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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zaméfuje na navrh a provedeni experimentu umoziujiciho studium vzniku
mikro- a nanocastic z biodegradabilnich polymernich materiald ve vodném prostiedi. Studované
polymery — polyhydroxybutyrat (PHB) a kyselina polymlééna (PLA) — byly vystaveny abiotickému
(mechanickému) a biotickému (enzymatickému) namahani s cilem simulovat podminky realné
degradace v pfirod€. Prace si kladla za cil vytvofit modelovy systém, ktery by byl schopen reprodukovat
uvoliovani téchto ¢astic v laboratornich podminkach a zaroven poskytoval dostate¢né charakterizovany
material pro dal$i environmentalni testovani. Navrzeny experiment zahrnoval ptipravu polymernich folii
a jejich vystaveni riznym degrada¢nim podminkdm s kontrolou pH, enzymatického sloZeni a intenzity
ttepani. Uvolnéné castice byly analyzovany pomoci UV-VIS spektroskopie, dynamického rozptylu
svétla (DLS) a polymerni folie pfed a po degradaci byly foceny na skenovacim elektronovém
mikroskopu (SEM). Vysledky prokazaly, Ze i ¢isté mechanické namahani vede k vyznamnému uvolnéni
Castic, pticemz jejich velikostni rozlozeni a koncentrace zavisi na typu polymeru, pH prostiedi a zptisobu
zatizeni. Enzymatické plisobeni (proteaza a lipaza) pak v nékterych ptipadech proces vyrazng urychlilo.
Vyvinuty experiment se ukazal jako efektivni nastroj pro laboratorni produkci disperzi bioplastovych
mikroc¢astic. Tato prace tak poskytuje zakladni ramec pro jejich dalsi vyuziti v testech ekotoxicity a
ptispiva k lep§imu pochopeni environmentalniho chovani biodegradabilnich materiald.

KLICOVA SLOVA

bioplasty, biodegradabilni polymery, mikroplasty, polyhydroxybutyrat (PHB), kyselina polymlécna
(PLA), degradace, DLS, UV-VIS, SEM



ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on the design and implementation of an experiment enabling the study of
micro- and nanoparticle formation from biodegradable polymeric materials in aqueous environments.
The investigated polymers — polyhydroxybutyrate (PHB) and polylactic acid (PLA) — were subjected to
abiotic (mechanical) and biotic (enzymatic) stress to simulate realistic degradation conditions found in
nature. The aim was to create a model system capable of reproducibly generating such particles under
laboratory conditions while also providing sufficiently characterized material for further environmental
testing. The proposed experimental setup included the preparation of polymer films and their exposure
to various degradation conditions with controlled pH, enzymatic composition, and shaking intensity.
The released particles were analyzed using UV-VIS spectroscopy and dynamic light scattering (DLS),
while the polymer films before and after degradation were imaged using scanning electron microscopy
(SEM). The results demonstrated that even purely mechanical stress led to significant particle release,
with their size distribution and concentration depending on the type of polymer, environmental pH, and
the applied stress. Enzymatic activity (protease and lipase) further accelerated the process in some cases.
The developed experimental method proved to be an effective tool for the laboratory-scale production
of bioplastic microparticle dispersions. This work thus provides a foundational framework for their
further use in ecotoxicity testing and contributes to a better understanding of the environmental behavior
of biodegradable materials.

KEYWORDS

bioplastics, biodegradable polymers, microplastics, polyhydroxybutyrate (PHB), polylactic acid (PLA),
degradation, DLS, UV-VIS, SEM
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1 UVOD

Plasty hraji v moderni spole¢nosti klicovou roli diky své univerzalnosti, nizké cené¢ a Sirokym
moznostem vyuziti. Diky témto vlastnostem nasSly wuplatnéni ve vSech oblastech lidské
¢innosti 0d pramyslové vyroby, ptes zdravotnictvi a potravinafstvi, az po spotfebni zbozi. Jejich masova
produkce a nizka mira recyklace vSak vedou k zavaznym ekologickym problémim, zejména v podobé
zne€isténi zivotniho prostiedi. Tyto problémy jsou dale umocnény dlouhodobou akumulaci mikro- a
nanocastic vznikajicich jejich degradaci, jez maji potencial negativné ovlivnit ekosystémy i lidské
zdravi.

V reakci na tato rizika se védecka pozornost stale vice zamétuje na biodegradabilni polymery jako
potencidlni udrzitelnou alternativu. Tyto materidly nabizeji moznost sniZzeni environmentalni zatéze
diky schopnosti rozkladat se za piitomnosti biotickych i abiotickych faktorti. Navzdory pozitivim je
vSak nutné zkoumat i mozné negativni dopady, zejména ve spojitosti s uvoliiovanim mikro- a nanocastic,
které také mohou mit toxické U€inky na zivé organismy. Problematika ma rovnéz ekonomicky rozmér,
protoze rozsifeni biodegradabilnich polymert vyzaduje nejen technologické inovace, ale také udrzitelny
model jejich produkce a zahrnuti do soucasnych primyslovych procest. Z ekonomického hlediska
predstavuje vyzvu dosazeni konkurenceschopnosti téchto materiali vii¢i tradi¢nim plastim, které jsou
Casto levnéjsi diky masové produkci a zavedené vyrobni infrastrukture.

Tato prace se proto zaméfuje nNa experimentalni studium rychlosti uvolilovani mikro- a nanocastic
z vybranych biodegradabilnich polymernich materiali vlivem mechanického (abiotického) namahani
ve vodném prostiedi. Soucast je také komplexni koloidni charakterizace ziskanych disperzi téchto ¢astic
a posouzeni mozného vlivu biotickych faktord na jejich uvoliiovani. Na zakladé literarni reSerse i
provedenych experimenti jsou diskutovana ekologickd rizika i potencidlni piinosy vyuziti
biodegradabilnich polymerd. Vysledky této prace mohou pfispét k hlubSimu porozuméni chovani
bioplastli v Zivotnim prostiedi.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Biodegradabilni polyestery

Biopolymery piedstavuji skupinu polymernich materiald vyrabénych z obnovitelnych zdroja [1].
Biodegradabilni polymery jsou naproti tomu polymerni materialy schopné biodegradace, tedy rozkladu
pusobenim mikroorganismii, jako jsou bakterie, houby ¢i fasy. Na zakladé pivodu se biodegradabilni
polymery déli na piirodni a syntetické, viz Obrazek 1. Ptirodni biodegradabilni polymery jsou ptirozené
soucasti biomasy a zahrnuji proteiny, lipidy a polysacharidy (napft. skrob a celuloza). Do této skupiny
patii také polyhydroxyalkanoaty (PHA) — ptirodni polyestery akumulované nékterymi mikroorganismy
jako zasobni latky. Syntetické biodegradabilni polymery mohou byt vyrabény jak z obnovitelnych, tak
z fosilnich zdroji. Mezi syntetické biodegradabilni biopolymery patii naptiklad polylaktid (PLA), ktery
je vyrabén polymeraci kyseliny mlééné ziskané fermentaci sacharidd z rostlinnych zdroji, jako je
kukufice. Syntetické biodegradabilni polymery vyrabéné z ropnych zdroji jsou naptiklad PBAT
(polybutylen-adipat-tereftalat) a PBSA (polybutylen-sukcinat-adipat) [2].

Obrazek 1: Klasifikace biologicky rozlozitelnych polymerii [2]

Nekteré tyto materialy jsou povazovany za velmi slibnou nahradu konvenénich syntetickych polymeri
pochézejicich z petrochemického pramyslu. Jejich kli¢ové vlastnosti zahrnuji biodegradabilitu
a biokompatibilitu, diky ¢emuz jsou vyuzivany jako environmentalné Setrné materialy, nebo k
terapeutickym aplikacim v lidském téle [3]. Dalsimi klady jsou nizka uhlikova stopa a obnovitelnost,
coz jsou hlavnimi hnacimi silami pro jejich vyvoj a rozsifeni [4].

2.2 Polyhydroxyalkanoaty

Mikrobialné produkované polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou pIné biologicky rozlozitelné polyestery,
které v poslednich letech vzbudily znaény zajem jako alternativni polymerni materidly, jez lze
produkovat z obnovitelnych biologickych zdroji a odpadu [5].



2.2.1 Struktura polyhydroxyalkanoati

Polymery PHA jsou tvofeny 600 az 35 000 monomernimi jednotkami (R)-hydroxy mastnych kyselin.
Tyto monomery ve struktuie obsahuji hydroxylovou a karboxylovou funk¢ni skupinu, které pii
polymerizaci kondenzuji za vzniku esterové vazby [3]. Kazdy z monomert obvykle obsahuje postranni
nasyceny alkylovy fetézec, ale mize to byt také rozvétvend, nenasycend nebo substituovana alkylova
skupina, které jsou spise vzacné [7].

Hydroxylova a karboxylova funkéni skupina v PHA umoziuji polyesterifikaci — reakci, pti niz mezi
nimi vznikaji esterové vazby. Touto reakci dochazi k tvorbé rizné dlouhych polymernich fetézci.
Struktura riznych druhi PHA se lisi podle poctu uhlikovych atomt v jejich monomerech, coz zaroven
ovliviiuje jejich fyzikalni vlastnosti. Podle poc¢tu uhlikovych atomi v monomerech jsou PHA
klasifikovany do tfi hlavnich kategorii: PHA s kratkymi fetézci (scl-PHA, 3-5 atomu uhliku), které maji
vysoky stupen krystalinity, ale jsou kiehké. Dale PHA se stfednimi fetézci (mcl-PHA, 6-14 atomt
15 a vice atomii uhliku), které jsou méné casté [3, 5]. Struktura nékterych uvedenych PHA je vyobrazena
na Obrazku 2:

(A) (B) (C)

Obrazek 2: Struktura (A) Poly(3-hydroxybutyrat) P3HB, (B) Poly(3-hydroxybutyrdt-co-3-hydroxyvalert)
PHBYV, (C) Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanodt) PHBHX [2]

PHA lze také délit podle slozeni fetézce na homopolymery, obsahujici jeden typ monomeru,
a kopolymery, které jsou slozeny ze dvou nebo vice riznych monomerti [2]. Monomerni sloZeni
polymertt PHA muze byt ovlivnéno nékolika faktory, véetné typu organismu produkujiciho polymer
PHA, zdroje uhliku, na kterém jsou buiiky péstovany, jak je tento zdroj uhliku metabolizovan v butikach,
typem pouzitych enzymii dodavajicich monomer a typem PHA syntazy pouzité k syntéze polymeru [7].

Ptiklady vybranych PHA a jejich rozdéleni jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Priklady PHA a jejich rozdéleni podle typu a délky retézce [2]

Nazev PHA Typ polymeru Délka fetézce

Poly(3-hydroxybutyrat) P3HB (PHB) Homopolymer scl-PHA
Poly(4-hydroxybutyrat) PAHB Homopolymer scl-PHA
Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) PHBV Kopolymer scl-PHA
Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat) PHBHx Kopolymer sc:f(;mn?ér-icli A
Poly(hydroxybutyrat-co-hydroxyoctanoat) PHBO Kopolymer mcl-PHA
Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat-co-3- Kopolymer Kombinace
hydroxyhexanoét) P3HB3HV3HHx scl- a mcl-PHA
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Obrazkové schéma rozdéleni PHA podle délky a typu fetézce je na Obrazku 3:
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Obrazek 3: Schéma rozdéleni PHA podle délky a typu retézce [9]

Tato riznorodost v monomernim slozeni poskytuje PHA jedinecné vlastnosti a umoziuje jejich vyuziti
v riznych aplikacich [2].
2.2.2 Vlastnosti polyhydroxyalkanoati

Fyzikalni vlastnosti PHA jsou srovnatelné s béznymi ropnymi plasty, coZ z nich €ini jejich potencialni
alternativy [3]. V Tabulce 2 je srovnani vlastnosti PHA s kratkymi a stiedné dlouhymi fetézci s ropnym
plastem polypropylenem.

Tabulka 2: Srovnadni zdakladnich viastnosti PHA a polypropylenu [8, 13]

Vlastnost scl-PHA mcl-PHA Polypropylen
Krystalinita [%0] 40-80 2040 70
Teplota tani [°C] 80-180 30-80 176
Hustota [g/cmq] 1,25 1,05 0,91

Pevnost v tahu [MPa] 5 10 38
Prodlouzeni pti pretrzeni [%] 40 300 400
Teplota skeln¢ho prechodu [°C] 4 -35 -10

Mezi dilezité vlastnosti PHA patii termoplasticita a biologicka rozlozitelnost. Jsou nerozpustné ve vodé
a relativné odolné vuéi hydrolytické degradaci. Vykazuji dobrou stabilitu viéi ultrafialovému zafeni,
ale nizkou odolnost vi¢i kyselinam a zasadam. Jsou rozpustné v chloroformu a jinych chlorovanych
rozpoustédlech. Diky své biokompatibilité a netoxické povaze jsou mimo jiné vhodné pro l¢kaiské
ucely. Materialové vlastnosti PHA se vyznamné lii v zavislosti na chemickém sloZeni. Napiiklad PHB
vykazuje vysokou krystalinitu, coz vede k horsi zpracovatelnosti ve srovnani s PHA, které obsahuji vetsi
podil amorfnich oblasti. U materidlti s vy$§im podilem krystalickych oblasti se také da ocekavat vyssi
tuhost, pevnost, kichkost a teplota tini v porovnani s plné amorfnim materidlem. Ne&které typy
aditivovaného PHB maji materialové vlastnosti podobné polypropylenu (PP) a nabizeji dobrou odolnost
vici vihkosti a dobré bariérové vlastnosti proti kysliku a aromatickym latkam [1].
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2.2.3 Biosyntéza polyhydroxyalkanoatii

Schopnost produkovat PHA ma piiblizné 500 mikroorganismi patiicich k 90 riznym rodam. Jsou
intracelularné syntetizovany ve formé lipofilnich cytoplazmatickych inkluzi (viz Obrazek 4), které
slouzi jako zasobarna energie a uhliku. Jejich syntéza je spusténa Stresovymi podminkami, zejména
ptebytkem uhliku pfi sou¢asném omezeni jinych esencialnich Zivin, jako jsou kyslik, fosfor, nebo dusik.
PHA se mohou v bunce hromadit ve vysokych koncentracich, aniz by vyrazné narusily jeji osmotickou
rovnovahu [6, 13].

e

Obrazek 4: Pseudomonas putida obsahujici PHA granule [29]

2.2.3.1 Biosyntetické drahy PHA

Mezi hlavni biosyntetické drahy patii: pfima synteticka draha, p-oxida¢ni draha a draha syntézy
mastnych kyselin. Pfimou syntetickou drahou jsou mikroorganismy produkovany scl-PHA, piicemz
béznymi biosyntetickymi bakteriemi jsou Cupriavidus necator a Azotobacter beijerinckii. Glykolyticky
produkt, acetyl-CoA, je pii této draze nejprve pifeménén na acetoacetyl-CoA plisobenim enzymu PhaA
(B-ketothiolaza neboli acetyl-CoA acetyltransferaza). Ziskany acetoacetyl-CoA je dale pfeménén na
(R)-3-hydroxyacyl-CoA enzymem PhaB (acetoacetyl-CoA reduktaza). Nakonec enzym PhaC
(PHA-syntaza) katalyzuje preménu (R)-3-hydroxyacyl-CoA na scl-PHA [13, 30, 31]. Celkov¢ je tato
synteticka draha nejprozkoumangjsi a nejkomplexnéjsi, a proto se v primyslové produkci scl-PHA
vyuziva nejvice [32]. Ptimou syntetickou drahu miZeme vidét na Obrazku 5.

Citratovy cyklus
Glukoza

= Acetyl-C oA/ -N
B-Ketothioldza > HSCoA
() ¢

Acetoacetyl-CoA )

Acetoacetyl-CoA-redukeidza) NADPH + H* -

NADP'
R)-3-OH-Butyryl-CoA
PHB syntaza [\‘ Ha
PHB

Obrazek 5: Metabolickd drdha syntézy PHB u C. necator [17]
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B-oxidacni draha je spojena s metabolismem bakteridlnich mastnych kyselin a ¢asto se vyskytuje pfi
biosyntéze mcl-PHA [33]. Reprezentativni bakterii je Pseudomonas aeruginosa. Enzym Phal
preménuje Enoyl-CoA na (R)-3-hydroxyacyl-CoA, ktery je nasledné polymerizovan na PHA [34, 35].

Treti biosyntetickou cestou je draha syntézy mastnych kyselin, kterou vyuzivaji bakterie rodu
Pseudomonas sp. Cukry jsou zde pfeménény na 3-ketoacyl-ACP, ktery je dale transformovan na
(R)-3-hydroxyacyl-CoA enzymem PhaG a nasledné polymerizovan na mcl-PHA. Nékteré bakterie, jako
Pseudomonas putida a Pseudomonas oleovorans, mohou syntetizovat mcl-PHA jak B-oxidaéni drahou,
tak drahou syntézy mastnych kyselin [13].

2.2.3.2 Prumyslova biosyntéza PHA

Polyhydroxyalkanoaty se v primyslovém méfitku bézné syntetizuji prostfednictvim mikrobialniho
metabolismu. Mezi hlavni metody patii fermentace divokymi kmeny bakterii (Azotobacter,
Pseudomonas, Alcaligenes, Bacillus, Halobacterium aj.), fermentace geneticky modifikovanymi
(rekombinantnimi) bakteriemi, metoda aktivovaného kalu a produkce pomoci transgennich rostlin.
Nejcastéji se vyuzivaji fermentani postupy, pricemz jako zdroj uhliku slouzi glukoéza, fruktoza,
kyselina octova nebo rostlinny olej (viz Tabulka 3) [13].

Po dokonceni biosyntézy je tiecba PHA z bunék izolovat a purifikovat. Proces extrakce zahrnuje naruseni
bungk, separaci PHA od bunééné hmoty a naslednou purifikaci polymeru. Poté nasleduje uprava
polymernich vlastnosti a kone¢na vyroba plastového granulatu, ktery je pfipraven k dal§imu zpracovani.

Tabulka 3: Ekonomické zdroje uhliku pri biosyntéze PHA [13, 34]

Obsah
Zdroj Vytezek PHA .
Typ PHA Kmen uhlika | PHA[g] | vsusing | 29"
[% hm.]
PHB Caulobacter segnis DSM 29236 | Syrovatka 1,500 31,5 [36]
PHB Aeromonas sp. AC01 Glycerol 0,098 3,6 [37]
mcl-PHA | Pseudomonas putida KT2440 Glycerol 1,460 34,5 [38]
PHA Bacillus sp. CFR-67 Kukuficny |5 4, 5,9 [39]
§krob
Haloferax Ryzové
PHA mediterranei ATCC33500 otruby 77,800 55,6 [40]
Cupriavidus Ryzové
PHA necator NCIMB11599 otruby 5.200 912 [41]
PHA | Escherichiacoli XL1-Blue | %" | 2680 01 | [42
otruby

2.2.4 Vyuziti polyhydroxyalkanoati

Polyhydroxyalkanoaty vykazuji znacny biotechnologicky potencial v riznych primyslovych
odvétvich — v potravindiském primyslu, zemédelstvi, odpadovém hospodatstvi, v medicin€ a ¢astecné
také v kosmetickém a textilnim primyslu. PrestoZe jsou v souCasnosti drazsi nez tradi¢ni plasty,
postupné zefektiviiovani vyrobnich procest otevira cestu k jejich SirSimu uplatnéni v primyslu i béZzném
zivoté. Grafické rozdéleni vyuziti PHA zndzoriiuje Obrazek 6.
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Globalni trh s polyhydroxyalkanoaty (PHA)
Podle aplikace, 2023, (%)

» Potravinarsky primysl a
obaly

* Biomedicinské aplikace
* Zemédélstvi

» Jiné

Obrazek 6: Globalni trh s PHA (2023), rozdéleni podie vyuzZiti [67]

V potravinarském prumyslu se PHA pouzivaji jako obalové materialy, které prispivaji ke zlepSeni
kvality a prodlouzeni trvanlivosti potravin [23]. V kombinaci s dal§imi ptimésmi (napf. Skrobem,
polylaktidem, polykaprolaktonem aj.) vykazuji odolnost vici riznym vlivim a oxida¢nim procestm,
coz je ¢ini vhodnymi pro baleni jednorazovych potravin, potravin bohatych na tuky, napojt, zeleniny,
pro potahovani syru i baleni vyrobku s kratkou dobou spotieby [24, 25]. Vyhodou je také to, Ze
potravinatsky primysl generuje velké mnoZstvi odpadu (odpadni rostlinné oleje, obilné odpady), ktery
mohou mikroorganismy produkujici PHA vyuzit jako levny substrat [26, 27].

V biomediciné a terapeutickych aplikacich se PHA uplatiiuje naptiklad v tkanovém inZenyrstvi nebo
jako nosice pro cilené podavani 1é¢iv. Biodegradabilita, biokompatibilita, elasticita a pevnost v tahu
Z nich ¢ini vhodny implanta¢ni material, ktery pii degradaci udrzuje stabilni pH a je dobfe tolerovan
imunitnim systémem [28].

PHA se rovnéz vyuZivaji v environmentalnich aplikacich, napf. pfi odstranovani znec¢isténi z odpadnich
vod, zpracovani aktivovaného kalu, vyuziti potravinového a zemédélského odpadu, pfipadné i jako
biopalivo [23].

2.2.5 Socioekonomické faktory produkce PHA

Navzdory mnoha vyhodam mikrobialnich plastii oproti konven¢nim plastim na bazi ropy zustavaji
jejich hlavni nevyhodou vysoké vyrobni naklady, zejména kvili fermentaénimu procesu. Kli¢ovymi
faktory ovlivilujicimi cenu vyroby jsou typ pouzitého uhlikového substratu, provozni naklady
fermentace, nizka produktivita procesu, relativné nizka vytéznost a naro¢nost nasledného zpracovani
[53, 52]. Obsah PHA v buné&éné biomase je velmi dilezity pro ekonomiku extrakéniho procesu, stejné
tak je pro nakladové efektivni produkei ditlezity vybér hyperproduktivniho mikroorganismu. Napiiklad
pramérné naklady na produkci PHB pfi roénim objemu 100 000 tun se lisi podle druhu organismu:

o Alcaligenes latus — 2,6 USD/kg,
e E.coli—5,37 USD/kg,
e Methylobacterium organophilum — 6,69 USD/kg [54].

24

1,5- 5 EUR/kg, zatimco cena polypropylenu (PP) ¢ini pouze 0,2-0,4 EUR/Kg [55, 56]. Tento rozdil je
zpusoben nejen draz§imi surovinami, ale i niz§im objemem vyroby — u PHB se pohybuje mezi 1 000 a
20 000 tun ro¢né, zatimco u polyethylenu pfesahuje 300 000 tun ro¢né [55, 57].
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Substrat tvoii obvykle az 50 % celkovych nakladd na produkei [58]. Vyznamné tspory lze dosahnout
vyuzitim levnych a dostupnych odpadnich surovin, jako jsou napfi. syrovatka, pseni¢né otruby, melasa
nebo pouzité rostlinné oleje [59].

Navzdory vyssim nakladim je o PHA rostouci zajem v oblastech, kde jejich biodegradabilita a
biokompatibilita pfindseji ptidanou hodnotu, zejména v lékatstvi — napt. pro vyrobu implantétii a nosici
1é¢iv [58]. Kli¢em ke sniZzeni nakladt je vyvoj efektivnéjSich vyrobnich a extrakénich metod, vyuziti
odpadnich substrat a zavadéni koprodukce, kdy se behem vyroby PHA zéroven ziskava i jiny cenny
produkt [59].

2.3 Kyselina polymlééna (PLA)
Kyselina polymlécna (PLA) je biologicky odbouratelny alifaticky polyester, ktery je syntetizovany z
obnovitelnych surovin, jako jsou kukuti¢ny Skrob, brambory nebo cukrova titina [12]. Patii do skupiny

syntetickych polyestert, konkrétné mezi poly(a-hydroxykyseliny). Struktura PLA je znazornéna na
Obrazku 7.

Skupina poly(a-hydroxykyselin) patii mezi nejvice zkoumané polyesterové materialy, zejména diky své
biokompatibilité, biodegradabilité a laditelnym degrada¢nim vlastnostem, coz ji ¢ini velmi perspektivni

pro biomedicinské aplikace [14].
cHs
AIE CH— 9 = 0}‘
O In

Obrazek T: Struktura kyseliny polymlécné [14]

2.3.1 Struktura PLA

PLA je linearni alifaticky polyester, ktery je tvofen monomery kyseliny mlécné (LA) [15]. Kyselina
mlécna, znama také jako 2-hydroxypropanoova kyselina ¢i a-hydroxypropanoova kyselina, je jedinym
monomerem piitomnym v fetézci PLA a lze ji ziskat bud biotechnologickou fermentaci, nebo
chemickou syntézou.

Kyselina mlé¢na existuje ve dvou optickych izomerech, L-(+)-kyselina mlééna a D-(-)-kyselina mlé¢na.
Tyto stereoizomery, které maji odliSnou konfiguraci chiralniho uhliku, vyrazn€ ovliviuji vlastnosti
vysledného polymeru. Jejich uspofadani je znazornéno na Obrazku 8 [12].

1o
“CH,4

CH; CH, CHs

PLLA PDLA

Obrazek 8: Chirdlni molekula PLA — uhlik oznaceny * je chiralni (PDLA: D-laktid; PLLA: L-laktid) [14]

2.3.2 Vlastnosti PLA

Kyselina polymlééna (PLA) je diky své biokompatibilité, biologické odbouratelnosti, mechanické
pevnosti a dobré zpracovatelnosti Siroce vyuzivana piedevsim v biomedicinskych aplikacich. PLA
vykazuje relativné dobrou pevnost a tuhost, avSak ma nizkou razovou houzevnatost a tepelnou odolnost,
coz limituje jeji vyuziti v n€kterych procesech.
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Jednou z vyraznych nevyhod PLA je nizka pevnost taveniny, ktera komplikuje vyuZitelnost v
technologii vytlacovaciho vyfukovani, ¢asto pouzivané v obalovém pramyslu. Pro zlepSeni vlastnosti
PLA se Casto vyuziva miseni s jinymi polymery, coz umoziuje zlep$eni vlastnosti bez nutnosti vyvoje
zcela novych materialu [22, 48].

Fyzikalni, tepelné a mechanické vlastnosti PLA jsou tizce zavislé na molekularnim slozeni, molekularni
hmotnosti a stereochemii. V zavislosti na téchto parametrech mize PLA existovat ve formé amorfni
nebo semikrystalické struktury [14]. Polymerizaci ¢istych izomeru laktidu (L-laktidu, resp. D-laktidu)
vznikaji Krystalické polymery s ptiblizné 40 % krystalinitou. Naproti tomu polymerizace racemické
smé&si DL-kyseliny mlééné vede ke vzniku amorfnich polymera s niz§i mechanickou pevnosti [21].

PLLA (poly-L-laktid) je opticky aktivni a transparentni polymer s krystalinitou ptiblizné 37 %, teplotou
tani 170-183 °C, teplotou skelného pfechodu 55-65 °C a pevnosti v tahu 45-70 MPa. PDLA
(poly-D-laktid) je opticky neaktivni a vykazuje vyrazné niz§i mechanické vlastnosti [15]. Oba polymery
jsou semikrystalické, pfi¢emz mira krystalinity zavisi na poméru pouzitych stereoizomerti. NejlepSich
mechanickych vlastnosti je dosazeno pifi obsahu 95-99 % L-laktidu. Vyssi obsah L-laktidu piispiva k
vy$$i krystalinité, coz se promita do vySsi teploty tani i teploty skelného piechodu [48].

Nekteré fyzikalni vlastnosti téchto dvou forem PLA ve srovnani s ropnym plastem polypropylenem jsou
uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4: Fyzikdlni vlastnosti PLA a polypropylenu [13, 19, 22]

Vlastnost PLA Polypropylen
Krystalinita (%) POLA PELA, semilaystaliely 1 s0-70
Teplota tani [°C] 145-160 176
Hustota [g.cm 3] 1,25-1,29 0,91

Pevnost v tahu [MPa] 28-50 38
Prodlouzeni pfi pretrzeni (%) 2-6 400
Teplota skelného prechodu [°C] 55-60 -10
Teplota rozkladu [°C] 200 300
Modul pruznosti (GPa) 1,2-3,6 1,5-2

2.3.3 Syntéza PLA

Zakladni stavebni jednotka PLA — kyselina mlééna (LA), je nejcastéji produkovan bakterialni
fermentaci sacharidi. Tento proces mize probihat bud’” homofermentativni nebo heterofermentativni
cestou, v zavislosti na zvoleném kmeni rodu Lactobacillus [16]. V pramyslové praxi se upfednostiiuje
homofermentativni fermentace, jelikoz poskytuje vyssi vyt€Zznost LA a niz§i mnozstvi vedlejSich
produktt [12].

Velkou vyhodou PLA je moznost syntézy z obnovitelnych surovin, jako jsou cukrova titina, brambory
nebo kukuftice [18].

Primyslova vyroba kyseliny mlé¢né probiha pievazné fermentaci spiSe nez chemickou syntézou.
Chemicka syntéza trpi fadou nevyhod, mezi Které patfi nizka vytéznost, vysoké vyrobni naklady a
nemoznost selektivni produkce pozadovaného stereoizomeru (zejména L-kyseliny mlé¢né), coz je pro
vyrobu vysoce kvalitni PLA klicové [19].
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Ziskana kyselina mlé¢na se dale pouziva k vyrobé PLA s riznou molekulovou hmotnosti, pficemz PLA
s vys§§i molekulovou hmotnosti ma vétsi komercni vyznam a §irsi vyuziti [12]. Vyroba PLA se realizuje
ttemi hlavnimi zpasoby:

1. ptimou kondenzac¢ni polymeraci kyseliny mlécné,

2. ptimou polykondenzaci v azeotropnim roztoku,

3. polymeraci prostfednictvim tvorby laktidu a naslednym otevienim kruhu (ring-opening
polymerization, ROP), vyobrazenou na Obrazku 10 [46].

Laktid, cyklicky diester kyseliny mlécéné, se pfipravuje z LA za pfitomnosti kovovych nebo
bimetalickych katalyzatori (napt. Sn, Zn a Al) nebo organickych katalyzatori ve vhodném rozpoustédle
[18]. Metoda ROP je v prumyslu preferovana diky vyssi kontrole nad molekulovou hmotnosti a
stereochemii vysledného polymeru [19].

Schéma vyrobniho procesu PLA je znazornéno na Obrazku 9.
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Obrazek 9: Vyrobni procesy vedouci k syntéze PLA s vysokou molekulovou hmotnosti [46]
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Obrazek 10: Mechanismus ring-opening polymerace, kde alkoxidova skupina atakuje karbonylovy uhlik, ¢imz
vznikd tetraedricky intermedidt. Tento intermedidt kolabuje prerusenim acylové vazby v kruhové strukture [44]

Za nejucinngjsi a zaroven flexibilni metodu modifikace vlastnosti PLA je povazovana kopolymerizace.
Pfidanim jinych polyesterovych fetézcu lze snizit krystalinitu a teplotu tani, zatimco mechanické
vlastnosti vysledného materialu lze ptizptsobit Sirokému spektru aplikaci — od pruznych a mékkych
plasti po pevné a strukturné odolné materialy. Typickym piikladem je poly(e-kaprolakton-co-laktid)
(PCLA), ktery vznika kopolymerizaci laktidu s e-kaprolaktamem a nachazi uplatnéni v biomediciné
diky své elasticité a biodegradabilité [20].

2.34 Vyuziti PLA

PLA se v oblasti mediciny pouziva jiz od 60. let 20. stoleti, pfedevsim jako material pro implantaty a
1ékatska zatizeni. Velkou vyhodou PLA je jeji postupna degradace, coz znamena, zZe implantaty z ni
vyrobené neni tfeba ztéla odstraiiovat. Konecnym degradacnim produktem je kyselina mlécna,
ptirozené se vyskytujici metabolit lidského téla, a tudiz netoxicka [12]. Typickymi aplikacemi PLA v
mediciné jsou podpora rustu tkani, kostni §tépy, systémy pro fixaci zlomenin a docasné stehy a
chirurgické Srouby [65].

V oblasti zemédé&lstvi (plasticulture) se PLA vyuZiva na vyrobu biodegradabilnich mul¢ovacich folii,
které chrani pidu a rostliny, potlacuji rast plevele a reguluji vlhkost pidy. V oblasti textilu ma PLA
diky své relativné polarni povaze schopnost absorbovat vihkost i organické slou¢eniny. To se vyuziva
pii vyrobe jednorazovych hygienickych vyrobk, jako jsou antibakterialni ubrousky, vodni filtry na bazi
PLA smési nebo jednorazové antimikrobialni kryty na manzety. V automobilovém primyslu se PLA
testuje pro pouziti v interiérovych dilech, jako jsou koberce, obloZeni dvefi nebo ¢alounéni sedadel.
Mezi dalsi aplikace PLA patii 3D tisk, vyroba cigaretovych filtrti, vodou feditelnych barev a tfeba i
soudastek pro vesmirny prizkum [12].
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2.4 Degradace

Degradace biopolymera je komplexni proces, pii kterém dochazi ke zménam jejich strukturnich,
chemickych a mechanickych vlastnosti, vedoucim az K jejich uplnému rozkladu. Kone¢nymi produkty
degradace jsou piedevsim voda, oxid uhli¢ity, metan, anorganické soli, mineraly, a také meziprodukty,
jako je biomasa nebo huminové kyseliny.

V pfirozeném prostfedi probiha degradace za pulsobeni celé fady chemickych, biologickych
a fyzikalnich faktorti, zejména teploty, vlhkosti, pH prostiedi, pfitomnosti kysliku, a piedevsim
mikrobialni aktivity [22, 49]. Nejefektivnéji dochazi k rozkladu biopolymerd V prostfedi pudy a
kompostu, kde je zajisténa vysoka diverzita mikroorganismi schopnych enzymatického Stépeni
polymernich fetézca [49, 51].

Orienta¢ni doby degradace vybranych polymernich materiald jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5: Doba degradace nékterych polymerii [14]

Polymer Doba degradace | Reference
Polyetylentereftalat (PET) 400 az tisice let [60]
Kyselina polymlécna (PLA) | 1 tyden az 24 mésici [61]
Polypropylen (PP) 30 let [62]
Polystyren (PS) > 400 let [63]
Polyhydroxybutyrat (PHB) 1 mésic az 3 roky [64]

2.4.1 Abioticka degradace

Abioticka degradace zahrnuje soubor nebiologickych procest, které vedou k naruseni a predbéznému
rozpadu polymerni struktury, ¢imz pfipravuji materidl na ndslednou biologickou degradaci. Tyto
mechanismy pfipravuji polymerni strukturu pro G¢inngjsi ptisobeni mikroorganismt a enzymui. Mezi
hlavni mechanismy abiotické degradace patii hydrolytické, termické, mechanické, fotochemické a
0zonové pusobeni [10].

U alifatickych polyesterd, jako jsou PLA a PHB, je kli¢ova zejména hydrolyticka degradace. Ta probiha
Stépenim esterovych vazeb reakei s vodou, coz vede k poklesu molarni hmotnosti a postupné degradaci
materidlu. U PLA je tento proces vyrazné urychlen pfi teplotdch nad 55 °C (napt. v primyslovém
kompostu). PLA je méné reaktivni nez PHB, mimo jiné kvili pfitomnosti methylové skupiny, ktera
stericky brani pfistupu vody k esterovym vazbam. PHB je naopak k hydrolytické degradaci nachylng;jsi
jiz pii nizsich teplotach. Vysoka krystalinita PHB snizuje difuzi vody do struktury materialu, zatimco
amorfni oblasti jsou snadno pfistupné a predstavuji poéate¢ni mista rozkladu. Oba polymery se
degraduji mechanismem bulk eroze, kdy voda difunduje do vnitini struktury a $tépi polymer zevnitt
[10].

Termicka degradace nastava pfi teplotach nad teplotou tani polymeru (PLA pfiblizné 155 °C a PHB
ptiblizn¢ 175 °C). Ackoliv nebyva dominantnim mechanismem degradace v bézném prostredi,
vyznamné se uplatiuje pii zpracovani materidlu a v primyslovém kompostovani. PHB se pfitom
rozklada na 3-hydroxybutyrat, PLA na kyselinu mlé¢nou [10].

Mechanicka degradace, vyvolana napiiklad napétim, smykem ¢&i kompresi, piispiva k tvorbé
mikrotrhlin, pord a fragmentt, ¢imz zvySuje povrchovou plochu materialu. Tim se urychluje
hydrolyticka i biologicka degradace, coz je zasadni zejména pii expozici polymeri narocnym
podminkam, jako jsou ptda nebo vodni prostiedi [10].
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Fotodegradace a ozonova degradace vedou k tvorbé volnych radikalt a zménam struktury polymeru.
Pisobeni atmosférického ozonu vede k oxidaci polymernich fetézcd, tvorbé ketonickych
a karboxylovych skupin a ke zménam krystalinity. U PLA Ize pozorovat zvySeni krystalinity a drsnosti
povrchu, coZz miize mit vliv na lepsi adhezi biofilmu a nasledné zrychleni biologického rozkladu. U PHB
zatim existuje mén¢ udajl, ale vzhledem k pfitomnosti oxidovatelnych skupin I1ze ocekavat obdobné
mechanismy [10].

2.4.2 Biodegradace

Biodegradace je mikrobialni proces, pfi kterém dochazi k enzymatickému rozkladu polymer na
jednodussi slouceniny. Oba biopolymery, PHB i PLA, jsou schopny degradace ptisobenim bakterii a
hub v pudé, kompostu nebo vodnich ekosystémech [70, 71]. Biodegradace muze probihat v aerobnich i
anaerobnich podminkach, pficemz nevznikaji toxické produkty [69].

Biodegradace probiha ve tfech krocich:

1. Biodeteriorace — mikroorganismy méni fyzikalni strukturu polymeru (napt. tvorbou biofilmu,
produkci organickych kyselin).

2. Biofragmentace — Stépeni polymeru na oligomery a monomery, ¢asto pomoci specifickych
enzymu jako jsou PHA depolymerazy.

3. Asimilace — mikroorganismy vyuzivaji fragmenty jako zdroj uhliku a energie [49, 50].

Obrdzek 11: Biologicky odbouratelné lahve z PHA se v piidé rozpadaji do 2 mésicu [47]

PHB je biodegradovan Sirokou Skalou gram-pozitivnich i gram-negativnich mikroorganismi [72]. Byly
identifikovany druhy degradujici PHB v pudé (napi. Pseudomonas lemoigne, Comamonas sp.,
Acidovorax faecalis, Aspergillus fumigatus a Variovorax paradoxus), Vv aktivovaném kalu (napf.
Alcaligenes faecalis, Pseudomonas, Illyobacter delafieldi) i ve vodnich prosttedich (napt. Comamonas
testosteronii, Pseudomonas stutzeri) [74]. Podil téchto mikroorganismu v prostiedi se odhaduje na
0,5-9,6 % z celkového poctu kolonii [73]. Vétsina z nich je aktivni pti pokojovych nebo mezofilnich
teplotach. Kompostovani pii vyssSich teplotach patii mezi nejperspektivnéjsi technologie recyklace
biodegradovatelnych plasti, protoze termofilni mikroorganismy jsou schopny degradovat polymery
mnohem rychleji [75]. Napiiklad kmen termotolerantniho Aspergillus dokazal degradovat 90 % PHB
folie béhem péti dni pii 50 °C [76].

Degradace PHA miiZe probihat aecrobné za vzniku CO: a vody nebo anaerobné za vzniku CO. a metanu.
Predpokladana draha degradace PHA je znazornéna na Obrazku 12.
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Obrdazek 12: Extracelularni degradace PHA za anaerobnich a aerobnich podminek [9]

U PLA je degradace pomalejsi, zejména pii nizkych teplotach, coz je zptisobeno jeho vyssi krystalinitou
a sterickym efektem methylové skupiny. V pfirodnim prostiedi dochazi spiSe k neenzymatické
hydrolyze na kyselinu mlécnou, kterou pak mikroorganismy déle zpracovavaji. Optimalni podminky
pro biodegradaci PLA jsou teplota kolem 60 °C a vlhkost nad 90 %. Za téchto podminek se PLA
rozklada béhem 10 az 12 tydnt [78]. Pii kompostovani se PLA rozklada pisobenim mikroorganismu ve
vlhkém prostiedi za vzniku biomasy a oxidu uhli¢itého. K degradaci PLA dochézi na jeho zékladni
monomer, kyselinu mléénou. LA je vedlej$im produktem metabolismu, k jeji degradaci dochazi
neenzymatickou hydrolyzou, viz Obrazek 13 [14, 79, 80].
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a »
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Obrazek 13: Metabolickad draha degradace PLA [86]

Na rychlost degradace PLA ma vyznamny vliv i pH prostiedi. V siln€ kyselém nebo zasaditém prostiedi
dochazi k rychlejsimu hydrolytickému §tépeni polymernich fetézcl, nebot’ reakce jsou katalyzovany
hydroniovymi nebo hydroxidovymi ionty (viz Obrazek 14) [12]. Naptiklad pii pouziti PLA pro baleni
citrusovych napoju (pH < 4) dochazi k hydrolytickému $tépeni fetézct od jejich konct [68]. V piipadé
kontaktu PLA s ethanolem (napf. u obalt na alkoholické napoje) dochazi ke zmekceni matrice a zvySeni
mobility fetézcu, coz podporuje tzv. solvent-induced crystallization (SIC) [77].
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Obrdazek 14: Mechanismy hydrolytického Stépeni fetézce PLA v alkalickych (2) a kyselych (b) médiich [68]

2.5 Soucasny stav iFeSené problematiky

V reakci na rostouci zne€isténi planety syntetickymi polymery se védecka komunita i primysl zamétuji
na hledéani ekologickych alternativ. Jednou z nich jsou pravé bioplasty, které se za urcitych podminek
mohou zcela rozlozit a nezanechavat trvalé ekologické dopady. Nicméné se objevuji studie, které
upozornuji na potencialni rizika spojena s jejich pouzitim.

Naptiklad GONZALEZ-PLEITER zjistili, Ze i biologicky rozlozitelné polymery béhem degradace
produkuji mikro- a nanocastice, které mohou mit obdobné negativni dopady jako tradi¢ni plasty.
Ve studii autofi zkoumali vliv sekundarnich nanoplastd polyhydroxybutyratu (PHB) na tfi
reprezentativni organismy sladkovodnich ekosystémd. Bylo zjisténo, Ze pfi expozici nanoplastim doslo
k vyznamnému poklesu buné¢ného ristu a zméné fyziologickych parametra téchto organismu [81].

URIBE se zaméfili na toxické ucinky bioplasti na moiské organismy. Ve studii hodnotili vliv
polyhydroxybutyratu (PHB), polymlécné kyseliny (PLA) a smési PLA/PHA v porovnani s
polyvinylchloridovou (PVC) hrackou na larvy moiského jezka Paracentrotus lividus. Zatimco hracka z
PVC byla nejtoxictéjsi (pravdépodobné kvuli ptidanym zmékcovadltim), PHB vykazoval neocekavanou
mirnou toxicitu, coz autofi prisuzuji pfisadam detekovanym metodou plynové chromatografie a
hmotnostni spektrometrie (GC-MS). Naopak PLA kelimky a PLA/PHA filamenty byly pro larvy
neskodné, coZ podporuje jejich pouziti jako ekologické alternativy [85].
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Dalsi studie (SINTIM) kvantifikovala degradaci biologicky rozlozitelnych plastovych muléovacich folii
v kompostu a v ptidé riiznych klimatickych oblasti (Tennessee a Washington). Zjistilo se, Ze biologicky
rozlozitelné mulce se v kompostu rozkladaji rychleji (85-99 % za 18 tydnti) nez v pudé (26-83 % po 36
mesicich v zavislosti na lokalite). Tyto vysledky naznacuji, Ze podminky prostfedi mohou hrat klicovou
roli v degradaci bioplasti [82].

SERRANO-RUIZ testovali ekotoxicitu extraktli z biologicky odbouratelnych mulovacich folii
obsahujicich PBAT, PLA, PHB a obilnou mouku na zemé&délské plodiny (salat Lactuca sativa L. a rajée
Lycopersicon esculentum Mill.). Studie ukazala, ze nékteré vzorky negativné ovliviiovaly kliceni, rust
kofenti a nadzemni vyvoj rostlin, coz poukazuje na mozné riziko pro pidni ekosystémy [83].

ZIMMERMANN zkoumal in vitro toxicitu 43 spotiebnich vyrobkt a surovin, véetné 27 bioplasti (PLA,
PHA, PBS, PBAT) a ptirodnich materiali (celuldza, Skrob, bambus). V testu Microtox (test akutni
toxicity vyuzivajici bioluminiscen¢ni bakterie) se bioplastové vzorky ukazaly jako podobné toxicke jako
konvenéni plasty. Navic v testu AREc32, zkoumajicim reakci na oxidac¢ni stres, 42 % vzork aktivovalo
drahu Nrf2/ARE (signdlni drdha regulujici ochrannou reakci bun€k na oxidacni stres), pficemz
Bio-PET2 a PLA vykazovaly nejsilngjsi u¢inek. Testy hormonalni aktivity odhalily, ze PLA byl jediny
material aktivujici lidsky estrogenovy receptor a, coz muze naznacovat potencial pro hormonalné
narusujici ucinky [84].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Cil prace

Cilem této prace je realizace experimentu zaméfeného na studium rychlosti uvoliiovani mikro- a
nanocastic z vybranych biopolymernich materialt vlivem mechanického (abiotického) namahanim ve
vodném prostiedi. Soucasti je také komplexni koloidni charakterizace ziskanych disperzi téchto Castic.
Na zéakladné literarni reSerSe a provedenych experimentl jsou dale diskutovana ekologicka rizika i
ptinosy vyuziti biodegradabilnich polymert jako alternativy k perzistentnim ropnym plastim.

3.2 Pouzité chemikalie, materialy a pristroje

Seznam chemikalii a materialti pouzitych v experimentech je uveden v Tabulce 6.

Tabulka 6: PouZité chemikdlie a materidly

Latka Vyrobce
Bézné laboratorni sklo a vybaveni -

Sklenéné kulicky, primér 1 mm -

Chloroform Lach-ner, s.r. 0.
Azid sodny PENTA s.r.0.

PLA semikrystalické granule NatureWorks LLC
PLA amorfni granule NatureWorks LLC
PHB prasek Ningbo Tianan Biologic Material Co., Ltd
Hydroxid sodny Lach-ner,s.r. 0.
Kyselina chlorovodikova Lach-ner, s. r. 0.
Lipaza z Rhizopus oryzae Sigma-Aldrich
Proteaza z Bacillus licheniformis Sigma-Aldrich
Kyvety sklenéné PCS 1115 Starna Scientific Ltd
Kyvety kifemenné Hellma Analytics
Stiikackové filtry CHS, 0,45 um Nylon Chromservis s.r.o.

Vsechny pouzité chemikalie byly v analytické Cistoté (p.a.) nebo vyssi.
Pouzité pfistroje jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7: Pouzité pristroje

Ptistroj Vyrobce

Automaticky aplikator TQC Sheen

Magnetickd michacka bez ohtevu MMS-3000 Biosan SIA

Trepacka termostatovana KS 4000 i control IKA — werke GmbH and co. KG
Trepacka digitalni, orbitalni SHO-2D Witeg Labortechnik GmbH
Zetasizer ULTRA Malvern Panalytical
Zetasizer NANO ZS Malvern Panalytical
Nanofotometr PEARL IMPLEN

Spektrofotometr U-3900H HITACHI

Skenovaci elektronovy mikroskop EVO LS 10 ZEISS

Analytické vahy PA224C Pioneer

Vaha EW 620-3NM Kern and Sohn GmbH

pH metr pH 50 DHS kompl. s pH sondou Chemflex

Centrifuga EBA 200 Hettich
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3.3 Navrh experimentu

Cilem experimentu bylo simulovat mechanickou abiotickou degradaci polymernich materialt ve
vodném prostiedi, ke které bézné dochazi v ptirodé. Degradace je zde indukovana abrazivnimi ¢asticemi
pfi stalém tfepani, coz by mélo vést K uvoliovani mikro- a nanocastic z povrchu polymernich folii.
Vzniklé produkty degradace, tedy astice uvolnéné do vodného roztoku a zdegradované folie, jsou
nasledné analyzovany pomoci metod UV-VIS spektroskopie, méfenim dynamického rozptylu svétla
(DLS) na pristroji Zetasizer a zaroven bude provedena analyza folii ped a po abiotickém namahani na
skenovacim elektronovém mikroskopu SEM. Schéma experimentu je vidét na Obrazku 15.

Polymer Rozpusténi v CHCl,
(PHB, sPLA, aPLA)

Folie — SEM

Vystaveni degradaci
Produkt degradace (abrazivo + tiepani +
prostredi)

SEM, DLS, UV-Vis

Obrazek 15: Schéma experimentu

3.4 Priprava folii

Pro experiment byly zvoleny tfi typy polymernich materiala: PHB a PLA v semikrystalické (SPLA) a
amorfni (aPLA) formé. Z polymert byly pfipraveny polymerni roztoky (5 hm.%) rozpusténim piesného
mnozstvi polymeru v chloroformu za stalého michani na magnetické michacce.

Folie z PHB byly piipraveny postupnym nanasenim vrstev polymerniho roztoku pomoci automatického

aplikatoru. Kazda folie byla tvofena dvéma vrstvami nanesenymi v opa¢ném sméru. Po vysuSeni byly
folie vysttizeny do tvaru odpovidajiciho dnu Petriho misek ¢i Erlenmeyerovych banék.
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Obrdazek 16: Priprava PHB f6lii pomoci TQC Sheen Obrazek 17: PHB fdlie pFipravend pomocit
automatického aplikatoru automatického aplikatoru

PLA folie byly pfipraveny ptimym pipetovanim 2x 8ml polymerniho roztoku do Petriho misek ¢i
Erlenmeyerovych banék, kde doslo k volnému odpafeni rozpoustédla a vytvoreni souvislé vrstvy.

Obrazek 18: PHB félie v Petriho misce Obrazek 19: PLA félie v Petriho misce

3.5 Simulace mechanického namahani polymernich folii

Do nadob s foéliemi byl ptidan 1 ml roztoku azidu sodného (0,3 g/l) pro prevenci mikrobialni
kontaminace, 20 ml destilované vody (nebo roztokt s upravenym pH/ enzymem) a sklenéné kuli¢ky o
pruméru 1 mm, které slouzily jako abrazivo. Nadoby byly utésnény parafilmem a umistény na tfepacku,
kde probihalo mechanické naméhani.
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Obrdazek 20: Vzorky pro test mechanického namdhdni
(folie ve vodném prostiedi s pridavkem azidu a
abraziva)

3.6 Popis experimenti a ¢asy odbéri

Obrazek 21: Priubéh testu mechanického namahani

Roztoky z nadob byly po definovaném ¢ase tiepani odebrany a analyzovany. Bylo provedeno celkem
Sest experimentd, jejichz podrobnosti uvadi Tabulka 8.

Tabulka 8: Popis experimentu

Experiment Cil Casy odbéru [hod.] Modifikace
Pilotni test —
1 ovéteni 24, 48 a 96 Folie v Petriho miskach, tfepani 100 rpm
pouzitelnosti
Optimalizace
2 ptipravy PHB 96, 168 a 336 PHB roztok pipetovan ptimo do misek
folii
Abioticka
3 degr_adace - P:L;; 2244 4‘;8 ?21:%’6 Roztoky o pH 2, 4, 9 a 12 misto vody
vliv pH
Optimalizace
4 ’ kvaloity 48. 96, 168 2 216 Vzorky pted DLS ﬁ}trovvény, centrifugovany a
vystupt DLS fedény
analyzy
Abioticka
degradace - Folie v Erlenmeyerovych barikach, tfepani ve
° vliv rychlosti 24,48, 72,168 2 216 dvou rychlostech (100 a 150 rpm)
tfepani
Bioticka Folie v Erlenmeyerovych bankach, tfepani
6 degradace - 24,48, 96 a 216 ptil50 rpm v enzymatickém roztoku (proteaza,
vliv enzymil lipaza)
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Byly provedeny také kontrolni experimenty zahrnujici pouze Petriho misky s destilovanou vodou a
riznym mnozstvim abraziva (1 g a 3 g) pro posouzeni vlivu samotného abraziva na namétené hodnoty.
Zaroven byly pro kontrolu analyzovany puvodni roztoky pH a enzymui.

3.7 Analyza vzorki

Komplexni koloidni charakterizace ziskanych mikro- a nanocasticovych disperzi byla provedena
pomoci UV-VIS spektroskopie a méfenim dynamického rozptylu svétla (DLS) na pfistroji Zetasizer.
Byla také provedena analyza folii pfed a po degradaci na skenovacim elektronovém mikroskopu SEM.

3.7.1 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Dynamicky rozptyl svétla (DLS) byl pouzit k ur¢eni distribuce a pramérnych hodnot velikosti ¢astic
uvolnénych zpolymernich f6lii do vodného prostiedi. Tato technika umoziiuje méfeni
hydrodynamického priméru castic na zaklad¢ analyzy jejich Brownova pohybu.

Pied analyzou byly vzorky dikladné homogenizovany a v piipad¢ potfeby filtrovany pro odstranéni
velkych agregati, které by znemoziovaly DLS analyzu. Méfeni probihalo pfi teploté 25 °C s vyuzitim
laseru o vinové délce 633 nm. Detekce rozptyleného svétla byla provadéna pod uhlem 173°, coz
umoznilo citlivou analyzu nano¢astic. Kazdy vzorek byl méfen dvanactkrat ve tfech opakovanich, jedno
mefeni trvalo 10 sekund. Vysledna data byla vyhodnocena pomoci kumulantni analyzy k urceni sttedni
velikosti ¢astic.

3.7.2 UV-VIS spektroskopie

UV-VIS spektroskopie byla pouzita k analyze optickych vlastnosti vzorkl a k nepfimému zhodnoceni
koncentrace ¢astic uvolnénych do roztoku na zakladé posouzeni jeho zakalu. Tato metoda umoznila
sledovani absorpCnich charakteristik polymernich ¢astic v zavislosti na vlnové délce dopadajiciho
svétla.

Bylo provedeno méfeni zdanlivé absorbance vzorku na UV-VIS spektrofotometru celého spektra, tedy
v rozsahu vinovych délek 200-900 nm, pfi rychlosti 600 nm/min. Pro kazdé méfeni byla pouzita
kfemenna kyveta s optickou drahou 10 mm. Jako slepy vzorek byla pouZzita destilovana voda.

3.7.3 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) byla pouzita k detailnimu zkoumani povrchové morfologie
polymernich folii. Tato analytickd technika umoznila pozorovani zmén povrchové struktury filmu
v dtsledku mechanického namahani.

Pied analyzou byly vzorky povrchové upraveny tak, aby byla zajisténa jejich vodivost, coz zahrnovalo
jejich rozlomeni na mensi Casti a nasledné pokryti vrstvou zlata ve vakuovém prostiedi. Zobrazovani

bylo umoznéno emisi elektront z wolframového vlakna pracujiciho pii napéti 5 kV.

Snimky byly pofizeny pfi zvétSenich 5 000x%, 2 000, 1 000%, 500x a 100x pro komplexni vizualizaci a
analyzu.
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4 DISKUZE A VYSLEDKY

Tato kapitola shrnuje vysledky Sesti navazujicich experimentt, jejichz spole¢nym cilem bylo nalézt
optimalni metodu pro zkouméni, zda a jakym zplsobem dochdzi k uvoliiovani Castic z
biodegradabilnich polymernich materiali (PLA a PHB) za riznych podminek. Jednotlivé experimenty
se lisily typem zatiZzeni — mechanickym, chemickym i enzymatickym — a byly navrzeny tak, aby
dochazelo k postupnému zptesnéni a overeni vysledk.

4.1 Pilotni experiment: mechanické namahani polymernich fo6lii

Cilem prvniho experimentu bylo ovéfit, zda jiz pfi jednoduchém mechanickém abiotickém namahéni
(tfenim abraziva o povrch polymerni folie) dochazi k uvoliiovani Castic do vodného prostredi, a tedy
zda samotny mechanicky kontakt staci ke vzniku zékalu, ktery by mohl indukovat pfitomnost
uvolnénych ¢astic. Cilem navrzené a testované metody neni pouze poskytnout zdkladni charakteristiky
uvolnénych castic tak, jak se na to experimentalné zaméfuje tato prace. Motivaci prace bylo vyvinout
metodu, ktera by zaroven mohla v budoucnu slouzit k produkci disperzi mikro-, pfip. nanoc¢astic
pouzitych biodegradabilnich polymert pro studium jejich ekologickych dopadu pii aplikaci na rtizné
modelové ekosystémy.

Jiz vizualni pozorovani nékterych vzorka polymeri (viz Obrazek 22) ukazalo, Zze k uvoliiovani ¢astic
skute¢né dochazi, a to i bez dalsiho chemického nebo biologického pisobeni. Tento vysledek potvrzuje
zakladni piedpoklad prace — ze i Cisté abiotické mechanické pisobeni mize vést ke vzniku Castic z
biodegradabilnich polymert, které je nasledné mozné kvantifikovat a charakterizovat.

Obrdzek 22: Viditelny zdkal vzorku ziskaného po 96 hodindch mechanického namdahani PHB folie

Pomoci UV-VIS spektroskopie bylo naméfeno postupné zvySovani zdanlivé absorbance zejména v
oblasti 600-300 nm, které je typickym dusledkem pfitomnosti nerozpusténych ¢astic ve vodném
roztoku, jak je vidét u PHB v Grafu 1. Absorp¢ni spektra pro PLA jsou v ptiloze 8.1.
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Graf 1: Absorpcni spektrum vzorkii vody po mechanickém namdhdani PHB folie v ramci pilotniho experimentu

Pfi zobrazeni €asového vyvoje hodnot zdanlivé absorbance pii vinové délce 450 nm ve formé
sloupcového grafu (viz Graf 2) lze pozorovat, Zze pro u vzorkii PHB nastava nejvyssi zakal po 24
hodinach namahani. Poté hodnota ve 48 hodinach klesa, po 96 hodinach vSak opét stoupa. Pokles zakalu
ve 48 hodinach mtize byt zpisoben sedimentaci vétsich ¢astic, ptipadné agregat, na dno kyvety. Grafy
charakterizujici zakal roztokti po namahani ostatnich materiala jsou v pfiloze 8.1.
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Graf 2: Vyvoj zdanlivé absorbance pii 450 nm vzorkii vody po mechanickém namdahdni PHB félie

Mira zdanlivé absorbance pii 450 nm se liSila v zavislosti na typu polymeru (Graf 3). Ani jeden z typt
PLA nevykazoval vyrazny nartst zdanlivé absorbance ve 24 hodinach a zaroven hodnoty po prvotnim
uvolnéni béhem 24 hodin zlstaly v ¢ase relativné konstantni. Naproti tomu PHB vykazovalo vyrazné
vyssi zakal na zacatku, ten ale vlivem sedimentace vétsich ¢astic rychle klesl. To by mohlo naznacovat
odlisnou odolnost vii¢i mechanickému namahéani, pripadné vypovidat o rozdilné tloust'ce polymernich
folii.
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Graf 3: Vyvoj zdanlivé absorbance pri 450 nm vzorkil vody po mechanickém namdahadni vSech materialii

Na zéklad¢ vysledkt tohoto experimentu Ize konstatovat, Ze samotné mechanické tfeni abraziva o
polymerni folii vede k uvoliovani ¢astic. Tento jev Ize detekovat nejen vizualng, ale také kvantifikovat
pomoci méfeni zakalu na UV-VIS spektrofotometru. Pozorovani potvrzuje smysluplnost navrZzeného
pfistupu a poskytuje vychozi bod pro podrobngjsi analyzy v nasledujicich experimentech.

4.2 Druhy experiment: optimalizace piipravy PHB folii

V ramci snahy o sjednoceni tloustky folii prob&hl experiment, ve kterém byl polymerni roztok PHB
pipetovan piimo do Petriho misek, stejné jako v piipadé PLA. Tento zpisob piipravy vedl ke zkrouceni
PHB folii, jak je patrné z Obrazku 23. Soucasné bylo cilem experimentu sledovani chovani zakalu pii
delsich casech degradace.

Obrazek 23: PHB félie pripravené pipetovianim polymerniho roztoku

31



Z absorpénich spekter (viz pfiloha 8.2) byl vytvoten graf vyvoje zdanlivé absorbance pii 450 nm (viz
Graf 4). Z n¢j vyplyva, ze hodnoty zdanlivé absorbance v ¢ase 96 hodin odpovidaji tém z pfedchoziho
experimentu. U semikrystalického PLA zakal s delsim ¢asem degradace roste, zatimco u PHB zustavaji
hodnoty viceméné konstantni. Amorfni PLA vykazuje prudky nardst v ¢ase 168 hodin, nasledovany
poklesem v 336 hodinach.

0.050 --%--sPLA
E --%--PHB
2 0040 | ;)(\
= fos --%--aPLA \
g 0030 | 5 “oe P
= ’ “a =
= ’ -~ -
= ; :":
"% 0020 B !1 ‘_‘/’ \\\
\E-ﬂ . /,, '\‘\
: A S — X
‘% {-"—‘ /’/ ‘\-‘
N o010 f %57 ---X E
~ - X
0000 b v v v v v -
50 100 150 200 250 300 350 400

Cas [h]
Graf 4: Vyvoj zdanlivé absorbance pri 450 nm roztokii po namdhani vSech typii materialii, 2. experiment

Moznym vysvétlenim anomalii, pti kterych dojde k rapidnimu nartstu zdanlivé absorbance, muze byt
vznik lokalnich defektta (trhliny, dutiny, pory) zpisobenych nedokonalym nanesenim vrstvy
polymerniho roztoku, v disledku ¢ehoz se miize mechanické namahani lokalizovat do mist povrchu
s niz§i mechanickou odolnosti. V téchto mistech pravdépodobné dochdzi ke zvySenému uvoliovani
¢astic. Nasledny rychly pokles zdkalu mize byt zpisoben sedimentaci ¢astic nebo jejich adsorpci ha
lahev (v ptipadé PLA).

Pro potvrzeni hypotézy byly vybrané vzorky polymernich fo6lii z prvniho a druhého experimentu
analyzovany pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM). Na ziskanych snimcich je mozné
detailné sledovat a porovnat morfologické zmény polymernich folii pfed a po degradaci. Z Obrazku 24
je patrné, Ze degradace neprobihd rovnomérné — nedochazi tedy k otéru z celé plochy folie stejné
intenzivné. U semikrystalického PLA dochazi pravdépodobné k otéru predev§sim v amorfnich nebo
méng krystalickych oblastech, coz ma za nasledek tvorbu dér (Obrazek 24B). Moznym diivodem vzniku
dér muze byt také odpafovani rozpoustédla. Amorfni PLA vykazuje vy$§i homogenitu otéru, avsak i zde
jsou patrna mista s intenzivné&j$im uvolfiovanim ¢astic a mista méné narusena (Obrazek 24D). PHB félie
se zdaji byt nejrovnomérné;ji otirané (Obrazek 24F).

32



Obrazek 24: SEM snimky pri piivodnim zvétseni 5 000 x.
A —sPLA folie pred, B — SPLA folie po 96 hodinach degradace, C — aPLA folie pred, D — aPLA folie po
48 hodinach degradace, E — PHB folie pied, F — PHB folie po 216 hodinach degradace

Charakterizace uvolnénych c¢astic byla provedena pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS). Ze
surovych dat na zaklad¢ intenzitni distribuce velikosti (intensity PSD) byl spocitan plochou vazeny
prumér podle vzorce (1): z dat byly identifikovany tii hlavni peaky; ty s hodnotami ptesahujicimi
1 000 nm byly vylouceny, nebot’ piekracuji méfici rozsah piistroje a mohou vyrazné ovlivnit spravné
urCeni stfedni hodnoty velikosti ¢astic poskytnuté méticim softwarem. Pro vypocet byl nasledné pouzit
primér pozic maxim téchto zbylych peaki, vazeny jejich relativnim zastoupenim (relativni podil
signalu). Dalo by se tedy fict, Ze se jedna o prumér vazeny relativni plochou peakd.
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Y (Pi-R)
F=i=! (1)
100
kde:

- X je vysledny pramér velikosti ¢astic vazeny relativni plochou peaku,

- P; je pozice maxima i-tého peaku (v nm),

- R; jerelativni zastoupeni i-té¢ho peaku (v %),

- njepocet peakti zahrnutych do vypoctu (1-3, peaky s hodnotami nad 1 000 nm se ze zpracovani
vylucuji).

Na zakladé takto vypocétenych hodnot byl sestaven Graf 5, ktery ukazuje vyvoj této veli¢iny v ¢ase pro
jednotlivé polymerni materialy.
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Graf 5: Casovy vyvoj vazenych velikosti ¢astic ziskanych z DLS méfenim roztokii po namdahani folii, 2.
experiment

Kvalita nameéfenych dat z DLS vSak nebyla idedlni, coz lze usuzovat z tvaru autokorelac¢nich funkci
(naptiklad Graf 6 pro PHB po 168 hodinach degradace).
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Graf 6. Autokorelacni kiivka pri méreni roztoku po namdahani PHB po dobu 168 hodin, 2. experiment
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Moznym divodem nizké kvality méfeni je piitomnost pfili§ velkych ¢astic mimo rozsah pfistroje, které
pristroj nedokaze adekvatn¢ vyhodnotit. Tyto Castice zaroven sedimentuji, coz dale snizuje kvalitu dat.
Zaroven se jedna 0 vzorky s polydisperzitou vétsi nez jedna, coz neni pro DLS analyzu vhodné.
Moznymi feSenimi by mohlo byt fedéni vzorku, jejich filtrovani nebo centrifugace pred métenim.

Z vysledkti tohoto experimentu vyplyva, Ze testované materialy jsou nehomogenni, coz vede
k nerovnomérnému otéru a tim i k nestejnému uvoliiovani ¢astic v ¢ase. Tuto hypotézu podporuji
pozorovani ze SEM analyzy, kde 1ze identifikovat lokalni defekty a poruseni povrchu.

Co se ty¢e DLS a UV-VIS analyzy, nebyla pozorovana jednozna¢na korelace mezi mirou zakalu a
velikosti uvolnénych ¢astic. Vysledky z DLS nebyly piili§ spolehlivé, pravdépodobné kvuli vysoké
polydisperzit& vzorkt a piitomnosti ¢astic mimo méfici rozsah pfistroje. Upravou vzorki pied méfenim
by bylo mozné zvysit kvalitu vysledk.

U PHB f0lii ptipravenych pipetovanim doslo k uvolnéni ¢astic v mnozstvi srovnatelném s prvnim
experimentem. Toto mnozstvi se vSak béhem sledovaného obdobi vyrazné neménilo, pravdépodobné
kvili omezené efektivité otéru zptisobené zkrouceni folii. Do budoucna by tedy bylo vhodng&;jsi vratit se
k ptiprave vrstevnatych folii, které vykazuji rovnomeérnéjsi degradaci.

4.3 Treti experiment: zkoumani vliva pH na polymerni félie

Cilem tohoto experimentu bylo posoudit vliv prostfedi s odliSnym pH na degrada¢ni chovani
polymernich folii z PHB a PLA. Foélie byly vystaveny nejen mechanickému otéru simulujicimu fyzikalni
stres, ale zaroven chemickému namahani prostiednictvim pufrovanych roztokt o definovaném pH (2,
4,9a12).

vvvvvv

Z vyvoje zdanlivé absorbance pii vinové délce 450 nm u PHB (Graf 7) je ziejmé, ze nejdrasticté)si
ucinek melo zasadité prostredi o pH 12, které vedlo k prakticky iplné destrukei folie jiz po 24 hodinach
(viz Obrazek 25). V kyselém prostiedi (pH 2) byl pozorovan po 24 hodinach zvySeny zakal, ktery se
vsak pozdéji snizil — pravdépodobné vlivem sedimentace ¢astic. Naopak roztoky o pH 4 a 9 vykazovaly
relativné stabilni prab&h zdanlivé absorbance. I ptesto 1ze pozorovat mirné vyssi hodnoty pti pH 9, coz
naznacuje, Ze zasadité prostfedi obecn¢ zrychluje degradaci PHB vice nez mirné kyselé.
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Graf 7: Vyvoj zdanlivé absorbance pri 450 nm roztokii po namdhani PHB ve vSech pH

(*Pozn. poté doslo k totalni destrukci folie)
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Pro srovnani je v Grafu 8 stejna zavislost pro semikrystalické PLA. Z grafu je patrné, Ze rizné hodnoty
pH nemély na PLA folii tak vyrazny degradacni ucinek jako v pfipad¢ PHB. Vyznamngj$i nardst
zdanlivé absorbance byl pozorovan pouze u pH 12 po 120 hodinach, ale i zde folie zistala strukturalné
zachovana. Celkové lze tedy fict, ze PLA folie je vii¢i zménam pH odolngjsi. Graf pro aPLA v ptiloze

8.3.

Zdanliva absorbance pii 450 nm [-]

Z vysledkt DLS analyzy pro semikrystalické PLA (Graf 9) a amorfni PLA (Graf 10) mizeme fict, Ze
vlivem kyselého pH (pH 2) vznikaji spiSe mensi Castice, zatimco vlivem zasaditéjSiho pH (napt. pH 9)
vznikaji vétsi Castice. Tyto rozdily jsou nejspi$ spojeny s rozdilnym pribéhem kyselé a alkalické

Obrazek 25: PHB folie po 24 h expozici v roztoku pH 12, patrna uplna destrukce materialu
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Graf 8: Vyvoj zdanlivé absorbance pri 450 nm roztokii po namdhdni SPLA ve vSech pH
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hydrolyzy. Graf pro PHB viz ptiloha 8.3.
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Graf 9: Vyvoj vdzené velikosti castic ziskanych z DLS roztokii po namdhani SPLA pri riznych pH prostredi
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Graf 10: Vyvoj vdzené velikosti castic ziskanych z DLS roztokit po namdhdni aPLA pri riiznych pH prostiedi

Vlivem rozdilnych pH roztokii nebyl pozorovan vyznamny rozdil v zakalu oproti predeSlym
experimentiim, kromé pH 12, které bylo pro PHB destruktivni jiz po 24 hodinach expozice. Z porovnani
vysledktt UV-VIS a DLS analyzy by se dalo fict, Ze v dusledku pritomnosti H® iontti dochazelo ke kysele
katalyzované hydrolyze, ktera probihala mirngji a rovnomérnéji, a vedla ke vzniku mensich
degradacnich produkti. V zasaditém prostiedi naopak probihala hydrolyza agresivnéji a zpisobila
rozpad polymeru na vétsi ¢astice nebo agregaty. Ackoli nebyl sledovan jednoznacny trend ve vSech pH
hodnotach, experiment ukéazal, ze zasadité prostredi (pH 12) je pro PHB nejvice zatézujici, a ze PLA je
viéi pH podminkam odolné&jsi. Pro budouci experimenty by bylo vhodné prodlouzit dobu expozice
(napft. na 7 dni), pfipadné sledovat také zmény hmotnosti, mechanickych vlastnosti nebo chemického
slozeni (napt. pomoci FTIR).
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4.4 Ctvrty experiment: optimalizace kvality vystupi DLS analyzy

Cilem ctvrtého experimentu byla optimalizace kvality dat ziskanych metodou dynamického rozptylu
svétla (DLS). V ramci toho byly zaroven sledovany trendy uvolfiovani ¢astic prostiednictvim UV-VIS
spektroskopie. V Grafu 11 vidime absorpéni spektrum vzorkti PHB, které vykazuje postupné zvySovani
zakalu s ¢asem. V Grafu 12 je zobrazeno absorpéni spektrum vzorkd amorfniho PLA. Spektrum pro
semikrystalické PLA je v piiloze 8.4.

U PHB je patrné postupné zvySovani zakalu s ¢asem, zatimco u obou typt PLA Ize pozorovat rychly
narist zdanlivé absorbance jiz pti kratkych degradacnich ¢asech, srovnatelny s nartistem u PHB, ktery
vSak dale nepokracuje.
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Graf 11: Absorpcni spektrum roztokit po namahani PHB ze ¢tvrtého experimentu
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Graf 12: Absorpéni spektrum roztokit po namdhani aPLA ze étvrtého experimentu
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Pozorovanim vyvoje hodnot zdanlivé absorbance pii vinové délce 450 nm u PHB (Graf 13) a aPLA
(Graf 14) Ize sledovat postupné zvySovani zakalu u folie z PHB. Oproti tomu se zda, ze PLA béhem
prvnich hodin prudce uvoliuje Castice z méné stabilnich oblasti, které pak sedimentuji nebo neptispivaji
k zakalu v UV-VIS oblasti. Absence trendu u PLA muze byt tedy kombinaci sedimentace, tvorby
agregatl a rychlého vyCerpani snadnéji degradovatelnych oblasti. Graf pro sPLA je v ptiloze 8.4.
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Graf 13: Vyvoj zdanlivé absorbance pii 450 nm roztoki po namdhdni PHB ze ¢tvrtého experimentu
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Graf 14: Vyvoj zdanlivé absorbance p7i 450 nm roztoki po namahdni aPLA ze ctvrtého experimentu

Ze surovych dat intenzitni distribuce velikosti z DLS byl, dle postupu popsaného ve druhém
experimentu, spocitan plochou vazeny prumeér. Ziskané hodnoty pro vSechny tfi biopolymery byly
vyneseny do Grafu 15. Z n¢j je ziejmé, ze velikost Castic v Case nevykazuje konzistentni trend, hodnoty
se vyrazn¢ lisi. Pfi méteni bylo kontrolou kvality na méficim pfistroji konstatovano, ze jsou ve vzorcich
ptitomny velkeé, Spatné charakterizované Castice, agregaty ¢i prach, které ovliviiuji kvalitu méfeni.
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Graf 15: Vyvoj vdzené velikosti castic ziskanych z DLS mérenim roztokii po namdhani folii, 4. experiment

V reakci na tyto vysledky byl ué¢inén pokus vyiesit problém téchto $patné charakterizovanych velkych
Castic, které negativné ovliviiovaly kvalitu méfeni. Byla zvolena filtrace pies nylonovy filtr s velikosti
pért 0,45 pum, a také centrifugace (5 minut p#i 6 000 rpm). Graf 16 zobrazuje autokorelogram
vypovidajici o kvalit¢ méfeni vzorku PHB 48 hodin pted a po téchto Gpravach.
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Graf 16: Autokorelacni kiivka pri optimalizaci kvality dat, méreni roztoku po namdhdni PHB po dobu 48 hodin,

4. experiment
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Bylo také vytvoteno sloupcové porovnani velikosti ¢astic uvolnénych do roztoku z PHB folie po
48 hodinach pfi raznych formach Gpravy vzorku ¢i vysledku (viz Graf 17).
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Graf 17: Porovndni velikosti ¢astic v zavislosti na formé upravy vzorku ¢i vysledku

Z vysledkt vyplyva, ze filtrace vzorki pres nylonovy filtr o velikosti porti 0,45 pm vyrazné zvySuje
kvalitu dat z DLS méfeni. Tato metoda umoziuje selektivni analyzu menSich castic (napf. v oblasti
nanorozmerl), na néz se tato prace zametuje. V piipade€ zajmu o charakterizaci vétsich ¢astic by bylo
vhodné analyzovat frakci zachycenou na filtru pomoci alternativnich metod (napt. SEM nebo S vyuzitim
FTIR piip. Ramanské mikrospektroskopie).

4.5 Paty experiment: vliv rychlosti tfepani na degradaci

V tomto experimentu byly folie umistény na dno Erlenmeyerovych ban¢k a tfepany pii dvou riznych
rychlostech: 100 rpm a 150 rpm. Cilem bylo vystavit folie intenzivnimu mechanickému namahani a
sledovat, jaky vliv ma rozdilna intenzita otéru na jejich degradaci.

Z hlediska zakalu, kvantifikovaného pomoci UV-VIS spektrofotometru, byly zaznamenany vyrazné
rozdily mezi obéma rychlostmi ttepani. Jak u PHB (Graf 18) tak u amorfniho PLA byly pfi 150 rpm
pozorovany vyrazné vyss§i hodnoty zakalu. Nejvétsi rozdil byl patrny u amorfniho PLA (Graf 19). Graf
pro sPLA je v ptiloze 8.4.
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Graf 18: Zavislost zddnlivé absorbance pri 450 nm na case pro obé rychlosti otacek roztokii po namdahani PHB
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Graf 19: Zavislost zdanlivé absorbance pii 450 nm na case pro obé rychlosti otacek roztokii po namdhdani aPLA

Vynesenim hodnot zdanlivé absorbance pti 450 nm pro rychlost otaceni 150 rpm u vSech testovanych
materiala (Graf 20) je ziejmé, Ze nejvice byla ovlivnéna f6lie z amorfniho PLA, nasledovana PHB.
Semikrystalické PLA bylo vici nim rychlosti otaceni ovlivnéno nejméné.
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Graf 20. Zavislost zdanlivé absorbance pri 450 nm na case pii 150 rpm roztokii po namdhant vsech materidlii

Rozdily v mife degradace lze vysvétlit rozdilnou efektivitou kontaktu mezi sklenénymi kulickami a
povrchem folii. Jak je patrné z Obrazku 26, folie z amorfniho PLA (vlevo) zustala po celou dobu
experimentu pfilepena ke dnu bariky, a dochazelo tak k rovnomérnému mechanickému otéru po celém
povrchu. Folie z PHB (uprostied) se vlivem vysokych otacek a malé tloust'ky zacala trhat na mensi kusy,
které nasledné volné cirkulovaly s kulickami. Folie ze semikrystalického PLA (vpravo) se odlepila ode
dna a plavala nad kulickami, ¢imz byl mechanicky kontakt omezen, a proto zde nebyl pozorovan
vyraznéjsi zékal.

Obrdzek 26: Degradace folie z aPLA (vlevo), PHB (uprostied) a SPLA (vpravo) pri 150 rpm

Pro porovnani primérné velikosti uvolnénych castic pti 100 a 150 rpm byly vzorky analyzovany
metodou DLS. Na zékladé¢ intenzitni distribuce byl vypocten plochou vazeny prumér velikosti ¢astic a
jeho ¢asovy vyvoj byl vynesen do grafu. Graf 21 ukazuje data pro 100 rpm, Graf 22 pro 150 rpm. Jak
na grafech mizeme vidét, pii 100 rpm byly detekovany castice o velikosti 200600 nm, zatimco pfi
150 rpm se velikosti pohybovaly od 200 az témét do 1 000 nm. Rozpéti velikosti bylo tedy veétsi pfi
rychlejsich otackach. Data z UV-VIS i DLS vzajemné koreluji zejména u aPLA; s ¢asem roste nejen
zékal, ale také primérna velikost ¢astic.
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Graf 21: Vyvoj vazené velikosti castic ziskanych z DLS U roztokit po namdhani folii pri 100 rpm
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Z vysledkl patého experimentu jednoznacn€ vyplyva, ze rychlost tiepani ma vliv na miru degradace
polymernich folii, a to jak z pohledu zakalu roztoku, tak i velikosti vznikajicich castic. Vyssi rychlost
(150 rpm) zpusobila intenzivnéj$i mechanické naméhani u folii ptichazejicich do aktivniho stylu s
abrazivem, coz vedlo k rychlej$i a vyraznéjsi fragmentaci zejména u amorfniho PLA, kde byl zakal i
rust ¢astic nejvyraznéjs$i. PHB vykazovalo rovnéz zvySenou degradaci, i kdyz mechanismus byl odlisny
— folie se mechanicky trhala a fragmenty se volné pohybovaly. Naproti tomu semikrystalické PLA bylo
touto metodou ovlivnéno jen minimaln€, coz bylo zfejmé zplsobeno jeho odlepenim od dna banky a
nedokonalym kontaktem s abrazivem. Do budoucna by bylo vhodné u tohoto materialu zajistit lepsi
fixaci ke dnu, aby byl mechanicky kontakt efektivné;si.
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4.6 Sesty experiment: vliv enzymi (bioticka degradace)

V tomto experimentu byly zkombinovany metodologické poznatky z pfedchozich experimenti — folie
byly umistény na dno Erlenmeyerovych bangk, tiepany pti 150 rpm a pred analyzou DLS byly vzorky
ptefiltrovany. Cilem bylo vystavit polymerni folie biotickému rozkladu a sledovat vliv enzymt proteazy
a lipazy na degradaci PHB a PLA (amorfniho a semikrystalického).

Absorpéni spektra PHB degradovaného v lipaze (Graf 23) a proteaze (Graf 24) ukazuji, jak se zdanliva
absorbance méni v zavislosti na vinové délce dopadajiciho svétla. V ptipadé PHB degradovaného 216
hodin v proteaze dosahovaly hodnoty zdanlivé absorbance neméfitelné vysokych hodnot. Tyto hodnoty
jsou v grafu zaneseny jen pro ptedstavu, nelze je dale zpracovavat, protoze piekracuji detekéni limity
ptistroje. V absorpcnim spektru lipazy je patrny slaby peak, ktery je zpisoben enzymem. Je pravda, Ze
samotna pritomnost enzymu miZze prispivat k zékalu, nicméné tento piispévek by mél byt konstantni
v Case. Pokud tedy pozorujeme zvysujici se zdanlivou absorbanci, 1ze usuzovat, Ze se jedna o degradaci
uvolnéné ¢astice, nikoli vliv enzymu samotného.
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Graf 23: Absorpéni spektrum roztoki po namdhdani PHB Vv lipdze
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Graf 24: Absorpcéni spektrum roztokii po namdhani PHB v protedze
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Ve vSech tiech testovanych materidlech byl zakal vzorki degradovanych v lipaze srovnatelny
s predchozimi experimenty. Naopak u vzorki degradovanych Vv proteaze byl zakal vyznamné vyssi, od
hodnoty 0,20 (pfi vinové délce 450 nm) az po limity méticiho piistroje. Po 216 hodin jiz nebylo mozné
zméfit absorpéni spektrum vzorkl v protedze, protoze roztoky byly piili§ zakalené a husté (viz Obrazek
27).

Obrazek 27: Vzorek SPLA po 48 hodindch degradace v protedze (vVlevo). Erlenmeyerova baiika s degradujici
SPLA f6lii, kde jsou okem viditelné uvolnéné castice (uprostied). Vzorky po 216 hodindch degradace v protedze
(napravo).

Casovy vyvoj zdanlivé absorbance pii 450 nm pii ptisobeni enzymti na PHB je znazornén v Grafu 25.
Oba typy PLA (semikrystalické i amorfni) vykazovaly podobny trend (viz piiloha 8.6).
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Graf 25: Vyvoj zddnlivé absorbance pri 450 nm roztokii po degradaci PHB enzymy
(* Pozn. vzorek byl tak zakaleny, Ze ho nebylo mozné na pristroji zmérit)

Z porovnani ¢asového vyvoje zdanlivé absorbance pii 450 nm pii pusobeni lipazy (Graf 26) vyplyva,
ze lipaza ma nejvetsi vliv na PHB, zatimco jeji i€inek na PLA je nizsi. V ptfipad¢ proteazy je jeji uCinek
rovnomé&rné silny pro vSechny typy testovanych polymeru, jak je patrné z Grafu 27.
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Graf 26: Casovy vyvoj zddnlivé absorbance pri 450 nm roztokii po degradaci folii lipazou
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Graf 27: Casovy vyvoj zddnlivé absorbance pFi 450 nm roztokii po degradaci folii v protedze

(*Pozn. vzorky byly v tomto case desitkove Fedény, protoze byly moc husté na prefiltrovani)

Analyza metodou DLS ukazala, ze velikost uvolfiovanych ¢astic zavisi na pouzitém enzymu. U proteazy

se jejich velikost pohybovala mezi 100-300nm (Graf 28), zatimco u lipazy 200-600 nm (Graf 29).
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Graf 28: Distribuce vazené velikosti ¢astic pii degradaci polymerii v protedze (DLS)
(*Pozn. vzorky byly v tomto case desitkové Fedény, protoze byly moc husté na prefiltrovani)
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Graf 29: Distribuce vazené velikosti cdstic pri degradaci polymerii v lipdze (DLS)

Z vysledkl experimentu vyplyva, Ze enzymy maji vliv na degradaci polymernich f6lii, a to jak z pohledu
zakalu roztoku, tak i velikosti vznikajicich ¢astic. Proteaza zptisobovala ve vSech piipadech vyssi miru
degradace nez lipaza — zakal extrémnich hodnot, ktery v ¢asech 216 hodin piesahoval moznosti méticiho
piistroje. Naopak lipaza plsobila selektivnéji — nejsiln€jsi efekt byl pozorovan u PHB, zatimco PLA
bylo degradovano méné.

Proteazy jsou primarné enzymy Stépici peptidové vazby v bilkovinach, ale n¢které z nich mohou mit
nespecifickou hydrolytickou aktivitu, ktera umoziuje $tépeni esterovych vazeb — obsazenych jak v
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PHB, tak v PLA. Proto bylo mozné pozorovat vysoky zakal i u materiald, u kterych by se dalo ocekavat
men§i pusobeni, jako napt. PLA. Proteaza pravdépodobné iniciovala prevazné povrchovou
hydrolytickou erozi, pticemz fragmentace vedla k naslednému uvoliiovani mensich ¢astic do roztoku.

Lipazy stépi esterové vazby v lipidech a jejich ucinnost na syntetické bioplasty zavisi na tom, zda
polymer obsahuje vhodné substraty. PHB je polyester pfirodniho ptivodu, a proto je mnohem
nachylnéjsi k ptisobeni lipaz. To vysvétluje, pro¢ byl Gcinek lipazy nejsilnéjsi pravé u PHB. PLA ma
sice také esterové vazby, ale jeho molekulova struktura (prostorova orientace, stupen krystalinity) miize
pusobit jako bariéra pro enzymaticky pfistup.

Na zaklade vysledki 1ze usuzovat, ze proteaza vykazuje vyssi degradaci napti¢ materialy, avSak s niZsi
substratovou selektivitou ve srovnani s lipazou. DLS analyza potvrdila i rozdily ve velikosti uvolnénych
castic v zavislosti na enzymu.

Na rozdil od ¢isté mechanického trepani, kde dochazelo primarné k mechanické fragmentaci, se zde
zaroven jednalo o chemickou (enzymatickou) degradaci, pii které se narusuji konkrétni chemické vazby.
Z tohoto diivodu byla degradace samotnych folii znatelnéjsi, nez v piedeslych experimentech (viz
Obrazek 28).

Obrdzek 28: Folie po 216 hodindch degradace v roztocich enzymii (vlevo), SPLA a aPLA folie (uprostied) a
PHB félie (vpravo) po 216 hodindch namdhani abrazivem
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5 ZAVER

Tato bakalafska prace se zabyvala problematikou vzniku mikro- a nanoc¢astic vznikajicich degradaci
biodegradabilnich polymernich materialii, zejména s ohledem na jejich V soucasnosti stale vice
diskutované ekologické dopady. V prvni ¢asti byla zpracovana literarni reSerSe zameéfena na ekologické
a ekonomickeé aspekty vyuzivani biodegradabilnich polymert jako alternativy ke konvencnim plastim.
Na zakladé téchto poznatkl byl vybran soubor polymernich biodegradabilnich materiali — konkrétné
PLA ve dvou formach (amorfni a semikrystalické) a PHB.

Hlavnim cilem prace bylo navrhnout a realizovat experiment pro studium rychlosti uvolfiovani mikro-
a nanocastic z téchto polymernich f6lii ve vodném prostfedi. Soucasti experimentu byla také jejich
koloidni charakterizace pomoci metod UV-VIS spektroskopie, dynamického rozptylu svétla (DLS) a
skenovaci elektronové mikroskopie (SEM). Dale byl proveden dopliujici experiment sledujici vliv
enzymatické (biotické) degradace na vznik castic. Motivaci prace bylo timto zpisobem vyvinout
experimentalni metodu, ktera by v budoucnu mohla slouzit jako néstroj pro produkci disperzi mikro- a
nanocastic biodegradabilnich polymerd. Tyto disperze by pak bylo mozné cilené aplikovat na modelové
ekosystémy a zkoumat jejich ekologické dopady — napft. na vodni ¢i pidni organismy.

V Sesti navazujicich experimentech byly testovany rizné degrada¢ni scénaie — od ¢isté mechanického
namahani, pfes pusobeni pH, vliv rychlosti otéru, az po biotickou enzymatickou degradaci. Z vysledku
vyplyva, ze Castice se uvoliuji i pfi pouhém mechanickém otéru bez ptitomnosti biologickych nebo
chemickych vlivil. Degrada¢ni ucinek se vSak zvySuje pfi kombinaci vice faktort, coz Iépe odrazi realné
podminky v pfirodnim prostiedi, kde plisobi zaroven napt. UV zafeni, zmény teplot, mikrobialni aktivita
a mechanické namahani v ptid€ nebo sladké vodé.

Zvlaste vyrazné bylo plisobeni enzymu proteazy, ktery vedl k intenzivnimu zakalu a fragmentaci vsech
testovanych polymerii. Lipaza vykazovala selektivnéjsi ucinek, s nejvyssi efektivitou viici PHB.
Pozorované ¢astice mély velikost v fadu stovek nanometrd, coz je rozmer, ktery jim umoznuje interakci
s vodnimi organismy a priinik do biologickych struktur.

Zvoleny experimentalni ptistup se ukazal jako vhodny pro hodnoceni degrada¢ni odolnosti riznych
polymert. UV-VIS poskytuje rychlé a citlivé informace o celkovém mnozstvi ¢astic, zatimco DLS
doplityje velikostni distribuci. SEM umoziiuje pfimé pozorovani zmén povrchu folii. Je vSak tfeba brat
v uvahu omezeni jednotlivych metod — DLS je nachylné k chybam pfi pfitomnosti vétsich agregatli nebo
sedimentace a vyZaduje upravu vzorki (tfeba v podob¢ filtrace), zatimco zakal nezohlediuje chemické
sloZeni cCastic.

Z hlediska diskuse ekologické role bioplastu vysledky pilotnich experimenti realizovanych v této praci
potvrzuji, Ze biodegradabilni polymery nejsou zcela bez rizik. Abioticka a bioticka fragmentace jejich
povrchu vede k uvolnéni ¢astic, které se mohou chovat obdobn¢ jako mikroplasty z konven¢nich plasti
— akumulovat toxické latky, pronikat do potravnich fetézct nebo pusobit jako stresovy faktor pro vodni
a pudni organismy. Ac¢koli jsou tedy tyto materialy ozna¢ovany za ekologicky piiznivéjsi, jejich rozklad
probiha ¢asto jen za specifickych podminek, navic pomalu a ne vzdy tplné. Na druhou stranu je tieba
hodnotit kratkodoba ekologicka rizika vedle dlouhodobych benefitd. Tomu by mél odpovidat i navrh
experimentalnich studii, jejichz cilem je objektivné posoudit ekologické vyhody a nevyhody
biodegradabilnich polymeri. Zatimco V pocatecnich fazich degradace mize dochazet k uvolnéni ¢astic
v podobném ¢i dokonce vy$§im mnozstvi neZ U ropnych konvenénich plasti — a nékdy i se srovnatelnym
toxickym ucinkem — jejich zasadni vyhodou zustava nizsi dlouhodoba perzistence v prostiedi, coz
predstavuje vyznamny potencial pro zmirnéni dopadt plastového znecistén
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Z ekonomického hlediska jsou tyto materialy stale nakladné;j$i na vyrobu nez bézné plasty. Jejich vyuziti
dava smysl predevsim v aplikacich, kde nelze zajistit sbér a recyklaci — napt. v zemédélstvi,
potravinaistvi nebo zdravotnictvi.

Prace predstavuje krok smérem k vytvoteni opakovatelné a flexibilni metody pro generovani disperzi
¢astic z biodegradabilnich polymerid. Tato metoda umoziiuje cilené kontrolovat koncentraci i slozeni
¢astic (napt. zménou pH roztoku nebo rychlosti otacek pfi namdhani), a tim vytvofit zaklad pro budouci
testovani jejich vlivii na rtizné slozky Zzivotniho prostfedi. Do budoucna by bylo vhodné doplnit
sledovani hmotnostnich ubytkd, chemickych zmén (napf. pomoci FTIR), testovani ve skute¢nych
environmentalnich podminkach (napf. ¥iéni voda, kompost) a doplnit o biologické testy toxicity na
modelovych organismech. Srovnani vysledka s chovanim béznych syntetickych polymeri (napt. PET)
by rovnéz mohlo pfinést cenné informace o relativnim pfinosu a rizicich biodegradabilnich plasti.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

DLS dynamicky rozptyl svétla (Dynamic Light Scattering)
LA kyselina mlé¢na (Lactic Acid)
Icl-PHA polyhydroxyalkanoaty s dlouhym fetézcem (long-chain-length

polyhydroxyalkanoates)
polyhydroxyalkanoaty se stiednim fetézcem (medium-chain-length

mel-PHA polyhydroxyalkanoates)

PBAT polybutylen-adipat-tereftalat

PBSA polybutylen-sukcinat-adipat

P3HB3HV3HHX poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat-co-3-hydroxyhexanoat)

PDLA poly(D-laktid) (poly-D-lactic acid)

PHA polyhydroxyalkanoaty

PHB poly(3-hydroxybutyrat)

PHBHx poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat)

PHBO poly(hydroxybutyrat-co-hydroxyoctanoat)

PHBV poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat)

PLA kyselina polymlééna (polylaktid)

PLLA poly(L-laktid) (poly-L-lactic acid)

aPLA amorfni kyselina polymlé¢na (polylaktid)

SPLA semikrystalicka kyselina polymlééna (polylaktid)

ROP polymerace otevienim kruhu (Ring-Opening Polymerization)

rpm revolutions per minute (otdcky za minutu)

Scl-PHA polyhydroxyalkanoaty s kratkym fetézcem (short-chain-length
polyhydroxyalkanoates)

SEM skenovaci elektronova mikroskopie (Scanning Electron Microscopy)

SIC krystalizace vyvolana rozpoustédlem (Solvent-Induced Crystallization)

UvV-VIS ultrafialova a viditelna spektroskopie (Ultraviolet-visible spectroscopy)
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8 PRILOHY

8.1 Data z prvniho experimentu
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Graf 30: Absorpcéni spektrum roztokii po namdahani SPLA z prvniho experimentu
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Graf 31: Absorpcéni spektrum roztoki po namdahani aPLA z prvniho experimentu
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Graf 32: Vyvoj zdanlivé absorbance pii 450 nm roztoki po namdhdni SPLA z prvniho experiment

0.040
0.035
0.030
0.025 F
0.020
0.015 F
0.010
0.005 F

2000 — .

24 48 96
Cas [h]

Zdanliva absorbance pii 450 nm [-]

Graf 33: Vyvoj zdanlivé absorbance pri 450 nm roztoki po namdhdni aPLA z prvniho experiment
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8.2

Data z druhého experimentu
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Graf 34: Absorpcni spektrum roztokii po namahdni PHB z druhého experimentu
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Graf 35: Absorpcéni spektrum roztokii po namdahani SPLA z druhého experimentu
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Graf 36: Absorpcni spektrum roztokii po namdahani aPLA z druhého experimentu

8.3 Data z tiretiho experimentu
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Graf 37: Vyvoj zdanlivé absorbance pii 450 nm roztoki po namdhdni aPLA ve vSech pH
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Graf 38: Casovy vyvoj vizené velikosti cdstic ziskanych z DLS roztokit po namdhdni PHB V riznych pH

8.4 Data ze
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Graf 39: Absorpéni spektrum roztokii po namdhani SPLA ze Stvrtého experimentu
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Graf 40: Vyvoj zdanlivé absorbance pii 450 nm roztokii po namahadni SPLA ze ctvrtého experimentu

8.5 Data z patého experimentu
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Graf 41: Zavislost zdanlivé absorbance pri 450 nm na case pro obé rychlosti otacek roztokit po namahdni SPLA
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8.6 Data z Sestého experimentu
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Graf 42: Vlyvoj zdanlivé absorbance pri 450 nm roztokii po degradaci aPLA enzymy
(* Pozn. vzorek byl tak zakaleny, Ze ho nebylo mozné na pristroji zmérit)
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Graf 43: Vyvoj zdanlivé absorbance pri 450 nm roztoks po degradaci SPLA enzymy
(* Pozn. vzorek byl tak zakaleny, Ze ho nebylo mozné na pristroji zmérit)
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