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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva analyzou vlivl pfidavnych latek (nisin, thymol, eugenol)
na biodegradabilitu nanovlédken na bazi prolaminového proteinu nachazejicim se v kukufici,
kterym je zein. Biodegradace je klicovy proces pro udrzeni zivotniho prostfedi, protoze
umoziuje rozklad organickych latek na jednodussi latky, které mohou byt znovu vyuzity v
ekosystému. Diky biodegradaci se minimalizuje hromadéni odpadii a podporuje se
udrzitelnost prostfedi pro budouci generace. Cilem prace bylo zhodnotit, zda tyto ptidavné
latky mohou zpomalit ¢i zrychlit pribéh biodegradace. Metodika zahrnovala zahgjeni,
monitorovani a samotné vyhodnoceni pribéhu biodegradace u 7 vzorkli nanovléken a filma.
Hlavnimi vysledky prace je zhodnoceni ovlivnéni danych piidavnych latek na pribéh
biodegradace. Zavér této prace podporuje minimalni ovlivnitelnost téchto ptidavnych latek

na biodegradabilitu nanomaterialu na bazi zeinu (Zein/PEG).

Kli¢ova slova: nanomaterialy, zeinova nanovlakna, biodegradace, Zein/PEG, udrzitelnost

ABSTRACT

This thesis deals with the analysis of the effects of additives (nisin, thymol, eugenol) on the
biodegradability of nanofibres based on the prolamin protein that can be found in the maize
and is called a zein. Biodegradation is a key process for sustaining the environment as it
allows the breakdown of organic matter into simpler substances that can be reused in the
ecosystem. Biodegradation minimizes the accumulation of waste and promotes
environmental sustainability for future generations. The aim of this work was to evaluate
whether these additives can slow or speed up the biodegradation process. The methodology
included initiation, monitoring and actual evaluation of the biodegradation process in 7
nanofiber and film samples. The main results of the work are the evaluation of the
influence of the additives on the biodegradation process. The conclusion of this work
supports the minimal influence of these additives on the biodegradability of the zein-based

nanomaterial (Zein/PEG).

Keywords: nanomaterials, zein nanofibres, biodegradation, Zein/PEG, sustainability
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UvVOD

Polymery jsou v dnesnim rychle se rozvijejicim svété neodmyslitelnou soucasti
kazdodenniho zivota. Jejich vlastnosti z nich ud¢€laly v nékterych oblastech nenahraditelny
materidl. Tato Siroka skupina miize byt pfirodniho nebo syntetick¢ho plivodu a mize se
nachdzet v nespocetné¢ moznych formach, tvarech s Sirokou Skdlou vlastnosti a pouziti
v raznych typech odvétvi (Mecerreyes et al., 2020). Nicméné, s rostoucim pouzivanim
polymert se také stupnuje ekologicka problematika spojena s jejich vyrobou, spotiebou a

naslednym odpadem.

Polymery maji za nésledek nejen to, ze vytvareji obrovské mnozstvi odpadu, ale i intenzivni
spotiebu fosilnich paliv pfi jejich vyrobé. Odpadova krize spojend s plastovymi produkty
postupné prerostla do globélniho problému, nebot’ miliony tun plastl kazdoroéné kon¢i v
oceanech, pudé a vzduchu, coz ma devastujici dopad (Sivan, 2011). Tento odpad miize
poskozovat volné zijici zivocichy, naruSovat ekosystémy. Kromé fyzickych dopada
plastového odpadu existuji také obavy z chemickych latek, které se mohou z plastovych
vyrobki vyluhovat a potencidlné se dostat do potravniho fetézce, coZ mize mit vliv na lidskeé
zdravi. Mikroplasty, coz jsou malé plastové Castice, které se mohou nachazet ve vodnich
zdrojich, jsou obzvlasté znepokojivé kviili svému potencialnimu dopadu na lidské zdravi a
zivotni prostiedi (Koelmans et al., 2019). O feSeni problému znec€isténi plasty vyzadujici
mnohostranny ptistup, ktery zahrnuje omezeni pouZivani plastii, zlepSeni postupti nakladani
s odpady a také podporu udrzitelnych alternativ plastovych vyrobki, je vyvijeno usili (Sivan,
2011). Prikladem je ekologicka organizace One Earth — One Ocean, kterd pomaha svym
programem Marine Litter Cleanup zbavit mote 1 vnitrozemské vody plastového odpadu,
ropy a chemikalii, za pouziti lodi, které shromazd’uji plastovy odpad pomoci siti sahajicich
az do hloubky ¢tyt metrii. Existuje ale spoust dalSich organizaci zabyvajici se touto Sirokou

problematikou (ONE EARTH — ONE OCEAN, c2022).
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1 POLYMERY A JEJICH CHARAKTERISTIKA

Polymery jsou obecné organické makromolekularni latky, které se skladaji opakujicich se
podjednotek zvanych monomery. Tyto podjednotky jsou spojeny kovalentnimi vazbami a
vytvateji dlouhou fetézcovou strukturu (Mano, 2007). Vyznacuji se vysokou molekulovou
hmotnosti a dlouhymi fetézci téchto opakujicich se monomert, které mohou byt linearni,

rozvétvené nebo zesitované (Mecerreyes et al., 2020).

Dle jejich ptivodu je Ize rozdélit na syntetické a ptirodni. Zatimco mezi ptiklady piirodnich
polymerti vyskytujicich se, jak jiz ndzev sdm urcuje, v pfirodé patii bilkoviny, DNA,
celuléza a kaucuk, tak mezi syntetické polymery vyrabéné cClovékem v laboratoii i
v prumyslovych odvétvich patii plasty, syntetickd vldkna, lepidla, natérové hmoty ¢i pryz

(Mecerreyes et al., 2020) (Mano, 2007).

Polymery maji jedine¢né vlastnosti, diky nimz jsou uzite¢né v riznych aplikacich. Mohou
byt naptiklad pruzné nebo tuhé, prihledné¢ nebo neprithledné a mohou mit rizny stupenl
pevnosti a odolnosti. Mezi jejich dalsi vlastnosti patii hotlavost ¢i elektrickd, tepelnd a
akusticka nevodivost, nizka hmotnost a vyrazna cenova dostupnost. Mezi nevyhody se da
fadit jiz zminénd hoflavost a stim spojend omezend tepelnd odolnost. Diky témto
vlastnostem maji polymery hojné vyuziti v riznych pramyslovych odvétvich jako je
napiiklad obalovy a potravinafsky primysl, stavebnictvi, automobilovy primysl,
elektronika 1 zdravotnictvi. Tyto vlastnosti 1ze pfizplsobit tpravou chemického sloZeni a
struktury polymeru. Védci zabyvajici se polymery pracuji na vyvoji novych materiald se
specifickymi vlastnostmi pro rtuzné aplikace, jako jsou systémy pro podavani 1éciv,
elektronicka zatfizeni a pokroc€ilé materidly pro letecky a automobilovy primysl (Mano,
2007). Mohou byt také upraveny tak, aby vykazovaly specifické funkce, jako je transport
iontll, redoxni aktivita nebo katalyticka aktivita, které jsou dulezité pro bateriové aplikace.
Mimo primyslova odvétvi nachdzime polymery v nasem kazdodennim zivoté (Asiandu et

al., 2021).

1.1 Prirodni polymery

Pfirodni polymery jsou polymery, které se vyskytuji v pfirodé a pochazeji z zivych
organismu. Jsou produkovany rostlinami, zivocichy a mikroorganismy a maji Siroké vyuziti
v riznych oblastech, v€etné mediciny, potravin a textilii (Mano, 2007). Pojmem piirodni
polymery jsou oznacCovany i latky vyrabéné preméenou prfirodnich latek naptiklad guma z

ptirodniho kaucuku. Mezi dalsi ptiklady ptirodnich polymeru biologického piivodu patii
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napiiklad bilkoviny, DNA, celuléza a chitin. Celuléza je nejrozsifenéjSim piirodnim
polymerem a nachdzi se v bunécnych sténach rostlin, kterym poskytuje strukturalni podporu.
Zpusob kombinace chemickych latek spole¢né se zplsobem vyroby davaji obrovské
moznosti v ovlivitovani vyslednych vlastnosti polymert (Mecerreyes et al., 2020). Piirodni
polymery maji jedine¢né vlastnosti, diky nimz jsou uzite¢né v riznych aplikacich. Mohou
byt naptiklad biologicky odbouratelné, biokompatibilni a maji nizkou toxicitu. Diky témto
vlastnostem jsou atraktivni pro pouziti v lékarskych aplikacich, jako jsou systémy pro
podavani léCiv a tkanové inzenyrstvi. Pfirodni polymery lze také vyuzit pfi vyrobé

udrzitelnych materialti, jako jsou bioplasty a biopaliva (Mano, 2007).

Polymery lze také na zdklad¢ jejich vlastnosti rozdélit do nékolika skupin: termoplasty,
reaktoplasty, elastomery a bioplasty (Narancic, O'Connor, 2019). Termoplasty jsou
polymery, které pti dosazeni hranice teploty tani zméknou a umoziuji tak rtizné formovaci
procesy, jako je ohybani, tazeni, lisovani nebo vyfukovani. Po dal$im ohtati prechazeji do
skupenstvi kapalného, coz umoziuje dal$i zpracovani pomoci riiznych technologii,
napftiklad vstfikovani. Po ochlazeni tyto materidly znovu ztuhnou, aniz by doslo k vyraznym
zméndm jejich vlastnosti. Tento fyzikalni proces je opakovatelny. Mezi vyznamné
termoplasty patii napt. polyvinylchlorid (PVC), polystyren (PS), polyvinylacetat (PVAC),
polyethylen (PE), akrylatové sklo a polyizobutylen (Narancic, O'Connor, 2019).

Reaktoplasty jsou plasty, které 1ze formovat pomoci tepla. Jsou dodavany ve formée tekutych
latek s medovou konzistenci, obvykle jako pryskyfice, a k nim se pfidavaji tvrdidla. Po
smiSeni se tyto latky zpracovavaji a pfi ndsledném zahtati zméknou. Dal$im zahiatim
dochazi k jejich ztvrdnuti, a po této fazi je jiz nelze preménit do plastického ¢i tvarného
stavu. Mezi vyznamné reaktoplasty patti fenolova (formaldehydova) pryskyfice,
melaminoformaldehydova pryskyfice, mocovinoformaldehydové pryskyfice, nenasycené
polyesterové pryskyfice a polyuretanové pryskytice (Narancic, O'Connor, 2019) (Duchacek,
1995).

Elastomery jsou materialy s elastickymi vlastnostmi, které lze snadno tvarovat a po
odlehceni napéti se vrati do své piivodni podoby. Jejich gumova elasticita je z velké ¢asti
nezévisla na teploté. Mezi vyznamné elastomery patii kaucuky, at’ uz syntetické i ptirodni,
mezi néz spadd butylkaucuk, polysulfidovy kaucuk, polyuretanovy kaucuk a silikonovy

kaucuk (Narancic, O'Connor, 2019).
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1.2 Biopolymery

K béznym polymeriim jiz existuje spousta alternativ, které ¢asteCné fesi enviromentalni
problematiku. Biopolymery, lidové feCeno bioplasty, byly vyvinuty pravé jako alternativa

ke konven¢nim plastiim s cilem pfekonat problémy zivotniho prostedi (Mano, 2007).

Bioplastem se oznacuje typ pfirodniho polymeru, ktery se vyrabi z obnovitelnych zdroji
biomasy, jako jsou rostlinné bilkoviny, tuky a oleje, kukuficny skrob, hrachovy skrob nebo
mikrobiota, namisto fosilnich paliv. Bioplymery mohou byt biologicky odbouratelné i
neodbouratelné a mohou mit podobné vlastnosti jako tradi¢ni plasty na bazi ropy (Sivan,
2011). Biopolymery lze rozd¢lit na jiz zminéné dva hlavni typy, kterymi jsou biologicky
odbouratelné a biologicky neodbouratelné biopolymery. Biologicky odbouratelné
biopolymery se ziskdvaji z biologickych zdroji, zatimco biologicky neodbouratelné

biopolymery se vyrabé&ji z obnovitelnych zdroji (Kong et al., 2023).

Biodegradabilni polymery jsou polymerni materidly vyrobeny z pfirodnich materialt a lze
je pouzit jako alternativu k plastim. Jednd se o polymery, které mohou byt rozlozeny
mikroorganismy v biologickém prostiedi, jako je ptida ¢i kompost. Za ptitomnosti kysliku a
vlhkosti jsou za pomoci téchto mikroorganismu rozkladany na ptirodni latky, jako je voda,
oxid uhli¢ity a biomasa. Vyrab¢ji se z pfirodnich materiald, jako je Skrob, celuléza a
bilkoviny, nebo ze syntetickych materidli, jako je kyselina polymléénd a
polyhydroxyalkanoaty (Kong et al., 2023). Biologicky odbouratelné polymery, vcetné
polykaprolaktonu, kyseliny polyglykolové a polybutylensukcinat-koadipatu, se syntetizuji
pfedevS§im z  petrochemikalii. Mikrobialni  fermentace  biopolymert, vcetné
polyhydroxyalkanoath a bakteridlni celulozy, je udrZitelny zptsob vyroby, ktery funguje za
relativné neSkodnych podminek s nizkou spotiebou energie. Riizné mikroorganismy mohou
pii kultivaci za rGznych Zivin a podminek prostfedi akumulovat PHA jako zasobni latky.
Tato schopnost umoziiuje jejich preziti ve stresovych podminkéach. Pocet a velikost granuli
PHA, slozeni monomeril, makromolekularni struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti se lisi
v zavislosti na produkujicich mikroorganismech, dodavanych surovinach a provoznich
podminkach (Kong et al., 2023). Biologicky odbouratelné polymery se pouzivaji v fad¢
aplikaci, véetn¢ oballl, zemédélstvi a zdravotnickych prostredkli. Oproti béZznym plastim
nabizeji nékolik vyhod, véetné mensiho ekologického dopadu diky jejich moznosti rozkladu
v ptirodé¢ ¢i moznosti kompostovani, coz poméha sniZit mnozstvi odpadu na skladkach. Diky
jejich vyrobé€ z obnovitelnych zdrojl, jako jsou rostlinné materialy, pomahaji snizit spottebu

fosilnich paliv. S biologicky rozloZitelnymi polymery jsou vSak spojeny i nékteré problémy,
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napiiklad jejich cena a omezend dostupnost v neékterych oblastech (Kong et al., 2023)

(Duchagek, 1995).

1.3 Enviromentalni vyznam polymerii

Polymery maji pozitivni i negativni dopady na zivotni prostiedi v zavislosti na jejich vyrobé¢,
pouzivani a likvidaci. Pozitivni je, Ze polymery umoznily vyvoj mnoha vyrobkd, které
zlepsily kvalitu naSeho zivota, jako jsou lékaiské piistroje, elektronika, doprava c¢i
potravinaisky pramysl. Polymery jsou také lehké, odolné a vSestranné, coz je Cini
atraktivnimi pro pouziti v riznych aplikacich (Mano, 2007). Tento velmi oblibeny material
ma mnoho jiz zminénych Zadoucich vlastnosti. Ironii je, Ze prave nejpreferované;si vlastnost
polymert, kterou je trvanlivost a odolnost vii¢i mikrobidlnimu rozkladu, je zarovei hlavni
hrozbou pro Zivotni prostiedi. Polymery mohou v Zivotnim prostiedi pretrvavat stovky let a

mohou poskodit biodiverzitu a ekosystémy (Sivan, 2011).

Vyroba a likvidace polymerid v§ak mlize mit negativni dopady na zivotni prostifedi. Vyroba
syntetickych polymert zahrnuje vyuziti neobnovitelnych zdrojl, jako je ropa a zemni plyn,
coz ptispiva k emisim sklenikovych plyni a klimatickym zméndm. Béhem vyrobniho
procesu mohou také vznikat odpady a znecisténi, které poskozuji zivotni prosttedi a ohrozuji
lidské zdravi. Odstranéni polymert rovnéz ptedstavuje velky problémem, protoze mnoho z
nich neni biologicky rozloZzitelnych a mohou pfetrvavat v Zivotnim prostfedi po stovky let.
To muize vést k znecisténi pudy, vody, ovzdusi, poskodit ekosystém a vycerpat piirodni
zdroje. Ve snaze o feSeni téchto problému je vyvijeno usili o vytvéafeni udrzitelnéjSich
polymerti a o zdokonaleni postupli vyroby a procesii likvidace. Tato snaha zahrnuje vyvoj
biodegradabilnich polymert a jejich pifipadna recyklace (Mano, 2007). Biopolymery maji
vyznamny environmentalni dopad, protoZe jsou oproti syntetickym polymerim vytvareny z
obnovitelnych surovin a podléhaji pfirozenému biologickému rozkladu. Celkové maji
biopolymery potencidl poskytnout udrZitelnéjsi a k Zivotnimu prosttedi Setrnéj$i alternativy
k syntetickym polymertim. Nicméné&, neni vZdy zaruceno, Ze biopolymery budou vzdy tou
nejlepsi volbou z ekologického hlediska, protoze jejich vyroba mize vyZzadovat znacné
mnozstvi energie a vody a mohou predstavovat riziko znecisténi. Je tedy klicové zajistit, aby
vyrobni a likvidacni procesy biopolymert byly rovnéz udrzitelné¢ z hlediska Zivotniho
prostiedi a nezplisobovaly neptiznivé a nezadouci enviromentalni dopady (Duchacek, 1995)

(Mano, 2007).
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2 NANOVLAKNA A FILMY

Nanovlakna pfedstavuji material s primérem v rozsahu nanometrti (uvadi se 100—500 nm).
Mohou byt vytvofena z riznych materiali, véetné polymert, kovii, keramiky a uhliku. Jejich
mald velikost poskytuje nanovlakniim unikatni vlastnosti zahrnujici vysoky pomér povrchu
k objemu, vysokou porovitost s malou velikosti porti, vysokou mechanickou pevnost a
chemickou a tepelnou stabilitu. Tyto vlastnosti oteviraji Siroké moznosti v oblasti aplikaci
jako je biomedicina, energetika, elektronika ¢i environmentalni inzenyrstvi (Rafique et al.,

2010).

2.1 Nanovlakna na bazi zeinu

Nanovlakna na bazi zeinu jsou nanovlakna vyrobena z bilkoviny ziskavané z kukufice. Tato
nanovlakna Ize vyrabét riznymi technikami, véetné elektrospinningu a separace fazi. Mezi
jejich ptedni vlastnosti patii vysoky pomér plochy povrchu k objemu, coz je ¢ini uzite€nymi
pro aplikace, jako je hojeni ran, podévani 1é¢iv a tkdniové inZenyrstvi. Nanovldkna na bazi
zeinu lze také vybavit riznymi molekulami pro zlepSeni jejich vlastnosti, naptiklad

antimikrobidlnimi latkami nebo ristovymi faktory (Ali et al., 2014).

Struktura zeinovych nanovlaken, je tvofena jednim polypeptidovym fetézcem, ktery je
stabilizovan intramolekuldrnimi disulfidovymi vazbami. Makromolekularni struktury
bilkovinnych nosicl, veetné zeinu, jsou podobné strukturdm pfirozené se vyskytujicich
bilkovin ve tkdnich a organech, coz zajistuje biologickou funkcnost, kterd mize byt
degradovéna pfirozenymi enzymy a metabolizovana fyziologickymi mechanismy (Ali et al.,

2014).

Zein je prevladajici zasobni bilkovinou obsazenou v kukufici (Zea mays L.) (50 % a vice).
Funkci téchto bilkovin je zfejmé skladovani dusiku pro vyvijejici se semena. Piedstavuje
ekonomicky vyznamny vedlejsi produkt v odvétvi zpracovani kukufiéného Skrobu. Ziskava
se zjiz zminéné kukufice a béZné se pouzivad v potravinaiském primyslu jako potah
cukraiskych vyrobki. Jedna se o latku s hydrofobnim charakterem diky obsahu velkého
mnozstvi nepolarnich aminokyselin jako je leucin, alanin a prolin. To z n&j €ini latku, ktera
neni rozpustnd ve vode¢, a dokonce 1 v nizkych koncentracich soli. K udrzZeni jeho
molekularni konformace je zapotiebi ethanol ve vysokych koncentracich (60-95 %) (Zhang

et al., 2018) (Chen et al., 2022).
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Zein je také slibnym piirodnim polymerem pro pouziti v riznych aplikacich diky své nizké
molekulové hmotnosti, netoxicité, stabilité vici teplu a vlhkosti, schopnosti slouzit jako
bariéra proti svétlu, kysliku, vlhkosti a mikrobidlnim kontaminacim, biologické
odbouratelnosti ¢i dobré biokompatibilité. Zein mé také vynikajici mechanické vlastnosti,
jako je vysokd pevnost a elasticita, coz z n¢j d€la vhodny materidl pro vyrobu
biodegradabilnich oball, sacka a jinych obalovych materiali. Zein také vykazuje dobré
vlastnosti bariéry proti plynim a pardm, coz z n¢j déla vhodny material pro vyrobu obali
pro potraviny a farmaceutické produkty. Pouziva se také jako stavebni material v tkanovém
inzenyrstvi. Diky svym vlastnostem je schopen tvofit filmy a vldkna (Ali et al., 2014) (Chen
et al., 2022).

Pokud jde o strukturu zeinu (obrazek 1), jedna se o prolaminovy protein, ktery se sklada z
vysokého podilu hydrofobnich aminokyselin, jako je prolin a glutamin. M4 pomérné
jednoduchou strukturu, sklada se z jednoho polypeptidového fetézce, ktery je stabilizovan

intramolekularnimi disulfidovymi vazbami (Ali et al., 2014).

O
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Obrézek 1 Molekulova struktura zeinu (Ali et al., 2014)

Nanovldkna Ize vyrdbét riznymi metodami, vcetné elektrospinningu, meltblowingu a

separace fazi (Rafique et al., 2010).

Elektrospinning je Siroce pouzivana technika vyroby nanovlaken, pii niz
elektromagnetickym polem vytahuje polymerni roztok nebo tavenina do jemnych vlaken.
Béhem tohoto procesu se vysoké napéti pfivede na stiikacku s roztokem polymeru, ktery je
nasledné vystfikovan skrze malou trysku. Elektrické pole zplsobi, ze roztok vytvofi
Taylortiv kuzel, ktery se pak pfi pohybu smérem ke kolektoru natahuje a prodluzuje az
vytvoii trysku. Jak se rozpoustédlo odpatuje, polymer tuhne do podoby nanovlaken (Ali et

al., 2014).
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Alternativnim postupem pro vyrobu nanovlaken je meltblowing neboli metoda taveni, ktera
zahrnuje vytlatovani polymerni taveniny skrze trysku a nésledné protahovani taveniny za
pouziti vysokorychlostniho horkého vzduchu nebo jinych plynt. Tenkd vlakna se pak
shromazd’uji na dopravnim pasu. Vldkna vyrobena touto metodou maji obvykle primeér veétsi
nez prumér vlaken vyrobenych elektrospinningem. Taveni je kontinualni proces, ktery lze

pouzit k rychlé a efektivni vyrob¢ velkého mnozstvi vladken (Ali et al., 2014).

Separace fazi je proces pouzivany k vyrob¢ nanovlaken z roztoku polymeru. Pii této technice
se polymer rozpusti v rozpoustédle a roztok se poté podrobi zméné teploty nebo pridavku
nesolventniho ¢inidla. To zpusobi, Ze se polymerni roztok rozdéli na dvé faze: fazi bohatou
na polymery a fazi bohatou na rozpoustédla. Faze bohatd na polymer pak mize ztuhnout do
vlaknité struktury, kterou Ize zpracovat na nanovlakna. Konkrétni podminky nutné k tomu,
aby doSlo k oddéleni fazi, zavisi na pouzitém systému polymer-rozpoustédlo a lze je
optimalizovat tak, aby bylo dosazeno pozadovanych vlastnosti vyslednych nanovlaken

(Rafique et al., 2010).

2.2 Zeinove filmy

Zeinové filmy jsou tenké listy nebo vrstvy biopolymeru zvaného zein vyrobené z kukufice.
Tyto filmy jsou biologicky odbouratelné, biokompatibilni a netoxické, coz z nich ¢ini slibny
material pro potravinaisky priimysl, protoZze mohou byt pouZity jako alternativa k tradi¢nim
obalovym materialiim, které nejsou biologicky rozloZitelné a mohou mit negativni dopad na
zivotni prosttedi (Yoshino et al., 2002). Lze je vyrabét tradicnimi technikami, jako je
odlévani, vytlacovani a koextruze, nebo pokroc¢ilejSimi metodami, jako je elektrosprejovani,
které umoznuje vytvatet filmy s vynikajicimi strukturnimi vlastnostmi a bariérovymi a

tepelnymi vlastnostmi (Gaona-Sanchez et al., 2015).

Elektrosprejovani (electrospraying) je obecné proces, pii kterém se kapalina rozprasuje na
drobné kapky pomoci elektrostatického pole. V konkrétnim ptipadé zeinu dochazi
k vstiikovani roztoku zeinu do kapilary, ktery je vystavena pravé elektrostatickému poli.
Elektrostatické sprejovani je povazovano za efektivni metodu, protoZze umoziuje vytvaret
mikrometrické nebo nanometrické kapky a umoznuje ukladat az 80-90 % vstupniho

materialu (Gaona-Sanchez et al., 2015).

Kromé elektrostatického sprejovani 1ze zeinové filmy vyrabét také pomoci tradi¢nich
technik, jako je liti, extruze a koextruze. Liti pfind$i moZnost vytvaret filmy s riznymi

vlastnostmi. Jak jiz nazev liti napovida, pii této technice se roztok zeinu nalije do formy,
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kterd mlze byt vyrobena z riiznych materialt, napiiklad ze skla nebo kovu. Forma se poté
umisti do pece, kde se roztok zahteje a necha ztuhnout. Po ztuhnuti se film vyjme z formy a
muze byt dale zpracovan. Tento proces umoziiuje vytvaret filmy raznych tlousték a velikosti,
ale vysledné filmy mohou byt nachylné k trhlindm a mohou mit omezenou pruznost. Liti je
vhodné pro vyrobu filml s vysokou optickou Cistotou a s vysokou tepelnou odolnosti

(Gaona-Sanchez et al., 2015).

Pfi extruzi se roztok zeinu vytlacuje skrz trysku riznych tvart a velikosti, coZ umoznuje
vytvaret filmy s vysokou homogenitou a konzistenci, coz znamena, ze vysledné filmy maji
konzistentni tloustku a vlastnosti. Vysledny produkt se mlize dale zpracovavat nebo se miize
nechat ztuhnout a poté pouzit jako hotovy film. Extrudované filmy maji vynikajici
mechanické vlastnosti, jako je pevnost a pruznost, a jsou vhodné pro vyrobu oball a

potravinaiskych oball (Gaona-Sanchez et al., 2015).

Koextruze umoziuje kombinovat rizné materidly a vytvaret filmy s rliznymi vlastnostmi.
Pti koextruzi se dva nebo vice materialt vytlacuji skrz jednu trysku, coz umoznuje vytvaret

filmy s riznymi vrstvami a vlastnostmi (Gaona-Sanchez et al., 2015).

2.3 Nanomaterialy v oblasti Zivotniho prostredi

Vliv nanomateriali na zivotni prostfedi je komplexni a riznorodad problematika, ktera je
stale pfedmétem vyzkumu. Jednim z hlavnich aspekti je potencidlni Skodlivost
nanomateridlli pro vodni organismy a ekosystémy. Transformace umélych nanomateriala v
motské vodé mohou ovlivnit biologické interakce a toxické G€inky na tGrovni populaci a
ekosystémui. Toto je zpusobeno tim, Ze velikost nanomateriali hraje kli¢ovou roli v
procesech bunécného vstiebavani a preménach, které probihaji v pfirodnim prostiedi

(Esposito et al., 2021).

Kromé potencidlni toxicity nanomateriali existuji také nejistoty tykajici se zakladnich
vlastnosti nanotechnologii, které¢ ztézuji vyvoj optimalné fungujicich aplikaci nebo
hodnoceni rizika pro lidské nebo ekologické zdravi. Osud a bezpecnost nanomaterialii pti
aplikaci, kterd mliZze byt spojena s jejich uvoliiovanim do Zivotniho prostfedi, jsou z velké
¢asti neznamé. Proto je dulezité pecliveé sledovat ekologickou bezpecnost nanotechnologii

pouzivanych pro enviromentalni sanaci (Esposito et al., 2021).
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3 BIODEGRADACE

Biodegradace je ptirozeny proces rozkladu organickych latek piirozené se vyskytujicimi
biologickymi organismy. Pfi tomto procesu enzymy nebo chemicky rozklad provadény
zivymi organismy, jako jsou bakterie, houby ¢i fasy, hraji kli¢ovou roli. Organické latky
jsou takto rozklddany na jednodussi slouCeniny, kterymi jsou voda, oxid uhli¢ity (CO>),
biomasa a dal$i mineralni latky (Bueno et al., 2023). V souvislosti s polymery se
biodegradace vztahuje na proces, pii kterém tyto mikroorganismy rozkladaji polymer na
mensi slouceniny. Tento proces mize vést ke ztraté specifickych vlastnosti polymeru, jako
je hmotnost, pevnost a pruznost nebo prithlednost (Albright, Chai, 2021). Tento proces miize
probihat aerobné&, coz je za ptitomnosti kysliku, nebo anaerobné, tedy za nepfitomnosti

kysliku (Silva et al., 2023).

Biodegradaci mizeme rozdélit do trech hlavnich kategorii, ktery mi jsou primarni,
environmentalné piijatelna a konecnd biodegradace. Primdrni biodegradace zahrnuje zmény
v chemické struktufe latky, coZ ma za nasledek ztratu urcitych vlastnosti polymeru. Dalsi
kategorii nazyvame jako environmentéalné ptijatelna biodegradace, ktera se tyka procesu, pii
kterém jsou odstranény nezddouci vlastnosti slouc¢eniny. Konecnéa biodegradace zahrnuje
uplny rozklad slou¢eniny na pIn¢€ oxidované nebo redukované jednoduché molekuly, jako je

naptiklad oxid uhli¢ity ¢i methan, dusi¢nan ¢i amon a voda (Silva et al., 2023).

Biodegradaéni proces lze rozdélit do dvou fazi. Prvni fazi je biodegradace, ktera je
charakterizovana spolecnym ptisobenim riznych mikroorganismti a abiotickych faktord,
které rozkladaji polymery na malé frakce. Jedna se o povrchovou degradaci, kterou lze
identifikovat pouhym okem a ktera je zodpovédna za zménu mechanickych, fyzikélnich a
chemickych vlastnosti materialu. Druhou fazi je biofragmentace, ktera je charakterizovana
vyluCovanim katalytickych c¢inidel, jako jsou enzymy, mikroorganismy. Tato cCinidla

postupn¢ snizuji molekulovou hmotnost polymeri (Silva et al., 2023).

Tento proces v laboratornich podminkach zahrnuje vystaveni polymerniho materidlu
mikroorganismim za peclivé kontrolovanych podminek a monitorovani degrada¢niho
procesu v prabeéhu casu. Postup biodegradace tedy zacina vybérem vhodného mikrobialniho
prostiedi, které simuluje podminky prostiedi, tedy reprezentativni pro prostiedi, ve kterém
se degradace polymeru ocekava. Dal§im krokem je samotnd pfiprava zkuSebnich vzorkd.
Polymery se rozd¢li na malé kousky nebo rozmélni na prasek, coz zvétSuje povrch dostupny

pro mikroorganismy. Tyto zkuSebni vzorky se nasledné umisti do fizeného prostredi, které
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poskytuje optimalni podminky pro rust a aktivitu téchto mikrobd, jako je teplota, vlhkost a
ptistup k zivindm. Pribéh biodegradace je sledovan v pribéhu Casu méfenim riznych
parametrii, jako je ztrdta hmotnosti, produkce oxidu uhlicitého, riist mikroorganismi a
zmény fyzikalnich a chemickych vlastnosti polymeru. Vysledky degradace jsou
analyzovany za ucelem stanoveni rychlosti a rozsahu biodegradace a srovnani biologické
rozlozitelnosti rdznych typt polymernich materidl. Konkrétni podrobnosti postupu
biodegradace se mohou lisit v zavislosti na typu polymeru, podminkach prostiedi a ucelu

experimentu (Albright, Chai, 2021).

Schopnost polymert podvolit se biologickému rozkladu zavisi nejen na ptivodu polymeru,
ale také na jeho chemické struktufe a podminkach rozkladu v daném prostiedi, naptiklad
ptitomnost konkrétniho mikrobidlniho spolec¢enstva (Albright, Chai, 2021) (Attallah et al.,
2021). Tato struktura ovliviiuje moznost rozkladu polymeri hydrolytickym nebo oxida¢nim
Stépenim na urovni makromolekul. Existuje také fada syntetickych polymert, které spliuji
kritéria biodegradability, jako naptiklad kyselina polymlécna, poly-e-kaprolakton,
polyoxyethylen, polyvinylalkohol, alifatické polyestery na béazi diolti a dikarboxylovych
kyselin, aromaticko-alifatické kopolyestery a polyesteramidy (Duchacek, 1995).

Podminky biodegradace zahrnuji ptitomnost zivych organismi, jako jsou bakterie a houby,
které jsou schopny rozkladat organické latky. DalSimi faktory, které ovliviuji biodegradaci,
jsou teplota, vlhkost, pH prostfedi, dostupnost kysliku a Zivin (Vroman, Tighzert, 2009).
Naptiklad zvySend teplota a vlhkost mohou urychlit proces biodegradace, zatimco nizka
hladina kysliku ji miZe zpomalit. Rychlost a rozsah biodegradace mohou byt také ovlivnény
pritomnosti konkrétnich mikrobidlnich spolecenstev, jelikoz rizné¢ druhy mikroorganismi

maji rozdilné schopnosti rozkladat specifické druhy polymert (Albright, Chai, 2021).

Kromé& biodegradace existuji 1 dal§i procesy, které mohou iniciovat environmentalni
degradaci polymernich materidlli, jako je fotodegradace, tepelna degradace a chemicka

degradace (Albright, Chai, 2021).

3.1 Metody stanoveni biodegradace

Metody pro stanoveni biologické degradace zahrnuji fyzikalni metody, jako jsou SEM, TEM
¢1 extenzometr pro sledovani poSkozeni povrchu a pevnostnich vlastnosti. Dale zde fadime
chromatografické metody, jako jsou GC a SEC/GPC pro analyzu slozeni, spektroskopické
metody, jako jsou NMR a FTIR pro detekci stopovych prvki a strukturnich vlastnosti,

respirometrické metody pro méteni rychlosti respiracniho metabolismu, termické metody
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pro analyzu vlastnosti a chemickych vazeb, a metaanalyzu pro statisticky odhad rychlosti
biologické degradace a zivotnosti. Tyto metody umoziuji komplexni pochopeni slozeni a

degradacnich vlastnosti biologicky rozlozitelnych polymert (Baidurah, 2022).

Fyzikalni metody analyzy biologicky rozlozitelnych polymert zahrnuji techniky, jako je
elektronova mikroskopie (SEM a TEM), extenzometrie a vazeni na vahach. Tyto metody se
pouzivaji k pozorovani poskozeni povrchu, mikrostruktury a morfologie polymerd a k
méieni pevnostnich vlastnosti, jako je pevnost v tahu a viskoelasticita. Poskytuji cenné
poznatky o fyzikdlnich zménach a degradaci biopolymert a umoznuji posoudit stupen
biodegradace a vliv podminek prostiedi na materialy. Tyto fyzikalni metody nabizeji vyhody
z hlediska vizualniho pozorovani a presného métfeni mechanickych vlastnosti, ale maji také
omezeni z hlediska pozadavkl na velikost vzorku a €asové nérocnosti nekterych analyz

(Baidurah, 2022).

Chromatografické metody zahrnuji separaci chemické smési pomoci mobilni faze (plyn
nebo kapalina), ktera smes prenasi pies stacionarni fazi. Tento proces umoznuje separaci,
identifikaci a stanoveni chemickych slozek sloZitych smési a polymert. Chromatografie je
povaZzovana za vykonny a prakticky nastroj pro separaci a identifikaci polymeri diky své
schopnosti oddélovat slouceniny na zékladé jejich velikosti, molekulové hmotnosti a
chemického slozeni. Plynova chromatografie (GC) a velikostné vylucovaci chromatografie
(SEC) jsou specifické typy chromatografickych metod pouzivanych pro analyzu
chemického slozeni a molekulové hmotnosti biopolymert. Tyto metody jsou Siroce
pouzivany ve vyzkumu polymerd a jsou cenné pro charakterizaci polymert diky své

schopnosti poskytovat presné tidaje o molekulové hmotnosti (Baidurah, 2022).

Pro charakterizaci polymernich materialti se bézné€ pouzivaji i spektroskopické metody. Tyto
metody jsou zaloZzeny na méfeni emise, absorpce, rozptylu, fluorescence a difrakce
elektromagnetického zafeni. Pfikladem spektroskopickych metod jsou NMR, IR a
rentgenové metody, které se pouZivaji k analyze mnoZstvi zafeni generovan¢ho nebo
absorbovaného molekularnimi nebo atomovymi druhy vzorku, ktery je pfedmétem zajmu.
Tyto metody poskytuji cenné poznatky o strukturnich vlastnostech a sloZeni biologicky
odbouratelnych polymert (Baidurah, 2022).

Respirometrické metody jsou metody, které mohou poskytnout cenné informace tykajici se
mechanisml biodegradace polymernich vzorkti v disledku aktivity mikroorganismd.
Zahrnuji méfeni mnoZstvi spotiebovaného plynného kysliku (O2) nebo oxidu uhlicitého

(CO2) uvolnéného materialy béhem jejich rozkladu, coz miize pomoci posoudit biologickou
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degradaci vzorkll. Respirometrické metody lze navic doplnit dalSimi analytickymi
metodami, jako je méfeni ubytku hmotnosti, FTIR a NMR, a ziskat tak komplexné;si
predstavu o procesu rozkladu (Baidurah, 2022).

Prostiedi biodegradac¢niho procesu

v

Dle studie Kliem et al.,, 2020, nejptiznivéjsi podminky rozkladu se nachézeji v
kompostovacich prostiedich. V domécim kompostu, stejné jako v pramyslovych
kompostarnach, je velkd mikrobialni rozmanitost s vysokou aktivitou, zejména pii dobrém
zasobeni kyslikem. V druhém piipadé jsou také zvysSené teploty, které dale podporuji
aktivitu mikroorganismt. V pad¢ a v Cdistirenskych kalech jsou stile pfitomny cetné
mikroorganismy, ale teploty Casteéné podléhaji velkym regiondlnim vykyvim. Vodni
prostfedi (sladkd a motskd voda) vykazuje nejnizsi biologickou aktivitu, protoze voda
poskytuje silné fedéni. Na skladkéach probiha biologickéd degradace pomaleji a za vylouceni

kysliku a je silné zavisla na zptisobu provozu.
3.2 Biologicky aktivni latky ovliviiujici priibéh biodegradace

3.2.1 Nisin

Nisin, jako polypeptidovy bakteriocin, ucinné ptsobi proti Siroké Skale grampozitivnich
bakterii a je zv1aste efektivni v boji s bakterialnimi sporami. Nicméné, vic¢i gramnegativnim
bakteriim, kvasinkdm a plisnim mad minimalni nebo Zadnou aktivitu. Toto piirodni
antibiotikum je produkovéano urcitymi bakteriemi rodu Lactococcus a je Siroce vyuzivano
jako konzervac¢ni prostiedek v potravinarském prumyslu po celém svété, ¢imz prodluzuje
dobu trvanlivosti vyrobku (Caballero et al., 2003). Jeho pomérné komplikovanou strukturu

zobrazuje obrazek ¢. 3 (Rapa et al., 2013).
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Obrazek 2 Chemicka struktura nisinu (Rapa et al., 2013)

3.2.2 Thymol

Thymol (obrazek 4), téZ znamy jako isopropylmethylfenol, IPMP, isopropyl-m-kresol nebo
hydroxycymen, je piirodni fenol, ktery se Casto pouzival k 1écbé infekei u lidi ¢i ke
konzervaci mumii ve starovékém Egypté. Tato latka se nachdzi v riznych koncentracich v
éterickych olejich rostlin (pfedevsim z celedi hluchavkovitych), vcetné tymianu c¢i
dobromyslu. Extrahuje se jako bila krystalicka latka piijemné viing se silnymi antiseptickymi

vlastnostmi (Priestley et al., 2003), (Marchese et al., 2016).

OH CHjs
CH;
H3C
Obrazek 3 Chemicka struktura thymolu (Dong et al., 2020)

3.2.3 Eugenol

Eugenol (obrazek 4), fenolova aromaticka sloucenina, je primarné extrahovana z oleje z
hiebicku. ObsazZen je ale i bazalce, skofici, medunice ¢i muSkatovém ofiSku. Diky svym

-----

dobfe zndmym antibakteridlnim, antivirovym, protiplisiovym, protizanétlivym a
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antioxida¢nim vlastnostem se uz dlouho vyuziva v riznych odvétvich, véetné kosmetiky,
mediciny ¢i farmacie. Eugenol se tedy pouziva jako aroma, drazdidlo, senzibilizator a mize
vyvolat lokalni anestezii. AvSak pii vysSich koncentracim muze vykazovat toxické ucinky.
V ostatnich pfipadech muze zplUsobovat kieCe, nevolnost, zrychleny tep a zavraté

(Ulanowska, Olas, 2021), (Pavithra, 2014).
CH30 -

HO

Obrézek 4 Chemicka struktura eugenolu (Kamatou et al., 2012)
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem této prace je vyhodnotit biologickou rozlozitelnost obohacenych zeinovych
nanovlaken a filml za pomoci méieni uvolnéného oxidu uhli¢itého dle ISO 14855. Dil¢im
cilem bylo také provedeni fluorescenéni mikroskopické analyzy Céasteéné degradovanych
vzorkd nanovldken i filmi a nésledné vyvozeni doporuceni a moznosti dal§iho sméru
vyzkumu v oblasti udrzitelnych nanomateriali. Tato prace byla motivovana potifebou
porozuméni dopadu téchto materialii na Zivotni prostiedi a jejich schopnosti rozkladat se

pfirozenymi procesy.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Pristrojové vybaveni a pomiicky

Pouzitymi pfistroji byly Hiden Analytical HPR-40 DSA Membrane Inlet Mass
Spectrometer, analytické vahy Sartorius (Némecko), analyzator vlhkosti Ohaus MB2S5,
fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX53M (Olympus). Mezi dalsi vyuzité pomiicky patiily
automatické pipety, 1zicka, kadinky, nasypka, biometrické banky se zatkami opatfenymi

septem, zkumavky, pinzeta, dratek ¢i injekcni stiikacka.

5.2 Material
Pramyslovy kompost (Argo CS a.s., Ceska Skalice, Ceska republika)
Perlit (Argo CS a.s., Ceska Skalice, Ceska republika)

Mineralni medium
e 10 ml CaCl2.2H20 g/l

10 ml Fe(NH4)2(S04)2.6H20 3 g/l

e 20 ml A-KH2PO4 9,07 g/l

e 10ml MgS0O4.7H20 10 g/

e 10 ml NaCl 50 g/l

e 80 ml B-Na2HPO4.12H20 23,90 g/1

e 10 ml NH4Cl130 g/l

e 2.4 mlroztok stopovych prvki
KHCO3, HCI, Celuloza (Sigma Aldrich, USA)

Vzorky nanovlaken (Slovenska akademie véd) - Zein/PEG, Zein/PEG + 2 % eugenol,
Zein/PEG + 2 % thymol, Zein/PEG + 2 % nisin, Zein/PEG + 2 % eugenol + 2 % thymol,
Zein/PEG + 2 % eugenol + 2 % nisin, Zein/PEG + 2 % thymol + 2 % nisin (Sigma
Aldrich, USA)

LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability Kit (ThermoFisher Scientific), SYTO9,
propidium jodid
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5.3 Popis experimentalni ¢asti

Biodegradace byla méfena podle produkce oxidu uhli¢ité¢ho dle ISO 14855, ktery se pfi
tomto procesu uvoliiuje. Konkrétné¢ je méfen procentudlni podil organického uhliku z

testovaného materialu, ktery se pfeménil na oxid uhli¢ity (Sasinkova et al., 2022).

Jako substrat pro tento experiment byl pouzit vyzraly komercni zahradni kompost Argo
(Argo CS a.s., Ceska Skalice, Ceska republika). K zahéjeni biodegradace byl kompost preset
pies sito s velikosti otvorii 0,2 mm. Nasledujicim krokem byla kultivace a samotné dozravani
kompostu, které probéhlo v boxu v termostatu pti udrzované teploté 58°C. Kompost byl
umistén na latku a byl zvlhéen destilovanou vodou za pomoci stficky. Vlhkost kompostu
byla kontrolovdna kazdy druhy den a pfipadné bylo provedeno dals$i zvlhéovani. Pro
optimalni vyvoj kompostu bylo dilezité zajistit pravidelné provzdusiovani po dobu 1 tydne.

K tomu slouZil provzdu$iovaci motorek, ktery byl pfipojen k boxu (Sasinkova et al., 2022).

Experiment byl proveden pro 7 vzorkid sledovanych nanomaterialti a 7 vzorkt filmt se
stejnou koncentraci aktivni latky. Kazdy vzorek nanomateridlii i filma byl sledovéan ve 3
opakovanich. Déle byly pfipraveny 4 blanky (lahve bez vzorku) spole¢né pro nanovlakna i
filmy a 6 standardl s celulozou. 3 standardy byly pouzity pro vzorky nanomaterialti a 3

standardy pro vzorky filmi.

Pro zahijeni biodegradace bylo pocatecni mnoZstvi lahvi navySeno, aby bylo moZné
pfipadné vytadit v ptipravné fazi lahve s vyraznou odchylku od ostatnich, tedy ty lahve se

$patnou t&snosti vriku (Sasinkova et al., 2022).
Vlastni biodegradace

Do kazdé z lahvi byl navazen perlit za pouziti predvazky o hmotnosti 1,5 g. Dale za stejného
pouziti pfedvazky byl navdzen vyzraly primyslovy kompost o hmotnosti 3,3 g. K dosaZeni
50 % vlhkosti byl obsah lahvi zvlh¢en vypoctenym mnoZstvim mineralniho média, kdy po
pridani byla smés lehce protfepana. Takto pfipravené lahve byly uzavieny vrsky a byly
umistény ke kultivaci pfi 58 °C (= 2 °C). Po 1 tydnu kultivace bylo zméfeno za pomoci
hmotnostniho spektrometru CO2 a Ar a byla vyhodnocena tésnost vrSki vyraznou
odchylkou. Po vytazeni lahvi s vyraznou odchylkou od ostatnich, tedy s nevhodnou té€snosti
vrsku, byly do jednotlivych lahvi navazeny vzorky dle hmotnosti viz piiloha I (Ceska

technicka norma (CSN EN ISO 14855).
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Rozpis hmotnosti na jednu lahev
m; — Vyzraly primyslovy kompost - 3,3 g
m2— Promyty a vysuSeny perlit- 1,5 g

V — Mineralni médium — 2,72 ml

Vypocet pro potiebné mnoZstvi mineralniho média

K dosazeni 50 % vlhkosti v lahvi je nutné nejdiive zjistit za pomoci analyzatoru vlhkosti

vlhkost kompostu.

Za pomoci analyzatoru vlhkosti Ohaus MB25 byla zjiSténa vlhkost kompostu 27,43 %. Pro
vypocet objemu minerdlniho média byla pouzita troj¢lenka, kdy m je oznacenim pro
hmotnost kompostu.

Dle vypoctu bylo do lahvi s navazenym kompostem a perlitem pfidano 2,72 ml mineralniho

média k dosazeni 50 % vlhkosti.

T v s oo o vee oo e e 27,43 %
(M+2x) i, 50 %
(33+x) 50
33 27,43
33+ )_50><3,3

BT = T3
—(SOXS’S) 3,3=12,72ml
=743 ST Lrem

Tésnost lahvi — hmotnostni spektrometr

Po 1 tydnu kultivace bylo za pomoci hmotnostniho spektrometru méfeno mnozstvi CO2 a

Argonu v lahvich. Lahve z termostatu bylo potieba nechat zchladnout na laboratorni teplotu.

Za pomoci dratku byla zkontrolovéana prichodnost jehly a zaroven prob&hla vyména filtru.
Dle manuélu doSlo k zapnuti hmotnostniho spektrometru a pocitace a prob¢hla kontrola
kondice pftistroje. Kondice pfistroje obsahovala kontrolu turba, které musi vykazovat
hodnotu 100 % a zaroven kontrolu tlaku, ktery nesmi piesahovat hodnotu 9.10-5. Po kontrole
téchto hodnot byl na pocitaci zapnut program Hiden Analytical Limited MASsoft
Professional a vybran soubor odpovidajici méfeni CO2 a Ar. Pro ustéleni hodnot je vzdy

nutné nechat pfistroj alesponn 1 hodinu bézet. Po ptipravé pfistroje bylo mozné zahdjit
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méfeni. Do injekéni stiikacky byl natdhnut vzduch ptiblizné 1,5 - 2 ml konstantné pro
vSechna méfeni. Priichodnost jehly byla zkontrolovana dratkem. Po kontrole priichodnosti
byla jehla napichnuta na septum lahve a natazeny vzduch v injekcni stiikacce byl vymacknut
do lahve pro zabranéni nepruchodnosti jehly, coz by zpusobilo zkreslené vysledky. Po
ustaleni hodnot byly zapisovany hodnoty CO; a Argonu. Dle zapsanych vysledkli byly
nasledné vyfazeny lahve s vyraznou odchylkou od ostatnich (Ceska technicka norma (CSN

EN ISO 14855).

Procento biodegradace (Dt) bylo vypocteno jako:

_ (C03)¢ X (COy)p

D
‘ ThCO,

Kde (CO2); je akumulovany CO2 uvolnény kazdym vzorkem, (CO2)b je akumulovany CO2
uvolnény slepymi baitkami a ThCO je teoreticky CO» ze vzorku (Sera et al., 2022).

Vzorky

V tomto experimentu bylo pracovano se vzorky nanovlaken a filmi na bazi zeinu. Do kazdé
této lahve bylo navdzeno za pomoci analytickych vah ptiblizné 0,1000 g s odchylkou + 0,005
g. Konkrétni navazky nanomaterialt v jednotlivych lahvich jsou uvedeny v ptiloze 1. Filmy
byly do lahvi navazeny v polovicnim mnozstvi. Konkrétni navazky filmt v jednotlivych
lahvich jsou uvedeny v ptiloze II. Lahve se vzorky byly pét umistény do termostatu s 58 °C.
Meéteni COz a Ar bylo provadéno piiblizné po 7 dnech. Méteni mélo stejny postup jako pro
lahve bez vzorki. Navic bylo zavedeno provzduinéni po pfiblizné 14 dnech (Sasinkova et

al., 2022).
Fluorescen¢ni mikroskopie

Mikroorganismy byly obarveny metodou Zzivé/mrtvé. Vzorky polymert byly obarveny
pomoci LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability Kit (ThermoFisher Scientific) podle
pokynti vyrobce. Dvé barviva, SYTO9 a propidium jodid, byla smichana se sterilni
destilovanou vodou. Zivé a mrtvé mikroorganismy byly pozorovany pomoci vertikalniho

mikroskopu Olympus BX53M (Olympus) ve fluorescenénim rezimu (Sera et al., 2022).
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

V literatufe autofi Mariotti et al. (2020) uvadéji a bylo tedy pracovano s predpokladem, ze
sledovany materidl je biodegradovatelny. Nize jsou ve 2 kapitolach popsany vysledky
vzorkll nanovlaken a filmt. V prvni ¢asti prace byl proveden test biodegradability méfenim
vyvoje COa, ktery slouzil k monitorovani procesu mineralizace. Dale bylo fluorescen¢ni
mikroskopickou analyzou potvrzen prubéh biodegradace nanovlaken a filma

prostiednictvim identifikace defektli ve struktufe.

6.1 Nanovlakna

Meéteni vyvoje COz slouzilo k monitorovani procesu mineralizace nanovlaken. Ziskana data
poskytla indikace o vyznamné biodegradaci, kterd byla pozorovana ve vSech aktivnich
latkach ve srovnani s referencnimi a kontrolnimi latkami. Dle grafu €. 1 je viditelny rychly

pocatek biodegradacniho procesu u kazdého vzorku.

100
< 80
@
8 60
I'_E
2 40
£
20
0
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
Cas [den]
*Celulosa Zein/PEG
Zein/PEG + 2 % Eugenol Zein/PEG + 2 % Thymol
*Zein/PEG + 2 % Nisin *Zein/PEG + 2 % Eugenol + 2 % Thymol

*Zein/PEG + 2 % Eugenol + 2 % Nisin *Zein/PEG + 2 % Thymol + 2 % Nisin

Graf ¢. 1 Biodegradace nanovldken Zein/PEG" v zavislosti na mineralizaci v pritbéhu ¢asu

Vysledky Grafu 1 ukazuji vyvoj biodegradace vzorkl nanovlaken na béazi zeinu v zévislosti
na mineralizaci v pribéhu casu. V grafu jsou uvedeny hodnoty pouze po 40. den
experimentu, jelikoz po tomto dni byly vSechny vzorky zdegradovany a jiz nebyl viditelny
zadny dalsi vyvoj biodegradace. Jako standard byla pouzita celuldza, ktera dle grafu ¢. 1 ma

nejpomalejsi rozklad. To mohlo byt ovlivnéno naptiklad stafim pouzitého vzorku celulozy.
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Vsechny vzorky kromé Zein/PEG + 2 % eugenol + 2 % thymol byly rozloZeny po piiblizné
22 dnech v primyslovém kompostu pti 58°C. Vzorek Zein/PEG + 2 % eugenol + 2 % thymol
vykazal nejvétsi ucinnost pti zpomalovani biodegradace (5 %), prodluzujici dobu o 7 dni ve
srovnani s ostatnimi vzorky. Po 29 dnech byly vSechny vzorky, véetné referen¢niho, plné
mineralizovany. Navzdory obsahu antibakterialnich latek, jako jsou eugenol, thymol a nisin,
pti koncentraci 2 %, bakterie pfitomné v testovaném kompostu kompletné degradovaly
kazdy vzorek po 29 dnech.

Vyzkum provedeny v ramci studie Mariotti et al. (2020) se zamé&fil na zkoumani elektricky
zvlaknovanych vlaken na bazi zeinu s bioaktivnim sklem (BG) s antibakteridlnimi
vlastnostmi. Vlakna prokézala nizkou absorpci ¢astic BG do zeinové matrice, pti¢emz obsah
BG a CuBG se pohyboval mezi 5 a 6 % celkové hmotnosti vlaknové matrice. Termicka
analyza odhalila nékolik stupni ubytku hmotnosti, které lze piisoudit dehydrataci a
degradaci zeinu. Degradacni studie ukazaly zmény pH, absorpce vody a morfologické
zmeény v prabéhu 14 dnti. Bunééné studie in vitro prokéazaly zvySenou zivotaschopnost bun¢k
pfi pouziti vladken s inkorporovanym bioaktivnim sklem. Procento Zivotaschopnosti bylo
vy$§i u vzorkl obsahujicich bioaktivni sklo ve srovnani se vzorky bez BG. Fluorescenéni
mikroskopie prokdzala narGst bunék v prubéhu casu, coz podporuje vysledky
zivotaschopnosti. Inkorporace bioaktivniho skla do vldken na bazi zeinu zlepsila jejich
biologické vlastnosti, coz je ¢ini slibnymi pro aplikace v tkanovém inzenyrstvi a
regenerativni medicing (Mariotti et al.,2020).

Studie Jing et al. (2018) zkoumala vyrobu nosnych struktur pomoci smési inkousti
z polykaprolaktonu a zeinu. Pfidani zeinu do zlepSilo mechanické vlastnosti oproti ¢istému
polykaprolaktonu. Navic se zvysila biologicka rozloZitelnost diky enzymatické degradaci

zeinu. Studie naznacuje potencidlni pouZiti v biomedicinskych aplikacich (Jing et al., 2018).
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A — Zein/PEG
B — Zein/PEG + 2 % Eugenol

C — Zein/PEG + 2 % Nisin

D — Zein/PEG + 2 % Thymol

E — Zein/PEG + 2 % Eugenol + 2 % Nisin

F — Zein/PEG + 2 % Eugenol + 2 % Thymol
G — Zein/PEG + 2 % Thymol + 2 % Nisin

Obrazek 5 Fluorescencni mikroskopie vzorkii nanovlaken po 7 dnech biodegradace
(20pm)
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Udaje o biodegradaci byly podpofeny snimky z fluorescenéniho mikroskopu obrazek 5 (A-
G). Tyto fotografie dokazuji priitbéh biodegradace nanovlaken i s jednotlivymi aditivy, kde
jiz po 7 dnech jsou patrné defekty ve struktute kazdého vzorku. U vzorkl Zein/PEG + 2 %
nisin a Zein/PEG + 2 % thymol + 2 % nisin Ize nejlépe vidét velké mnozstvi Zivych bunck,
které znazoriuje zelena barva. Barva Cervena pak ukazuje jiz mrtvé buiiky mikroorganismd,
které prevladaji u vzorkt Zein/PEG, Zein/PEG + 2 % eugenol, Zein/PEG + 2 % thymol,
Zein/PEG + 2 % eugenol + 2 % nisin, Zein/PEG + 2 % eugenol + 2 % thymol.

Dle snimku z fluorescen¢niho mikroskopu lze vidét na obrazku G, ze vzorek Zein/PEG + 2
% thymol + 2 % nisin po 7 dnech degradace obsahuje nejméné¢ defektli v porovnani se
vzorky se stejnym obsahem ptidavné antibakterialni latky. Tento vzorek mél vSak dle grafu

¢. 1 pfiblizné€ o 1 % rychlejsi nastup rozkladu.

6.2 Filmy

Meéfieni vyvoje CO2 bylo pouzito také k sledovani procesu mineralizace i u filmt. Ziskané
udaje naznacuji vyznamnou biodegradaci, kterd byla pozorovédna ve vSech aktivnich latkach
ve srovnani s referenénimi a kontrolnimi latkami. Graf ¢. 2 ukazuje rychly zacatek

biodegradacniho procesu ve vSech vzorcich filmu.
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Graf ¢. 2 Biodegradace filmii Zein/PEG" v zavislosti na mineralizaci v pritbéhu c¢asu

Graf ¢. 2 ukazuje vyvoj biodegradace vzorku filmil na bazi zeinu v zavislosti na mineralizaci

v prubehu casu. V grafu jsou uvedeny hodnoty pouze po 40. den experimentu, jelikoz po
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tomto dni byly vSechny vzorky zdegradovéany a jiz nebyl viditelny zadny dalsi vyvoj
biodegradace stejné jako u vzorkll nanovldken. Ziskana data ukazuji rychlejsi proces
biodegradace ve srovnani s nanovldkny. Na rozdil od nanovldken byly vSak filmy
navazovany do lahvi o pfiblizné polovi¢ni hmotnosti. Jako standard byla pouzita celuloza,
ktera dle grafu ¢. 1 mé nejpomalejsi rozklad. To mohlo byt ovlivnéno stafim pouzitého

vzorku celulozy.

Dle grafu €. 2 lze fici, Ze vSechny vzorky filmu projevily rychly pocatek biodegradacniho
procesu a byly zdegradovany jiz piiblizné po 16 dnech. AvSak vzorek Zein/PEG + 2%
eugenol + 2 % thymol vykazuje nejrychlejsi postup degradace, zatimco vzorky Zein/PEG +
2 % Eugenol a Zein/PEG + 2 % Thymol byly rozlozeny az po 22 dnech v primyslovém
kompostu pti 58 °C. Po 7 dnech jsou patrné defekty 1 u filml na bazi Zein/PEG, které byly

pozorovany fluorescenénim mikroskopem.

Studie Pleva et al. (2022) vyhodnocovala tvorbu biofilmu na vybranych biodegradabilnich
polymernich foéliich (PLA, PBAT, PBS) s vybranymi bakteridlnimi kmeny. Studie také
pracovala se vzorky s inkorporovanymi antimikrobidlnimi slou€eninami (thymol nebo
eugenol). Na obohacenych polymernich filmech byla stanovena antimikrobiélni aktivita a
také snizeni tvorby biofilmu. Bylo tedy prokdzano, ze vSechny jsou antimikrobidlni a u¢inné
pii snizovani tvorby biofilmu, ktery prispiva k biodegradaci. Tato studie podporuje zjisténi
tykajici se ucinkl latek jako je thymol a eugenol na biodegradacni procesy (Pleva et al.,

2022).

Antibakterialni G€inky potvrzuji autofi studie Lopresti et al. (2021). V této studii byly
piipraveny antibakterialni filmy na bazi MB s obsahem karvakrolu a nisinu jako biocidi.
Tato studie potvrzuje antibakterialni aktivitu proti L. monocytogenes, S. enteritidis, E. coli

a St. Aureus (Lopresti et al., 2021).
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H — Zein/PEG
CH - Zein/PEG + 2% Eugenol

I — Zein/PEG + 2 % Nisin

J — Zein/PEG + 2 % Thymol

K — Zein/PEG + 2% Eugenol + 2 % Nisin

L — Zein/PEG + 2 % Eugenol + 2 % Thymol
M — Zein/PEG + 2 % Thymol + 2 % Nisin

Obrazek 6 Fluorescencni mikroskopie vzorkt filmi po 7 dnech biodegradace (20pm)
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Udaje o biodegradaci byly jako u vzorki nanovlaken podpofeny snimky z fluorescenéniho
mikroskopu. Obrazky H-M se vzorky Zein/PEG, Zein/PEG + 2% Eugenol, Zein/PEG + 2 %
Nisin, Zein/PEG + 2 % Thymol, Zein/PEG + 2% Eugenol + 2 % Nisin, Zein/PEG + 2 %
Eugenol + 2 % Thymol, Zein/PEG + 2 % Thymol + 2 % Nisin dokazuji prib¢h biodegradace
nanovlaken i s jednotlivymi aditivy, kde jiz po 7 dnech jsou patrné defekty ve struktuie

kazdého vzorku.

Na snimcich je viditelné zelen¢ zbarvené zivé konsorcium bakterii a Cerven¢ zbarvené
mrtvé bunky. Na obrazku M (Zein/PEG + 2 % thymol + 2 % nisin) pfevladaji mrtvé
bunky. Lze tedy z obrazku 6 odvodit Ze tyto pfidané latky jsou schopné mikroorganismy
po n¢jakou dobu inhibovat ¢i usmrcovat a dokud se neuvolni do prostfedi tak zpomaluji
biodegradaci. Tato zjiSténi mohou mit dilezity dopad na vyvoj biodegradabilnich

materiald s regulovatelnymi vlastnostmi.
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ZAVER

Studovana nanovldkna na bazi zeinu (Zein/PEG) jsou biodegradabilnim materidlem
s vhodnym vyuzitim napiiklad v potravinaiském pramyslu jako obalovy material ¢i jako
obal farmaceutickych produkti. Pouziva se také jako stavebni materidl v tkanovém
inzenyrstvi. Diky svym vlastnostem je schopen tvofit filmy a vlakna. Vysledky provedeného
experimentu ukazuji na fakt, Ze vSechny vzorky nanovlaken 1 filmt vykazuji rychly pocatek
biodegradac¢niho procesu v priimyslovém kompostu pii 58 °C (£ 2 °C). Ze skupiny vzorkt
nanovladken vzorek Zein/PEG s pfidavkem kombinace thymolu (2 %) a nisinu (2 %) ma
nejrychlejsi pribéh biodegradace a byl zcela zdegradovdn po pfiblizné 22 dnech.
Nejpomaleji zdegradovany vzorek byl Zein/PEG + 2 % eugenol + 2 % thymol, ktery oproti
vzorku s ptidavkem 2 % nisinu + 2 % thymolu byl v 16 dni pomalejsi az o 15 %. Ve 22. dni
byl vSak rozdil jiz zanedbatelny.

Ze skupiny vzorki filmtl jsou rozdily v nejrychlejsim pribéhu biodegradace nevyznamné.
Témét vSechny vzorky filmii byly rozlozeny jiz po 16 dnech. Nejpomalejsi prubeh vSak
vykazuji vzorky Zein/PEG film + 2 % eugenol + 2 % nisin a Zein/PEG film + 2 % thymol.
Ptidavné latky prodlouzily dobu degradace o pfiblizn€ 5 dni. Snimky z fluorescencniho
mikroskopu dokazuji, ze jiz po 7 dnech od zahdjeni biodegradace jsou patrné defekty na
vSech sledovanych vzorcich nanovldken i filml. Zavérem lze fict, ze ptidavné latky
s antibakteridlnimi U¢inky pribéh degradace vyrazné nezpomaluji, maximalné o 2-5 dnt,

coZ je nevyznamny ¢asovy usek.

Tato prace ptispiva k porozuméni biodegradace nanovldken i filmi vyrobenych na bazi
zeinu a jejich moznych aplikaci v oblasti environmentaln¢ Setrnych materiali. Vzhledem
k tomuto zjisténi lze experiment déle rozsifit naptiklad zvySenim koncentraci ¢i jinych

kombinaci ptidavnych latek.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
CO, Oxid uhligity

Ar Argon

0,  Kyslik

PEG polyethylen glykol

ml mililitr

g/l gram/litr — jednotka hmotnostni koncentrace
m hmotnost
v objem

°C stupen Celsia — jednotka teploty

PVC polyvinylchlorid

PS polystyren

PVAC polyvinylacetat

PE  polyethylen

PIB  polyizobutylen

PHA polyhydroxyalkanoaty

SEM Rastrovaci elektronova mikroskopie (Scanning Electron Microscopy)
TEM Transmisni elektronova mikroskopie (Transmission Electron Microscopy)
GC  plynova chromatografie

SEC Rozmérové-vylucovaci chromatografie

GPC Gelova chromatografie

NMR  Spektroskopie nuklearni magnetické rezonance

FTIR Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

PLA kyselina polymlécna

PBAT polybutylen adipat-co-tereftalat

PBS polybutylensukcinat



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 Molekulova struktura zeinu (Ali et al., 2014) ....ccoeeeviieeiieeeeeee e, 15
Obrazek 3 Chemicka struktura nisinu (Rapa et al., 2013) ....cceeeiiieeciiieiieecie e, 22
Obrazek 4 Chemicka struktura thymolu (Dong et al., 2020)........ccceeevvienieeiieniieiieeieeens 22
Obrazek 5 Chemicka struktura eugenolu (Kamatou et al., 2012).......c.cccceveviienieeiienieennen. 23

Obrazek 5 Fluorescen¢ni mikroskopie vzorkii nanovlaken po 7 dnech biodegradace



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

SEZNAM GRAFU

Graf ¢. 1 Biodegradace nanovidken Zein/PEG™ v zavislosti na mineralizaci v priibéhu casu

Graf ¢. 2 Biodegradace filmii Zein/PEG" v zavislosti na mineralizaci v priibéhu casu......33



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

47

SEZNAM PRILOH

Ptiloha P I: Navazky vzorki nanovlaken

Ptiloha P II: Navazky vzorkt biofilmt



PRILOHA P I: NAVAZKY VZORKU NANOVLAKEN

Oznaeni lahvi | 1A 1B 1C 2A 2B 2C 3 A 3B 3C 4A 4B 4 C*
Hmotnost
i [o] 0,1005 | 0,10004 | 0,10061 | 0,09976 | 0,09914 | 0,10033 | 0,10049 | 0,1001 | 0,10017 | 0,1003 | 0,10015 | 0,07668
Oznaceni lahvi 5A 5B 5C 6 A 6B 6C 7A 7B 7C CA CB CcC
Hrgf{g]"“ 0,1014 | 0,10079 | 0,1004 | 0,10035 | 0,09988 | 0,10082 | 0,1018 | 0,09985 | 0,09966 | 0,1019 | 0,0990 | 0,1015

* U navazky do lahve 4 C pochybél vzorek, proto je hodnota vyrazné odlehld od ostatnich.




PRILOHA P II: NAVAZKY VZORKU FILMU

Oznaceni lahvi | 8 A 8B 8C 9A 9B 9C 10A | 10B | 10C | 11A | 11B | 11C
Hmotnost 50,4 51,2 50,5 50,5 513 50,3 51.3 520 | 515 51.5 49.5 50,0
m [mg]

Oznaceni lahvi 12 A 12 B 12C 13A 13B 13C 14 A 14 B 14 C CD CE CF

Hmotnost
m [mg]

50,3 50,0 49,0 50,2 50,5 49,9 50,8 49,9 50,8 49,9 49,8 50,9
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