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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva pfipravou a charakterizaci binarnich polymernich filmd na
bazi polylaktidu a polyetylenglykolu slouzicich pro imobilizaci bakteriocinu nisinu
S potencialnim vyuzitim v oblasti antibakteridlniho baleni potravin ¢i ve zdravotnictvi.
Byly pfipraveny polymerni filmy s polyethylenglykolem o molekulovych hmotnostech
400-6000 g.mol™a koncentracich 0-20 hm. %, u kterych byly hodnoceny strukturni,
mechanické a teplené vlastnosti a chovani ve vodném prostiedi. U filmia s imobilizovanym
bakteriocinem nisinem byla studovana antibakterialni aktivita dle normy ISO 22196

a kinetika uvolfiovani.

Klic¢ova slova: polylaktid, polyetylenglykol, polymerni smés, imobilizace, bioaktivni latka,

nisin

ABSTRACT

This diploma work deals with preparation and characterization of binary polymer films
based on polylactide/polyethylene glycol developed for immobilization of a bacteriocin
nisin with potential applicability in antimicrobial food packaging or medicine. There were
prepared polymer films with a polyethylene glycol having molecular weights 400-6000
g.mol™ and the concentration of 0-20 wt. %. The blends were characterized on the
structural, mechanical and thermal properties and behavior in an aqueous environment.
Antibacterial activity of these films immobilized bacteriocins nisin  was evaluated

according to ISO 22196 and release kinetics.

Keywords: polylactide, polyethylene glycol, polymer blend, immobilization, bioactive

compound, nisin
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UvVOD

Polymery jsou v dnesni dobé kazdodenni soucasti zivota. Staly se nahradou za diive hojné
vyuzivané materialy jako jsou dievo, sklo ¢i keramika. Diky svym vlastnostem, mezi které
patii napf. pevnost, tvarovatelnost za tepla a odolnost proti korozi a riznym druhim
chemikalii, jsou stale vice vyuzivany v mnoha primyslovych odvétvich. Vyroba
polymernich zdravotnickych prostfedk patii mezi vyznamné oblasti jejich aplikace.

vvvvv

vuci bakteridlnimu osidlovani. To miize mit za nasladek vznik negativnich efektti ve formé
nozokomidlnich infekci, které s sebou mimo zdravotnich komplikaci pacienti piinaseji

I nemalé ekonomické naklady.

Resenim tohoto problému je antibakterialni modifikace polymerti pomoci chemickych
latek tzv. antibakteridlnich Cinidel, které jsou pievazné na bazi synteticky pfipravenych

sloucenin.

V soucasné dobé se také casto diskutuje o nahrazeni synteticky vyrobenych latek
ptirodnimi, které jsou Setrné jak k Zivotnimu prostiedi, tak i z hlediska ekonomického.
Mezi prirodni latky, které by mohly byt vyuzivany pro antimikrobialni modifikace
polymerti, patii bakteriociny. Tyto piirodni bioaktivni latky patii mezi
antimikrobialni peptidy produkované bakteriemi, s rliznou Urovni a spektrem ucinnosti.
Mezi nejznamé;jsi, nejvice studovany a v potravinaistvi nejvice pouzivany bakteriocin patfi
nisin. Nisin je produkovan bakteriemi Lactococcus lactis subsp. lactis a kromé toho, ze je
vyuzivan jako konzervant v potravinaistvi, je perspektivni pro uplatnéni i v dalSich

oblastech.

Cilem této prace je piiprava binarniho polymerniho systému na bazi polylaktidu (PLA)
a vodorozpustného polymeru polyethylenglykolu (PEG), za ucelem modifikace polymerni
matrice, vytvofeni vhodného prostfedi pro imobilizaci bakteriocinu — nisinu a sledovani
stability a kinetiky uvolnovani do vodného prostiedi. PLA/PEG/nisin systémy maji

potencialni uplatnéni v oblasti bioresorbovatelnych zdravotnicych prostiedk.
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1 BIOLOGICKY ROZLOZITELNE POLYMERY

Jako biodegradovatelny nebo také biorozlozitelny polymer je oznaCovana
makromolekularni latka, kterou je mozné chemicky rozlozit piisobenim mikroorganismui
(bakterie, plisn¢, houby a fasy). Vyslednymi produkty procesu degradace jsou oxid
uhlic¢ity, voda a zbytkova biomasa [1].

Biologicky rozlozitelné polymery tvofi velmi rozsdhlou skupinu materidlti, kterou je
mozné rozdélovat podle raznych hledisek. Jedno zhlavnich déleni biorozlozitelnych
polymerti je podle jejich piivodu na piirodni a syntetické. Mezi ptirodni biologicky
rozlozitelné polymery jsou fazeny polysacharidy, proteiny a mikrobialni polyestery.
Syntetické biologicky rozlozitelné polymery lze podle jejich strukturyrozdélit na
polyestery, polyuretany, polyamidy a polymery s hlavnim uhlikovym fetézcem. Dale je
mozné specifikovat, zda-li se jedna o syntetické biologicky rozlozitelné polymery na bazi

obnovitelnych ¢i neobnovitelnych surovinovych zdroji [1], [2].

1.1 Prirodni biorozlozitelné polymery

Biopolymery jsou slou¢eniny makromolekularniho charakteru, které se nachazi v latkach
vyskytujici se v piirodé v zivych organismech, kde vytvareji uspofadanou nadmolekularni
strukturu, spolecné tvofi stavebni materidl bunék, fidi a uskutecniuji veskeré bunécné déje
a degradace téchto biopolymerd souvisi s pfirozenym rozkladem hmoty v Zivotnim
prostiedi. Od vétsiny syntetickych polymert se odliSuji chemickou stavbou zakladniho
polymerniho fetézce, ve kterém se vzdy vyskytuji atomy kysliku nebo dusiku, coz je mimo

jiné i davodem jejich biorozlozitelnosti [2].

Vznik biopolymeri probiha procesem nazyvanym polykondenzace. Pti kondenzaci
dochazi ke spojovani stavebnich jednotek (monomerti), vznikaji charakteristické
kovalentni vazby a soucasné také dochazi k odstépeni nizkomolekularnich latek — pfevazné
molekul vody. Pokud dochazi k procesu opacnému tedy degradaci, hovoiime o tzv.

hydrolytickém §tépenti, pro které je dilezita pfitomnost vody a také specifického enzymu.

Podle chemického slozeni jsou do skupiny biopolymerii fazeny polysacharidy, proteiny

a mikrobialni polyestery [2].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

a) Polysacharidy

Polysacharidy jsou vyznamnou skupinou makromolekuldrnich sloucenin, které se
vyskytuji v pfirodé. Vznikaji spojovanim monosacharidovych jednotek pomoci rtuznych
typt glykosidickych vazeb do linearnich, nebo vétvenych polysacharidovych fetézcu.
Podle jejich biologické funkce lze polysacharidy rozdé¢lit na latky zasobni — Skrob,
glykogen, inulin a strukturni — celuldza, chitin, proteoglykany [2], [3].

Skrob

Makromolekularni latka slozend z molekul glukézy. Patii mezi vétvené polysacharidy
aslouzi jako zasobni latka v rostlindich. Vyskytuje se hlavné v semenech a hlizach ve
formé §krobovych zrn razné velikosti. Skrob se sklada ze dvou riznych fetézct — amyloza
a amylopektin (Obr. 1). Tyto fetézce se odliSuji svou strukturou, vlastnostmi a jejich

vzajemny pom¢er je zavisly na druhu rostliny.

Amyléza je tvofena z nerozvétvenych linedrnich fetézct, které obsahuji nekolik stovek
molekul glukézy spojené vazbou a(1,4). S jodem vytvaii modry komplex a v horké vodé je

rozpustnéjsi a méné viskdzni nez amylopektin.

Amylopektin je také slozen z glukézovych jednotek spojenych vazbou a(1,4), ale na rozdil
od amylozy ma amylopektin Fetézce bohaté vétvené pomoci glykosidickych vazeb a(1,6).
Touto vétvenou strukturou se velmi podoba Zzivocisnému zasobnimu polysacharidu

glykogenu. Pti reakci s jodem se barvi modrofialové [3].
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Amyléza

5CH,0H

Amylopektin

Obr. 1 Strukturni vzorec amylézy a amylopektinu [3]

Celuloza

Celuloza (Obr. 2) patii do skupiny strukturnich polysacharidi. Jeji slozeni se podoba
zasobnim polysacharidim, ale malou zménou ve struktufe dojde k velkému ovlivnéni
vyslednych vlastnosti slouceniny. Celuldza patii mezi nejrozsitené;si ptirodni polymery na
Zemi a je zakladni stavebni sloZzkou stromul a rostlin. Jednou z vlastnosti je schopnost
tvorby vlaknité struktury, ktera se vyuziva pii vyrob¢€ baviny. Glukézové jednotky
Vv polymernim fetézci celulozy jsou spojeny P(1,4) glykosidickymi vazbami, coz

Mrwe

zaptiCiluje zasadni rozdily ve fyzikalnich vlastnostech oproti zdsobnim polysacharidiim

[3], [4].

Obr. 2 Strukturni vzorec celulozy [3]
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Velky vyznam pro textilni a plastikéaisky pramysl maji derivaty celul6zy.

Acetylceluloza je technicky nejvyznamnégj$i derivat celulozy v oblasti plastikarského
prumyslu. Vznika esterifikaci celulozy acetanhydridem za piitomnosti kyseliny sirové.

Tato skupina je vyuzivana na vyrobu vlaken, plasti, filmd, laminovacich folii a natéru.

Ethylceluloza je derivat celuldzy, ktery se ziskava reakci celulozy s hydroxidem sodnym
a ethylchloridem. Vyuziva se v plastikafském pramyslu pii vyrobé tenkych filma

a Vv potravinaistvi a kosmetice jako emulgator E 462.

Karboxymethylceluléza vznika zasadité katalyzovanou reakci celulozy s kyselinou
chloroctovou. Vyznamné je vyuziti v potravinatském primyslu, kde se pouziva ke zméné
viskozity, k zahustovani a ke stabilizaci emulzi. Jako ptidatna latka v potravinach byva

oznacovana kodem E 466 [4, s. 110].

Chitin

Tento strukturni polysacharid (Obr. 3) tvofi stavebni material hub, hmyzu a korysu. Ma
vlaknitou strukturu a jeho fetézec je slozen =z jednotek N-acetyl-D-glukosaminu

pospojovanych B(1,4) glykosidickou vazbou. Od struktury celuldzy se chitin odlisuje

pouze nahrazenim hydroxylové skupiny za acetamidovou [2], [3].
Chitosan

Chitosan (Obr. 3) je latka ziskana chemickou reakci — deacetylaci chitinu. Tato latka ma
vyznamnou antibakteridlni vlastnost, je schopné na sebe vazat té€zké kovy a v 1€kafstvi je
vyuzivana pro svou schopnost zastavovat krvaceni a omezovat srazlivost krve. Dalsi
moznosti vyuZiti je v kosmetickém primyslu, a to diky svym hydratacnim schopnostem.
V potravinafstvi se vyuziva pro vyrobu tenkych folii se schopnosti propoustét vzduch [3],

[5].
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Obr. 3 Strukturni vzorec chitinu a chitosanu [3]

b) Proteiny

Proteiny jsou makromolekularni dusikaté biopolymery skladajici se z aminokyselin, které
jsou spojeny peptidovou vazbou. Molekulova hmotnost vzniklych proteini se pohybuje
v rozmezi 10%-10° g.mol'l. V zivém organismu proteiny plni spoustu rozmanitych funkci.
Mohou to byt napf. funkce katalytické (enzymy), regulacni (hormony), obranné
(protilatky), zajistujici pohyb (svalové bilkoviny), transportni (hemoglobin, chlorofyl)
¢i podpurné (skleroproteiny) [4, s. 21], [5, s. 39].

Podle uspotadani proteinového fetézce jsou rozliSovany jednotlivé struktury bilkovin —

primarni, sekundarni, tercidrni a kvartérni.

Primarni struktura proteini je ddna sekvenci jednotlivych aminokyselin v peptidovém
retézci.

Sekundarni  struktura zahrnuje vzajemné prostorové uspofddani aminokyselin
Vv peptidovém fetézci stabilizovaném vodikovymi mustky. Prvnim typem sekundéarnich

struktur jsou Sroubovicové struktury neboli helixy. Druhym typem sekundarni struktury je
[B-struktura (B-hieben).

Terciarni struktura polypeptidového fetézce je dana jeho celkovym tvarem, ktery je

vysledkem interakci mezi jednotlivymi useky o odlisné sekundéarni struktutfe. Terciarni
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struktura je pro kazdou bilkovinu unikatni a podle tercidrni struktury jsou bilkoviny

rozde€leny na fibrilarni (vlaknité) a globularni (klubkovité).

Kvartérni struktura vznikéd spojenim néckolika polypeptidickych fetézcti za vzniku vySsiho
molekularniho celku. Takova struktura vznika u enzymu, hemoproteind, pojivovych
bilkovin a virG. Typickym zastupcem heterogenni kvartérni struktury je hemoglobin [2],
[4, s. 37-49], [5, s. 38].

c) Mikrobialni estery

Jsou vysokomolekularni latky, které mohou byt za urcitych okolnosti produkovany
mikroorganismy, jako jsou napi. Alcaligenes eutrophus a Rhodobacter shaeroides. Jedna
se 0 vytvafeni zasobnich latek podobnych Skrobu nebo glykogenu (Obr. 4). Tyto latky se
ukladaji ve formé granuli, a pokud dana bakterie nemd dostatek jiného zdroje obzivy, tak je
spotiebuje. Vlastnosti téchto mikrobialnich polyesterd jsou srovnatelné s vlastnostmi
syntetickych polymert. Nejznaméj$im zastupcem této skupiny jsou polyhydroxyalkanoaty
(PHA) [1].

Obr. 4 PHA ve formé granuli uvniti bunék [6]
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1.2 Syntetické biorozloZitelné polymery

Tato skupina biologicky rozlozitelnych polymeri je uméle vyrobena ¢lovékem a pii¢inou,
pro¢ se lidé snazi o vyrobu a aplikaci takovych materialti, je ochrana Zivotniho prostiedi
V souvislosti s obrovskym mnozstvim produkovaného plastového odpadu, a dale také
vyvoj novych materialt, které umozni rozvoj technologii v medicing, farmacii
a biotechnologii. Mezi synteticky biorozlozZitelné polymery je mozné zatradit nékteré
zastupce ze skupiny polyesterti, polyuretanii, polyamidi, poptipadé polymerti s hlavnim

uhlikovym fetézcem [1].
a) Polyuretany

Polyuretany jsou polymery, které se vyrabé&ji polyadi¢ni reakci vicefunkénich isokyanatt
s vicefunkénimi alkoholy — polyoly. Funkénost alkoholli nésledné ovlivituje vysledny
produkt, zda bude mit linearni nebo zesiténou strukturu. Polyuretany se pouzivaji jako
pény, elastomery, vldkna, ¢i jako adheziva a natéry. Dale mohou byt polyuretany pouzity

i jako biomaterial pro medicinské aplikace napf. jako cévy ¢i katetry [1].
b) Polyamidy

Polyamidy jsou polymery, jejichz strukturni jednotky jsou spojeny vazbami NH-CO. Mezi
nejznaméjsi zastupce této skupiny jsou tfazeny polyamid 6 ¢i 66. Jednou z vlastnosti

polyamidu je zvySena afinita k vodé ve srovnani napf. s polyolefiny [2].
c) Polymery s uhlikatym Fetézcem

Do skupiny polymert s uhlikatym fetézcem jsou zafazovany polymery, jejichz patefni
fetézec je tvofen vyhradné uhlikem a jejich biologicka rozlozitelnost je zprostfedkovana
bo¢nimi substituenty. Mezi zastupce polymert s hlavnim uhlikovym fetézcem jsou fazeny
polyvinylalkohol (PVA) a polyvinylacetaty (PVAC), které jsou znamy svou

biorozlozitelnosti [1].
d) Polyestery

Tato skupina polymerl se fadi mezi nejperspektivnéjsi syntetické biorozlozitelné
polymery. Mezi zastupce této skupiny biorozlozitelnych polymera jsou fazeny polymer
kyseliny mlééné (PLA), polymer kyseliny glykolové (PGA), polykaprolakton (PCL)
a polybutylen sukcinat (PBS). Z divodu rozsifeného vyuziti budou jednotlivé polyestery

podrobnéji charakterizovany [2].
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1.3 Polymer kyseliny mlé¢né (PLA)

V soucasnosti je polymer kyseliny mlééné (Obr. 5), neboli polylaktid, povazovan za jeden
z nejvyznamnéjsich biologicky rozlozitelnych polymera. Podle chemické struktury je fazen

mezi alifatické polyestery [1].

CH3 O

I T
O—CH—C

- dn

Obr. 5 Chemicka struktura PLA [3]
Vlastnosti

Pti pokojové teploté je PLA tuha, transparentni, semikrystalicka latka, ktera ma teplotu
skelného piechodu kolem cca 55-65 °C, teplota tani se pohybuje kolem cca 160-170 °C
a pevnost v tahu kolem 32 MPa. Specificka hustota PLA m4 hodnotu cca 1,25 g.cm™. Ve
srovnani s ostatnimi polymery, ukterych se hodnota specifické hustoty pohybuje
v rozmezi od 0,8 do 1,1 g.cm™, je nepatrn& vyssi [7], [8], [9].

PLA je odolny vii¢i rozpoustédlim cyklohexan, ethanol nebo methanol. Naopak se dobte
rozpousti v chloroformu, dichlormethanu a benzenu. Ve vodé je PLA stejné jako vétSina
vysokomolekularnich latek nerozpustny, ale pii kontaktu s vodou dochazi k hydrolyze za
vzniku oligomerti a monomerd kyseliny mlécné, které jiz ve vodé rozpustné jsou [8], [10],
[11].

Mezi nejvyznamnégjsi vlastnosti PLA patii jeho biokompatibilita a biodegradabilita.
Biokompatabilita je charakterizovana jako snasSenlivost a vstiebatelnost v organismu.
Biodegradabilita je schopnost rozkladat se v prosttedi bohatém na vlhkost
a mikroorganismy za vzniku latek jako jsou oxid uhli¢ity, voda a biomasa. Dalsi
vyznamnou vlastnosti PLA je moZnost vyroby z obnovitelnych zdrojii a moZnost vyuZziti

stavajiciho vyrobniho zafizeni [1], [11].
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Vyroba

Polylaktid je mozné vyrobit dvéma zplisoby — pfimou polykondenzaci kyseliny mlécné
(LA) nebo oteviranim laktidového kruhu s naslednou polymeraci. Takovy druh polymerace
je oznacovan jako Ring-Opening Polymerization (ROP). Vychozi surovinou pro vyrobu
polylaktidu je kyselina mlécna neboli 2-hydroxy propanova, ktera je opticky aktivni, a tak
I polymery z ni ptipravené se mohou vyskytovat ve vice formach (Obr. 6). Pti vyrobé
vznika L-PLA syntetizovany z L-Kyseliny mlééné nebo z L-laktidu, D-PLA syntetizovany
z D-kyseliny mlééné nebo z D-laktidu a DL-PLA syntetizovany z DL-kyseliny mlééné
nebo z meso-laktidu [7], [8], [11].

O ) O

O)Hi‘\\CHs O)H/CHa O)'erHs
\\' O \\‘ O O
H,CY H,C" H,C

@] 0 0
L-laktid meso-laktid D-laktid

Obr. 6 Stereoisomery laktidu [7]

a) Piima polykondenzace

Ptima polykondenzace LA je financné méné nakladna nez ROP, ale jeji velkou nevyhodou
je zisk PLA o nedostatecné¢ vysoké molekulové hmotnosti. Pfi¢inou je predev§im
problematické odstranéni vody, kterd vznikd jako vedlejs$i produkt polykondenzace.
Metodou piimé kondenzace je mozné vyrobit PLA o vyhovujici molekulové hmotnosti, ale
pii vyrobé je nutné dodrzet vysoké teploty kolem 180-200 °C, nizky tlak, reakce musi
probihat dlouhou dobu za pouziti vhodného katalyzatoru a azeotropického rozpoustédla,

které usnadni destilaci vznikajici vody [11].

Dalsi nevyhodou piimé polykondenzace je, ze dlouha doba polymerace a pilisobeni
vysokych teplot zpisobi snizeni optické Cistoty polymeru i v pfipadé pouziti vysoce
¢istych monomert. Dal§im velkym problémem je odstranovani rozpoustédla a jeho

recyklace [7], [10], [11].
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b) Ring-Opening Polymerization (ROP)

ROP (Obr. 7) vychazi z monomeru laktidu, dochazi k otvirani laktidového cyklu
anasledné k polymeraci. Cely postup ptipravy PLA je slozen ze dvou krokd. Nejprve

probiha piiprava laktidu a poté nasleduje polymerace [11].
Priprava laktidu

V prvni fézi je vodny roztok kyseliny mlééné prevadén piimou polykondenzaci na
nizkomolekularni PLA bez pouziti rozpoustédla pii teploté niz$i nez 180 °C. Takto
ptipraveny prepolymer je vystaven zvysené teploté cca 200-300 °C, snizenému tlaku a je
pfidavan katalyzator na bazi slou€enin zinku, hliniku, zirkonia a titanu. Vznika laktid,
ktery se stejné jako Kyselina mlééna vyskytuje ve tfech enantiomerech. To jaky enantiomer
bude ve vzniklé smési prevladat, se odviji od formy prepolymeru, teploté, dobé
polykondenzace a hlavné na pouzitém katalyzatoru. Zadanym a také astéji ziskavanym je
L-laktid. Vznikly laktid je nutné ocistit od zbytku kyseliny, oligomert a dalSich necistot
pomoci vakuové destilace. Ve druhém kroku dochazi k polymerizaci za vzniku
vysokomolekularniho PLA [11], [12], [13].

Polymerace

V druhé fazi dochazi k samotné polymeraci laktidu, a to nejcast&ji v tavening. Dal$imi
zpusoby mohou byt polymerace v roztoku, v suspenzi nebo v emulzi. Reakce probiha
riznymi mechansimy, napf. kationtovy, aniontovy, nebo koordinac¢ni. Mezi reakéni
podminky jsou fazeny nizka koncentrace iniciatoru, teplota nizsi nez 180 °C, doba reakce
2-5 hodin a ptitomnost katalyzatoru. Jako iniciator jsou pouzivany latky s hydroxy
skupinou (alkoholy), které slouzi pro kontrolu molekulové hmotnosti a zrychleni reakce.
Teplota, pii které k polymeraci dochazi, zavisi na tom, zda se jedna o polymeraci L-laktidu
(105-108 °C) nebo DL-laktidu (135-155 °C). Pro ROP laktidu se pouzivaji jako
katalyzator komplexy hliniku, zinku, cinu nebo sodik, lithium a draslik. Pro svou vysokou
katalytickou aktivitu a nizkou racemizaci pii reakci je nejpouzivanéjSim katalyzatorem

stannum-[bis(2-ethylhexanoat)] [10], [11], [14], [15].
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Obr. 7 Syntéza PLA pomoci ROP [15]

1.4 Ostatni biorozlozitelné polyestery

Polyglykolova kyselina (PGA)

Polyglykolova kyselina (Obr. 8) je fazena také do skupiny alifatickych polyestert,
strukturné se podoba PLA a vyrabi se obdobnym zptisobem pies ROP glykolidu. Dalsi
jejich spole¢nou vlastnosti je to, Ze mohou byt vyrobeny jak z monomerl, které se
vyskytuji v pfirodé, tak i z minerdlnich zdroji a ob¢ tyto kyseliny spolu vytvateji
kopolymery.

PGA je termoplasticky materidl, oproti PLA ma vétsi krystalinitu v rozmezi 45-75 %,

teplota skelného piechodu je cca 36 °C a teplota tani se pohybuje kolem 225 °C. PGA se ve

vetsing organickych rozpoustédel nerozpousti, ale je velmi nachylna k pisobeni vody.
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Biodegradace probihda mnohem rychleji nez u PLA. Pii degradaci vznika glykolova
kyselina, coz je prirodni produkt, a proto je o tento biodegradovatelny material velky
zdjem. Vyuziti PGA je obdobné jako u PLA, a to zejména v Iékaistvi pro vyrobu

specidlnich implantatd, chirurgickych pomucek a pro fizené uvoliiovani 1é¢iv [1], [10].

i
O— CH, —C——

L -4 N

Obr. 8 Chemicka struktura PGA 3]

Polykaprolakton (PCL)

Je biodegradovatelny termoplasticky polymer (Obr. 9), ktery se pfipravuje polymeraci &-
kaprolaktonu za pouZiti katalyzatorti. PCL je semikrystalicky material s teplotou skelného
prechodu kolem -60 °C a teplotou tani 60 “C. Vuci vodé, olejim a rozpoustédlim je
odolny. M4 dobré mechanické vlastnosti, ale ve srovnani s PGA a PLA u né probiha
degradace o néco pomaleji. Casto je vyuzivan v lékatstvi kopolymer s PLA a PGA jako
nosny material pii tvorbé systému pro dlouhodobé uvoliovani 1é¢iv [2].

O

—(CH,)s—C—0

- A

Obr. 9 Chemicka struktura PCL [3]

Polybutylensukcinat (PBS) a polybutylensukcinat adipat (PBSA)

PBS (Obr. 10) je synteticky vyrobeny biodegradovatelny alifaticky polyester. Jeho
vlastnosti jsou podobné PET. Krystalinita PBS se pohybuje kolem 35-45 %, teplota
skelného piechodu je 32 °C a teplota tani 114 °C. PBS se casto pouziva v kombinaci se

skrobem a cilem je modifikovat jeho vlastnosti [1], [2].
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Obr. 10 Strukturni vzorec PBS [3]

PBSA (Obr. 11) se svymi vlastnosti velmi podoba nizkohustotonimu polyethylenu
(LDPE). Jeho krystalinita je oproti PBS nizsi, teplota skelného ptfechodu je -45 °C
a teplota tani 93 °C. Oba materidly PBS i PBSA jsou zpracovavany vyfukovanim, extruzi,
vstiikovanim a vyuzivaji se hlavné pro vyrobu balicich a mulCovacich folii, tasek

a hygienickych vyrobku [1].

[Fo—tcH—0—C—cH, ¢ —-
Obr. 11 Strukturni vzorec PBSA [3]

Aromatické polyestery

Dalsi dulezitou ¢asti skupiny biodegradovatelnych polymert jsou aromatické polyestery,
které se pfipravuji polykondenzaci alifatickych diolti a aromatickych dikarboxylovych
kyselin. Vyborna odolnost vi¢i hydrolyze a plisobeni chemickych latek je zapfic¢inéna
pfitomnosti aromatického jadra, diky kterému biodegradovatelnost polymeru neni
primarné¢ moznd. Mezi nejznaméjsi aromatické polyestery fadime polyethylentereftalat
(PET) a polybutylentereftalat (PBT), které jsou modifikovany riznymi piidavky
monomertt  citlivych  k hydrolyze. = Takovd  modifikace  zpisobi  pfeménu
nehydrolyzovatelnych aromatickych polyesterti na hydrolyzovatelné alifaticko-aromatické

polyestery, které jsou schopny nasledného procesu biodegradace [1], [2].
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1.5 Proces biodegradace

Biodegradace je proces, pifi kterém dochazi k chemickému rozkladu polymert na
jednodussi latky pomoci mikroorganismti. Vznikaji latky jako voda, oxid uhlicity
abiomasa. Biodegrada¢ni proces zahrnuje dvé zakladni faze. V prvni fazi dochazi
k depolymerizaci neboli ke S§tépeni polymerniho fetézce na kratsi polymerni useky

(oligomery) a ve druh¢ fazi nésleduje mineralizace takto vzniklych meziproduktt.

Pokud degradace probihd za piitomnosti kysliku, jednd se o aerobni degradaci a vznika
oxid uhli¢ity. V opa¢ném ptipadé, kdy degradace probihd bez kysliku, jde o anaerobni

degradaci a vznika methan [1].
Extracelularni faze — depolymerizace

V této prvni Casti biodegradace, kterd probihd mimo butku, dochazi ke Stépeni dlouhych
polymernich fetézcli pomoci extracelularnich (mimobunéénych) enzymi. Toto Stépeni
muze probihat ndhodné, nebo pravidelné. Vzniklé oligomerni slouceniny je mozné poté

transportovat ptes cytoplazmatickou membranu, kde dochazi k mineralizaci.

Z energetického hlediska muze transport pfes cytoplazmatickou membranu probihat
dvojim zplisobem. A to jak pasivnim, tak i aktivnim. Pfi pasivnim pfenosu se uplatiuje
proces difuze, kdy dochazi k samovolnému pohybu ¢astic z mista s vyssi koncentraci do
prostfedi s koncentraci niz§i. DalSim zplsobem pasivniho pfenosu je transport pomoci
membranovych kanall, které jsou specifické pro urcitou latku. Aktivni zplsob transportu
pres cytoplazmatickou membranu je pro buiikku energeticky naro¢ny, nebot musi pro
pfenos latky vyvinout urcité mnoZstvi prace. Tato forma prace piedstavuje chemickou
energii, kterd vznika pti hydrolyze adenosintrifosfatu (ATP) na adenosindifosfat (ADP) za
vzniku fosfatu (P) [1], [2].

Intracelularni faze — mineralizace

Tato faze biodegradace probiha uvniti bunky mikroorganisma. Mineralizace je definovana
jako pfeména biomasy na plyny, vodu, minerdly a zbytkovou biomasu. Proces
mineralizace je dokoncen tehdy, pokud je jiz cely objem biomasy spotfebovan a veskery
uhlik pfeveden na oxid uhli¢ity. Mineralizaci dochazi ke znovu zaclenéni vSech
chemickych prvkli do pfirodniho cyklu. Biologicky rozklad substratu je zajiSt'ovan

enzymy, které vyrazné ovliviiuji chemické §tépeni polymerniho fetézce.
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Enzymy délime do skupin podle toho, jakou chemickou reakci katalyzuji [1]:

e oxidoreduktazy — ovliviiuji oxida¢né/reduk¢ni reakce,

e transferazy — prenaseji funk¢ni skupiny,

e hydrolazy — katalyzuji hydrolyzu chemickych vazeb,

e lyazy — §tépi chemické vazby jinym zptuisobem nez hydrolyzou ¢i redoxni reakci,
e izomerazy — katalyzuji izomerizacni reakce,

e ligazy — spojuji dvé molekuly kovalentni vazbou.

Transportni jevy

Kazd4 buika, jakozto zdkladni stavebni a funkéni jednotka organismi, ma na svém
povrchu semipermeabilni membranu oddé€lujici zivy obsah bunky od jejiho okoli.
Cytoplazmatickd membrana plni n¢kolik dilezitych funkci. Dilezitou roli hraje pfi
ukotveni cytoskeletu, dava buiice tvar a ddle ma vliv na uchyceni k extracelularni matrix ¢i
K jinym bunikam. Jelikoz je membrana selektivné permeabilni, tak dalsi jeji vyznamnou

funkci je regulace transportu latek dovniti a ven z bunky [16].

Existuje né¢kolik zplsobt, kterymi muze dochazet k pruniku latek pfes membranu
(Obr. 12). Zpisoby transportu je mozné rozdé€lit podle toho, zda vyzaduji energii ¢i
nikoliv. Pasivni transport se uskuteciiuje bez dodani energie a transport vyZadujici energii

je transport aktivni.
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Obr. 12 Schéma pasivniho a aktivniho transportu mezi burikou a okolnim prostiedim [17]
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a) Pasivni transport

Je ptenos latek pres bunécnou membranu probihajici samovolné prostfednictvim kanald
a prenaSeCovych proteini. Pasivni transport je zavisly na propustnosti bunééné membrany,
na usporadani dvojité vrstvy fosfolipidi a vmezefenych bilkovin. Zakladnimi typy
pasivniho transportu jsou prostd diftize, ddle usnadnénd diftize a osmodza. Pii usnadnéné

diftzi musi latky na rozdil od prosté diftize pouzit ptenasece ¢i kanaly.
Osmoza

Osmoza je pasivni transport vody. Molekuly vody jsou malé a mohou volné€ pfechéazet pies
cytoplazmatickou membranu z prostfedi, kde je nizs$i koncentrace rozpusténych latek, do

prostiedi, kde je koncentrace rozpusténych latek vyssi.
Ushadnéna difiize

Transport velkych molekul jako jsou glukosa nebo Na®, které nemohou tak snadno pfejit
ptes fosfolipidovou dvojvrstvu, je umoznén pomoci pienasSecovych bilkovin umisténych
V cytoplazmatické membrané. Smér transportu je vzdy ve sméru koncentra¢niho spadu

a nevyzaduje Zadnou energii [18], [19].

b) Aktivni transport

Pti aktivnim transportu dochazi k pienosu latek proti koncentraénimu gradientu a je nutné
dodat energii uloZenou ve formé ATP. Transport probihd za pomoci transportnich
pfenasecli, coz jsou bilkoviny v cytoplazmatické membran€. Timto zplsobem dochazi
k ptenosu soli, ionti (Na*, K*) nebo organickych latek (sacharidy, aminokyseliny, glycerol
a mastné kyseliny). Druhem aktivniho transportu je cytdza, diky které je umoznén pienos
velkych molekul, jako jsou bilkoviny a polysacharidy pies cytoplazmatickou membranu.

Podle sméru transportu latek je rozliSovana endocytoza a exocytdza [19].
Endocytoza — fagocytoza a pinocytoza

Pfi endocytéze dochazi k vchlipeni cytoplazmatické membrany a tvorby vacku
s transportovanou latkou, ktery se poté odskrti a uvolni do cytoplazmy. Podle skupenstvi
pfijimané latky do bunky je endocytéza dale rozdé€lovana na fagocytozu, pii které jsou

pohlcovany pevné Castice a na pinocytozu, kdy dochazi k pohlceni latek kapalnych [20].
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Exocytoza

Pti tomto procesu dochdzi k vylu€ovani vétsich ¢astic skrze bunéénou membranu piimo do
extracelularni matrix. Tento druh transportu nastava napf. u enzymu nebo hormonti, které
jsou pripraveny k pfenosu z Golgiho aparatu. Vytvoii se membranové méchyiky obsahujici
produkt, putuji k membrang, splynou s ni a nasledné uvolni vnitini obsah do svého okoli
[20].

1.6 Vyuziti biorozlozZitelnych polymeri ve zdravotnictvi a kosmetice

Biorozlozitelné polymery piedstavuji v souc¢asné dobé skupinu materiali se Sirokym
aplika¢nim potencidlem. Diky svym mechanickym vlastnostem, snadnou odbouratelnosti
a vyrobou z obnovitelnych zdroji jsou vyuzivany v oblastech zeméd¢lstvi, potravinaistvi
a kosmetickém primyslu napt. jako obalovy materidl. Dal$i vyznamnou vlastnosti
biologicky rozlozitelnych polymerii vyuzivanou predevsim v Iékafstvi je jejich

biokompatibilita [9].
a) Lékarstvi

Biologicky rozlozitelné polymery jsou v oblasti lékafstvi vyuzivany jako nédhrady
poSkozené, nemocné ¢i nevyvinuté ¢asti skeletu, ndhrady chybé&jicich casti téla, kostni
cement, umélé vazy a Slachy, zubni a cévni protézy, srdecni chlopn¢, umélé tkane,

nitroo¢ni ¢ocky ¢i prsni implantaty [21].

Dal8i velmi dilezZitou oblasti, kde se hojné¢ vyuzivd biodegradabilnich materiala, je
farmacie. Zde je vétSinou vytvotfen systém, kde je UCinnd latka uzaviena v polymernim

obalu tvofeném biodegradabilnim polymerem [22], [23].
b) Kosmetika

V oblasti kosmetického primyslu mohou byt vyuzivany jednak pfirodni biologicky
rozlozitelné polymery jako ingredience kosmetickych ptipravki, ale také syntetické
biorozloZitelné polymery napt. jako obalovy materidl téchto vyrobkl. V kosmetickych
ptipravcich polymery zastavaji mnoho funkci najednou. Jsou vyuzivany predevsim jako
modifikatory viskozity, filmotvorna ¢inidla a humektanty [24].

Typickym modifikatorem viskozity je karboxymethyl celuldza, kterd se vyuziva

k zahuStovani a ke stabilizaci emulzi napt. lubrikantti, zubnich past, projimadel, dietnich

tablet a ¢isticich prostredku [8].
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Nitroceluldza je typickym filmogennim polymerem vytvaiejici ve vodé nerozpustny tvrdy
film a je jednou ze zékladnich ingredienci lakd na nehty. Vyborné se misi s barevnymi
pigmenty za vzniku jasnych zivych barev, avSak nevyhodou filmu tvofeného
nitrocelulézou je, Ze nema vysoky lesk, je kiehky a vykazuje slabou adhezi k povrchu
nehtu [24], [25].

Dalsim predstavitelem piirodnich biologicky rozlozitelnych polymert vyuzivanym
v kosmetice nejen jako humektant pro oSetfeni vlasové pokozky, ale také jako
emulzifikator, antistatikum a emolient je chitosan. Ma antibakterialni vlastnosti, vaZze na
sebe tézké kovy a v 1ékarstvi je vyuzivan pro schopnost zastavovat krvaceni a omezovat

srazlivost krve [1].

Dalsi pouZzivané piirodni biorozlozitelné polymery, které se ptridavaji jako ingredience do
kosmetickych ptipravkil jsou bilkovinné povahy a hraji dilezitou roli ve stavbé klize, Slach
a dalSich organd. Jsou to kolagen a elastin. Kolagen je v kosmetice casto slozkou
kosmetickych emulzi a krémt slouzici zejména k oSetfeni pokozky a vlast.
Nizkomolekularni elastin je schopen v organismu stimulovat biosyntézu elastinu
a vysokomolekularni elastin zastava funkci hydratantu a ochrany pied agresivnim

prostiedim [26].

V oblasti obalovych materiald kosmetickych piipravkd jsou stale Castéji vyuzivany
syntetické biologicky rozlozitelné polymery. Na trhu se vyskytuje Siroka paleta obald,
avSak jejich cena je aZz dvojnasobnad oproti béZnym obalovym materidlim. Obalové
materialy z biorozloZitelnych polymert se odbouravaji na slozky vyskytujici se v pfirodé
a tudiz se pfirozené recykluji. Z hlediska zdravi spottebitele a likvidace jsou povazovany
za ptijateln¢jsi, nebot’ se rozkladdaji bez uvoliiovani Skodlivych chemikalii, které vznikaji

v disledku spalovani béznych plastt [27].

Biorozlozitelné obaly je mozné zatraktivnit zabudovanim riznych nanokompozitl a ty pak
mohou meénit podminky, pifi kterych jsou vyrobky skladovany. Dochdzi k prodlouzeni
jejich trvanlivosti, zméné nutri¢nich a senzorickych vlastnosti nebo eliminaci nezadoucich

plynt z atmosfér [28].
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2 ANTIMIKROBIALNI MODIFIKACE POLYMERU

V dnesni dobé jsou polymery nejvice Vyuzivané materialy, kterymi jsou
postupné nahrazovany tradiéni materialy, jako jsou sklo, dievo a kovy. V mnoha
vlastnostech prevysuji tyto tradi¢ni materialy, ale existuji také vlastnosti, které je nutné pro
rizné aplikace modifikovat. Mezi takové vlastnosti patéi povrchové vlastnosti polymert.

Jsou to napt. adheze, smacivost, barvitelnost, biokompatibilita a antimikrobidlni aktivita
[1].

Povrchy polymernich systémi jsou ¢asto osidlovany riznymi mikroorganismy, nejcastéji
bakteriemi vytvarejici zde biofilm. Takové seskupeni je na rozdil od planktonicky se
vznasejicich bunék odoln¢jsi proti plisobeni vnéjSich vlivi a na povrchu zpusobuje
zneCiSténi, které Ssebou nese problémy pii pouzivani polymerli v primyslovém,
technologickém a hlavné v medicinském odvétvi. Proto je dulezité vyskytu nezadouciho
bakteridlniho biofilmu zamezit. Jednou z moznosti mize byt pouziti polymerniho systému

s antibakterialni upravou, ktera zamezi ristu nezadoucich mikroorganisma [29].

Antibakteridlni polymerni systémy jsou materidly, které jsou imyslné upravovany riaznymi
latkami tak, aby dochdzelo k inhibici rlstu bakterii. Takovy systém se sklada z hlavni
polymerni matrice a n&jaké antibakterialni piimési. Takto upravené polymery nachazeji

uplatnéni zejména v potravinaistvi ve form¢ obalového materialu a v 1ékafstvi [1].

V této kapitole budou popsany zpusoby, pomoci kterych je mozné polymerni systémy
antimikrobialn¢ modifikovat, dile zde bude popsén proces difuze, diky kterému dochazi
k uvolnovani aktivnich latek do prostiedi a nakonec antibakterialni ptisady, které mohou

byt pro modifikaci pouZivany.

2.1 Zpisoby antibakteriilni modifikace polymeri

Existuje nékolik zplsobt, kterymi lze docilit antimikrobidlni modifikace polymert. Tyto

zpusoby je mozné roz¢lenit do Ctyi zakladnich skupin [29], [30]:

e piimé inkorporace antimikrobialni latky do objemu polymerni matrice;

e nandseni antimikrobidlni latky na povrch polymerniho produktu;

e navazani antimikrobidlni latky k polymeru pomoci iontovych ¢i kovalentnich
vazeb;

o fyzikalni upravy polymernich povrchii.
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Piima inkorporace antimikrobialni latky do objemu polymerni matrice

Zpusob modifikace polymeru, pii kterém dochazi k zac¢lenéni antimikrobialni latky do
polymerni matrice, je pomérné Casto vyuzivany a ucinny. Jako antimikrobidlni latky, které
se nejvice pouzivaji pii tomto zptisobu modifikace polymeru, jsou stfibrné ionty, enzymy,
pfirodni fenoly typu hydrochinonli a katechinond a dale také ionty médi, zinku a jinych
uslechtilych kovii. Obsah téchto latek se v polymerni matrici pohybuje vétSinou v rozmezi
od 1 do 20 hm. %. Do vysledného produktu mohou byt tyto latky zakomponovany
VvV taveniné¢ nebo pomoci rozpoustédla piimichany do matrice polymeru. Co se tyka
béznych metod pii zpracovani polymerti napt. vstiikovanim ¢i vytlaCovanim, je mozné

pouzivat pouze tepelné stabilni antimikrobialni ¢inidla [29].

Antimikrobidlni pfisady, u kterych dochazi postupem casu k uvolilovani z polymerni
matrice, jsou vyhodné tim, Ze nepisobi pouze jako ochrana povrchu polymeru, ale ze
pusobi také jako G€inny antimikrobialni systém v §ir§im okoli nez je jeho fyzicky kontakt.
Nevyhodou takovych druhu latek je jejich do¢asna funkce antibakterialnich vlastnosti [29],

[31].
Nanaseni antimikrobialni latky na povrch polymerniho produktu

Tento zpisob antimikrobidlni modifikace se voli v takovém piipad€, Ze vlastnosti
antimikrobialni latky neumoznuji zpracovavani spoleéné s polymerni taveninou vzhledem
k pouzivani vysokych teplot pti vyrobnim procesu. Existuji dva technologické postupy
pfipravy. Prvni moznosti je zpracovavat polymer spolecné s antimikrobialni latkou pfi
relativné nizkych teplotaich v roztoku nebo druhym castym zpisobem je nanaseni
antimikrobialni latky az na hotovy produkt [29], [32], [33].

Navazani antimikrobialni latky k polymeru pomoci iontovych ¢i kovalentnich vazeb

Pii antimikrobialni upravé pomoci iontovych ¢i kovalentnich vazeb je vyzadovano, aby
polymer 1 antimikrobidlni ¢inidlo obsahovalo takové funkéni skupiny, které umoziuji
jejich navazovani vi¢i sobé. Mezi takové piisady jsou fazeny peptidy, enzymy, polyaminy
a organické kyseliny. Nevyhodou této metody modifikace polymeru je, Ze dochazi ke
snizeni antimikrobialni vlastnosti latky diky pevnému navazani latky na polymer [29],
[34], [35].

Mezi antibakterialni ¢inidla, ktera je mozno navazat kovalentné, 1ze zatadit napt. lysozym,

chitindzu, oxiddzu glukézy, enzymy laktoferrin a lipdza nebo fosfonium. Dalsi velkou
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nevyhodou tohoto zpisobu modifikace polymeru je pfitomnost substratu, ktery je nezbytny
k reakcim pro uvolnéni antibakterialni latky [36], [37], [38].

Fyzikalni apravy polymernich povrchu

V piirod¢ je mozné se setkat s polymery, jejichz ptirozenou vlastnosti je inhibovat rist
mikroorganismi. Dal§im zplsobem, jak lze z polymera pfipravit antibakteridlné aktivni
systém, je pouziti riznych technik. Jednim zpiisobem je napt. ultrafialové (UV) ozarfovani

povrchu, kterym dojde ke zvySeni antimikrobidlni schopnosti [29], [39].

2.2 Difazni procesy antimikrobialnich ¢inidel v polymerni matrici

Pohyb nizkomolekularnich slozek polymerniho systému (zmékcovadel, stabilizatord,
antimikrobidlnich c¢inidel) je fizen zvelké Casti difiznimi procesy. Diflizi je mozné
definovat jako proces samovolného pohybu ¢astic v prostoru. K takovému pohybu ¢astic
dochdzi z mista o vyssi koncentraci do mista s koncentraci nizsi. Proces difuze je zavisly
na teploté, molekulové hmotnosti a chemické afinité antibakteridlni latky s plastem. Difuze
latky je velmi pomala a obvykle muze trvat i né¢kolik dni. Difuzni pohyb je mozné popsat
Fickovym prvnim zakonem (1), podle kterého je hustota difizniho toku rozpusténé latky

Vv ustaleném stavu pifimo imérna koncentra¢nimu gradientu latky [40].

Ja= —Dy - 5@% (1)
Kde:
In difuzni tok latky A [kg.m?2.s™],
Da koeficient difaze neboli difuzivita latky A [m®s™],
c okamzita objemova koncentrace latky A [kg.m'g],
A mnozstvi latky [Kkg],
X vzdalenost ve sméru osy X, ktery je smérem diftze [m],
dca

— gradient koncentrace latky A [kg.m>m™].
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Z polymernich systémli miize dochazet k uvoliiovani latek rizné povahy. Velké nebezpeci
predstavuji zbytkové monomery plastu, jako je napf. organicka toxicka latka a dalsi
ptisady jako jsou napi. zmé€kcéovadla. Naopak antimikrobidlni latky nebo antioxidanty jsou

do matrice polymeru zabudovany z divodu samovolného uvoliiovani do okolniho prostiedi

[40], [41], [42].

2.3 Antimikrobialni ¢inidla

Antimikrobialni ¢inidla jsou latky zptsobujici inhibici riistu mikroorganismti a mohou byt
déleny na latky anorganické a organické. Mezi anorganické latky jsou fazeny kvartérni
amoniové soli (benzalkonium chlorid, cetylpyridinium chlorid) a slouc¢eniny kovi (stfibro,

zinek). Mezi organické latky patii napt. antibiotika a bakteriociny [29].
a) Anorganicka antimikrobialni ¢inidla
Kvartérni amoniové soli

Tyto slouceniny jsou soli kvartérnich amoniovych kationtti s anionty. Jejich struktura se
obecné skldda z pozitivné nabité hydrofilni aminové skupiny a dlouhého hydrofébniho
alkylového fetézce. Zpisobuji zpomaleni riistu grampozitivnich i gramnegativnich bakterii,
hub, kvasinek a také nékterych prvoki. Jejich vyznamnou schopnosti je vazat se na
proteiny a nukleové kyseliny, ¢imZ dochazi k poruSeni celistvosti membran. PouZivaji se

jako dezinfekéni latky, tenzidy, zmékcovace textilu a antistaticka ¢inidla [43].
Benzalkonium chlorid

Patii do skupiny kvarternich amoniovych soli, jejichZ silnou schopnosti je denaturovat
proteiny. Mechanismus antiseptického Uc€inku je takovy, Ze nejprve dojde k navazani latky
na vnitini stranu bakteridlni membrany a poté k naruseni jeji struktury pomoci alkylového
feté¢zce. Benzalkonium chlorid je bily, nazloutly prasek nebo ve formé nazloutlych
zelatinovych kouski. Snadno se rozpousti ve vodé, ethanolu a acetonu. Spatné rozpustny je

v benzenu a nerozpustny v etheru [43].

Diky svym antiseptickym vlastnostem se tato latka miize vyskytovat v mnoha vyrobcich
kosmetického a farmaceutického primyslu, napf. o¢ni kapky a masti, pastilky na bolest
v krku, kloktadla, ptipravky na popdleniny, pfipravky na omyvani ran, nosni kapky
a spreje. V kosmetickych vyrobcich je vyuzivam piedevs§im pii vyrobé vlasové kosmetiky,
zubnich past, ustnich vod, deodoranti a roztokl pro Cisténi a uchovavani kontaktnich
cocek [43].
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Cetylpyridinium chlorid

Tato skupina kvartérnich amoniovych soli se li§i délkou N-alkylového fetézce, ktery
vyznamné ovliviiuje jejich vlastnosti. S rostouci délkou fetézce se zvySuje jejich
antifungalni ptsobeni. Cetylpyridinium chlorid je slou¢enina, ktera ma Siroké spektrum
antimikrobialni aktivity a jeji u¢inek podminuje kladn¢ nabita aminova skupina, ktera se
vaze k negativné nabitym proteinim na povrchu mikroorganismu. Pozitivni G¢inek byl
prokdzan na gingivitidu souvisejici s tvorbou zubniho plaku, dale ucinkuje pii

parodontitidé i zapachu z tst [43].
Kovy a jejich slouceniny
Stribro

Stiibro (Ag) je mozné z pohledu obecnych vlastnosti definovat jako témét bily, leskly,
mékky, velmi tazny a poddajny kov. Je to vynikajici vodi€ tepla a elektfiny a vyznacuje se
zna¢nou chemickou stabilitou. Stiibro se dobie rozpousti v koncentrované kyselin¢ sirové

a kyselin¢ dusi¢né. Na vzduchu neoxiduje a ve vodé je také velmi stabilni [44].

Stiibro se vyznacuje Sirokou Uc¢innosti proti bakteridlnim kmeniim, nékterym patogeniim
ataké brani ristu hub a kvasinek zpusobujicich fadu onemocnéni. Pouziti stiibra je
bezpecné, je netoxické, velmi dobfe snaseno a pisobi jako antibiotikum. Stiibro napomaha
rozvoji bunék, nedochdzi ke shromazd’ovani v téle, nedrdzdi sliznice, nevytvaii se zavislost
a neobsahuje volné radikaly. Moznosti jeho pouziti jsou téméef neomezené, avSak vyjimku
tvoii pouze lidé, ktefi jsou na tento kov alergicti. Vyuziva se pii 1é¢b€ koZnich onemocnéni
jako je napf. akné, oteviené rany, opary nebo mykozy. Pfi takovych onemocnénich jsou

postizena mista potirana latkou napusténou stiibrem [45], [46].
Zinek a oxid zinecnaty

Zinek (Zn) je dalsi prvek, ktery je mozné pouzit jako pfisadu do antimikrobialniho
polymerniho systému. Sdm o sob€ je zinek pro lidsky organismus velmi dulezity.
Napomaha pii hojeni ran, nebot’ podporuje syntézu bilkovin a obnovu bunék. Dale posiluje

imunitni systém, zrak a aktivn¢ zabranuje usazovani Skodlivych volnych radikalu [47].

Oxid zinec¢naty (ZnO) je bila praskovita latka nerozpustnd ve vodé, ale rozpustna
Vv Kyselinach a hydroxidech. V ptirod¢ se nachazi ve formé nerostu, nazyvaného zinkit
neboli kalamin ¢i Cervend ruda zinkova. Oxid zine€naty ma Siroké uplatnéni

v gumarenském, plastikaiském, sklarském primyslu a pti vyrobé natérovych hmot [47].
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Oxid zine¢naty a nanocastice oxidu zine¢natého vykazuji silné inhibi¢ni a antibakterialni
ucinky. Nanocastice oxidu zinecnatého nepiedstavuji pro lidsky organismus zadné
nebezpeci z pohledu toxicity a jsou biokompatibilni. Jsou hojné vyuzivany jako nosice
1é¢iv, kosmetické piisady ¢i vyplné zdravotnickych materialti. Bylo prokazano, ze vykazuji
antibakterialni aktivitu proti dilezitym potravinovym patogentim, jako je napt. Escherichia
coli. Vyuziti nanocastic oxidu zine¢natétho mize byt efektivni pro uchovavani
zemé&délskych produktid a potravin a na rozdil od nanocastic stiibra jsou jejich velkou

vyhodou nizké vyrobni naklady, bily vzhled a ochranné vlastnosti v oblasti UV zafeni [48].
b) Organicka antimikrobialni ¢inidla
Antibiotika

Antibiotika jsou organické latky, jejichz tikolem je zpomalit riist bakterii (bakteriostatické)
nebo je usmrtit (bakteriocidni) a jsou produkovany bakteriemi nebo houbami. Zakladnim
pozadavkem na antibiotikum je optimalni antimikrobialni G¢inek za minimalni toxicity na

hostitele [49].
Antibiotika je mozné rozdélit podle mechanismu G¢inku na ¢tyfi skupiny [50], [51]:

¢ inhibice syntézy bunétné stény — peniciliny, cefalosporiny, vankomycin, bacitracin;
e porucha funkce cytoplazmatické membrany — Amfotericin B, azoly, polymyxiny;
e inhibice syntézy bilkovin — aminoglykozidy, chloramfenikol, tetracykliny;

¢ inhibice syntézy nukleovych kyselin — sulfonamidy, chinolony, rifampicin.

Pfi virovych a plisnovych infekcich, které nejsou bakterialniho pivodu, neni pouzivani
antibiotik vhodné, nebot’ nejsou ucinna. Antibiotika inhibujici pouze malou skupinu
bakterii jsou oznacovéana jako Uzkospektralni a ty, kterd zasahuji vétSi okruh bakterii, jsou
nazyvana jako Sirokospektralni. Uéinnost jednotlivych antibiotik se muze lisit podle

lokality infekce a schopnosti antibiotika zasahnout dané misto [52].

Hodnoceni tcinnosti antibiotik se provadi stanovenim minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) a minimdlni baktericidni koncentrace (MBC). MIC je nejmensi koncentrace
antibiotika, které¢ zpomaluje rist a mnozeni bakterii v testovacim mediu. MBC odpovida
nejniz§i naméfené koncentraci antibiotika, ktera zpisobi usmrceni bakterialni kultury

v pribéhu 24 hodin [50], [51].

S antibiotickou terapii je spojen také vznik rezistence a rliznych nezaddoucich a toxickych

ucinkii. Rezistenci rozumime odolnost mikroorganismii na plsobeni antibiotika a lze ji
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rozdelit na primarni a sekundéarni. Rezistence primarni je déna geneticky. Bakterie je
k danému antibiotiku odolna bez ohledu na pfedchozi kontakt. Rezistence sekundarni se
rozviji az v prabéhu antibiotické terapie nebo je nasledkem ptedchoziho podavani

antibiotika [50], [51].
Bakteriociny

Bakteriociny jsou proteiny syntetizované bakteriemi a jejich schopnosti je zastavovat nebo
inhibovat rust dal$ich bakterii. Projevuji antibakterialni vlastnosti proti ostatnim bakteriim.

Vice o bakteriocinech bude popsano v nasledujici kapitole [53].
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3 BAKTERIOCINY

Mnoho producenti bakteriocinii je schopnych syntetizovat pouze jeden bakteriocin, ale
bylo zjisténo, ze vétsi pocet rtznych bakteriocind jsou schopny produkovat bakterie
mlééného kvaseni. Bakteriociny obsahuji obvykle 30 az 60 aminokyselinovych zbytkt
ajsou primarnim nebo modifikovanym produktem ribozomalni syntézy peptidi bakterii

[54], [55].

Jsou aktivni hlavné proti grampozitivnim bakteriim, nebot’ gramnegativni bakterie jsou
pred jejich ucinky chranény vnéj$i membranou. Nejvétsi aktivity dosahuji pfi nizkém pH
a jejich velka vyhoda oproti klasickym antibiotikiim spoc¢iva v sugestivnim enzymatickém

zni¢eni [56].

Bakteriociny se od sebe odlisuji zpisobem pusobeni, spektrem aktivity, molekulovou
hmotnosti, genetickym ptivodem a biochemickymi vlastnostmi. Mohou byt produkovany

samovolné nebo indukované na zaklad¢é podobnych ¢i rozdilnych vlastnosti [57].

Podle slozeni peptida i nékterych aminokyselin 1ze bakteriociny rozdélit do ¢tyi skupin.
Mezi nejznaméjsi bakteriociny se fadi dvé rozdilné skupiny, lantibiotika a nelantibiotika.
Nejvice zkoumanou skupinou antibakteridlnich peptidii jsou bakteriociny produkované
grampozitivnimi bakteriemi, nebot’ vyuZiti v potravinafském primyslu je velmi vyznamné

[58], [59].
3.1 Rozdéleni bakteriocinu
Bakteriociny lze podle velikosti molekuly rozdélovat do ¢tyt skupin [53], [56], [60], [61]:

Trida I — nizkomolekularni lantibiotika

Tato skupina bakteriocini obsahuje zbytky netypickych aminokyselin jako napt. lanthionin
a 3-methyllanthionin. Jsou to malé stabilni molekuly s velikosti kolem 2 az 3 kDa. Mezi

nejvyznamngéjsi zastupce této téidy patii nisin, subtilin, galidermin, epidermin, pep 5 atd.
Trida II — nizkomolekularni peptidické bakteriociny

Bakteriociny této tfidy jsou nemodifikované malé molekuly s velikosti do 10 kDa. Jsou to
kationaktivni, hydrofobni a tepeln¢ odolné peptidy produkované bakterialnimi kmeny roda
Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus a Enterococcus.
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Tuto skupinu bakteriocind je mozné dale délit na tii podtiidy:

e lla— pediocinové bakteriociny se silnym antilisteriovym uc¢inkem

o pediocin PA-1, bavaricin MN, mesentericin Y105, leucocin A, enterocin
e |lb — dvoupeptidové bakteriociny

o lacticin F, plantaricin EF, plantaricin JK, lactococcin G
e llc — sekundarné druhotné sekrety bakteriocinii

o plantaricin A, lactococcin A, lactococcin 972
Trida IIT — vysokomolekularni proteinové bakteriociny

Bakteriociny této skupiny jsou velké tepelné labilni peptidy. Velikost molekuly je vice nez

30 kDa. Mezi zastupce této tiidy jsou fazeny helveticin J, caseicin 80 atd.
Trida IV — komplexni bakteriociny

Do této skupiny jsou fazeny bakteriociny, které se skladaji z ¢asti proteinové a z jedné
nebo vice ¢asti neproteinovych (lipidova, sacharidova). Zastupci této skupiny bakteriocini

jsou lactocin 27, plantaricin S, pediocin SJ-1 atd.

3.2 Nisin

Nisin (Obr. 13) patii mezi nejvyznamngjsi a nejvice prozkoumany bakteriocin tfidy I.
Tento bakteriocin byl také pouzit pii vyrobé antibakteridlnich filmd na bazi PLA/PEG

Vv praktické ¢asti, a proto bude nyni podrobné&ji popsan.

Bakteriocin nisin je polycyklicky peptid skladajici se ze 34 aminokyselin. Je produkovan
bakterialnimi kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis a vykazuje kationaktivni
a hydrofobni vlastnosti. Podle piedchazejiciho déleni je zatazen do tfidy I — skupiny
lantibiotik obsahujici lanthioninové a methyllanthioninové skupiny. Byl objeven roku 1928
v Anglii Rogersem a Whittierem [62], [63], [64].
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Obr. 13 Struktura nisinu A [65]
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Nisin se vyskytuje v mnoha rtiznych formach, z nichz nejznamnéjsi jsou nisin A a Z, které
se od sebe odlisuji jednou aminokyselinou v pozici 27. U varianty A se v dané pozici
nachézi histidin a u varianty Z se v této pozici vyskytuje asparagin. Strukturalni zména
varianty Z vsak neovliviiuje jeho antimikrobialni aktivitu, naopak mu poskytuje vétsi
rozpustnost a diftizni vlastnosti ve srovnani s variantou nisinu A [62].

Jak jiz bylo zminéno, nisin je produkovan bakterialnim kmenem Lactococcus lactis, proto
se bézn¢ vyskytuje v syrech, pfipadné nékterych mléénych kysanych vyrobcich. Jeho
produkce muze byt ovlivnéna hned nékolika kultiva¢nimi faktory, konkrétné typem
produkéniho kmene, nutriénim slozeni média, pH, teplotou, agitaci a aeraci. Dal§imi
faktory pak jsou napf. substrat a inhibice produktu, adsorpce nisinu na produkéni buiky
a enzymaticka degradace [63].

Nisin jako baktericidni Cinitel ptisobi proti grampozitivnim bakteriim zahrnujici rody
Lactococcus, Streptococcus, Staphylococcus, Micrococcus, Pediococcus, Lactobacillus,
Listeria a Mycobacterium. Grampozitivni spory Bacillus sp. a Clostridium sp. jsou
Kk ptisobeni nisinu zvlasté citlivé. Naopak proti gramnegativnim bakteriim, houbam a virim
nisin nepusobi, nebot” gramnegativni buiiky jsou odolné diky obsahu lipopolysacharid
V bunééné sténé [63], [64].

Bakteriociny tfidy I mohou pro zabijeni cilovych bunék pouzit dva mechanismy, a to
prostiednictvim inhibice bunééné stény, nebo tvorbou péord. Oba mechanismy jsou
usnadnény vazbou molekuly nisinu pomoci lipidu II, coz je hlavni transportér
peptidoglykanovych stavebnich podjednotek bakteridlni bunééné stény. Pii nizSich
koncentracich nisinu nedochazi k syntéze bunécné stény, coz ma za nasledek smrt bunky.
Pfi vysSich koncentracich se nisin vaze na lipid II a dochazi k uniku bunéénych slozek,

jako jsou ionty a ATP [66].
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4  VYUZITi NISINU PRO MODIFIKACI POLYMERNICH MATRIC

Kombinace biodegradabilniho polymeru a pfirodniho bakteriocinu (nisinu) ma do
budoucna velky potencial za ucelem uplatnéni jako materidlu pro antibakteridlni baleni

potravin nebo jako antibakterialni pfisada do zdravotnickych ¢i kosmetickych ptipravka.

T. Jin a H. Zhang se zabyvali antibakteridlnimi vlastnostmi polymernich filmi na bazi
PLA/nisin. Tyto filmy byly pifipraveny metodou odlévani z roztoku. Byl pouzit nisin 2,5%.
Mnozstvi &stého nisinu ve filmech byla 6,25 mg.g™ a na povrchovou plochu filmu to
&inilo 0,04 mg.cm™. Nasledn& byla stanovena antimikrobialni aktivita filma proti Listeria
monocytogenes (Scott A 724), Escherichia coli O157:H7 (Oklahoma) a Salmonella
enteritidis (ATCC 13076) v kultivatnim médiu a tekutych potravinach, konkrétné
vV pomeran¢ovém dzusu a vajecném bilku. Vysledky této studie ukazuji, ze zabudovani
bakteriocinti do polymeru PLA by mohlo vytvofit systém, ktery by pomohl zlepsit uc¢innost

bakteriocinti v potravinaiskych aplikacich [67].

Uvolnovanim nisinu z biodegradabilnich polymert se zabyvali Muhammad Imran a kol.
Pro experiment byly pouzity hydroxypropyl methylceluloza (HPMC), chitosan, kaseinat
sodny (SC) a polylaktid. Z téchto polymert byly pfipraveny filmy, do kterych byl zac¢lenén
nisin Z a bylo sledovano jeho uvoliiovani do rozpoustédla voda — ethanol pti 4°C a 40 °C.
Byla sledovana struktura povrchu filmi pfed a po uvoliiovani a probéhla také mikrobidlni
kontrola. Nejvétsi antibakterialni efekt proti Listeria monocytogenes a Staphylococcus
aureus byl zjistén u filmi vyrobenych z HPMC a SC a to diky silnym interakcim mezi

médiem a filmem [68].

V roce 2014 byla zvefejnéna studie, kde se Showmen Ji a kol. zabyvali zapouzdienim
hydrofilniho peptidu nisinu do hydrofobni matrice polymeru kyseliny mlé¢né. Metodou
emulzni polymerace byly pfipraveny nanokompozitni ¢astice ve tvaru kuli¢ek o velikosti
50-200 nm a duté mikrokompozitni kulicky o velikosti 1-5 um. Proces pfipravy u dutych
Castic probihal za zvySenych teplotnich podminek a u nanokompozitnich ¢astic pfii
laboratorni teploté. Pfi téchto podminkach by neméla byt ohrozena inhibi¢ni aktivita
pouzitého nisinu. Mikroskopické a povrchové analyzy prokazaly, Ze nisin byl rovhomérné
rozptylen jak do matrice polymeru, tak byl adsorbovan na povrch ¢astic. Technika emulzni
piipravy castic v kombinaci s vyhodami, které s sebou nesou biodegradabilni polymery

(nizké naklady a biologicka rozloZitelnost) je velmi atraktivni pro zapouzdieni hydrofilni
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ucinné latky jako jsou proteiny ¢i oligonukleotidy a pro nésledné vyuziti v medicinskych

a farmaceutickych aplikacich [69].

V dalsi studii z roku 2011 se Roberto Scaffaro a kol. zabyvali studii antimikrobidlnich
vlastnosti filmt na bazi kopolymeru ethylen—vinylacetatu (EVA) se zabudovanim nisinu
ptfipravenych procesem taveni. Nasledné byly filmy charakterizovany pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie a tahovych zkousSek. Antibakteridlni aktivita byla testovana proti

Micrococcus luteus a také bylo hodnoceno uvolfiovani nisinu z polymerni matrice [70].

Imobilizaci biologicky aktivni latky nisinu do matrice sitovaného polymeru
polyvinylalkohol (PVA) pomoci netoxické dikarboxylové kyseliny glutarové se zabyvala
Martina Hrabalikovd a kol. Sitovany systém slouzil jako matrice pro imobilizaci
bakteriocinu nisinu. Byl zkouman vliv stupné zesitovani na fyzikalné-chemické,
morfologické, mechanické a tepelné vlastnosti filmd, a to pomoci FTIR, SEM, deformacni
analyzy, DSC a termogravimetrie. Profil uvolfiovani nisinu ze sitovaného PVA, byl
studovan pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Antibakterialni
ucinnost pfipravenych systémil byla testovana pomoci diftizniho testu. Vysledky ukazaly
ucinnost kyseliny glutarové jako sitovadla PVA a s pouzitim nisinu pisobi proti

testovanym grampozitivnim i gramnegativnim bakterialnim kmendim synergicky [71].

Jako konkrétni ptiklad ptipravku s bakteriociny je gel vyvinuty v Japonsku obsahujici nisin
A, pouzivany na myti rukou a Ustni hygienu. Je U€¢inny pfi redukci vzniku zubniho kazu
zpusobeném  Streptococcus mutant a bakteridlniho zdnétu dasni zplsobeném
Porphyromonas gingivalis [72].

Dalsim piikladem je topicky pfipravek obsahujici nisin pro vyuziti v kosmetice nebo

farmacii. Je patentovan ve Francii a pouziva se pro oSetfeni mastné pleti a proti akné [73].
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5 CILE PRACE

Bakteriociny, jakozto latky piirodni povahy s antibakterialnimi vlastnostmi mimo jiné
i proti urCitym druhtiim patogennich bakterii, jsou V dne$ni dobé zkoumany jako

perspektivni antimikrobialni ptisady do polymera.

Jednou z potencialné vyznamnych oblasti jejich vyuziti jsou zdravotnické prostiedky, které

mohou byt na bazi bioinertnich i bioresorbovateonych polymert.

Vzhledem k hydrofobni povaze syntetickych biorozlozitelnych polyestera a jejich
nekompatibilité¢ s bioaktivnimi laktami (pfedev§im hydrofilni povahy) nebylo dosud
provedeno mnoho studii, které by se zabyvaly imobilizaci bakteriocini do polymerni
matrice. Moznym feSenim, které popisuje tato prace, muze piedstavovat kombinace
hydrofobniho polylaktidu a hydrofilniho polyetylenglykolu. Tento biokompatibilni binarni
systém bude zajistovat zvySenou stabilitu bakteriocinu s polymerni matrici a zlepSenou
antibakterialni ~ aktivitu danych systémd ve srovnani s materidlem na bazi

nemodifikovaného polylaktidu.

Cilem prace bylo vytvofit bindrni polymerni systém na bazi PLA/PEG s imobilizovanym

bakteriocinem nisinem.
Na zaklad¢ zadani diplomové prace byly stanoveny nésledujici cile:

1. Pfipravit polymerni filmy na béazi polylaktidu (PLA) a polyethylenglykolu (PEG)
0 rizné molekulové hmotnosti (MW) (400, 1000 a 6000 g.mol'l) Vv koncentra¢nim
rozmezi 0-20 hm. %.

2. Experimentaln¢ oveéfit vliv slozeni PLA/PEG systémti na mechanické a tepelné
vlastnosti ptipravenych filmi pomoci:

o tahovych zkousek

o diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC)

o infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)
o skenovaci elektronové mikroskopie (SEM)

o pusobeni vody

3. Imobilizovat bakteriocin nisin do filmii na bazi PLA/PEG.

4. Vyhodnotit antimikrobialni aktivitu pfipravenych sytémut pomoci ISO 22196.

5. Stanovit kinetiku uvoliovani bateriocinu z vybranych experimentalné ptipravenych

PLA/PEG smési.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 MATERIALY A METODY

6.1 Materialy a chemikalie

Pro pfipravu filmi byl pouzit komer¢ni polylaktid PLA INGEO 2002 D (Nature Works),
polyethylenglykol 400 (Merck), polyethylenglykol 1000 (Sigma—Aldrich) a polyethylen
glykol 6000 (IPL). Jako rozpoustédlo byl pouzit chloroform p.a. (IPL) a bioaktivni latkou
pro antimikrobialni modifikaci byl nisin from Lactococcus lactis 2,5 hm. %, stabilizovany
NaCl (97,5 hm. %) (Sigma Aldrich).

Zivné pady plate count agar, nutrient agar a dal§i material pro antibakterialni testy nutrient
broth, soybean casein digest broth a tween 80 byly potfizeny od HiMedia Laboratories.
Chlorid sodny a dihydrogenfosforecnan draselny z IPL a sojovy granulovany lecitin od

firmy Mogador s.r.o.

Jako testovaci mikroorganismy byly pouzity Staphylococcus aureus CCM 4516, Listeria
monocytogenes CCM 4699 a Escherichia coli CCM 4517 ziskané z Ceské sbirky

mikroorganismu, Masarykova univerzita, Brno.

Pro HPLC analyzu byly pouzity jako mobilni faze HPLC Grade acetonitril a voda
(ChemlLab) a trifluoroctova kyselina (TFAA) (Sigma Aldrich).

6.2 Pouzité metody

Piiprava PLA/PEG filmi

Pro piipravu PLA/PEG filmt byla pouZita metoda odlévani z roztoku. Jako forma pro
vyslednou podobu filmi byla pouzita Petriho miska o priméru 16,5 cm a pozadovana
tloustka filmu byla cca 200 um. Byly pfipraveny PLA filmy s 0-20 hm.% PEG 400, 1000
a 6000 (Tab. 1). V prvnim kroku byla navazena mnozstvi vychozich surovin — PLA, PEG
anasledné byly tyto komponenty smichany s 90 ml chloroformu a homogenizovany na
magnetickém michadle pfi teplot¢ 40 °C do uplného rozpusténi po dobu 2-3 hodin pii
460 ot.min™®. Po odpafeni rozpoustédla na Petriho misce byl film dosufen ve

vakuové susarné pii 45 °C a tlaku 30 mb do konstantni hmotnosti.
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Tab. 1 Kompozice pro pripravu filmii

hm. % PEG m PEG [g] m PLA [g] m [g]
0 0 4,850 4,850
5 0,243 4,850 5,093
9 0,485 4,850 5,335
13 0,728 4,850 5,578
17 0,970 4,850 5,820
20 1,213 4,850 6,063

Piiprava PLA/NIS a PLA/PEG/NIS filmi

Pro imobilizaci nisinu byl zvolen systém PLA obsahujici 20 hm. % PEG6000. Byly
ptipraveny PLA/PEG/NIS a PLA/NIS filmy o koncentraci nisinu 0,15 hm. %. V piipadé
systému s PEG byl pfipraven zvlast’ roztoku PLA v chloroformu a PEG v chloroformu, do
kterého byl vmichan komeréni nisinovy prasek a poté tato smes pridana k roztoku PLA.
Pro ucely antibakterialniho testovani byly soudasné také piipraveny filmy bez nisinu
v podobé PLA, PLA/PEG a PLA/NaCl.

Tahova zkouska

Pro hodnoceni mechanickych vlastnosti filml jsou nejcastéji provadény tahové zkousky.
Zkouseny vzorek je upnut do Celisti trhaciho stroje a je deformovan konstantni rychlosti.
Vysledkem deformace zplsobené napétim jsou tahové kiivky rtiznych typl materiali
(Obr. 14). Zakladni charakteristiky, které je mozné pomoci této metody zjistit jsou napft.

mez pevnosti v tahu, modul pruznosti, prodlouzeni pfi pietrzeni atd.

Z ptipravenych vzorkl byla na hydraulické laboratorni sekac¢ce vysekana zkuSebni téliska,
ktera odpovidala normé EN ISO 527-2 [74] pro stanoveni tahovych vlastnosti plastt. Pro
tahovou zkouSku byla pouzita zkuSebni téliska typu 1BA o délce 75 mm a Sifce 5 mm.
Pfed provedenim tahové zkousky byla zkusSebni téliska kondiciovana pfi teploté¢ 23 °C
a50% RH po dobu 3 dnii. Rychlost pro tahovou zkousku byla zvolena 50 mm.min™.
Pocatecni délka vzorku byla 40 mm, Sitka 5 mm a tloustka 0,2-0,25 mm. Tahova zkouska
byla provedena na zkuSebnim trhacim stroji a z primérnych hodnot byla zjisténa pevnost
Vv tahu a Youngiv modul. Zkousky byly provadény pro kazdy vzorek 6 krat a vysledky
byly ziskany po vylouceni odlehlych hodnot a také byla zjisténa smérodatné odchylka.
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Obr. 14 Typické deformacni kiivky polymerii v tahu [75]
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pFi pretrzent

Diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC)

DSC je termicka analytickd metoda sledujici tepelné efekty, ke kterym dochézi ve vzorku
v disledku chemickych reakei, fazovych pfemeén ¢i dalich energetickych zmén. Principem
této metody je mefeni elektrického piikonu, ktery je potfebny k udrzeni stejné teploty
vzorku a referen¢niho materialu (Obr. 15). Ty jsou zahfivany postupné rostouci teplotou.
Vystupem je rozdil tepelnych piikont, ktery je potfebny k udrzeni nulového rozdilu teplot
mezi vzorkem a referenénim materidlem. Vysledkem takového experimentu je kiivka
(Obr.16), ktera popisuje zavislost piikonu na teploté nebo na ¢ase. Pomoci metody DSC je

mozné urcit teplotu skelného prechodu (Tg), Krystalizace (T¢), tani (T) apod. [76], [77].
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Obr. 15 Schéma principu metody DSC [78]
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Obr. 16 DSC krivka [79]
Termicka analyza PLA/PEG filmu probihala na zafizeni Mettler Toledo DSC 1. Bylo
odvazeno 5-10 mg piedsuSeného vzorku, ktery byl podroben teplotnimu rozsahu -35—
200 °C dle nasledujici metody: Prvni ohfev z =35 °C na 200 °C rychlosti 10 °C.min™,
drzeni po dobu 1 minuty, nasledovalo chlazeni na -35 °C rychlosti 10 °C.min™, na této
teploté drzeni po dobu 2 minut. Druhy ohiev z =35 °C na 200 °C rychlosti 10 °C.min™.
Teplota tani (Tm) byla urena jako maximalni hodnota endotermy z prvniho ohfevu.

Teplota skelného ptechodu (Tg) byla stanovena z druhého ohfevu.

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)

Infracervena spektroskopie je analytickd metoda, pomoci které je mozné charakterizovat
strukturu, identifikovat funkéni skupiny organickych sloucenin a stanovit anorganické
latky. Zakladem této metody je absorpce infracerveného zafeni molekulami vzorku
(Obr. 17) [80], [81].
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Nepohyblivé zrcadlo

Rozdéleny paprsek

ZpoZdény rozdéleny
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Nerozdéleny paprsek

Pohyblivé zrcadlo

Detektor

Obr. 17 Schéma metody FTIR [82]

Infracervena oblast (IR) elektromagnetického zafeni se pohybuje v rozmezi vinovych délek
0,8-1000 um a je mozné ji dale rozd¢lit na jednotliva pasma — blizké (NIR — Near-infrared
region), stiedni (MIR — Mid-ifrared region) a dlouhé (FIR — Far-infrared region).
Vysledkem této analytické metody je infracervené spektrum, které graficky znazoriuje
zavislosti transmitance nebo absorbance na vlnoctu. Kazdd latka méa své absorpéni
spektrum, pomoci kterého je mozné ji identifikovat. Vinoc¢ty charakteristickych pikii PLA
Vv IR spektru jsou zobrazeny v Tab. 2. Infracervena spektroskopie se vyuziva k bézné
identifikaci polymernich systému, vychozich surovin, studiu sitovani, k urceni stupné
degradace polymerd, vzniku nebo zaniku charakteristickych vazeb ve vzorku ¢i materialu
[80], [81].

Analyza vzorki probihala na spektrometru Nikolet iS5 s ATR néadstavcem 1D5 od vyrobce

Thermo Scientific a pro vyhodnoceni byl pouzit software OMNIC.

ATR (Attenuated Total Reflectance) neboli metoda zeslabené totalni reflexe — je moderni
technika, ktera je vhodna pro siln€ absorbujici kapalné a viskozni vzorky, pasty, gely,

polymermi vrstvy i praskové vzorky. Podstatou této metody je totalni vnitini reflexe
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infraerveného zareni pfi prichodu krystalem o velkém indexu lomu (Obr. 18). Ve vzorku,
ktery je v tésném kontaktu s méficim ATR krystalem, dochazi ke vzniku zeslabujici se
absorp¢ni viny. Absorp¢ni vina vznika pii totdlnim odrazu na rozhrani opticky hustSiho
prostiedi (ATR hranol) s prostiedim opticky fidSim (vzorek) a exponencialné klesa se

vzdalenosti od rozhrani (fadové um) [83].

Vzorek v kontaktu s

/ evanescentni vinou

\ \ Detektor
Infracerveny ATR Kkrvstal
paprsek i
Obr. 18 schéma ATR [84]
Tab. 2 VInocty charakteristickych pikit PLA v IR spektru [85]
Skupina VInoéet [cm™]
-OH 3571
-CH- 2997 (asym), 2946 (sym), 2877
-C=0 1748
-CHs 1456
-C=0 1225
-C-O- 1194, 1130, 1093
-OH 1047
-C-C- 926, 868

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci elektronova mikroskopie je metoda slouzici k pozorovani povrchi (Obr. 19).
Povrch vzorku je skenovan sondou pomoci paprsku urychlenych elektront. Tato metoda je
povazovana za nepiimou, protoze vysledny obraz vznikda ze sekundarniho signdlu
(z odrazenych nebo sekundarnich elektronti). Vyhodou skenovaci elektronové mikroskopie

je jeji vysoka rozlisSovaci schopnost a hloubka ostrosti [86].
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Struktura pfipravenych vzorkii v lomu byla pozorovana skenovacim elektronovym

mikroskopem Phenom Pro (Phenom-World BV) za vakua pfi urychlovacim napéti 5 kV.

:| elektronove délo

rastrovac

generator kondenzor

deflektorsvazku

objektiv
' . elektrony
ohrazovk zevzarku
detektor
vzorek

Obr. 19 Smer pohybu elektronii v elektronovém
mikroskopu (SEM) [87]

Vliv pilisobeni vody

DalS§im moznym zpiisobem charakterizace vyrobenych filml je odolnost vii¢i vodnému
prostiedi. Z vyrobenych polymernich filmt byly vystfizeny 3 vzorky o rozmeérech 2 X 2
cm, které byly po vysuSeni do konstantni hmotnosti zvazeny a ponechany ve 100ml
destilované vody po dobu 7 dni, teplot¢ 40 °C a za konstantniho tfepani na tfepacce
rychlosti 90 ot.min™. Po této dobé byl stanoven ubytek hmotnosti a byly pozorovany

strukturni zmény pomoci skenovaci elektronové mikroskopie.

Méreni povrchové antibakterialni aktivity

Existuje nékolik moznosti jak charakterizovat antibakteridlni aktivitu polymernich
systému. Jednou z variant je metoda zalozena na volné difuzi antimikrobialni latky

Z polymerni matrice.
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a) Difuzni testy

Princip této metody je takovy, ze dojde k rozprostieni bakteridlni suspenze na pevny zivny
substrat, ktery vyzivuje bakterialni buiiky. Na tento substrat jsou volné polozeny kruhové
vzorky. Po inkubaci se kolem vzorkd vytvofi tzv. inhibiéni zony, u kterych je odeéitan
jejich primér. Podle velikosti vytvofené zony se nasledné vyhodnocuje schopnost
antibakterialni aktivity pouzité antibakteriadlni ptisady. Inhibi¢ni zény vznikaji vlivem
volné difuze, kdy antibakterialni slozka obsazena v testovaném materialu pronikd do
bakterialni suspenze a dochazi k postupné bakteriostatické respektive bakteriocidni aktivité

proti bakterialnim buitkam [88], [89].

Na MH agar byla pomoci sterilniho vatového tamponu nanasena bakteridlni suspenze
o koncentraci cca 108 CFU.mI™, umistény vzorky o priméru 8 mm a ponechény inkubovat
pii 35 °C po dobu 24 hodin (Obr. 20).

Raust bakterialni
suspenze

Antimikrobialni
disky

Inhibicni zéna

Obr. 20 Schéma difuzni diskové metody [89]

I kdyZ je pouziti této metody velmi Casté, jeji nevyhodou je, Ze ji neni mozné vyuZit
v kazdém ptipadé, nebot’ existuje mnoho materiali, ze kterych antibakterialni ¢astice mimo
matrici nedifunduji anebo se z matrice uvoliuji jen ¢astecné a jejich pisobeni je predevsim
na povrchu materialu. V takovém piipadé musi byt zvolena jina technika, ktera umoznuje
ohodnotit pouze povrchovou antibakterialni aktivitu. Mezi takové se fadi napf. metoda
podle normy ISO 22196 [88].
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b) Postup podle normy ISO 22196

Hodnoceni antibakterialni aktivity pfipravenych filmi bylo provadéno dle dané normy,

modifikované na rozmér vzorku 25 x 25 mm.

K testovani byly pouzity dva druhy gramnegativnich bakterialnich kolonii —
Staphylococcus aureus CCM 4516 a Listeria monocytogenes CCM 4699 a jeden zastupce
grampozitivni bakterie — Escherichia coli CCM 4517.

Nejprve byly piipraveny vzorky o zminéné velikosti a jim odpovidajici polyethylenové

kryci folie, které byly oSetieny lihem.

Dalsim bodem byla piiprava bakterialni suspenze. Pomoci sterilni ofkovaci klicky bylo
preneseno ur¢ité mnozstvi piedem naockovaného bakteridlniho kmene do 10 ml roztoku
nutricniho bujénu tak, aby koncentrace bakteridlni suspenze byla cca 10° CFU.mI*

(skutecné koncentrace byla stanovena fedénim a pocitanim na pevnych ptdach).

Pfipravené inokulum v mnozstvi 0,1 ml bylo nadavkovano pomoci automatické pipety na
testované¢ vzorky a piekryto kryci folii. Takto pfipravené vzorky byly vlozeny
v uzavienych Petriho miskach do inkubatoru pii 35 °C a90% vlhkosti a ponechany

inkubovat do druhého dne.

Po 24 hodinové inkubaci byl proveden oplach vzrokd roztokem SCDLP, coz je zivna puda
kaseinu ze sojovych bobl. Takto vznikly roztok byl pfeveden do zkumavky a bylo
provedeno stanoveni koncentrace ptezivSich bakterii metodou fedéni a pocitani kolonii na
pevnych ptadach po inkubaci pii 35 °C po 24 a 48 hodinach. Stanoveni bylo provadéno
vzdy dvakrat vedle sebe.

Antibakterialni aktivita jednotlivych vzork:

R=(U;— Up) — (A4t — Up) = U, — A, (2)
Kde:
R antibakterialni aktivita vzorku,
Uo primér dekadického logaritmu po&tu Zivotaschopnych baterii (bunék.cm)

sejmutych ze vzorki bez antibakteridlni upravy ihned po naockovani;
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Ui pramér dekadického logaritmu po&tu Zivotaschopnych baterii (bunék.cm™)

sejmutych ze vzorki bez antibakteridlni upravy 24 hodin po naockovani;

A prumér dekadického logaritmu poctu zivotaschopnych baterii (bunék.cm’z)

sejmutych ze vzorkl s antimikrobialni upravou po 24 hodinéch.

Ucinnost vzorku:

©)

U
ucinnost vzorku % = Et 100

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography)

Obecné lze chromatografii definovat jako analytickou fyzikalné-chemickou metodu, ktera
je zaloZena na distribuci latek mezi tzv. stacionarni a mobilni fazi. Stacionarni fazi je tuha
latka nebo kapalina ulozena na pevném nosici, zatimco mobilni faze je tvotfena vyhradné
tekutinou. Stacionarni faze je umisténa v chromatografickych kolonéach, kterymi protéka
mobilni faze, v pfipad€ vysokoucinné kapalinové chromatografie je mobilni fdze pohanéna

pomoci vysokotlakého ¢erpadla [90].

Zakladni instrumentace HPLC je znazornéna na Obr. 21.

Schéma HPLC systému

Mobilni faze

Kolona

=

Cerpadlo B
Davkovaci
zarizeni

Obr. 21 Schéma HPLC systému [91]

Detektor

Odpad
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Pro stanoveni nisinu pomoci HPLC byla pouzita mobilni faze (A) slozena z acetonitrilu +
0,05% (v/v) trifluoroctové kyseliny (TFAA) a mobilni faze (B) voda + 0,05% (v/v) TFAA.
Pro vlastni separaci byla pouzita kolona XSelect, C18 CS (5 um, 4,6 X 250 mm, Watrex)
s predkolonou (Reprosil 100 C18, 50 X 4 mm, 5 um Watrex). Teplota kolony byla 40 °C.

Stanoveni nisinu bylo provadéno pomoci metody gradientové eluce (Tab. 3).

Tab. 3 Gradient metody pro stanoveni nisinu

Cas [min] Mobilni faze (A) Mobilni faze (B)
0-5 20 % 80 %
5-20 80 % 20 %
20-25 20 % 80 %
25-40 80 % 20 %

Detekce byla provadeéna za pouziti dualniho UV detektoru (pii vinovych délkach 200
a 220 nm). Pro vyhodnoceni vysledkii byly pouzity chromatogramy pti 200 nm.

Kalibra¢ni pfimka (Obr. 22) byla sestrojena pomoci kalibra¢nich roztokti komeréniho

nisinu (2,5%).

1400000

1200000 y =49285x - 22331 P
R?=0,9997

1000000
800000 /
600000 /
400000 /
200000 /
0 / : : : : .

0 5 10 15 20 25
Koncentrace [pg.ml?]

Plocha piku

Obr. 22 Kalibracni primka nisinu
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Standard nisinu byl rozpustén v 0,02 M kyselin€ chlorovodikové (HCI) a prefiltrovan pies
filtr 0,45 pm. Poté byly z daného zasobniho rozotku pfipraveny kalibra¢ni roztoky
v rozmezi koncentraci 0,5-25 pg.ml™. Na Obr. 23 je zobrazen vysek z chromatogramu

znéazornujici pik nisinu.

0454

0404

T T T T T T T T T T T
15.40 1560 15.60 16.00 16.20 16.40 1660 16.60 47.00 17.20 17.40
Minutes

Obr. 23 Chromatogram kalibracnich roztokii nisinu

Kinetika uvolfiovani nisinu

Pro fizené uvoliovani nisinu byly vyrazeny vzorky filmi PLA/NIS a PLA/PEG/NIS
0 definovaném priméru 22 mm (Tab. 4), které¢ byly vlozeny do 3 ml 0,02 M HCI a
ponechany pii 37 °C v inkubétoru s orbitalnim pohybem GLF 3033 pii 60 ot.min™.

Tab. 4 Navazky vzorkii pro uvoliiovani a koncentrace uvolnéného nisinu

Celkova koncentra-

Vzorek m vzorku [g] NIS ve vzorku [pg]*  ce uvolnéného NIS
[png/mi]**

PLA/PEG/NIS 1 0,1059 158,9 53,0
PLA/PEG/NIS 2 0,1060 159,0 53,0
PLA/PEG/NIS 3 0,0872 130,8 43,6

@ 149,6 @ 49,9
PLA/NIS 1 0,0828 124,2 41,4
PLA/NIS 2 0,0939 140,9 47,0
PLA/NIS 3 0,0859 128,9 43,0

¢ 131,3 ¢ 43,8
PLA/PEG 0,0929
PLA 0,0860

* Teoreticky obsah nisinu ve vzorku

** Teoretickd koncentrace nisinu pri uvolnéni veskerého mnozstvi obsazeného ve vzorku do daného
mnozstvi simulantu
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Pro HPLC analyzu bylo odebirano vzdy 0,5 ml simulantu a doplnéno 0,02M HCI opét na

objem 3 ml. Odebirani bylo provadéno od zapoceti experimentu po dobu 14 dni.

Pro stanoveni nisinu byla pouzita metodika viz vySe (Tab. 3, Obr. 22). Koncentrace nisinu
byla pro systém PLA/NIS vyhodnocena z plochy piku Vv reten¢nim ¢ase 16,4 — 16,5 min
a pro systém PLA/PEG/NIS z ploch pik v reten¢nim ¢ase 16,0 — 16,5 min.

Vzhledem Kk povaze experimentu byla po zohlednéni fedéni vypocténa kumulativni

koncentrace celkové uvolnéného nisinu (ug.ml‘l) a celkové mnozstvi uvolnéného nisinu

(%):

v s CNIS kumul.

% uvolnéného NIS = ————— - 100 (4)
CNIS celk.teor.

Kde:

CNIS kumul. stanovena kumulativni koncentrace nisinu [pg.ml™]

Cniscelk teor.  teoretickd koncentrace nisinu pii uvolnéni veskerého mnozstvi obsazené ve

vzorku do daného mnozstvi simulantu [pg.ml™]
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

V nasledujici kapitole budou postupné diskutovany vysledky jednotlivych metod, které
byly pouzity pro charakterizaci modifikovanych polymernich filmi na bazi PLA/PEG
0 rizné MW (400, 1000 a 6000 g.mol™) v koncentraénim rozmezi 0—20 hm. %.

Cilem diplomové prace bylo stanoveni vlivu MW a koncentrace PEG na morfologii, fyzi-
kalné-chemické, mechanické a tepelné vlastnosti. U dale pfipravenych filma
s imobilizovanym nisinem byla studovana antimikrobialni aktivita, kinetika uvolfiovani

nisinu a stabilita.

7.1 Morfologie zkoumanych systému

Morfologie PLA/PEG filmu byla hodnocena pomoci SEM u vzorkl s 5 a 20 hm. % vsech
typtt PEG. Na Obr. 24 je uveden vysledek SEM analyzy PLA a PLA/PEG po rozpousténi
ve vodném prostiedi pii 40 °C. Z tohoto obrazku je ziejmé, Ze u pfipravenych filmi doslo
k separaci fazi systému, kdy PLA je disperznim prostiedim a PEG dispergovanou fazi. Po
pusobeni vodného prostiedi doslo k rozpusténi a vyplaveni PEG z polymerni matrice a tim
vzniku porovité struktury. Vzhledem k tomu, Ze vSechny systémy (nezavisle na pouzitém
typu PEG) vykazovaly podobné vysledky, na Obr. 24 je uveden pouze reprezentativni
vzorek s 20 hm. % PEG6000.

Nami naméfené vysledky jsou v souladu s literaturou zabyvajici se termodynamikou

miseni polymernich systému [92].

Obr. 24 SEM analyza PLA (4) a PLA/20%PEG6000 (B) vV lomu po piisobeni

vodného prostredi.
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Na Obr. 25 jsou dale uvedeny vysledky SEM analyzy pfiravenych filma s 0,15 hm. %
nisinu. U samotného PLA/NIS doSlo oproti systtmu PLA/PEG/NIS po rozpousténi
K patrnym destruktivnim zménam matric. To je zplsobeno ziejmé S$patnou rozpustnosti
NaCl (v némz je stablizovan nisin v komeréné dostupném produktu) v chloroformu.
Ptitomnost PEG v systému ziejmé zvysila jeho rozputnost a v pripraveném filmu nejsou

ziejmé trhliny pro krystalech NaCl.

Obr. 25 SEM analyza PLAINIS (A) a PLA/20%PEG6000/NIS (B) v lomu po

plisobeni vodného prostredi.

7.2 Fyzikalné-chemicka analyza

Strukturni charakterizace vyrobenych filmi byla provedena pomoci infracervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci. Obr. 26 zobrazuje spektra ¢istych komponent,
které byly pouzity pro vyrobu filmid. Tyto spektra zobrazuji charakteristické absorpcni
pasy PLA, PEG400, PEG1000 a PEG6000.

Pro PLA jsou charakteristické absorpéni pasy pii vinoétu 1747 cm™ typické pro —C=0
skupinu, 1452 cm™ zobrazujici —CHs skupiny a pik pfi 868 cm™ charakteristicky pro C—C
vazbu. Nami zji§téné poznatky o charakteristickych absorpcnich pasech jsou v souladu

s literaturou [85], kde jsou popsany vinocty charakteristickych pikti PLA v IR spektru.

Dale jsou na Obr. 26 zobrazeny charakteristické piky PEG400, 1000 a 6000 v IR spektru.
Oproti PLA je u IR spektra PEG patrny vznik piku pii vlno&tu 2883 cm™ charakteristicky
pro C—H vazbu v alkanech, pik pfi vlnodtu 1340 cm™ zobrazuje sekundarni alkohol,
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absorpéni pas pii 1095 cm™ je zietelny diky C—O—C vazb& v etherech a dale 1059 cm™
znazornuje C—O vazbu v alkoholech. Ze spektra je mozné také vidét, jak s rostouci molarni
hmotnosti PEG roste intenzita jednotlivych pikt. Charakteristické absorpcéni pasy PEG
byly popsany podle literatury [93].

1095\1/
|

1059 g4q

134r l/ J/

2883

Absorbance

© Vinoetfem™ ”
Obr. 26 FTIR-ATR spektrum cistych komponent pro pripravu polymernich filmii
1-PLA, 2-PEG 400, 3 - PEG 1000, 4 — PEG 6000

Vysledky ptipravenych PLA/PEG filmi jsou uvedeny na Obr. 27. Vzhledem k tomu, Ze
spektra vSech systémi (nezavisle na pouzitém typu PEG) byly podobného charakteru, jsou

zde uvedeny pouze vysledky filmi modifikovanych PEG6000.
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Obr. 27 ATR-FTIR spektra filmii PLA/PEG6000 1 — 5% PEG6000, 2 — 9% PEG6000,
3—13% PEG 6000, 4 — 17% PEG6000, 5 — 20% PEG6000

7.3 Pusobeni vodného prostiedi

Ptipravené filmy PLA/PEG byly vystaveny ptisobeni abiotickému vodnému prostiedi pfi
40 °C po dobu 7 dni. Na Obr. 28 je vidét zavislost hmotnostniho ubytku na koncentraci
PEG. Hmotnostni ubytky kolem 2 % u vzorkli PLA, které nebyly modifikovany PEG
mohly nastat v disledku hydrolyzy PLA po 7 dnech pusobeni vodného prostiedi. Naopak
ubytky u vzorkl s vy$sim obsahem PEG jsou zpusobeny vyplavovanim PEG do vodného
prostiedi. Nejvétsi hmotnostni ubytky byly zaznamenany u vzorkli modifikovanych
pomoci PEG400, kdy konkrétné u systému PLA/20%PEG400 doslo k uvolnéni cca 17 %

hmotnosti pfipraveného filmu.

Obecné lze tedy fici, ze se zvySujici se koncentraci PEG dochazi ke zvySovani
hmotnostniho ubytku a v zavislosti s rostouci molarni hmotnosti se vyplavuje PEG do
vodného prostiedi méné. PEG400 difunduje do vodného prostredi 1épe diky svym vice
pohyblivym molekulam nez PEG6000. Stejnych vysledkt bylo dosazeno i ve studii [93].
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Obr. 28 Ubytek hmotnosti PLA/PEG filmii po 7 dnech Ve vodé pri 40 °C

7.4 Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti modifikovanych polymernich systémi byly testovany pomoci
statické zkousky v tahu.

Vliv modifikaci PEG na mechanické vlastnosti je znazornén na Obr. 29 a 30, prostiednic-
tvim zavislosti Youngova modulu pruznosti (E) a pevnosti v tahu na koncentraci PEG.
U obou méfenych veli¢in doslo nezévisle na molekulové hmotnosti pouZitého PEG piidav-
kem 5 hm. % ke znaénému nardstu pevnosti v tahu i E (ze 788 na 1538 MPa), tato skutec-
nost je zpusobena plastifikaénimi schopnosti PEG, nicméné s rostouci koncentraci PEG
dochazelo ke snizovani sledovanych veli¢in. V ptipad¢ vzorkd s 20 hm. % PEG doslo ke
terizujici mechanické vlastnosti pfipravenych film pfi porovnani MW pouzitych PEG
byly naméfeny u PEG6000 a naopak nejvy$si u PEG400. Lze tedy konstatovat, Ze
s rostouci molekulovou hmotnosti PEG dochézelo ke snizeni pevnosti v tahu i E, coz mize

byt disledek snizujici se kompatibility s PLA. Vysledky se shoduji se studii [93].
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Obr. 29 Zavislost pevnosti v tahu na koncentraci PEG
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Obr. 30 Zavislost Youngova modulu pruznosti na koncentraci PEG

7.5 Tepelné vlastnosti

Tepelné vlastnosti filmi PLA/PEG s koncentraci v rozmezi 0-20 hm. % byly analyzovany
pomoci DSC. Byl hodnocen vliv koncentrace PEG na teplotu skelného pfechodu (Tg)
ateplotu tani (T) PLA/PEG filmt. Hodnoty Ty a T Cistych komponent jsou uvedeny
v Tab. 5. Teploty tani ¢istych komponent byly zméteny soucasné pii méfeni piipravenych
vzorkd polymernich filml a odpovidaji informacim, které jsou uvadény V literatuie [94].
Hodnota teploty skelného pfechodu byla ndmi zméfena pouze u PLA, nebot’ Ty u PEG se

nachazi pod pocate¢ni teplotou nami pouzité metody métent.
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Tab. 5 Teploty skleného prechodu a tani cistych komponent

Material Ty [°C] Tm [°C]
PEG400 * 6,1
PEG1000 * 40,2
PEG6000 * 62,6
PLA 58,9 151,5
*nestanoveno

V Tab. 6 jsou hodnoty naméfenych Ty pfed a po plsobeni vodného prostiedi.
U pfipravenych vzorkii dochazelo se zvysujici se koncentraci PEG ke snizovani Ty Tento
vysledek je v souladu s teorii volného objemu, kdy s pfibvyvajicim mnozstvim PEG a tedy
zvySovanim volného objemu daného polymeru vznika vétsi prostor pro pohyb segmentl a
to se projevi snizovanim teploty skelného piechodu [95].

Po piisobeni vodného prostiedi 1ze oproti vzorkiim pfed rozpouSténim pozorovat zvysSeni
hodnot Ty systémt smérem k teploté skelného pfechodu PLA. Tyto vysledky tedy dokazuji
uvolnovani PEG ze systému a shoduji se tak s vysledky stanoveni tibytku hmotnosti po
rozpousténi.

Tab. 6 Teploty skelného prechodu pred a po piisobeni vodného prostredi

Pied zkous$kou T4 [°C] Po zkousce T4 [°C]
0%PEG 58,9 0%PEG 58,9
5%PEG400 45,3 5%PEG400 48,4
9%PEG400 35,3 9%PEG400 47,5
13%PEG400 28,0 13%PEG400 47,5
17%PEG400 19,6 17%PEG400 47,9
20%PEG400 12,8 20%PEG400 38,2
5%PEG1000 37,6 5%PEG1000 48,4
9%PEG1000 46,4 9%PEG1000 42,0
13%PEG1000 31,5 13%PEG1000 45,8
17%PEG1000 24,1 17%PEG1000 42,1
20%PEG1000 15,5 20%PEG1000 38,5
5%PEG6000 48,0 5%PEG6000 48,5
9%PEG6000 40,8 9%PEG6000 40,2
13%PEG6000 31,9 13%PEG6000 46,2
17%PEG6000 27,6 17%PEG6000 31,1

20%PEG6000 13,0 20%PEG6000 35,0
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Hodnoty Tp, jsou zaznamenany v Tab. 7 a 8. V prvnim ptipad¢ pied ptisobenim vodného
prosttedi (Tab. 7) jsou u filmi, které byly modifikovany PEG1000 a PEG6000 a zvlaste
u vysSich koncentraci PEG patrné dv¢ teploty tani odpovidajici tomuto polymeru (Tmy),
zatimco u vzorkli modifikovanych PEG400 byla na DSC kiivce pozorovana pouze
endoterma tani PLA, Tnyp. Bylo zjiSténo, Zze s rostouci koncentraci PEG dochéazi ke
snizovani Ty, danych smési (pfi téméf nezménéné entalpii tani), coz ukazuje na ovlivnéni

kvality krystalickych struktur PLA [95].

Tab. 7 Teploty tani a entalpie pripravenych PLA/PEG filmi pred piisobenim vodného

prostredi
Vzorek T [°C] AH [J.g7] Tm2 [°C] AH [J.g7]

PLA - - 151,5 -24.,6
5%PEG400 - - 151,1 -25,2
9%PEG400 - - 149,2 -24,9
13%PEG400 - - 148,3 -24.,6
17%PEG400 - - 1474 -23,7
20%PEG400 - - 145,9 -18,7
5%PEG1000 - - 152,5 -31,7
9%PEG1000 475 -1,2 151,1 -24,2
13%PEG1000 36,5 -5,8 150,4 24,1
17%PEG1000 35,9 -8,1 150,2 -23,9
20%PEG1000 32,4 -13,7 146,4 -16,7
5%PEG6000 - - 152,7 -29,4
9%PEG6000 44,8 -3,4 152,0 -26,8
13%PEG6000 42,0 -4,7 151,2 -24,9
17%PEG6000 51,4 -10,5 152,8 -23,9

20%PEG6000 42,9 -12,4 146,4 -18,0
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Tab. 8 Teploty tani a entalpie pripravenych PLA/PEG filmii po piisobeni vodného

prostiedi
Vzorek Tm1 [°C] AH [J.g] Tz [°C] AH [J.g
PLA (0%PEG) - - 152,6 2343
5%PEG400 - - 151,6 -28,8
9%PEG400 - - 151,8 -28,5
13%PEG400 - - 152,0 -29,0
17%PEG400 - - 152,6 -29,6
20%PEG400 - - 151,6 -24,0
5%PEG1000 - - 1516 -29,1
9%PEG1000 48,6 1,4 152,0 -26,9
13%PEG1000 49,0 -0,5 151,0 -28,1
17%PEG1000 35,0 -0,8 1515 -27,3
20%PEG1000 32,3 1,1 151,8 -23,6
5%PEG6000 - - 1542 -30,0
9%PEG6000 43,6 -0,6 152,0 -28,4
13%PEG6000 39,1 -0,8 152,2 -29,9
17%PEG6000 46,4 -6,1 150,9 -31,0
20%PEG6000 46,4 -6,1 150,9 -22,9

7.6 Mikrobiologické testovani
a) Difuzni testy

Diftzni testy byly provedeny proti grampozitivni bakterii S. aureus Se vzorky
obsahujici 0,15 hm.% nisinu. V Tab. 9jsou uvedeny pruméry inhibi¢nich zén
jednotlivych vzorkd. Vzorek PLA vykazoval nulovou inhibi¢ni aktivitu, priméry
inhibi¢nich z6n u vzorku PLA modifikovaného 20 hm.% PEG6000 byly 9,2+0,6 mm
a u vzorku PLA/NIS 8,6+0,3 mm.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

Tab. 9 Primer inhibicnich zon jednotlivych vzorkii

Vzorek 1. [mm] 2. [mm] 3. [mm] Pramér
PLA 0;0; 0; 0;0; 0; 0;0;0 0+0

PLA/PEG/NIS 10; 10; 9,8 9,2;9; 8,8 8,8; 8,4, 8,6 9,2+0,6

PLA/NIS 8,6; 8,8; 9,2 8,4;8,2; 8,2 8,8; 8,8; 8,6 8,6+0,3

b) Testy dle normy ISO 22196

Mikrobiologické testovani dle normy ISO 22196 probihalo u vzorka s riznou koncentraci
nisinu. Ziskané vysledky antimikrobialni aktivity a u¢innosti jSou zaznamenany v Tab. 10—
18. Bylo ovéteno, ze ptitomnost NaCl ani samotného PEG ve vzorcich PLA antibakterialni

aktivitu neovliviiuji (Tab. 10).

Tab. 10 Viiv PEG a NaCl na antibakterialni aktivitu (R) vzorkii proti S. aureus

Vzorek CFU.cm™ R Utinnost [%)]
PLA 3,5E+04 - -

PLA + NaCl 5,4E+05 <0

PLA + 20 % PEG6000 5,9E+04 <0

S nejvétsi koncentraci nisinu 0,15 hm. % bylo antimikrobidlni testovani provadéno proti
mikroorganismim Staphylococcus aureus (Tab. 11), Listeria monocytogenes (Tab. 12)
a Escherichia coli (Tab. 13).

Tab. 11 Vysledky antibakteridlniho testovani proti S. aureus

Vzorek CFU.cm™ R Uctinnost [%)]
PLA 1,1E+04 - ;
PLA +0,15 % NIS 0 4,0 100

PLA + 20 % PEG6000 + 0,15 % NIS 0 4,0 100




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

66

Tab. 12 Vysledky antibakteridlniho testovani proti L. monocytogenes

Vzorek CFU.cm™ R Utinnost [%0]
PLA 2,7E+01 - -

PLA + 0,15 % NIS 0 14 100
PLA + 20 % PEG6000 + 0,15 % NIS 5,0E-1 <14 <100

Tab. 13 Vysledky antibakteridlniho testovani proti E. coli

Vzorek CFU.cm™ R Utinnost [%0]
PLA 7,0E+04 - -

PLA + 0,15 9% NIS 3,6E+05 <0 0

PLA + 20 % PEG6000 + 0,15 % NIS 1,8E+04 0,6 12,5

Ze ziskanych vysledkl 1ze konstatovat vynikajici antibakterialni vlastnosti pfipravenych

filmi proti obéma testovanym grampozitivnim bakteriim (Tab. 11 a 12). U¢innost proti

gramnegativni E. coli (Tab. 13) prokazana nebyla, coZ je v souladu s literaturou [57]. Dalsi

testovani probihalo se vzorky s koncentraci nisinu 0,05 hm. % a to proti S. aureus (Tab.

14) a L. monocytogenes (Tab. 15).

Tab. 14 Vysledky antibakteridlniho testovani proti S. aureus

Vzorek CFU.cm™ R Utinnost [%]
PLA 2,2E+03 - -

PLA + 0,05 % NIS 2,8E+00 2,9 87,9
PLA + 20 % PEG6000 + 0,05 % NIS 0,0E+00 3,3 100

Tab. 15 Vysledky antibakteridlniho testovani proti L. monocytogenes

Vzorek CFU.cm™ R Utinnost [%)]
PLA 2,7E+01 - -

PLA + 0,05 % NIS 0,0E+00 1,4 100
PLA + 20 % PEG6000 + 0,05 % NIS 1,0E+00 <1,4 <100
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Jelikoz vysledky tohoto testovani byly také ptiznivé, pfistoupilo se jesté¢ ke snizeni
koncentrace na 0,02 hm. % nisinu. Vysledky tohoto testovani jsou shrnuty v Tab. 16 a 17.
Takova koncentrace nisinu jiz ale nedokdzala inhibovat rast bakterii, a proto se

koncentrace nisinu ve vzorcich jiz dala nesnizovala.

Tab. 16 Vysledky antibakteridlniho testovani proti S. aureus

Vzorek CFU.cm™ R Utinnost [%0]
PLA 2,7TE+04 - -
PLA + 0,02 % NIS 5,6E+04 0

PLA + 20 % PEG6000 + 0,02 % NIS 3,3E+04

(@)

Tab. 17 Vysledky antibakteridlniho testovani proti L. monocytogenes

Vzorek CFU.cm™ R Utinnost [%)]
PLA 3,3E+03 - -

PLA + 0,02 % NIS 4,0E+00 2,9 82,9
PLA + 20 % PEG6000 + 0,02 % NIS 5,0E+00 2,8 80

Pro zjisténi stability nisinu v pfipravenych filmech byly provedeny testy antimikrobialni
aktivity se vzorky s obsahem nisinu 0,15 hm. % a 0,05 hm. % po 6 mésicich od vyroby

folii. Testovanym mikroorganismem byl S. aureus a vysledky jsou shrnuty v Tab. 18.

Tab. 18 Vysledky antibakteridalniho testovani proti S. aureus po 6 mésicich

Vzorek CFU.cm™ R Utinnost [%)]
PLA 1,2E+06 - -

PLA + 0,15 % NIS 8,2E+03 2,1 34

PLA + 20 % PEG6000 + 0,15 %NIS 0 6,1 100
PLA 1,2E+06 - -

PLA +0,05 % NIS 9,1E+04 1,1 18

PLA + 20 % PEG6000 + 0,05 %NIS 0 6,1 100
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Pfi porovnani vysledkt antibakterialniho testovani v Tab. 11 a 14 s Tab. 18 je patrné, ze
ani po 6 mésicich od vyroby filmt nedoslo ke snizeni antibakterialni aktivity. U filmi PLA
modifikovanych 20 hm. % PEG 6000 ztstala zachovana 100% tc¢innost, zatimco u filmi
bez ptitomnosti PEG doslo po 6 mésicich k pomérné¢ vyrazné redukci antibakterialni

aktivity.

7.7 Kinetika uvoliiovani nisinu

Kinetika uvolnovani nisinu do 0,02 M HCI pii 37 °C byla hodnocena pomoci HPLC.

Na Obr. 31 je zaznamenana zavistost kumulativni koncentrace nisinu (A) a celkové
uvolnéného nisinu (B) na ¢ase. Pro nazornost je na Obr. 32 zobrazeno prvnich 24 hodin
experimentu. Z téchto obrazki je ziejmé, ze modifikaci PLA pomoci PEG doslo ke

zvyseni ucinnosti Uvolnéni nisinu v porovnani se vzorky samotné matrice PLA s nisinem.

Z Obr. 31 byly zjistény smérnice ptimek. V piipad¢ vysledku stanoveni % uvolnéni nisinu
ze vzorku PLA/NIS byla smérnice 1,7 a u vzorku PLA/PEG/NIS byla tato smérnice 2,3.
Zuvedenych smérnic vyplyva, Ze modifikaci PEG bylo uvolnéni nisinu z polymerni

matrice PLA dvakrat rychlejsi.

Pfi delSich Casech testovani by puisobenim vodného prostiedi dochazelo k hydrolyze PLA

[96]. Naruseni struktury polymerni matrice by zpusobilo dal$i uvolnéni PEG a nisinu.
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Obr. 31 Zavislost kumulativni koncentrace nisinu (4) a uvolnéni nisinu (B) na case odbéru

vzorku pro HPLC analyzu
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Obr. 32 Zavislost kumulativni koncentrace nisinu (4) a uvolnéni nisinu (B) na case
odbéru vzorku pro HPLC analyzu (24 hodin)
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8 ZAVER

Cilem diplomové prace byla ptiprava a charakterizace binarniho polymerniho systému na
bazi PLA/PEG a imobilizace bakteriocinu nisinu do tohoto systému. U pfipravenych filmt
byl studovan vliv koncentrace (0-20 hm. %) a molekulové hmotnosti PEG (MW 400-6000
g.mol™) na strukturni, mechanické a teplené vlastnosti, stejné jako jejich degradaéni

chovani ve vodném prostiedi a v neposledni fad¢ byla hodnocena také jejich antibakterialni

aktivita a kinetika uvolfiovani.

Bylo zjisténo, Ze s rostouci MW a koncentraci PEG dochazelo ke snizeni pevnosti v tahu,
Youngova modulu, teploty skelného ptfechodu i teploty tani. S rostouci koncentraci PEG
dochazelo ke zvySeni Ubytku hmotnosti pfi rozpousténi ve vodném prostfedi a u vzorkl
modifikovanych 20 hm. % PEG byla po rozpousténi ve vodném prostiedi dobie
pozorovatelna porovita struktura, kterd je zadouci pro imobilizaci biologicky aktivnich

latek.

Pro imobilizaci nisinu byl zvolen syst¢ém PLA modifikovany 20 hm. % PEG6000.
U piipravenych vzorkd byly provedeny difuzni testy a antibakterialni testovani podle
normy ISO 22196. Diftzni testy byly provedeny proti grampozitivni bakterialni kolonii S.
aureus se vzorky obsahujici 0,15 % nisinu. Priméry inhibi¢nich zén u vzorku PLA
modifikovaného 20 hm.% PEG 6000 s nisinem byly 9,240,6 mm a u vzorku PLA
s nisinem 8,6+0,3 mm. Modifikaci polymerni matrice PLA pomoci PEG doslo ke vzniku
vétSich inhibi¢nich zon.

Testovani podle normy I1SO 22196 bylo provadéno se vzorky s postupné se snizujici
koncentraci nisinu (0,15; 0,05 a 0,02 hm.%). V prvni fad¢ bylo ovéfeno, ze ptitomnost
NaCl ani samotného PEG ve vzorcich antibakterialni aktivitu neovliviiuji. Vysledky
testovani prokazaly antibakterialni vlastnosti filmd s obsahem nisinu alespon 0,05 hm.%
proti obéma testovanym grampozitivnim bakteriim S. aureus i L. monocytogenes. Uginnost

proti gramnegativni E. coli prokazana nebyla.

Pti testovani kinetikyuvoliiovani nisinu bylo zjiSténo, ze modifikaci PLA pomoci PEG
doslo ke dvojndsobnému zvyseni rychlosti a predev§im pak zvySeni ucinnosti uvolnéni
biologicky latky. Tato uvoliovaci studie miize byt vyuzita ve zdravotnictvi ¢i farmacii. Pro
dal§i popis zkoumanych systéml se doporucuje stanoveni vlivu MW PEG a jeho
koncentrace na Kinetiku uvoliiovani nisinu v $ir§im koncentra¢nim rozmezi, coz umozni

optimalizaci slozeni a vlastnosti daného systému.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

PLA Polymer kyseliny mlé¢né
PEG Polyethylen glykol

PHA Polyhydroxyalkonat

PGA Polyglykolova kyselina
PCL Polykaprolakton

PBS Polybutylensukcinat
PBSA Polybutylensukcinat adipat
LA Kyselina mlécna

ROP Ring-Opening Polymerization
PE Polyethylen

PET Polyethylentereftalat
LDPE Nizkohustotni polyethylen
PBT Polybutylentereftalat

ATP Adenosintrifosfat

ADP Adenosindifosfat

P Fosfat

Na Sodik

K Draslik

HmM.% Hmotnostni procenta

uv Ultrafialovy

Ag Stiibro

Zn Zinek

Zn0O Oxid zine¢naty

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace

MBC Minimalni baktericidni koncentrace
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kDa
HPMC
SC
PVAC
EVA
MW
DSC
FTIR
SEM

NaCl

Te

Tm

NIR
MIR

FIR
CFU.mlI?
HPLC
TFAA
HCI

NIS

Kilodalton

Hydroxypropyl methylcelul6za
Kaseinat sodny
Polyvinylacetat
Etylenvinylacetat

Molekulova hmotnost

Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Infracervena spektroskopie s Fouierovou transformaci

Skenovaci elektronova mikroskopie
Chlorid sodny

Y oungtiv modul pruznosti

Teplota skelného piechodu

Teplota krystalizace

Teplota tani

Infracervend oblast

Near-ifrared region

Mid-ifrared region

Far-infrared region

Pocet bakterii schopnych tvofit kolonie na mililitr
High Performance Liquid Chromatography
Trifluoroctova kyselina

Kyselina chlorovodikova

Nisin
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13 Vysledky antibakterialniho testovani proti E. COli............c.cccoccovviiiiiiiiiiiiininennn,
14 Vysledky antibakterialniho testovani proti S. QUIEUS ............ccccouccueiiceiiiieeinieennn,
15 Vysledky antibakterialniho testovani proti L. monocytogenes ...............ccccoceueuenne.
16 Vysledky antibakterialniho testovani proti S. QUIEUS ............ccccovereeriieenieeaieennenn
17 Vysledky antibakterialniho testovani proti L. monocytogenes ..............ccocoueueenne.

18 Vysledky antibakterialniho testovani proti S. aureus po 6 mésicich ......................






