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ABSTRAKT

Alifatické polyestery piedstavuji skupinu degradovatelnych polymernich materiala. Tyto

materidly nasly své vyuziti predevsim v biomedicinskych aplikacich a jako obalové materialy.
V teoretické Casti prace je shrnuta literarni reSerSe zabyvajici se vyzkumem enzymatické
a mikrobialni degradace poly(e-kaprolaktonu) (PCL).
V experimentalni ¢asti byla vypracovana metodika biodegradac¢nich testt PCL a provedena
série experimentu s Bacillus subtilis a Aspergillus-lipdzou. Polymerni vzorky o molekulové
hmotnosti M, = 19 300 g/mol byly piipraveny ve formé folie o tloust’ce 100 um a praméru
1 cm pro enzymatickou degradaci nebo 3 cm pro mikrobialni degradaci metodou "solution
casting". Proces biodegradace byl vyhodnocen na zékladé zmén molekulové hmotnosti,
polydisperzity, teploty tani, krystalinity a povrchovych zmén polymerniho materidlu.

ABSTRACT

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

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

V soucasné dob¢ je na celém svété vyprodukovano piiblizné 140 mil. tun syntetickych
polymer ro¢né. Vyrobky z téchto polymert jsou relativné stabilni i po ukoncéeni doby
pouzivani spotiebiteli a rovnéz jsou pomérn¢ odolné vici degradacnim cykliim probihajicim
bézné Vv biosféfe. Nasledkem je hromadéni obtizné recyklovatelného plastového odpadu
a v poslednich letech zejména kumulace rozpustnych plastd v odpadnich vodach [1].
V poslednich 20ti letech, byla prokazana biodegradabilita u fady plastt jak z obnovitelnych
zdroji tak i syntetickych a byl také objasnén mechanismus jejich degradace. Ziskavané
znalosti molekularni stavby biodegradabilnich polymert pfispivaji k rozvoji biotechnologii
pro znovu vyuziti ¢i likvidaci syntetickeého odpadu [2]. Sou¢asné nartsta snaha syntetizovat
takové druhy polymert, které jsou degradovany bakteriemi a houbami aZ na oxid uhli¢ity
a vodu jako kone¢né produkty. Tyto polymery mohou byt rozd€leny do tii hlavnich skupin;
polyestery produkované mikroorganismy (poly(3-hydroxybutyrat)), ptirodni polysacharidy
(Skrob) a syntetické alifatické polymery [3].

Vramci této prace byla studovana enzymaticka a mikrobialni (bio)degradabilita
alifatického polyesteru poly(e-kaprolaktonu) (PCL). Hlavnim cilem bylo vypracovani
metodiky vlastnich biodegrada¢nich testi a provedeni série experimenti s bakterialnim
kmenem Bacillus subtilis a komeréni lipAzou-enzymem z Aspergillus sp. Pro studie byl pouZzit
bimodalni PCL pfipraveny v Laboratofi Syntézy polymeri 0 molekulové hmotnosti
M, =19 300 g/mol a M,/M, = 6,8. Polymerni vzorky byly ptipraveny metodou SC (solution
casting) a pouzity ve formeé filmu o tloustce 100 pm.



2. TEORETICKA CAST

Termin biodegradace je v dostupné literatufe pouzivan Casto protichidné a nebo dokonce
definovan nevhodné. V oblasti medicinskych aplikaci, zahrnujicich polyesterové materialy
pro vstiebatelné Svy, rekonstrukce kostni tkan€ a pro nosie 1éka termin biodegradace
znamend hydrolyzu esterovych vazeb nastavajici za fyziologickych podminek. V oblasti
degradovatelnych obalovych materiali probiha proces biodegradace za ucasti Zivych
organismi. V této praci je tedy biodegradace definovana jako degradace nastavajici
pusobenim zivych organismu, kterd vede v konecném dusledku k mineralizaci polymerniho
materialu a/nebo jeho pfeméné na biomasu [3].

Biodegradabilnim polymernim materidlaim dominuji zejména polymery obsahujici
heteroatomy (N, O) v hlavnim fetézci. Polymerni fetézce obsahujici etherové, amidové, nebo
esterové vazby (Obr. 1) mohou podstoupit hydrolytické $tépeni vedouci ke vzniku niZe-
molekularnich produkti. Puvodni, dlouhé polymerni fetézce neprojdou bunéénou
membranou, degradace musi tedy probihat nejprve pies oligomerni meziprodukty. Kone¢né
produkty degradace-monomery mohou byt nasledné absorbovany a vyuzity mikrobialni
bunkou. [4]

Pocate¢ni Stépeni polymernich fetézcli mize nastat v disledku nejen biologickych, ale také
fady fyzikalnich a chemickych faktora [5]. Fyzikalni sily uplatiujici se bé&hem
zahfivani/chlazeni, tani/tuhnuti nebo hydratace/suSeni vzorktt mohou vést k mechanickému
poskozeni polymerniho materialu [6].

(@)

T e
(b) H

/
\O

\
zZ—I-----0—0

O—0
(@)

z
(@)

m

@]

z—T----0

n

S /o\
(::2 O
(@]
>~1
_/
j— ]
\
2
_/
o=—0
\
o)

R
(©) | \ i
\ c|: 0 / (d) (e)
R" n
(a) amidova vazba (d) polyether-polyuretan
(b) etherova vazba (e) polyester-polyuretan

(c) esterovéa vazba

Obr. 1: Polymery s hydrolyzovatelnymi vazbami



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

Obr. 2 Princip eroze uplatiujici se na povrchu vzorku

Degradace alifatickych polyestert mize obecné probihat nékolika zptsoby zahrnujicimi
chemickou hydrolyzu, mikrobidlni, enzymatickou a termickou degradaci. Mechanismus
degradace, ktery se uplatni jako hlavni zavisi ptedev§im na struktufe polyesteru a prostiedi,
ve kterém je material exponovan [7].

JelikoZ byla vtéto praci zaméfena pozornost na poly(e-kaprolakton) patiici do skupiny
alifatickych polyesterti, budou stru¢né predstaveny dalSi nejvyznamnéjsi zastupci. Vedle
syntetického polykaprolaktonu (PCL) mezi né patii jest¢ poly(mlécnd) kyselina (PLA),
a poly(3-hydroxybutyrat) (PHB).

Poly(mlé¢na) kyselina (PLA) je velmi pouzivanym zastupcem polyesteri v biomedicinskych
aplikacich napfiklad pro vyrobu chirurgicky vstifebavatelnych $vii, zubnich implantata,
kloubnich nahrad, nosict 1¢kti, apod. K pfednim parametrim urcujicim jeji pouziti patii
zejména vysoka pevnost, biokompatibilita a biodegradabilita (Obr. 3). V poslednich letech
stoupd také vyuZiti PLA jako alternativni nahrady tradi¢niho plastové zbozi Vv oblasti
obalovych vyrobka [8]. Zna¢nou vyhodou je moznost syntézy vychozich monomera
z obnovitelnych zdroju (kukufice, cukrova titina, brambory) [9].
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Obr. 3: Monomerni jednotka PLA retézce

Jako obalovy material je dale pouZivan poly(3-hydroxybutyrat) (PHB) (Obr. 4). Tento
polyester produkovany ¢etnymi bakteriemi v pfirodé jako vnitrobunécna rezerva uhliku nebo
energie byl poprvé nalezen v Bacillus megaterium v roce 1925 [10]. PHB je ¢asto srovnavan
s polypropylenem (PP) diky svym fyzikalnim vlastnostem (bod téni, krystalinita, teplota
skelného piechodu, apod.) [11]. PHB vynika relativné velkou odolnosti vici vlihkosti zaroven



je vSak degradovatelny celou fadou mikroorganismt [12]. V roce 1996 byla popsana
enzymatickd degradace PHB Tomasi a kol., kdy enzym ptednostné katalyzoval degradaci
amorfnich oblasti [13].
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Obr. 4: Monomerni jednotka PHB

Polykaprolakton (PCL) (Obr. 5) nepochazi na rozdil od ptedchozich alifatickych polyesteri
z obnovitelnych zdroji. PCL je linearni, hydrofobni polyester. Piedchozi studie prokazaly,ze
PCL patii mezi semi-krystalické polyestery s krystalinitou 40-60 % [14]. Je také znamo, Ze
pocatecni krystalinita vyznamné ovliviiuje degradaci alifatickych polyestera [15]. PCL je
vyrabén polymeraci za otevieni kruhu (ROP) cyklického e-kaprolaktonu. Vyznacuje
se relativné nizkou teplotou tani (t; = 59-64 °C) i skelného ptechodu (ty =-71 °C) [7, 16].
PCL byl ptivodné vyuZivdn pro svou degradabilitu pusobenim mikroorganismii zejména
V oblasti obalovych materiald. Postupné ziskal zna¢nou pozornost jako implantovatelny
materidl, jelikoZ je degradovan i hydrolyzou za fyziologickych podminek. Tento netoxicky
a biokompatibilni material je pouzivan pro vyrobu nosi¢u 1éku, vstiebatelnych $vii, materialu
k rekonstrukci kosti apod. [17, 18]. Kopolymery nebo smési PCL mivaji obecné lepSi
mechanické vlastnosti, zpracovatelnost i vyssi permeabilitu nez samotny homopolymer, coz
roz§ifilo jeho vyuziti v mnoha riznych aplikacich [10, 19].

Obr. 5: Monomerni jednotka PCL

Na zékladé tady studii bylo obecné postulovano, Ze dusledkem biodegradace PCL
Vv biotickém prostiedi je relativné velky ubytek hmotnosti vzorku doprovazeny relativné
malou zménou jeho molarni hmotnosti (Obr. 6). Naproti tomu v abiotickém prostiedi byl
v disledku degrada¢niho procesu zjistén zpravidla maly pokles celkové hmotnosti
studovaného vzorku polymeru doprovazeny ale vyznamnym snizenim jeho molarni hmotnosti
[7]. Pusobenim mikroorganismti dochazi k degradaci na povrchu studovaného vzorku (Obr. 2)
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Obr. 6: Dusledky degradace PCL v abiotickych a biotickych podminkdch

V nésledujicich  kapitole bude shrnuta literarni reSerSe problematiky vyzkumu
biodegradability PCL, zahrnujici publikované druhy pouZzivanych mikroorganismu a vlastnich
enzymu, dale rizné zpusoby studia biodegradability za riznych experimentalnich podminek
a to véetné vlastniho vyhodnocovani biodegradacnich procesi.

1.3. Typy degradace PCL podle mechanismu

1.3.1 Mikrobialni degradace

Mikrobialni degradace nastavd obecné v dasledku aktivity mikroorganismii rostoucich
na povrchu nebo v celém objemu daného materidlu [20, 21]. Mikroorganismy atakuji
polymerni material mechanickym pusobenim, chemickou a/nebo enzymatickou cestou [22]
a vyuzivaji polymer a/nebo aditiva (Skrob) jako zdroje uhliku a energie [23]. Mikrobialni
degradabilita polyesteru zavisi na konkrétnim sloZeni a vlastnostech polymerniho materialu
a specifickych podminkéch prostiedi degradace jako jsou vlhkost, pocasi a ptitomnost
Skodlivin v atmosféte a na mikrobidlni aktivité tj. druhu pouzitého mikroorganismu, jeho
mnozstvi a typu enzymu, ktery produkuje [24, 25]. Zfady studii je znamo, Ze aerobni
a anaerobni mikroorganismy snadno mineralizuji fadu alifatickych polyesterti, zatimco
aromaticke polyestery jsou vuc¢i mikrobialnimu ataku pomérné odolné [26]. Ze studovanych
mikroorganismil byly pro degradace PCL nejCastéji vyuzity vlaknité houby, plisn€, kvasinky
a bakterie.
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a) Biodegradace PCL v piitomnosti hub a plisni

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

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

Kim a kolektiv studoval vroce 1995 degradaci PCL pusobenim Aspergillus niger.
Degradace PCL ve formé filmu byla provadéna po dobu 3 tydnt pii teploté 30 °C. V ptipadée
kultivace mikroorganismu piimo na povrchu vzorku doslo pravdépodobné k uplatnéni jak
tginku produkovanych enzymu tak i ostatnich biofyzikélnich a biochemickych vlivii. Ubytek
hmotnosti byl 5,1 hmot. %. Pokud vSak bylo mycelium rozsuspendovano v agaru a nasledné
nalito na vzorek, doslo k uplatnéni pouze degradace enzymatické a Ubytek hmotnosti vzorku
Cinil témé&F 14 hmot. %. Polydisperzita vSak zlstala nezménéna. V obou pfipadech
experimentt doSlo na povrchu materidlu k fyzikalnim zménam, vytvotily se diry a byl
zaznamenam hmotnostni ubytek vzorku a zména pH média [29].

Sanchez a kol. studovali biodegradace PCL v pfitomnosti termotolerantni houby
Aspergillus sp., kmen ST-01. Film byl pii teploté¢ 50 °C v médiu s piidavkem kvasni¢ného
extraktu po 6 dnech zcela degradovan. Jako degrada¢ni produkty, analyzované pomoci
kapalinové chromatografie (HPCL), byly identifikovany kyseliny jantarova, maselna,
valerova a kapronova [30].

Biodegradaci krystalickych a amorfnich oblasti PCL pusobenim Aspergillus fumigatus
sevroce 2000 rovnéz zabyvali Eldsater a kol. Degradace v biotickém prostfedi méla
zanasledek vyrazné sniZzeni ¢iselné-sttedni molekulové hmotnosti (M,) ve srovnani
s hmotnostné-stiedni M,,. K poklesu M, doslo pravdépodobné v dusledku piednostniho
uplatnéni degradace u konct polymernich fetézcd, které se nachazeji zpravidla v amorfni
oblasti [31].

b) Biodegradace PCL v pFitomnosti kvasinek

Fields v roce 1973 studoval biodegradaci PCL a dalSich polyestert s rostouci molarni
hmotnosti v pfitomnosti ,,¢erné kvasinky* Aureobasidium pullulans. U studovaného materialu
dochézelo ke ztraté hmotnosti a pfednostné byly odbouravany nizkomolekularni frakce [32].

Lefebvre a kol. studovali v roce 1994 degradaci vzorkta PCL s koncovymi hydroxylovymi
a methoxylovymi skupinami pisobenim smésné kultury mikroorganismu ziskané z kompostu
a ¢istou kulturou Actinomycetes sp. ziskanou rovnéz z kompostu. Studie prokazala,
Ze k degradaci dochazelo v okoli konct fetézen [33].

c) Biodegradace PCL V piitomnosti bakterii

Yavuz a kol. se v roce 2001 zabyvali studii degradace homopolymeru PCL a kopolymeru
PCL/PLA ve vodném roztokd za piitomnosti i za absence mikroorganismu Pseudomonas
putina. Béhem 60 dni experimentu doslo ke sniZzeni molekulové hmotnosti vzorku, ke zméné
pevnosti vtahu a modulu pruznosti u kopolymerta (uhomopolymeru zistaly vlastnosti
nezménény). Ze ziskanych vysledkt 1ze usuzovat na vyssi rychlost degradace kopolymeri
ve srovnani s homopolymery [34].
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Na zaklad¢ vyse uvedenych studii 1ze predpokladat, ze rychlost a pribéh degradace jsou
ovlivnény jednak kultivacnimi faktory tj. druhem pouzit¢ho mikroorganismu a zptisobem
vedeni experimentu a jednak vychozimi vlastnostmi polymeru jako jsou molekulovd hmotnost
a distribuce (stupen polydisperzity) a také krystalinita. Ve vét$in¢ piipadi byla degradace
polyesterit provdzena poklesem molekulovych hmotnosti a uplatiiovala se pfedevs§im v okoli
koncu polymernich fetézcu. Jelikoz byly jednotlivé studie vedeny =za raznych
experimentélnich podminek nelze dané vysledky jednoduse srovnavat. Pro ziské&ni uceleného
pohledu na mechanismus degradace polykaprolaktonu s riznymi vychozimi vlastnostmi
pusobenim ruznych mikroorganismti ¢i enzymi je nutné vést studie za stejnych podminek
a za vyuziti fady analytickych metod.

V této praci byl pro studium biodegradability PCL zvolen mikroorganismus Bacillus
subtilis. Jedna se o gram-pozitivni aerobni bakterii, kterd se vyskytuje v pidé a produkuje
celou fadu enzymu (a-amylasu, lipasu, endocelluldsu a mnoho dalSich), které jsou cenény pro
svij biotechnologicky potencidl. Navic je tento mikroorganismus oznacovan jako tzv. GRAS
organismus (Generally Recognized As Safe) [35, 36]. Lipasa produkovana touto baktérii patii
co do velikosti ktypu 1.4, tj. knejmenSim znamym lipdsam s molekulovou hmotnosti
19 600 g/mol [37]. Bacillus subtilis byl dosud studovan zejména v ramci mikrobialni
degradace  kopolymera PCL se Skrobem a jilem a blendtd poly(e-kaprolaktonu)
a polyvinylbutyralu (PCL/PVB )[38, 39].

1.3.2 Enzymaticka degradace

Mikroorganismy obecn¢ produkuji dva typy enzymi - biokatalyzatort $tépicich polymerni
fetézce. Exoenzymy — depolymerazy $tépi (depolymeruji) dlouhé uhlikaté fetézce na kratsi
(mensi fragmenty) a ddle az na monomery, které pak snadno penetruji dovniti bunky.
Endoenzymy zapojuji tyto produkty degradaci do biochemickych procest, ve kterych jsou
vyuZivany jako zdroje energie za vzniku CO;, H,O nebo CH,4 jako kone¢nych produktt
mineralizace (Obr. 7). Charakter koncovych produkti je dan aerobnimi nebo anaerobnimi
podminkami [1]. Je zndmo, Ze monomery, dimery a oligomery degraduji velmi snadno,
zatimco materidly s vyssi molarni hmotnosti degraduji velmi obtizné.

Polymer
depolymerace
oligomer dumer monomer
oo OO
OO | e g 0 o
. Mineralizace .
aerobni anaerobni
podminky / \ podminky
CO,, H-0O CH,., HoS

COo, H20O

Obr . 7: Proces mineralizace
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V ptipadé¢ degradace alifatickych polyestert, ke kterym patii i studovany PCL, byl pro
studium enzymatické degradace vyuZzivan zejména enzym lipasa. Lipazy jsou Vv soucasné
dobé produkovany komeréné - z bakterii a hub a nachazeji své uplatnéni nejen pii zpracovani
tukt, oleju, detergentd a potravin, ale i v papirenskem, chemickém a kosmetickém priamyslu
a také pii vyrobé 1é¢iv [40, 41].

Lipazy patii mezi enzymy induktivniho charakteru a jsou mikroorganismem produkovany
za pritomnosti induktoru - alifatického polyesteru. Predpoklada se, ze k aktivaci téchto
depolymeraz dochazi v dusledku konformaéni zmény vyvolané adsorpénim navazanim na
hydrofobni povrch polymerniho substratu. Lipaza pak funguje jako biokatalyzator pti $tépeni
dostupnych esterovych vazeb za vzniku nize-molekulovych fragmentd polymerniho fetézce
[42].

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

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

V literatufe lze nalézt celou fadu studii vénovanych biodegrada¢nim téinkum lipas. Chen
akol. se zabyvali vroce 1999 degradaci mikroc¢astic PCL po dobu 9 tydnu pii teplote
37 +1°C a pH =7,4. Krystalinita vzorkt v prostiedi s pfidanym enzymem rostla ve srovnani
s kontrolnimi vzorky i ptvodnim materialem. Proces degradace probihal pravdépodobné
prednostné v amorfni oblasti vzorku [47].

Sivalingam a kol. v roce 2002 degradovali PCL film v ptitomnosti enzymi lipaza z raznych
zdroji; Novozyme 435 (Candida antartica) a Lipolasa. Jako prostfedi degradaci byly zvoleny
aceton, toluen, benzen abenzylalkohol pfi teploté 45 °C. Ve vSech piipadech byla mira
degradace u lipazy - Novozymu vysSi nez u lipazy Lipolasy. Co se tykd pouzitych
rozpoustédel byla aktivita enzymu nejvéetsi v prostredi acetonu a benzylalkoholu. Na zakladé
ziskanych vysledku byla navrZzena korelace mezi rychlosti degradace, viskozitou a polaritou
konkrétniho rozpoustédla [48].

Hostino a Isono provedli v roce 2002 studii degradace PCL filmu (M, =40 000 g/mol)
Vv ptitomnosti lipazy (ziskané z Chromobacterium viscosum) ve fosfore¢nanovém pufru pfi
teploté 37 °C a pH = 7,0. Degradac¢ni experimenty byly ukonéeny jiZz po 6 dnech, kdy byl film
PCL kompletn¢ degradovan [49].

V dne$ni dobé je vyuzZiti PCL sméfovano piedevsim do piipravy smési S riznymi
piirodnimi i syntetickymi polymery. Timto zpusobem jsou pak pfipraveny materialy s fizenou
dobou degradace.

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

PCL film byl dale v roztoku fosfore¢nanového pufru za piitomnosti enzymu Pseudomonas
lipdza temperovan na 25 °C a 37 °C. Bé¢hem 12 dennich degrada¢nich experimentu byla
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proké&zéana zavislost enzymatické degradace na poc¢ate¢nim stupni krystalinity PCL filmu bez
ohledu na teplotu degradace [50].

V piipadé degradacnich studii za pouziti komerénich enzymd, je rychlost degradace opét
ovlivnéna zdrojem znéhoZ se lipasa ziskala a nastdvd v fadu dnd [49] az tydnu [46].

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

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

3.1.1 Pouzité chemikalie

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

VSechny uvedené chemikalie byly pouZity od vyrobce Lach-ner s.r.o.

- Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nan sodného - Na,HPO,4-12H,0, Spolek pro chemickou a
hutni vyrobu, narodni podnik Praha

- Fosfore¢nan sodny (kysely) Lachema a.s.

- D-glukoza

- Pepton

- Kvasnic¢ni extrakt

- Masopeptonovy agar (MPA)

VSechny uvedené chemikalie byly pouZzity od vyrobce Himedia Laboratories Limited

- Olivovy olgj Aromatica s.r.o.

3.1.2 Biologicky material

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

3.1.3 Studovany polymer

Linearni, alifaticky polyester — poly(e-kaprolakton) (PCL) byl pfipraven polymeraci
za otevieni kruhu (ROP) pomoci organického N-heterocyklického karbenu a benzylalkoholu
v tetrahydrofuranu pii 25 °C. Polymer byl tiikrat precistén rozpusténim v minimalnim
mnozstvi THF a vysrdZen v methanolu pii -10 °C. Produkt byl izolovan filtraci za snizeného
tlaku na Biichnerové nélevce. Postup preciStovani byl opakovan 3krat z diivodu odstranéni
zbytkového katalyzatoru a nezreagovaného monomeru. Dale byl polymer (ve form¢ bilého
praSku) suSen do konstantni hmotnosti za tlaku 3 Pa a nasledné uchovavan v exsikatoru.
Pro degrada¢ni experimenty byl pouzit ve formé filmu pfipraveného odpatenim rozpoustédla
(chloroformu) z nasyceného roztoku.

Charakteristika syntetizovaného PCL

M, 2 M,,? My,/M Tm AHp (2) Krystalinita

(C)’  (gY)" (%)°
PCL-film (mikrob.) 19400 132000 6,8 558 689 49,4
PCL-film (enzym.) ~ 25400 164900 6,5 543 625 44,8
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#Stanoveno nizkoteplotni GPC s PS standardy v THF

®Méreno DSC kalorimetrii, T byla ziskdna pomoci DSC - z maxima piku pii druhém
Zahrivani

Y AHm(2) je integrovana plocha pod pikem z druhého zahiivani vzorku

Krystalinita (%)(4X;) vzorkii PCL vyhodnocena na zdkladé druhého zahrivant,

AXe = AHplAHRY | kde je AH,® = 139,5 J/g

Pristrojové vybaveni

- Véahy analytické Mettler Toledo

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

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

- Predvazky, SAS 50 Scaltec

- Mikropipeta, Hirschmann Merci

- Susarna Binder

- Laminarni box AURA mini Biotech a.s

- GPC, Agilent Technologies 1100 series

- DSC, TA Instruments Q 2000

- pH metr Merci s.r.o

- Autoklav, Vaspoteri Brnénska medicinska technika a.s
- Mikrobiologicky inkubator Binder BD

4. PRIPRAVA ROZTOKU

2.1 Priprava Sikmych agari

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

4.2 Priprava Kkultiva¢niho Zivného bujonu (NBG+0OO)

SloZeni kultivaéniho zivného bujonu (NBG+OO) bylo nasledujici: 3 g peptonu; 1g
kvasni¢ného extraktu; 0,5g NaCl; 2 g glukézy; 1 cm® olivového oleje. Vznikly roztok byl
doplnén do 100 cm?® destilovanou vodou a néasledng sterilizovan v autoklavu pii 121 °C, tlaku
103,4 kPa po dobu 20 minut.

4.3 Priprava fosfore¢nanového pufru
Pro experimenty enzymatické degradace byl pouzit sterilni tlumivy roztok pH = 7 pfi teploté
20 °C. Oddélené byly ptipraveny dva nésledujici roztoky:
Na;HPO,12H,0 71,46 g/ dm® roztok A 7,146g / 100 cm®
NaH,PO, 2,78 g/ dm® roztok B 2,78g /100 cm®
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PH pripravé fosforetnanového pufru bylo smichano 30,5cm® roztoku (A)s 19,5cm?
roztoku (B). Pufr byl doplnén v odmérné baiice na objem 200 cm®. Pro enzymatické degradace
nebyla nutna sterilizace v autoklavu, pro mikrobialni byl pufr sterilizovan v autoklavu
pii 121 °C 20 minut.

5. PRACOVNI POSTUPY

5.1 Piiprava vzorkia PCL

PCL filmy byly pfipraveny metodou odpafenim rozpoustédla z roztoku (solution casting).
Piecistény vzorek PCL byl navazen do kadinky, pomoci odmérného valce bylo ptidano
vypocitané mnozstvi chloroformu (2 % roztok) a vzniklad suspenze byla michana pomoci
magnetického michadla do vzniku &irého roztoku. Vznikly roztok byl (4 cm®) pipetovan do
Petriho misky (@ 3 cm), kde byl ponechén volné odpatovat pii laboratorni teploté v digestofi
po dobu 2 dni. Vznikly film byl dale suSen ve vakuové susarné za tlaku 3 Pa do konstantni
hmotnosti (24 hodin). Ptipravené filmy byly déle upraveny podle typu degradace:

- enzymaticka degradace

Jednotlivé vzorky o hmotnosti 7-9 mg byly vyrazeny z puvodniho filmu o tloust’ce 115 um
pruraznikem 0 pruméru 1 cm (Obr. 8). Tloustka vzorku byla stanovena na pii¢ném fezu
pomoci SEM (Pfiloha 1, Obr. 1).

Obr. 8: Vzorky PCL pro enzymatickou degradaci

- mikrobialni degradace

Jednotlivé vzorky byly pfimo vyjmuty z piivodni Petriho misky a pouzity. Filmy o tloust’ce
70 um a praméru 3 cm vazZily ~ 90 mg (Obr. 8). Tloustka vzorku byla stanovena na piiéném
fezu pomoci SEM (Piiloha 1, Obr. 2). Pfed kazdym pievedenim do média byl vzorek
sterilizovan UV zafenim po dobu 30 minut na kazdé stran¢.

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

Film (100 um) o priméru 1 cm byl umistén do kadinky (25 cm®), dale byl piidan enzym
(1,5mg) a fosfore¢nanovy pufr (3 cm®). Kadinka byla zakryta hlinikovym vickem
a temperovana v termostatu pii 37 °C. Kontrolni experimenty byly vedeny za stejnych
podminek, ovSem bez pfitomnosti enzymu. Aby byla dodrzena sterilita prostiedi byl ke
kontrolnim vzorkiim piidavan azid sodny. Vyména enzymu se provadéla kazdé tii dny
z davodu zachovani stejné hodnoty enzymatické aktivity. Vzorky byly odebirany
ve 14 dennich intervalech, vzdy jeden vzorek a jeden kontrolni vzorek, oplachnuty
destilovanou vodou, suSeny za vakua pii laboratorni teploté a tlaku 3 Pa po dobu 7 dni a vazeny
na analytickych vahach pro stanoveni hmotnostniho ubytku.

5.3 Mikrobialni degradace

5.3.1 Oziveni Zelatinovych diski

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

5.3.2 Oc¢kovani Sikmych agari

Ockovani Sikmych masopeptonovych agari pomoci Bacillus subtilis bylo provadéno
v laminarnim boxu. Do levé ruky byly uchopeny dvé zkumavky, v jedné byl naockovany $ikmy
agar s mikroorganismem Bacillus subtilis, ve druhé sterilni Sikmy agar. V pravé ruce byla
mikrobialni klicka, kterd byla opalena v plameni. Opalena klicka byla ochlazena o hrdlo
zkumavky s naockovanym agarem. Bacillus subtilis byl odebran pohybem smétujicim ode dna
zkumavky K hrdlu a pfenesen do zkumavky se Sikmym sterilnim agarem. Nan&Seni bylo
provadéno vlnity pohybem ode dna zkumavky k hrdlu. Pfed uzavienim byla zatka i hrdlo
opaleny, zkumavky byly poté uzavieny a inkubovany v termostatu pii 29+1 °C.

5.3.3 Pi‘evedeni do fosfore¢nanového pufru

K ptevedeni Bacillus subtilis do fosforecnanového pufru bylo zapotiebi sterilniho pufru,
sterilnich $pi¢ek a nao¢kovaného Sikmého agaru. Po otevieni zkumavky bylo hrdlo i zatka
opéaleno. Mikropipetou se sterilni $pickou byl nabran 1 cm® pufru a pieveden do zkumavky
s narostlym mikroorganismem. Po nalezitém protiepani se uvolnily buniky do pufru otiranim
oCkovaci klicky o agar a to smérem ode dna zkumavky k hrdlu a zkumavka byla opét
protiepana.

Do 250 cm® Erlenmayerovych ban&k bylo piipraveno 100 cm® nutri¢niho média s pridavkem
glukozy a olivoveho oleje (NBG + OO). Do Erlenmayerovych banék uréenych pro mikrobialni
degradaci byl kvantitativné pteveden pufr s mikroorganismem. Po hodinové dynamické
kultivaci (90 ot/min), byly vzorky steriln¢ pieneseny do média pomoci pinzety namocené
v ethanolu tak, aby nedoSlo k poskozeni povrchu vzorku. Vyména média byla provadéna 2x
tydné. P¥ kazdé vymeng bylo odebrano asi 10 cm® média pro dalsi mozné analyzy. Kontrolni
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experiment byl veden za stejnych podminek, ale bez ptidani mikroorganismu. Aby byla
dodrzena sterilita prostiedi byl ke kontrolnim vzorktim pfidavan azid sodny.

Polymerni vzorky byly odebirany ve 14 dennich intervalech. Vzorky byly oplachnuty
destilovanou vodou a methanolem a suSeny po dobu 7 dni pti laboratorni teploté za vakua
(3 Pa) a vazeny na analytickych vahach pro vyhodnoceni hmotnostniho Ubytku.

6. METODY CHARAKTERIZACE POLYMERU

6.1 Gelova permeacni chromatografie (GPC)

Molekulova hmotnosti a distribuce molekulovych hmotnosti byly analyzovany nizkoteplotni
gelovou permeaéni chromatografii na GPC zafizeni: Agilent Technologies 1100 series
s kolonou PL gel 5 um MIXED-C 300 x 7,5 mm a piedkolonou (50 X 7,5 mm, 5 um) za pouZziti
THF jako mobilni faze. Kolony byly kalibrovany na polystyrenove standardy v rozsahu
M, =580 -377400 g/mol. Na analyzu byly navazeny 4 mg polymeru, které byly rozpustény
v 1cm® THF,

6.2 Diferené¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC)

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

6.3 Rastrovaci elektronovd mikroskopie (SEM)

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

6.4 Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (CLSM)

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

V této praci byla studovéna biodegradabilita poly( -kaprolaktonu), ktery byl pfipraven
polymeraci za otevieni kruhu e-kaprolaktonu v Laboratofi Syntézy Polymerii. Série polymeraci
za katalyzy N-heterocyklickym karbenovym Kkatalyzatorem a v pfitomnosti benzylalkoholu
Vv tetrahydrofuranu pii 25 °C poskytla polymery s celou fadou molekulovych hmotnosti. Jelikoz
je zndmo, Ze vedle molekulové hmotnosti ovliviiuje rychlost degradace také Sifka distribuce
molekulovych hmotnosti, byl pro naSe studium zvolen bimodalni vzorek. Pii pfipravé filmu
pro degradacni experimenty byly ziskdny ponékud odli§né charakteristiky vychozich materialu.
Pro enzymatickou PCL film sM;,=25400g/mol a M,/M,=6,5; pro mikrobialni
M, =19 400 g/mol a M,/M,, = 6,8.

Vyhoda pouZiti nami ptipravené¢ho materialu pted komerénim pro dané experimenty spocivala
predev§im V jeho precisténi vedoucimu K odstranéni nezadoucich polymerac¢nich komponent.
Pritomnost zbytkového katalyzatoru a nezreagovaného monomeru by se nasledné mohla projevit
na inhibici ristu mikroorganismu nebo naopak vstupovat do mechanismu degradace a zkreslovat
tak vysledky. Vzorky byly pouzity ve form¢ folii o definovanych rozmérech pro zajisténi
konstantni plochy povrchu ve vSech experimentech.

Enzymaticka degradace PCL lipazou z Aspergillus sp. byla studovana v prostiedi
fosfore¢nanového pufru (pH =7) pfi teploté¢ 37 °C. Tento enzym byl zvolen na zaklad¢ jeho
schopnosti $tépit PCL v Sirokém rozsahu molekulovych hmotnosti (M, = 13 000-80 000) [33,
51] atedy jeho dalSiho mozného vyuZiti pro navazujici studie.

Mikrobialni degradace PCL filmu byla studovana v pfitomnosti mikroorganismu Bacillus
subtilis v nutriénim médium s ptidavkem glukozy a olivového oleje (NBG+OO). Jedna se
0 nepatogenni mikroorganismus, ktery je velmi dobie kultivovan a navic byl do dnesni doby
vyuzivan v degradaénich experimentech kopolymeru PCL se Skrobem spiSe pro produkci a-
amylasy [39]. Z literarni reSerSe bylo zjisténo, Ze tento mikroorganismus byl dosud studovan
zejména v pripad¢ biodegradaci riznych druhG  kopolymerti poly(e-kaprolaktonu)
a poly(vinylbutyralu)(PCL/PVB), PCL/Skrob nebo triblokovych kopolymeri PCL/PDMAEMA’
H* [38, 39, 52].

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

Hmotnostni abytek vzorki

V ptipad¢é degradaénich experimentl Vv ptitomnosti lipdzy z Aspergillus sp. byl zaznamenén
mirny Ubytek hmotnosti vzorka (Obr. 10). Celkovy pokles zaznamenany po 42 dnech ¢inil pouze
3 hmot. %. Ubytek hmotnosti u kontrolnich vzorkd byl minimalni < 1 hmot. %.
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Obr. 10: Ubytek hmotnosti PCL v zavislosti na dobé enzymatické degradace

U mikrobidlni degradace byl zaznamenan odlisny trend poklesu hmotnosti vzorku vzhledem
k enzymatické degradaci. Po 14 dnech experimentu byl zaznamenan pouze minimalni
hmotnostni Ubytek (~ 0,5 hmot. %). V nasledujicich ¢asovych intervalech byl pozorovan linearni
narust ubytku hmotnosti vzorkt (Obr. 11) naznacujici uplatnéni aktivity mikroorganismu. VysSi
hmotnostni Ubytek u mikrobialni degradace (10 hmot. % po 42 dnech) ve srovnani
s enzymatickou mohl nastat v dusledku soucasného pusobeni nékolika dalSich faktora vedle
vlastniho ucinku enzymu-lipaz produkovanych mikroorganismem ,,in situ®. Jednim z nich je
biofyzikalni uc¢inek mikrobidlnich bunck rostoucich na povrchu testovaného materialu, ktery
miZe zpusobovat jeho mechanické poskozeni. Rozsah mechanického poSkozeni mutze byt dale
zvysSovan dynamickymi podminkami vlastniho vedeni experimentu [53].
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Obr. 11: Ubytek hmotnosti PCL v zavislosti na dobé mikrobidlni degradace
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Zména morfologie povrchu

Pro hlubsi pochopeni procesu degradace byly polymerni vzorky analyzovany pomoci
konfokalni laserové skenovaci mikroskopie (CLSM) a rastrovaci elektronové mikroskopie
(SEM).

Puvodni film PCL byl pfipraveny postupnym odpafenim rozpoustédla z roztoku (metoda
solution casting) pfi laboratorni teploté. Vysledkem byl vznik nepravidelnych sféroliti tvorenych
skladanymi fetézci tzv. lamelami. Zpusob, jakym se jednotlivé fetézce skladaji nelze pfimo
pozorovat, pravdépodobné se jednd o kombinaci pravidelného tésného skladani a volnéjsiho
nahodného uspofadani fetézcu. V piipadé sféroliti jsou lamely uspotfadany radialné z jejich
stiedu (Ptiloha 2, Obr. 3)

Vzorky i jejich kontroly byly odebrany po 14, 28 a 42 dnech degradace v piitomnosti enzymu
lipazy z Aspergillus sp. (Obr. 12 b, ¢, d) Praimérna velikost sféroliti se pohybovala okolo 30 pum.
Po 14 dnech degrada¢nich experimenti 1ze pozorovat poruSeni povrchu sférolita. Byly patrné
nahodné orientované trhliny (kreky) ve srovnani s pivodnim vzorkem (Pfiloha 3, Obr. 5 a)
a s kontrolnimi vzorky (Ptiloha 3, Obr. 5 e, f, g). Cetnost krekdi vyrazné vzrostla po 28 dnech.
Po 14 dnech se na povrchu vzorku PCL vyvinuly kreky o velikosti 2-3 um (Ptiloha 3, Obr. 5 b),
po 28 dnech byla zaznamenana délka okolo 5 um (Ptiloha 3, Obr. 5 ¢) a po 42 dnech dosahovaly
kreky délky az 9-10 um (Pftiloha 3, Obr. 5 d). Trhliny, které jsou situovany piedevsim ve stiedu
sférolitu, tedy v misté, kde z ptivodniho nukleusu zacal rust sférolit, dosahovala hloubky az
2,8 um. Lze tedy predpokladat, Ze degradace probihala nejen na povrchu (Ptiloha 3), ale i uvnitf
vzorku. Fragmenty, které jsou piipadné Stépeny uvniti vzorku nejsou v disledku chybéjicich
dynamickych podminek odplavovany ze vzorku tak rychle, jako je tomu u mikrobialni
degradace.

Vzorky po degrada¢nich experimentech kultivované v pfitomnosti baktérie Bacillus subtilis
(Obr. 13 b, c, d) byly odebirany ve stejnych ¢asovych intervalech jako u enzymatické degradace.
Primérna velikost sféroliti byla 60-70 um. V pribéhu degradace dochazelo k plosnému
povrchovému poruseni vzorku a k odhaleni sferolitické struktury. Trhliny zde jiz nejsou tak
vyrazné a pocetné a po 42 dnech dosahovaly hloubky maximaln¢ 0,7 um, z ¢ehoz lze usuzovat,
Ze degradace probihala pfednostné na povrchu vzorkd. Dynamické podminky, které byly
u mikrobidlni degradace pouzity pro lepsi narist pouZzitého mikroorganismu, usnadiuji
vyplavovani degradac¢nich fragmentt z povrchu vzorki.

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

Co se tyka hranice srtstu sférolitt, které¢ obvykle pfedstavuji slaba mista materialu, dochazelo
v ptipad¢ enzymatické i1 mikrobidlni degradace k dostate¢né pevnému sristu. To mélo za
nasledek jednak povrchovou degradaci a jednak Sifeni trhlin napii¢ sférolity (Pfiloha 2, Obr. 4).
U kontrolnich vzorku enzymatické i mikrobialni degradace (Obr. 12, 13, 14 e, f, g) zustal povrch
neporusen. Ztoho je patrné, ze bez pritomnost enzymu ¢i mikroorganismu nedochazelo
k degradaci materialu.
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Obr. 12: CLSM snimky povrchu PCL filmii vV pritomnosti enzymu lipdazy z Aspergillus sp. (a) piivodni vzorek PCL (b) vzorek po 14 dnech (c)
vzorek po 28 dnech (d) vzorek 42 dnech (e) kontrolni vzorek po 14 dnech (f) po 28 dnech (g) po 42 dnech
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Obr. 13: CLSM snimky povrchu PCL filmii vystavené pusobeni Bacillus subtilis (a) piivodni vzorek PCL (b) vzorek po 14 dnech(c) vzorek
po 28 dnech (d) vzorek 42 dnech (e) kontrolni vzorek po 14 dnech (f) vzorek po 28 dnech (g) kontrolni vorek po 42 dnech h
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Obr. 14: Snimky filmi PCL vystavené pusobeni Bacillus subtilis (a) piivodni vzorek PCL (b) vzorek po 14 dnech(c) vzorek po 28 dnech (d)
vzorek 42 dnech (e) kontrolni vzorek po 14 dnech (f) vzorek po 28 dnech (g) kontrolni vorek po 42 dnech
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Vyhodnoceni zmény molekulovych hmotnosti

Béhem enzymatické degradace doSlo k postupnému poklesu ciselné-stiedni (Mp)
molekulové hmotnosti (25—23—19 kg/mol). Hmotnostné-stiedni molekulova hmotnost (M)
vyznamné klesla po prvnich 14 dnech a dale se jiz neménila (Tabulka 1).

Tabulka 1: Vlastnosti studovaného PCL vystaveného enzymatické degradaci

Ubytek

M M. Mu/Mn Tie® AHmAL)® AHm2)E AXS  hmotnosti

(%)
PCL-film® 25400 164900 65 543 889 625 448 -
14d 23500 142300 62 565 749 60,0 430 2,6
28d 22600 142600 7,7 563 929 60,2 424 2,6
42d 19000 143300 7,5 566 64,8 53,4 393 2,8

%14d, 28d, 42d = 14 dni, 28 dni, 42 dni

Hodnoty M,, My, byly ziskany pomoci GPC

‘Hodnota T, byla ziskdna pomoci DSC- z maxima piku p#i druhém zahitvani, AHy(1),
AHn(2) jsou integrované plochy pod pikem z grafu DSC prvniho a druhého zahrivani vzorku
AX. je podil krystalinity (v%) vzorkit PCL vypocitanych na zdkladé druhého zahiivani

Z charakteru GPC chromatogramu na Obr. 15 je patrny pokles koncentrace nize-
molekularnich podilt polykaprolaktonu b&hem experimentd, ktery je nejvyraznéjsi
po 42 dnech.
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Obr. 15: GPC krivky piivodniho materidlu a enzymaticky degradovanych vzorki

Vyhodnoceni GPC analyzy u vzorkt vystavenych mikrobialni degradaci ukézalo vyznamny
pokles molekulovych hmotnosti — M, i M, a to jiZ po 14 dnech experimentu. V nasledujicich
intervalech (28 a 42 dnu) byl jiz pokles velmi pozvolny (Tabulka 2). Pokles M, aZz 0 62 %
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oproti pivodni hodnoté ukazoval na $tépeni nejdel$ich polymernich fetézct. Ke Stépeni praveé
vysoko-molekularni fetézct mohlo vedle pisobeni enzymi synergicky ptispivat mechanické
pusobeni nariistajicich bakteridlnich kolonii.

Tabulka 2: Vlastnosti vzorku PCL vystaveného mikrobialni degradaci

Ubytek
M,P My® Mw/M, Tn® AHMR)® AHR(Q2)® AX. hmotnosti
(%)
PCL-film* 19400 132000 68 558 714 68,9 494 -
14d 12000 50000 41 541 86,0 64,6 463 0,5
28d 11700 46 700 42 542 821 59,9 43 55
42d 10600 37800 32 523 753 553 39,6 10

#14d, 28d, 42d = 14 dni, 28 dni, 42 dni

Hodnoty M,, My, byly ziskany pomoci GPC

‘Hodnota T, byla ziskdna pomoci DSC- z maxima piku pii druhém zahitvani, AH (1),
AHn(2) jsou integrovane plochy pod pikem z grafu DSC prvniho a druhého zahvivani vzorku
AX. je podil krystalinity (v%) vzorki PCL vypocitanych podle druhého zahrivani

Na zaklad¢ vyhodnoceni GPC analyzy byla pozorovana vyznamnd zména charakteru
distribuce molekulovych hmotnosti (Obr. 16). Vedle sniZeni koncentrace vysoko-
molekularnich fetézct nabyla elu¢ni kiivka téméf monomodalniho charakteru. Mirny nardst
koncentrace nizkomolekularnich fetézcti mohl byt dikazem aktivity mikroorganismu.
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Obr. 16: Vyhodnoceni poklesu molekulové hmotnosti po mikrobiélni degradaci
V piipad¢ studie jak enzymatické tak mikrobidlni degradace byly zjistény zmény hmotnosti

i molekulové hmotnosti vychoziho materialu naznacujici uplatnéni enzymi-lipdz jako
depolymeraz tedy katalyzatori Stépeni esterovych vazeb v makromolekulédch. Dukazem
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uplatnéni enzymi bylo vyhodnoceni kontrolnich vzorkua, u kterych se hmotnost zménila
pouze zanedbatelné (méné nez 1 hmot. %). Vy3Si relativni hodnoty poklesu hmotnosti
¢i zmény molekulovych hmotnosti v pfipadé mikrobidlni degradace mohly byt diisledkem
uplatnéni dalsich faktori (fyzikalnich i chemickych) vedle vlivu samotného enzymu.

Vyhodnoceni zmény pocateéni krystalinity

Podil krystalicke faze (krystalinita) ve studovaném polyesteru byl vyhodnocen pomoci
diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC) a to z druhého zahiivani. Vypocet z druhého cyklu
zahiivani byl zvolen z diivodu smazani tepelné historie vzorkti v ramci pietaveni v pribéhu
prvniho cyklu zahtivani. Soucasné byla z druhého cyklu vyhodnocena i Tn. Vypocet
krystalinity byl proveden podle rovnice 1, kde AH,,’ = 139,5 J/g [51, 54]

Xc=_AHm 100 (rovnice 1)
AHm

AHy = stanovenda vnitini entalpie vzorku J/g
AHW® = referencni vnitini entalpie J/g — 7 literatury prevzatd hodnota krystalického PCL [54]

Vyhodnocené vysledky Tn, AHn(1), AHn(2), které jsou uvedeny v Tabulkach 1,2 jsou
zpramérnovanymi hodnotami ze dvou méteni. Na Obr. 17 je uveden vzorovy DSC termogram
enzymaticky degradovaného vzorku.

? =
34 45°C
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' 56.65°C
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Obr . 17 : Vzorovy DSC termogram vyhodnoceni enzymatické degradace po 42 dnech
Vychozi polymer pro enzymatickou degradaci mé¢l hodnotu krystalinity 45 %, pro

mikrobialni 49 %. Na rozdil od ptedpokladaného trendu dosud publikovaného v literatuie byl
pozorovan uobou typu degrada¢nich experimentt postupny pokles krystalinity polymeru.
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U enzymatické v ponékud mensim rozsahu (4 %—5.4%—12,3%) (Obr. 18) nez
u mikrobialni (6,5 %—13,1 %—20 %) (Obr.19).
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Obr. 18: Pokles krystalinity vzorku PCL vystaveného enzymatické degradaci
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Obr. 19: Pokles krystalinity vzorku PCL vystaveného Bacillus subtilis

Vseobecné je krystalinita vedle molekulové hmotnosti a jeji distribuce dominujicim
faktorem urcujicim degradabilitu polymeru. V dusledku selektivniho chovani mikroorganismi
prednostné dochazi k degradaci v amorfni fazi [28, 55, 56,]. V nasem piipadé pokles
krystalinity jak u PCL vystaveneho Bacillus subtilis tak i u PCL degradovaného komerénim
enzymem naznaCoval, Ze dochdzelo Kk uplathovani degradace krystalické faze PCL.
Vysvétlenim by bylo, Ze ke St€peni fetézcti dochazelo v méné uspotfadanych oblastech
krystalické fize (smycky, ohyby fetézcil). Retézce, uspoiadané velmi blizko sebe, situované
v amorfni oblasti se mohly jevit jako krystalicke a ptispivat tak k celkovému stupni
krystalinity polymeru. Béhem degradace pak doslo ke $tépeni amorfni ¢asti krystalické faze
na kratsi fetézce — oligomery, které byly nasledné vyplaveny z povrchu vzorku — pfi vymeéné
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enzymu, nebo v pfipadé mikrobialni degradace asimilovany mikroorganismem jako zdroj
uhliku.

8. ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo vypracovani metodiky biodegradacnich testi a provedeni série
experimentl se zvolenym mikroorganismem a enzymem. Jako testovany material byl pouzit
poly(e-caprolactone) (PCL) pfipraveny v Laboratoii Syntézy Polymerii. Polymerni vzorky
0 vhodné molekulové hmotnosti byly ve formé folie o definovanych rozmérech, pifipravené
procesem ,,solution casting“. Mira biodegradace byla vyhodnocena na zakladé hmotnostniho
Ubytku, zmén molekulové hmotnosti, distribuce molekulovych hmotnosti, teploty tani,
krystalinity a povrchovych zmén zkoumaného materialu.

Degradacni experimenty byly vedeny jednak enzymaticky tj. za pouziti komer¢niho
enzymu (zdroj Aspergillus sp.) a jednak mikrobialn¢ pomoci baktérie Bacillus subtilis.
V obou ptipadech byl pozorovan hmotnosti ubytek, vyraznéjsi byl v pfipadé mikrobidlni
degradace, kdy doslo k poklesu hmotnosti o 10 hmot. % ve srovnani s enzymatickou kde za
stejnou ¢asovou periodu ubyla 3 hmot.%. Na zakladé vyhodnoceni GPC analyz byl u obou
experimentli zaznamenan pokles molekulovych hmotnosti a to ¢iselné-stfedni (Mp)
I hmotnostné-stiedni (M,,) molekulové hmotnosti. DoSlo k Ubytku koncentrace nize-
molekularnich fetézci. V ptipadé kdy byly vzorky vystaveny pusobeni Bacillus subtilis doslo
také ke snizeni koncentrace vysoko-molekularnich fetézct. VySSi relativni hodnoty poklesu
hmotnosti ¢i zmény molekulovych hmotnosti v pfipadé¢ mikrobidlni degradace mohly byt
dusledkem uplatnéni dalSich faktord (mechanickych, fyzikéalnich i chemickych) vedle vlivu
samotneho enzymu. Stupen pocatecni krystalinity u enzymatické degradace klesl o 12,3 %
a u mikrobidlni degradace 020 %. Ke $tépeni fetézcti dochazelo nejspiSe v méné
uspotadanych oblastech krystalické faze (smycky, ohyby fetézct), které ptispivaji ke stupni
krystalinity polymeru.

Zmény T, byly v prubéhu obou experimentli nepatrné, mizeme je pricitat druhu pouzitého
enzymu nebo vlivu kultiva¢niho prostiedi. To je v8ak pouze piedpoklad, detailnéjsi zkoumani
bude pfedmétem dalSich experimett.

Na zaklad¢ mikroskopickych analyz bylo prokdzano, Ze biotickd degradace PCL probihala
prednostné na povrchu ptipravenych filmti. Zmény povrchu byly vyhodnoceny pomoci CLSM
a SEM. Vzorek v ptitomnosti enzymu lipazy z Aspergillus sp. vykazoval trhliny, které byly
situovany piedev§im ve stfedu sférolitu a dosahovaly hloubky az 2,8 um. V ptipadé
enzymatické degradace se da tedy piedpokladat, Ze degradace probihala nejen na povrchu, ale
1 uvnitt vzorku.

Vzorky v pritomnosti baktérie Bacillus subtilis vykazovaly po ukonéeni degradaénich
experimentti takeé povrchové porudeni a to do hloubky maximalné¢ 0,7 um, z ¢ehoz lze
usuzovat, Ze degradace probihala zejména na povrchu vzorkd.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CLSM
DSC
GPC

NBG + OO

PCL
PDMAEMAH"
PHB

PLA

PVB

ROP

SEM

Tm

THF

Xe

Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie
Diferen¢ni skenovaci chromatografie

Gelova permeacni chromatografie

Entalpie polymeru

Referencni entalpie

Masopeptonovy agar

Pocetné stfedni molekulova hmotnost
Hmotnostn¢ stiedni molekulovd hmotnost
nutri¢niho médium s ptidavkem glukézy a olivového
oleje

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

Poly(mlécnd) kyselina

Polyvinylbutyral

Ring-opening polymerization

Rastrovaci elektronova mikroskopie

Teplota tani

Tetrahydrofuran

Stupen krystalinity polymeru

31



10. SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Premraj, R., Mukesh, D. Biodegradation of polymers. Indian Journal of Biotechnology
2005, vol. 5, pp. 186-193

Mueller, R.J. Biological degradation of synthetic polyesters-Enzymes as potential
catalysts for polyester recykling. Process Biochemistry, 2006, vol. 41, pp. 2124-2128
Schink, B., Janessen, P.H., Frings, J. Microbial degradation of natural and few syntetic
polymers. FEMS Microbiol, 1992, vol 103, pp.311-316

Van der Zee, M. Polymers: Sustainable Polymer Science and Technology. An Overview
of Available Testing Methods,. 2001, pp. 265-279

Degradation of Polymers in Natur. Health Environmnt & Regulatory Affairs (HERA),
1998

In Hamid, S.H., Ami, M.B.,. Maadhan., A. G. Eds., Handbook of Polymer degradation,
1997, pp. 1-4

Hakkarainen, M. Aliphatic polyesters: Abiotic and biotic degradation and degradation
products, Adv. Polym. Sci., vol. 157, pp. 113-138

Degradation Products. Advances in Polymer Science. 2002. vol. 157, pp.113-138
Tokiwa, Y., Calabia, B.P.Biodegradability and biodegradation of poly(lactide). Appl
Microbiol Biotechnol. 2006, vol. 72, pp. 244-251

Garlotta, D., A Literature Review of poly(lactide). Journal of Polymers and the
Environment. 2001, vol. 9, pp. 63-84

Lemoigne, M. Ann Inst Pasteur, 1925, vol. 39, pp. 144

Holmes, P.A. Applications of PHB-a microbial produced biodegradable
thermoplastic. Physics in Technology, vol. 16., pp. 32-36

Kanesawa, Y., Tanashi, N., Doi, Y., Saito, T., Enzymatic degradation of ~ microbial
polypoly(3-hydroxyalkanoates), Polymer Degradation and Stability,1994, vol. 45,
pp.179-185

Tomasi, G., Scandola, M., Briese, B.H., Jendrossek, D., H NMR Imaging Study of
Enzymatic Degradation in Poly(3-hydroxybutyrate) and Poly(3-hydroxybutyrate-co-
3-hydroxyvalerate). Evidence for Preferential Degradation of the Amorphous Phase
by PHB Depolymerase B from Pseudomonas lemoignei, Macromolecules,1997, vol. 30,
pp 8218-8225

Yong, H., Yoshio, I. Novel FTIR method for determining the crystallinity of poly(e-
caprolactone). Polymer International, 2000, vol. 49, pp.623-626

Iwata, T., Doi, Y. Morphology and enzymatic degradation of poly(e-caprolactone)
single crystals: does a polymer single crystal consist of micro-crystals. Polymer
International, 2002, vol. 51, pp. 852-858

Ratner, B.D., Hoffman, A.S., Shoen, F.J., Lemons, J.E. An Introduction to Materials in
Medicine. Biomaterials science, 1996, pp. 66,

Sandrers, L.M., Hendren, R.W. Protein delivery: Physical systéme Pharmaceutical
Biotechnology. 1997, vol. 10, pp. 55-56.

Bowlin, G.L., Wnek, G. Informa healthcare, Encyclopedia of Biomaterials and
Biomedical Engineering., 2004. vol. 25, pp. 2695-2711 ISBN 978-0-8247-5497-6.
Williamson, M., Coombes, A. Gravity spinning of polycaprolactone fibres for
applications in tissue engineering Biomaterials, 2004, vol. 25, pp. 459-465.

32



20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Hueck, H.J. The biodegradation of materials: an apraisal. International
Biodeterioration & Biodegradation, 2001, vol. 48, pp. 5-11.

Walsh, J.H. Ecological consideration of biodegradation. International
Biodeterioration & Biodegradation, 2001, vol. 48 , pp. 16-25.

Gu, J. D. Microbiological deterioration and degradation of synthetic. International
Biodeterioration & Biodegradation, 2003, vol. 52, pp. 69-91.

Gu, J.D., Lu, C., Thopr., K., Crasto, A., Mitchell, R. Fiber-reinforced polymeric
composites are susceptible to microbial degradation. Journal of Industrial

Microbiology and Biotechnology, 1997, vol. 18, pp. 364-369

Mayer, J.M., Kaplan, D.L. Biodegradable materials. balancing degradability and
performance. TRIP /Reviews 2, pp. 227-235

Lugauskas, A., Levinskaite, L., Peciulyte, D. Micromycetes as deterioration.
International Biodeterioration & Biodegradation. 2003, vol. 52, pp. 233-242.

Kim, D.Y, Rhee, Y.H. Biodegradation of microbial and synthetic polyesters by fungi.
Appl Microbiol Biotechnol. 2003, vol. 61, pp. 300-308.

Tokiwa, Y., Ando, T., Suzuki, T. Degradation of polycaprolactone by a fungus. J. Ferm.
Technol., 1976, vol. 54, pp. 603-608

Benedikt, C.V., Cook W.J., Jarrett, P., Cameron, J.A., Fungal degradation of
polycaprolactones. Journal of Applied Polymer, 1983, vol. 28, pp. 327-334

Kim, Y. CH., Jun, H.S. Effect of polymer position in nutrient-salt agar medium on
fungal degradation of polycaprolactone . Korean Journal of Chemical Engineering,
1995, VOL 12, pp. 320-324

Sanchez, J.G., Tsuchii, I, A., Tokiwa, Y.. Degradation of polycaprolactone at 50 °C by
a thermotolerant Aspergillus. Biotechnology Letters, 2000, pp. 849-853.

Eldsater, C., Erlandsson, B., Renstad, R., Albertsson, A.C., Karlsson, S.J. The
biodegradation of amorphous and crystalline regions in film blown poly(e-caprolactone)
Polymer, 2000, vol. 41, pp. 1297-1304

Fields, R.D., Rodriguez, F., Finn, R.K. Microbial Degradation of Polyesters:
Polycaprolactone Degraded by P. pulluluns. J. of Apllied Polym. Science, 1974,
vol. 18. pp. 3571-3579

Lefebvre, F., David, S., Wauven, C. V. Biodegradation of polycaprolactone from an
industrial compost of household refuse. Polymer Degradation and Stability, 1994,
pp.347-353

Yavuz, H., Baba. C, Tuzlakolu, K, Pikin E. Preparation and degradation of L-lactide
and e-caprolactone homo a copolymers films. Polymer Degradation and Stability.
2002, vol. 75., pp. 431-437

Westers, L., Westers, H, Quax, W.J. Bacillus subtilis as cell factory for pharmaceutical
proteins: a biotechnological approach to optimize the host organism, Biochim. Biophys.
Acta, 2004, vol. 1694, pp. 299-310

Priest, F.G. Extracellular Enzyme Synthesis in the Genus Bacillus. Bacteriological
reviews, 1977, vol. 41, pp. 711-753

Jaeger, K.E., Dijkstra, B.W., Reetz, M.T. BACTERIAL BIOCATALYSTS: Molecular
Biology, Three-Dimensional Structures, and Biotechnological Applications of Lipase.
Annual  Review of  Mikrobiology, 1999, wvol. 53, pp. 315-351

33


http://www.springerlink.com/content/100967/?p=c7765581cfec4388a21c67746e01f6c6&pi=0�
http://www.springerlink.com/content/100967/?p=c7765581cfec4388a21c67746e01f6c6&pi=0�
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01674889�

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Rohindra, D., Sharma, P., Khurma, J. Soil and Microbial Degradation Study of
Poly(e-caprolactone) — Poly(vinyl butyral) Blends. Macromol. Symp. 2005, vol. 224,
pp.. 323-331

Wu, K.-J., Wu, CH.-S., b, CHang, J.-S. Biodegradability and mechanical properties

of polycaprolactone composites encapsulating phosphate-solubilizing bakterium

acillus sp. PGO01, Process Biochemistry, 2007, vol. 42, pp. 669-675

Rubin, B., Dennis, E.A. Lipases: Part A. Biotechnology. Methods in enzymology, vol.
284, New York: Academic Press, 1997a, pp. 1-408

Rubin, B., Dennis, E.A. Lipases: Part B. Enzyme charakterization und
utilizationMethods in enzymology, vol. 286. New York: Academic Press, 1997b,

pp. 1 -563

Ferrato, F., Carriere, F., Sarda, L., Verger, R.A. Acritical reevaluation of the
phenomenon of interfacial activation. Methods Enzymol, 1997, pp. 286:327

Fukuzaki, H., Yoshida, M., Asano, M., Kumakura., M. Synthesis of low molecular
weight copoly(L-lactic acid/e-caprolactone) by direkt copolycondensation in the absence
of catalysts, and enzymatic degradation of the polymers. Polymer, 1990. vol. 31, pp.
2006

Mochizuki, M., Hirano, M. Kanmuri, Z., Tokiwa, Y. Hydrolysis of polycaprolactone
fibers by lipase: Effects of draw ratio on enzymatic degradation. Journal of Applied
Polymer Science, 1995, vol. 55, pp. 289

Gan, Z., Yu, D., Zhong, Z, Liang, Q., Jing, X. Enzymatic degradation of poly(e-
caprolactone)/ poly(L-lactide) blends in phosphate buffer solution. Polymer, 1999, vol.
40, pp. 2859-2862

Iwamoto, A., Tokiwa, Y. Enzymatic degradation of plastics containing
polycaprolactone. Polymer Degradation and Stability, 1994, vol. 45, pp. 205-213

Chen, D.R., Bei, J.Z., Wang, S.G. Polycaprolactone microparticles and their
biodegradation. Polymer Degradation and Stability, 2000, vol. 67, pp. 455-459
Sivalingam, G., et al. Solvent effects on the lipase catalyzed biodegradation of poly
(e-caprolactone) in solution. Polymer Degrad. and Stab., 2003, vol. 79, pp. 413-418
Hosino, A., Isono, Y. Degradation of aliphatic polyester films by commercially
available lipase with special reference to rapid and complete degradation of poly(L-
lactide) film by lipase PL derived from Alcaligenes sp. Biodegradation, 2002, vol. 13
pp.141-147

Sekosan, G., Vasanthan, N. Morphological Changes of Annealed Poly-g-caprolactone
by Enzymatic Degradation with Lipase.Journal of Polymer Science, 2010, vol. 48,

pp. 202-211

Koenig, G, M.F., Huang, J.S. Biodegradable blends and composites of
polycaprolactone and starch derivates. Polymer. 1995, vol. 36, pp. 1877-1882

Miguel, S.V, Peinado, C., Calina, F., Abrusci, C. Bioremediation of naphthalene in
water by Sphingomonas paucimobilis using new biodegradable surfactants based on
poly (e-caprolactone), International Biodeterioration & Biodegradation, 2009, vol. 63,
pp. 217-223

Maddever, W., CHapman, G.M. Modified Starch-Based Biodegradable Plastics, Plastics
Engineering., 1989, vol. 39, pp. 363-370

34


http://www.sciencedirect.com/science/journal/09648305�

54. Crescenzi, V., Manzini, G., Calzolari, G. Borri, C. Thermodynamics of fusion of poly-3-
propiolactone and poly-e-caprolactone komparative analysis of the melting aliphatic
polylactone and polyester chains. European Polymer Journal, 1972, vol. 8, pp. 449-463.

55. Cook, W.J., Cameron., J.A., Bell, J.P., Huang, S.J. J. Polym. Sci. Lett. Ed. vol.19,
pp. 159-165

56. Jarrett, P., et al. Polymers as Biomaterials, 1984, Plenum Press, pp. 181-192

35



11. SEZNAM POUZITYCH PRiLOH

Piiloha 1 Obr. 1: Tloustka filmu pro enzymatickou degradaci
Obr. 2: Tloustka filmu pro mikrobialni degradaci

Priloha 2 Obr. 3: Snimek CLSM - radialni uspotadani lamel ve sférolitech
Obr. 4: Snimek CLSM - trhlina napf#i¢ sférolity po 42 dnech mikrobialni degradace

Piiloha 3 Obr. 5: SEM snimky povrchu PCL filmu ptfed a po enzymatické degradaci
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Priloha 1
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Obr. 1: Tloustka filmu pro enzymatickou degradaci
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Obr. 2: Tloustka filmu pro mikrobialni degradaci
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Piiloha 2
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Obr. 4: Obr. 3: Snimek CLSM — trhlina napric sférolity - po 42 dnech mikrobialni degradace
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Priloha 3
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Obr. 5: SEM snimky povrchu PCL filmii (a) piivodni vzorek PL (b) vzore 14 nech(c) p 28 dnech (d) p02 nc(e) kontrolni vzorek

po 14 dnech (f) po 28 dnech (g) po 42 dnech
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