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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva testovanim abiotické hydrolyzy folii poly(hydroxybutyratu)
a folii vyrobenych z PHB a rtiznych modifikatort (kyselina benzoova, fenylmetansulfonyl
fluorid, 2,5-dimethyl-2,5-di-(tert-butylperoxy) hexan, malein anhydrid) ve vodném
pufrovaném prostiedi (pH 7,2) pti kompostovaci teploté 58 °C.

Uginnost abiotické hydrolyzy byla vyhodnocena na zakladé celkového organického uhliku
rozpusténého v kapalné fazi po hydrolyze, z hlediska hmotnostnich ubytki vzorka folii po
hydrolyze a pomoci ATR — FTIR spektroskopie. Na zdkladé¢ provedenych analyz bylo
zjisténo, ze ptirodni poly(hydroxybutyrat) bez modifikatort abiotické hydrolyze nepodléha.
Stejné tak 1 modifikovana verze PHB s fenylmetansulfonyl fluoridem. Folie PHB s ostatnimi
modifikatory ke konci experimentu dosahovaly stupné hydrolyzy kolem 4 %, a je mozné

je do jisté miry hydrolyticky degradovat.

Kli¢ova slova: biodegradace, poly(3hydroxybutyrat) (PHB), polyhydroxyalkonaty (PHA),
abioticka hydrolyza, ATR — FTIR spektroskopie, modifikace.

ABSTRACT

The diploma thesis is occupied with testing abiotic hydrolysis of poly (hydroxybutyrate)
films and films made of PHB and various modifiers (benzoic acid,
phenylmethanesulfonylfluoride, 2,5-dimethyl-2,5-di- (tert-butylperoxy) hexane, maleic

anhydride) in aqueous buffered medium (pH 7.2) at a composting temperature of 58 ° C.

The efficiency of abiotic hydrolysis was evaluated based on total organic carbon dissolved
in the liquid phase after hydrolysis, in terms of weight loss of film samples after hydrolysis
and by ATR - FTIR spectroscopy. Based on the performed analyses, it was found that natural
poly (hydroxybutyrate) without modifiers is not affected by abiotic hydrolysis. As well as a
modified version of PHB with phenylmethanesulfonylfluoride. PHB films with other
modifiers reached a degree of hydrolysis of about 4 % at the end of the experiment and can

be hydrolytically degraded to some extent.

Keywords: biodegradation, poly(3hydroxybutyrate) (PHB), polyhydroxyalkonates (PHA),
abiotic hydrolysis, ATR — FTIR spectroscopy, modification.
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UvVOD

Kamkoliv se dnes podivame, najdeme plasty. Od poloviny 20. stoleti se tyto synteticky
vyrobené organické materialy zacCaly ve velkém pouzivat ve vSech odvétvich a aspektech
naseho zivota. Z hlediska nejpouzivangjsiho materialu této doby bychom posledni desitky

let mohli nazyvat dobou polymerni.

Clanek Pavla Morhmanna na internetovych strankach prumyslovaekologie.cz zmitiuje, Ze
nejvétsi podily dosud vyrobenych a zpracovanych plasti maji: polyethylen (36 %),
polypropylen (21 %), polyvinylchlorid (12 %), nasleduji polyethylentereftalat, polyuretany
a polystyreny (kazdy mirné nad 10 %). U polymernich vlaken dominuji polyestery
se 70 %. Vice nez polovina z uvedené spotieby polymert, celkem 3,9 miliard tun, byla

realizovana v poslednich 13 letech. (Primyslové ekologie.cz, © 2020)

Plasty jsou stale jednim z nejpouzivanéjSich materiald v celém svété. Obrovska spotieba
syntetickych polymert stavi cely svét pred palcivy problém, a tim je nakladani
s pfibyvajicim odpadem a zneciSténi Zzivotniho prostfedi zbytky plastovych vyrobku
a mikro plasty uvoliiujici se z nich, zejména v motském prostredi. I ptes varovani védcii pred
zvétsujicim se problémem jednorazovych plastl a Casté ekologické aktivity mnoha skupin,
lidstvo nadale kupuje vyrobky v jednorazovych polymernich obalech a jejich spotieba se rok

co rok zvysuje.

Evropska asociace recyklovani a vyuziti plasti ve své zprave z roku 2014 uvadi, Ze 39,5 %
plastového odpadu bylo recyklovdno, zatimco 38,6 % plastového odpadu bylo pouzito
v energetice (v EU). Ve stejném roce bylo také zjisténo, ze 22 % plastového odpadu
od evropskych spottebitelit skonci na skladkach. Opakem Evropské unie je jedna Ctvrtina
svétové produkce plasti, tj. 17,34 miliont tun za rok, vyprodukovanych jako nekontrolovany

plastovy odpad v asijskych zemich. (Muthuraj et al, 2017)

Nabizi se vice cest feSeni problému s odpady z polymernich materialt, od omezeni produkce
oball, recyklace, energetické vyuziti, po vyvoj, vyrobu a pouziti biodegradabilnich
polymerd. Jednim z téchto polymert je polyhydroxybutyrat (PHB), kterym se zabyva tato
prace. Cilem této prace je zjistit, zda PHB s pfidavkem rtznych aditiv podléha degradaci

v abiotickém vodnim prostiedi, a pokud ano, jak velkého rozsahu tato degradace je.
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I. TEORETICKA CAST
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1 PROBLEMATIKA BIODEGRADABILNICH POLYMERU

Polymery jsou chemické latky, které ve svych velkych molekulach oznacovanych jako
makromolekuly, obsahuji atomy uhliku, vodiku, kysliku, ¢asto dusiku nebo chloru a jinych
prvki. Pro zpracovani polymert je charakteristicky kapalny stav, ktery prechdzi ve stav tuhy
u vétSiny vyrobkdli z polymerd. Polymery se d€li na elastomery, termoplasty
a reaktoplasty. (Kroisova, 2009) Pevné, ve vodé nerozpustné polymerni materidly, maji
jednotlivé molekuly tésn€ uspofaddny a k jejich mechanickym vlastnostem vyznamné
prispiva propleteni jednotlivych, mimotadné dlouhych, molekul. Proto jsou polymerni
materialy ¢asto velmi stabilni a jejich biodegradace je obtizna. Enzymy mikroorganismii tak
pusobi pouze na povrchu materidlu a jen na omezeném poctu piistupnych vazeb. (Koutny,
2014)

Pro zlepSeni biologického rozkladu plastii, které jsou vii¢i biologickému prostiedi zna¢né
rezistentni, je moznym feSenim vyuziti biodegradabilnich polymera. Na rozdil od vétSiny
primyslovych polymerti se biodegradabilni polymery v Zivotnim prostfedi mineralizuji
na vodu, oxid uhli¢ity a biomasu. (Haider et al/, 2019) Norma ASTM D64 000 tika,
ze kompostovatelné plasty by mély degradovat za tvorby vody, CO., biomasy
a anorganickych sloucenin konzistentni rychlosti bez zanechani viditelné rozlisitelnych nebo

toxickych zbytkl. (Muthuraj ef al, 2017)

Ostatni 3,5 % PLA, 24 %

Celkem: PBAT,
5 ppvesciote 870 000 11,6 %
Skrobové smési
tun
43,8%
PBS,
11,4%

Obrazek 1 Celosvetova vyroba biologicky rozlozZitelnych plastii v roce 2017
(upraveno dle Haider et al, 2019)
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Nekteré rozlozitelné plasty, zejména kompostovatelna kyselina polymlécna (PLA), se dnes
vyrabéji ve velkém méfitku. Ceny téchto plastii za poslednich 20 let klesly z~ 1 000 USD/kg
na nékolik USD/kg a nyni jsou na cenové hladin€ podobné tirovni polystyrenu. (Haider et

al, 2019)

Z 335 miliond tun plastd vyrobenych v soucasné dobé ptredstavuji bioplasty pouze jedno
procento. Ovsem diky sofistikovanéjSim materiadlim, aplikacim a vyrobkiim se rozrusta

poptavka a trh se dynamicky zvétsuje. (European bioplastics, ©2019)
1.1 Degradace a biodegradace polymeri

1.1.1 Abioticka degradace

Polymery pfirozen¢ degraduji. Tak jako vSechny organické latky jsou omezené odolné vici
pusobeni riznych vnéjSich vlivi a dochazi ke $tépeni jejich fetézci a zméndm jejich
vlastnosti. (Vesely, 1992) Koutny (2014) udava, ze podle charakteru polymerni molekuly
se v pfipadé polymert s uhlikovym patefnim fetézcem jednd o reakce oxidacéni, které
vétSinou maji radikdlovy charakter a mohou byt iniciovany UV zéfenim, ¢i teplem

a vyznamng ovlivnény ptitomnosti stop necistot, ptipadné defektli v polymernim fetézci.

Degradovany polymer je nejprve pfeveden na své monomery, poté jsou tyto monomery
mineralizovany. Protoze je vétSina polymert pfilis velkd, aby proSla bunécnymi
membranami, musi byt nejprve depolymerizovany na mensi monomery, neZ mohou byt
absorbovany a biodegradovany v mikrobialnich bunkach. VétSinou je rozpad polymeru

vysledkem raznych fyzikalnich a biologickych sil. (Shah ez al, 2008)

U degradovaného polymeru se méni vlastnosti, napt. klesd viskozita roztoka a teplota
meknuti, zmensSuje se pevnost. Degradace polymeru mtze probihat do rtizného stupné, popf.
az k monomeru, z néhoz polymer vznikl. Potom mluvime o depolymeraci. Pfi depolymeraci
se polymery rozpadaji reakci zvratnou k té, kterou vznikly, tzn. pfi polykondenzaci je to
hydrolyza, ptfi radikdlové polymeraci je to radikalova depolymerace, kterd je naopak

k polymeraci endotermni, a proto je uskutecnitelnd pouze za vysokych teplot. (Stoy, 1973)

Existuje nékolik druhi degradace, a to degradace termickd, kdy zvySovanim teploty
se Stépi ty vazby, které nejsou odolné¢ vaci ostrym oscilacim termického pohybu.
U fotochemické degradace dochazi k fotoexcitaci strukturnich jednotek a Stépeni fetézct,
napt. slunecnim zarenim dochazi ke Stépeni vazeb. Pokud na polymer plsobi chemické

latky, napt. kyslik nebo organicka rozpoustédla, mluvime o chemické degradaci. (Zaspalova
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et al, 2012) Dals$im zpGsobem chemické degradace je  hydrolyza.
Aby se polymer rozdélil pomoci vody, musi obsahovat hydrolyzovatelné kovalentni vazby
jako estery, ethery, anhydridy, amidy, karbamidy (mocovina), ester amidy (urethan) atd.
(Lucas et al, 2008) Je obecné¢ znamo, Ze polymery s esterovymi vazbami mohou byt
za prirodnich podminek degradovany hydrolyzou, protoze se $tépi jejich esterové vazby

hydrolytickymi procesy. (Eubeler et al/, 2009)

Dalsim typem degradace je mechanickd a hydrodynamickd, kdy dochézi k rozstépeni
makromolekularnich fetézcli na mensi Castice mechanicky, trhanim fetézce, napi. rozbiti
sklenice. Také ultrazvukové vilny mohou zplsobit rozkmitani a poruseni

makromolekularniho fetézce, podobn¢ jako u zahtivani. (Zaspalova et al, 2012)

Dulezitym faktorem ovliviiujicim rychlost degradace je voda a vlhkost, protoze voda je
nezbytnou podminkou pro rist a reprodukci mikroorganismi. Kdyz vlhkost roste, zvysuje
se také mikrobidlni aktivita a polymery rychleji degraduji. Z toho vyplyva, ze bude rychlost
degradace vyss$i ve vlhku nez v suchych podminkach. (Thakur et a/, 2018)

Polymerni materidly, které jsou vystavené béznym venkovnim podminkam, jako je vliv
pocasi, starnuti materidlu a zahrabani do ptidy, mohou prochézet vice ¢i méné dulezitymi
zménami. Vystaveni polymert témto podminkdm, méni jejich schopnost byt
biodegradabilni. Ve vétSiné ptipadi abiotické parametry pfispivaji k oslabeni polymerni
struktury. N€kdy jsou tyto abiotické parametry uzitecné bud’ jako synergicky faktor, nebo
pravé pro zahdjeni procesu biodegradace. Je tedy nutné sledovat zapojeni abiotickych
podminek do procesu biodegradace pro lepsi odhad trvanlivosti polymernich materiald.

(Lucas et al, 2008)

Podstatnymi faktory degradace jsou také aerobni a anaerobni prostiedi. (Thakur et al, 2018)
Abiotickd degradace je snadno stanovitelna, ackoliv experimenty vétSinou trvaji dlouhou
dobu (napt. hydrolyza a fotodegradace lze snadno zjistit pomoci ubytku hmotnosti). Dalsi
fyzikalni parametry (napi. prodlouZeni, lomové zatiZeni, absorpce vlhkosti a zména
praméru) poskytuji standardni zkuSebni metody ve vyzkumu polymert, proto jsou snadno
pouzitelné. (Eubeler ef al, 2009) K hodnoceni biologické rozloZitelnosti polymerniho
materidlu 1ze pouzit tadu technik, napf. infraervenou spektroskopii Fourierovy
transformace (FTIR), diferencidlni skenovaci kolorimetrii (DSC), nuklearni magneticko-
rezonan¢ni spektroskopii (NMR), rentgenovou fotoelektronovou spektroskopii (XPS) a
rentgenovou difrakci (XRD). (Shah et al, 2008) Dale skenovaci elektronova mikroskopie

(SEM) mutze ukdzat zmény morfologie povrchu pfed a po ukonceni testu biodegradace.
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(Eubeler et al, 2010) Pro méfeni mozného posunu v distribuci molekulové hmotnosti se
pouziva analyza pomoci gelové permeacni chromatografie (GPC). Pro detekci metabolitil
degradace polymerti s nizkou molekulovou hmotnosti 1ze pouzit plynovou chromatografii
s pouzitim detekce ionizaci plamenem (GC-FID) nebo GC s hmotnostni spektrometrii (GC-

MS). (Eubeler et al, 2009)

1.1.2 Biodegradace

Pod pojmem biodegradovatelné polymery jsou definovany vSechny polymery, ve kterych
k degradaci dochéazi plsobenim mikroorganismt, jako jsou bakterie, houby a fasy
a produktem degradace jsou: oxid uhlicity, pfipadné methan, voda a zbytkova biomasa.
(Kroisova, 2009) Pro mikroorganismy je degradace polymerd zplsob ziskavani energie.
Polymer slouzi jako Zivny substrat, diky némuz jsou oxidaci ziskdvany elektrony, které

se dale pfenasi na vhodny akceptor za ukladani vyuzitelné energie. (Koutny, 2014)
Biodegradacni reakci 1ze popsat touto rovnici:
Cpolymer + 02 - Cbiomasa - COZ + HZO:

kde uhlik polymeru (Cpolymer) je pfeménén biodegradaci na uhlik biomasy (Cbiomasa)

a biomasa je poté mineralizaci ptevedena na CO; jinou kinetikou. (Chinaglia et al, 2017)

Biodegradace byva ovlivnéna teplotou, ptitomnosti kysliku, zivin, vlhkosti, pH, svétlem,
ale také procesy jako abiotickd oxidace, fotooxidace ¢i mechanické naruSovani materialu.

Biodegradace probiha v nékolika krocich:
e Dbiodeteriorace
e depolymerizace
e asimilace
e mineralizace

V prvnim kroku mikroorganismy vytvari biofilm na povrchu polymeru, jako ukazuje
obrazek 2, a ten je fragmentovan na mensi ¢astice. Mikroorganismy vylucuji extracelularni
enzymy, které katalyzuji depolymeraci. Polymer se rozpad4 na oligomery, dimery nebo
monomery. V kroku asimilace mikroorganismy pftijimaji takto produkované malé molekuly
do svych bun¢k a nasledné produkuji primarni a sekundarni metabolity. Nakonec jsou tyto
metabolity mineralizovany a vysledné¢ vytvotené produkty jako COz, CH4, H20

a N> jsou uvoliovany do Zivotniho prostiedi. (Haider ef al, 2019)
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Song et al (2009) ve svém clanku uvadi, Zze vysledné fragmenty biodegradace musi
mikroorganismy zcela spotfebovat, jinak existuji potencialni diisledky pro zivotni prostredi

a zdravi.

K ziskéni chemické energie mikroorganismy pouzivaji uhlikové substraty. Tato energie fidi
jejich Zivotni proces aerobni oxidaci glukdzy a dal§ich snadno pouzitelnych uhlikovych

substratil. (Song et al, 2009)

Také chemické a fyzikalni vlastnosti plastd ovliviluji mechanismus biodegradace.
V biodegradacnich procesech hraji dilezitou roli 1 vlastnosti povrchu (plocha povrchu,
hydrofilni a hydrofobni vlastnosti), struktury prvniho fadu (chemicka struktura, distribuce
molekulové hmotnosti a molekulové hmotnosti) a fyzikalni struktury polymera (teplota
skelného ptechodu, teplota tani, modul pruznosti, krystalinita a krystalova struktura).

(Tokiwa et al, 2009)

1. Biodeteriorace - formovani biofilmu 2. Depolymerace extracelularnimi
enzymy

_———W

.

. stépeni konce retézce

- - -

nahodné $tépeni fetézce

biomasa ‘
\

€02, CH4, H20, N2 —

4, Mineralizace - produkce jednoduchych maolekul

3. Bioasimilace - absorpce mikrobialni bufikou

Obrézek 2 Schématické zobrazeni biodegradace (upraveno dle Haider et al, 2019)

Ve vétsiné piipadl biodegradace je prvnim krokem enzymaticky katalyzovana hydrolyza

esterovych, amidovych nebo urethanovych vazeb. Tato primarni depolymerace je proces
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eroze povrchu. Vede alespoit k meziproduktim rozpustnym ve vodé, které 1ze asimilovat
pomoci mikroorganismi a dale metabolizovat. (Eubeler et al, 2009) Polymery mohou
biodegradovat i neenzymatickou cestou, a to Stépenim fetézci polymert chemickou

hydrolyzou. (Al Hosni et al, 2019)
1.1.3 Hydrolyza polymeri

1.1.3.1 Chemicka hydrolyza

vvvvvv

polykondenzace, ale muze probihat také u polymerG pfipravenych jinymi zpusoby.
(Zamorsky, 1978) Hydrolyza nastava Stépenim vazeb funkcénich skupin reakei s vodou.
Dochézi kni hlavné¢ u polymert, které pohlcuji hodné vlhkosti a u téch, které maji
v polymernim fetézci hydrofilni skupiny. Polymery, které se snadno rozpadaji v pfitomnosti
vody, zahrnuji polyanhydridy, alifatické polyestery jako kyselina polymlééna (PLA)
a nékteré polyaminokyseliny, jako je kyselina polyglutamova. K hydrolyze
semikrystalickych polymerd, jako jsou estery, amidy a anhydridy, dochazi obvykle
ve dvou stupnich. V prvni fazi dochazi k degradaci pronikanim vody do amorfnich ¢asti
s naslednou hydrolyzou. Druhd faze zacind pronikdnim vlhkosti do krystalické oblasti.
(Polymerdatabase, © 2015) V piipad¢ polyesterti nastavaji degradacni reakce po absorpci
vody a nasledném S§tépeni esterové vazby. Citlivost esterové vazby, ktera podléhd Stépné
reakci, podléha hlavné hodnoté€ naboje reak¢énich atomi uhliku. Pokud maji funkéni skupiny
hodnoty naboje vyssi nez 0,3, vykazuji nachylnost k hydrolyze. (Larranaga et Lizundia,

2019)

Pouze maly pocet syntetickych polymert je rozpustny ve vode€. Tyto polymery nejsou prilis
hydrofilni, ale obsahuji funkéni skupiny, které umoziiuji tvorbu vodikovych mustku.
Pfi¢inou nerozpustnosti syntetickych polymert je jejich krystalinita. Dobfe uspotfadané
molekularni krystalické oblasti (krystalické domény) v polymeru zabranuji difuzi kysliku
a vody, a tim znemoznuji chemickou degradaci. Proto snadnéji dochazi k hydrolytickym
a oxidativnim degradacim materidlu v rdmci neorganizovanych molekularnich oblasti,
v tzv. amorfnich doménach. K ziskdni kopolymeru s poZadovanymi hydrofilnimi
vlastnostmi, vyzaduje konstrukce materialu vybér specifickych monomera. (Lucas et al,

2008)
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Hydrolyza probih4a bud’ na povrchu, nebo v celém objemu materidlu (obrazek 3). Eroze
v celém objemu popisuje degradaci, ke které dochézi rovnomérné v celé Sitce polymerniho

predmétu, a k povrchové erozi dochazi snizenim tloustky povrchu. (Haider et al, 2019)

Eroze na povrchu  Eroze v celém objemu

Obrazek Eroze polymeru na povrchu nebo v celém objemu
(upraveno dle Haider et al, 2019)

Hydrolyza citlivych chemickych vazeb, kterd vede k odSté€peni fetézce a snizeni molekulové
hmotnosti, je spojena se ztratou mechanickych vlastnosti polymerd. Pokud tento proces
probihé na vzduchu nebo ve vodé pfi neutralnim pH, je rychlost hydrolyzy nizk4. K dosaZeni
rychlé degradace mechanickych vlastnosti, kterd je nezbytnd pro prvni stupen degradace
biologicky rozlozitelnych polymert, je nutné katalyza kyselinou, zasadou nebo enzymem.
Naptiklad hydrolyza esteri mtize byt katalyzovana kyselinou nebo zéasadou, avSak
poly(orthoestery) jsou odolné vuc¢i zéasaditému pH, ale mnohem rychleji hydrolyzuji
v ptitomnosti kyselin. (Laycock et al, 2017)

vvvvvv

vvvvvv
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kyselost nebo zasaditost piisobi jako katalyzator, a to znamena, ze vyrazné urychluji proces

degradace. (Polymerdatabase, © 2015)

Kyselinou katalyzovana hydrolyza se d&je prostiednictvim vodikovych protontt H, zatimco
kolateralni transesterifikace miZe nastat pomoci ataku H' na karboxylové nebo hydroxylové
skupiny produkti degradace. Ve srovnani s hydrolyzou katalyzovanou zésadou je rychlost
hydrolyzy = niz§i. Na  druhé  strané, zésadou  katalyzovana  hydrolyza
je iniciovana vodikovou abstrakci z COOH atakem OH™ iontii. To mé za nasledek vyssi
rychlost hydrolyzy ve srovnani s nekatalyzovanou a kyselinou katalyzovanou hydrolyzou.

(Kucera et al, 2019)

Rychlost hydrolytické degradace se muze lisit (od hodin do let) v zavislosti na typu funkéni
skupiny, struktufe patetfnich fetézcii, morfologii a pH. (Polymerdatabase, © 2015) Rychlost
hydrolytické degradace je také zavisla na mnoha dalSich faktorech, vcetné délky
polymerniho fetézce, krystalinité, distribuci molekulové hmotnosti, bobtnavosti, velikosti,
tvaru a geometrii polymerni matrice, povrchové tprave, porozité, velikosti a distribuci port,
geometrii port, na celkovych rozmérech materidlu, podminkach jeho zpracovani

a diftizi vody do polymerni matrice. (Laycocket al, 2017)

Také studie Polydka et al (2017) potvrzuje zéavislost celkové rychlosti degradace na pH

a ukazuje, Ze se zvySujicimi se hodnotami pH roste 1 rychlost hydrolyzy.

Jsou 1 dalsi vnéjsi faktory, které ovliviiuji rychlost hydrolyzy, napiiklad zvySeni teploty
podporuje rychlost hydrolyzy a méni se hodnota pH. (Haider et al, 2019) Rychlost
hydrolytické reakce a biodegradace polymeru se rychle zvySuje, pokud teplota prekroci
teplotu skelného prechodu 7, polymeru. (Thakur ef al, 2018) Zdiraznuje se ucinek katalyzy
acidobazické reakce na degradaci: rychlost hydrolyzy se mize skutecné zvysit
1 desetkrat pfi zméné hodnoty pH o jednu jednotku. V piipad€ neutralni hodnoty pH miize
byt stanoveni rychlosti hydrolyzy slozité. Extrémni hodnoty pH se casto pouzivaji
v prokazani biologické rozlozitelnosti urcitych polymeri, piestoze se piirozené takové
hodnoty pH nevyskytuji. (Haider ef al, 2019)

Casovou zavislost hydrolytické degradace lze sledovat rtiznymi metodami. Jednou
z nejjednodussich a nejcastéji pouzivanych je gravimetrickd analyza, stanoveni Ubytku
hmotnosti jako funkce ¢asu. (Polyak et al, 2017)

Po hydrolytickém Stépeni, ke kterému jsou syntetické heterocyklické polymery nachylné,

muze nasledovat mikrobialni asimilace (napf. polyestery). (Eubeler et al, 2009)
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1.1.3.2 Engzymatickd hydrolyza

Hydrolytické reakce katalyzuji i urcité enzymy, zndmé jako hydrolazy. (Polymerdatabase,
©2015) Tyto enzymy hraji v pfirodnim prostiedi dulezitou roli pii katalyzovani hydrolyzy.
Pracuji hlavné pti mirnych teplotach a neutrdlni hodnoté pH. (Haider et al, 2019)
Enzymaticka hydrolyza polymernich materidlti je heterogenni proces, ktery je ovliviiovan
fyzikaln¢ chemickymi vlastnostmi plastu (sitovani, chemické slozeni, plocha povrchu,
porovitost, krystalinita aj.) a také vlastnostmi enzymu (aktivita, rozpustnost, stabilita, 3D
konformace atd.). Mezi dilezit¢ wvnéjsi faktory patii pH, vlhkost, teplota, kyslik
a dostupnost zivin. (Polymerdatabase, ©2015) Vzhledem k relativné vysokym molekulovym
hmotnostem polymert, nejsou enzymy schopné proniknout do polymerni matrice, takze
k enzymatické hydrolyze dochazi typicky povrchovou erozi. (Haider ef a/, 2019) Pokud vSak
dojde ke sniZzeni molarni hmotnosti, znamenéd to, Ze dochazi k erozi v celém objemu
polymeru. Aby se snizila molekulova hmotnost polymerd, tak mikroorganismy nejprve

uvolnuji extraceluldrni enzymy. (Thakur et al, 2018)

Enzymaticka degradace plastli hydrolyzou je dvoustupiiovy proces: nejprve se enzym vaze
na polymerni substrat a nasledné katalyzuje hydrolytické St€peni. Polymery se rozkladaji na
oligomery, dimery a monomery s nizkou molekulovou hmotnosti, a nakonec mineralizuji na

CO, a H>0. (Tokiwa, 2009)

Haider ef al (2019) uvadi, Ze specifické vazby mohou byt degradovany urcitymi enzymy,
jako naptiklad protedza degraduje o — esterové vazby, polyhydroxybutyrit (PHB)
depolymeraza 3 — esterové vazby a lipazy degraduji y-o vazby. Kyselina polymlécna (PLA)
je degradovana obéma enzymy, lipazou i protedzou. Dale Haider et al (2019) shrnuje
v tabulce 1 podminky enzymatické degradace nejcastéji biologicky rozloZitelnych

polymert, v¢etné typu enzymu a jeho piivodu a rozsahu degradace.

Mezi zvlasté citlivé syntetické polymery na hydrolyzu katalyzovanou enzymem, kyselinou
nebo bazi, patii alifatické polyanhydridy a polyestery s kratkymi stfednimi bloky, jako
je kyselina polymlécna (PLA), kyselina polyglykolova (PGA), polykaprolakton (PCL)
a polyhydroxybutyrat (PHB). (Polymerdatabase, ©2015)

Naptiiklad PHB muZe byt degradovan plsobenim enzymu PHB depolymerazy fadou
bakteridlnich druhi. K degradaci PHB muzZe dojit za 5 — 6 tydnl v mikrobiologicky
aktivnich prostiedich (kompost). (Al Hosni ef a/, 2019) U PHB tedy jde o pomérné rychly

proces, jehoZz rychlost vyplyvd znékolika faktord. Kromé degradac¢niho prostiedi je



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

20

vyznamnd i krystalinita polymeru, protoze PHB depolymeraza ptfednostné hydrolyzuje

fetézce v amorfni fazi a az poté dochazi k degradaci krystalické faze. (Mikova et Chodak,

2006)

Tabulka 1 Biodegradace vybranych polymeru (upraveno dle Haider et al (2019))

Polymer Mikroorganismus Enzym Degradace
PLA Actinomadura sp. T16-1 | protedza tvorba degradacnich produkti
(actinomycety) z pudy rozpustnych ve vod¢; detekce
zalozend na sniZeni zékalu
Bacillus smithii kmen esteraza/proteaza | zména molekulové hmotnosti
PL21 (bakterie), z (podle SEC)
kompostu
Alcaligenes sp. lipaza Kyselina mlécna detekovéana
(bakterie), z pudy pomoci HPLC
Tritirachium album protedza ztrata hmotnosti filmu (ztrata
ATCC 22563 (houby) z 76%), produkce kyseliny
pudy mlécné (analyzovano
enzymatickou bio analyzou)
PHB A. faecalis (bakterie), z PHB ztrata hmotnosti (68% ztrata)
moiské vody depolymeréaza
Ralstonia pickettii T1, PHB zmeéna krystalované struktury
kultivované depolymeraza (detekovano AFM)
PCL Penicillium oxalicum PCL ztrata hmotnosti, kompletni
(houby), z pudy depolymeraza po 10 dnech
PBS Burkholderia cepacia lipaza detekce CO2 (78%
PBSA-1 a Pseudomonas mineralizace po 40 dnech)
aeruginosa PBSA-2
(bakterie), z aktivované
kalové pidy a
kultivované pudy
Skrobova | Aspergillus sp. (houby), z | amylaza ztrata hmotnosti (37% po 90
smes pudy dnech)

1.2 Klasifikace biodegradabilnich polymeri

V zacatcich biologicky rozlozitelnych polymerti se pouzivani omezovalo na alifatické

polyestery, kde nejpouZzivanéjSimi biodegradabilnimi polyestery byly polyglykolid, PLA,

PCL, nebo PHA. Ptestoze alifatické polyestery vykazuji dobré degradacni vlastnosti, jejich

fyzikalné — mechanické vlastnosti (tj. mechanickd pevnost, propustnost plyni, UV

transparentnost, tepelny odpor) zlstavaji pomérné slabé ve srovnani s polymery na bazi

fosilnich paliv. (Larranaga ef Lizundia, 2019)
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Podle Muthuraje et al (2017) lze biodegradabilni polymery (BP) klasifikovat podle jejich

monomerd. Na trhu v soucasné dob¢ existuje mnoho biologicky rozlozitelnych polymerd,

které¢ mohou byt klasifikovany podle toho, na jaké bazi jsou vyrobeny. D¢Eli se na 4 hlavni

skupiny:

1)

2)

3)

Biodegradabilni polymery na bazi obnovitelnych/biologickych zdrojt

Polymery jsou vyrabény ze 100% obnovitelnych monomerti zaloZenych
na obnovitelnych zdrojich. Patfi sem napfiklad kyselina polymlécna (PLA),
polyhydroxyalkonaty (PHA), Skrob a proteiny.

Biodegradabilni polymery na bazi ropy/fosilnich paliv

Polymery, které jsou vyrabény z fosilnich paliv. Maji mnoho vyhod, které mohou
byt pouzity 1 pro rizné primyslové aplikace, neomezené se pouzivaji pro baleni.
Zahrnuji naptiklad polybutylensukcinat (PBS), polybutylen-ko-adipat (PBSA),
polykaprolakton (PCL) a polybutylenadipattereftalat (PBAT).

Biodegradabilni polymery zaloZené na kombinaci obnovitelnych a fosilnich zdroja

K vyrobé téchto BP se pouzivéd alespont jeden monomer na bazi obnovitelnych
zdrojii. Pfikladem je polypropylenkarbonat (PPC), alifaticky polyester, ktery

se vyrabi kopolymeraci z CO» a propylenkarbonatu.

Neéktefi autofi, napiiklad Kroisova (2009), rozdéluji BP na biopolymery a polymery

mineralniho ptivodu, které se dale déli na:

1)

2)

3)

4)

alifatické polyestery — polyhydroxyalkonaty (PHA), polyhydroxybutyrat (PHB),
polyhydroxyvalerat (PHV), polyhydroxyhexanoat (PHH), polybutylensukcinat
(PBS), polybutylensukcinat adipat(PBSA), polykaprolakton (PCL), kyselina
polymlécna (PLA) a kyselina polyglykolova (PGA),

aromatické polyestery — polybutylensukcinat tereftalat (PBST), polybutylenadipat
tereftalat(PBAT), polytetramethylenadipat tereftalat(PTMAT), které jsou odvozeny
z polyethylentereftalatu (PET) a polybutylentereftalatu (PBT)

polyvinylalkohol (PVA)

modifikované polyolefiny (jejich degradace je mozna pouze za pouziti zvlastnich

aditiv citlivych ke zvySenym teplotdm a slunecnimu zateni).

Komplikovangjsi rozd€leni polyesterti usmeériiuje tabulka 2.
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Tabulka 2 Biodegradabilni polyestery (upraveno dle Kroisova, 2009)

Skupina Typ Derivaty Pavod Vyroba
polyestery alifatické PHA PHB ptirodni prirodni
PHV prirodni piirodni
PHH prirodni prirodni

PGA pfirodni/mineralni | synteticky

PLA pfirodni/mineralni | synteticky

PBS PBSA mineralni synteticky

PCL mineralni synteticky

aromatické PBT PBAT mineralni synteticky

PBST mineralni synteticky

PTMAT mineralni synteticky

Raza et al (2018) klasifikuje plasty dle nasledujiciho schématu (obrazek 4), kde jsou
ve vSech Ctyfech tfidach obvykle preferovany biodegradovatelné plasty na biologickém
zdkladu, protoZze jsou povazovany za ekologicky Setrnéj$i plasty. Pficemz
polyhydroxyalkonaty (PHA) jsou povazovany za ekologictéjSi neZz jiné plasty
na biologickém zikladu, protoZe jsou produkovany mikroorganismy a mohou byt jimi

snadno degradovany.
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Plasty na biologické bazi Plasty na bazi ropy
(obnovitelné zdroje) (fosilni zdroje)
| |
Rozlczitelng biomasa Biologicky nerozlozitelné Biodegradabilni Biologicky nerozloZitelné
- PCL PE
PHA F'ol_ys‘acharldove PBS/A oET
PLA derivaty s vysokou PBATT oS
Polysacharidy s nizkou hustotou =
hustotou Polyurethany
Proteiny Bio polyethylen
Bio polyethylentereftalat

Obrazek 3 Klasifikace plastii (upraveno dle Raza et al, 2018)
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2 CHARAKTERISTIKA POLYHYDROXYALKONATU A
POLYHYDROXYBUTYRATU

2.1 Polyhydroxyalkonaty

Polyhydroxyalkonaty (PHA) jsou biosyntetické polymery, které maji podobné vlastnosti
jako konvencéni plasty, ale oproti nim jsou zcela biologicky rozlozitelné na CO>
a H>O. Byly poprvé objeveny, izolovany a charakterizovany francouzskym mikrobiologem

Mauricem Lemoignem v roce 1926. (Eubeler et al, 2010)

] I
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Obrazek 4 Chemicka struktura polyhydroxyalkonatii
(upraveno dle Anjum et al, 2016)

PHA patii do kmene linedrnich polyesteri sloZenych z hydroxyalkonatovych jednotek,
uspofadanych v zékladni struktufe, které jsou ziskdny bakteridlni fermentaci. Jednotky
se shromazd’uji v polymery, které jsou kapalné, nerozpustné ve vodé¢, jsou mobilni
a amorfni, pfi¢emz maji tvar granuli obklopenych jedinou vrstvou fosfolipidii a obsahuji
enzymy polymerazy a depolymerazy. Tyto biopolymery se vyskytuji v cytoplazmé Siroké
Skaly gram—pozitivnich 1 gram—negativnich mikroorganismli jako granulované inkluze,
pokud jsou tyto mikroorganismy vystaveny podminkam nutri¢niho deficitu prvki, jako je
dusik, fosfor, hot¢ik a sira. Anebo v pfitomnosti pfebytecného uhliku. Intracelularni granule
funguji jako sklad energie pro buiiku, kterd je miiZze pfeménit na uhlikovy material, kdyz je
vyCerpan externi zdroj uhliku. (Rivera-Briso et al, 2018) Granule jsou intracelularné
produkovany enzymy PHA syntazy (PhaC) prostfednictvim polymerace hydroxyacyl-CoA
monomerd. (Larranaga et Lizundia, 2019) Pro bakterie je to strategie vyvinuta za ucelem

zvySeni Sance jejich preziti v ménicim se prostiedi. (Rivera-Briso ef al, 2018)

Dle Raza et al (2018) doposud zkoumané polyhydroxyalkonaty jsou hlavné linearni
polyestery obsahujici monomery 3-hydroxy mastnych kyselin. Esterova vazba se vytvori

reakci mezi karboxylovou skupinou jednoho monomeru a hydroxylovou skupinou jiné
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monomerni jednotky. VétSina PHA ma tedy konfiguraci Rectus (R) jako nejbézngjsi
zastupce PHA, polyhydroxybutyrat (PHB), ktery byva ptitomen pievazné v konfiguraci R.
Vzacné lze syntetizovat také konfiguraci Sinister (S) syntetizaci kopolymeru s nékterymi
stereoizomery. OvSem piirodni PHA jsou diky jejich fermentac¢ni syntéze piisn¢ izotaktické
a maji vyluéné (R) konfiguraci v chirdlnim stereocentru v hlavnim fetézci. (Winnacker,

2019)

V PHA je hydroxyl nahrazeny atomem uhliku v R konfiguraci s vyjimkou nékolika ptipadu,
kdy chiralita chybi. V obecné struktuie PHAR ptedstavuje alkylovou skupinu, ktera se mtize
lisit od methylové (C1) az tridecylové (C13). V alkylovém postrannim fetézci jsou velké
rozdily, mohou zde byt aromatické, halogenované, epoxidované nebo jiné rozvétvené
monomery. Tyto zmény velikosti a sloZeni substituentli postranniho fetézce odpovidaji za

chemickou modifikaci PHA a za jejich Sirokou diverzifikaci v aplikacich. (Raza et a/,2018)

Bylo definovano vice nez 90 riznych hydroxyalkonatovych monomerti jako slozek
biopolymernich PHA. Velkd c¢ast vyzkumu biodegradace je vénovana experimentim
degradace PHA a jejich derivatl. Od objevu PHA se zkoumaji fyzikalni parametry polymert
PHA, molekularni struktury, chemické struktury a sloZeni, tepelné vlastnosti, krystalinita
a morfologie a mechanické vlastnosti a rizné techniky pro jejich detekci
a analyzu. (Eubeler et al, 2010) Polyhydroxyalkonaty maji 150 riiznych typi monomerd,
které umoziuji vyladit jejich fyzikalni vlastnosti z krystalicky kiehkého az mékkého
materidlu v zavislosti na délce postranniho alifatického fetézce na chirdlnim uhliku.

(Salomez et al, 2019)

2.1.1 Klasifikace PHA

Polyhydroxyalkonaty lze klasifikovat podle délky jejich postranniho fetézce,
tzn. v zavislosti na po¢tu atomu uhliku v jejich struktute. (Larranaga et Lizundia, 2019) Raza
et al (2018) seskupuje PHA do tii samostatnych tfid podle délky jejich fetézce. V prvni tiide
jsou polymery s kratkou délkou fetézce (scl) s maximalné péti atomy uhliku (C3 — C5). Tyto
polymery se ziskdvaji znékolika bakterii, napiiklad Cupriavidus necator
a Alcaligenes latus a jsou kiehké a krystalické. (Raza et al/, 2018) P3HB, P4HB a poly(3-
hydroxyvalerat) (P3HV) jsou typické piiklady scl — PHA. (Larranaga et Lizundia, 2019)
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Tabulka 3 Strukturalni vzorce monomerit PHA s kratkym retézcem (upraveno dle Urtuvia

etal, 2014)
R n PHAI
H 1 3-hydroxypropionat (3HP)
CHs 1 3-hydroxybutyrat (3HB)
CH:CH; 1 3-hydroxyvalerat (3HV)
H 2 4-hydroxybutyrat (4HB)
H 3 5-hydroxyvalerat (SHV)

Druha4 tfida obsahuje polymery se stiedni délkou fetézce (mcl), které obsahuji 614 atomil
uhliku v fetézci. Ziskavaji se z bakterii, jako jsou Pseudomonas putida a Pseudomonas
mendocina. Jsou to polyestery hydroxylovych kyselin (HA), které vytvareji predevsim
bakterie Pseudomonas béhem nerovnomérnych ristovych podminek. Ve srovnani se scl
PHA maji zlepSené mechanické vlastnosti, jako je mensi kiehkost, krystalinita, nizka teplota
skelného prechodu a vysoka teplota tani. Diky tomu se jedna o flexibilnéj$i materidly. (Raza
et al, 2018) Priklady zahrnuji poly (3-hydroxyhexanoat) (P3HHx), poly (3-
hydroxyoktanoat) (P3HO) a poly (3-hydroxydodekanoat) (P3HDD) a dalsi. Obvykle jsou
vSak vysledné mcl — PHA nekontrolovanou ndhodnou smési opakujicich se monomert
s rozdilnou délkou postranniho fetézce. (Larranaga et Lizundia, 2019) Tteti tfida zahrnuje
PHA s dlouhym fetézcem, které maji vice jak 14 uhlikd v fetézci, a jsou produkovany

bakteriemi Shewanella oneidensis a Aureispira marina. (Raza et al, 2018)

2.1.2 Syntéza PHA

Makromolekuly PHA jsou produkovany riznymi druhy mikroorganismu. (Rivera-Briso et
al, 2018) Piiblizn€ 30% piidnich bakterii mize syntetizovat néjaky druh PHA a nckolik
prokaryotickych organismli by mohlo hromadit az 80% své suSiny ve formé¢ PHA.
V zavislosti na mikroorganismu, zdroji uhliku a kultiva¢nich podminkach, jsou
syntetizovany riizné PHA homopolymery, kopolymery a jejich kombinace. (Urtuvia et al,
2014)
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Vice nez 300 rtiznych mikroorganismi dokaze produkovat PHA, i kdyZ jen malo z nich
(Cupriavidus necator, Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas oleovorans,
Paracoccus denitrificans, Protomonas extorquens, E. coli) se da vyuzit pro produkci
dostateéného mnozstvi PHA ve velkém méfitku. (Larranaga et Lizundia, 2019) Siroce
studovana pro svou schopnost produkovat vyznamné mnozstvi PHB z jednoduchych
uhlikovych substratd, jako je glukdza, kyselina mlécnéd a kyselina octova, byla bakterie
Cupriavidus necator. Pro produkci byl pouzit i olivovy, kukuficny a palmovy ole;j.

(Akaraonye et al, 2010)

Syntéza PHA zahrnuje tfi geny a tii enzymy. Napiiklad Pseudomonas oleovorans
a Pseudomonas fragiimohou vytvaret mcl PHA prostiednictvim beta-oxidace alkanovych
kyselin poskytovanim hydroxyalkanoylu — CoA jako substratu. Polyestery obsahujici
2-hydroxypropionat (2-HP), 3-hydroxypropionat (3-HP), 4-hydroxybutyrat (4-HB),
3-hydroxyvalerat (3-HV) a mcl 3-hydroxyalkanoat (3-HA), mohou byt vSechny
syntetizovany bakterii Escherichia coli pomoci asimilace exogenni nebo endogenni drahy a

/ nebo geni. (Raza et al, 2018)

Nékteré gram—negativni bakterie mohou spole¢né¢ s PHA produkovat i vysoké hladiny
endotoxini, které mohou zptisobovat zanétlivé, pyrogenni a jiné reakce, cozZ omezuje pouziti
PHA jako bio materialu, pokud neni tato sloucenina odstranéna béhem cisténi. Napiiklad
PHB snizkou hladinou endotoxini je ziskdvan extrakci chloroformem, anebo

z rekombinantni E. coli jednoduchym natradvenim NaOH. (Rivera-Briso et al, 2018)

Obecny proces produkce PHA bakteridlni fermentaci zahrnuje fermentaci, izolaci a ¢isténi
z fermentac¢niho bujonu. Velka fermentacni nadoba je naplnénd minerdlnim médiem
a naockovéana ockovaci kulturou, ktera obsahuje bakterie. Vychozi surovinou muize byt
celuloza, rostlinny olej, organicky odpad, komundlni pevny odpad a mastné kyseliny,
v zavislosti na konkrétnim pozadovaném PHA. Do nadoby je ptivadén zdroj uhliku, dokud
neni spotfebovan a dokud neni dokoncen rist bunck a akumulace PHA. Obecné
je zapotfebi minimalné 48 hodin pro fermentaci. Nasledné jsou buiiky koncentrovany,
suSeny a extrahovany rozpoustédly, jako je aceton nebo chloroform, s naslednou izolaci
a CiSténim PHA. Bunééné zbytky se odstrani z rozpoustédla obsahujiciho rozpusténé PHA
procesem separace, oddélenim pevna latky od kapaliny. Poté se PHA vysrazi ptidanim

alkoholu (napt. methanol) a ziska se procesem srazeni. (Babu ef al, 2013)

Polyhydroxyalkonaty jsou vyrdbény bakteriemi z Siroké Skaly substratii. Jsou pouzivany

substraty z fad obnovitelnych zdroju, jako naptiklad sacharéza, Skrob, celuldza, triglyceridy,
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hemicelul6za a pSenice. Dale se pouzivaji vedlejsi produkty (melasa, syrovatka, glycerol,
kukuti¢ny vyluh, ryzové otruby), organické kyseliny (kyselina propionova, kyselina 4-
hydroxybutylova), fosilni zdroje (metan, mineralni olej, lignit, ¢erné uhli) a odpady (odpadni
vody, drcené zbytky z vyroby palmového oleje a odpadni vody z aktivovaného kalu.
V prumyslové vyrobé se pouzivaji substraty jako je glukédza

a sacharo6za. (Urtuvia et al, 2014)

Avs$ak ndklady na bakteridlni produkci PHA nejsou ekonomicky vyhodné ve srovnani
s plasty na bazi ropy. Proto je velky zajem o produkci PHA v eukaryotickych bunkach,
konkrétn¢ v plodinach. Syntéza v hmyzich a kvasinkovych buiikach zkoumad moznosti

zavedeni téchto syntetickych drah do rostlin. (Raza et al, 2018)

2.2 Poly(3-hydroxybutyrat) (PHB)

Vramci polyhydroxyalkonati je poly(3-hydroxybutyrat) (P3HB, zkracené PHB)
nejstudovanéjSim polymerem a je také nejznaméj$im biologicky rozlozitelnym

a biokompatibilnim polymerem. (Raza ef al, 2018)

Slozenim jde o bakterialni polyester B-hydroxybutanové kyseliny a také o stereoregularni
homopolymer s optickou aktivitou a s kratkym fetézcem hydroxybutyratu se ctyfmi atomy
uhliku v patefi. Ve své ptivodni podob¢ je PHB tuhy a kiehky materidl s pruznym modulem.
Také je nejvice akumulovanym polyesterem mikroorganismy, ktery mé nizkou moléarni
hmotnost a vysokou krystalinitu. (Vu et al, 2019) Bakterie ho produkuji jako linearni,
krystalické a  amorfni  formy. Pouzivda se  vzeméd¢lstvi,  domacnosti

a ve zdravotnictvi pro Sirokou Skalu aplikaci. (Raza ef al, 2018)

CH, CI)I
|
O— CH—CH, —C

Obrazek 5 Chemicka struktura PHB
(upraveno dle Urtuvia et al, 2014)

Polyhydroxybutyrat objevil v roce 1926 Maurice Lemoigne v bakterii Bacillus megaterium,
ktera vykazovala intracelularni granule. (Urtuvia et al/, 2014) V dobé svého objevu PHB

v bakteriich byl Lemoigne feditelem Fermenta¢ni laboratoie Pasteurova institutu v Lille ve
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Francii. Zacal se zajimat o PHB pfi snaze zjisténi pficiny okyseleni vodnych suspenzi
bakterii Bacillus megaterium v anaerobnich podminkach. V roce 1923 Lemoigne uvedl, ze
kyselinou produkovanou bakterii by kyselina 3-hydroxybutylova. V roce 1927 popsal
izolaci pevného materidlu ziskaného z buiiky, ktery charakterizoval jako polymer kyseliny
3-hydroxybutyrové. K tomuto zaveéru dospél peclivou hydrolyzou pevné latky na tfadé ve
vod¢ rozpustnych oligomeri kyseliny 3-hydroxybutyrové, které charakterizoval

molekulovou rychlosti a teplotou tani. (Lenz et Marchessault, 2004)

Na pocatku 70. let se kviili ropné krizi zacalo s hleddnim novych materiala, které by
nahradily plasty na bazi ropy. AZ padesat let po objevu PHB, byla jeho vyroba provadéna
v komerénim métitku. (Urtuvia et al, 2014) Poly (3-hydroxybutyrat) je aktualné povazovan
za vhodnou alternativu pro celulézu, kterd je pouzivdna jako referencni material
ve standardech biodegradace pro pudni a vodni prostiedi (EN 17033 a ISO DIS 14852).
(Salomez et al, 2019)

Podle posuzovani zivotniho cyklu (LCA) se energetické pozadavky na vyrobu PHB jevi jako
niz8i nez na konvenéni polyethylen a polypropylen s vysokou hustotou. OvSem pies
nespornd pozitiva produkce PHB, jako je ochrana ozonové vrstvy a snizovani Urovné
toxicity, abiotického vycerpani a globalniho oteplovani, vykazuje PHB wvys$si vliv

na acidifikaci a eutrofizaci nez polyethylen. (Urtuvia et al, 2014)

2.2.1 Fyzikalni vlastnosti PHB

Poly (3-hydroxybutyrat) je vysoce krystalicky termoplasticky polymer s teplotou skelného
ptechodu Ty pii 4°C a teplotou tani blizko 180°C. (Larranaga et Lizundia, 2019) Vysoka
teplota tani PHB, blizka teploté rozkladu, vSak mtize vést k tepelné degradaci. (Winnacker,
2019) Je tuhy, ale zaroven kiehky s elastickym modulem pruznosti (Youngiv modul) 3,5
GPa, pevnosti v tahu 40 Mpa a prodlouzenim pfii pretrzeni 5 %. (Larranaga et Lizundia,
2019) Tyto mechanické vlastnosti (Youngliv model a pevnost v tahu) jsou podobné
vlastnostem polypropylenu (PP). OvSem prodlouzeni pfi pfetrzeni je vyrazné nizs§i nez
u PP, jak ukazuje Tabulka 4. (Khanna et Srivastava, 2005) Hustota krystalického
a amorfniho PHB je 1,26 a 1,18 g/cm®. Molekulovd hmotnost PHB zavisi na jeho zdroji,
ristovych situacich a extrakénich metodach. TudiZ se jeho molekulovd hmotnost pohybuje

od 50 000 do milionu Da. (Raza et al, 2018)
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Tabulka 4 Porovnani fyzikalnich viastnosti vybranych polymerii (upraveno dle Khanna et
Srivastava (2005), Larranaga et Lizundia (2019))

Polymer | Younglv Pevnost v Prodlouzeni Teplota | Teplota skelného
modul tahu [MPa] | pfi pretrzeni tani [°C] piechodu [°C]
[Gpa] [%0]
PHB 3,5 40 5 180 4
PLA 3,5 60 <10 170-200 55-65
PCL 0,34 20 300-1000 60 -60
PGA 6,5 60 <10 220-225 35-40
PP 1,7 34,5 400 170 45
PET 2,2 56 7300 262 3400
PS 3,1 50 / 110 21
LDPE 0,2 10 620 130 -30

Pokud je PHB produkovén z bakterii ,,divokého typu* je molekulova hmotnost obvykle
v rozmezi 10 000 — 3 000 000 Da s polydisperzitou kolem dvou. (Khanna et Srivastava,
2005) Organicky vytvofeny PHB je semikrystalicky, izotakticky stereosystémovy polymer
se 100% konfiguraci R, kterd umoZiiuje zvySenou rozloZitelnost. (Raza et al, 2018) Taktika
homopolymera ovliviiuje jejich vlastnosti: atakticky PHB je olej, izotakticky PHB ma
vysokou teplotu tani. Niz§i bod tani lze ziskat snizenim izotakticity na 70-80%. Byl
syntetizovan i syndiotakticky PHB a vykazoval zajimavé vlastnosti: naptiklad Youngiv
modul silné zavisi na syndiotakticité a pfi zvySovani jeho stupné pfechodu taveni linearné
roste (183°C pro 94% syndiotakticitu). (Winnacker, 2019) Materidlové vlastnosti a funkce

jsou shrnuty v tabulce 5.
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Tabulka 5 Viastnosti a funkce poly (3-hydroxybutyrdatu), P (3HB) (upraveno dle Akaraonye

etal, 2010)
1. Silny a poddajny termoplast (formovatelny, zpracovatelny na filmy a vlakna)
2. Pevnost v tahu (blizka polypropylenu)
3. Velmi malé prodlouzeni pti pretrzeni (6 %)
4, Biodegradabilni (aerobné — CO2 a H>0, anaerobné — CH4 a H20)
5. Vyrobitelny z ptirozené udrzitelnych a biologicky obnovitelnych surovin
6. Netoxicky pro sav¢i buiiky (biokompatibilni s riiznymi bunéénymi liniemi véetné

osteoblasti, epitelidlnich bun¢k a chondrocyt)

7. Nerozpustny ve vode

8. Vysoce krystalicky

9. Bod tani 180 °C

10. Enantiomerni a opticky aktivni

1. Stereochemicky pravidelny ve svych opakujicich se jednotkach

12. Vysoky stupeii polymerace

13. Uzitecné piezoelektrické vlastnosti pouZitelné pii osteoindukcei

Pti skladovani PHB pfi pokojové teploté se jen obtizné zpracovava vzhledem k jeho
sekundarni krystalizaci (tuz§i a stavd se kiehkym). AvSak pokud jde o molekulovou
hmotnost, teplotu tani, krystalinitu a pevnost v tahu, je PHB velmi podobny konvenénimu
plastu z izotaktického polypropylenu (PP). Dokonce se zd4, Ze ma lepsi bariérové vlastnosti
pro kyslik, vodni paru, tuk a zdpach nez PP a polyethylentereftalat (PET). (Vu et al, 2019)
Khanna et Srivastava (2005) ve své studii uvadeji, ze kiehnuti materiala PHB b&hem
skladovani nastava po jejich pocatecni krystalizaci z taveniny. Tato krystalizace vede
k pteskupeni lamelarnich krystali vytvofenych béhem pocatecniho krystaliza¢niho procesu,
ktery pevné svazuje amorfni fetézce mezi krystaly. Tomuto procesu lze zabranit ztuhnutim
PHB pomoci jednoduchého Zihani po pocatecni krystalizaci. Mechanické vlastnosti téchto

homopolyesterti 1ze jemné vyladit kopolymerizaci. (Larranaga et Lizundia, 2019)
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Polyak et al (2017) ve své studii poukazuje na to, zZe je prokazano, PHB a jeho kopolymery
jsou obecné méné vhodné pro aplikace, u nichz jsou dilezité mechanické vlastnosti
polymeru nez naptiklad PLA. K piekonani problému Spatnych mechanickych vlastnosti
a Casto se vyskytujicich obtizi pfi zpracovani, se PHB ¢asto modifikuje kopolymerizaci,
obvykle za vzniku kopolymeri PHB-HV. I pies tyto mechanické nedostatky nabizi
fermentace 3-hydroxybutyratovych polymert znacny priamyslovy potencial, zejména pro

jejich pouziti v oblasti fizeného uvoliovani 1éCiv.
2.2.2 Vyroba PHB

Poly(3-hydroxybutyrat) se vyrabi hlavné vyuzitim mikroorganismii z obnovitelnych
surovin. Produkce PHB z bakteridlnich bunék je narocna, protoze jsou pevné spojené
s biomasou. Proces vyroby tedy vyzaduje uvolnéni z bunék, a to diive, nez se izoluji
a purifikuji, coz je krok, ktery vyrobu ¢ini odliSnou od mnoha jinych biotechnologickych
procest, kde se produkuji produkty mimo bunky sekreci do média nebo syntézou in vitro

v bezbunééném enzymovém reaktoru. (Winnacker, 2019)

Vzhledem k vysokému bodu tani je PHB néachylny k tepelné degradaci béhem zpracovani
taveniny esterovou pyrolyzou alifatickych sekundarnich estert. Tyto nedostatky byly
Castecné odstranény zjiSténim, Ze pokud je bakterie Alcaligenes eutrophus pestovana
na smeési glukdézy a kyseliny propionové, vytvofeny uloZeny polyester je ndhodny

kopolyester jednotek HB a HV, ktery ma nizsi bod tani. (Lenz et Marchessault, 2004)

2.2.3 Hydrolyza PHB

Hydrolyza je dileZitou vlastnosti biologicky rozlozitelnych polyestert. Hlavné pii pouZziti
polyestert jako biologicky vstfebatelnych materiald. Abioticka degradace a hydrolyza PHB
se tedy uplatiuje v 1ékatskych aplikacich, €isténi a zpracovani materialu a chemické derivaci
pro vyrobu aktivnich monomert a izotaktickych oligomert. (Yu ef al, 2005)

V disledku hydrolyzy se materidlové vlastnosti PHB rychle méni v zavislosti na dalSich

podminkach, jako je obsah vlhkosti, pH, teplota, katalyza atd. (Kucera et al, 2019) Obecny
princip hydrolyzy byl popsan v kapitolach vyse.
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CH; O CH, © 0
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poly (3-hydroxybutyrat) 3-hydroxybutyrova krotonova kyselina
PHB kyselina

Obrazek 6 Zakladni schéma hydrolyzy PHB (upraveno dle Kucera et al, 2019)

Yu et al (2005) ve své praci uvadéji, ze abioticka hydrolyza PHB za mirnych podminek
je relativné pomaly proces, ovSem rychlost mize byt ovlivnéna pH, teplotou nebo
krystalinitou polymeru. Polyhydroxybutyrat hydrolyzuje v kyselych 1 alkalickych
podminkach, ptficemz reakce postupuje nahodnym Sté€penim esterovych vazeb, tvorbou
nerozpustnych a rozpustnych oligomerti a kon¢i findlnimi produkty degradace nebo
monomernimi kyselinami. Hlavnim monomernim produktem alkalické hydrolyzy PHB
je 2-buteinova kyselina a kyselina krotonova. Krotonat se tvoii dehydrataci kyseliny 3-

hydroxybutyrové v alkalickém roztoku.

Produktem hydrolyzy PHB je kyselina R-3-hydroxybutylova, zatimco extracelularni
degradace PHBV poskytuje jak 3-hydroxybutyrat, tak 3-hydroxyvalerat. (Shah et al, 2008)

2.2.4 Biodegradace PHB

U PHB dochazi k vyrazné degradaci za aerobnich podminek a degraduje na oxid uhli¢ity
a vodu. Obecné dochazi k degradaci hlavné tehdy, pokud jsou v prostiedi ptitomné zdroje
a podminky pro rist pfisluSnych mikroorganismi. Tyto faktory jsou obvykle pfitomny
v pudé¢ a kompostu, ale ne pfi béZném vyuziti a aplikacich polymeru, takZe degradovatelnost
neztézuje kazdodenni aplikace. Za anaerobnich podminek se degradaci produkuje oxid

uhlic¢ity a metan. Meziprodukty nejsou Skodlivé. (Winnacker, 2019)

Stejné¢ jako u jinych polyestert, k degradaci PHB muze dochéazet prostfednictvim nekolika
mechanismi (hydrolyza, chemicky rozklad, tepelny rozklad, enzymatickd hydrolyza).
Prevladajici mechanismus zavisi na okolnich nebo experimentalnich podminkéch. (Yu et al,

2005)

Mikroorganismy produkujici a ukladajici PHB ho mohou po odstranéni nutricniho omezeni
degradovat a metabolizovat. AvSak schopnost uchovévat tyto biopolymery nutn¢€ nezarucuje

schopnost degradace v prostfedi. Bakterie museli vyvinout extracelularni hydrolazy, které
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jsou schopné preménit polymery na odpovidajici monomery hydroxylovych kyselin, protoze
jednotlivé polymery jsou pfili§ velké na to, aby mohly byt transportovany pfimo pies
bakterialni bunécnou sténu. Monomery jsou dostatecné mal¢, aby mohly pasivné difundovat
bunécnou sténou, kde jsou metabolizovany beta-oxidacnim cyklem a cyklem kyseliny
trikarboxylové za aerobnich podminek. Béhem degradace PHA nevznikaji zadné toxické
meziprodukty nebo vedlejsi produkty. Ve skute¢nosti

se 3-hydroxybutyrat vyskytuje u vSech vyssich zvitat jako krevni plazma. (Shah et al, 2008)

Hlavnim enzymem pro degradaci PHB a oligomerti odvozenych od PHB je depolymeraza.
Studie extracelularni PHB depolymerazy Alcaligenes faecalis naznalily, ze se jedna
o hydrolazu vnitiniho typu. Dal§imi vyznamnymi organismy, u nichz byla identifikovana
PHB depolymeréza jsou Rhodospirillum rubrum, Pseudomonas lemoigne a jiné. (Reddy et

al, 2003)

Pevny PHB polymer je ve vod¢ nerozpustny substrat, zatimco PHB depolymerazy jsou
ve vodé rozpustné. Enzymaticka degradace je tedy heterogenni reakei zahrnujici dva kroky:
adsorpci enzymu na povrch PHB a hydrolyzu polymernich fetézci aktivnim mistem
enzymu. Hydrolyza probiha povrchovou reakci mezi adsorbovanymi enzymy a volnymi
adsorpénimi body na povrchu. Kopolymery, které obsahuji 4HB monomerni jednotky
se degradovaly rychleji nez PHB nebo P (3HB-ko-3HV) kopolymery. (Khanna ef Srivastava,
2005)

Benn et Zitomer (2018) ve své praci zminuji, Ze PHB za 10 dni a za mesofilnich podminek
biodegraduje z vice nez 90 %, zatimco kyselina polymlééna PLA biodegraduje pouze ze
7 % a to za 90 dni, 1 pfesto je povazovana za primyslové kompostovatelnou za aerobnich
termofilnich podminek. VSechny PHA jsou kompostovatelné v Sirokém rozmezi teplot, a to
pfi maximu kolem 60°C s hladinou vlhkosti 55%. Studie ukazuji, Zze PHA degraduje z 85%
za sedm tydnd. Reddy a kolektiv ve své praci odkazuji na studii, kterd se zaméfovala na
degradaci ve vodnim prostiedi. Tato studie ukazuje, ze PHA degraduji i ve vodnim prosttedi

behem 254 dni, a to pii teplotach nepresahujicich 6 °C. (Reddy et al, 2003)

2.2.5 Kopolymery PHB

Kopolymerace je jednou ze strategii pouzivanych ke zlepSeni biologické rozlozitelnosti
a vyladéni funkénich vlastnosti. (Salomez et al/, 2019) Pro zlepSeni vlastnosti PHB
se do polymerniho fetézce zabudovavaji rizné¢ sekundarni monomery za ucelem vzniku

kopolymeri. (Rivera-Briso et al, 2018) Kompozice kopolymeru tedy znamena cizi
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ko-monomer vstupujici do struktury polymeru. V disledku vélenéni dalSich HA jednotek
do formy PHA a vzniku kopolymerti se mohou zlepSovat dalsi vlastnosti jako je krystalinita,
bod téni, tuhost a houZevnatost. (Khanna et Srivastava, 2005, Thakur et al, 2018)
Kopolymery obsahujici 3HB jako slozku spolu s dalsimi HA jednotkami o délce fetézce
v rozmezi 3—14 atomi uhliku byvaji vyrobeny rdznymi bakteriemi na rozli¢nych uhlikovych
substratech. (Khanna et Srivastava, 2005) Takto 1ze kombinovat vice nez 150 riiznych
monomerd pro vyvoj materidli s drasticky se ménicimi vlastnostmi: kopolymery 3-
hydroxybutyratu, 4-hydroxyvaleratu, hydroxypropionatu, 3-hydroxyhexanoatu (PHBHHX)
a poly(3-hydroxyoktanoatu) (PHO), které mohou byt produkovany riznymi organismy.
(Rivera-Briso et al, 2018, Chen et al, 2003) Kopolymery PHB se mohou tvofit spole¢nym
dopliiovanim substrath a mohou vést k tvorbé polymerti obsahujicich monomery 3-
hydroxyvaleratu ~ (3HV) nebo  4-hydroxybutyrdtu  (4HB).  Zaclenéni 3HV
do PHB vede k poly(3-hydroxybutyratu-ko-3hydroxyvaleratu), ktery je méné tuhy a kiehci
nez poly(3-hydroxybutyratu). (Reddy et al, 2003)

2.2.5.1 Poly (3-hydroxybutyrdat-ko-3-hydroxyvalerat)

PHB a PHBV jsou zcela biologicky rozlozitelné a lze je extrudovat, lisovat a sptadat
v béznych zatizenich pro zpracovani plastli. Avsak tepelné zpracovani je narocné z divodu
jejich relativné nizkych teplot rozkladu v blizkosti teplot tani, vyrazné kiehkosti a velmi
malé deformovatelnosti a nachylnosti k rychlé tepelné¢ degradaci. Pomald rychlost
krystalizace PHB také vede k lepkavym produktim (napf. vldknim, filmim atd.). Jeho
kopolymer s valerdtem (PHBV) ma celkove lepsi vlastnosti, zejména pokud jde

o zlepSenou houzevnatost s piijatelnou ztratou pevnosti a modulu. (Mekonnen et al, 2013)

Poly(3-hydroxybutyrat-ko-3-hydroxyvalerat) (PHBV) je tedy jednim z nejslibngjSich
bioplastl, hlavné pro medicinské aplikace, kvili jeho nulové toxicité, vysoké biologické
kompatibilit¢ s mnoha riznymi typy bun€k a moZznosti byt vyrdbén ve velkém meéfitku.
(Rivera-Briso et al, 2018) Zvysujici se obsah hydroxyvaleratu v PHBV snizuje jeho teplotu
tani, elasticky modul a pevnost v tahu s vy$Sim prodlouzenim pii pietrzeni az na 970 %
a zlepSenou biologickou rozlozitelnosti. (Salomez et al, 2019) Polymer PBHV s vysokym
obsahem HV prokazal lepsi taznost a houZevnatost ve srovnani s PHB. AvSak Youngiv
model, propustnost vody, krystalinita a teplota tani se u PHBV s vysokym obsahem HV,
ve srovnani s Cistym PHB, zhorSila. (Muthuraj et al, 2017) 3-hydroxybutyrat-ko-3-

hydroxyvalerat ma zajimavé bariérové vlastnosti proti kysliku a vodni pafe ve srovnani



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

s jinymi biologicky odbouratelnymi polymery, coz z ngj ¢ini kvalitni material pro aplikace

pfi baleni potravin. (Salomez et al, 2019)

Biodegradace PHBV byla rozsahle studovana v kompostovacich podminkach. VétSina studii
se obecn¢ zaméfuje na zmény Ubytku hmoty bez paralelniho monitorovani CO»

uvolnovaného materidlem béhem degradace. (Salomez et al, 2019)

Prvni komer¢ni zavod pro PHBV byl postaven v USA. V soucasné dobé je nejvetSim
vyrobcem kopolymerd PHB a PHB Tianan Biologic Material Co. v Cing. Jejich PHBV

obsahuje asi 5% valeratu, coz zna¢né zlepSuje flexibilitu polymeru. (Babu et al, 2013)

2.2.6 Modifikace fyzikalnich a chemickych vlastnosti PHB

Polyhydroxybutyrat, stejn¢ jako vSechny PHA, je citlivy na podminky zpracovani, zejména
na teplotu a stfih. Naptiklad PHB snizkou molekulovou hmotnosti (<1x10%) je
charakterizovan ¢asnou tepelnou degradaci, blizkou jeho teploté tani (nad 180°C). Kromé
toho je PHB rozpustny jen ve velmi mélo rozpoustédlech (napt. chloroform, dichlormetan
a dimethylformamid) a tvorba kompozitnich struktur je proto narocna. Také tepelné tvareni
je obtizné, protoZze nad 150°C se vétSina polymerd rozkladd na toxickou kyselinu

krotonovou.

Pouziti PHB jako obalového materidlu, pro tkanoveé inZenyrstvi a dalsi specifické aplikace
je omezeno fyzikalnimi a mechanickymi vlastnostmi PHB. Proto je potieba jeho fyzikalni
a mechanické vlastnosti diverzifikovat a zlepSit. Hlavnim omezenim pouziti PHB, kromé
relativné vysokych vyrobnich nakladi, je nedostatek biologické aktivity. (Dari§ et Knez,
2019) Ve snaze prekonat veskeré nevyhody PHB bylo testovano nékolik postupt vedoucich
ke zlepseni jeho vlastnosti, at’ uz kopolymerace, ptidani polymernich modifikatord nebo
modifikatort s nizkou molekulovou hmotnosti, plastifikatord, nukleacnich ¢inidel a riznych

mikro a nanovléken. (Panaitescu et al, 2016)

Tim se stal vyvoj biologicky rozloZitelnych materiali na bazi PHB velmi zajimavou
alternativou, protoZe s pfidanim plastifikatort 1ze PHB zpracovavat stejné jako synteticky
termoplasticky polymer. Z technickych a ekonomickych ditvodi jsou polymerni ptisady

velkou a stale vyznamnéjsi soucasti polymerniho priimyslu. (Seoane et al, 2017)

2.2.6.1 Plastifikatory

Plastifikatory tvoti jednu tfetinu globalniho trhu s aditivy. Plastifik4tory neboli zmékéovadla

jsou jiz dlouho zndma pro svou schopnost zvySovani flexibility syntetickych plastd, jako je
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polyvinylchlorid (PVC) a epoxidové pryskytice. (Mekonnen et al, 2013) Jsou nezbytna
k ptekonani kiehkosti polymerniho filmu, protoze snizeni mezimolekularnich sil zmékcuje
tuhost struktury filmu a zvySuje pohyblivost polymernich fetézcii. (Seoane et al, 2017)
Obecné jsou plastifikatory malé, relativné netékavé organické molekuly, které jsou
pfidavany k polymertim ke snizeni kiehkosti, zvySeni flexibility a zlepSeni houzevnatosti,
snizeni krystalinity, snizeni skelného piechodu a teploty tani a mizou ovlivnit vlastnosti,
jako je hustota, odolnost proti lomu, optickou prithlednost, elektrickou vodivost a rezistenci
k biologické degradaci. Plastifikator snizuje tuhost trojrozmérné struktury tim, ze snizuje
relativni pocet kontaktii polymer-polymer, coz nasledné umoziuje deformaci bez prasknuti
materidlu. (Mekonnen et al, 2013, Seoane et al, 2017) Choi et Park (2004) ve své praci pisi,
ze UCinnost plastifikatoru zavisi na jeho chemické struktufe, molekulové hmotnosti
a koncentraci. Zméekéeni polymeru vyzaduje, aby plastifikator interagoval s polymernimi
fetézci, které se rovnomérné distribuuji v polymeru, ¢imz se vytvoii dalsi volny objem.
Kompatibilita nebo rozpustnost zmékcéovadla s polymerem ma proto zasadni vyznam
pro ucinnou plastifikaci. Obecné plati, ze uCinnost a kompatibilita zmé&kcovadla obvykle
vyzaduje podobnost parametrii rozpustnosti, zejména polaritu a vodikovou vazbu mezi

polymerem a zmékcovadlem.

Pouziti zmékCovadel jako modifikatoru plasti je omezeno pozadovanou bezpecnosti,
vyhodnosti pro zivotni prostiedi, chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi. Existuje zde riziko
vyluhovani nebezpecnych latek (napt. ftalaty) z urcitych plastifikatord, béhem skladovani
nebo aplikovéani, na které musi byt bran zietel. Je tedy Zadouci, aby zméckcovadla méla
nizkou pohyblivost v matrici PHB, aby se zabranilo migraci tohoto aditiva na povrch,
protoze by to mohlo vést ke kontaminaci materialt. (Mekonnen ef al, 2013, Seoane et al,
2017) Avsak pouziti plastifikdtori Setrnych k Zivotnimu prosttedi je nejjednodussi
a nejlevngjsi zplsob modulace fyzikalnich a mechanickych vlastnosti biopolymert

pro specifické aplikace. (Panaitescu et al, 2016)

Pro zmekceni PHBV se pouziva sojovy olej, epoxidovany sojovy olej, epoxidovany Inény
olej, dibutylftalat, polyesterovy plastifikator (Lapol 108) a triethyl citrat. Pro zlepSeni
deformaénich charakteristik PHB byly studovany jako plastifikaéni pfisady
nizkomolekularni, biologicky rozlozitelné a netoxické slouceniny, jako jsou dibutylsebakat
(DBS), dioktyl sebakat (DOS), polyethylenglykol (PEG), Lapro1503 (L503), Lapro15003
(L5003) a nepolarni polymerni polyisobutylen (PIB) s koncentraci az 50 % hmotnostnich.

(Mekonnen et al, 2013) Ke zvySeni flexibility a zpracovatelnosti se zavedlo pouziti
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plastifikatori z dostupnych levnych materidli a materidld ptfirodniho ptvodu, jako
je oxypropylovany glycerin (laprol), triacetin, glycerol, glycerotriacetat a acetyl
tributylcitrat. Dalsi studie autora Yoshie et al. se zabyvala rozlozitelnosti smési na bazi PHB
s ptirodnimi aditivy (dodekanol, kyselina laurova, tributyrin a trilaurin). Tato aditiva (az
9 % hmotn.) jsou misitelnd s PHB a mohla by zpomalit jejich enzymatickou degradaci.

(Seoane et al, 2017)

2.2.6.2 Modifikitory

Casto se zlepsenim vlastnosti PHB zabyva inzenyrstvi kostni tkang, kde jsou navrhovany
ruzné¢ fyzikdlné-chemické modifikace. Nejcastéji pouzivanymi modifikatory jsou
hydroxyapatit, biologické sklo a chitosan v kombinaci s fosforecnanem véapenatym. Studie
Dari$ a Kneze (2019) ukazuje, Ze vSechny tfi modifikétory zlepSily mechanické vlastnosti
testovanych skeleti ve srovndni s cistym PHB. Kromé toho pouziti hydroxyapatitu,
biologického skla, acetatu celulézy nebo pfirodnich aniontovych polysacharidi jako

modifikatord PHB snizilo rychlost degradace testovanych skelett. (Dari$ et Knez, 2019)

2.2.6.3 Smési

Polymerni smés je definovana jako kombinace dvou nebo vice polymert fyzikdlnim
misenim, pfi¢emz mezi nimi mize i nemusi dochdzet k chemické interakci. Hlavnim uc¢elem
michéani polymerni taveniny je: zlepSeni adheze mezi misenymi slozkami, sniZzeni napéti
mezi soucastmi a vytvoieni omezené velikosti inkluzni fdze. Témto problémim lze ucinné
celit bud’ reaktivni kompatibilizaci, nebo reaktivnimi kompatibiliza¢nimi technikami.
Polymerni smési jsou do velké miry zavislé na morfologii, misitelnosti a kompatibilite, které
rozhoduji o jejich vlastnostech. (Muthuraj et al, 2017) Michani smési nebo modifikace jiz
vyrobeného PHB zpracovanim taveniny za ucelem pfizpisobeni jeho vlastnosti
a zpracovatelnosti je rychlejSim a levnéjSim pfistupem, neZ napiiklad zaclenéni
hydroxyvalerdtu nebo jinych monomerii do bakteridlniho fermenta¢niho procesu.

(Panaitescu et al, 2016)

Problémem u vétSiny polymert je chemickd nekompatibilita, kterda neumoznuje snadné
miseni a vznik kvalitni smési. (El-Hadi et a/, 2002) Miseni materialli na bazi PHB nebo
PHBV s polymery, jako je PBS, PE, PP, PCL, PLA a poly (ethylen sukcinat) atd., bylo
v mnoha studiich intenzivné zkoumano a snazilo se o zlepSovani mechanickych a tepelnych
vlastnosti. VétSina studii vSak upozoriiovala na Spatnou mezifazovou adhezi a separaci fazi

PHB (V) a dalSich polymernich smési. Tento nedostatek muze byt zlepSen pouzitim
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kompatibiliza¢niho ¢inidla, funkcionalizaci, prodlouzenim fetézce, fizenym chemickym
zesitovanim a optimalizaci procesnich podminek. (Mekonnen et a/, 2013) Je prokazano, ze
PHB je misitelny s poly(ethylenoxidem), poly(vinylidenfluoridem), poly(vinylacetatem),
poly(epichlorhydrinem)a poly(cyklohexylmethakryldtem). O poly(methylmethakrylatu)
(PMMA) je znamo, ze je nekompatibilni s PHB pii pokojové teploté a je kompatibilni
v roztaveném stavu. PHB je castecné misitelny s ethylen-propylenovou pryzi, ethylen-
vinylacetatovym kopolymerem, poly (vinyl) kopolymerem ethylenu a vinylacetatu, poly
(vinylfenol), poly (vinylalkohol), poly (L lactid), synteticky poly (3-hydroxybutyrat) PHB,
PHBYV a PCL. (El-Hadi et al, 2002, Chen et al, 2003)

Biologicky rozlozitelné polymery ¢asto obsahuji reaktivni funkéni skupiny (tj. anhydridy,
epoxidy, izokyanaty atd.), a proto je lze pouzit jako kompatibilizatory. Reaktivni funkéni
skupiny kompatibilizatorii jsou béhem michani v taveniné schopné reagovat s dalSimi
funkénimi skupinami (hydroxylem, karboxylem atd.) smésnych slozek za vzniku in situ
roubovanych a/nebo blokovych kopolymert. Velky pocet biologicky rozlozitelnych
polymerti snadno reaguje s anhydridem, epoxidem, oxazolinem a izokyandty, protoze

obsahuji funkéni skupiny hydroxylové a karboxylové. (Muthuraj et al, 2017)

2.2.6.4 Modifikace roubovanim

Polymerace roubovanim je zplisob modifikace chemickych a fyzikalnich vlastnosti
polymerti pro specifické aplikace. Roubovani je metoda, kterd se pouziva k ziskdni
pozadované vlastnosti umisténim kovalentni vazby mezi monomery a dal$i polymerni
fetézce. Na obrdzku 7 je zobrazen obecny mechanismus roubovani. Zakladni kopolymer
se sklada ze dvou rtiznych polymernich jednotek, u roubovanych kopolymert je jeden nebo
vice postrannich fetézcli pfipojeno k hlavnimu fetézci jako jeho bloky. Roubovani je
vyhodna metoda k syntéze kopolymeru s novymi vlastnostmi a minimalni ztratou ptivodnich
vlastnosti. (Raza et al, 2017) Typickymi metodami polymerace roubovanim jsou radikalni
reakce  rliznych  monomerli  iniciované  chemickymi  inicidtory,  plazmou

a elektromagnetickym nebo gama zafenim. (Chen et al, 2003)

Studie Stépu vzniklého zéafenim methylmethaakrylatu (MMA),
2-hydroxyethylmethaakrylatu (HEMA), kyseliny akrylové a styrenu na PHB a jeho
kopolymer ukazovaly, Ze tepelnd stabilita nebo biologicka rozlozitelnost byly podporovany.

Dalsi studie Lee a kol., zabyvajici se povrchovou roubovanou kopolymeraci PHB, testovala
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roubovani akrylamidu na PHBV film. Tyto roubovaci postupy modifikuji hlavn€ povrchové

vlastnosti. (Chen et al, 2003)

Dalsi uspésnou technikou je roubovéani anhydridu kyseliny maleinové, ktery se roubuje
na fetézce PHB, protoze ma dobrou reaktivitu a kontrolovatelnost pii radikalové polymeraci.
(Chen et al, 2003) Modifikuji se tak hydrofobni vlastnosti PHB. Zaroubovanim malein
anhydridu do matrice PHB se zvysi bariérové vlastnosti proti kysliku a vodni péte. (Rivera-
Briso et al, 2018) Biodegradovatelné polymery roubované malein anhydridem (MA)
se uspésné pripravuji reakcemi s volnymi radikdly pro pouziti jako kompatibilizatoru.
Béhem michéni v taveniné mohou roubované MA skupiny reagovat s hydroxylovymi

skupinami smésnych slozek a vytvaret chemické vazby. (Muthuraj ef al, 2017)

Maleinovany poly(3-hydroxybutyrat) se vytvari radikdlovych mechanismem s iniciaci
dibenzoylperoxidem. Cim vy$§i obsah maleinanhydridu v kopolymeru, tim vice klesa jeho
molekulova hmotnost a krystalinita v porovnani s ¢istym PHB. Snizuje se také rychlost riistu
sférolitd, které zpiisobuji trhliny a tepelny rozklad PHB. Avsak teplota skleného piechodu
zustava stejna jako u PHB. (Chen ef al, 2003) Chen a jeho kolektiv (2003) ve svém
experimentu s maleinovanym PHB zhodnocuji, Ze hodnota bytku hmotnosti ¢ist¢ho PHB
je po degradaci asi 8,5% (béhem 50 hodin), kdezto u maleinovaného PHB je tato hodnota
mnohem vys§i. Naznacuji tedy, ze s vy$§im mnozstvim MA se zvySuje 1 ubytek hmotnosti
a biologicka rozlozitelnost PHB. Diivodem rychlejsi biodegradace je zvySujici se hydrofilita,

ktera je pfipisovéana pravé roubovani MA.

Hong et al (2008) zjistoval, jaky vliv na krystalizaci a tepelnou degradaci ma riizna technika
roubovani malein anhydridu na PHB. Z jejich experimentu vyplyva, Ze rychlost krystalizace,
krystalinita a tepelnd stabilita jsou metodou roubovani vyznamné ovlivnény kvili sniZeni
molekulové hmotnosti PHB a rliznym mnoZstvim MA navazaného béhem roubovaci reakce.
Malé mnozstvi roubovaného MA by mohlo vyraznég zlepsit tepelnou stabilitu a krystalizaci
PHB. Vysledky experimentu ukazuji, Ze PHB roubovany MA méa mnohem vy$si krystalinitu
a vetsi krystaly s vEétsi lamelarni tlouStkou nez nemodifikovany PHB, 1 ptes jeho relativné

nizkou molekularni hmotnost.
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Polymer Monomer Roubovany polymer

Obrazek 7 Zakladni mechanismus roubovani (upraveno dle Raza et al, 2017)

Existuje vice metod, jak fyzikélnich, tak chemickych, které mohou ovlivnit vlastnosti PHB.
Na rozdil od vySe uvedenych metod, pfi kterych se primarné klade diraz na jejich
biodegradovatelnost, existuji i smési s nebiodegradovatelnou slozkou, které jsou zajimavé
z ekonomického hlediska, ve kterych se PHB kvalifikuje jako material z obnovitelnych
zdroji, ktery dodava smési nekteré specifické vlastnosti, napt. zlepSené bariérové

schopnosti. (Mikova et Chodak, 2006)
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3 CIiLE PRACE

Cilem této prace bylo sepsani literarni reSerSe zabyvajici se obecnou biodegradaci polymert,
charakterizaci polyhydroxyalkonati a polyhydroxybutyratu vcetné modifikace jeho
fyzikalnich a chemickych vlastnosti. Dalsi ¢ast prace se zabyvala provedenim abiotické

hydrolyzy f6lii polyhydroxybutyratu s modifikétory.
Diléi cile:
e sepsani literarni reserse;
e provedeni abiotické hydrolyzy f6lii PHB ve fosfatovém pufru o pH 7,2 pti 58°C;
e vyhodnoceni hmotnostnich ubytkl f6lii denni expozici;
e vyhodnoceni stupné¢ hydrolyzy u jednotlivych PHB f6lii vychdzejici z analyzy TOC;

e vyhodnoceni zmén chemické struktury pomoci spekter méfenych ATR-FTIR

analyzou u jednotlivych folii PHB.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Pouzité pristroje a pomucky

Analytickd vdha KERN ABJ 220 - 4NM/ABS — N (Némecko)
Analyzator celkového organického uhliku TOC — L Shimadzu (Japonsko)
Analyzator uhliku Shimadzu SSM — 5000A (Japonsko)

PH metr InoLab pH 720 WTW (Némecko)

Susarna UM 100 (Némecko)

Vakuové susdrna Memmert UFP 800 (Némecko)

Spektrometr Nicolet iS10 (USA)

Dale bylo pouzivano bézné laboratorni sklo a dalsi laboratorni pomticky.
4.2 Pouzité chemikalie

4.2.1 Priprava fosforecnanového pufru

Na ptipravu pufru bylo pouzito:
e Dbezvody dihydrogenfosforecnan draselny (KH2PO4)
e azid sodny (NaN3)

e 0,1M hydroxid sodny (NaOH)

20,415 ¢

3g

Pro ptipravu 1500 ml fosfore¢nanového pufru, ktery byl pouzit pii hydrolyze

polyhydroxybutyratu, bylo v malém mnozstvi destilované vody rozpusténo 20,415g

KH>PO4 a poté doplnéno destilovanou vodou na celkovy objem 1500 ml odmérné banky.

Pufr byl nasledné zneutralizovan pomoci NaOH na pH = 7,19. Po zneutralizovéani byl

do pufru nadavkovéany 3g azidu sodného k potlaceni riistu mikroorganismu.

4.2.2 Priprava testovanych materialu

Pro préci byl pouzit PHBV jako praskovy homopolymer kyseliny 3-hydroxybutyratové

z fermentace D-glukézy pomoci Cupriavidus necator od firmy TIANAN BIOLOGIC
MATERIALS COMPANY LTD., China. Nerozpustny ve vod¢, rozpustny v chloroformu

a methylen chloridu.
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Vsechny vzorky byly piipraveny Ing. Sasinkovou tavenim na Ustavu polymert. Taveni
probihalo na mikroextruderu Haake pti 185°C za piitomnosti N> a pti otdckach 50 rpm.

Pouzitymi modifikatory byly:

Tabulka 6 Prehled pouzitych modifikatorii

Molarni
hmot- | Hustota | Teplota
Modifikator Zkratka Sumarni vzorec
nost g/em® | tani °C
g.mol!

kyselina benzoova B 122,12 | 1,32 122.4

fenylmetansulfonyl

fluorid

PMSF 174,19 | 0,79 | 90-95

di-(tert - DDTH
butylperoxy) hexan

290,44 | 0,87 8

malein anhydrid MA 98,06 1,48 52,8

0
dOH
0]
kY ,F
@VS\\
O
. CH
2,5-Dimethyl-2,5- 3 CH
H3L_(’;O‘OMO CH,
3 CH, &H, ‘o+CH3
CH,
0
K\ éo
o

e Kyselina benzoova

Je nejjednodussi aromatickou jednosytnou kyselinou. Za normalnich podminek jde
o bezbarvou az bilou krystalickou latku. Je vazana jako ester kyseliny benzoové
v mnoha rostlinnych a zivo¢isSnych druzich. Jde o fungistatickou slouceninu, ktera
se vyuziva jako inhibitor plisni, kvasinek a n€kterych bakterii a jako konzervacni
prosttedek v potravinaistvi, kosmetickém a farmaceutickém primyslu.
V polymernim priimyslu a vyzkumu se pouziva jako plnivo a modifika¢ni ptisada

do plastt. (PubChem, 2020)
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e Fenylmetansulfonyl fluorid

Jedna se o inhibitor serinové proteazy, ktery reaguje se serinovymi zbytky a inhibuje
trypsin a chymotrypsin, trombin. Vyuziva se pro piipravu bunécnych lyzati. Velmi
rychle degraduje ve vodnim prostfedi a roztocich. (James, 1978)

e 2.5-Dimethyl-2,5-di- (tert -butylperoxy) hexan

Tato Cisté¢ zlutd kapalina se pouziva pod zkratkou DDTH k oSetfeni polymert,
elastomert, silikonovych kaucukt a fluoroelastomerti jako plnivo nebo plastifikator.

(PubChem, 2020)
e Maleinanhydrid

Jedna se o bezbarvou krystalickou latku s ostrym zapachem. Pouziva se pro vyrobu
nenasycenych polyesteri a kjejich modifikaci. Muze byt konjugovana
se slouceninami za Ucelem zlepSeni fyzikalné — chemickych vlastnosti, véetné

stability, rozpustnosti a rychlosti rozpousténi. (PubChem, 2020)
Timto zpisobem bylo pfipraveno 5 folii:
e PHB folie

Mlécné zakalend folie vyrobend zpraSkového PHBV (max. 5 % valeratu)
o tloustce 100 pm. Obsah uhliku v materidlu, stanoveny elementarni analyzou,
¢inil 55,8 %.

e PHB folie s ptimési kyseliny benzoové (PHB/B)

MIécné zakalena folie PHB s ptimési 5 % kyseliny benzoové o tloust’ce 100 pm.

Obsah uhliku, stanoveny elementdrni analyzou, €inil 56,5 %.
e PHB s ptimési PMSF (PHB/PMSF)

Mlécné zakalend folie s pfiméesi 1 % fenylmetansulfonyl fluoridu o tloustce 100

um. Obsah uhliku, stanoveny elementédrni analyzou, ¢inil 55,7 %.
e PHB s pfimési DDTH a malein anhydridu (PHB/DDTH/MA)

Mlécn¢ zakalena folie vyrobena z PHB s pfimési 2,5 % 2,5-dimethyl-2,5di-(tert -
butylperoxy) hexanu a 2,5 % kyseliny maleinové o tloustce 100 um. Obsah uhliku,

stanoveny elementarni analyzou, ¢inil 55,7 %.
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e PHB s pfimési malein anhydridu (PHB/MA)

Mlécné zakalend kiehka folie PHB s pifimési 5 % maleinanhydridu o tloust’ce 100

um. Obsah uhliku, stanoveny elementéarni analyzou, ¢inil 55,1 %.

4.3 Degradacni test — Abioticka hydrolyza

4.3.1 Priprava degradacnich testi

Abioticka hydrolyza pouzitych materiali probihala ve fosfatovém pufru, pfi teploté 58°C,
coz je teplota, pti které se provadéji kompostovaci testy. Pro test byly pouzity sklenéné lahve
opatiené uzavérem o objemu 250 ml. Pro kazdy typ materialu ve formé folii bylo ptipraveno
5 lahvi. Do kazdé lahve bylo na analytickych vdhach navazeno ptiblizné€ 50 mg folii. Pfesné
navazky materidlt PHB s pfisadami i bez nich byly zaznamenény a na konci experimentu
slouzily k vypoctu ubytku hmotnosti. Poté byl do vSech lahvi napipetovan fosfore¢nanovy
pufr o objemu 50 ml. Po uzavieni vickem, peclivém popsani jednotlivych testll, byly lahve
premistény do vakuové susarny s teplotou 58 + 2 °C. Ve stanovenych ¢asovych intervalech

byly folie vyjmuty z 1dhvi, vysuSeny do konstantni hmotnosti a zvazeny.

4.3.2 Stanoveni ubytku hmotnosti

Folie byly po uplynuti ur¢ené doby (5, 13, 30, 54 dni) pro dané lahve, vyjmuty z lahvi
na Petriho misky a vysuSeny v suSarné€ na 40 + 2 °C. Po vysuSeni do konstantni hmotnosti
byly zvaZzeny na analytickych vahach (d=0,0001 g). Zrozdilu hmotnosti folie pifed
a po probéhnuti abiotické hydrolyzy byl nasledné vypocitan jeho ubytek hmotnosti a jeho

procentualni hmotnostni tbytek (vztah pro vypocet uveden v kapitole 3.4.2).

4.3.3 Stanoveni rozpusténého uhliku

Soucasné s odbérem vzorku folie byl do plastovych zkumavek odebran cca 10 ml filtratu
roztoku fosfore¢nanového pufru od kazdého druhu folie pro stanoveni rozpusténého uhliku.
Po odebrani filtratd do vzorkovnic se tyto filtraty vlozily do mrazéku, kde doslo k jejich
zamrazeni, a tim k jejich uchovani. Pfed samotnou analyzou TOC byly vzorky filtrat
vyjmuty z mrazdku, rozmraZeny a po promichani nasledné nadavkovany do vialek ur¢enych
pro analyzu TOC. Analyza TOC ndm umoziuje identifikaci a kvantifikaci celkového
organického uhliku, ktery vznika pti hydrolyze vzorkli. V podstat¢ dochdzi ke Sté€peni

fetézcl makromolekul polyesterli, kdy nasledné vznikaji produkty o niZ§i molekulové
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hmotnosti (oligomery, popf. monomery), které prechdzi do kapalné faze, ve které

se nasledné rozpousti.

Stanoveni bylo provadéno analyzatorem uhliku TOC — L Shimadzu. Principem tohoto
pristroje je katalytickd oxidace pii 680 °C. Kapalny vzorek je spalen pii teploté 680 °C
v prostiedi bohatém na kyslik uvnitf spalovacich trubek TC piistroje naplnénych platinovym
katalyzatorem. Oxid uhli¢ity generovany oxidaci je detekovan pomoci infracerveného
analyzatoru plyni (NDIR). V detektoru je absorbovano zaieni ptislusné vinové délky
a zaregistrovano v PC programu jako pik. Plocha piku je pfimo umérna celkové koncentraci

uhliku TC ve vzorku.

Ke stanoveni anorganického uhliku IC byl pouzit pfistroj Shimadzu 5000A. Tentyz vzorek
pufru byl nasttiknut do kyseliny fosfore¢né v proudu kysliku. Tim doslo k vytésnéni CO»,
ktery byl vyhodnocen stejné¢ jako TC.

Celkovy organicky uhlik (TOC) byl zjistén zrozdilu mezi TC a IC. Pokud by byla
koncentrace IC vyrazné vyssi nez koncentrace TOC, lze pro stanoveni organického uhliku
vyuzit analyzy tzv. net€kavého organického uhliku NPOC. Vzorek se pred nastiikem okyseli
kyselinou chlorovodikovou a probubla kyslikem, timto dojde k vytlaceni anorganického

uhliku a soucasné 1 t€kavého organického uhliku.

4.3.4 Analyza ATR-FTIR vzorki po abiotické hydrolyze

Planovand analyza ATR-FTIR (zeslabeny Uplny odraz) byla provedena 28. 4. 2020
na spektroskopu Nicolet iS10 pomoci programu OMNIC.

Princip této analyzy spoc¢iva v zeslabeni celkové odrazivosti paprskl infracerveného zateni
s Fourierovou transformaci, které prochazi pfes méteny vzorek. Pfed samotnym méfenim
byly vzorky vysuSeny v suSarné. Analyza probihala tak, Ze byl pevny vzorek uloZzen pod
diamantovy néstavec do proudu infraervenych paprski. Poté byl tento nastavec pfitlacen
ke vzorku. Nésledné€ byla spusténa analyza ATR-FTIR oproti pozadi, kterym byl vzduch.
Méfeni polyesterii se provadélo v rozsahu vlnoétu od 500 cm™ do 4000 cm™. Vysledkem
této analyzy bylo vzniklé infracervené spektrum, v némZ byla zobrazena zavislost
absorbance danych funkénich skupin vzorku na jejich vinoctu. Kazdému takto vzniklému
pasu odpovida jisty rozsah vilnoctu, ktery je pro tento pas charakteristicky. V zavislosti
na zménach absorbanci danych funkcnich skupin (jejich pokles ¢i nartst) je mozné posoudit
vzniklé zmény v chemickych strukturdch vzorku, ke kterym dochdzi b&hem abiotické

hydrolyzy.
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4.3.5 Analyza DSC (diferenciilni skenovaci kalorimetrie) vzorkii po abiotické

hydrolyze

Planovand analyza DSC nebyla provedena z diivodu uzavieni vysokych Skol z nafizeni

vlady v dob¢ pandemie.

Diferencidlni skenovaci kalorimetrie se pouziva ke sledovani teplotniho chovani vzorkl pfi
jejich postupném ochlazovani a zahiivani. Béhem analyzy vzorkd dochézi v zavislosti
na stupni jejich degradace ke zménam krystalinity, zménam teploty tani, teploty krystalizace
a teploty skelného piechodu. Vysledna kiivka analyzy DSC ukazuje zévislost tepelného toku

polymeru na dobé trvani analyzy DSC.

Analyza se provadi tak, Zze navazeny vzorek po degradaci je vlozen na aluminiovou panvicku
a nasledné zahtat pomoci topného télesa na teplotu o 5 °C vys$si, nez je teplota tani. Nasledné
je vzorek umistétn do exsikatoru, aby se ochladil na laboratorni teplotu.
Po ochlazeni je tento vzorek vlozen do pfistroje na analyzu DSC. Méfeni probiha oproti
referencéni panvicce, ktera je prazdna a pfedem zvazena. Samotnd analyza probiha tak,
ze nejprve dojde k zahtati vzorku z teploty 25 °C na teplotu 180 °C, a to rychlosti ohfevu
20 °C min !, Nasledné& dojde k postupnému zchlazeni vzorku z teploty 180 °C na teplotu -
10 °C, také rychlosti 20 °C min™'. Délka procesu zahiivani vzorku je nastavena v zavislosti

na hodnoté teploty tani vzorku, tj. u PHB 180 °C.
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4.4 Metody vyhodnoceni procesu abiotické hydrolyzy

4.4.1 Vypocet stupné hydrolyzy vzorku PHB (analyza TOC rozpusténého v kapalné
fazi po hydrolyze)
Vypocet stupné hydrolyzy vzorkti PHB.

Croc XV,
H=-T0¢ "
m X w,

x 100

H ... hydrolyticky stupen [%]

Croc ... koncentrace celkového organického uhliku obsazeného v kapalné fazi po hydrolyze
[mg. 1]

m ... hmotnost vzorku PHB pouzitého pfi hydrolyze [mg]

wc = obsah uhliku v testované PHB f6lii [%]

V; = celkovy objem kapalné faze v inkubacni lahvi (tj. 50 ml)

4.4.2 Vypocet stupné hydrolyzy vzorki PHB dle iibytku hmotnosti materiala

Vypocet stupné hydrolyzy PHB.

H ... hydrolyticky stupen [%]
my ... hmotnost vzorku PHB pfed abiotickou hydrolyzou [mg]

m; ... hmotnost vzorku PHB po abiotické hydrolyze [mg]
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Test hydrolytické degradace PHB s modifikatory

V ramci diplomové prace byly stanoveny vlastnosti vzorkd folii PHB s modifikatory
v prub¢hu abiotické hydrolyzy pomoci stanovené ubytki hmotnosti, vizualnim hodnocenim,
hodnot TOC a ATR-FTIR. Experiment probihal od zacatku unora 2020 do konce dubna
2020.

5.1.1 Stanoveni ubytki hmotnosti PHB s modifikatory

Pti ptipravé folii PHB byla vyvinuta snaha o material, ktery bude takzvané programovatelné
biodegradabilni. Synteticky pfipraveny PHB se velmi rychle rozklada, v fadu 10 dni, a proto
takovy biodegradabilni polymer neni vyuzitelny pro praktické, naptiklad zemédélske,

aplikace.

Nize uvedené tabulky 7, 8, 9, 10 a 11 zndzoriiuji procentualné ubytky hmotnosti f6lii PHB
s riznymi modifikatory v Case. Hydrolyza materiadlii probihala v abiotickém prostiedi,
kterym byl fosforecnanovy pufr o hodnoté pH 7,2 a pti kompostovaci teploté 58 °C. Z hodnot
uvedenych v tabulkach lze vy¢ist, ze folie z PHB degraduje v abiotickém prostfedi béhem
71 dni v mirném prosttedi pH 7,2 velmi malo. Z toho vyplyva, Ze k biodegradaci PHB

je zapotiebi pfitomnost mikroorganismu.

Tabulka 7 Stanoveni ubytku hmotnosti folie PHB béhem abiotické hydrolyzy v case

Ca m o [mg] m ¢ [mg] hmotnostni hmotnostni
> olme (ime libytek [mg] tibytek [%]
5 dni 63,1 63,1 0 0,00
13 dni 53,1 53 0,1 0,19
30 dni 61,4 61 0,4 0,66
55 dni 63,2 63,2 0 0,00
71 dni 59,5 59,4 0,1 0,17

m o ... hmotnost folie v Case na zacatku pokusu

m ¢ ... hmotnost folie v ¢ase t
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Tabulka 7 ukazuje hmotnostni ztraty ¢istého PHB bez modifikatoru bdhem 71 dni. Ubytek
hmotnosti neptesahuje 1 % a lze tedy fict, ze Cisté PHB je pravdépodobné k degradaci
v abiotickém prostfedi netecné. K definitivnimu zavéru by bylo zapotiebi dokazat,

7e se nemeéni molekulova hmotnost PHB.

Hodnoty v tabulce 8 ukazuji, ze kyselina benzoova i pies to, ze jsou procentudlni ubytky
vy$$i, nez u Cist¢tho PHB nema na degradaci materidlu zaddny vliv. U piidavku kyseliny
benzoové 5 % hmotnostnich se ptedpoklddalo zpomaleni degradace mikroorganismy,
protoze pusobi jako inhibitor plisni a kvasinek. Toto neni relevantni v abiotickém prostiedi.
Hmotnostni ztrata se ptiblizuje hmotnostnimu pridavku kyseliny benzoové do PHB. Dle
naméfenych vysledkii lze usuzovat, ze se kyselina benzoovd z materidlu vymyva,
a to pomérné rychle. Neovlivni abioticky rozklad PHB, ale v biotickém prostiedi miize

svym vlivem na mikroorganismy ovlivnit, napf. oddalit proces biodegradace PHB.

Tabulka 8 Stanoveni ubytku hmotnosti folie PHB/B

v hmotnostni hmotnostni tbytek
Cas m o [mg] melmel 1 apviek [me] [%]

5 dni 54,9 53,2 1,7 3,20

13 dni 54,3 53 1,3 2,45

30 dni 67,3 64,5 2,8 4,34

55 dni 57,3 55 2,3 4,18

71 dni 66,1 64 2,1 3,28

Hmotnostni ztraty v tabulce 9 PHB s PMSF (1%) v podstaté¢ odpovidaji hmotnostnimu
ptidavku PMSF. U PMSF se ptedpokladalo, Ze jeho schopnost rozkladat se ve vod¢ bude
slouzit ke zpomaleni rychlosti degradace PHB. Tim, Ze se PMSF uvolni z PHB dojde

inhibici esteraz, které uvoliiuji mikroorganismy k rozkladu polymert.
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Tabulka 9 Stanoveni ubytku hmotnosti folie PHB/PMSF

Cas m o [mg] m [mg] hmotnostni hmotnostni
0Lmeg timg Gbytek [mg] tbytek [%]
5 dni 68,1 67,4 0,7 1,04
13 dni 50,8 50,4 0,4 0,79
30 dni 58,7 58,3 0,4 0,69
55 dni 55 53,8 1,2 2,23
71 dni 56,5 554 1,1 1,99

V tabulce 10 jsou uvedeny hmotnostni ubytky PHB s2,5 % DDTH a 2,5 % malein

anhydridu. DDTH a MA maji schopnost jako tzv. chain extendors, prodluzovat fetézce,

a tedy se predpokladalo, Ze toto zptisobi pomalejsi degradaci PHB. DDTH obsahuje peroxy

skupinu, ktera jako iniciator radikalovych reakci napomaha zlepseni zesitovani polymeru.

Hmotnostni ibytky nedosahuji 5 %, coZ by odpovidalo uvedenému piedpokladu. Dalo by se

tedy predpokladat, Ze tato kombinace modifikatort ke zpomaleni degradace funguje, ovSem

toho tvrzeni by bylo tieba dolozit i rezistenci vici degradaci mikroorganismy.

Tabulka 10 Stanoveni ubytku hmotnosti folie PHB s DDTH a malein anhydridem

Cas m o [me] m  [mg] ’hmotnostni }}motnostni
ubytek [mg] ubytek [%]
5 dni 66,7 65,3 1,4 2,14
13 dni 59,9 59,5 0,4 0,67
30 dni 68,3 67,9 0,4 0,59
55 dni 56,3 55,7 0,6 1,08
71 dni 55 53,8 1,2 2,23
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Nejvetsi hmotnostni ubytky byly stanoveny u PHB s 5 % malein anhydridu. Jak jiz bylo
popséano vyse v kapitole Modifikace roubovanim, vétsi ubytky hmotnosti doklada i studie
Chen a jeho kolektivu (2003). Tyto ubytky hmotnosti jsou zplisobeny pravdépodobné tim,

ze se po naroubovani MA do fetézce PHB, stava PHB vice hydrofilnim.

Tabulka 11 Stanoveni ubytku hmotnosti folie PHB s malein anhydridem

Cas m o [mg] m  [mg] hmotnostni hmotnostni
0Lms (ime tbytek [mg] tibytek [%]
5 dni 49.4 47,1 2,3 4,88
13 dni 56,2 53,4 2,8 5,24
30 dni 60,3 57,1 3,2 5,60
55 dni 61,6 58,9 2,7 4,58
71 dni 62,4 61,1 1,3 2,13

Z vysledki lze vycist, ze ¢isty PHB, PHB s PMSF a PHB s DDTH a MA je hydrolyzou
témef nedoteny, zatimco u verze modifikované kyselinou benzoovou a MA byly
zaznamenany ubytky hmotnosti kolem 5 %. U PHB s malein anhydridem se také lze
domnivat, Ze Ubytky hmotnosti jsou vys$i, protoZze je mozné, Ze nedoSlo k fadnému
zesitovani polymeru z divodu chybéjiciho iniciatoru. Porovnanim hmotnostnich ztrat lze
vyslovit zavér, ze ptritomnost mikroorganismil hraje dileZitou roli pfi celkovém procesu

degradace, kdy nedochazi pouze k hydrolyze.

5.1.2 Stupein hydrolyzy PHB s modifikatory vypocitany na zakladé celkového

organického uhliku rozpusténého v kapalné fazi

Stupent hydrolyzy byl vypocitan ze zjiSténych hodnot hmotnostnich koncentraci celkového
organického uhliku (TOC), ktery byl obsazen ve vodnych fazich po hydrolyze a ze zndmé

navazky vzorku, ktera byla pro hydrolyzu pouzita.

Na obrazku 7 (totéz ukazuje tabulka 12) 1ze pozorovat nizky ubytek materialu u ¢ist¢tho PHB
a PHB s 1 % PMSF. S rostouci dobou expozice lehce nariistal hydrolyticky stupent pouze
u PHB s 5 % malein anhydridu, kde dosahuje témét 7 % a u PHB s kyselinou benzoovou,
kde se pohybuje kolem 4%. Tato cCisla jsou ovSem, co se tyCe degradace, zanedbatelna,
pravdépodobné mohou odpovidat hmotnostnimu piidavku modifikatoru a poukazuji pouze

na to, ze PHB, at’ uz s modifikatory nebo bez, abioticky nehydrolyzuje nebo velmi pomalu.
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Obrazek 8 Stupen hydrolyzy jednotlivych vzorku PHB s modifikatory v zavislosti na dobé
trvani hydrolyzy

Z tabulky 12 lze vy¢ist, Ze po 30 dnech hydrolyzy u PHB a u PHB/MA po 71 dnech mohlo
dojit k chybé meéteni. Z jednotlivych tbytkti hmotnosti a stupiit hydrolyzy ovSem neni
mozné urcit, jestli vzorky folii hydrolyzuji nebo jestli se pouze nevymyvaji modifikatory.
K tomuto by bylo zapotiebi provést vice analyz (napi. UV/VIS, DSC, GPC), coZ nebylo

mozné z diivodu uzavieni vysokych Skol dle natfizeni vlady v dob& pandemie COVID 19.

Hydrolyticka degradace PHB (a P (3HB-co-3HV) a P (3HB-co-4HB)) byla studovana jiz
v roce 1989 Yoshiharu Doi a jeho kolektivem pfi teploté 37 °C (pH 7,4). Autofi popisuji
ztratu molekulové hmotnosti o 50 % po 1 roce v pufrovaném roztoku a tuto pomalou
degradaci ve srovndni sjinymi polyestery pfipisuji vysoké krystali¢nosti

polyhydroxyalkonatd.

Oproti tomu syntetické polyestery v porovnani se ptirodnimi hydrolyzuji abiotickou cestou

pomémné rychle. Ukazuje to naptiklad diplomova prace kolegy Cernohouse, ktery
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hydrolyzoval PBS, PBSA a PBAT a béhem 131 dni expozice vzorkii zaznamenal stupeni
hydrolyzy az ze 75 %. Ve svém ¢lanku Larranaga a Lizundia (2019) popisuji naptiklad PLA,
ktera podléha mnohem rychlejsi degradaci ve vodném roztoku piti 58°C nez piti fyziologické
teploté. Kyselinu poly(mlé¢nou) lze 1 velmi rychle hydrolyzovat na kyselinu L-mlé¢nou pii
180 °C po dobu 30 minut. Dale naptiklad polyglykolid (PGA) degraduje §té€peni esterovych
vazeb v celém objemu s ~ 90% ztratou hmotnosti za 50 dni. Kinetika rozkladu PGA se navic

urychluje pfi ptisobeni pH> 10.

Tabulka 12 Porovnani stupiii hydrolyzy PHB s modifikatory behem 71 dni

Stupeint hydrolyzy [%]
5 dni 13 dni 30 dni 55 dni 71 dni
PHB 0,74 0,72 3,49 0,41 0,20
PHB/B 4,32 3,67 3,57 3,81 4,00
PHB/PMSF 1,22 1,96 2,96 1,31 1,36
PHB/DDTH/MA 1,45 1,01 2,76 2,58 2,55
PHB/MA 3,42 4,65 5,96 6,72 3,23

Béhem procesu hydrolyzy pii §tépeni polymernich fetézcii polyesterti vznikaji produkty
degradace, které mohou byt zjistény v TOC ve vodné fazi. Tato prace se touto analytickou
metodou nezabyvala. Podle prace Yu a jeho kolektivu (2005) i pfes to, Ze neni mechanismus
hydrolyzy PHB zcela objasnény, tak hlavnimi monomernimi produkty alkalické hydrolyzy
PHB jsou kyselina 2-butenovéa a krotonova kyselina. DlleZitym pro vznik téchto produktii
degradace je alkalicky roztok (pH 12,5), v némzZ dehydrataci kyseliny 3-hydroxybutyrové
vznikd kyselina krotonova. V kyselém roztoku se neobjevila ani 3HB ani kyselina
krotonova. Ddle ve své studii Yu a kolektiv (2005) zmifluje, Ze ackoliv je degradace
polymeru casto kvantifikovana hmotnostnim tUbytkem anebo zménami molekulové
hmotnosti, tak aby bylo mozné 1épe porozumét hydrolytické degradaci PHB, v¢etné kinetiky

a mechanismu hydrolyzy, je potfeba zkoumat vznik produktti degradace.

Larranaga et Lizundia (2019) uvedli né¢kolik studii, které dokladaji, ze hydrolyticka
degradace PHB v abiotickém prostfedi probiha pomaleji, protoze se zvySuje molekulova

rychlost degradujiciho polymeru v disledku snizené molekuldrni mobility zplsobené
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dlouhymi fetézci. Ubytek hmotnosti a snizeni molekulové hmotnosti urychluje piitomnost

zbytkovych monomert.

Dalsim aspektem pomalé hydrolytické degradace, kterou tito autoii uvadéji, mize byt
poréznost materialu. Ackoliv se to muze zdat kontraintuitivni, vysoce porézni materialy
byvaji odolngj$i vici hydrolytické degradaci. Je to diisledek toho, ze kyselé vedlejsi
produkty vznikajici pfi degradaci materidlu, mohou byt uvoliilovany do vné&jSiho média
pomoci port. V opacném piipad€, u neporéznich vzorkii dochazi k nezddoucim dutym

strukturam, kde se zachytavaji kyselé vedlejsi produkty a urychluji rychlost degradace.

Poréznost folii pouzitych vtomto experimentu by bylo mozné zjistit rastrovacim
elektronovym mikroskopem SEM. SEM muze byt vyuzito jako doplikova metoda pfi
biologickych testech a diky ni mizeme studovat morfologické zmény povrchu polymerti.

Bohuzel vzhledem k situaci a nedostatku ¢asu nebyla tato metoda vyuZzita.

5.1.3 Vizualni hodnoceni vzorkii PHB s modifikatory po hydrolyze

K vizudlnimu hodnoceni pfipravenych folii doSlo po vysuSeni vzorku na konstantni

hmotnost. Porovnaval se vzorek po 5 dnech expozice a po 71 dnech expozice.

Na obréazku 8 se nachézi snimky vzorka f6lii PHB potizené za Gi¢elem vizudlniho zhodnoceni
postupu hydrolyzy. Zde bych radda podotkla, Ze pti pouziti jiného fotoaparatu, popf.
skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) by snimky vice vypovidaly o stavu vzorkl
po hydrolyze. Z vizualniho posouzeni jednotlivych vzorkl 1ze usoudit, ze nedoslo k zadné
viditelné zméné ani kiehnuti u vzorku PHB, ¢emuZz odpovidaji 1 hmotnostni ubytky vzorku.
Lze se tedy fici, ze PHB neni v abiotickému prostfedi pti pH 7,2, teploté 58 °C za 71 dni

viditeln¢ degradovatelné.

Na obrazku 8 je zfejmé, Ze nejvice degradoval vzorek folie PHB s 5 % malein anhydridu.
Jiz po 5 dnech hydrolyzy doslo k jeho kifehnuti a rozpadani se na malé ¢asti. S postupem

hydrolyzy bylo mozné pozorovat postupné fidnuti folie a dalsi rozpad.

Dal§im vzorkem, u n¢hoz byla pouhym okem znatelna degradace hydrolyzou po 71 dnech,
byl vzorek PHB s 5 % kyseliny benzoové, ktery se staval velmi kiehkym, a dochdzelo u ngj
k lamani.

K ldmani nebo droleni taktéz dochazelo u vzorku PHB s 2,5 % DDTH a 2,5 % malein

anhydridu jiz po 13 dnech expozice. Pfedpokladalo se, Ze DDTH by mohl slouZit v matrici

PHB jako tzv. chain extendor a prodlouzenim fetézce PHB zpomalit jeho degradaci. Toto
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ovSem nezabranuje jeho kiehnuti. Autofi Larranaga a Lizundia pisi, Ze zvySovani flexibility
fetézce polymeru, pravé zvySovanim poctu alifatickych skupin hlavniho fetézce nebo
alifatickych postrannich fetézcii, vede ke snizovani teploty skelného pfechodu. (Larranaga
et Lizundia, 2019) Pravé to muze mit za nasledek zvySenou kiehkost folie s DDTH.
U vzorku folie PHB s 1 % PMSF byla zaznamenana pouze zména zbarveni do rizova

(na fotografii nelze rozeznat).

PHB 5 den PHB/B 5 den PHB/PMSF 5 den PHB/DDTH/MA 5 den PHB/MA 5 den

PHB 71 den PHB/B 71 den PHB/PMSF 71 den PHB/DDTH/MA 71 den PHB/MA 71 den

Obrazek 9 Vizudlni srovnani vzorkii folit PHB po 5 a 71 dnech abiotické hydrolyzy

5.1.4 Analyza ATR-FTIR vzorki PHB s modifikatory po hydrolyze

Analyza ATR-FTIR byla provedena v rozsahu vino¢tu 4000 — 500 cm™. Pro zjiiténi zmén
absorbanci u vzorka fo6lii PHB s modifikatory byly pouzity vzorky folii, ze kterych
experiment vychdzel, a tedy nezasazené hydrolyzou, oznacené jako nulty den (srovnavaci

vzorek) a 71. den, tedy pted pocatkem experimentu a konec experimentu.

Obrazek 10 znazornuje zavislost absorbance na vlnoctu pro srovnavaci vzorek ¢ist¢ho PHB
nulty den a pro vzorek PHB po 71 dnech expozice. Dale jsou v tomto obrazku znazornény
jednotlivé funkéni skupiny, kterym odpovidd dany pik o dané hodnoté vinoctu. Slabé piky
na 2964 cm!, 2971 cm™! a vyssi pik na 1375 cm’! oznaduji piitomnost alkylové skupiny
-CH3 a -CH», -CH. Prominentni piky na 1716 cm™ a 1263 cm™ oznacuje karbonylovou
skupinu C=0 a asymetrickou C-O-C protahovanou vibraci charakteristickou pro esterovou
vazbu v PHB molekule. Absorpéni pasy kolem 1130 az 827 cm™ naznacuji C-O a C-C
protazené vibrace. Slaby pas vrozmezi 3900 az 3565 cm’' je piipisovan koncovym
hydroxylovym skupindm. Tato interpretace jednotlivych pasti odpovidd nastudované

literatute (Pi et al (2016), Jirage et al (2016), Unsal et al (2015).
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Ze zobrazenych pikli lze usuzovat, ze nedochdzelo k vyrazngj$im zménam absorbance

v zavislosti na dobé expozice hydrolytické degradace.

0,02
1716 -C=0
1043 C-O
——PHB O den 1263 C-O-C

0,02

——PHB 71 den 978 C-C

1375 CH3
0,01

2971 (C)-CH3 0,01

2964 (C) - CH3

A[1]

0,00

1500,00 500,00

-0,01

-0,01

-0,02

U [em?]

Obrazek 10 ATR — FTIR spektrum vzorku PHB pred expozici a po 71 dnech expozice pri
teploté 58 °C

Na obrazku 11 Ize vidét spektra PHB s kyselinou benzoovou pted expozici a po 71 dnech
expozice. Rozsah pikl se pfili§ nelisi od pfedchozi testované folie PHB bez modifikatoru.
Absorpéni pasy ziskané pii 1379, 2980 a 2937 cm™' oznacuji skupiny -CH3 a -CH», -CH.
Taktéz piky 1718 cm™ a 1259 cm™ se nelisi od predchoziho a koresponduji s esterovou
karbonylovou skupinou C=0 a protahovanym vibracim C-O-C krystalickych ¢asti PHB.
Také pik ve 1132 naznacuje nasycené estery a absorpcni pas kolem 1043 az 978 nam ukazuje
na protazeni vazby C-O a C-C esterové skupiny. Rozmezi pikli kolem absorbance 0 je takika
stejné jako u Cist¢ého PHB, mizeme se tedy domnivat, ze pfidavek modifikatoru i zmény

hmotnosti vzorku jsou tak nizké, ze se na absorbancich nemohou projevit.
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0,03
1132 C-0-C, 1043C-O
——PHB/B 0 den
1718 C=0 0,03
1259 C-0-C
——PHB/B 71 den
“ , 978 C-C
0,02
0,02
1379 CH3
n 0,01 =
<
2937 (C) - CH2
2980 (C)-CH3 0,01
0,00
00,00 2500,0 1500,00 500,00
-0,01
-0,01
-0,02

U [em?]

Obrazek 11 ATR -FTIR spektrum vzorku PHB s 5 % kyseliny benzoové pred expozici a po
71 dnech expozice pri teploté 58 °C

Obrazek 12 zobrazuje zavislost absorbance na vino¢tu PHB s modifikdtorem PMSF pied
expozici a po 71 dnech expozice. I tyto zavislosti absorbance na vino¢tu odpovidaji
pfedchozim vzorkim folii. Pfidavek modifikéatoru v tomto ptipadé byl pouze 1%, z ¢ehoz
usuzuji, Ze se toto mnozstvi nemohlo na rozloZeni pikli projevit. Pfes opakované méteni
vzorku se objevoval na vysledném zobrazeni Sum. Po 71 dnech se piky pfi 2964 cm™ a 2915
cm’! stdvaji malo znatelnymi. Slaby pas v rozmezi 3900 az 3565 cm™! zfejmé zobrazuje
koncové hydroxylové skupiny. Folie PHB s PMSF vykazovala pouze zanedbatelné procento

ubytku materidlu, coz odpovida tomu, co vidime i na tomto grafu.
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0,02
1275 C-0-C 1052 C-0
1720 C=0 1132 C-0-C
——— PHB/PMSF 0 den 980 -C-C
——— PHB/PMSF 71 den 1379 CH3 0,01
2915 (C)-CH2 001
2964 (C)-CH3
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-0,01
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Obrazek 12 ATR — FTIR spektrum vzorku PHB s 1 % PMSF pred expozici a po 71 dnech
expozice pri teploté 58 °C

Obrazek 13 je vysledkem méteni zavislosti absorbance na vino¢tu PHB s pfidavkem DDTH
0 2,5 % a malein anhydridu 0 2,5%. Absorpéni pasy pii 2970, 1379 a 2929 cm! opét oznaduji
zékladni funkéni skupiny PHB, a to -CH3 a -CHa,. Piky 1720 cm™ a 1272 cm™ opét
koresponduji s karbonylovou skupinou C=0 a C-O-C krystalickych ¢asti PHB. Také pik
ve 1132 naznacuje nasycené estery a absorpéni pas kolem 1043 az 978 ndm ukazuje na
protazeni vazby C-O a C-C esterové skupiny. AvSak zména se nachazi v absorbancich folie
pted hydrolyzou, piky jsou velmi nizké a je zde vidét znacny Sum. Nabizi se otazka, zda

meteni probéhlo spravng, i kdyz bylo opakované provadéno.
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Obrazek 13 ATR — FTIR spektrum vzorku PHB s 2,5 % DDTH a 2,5 % malein anhydridu
pred expozici a po 71 dnech expozice pri teploté 58 °C

Posledni obrazek 14 ukazuje ATR-FTIR spektrum folie PHB s 5 % malein anhydridu. Toto
méteni zavislosti absorbance na vinoctu PHB s MA se taktéz od predchoziho piilis nelisi. Pik

kolem 2300 cm™! pravdépodobné ukazuje na CO,, jak v tomto grafu, tak i predchozich.
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Obrazek 14 ATR — FTIR spektrum vzorku PHB s 5 % malein anhydridu pred expozici a po
71 dnech expozice pri 58 °C

Pfi porovnani spekter ATR- FTIR s vySe zminénou literaturou (Pi ef al (2016), Jirage et al
(2016), Unsal et a/ (2015)) lze usoudit, Ze mnozstvi modifikatoru ve vSech ptipadech je
opravdu zanedbatelné, aby se projevilo na zménach pevnosti chemickych vazeb
a molekulové struktuie vzorku po abiotické hydrolyze. Zmény bychom pravdépodobné
mohli zaznamenat po provedeni gelové permeacni chromatografie nebo diferencidlni
skenovaci kalorimetrie, které nemohly byt provedeny z objektivnich divodi. Ovsem je
mozné, ze ani pii téchto analyzach by se Zddna zména neprojevila, protoZze PHB pfi abiotické

hydrolyze témét nedegraduje.

Pokud se zamétime na funkéni skupinu C=0, je ziejmé, ze k poklesu absorbance doslo jen
minimalné, coZ potvrzuje piedpoklad, ze vzorky PHB jsou rezistentni vii¢i abiotické

hydrolytické degradaci.

Pro zajimavost piikladam srovnani s FTIR spektrem krotonové kyseliny a filmid z PHB
podrobenych hydrolyze ve vodé a zasaditém roztoku (2 N OH") pti 70°C po dobu 2 hodin,
které¢ je popisovano Jian Yu et al (2005) v jejich Clanku. Autoti udavaji, ze az 40 %

hmotnosti filmu bylo rozlozeno na 3HB a kyselinu krotonovou. Oproti tomu filmy, které
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byly hydrolyzovany ve vod¢, nevykazovaly zadné hydrolytické produkty (3HB a
krotonovou kyselinu). Obrazek 15 nam ukazuje, Ze povrchy filmt nevykazuji zadné rozdily
v infraCervené oblasti, ale ukazuji stejnou charakteristickou absorpci pfi protazeni esterové
vazby C=0 pfi 1720 cm™ a pfi protazeni C-O esterové vazby pii 1278 cm™!. Pro srovnani
C=0 krotonov¢ kyseliny je konjugovéano s C=C (CH3-CH=CH-COOH) a rezonan¢ni u¢inek
snizuje frekvenci absorpce karbonylu pii 1654 cm™. (Yu et al, 2005)
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Obrdazek 15 FTIR spektrum kyseliny krotonové a PHB filmii ve vodeé a v zasaditém
roztoku (upraveno dle Yu et al, 2005)

Tato prace by mohla byt prospéSna pro dalsi experimenty a studie PHB a modifikatory.
Potvrzeni, Ze PHB abioticky nehydrolyzuje po vice nez 2 mésicich, miZe byt cennou
informaci pro dalsi vyzkum téchto materialti probihajici na katedie. Podle mého nézoru by
bylo hodnotnéjsi cely experiment zopakovat v delSim ¢asovém obdobi (min. 1 rok) pro
signifikantn¢j$i vysledky. OvSem je zfejmé, ze v abiotickém prostiedi pifirodni PHB

degraduje velmi omezené.
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ZAVER

Polyhydroxybutyrat je biodegradabilnim materidlem, ktery ma své prednosti 1 nedostatky pfi
jeho zpracovani. Jednou z jeho negativnich vlastnosti je schopnost krystalizace, kdy se stava
velmi kiehkym a dalsi je jeho pomérné rychla biodegradabilita, kterd omezuje jeho pouziti
pro praktické aplikace. Existuji moznosti, které mohou tyto vlastnosti ovlivnit. Patii mezi né
1 chemicka modifikace polymerniho fetézce pridavkem rtiznych modifikatorti. Cilem této
diplomové prace bylo vytvoreni literarni reSerSe na téma polyhydroxybutyratu a jeho
vlastnosti a dale provedenim abiotické hydrolyzy folii PHB s modifikatory ve vodném

pufrovaném prostiedi.

Poly(hydroxybutyrat) s pfidavkem 5 % kyseliny benzoové nebo 1 % fenylmetansulfonyl
fluoridu nebo 2,5 % 2,5-dimethyl-2,5-di-(tert -butylperoxy) hexanu a 2,5 % malein
anhydridu anebo dale 5 % malein anhydridu ve formé fo6lii o tloustce 100 um byly
podrobeny hydrolyze v prostiedi fosfatového pufru o pH 7,2 pfi teploté 58°C, kterd méla
simulovat teplotu v primyslovém kompostu, po dobu 71 dni. Stupenl hydrolyzy folii byl
vyhodnocen na zékladé€ analyzy rozpousténého organického uhliku uvolnéného do vodného
pufru. Soucasné byl zjistovan hmotnostni tbytek a vizudlni zmény fo6lii. Dalsi provedenou
analyzou byla ATR-FTIR za Gcelem posouzeni zmén funkénich skupin v polymeru. Dalsi
planovanou analyzou byla DSC, za Gc¢elem posouzeni teplotniho chovani vzorki pfi jejich
postupném ochlazovani a zahtivani. Tato analyza bohuZel nemohla byt provedena z diivodu

uzavieni fakulty z vladniho natizeni v dob& pandemie COVID 19.

Po 71 dnech expozice ¢isttho PHB bez pfidavku modifikatoru bylo nedosazeno ani 1%
hydrolytického stupné. U vzorku PHB s kyselinou benzoovou bylo dosaZeno hydrolytického
stupné okolo 4 %. Vzorek PHB s PMSF dosahoval nejvyssiho stupné hydrolyzy po 30
dnech. Folie PHB s DDTH/MA nedosahla ani 3% hydrolytického stupné po 71 dnech.
Vzorek PHB s malein anhydridem hydrolyzoval ze vSech testovanych PHB folii nejlépe. Jiz
po 55 dnech expozice dosahoval stupein hydrolyzy témér 7 %. V nékterych ptipadech
nekoresponduji stupné hydrolyzy stanovené dle naristu TOC v kapalné fazi s hmotnostnimi
ubytky danych vzorkl, coZz pravdépodobné zptlisobila chyba meétfeni nebo nepiesnost

pfistroje.

Po analyze ATR — FTIR mulzeme potvrdit, Ze nedochdzi k vyznamnym zméndm
v chemickych strukturdch danych vzorkd. Dle poklesu ¢i ndrlstu absorbanci funkcnich

skupin jsme neodhalili Zddnou zménu, kterd by mohla mit vliv na odbourani danych vzork.
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Tyto vysledky ukazuji, Ze degradace probiha pouze na povrchu filmu a chemické struktury
se vyznamné neméni. PHB i s modifikatory je diky své chemické struktufe vici abiotické

hydrolyze do jisté miry rezistentni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Da Dalton, jednotka molekulové hmotnosti
DBS dibutylsebakat

DOS dioktylsebakat

FTIR infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
GPa giga pascal, jednotka tlaku

HA hydroxylova kyselina

HB hydroxybutyratu

HEMA 2-hydroxyethylmethaakrylatu

HV hydroxyvalerat

L5003 Lapro 15003

L503 Lapro 1503

LCA Life cycle assessment = posuzovani zivotniho cyklu
MA malein anhydrid

mcl medium chain lenght

MMA methylmethaakrylat

P3HDD poly(3-hydroxydodekanoat)

P3HO poly(3-hydroxyoktanoat)

PBAT butylenadipat tereftalat

PBS polybutylensukcinat

PBSA polybutyleadipat

PBST polybutylensukcinat tereftalat

PBT polybutylentereftalat

PCC polypropylenkarbonat

PCL polykaprolakton

PE polyethylen
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PEG

PET

PGA

PHA

PHB

PHH

PHV

PIB

PLA

PP

PTMAT

PVA

PVC

scl

Uv

polyethylenglykol
polyethylentereftalat
kyselina poly(glykolova)
polyhydroxyalkonaty
polyhydroxybutyrat
polyhydroxyhexanoat
polyhydroxyvalerat
polyisobutylen

kyselina poly(mlécna)
polypropylen
polytetramythylenadipat tereftalat
poylvinylalkohol
polyvynilchlorid

short chain lenght

teplota skelného prechodu

ultrafialovy
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