — polyhydroxyalkanoat s dlouhym fetézcem

MCL-PHA — polyhydroxyalkanoat se sttedn¢ dlouhym fetézcem

NCS — newborn calf serum

PBAT — poly(butylen adipat-co-tereftalat)

PBS — fyziologicky roztok pufrovany fosfaty

PHA — polyhydroxyalkanoat

PHBHH — poly(3-hydroxybutyrat-co-hydrohexanoat)
PHBHYV - poly(3-hydroxybutyrat-co-hydroxyvalerat)
PHH — poly(hydroxyhexanoat)

PHO — poly(hydroxyoktanoat)

PHV — poly(hydroxyvalerat)

PLA — kyselina polymlécna

P3HB — poly(3-hydroxyburytat)

P3HH — poly(3-hydoxyhexanoat)

P3HV — poly(3-hydroxyvalerat)

P4HB — poly(4-hydroxybutyrat)

SBM — simulovana télni tekutina

SCL-PHA — polyhydroxyalkanoat s kratkym fetézcem

SJG — synteticka zalude¢ni st'ava
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9 SEZNAM PRILOH

Obrazek P1

Obrazek P5

: FTIR spektrum PLA — pied degradaci a po degradaci v PBS a SJG
Obrézek P2:
Obrazek P3:
Obrazek P4:

FTIR spektrum amorfniho PHA — pied degradaci a po degradaci v PBS a SJG
FTIR spektrum HYDALu — pied degradaci a po degradaci v PBS a SJG
FTIR spektra PHB — pied degradaci a po degradaci v PBS a SJG

: FTIR spektra PBAT — pied degradaci a po degradaci v PBS a SJG
Obrazek P6:
Obrazek P7:
Obrazek PS:
Obrazek P9:

FTIR spektra AC1200 — pied degradaci a po degradaci v PBS a SJG
FTIR spektra FC1200 pied degradaci a po degradaci v PBS a SJG
FTIR spektra MJBS5 — pied degradaci a po degradaci v PBS a SJG
FTIR spektra PHBH — pied degradaci a po degradaci v PBS a SJG

Obrazek P10: FTIR spektra filamentu PLA — pied degradaci a po degradaci v PBS a SJG
Obrazek P11: FTIR spektra filamentu PLA/PHA — pted degradaci a po degradaci v PBS a SJG
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10 PRILOHY
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Obrdzek P1: FTIR spektrum PLA — pred degradaci a po degradaci v PBS a SJG

Absorbance [-]

S~
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
A [cm-1]
pred degradaci ——PBS —SIG

Obrdazek P2: FTIR spektrum amorfuniho PHA — pred degradaci a po degradaci v PBS a SJG
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Obrdzek P3: FTIR spektrum HYDALU — pred degradaci a po degradaci v PBS a SJG
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Obrazek PA: FTIR spektra PHB — pred degradaci a po degradaci v PBS a SJIG
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Obrazek P5: FTIR spektra PBAT — pred degradaci a po degradaci v PBS a SJIG
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Obrazek P6: FTIR spektra AC1200 — pred degradaci a po degradaci v PBS a SJIG
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Obrazek P7: FTIR spektra FC1200 pred degradaci a po degradaci v PBS a SJG
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Obrazek P8: FTIR spektra MIB5 — pred degradaci a po degradaci v PBS a SJG
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Obrazek P9: FTIR spektra PHBH — pred degradaci a po degradaci v PBS a SIG
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Obrazek P10: FTIR spektra filamentu PLA — pred degradaci a po degradaci v PBS a SJG
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Obrazek P11: FTIR spektra filamentu PLA/PHA — pred degradaci a po degradaci v PBS a SJG
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